
611. 411: 578. 085. 23

脾 組 織 培 養 に 関 す る 研 究

第2編

脾細網細胞の中性赤並びにヤーヌス緑Bに よる生体染色

及び墨粒貪喰に就いて

岡山大学医学部平木内科教室(主 任:平 木潔教授)

木 畑 正 義

〔昭和43年12月12日 受 稿〕

内 容 目 次

Ⅰ. 緒 言

Ⅱ. 実験 材料 並び に実験 方法

1) 実験材料

2) 実験方法

3) 中性赤(NR)並 びに ヤーヌス緑B(YG)

の添加 濃度 に就 いて

Ⅲ. 実験成績

1) NR並 びにYGに よる生体 染色所見 に就

いて

2) 墨粒 貪喰所見 に就いて

Ⅳ. 総括並 びに考按

Ⅴ. 結 語

Ⅰ. 緒 言

前編で得られた位相差顕微鏡による生態観察に基

づ く細網細胞の塩基性色素中性赤及びヤーヌス緑

B(以 下NR及 びYGと 略す)に 対する染色所見

を検討し,ま た墨粒貪喰の態度を観察した.

塩基性色素による細胞学的検索は血液学者の間に

賞用されているが33)72)82),一方 田中,速 水14)以来

組織培養に色素を添加する方法が行なわれており,

特に教室では各種組織培養にNR及 びYGを 添加

する生体染色の方法にて基礎的並びに臨床方面に数

々の業績を挙げている.一 方,脾 の細胞学的検索に

はSabin105,森 田34),大森38)そ して加納24)の研究

が知られている.私 は本編に於いて,こ れらとは異

なって,回 転培養法で培養されたある時期の脾細胞

にNR並 びにYGを 添加して観察しようとするも

のであり,本 法が従来試みられていない漸新な方法

である事はいう迄 もない.又,清 野27)により酸性

色素生体内注入により網内系が定義づけられ,更 に

今日に至る迄その貪喰性が細網細胞の最も重要な特

徴であることからして,前 編で観察した細網細胞の

墨粒貪喰の態度に就いての検討は疎そかであっては

ならない.

そこで私は前記生体染色と並行して組織培養に於

ける脾細網細胞 の墨粒貪 喰能 を も検討 したので,以

下之等 の成績 に就いて述べ る.

Ⅱ. 実験材 料並 びに実 験方法

1) 実験 材料

第一 編で用 いた と同 じ材料 を用 いた.

2) 実験方 法

a) NR並 びにYG生 体 染色 は,先 づ第1編 の

方法 に より回転培 養を行 ない,一 定時間,即 ち24,

 48, 72, 96, 120時 間後 に 短冊 グ ラスを取 出 し溝型

載物 ガ ラスに包埋 す る際 に,培 養液 と両色素 を混合

して封入 包埋 した.こ の濃度 に関 して は後述3)項

にて検討 した結果 を採用 した.観 察 は直後 よ り,或

いは一定時 間, 30分, 1, 3, 6時 間及び12時 間孵

卵 器に 放 置せ る後 取 り出し, 37℃ 保 温箱 中にて 明

視 野顕微鏡 で観察 した.

b) 墨 粒貪 喰の検 討に はⅰ) 回転培養 の始 めか

ら培養 基に墨 粒を 添加 す る方 法 及 びⅱ) 溝型載物

ガ ラスヘ封入包埋 時 に添加 す る方法を 吟味 したが,

ⅱ) の場 合plasma-clotに 妨 げ られ る 為 めか 墨粒子

の浸透 が不充 分で 目的を達 し得 ないので以下 の観察

に はⅰ) の方法 を用 いた.杉 山46)の 墨粒浮遊 液調

整 法 に基 づいて調整 した墨粒浮遊 液を培養 液2ccに

対 し1/3針 にて2滴 滴下 し,一 方組織 固定 の際 に,
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鶏胎 圧搾 液1滴,血 漿1滴 に同 じ く墨粒浮 遊液1滴

を加 え 混 合 しplasma-clotと した.観 察 は溝型載物

ガ ラス包 埋後37℃ 保 温箱 中にて 明視 野顕微鏡 下に

行 な った.

3) 中性 赤(NR)並 びに ヤーヌス緑B(YG)の

添加 濃度 に就 いて

a) NR.

最終濃 度 を1/5×10-3, 1/10×10-3及 び1/25×10-3

の3段 階 とし,教 室 田村49)の 方 法で 平 均染色度 を

求 めた. 48時 間 及 び72時 間 培養後,染 色液を前記

の方 法で 添加 し30分 後 及 び3時 間後 の 各型 の細網

細胞 に就 いて夫 々値 を求 めた.成 績 は表1の 如 くで

あ る.即 ち 一般 に72時 間培養後 の ものが 染色 性 は

亢進 して い る.又30分 後観 察で は1/5×10-3が 最 も

よ く染 ま り,濃 度が低下 す ると染色 性 は低 下す る.

