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がん細胞の変性過程における形態学的研究
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本論文の要旨は昭和46年第12回日本臨床細胞学会総会シンポジウムに

おいて報告した．

　細胞採取法の進歩とともに細胞を新鮮な状態で観察

する機会が多くなり，従来の悪性判定基準で処理でき

ない細胞の存在が注目され，現在これらの細胞を含め

て良，悪性判定基準の再検討が進められているP～4）．

この問題の由来するところは　Papanicolaou5＞の

℃riteria　of　malignancy”が，主として組織から剥

落した変性がん細胞に基づいて設定されたものであり

ながら変性による細胞形態の検討が充分に行われなか

った点にあろう．この点に関して田嶋ら6）は詳細な実

験的観察を行い細胞診の悪性判定基準においても変性

を充分に考慮する必要があることを強調している。

　細胞は組織から剥離して採取され，染色・鏡検に達

するまでには種々の操作により形態的に大きな変化を

被っている．細胞形態に影響を与えるおもな因子とし

て

　1）細胞採取の対象である個体の生理的条件

　2）組織から剥離して採取されるまでに細胞のおか

れていた環境

　3）採取時および標本作製時の機械的操作

　4）採取から固定までの時間および保存温度などの

物理的条件

　5）固定や染色などの化学的操作

などが挙げられよう．これらの因子により細胞は変性

し，顕微鏡下で観察される細胞像は本来の姿とはかな

り異なっていると考えられる．このように細胞の被る

変性はその原因がきわめて多岐にわたるので，すべて

の変性を把握するのは不可能であるが，細胞の変性過

程の幾らかを形態学的に明らかにすることができれば
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実際の細胞診に役立っばかりでなく，飯島7）8や　ZolL

inger9）が細胞の変性過程および各種の固定剤や薬物

を作用させた時の形態学的変化から核内構成物の動き

を推察したように，細胞の構造およびその変化を知る

上で重要な情報を得ることができるであろう，

　現在用いられている染色法による細胞診の悪性の基

準は主として核の形態に求められており，また近年開

発が進んでいる細胞診の自動化でも悪性の判定基準は

いずれも核の形聾学的所見から情報を得ている．この

ような背景から，核の形態学的研究および生化学的研

究はおびただしいが，核の変性過程を形態学的に観察

したものは比較的少ないようである．とくに，変性過

程め各段階で未固定の生の細胞核と固定・染色した細

胞核との対比所見については僅かに片柳ωおよび田村

らmの報告をみるにすぎない．核の変性過程を形態学

的に体系づけるには，生の細胞核と固定・染色した核

の所見を対比することも必要で，そのための手段とし

て山形12）の凍結溶解法はきわめて有用である．

　位相差顕微鏡の使用により簡便に未固定の生の細胞

の観察が可能となり，とくに細胞の機能や経時的な形

態学的変化などのような連続的観察を要する場合は，

現在これを越える手段はない13N5）．血液形態学の分野

では充分にその効力が発揮されているが圃6卜22），細胞

診の分野においても細胞の観察法の一つとしてその有

用性が認められてきている23，～2η．

　本実験では　Ehrlich腹水がん細胞を用いて，核の

変性過程を形態学的に明らかにする目的で，主として

位相差顕微鏡により観察し，これと固定・染色所見お
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よび一部は電子顕微鏡所見と対比した．さらに固定操

作による細胞核の形態学的所見に及ぼす影響について

も検討を加えたので報告する．

　　　　　　　　実　験　材　料

　本実験では，常時ほぼ同一条件の細胞が得られ，採

取時の影響も少ないマウス腹腔のEhrLich腹水がん

細胞を材料として使用した，腹水の採取の方法は，あ

らかじめ3．8％クェン酸ナトリウム液で注射器および

試験管の管壁を湿し，移植後10日前後のマウス腹腔を

穿刺し，得た腹水を試験管に移して使用した．

観　察　方　法

　1．核の変性過程の経時的観察

　1．試験管内での核の変性

　採取した腹水を37。Cおよび4。Cに可及的無菌的に

保存しその一部を採取直後，1，3，6，12，24，48，

72および96時間後に取り出し薄層標本を作製し，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

KK製で対物レンズは　Dark　Medium×40，×100

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．同時に各時間毎に塗抹標本を

作製し，湿固定の後　Walter・Reed－Army－Hospita1

変法による　Papanicolaou染色を施した．37。Cに保

存した材料からは各時間毎に塗抹標本を作製しカルノ

ァ液で湿固定の後　Feulgen反応を施した．

　2．位相差像と凍結溶解法による固定・染色像との

　　　比較

　同一の細胞核について位相差像の所見と染色所見を

対比するために，山形12）の方法により、位相差顕微鏡

下で観察した後，細胞位置を記録し，凍結板上で一25

。C～一30。Cで瞬間的に凍結し，あらかじめ冷室に保

存しておいたエーテル・95％エタノールで固定し型の

ごとく　Papanicolaou染色を施して位相差像と対比

した．

　3，薄層標本での核の変性

　可及的無菌的に位相差観察用の薄層標本を作製し，

37。Cの恒温ステージ上で同一の細胞を位相差顕微鏡

により経時的に観察した．すなわち，採取直後，1，

3，6，12，24，48，72および96時間後に写真撮影を

行った．

　H，固定操作による核の変性

　1，薄層標本の媒液を固定液で置換

　薄層標本を作製し，標本の一端でオブェクトグラス

とカバーグラスの間隙から各種の固定液や水を注入

し，他端より濾紙で吸引し媒液の置換を行い，同一の

村

細胞の形態学的変化を位相差顕微鏡下で観察した．固

定液は100％，95％，50％，30％および10％エタノール，

エーテル・95％エタノール，カルノァ液および1096ホ

ルマリンを用いた．

　2．塗抹標本での細胞に対する固定効果

　採取直後の腹水および37。Cに24時間保存した腹水

からそれぞれ塗抹標本を作製し，固定液としてエーテ

ル・95％エタノール，メタノール，カルノァ液，10％

ホルマリンおよび1％オスミウム酸に浸した後，型の

ごとく水洗し，蒸溜水を恩恵にして位相差顕微鏡下で

観察するとともに比較のためPapanicolaou染色標

本を作製した．

　3．固定効果の電子顕微鏡による観察

　採取直後と，4。Cあるいは370Cで72時間保存した

腹水の細胞をオスミウム酸単独固定およびグルター

ルアルデヒド・オスミウム酸二重固定を施し，エポン

・アラルダイト混合液で包埋後，超薄切片を作製し，

酢酸ウラニルおよびクエン酸鉛で染色し，日立HU11

－DS型電子顕微鏡で観察し，写真を撮影した．

実　験　成　績

　1．核の変性過程の経時的観察

　1．新鮮な細胞（採取直後）

　　1）位相差顕微鏡による観察

　核縁はほぼ円滑一線で不均等肥厚はみない．僅かに

小さい凝集塊の付着をみるが明瞭ではない．核内は核

小体と少数の凝集塊のほかは，特別の構造を認あない

（Fig．　1．a．）．

　　2）Papanicolaou染色標本の観察

　求縁は円滑であるが，所々に小凝集塊の付着をみ

る．核内は細穎粒状の凝集塊をみるが，数は多くな

い．核小体は明瞭に認め得る（Fig．1．b．）．

　　3）Feulgen反応標本の観察

　奇縁は，穎粒の連なった不連続な線として観察され

る．核内はほぼ一様に淡く染まり，その中に中等度の

濃さに染色された細網状構造が均等に分布する．核小

体周辺と思われる部分には濃く染まった比較的大きい

凝集塊をみる（Fig．1．c．）．

　2．37。Cで試験管内に保存した細胞（Table　1．）

　　1）位相差顕微鏡による観察

　1時間後：鼠径には変化をみないが，核縁は小さ

な凝集塊の付着により不均等な肥厚をみ幾分円滑さを

欠くようになる．核内には凝集塊の也現をみ，とくに

核小体の周辺に著明であり，このため核小体辺縁は不

鮮明となり核内は一見して全体に位相量を増したよう

にみえる．これらの凝集塊の周辺はかえって鮮明にぬ
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みえる（Fig．2，a．）．　3時

