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第1章　 緒 言

体 外 組 織 培 養 は1884年Roux次 い で1907年

Harrisonが これを 試 み た の に 初 ま り,そ の後1910

年Carrel & Burrows21) 22)は 固 型 培地 を支 持体 と し

て用い,被 覆 法及 び カ レル法 に よ り方 法 論 的 革新 を

行 つた が,更 に1913年Carrel36)は 廻 転 培 養法 を 示

唆 し, 1925年Lowenstadt81)は これ を実 際 に 用 い,

その後Ott108), Comman27)等 に よ り 装 置 の 改 良 が

なされ今 日の廻 転 培養 法 の基 礎 が確 立 せ られ た.

さて,骨 髄 組 織 培 養 に つい て は, 1910年Carrel

 & Burrows21)が 幼 若猫 の 骨 髄 組織 を 培 養 した の に

初 ま り, Maximow28)(1929), Fieschi & Astaldi32)

(1946), Woodard & Pomerat152)(1953)筆 は骨髄

組織を血 漿 固 型培 地 を 用 い て培 養 した が,之 に対 し

Osgood & Muscovitz105)は1936年 骨髄 細 胞 を 浮 游

液 と しての 培養 す る方 法 を考 案 し,そ の後1937年106)

には ワ クチ ン瓶 を 使 用 して簡 易 化 に成 功 して い る.

更 に, 1948年Norris & Majnarichi97)は 骨髄 細 胞 浮

游液 を小 試験 管 に 入 れ 孵 卵 器 中 で 静 置 培 養 し,

 Hays48)は ワ クチ ン瓶 を 利 用 し てWarburg氏 恒 温

槽 中で 振盪 培 養 を行 い よ り簡 便 な もの と し,骨 髄 に

及 ぼす各 種 物質 の効 果 を 検討 した.

その後. Asteldi & Tolentino9)(1949), Lajtha76)

(1952), Clemmesen & Plum26)(1952)等 にζよつ て

骨髄細 胞浮 游 液 の 静 置 又 は撹拌 培養 が 試 み られ 多 数

の研 究成 果 が 報告 さ れ た.又, Lajtha76), Swsn &

 Reisner139)等 もOsgoodの 方法を用いて人赤芽球の

成熟に関す る研究を行 い,更 にBeman & Pows

ner11), Thomas & Lochte143)等 は本法が又骨髄細

胞のD. N. A.及 びHeminの 合成に関する研究に

ついても有用であつたと報告している.我 国に於い

ても,伊 藤63),牧 野81)等 はOsgoodの 変法であ る

Norris & Majnarichi97)の 方法によりビタミン剤.

ア ミノ酸剤の骨髄造血機能に及ぼす影響を検討して

いる.

近年教室の岩崎64),久 米 田74)等 はOsgood等 の

骨髄細胞浮游培養法の改良を企て,家 兎骨髄細胞浮

游液のWarburg氏 恒温槽内での振盪培養法を創案

し,各 種アミノ酸剤,ビ タミン剤,鉄 剤等の影響を

観察 し,以 後本法を以て骨髄赤血球系造血機能に関

して多数の研究が行なわれている.

私は教室の白血病治療の系統的研究の一端として,

名種抗白血病剤の骨髄造血機能,特 に赤血球系造血

に及ぼす影響について研究するに当り,前 述の岩崎,

久米田氏法に検討を加えた結果,新 たに骨髄細胞浮

游廻転培養法を考案し得たので,以 下報告し諸賢の

御批判を仰ぐものである.

第2章　 実験方法

第1節　 実験材料

20～30才 の健康人又は体重1.5kg内 外 の健康幼

若家兎を選び,い ずれも血液像を検査し正常である

ことを確めた後,人 においては胸骨骨髄穿刺を施行
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し骨髄液0.5ccを 吸引した.家 兎 では大腿骨,脛

骨及び上腕骨を取 り出し,こ れを消毒した後,骨 鉗

子を用いて縦に割り骨髄を摘出した.尚,こ の際脂

肪髄は用いず赤色髄のみを使用 した.