 3時 間後で は1/5×10-3は 染色 高度 となる反 面 中性

赤 空胞大 とな り,一 部色 調消褪 ない し変 性現象 を認

める.又1/25×10-3で は30分 後 の 染色 は 充分 でな

く, 3時 間 で1/10×10-3に 近 い価 を示 すが不充分 で

あ る.従 って以上 より1/10×10-3を 最適最終濃 度 と

した.

表1.　 脾組織培養増生帯細網細胞

注:平 均 染色度=

(0):全 く染 色顆 粒を認 めぬ

(0.5):1～3コ 認め る

(1):少 数認 め る

(2):中 等数 以上の染 色顆粒 ない し少数 の融合

(3):多 数 の顆粒又 は中等数 以上の融合

b) YG

教室太 田40)は 骨髄組織 培養 にて1/60×10-3を 用

いて いるが私 は1/20×10-3, 1/60×10-3及 び1/100×

10-3の3段 階で,染 色 するに, 1/20×10-3で は直後

よ り強 く染 ま るが,短 時間で膨 化 し褪色す る. 1/100

×10-3で は染色 性著 じる し く弱 く, 1/60×10-3で は

数 時間にわ た り一定 の染色 性を保つ ことが判 明 した.

c) 小括

以 上に よ りNR1/10×10-3, YG1/60×10-3に 最終

濃 度を保 ち観 察を行 な うことが最 も好 ま しい と結論

した.

Ⅲ. 実 験 成 績

1) 脾細網細胞のNR並 びにYGに よる生体染

色所見について

前編でみた如く細網細胞を中心とした増生は48時

間頃から最も旺盛となるので,主 として48時間培養

後染色液添加による所見を中心に述べる.

染色液添加直後ないし30分頃より観察するに既に

概ね好ましい染色状況を呈している.前 編にて位相

差 顕微鏡 を中心 とせ る観 察に よ り脾細 網細胞を Ⅰ,

 Ⅱa, Ⅱb, Ⅲa, Ⅲb型 に 分類 したが,本 項で もこれ

に従って観察を行ない,大 略この分類に沿った特徴

的所見を得たので以下それに準じて述べる.

Ⅰ型:(第20図)淋 巴球の3～4倍 大で核及び核

小体を明瞭に認め,顆 粒は殆んど認めない.染 色後

30分頃迄は, NR可 染物は殆んど認めず糸粒体が

YGに 染まり多数認められる.胞 体全域に於いて,

核周に密で辺縁に行くに従い粗に分布す.形 態は短

桿状ないし球状を示し,位 相差所見とほぼ同大ない

し稍々大である.明 るい緑青色を呈する.一 時間頃

より,胞 体に橙黄色微細顆粒が数ケないし十数ケ現

れる.存 在部位は核に接した位置で,必 ずしも核陥

凹部に一致しないが,集簇 性である.な お以上の経

過中に,細 胞全体の位置移動は全く認められず僅か

に胞体の変形並びに核の変形を観察し得た. 3時間

頃で, NR染 色は最高に達するものと思われ,一 部

橙黄色,一 部橙赤ないし鮮赤色,更 には暗赤色を呈

する微細顆粒として認められるに至る.数 は十数ケ

で最初よりやや増加しており,更 に核を挾んで反対

側に数ケの顆粒を持つものを認める.顆 粒の大きさ

は始めと殆んど変化しないが,一 部でやや大きさを

増す.顆 粒は内容充実性でゴツゴツした像を呈し,

顆粒相互の融合は見られない. YGに よる糸粒体所

見は, 30分頃に認められたものと差違をみないが,

時に褪色傾向を認める.か くして, 3～5時 間の観
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察を通して本細胞は遊走能を示さず,著 じるしい突

起ないし偽足を形成する事はなく,僅 かに胞体の変

形を認める程度であった.又NR染 色が最高頂に

達した時期に於いても, NR可 染物を全く認めない

ものが極く少数存在し, 2～3ケ しか出現しないも

のも存在した.即 ち,段 階的に数が増していること

が判明した. NR顆 粒の分布は主として,核 側に集

簇性であるが,そ の配列は何れの場合も不規則で顆

粒相互間に特別の関係を示さない.そ して,単 球に

みられる如き花冠形成は認められなかった. 6時 間

頃ではNR顆 粒は殆んど変化しないがYGに よる

糸粒体は稍々膨大し褪色が進行している. 12時間以

後になると胞体の緊張は失われ,膨 化傾向が明らか

となり, NRの 色調は低下する.

