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I.緒 言

先年来教室 では,服 部,渡 辺56),小 塚29),小 林28),

等 に よ り螢光色素Acridin-orange(以 下Ao.と 略

す)に よる腹水,骨 髄,淋 巴腺諸細胞の生体染色 に

よる観察が 行 な わ れて 来 た.螢 光色素添加 による

二次螢光の観察 が医学に貢献す る所 は大き く,ひ と

り細胞形態学 のみ な らず,抗 原抗体反応 に 於 け る

Coonsの 業績 は免疫学 に進歩を もた らしめ,ま た癌

細胞の細胞化学的研究 にも一役を荷 っている.

さて,細 胞 の生体観察,殊 に培養による観察の意

義はいう迄 もな く,先 に挙 げた教室諸氏 の業績が,

之迄 天木3),山 下57), Braunsteiner69), Kosenow89)

等により行 なわれた方 法が主 として超生体染色であ

り,い わば頻死の状態にあるものを観察 したの と異

り,生 きた細胞を観察 しているとい う点極 めて重要

であり,従 って同種の細胞 の所見に於 いて も大 きな

差違が認められ る.

飜 って,細 網細 胞の螢光顕微鏡的観察 は,天 木が

淋 巴腺 に於いて,山 下が骨髄に於 いて,そ れぞれ超

生染 により,又Kosenowは 海〓骨髄組織培養 によ

り観 ているが充分 とはいい難い.尚 又,脾 組織培養

に螢光色素Ao.を 加えて 螢光観察せ るものは未 だ

之をみない.

か くて私 は教室諸氏の業績に鑑 み,脾 臓諸細胞 の

螢光色素法 による生体観察を企て,教 室渡辺が案 出

せ る骨髄螢光培養法に則 り,脾 臓に就 いての螢光培

養 法が可能か否かを検討 した.更 に第1編 第2編

で観察せ る脾細網細胞の螢光色素Ao.に よる生体

染色 を行な い,第2編 に述べた中性赤,ヤ ーヌス緑

Bに よる所見と比較 しつつ観察を行 なったので以下

述 べ る.

II.脾 螢光培養法 に関す る基礎的実験

螢光色素Ao.を 添加せ る培地 に於 いて,脾 組織

培養が可能か否かにつ いて検討 し,更 に染色性の面
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よりその螢光観察 に適 当な濃度を知 るため以下の基

礎的実験を行な った.

A.螢 光色素Ao.の 細胞 増生並 びに細胞機能に

及ぼす影響

1)実 験方法

実 験材料:正 常成熟マ ウスの脾組織を用 いた.

培 養方法:平 木式臨床 組織培養盤No. 1を 用い,

培地 に は正常 ラッテ非働化 血清 一 滴 及 び1cc中

Vitamin B12 80γ, Ao. 0.5～0.02mgを 含 む5段

階の濃度の生食溶液一滴を用いた.即 ち, Ao.培 地

濃度 を1/4×10-a, 1/10×10-3, 1/20×10-3, 1/50×10-3

及び1/100×10-3の5段 階とし対照に は血清一滴 及

びB12一 滴 を培地に用いた.

観 察方法:各 培地に付 き培養後3, 6, 12, 24時

間にて 比較成長価を, 6, 12時 間 にて 細胞密度指数

を, 3, 6, 12時 間にて淋 巴球遊走速度を それぞれ明

視野顕微鏡 にて測定 した.な お実験 成績 の記載は全

て, 3例 の平均値を もってした.

2)実 験成績

比較成長価:(表2)培 養後3時 間 に て培地濃度

1/4×10-3で は0 .31で 対照0.80に 比 し1/2以 下 だ

が1/10×10-3以 下の濃度 では むしろ大 となる. 6,

 12, 24時 間 では1/100×10-3以 外 は対照よ り小 とな

る.

表2　 比 較 成 長 価

(Ao.培 地濃度の変化による影響)

細胞密度指数:(表3)1/4×10-8で は殆 んど増生

を認 めず1/10×10-3で は 培養6時 間後 の平均71で

対照97に 比 し稍々低下 し濃度を減ず るに従 い対照 に

近づ く.

淋 巴球遊走速度:(表3)1/4×10-3で は遊走を認

めず1/10×10-3で は培養後6時 間に3.6μ/mで 対照

表3

細胞 密度 指数 ・淋 巴球遊 走速 度

(Ao.培 地 濃 度 の 変化 に よ る影 響)

5.1μ/mに 比 し稍々低下 し低濃度ほど対照に近 づき

1/100×10-3で は5 .5μ/mと む しろ対照 より高値 を

示 した.

B.淋 巴球に於ける螢光染色度 の検討

1)実 験方法

実験材料,培 養方法 は前項 と 同様であ るが, Ao.

培地濃度 は1/10×10-3, 1/20×10-3, 1/40×10-3の3

段階と した.

