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教授)

吉 田 喬

(昭 和53 年 6 月 7 日受付)

本論文の 要 旨は 昭和 50 年第16 回日本臨床細昭学会給金 お よ び 昭和 52 年第 6 回国 際臨床細胞会議に お い て 報告

し た .

最近の 細胞診 の 多く の 領域 で は ∴細胞採取 法の 進 歩

に と もな い
, 新鮮な状態 の 細胞 を観察する機 会が多 く

な っ て き た . 従来 の P a p a n i c o l a o u
lJ

の
"

C rit e ri a o f

m ali g n a n c y
''

は , 採取法 や保存条件 に より . 多少と も

変性 した 腫瘍細胞を 対象 と し て 決 め ら れ た も の で あ

り . 最近 . 各分野ご と に 新鮮 な細胞の 所見 を加味 した

悪 性判定基準 の 検討が活発 に 行 なわ れ て い る
2 I3 抑

. こ れ

ら の 研究で は
, 当然の こ ととして 早期の 細胞の 変性過 程

を明 らか に し , そ の 結果 を も と に して 判定基準 を設定

す べ きで あ る と して い る .

一 方 , 主に 嬉人科領域 で は細胞診 に よる集 団検診か

普及 し
珊

, 多数の 検体を短 時間で 処理する た め に , 細

胞診 の 自動化
7)8 躯 強力に検討 さ れて い る .

そ の 中で ,

検体を採 取し
, 遠隔地より集め

,
模本 を作製するま で に 数

日が 経過 す る こ と が 予想 さ れ る . その よう な検体 で は ,

極度 に変性 の 進ん だ 細胞 を取 り扱う 機会が増 し . 検体

採取後に お こ る細胞の 変性過程 の 検討が 必要 と な っ て

重 た .

現在 t 細胞診の 領域で 適用さ れて い る悪性判定基準

は主 に 核の 形態学的所見 に よ る所が 多く . 細 胞診の 自

動化装置で も , 核染色畳 あ る い は核の 形態学 的所見 を

良 ･ 悪性判定 の ため の 重要 な情報源 と して い る . 細胞

の 形態学的観察 を目的と する 各種 の 染色法で の 核染 色

畳 と深 い 関係 に あ ると考 え ら れ る D N A 量 に 関 し て

は . 生化学的
別=川 -)

, あ る い は細胞化学的 に
ほト ー5

惨 く の

研究成果が 報告さ れ て い る . しか し生化学的測定値 と

細胞化学的測定値を 同次元で 比較 す る の は 困 難 で あ

り . 両者の 対比 はあ ま り 行な わ れず , そ れ ぞ れ の 方法

に よ る研究が別個 に 進め ら れ て い る . ま た
, 核の 形態

学 的所見 に つ い て もき わ め て 多 く の 報告を み る が , 核

D e g e n e r ati o n P r o c e s s o f E h r li c h A s cit e s

の 変性過 程に つ い て の 研 究 は 比 較 的 少 な く
, 細胞化

学的 に は Alf e r t
-6 1

お よ び L e u c h t e n b e r g e r
1 7)

な ど の

報告が あ り t 形態学的所見で は 中村
-8 I

, 片柳
1 9l

, 田村

ら
2 0
鹿 よ び 安藤

2 ‖
な ど の 報告を み るが , こ れ らで は変

性過 程で の 細胞化学的 D N A 量 の 変化 と形態学的所見

の 比較 検討は行 な われ て い な い
,

洗浄細胞診で 使用す る 洗浄液 の 剥離細胞 に 対する影

響 に つ い て は
, 胃 の 洗浄細胞診 や術 中の 腹腔内洗浄細

胞 診 な ど で 検討 され て い る
2 2】2 3 )

. ま た最近子宮が んの 集

団 検診 で 自 己採取器 によ り ､ 比較的多量の 液状検体が

集 め ら れ
2 句

, 適当 な施設 へ 送 仇 自動塗抹器で 処理さ れ

る 際. 検体 採取 か ら 固 定, 標本 作 製ま で に か な りの

時 間 を要 し
,

m e di u m の 影 響 を 受 け る 機会 も多 い た

め , m e d i u m の 種類に よ る細胞 の 変 性 過 程 の 違 い に

つ い て の 検討 も必要と な っ た .

本実験で は エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん 細胞を 用い , 細胞

の 変性過 程で の D N A 量 を経時的 に 生化学的お よ び細

胞 化学的方法 に よ り 測定し て 対比 した . ま た
, 細胞の

変 性過 程で 径時的に 標 本を作製 . 細胞化学的 に D N A

量 を測定 し , 位相 差顕 微鏡 お よ び P a p a n i c o l a o u 染色

所見 な どと の 対比 を試 みた . さ ら に 比較 的容易 に 人手

で き , 日常 よく 用い ら れ る各種の m e d i u m 中で の 細胞

の 変性 に つ い て も , 細胞化学的に D N A 量 を測定 する

と と も に 形態学 的に 検討 し たの で そ の 結 果 を 報告す

る .

実 験 材 料

本実験に は , 孤立散在 性 で
,

核 径 な ど も比 較 的そ

ろ っ て お り . 採取が 容易で 多数 の 細胞が 得 られ る エ
ー

ル リ ッ ヒ腹 水 が ん 細 胞 を 材料 と し た . は ぼ 20 g の

T u m o r C el l . T a k a s h i Y o s h i d a
, (C h i ef &

P r ofe s s o r : K e n -i c hi H a tt o ri) T h i r d D e p a rt m e n t o f I n t e r n al M e d i ci n e
,

K a n a z a w a

U n i v e r s it y S ch o o l o f M e di ci n e
, K a n a z a w a C i t y . P . C . 9 2 0 J a p a n
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D D K 堆 マ ウ ス腹腔 内に エ
ー ル リ ッ ヒ 腹 水 が ん 細 胞

10
6
個を移植し , 10 日 な い し 14 日 後 に マ ウス 腹 腔 を

凝固 を 防ぐ た め , あ ら か じ め 3 ･ 8 % ク エ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム 液を 入れ た 注射器で 穿刺 し, 抗凝固剤 の 量と 腹

水と の 比を 1 : 9 と した ･

実 験 方 法

Ⅰ.
D N A 量の 細胞化学的 計測 値と 生化学的 計測値

の 比 較

移値14 日 後の エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん 細胞を 採取 し ,

試験管内で 37
0

c に 可 及 的無 菌的 に 保 存 し , 採取 直

後. 5 , 1 0 . 1 5 , 2 0 お よ ぴ30 日後 に 試験管 より 取り 出

し , 塗抹模本を作製 , カ ル ノ ア 液で 湿固定後. 型の ご

と く F e u l g e n 反 応 を 施 し ,
N i k o n - V i c k e r s M 8 5

s c a n ni n g m i c r o d e n si t o m e t e r ( 以下 S M M と 略す) で

波長560 m 仏 S P O t l iL , 対物 レン ズ ×100 に よ り l そ れぞ

れの 模本 に つ い て 腫壌細喝100 個を 測定し . そ の 平均

値を算出した . ま た 経時的に 取り 出 した 同 一 試料 に つ

い て S c h 血id t - T h a n n h a u s e r
･ S c h n ei d e r 法

27 )
に も と

ずき D N A 分 画 を 抽 出 し
,

B u r t o n
2 8J

の d i p h e n y l
-

a mi n e 法 に よ り生化学的に D N A 量 を 測 定 し比較検

討し た .

ⅠⅠ
. 試験管に保 存し た自 家腹 水 中で の 核の変性過程

1 . 形態学 的観察

移値 10 日後 の エ
ー

ル リ ッ ヒ 腹 水 が ん 細 胞 を 採 取

し , 3 7
0

c ぉ よ び 4
0

c で 可及的無菌的に 保存 し . 採取直

乱 1 , 3 , 7 , 1 4 , 21 お よ び 28 日後に 試験 管よ り 取 り

出し . 藷層榎本 を作製し , 位相差顕 微鏡下で 観察 した .

位相差顕微鏡 は 日本光学工業 K K 製 で 対物 レ ン ズ は

D M x 40 . × 1 00 を 用い 緑 色フ ィ ル タ
ー

を透 し て 観

察し
. 写真撮影 に は ネ オ パ ン F を使 用し た . ま た同 一

材料か ら塗抹標本を 作製し ,

鵬

つ は9 5 % エ タ ノ ー ル .

エ
ー

テ ル 等量 液 で 湿 固定 後 , W a lt e r R e e d A r m y

H o s pi t al 変法 に よ る P a p a n i c o l a o u 染色 を施 し . 他の

一

つ は カ ル ノ ア 液で 湿固定 , 型の 通り F e u l g e n 反応を

施して 形態学的観察を 行な っ た .

2 . D N A 量 の 変化

上記の 形態学的観察に 使用し た F e u l g e n 反 応 標 本

を ･ S M M に より 実験Ⅰと 同様の 方法 で , 各棟本 に つ い

て . 腫瘍細胞 を100 個 , 非腫瘍細胞 を 30 個測定 し , 縦

軸に細胞数 , 横軸に D N A 量 を任意の 単位 に とり ,
ヒ ス

トグラ ム を作製し た .

Ⅲ ■ M e di u ∫n の核 の変性過程に及ぼ す影響

1 ･ 形態学的観察

移値10 日後の 腹 水を採取し , そ の 15 最 を 800 r p m

で 1 0 分間遠心し , 上清 の 大部分を捨 て , 高度の が ん 細

459

胞 浮 遊 液 と し ,
そ の 0 . 5 最 あ て を , 1 ) ブ ド ウ 糖

液, 2 ) 生理 食塩水 , 3 ) リ ン ゲ ル 液お よ ぴ 4 ) ハ ン

ク スⅢ液の 各 8 mエに 加え , 数回転倒混 和した . こ の 操

作 は無菌的に 行な い
, 3 7

0

c ぉ よ ぴ 4
0

c に 保存 し . 浮遊

の 直後. 3 , 6 . 1 2 時間後. 1 , 3 , 7 , 1 4 . 21 お よ び

28 日後 に 取り 出し
, 実験Ⅱと 同様 に位相差顧微鏡下 で

観察し . 同時に P a p a n i c o l a o u 染色標本を作製 して 形

態学的観察を 行な っ た .

2 . D N A 量の 変化

上記 と 同 一 の 試料 か ら F e u l g e n 反応 標 本を 作製

し , S M M に より実験1 と 同様 に測定 し. 各 m e d i u m

に つ い て 経時的 に ヒ ス ト グ ラ ム を作製 した .

実 験 成 績

Ⅰ. D N A 量の細 胞化学的計測値と生化学的計測 値の

比較 ( Fi g .1 ) .

エ
ー

ル リ ッ ヒ 腹水がん 細胞 の 37
0

c で の 変 性 過 程 で

は , D N A 量 は次第 に減少し , 生化学的及び細胞化学的

計測値の い ず れ も 5 日後 に は採取直後 の 約2 / 3 , 1 5 日

後 に は約1/ 2 , 3 0 日後に は約1/ 5 になり t 細胞化学的

に 定量 した F e u l g e n r e a c ti v e D N A 畳 と , 生化学的 に

定量し た di p h e n yl a m i n e r e a c ti v e D N A 量は は ぼ 対

応し て 減少す る .