：核径はやや小さくなり，核縁および核内はさ

凝集が進み，核縁の内側は鋸歯状となるが，な

らか円滑さを残している．核小体はさらに不鮮明

り，核内には核小体とほぼ同等の位相量を示す粗

凝集塊をみる（Fig．2．b．）。　6時

：核径は明らかに縮小し，核縁には著明な凝集

付着をみ，核辺縁はきわめて不整になる．核内の

も進み，大きい凝集塊をみるようになり，その周

さらに明瞭に明るくぬけてみえる（Fig．2．c

．　　ρ　12

後：核径はさらに縮小の傾向をみる．穿下は付着

凝集塊がさらに大きくなりより不整になる．核

全体に位相量を減じ，核小体周辺にあった大きい

塊は一部を残し融解したようにみえる（Fig・2．d

．　24

後：核径は小さくなるが，この頃より胞体の縮小

著となり核・胞体色は大きくなっている．核縁は

までの所見と異なり，不明瞭で胞体との境界は僅

位相量の大きい凝集塊の存在により区別され，核

一部の核外への脱出と思われる所見をみる．核

ほぼ均質化し所々に淡い構造をみるのみで，核

は小さく円形化し周囲には弓庭様所見をみる（F

．2．e．）．　48

後：核内に再び凝集塊によると思われる粗な構造

る以外は24時間後の所見とほぼ同様である（Fi

　2．f．）．　72

後：48時間後の所見とほぼ同様である（Fig．2．9

．　96

後：核縁の外側にあたる部分に穎粒状の構造がほ

等に並びあたかも核と胞体の境界線のようにみえ

核内には著明な変化はないが，核小体がきわめて

くみえる（Fig．2．h．）．　小　

　二上

間の経過とともに縮小するが，とくに6時間後

において顕著となる．しかし，胞体の縮小が先行

ので核・胞体比は大となる．　回縁

集塊の付着をみ，時間の経過とともに次第に大

を増し，核縁は円滑さを失い不整となる．丁丁は

時間後には不明瞭となり，核質の核外への脱出を思

所見をみるようになる．　核質

性の早期には核内や核小体の周辺に凝集塊の出

み，その凝集塊の周辺はかえってぬけてみえる．

し，24時間後には核内は位相の差を失い僅かに淡

造をみるのみとなり，核小体は円形化し明らかに

るようになる．さらに変性が進むと再び凝集塊に

と思われる粗な構造をみるようになる．　　2

apanicolaou染色標本の観察
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　1時間後：核径には変化なく，核縁は円滑である

