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　　　　　　Professor　Maruta／s　Surgical　Clinic，　Shinshu　University

　　　　　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　3．保存骨髄細胞の生活々性測定に用いた保生用

　　　　　　　1緒　　言　　　　　　　　　　　　medium：本実験は一種の組織培養であり，3こ指標と

種々な原因，ことに放射能大量被爆又は制癌剤大量　　　して2，6－dichlorophen。1indophenol－Na（表3）（以

投与等に由来する骨髄障害に対し，骨髄移植法による　　下DPIと略す）を使用する関係上，その還元率の最

治療効果が注目されて来ている1）－9）。しかしながら「司　　もすぐれていると言われる15）（表1）。YLE　medium

種骨髄移植の成立に当っては，免疫学上尚未解決の点　　　（表2）を使用した。

が残されており7）s）9），secondary　disease7）の問題もあ

りTその効果は必ずしも安全醸とは識な・・．そ・　刻各m・diumのDPI’d°sisに及ぼす影響15’

で著者は，最も安全でしかも確実な効果の期待出来る　　　　　　　　　　　　　　　DPI　d。sis　（彬）

自家骨髄移植の利用を計画した。この場合実際間題と　　　　　　　　　　　　ヒトの乳癌　　マ之ス肝

して消耗した患者の自家骨髄を採取することは無意味　　　　YLE　medium　　　　　O・6　　　　　1・0

・あ・，計醐・健常時採糊・備告脚植　罐餓謬水　1：1　8：1
することになる7）8）9）10）。骨髄保存法には長期保存の可　　　　Hanks氏液　　　　　　0，3　　　　　0，6

能な凍結保存法があるが11）－14），凍害防止剤の使用な

ど燗する騨嫉作と滴価な糊な繍を腰と　表2　YLE　medium糸城
するので一般病院ではたやすく実施しにくい難点が　　　　1）再溜水　　　　　　　　　　700me

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NaC1　　　　　　　　　　　　　7．18　g
ある。そこで薯者等は最も簡便な4°C保存を撰び，著　・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　KC1　　　　　　　　　　　　0，49
者等が骨髄の保存mediumとして使用しているヘパ　　　　　CaC12　　　　　　　　　　0．2　g

リン加Hanks氏medium32）内で4°Cで保存した場合　　　　　MgSod．7H20　　　　　　　0．2チ

の骨髄細胞のviabilityの経時的推移を検索した。　　　　　　Glucose　　　　　　　　　　4・59
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Phenol　Red　10解／me　　　　　　O．7Sm6

　　　　11実験方法ならびに結果　　　　　Yea・t・xtract（Difc°：！　1・°9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Lactalbumin　enzymatic
　L実験材料：本実験ta用いられた骨髄細胞はすべ　　　　　hydrolysate　　　　　　　5．02

て健常人の胸骨体部より骨髄穿刺法にて採取されたも　　　　　StrePtomycin　　　　　　　O・59

・であ…　　　　　　　繍鵠ロえて　　19。m、．e。する

体叢懸用搬繕蹴鵜倉・・繊・…　。謬
性を最もよく保持すると言われるHanks氏液32）を用　　　　　再溜水を加えて　　　　　　　100ndにする

いた（表1）15）。抗凝血剤としてはヘパリンを25itt／me　　　Seitz濾過滅菌し，（1）は凍結，（2）は氷室保存，使

添加した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　用直前（1）液9，（2）液1容の割合にまぜる。
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NaC’ @　　　　　8・°9　髄を採取すると購｝。1肛ちに4・C前後｝・急速に冷却す
KC1　　　　　　　　　　　　・　．　　　　0．2チ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ることがのぞましい16）。この目的の為に著者等は図
Na2HPO4．12H20　　　　　　　　　　　　　1．15　9

KH，PO、　　　　　　・．29　1のような一定比の氷と水の混合液をみたし常に2°C
再溜水を加えて　　　　　　　　IOOOmeにする　　　～4°Cに保つように作られたステンレ系製の冷却箱を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　用いて，骨髄吸引採取直後より急速に冷却を行い，採
　（15pb　30分高圧滅菌する）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　取完了後は4°Cの血液保存用電気冷蔵庫（4°～6°Cの