第2節　 実験方法

家兎骨髄培養に於て は,取 り出 した家兎骨髄を

Gey氏 液10ccに 入れホモゲナイザーにより800廻

転30秒 間廻転させ骨髄を破砕した後, 1500廻 転8分

間遠心沈澱し,上 清及び表面の脂肪層を取除き,沈

澱 した骨髄細胞を家兎血清10cc及 び葡萄糖を含く

むTyrode氏 第1液 とTyrode氏 第2液 の等量混

合液10cc中 に入れ細胞浮游液を作り, 150メ ツシ

ュに通 しこの濾液を三角コルベンに集めよく撹拌し

ながら1ccの 駒込 ピットで浮游の中間の層を0.8cc

宛吸引し,実 験に必要とす る本数 の各円形培養管

(15mm×150mm)に 分注 し,更 にRinger氏 液

0.4cc宛 を分注 した.最 後に培養管にダブル栓をし

て1時 間20廻 転の廻転培養器に収め37℃ で培養を

行なつた.

人骨髄培養においては,同 じく骨髄穿刺液0.5cc

をGey氏 液に入れ,直 ちに1500廻 転8分 間遠心沈

澱後上清を棄 て,沈 澱 した骨髄細胞 を同一人血清

10cc及 び葡萄糖を含 むTyrode氏 第1,第2液 等

量混合液10cc中 に入れ,細 胞浮游液を作 り, 150

メツシュにて濾過し.濾 液を家兎の場合と同様に分

注 し,培 養を行なつた.

液体培地組成

Tyrode氏 液による骨髄細胞浮游液　 0.4cc

家兎又は人血清　 0.4cc

Ringer氏 液　 0.4cc

尚,培養液中の有核細胞数は約2000～5000/cu. mm

と した.

第3節　 観察方法

培養前及び培養後6, 12, 24, 36, 48時 間毎に2本

の培養管を取り出し, 5分 間強く振盪した後,各 々

の骨髄細胞浮游液について赤血球数,有 核細胞数及

び血色素量を測定 し,更 に細胞浮游液を1000廻 転5

分間低速遠沈 し,そ の沈渣の塗抹 標本 を作製,

 May-Giemsa染 色を施行して観察した.

i)赤 血球数:赤 血球用メランジュールに より細

胞浄游液を吸い,ハ イヱム氏液に混じてビュルカー,

チ ュルク氏計算盤にて算出した.

ii)有 核細胞数:白 血球用メランジュールを用い,

チ ュルク氏液に細胞浮游液を混 じて計算した.

iii)血 色素量: 1/15モ ル第1燐 酸カリ溶液22cc

と第2燐 酸ソーダ3ccを 混和 し,之 を4倍 に稀釈

したもの4cc中 に血球浮游液0.2cc.を 充分に混和

溶血せしめた後,不 溶解部分を遠沈除去し,次 いで

20%フ ヱ リシアンカリ溶液1滴 を加え, 10分後に5

%シ アンカ リ1滴,更 に2分 後にアンモニヤ1滴 を

夫々加えて10分 以内にベツクマン分光光度計にて測

定した.

iv)赤 芽球百分率,総 赤芽球数,正 染性赤芽球増

加指数:培 養した骨髄細胞の塗抹染色標本について

1000個 の有核細胞を算える間の赤芽球の分類を行つ

た.赤 芽球は前赤芽球,好 塩基性赤芽球,多 染性赤

芽球,正 染性赤芽球の諸型に分類し,正 染性赤芽球

は細胞質に好塩基性の色調が全くなく成熟赤血球の

色調を有するもののみを算定した.乙 の赤芽球百分

率並びに有核細胞数より細胞浮游液1cu. mm中 の

総赤芽球及び正染性赤芽球の絶対数を算出したが,

正染性赤芽球数の増加は培養開始時の総赤芽球数並

びに正染性赤芽球数に影響されるため,正 染性赤芽

球数の増加を, Berman11)の 云 う所謂"Accumuhted

 Orthochromic Cells",(以 下 これを正染性赤芽球増

加指数と呼ぶ)即 ち培養開始時の赤芽球系細胞1000

ケに対する各培養時間における正染性赤芽球増加数

によりあらわした,こ の正染性赤芽球増加指数は次

式により算出せられた.