Ⅲ . 試験管に 保存した自家腹水中での核の 変性過程

1 . 形態学的観察

1 ) 採取直後の 細胞

i) 位相差顕微鏡 に よ る観察 ( Fi g .2 . a )

核縁 はは ぼ 円滑で 不均等肥厚 なく . 僅か に 小さ い 凝

集塊の 付着 を み るの み で ∴核内は2 ない し3 個の 核小

休と少数の 凝集塊の はか は特 別の 構造 を認 め な い .

ii ) P a p a n i c o l a o u 染色 に よ る観察 ( Fi g .2 .b )

核縁 は円滑で 不均等肥厚な く . 少数 の 小さ い 凝集塊

Fi g . 1 . S e q u e n ti al c h a n g e s i n F e u lg e n r e a c ti v e

D N A a n d d ip h e n yl a m in e r e a c ti v e D N A ･
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す
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の 付 着を み る . 核内に は鮮明 な核小体と少数 の 凝集塊

を み る .

j ii ) F e u l g e n 反応 に よ る観察 ( Fi g ,2 . c )

核線は やや 硬く 不整で あ るが
. 凝集塊 の 付着 をみ な

い . 核内は細網状 構造 を呈 し , 核小体 と 思わ れ る部分

は白く ぬ けて み え . そ の 周囲 に凝集塊 を みる . また 核

内 は核/ト体と 思わ れ る部分を 除き . 淡 く
一 様 に 染色さ

れ る .

2 ) 3 7
0

c に 保存 し た細胞

i) 位相差顕微鏡 に よ る観察

a ･ 1 日後 : 核径 は著明に 縮 小するが . 細胞径 も縮小

し . 核 ｡ 胞体比は大と な る . 核縁 に 凝集塊が 付着 し .

不均 等肥 厚を示す . 核内 は はぼ 均質 化し . 融解状 に み

え る . 核小体 は′ト型円形化 し , そ の 周囲は 明庭様 に な

る .

b ･ 3 日後 こ 核線 は 1 E】後 と 同様 の 所 見 を 呈 す る

が t 核 内は凝集塊 に よ る細 顆粒状の 構造が 著 明に な る .

C ･ 7 日以後( Fi g .3 . a ) : 核縁に は 大きい 凝集塊が連

な り , そ の 所 々 に 断裂 を み る . 核内構 造は 3 日後と 変

り な く . 以後 も同様 の 所見が 続く .

ii) P a p a n i c o l a o u 染色に よ る観察

a . 1 日後 : 核径 は縮小 し. 核縁 は大小 の 凝集塊の 付

着 で 肥厚 し, 不整 と な る . 核内に は 凝集塊を み . 核/ト

体 と核縁 を つ な ぐ粗網状の 構造を み る . 核小体 は縮小 t

円形化 し , そ の 周囲 に凝集塊の 付着 をみ る . 核 は全般

に遵染す る .

b . 3 日後 : 核径 は著 明に 縮小 し , 核縁に 付 着 し た

凝集塊の 数が 減少 し . 肥厚お よ び不整の 程度は軽度 に

な る . 核 内も同様に 凝集塊 の 小型化や 減少 と と も に ,

粗網状構造も断裂し ∴ 粗顆粒状 に な る . 核小体 はよ り

縮小 し , そ の 周囲の 凝集塊 も減少す る . 核は 全般 に や

や淡染する .

C . 7 日後 : 核縁 はや や 薄く な るが , 他 は 3 日後の 所

見 と はば 同様 で , 核内 は粗顆粒状 に な る . ま た 一 部に

は核径の 縮小が著 明で 濃縮状の 核 を 有 す る 細 胞 を み

る .

d . 1 4 日後 ( Fi g .3 . b ) : 核線は 凝集塊が 連 な り ,

一

部で断裂 をみ る . 核内の 凝集塊は小 さ く , 細顆粒状に

な る . 核′ト体 はよ り小型円形化 し . そ の 周 阻 まぬ けて

み え る . 溝板状の 核 もみ る .

e . 2 1 日後 : 核縁 の 断裂が 著明に な り , 核 内は顆粒

状 で l 核小体と の 区別が 困難で
一 部 は破砕状 に な る .

濃縮状 の 核 は減少 する .

iii ) F e u l g e n 反応 に よ る観察

a . 1 日後 :･ 核径 は縮小 し , 核縁 は凝集塊 の 付着 に よ

り 不均等 に 肥厚 . 核内は粗網状 にな る . 核小体 と 思わ

れ る空泡の 周凝 に も凝集塊が増 加す る .

b ･ 3 日後 : 核径 はさ ら に縮小 し
, 核縁の 凝集 塊の

付着 は 減少 ･ 核 内の 凝集塊も減少 し粗網状構造が 一

部
で は断裂し た よう に み え る . 核小体 と思わ れ る空砲は

削 ､ す る ･ 核 内の 構造の 間隙部分 は ばと ん ど染色さ れ

な い .

C ･ 7 日後 = 3 日後の 所見と著変 は ない が , 核内は粗

顆粒状 に なり ･ 核径は 著明に 縮小す る . 濃縮状の 核も

か な り 出現す る .

d ･ 1 4 日後 ( Fi g ･3 : C ) : 核縁 は凝集塊の 付着が減少

し 薄く な る ･ 核内 は細な い し粗顆粒状に な り . 核小体

と思 わ れ る空泡の 周囲の 凝集塊も減少す る .

e ･ 2 1 日後 : 核縁は 凝集塊が 連な っ た よ う に み え .

所 々 で 断裂を み る
. 核内は粗 な い し 紬顆粒状で . 核小

休 と思 われ る空泡 は不明瞭に な る . 濃縮状 の 核もみる .

3 ) 4
0

c に 保存し た 細胞

i) 位相差顕微鏡に よ る観察

乱 1 日後 ‥ 核径 は僅か に 縮小 し . 核縁は 凝集塊の付

着 に より . や や不均等 に肥厚 し不整に な る . 核内は凝

集塊が 増加 し ,
一 部で は網状構造を 呈する . 核小体に

は 著変を み な い が , そ の 周囲に 付着 し た凝集塊 の ため,

大 き く 不整形 に み え る .

b . 3 日後 : 核径 は著明 に縮小 し , 核縁 は1 日 後の

所見と 著変を み な い が
, 核内は 凝集塊が 増加し顆粒状

に な る
, 核小体 は縮小 して や や 円形 化, そ の 周囲は明

庭 枝と な り , 凝集塊の 付着 は減少す る ､

c . 7 日後 : 細胞径 . 核径と も に 縮小す るが , 核 ･ 胞

体比 は大に な る . 核縁 お よ び核内の 所 見は 3 日後と著

変 を み ない
.

d . 1 4 日後 : 核縁 は凝集塊が 連 な り , 念珠 様 に み

え . 所々 で 断裂を み る . 核内の 構造 は著変を み な い が･

核小体 はよ り小型 円形化する . 3 7
0

c に 保 存 し た 細胞

の 5 日後の 所見に 相当す る .

e - 2 1 日お よ び 28 日後 ( Fi g . 4 . a ) : 1 4 日後 と ほ ぼ

同様の 所見を 呈する .

ii) P a p a n i c o l a o u 染色に よ る観察

a . 1 日後 : 核径 は僅か に 縮小す る . 核縁 , 核内およ

び 核小体 の 周囲の 凝集塊が や や増加す る .

b . 3 日後 : 核径 はさ らに 縮小す る . そ の 他 の 所見

は 1 日後の そ れ と著変 をみ な い .

c .

■
7 日後 ‥ 核 縁は 凝集塊の 付着に より不均等肥厚･

不整 に な る ∴核内 は核小体 の 周囲等 へ の 凝集塊の 付着

が 増 加する . 3 7
0

c に 保存し た細胞の 1 日 後 の 所 見に

相 当す る .

d . 1 4 [] 後 : 核径 は著明に縮小 し . 濃縮状の 核を有

す る細胞が 増加する .
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e . 2 1 日後( Fi g . 4 .b ) : 1 4 日後 の 所見 と著変を み な

い .

f . 2 8 日後 : 濃縮状の 核 は より小型化 し , 淡染する .

一 方 ∴阻顆粒状 あ るい は破砕状の 核 を有す る細胞もみ

る .

iii) F e u l g e n 反応 に よる観察

a . 1 日後 : 僅か に 核径の 縮小を み る 以外 . 採取直後

の 細胞の 所見と の 差 をみ な い
.

b . 3 日後 : 核径 は縮小し
, 核縁は 凝集塊 の 付 着 に

ょり不均等に 肥厚す る . 核内は細網状構造 を 呈し , 核

小体と 患われ る 空泡 の 周囲に 凝集塊を み る .

c . 7 日後 : 核径 は さ ら に縮小 し , 核内 は粗縞状構造

が著明に なり , そ の 間隙部分は ぬ け て み え る 様 に な

る . 37
0

c に 保存し た細胞の 1 日後の 所見 に相当す る .

d . 1 4 日後 : 核径 は 著明 に縮小 し , 核内 は濃 染, 核

小体と思われ る空砲 は 不明瞭に な る . 濃縮状の 核を多

くみ る .

e . 2ユ
.

日後( Fi g . 4 . c ) : 1 4 日後 の 細胞 の 所見と 著変

なく. , 濃縮状 の 核が 増加する .

f . 2 8 日後 : 核内の 網状構造は 断裂し , 頼粒状に み

え る . 小型の 濃縮状の 核を み る .

2 . D N A 量 の 変化 ( ヒ ス ト グ ラ ム に よ る)

採取直後の 細胞で は , 2 N , 4 N お よ び 8 N 相 当 の ピ

ー

ク を認 め , 非腫瘍細胞と腫瘍細胞を 明らか に 区別で
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童 る .

1 ) 3 7
0

c に 保存した 細胞 ( Fi g .5 )

a . 1 日後 : 採取直後の 細胞の 所見と 著明 な 変化 を

み な い
.

b . 3 日後 : 各 ピ ー

クを認 め る が , D N A 量 は 減少

し , 各 ピ ー ク は低く な り . 全休 に 左方へ 移動す る . 非

腫瘍細胞と腫瘍細胞は なお 区別で きる .

C . 7 日後 : 各 ピ ー

ク は不明瞭に な り , D N A 量 は減

少 し , 採取直後の 細胞の 約2/ 3 に なる . 非腫瘍細胞と

腫瘍細胞 の 区別は困難に なる .

d . 1 4 日後 : 各 ピ ー

ク は はと ん ど消 失 し ,
D N A 量

は採取直後の 細胞の 約1/2 に な る .

e . 21 日後 : 各 ピ ー

ク は完全に 消失 し , D N A 量 は

減少 , 大多数 の 細胞は採取直後の 細胞で の 2 N 相 当 以

下に な
.