観察方法:螢 光顕 微鏡 を 用 い た.即 ち光源 には

OSRAM HBO 200高 圧水銀蒸気灯,光 源 フィルタ

ーにはBG 12,接 眼 フィルター に はOG5を 使用 し

拡 大倍率 は40×12.5で 螢光色の 変化を防 ぐため 可

及 的迅速 に観察 した.

記載方法: Ao.を 添加 した培地 に出現 した細胞を

上述の螢光装置で観察す ると活発 に運動中の淋 巴球

で最 も鮮明な螢光 を発す るものは核帯黄縁色 で胞体

は弱緑色 に見え明瞭な赤橙 色の顆粒を有する.今,

斯 る螢光の淋 巴球 を基準 とし核及び顆粒について基

準 に適す る淋 巴球 数と増生帯の全淋 巴球数との比を

求 め之れを核係数,顆 粒係数とすれば生きた淋 巴球

を障碍せずに最 も鮮 明に染色 し得 る濃度が判 るはず

である.

2)実 験 成 績

核 係数:(表4)1/10×10-3で は3時 間 で0.78, 6時

間 で0.97と 略 々充 分 に染 色 され るが1/20×10-3で は

3時 間 で0.27と 極 め て低 く12時 間 で最 高 の0.78と

表4　 淋 巴 球 核 係 数

(Ao.培 地濃度の変化による影響)
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なる にす ぎず1/40×10-3で は 最 高値 も0.4に 達 しな

い.

顆 粒係 数:(表5)1/10×10-3で は3時 間 に0.90

を示 し12時 間で も0.55に と どま る が1/20×10-3に

遠 く及 ば ず1/40×10-3で は常 に0.20以 下 で あ る.

表5　 淋 巴 球 顆 粒 係 数

(Ao.培 地 濃 度 の 変 化に よ る影 響)

C.小 括

臨床培養法の培地へAoを 各種濃度 とな る様 に添

加 して培 養可能な濃度 を検索 し次いで生きた淋 巴球

の螢光を観察 して最 も鮮明に染色 し得 る濃度を求 め

た.そ の結果比較成長価,細 胞密度指数,淋 巴球遊

走速度に於 いて はAo培 地濃度1/10×10-3以 下 では

培養が可能であ り核係数,顆 粒係数 による淋巴球染

色度 の検討で は培養可能な範囲で最 も鮮明な螢光を

得るのは培地濃度1/10×10-3で あっ た.従 って 血

清一滴及びVB12-Ao生 食液一 滴を培地と しAo培

地濃度1/10×10-3と せ る方法 により脾臨床培養が

可能であ り,之 を脾螢光培養法と呼称する.

III.回 転培養法への螢光法の応用 ― 特に

脾細網細胞 を中心とせる所見 について

A.実 験方法

前章で述べ た螢光培 養法でAo培 地濃度1/10×10-3

で培養可能で あり,然 も細胞の螢光観察に は最適 の

濃度であ ったので本章 の実験には この濃度を採用 し

た.即 ち第2編 で塩基 性色素を添加 したと同様の方

法で培養後一定時間後短冊型 カバ ーガラスを取 り出

し回転培養に用いた培養液 と1/5×10-3Ao.生 食 溶

液とを等量に混合 してAo.培 地濃度を1/10×10-3と

なる様 にし,之 を短冊型 カバ ーガ ラスにパ ラフィ ン

にて包埋封入 した.こ の標本を30～60分 の間 に,ま

た細胞変 性の観察には適 当な時間37℃ の孵卵器中

に静 置せる後,前 記螢光装置で観察 した.尚,油 浸

に際しては流動パ ラフィ ンを用いた.又,変 性像の

観察では紫外線照射 は変性を促進するため一標本 は

一回のみの観察にとどめた
.

B.実 験成績

1)正 常 マウス脾増生帯の螢光所見(第1図)