O=Ox時 間-Oo時 間/To×1000

O:培 養開始時の総赤芽球1000ケ に対する培養X

時間後における正染性赤芽球増加指数

Ox時 間:培 養X時 間後における1cu. mm中 の正

染性赤芽球数

Oo時 間:培 養開始時における1cu. mm中 の正染

性赤芽球数

To時 間:培 養開始時における1cu. mm中 の総赤

芽球数

第3章　 実験成績

第1節　 家兎骨髄細胞浮游廻転培養

i)赤血球増加率(第1表,第1図)

第1図.家 兎骨髄培養における赤血球増加率
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培養後6時 間において16.4%で あり, 12時 間後に

は最高値の27.5%を 示 し,そ の後漸次低下したが,

 24時間後21.2%, 36時 間後18.3%, 48時 間後13.6%

であり,そ れぞれ培養前に比 して増加を示した.

ii)血 色 素増 加 量(第2表,第2図)

培 養6時 間 後 にお い て71mg/dl,更 に12時 間 後

132.9mg/dlと 急 激 な増 量 を示 し,そ の 後,更 に24

時 間 後188.6mg/dl, 36時 間 後181.9mg/dl, 48時

第1表　 家兎骨髄培養における赤血球数(103)及 び赤血球増加率(%)

第2表　 家兎骨髄培養における血色素量(mg/dl)
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第2図.家 兎骨髄培養における血色素増加量 間後173mg/dlで あり,培 養前に比しそれぞれ増

加を示した.

iii)有 核細胞増加率(第3表,第3図)

培養後6時 間において+18.6%と 急激に増加し,

 12時 間後には+20.2%に 上昇したが,そ の後, 24時

間後, +10.2%, 36時 間後, +1.4%と 下降 し,培

養後48時 間には-9.0%を 示 した.

iv)正 染性赤芽球百分率(第4, 5表,第4, 5図)

第3表　 家兎骨髄培養における有核細胞数(102)及 び有核細胞増加率(%)

第3図.家 兎骨髄培養における有核細胞増加率

第4表　 家兎骨髄培養における赤芽球百分率

(%)(平 均値)

第4図.家 兎骨髄培養における赤芽球百分率

培養全経過にわたり正染性赤芽球百分率の持続的

増加があり,培 養前6.4%で あったが, 6時 間後,

 11.7%, 12時 間後, 23%, 24時 間後, 30%, 36時間

後34%で あ り,培 養48時 間後には39%を 示 した.こ

れに伴い好塩基性赤芽球は消失し,多 染性赤芽球百

分率は漸次減少した.
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第5表　家兎骨髄培養における正染性赤芽球

百分率

第5図　家兎骨髄培養における正染性赤芽球百分率

v)総 赤芽球数(第6表)

培養経過中総赤芽球数は略々一定乃至軽度増加の

傾向を示した.

vi)正 染性赤芽球増加指数(第7表,第6図)

培養開始時の赤芽球1000ケ に対す る各培養時間

における正染性赤芽球増加指数は,培 養全経過にわ

たり増加を認め,培 養6時 間後59で あつたが, 12時

間後103, 24時 間後298, 36時 間後382と 急激な増加

を示し,培 養48時 間後には428で あつた.

第2節　 人骨髄細胞浮游廻転培養

i)赤 血球増加率(第8表,第7図)

培養6時 間後9.0%, 12時 間後14.0%と 漸次増加

し, 24時 間後には18.3%と 最高値を示し,そ の後36

時間後12.4%, 48時 間役7.9%と 増加率は低下 した

が,培 養前に比しそれぞれ増加を示 した.