る . し か し
,

なお よ く保た れた 細胞もみ る .

2 ) 4
0

c に 保存 した細胞 ( Fi g .6 )

a . 1 日後 : 採取直後の 細胞 と同様の パ タ ー ン を 示

す .

b . 3 日後 : D N A 畳 の 減少傾向を みる が . 2 N
, 4 N

お よ び8 N 相当の ピ ー ク を認め , 非腫瘍細胞 と腫 瘍細

胞 は明 らか に 区別で き る .

C , 7 日後お よ び14 日 後 : 3 日 後 の 所 見 と は ぼ 同

様.

d . 2 1 日後 : 各 ピ ー

ク を み る が , D N A 量 は 減 少

∧
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し , 採取直後の 細胞 の 約 3/ 4 に なり . 非腫瘍細胞 と腫

瘍細胞 の 区別が 困難 に な る .

e ･ 2 8 日後 : 各 ピ ー ク を 認 め る が D N A 量 は 減 少

し . 採取直後の 細胞 の 約 1/ 2 に な る .

Ⅲ . 抽d i u m の核の 変性過程に 及ぼす影響

1 . 形態学的観察

1 ) 3 7
0

c で 保存し た細胞

i) 位相差顕微鏡 に よ る観察

a . 5 % ブ ド ウ 糖液

a) 浮遊直後 : 核径 に 変化を み ない が , 核縁 に 凝集

塊の 付着 をみ る . 核 内に も凝集塊が 増加し . 核小体 は

やや小 型円形化を み る .

b ) 3 時 間後 (Fi g .7 . a) : 核内全体の 位相 の 差 を減

じ/ 僅か に核小体と考え られ る構造を み る が , その 辺

縁は不 明瞭で あ る .

C ) 6 時間後 : 核 内は融解状 に な り . ほ と ん ど 構 造

をみ な い .

d ) 1 2 時間後 : 核径 は縮小す る が , 核 ･ 胞体比 は大

に な る . 核内 は融解状 , 核小体 は明瞭で , 小型 円形化 ,

そ の 周 囲は明庭様に な る .

e ) 1 日後 : 核縁 は凝集塊 の 連 な り と して み え . 所

々 に 断裂を み る . 核内に は 再び粗大 な凝集塊を み る が .

そ の 辺線 は不明瞭.

f) 3 日後 : 接線 は不明瞭に な り t 核 内は顆粒状 . 以

後21 日後ま で は は ぼ同様の 所見を み る .

b . 生理 食塩水

a) 浮遊直後 : 核線に 凝集塊 の 付着を み る . 核内は

著明な変化 をみ な い■が . 核小体は 縮小 し , そ の 辺縁は

円滑に な る .

b ) 3 時間後 : 核径 はや や 縮小t 核線 は 凝集塊の 付

着で 著明に肥厚し , 不整 に な る . 核内の 凝集塊 は増加

する が . 辺嫁が 不明軌 こ なり 融解状に み え る . 核小体

はよ り小型 に な り . 周囲 は明度様に な る .

C ) 6 時 間後 : 核径 は縮小す るが , 核 ･ 胞体比 は 大

に な る . 核線 はよ り不均等 に 肥 厚 し , 核 内の 所見 は 3

時間後と ほ ぼ同様で , 核小体 は小型円形化 を み る .

d ) 12 時間後 : 6 時間後 の所見 と はぼ 同様 .

e ) 1 日後 : 核縁 は不均等 に 肥厚 し , 不整に な る . 核

内に は再 び粗大 な凝集塊 を み るが . 核小体は 小型で 周

囲は 明庭様に な る .

f ) 3 日後(Fi g .8 . a) : 核縁 は凝集塊の 連な り と し て

みえ , 核内の 所見 は1 日 後と は ぼ 同様で , 顆粒状 を呈

する .

g) 7 日以後 : 核縁の 断裂 を み , 核内 は顆粒状 で .

以 後 は同様 の 所見が続く .

C . リ ン ゲ ル 液

a) 浮遊直後 : 核線 に 凝集塊の 付着 を み , 核内に凝

集塊が 増加す る が . そ の 他 の 所見は 採取直後 の 細胞と

著変 をみ な い
.

b ) 3 時間後 : 核径 は 僅か に 縮小 . 核縁は凝集塊 に

よ り肥 厚す る . 核内の 凝集塊が 増加 , 核小体はや や縮

小す る .

C ) 6 時間後 : 3 時間後の 所見と はば 同様だが , 核内

は融解状 に な る ,

d ) 1 2 時間後 : 核径は 著明に 縮小 , 核縁 は不均等に

肥厚 し . 核 内は融解状 に な る . 核小体 は小型円形化す

る .

e ) 1 日後 : 核 内に 再 び粗大 な凝集塊 を みる . 核小

体の 周囲は 明庭様 に な る .

り 3 日後( Fi g .9 . a) : 核縁は 凝集塊 の 連 なり と して

み え 仁 核内は 粗顆粒状 に な る .

g ) 7 日以 後 : 核縁 は断裂の た め , 不 明瞭 に なり ,

核内 は顆粒状 で
, 以後 は同様の 所見が2 1 日 後 ま で 続

く .

d .

ハ ン ク ス Ⅱ液

a) 浮遊直後 : 核綾 に 凝集塊の 付 着を み . 核内の凝

集塊が 増加す る が , 核小体 の 所見な ど は 採取直後の細

胞 と変 り ない .

b ) 3 時間後 : 核径 は僅か に 縮小, 核縁 は肥厚し. 核

内 の 凝集塊が 増加する .

C ) 6 時間後 : 核小体 が縮小する が
,

そ の 所見 は3

時 間後 と同様 .

d ) 1 2 時 間後 : 核径 は著明 に 縮小 . 核縁は凝集塊に

よ り 肥 厚 し て 不 整 に な る . 核内 は
一 部融解状 に なり,

核小体 は小型化す る .

e ) 1 日後 : 核縁に 著変 を みな い が . 核内は融 解状

で . 小型 円形化 した核 小体 をみ る .

f) 3 日後 ( Fi g .1 0 . a ) : 核縁 は凝集塊の 連なりと し

て みえ
, 核内 に は 再び 粗大 な頼粒を み る . 核小体の周

囲 は 明度様 に な る .

g) 7 日以後 : 核縁の 断裂を み , 核内 は轄粒状にな

り , 以 後 は 21 日後ま で 同様 の 所見を 呈する .

i i) P a p a n i c o l a o u 染色に よ る観察

a . 5 % ブ ド ウ 糖液

a) 浮遊直後 : 核縁 お よ び核小体周匪= こ 凝集塊の 付

着 を み る他 は , 採取直後の 細胞の 所見と 変り な い
,

b ) 3 時間後 ( Fi g .7 .b ) : 核 は融解状で び まん性 に

染色さ れ , 核内構造を み な い
.

C ) 6 時間後 : 3 時間後 の 所見と 著変を み な い .

d ) 12 時間後 : 核径 は や や縮小 l 核内は融解状, 核

小体 と考え られ る 濃染部分 をみ るが
,

そ の 辺 縁 は不明

瞭 で あ る .
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e) 1 日後 : 核径 は明 らか に 縮小 ,

一 部の 細胞 に 核

小体と考え られ る濃染部分を み る が
､ 大多数の 細胞の

核は濃縮状で , 核内構造 を ほと ん どみ な い ･

f) 3 日以 後 = 1 日 後の 所見と奮変 は な い が . 核は 淡

商状で . 次第 に 染色性 の 低下を み る .

b . 生理食塩水

a) 浮遊直後 : 5 % ブ ド ウ糖液に 浮遊 直後 と同 様 の

所見を呈す る .

b) 3 時間後 : 核径 は や や縮小 , 核縁は 凝集塊 の 付

着に よ り不均等 に 肥 厚 し不整 に なる .

c ) 6 時間後 : 3 時間後の 所見と は ぼ 同様 だ が , 核内

は凝集塊の 増加 に より 濃染す る .

d) 1 2 時間後 : 核内の 凝集塊 は増多 . 増 大し , 粗網

状樟造を呈し , 濃染す る .

e) 1 日後 : 1 2 時間後の 所見と 著変 はな い が
. 核径

は縮小,

一 部に濃縮状 の 核を み る .

f) 3 日後( Fi g .8 . b ) : 濃縮状 の 核 を多く み るが ,

一

部の細胞は核縁の 凝集塊が 減少して 顆粒状 に な り . 薄

く みえる . 核内お よ び核小体周囲の 凝集塊 も減少し ,

核小体は′ト型円形化 , 核の 染色性 は全般 に 低下す る .

g) 7 日後 : 核 内構造 は3 日 後 の 所 見 と 著 変 な い

が , 染色性 は低下す る .

h) 1 4 日後 : 核縁 は凝集塊の 連 なり と して み え , 所

々 に断裂をみ る . 核 内に は凝集塊と , 小型円形化 し た

核小体を みる . ま た 一 部 の 細胞 で は破砕状の 核を み る .

i) 2 1 日後 : 1 4 日後と 同様の 細胞が 多い が
, 破砕状

ある い は不染の 核 もみ る .

C . リ ン ゲル 液

a) 浮遊直後 : 5 % ブ ド ウ糖液 に 浮遊直後と 同様 の

所見を 呈する .

b) 3 時間後 : 浮遊直後の 所見と 著変は な い が
, 核

径が僅か に 縮小する .

C) 6 時間後 : 核内の 凝集塊が 増加す る が . そ の 間

隙部分は淡染し , ぬ けて み え る .

d ) 1 2 時間後 : 核縁 , 核内お よ び核小体の 周囲に 凝

集塊が増加し , 網状構造を 呈す るが
,

そ の 間隙部分 は

淡染す る .

e ) 1 日後 : 核径 はさ らに 縮小す るが t そ の 他 の 所

見は12 時間後と 同様で あ る .

f) 3 日後( Fi g .9 . b ) : 1 日後と ほ ぼ 同様の 所見 を呈

する .

g ) 7 日後 : 核縁 , 核内お よ び核小体周囲の 凝集塊

は減少し . 染色性が 低下す る .

h) 1 4 日後 : 凝集塊 は減少 して 顆粒状と な り , 核小

体は小型円形化す る . 核の 染色性 は全般に 低下す る .

i) 2 1 日後 : 核縁 は凝集塊 の 連 なり と し て み え , 所
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に より 断裂を み る . 核内が 破砕状の 細胞が 多い
.

d .
ハ ン ク スⅡ液

a) 浮遊直後 : 5 % ブ ドウ 糖液に 浮遊直後と 同 様 の

所見 を呈す る .

b ) 3 時間後 : 核縁 は凝集塊が付着 して . 不均等 に

肥 厚 , 核 内お よ び核小体周囲 の 凝集塊も増加す る .

C) 6 時 間後 : 核径 はや や縮小 . 凝集塊 は増加 して

粗鋼状に なり 仁 核は全般に 濃染す る .

d) 1 2 時限後 : 核内構造は6 時間後の 所見 と 同 様

だが より磯染す る .