培養3, 6, 12時 間の観察 は螢光培養法によ り,以

後 の観察は回転培養法によった.培 養後3～4時 間

の増生帯はびんまん性に帯黄緑色を呈 し,原 組織周

辺で密,辺 縁 に行 くにつれ疎とな り,中 に赤橙色 の

螢光が点在す る.之 は増生帯に出現せ る細胞 が主 と

して淋 巴球 であるため,そ の核の螢光によ り帯黄緑

色を呈 したのであり,ま た好中球,単 球 も存在す る

為 めその顆 粒の螢光によ り赤橙色が点在 したので あ

る.然 るに時 間の経過と共 に核の螢光 は黄緑色 とな

り,淋 巴球 にも赤橙 色顆粒が増加 し,増 生帯の赤橙

色螢光 は漸 次増加 して来 る.そ して12時 間を過 ぎる

と顆粒の褪色 により,赤 橙色螢光は減少 し始 め核 に

は黄色調が一段 と強 くな り一部の淋巴球 は変性 して

胞体 は橙色を呈す るものがみられ る.培 養24時 間頃

で は,中 間部及 び辺縁部で変性が著明で,遊 走す る

細胞 はみ られず核 は橙黄色又は黄色を呈 し胞体は橙

色 で顆粒の螢光 は認 め得ない.一 方,増 生帯中心部

で は活発に運動す る淋巴球,単 球がみ られびまん性

に帯黄緑色 を呈 し,単 球 の顆粒 による赤橙色螢光 が

稀 にみ られ,更 に細網細胞出現によ り,赤 橙色顆粒

充満せ る大なる胞体を認 める. 36時 間頃で は淋巴球

の変性著 じるしく運動能 を認 めるものは少な く多 く

は核膨化の結果弱緑色の円形陰影或いは橙黄色の裸

核 の螢光 として認 められる.単 球の核はなお緑色を

呈す るも胞体内に赤橙色空胞が充満 し既 に運動 は認

め得 ない.斯 くの如 き変性細胞 の中にあ って原組織

周辺よ り幼若型,成 熟型の細網細胞が遊 出し,核 の

強緑色,顆 粒の赤橙色螢光が著 明とな る. 48時 間で

は,増 生帯 には細網細胞が多数 かつ広範囲に遊走 し

核 は強緑色を胞体は緑色を呈 し胞体 内には赤橙色顆

粒が多数認 められ る.中 心部では幼若細網細胞が散

在 し比較 的狭小な胞体は緑色で多 くは少量の赤橙色

顆粒を認める.原 組織内で は核緑色で長大な胞体が

弱緑色を示す線維芽細胞 が多数 出現 し,一 部は増生

帯 に突出せ るもの もみ られ る. 72時 間では細網細胞

の変性が進 み,核 は橙黄色 または黄色,胞 体 は球形

化 し赤橙 色空泡が充満 し,或 いは顆粒褪色 に陥入れ

る ものもみ られる.幼 若細 網細胞では核の黄変 が著

じるしい.原 組織附近で は線維芽細胞が影 しく出現

し放射状に配列 し増生帯へ延びる.核 は強緑色 を呈

し胞体 は緑色または弱橙緑色に認め られ 胞 体 内 に

赤橙色顆粒が散在する. 96時 間,線 維芽細胞 は変性

傾同を認 め,そ の ものでは核橙黄色,胞 体弱橙色 と



1170 木 畑 正 義

な り赤橙色顆粒が異常に増加す るのがみ られ る.

2)脾 細網細胞の螢光所見

第1編,第2編 で述べた如 く細網細胞を3つ の型

に分 類 したが,以 下 これに対応 した細胞に就 いて の

所見 を述べ る.回 転培養後48時 間頃 のものに就 いて

主に観察 した.

I型:(第2, 3図)類 円形 の胞体を有 し,核 膜 は

比較 的薄 く円滑で極 めて明瞭に強緑色又 は帯黄緑色

を呈 し胞 体と区画 され る.核 小体 は巨大類円形で強

緑色螢光を呈 し一部有茎状に核膜 に連な るのが見 ら

れ る.核 膜 は殆ん ど螢光な く抜けて みえ る.胞 体 は

淋 巴系細胞に比 し広 く且つ胞体縁 明瞭で幾分不整形

であり,極 めて弱 い緑色螢光を呈す る.胞 体 内は無

構造 の如 く見 えるが均質で はな く主 として核周 に散

在性 また は集簇性 の亜鈴状ない し桿状の糸粒体が弱

橙黄色,黄 色又は弱黄緑色に認め られ顆粒 は認め ら

れな い.尚 この型 に属す ると考え られる稍 々小型 の

細胞 が認め られるが弱緑色の胞体 が広 く強緑色の核

膜 は薄 く明瞭円滑 で核小体 も明瞭に認 められ核質 に

螢光 がみられない点 で明 らかに淋 巴系細胞 と異 なる

もので ある事を知 る.や や成熟 したとみ られ る段 階

では核小体 は幾分小 とな り核陥凹部 に赤橙色微細 な

不整形 の顆粒が出現 し胞体周辺よ り偽足を出す もの

が認 められ る.

II型:(第4, 5図)最 も著 じる しい運動形を示 し

運動 に伴 って 自由な形を呈す るIIa型 の他少数の,

樹枝状偽足を形成す るIIb型 を認 める.主 にIIa型

に就 いてみ ると,核 はI型 よ り稍 々小 で あるが 尚

2～3個 明瞭な強緑色を呈 し,核 質 にはクロマチ ン

の部 に少量の緑色螢光がみ られる.胞 体 は緑色螢光

弱 く,多 種多様な偽足を有 し,中 に赤橙色大小 不同

不整形の顆粒が散在 性に或 いは運動時には主 として

核後方に集簇 性に認 められ顆粒の存 在によって,弱

緑色の偽足の位 置を知 り得 る事が多 い.