第6表　 家兎骨髄培養における総赤芽球数

(/Cu. mm)

第7表　 家兎骨髄培養における正染性赤芽

球増加指数

第6図　 家兎骨髄培養における正染性赤芽球

増加指数

ii)血 色 素 増 加量(第9表,第8図)

培 養6時 間 後84.7mg/dl, 12時 間 後143.1mg/dl

と急 激 な 増 加 を 示 し,更 に24時 間 後 に は188.6

mg/dlと 軽 度増 加 した が,そ の 後 は変 化 な く, 36時

間 後及 び48時 間 後 に は そ れ ぞ れ181.9mg/dl, 173
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第8表　 人骨髄培養における赤血球数(103)及 び赤血球増加率(%)

第7図　 人骨髄培養における赤血球増加率

第8図　 人骨髄培養における血色素増加量

mg/dlと ほぼ同様の値を示した.

iii)有 核細胞増加率(第10表,第9図)

培養6時 間後+11.7%,　 12時 間後+19.8%と 急激

に増加したが,そ の後漸次低下し,　24時 間後+16.6

%,　 36時 間+4.3%で あ り,培 養48時 間後には-2.7

%と 培養前に比し軽微なながら減少を示した.

iv)正 染性赤芽球百分率(第11. 12表,第10, 11図)

第9図　 人骨髄培養における有核細胞増加率

第11表　 人骨髄培養赤芽球百分率(%)
(平均値)

家兎骨髄培養の場合と同じく,培 養全経過にわた

り正染性赤芽球百分率の増加を認め,培 養前8%で

あつたが, 12時間後21%, 24時 間後32%, 36時間後

39%で あ り,培 養48時 間後には48%を 示 した.こ れ

と同時に好塩基性赤芽球は消失し,多 染性赤芽球百

分率は漸次減少した.

v)総 赤芽球数(第13表)
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第9表　 人骨髄培養における血色素量(mg/dl)

第10表　 人骨腿培養における有核細胞数(102)及 び有核細胞増加率(%)

培養経過中総赤芽球数は略々一定乃至軽度増加の

傾向を示した.

vi)正 染性赤芽球増加指数(第14表,第121図)

培養開始時の赤芽球1000ケ に対する各培養時間に

おける正染性赤芽球増加指数は,培 養全経過にわた

り急激な増加を認め,培 養6時 闇後32, 12時 間後85

と増加し, 24時 間及び36時 間後にはそれぞれ210,

 300であり,培 養経過中最も急峻な増加を示し48時

間後には360で あった.

第4章　 総 括 並 びに 考 按

骨 髄 組織 培 養法 は2つ の 主 な型 に分 類 され る.即

ち. 1つ は骨 髄組 織 織 片を 用 いて の血 漿固 型 培養 法

で あ り,他 の1つ は骨 髄細 胞 浮 游液 の 静 難,又 は撹

拌 培 養法 で あ る.血 漿 固 型培 養法 は, 1910年Carrel

 & Burrow21)が 幼若 猫 の骨 髄 組 織 を培 養 したの に始

ま り, Ingebrigsten60)(1912)は 海 〓 骨髄 を, Rrd
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第12表　 人骨髄培養における正染性赤芽球百分率

第10図　 人骨髄培養における赤芽球百分率

第11図　 人骨碇培養における正染性赤芽球百分率

maun30)(1917)は 家鶏骨髄を夫々家鶏血漿中で静

置培養 し,新 生細胞 を観察 し,又Woodard &

 Pomerat152)(1953)は 人肋骨骨髄を廻転培養法によ

第13表　 人骨髄培養における総赤芽球数

(/Cumm)