が所々に不均等な凝集塊の付着をみる．核内はほぼ一

様に染色され，なかに小壁粒状から粗穎粒状までの不

揃いな凝集塊をみ，とくに核小体の周辺に多く，その

ために核小体の辺縁は不明瞭となる（Fig．3．a．）．

　3時間後：精銅はやや小さくなり，耳蝉は幾らか

丸みを失う．核縁は不均等に肥厚し，一部にはかなり

大きい凝集塊をみるようになる．核内はほぼ一様に染

色されるが小さい凝集塊は互いに融合し核小体の周辺

などで大きい凝集塊を形成し，その間隙部分はやや淡

く，濃度の差が明瞭となる．

　6時間後：核径は縮小，核縁は不整となり，核縁

や核小体の周辺には大きい凝集塊をみる．これらの凝

集塊は核小体と核縁をつないだ像としてみられる．間

隙部分は一層淡く均等に染色される（Fig．3．b．）．

　12時間後：核径は縮小，核縁にはさらに大きい凝

集塊を形早して太いひも状に観察され，核小体と胴縁

をつなぐ構造も太くなり，核小体周辺の凝集塊も大き

くなる．間隙部分はさらに淡くぬけたように染色され

る．

　24時間後：核縁に付着した大小の凝集塊は融解

し，その数を減じ，核縁は一見均等に肥厚したように

みえる．核内の凝集塊は融解して一様に広がったよう

にみえる．核小体はほぼ円形で明瞭にみえる（Fig．

3．c．）．

　48時間後：核径は著明に縮小し，核縁は不明瞭に

なり，所々に核縁の断裂をみる．核は全体に濃染する

（Fig．　3．d．）．

　72時間後および96時間後：48時間後の所見とほぼ

同様であるが，標本上で観察できるほとんどの細胞核

は強く濃縮状である．しかし，淡染の核を一部にみ

る．

　小　括

　核径：位相差像に比較して核径は全体に小さい．

時間の経過とともに次第に小さくなるが，とくに24時

間後から48時間後には縮小の傾向が著しい．

　玉縁：変性の早期には円滑であるが，所々に凝集

塊の付着をみるようになり，小さい凝集塊は融合して

次第に大きさを増し，このため平縁は不整で肥厚して

みえる．24時間後から，凝集塊は減少し，さらに時間

が経過すると核縁は不明瞭になり，所々に核縁の断裂

をみる．

　核質：小腰粒状や粗大穎粒状の不揃いの凝集塊を

み，時間の経過とともに小さい凝集塊は互いに融合し

て大きくなる．しかし，24時間後以降では凝集塊は融

解して一一様に淡染し，さらに変性が進むと核内は一様

村

に濃染し，構造は全くみられなくなる．

　核の染色性：24時間後までは比較的良好な染色性

を保つが，48時間後以降は濃縮状に染まる．さらに変

性が進むと，核は全く染色されないか，あるいは僅か

に染まった核片が散在してみられる．

　　3）Feulgen反応標本の観察

　1時間後：核径はやや縮小，核縁はほぼ線状にみ

るが，所々に大きい凝集塊をみる．核内，とくに核小

体周辺には大きい凝集塊をみ，その周辺はやや淡くぬ

けてみえる．核の網構は細網状から粗網状にかわる

（Fig．4．a．）．

　3時間後：核径に変化なく，土弄は穎粒状の凝集

塊が連なり数珠状にみえる．核内の凝集塊はさらに大

きくなる．

　6時間後：核径は縮小，核縁や核内の凝集塊は大

きくなり，核縁は不整になる．核内構造は粗で濃染

し，その間隙部分はほとんど染色されず，濃淡の差が

大となる（Fig．4．b．），

　12時間後：卸町がさらに小さくなる以外とくに変

化はない．

　24時間後：核の構造はきわめて粗となり，押縁も

太く不均等な肥厚をみる．数は少ないが所々に大きい

凝集塊をみ，その染色性は増強する。間隙部分は染色

されずぬけてみえる（Fig．4．c．）．

　48時間後，72時間後および96時間後：核径は著明

に縮小し，三一は不明瞭になる．核は濃縮，濃染し，

このために核内の構造は不明瞭で，僅かに凝集塊をみ

るのみである（Fig．4．d．）．

　小　括

　核径：Papanicolaou染色標本で観察されたと同

様，時間の経過とともに核径は減じ，とくに24時間後

以降著しく縮小する．

　核縁：変性の早期には小穎粒状の凝集塊が連なり

線としてみられるが，凝集塊は次第に大きさを増し数

珠状からやがて不均等な太い線としてみえるようにな

る．さらに変性が進むと核縁は不明瞭となり僅かに粗

な構造の一部として観察されるようになる．

　核質：核内はほぼ一様に淡く染色され，その中に

細網状の構造をみ，時間の経過とともにこの構造は次

第に粗になり，大きい凝集塊の出現をみる．間隙部分

はぬけてみえ，濃淡の差が大となる．さらに時間が経

過すると濃縮状になる．

　核の染色性：変性の早期は淡いが，3時間後以降

は次第に濃染するようになる．48時間後以降は一様に

濃染する．観察の時間内では染色性の脱落をみない．

　3．位相差像と凍結溶解法による固定・染色像との
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　　比較

　新鮮な細胞（採取直後）：乱訴および核内の凝集

塊の位相差像は，Papanicolaou染色標本上でも位

置および濃淡の差の点で完全に一致して認あられる

（Fig．　5．a．）．

　8時間後：核小体の位置，大きさなどは一致して

みられるが，凝集塊は　Papanicolaou染色標本で明

ら力玉に多くなるなどド核丙構造に一致しない所見がみ

られる（Fig．5．b．）．

　12時間後以降：一致した所見はみられない．

　4．4。Cで試験管内に保存した細胞（Table　2．）

　　1）位相差顕微鏡による観察

　1時間後：核径には変化なく，核縁はほぼ円滑で

一線をなすが所々に小さい凝集塊の付着をみる．新鮮

な細胞と比べると，核縁の内側は幾らか不規則にな

る．核内には少数の小凝集塊をみるが，核小体は明瞭

で凝集塊の付着は少ない（Fig．6．a．）．

　3時間後：核縁および核内の凝集塊の数は増加す

るが，その他の変化はみられない（Fig．6．b．）．

　6時間後：核径には変化をみないが，核縁，核内

およで核小体周辺には比較的大きい凝集塊をみるよう

になる（Fig．6．c．）．

　12時間後：凝集塊はさらに大きくなり，核小体と

核縁をつなぐようにみえる．凝集塊の周辺は位相量が

小で，全体にコントラストが強い．このため核縁は不

均等に肥厚し円滑さを欠く（Fig．6．d．）．

　24時間後：核径は僅かに縮小するが，その他は特

別の変化をみない（Fig．6．e．）．

　48時間後，72時間後および96時間後：核径は時間

の経過とともに僅かに縮小する，核縁，核内および核

小体周辺の凝集塊は大きくなり周辺は位相量を減じコ

ントラストはきわめて強くなる（Fig．6．f．9．
h．）．

　小　括

　核径：24時間後から徐々に縮小をみ，その後96時

間後に至るまできわめて徐々ながら縮小が続く．

　核縁：時間の経過とともに核縁に凝集塊の付着を

み，次第にその大きさを増し，核仁は不規則になる

が，370Cに保存した細胞と比較すると明らかに円滑

さを保ち，胞体との区分は明瞭，核質の脱出を思わず

所見はみられない．

　核質：変性の早期には，ほとんど変化がなく僅か

に小凝集塊を核内，核小体周辺にみるのみである．時

間の経過とともに凝集塊はその大きさを増し，凝集塊

周辺は位相量を減ずるが，96時間後でもなお核構造は

明らかに保たれている．

　　2）Papanicolaou染色標本の観察

　1時間後：核径は変化なく，核縁は円滑で僅かに

小さい凝集塊の付着をみる．核内には細穎粒状の凝集

塊をみるが，均等に淡く染色され，核小体は明瞭であ

る．

　3時間後：　1時間後の所見とほぼ同様であるが，

核縁および核小体周辺の凝集塊はやや大きくなる．

　6時間後：核径は幾らか縮小，由縁もやや不整と

なるが，凝集塊の大きさには著明な変化はなく，核内

もほぼ均等に染色されている（Fig．7．a．）．

Table　2　Sequential　nuclear　degeneration　incubated　in　test　tube　at　4℃

Incubation　time（hours）Obser－　　ovatlon

高?狽?盾 Fresh
@O

1 3 6 12 24 48 72 96

Reduction
盾?@nuclear
唐奄嘯

PCMa
oapb

（一）

i一）

（一）
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（一）
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（＋）

i±）

（朴）

i＋）

（朴）

i什）

Irregular
狽?奄モ汲獅?唐刀|of　nuclear　　　・margln PCM

oap

（一）

i一）

（±）

i±）

（±）

i＋）

（＋）

i＋）
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i＋）

（→＋）
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（＋ト）
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（冊）

i冊）

Intra－
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ﾑ）

：Phase　contrast　microscope

：Papanicolaou　stain
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　12時間後：核径はほとんど変化なく，核縁も6時