III型:(第6, 7図)胞 体 は一般 に大型 とな り胞体

内に多数の大小不同赤橙色顆粒及 び大小不同のAo.

不染空胞を有 し,そ れ らに覆われて胞体 の色 は殆ん

ど見 えない.顆 粒 の存在 しない部位 または胞体縁に

て弱緑色 の輪廓を うかがい知るが,核 は濃緑色類円

形 で胞体 の一側 に偏在す る.濃 緑色 の核膜 はやや厚

く輪廓不 明瞭 とな り核内に は粗大 な クロマチンの凝

集 が濃緑色を呈 し,ま た核小 体は殆 んどこれを認め

る事 はない.貧 喰肥大せ るものでは胞体 内に黒色無

螢光 の赤血球遺影を,淡 黄緑色の淋 巴球等を認め る

ものがあり,更 に暗黒色のAo.不 染 空胞 を 認 め る

ものもあ る.

Ao.を 添加 した標本 に於いてIII型細網細胞を経時

的に観察 し変性像を 追求 した.先 づAo.添 加直後

濃 緑色で あった核 は3時 間を過 ぎると核膜及び クロ

マチ ンの凝塊が明瞭な黄緑色となり, 6時 間後では

橙 黄色 のもの もみ られ る. 12時 間以後 は漸次褪色 し

つつ膨化 し24時 間後では弱黄緑色 の円形陰影 として

認め られ る.一 方顆粒 に於いては添加 直後赤橙色粗

大不整形 のものが散在性に認め られ るが時間と共に

増 加 し或 いは空胞 化して3時 間をす ぎると胞体 内に

充 満す るに至 り以後更 に空胞化の傾向 は著明となる

が, 6時 間以後は顆粒 の褪色が始ま り,同 時 に胞体

の崩壊 と共に空胞 の消滅が起 り, 12時 間以後 は顆粒

を認め得ぬ細胞 も存 し, 24時 間では一部の細胞 に少

量の橙色顆粒を認めるにす ぎない.

3)爾 余細胞螢光所見

淋巴芽球:(第9図)中 等大円形 の核 は多 くは大

きな切れ込みを有 し核小体が1～2個 み られ強 い黄

緑色を呈す る.核 網 は比較的粗 なものが多 くクロマ

チ ンの部 に帯黄緑色の螢光と して認 められ核質 は胞

体の緑色螢光に被 われ る.核 膜 は緑色明瞭である.

胞体は緑色強 く狭小で 円形の胞体縁 は明瞭,核 周に

微細な円形又 は桿状の糸粒体が弱橙黄色,黄 色,黄

橙 色を呈 し散在する.然 るに この ものは紫外線照射

に より容 易に螢光を失 う.

淋巴球:(第2, 3, 4, 9図)胞 体 は 円形ないし遊

走形を呈 し,核 は円形 又は胞体の変形 に応 じて軽度

の変形を示す.核 は黄 緑色で核膜厚 く明瞭で,核 網

粗大な緑 色小塊をな し核膜 に接続する.胞 体 は弱緑

色を呈 し胞体縁 明瞭,赤 色 の円形大小不同 の顆粒数

個を有す る.大 淋 巴球では核 は緑色が強 く,弱 緑色

の胞体は広 い.

単球:(第10図)原 組織に強 く認め られ るが緑色

の核を有 し核膜,核 網 は不明瞭で輪廓を辛 じて知 り

得 る程度である.胞 体 は広 く濃緑色で,全 周より膜

様偽足を 出すが既 に鈍 い螢光のみとなり培地 に移行

し追跡困難であ る.胞 体内に は赤橙色円形大小不同

の顆粒 が数個認め られ,多 くは核周 に認 められると

同時 に核陥凹部に集簇性 にみ られる.

好 中球:濃 緑色 の核 は核膜不明瞭でクロマチ ンの

緑色螢光強 く,胞 体 は弱濃緑色を呈 し,中 に赤橙色

円形又 は不整形大小不 同の顆粒が多数み られ る.

形質細胞;円 形又 は楕 円形 の核が広い胞体 の一側

に偏在 し核網 は粗で クロマチ ンの部の強緑色 の螢光

が車軸様外観を呈す る.胞 体 は楕円形で辺縁極めて
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明瞭で弱緑色を呈 しゴルジ野 は螢光微弱で黒ずんで

みえ,時 に微細赤橙色不整形の顆粒が少量集簇 し,

ゴル ジ野周辺 よ り胞体全域 に弱黄緑色 より弱黄橙色

の円形又 は桿状 の糸粒体がみ られ る.幼 若形質 細胞

の核 は比較的大 き く,中 央部 に1～2個 の小円形核

小体を認 め,胞 体内殊にゴルジ野周辺 に多数の糸粒

体をみる.