第14表　 人骨髄培養における正染性赤芽球増加指数

第12図　 人骨髄培養における正染性赤芽球増加指数

り培養し,血 漿培地中に於ける骨髄血管の発達を観

察 している.更 に近年教室においては教室考案の臨

床組織培養法を行い白血病の診断及び治療に極めて

有用であることを報告 している55) 56) 57).細 胞浮游培

養法については,静 置培養法ではOsgood & Brow

nlee106)(1937), Lsjtha76)(1952)等 は ワクチン瓶

又はMccarthy瓶 を使用し,深 層培養液中で人骨髄

細胞の培養を行い,そ の成熟を観察 し, Aetsldi &
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Tolentino9)(1941)は フ ラス コ中の浅層培養液中

で正常又は病的条件における赤芽数 の成熟を検討

したが,一 方 撹拌培養で はClemmeseu & Plum26)

(1952)は 培養液中に挿入したガラス管より持続的

に空気を流入させ浮游液を撹拌する方法で白血病及

び悪性貧血の骨髄赤血球系造血について研究してい

る.

さて骨髄培養に於ては,骨 髄細胞の正常な分化

を乱さず,そ の変化を詳細に観察出来 ることが要

求されるが,骨 髄細胞浮游培養 については,既 に

Lajtha76)に よ り本法が生体内と同様な骨髄細胞の

成熟分化を示す方法であることが認められており,

又この場合培養経過に従つて見 られる赤芽球系細胞

の好塩基性→多染性→正染性えの色調の変化が単な

る変性現象ではなく,細 胞の成熟によるものであり,

又正染性赤芽球数の増加が赤芽球の成熟を反映して

いることを認 めてい る.更 にReisner & Swap139)

はこの培養法により代謝拮抗物質の骨髄細胞成熟に

及ぼす影響を観察することが可能であると述べてい

る.

飜つて,血 漿固型培養法においては,観 察は骨髄

細胞の形態学的変化に限られ,又 赤芽球は増生帯に

出現しない.又,浮 游培養法にあつては経時的に有

核細胞数を算定することが可能であるため,固 型培

養法では不可能である培養による骨髄細胞の成熟増

生を数量的に測定出来るのである.斯 くの如 く骨髄

細胞浮游培養法は赤芽球系細胞の成熟増生を観察す

るのに適した培養法であるため,各 種化学物質,血

清等の骨髄赤血球系造血に及ぼす影響に関する研究

はNorris & Majnarichi97), Swan, Reisner & Silver

man139), Markson, & Rennie83),伊 藤63),牧 野82)等

多数にのぼ るが,そ の報告の大部公 は0sgood &

 Brawnleeの 浮游培養法の原理に基いている.

次に,細 胞浮游培養法の内,静 置培養法と撹拌培

養法の優劣について考察を加えるに,撹 拌培養法に

おいては静置培養に於いて0sgoodが 指摘した重要

な培養条件である細胞密度と培養液の深度の影響を

減弱せしめ,又 は無視することが可能であり,又撹拌

培養では培養する細胞と培養液,更 に添加された血

清,化 学物質等との間に静置培養法では得られない

最も効果的に持続する接触性があり,培 養液に溶解

し得る薬剤の骨髄に及ぼす影響に関する研究に適し

ている.更 にLajtha76)は 静置培養法において は既

に培養6時 間後正染性赤芽球数の減少を認めている

が, Berman11)は 撹拌培養法,と くにPyrex管 によ

る廻転培養法において,更 に長時間にわたる赤芽球

の成熟による正染性赤芽球数の持続的増加を認めて

いる.

以上,諸 種の骨髄培養につき方法論的考察を試み,

骨髄細胞浮游撹拌培養法は血漿固形培地を支持体と

する培養法,更 には細胞浮游静置培養に比し赤血球

系造血機能を観察する上に多大の利点を有するもの

であることを述べた.

尚,撹 拌培養の内,本 実験に用いた廻転培養法に

ついては, 1913隼Currel22)が 鶏胎児心臓組織 の培

養に際し,栄 養及び酸素の供給を充分にし,且 つ老

廃物の除去を行うため に本法を示唆 し, Gey42)に

より現在の廻転培養法の原型が作 られ, Comang30),

 Ott107)等により幾多の改良が加えられ,線 維芽細胞,

癌細胞,ウ イルス等の培養に広 く用いられている.