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　恒温を保つよう鋭敏なサーモスタットで調整された記

表32，．6－di，h1。，。P、。n。1i。d。ph。n。1－N。　　　4・骨髄細胞の保存条件：実1賠床｝こ於て・約5°nt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～IOOmeの骨髄血を採取するには，約1時間を必要と
2’　6『dichlo「QPhenolinodoPhenol－Na @　O’　33　9　　　する。従って保存骨髄細胞の生存率を高める為には骨

憲講難櫛 @　賦　一鰐　　　蹴
鞭

図1　　骨髄採取時冷却箱
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鵬度言附き）にて保存した。　　　　　　　　　　　　　この点を考慮し本実験では，各test－tubeには5×106

　5，4℃保存後の骨髄細胞の生活々性の測定法及び　　　個前後の骨髄細胞が含有されるように被検体の計量を

その結果：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考慮し，又保生niediuinによる稀釈及び指標とする

　　　a）組織脱水素酵素活性値による検索　　．　　　DPIの濃度は著者等の各種の組合せによる予備実験

　INK法15）に示されているように，糸1⊥織のDPI（表’　　より，下記に示すような紺合せが本検索には最も好都

3〕還元能は，その組織のdehydrogenase活性の総　　　合であることが観察されている。

和てあり，その表現を骨髄細胞の生活々性の指標とし　．　　〔手　技〕

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　骨髄穿刺にて無菌的に採取された骨髄細胞はヘパ

　INK法にょればdehydrogenase活性の強い腹水癌　　　リン加亘anks氏液にて約5倍に稀釈するとlme中に

髄にあってもDPI還元能を示す為には1．0×106～　　　20×IOu個前後の骨髄細胞を含有する骨髄細胞浮遊液

1，5x・106個の細胞が必要であると言われている15）17）。　　となる。このものを4°Cにて保存し，12時間後，24時

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　間後（1日後）及び48時間後（2日後）にその

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一定量をとり出し図2及び図7に示すような手

1

一一馬血肩2m2

　　被検体（保存骨髄浮遊液1m2）　　　　　　　　順で・組織脱水素酵素活性の総和を測定した。
／　　：±　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（同一の保存骨髄細胞浮遊液を充分に掩絆して

　　　　　　
1　充曾に櫨して均一とする　　　　　　族験の対1照実験として図・の①において被
1　20．6m腕13本の小test－tubeに分注する　　　　　　　　　　検体（保存骨髄浮遊液1認）の代りにヘパリン
I

I　　　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　加Hanks氏液1meを用いて図2と全く同じ操

1南・ 窒〟@i　1234567菖91°11　12　　作を行・たがDPIの脱色は認め・れない・

YLE　medium　6m2　　　　　　　　　　　　その一定量をとれば，その中には常に同数の骨

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　髄細胞が含まれることになる。）

∴1照研臨，編毒讐灘驚あるから
：1－e・し゜・°4！・P．6．．°・°8°・1°°・12（3，000X　DPD　〔糸吉果〕

、ncあ。，。，。，30．、．．。，3，・C　　　　　倣者・名（N…1－N…）より獅した

　　　↓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　骨髄細胞を夫々上記の条件操作で4°Cに保存し
3判定：DPIの脱色が認められる最終test－tubu　N°・を　　　　　採取直後，12時間後，24時間後及び48時間後に

　　　もって測定値とした（図7）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　夫々図2の手技によってdehydrogenase活性
図2骨髄細胞のdehydrogenase活性測定手技　　　　　をDPI還元能で検索してみると表4及び図3

e■Q．IMIR●●00●

’懸鐸　∵囁一内

図7　　骨髄細胞浮遊液によるDPIの脱色
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表　4　　　　保存骨髄脱水素酵素活性の経時的推移　（1）

一＿鎮　検　豊（・名）享讐瞬
No．1　No．2　No．3　No．4　No．5　　（平均）　…

羅採取直後　・1111・99　…％
時12時間　　 9　8　7　7　6　74％
畏2塒問（1日）　8　7　5　5　5　　60％
£948時間（2日）　6　5　4　3　4　　44％

脱
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素
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生

率
（％）

100

コ噂嗣旨舳賜噺■馳陶

　　・；0

　．，ttt直後・　12時間　24時間　　　　　　48時間　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　保存時間→一　　　　’　　　　12時間　　1日　　　　　　　2日

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　保存時間→
－』『 }3　保存骨髄脱水素酵素活性の経時的