一

部 に 濃縮状の 核 をみ る .

e ) 1 日後 : 核径ほ縮小す るが , 核 ･ 胞休比 は 大 に

な る . 核内は粗網状で
, 染色性が やや低下する .

r) 3 日後( Fi g .1 0 .b ) : 核縁, 核内お よ び核小休 周囲

の 凝集塊 は減少し て 顆粒状 に なり , 核小体 は小型円形

化 , 核は全般 に 染色性が 低下す る .

g ) 7 日 後 : 凝集塊は より 減少 し , 染色怯 も低 下す

る .

h ) 1 4 日後 : 核縁は 凝集塊 の 連な りと し て みえ , 所

々 で 断裂 をみ る . 核内は小型円形化し た核小体 な どと

と も に 顆粒状を 呈す る .

i) 2 1 日後 : 多く の 核は破砕状だ が .

一 部に は不染

の 細胞を み る .

2 ) 4
0

c に 保存し た細胞

i) 位相差顕微鏡 に よ る観察

a
. 5 % ブ ド ウ糖液

a) 3 時 間後 : 核縁 は小さ い 凝集塊の 付着で 僅か に

肥 厚を み る . 核内は 融解状 で 不 明瞭な 核小体を み る の

みで あ る .

b ) 6 時間後 : 核径 は僅か に 縮′ト 核内は融解状 , 核

小 体はや や小 型円形化す る .

c ) 1 2 時間後 : 6 時間後と ほぼ 同 様 の 所 見 を 呈 す

る .

d ) 1 日後 : 核 は融解状で
, 小型化し た核小体 と 考

え ら れ る 辺 線 不 明 瞭 で 位 相量 の 多い 部分をみ る .

e ) 3 日後 : 核径 は縮小 , 核縁に は粗大 な凝集塊 が

付着し . 核内は 凝集塊に より 規粒状 に な る .

f) 7 日 後 : 核 お よ び 胞 体 が 著 明 に 縮 小 す る 他

は , 3 日後と はぼ 同様の 所見を 呈す る .

g) 1 4 日後 : 小型円形化した 核小体を 明瞭に み る .

核内は 凝集塊に よ り粗糖粒状 をみ る .

ll ) 2 1 日後 ( Fi g .1 1 . a ) 1 4 日後と はぼ 同様 の 所見を

呈 す る .

i) 2 8 日後 : 核縁 は凝集塊 の 連な りと し て み え . 所

々 に 断裂 をみ る , 核内は粗相粒状 に な る .

b . 生理 食塩 水

a) 3 時間後 : 浮遊直後の 所見と 著変は ない が , 核
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内の 凝集塊が や や増加す る .

b) 6 時間後 : 核径 は縮/j ヽ
, 核線 は 凝集塊の 付着 で

僅か に 肥 厚し , 核内の 凝集塊は増加 す る .

C )■12 時間後 : 核′ト体 は小型円形化 し , そ の 周囲の

凝集塊が 減少するが
t そ の 他の 所見に 曹変は な い .

d ) 1 日後 : 核径 は 著明 に 縮小 t 核線 は よ り肥 厚 し ,

核内は融解状 にな る . 核小体 は より 小型円形化 す る .

e ) 3 日後 : 胞体が縮小 し , 核 ｡ 胞体比は 大に な る .

核内に は再 び大き い 凝集塊が 出現 し , 粗顆粒状 と な る .

り 7
～

2 1 日後( Fi g .1 2 . a ) : 3 日後と はば 同様の 所

見 を呈す る .

g) 2 8 日後 : 核縁は 凝集塊 の 連 なり と し て み え , 所

々 に 断裂を み る . 核内に は 著明な変化 をみ な い
.

C . リ ン ゲ ル 液

a) 3 時間後 : 浮遊直後と ほ ぼ 同様 の 所 見 を 呈 す

る .

b ) 6 時間後 : 核線 は凝集塊 の 付 着 で 不 均 等 に 肥

厚 . 核 内お よ び核/ト体周囲 に も凝集塊が 増加す る .

c ) 12 時 間後 : 核径 の 縮小 の 他 は6 時 間 後 の 所 見

と 著明な 変化 を みな い .

d ) 1 日後 : 接線 はさ らに 不均等 に 肥 厚 し , 核内 の

凝集塊 も増加 , 核小体周囲の 凝集塊 の 付着 は減少する .

e) 3 日後 : 1 日後の 所見と 著変は な い が
, 核 内はや

や 融解状 に な る .

f) 7 日後 : 核内は融解状 に な り , 核小体 を 位 相 量

の 多い 部分と して み る .

g) 1 4 ～ 2 8 日 後 (Fi g .1 3 . a ) : 核 , 胞 体と もに 縮 小

し , 核 ｡ 胞体比 は大に な る . 核 内に は再 び粗大な 凝集

塊が 出現 し顆粒状 にな る . 核 小体ほ小型円形化し . そ

の 周囲 は明庭様 に なる .

d .

ハ ン ク ス Ⅱ液

a) 3 時間後 : 核 内の 凝集塊の 僅か の 増加を み る 他

は浮遊直後と 同様の 所見 を呈す る .

b) 6 時間後 : 核縁に 凝集塊 の 付着を み , 不均等 に

肥厚 し, 核内の 凝集塊 も増加 す る .

C) 1 2 時間後 : 核径 は縮小 し , 核小体 はや や 小型化

し . 周囲の 凝集塊 は減少 する .

d) 1 日後 : 核線は さ ら に 不均等 に 肥 厚 し , 核内 の

凝集塊は 増加 , 核小体は小型 円形化す る .

e) 3 日後 : 核内 は顆粒状 だが .

一 部の 核 は融 解状

を呈す る .

f) 7 日後 : 核内 は融解状 に な り , 小型 円形 化 し た

核小体を み る .

g ) 1 4 日後 : 核径は 著明に 縮 小 , 核 内に 再 び粗大 な

凝集塊が 出現 する .

h ) 2 1
～

2 8 日後( Fi g .1 4 . a ) : 核線 は 凝集塊 の 連 な

り と し て み え , 核内は 粗糖粒状 を呈す る .

i i) P a p a n i c o I a o u 染色に よ る観察

a . 5 % ブ ド ウ 糖液

a) 3 時間後 : 核全体が 濃染 し . 核小体と 考え ら れ

る辺線 不明 瞭で 感染す る 部分を み る .

b ) 6 時間後 : 核径 はや や縮小 , 核 内は はぼ 一 様 に

濃 染し , 核小休 は不 明 瞭に なる .

C ) 1 2 時 間後 : 6 時間後と ほ ぼ 同 様 の 所 見 を 呈す

る .

d ) 1 日後 : 核径が さ らに縮小す る はか は著変を み

な い が
.

一 部の 核 は濃縮状と な る .

e ) 3 日後 : 核縁不整で . 濃縮状 の 核が 増加する .

f) 7 日後 : 3 日後の 所見と著変 を み な い が . 染色性

が全 般に 低下す る .

g ) 1 4 日後 ‥ 核縁 は不明瞭に な り辺 縁 が 不 明瞭な

核小 体を 除く他 の 部分 は淡染す る .

h ) 2 1 日後 ( Fi g .1 1 . b ) : 核線 は不明瞭 に なり 核内

は 粗糖粒状 で 破砕状の もの も あ る .

i) 2 8 日後 : 核 内は破砕状ま た は淡商状 に な り , 核

が 不染の 細胞 も み る .

b . 生理 食塩水

a) 3 時間後 : 核縁 は 凝集塊の 付着 に よ り , 不均等

に 肥厚す る . 核内の 凝集塊 は増加 し ,
そ の 一 部 は核小

休 の 辺経 と核縁を っ な ぐ網状構造 と して み え る .

b ) 6 時間後 : 核径 はや や縮小 し , 核縁 はさ らに 肥

厚 し , 核内は全般 に 濃染する .

c ) 1 2 時間後 : 6 時 間後の 所見と は ぼ 同様で ある .

d ) 1 日後 : 核 内構造 は粗網状を 呈し , そ の 間隙部

分 は ぬ けて み え , 核内は全般 に 淡染す る .

e ) 3 日後 : 核径 はさ ら に 縮小 , 核 内の 凝集塊 は滅

少 し ,
そ の た め に 核縁 は薄く , 核小体 は縮小する .

f) 7 日後 : 核内 は凝集塊と と も に , 網状構造 も断

裂 し て , 粗糖粒状と なり , 核小体 は縮/ト円形化する .

な お
一 部の 細胞で は濃縮状 の 核 を み る .

g) 1 4 日後 : 核小体以外の 部分 は淡染す る . 濃縮状

の 核も 増加す る .

h) 21 日 後( Fi & 1 2 . b ) : 濃縮状 の 核が 多い が , 核縁

が 不明瞭で 破砕状 の 核 もみ る .

i) 2 8 日後 : 破砕状 の 核が 増加し , 全般 に 淡染する

もの が 多い
.

C . リ ン ゲ ル 液

a) 3 時間後 : 核縁 は凝集塊の 付着 に よ りや や 不均

等 に 肥厚 し , 核内に 凝集塊が 増加する
.

b) 6 時間後 : 3 時間後 の 所見と 同様で あ る .

c ) 12 時間後 : 核 は濃染 し , 核径 はや や縮小 , 核内

の 凝集塊 は増加 して , 網状構造 を呈す る .
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d ) 1 日後 : 核が より 濃染す る ほ か は
, 1 2 時 間 後

の 所見と著変を み な い
.

e ) 3 日後 : 棟 内の 凝集塊が 減少し , 網状構造 の 間

隙部分が ぬ け て みえ る .

り 7 日後 : 3 日後の 所見と はぼ 同様で あ る .

g) 1 4 日後 : 核線が 薄く な り , 核小体 は 縮 小 円 形

化 全般に 淡染する .

一

部に 濃縮状の 核を み る .

h ) 21 日後 ( F i g .13 . b ) : 濃縮状の 核が 増加する .

i) 2 8 日後 : 核綾 は不明瞭に なり t 核内 は縮小 円形

化した核小体と 破砕状 の 構造を 呈し- , 淡染し た 核が 多

い .

d .

ハ ン ク ス Ⅲ 液

a) 3 時間後 : 核縁は凝集塊の 付着 に より 肥 厚 し ,

核内に 凝集塊が 増加す る .

b) 6 時間後 : 核縁は より 不均 等に 肥厚 し . 核内 は

凝集塊が 網状構造を な し , 核小体の 辺 縁 と核縁を 連絡

して い る .

c ) 1 2 時間後 : 核径 はや や縮小し , 全般 に 濃染する

ほか は著明な変化を み な い
.

d ) 1 E】後 : 1 2 時間後の 所見と 同様 で あ る .

e ) 3 日後 : 核内 の 凝集塊 はや や減 少し . 網状 構 造

の 間隙部分が ぬ けて み え , 核 は全般に 淡染する .
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f) 7 日後 : 核縁 は薄く なり , 擬集塊 はさ ら に 減 少

し ･ 核小休も小 さく な畠.