Ⅱa型:(第20, 21図)前 編で詳述せる如 く,不規

則な偽足を形成して遊走する所の大型の細胞であ

り,明視野顕微鏡下にも核及び核小体が明瞭に認め

られる.胞 体の顆粒が時に少数核後方に認められ

る.染 色直後より糸粒体はYGに より緑青色短桿

状亜鈴状又は球状に染色され核周に密で,辺 縁部

に粗な Ⅰ型同様の分布を示す.Ⅰ 型に比し稍々大

で数は減少している.遊 走時は,大 部分核後方に集

まり,極少数は核前方にも認められる.強 く押し出

された偽足の中には全くみられない. NR可 染物は

染色直後より数ケ～十数ケ出現し,橙 黄,橙 赤色の

微細顆粒及び顆粒が核側又は核を離れた尾部に集簇

して存在する.尚 この際NRの 周囲にYGが 取り

囲む様に集っている事がある.一 般的には,活 発に

遊走を示す場合は糸粒体が核後方に集まると共に

NR顆 粒もこの部位に集簇する.顆 粒は微細なもの

から稍々大のもの迄あり時に,少 数の比較的大なる

空胞が少数混在する. NR顆 粒の分布は不規則で花

冠形成は認められない.染 色後1時 間30分～2時 間

では余り差が認められないが顆粒の色調は赤味を増

して来る. 3時 間頃で染色は最高調となりNR顆

粒は稍々大きさを増し,形 は不整形凸凹あり,鮮 赤

色～暗赤色を呈す.大 きさを増した空胞が混在す

る.糸 粒体は青が強くなり大きさをやや増す.鈍 く

輝やく小さい不染性顆粒が数ケ集まり胞体の一側に

存するのを認める様になる.こ の不染顆粒は,細 胞

が遊走し,他 の変性細胞に遭遇しこれを偽足で取り

囲み,あ たかも貪喰せんとする動作の行なわれた後

に2～3ケ 増加するのを認めることがある.ま た胞

体内に極めて大きなNR空 胞を認めるものが時に

ある.貪 喰せる異物によるものと見做されるもので

詳細に観察すると,暗 赤色で不整形な内容の周囲に

鮮赤色～橙赤色の液胞が囲んでいるのがみられ,全

体が緊張性のNR空 胞として認められる.数 はせ

いぜい1～3ケ であるが,時 には更に多くを認める

ものもあり,過 度に異物を貪喰せるものと考えられ

る.更 に3～6時 間頃ではNR顆 粒の一部がやや

大きさを増しむしろNR空 胞として認められる.

 12時間後に観察するに色調は低下し不染顆粒が増加

し且つ胞体膨化が認められ変性状態を呈する.

これ等の所見は培養後72, 96時間の観察でも略々同

様であるが, 120, 144時間頃ではYGに より糸粒

体は棍棒状となり可成り膨大した像として染まる.

 NR空 胞は増加し胞体の各部に散在し且つ細胞変性

迄の時間が4～6時 間と短縮される.

Ⅱb型:(第22図)前 編にて形態学的に位相差所見

でⅡa型に類似している点を述べたがNR及 びYG

による所見も比較的類似する. YGに より細長樹枝

状偽足内の糸粒体は短桿状で鮮明な青緑色に染めら

れる.核 周の胞体では短桿状,球 状に染まるのが認

められる. NR可 染物は鮮赤色ないし暗赤色微細又

は細顆粒として数ケ位集簇し主に核陥凹側の胞体広

域にみられる.そ の配列は不規則で一部は相互に接

近し,一 部は稍々離れて存在する.時 に核の反対側

に1～2, 3ケ 孤立して認められる事もある.時 間

の経過によっても著じるしい膨大を認めないし数の

増加する事もない.

Ⅲ型:(第23図)胞 体の形の上から,類 円形のも

のをⅢa型,星旁 状のものをⅢb型に分類したが生

体染色所見を述べるに際して必ずしもその必要がな

いと考えられるので纒めて述べる.

この型に属するものは胞体の顆粒の多寡,異 物貪

喰の程度により,即 ち細胞の成熟ないし老化の度合

により多少の差がみられる.一 般に染色後既に30分

頃にて高度に染色されNR可 染物を胞体内に多数

認める. NR顆 粒,空 胞及び巨大な貪喰顆粒に基づ

くNR空 胞等を区別する事が出来る.そ れらの数

及び配列は区々まちまちである.ま た時に不染顆

粒,不 染空胞が介在する.胞 体は一般に大型で辺縁

複雑で短い突起を多数認める.核 は偏在しむしろ一

側へ圧排された如くであり,核 膜は不明瞭,核 小体

は認め難い.先 づNR可 染物の比較的少ないもの

では,主 として大小不同のNR顆 粒が胞体の一側

に集簇し橙赤色,赤 色,暗 赤色調を呈し,そ れより

稍々大で緊張性のNR空 胞を混える.更 に核の反

対側胞体にも同時に或いは時間を隔いて出現する.
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2～3時 間迄は数を増し,大 きさを増す傾向がある

が,そ の後は余り変化しない.配 列には規則性はみ

られず一部は密に集まり,又 一部は粗に分散する.

また最初から胞体各部に大小,可 染性の貪喰物を認

めるものがある.貪 喰物は淋巴球等の変性せる核,

或いは濃縮せる赤血球遺残物で, NRに より深味の

ある赤色調から褐色調を帯びる.飽 満に貪喰せるも

のは胞体を埋め尽し,か つ著明に増大する.こ れ等

の顆粒ないし空胞は色調は橙黄色,鮮 赤色,暗 赤色

と種々で,相 互に密着し,重 なり合い,多 彩な色調

を呈し,空 胞は緊張性で,一 方顆粒はむしろ凹凸不

整モザイク状である.細 胞によっては比較的大きな

不染空胞を1～ 数ケ認め,こ れが時間と共に,次 第

に拡大する.