線維芽細胞:核 は楕円形 で長大な胞 体の 中央に位

し,核 膜 は黄緑色で非常に明瞭で薄 く,粗 な核網は

クロマチンの部に強緑色の螢光を有 し間隙 の核質の

部には全 く螢光 な く抜 けて み え る.核 中央に通常

1～2個 の正円形大な る核小体が強緑色を呈す る.

胞体 は弱濃緑色の螢光を有 し中に赤橙色不整形の顆

粒が散在性に胞体全域 にみ られ る.

組織肥 胖細胞:類 円形の大 なる胞体 は赤色の大型

略々均等大の顆粒で覆われる.

IV.総 括並びに考按

螢光色素Ao.で 染色す ると細胞 の各成分 は色素

に対す る親和性を異 にす るため色素摂取量に差を生

じ,こ の差はStrugger111)の いうKonzentrationsef

fektに よ り赤,橙,黄,緑 にわ たる 多彩 な二次螢

光となって現われ る.従 って各 々構成成分を異 にす

る各種細胞は螢光に差 を生 じ,此 の特性に よって各

種細胞の鑑別 も可能な筈であ る.第1編 及び第2編

で行 なった脾細網細胞 の検索に更 に螢光法を適 用せ

んとし,先 づAo.を 添加せ る培地に 於いて脾組織

培養及び螢光観察が可能か否かにつき基礎的実験 を

行な った.既 に教室 渡辺56)は 骨髄螢光培養法にお

いて, Ao.の 細胞増生 に 及ぼす影響,螢 光観察 に

至適 な 濃度 につ き 詳細 に 検討 し, Ao.培 地濃度

1/10×10-3に於いて培養 並 びに螢光観 察が可能であ

ると報告 して いるが 私の実験 に於いて もAo.培 地

濃度1/10×10-3以 下の低濃度では培養可能で あり,

その範囲内で螢光観察に至適 な濃度は1/10×10-3で

あり骨髄の成績 と一致 した.従 って 血清, VB12及

びAo.を 培地としAo.培 地 濃度1/10×10-3と せ る

ものを骨髄螢光培養法に準 じて脾螢光培養法 と称 し

たのである.

而 るに実験 の主 たる目的 は脾細網細胞の生態観察

であ り,第1編 で述べ た如 く回転培養 法によるのが

最 も好結果 を得た為め,第2編 で行 な った 中性赤,

ヤーヌス緑B添 加の方法と同様に して培養後観察標

本作成時にAo.を 培地 濃度1/10×10-3と なる様に

添加 したのであ る.斯 くすれ ば培養中色素 の細胞増

生に及ぼす影響は除 きうるし,而 も任意 の時間の脾

増生帯を螢光染色下 に生態観 察す ることが可能であ

る.脾 螢光培養法と回転培養法によるものと双方 の

増生帯の螢光を比較するに,培 養後12時 間迄 は全 く

同様であ り, 12時 間を過 ぎると脾螢光培養法の増生

帯 には次第 に変性細 胞が増加 し24時間以後 は殆ん ど

生 きた細胞 がみ られない.従 って増生帯 の螢光観 察

に は12時 間迄 は培養法の簡便な螢光培養法により以

後 は回転培養法 により観察 したので ある.

さて,脾 培養増生帯の螢光は,び まん性帯黄縁色

の中に赤橙 色が点在するものであ り,教 室渡辺が観

察 した正常人骨髄の増生帯がびまん性赤橙 色を呈 し

た のとは全 く対照的であ り,む しろ教室小 林の観察

せ る淋巴腺螢光培養の増生帯に類似 した.之 は主 と

して増生帯 に出現す る細胞が脾及 び淋 巴腺では淋 巴

球であ り骨髄で は好中球 で あったか らに他 ならな

い.個 々の細胞 の螢光所見 に於いても前述の渡辺,

小林 らの所見 に略々一致 したが,形 質細胞のみは渡

辺 が骨髄に於いて観察 した所見で赤橙色顆粒がゴル

ジ野周辺に出現す ると述 べてい るが,脾 に於ける所

見 では赤橙 色顆粒 は殆ん どみられず更 にゴル ジ野の

暗 黒色 の螢光 も認 め得ぬ ものが多か った.更 に細胞

変 性の所見 に於いて,増 生帯の螢光が時 間と共に核

の黄色調を増 し赤橙色顆粒が褪色 し,胞 体の澄色螢

光 が出現 し,次 いで全て,漸 次褪色 し,核 の膨化融

解 と共 に,淡 緑色の陰影 と化す るのを認 めたが,之

等 は教室 渡辺56),小 林28),小 塚鋤 が観 察 した淋巴

球 の変性過程 と全 く一致 している.