- 取こ は核径が 著明に 縮小

し濃縮状 の 核を み る .

g) 1 4 日後 : 濃縮状の 核が 増加す る .

h ) 2 1 日後( Fi g .1 4 . b ) : 濃縮状の 核を 多く み るが ,

一 部に は核内が 顆粒状で 淡染する核をみる .

i) 2 8 日後 : 核繚 は不明瞭で . 凝集塊の 連 なり と し

て み え ･

一 部に は断裂を み る . 核/ト体は/ト型円形化 し ,

核内 は額粒状あ る い は破砕状で 淡染する .

2 ･ D N A 畳の 変化 ( ヒ ス ト グラ ム に よる)

1 ) 3 7
0

c に 保存 した細胞

i) 5 % ブ ド ウ糖液 ( Fi g .1 5 )

a ･ 浮遊 直 後 : 採 取 直後 の 細 胞 の ヒ ス ト グ ラ ム

( F i g ･5 ) と 同様に 2 N
, 4 N お よ び 8N 相当の ピ ー ク を

認 め ･ 非腫瘍細胞と腫瘍細胞を 明らか に 区別で き る .

b ･ 3 時間後 : 各 ピ ー ク は低く なり , 2 N お よ び 4N

の ピ ー ク は認め る が
, 8 N の ピ ー ク は不明瞭に な る .

C ･ 6 時間後 : 3 時間後と著変を み な い が , 各 ピ ー ク

は全体に 左 へ 移動し , D N A 量 の 減少を示す.

d ･ 1 2 時間後 : D N A 量は減少 し , 浮遊直後 の 細胞

の 約2 /3 に な るが t なお 2 N お よ び 4N の ピ ー クを 認め

る .
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e . 1 El 後 : D N A 量 は浮遊直 後 の 約 1/ 2 以 下 に な

り , 各 ピ ー ク を 認めず , 非腫瘍細胞 と腫瘍細胞 の 区別

はで き な い
.

ii) 生理 食塩水 ( FI g .16 )

a . 浮遊 直後 : 採取直後 の 細胞と はぼ 同様 の ヒ ス ト

グラ ム に な る .

b . 1 日後 : 各 ピ ー ク が低 く なり ,
ヒ ス ト グ ラ ム は

僅か に 左方 に 移 動 し て D N A 量 の 減 少 傾 向 を み る

が , 2 N , 4 N お よ び 8N 相 当の ピ ー ク を 認 め . 非腫瘍細

胞 と腫瘍細胞 を 明らか に 区別で き る .

C . 3 El 後 : 2 N の ピ ー ク を み る が , 4 N お よ ぴ 8 N

の ピ ー ク は不 明瞭 に な る . D N A 量 は 浮 遊 直 後 の 約

2ノ3 に な る .

d . 7 日後 二 各 ピ ー

ク は さ ら に 不明瞭 にな り
,

D N A

量は浮遊 直後 の 約1/ 2 に な る , 非腫瘍細胞と腫瘍細胞

の 区別が 困難 に な る .

e . 1 4 日 後 : 各 ピ ー

ク を全く 認 め ず , D N A 量 は 浮

遊直後の 約 1ノ3 に な る .

f . 2 1 日 後 : 1 4 日後 の 所見 と ほ ぼ同様で あ る .

iii) リ ン ゲ ル 液 (Fi g .1 7 )

a . 浮遊 直後 : 採取 直後 の 所見 と はぼ 同様.

b . 1 日後 : 各 ピ ー

ク が や や低 く な るが
, 浮遊直後の

所見 と著明 な変化 を みな い
.
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c . 3 日後 : 各 ピ ー ク が 不明瞭に な り ､
ヒ ス ト グラ ム

は左方 へ 移動し , D N A 量 は浮遊直後の 約2 / 3 に なる
.

d . 7 日後 : 3 日後の 所見と ほ ぼ 同様だ が , しだ い に

非 腫瘍細胞と 腫瘍細胞 の 区別が 困難 に な る .

e . 1 4 日後 : 各 ピ ー

ク を 認めず , D N A 量 は 浮 遊直

後の 約1/ 2 に な る . なか に は D N A 量 の 減少を み な い

細胞 もあ る .

f . 2 1 日 後 : D N A 量 は浮遊直後の 約1/3 に なる .

i v ) ハ ン ク ス Ⅲ 液 ( Fi g .1 8 )

a . 浮遊直後 : 採取直後の 所見と はぼ 同様.

b . 1 日後 : 各 ピ ー

ク が や や低 く な る はか は浮 遊直

後の 所見と 同様 で あ る .

c . 3 日後 : 各 ピ ー

ク は不明瞭に な り , 非踵瘍細胞と

腫瘍細胞の 区別が 困難に な る . D N A 畳 は浮遊 直後の

約2/ 3 に な る .

d . 7 日後 : 各 ピ ー

ク を認 め ず , D N A 量 は 浮 遊直

後の 約1/ 2 に な るが
,

一 部の 細胞 で は D N A 量の 減少

を み な い
.

e . 1 4 日後 : D N A 量 は浮遊直後の 約1/ 3 に な る ,

f . 2 1 日後 : D N A 量は浮遊直後の 約 1/ 4 以 下 に な

る .

2 ) 4
0

c に 保存 した 細胞

i) 5 % ブ ド ウ糖液 ( Fi g .1 9 )

1 0 2 0 3 0

A m o u n t o† F o 山 9 0 n R ●a ¢ti … D N A i n A r bit r 即 Y U ni t 5

F i g . 1 8 . S e q u e n ti al c h a n g e in F e ul g e n r e a c ti v e

D N A o f E h rli c h a s c ite s t u m o r c e lls k e pt at

3 7 ℃ i n H a n k s s ol u ti o n II .
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a . 浮遊直後 : 採取直後 と 同様 の ヒ ス ト グ ラ ム を呈

す る .

b ･ 7 日後 : 2 N'
. 4 N お よ び 8 N の ピ ー

ク を 認 め る

が ,
ヒ ス ト グ ラ ム は 左方 へ 移動 し ,

D N A 量 は浮 遊直後

の 約2/ 3 に な る .

C . 1 4 日後 : 2 N の ピ ー

ク を 認 め る が
,
4 N お よ び

8 N の ピ ー

ク は 一

つ に な る . 非腫瘍細胞と 腫瘍細胞 は

一

部で 重なり 合い
, 区 別で き なく な る .

d . 2 1 日後 : D N A 量は浮遊 直後 の 約 1/ 2 に なる .

e . 2 8 日後 : D N A 量 は浮 遊直後 の 約 1/ 3 に なる . 各

ピ ー

ク を は とん ど認め な い .

ii) 生理 食塩水 ( Fi g .20 )

a ･ 浮 遊直後γ 1 4 日後 : 採取 直後 の ヒ ス ト グ ラ ム

と ほぼ 同様で あ る .

b . 21 日後 : 各 ピ ー

ク は低 く な る が . D N A 量 の 著

明な 変化 はな い .

C . 2 8 日後 : 各 ピ ー ク を 認 め ず , D N A 量 は 浮 遊 直

後の 約1 /2 に な る . 非腫瘍細胞と 腫瘍細胞 の 区別が 困

難に な る
.

iii ) リ ン ゲ ル 液 ( Fi g .2 1 )

a . 浮遊直後 ～ 2 1 日後 : 採取直後の ヒ ス ト グ ラ ム

と 同様で あ る .

b . 2 8 日後 : 各 ピ ー ク は消失 し ,
D N A 量 は 浮 遊 直

後の 約1/ 2 に な る .

i v ) ハ ン ク ス Ⅱ 液 ( Fi g .2 2 )

a . 浮遊直後 ～

1 4 日後 : 採取直後の ヒ ス ト グ ラ ム

と 同様で あ る ,

b . 2 1 白後 : 各 ピ ー ク は低 く な る
■
が , D N A 量 の 著

明な 減少 を みな い
.

C . 2 8 日後 : 各 ピ ー

ク は消失 し , D N A 量 は 浮 遊 直

後の 的1/ 2 に な る ･ 華腫瘍細胞 と腫瘍細胞の 区別が で

き な い .

考 察

1 . D N A 畳の 細 胞化学的 計測 値と生 化 学的 計測値

の 比較

D N A 量 の 細胞化学的計測 は
,
F e u l g e n

2 9)
の 報告 以

後 , 各種 の 染色法を 利用 して 行 なわ れ て きた . そ の う

ち で F e u l g e n 反応は , D N A の 特異的染色性 に 異論
3 0)

もあ る が
, 染色機構が 明らか で

一

般 に 評価が 高く , 広

く 用い ら れ て い る . 測定方法 も最近 の 光学お よ び電子

工 学な ど の 進歩と 相ま っ て , 精度の 向上 と と も に 簡便

化 さ れ . より多 く の 細胞を 正確 に 測定で き る よう に な

っ た
3 1l

. こ の 方法は相対的定量法で あ り , 測定する細胞

数 も数百個ま で の 比較 的少数で あ る が ,
D N A 畳 と 細

胞敷 か ら と･ ス ト グ ラ ム を作製 t 検討す る こ と が で さ る .

一 方 ･ 生化学的計測 は その 原理 に 異論な く . 絶対的定

量 法で あ り , 1 0
8
個 と き わ めて 多数の 細胞 の 平均値か

え られ , 信頼度 が 高い が
, あ え て 難を い え ば細胞数の

測定 に 問題が残 る . ま た ヒ ス ト グラ ム の 作製はで きず,

細胞 ごと の D N A 量と 形態 の 対比 も困難で あ る .

以上 の よう に 両者の 測定法 に は 一 長 一 短が あり, そ

れ ぞ れ異 な っ

●

た 分野で 剛 ､ ら れて い る . 両者の 測定値

を 比 較 検 討 し た 報 告 は き わ め て 少 な く , 僅 か に

L e u c h t e n b e r g e r ら
3 2 朋】

は 腫瘍 と正常組織 の D N A 量

の 測定 に ･ 紫外線顕 微測 光放と生化学的方法と を革み
,

両者の 測定値が
一 致 した と 報告し て い る . 著者の今回

の 実験 で は , 細胞 の 変性過 程で の D N A 量 を測定し
, は

ぼ 同様の 減 少曲線 を得 た . こ の 結果か ら , F e ul g e n 反

応で え た D N A 量 は , 生化学的方法で え た D N A 畳と同

様 に 信琉で き る と 考え ら れ よう .