以上の如き諸細胞に於いて, YG不 染性の糸粒体

は殆んど観察し得ない.斯 くして, NR空 胞のある

ものは経時的に大きさを増し,橙 黄色調が強くなり,

 12時間位では,核 を見失う程度に胞体に充満する.

胞体は膨化し扁平化し,こ れを位相差顕微鏡で観察

すると,胞 体の密度の低下がみられる.更 に核染色

が認められ細胞変性が起った事が明らかとなる.

以上の所見は培養後48, 72, 96時間のもので略々

共通であるが, 120～144時間後のものでは,早 期よ

り強度に染色され,か つ不染空胞を示すものが増加

し,ま た変性迄の時間が短縮される傾向が明瞭にな

る.

線維芽細胞:胞 体は扁平細長で,大 型,核 は類円

形大,核膜韮薄,核 小体類円形大で明瞭である. NR

顆粒は略々同大で胞体全域に散在性にみられるが,
一部核周に集簇してみられる. NR空 胞は半透明緊

張性で橙赤色を呈し上記顆粒に混在する.時 間と共

に空胞の数及び大きさは増加,増 大するが, Ⅲ型の

如く著明ではない.一 方YGに より淡青色 に染ま

る糸粒体は,細 長紐状で,胞 体全域に散在性に存す

る.

単球:培 養後24時間頃増生帯に,運 動形態等から

識別し得る少数の単球がみられる.胞 体は韮膜状,

波状を呈し,核 は不明瞭で核膜は薄い. NR顆 粒は

微細で核周,或 いはむしろ核陥凹部に集簇し,所 謂

花冠を形成する. NR顆 粒が少数の場合は花冠形成

は明らかではないが,数 を増すに従い明らかになり,

 NR空 胞が,囲 繞する様に認められる.更 に時間を

経て空胞が腫大すると胞体全面に拡がるものもみら

れる.前 記Ⅲ型と区別し難いものも認められる.糸

粒体は淡青色細桿状で胞体全域にみられるが,更 に

花冠の周囲を取り囲む様に集簇する.

淋巴球系細胞:淋 巴芽球ではNR顆 粒は少数核

側に認めるものがあるが,成 熟するに従い大小不同

のNR顆 粒が,核 側に集簇して認められるに至る.

大小不同で鮮赤色ないし暗赤色の凹凸不整のものに

混在してNR空 胞を少数認める.糸 粒体はYGに

より暗青色を呈し,比 較的大で短桿状,一 部核陥凹

部に集まり,胞 体一面に散在性にみられる.

2) 墨粒貪喰所見に就いて(第24, 25, 26, 27図)

前記の如くにて培養を行なうに,増 生は極めて抑

制され,淋 巴球等遊走細胞の出現は正常に比し少な

い.然 るに,細 網細胞は24時間頃より次第に増生帯

に出現し,少 数の単球の出現もある.

細網細胞は各型共みられるが,こ の場合始めから

Ⅲ型とみられるものが大半を占め,何 れも墨粒を貪

喰している.一 方原組織内でも墨粒を貪喰せるⅢ型

を多数識別し得る.尚 又,活 発な遊走能を示すもの

は極めて少なく,従 って運動形態からの形態の鑑別

は困難である.

Ⅰ型:殆 んど貪喰性を示 さない.極 あて稀に,

1～数個の墨粒子を認める.一 方,他 の培養では殆

んど認められない所の光輝性の顆粒が増加している

のがみられた.

Ⅱ型:Ⅱa型 は1～ 数ケから可成り多数のものま

で,様 々で,少 数の場合は,小 顆粒が核後方に不規

則に分布するが,多 数の場合は,大 小不同の顆粒が
一部集合し,一 部散在性に存在する.遊 走は一般に

軽度で,多 数貪喰するものでは,殆 んど遊走を示さ

ない. Ⅱb型は増生帯に殆んど出現をみなかった.

Ⅲ型:貪 喰は極めて高度で,大 小不同の顆粒が核

部を残して,胞 体全面を覆うもの,更 には胞体が肥

大し,墨 粒は相互に融合し全面を墨一色で塗りつぶ

した如 くになるもの迄みられる.比 較的少ないもの

では墨粒は大小不同で,胞 体縁の明域を残し内部に,

一部強く集塊を作り,他 はやや疎に一面に核部を残

して存在する.こ れ等のものの極く一部は墨粒以外

の変性淋巴球等を貪喰するもの,或 いは光輝性の顆

粒に覆われ墨粒を少量しか貪喰しないものがみられ

る.