しかし骨髄については,骨 髄組織片を血漿固型培地

中で培養したWoodard & Pomerat152)及 び教室の菅

野135)の 報告があるが,骨 髄細胞浮 游培 養では,

 Pyrex管(10×75mm)に よる廻転培養法を行つた

Berman11)の 報 告があ るに過 ぎない.し か もこ

のBermanの 方法で は5～10ccの 多 量の骨髄穿

刺液を必要 とし,又 培養管中に少量の細胞浮游液

(0.25cc)を 含むにすぎないため,単 に塗抹標本に

よる観察のみ行つている.

そこで,私 は抗白血病剤の骨髄赤血球系造血機能

に及ぼす影響を研究するに当り,骨 髄細胞浮游培養

に廻転培養法を用い前述のWarburg振 盪装置による

岩崎,久 米田氏法の改良を図つた.即 ち岩崎61),久

米田74)等 は,家 兎の骨を骨鉗子で割 り骨髄を摘出

し,ホ モゲナイザーにて破砕 し, Gey氏 液中に入

れ均等な細胞浮游液とした後, 3～5箇 のWarburg

用 ボ トウルに2cc宛 分注し,各 々のポ トウルよ り

培養8～9時 間後迄経時的に連続 して培養液の少

量つつを採取 した後,赤 血球数,有 核細胞数,網

状赤血球数,血 色素量を測定 した.し か し,こ の

Warburg氏 恒温槽による振盪培養法に おいては細

胞の変性破壊が培養早期より認められ,久 米田も指

摘している様に有核細胞数は屡々動揺し不安定であ

り,そ の塗抹染色標本は細胞学的分類に耐え得ない

例が多かつたため,赤 芽球系細胞の成熟段階の数量

的変化を経時的に追求することが出来なかつた.

そこで私はこの点について検討し,よ り長時間に

わたり骨髄赤血球系細胞の成熟過程を数量的に観察

するために,以 下に述べる様な培養方法に対する改

良を加えて,新 たに骨髄細胞浮游廻転培養法を考案
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した.

i)ま づ本実験においても家兎骨髄を破砕するに

はホモゲナイザーを使用したが,低 速短時間に終る

様にし細胞の破壊溶血を防止した.

ii)次 いでtモ ゲナイザーによる破砕のみでは骨

髄細胞塊,骨 髄間質組織等の組織片が尚残存し,こ

れは培養時の赤血球数,有 核細胞数の算定及び塗抹

染色標本による細胞分類に重大な関係を有するので,

骨髄細胞浮游液を150メ ッシユにより濾過してこれ

等を除去し,均 等な細胞浮游液となした後三角コル

ベンに集め,よ く撹拌しながらピペ ットで中間の層

を吸い上げ各培養管に均等に分注した.

iii)人 骨髄培養においては,人 胸骨骨髄穿刺に際

し0.5cc以 上の骨髄液を吸引すれば可成 りの末梢

血の混入は避けられないものと考えられるので,本

実験では0.5cc以 上 は吸引しない こととし,骨 髄

穿刺液を直ちに150メ ッシュにて濾過し同様に培養

管に分注した.