間後の所見と同様であるが，核小体周辺の凝集塊はや

や大きくなる．

　24時間後：核縁が僅かに不均等に肥厚するほかは

特別の変化はない．

　48時間後：凶夢には変化をみないが，逆縁と核小

体周辺をつなぐ凝集塊が著明となり，核内は濃度の差

がやや大きくなる．染色性に特別の変化はない（Fig．

7．b，）．

　72時間後：核内には穎粒状の凝集塊が多数みられ

るようになり，海尉も所々で断裂する．一一見すると，

核内の凝集塊が細断され核内に散布されたようであ

る．

　96時間後：古径は著明に縮小，悪縁も高度の肥厚

をみる．核内には，核小体周辺に大きい凝集塊をみ濃

染する．しかし濃縮状ではない．

　小　括

　核径：長時間にわたって縮小をみないが，6時間

後以降は僅かに小さくなる．96時間後には著明な縮小

をみる．

　魚鋤：時間の経過とともに徐々に不均等に肥厚す

るが，左程顕著ではない．72時間後以降は断裂してみ

える．しかし，核縁の消失や核質の脱出などの所見は

みられない．

　核質：時間の経過とともに凝集塊は徐々に大きく

なるが，著明な褒化はない．72時間後には，凝集塊が

穎粒状に細断された所見をみる．全体に位相差所見と

比較すると変化は強い．

　核の染色性：染色性の変化は明瞭ではないが，96

時間後には濃染の傾向をみる．

　5．薄層標本での核の経時的変性

　1時間後：核径は縮小の傾向をみ，核縁は不整と

なり比較的小さい凝集塊の付着をみる．核内，とくに

核小体周辺には位相量に富む凝集塊を認めその周辺は

弗くぬけてみえる（Fi縁8．b．）．

　3時間後：核燃はさらに小さくなり，遣戸の凝集

塊はやや大きくなる．このため核縁は不整になり肥厚

してみえる．核内は全体に位相量を減じ，境界の不明

瞭な大小の凝集塊をみる．核小体はその周辺の凝集塊

も含めて幾分位相量を減じ淡くみえる（Fig．8。c．）．

　6時間後：強雨は大きくなる，核縁は所々で断裂

した部分をみ，穎粒状の凝集塊が数珠状に連なってい

る．核内はさらに位相量を減じ，穎粒状の凝集塊は数

を増し，核小体および核小体周辺の凝集塊も位相量を

減じている（Fig．8．d．）．

　12時間後：核径は6時間後とかわらない．核縁は

村

一部を残して不明瞭になり，凝集塊も認めがたい．核

内も位相量を減じ，核小体およびその周辺も不明瞭に

なる．核内の凝集塊は数を増すが全体に位相の差を失

い均質化してみえる（Fig．8．e．）．

　24時間後：核径はやや大きくなる．核縁は凝集塊

を含めて位相：量大で，暗調にみえた部分が明暗を逆に

して明るくみえるようになり，このため核縁は再び明

瞭に認め得るようになる．核縁外側の胞体には核質の

脱出を思わせる頼粒状物をみる．核内には再び明暗の

差が出現するが，核小体を除き，凝集塊のあった部分

は明るく，その間隙であった部分は暗く，変性の早期

の所見と明暗調が逆になる（Fig．8．f．）．

　48時間後，72時間後および96時間後：24時間後の

所見と同様であるが，次第に明暗調の差が明らかにな

る（Fig．8．9．　h．）．

　小　括

　命中：　3時間後までは僅かに小さくなるが，以降

核内が位相の差を失うのに一致して次第に核径は大き

くなる．しかし24時間後以降は大きさをかえない．

　核縁：変性の早期には，比較的小さい凝集塊の付

着をみるが，時間の経過とともに凝集塊は融合増大

し，このため広縁は不整になる．さらに変性が進む

と，核縁は不明瞭となり，やがて核縁の部分は明るく

ぬけてみえるようになる．核縁の外側には核質の脱出

と思われる穎粒状物をみる．

　核質：変性の早期には，核小体周辺に凝集塊の付

着，融合などをみるが，時間の経過とともに，位相の

差を減じ，12時間後には核内は均質化し僅かに核小体

を判別できるのみとなる．24時間後より再び核内に構

造の出現をみるが，均質化する前の状態の明暗調を逆

にしたようにみえる．ただし，核小体だけは依然とし

て暗調にみえる．これらの所見は時間の経過とともに

さらに明瞭になる．

　皿．固定操作による核の変性

　1．薄層標本の媒液を固定液で置換

　　1）100％エタノール

　置換により瞬時に唖蝉は縮小し，核縁は不整となり

凝集塊の付着をみる．核内の構造は全体に不明瞭にな

る．次いで核は光輝性を帯び位相の差を失い，僅かに

核小体を認めるのみとなる．Fig．9．a．は同じ細胞

をできるだけ短かい間隔（3～4秒差で撮ったものを

左から右に並べたもので，以下Fig．9．b．以降も同

様である．

　　2）95％エタノール

　100％エタノールによる置換をほぼ同様の所見を呈

する．
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　　3）50％エタノール

　核仁は縮小し，核縁は不整になるが100男あるいは

95％エタノールでみられるほど著明ではない．置換し

終らた時の核は光輝性を帯びるが，核内構造は比較的

まく観察で．きる（Fig．一9一．　b．う．

　　4）30％エタノール

ー置換直律とマ時的に核繍ホ僅かに不整になり・核縁

および核小体縁に凝集塊の付着をみる．凝集塊の間隙

部分はぬけてみえ，コントラストを増す．やがて，核

径は大きく膨化し，核内構造は不明瞭となり、ついに

は核は位相の差を失い，全く無構造となる（Fig．9．

c．）．

　　5）10％エタノール

　30％エタノールとほぼ同様の所見を呈する．

　　6）水

　置換により，核は膨化し位相の差を失い無構造と

なる（Fig．9．d．）．

　　7）エーテル・95％エタノール

　置換により，核径の縮小，核縁の不整化をみ，核は

光輝性を帯び，核内は位相の差を失い僅かに核小体を

認め得るのみとなる（Fig．9．e．）．

　　8）カルノァ液

　エーテル・95％エタノールとほぼ同様の所見を呈す

る（Fig．9．f．）．

　　9）10％ホルマリン

　一時的に核は縮小し，核縁は不整化，核内構造は不

明瞭となる。次いで核は膨化し位相の差を失うが，水

による置換でみるような著明な膨化はみられず，核径

は置換の前よりやや大で，それ以上に大きくならない

（Fig．　9．9．）．

　小　括

　100％，95％あるいは50％エタノールなどの高濃度

アルコールによる置換では，核径の縮小，核縁の不整

化，核の光輝性化をみる．エーテル・95％エタノール

およびカルノァ液でもほぼ同様の所見を呈する．30％

あるいは10％エタノールなどの低濃度アルコールや水

による置換では，核の著明な膨化をみる．10％ホルマ

リンでもほぼ同様の所見をみるが，膨化の程度は僅か

である．

　2．塗抹標本での細胞に対する固定効果（Table

　　　3．）

　　1）エーテル・95％エタノール

　　i）位相差顕微鏡による観察

　採取直後の細胞：核は膨化し，位相の差を失い核

内構造は不明瞭となり僅かに核小体をみるのみとな

る．核径の増大には限度があり，左程大きくはならな

い　（Fig．10．　a．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核は僅かに膨化し，

位相の差を減じるが，核内構造は，採取直後に比べる

と明瞭で，核小体も明瞭にみる．血縁および核小体

縁への大小の凝集塊の付着をみる（Fig．10．　b．）．

　　ii）Papanicolaou染：色による観察

Table　3　Effects　of　various　fixatives　on　the　nucIeus

Fixative
Incubation
@　time
ihours）

Clumping　of　chromatin
@　On　nUCIear　margin

Intranuclear　cIumps
@　　of　chromatin

Ether－95％ethyl Fresh（0） （＋） （＋）

alcohol
24 （朴） （＋ト）

Fresh （朴） （＋）

Methyl　alcohol ＼

24 （＋ト） （帯）

Fresh （＋） （＋）

Carnoy’s　fluid
24 （什） （帯）

Fresh （朴） （＋）　　　一
10％’formalin

24 （一） （一）

Fresh （一） （一）

1％osmic　acid
24 （什） （甘）
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　採取直後の細胞：蜜蝋はほぼ円滑で，僅かに凝集

塊の付着をみる．核内および核小体縁には小さい凝集

塊をみる（Fig，10．　a．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核縁および核小体縁

の凝集塊は融合大型化し，その間隙部分はぬけてみえ

る（Fig。1σ．　b．）．

　　2）メタノール

　　i）位相差顕微鏡による観察

　採取直後の細胞：僅かに核の膨化をみるが，ほぼ

原像に類似し，核縁および核小体縁には小さい凝集塊

の付着をみる（Fig．10．　c．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核の膨化はみられ

ず，僅かに光輝性を帯び，核縁，核内および核小体縁

の凝集塊は数および大きさを増す（Fig，10．　d．）．

　　ii）Papanicolaou染色による観察

　採取直後の細胞：核縁には小さい凝集塊がほぼ均

等に付着するため太い線のようにみえる．核内および

核小体縁には大小の凝集塊を多数みる（Fig．10．
c．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核縁は採取直後の細