細胞の 変性過程で の D N A 量 の 変化に つ い て の 報告

は多く . L e u c h te n b e r g e r
1 7)

は動物 に 移植し た腫瘍に

つ い て , J a m e s
3 4)

は 虚血肝 , A lf e r t
1 6)

はモ ル モ ッ トの

卵巣 の 濃縮核 , K a s t e n
3 5 )

は マ ウ ス の 腹水 が ん 細胞に

つ い て D N A 量 を測定し †
い ず れ も変性と と も に 減少

す る と報告 して い る が
, 減少 の 程度 に は大童 い 差異を

み る ･ そ の 原因 と して は K a s t e
.

n も述 べ て い る ように
,

そ れ ぞ れ の 研究で 用 い た 材料 が異 な り , 変性の 条件も

異 な る こ と な どが 挙 げ られ よ う . K a s t e n は 本実験と

同様 に 遊離細胞 を材料 と し , ほ ぼ 同じ 条件で 実験を行

な い . 6 0 時間後 に は D N A 量が ほ と ん ど 消 失する と

し , 本実験 で の 15 日後 に 約1/ 2 に 減少す る成績と の聞

に 著 しい 差異 を み る . K a s te n の 報告で は , 漁j定した細

胞数が 少な く , 測定 間隔が 十分で な い こ と な どの はか

に , 同 じ エ
ー ル リ ッ ヒ腹水が ん 細胞で も 移植か ら採取

まで の 期間の 違い に よ り , 細胞の 状態が 異な っ て いる

A s pi r 8 t i o n

F i g .
2 3 . D ip h e n yl a m i n e r e a c ti v e D N A o f E h rlic h

a s cit e s t u m o r c e 11 s t a k e n a t diff e r e n t s ta g e S

aft e r th e tr a n s pl a n t a ti o n .
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な どが考え られ る .

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん細胞で は . 採取 時の 細胞の 状

態を決 める条件の 一

つ に 移植後の 日数 が挙 げ られ る .

移植後7 , 1 4 . 17 お よび 21 日目に 採 取 し , 3 7
0

c で 無

菌的に 保存, 1 4 日後の D N A 畳を生化学 的方法で 測定

し た( Fi g .2 3 ) . 移植後採取 まで の 期 間が 長く な る に つ

れ , 1 4 日間保存後の D N A 量 は順次減少 して い る . こ

の 成績は移植後の 期間が あ まり 長く な る と腹腔で の 細

胞の 増殖 は緩や か に なり . 遂 に は停止 し . す で に 細胞

の 変性が 始ま っ て い る こ と を示す と 考え ら れ る . そ の

他血液混入の 程度 . 細菌感染の 有無 な ど も細胞の 変性

過程に 影響を与え ると 考え られ る .

2 . 試験管に保存し た 自家腹水中での 核の 変性過程

本実験で は細胞の 変性過 程で の D N A 量 と形態 学 的

所見 を対比す る た め , 長期 に わ た っ て 変性過 程を 観察

した .
F i g .2 4 に 示す よう に , 3 7

0

c に 保存 し た 細 胞 で

は D N A 量 は 1 日後 まで は 著明 な変化な く . 3 日 後 に

減少傾向を み る . 位相差所見で は . 1 日 後の 校 内 は 融
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解状を 呈す るが ･ 3 日後に は再び やや 粗大 な凝集塊 が

出現し ･ D N A 量の 初期の 減少と 対比で きる 所見 と 考
え られ る ･ P a p a n i c o l a o u 染色で は1 日後の 核 内 は粗

相状を呈 し , 3 日後 に は凝集塊が や や減少し て 網 状構

造に 断裂 をみ る様 に な るが
, 著明 な 変 化 と は い え な

い
･ F e u l g e n 反応模本で は , 1 日後と3 日後 はと も に

核内は粗網状構造 を呈す る が
. そ の 間隙部分で は1 日

後は 淡 く 染 ま る が
, 3 日 後 に ほ 染 ま ら ず ぬ け て み

え ･ F e u l g e n r e a c ti v e D N A 量の 減少の 説明が で 善 る

所属と い え よ う .

保存7 日後の D N A 畳は 採 取直 後 の 約 2/3 に 減 少

し ･ ヒ ス ト グ ラ ム の 各 ピ ー ク は不明瞭に な り , 非腫瘍

細胞と 腫瘍 細 胞 の 区別 が 困難 に な る . 位相差所 見

で は核 内 は 粗顆 粒状 で
, 以 後著 明 な変化 を み な い .

P a p a n i c o l a o u 染 色 で は核 内は 粗顆 粒状 ま た は 濃

縮状 ･ F e u l g e n 反応標本で は網状あ るい は
,
そ の 断裂

の た め粗顆粒状 に み え る . 核径が 著明に 縮小 し
,

一 部

に は濃縮状の 核もみ る .

保存14 日後の D N A 量 は採取直後 の 約 1/ 2 に 減 少

し , ヒ ス ト グ ラ ム の 各 ピ ー ク は ほ と ん ど 消 失 す

る . P a p a n i c o l a o u 染色 ,
F e u l g e n 反応所見で はと も

に 核 内は粗顆粒状で , 淡染するも の が多 い が , なか に

は濃縮状の 核も みる . 保存21 日後の D N A 量 は採取直

後の 約1 /3 以 下 に 減少 し , P a p a ni c o l a o u 染色お よ び

F e u l g e n 反応 で は核破砕状また は不染の 核 が 多く な

り t 明らか に D N A 量の 減少に
一

致する 所見を 呈する .

細胞 の 変性過程 を形態学的に 観察 し た 報 告 は 多 い

が , 飯 島
3 6)

t 墟
27 J

.
L a n c k e r

3 81
.
B a k e r

3 9)
,

A lf e rt
16 )

.

L e u c h t e n b e r g e r
1 7J

な ど組織学的に 検討し た もの が 多

く , 遊離細胞を 対象と し た報告は中村
1 引

. 片柳
柑
㌧ 田 嶋

ら
ヰOI

な ど比較的少 な い . また 細胞の 変性過 程 で D N A

量 と 形態 の 対 比 は L e u c h te n b e r g e r
1 77

. A lf e r t
16 )

,

L a n c k e r
3 8 )

らの 報告に み るが t い ず れ も組識学的 に 検

討 した も の で
, 遊離細胞を対象と した もの で は な い .

位相差顕微鏡 は生の 細胞の 形態学的観察や 機能の 観

察に す ぐれ た方法で あり
川 川

, 細胞の 早期の 変性 の 観

察に も有効な観察放と考え ら れる
岬

. しか し , 本実験 の

結果か ら , D N A 量 の 減少 は位相差所見で 核 内が 融 解

状と な っ た 後に 再 び凝集して 粗雑粒状 を呈する時点か

らと 考え られ るが
,

そ れ以 後は D N A 量 の 減少 に も 拘

らず , 位相差所見で は著明な変化を 示さ ず . 変性 の 進

ん だ 細胞 の 観察に は不適当と 考え ら れ る .
D N A 量 の

減少と 形態学的所 見の 変化 が よく対応す ると い う点で

は . P a p a n i c o l a o u 染色お よ び F e u l g e n 反 応 は と も

に 変性の 進 んだ 細胞の 観察に 適 した方法と い え よう .

田嶋
46)

らは 著しく 変性が進み へ マ ト キ シリ ン で 濃染 す
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る核 は , F e u l g e n 反応で は淡染 また は 不 染 の こ と が

多い と して い るが , 本実験結果か ら は , 飯島
3 引

､ 中村
-81

な ど の 報告と 同様 に べ マ トキ シ リ ン 染 色 と F e u l g e n

反応 の 染色所見 に差 を認め え な い
.

エ
ー

ル リ ッ ヒ 腹水

が ん細胞 の 変性過程 で の へ マ トキ シ リ ン 染 色 お よ び

F e u l g e n 反応 に よ る核染色量の 比較で は
t
む し ろ へ マ

ト キ シリ ン染色での 減少が より 急で あ る結 果瑚
を得て い

る . こ の 結 果は採取直後 の 細胞で は へ マ ト キ シ リ ン は

D N A の 他に 多くの 細胞成 分を染色 し . 細胞質 の 共染

を み る
1 5】

.
こ れ らの 中に は R N A

.
の 様 に 細胞の 変性 の

比較的早期 に消 失す るも の もあ り
43 I

.
こ れ らが 染色 量

の 減少率 を大童 く して い ると 考え ら れ , 変性の 進 んだ

両染色法に よ る所見に 著 し い 差異 は な い と 考 え ら れ

る .

核染色質に 対する 染色性 に は , 核蛋白と 核酸の 結合

が 関 係 す る . ク ロ マ チ ン は D N A と 塩 基 性 蛋 白質

( hi s t o n e) が イ オ ン 結合し て い る と い わ れ , 大場
m )

は

D N A の 燐酸基の 半分 は結合せ ずに ク ロ マ チ ン の 表 面

に露出して い る と 考え て い る . 山田
叫 の 仮説 に よれ ば ,

変性 に よ り D N A と hi s t o n e が 解離し ∴ 燐 酸基が よ り

多く 露出して へ マ トキ シ リ ン と結合 しや すく な る が ,

ク ロ マ チ ン綱が 破壊さ れ て
一

定 の 配 列を 示さず ,
い わ

ゆ る濃縮状 を呈す ると し て い る . 濃縮核で は核径 が著

明に縮小 し . 単位面積当り の 染色量が 増加し . 濃染し

て み え るが , D N A は解重合に よ り減少 して い る の で ,

核全体 と して の へ マ ト キ シ リ ン 染色量 は減少す ると考

え ら れ る .

新鮮 な細胞は
, 位相差所見や P a p a n i c ol a o u 染色所

見で 核内に はわ ずか に 細顆粒を み る の み で . はと ん ど

均質無構造で あ り , 動物材料で の 飯 島
3 6I

. 中村 欄 な ど .

臨床材料で の 西谷 ら
4 5j ( 子宮) , 松田

46 )
ら ( 肺) , 片柳

-9 I

( 胃) ら の 報告と 同様の 結果を え た . 従 来よ り広く 悪

性細胞の 判定 に 用い て き た P a p a n i c o l a o u の 基 準り に

あ る核縁の 不均等肥 厚, 核 内の 粗大凝集塊な ど の 所見

は こ れま で の 渚家の 報告に も み る よう に , 細胞 の 変性

が 進む に つ れ て 生 じる 所見で あ り. P a p a n i c o l a o u の 基

準せ は細胞の 変性に よ る変化が 十分 に 考慮さ れ て い な

か っ た と考え られ る . 37
0

c に 保 存24 時間後 まで の 比

較的早期の 細胞の 変性 に つ い て は , 多 く の 報 告 が あ

り
用It g 朋 )

.
D N A 畳は 変性 の 早期 に は変化を み な い の で .

本論 文で は詳細な 記述 を省略 した .