iv)岩 崎,久 米田は培地として塩類溶液のみによ

り培養 したが,本 培養にあつては血清及び葡萄糖を

含む塩類溶液を使用した.血 清は家兎骨髄培養では

同一家兎血清を,人 骨髄培養では培養される人骨髄

血球と異種血液型血清の使用は培養中凝集,溶 血を

来たすので,骨 髄穿刺をした人と同一血液型血清を

用いた.塩 類溶液としては岩崎,久 米田は萄葡糖を

含まないタイロード氏液を用いたが. Lewis78),福 光

38)等 は培養液中の適量の葡萄糖は鶏胎児の心臓,脾

臓 結締織の培養に際し成長を促進することを認め,

更 に教室菅野135)は 家兎骨髄を血漿固型培地中で廻

転培養法により短冊培養し, 0.1%の 葡萄糖を含む

タイロー ド氏液は之を含 くまぬリンゲル氏液,生 理

的食塩水よりも秀れており,培 養液中の葡萄糖の必

要性を認めているので,本 実験においては0.1%の

葡萄糖を含有せるタイロー ド氏液を使用した.尚,

本培養法では出来るだけ生体内におけると同様な骨

髄細胞分化の過程を観察することを目的としたため,

鶏胎児圧搾液等,と くに細胞の分裂増殖を促進する

ものは使用しなかつた.

v)又,岩 崎,久 米田氏法では培養経過中1培 養

瓶より連続して少量の観察材料を時計皿に採取して

いるが,細 菌感染を惹起し易 く,更 に細胞数の算定

に際し誤差を生じる可能性が大であるので,本 法に

おいては廻転培養のための円型培養管を用い,培 養

中の観察回数に憾 じて管数を決定し,各 々の培養管

に細胞浮游液を均等に分注 した.

vi)培 養法としては,久 米田の述べた如 くWar

burg氏 恒温槽中での振盪培養法では培養後8～9

時間で既に培養瓶底に多数の死滅した細胞塊を認め,

そのため塗抹染色標本は細胞分類に耐え得なかつた

ので,細 胞に対する破壊作用が少 く空気の供給及び

培養液の撹拌を充分に行い得 る廻転培養法を用い

た.

本 法を用いて健康人及び家兎骨髄を培養した結果,

培養開始後48時 間目迄赤血球数,有 核細胞数,血 色

素量の増加が認められ,又 培養後96時 間迄は培養さ

れた骨髄諸細胞を細胞学的に分類し得る塗抹染色標

本が得られ,正 染性赤芽球百分率及び正染性赤芽球

増加指数も培養経過に従い漸次増加することを認め

た.

以下実験成績の各項目について考察を試みた.

i)赤 血球増加率

Astaldi & Tolentino9)は 培養中の前赤芽球及び好

塩基性赤芽球の消失は,そ れ等が成熟により分化さ

れた型に変化したためであり,洞 様に多染性赤芽球

は正染性赤芽球へと成熟,最 後に正染性赤芽球の消

失は脱核によるものであると推定している.又 教室

岩崎64),久 米田74)は 培養経過に伴 い 赤血球数の

増加を観 し, Clemmesen & Plum26)は 浮游培養に

おいて単位時間内の有核赤血球の成熟赤血球えの移

行率を測定し, Plum113)は 培養5時 間以内に20%の

赤血球増加率を認め,更 にBesis12)は 赤血球数及び

正染性赤芽球数の両者の増加を観察している,私 は

廻転培養法により家兎及び人骨髄を培養した所,赤

血球数は経過に従い漸次増加し, 12,乃 至24時間後

それぞれ2a.0%, 18.3%の 増加を示した.こ れは後

述の如 く急激に増加した正染性赤芽球が更に成熟脱

核した結果によるものである.

ii)血 色素増加量

本実験では血色素量は培養初期に急激な増量を示

した.さ て,血 色素と赤芽球の関係 については,

 Lajtha76)はFe59摂 取が塩基性及び多染性赤芽球に

おいて最も著しいことを観察 し,小 宮68)は 多染性

赤芽球の染色性の相違は血色素量の濃度に応じても

たらされると述べ,中 尾91)は 血色素は多染性赤芽

球の成熟段階において最も旺盛に合成されることを

述べている.即 ち血色素の合成は赤芽球の成熟に密

接に関係しているが,私 の実験に於て培養経過に従

い血色素が増量したことは,他 の実験成績と共に本
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培養における赤芽球成熟の事実を更に確証するもの

である.