Ⅳ. 総括並びに考按

NR,及 びYGを 脾組織培養に用いた報告は速

水,田 中14)以来多数みられるが,培 養方法が何れ

もCarrel70)に 基づ く懸滴法であり,細 胞学的検索

の面で私の所見と相容れないばかりでなく細胞学自
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体が古典 的な憾みがあ る.私 は第1編 に於い て位 相

差顕 微鏡 を駆使 して脾細網細 胞の観 察を行な ったが

その細胞学 的根拠に基 づいて生体染色所見を 検討 し

た.

色素添加 の方法に就 いて 私の用 いた手 技を以 って

すれば,回 転培 養中任意 の時期 よ り生体 染色が可能

であ りこれに よって色素 の組織培養 に及 ぼす影響 を

最小 限に止 め乍 ら,目 的 とす る細胞 の生 体観察 が可

能である.そ もそもNRは 最 も毒 性の 少 な い色素

とされて い るが,服 部11),教 室 田村49)に み る如 く

濃度によ っては可成 り影響 が あ り,ま た被瀑 時間が

長いほ ど影響 は大と な る.こ の点 を考慮 し,培 養細

胞 に余 り障害を与 えず,而 か も生 体観察 が数 時間 に

わ たり可能で ある至適 濃度を求 め るべ く簡単 な実験

を行な ったが,骨 髄 組織培養 に於 いて,教 室 田村49),

末永45),前 田32)及 び太田40)はNR1/10×10-3を 最

適 として用 い,ま た 水津 はBashford癌 回転培 養 に

て1/20×10-3を 最適 として い る.服 部12)は 脾組織

培養で1/10×10-3で 良好 な結果 を得 たと してい る.

私 の場合plasmaclotの 中へ あ らか じめ 加 え るので

な く回転培養後 の一 定時期 に添加 す る点,先 の諸氏

と異 なるがNRは1/20×10-3溶 液 で 充分 目的を 達

し得 る事 が判 明 した. YGは 教室 太 田40)が1/60×10-3

溶 液を用 いてお り,こ れ に準 じて,染 色 性の上 か ら

1/20×10-3及 び1/100×10-3に 就 いて も検 討 した.結

局1/20×10-3で は 染色 は 極 めて 良好 だが 膨化褪色

が早 く,一 方1/100×10-3で は染 ま り難 い ことが判

明 し,中 間の1/60×10-3で ほ ぼ 満足 し得 る染 色性

が得 られ た.

NR可 染物 に 就 い て, 2-3考 察を 加 え てみ る

と, Sabin105)は これ を顆粒 と空胞 に分 ち,顆 粒は一

様に染 ま り且 つ色素 に触 れ た儘 で も変化 しない もの

であ り,空 胞 は液性 粒子が染ま るか ら次第 に大 きさ

や色 が変 ると述べ てい る.教 室 太 田40)は,更 に 附

け加 えて顆粒の染 ま り方 はモザ イ ク様で あ り,分 解

しなければ大 きさ,形 は一 定で あ り,ま た空胞 は表

面 張力 に より球形 にな るとい う.私 が細網細 胞で観

察 した もので も略々両 者を 区別 し得 るがⅢ 型に於 け

る如 く著 じるし く充 満 し互 いに重な り合 って接す る

場合空胞が複雑 な色 調を呈 し顆 粒 と区別 し得 ない場

合 もあ る.所 でNR及 びYGに 可染 の ものが果 し

て何で あるか 議論 の多 い所で あ るが,杉 山46)は 既

存顆 粒基質 と色素 との電気 的吸着 であ り,色 素 の拡

散性及び濃度,細 胞内外 の水素 イオ ン濃度 の関係 に

より生ず ると して,既 存顆 粒の存在 を前提 に置い て

い る.骨 髄 系細胞の顆 粒が染色 され る こと はよ く知

られて いる し,私 の Ⅰ型 の一 部に は,極 く少数 の顆

粒が位相差 鏡検 で認 め られ る.従 って既存 の顆 粒が

染 色 され る こと は間違 いない と考え る.一 方最近 中

本36)は 電子顕 微鏡に よる 研究で, NRが 細 胞質 中

のOrganellaeと は 無関係 に色 素滴 として 存在 し, 

Golgi装 置 或 いは他 の如何 な る細胞小器 官を も特異

的に染 める もので はな いと してい る.そ して色 素 は

pynocytosisの 如 き現象 で 取 り入れ られ ると して い

る.然 しWeiss113)は 同様 に電顕 による観 察を マウ

スの膵外分 泌細胞,腎 細胞で行 ない, NRが 糸粒体,

小 胞体並 びにチモ ーゲ ン顆 粒 に影響 を及 ぼ し,糸 粒

体 は 内襞を 失 な い 空胞化 しNR空 胞 として染 まる

とい う見解 を 述べ 対立 して い る.尚 またWeissの

観 察 に近 い と思 われ る所の興 味あ るもの として,教

室 内藤35)は 電顕 にて マ ウス 脾細網 細胞の顆粒 を観

察 し次 の如 き見解 を述 べて いる.即 ち顆 粒 と して認

め られる もの は大部 分糸粒体 が変 性膨化 して 出来た

もので,糸 粒体 の内部構造 の崩壊 の状態を段 階的に

追 う事が 出来 る とい うものであ る.ま た教室太 田40)

は糸 粒体が膨化 し空胞化す るのを認 めて お り,中 本

の観 察 は さて 置 い て,私 の 観察 に 於 いて,新 たに

NR顆 粒ない し空胞 として 認め られ た ものは,糸 粒

体 その他 の 胞体小 器官が 膨 化変性 し空胞 を 形成 し

NRに 染 まる 様 に な った ものと 解釈 して よ いと思

う.