本実験成練で 示し た細胞 の 変性過程で の 核 ク ロ マ チ

ン 像 の 変 化 を 甲嶋刷
ら の 記 載 故 に よ り 要 約 す る

と . F i g .2 4 . 2 5 に 示 す よ う に
, 変 性 が 進 む に つ

れ , 1 ) 均質無構造な い し小鰭粒状 . 2 ) 純綿 状 か ら

粗縞状 , 3 ) 粗放粒状ま た は濃縮状 , 4 ) 淡 尚状 ま た

は破砕状 . 5 ) 不 染と な る . D N A 量 の 変 化 と 形態学

的所見 の 関係を み る と
, 核 内が 粗網状構 造の 間ははと

ん ど減少 なく , そ の 網状 構造 の 断裂を み る 時点か ら減

少 を み る . 次 い で 粗 糖 粒状 ま た は 濃 縮 状 の 核 で は

D N A 量は採取直後の 約 2/ 3 ～ 1 / 2 に 減少 し , さ ら に

淡 海状 ま た は破砕状 の 核で は D N A 量 は約 1/3 ～ 1 /4

以 下 に な る .

L e u c h t e n b e r g e r
-7 ) は移植 し た s a r c o m a 1 80 を用

い て , F e u l g e n r e a c ti v e D N A 量と 細胞形態 ( 組織

模本) を対比 して い る . 彼女は核の P y C n O S i s を三段階

に 分 け , p y C n O Si s I は 顆粒状で D N A 量 は 著明 な 減

少を み な い . p y c n o si s II は い わ ゆ る濃 縮 状 で D N A

量 は 約1/ 2 に な る . p y c n o s i s Ⅲ は濃縮 状 な い し 淡

海状 と 考え ら れ る形態 を呈 し . D N A 量 は 約 1 /3 に な

る と報 じ て い る . こ れ はi n v i v o で の 変性 を組織標本

で検討 したもの で あ
ー
) , 本実験と は 条件 を異 にす るの で

結果を 直ち に 比較す る こ と は で き な い が , 変性の 進行

の 程度 に 違い が あ っ て も, D N A 量と 形態学 的 所見の

関係 は本実験 の 結果と基 本的 に は 同様 と考 え られる .

こ の 他 Alf e r t 欄
は モ ル モ ッ ト の 卵巣で

, 正常 の 卵細胞

と p y c n o si s の 細胞 の D N A 量 を検 討 し , J a m e s
3 4J

は

ラ ッ ト肝 を用 い . 虚血性変化 に 皐る D N A 量 の 変 化を

検討 し , 9 0 分後 に は対照の 20 ～

8 0 % に 減り , 核は大

多数が k a r y o l y ti c な変化を 示し , 不可逆的な 傷害 を

受け ると 報告 して い るが
.
D N A 量 と形態学 的所 見の

詳細 な対比は なさ れて い ない .

最近 , 開発が 進ん で い る自動細胞診 装置 は細胞診断

シ ス テ ム に より , 日 本 や 欧 州 で 研 究 し て い る Slid e

s y s t e m と
7)8)4 7 岬

, 主 に 米国 で 研 究 し て い る fl o w ･

th r o u g h s y s t e m
4 9J5 0)5 1)

に 分け る こ と が で き る . わ が

国で 研究の 進ん で い る sli d e s y s t e m で の 憩性細 胞の

判 定 に は
, 核 染色 量 , 核径 , 核 一

胞 体 比 ,
ク ロ マ

チ ン 構 造 な ど を 重要 な 情報 源 と し
,

f l o w , th r o u g h

s y s t e m で も 核染色量 を 判定の た め の 情 報と し て い る

の で , 変性に よる ･核染色量お よ び形態学的所見の 変化

を十 分に 考慮 しな け れ ば な ら なしト本実験の 37
0

c に 保

存L た細胞で は , 3 日後ま で は D N A 量お よ び 形 態学

的所見に より 非腫瘍細胞と 腫癌細胞 を区別で き た . L

か し , こ れ は モ デ ル 実験 の 結果で あ り , 実際の 臨床で

取り 扱 う 検体 と は , 温度 , m e d i u Ⅲ1 . 細 菌汚染 あ る い

は血球の 混 入など多く の 条件 を異に す る の で , 単純に

は 比較 で き な い が
, 変性 に 対 し十分の 配慮 が必 要で あ

る こ とを 示し て い る .

次に , 細胞 の 保存温度の 遠 い が 変性の 過程に 及 ぼす

影響鳩 つ い て 考察す る . 3 7
0

c に 保存 し た 細 胞 の 変性

は . 4
0

c に 保存 し た場合 に 比 べ て 著し く早く , 例 え ば



が ん細胞の 変性過程 の 研究

位相差凰 P a p a n i c o l a o u 染色 お よ ぴ F e u l g e n 反 応

の い ずれで も 37
0

c に 保存し た細胞の 1 日後 の 所 見 は

4
0

c に保存し た細胞 の 7 日後の 所見 に はば 一 致す る結

果をえ て い る . 細胞 の 保存温度 の 違い に よる 形態学 的

所見の 差異と し て は , 4
0

c に 保存 した 細 胞 の 1 4 日 後

以降で は濃縮状 の 接 が著明に 多く な り , 3 7
0

c に 保 存

した場合顆粒状の 接が 多 い の と は やや 異 な る結果を え

た . 低温に 保存し た細胞 の 変性 の 遅 れ に つ い て は ,

堤
3 7l

, 安藤紺 な ども報 告して お り . 細胞 内の 酵素活性の

低下に よ る自己 融解速度 の 減 少 や
5 2 15 3 1

, 低 温 に よ り

m e di u m の 変化が お こ り難 い こ と な ど が 考 え ら れ よ

う .
D N A 量 の 減少も 4

0

c に 保存し た 細胞 で は 遅 く な

り , 3 7
0

c に 保存し た 細胞の 3 日後の ヒ ス ト グ ラ ム と

4
0

c に 保存の 21 日後の ヒ ス ト グ ラ ム が はぼ 同様 で あ

る結果をえ た . 4
0

c に 保存し た細胞で の D N A 量 の 変

化と 形態学的所見の 関係は , 前述の 3 7
0

c に 保存 と は ぼ

同様の 結果を え た . 4
0

c に保存 し た細胞で は , 全般 に

D N A 羞 が減少 する に も拘 らず ,
ヒ ス ト グ ラ ム で 各 ピ

ー ク を認 め , 形態学的観察で も , 同 一 標本で み る細胞

は はぼ類似の 形態を示す な どよ り . 4
0

c に 保存し た 細

胞で は変性過 程の ば ら っ き が少 な い と考え られ る .

一

方 , 37
0

c に 保存 し た細胞で は , 採取直後の 細胞の 間に

あ っ た僅か の 変性 の 程度の 相違が 時 間の 経過 と と もに

増幅さ れ , ば ら つ きが 大きく な ると 考え られ る .

以上の よう に 細胞 の 変性過程に 及 ぼす温度の 影響 は

きわ めて 大き く . D N A は細胞 内の 分解酵素に よ り 解

重合後分解 さ れそ の 量を減少する と考 えら れ る . さ ら

に
,

解重合 の 後 そ の 一 部 は細 胞 か ら 脱 落 する こと も

D N A 量の 減 少の 一 因 と考え られ よう .
L e u c h t e n b e r

-

g e r 17 ) およ ぴ A lf e rt 16) は m e th yl g r e e n の D N A

に対す る染 色性 ( m e th yl g r e e n ほ高重合 の D N A を

染色する54 )5 5) と さ れ て い る が
,

こ れ に は 異 論56 )1 5 )

がある) を検討 し
, 細胞 内の 分解酵素に よ り D N A は

核蚤白 (hi st o n e な ど) と 離 れ て 解 重合さ れ
,

ま ず

m e th yl g r e e n 染 色 量 が 減少 し , 次 い で F e u l g e n

r e a c ti v e D N A 量 が 減少する と述 べ
, 細胞の 変性 は 細

胞内の 分解酵素 の 活性 に 左右さ れる の で 温度 による影響

が大き い と い う本実験結果も 当然と い え よ う .

3 .
M e di n m の 核 の 変性過 程に 及 ぼ す影響

細胞診で , より 正確な 診 断を得る ための 一

つ に細胞採

取法の 改良が あ り t 多く の 成果 をみ て い る ∴現在 胃や

腸 ･ 手術時の 胸 腔や 腹腔 , 膀胱 , 婦人性器 など で は ,

洗浄細胞診が行 な わ れ
, 胃 の 洗浄細胞診 を 主と し て 洗

浄液の 検討が 行な わ れ て い る
2 2)2 31

.

一 方 , 組織培養法 の

進 歩に 伴 い 免 疫 学 な ど で 生き た細胞を 取り 扱う研 究

およ び検査法が 普及 し , 体液に 近 い 多く の m e d i u m が

4 7 1

開発さ れ て い る . し か し . 臨床の 洗浄細胞診 で は . 十

分の 検討な し に 生理 食塩水を用 い る場合が 多い よう で

あ る ･ 生理 食塩水 な ど各種の m e d i u m の 細胞形態 に 及

ぼ す影響 に つ い て の 検討 は武田
5 71

な ど の 報告の ほか 比

較的少 なく . 特 に D N A 量と 比較検討し た報告は 現 在

ま で の と こ ろ み られ ない
. 婦人科領域の 集団検診で 採

用し て い る自己 採取法
2 4 ト

ご は , 輸送な どの た め , 比較的

長時間の 保存を必要と す るの で
. ア ル コ

ー ル や ホ ル マ

リ ン な どの 固定 液を含ん だ m e d i u m の 検 討が 形 態 と

D N A 豊 か ら行な われ て い る
2 6I

.

本実験で は . 安価で 容易 に 人手で きる m e d i u m を選

ん で 検討 の 対象と し た . 浸透圧の みを体液と等 しく し

た 5 % ブ ド ウ 糖液およ び生理食塩 れ 電解質の 種類を

多く し て 体液の 性状 に 類似さ せ た リ ン ゲ ル 液, 培養液

の 素 材 で あ る ハ ン ク ス Ⅱ 液 を 選 び 細 胞 を 浮 遊 し

て . 3 7
0

c ぉ よ び4
0

c に 保存 し , 経 時的に 細胞を取り 出

し変性過程で の D N A 量と形態学的所見を比較検 討 し

た . 5 % ブ ド ウ 糖液 は , 前 述 の 自 家腹 水 に 比 較 し

て , D N A 量 お よ び細胞の 形態 に 及 ぼす影響 は 著 し く

大きく , 吉井
2 3 J

と ほぼ 同様の 結果をえ て
,
ただ 浸透圧 を

一 致さ せ るだ けで は良好な 細胞保存液に なり え な い こ

と を知 っ た
, ま た 5 % ブ ド ウ糖液で は細胞変性の 進行

が 早い だ けで なく , 形態学的に も核内が か なり 早期よ

り 融解状で 無 構造 に な り , 自家腹水と の 問に 著 しい 差

異を み る . こ れ は武 田
叩
も述 べ て い る よう に , C a

+ +

な

ど の イ オ ン の 有無が ク ロ マ チ ン 培造の 出現に 関与 して

い る た めと 考え ら れ る .