胞にほぼ類似する．核内および核小体縁の凝集塊はさ

らにその数を増す（Fig，10．　d．）．

　　3）カルノァ液

　　i）位相差顕微鏡による観察

　採取直後の細胞：核は膨化し，核内には多数の小

さい凝集塊をみる．位相の差は僅かに減少し，核の膨

化は軽度である（Fig．10．　e．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核の膨化はみられ

ず，核内は僅かに光輝性を帯び位相の差は減少する．

核縁，核内および核小体縁には大きい凝集塊をみる

（Fig．10．　f．）．

　　ii）Papanicolaou染色による観察

　採取直後の細胞：エーテル・95％エタノールと類

似の所見を呈し，核縁および核内に小さい凝集塊の付

着をみる（Fig，10。　e．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核縁には大小の凝集

塊が付着するため不整にみえる．核内および核小体縁

には多数の大きい凝集塊をみる（Fig．10．　f．）．

　4）10％ホルマリン

　　D位相差顕微鏡による観察

　採取直後の細胞：僅かに膨化をみるが，位相の差

の減少はなく，心慮および核内には大小の凝集塊をみ

る．しかし核小体縁への凝集塊の付着は明らかでな

く，核小体周辺は明るくぬけてみえる　（Fig．10．

9．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核の膨化はなく，僅

村

かに光輝性を帯び，凝集塊が融合して大きくなり数は

減少，その間隙部分は明るくみえ，このたあ核内の明

暗の差が著明になる（Fig．10．　h．）．

　　ii）Papanicolaou染色による観察

　採取直後の細胞：核内は全体に濃染するので，僅

かに自演および核内に大小の凝集塊を識別できるのみ

で，細部の観察は不能である（Fig．10．　g．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：核は一様に淡く染ま

り，核小体のほかには僅かに網状構造をみるのみで，

核縁は不明瞭，凝集塊はみられない（Fig．10．
h．）．

、　5）1％オスミウム酸

・i）位相差顕微鏡による観察

1採取直後の細胞：核は膨化し，位相の差を失い，

核内には特定の構造をみない．なお膨化には限度があ

り一定の大きさにとどまる（Fig．10．　i．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：採取直後の細胞と比

べ核は僅かに膨化するが，核内構造は明らかになる．

すなわち，核縁には大小の凝集塊が付着して不整とな

り，核内および核小体縁にも凝集塊をみる（Fig．10

j．）．

　　ii）Papanicolaou染色による観察

　採取直後の細胞：核は全体に濃く均等に染まり，

回縁は円滑一線で，核内構造は位相差像と同じく不明

瞭である（Fig．10．　i．）．

　37。Cに24時間保存した細胞：直後と比べ核内構造

は明らかとなり，馬面，核内および核小体縁に大小の

凝集塊をみる（Fig．10．」．）．

　小　括

　位相差顕微鏡による観察：採取直後の細胞では，

全ての固定液で核の膨化をみるが，エーテル・95％エ

タノール，カルノァ液および1％オスミウム酸で著明

であり，さらにエーテル・95％エタノールおよび1％

オスミウム酸では24時間後においても膨化の傾向をみ

る．24時間後の細胞では全ての固定液により凝集塊の

出現が著明となりその大きさも増す．

　Papanicolaou染色による観察：採取直後の細胞

においては，エーテル・95％エタノールとカルノァ液

での所見はよく類似し，核縁，核内および核小体縁に

小回集塊を認める，メタノールでは核縁が太い線状と

なり，多数の小さい凝集塊をみる．10銘ホルマリンお

よび1％オスミウム酸ではいずれも核が濃染し，細部

の観察は不可能であるが，10％ホルマリンでは大小の

凝集塊をみ，1％オスミウム酸ではほとんど凝集塊を

みない，37。Cに24時間保存した細胞においては，10％

ホルマリンでは核縁は不明瞭となり核は全体に適適
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し，僅かに網状の構造を認あるにすぎない．その他の

固定液では，いずれも大小の凝集塊の形成が著明にな

るなどほぼ類似した所見を呈する．

　以上の様に新鮮な細胞の核では，固定液によりそれ

ぞれ異なった像を呈するが，変性の進んだ核では，10

％ホルマリ・ンを除く他の全ての固定液によりいずれも

核質の著しい凝集傾向を認める．

　3．固定効果の電子顕微鏡による観察

　　1）1％オスミウム酸単独固定

　採取直後の細胞：核は核膜と核小体を認めるが，

核内には明瞭な凝集塊を認め得ない（Flg．11．　a．）．

　4。Cで72時間保存した細胞：核膜および核小体縁

に近接して凝集塊を認め，その間隙部分はぬけてみえ

る（Fig．11．　c．）．

　37。Cで72時間保存した細胞：核膜および核小体縁

に近接して著しく大きい凝集塊を認め，間隙部分はさ

らにぬけてみえコントラストを増す（Fig．11．　e．）．

　　2）グルタールアルデヒド・オスミウム三二重固

　　　　定

　採取直後の細胞：核膜および核小体縁に近接して

凝集塊を認める（Fig．11．　b．）．

　4。Cで72時間保存した細胞：採取直後の細胞と類

似した所見を呈する（Fig．11．　d．）．

　37。Cで72時間保存した細胞：37。Cで72時間保存後

の細胞の1％オスミウム酸単独固定による所見と類似

し，大きい凝集塊をみる（Fig．11．　f．）．

　小括
　オスミウム酸単独固定では，新鮮な細胞の核には明

瞭な凝集塊を認め得ず，変性が進むにつれて凝集塊を

みるようになる．グルタールアルデヒド・オスミウム

酸二重固定では新鮮な細胞の核にも明らかに凝集塊を

認め，変性が進むと凝集塊は大きくなりオスミウム酸

単独固定による所見と類似する（Fig．12．），

考 察

　1．経時的にみた核の変性

既述のように，細胞は採取されてから鏡検に至るま

での間に，種々の要因による変性を受けるが，本実験

Fig．12　Effects　of　fixatives　upon　electron　microscopic

　　　　　findings　on　nuclear　degeneration　of　the　Ehrlich

　　　　　ascites　tumor　cell　kept　at　4℃and　37℃

Osmic　acid ・Glutaraldehyde・osmic　acid

Fresh
％　　噸

4℃72hours
●

●● ●　　●

37℃72hours
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ではまず保存温度と保存時間による細胞の変性過程を