却 説, Ⅰ型 はNR顆 粒 の 数 は,全 く認 め な い も

のか ら10数 コ位迄で,一 般 に極 めて少 いが,そ の配

列 は一般 に不規則 で,淋 巴球系細 胞に於 いて,教 室

太 田40),田 村49)等 の 観 察せ る 所見 と類似せ る所 も

あ る.然 し淋 巴球 系細胞 のNR顆 粒 は どち らか と

いえ ば小 で,か つ色 調が濃 いが Ⅰ型 のそれ は,大 き

さに大小 が あ り濃 淡が ある点,や や差 があ ると思 わ

れ る.加 納24)は マウス 脾細網 細胞を 超 生染 により

観 察 して いるが,出 産直 後 に比較 的多 くみ られ る幼

若 型に 就 い ての記載 は私の Ⅰ型 に 近 い 所見 と考 え

る.加 納 は組織 を掻破 し500～800倍NR溶 液を用

いてい る等条件 が異 なる点同 日に論 じ得な い点 があ

る.

更 に, Ⅰ型 との間に問題 にな るの は単芽球 また は

前 単球 であ るが,単 球に就 いて は成績 で も明 らか な

如 く差 を認めて いる.脾 内単球 生成 に就いて は茲 で

論ずべ き課題 ではな いが,私 の現在迄 の観 察 では単

球生成 の事実 を確認 して いない.そ こで幼若 単球 に

就 いての 報告 を み るに,教 室 太 田40),佐 々木41)の
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ヒ ト単球性 白血病 の骨 髄並び に淋 巴腺 での単球系細

胞 の所見を みる と,単 芽 球 は,染 色 開始後30分 位か

ら多 数のNR微 細顆 粒が 胞体 一面 に 認 あ られYG

によ る糸粒体 と混 り合 って 存在 す る.更 にNR顆

粒が胞 体広域 に集簇す るのを特徴 的に認 めると して

いる.そ して, NR顆 粒 の存在 しな い単芽球 に出会

す る事 はな いと述べ てい る.単 芽球,前 単球 のNR

顆粒 が時間 の経過 と共 に大 きさを増 し,更 に花冠 形

成 を 行な うが 花冠 にみ るNR顆 粒,空 胞 の数配 列

並び にその色調 は一見 極 めて識別 し易 い等, Ⅰ型 に

於いて斯 様な花冠形 成 は到底 あ り得 ない し, Ⅰ型 が

生体染色所 見 か らも単球系細胞 とは異 なる もの と断

じて よい.

Ⅰ型 に 於 ける 糸粒体 はYGに よ って も 明瞭に 認

め られ配列 は位相差 所見 と何 ら変 る所 がないが,大

き さが稍 々増大 して認め られ る場合が ある.

YGは 糸粒体 を特異 的に染色す るとい う説 は1910

年Bensley61)に よ り述 べ られ たが,中 本36)は 電顕

によ る観察 で,糸 粒体の 内部構 造 は色素 の侵 入に よ

り破壊 され一 方他 の顆 粒,胞体小 器官 に何等影 響 の

ない ことを認 め, Lazarow & Cooperstein91)に よ り主

張 され た 糸粒体 に 於 けるYG酸 化 発色の 考 えを否

定 して い る.何 れに して もYGに よ り糸粒体 は特

異 的に染色 され ることは明 らか だが,時 間 の経過 と

共 に,ま た顕 微鏡下で観察 中膨化 ない し褪色 がみ ら

れ るの は糸粒体 の破壊 による ものと考 え られ る.

Ⅱa型 は運動 能を 有す る点 で,極 めて特異 であ る

が,生 体染色上鑑別 さるべ き2-3の 点に就 き考 按

す ると,先 づ大淋 巴球で は, NR顆 粒 が少 数核周 に

み られ色 調 は濃 く暗 赤色で 凹凸が 強 い. YGに よ る

糸 粒体 は殆 ん ど認 めないか又 は極めて少 数で ある.

一方 Ⅱa型 の それ は
,数 配列 は類 似 して い るが 稍 々

大 き く,赤 橙 色調を呈 す. YG顆 粒 は大 き く明瞭 で

あ る.斯 くの如 くNR染 色 の 上 か らは類似 して い

るといえ よ う.更 に鑑別 すべ き もの と して単 球で あ

るが,定 型的単 球の超生 染 に就 いての 報告 は 夥 し

く,教 室 田村49),太 田40),川 野25),松 木31),末 永45)

等 が ヒ トを始 め各 種動物 の単球 の培 養 による生染所

見 を示 してい るが,何 れ も花 冠形成 を挙 げてい る.