生理食塩水 , リ ン ゲル 液お よび ハ ン ク ス Ⅱ液 に 3 7
0

c

で 保存し た細胞の 変性過程 は , 自家腹水に 保存し た場

合と 基本的な 差異は なく , 変性の 進行の 程度に 差が あ

る の みと 考え ら れ る . 生理 食塩水で は浮遊の 直後 より

核内の 凝集塊の 増加 をみ るな ど , 比較的早期よ り変性

が 進み , 濃縮状の 核を 多数み る よう に な り , 保存 17 日

後 より自家腹水申に 保存し た細胞 の 変性過 程と の 差が

明 らか に な る . D N A 畳 も保存14 日後に は採取直後の

約1 /3 に 減少 し , 各 ピ ー ク は認 め られ なく なり , 自家

腹水中に 保存 の 21 日後の 所見と はぼ同様に な る , リ ン

ゲ ル 液で は , 形態学 的所見お よ び D N A 量 の 変化 は 自

家腹水中に 保存 した 場合と ほ ぼ同様で 最 もよ い 結果を

得 た .
ハ ン ク ス Ⅲ 液で も保存 3 日後まで の 変性 は , 自

家腹水中に 保存 した 場合と はと ん ど変わ らな い が , 保

存が長時間に な ると , 自家腹水中に 保存した 場合に 比

べ 変性が 僅か に 早く な る . しか し 生理食塩水 に 保存し

た 程著明で は な い . D N A 量 は ハ ン ク ス Ⅱ液 に 保 存 の

1 4 日後 は採取直後 の 約1/ 3 に なり , 自家腹水 中に 保存

の 21 日後の 結果に 類似す る . 吉井
2 3)

は ハ ン ク ス液 , 生



4 7 2

理 食塩 れ 8 ･1 M 酢 酸 緩 衝 液 a
･

C h y m o tr y p si n

O ･1 M 酢 酸緩 衝 液 お よ ぴ 5 % ブ ド ウ 糖 液 に つ い

て ･ 3 7
0

c に 保存し2 時間後ま で の 細胞 の 形 態 学 的変

化を 検討 し ,
ハ ン ク ス液が 最 も よい 成績を得 た と して

い る
･ 本実験で も はぼ 同様の 結果を 得て お り . 保存 21

日後の 結果で も , リ ン ゲ ル 液が 最もよ く . 次い で ハ ン

ク ス‡液 , 生理食塩水が よく , 5 % ブ ド ウ糖液が 劣 る

結果を えた ノ
､ ン ク スⅡ液 は組織 培養液 の 素材で あ り t

リ ン ゲ ル 液 より も好成績を 予想し た が . 本実験の 目的

は死 んだ 細胞の 保存性 に あ り , 生き て い る細胞を 対象

と す る組織培 養液と して の 優劣の 検討 で な い た め の 相

遵 と考え られ る .
ハ ン ク ス Ⅱ液と リ ン ゲ ル 液の 組成の

大き な違い は ブ ド ウ 糖の 有無 と考 え られ る . 保 存液と

して の 5 % プ ドア 糖液の 検討結 果か ら も ,

ハ ン ク ス Ⅱ

液 中に 含ま れ る ブ ド ウ 糖が 細胞保存液 と して の 成績を

悪 く した こ と も考え られ る .

各種の m e d i u m の 保存温度 の 違 い に よ る 影 響 を 検

討 し ･ 自家腹水中 に 保存 し た と 同様 , 4
0

c に保 存 し た

場合 は著明に 変性の 進行が 遅 く な る結果 をえ た . 5 %

ブ ドウ 糖で は保存 21 日後 に D N A 量 は 採 取 直 後 の 約

1/ 2 に 減少 し , 核 は濃縮状 で 抜染 の 傾向を 示 し . 3 7
0

c

で 保存1 日後 の 所見に 相当す る . 生理食塩水 , リ ン ゲ

ル 液お よ ぴ ハ ンク ス Ⅱ液で は保存 28 日 後 の D N A 量

は採取直後 の 約1 /2 と な り , 自家腹水中で3 7
0

c に 保存

14･日後 の 所見 に 相当する . ま た 4
0

c に 保存 し た 場 合

は , 3 7
0

c に 保存 した場合 に み られ た生理 食塩水 . リ ン

ゲル 液お よ び ハ ン ク スⅡ液 の 間 の 変性過程の 差異 を ほ

とん ど 認め な い . こ れ は各種の m e d i u m 申に お い て も

自家腹 水中と同様に 各種 の 細胞 内酵素が 変性に 関与し

て い る こ とを 考え さ せ t 4
0

c に 保存 した 場合で も さ ら

に 長時間の 保存 で は各 m e d i u m に よる 変 性過 程 の 相

違が 出現す ると 考え ら れ る . 実際の 集団検診 な ど で の
t

検体の 輸送 , 保 存に 際して は . 適当な保存 液を選 ぶ の

は も ち ろん , そ れ に もま して 温度 に よ る 影響 へ の 配慮

が 肝要 で
, で き れ ば 4

0

c で の 保存が 望ま し い
.

結 論

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん 細胞に つ い て . そ の 変性過 程

で の
. F e u l g e n 反応 に よ る細胞化学的 D N A 患 お よ び

生化学 的 D N A 畳を測定す る と と も に , 位 相 差 顕 微

鏡 . P a p a n i c o l a o u 染色お よ び F e u l g e n 反 応 に よ る

細胞 形態学的観察を行 ない 以下の 結果を 得た .

1 . 変性過程で の D N A 畳 の 変 化 を F e u l g e n 反応

に よ る細胞化学的定量 と B a r t o n 法 に よる 生化学 的走

塁を 行な い . はぼ 同様 の 減少曲線を 得て . 細胞化 学的

D N A 定量も生化学 的定量 と同様信頼で きる方法 で あ

る こ と を 示し た
,

2 ･ 変性過 程で の 細胞形態学的観察で
t 位相差顕微

鏡 は変性の 比較 的早期観察 に 適し て い る が
. 変性の 進

ん だ 細胞 に は 適し て い な い
. P a p a ni c o l a o u 染色お よ

び F e u l g e n 反 応は 変性が か なり 進ん だ 細胞 で も 観察

で き る .

3 ･ 細胞変性過 程 で の 形態学的所見と D N A 量を 対

比す ると
･ ク ロ マ チ ン構造が . 均質無構造 , 小顆粒状 ,

純な い し粗網状 を呈 す る時点で は D N A 量 は著明な 減

少 を示さ な い ∴ 粗糖 粒 状 あ る い は 濃 縮 状 を 呈す る

と ･ D N A 量は 約2/ 3 ～

1 ′
/ 2 に 減少 す る . さ ら に淡海状

あ る い は破砕状 を呈す ると
,
D N A 量は 1/2 ～ レ

ナ

4 に

減少す る .

4 ･ 細胞の 保存温度 の 変性に 及ぼす 影響 はき わめて

大き く t 4
0

c で の 保存 は 37
0

c で の 保存 に 比 較 し て 変

性の 進行が 著しく遅 れ , 4
0

c で 保存 7 日後 の 細胞 所見

は3 7
0

c で 保存 1 日後 に 相当す る .

5 ･ 各 種 の m e d i u m が 細 胞 変性 過 程 で 形 態 と

D N A 量 に 及ぼ す影響 を比較検討し , リ ン ゲ ル 液,
ハ ン

ク ス Ⅲ 液お よ び生理 食塩水 はい ず れ も自家腹水に保存

した 細胞の 変性過程 と は ぼ同様で . な か で もリ ン ゲル

液が 最 もすぐ れ た保存液で あ る結 果を え た . 5 % ブ ド

ウ 糖液で は浮遊 の 直後 よ り核 は融解状 に な るな ど , 他

の m e d i u m と 異な る変性過 程を 示し , 保存液と して は

不適当の 結果を え た .
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C : N o te th e p y k n o ti c n u c l e a r s tr u c t u r e ･ F e ul g e n r e a c ti o n .

F ig ･ 7 ･ T h e n u c le a r c h a n g e of th e c ell l( e p t a t 3 7 ℃ i n 5 % gl u c o s e s o lu ti o I･1 f o r 3 h r s .

a : N o t e th e h o m o g e n o u s n u c le a r s t n l C t u r e . P C M .

b : N o t e th e h o m o g e n o u s n u c le a r s t r u c t u r e , P a p s t aitl .
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Fi g ･ 8 ･ T h e n u c l e a r c h a n g e o f th e c e ll k e p t a t 3 7 ℃ i n p h y si o l o gi c s ali n e s o lu ti o n f o r 3 d a y s .

a : N o te th e n u c l e a r c l u m p s-1i k e s t r u c t u r e . p c M .

l) ‥ N ot e th e i r r e g ul a r a n d thi c k n u c l e a r m a r g in a n d i a r g e i n tr a n u cl e a r cl u m p s ･ P a p s t ai n .

F i g ･ 9 ･ T h e n u c l e a r c h a n g e o f th e c e ll k e p t a t 3 7 ℃ i n R i n g e r s o l u ti o n f o r 3 d a y s .

a , b : N o t e th e s a m e c h a n g e s a s s e e n i n F i g . 8 .
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F i g .
1 0 . T h e n u c l e a r c h a n g e of th e c ell k e pt a t 3 7 ℃ i n H a n k s s ol u ti o n lI f o r 3 〔1 a y s .

a
,
b : N ot e th e s a m e c h a n g e s a s s e e n i n F i g . 8 .

F i g . 1 1 . T h e n u c l e a r c h a n g e of th e c e ll k e p t a t 4 ℃ in 5 % gl u c o s e s ol u ti o n f o r 2 1 d a y s .

a : N o t e th e n u cl e a r cl u m p s
-1ik e s tr u c ttl r e . P C M .

b : N o t e k a r y o k la s ti c n u cl e a r st r u c t u r e . P a p st ai n .

勧

奉

書
∫

憂
蟄

苛
号

葦



がん 細胞の 変性過程の 研究 479

別

学

警
∫

蔓
蟄

苛
号

葦

Fig .
1 2 . T h e n u cl e a r c h a n g e of th e c ell k e pt a t 4 ℃ i n p h y si ol o gi c s a li n e s ol u ti n n f o r 21 d a y s ･

a : N o t e th e s a m e c h a n g e a s s e e n i n F ig .
1 1 a . P C M .

b: N o t e lく a r y O k l a s ti c o r p y k n o ti c n u cl e a r st r u c t u r e . P a p s t ai n .

F ig , 1 3 . T h e n u c le a r c h a n g e o f th e c ell k e p t a t 4 ℃二 in R i n g e r s o l u ti o n f o r 2 1 d a y s .

a : N o t e th e s a m e c h a n g e a s s e e n in F ig . 1 1 a . P C M .

b : N o t e l a r g e i n t r a n u c l e a r c lu m p s . P a p s t a in .
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F ig ･ 1 4 ･ T h e n u c le a r c h a n g e of th e c ell k e p t a t 4 ℃ i n H a n k s s ol u ti o n II f o r 2 1 d a y s .

a : N o t e th e s a m e c h a n g e a s s e e n i n F i g . 1 1 a . P C M .

b : N o t e p y kn o ti c n u c l e a r s t r u c t u r e . P a p s t a iIl .