この様に増生帯の螢光 は24時 間を過 ぎる頃よ り一

変 し,細 網細胞の 出現と共 に,そ の顆粒によ りびま

ん性 に赤橙 色を呈する様 になる.

細網細胞の螢光像 に就 い て, Kosenow89)は 海〓

骨髄培養増生帯 に 出現せ る大貪喰球 を 記載 し,天

木3)は 人 淋巴腺 に於 い て超生体染色法 により観察

しているが,之 等 は何れ も私のいうIII型に属するも

のであり,幼 若 な細網細胞に就 いての螢光観察 は記

載 されて いない.私 は前2編 に於 いて 細網細胞を

I, II及 びIII型に 分類 観察 したが,螢 光法 に依れ

ば,核,核 小体,胞 体 を生体染色 し得 る上 に,好

塩 基性 の差 は直 ちに 螢光色 の差 とな って現われ る

点,ま た極 く微細 な 顆粒で あ って もその螢光 が,

 kontrastreich(Kosenow89))で あ るために 容易 に認

め得る点等 により,他 種細胞 との鑑別 は一層容 易と

な る.即 ちI型 に於いては明瞭な核膜 と巨大な核小

体が強緑色 を呈 し,核 網繊細で殆ん ど螢光をみない
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が,淋 巴芽球で は核の螢光 は幾分黄色調を帯 び核網

は早期よ り粗剛化す る傾向があり,従 って クロマチ

ンに よる強緑色不規則な螢光が核 内にみ られ,胞 体

の螢光 も淋 巴芽球 では一層強 く黄色調を帯びる.ま

た天木3)は 人淋 巴球 に出現せる淋 巴胚球の螢光所見

として黄緑色の細胞質 と強い螢光 を発す る核小体を

挙 げAo.空 胞が核 周に少数出現すると述べ ている

が, I型 では赤橙色顆粒 は認 め られず, IIa型でも

赤橙色顆 粒は粗大不整形の ものが少量細胞中心域周

辺 に集簇 性に出現す るな どの点で異な る,ま た教室

小塚29)が 白血病細胞を骨髄 で観察 したが,単 芽球,

前単球 は緑 色の核 は早期 よ り単球系特有 の立体的分

葉 の傾向が認められ,核 膜,核 小体 は余 り明瞭でな

く濃緑色の螢光を発 し,前 単球で は細胞 中心域を取

り囲んで,赤 橙色の粗大不整形顆粒が集簇 し時間と

共に空胞化 して所謂花冠状 を呈す ると述べてお り,

私のい うI型 及 びIIa型 とは明 らかに異 なる,更 に

教室渡辺56)の 観察 した骨髄芽球で は核膜は 薄 く不

明瞭で核小体 は緑色螢光 が余 り強 くな く,胞 体の螢

光 は弱緑色又 は緑色 であ り,や や成熟 した段階では,

細胞中心域周辺 に橙 色微細 な顆粒が出現 してお り,

 I型 の螢光 とは可成 り異なるもので ある.更 にIIa

型 は前編で も述べた如 く特徴あ る運動形態を示すが

故 に単球を始め として他種細胞 との鑑別 は極めて容

易 である.

斯 くして,螢 光所見 に於いて も, II型 はI型 に比

し成熟せ る段階にあることが結論 され る.即 ち遊走

能を もつ こと,胞 体緑色螢光の減弱す ること,胞 体

に赤橙色大小 不同顆粒が出現 し増加せ ること,核 質

にクロマチ ンによる緑色螢光が見えて来た こと,核

小体 は明瞭だがやや小にな ったこと,ま た糸粒体 の

黄緑色螢光 の減 じた事等であ り,更 に一 部に貪喰能

を示 す ものがみ られIII型への移行が考え られる所見

を も認めるのであ る.

III型では赤橙色粗大 な大小不同の顆粒が胞体全域

に散在 し,更 に時間 と共 に空胞化 し,胞 体に充満 し

て来 る時 は他の細 胞 との鑑別 は比較的容易で ある.

単球で は赤橙 色の顆粒及 び空胞 は細 胞中心域 に集簇

す る傾向を有 し,胞 体縁 は特有の膜 様偽足を形成す

るため不明瞭である こと,好 中球では赤橙色顆粒の

量が少な く,不 整形 のままで空胞化する ものは少な

く胞体 の濃緑色螢光 も異 な る,等 の点で 区別 し得

る.更 に線維芽細胞で は楕円形の核 内には核小体が

2個 明瞭であ り,核 網 は粗な るも螢 光弱 く,長 大な

胞体内に赤橙 色不整形で小 なる顆粒が均等 に散在す

る点で,ま た組織肥胖細胞では特有の好塩基性顆粒

が強赤色球型を呈 し胞体内に充満す る点 で鑑別 し得

る.