とくに核に注目して観察した．このような条件下で細

胞の変性を形態学的に観察した報告は多くみられる．

飯島7）8），今木ら28），堤29），Zollinger3。）は実験動物や

実験腫瘍を用い，田嶋ら6），片柳1ω，田村らID，安藤

lm，竹中ら32）はヒトがん細胞を用い，それぞれ位相差

顕微鏡，塗抹染色標本および電子顕微鏡などにより細

胞の変性過程を観察している．本実験では常に可及的

同じ条件の細胞が得られるマウスの　Ehrlich腹水が

ん細胞を材料として使用した．

　本実験で用いた　Ehrlich腹水がん細胞の中には，

採取直後でもすでに変性の進んだと思われる細胞や，

新鮮と思われる細胞が混在しているが，この中でもき

わめて新鮮と思われる細胞の核では，核縁は円滑一線

をなし凝集塊の付着もほとんどなく，核内は核小体以

外特別の構造をみない．飯島ηは海狽肝細胞を，田村

ら1D，片柳13）は剥離胃がん細胞を位相差顕微鏡下で観

察し新鮮な細胞核は均質無構造であると述べており，

本実験での所見に一致する．武田33）は正常細胞の休止

核では核小体以外ほとんど無構造に近く，一方腫瘍細

胞では核構造の出現をみ，腫瘍細胞の指標となると述

べているが，変性による影響を考慮して再検討を要す

るであろう．本実験での電子顕微鏡による観察でも新

鮮な　Ehrlich腹水がん細胞のオスミウム酸による単

独固定では核内には核小体以外の特別の構造をみず，

位相差像での所見と一致している．さらに新鮮な細胞

を　Papanicolaou染色標本で観察すると，核縁およ

び核内に細穎粒状の凝集塊をみるのみで，従来より言

われている核縁の不均等肥厚，核質の不規則粗大凝集

などの悪性細胞の特徴が明らかではない．

　37。Cに保存した腹水を経時的に観察すると，時間

の経過とともに核縁，核小体縁への凝集塊の付着が著

明となる．しかし，24時間後には核内は再び均質化

し，さらに時間が経過すると位相差像では再び凝集塊

によると思われる構造を認めるようになるのに対し，

Papanicolaou染色では核は濃縮状となりpyknosis

を呈する．　試験管内での核の変性過程を，位相差像

所見と　Papanicolaou染色所見について対比する

と，24時間後にみられた核内の均質化までは両者とも

ほぼ一定した所見を示すが，48時間後以降では観察方

法による所見の違いをみるようになる．このような所

見の違いを生ずる機序とし「ては次のような可能性が考

えられる．すなわち，変性の初期には，まず核構造の

基本である　DNA・histone型蛋白複合体が互に付着

し合い，また他の非histone型蛋白，燐脂質がこ

れに結合し核構造は次第に粗になる．次に，これらの

村

構造が液化し，位相差像で均質無構造にみえるように

なり，さらに変性が進むと，液化した蛋白が370Cの

温度により再凝集し，このため再び凝集塊によると思

われる粗な構造をみるようになる．しかし，染色標本

では　DNA－histone型蛋白複合体の構造が破壊ざれ

てしまうと色素は付着する部位を失い，核内にびまん

性に侵入し一定の構造を示さず，核は濃染すると考え

られる34）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　田嶋ら6）はFeulgen反応を用いて核の変性過程を

観察し，新鮮な細胞と変性した細胞の核形態の比較検

討を行っている．本実験でも，細胞核の変性にともな

う　Feulgen反応所見を変性の比較的進行した時期

に至るまで観察した．Feulgen反応所見と　Papan－

icolaou染色所見とはほぼ一致した変化を示し，田嶋

らの観察所見を支持する結果を得た．田嶋らは変性が

高度に進んだhematoxylinに濃染する核は，　Feu－

lgen反応ではほとんど不染または挿語のことが多い

と述べているが，本実験では　hematoxylinに濃染

する核は　Feulgen反応においても濃染する結果を

得た．しかし本実験よりもさらに長時間の観察を続行

すれば，DNAの構造も崩壊し　Feulgen反応による

染色性が失われるのではないかと考えられる，．このよ

うに核の変性過程．で　Papanicolaou染色所見と

Feulgen反応所見がほぼ一致した変化を示すこと

から，核内の　DNA・histone型蛋白複合体は変性

時にはぼ一体となって変化していくと推定される．細

胞の変性にともなう核DNA　量の変化については

Alfert35）やLeuchtenberger36）のFeulgen反応

による詳細な報告をみる．細胞診，とくに最近ようや

く実用化へ進みだした自動細胞診断装置での悪性細胞

判定基準は主に核からの情報，とくにDNA量および

DNAが関与する核内の構造を取り上げている3了）、39）．

核のみを染色し，　しかも核の大きさ，　DNA量や

核内構造を適確に表現する染色法として　Feulgen

反応が用いられ40），最近では細胞診分野における省力

化の一つとして　Feulgen反応の自動染色装置の開

発4Dも行われている．このように核の染色法としての

Feulgen反応は細胞診自動化のためにも重要さをま

しその濃度，形態についての検討が望まれる．

　試験管内での変性過程の観察は観察方法，経過時間

別にそれぞれ異なった細胞について行ったものであり

その所見をより正確に対比するには，同一細胞につい

ての観察が望ましい．ここでは，位相差像所見と染色

所見を同一細胞について対比する目的で凍結溶解法に

よる検討を行った．

　凍結は一25。Cないし一30。Cで瞬間的に行うが，凍結
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およびその後の溶解の操作が細胞の形態に与える変化