私 の観察 で も,単 球 に於 いて定型 的花 冠形成 を明瞭

に認 め たが,染 色直 後 よ りしば ら く時間を経 た後 に

於 い て 判 然 とす る,一 方Downey75)に よれば 淋 巴

球,形 質細胞,細 網 細胞 に 於 い て,ま た加納24)は

チ フス病 変時 の細網細 胞に花冠 様配列 を稀 に認 める

と述べ てい る し,私 も Ⅱa型 の 核 陥凹部 に花 冠様配

列を認 め ることがあ るが,太 田40)も 述 べ る如 く,

単球 のそれ は一様 な色 調 と整然 と した配列 がみ られ,

また経時 的な観察 にて,こ の間 の特 徴が一層 明白に

な る.そ の他,細 胞形 態学的 に鑑別 が容易で あるこ

と は既 に述べ た.

Ⅱb型 は線維芽細 胞 との間に何等 の 類似所見 はな

い.

Ⅲ型 の生体染色 所見 はSabin105)が 正 常 並びに刺

激時 家兎 脾穿刺材 料に よ りみた ものの 中のClasma

tocyteと して 図示 せ るものに類 似す る.彼 女 は,結

合織 に於け る貪 喰細 胞を超生染 にに より,遊 走貪喰

内被細胞 と見做 す所 のClasmatocyte Naegeli等 の意

味を含 めた 単球 で あ る として, Aschoff. Kiyono27)

の組織球説 を訂正 してい る.然 るに内被細胞 は形 態

学上 も全 く別個 に 存在 し,加 納24)も その貪 喰性 を

否定 して いる通 り,私 の観 察で も全 く論外 と考 え

る.従 ってSabinのClasmatocyteは Ⅲ型 に属すべ

きものと解 され る.一 方 加納 のい う成 熟型 ない し老

熟型 はⅢ型 と略 々一致 す ると考 え られ る.加 納 は成

熟細網細胞 の比較的新鮮 な ものか ら,こ れ に貪喰 な

い し種 々のNoxeの 洗 礼 を 受 けて 多様 な 段階 の超

生 染所見を呈 す る事 を述 べてい るが,私 のⅢ型 も斯

る多様性が み られ るのであ り之等 はⅢ型の持つ強 い

貪 喰能或 いは各種 老廃物 によ り極 めて刺激 され易 い

性質 に基づ くもの と考 え られ, Ⅰ型又 はⅡ型で は未

だ余 り顕著 に認め られ ない所の ものであ る.さ て,

 Ⅲ型に み られ るNR可 染物 は Ⅰ型 並び に Ⅱ型 にみ

られる もの と本質的 に同 じもので あ り数及び大 きさ

が増 大 して いると考え られる.更 にⅡ型の一部に も

認 め られたが変性 淋 巴球等 を貪喰せ る ものが ある.

 Sabinがclasmatocyteの 貪喰 に際 しEvansの い う

“segregation apparatus” に貪 喰物が取 り入 れ られ貪

喰物 が大 きけれ ば この空胞 は どんな にで も大 き くな

ると述 べて いるが,私 が 緊張性 のNR空 胞 の 中 に

一段 と濃染せ る貪 喰物を認 めたの も この状 態 に一致

す ると考 え る.さ て, Ⅲ型 細網 細胞 と してみ られ る

ものの中に単球 由来の ものが存す る ことは第1編 に

触 れた が,生 体染色 に よ って も同様鑑 別 し難 いもの

があ る.然 るに色素 添加 直後 よりその染色 の経過を

観 察す るに可成 り明瞭な差 が認 あられ る.即 ち, Ⅲ

型 で は核 陥凹部 にて染色 し始 め るが大小 不同,色 調

の差が 著 明で あ り,同 時 に 胞体 の 各部 に 分散 した

NR空 胞が認 め られ るに反 し,単 球 で は一 般 にNR

微 細顆 粒が主 と して核陥 凹部 に集簇 す るのが特徴で

時間が 経つ に従 い肥大 す るが色 調の差 は著 明ではな
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い. Ⅰ型, Ⅱ型で述べ た単球系細胞 の鑑別 と同様で

ある.

而 して色 素添加後3時 間頃染色 は最高頂 にな るが

その所見 は第1編 での観 察所見か らは想像 し得 ない

ものであ りⅢ型 に於 いて特に その傾向 は強 い.先 に

述べた如 く色素 の影響 即 ちその毒 性 によ って斯 様な

像を呈 して来 ると考 え るが,培 養後120時 間, 144時

間……経過せ る もので は染色 迄の時 間が短縮 され る

事実 が認 め られ る.即 ち この時期 には既 に培養条件

が悪化 し,細 胞 の生活機能,即 ち色素 に対す る抵抗

性 が低下せ るに依 る もの と考え る事 が出来 よ う.先

の電 顕の所見を 再 び 引用 する迄 もな く,又Mollen

dorf98). Evans & Scott77). Glasnow81)等 酸 性 色 素

染色で予想 した所 であ るが,生 体染色,超 生体染色

な るものが,細 胞の変性過程 を促が しその過程 に於

いて認 め られ る所の変化 を捉えた ものであ るといえ

よ う.