さて, III型細 網細胞 の退行 性変化を螢光 の面よ り

観察 した結果は,核,核 小 体並びに胞体の螢光は時

間と共 に色素濃度を増す方 向に,即 ち赤色 の側に移

行 し,顆 粒では色素濃度を減 ずる方向に,即 ち黄色

の側 に移行 し,遂 には全 く褪色す る.こ れ は正常 に

骨髄 の好中球 に於 いて,教 室 渡 辺56)が 種 々の悪条

件を負荷 して観察 した核及 び顆粒の変性像 と全 く一

致 し又 白血病時の 各種 白血球 に 就いて 教室 小塚29)

が観察 した変性像 とも一致す る.こ の現象 は渡辺が

実験的に証明した如 く細胞機能の低下 に伴 って出現

す るものであり,核 胞体 の螢光が赤色調を呈するに

至 った の は,細 胞膜の透過性亢進(Seyderhalm108)

田村49)),蛋白 ミセル構造 の変化(Schummelfeder106))

等が要因であると思 われ る.ま た顆粒 の螢光の褪色

は中性赤 顆粒の褪色に就いて 教室 大藤37)等 が指摘

した如 く,機 能低下 のため,色 素毒性によ って清野

氏のいわゆる色素嗜好顆粒が破壊される事がAo.顆

粒に就いても推察 される.

V.結 語

1)骨 髄臨床螢光 培養法 と同様,脾 螢光培養法が

可能である.更 に短冊型 カバ ーガラス併用 の回転培

養法に応用 して,脾 細網細胞の生態螢光観 察を行な

い得た.

2)第1編 で観察せ る各型に就き,螢 光色素Ao.

によ り夫 々特徴的な所見を得たが,前2編 の中性赤

による染色 とAo.赤 色顆粒,空 胞 と は類似せ る所

見 を得 た.

3) I, II, III型の間 に移行並びに成熟と認 めら

れる螢光所見が得 られたが,こ れ は第1編 及び第2

編 で,移 行 と成熟の過程を観察 した事 と同一の結論

である.

4) Ao.空 胞 の一部はAo.色 素の 影響下に生 じ

た二次的空胞であることが推定 される.

5) III型の変性過程 に於 ける螢光所見の変化を追

求 した.

附)全 編の総括及び追記

脾細網細胞を組織培養 により,即 ち生態観察の立

場に於 いて,そ の形 態及 び機能に就いて観察 した結

果 を述べ た.

成熟 マウス脾を材 料と し,回 転培養法(Rollertube
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法)に 短冊型ガ ラスを用い,一 定時間培養 し,こ

れを溝型載物 ガラスに包埋 し,位 相差顕微鏡,中 性

赤,ヤ ーヌス緑Bに よる生体染色,墨 粒貪喰,更 に

Acridinorange染 色にて螢光顕微鏡観察 を行な った.

位相差鏡検により, I, II,及 びIII型に分類 し, II,

とIIIは夫 々a, bの 亜型に分 った.他 の方法ではこ

れに準 じて観 察 し,そ の結果I型 は最 も幼若で分裂

能が旺盛であ り,貪 喰能,遊 走能 はな く, IIa型 は

貪喰能 はあるが,む しろ遊走能,遊 走形態に特徴を

有し,単 球,淋 巴球とは 明 らかに 差があ る. IIb型

は,静 止せ る型で,樹 枝状,触 手状突起で,網 状構

造を形成する ものであ り, III型は貪喰能高度で異物

飽食 し,最 も成熟せ る段階の細胞であ る.

か くして,脾 では未だ貪喰能を認めない幼若な段

階から高度に貪喰能を示すもの迄の細網細胞が存在

し,そ の途中の段階で,培 養 という環 境に於 いて,

可成 りの遊走性を示す ものがあることを認 め得た.

運動形態 については16ミ リシネにより観察 したが,

 IIa型のそれ は特異であ り,従 来,殆 んど報告をみ

ない所のものである.

以上一連 のものが,形 態学的に淋 巴系細胞,単 球

系細胞,線 維芽細胞,洞 内皮細胞,皮 下組織球,或

い は腹水食細胞等 と異な るもので あることを 論 じ

た.

尚,第2編 で,中 性 赤 及 び ヤ ー ヌ ス緑Bの 培 地 最

終濃 度 を 染 色 度,細 胞 変 性 度 よ り1/10×10-3及 び

1/60×10-3と し,第3編 でAcridinorange最 終 濃 度

を核係 数,顆 粒 係 数 よ り1/10×10-3と す る こと に よ

り好結 果 が 得 られ る ことを 知 った.ま た溝 型 載物 ガ

ラス包埋 による観察 は,全 編を通 して行 なったが,

培養下に油浸観察を行な うに極めて有用 であ った.