も検討した．現在までに，凍結溶解法について形態学

的にあるいは生化学的に多くの検討がなされているが

12）42）～46），本実験でも，8時間後までの比較的早期の変

性過程では，凍結溶解法による同一細胞の位相差像所

見と染色所見との対比ではほぼ一致した結果を得た．

すなわち，細胞は凍結溶解法により基本的構造を破壊

されず，凍結溶解の後，固定染色された細胞像はほぼ

生の細胞像に一致するとみなしてよいと考えられる．

　変性の早期では前述のように位相差像はPapanic－

olaou　染色像とほぼ一致し，位相差像で　optical

densityの高い部分は．Papanicolaou染色で濃く染ま

り，optical　densityの低い部分は淡く染まるかあ

るいは不染部分となる．核について，Papanicolaou

染色は，DNAと　histone高蛋白の複合体に関連

ある部分を染色していると推定されているので34），位

相差像で　optical　densityの高い部分は　DNA－hi－

stone型蛋白複合体め集合した部分を示すのであろ

うと推察される．

　変性の進んだ細胞では，凍結溶解法による位相差像

所見と染色所見との間に一致をみなくなる．すなわち

8時間後以降より核内構造で不一致をみ始め，12時間

後では明らかに一致しなくなる．これは，試験管内で

の変性でみたと同様に　DNA－histone型蛋白複合体

の崩壊が起り，さらに凍結，溶解および固定液の作用

によって崩壊前の構造と全く異なる核質の凝集による

核構造が出現し，この構造を染色し，観察しているた

めと考えられる．すなわち，採取後長時間を経過し

た核の染色像は生の核の構造とは全く異なった像をみ

ていると考えられる，

　次に，同一細胞について核の変性過程を検討するた

めに位相差用薄層標本を作製し，経時的に観察した．

　薄層標本の経時的観察では，時間の経過とともに雨

縁の不均等肥厚，核内の凝集塊の出現ならびにその増

大，核小体周辺には南庭をみ，さらに変性が進むと核

内は構造を失って均質化し，続いて再び凝集塊の出現

をみる．これらの変化は試験管内での変性過程とほぼ

一致するが，核径は試験管内では縮小するのに対し，

薄層標本では逆に増大する．この核径の増大は細胞本

来の変性によるものではなく，薄層標本の作製に際し

て，さらに時間の経過による物理的圧迫によるものと

考えられる．まず標本作製時の圧迫により細胞は薄く

押し潰され．次いで時間の経過とともに標本内でのゾ

ルのゲル化が起こり標本内の圧が低下し，標本内容積

も減少，カバーグラスとオブェクトグラスの間隙は狭

くなる．本来，細胞の核径は変性により縮小するが，

物理的圧迫が強くなるため，核はさらに押し潰され核

径は増大すると考えられる．このような物理的圧迫お

よび内腔の狭小化などの環境の変化は温品のみならず

核構造にも影響をおよぼしている．ここで注目される

のは24時間後よりみられる絶縁および核内構造の明暗

調の逆転である．試験管内での変性過程では再凝集の

所見をみるが，これが薄層標本内でみられる明暗調の

逆転の所見に一致するかどうかは明らかでない．この

ような薄層標本内での明暗調の逆転は次のようにして

生ずると考えられる．圧迫操作により，細胞の核内構

造の大部分はもはや移動不可能な状態になり，試験管

内でのように位置をかえることはできなくなる．この

ため核内構造の構成成分は，一問の経過とともにさら

に圧迫の強化もあって，そのままの位置でその性質を

かえ位相差像での明暗調の逆転を生ずると考えられ

る．その性質の変化は今のところ明らかではないが凍

結溶解の項で述べたように　DNA－histone型蛋白複

合体の変化などが大きく関与しているものと考えられ

る．

　薄層標本での変性過程が試験管内でのそれともっと

も異なる点は，370Cで長時間の観察にもかかわらず

pyknosisの所見をみないことである．試験管内で

は，染色標本で48時間後以降　pyknosisの所見が著

明になり，この時点の位相差像では再凝集の像をみ，

薄層標本での明暗調の逆転像とは異なる．しかし試験

管内で生ずる　DNA－histone型蛋白複合体の変化が

薄層標本内でも同様に起こるとすれば，薄層標本内で

は圧迫操作のため　pyknosisの像を示し得ないと考

えられる．

　これらの所見を図示するとFig．13のようになり，

試験管内での変性過程と薄層標本内での変性過程は基

本的には一致し，前述の薄層標本でみる3っの差異，

すなわち　1）叢記の増大，2）明暗調の逆転をみるこ

と，3）pyknosisの所見をみないこと，は薄層標本

下で細胞を圧迫する条件のもとで出現してくるものと

考えられる。

　次に細胞の保存温度による変性過程の差を検討す

る．4。Cで保存した細胞の変性は37。Cに比較して明

らかに遅れ，位相差像所見，Papanicolaou染色所

見ともに4。Cで96時間後の所見が37。Cで6時間後の

所見にほぼ一致する．低温下での変性の遅延は，細胞

内酵素活性の低下による自己融解速度の減少4川拐〕や長

時間の保存でも　mediumの変化の少ないことなど

によるものであろう．低温保存により細胞の変性がか

なり遅れることについては，堤29），安藤3D，西亀49）50）も

これを報告しており，実際の細胞診においても検体保
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Fig．13　Scheme　of　difference　in　sequential　nuclear　degeneration
　　　　　between　in　test　tube　and　in　thin・layer　preparation　for

　　　　　phase　contrast　microscope
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存良きわめて有用と考えられる．40Cでの変性過程

としては，37。Cでのそれと同様に時藺の経過ととも

に核縁および核小体縁への凝集塊の付着をみるが，今

回の観察時間内では，37。C12時間後以降にみられる

核内の均質化や再凝集の所見は認められない．しかし

4。Cでの変性過程と370Cでの変性過程は，経過時間

の差を除けば基本的にはほぼ一致すると考えられる．

　片柳10），田村らIDは薄層標本を作製，位相差顕微鏡

下で37。Cでの剥離胃がん細胞の変性過程を観察し，

変性とともに核内に凝集塊が出現してくると述べてい

る．今回の実験では，Ehrlich腹水がんでもほぼ同

様の変性過程を観察し得た．しかし時間的にはEhr－

lich腹水がん細胞の変性は剥離胃がん細胞に比較し

てかなり遅れる．これは，Ehrlich腹水がん細胞は

本来腹水中に孤在性に浮遊しており，標本の作製に際

しては　mediumをかえる必要がなく，細胞の強制

剥離も要しないなどのたあと考えられる．胃，子宮な

どの固形腫瘍の細胞の観察には　1）血流遮断，2）細

胞を剥離するための強い機械的操作，3）血清，生理

食塩水その他の人工的　mediumへの浮遊などの処

’置が必要で，このため細胞は大きい影響を被り，さら

に組織よりの剥離により細胞本来の環境から逸脱する

ため変性が早く進行すると考えられる．

　細胞の変性と悪性細胞診断基準の関係については，

変性にともない核縁は凝集塊の付着による不均等肥

厚を，核内には粗大な凝集塊の出現をみ，これらの所

見は従来よ．り細胞の悪性所見の一つとして重要視され

ており，がん細胞では変性により，よりがん細胞らし

さが増強し，実際の細胞診にきわめて都合のよい所見

を得るようになるものと考えられる　）5D．

　2．固定による核の変性

　細胞の変性過程を染色像により観察するには，固定

操作による核の変性を知らねばならない．浜崎52）は固

定標本については，同一の固定によって普遍的な像が

得られればその像を準基本的な構造として扱ってもよ

いと述べているが，いつも同一条件の細胞を固定染色

するなら異論はないが，飯島7）が指摘するように新鮮

細胞と変性の進んだ細胞の間には，固定法は同一でも

これによっ、て受ける変性は異なると考えられる．本実

験では，固定による細胞の核の変性および細胞の変性

の程度による固定効果の違いを検討した．細胞に各種

固定液を作用させ，その形態学的変化を連続的に観察

したものとして飯島7），Zollingerg）およびStrange．

waysら5　）の報告をみる．　Zollingerは固定効果を

位相差顕微鏡下で観察し光輝性　（brilliant），中間型

（intermediate）および膨化状　（hazy）の3つの型に

分類している．本実験では薄層標本下で各種固定液に

より媒液を置換して観察したが，高濃度アルコール，

カルノァ液およびエーテル・95％エタノールでは，核

は収縮し光輝性を帯び　brilliant　typeの所見を呈

し，充分な固定効果を認める．一方，低濃度アルコー

ルによる置換では水による場合と同様，核は完全に膨

化して位相の差を失い　hazy　typeの所見を呈しア

ルコールによる固定効果をみない．天神54）は婦人科領
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域の自己採取細胞診で55％アルコール（採取材料との