　・　　　推移（2）　　　　　　　　　　　　　　　図6　　保存骨髄の生活活性

のようであり，更に判り易くする為に活性値を採取直　　とり之を更1：　YLE　mediumにて3倍に稀釈する（こ

後の値に対する百分率で示してみたのが表4，図3及　　の程度の稀釈が後の計算板上での算定に好都合であ

び図6である。即ち24時間保存では採取直後の約60％　　　る）。

に，又48時間（2日）保存では採取直後の40％に急速　　　　（2）更に等量（1．5mののO．　4％Nigrosin　Hanks

な減衰が認められた。（図6）　　　　　　　　　　　　溶液を加えて，数秒間振愚して死細胞膜をNigrosin

　　　b）細胞膜の色素透過度による検索　　　　　　　　で透過さす。

　生活細胞膜と死細胞膜との間には色素の透過度に差　　　（3）ついで1自：ちに2％酢酸溶液3彫を加え（最終

違が存在する18）－24），Kaltenbach等25）はNigrosin色　　　的に1％の酢酸溶液となるように）更に数秒振盤して

素（捌生が少く又色別がはっきりしている点を利用し　　骨髄液中の混入赤血球を破壊する。

て）を用いてascites　cellsの生死細胞の鑑別法を発　　　　（4）　これを血球計算板上にて鏡検し（図4）有

表した。著港等はこのKaltenbachの原法に多少の変　　　核細胞200個を数え，この中のNigrosinにstained

法を加えて，保存骨髄細胞の生死鑑別への応用を試み　　　cellとunstained　ce11の比を求めてunstained　cell

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（生活細胞）の百分率を算定した。尚この操作過程に

　　〔手　技〕　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　おいて酢酸を最終濃度1％となるよう添加することに

　（1）被検体としては，前述のa）に於て図2の①　　　より，混入赤血球を消却し有核細胞の鏡検算定を容易

の一部をその都度使用する。即ち図2の①の0，5認を　　　にした点が著者等の加えた変法である。
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図4　　Nigrosin　unstained　cells及びstained　cells

表　5　　　’保存骨髄細胞膜の色素透過度の経時的推移　（1）

，　　　　N。．、㌃2驚、S．4（5名No．5）矯

t舞鶴直後㍑：欺：㍑：1撫鞭諺
　　　　貝2塒問（1日）　82／、。。8・／、。。s・／。。。　s・／，。。　s・／、。。45．3％

t，　ざ48時間（2日）　・・／、。。73／，。。・5／、。。7・／，。。・・／，。。34．9％

2100

150

400

　　〔結　果〕

　実験aにおけると同一の被検体を用いて，やはり採

取直後，12時間保存後，24時間保存後及び48時間保存

後に夫々についてNigrosin色素に染まらない細胞

（生活細胞と推定される）を算定してみると表5，図

5及び図6のようである。即ち12時間保存では半数が

生存するのみであり1日目では45％の生存をみるのみ

で之また意外に急速な生活細胞の減少が認められた。

III　考　　按．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　悪性腫瘍の治療に際し制癌剤大量投与による合併療

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　法の布及に伴い，之等に由来する骨髄障害が，この治
50

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　療法の最大の障壁となって来た。かかる骨髄障害改善

・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　対策として著者等は安全で確実な効果の得られる保存

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　自家骨髄移植の利用を計画した。一方移植した骨髄の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　生着再生が治療的効果発現機序であることが証明され
　直後　12時間　24時間　　　　　48時間　　　ている現在26）－29），保存骨髄移植による治療に際し最

　　　　　　　　　　　　　　保存時間→　　　も重要なfactQrは，保存骨髄のviabilityの存在とい

図5保存骨髄細胞膜の色素透過度の　　　　　　　うことである・・こ4）点・凍結保存法を用いれば骨髄

1　　経時的推移　（2）　　　　　　　　　　　　　細胞のviabilityは年余にわたって保たれる事実は報

，　　　　　　　　　　　　　　　　　　・告されているσ即ちMannick、等は犬の骨髄を用いて
1
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一79°Cで15％glyceroi中に保存した場合17日後にお　　前後が限度であると考えられる。

いても保存骨髄のDNA合成能は50％以上保有されて
いると報告し30），Yamada等も10％9！ycerol中で　　　本論文の要旨は第67回日本外科学会総会に発表し