実験成績で は述べ なか ったが,以 上の結果を基 に,

ヒ ト脾,生 検採取及 び手術摘出材料によ り同様の検

索を進めて おり,そ の一部 は既 に発表 したが20) 26),

特に再生不良性貧血脾でIIa型 が 赤血球 を貪喰 して

遊走するのを観察 し得た.(第28図)ま た 白血性細

胞 内皮症(白 血性細網肉腫)で の脾 及 び 末梢血 で

IIa型 類似の形態を呈する腫瘍細胞(第29図)を 観

察 し得たが, Mitus95)ら の報告とも併せ て本論文 の

実験結果を強 く裏付 けるものと考え敢えて,こ こに

附加える.

一方,形 態学研究の方 向は光学顕微鏡か ら電子顕

微鏡へ移 った今 日,本 研究 も改めて電顕的観察が要

求 されるが,田 中50)は 淋巴腺胚 中心の 電顕像 によ

り細網細胞 を機能相 と増殖相とに分 けてお り,前 者

は著者のIII型に後者 はI型 に略 々一致す ると考え ら

れ る点極めて興味があ り,今 後の問題 となろ う.

現今,腫 瘍病理学的にも又免疫細胞学的に も細網

細胞系統が改めて検討 されている時期に鑑み,本 研

究 の一端が,何 等か の貢 献をもた らせば幸いと考 え

る.

尚,本 研究は第21回,及 び第22回 日本血液学会に

於 いて その要旨を発表 した.

擱筆す るに当 り,終 始本研究を御指導,御 校閲賜

わ った恩師平木潔教授,大 藤真 教授 そして喜多島康

一 講師に深 甚なる謝意を表する.
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Studies on Tissue Culture of Spleen 

Chapter III Vital Observation of Splenic Reticulum Cells 

by Fluorochrominized Tissue Culture

By

Masayoshi KIBATA

Okayama University Medical School, Department of Internal Medicine 

(Director: Prof. Dr. Kiyoshi Hiraki)

1) Fluorochrominized tissue culture of spleen was established by the similar method used 

for bone marrow culture devised in our clinic. And vital observation of splenic reticulum cells 
was done by fluorochrominized tissue culture method by the use of rectangular cover slip 

method which has been mentioned in the chapter I.
2) Each type of reticulum cells showed characteristic fluorochrominized findings when 

stained with acridine orange. Granules and vaculoles stained with acridine orange showed 
nearly similar findings to neutral red granules and vacuoles as described in the chapter II.

3) By this method, the existence of transitional forms between each type of reticulum 

cells and maturation process were confirmed in the series of types I, II and III reticulum 
cells, as have been already described by other methods in the chapter I and II.

4) Part of acridine orange stainable vacuoles were thought to be secondary to toxic 
effects of acridine orange stain.

5) Changes of fluorochrominized granules and vacuoles were observed successively in the 
degenaration of type III reticulum cells.
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木 畑 論 文 附 図

図1～5.　 脾 細 網 細 胞　 I型

図6～8.　 脾 細 網 細 胞　 IIa型

図9.　 脾 細 網 細 胞　 IIb型

図10～12.　 脾 細 網 細 胞　 III型

図13.　 脾 細 網 細 胞　 I及 びIIの 中間 型 及 びIII型

図14, 15.　 脾 細 網 細 胞　 II及 びIIIの 中間 型

図16.　 脾 線 維 芽 細胞

図17.　 脾 単 球
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木 畑 論 文 附 図

図18.　 脾細網細胞の核分剖像

図19.　 脾細網細胞の核分剖像　 IIa型 遊走形態

図20.　 脾細網細胞 の核分剖像　 I及 びIIa型 中性赤,ヤ ーヌス緑染色

図21.　 脾細網細胞の核分剖像　 IIa型 中性赤,ヤ ーヌス緑染色

図22.　 脾細網細胞の核分剖像　 IIb型 中性赤,ヤ ーヌス染色

図23.　 脾細網細胞の核分剖像　 III型中性赤,ヤ ーヌス緑染色

図24～27.　 脾細網細胞III型墨粒貪喰像

図28.　 脾細網細胞IIa型 赤血球貪喰像(再 生不良性貧血一臨床例)

図29.　 脾内腫瘍細胞(白 血性細網 内皮症)
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図1.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る 脾 増 生 帯

図2.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る脾 細 網 細 胞　 I型

図3.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る脾 細 網 細 胞　 I型

図4.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る脾 細 網 細 胞　IIa型

図5.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る脾 細 網 細 胞　IIa型

図6.　 Acridin orange蛍 光 像 に よる 脾 細 網 細 胞 III型

図7.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る脾 細 網 細 胞　III型

図8.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る脾 線 維 芽 細 胞

図9.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る淋 巴 芽 球

図10.　 Acridin orange蛍 光 像 に よ る脾 内 単 球

図11.　 培 養72時 間 後 固 定 染 色　 IIa型

図12.　 培 養72時 間 後 固 定 染 色　 III型