尚, Ⅲ型 にあ って は,位 相差鏡検 で も糸粒体 が確

認 され なか ったが, YGに よって 確認 し得 なか った

と して も存在を否定 す ることは出来な い.

墨 粒貪喰を検索す るに就 いて は私の行 な った培養

方法で は, plasmaclotと 培養液 の双方へ 添加 す る事

に より観察 し得たが, Ⅲ型 の貪喰態度 は極めて旺盛

で,教 室 大 藤37)等 の 腹水食細 胞 にみ る 墨粒花冠形

成 とは全 く比 較 し難 い ものであ る.又 Ⅰ型, Ⅱ型 が

減少 しているの は,墨 粒 添加に よ り培 地の条件 が悪

化 し, Ⅰ型, Ⅱ型 の分裂 が抑制 された事及 びⅢ型へ

の移行 が急速 に行 なわれた為 と考 え る.

以上NR, YGに よる培 養細胞 生体染色並 びに墨

粒貪喰の所見 を総括 す ると, Ⅰ型, Ⅱ型 は比較的近

似 して い るが, Ⅱ型 でNR可 染物 は数,大 きさを

増 し, YG顆 粒 は減 少 して いる.ま た Ⅱ型 の一部 は

NR可 染物 は大小顆 粒,空 胞共 に増加,肥 大 し且 つ

貪喰顆粒が染色 されⅢ型 に類似を求 め得 るのであ る

が,一 方Ⅲ型の多くのものは,多 数のNR可 染物

が充満し,特 異な所見を呈する.墨 粒添加によりⅢ

型のみが著じるしく貪喰を示し機能的に全く特異な

面が認められる.

Ⅴ. 結 語

前編にて試みた脾細網細胞を中心とせる生態観察

に際し,塩 基性色素,中 性赤並びにヤーヌス緑Bに

より生体染色を施こし,更 に墨粒貪喰所見に就いて

検索し,次 の結論を得た.

1) 回転培養後任意の時期に色素添加し培養下の

脾細網細胞を中心とせる生体染色所見を比較的色素

の悪影響を避けつつ観察する事が可能であった.

2) 第1編 で分類せる脾細網細胞の各型は生体染

色によっても夫々特徴ある所見を得た.

ⅰ) Ⅰ, Ⅱ及びⅢ型は次第に中性赤顆粒,空 胞の

数,大 きさを増し,他 方,ヤ ーヌス緑B顆 粒

は減少ない し消失する.こ の所見からⅠ, Ⅱ,

 Ⅲ型の順に成熟するものと考えられる.

ⅱ) Ⅲ型では特に中性赤空胞の増大が著じるしく

又貪喰性可染物が多数認められ,特 に機能的

に差違のあることが伺われる.

3) 中性赤可染物の一部は中性赤又はヤーヌス緑

Bの 影響により二次的に生じた空胞が染色されたも

のである.

4) 培養後120時 間以上経過せる細網細胞はそれ

以前のものに比し,染 色時間並びに褪色時間が短縮

される.こ れは細胞機能の低下に関するものと思わ

れる.

5) 墨粒添加によりⅠ型及びⅡ型の大部分は殆ん

ど貪喰能を示さないが, Ⅲ型は強度の貪喰能を有し

胞体一面に飽食する事が知られ, Ⅲ型独自の機能が

伺われる.

附図 ・文献後掲
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Janus green B and neutral red were used for vital staining of mouse splenic reticulum

 cells that have been described in the chapter Ⅰ and phagocytic activities were observed by

 carbon particle feeding.

1) With my estabished method, observation of vital staining of splenic reticulum cells

 were possible under condition avoiding deletrious effects of stain after various time intervals

 of culture.

2) Each type of reticulum cells which were classified in the chapter Ⅰ was characteris

tically separated by vital staining method.

ⅰ) Neutral red granules and vacuoles increased in sine and number. On the other hand,

 janus green B granules decreased and/or vanished, in the stage of Ⅰ, Ⅱ and Ⅲ 

type of reticulum cells. These findings showed that type Ⅰ reticuum cells matured

 into type Ⅱand then type Ⅲ reticulum cells in this order.

ⅱ) In the cytoplasm of type Ⅲ reticulum cells, markedly enlarged red vaculoes and

 phagocytized stainable materials were observed.

3) Some of the neutral red stainable materials were vaculoes induced by toxic effects of

 neutral red and janus green B stain.

4) Reticulum cells cultured over 120 hours were stained immediately and faded sooner,

 in contrast to reticulum cells in the relatively early stage. This phenomenon was thought to

 be related to the declining function of the cell.

5) By addition of carbon particles to medium, most of type Ⅰ and Ⅱ reticulum cells

 showed little phagocytic ability, but type Ⅲ reticulum cells manifested active phagocytosis

 so that their cytoplasm was filled with carbon particles. That was considered to be specific

 function to type Ⅲ reticulum cells.