一79・Cで保存・・力膿・…％の・・…1・tyの擁た ﾗを終、、。当，組織培養について適切欄言を下

を報告している31）。しかしながら生活細胞を凍結保　　　さった僑州大学医学部細菌学教室田崎忠勝教授，田波

存する場合，凍害防止剤として91ycero1やDMSO　　洋助教授に・又培地調製に御助力下さった同教室山田
（Dim，・hyl　S。1f。xid。）等を使用する・とは現今轍　喜紹講師に心よ憾謝する・

的な必須操作であり32）この場合実際問題として脱凍害

防止剤の操作は又実に雛であり，その上一8・・C前　　　　　文献
後の低温を得る為には又，高価な，特殊な設備を必　　　1）Lorenz，　E・et　al；J・Nat・Cancer　InsL，12；

要とするので，凍結保存法は第一線の一般病院ではた　　　　209，1951

やすく実施しにくい難点がある。そこで著者等は最も　　　2）Thomas・E・D・et　al；New　Eng1・J・Med・，257；

簡便であり，従ってどんな第一線の一般病院でもた　　　　491，1957

やすく行い得る4°C保存法を計画した。しかしながら　　　3）Jammet，　H．　et　al；Rev．　Franc．　Etudes　Clin．

ヒトの骨髄細胞を4°Cで保存した場合の生活々性の推　　　　　et　Biol．4；　210，1959

移を検索した文献は見当らない。著者等はINK法を　　　4）Mathe，　G．　et　a1；Rev．　Franc、　Etudes　Clin，　et

modifyした手技による組織内脱水素酵素活性の検索　　　　Biol・，4；226，1959

法及びK・1t・nb・・hによるNig・・ti・縢の細胞膜透　5）Th・m・・，　Ei　D・・t・1；J・Clin・1・v・st・38；

過度による細胞の生死鑑別法を用いて4°C保存骨髄細　　　　1709，1959

胞のviabilityの経時的推移を検索したところ，4°C　　　6）Thomas，　E・D・et　al；J・Clin・Invest・，38；

保存骨髄細胞の・i・bi1ityの減衰eX意外に早く12塒　　 1048，1959

間鯉ち・日Ht・は約半撫轍する蝦を縢した、7）K・1・ni・k，　N・B・…1・A…i…　M・d・・51・

（図6）。この点を文献的にみてみるとヒトの骨髄に関　　　　　1204・1959

する報告は見当らないが，Mannick等30）によれば犬　　　8）Kurnick・N・B・et　al；Ann・int・Med・，49；

の4。C保存骨髄細胞のDNA合成能は24時間後ではs　　　　973・1958

採取直後の値の2・400／7，60。又lm　7，　40。／11，300であり，著者　　　9）Black，　M・M・et　al；Ann・int・Med・，51；5711

等の結果とほぼ同様の傾向がうかがえる。　　　　　　　　　　1959

　かくの如く，著者等の観察事実より4°C保存ヒト骨　10）Westb・・y・G・et・1；Lancetl　968・1959

髄を移植に利用する場合には，保存期限は，篤かけれ　　11）Schwartz，　R・et　a1；J・APpL　Physiol．，11；22，

ば短かい程効果的であるが，約半数のviabilityの尚　　　　1957

残存する24時間前後が限度であると考える。　　　　　　12）Ferrebee，　J・W・et　al；Blood，12；1096，1957

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13）三浦　健；医学のあゆみ，56；532，1966

　　　　　　　　1V　結　　論　　　　　　　　　　　　　i4）三浦　US－　’；医学のあゆみ，61；7号中付，1966

　制癌剤大量療法の最大の障壁である骨髄障害改善対　　　15）西岡久寿弥・他；日本臨床、15；1937，昭32

策として，安全で確実な効果の得られる保存自尿骨髄　　　16）村上省三・他；輸血の実際p　59，昭37，中外医

移植法による治療を計画した。この場合一般病院でも　　　　学社

たやすく行える最も簡便な4°C保存法を撰び，基礎実　　17）太中弘・他；癌化学療法，癌の臨床別冊，12；

験として4°Cに骨髄を保存した場合1はたしてどれだ　　　　111・1966

け生存しているかにらいて経時的推移を検索したとこ　　　18）Pappenheimer，　A，　M．；J．　Exp．　Med．，25；633、
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