iii)有 核細胞増加率

培養初期には有核細胞数は増加するが培養12時 間

以後は漸次減少を示した.こ れは有核細胞の分裂増

殖はあると思われるが,有 核赤血球が成熟脱核して

赤血球になること,及 び成熟した顆粒細胞の破壊消

失によると推定 される.

iv)正 染性赤芽球百分率及び増加指数

骨髄細胞の成熟の指数として血漿固型培養に於て

は有核細胞百分率が用いられたが,細 胞浮游培養で

は有核細胞数の算定及び培養 した骨髄細胞の塗抹染

色標本による分類が可能であるため,骨 髄細胞各成

熟段階の絶対数を観察する事が 出来る. Berman11)

は赤芽球系細胞の成熟指数として前述の正染性赤芽

球増加指数を用い, Astaldi & Tolentino9), Lajtha76)

等の考案した骨髄細胞浮游静置培養に於いては培養

初期にのみ一時的の増加指数の上昇を認めるに過ぎ

ないが,前 述のPyrex管 による廻転培養に於ては

増加指数の持続的増加を認めている.私 の廻転培養

法に於ても,培 養全経過にわたり正染性赤芽球百分

率の増加を認め,こ れに反し,多 染性赤芽球百分率

の漸次減少及び好塩基性赤芽球の消失を認め,正 染

性赤芽球増加指数に於ても, Bermanの 人骨髄培養

では培養48時 間後250で あるが,私 の場合では,人

骨髄培養に於いて358,家 兎骨髄培養に於て428に 達

する急峻な増加を認めた.

この正染性赤芽球百分率及び正染性赤芽球数の増

加は,培 養開始時における赤芽球系細胞の成熟のみ

によるものではな く,好 塩基性赤芽球の分裂増殖と

正染性赤芽球の脱核にも影響されるものであろうが,

とにかく培養中の総赤芽球数は略々一定であるので,

培養初期の多染性赤芽球絶対数の圧倒的優勢から,

好塩基性赤芽球は消失し,多 染性赤芽球絶対数は漸

次減少し,こ れと共に正染性赤芽球絶対数が急激な

増加を来たしたものであることが明らかであり,培

養による骨髄赤芽球系細胞の成熟を充分反映してい

るものと考えられる.

第5章　 結 論

骨髄赤血球系造血に対する各種抗白血病剤の影響

を比較検討する目的で,人 及び家兎骨髄の浮游廻転

培養法を考案し,培 養経過に伴う赤血球数,有 核細

胞数,血 色素量,正 染性赤芽球百分率,正 染性赤芽

球増加指数の変動を追求した.

その結果,本 培養法は生体内とほぼ同様の骨髄赤

芽球の成熟,分 化を示す方法であることを認めた.

従つて,本 培養法により人及び家兎骨髄を培養し,

化学物質,血 清等の添加を行 うならば,生 体内骨髄

赤血球系造血機能に及ぼす化学物質,血 清等の直接

的影響を観察出来るものであると考えられる.

擱筆するに当り,終 始御懇篤な御指導,御 校閲を

賜つた恩師平木教授並びに角南講師に深甚な謝意を

表す.

なお,本 稿の要旨は第23回 日本血液学会総会に於

て発表 した.
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Author's Abstract

For the purpose of a comparative study on the influences of various anti-leukemic agents 
on the erythropoietic function of bone marrow, a roller culture method was performed to 
culture the cell suspensions of human and rabbit bone marrow. In the course of the incu
bation, the author observed the changes in the erythrocyte counts, number of nucleated cells, 
hemoglobin content, percentage of orthochromic erythroblasts, and increment index of ortho
chromic erythroblasts.

As the results, it has been recognized that in this culture method bone marrow erythro
blasts mature and differentiate in the same fashion as in in vivo. Therefore, it is assumed 
that, when human or rabbit bone marrow is cultured by this method in the media containing 
chemical substances or sera, it is possible to observe their direct influences on the erythro

poietic functions of bone marrow.