混合で平均40％前後の濃度）を用い，良好な染色像を

得ている．また小林ら55｝は50％エタノールの細胞保存

は良好であるが，10％や20％の低濃度エタノールでは

細胞の変性，崩壊が起こると述べている．本実験でも

30％エタノールと50％エタノールの間で固定像に差を

みており，50％以上の濃度のアルコールでは充分な固

定効果を得ると考えられる．

　次に10易ホルマリンで置換すると，飯島7）やZolli－

nger9）の所見と異なり核は膨化し核内構造は不明瞭

となり　hazy　typeに一致する所見を得た．10％ホ

ルマリンで組織片を固定すると最初約5％の膨化をみ

るとされているが56｝，細胞でも組織片と同様にホルマ

リンで一旦固定された後，ホルマリン液に含まれてい

る水のため膨化すると考えられる．しかし，核は一旦

ホルマリンにより一定の大きさに固定されているた

め，膨化しても無制限に大きくはならず，低濃度アル

コールや水による膨化とは基本的に異なると考えられ

る．

　実際上，染色標本の細胞の観察は塗抹標本で行われ

るので塗抹後の細胞について固定効果を知ることは染

色像を理解する上で重要である．本実験では塗抹標本

を位相差顕微鏡で観察するために，固定後，水を媒液

として薄層標本を作製した．このため採取直後の核で

も，程度の差はあっても全ての固定液で膨化をみる．

しかし，10財ホルマリンによる媒液置換においてみら

れたと同様に，膨化の程度には限度があり，固定後の

膨化であることがうかがえる．新鮮な核では，エーテ

ル・95％エタノール，1％オスミウム酸以外の固定液

ではいずれも大小の凝集塊が出現し，変性の進んだ核

では，全ての固定液で凝集塊が著明となり，これは37

。Cに保存した細胞を経時的に染色観察したPapanic－

olaou所見にほぼ一致する．

　塗抹標本を，それぞれの固定液で固定した後に

Papanicolaou染色を施すと，新鮮な核ではそれぞれ

の固定液により異なった像を得るが，変性の進んだ核

では10％ホルマリンを除くと，固定液による差はなく

なる．これらの結果は飯島ηが組織について述べた所

見に一致する．

　従来，多くの固定液中，オスミウム酸は最も生活細

胞に近い核の形態をつたえるとされているが56｝，本実

験においてもオスミウム酸の固定の効果は新鮮な核で

は核内にほとんど凝集塊をみないが，24時間後の変性

した核では凝集塊の出現をみ，位相差顕微鏡で観察し

た経時的変化に一致し，固定による核の構造に対する

影響がきわめて少ないことを確認し得た．しかし，オ

スミウム酸はその酸化力によって細胞を黒褐色に変色

させるために，染色性が悪く実際の塗抹染色標本での

細胞の観察には不適当である．

　電子顕微鏡により核に対する固定液の影響を観察す

ると，オスミウム酸単独固定では新鮮な核は核小体以

外には凝集塊などの特別な構造を示さず，変性ととも

に凝集塊の出現をみ，位相差像やオスミウム酸で固定

・染色した像と類似の所見を呈する．一方，グルター

ルアルデヒド・オスミウム酸二重固定では，新鮮な核

に1も凝集塊の出現をみる．変性の進んだ核に対する固

定の効果では，オスミウム酸単独固定とグルタールア

ルデヒド・オスミウム酸二重固定の間に差をみず，電

子顕微鏡による観察でも，塗抹標本での固定効果にほ

ぼ一致した所見を得，新鮮な核では固定液の種類によ

り異なった像を得ることを確認した．鵜沼57｝はオスミ

ウム酸単独固定はクロマチンを部分的に除去するため

クロマチンの観察には不適当であると述べ，　Yasuz－

umiら5B）は　Ehrlich腹水がん細胞を用いてオスミ

ウム酸単独固定とホルマリン・オスミウム酸二重固定

の電子顕微鏡像を比較検討し，二重固定では単独固定

でみられない構造が出現してくることから，核の形態

学的観察には二重固定がすぐれていると述べている．

固定の目的は原像をできるだけ忠実に表現することに

あるとの立場から二重固定を吟味すると，核内にもと

もと存在する構造が二重固定により，そのままの形態

を保って出現するのか，または二重固定によってもと

もと存在する構造が凝集し形をかえて出現するものな

のかは疑問であるが，本実験で得られた成績は後者を

支持するようである．飯島ηは，核の固定像を規制す

る因子は核内に存在する塩基性物質であるとし，変性

とともに塩基性物質は減少脱失するため固定操作に対

する鋭敏性が減弱すると述べているが，本実験でも変

性の進んだ核の固定像には固定液による差がみられな

くなり，前述の　Papanicolaou染色での変性過程の

観察において得た所見と考え合わせると，固定像を決

定する因子は　DNA－histone型蛋白複合体であると

想像され，変性が進むにつれてこの複合体が崩壊して

固定液に対する特異性を失い，一様の固定像を呈する

ようになると考えられる．

　これまでに観察した位相差像所見，Papanicolaou

染色所見および　Feulgen反応所見による変性過程

はいずれも基本的にはほぼ一致しているが，これらの

変性過程や固定操作による変性がいかなる機序により

生ずるかは興味がある．吉松59）は脱水剤を用い人工的

に核退化像を形成し，脱水を核退化の主要素とし，飯

島7）は等電点の移動に，また浜崎5～）は親水性膠質が障



762 中

害により嫌水性にかわり，さらに粗大分散系に変化す

る，つまり染色質分離に手がかりを求めている．細胞

に酸，ナルカリなどの化学物質を作用させたり6ω，培

養時に圧や温度を変化させることにより61）細胞はゾル

の状態からゲルの状態へ変化し，あるいは位相差顕微

鏡下で細胞を長時間放置するとゲル化し，細胞を動か

すと全く形をかえることなく移動するのはよくみられ

るところである．新鮮な状態の　Ehrlich腹水がん細

胞の核は，位相差像で核小体のほかは均質無構造であ

り，これは核内が完全にゾルの状態であることを示し

ている．変性および固定操作により，核内ではDNA・

histone型蛋白複合体の集合を主としたゾルから

ゲルへの変化が起こり，このため核内の構造を認め得

るようになると考えられ，このような変化を引き起こ

す機序として脱水や等電点の移動などが主要な役割を

なすものと推定される．

　Heitz62）がheterochromatinを染色体の中で異

常凝集　（heteropyknosis）を示す部分であると形

態学的に定義づけて以来とくに生化学的な面からの研

究が行われ，また形態学的には電子顕微鏡を中心とし

てその構造の研究がなされている．本実験で用いた

Ehrlich腹水がん細胞では前述のように位相差像，染

色像および電子顕微鏡像ともに新鮮な状態では　heし

erochromatinに一致する構造はみられず，変性に

より，あるいは固定操作によって　heterochromatin

様物質の出現をみる．　このようにして出現する

heterochromatin様物質は人工的に生じたものと考

えられ63），一般の細胞観察，とくにradioautography

などによる観察に際しては充分な注意を要する問題で

あろう．

　以上述べたように細胞の核の変性にはきわめて多く

の要素が関与し，単一の要素のみを取り上げて変性過

程を追求することは不可能である．本実験では，保存

温度，保存時間および固定液の三つの条件下で起こる

細胞核の変性の模様を種々の観察方法により対比検討

し，すでに飯島7）が組織について報告した所見とほぼ

一致した細胞核の変性過程の像を得ることができた．

結 論

　Ehrlich腹水がん細胞の核について，その変性過程
を形態学的に検討するために経時的ならびに由定操作

による変性を位相差像，染色像および電子顕微鏡像に

より観察し，以下の結果を得た．

　1．きわめて新鮮な核の位相差像は，核小体をみる

以外ほとんど均質無構造であり，変性とともに構造の

出現をみる．これは，新鮮細胞の核は光学顕微鏡的に

村

は無構造のゾル状態で，変性が進むとゲル化すること

を示すと推定される．

　2．位相差像，Papanicolaou染色像およびFeuL

gen　反応所見の比較観察では，三者の変性過程は

ほぼ一致し，核の変性は　DNAおよびこれをとりま，

く蛋白と密接な関係があるものと推察される．

　3．凍結溶解法による同一細胞についての位相差像

と染色像との対比観察では，8時間後までは両者の所

見は一致するが，12時間後以降の変性の進んだ核では

一致をみなくなる．これは，一定時間を境に核内構造

の融解が起こり，さらに再凝集により全く異なった構

造が出現してくるためと考えられる．

　4．試験管内での変性過程と，薄層標本内での変性

過程の観察では，　試験管内では変性が進むとpyk－

nosisを呈するが，薄層標本内ではそのような所見は

なく，12時間後に核内構造の均質化，24時間後以降に

は明暗調の逆転をみる．この所見の違いは薄層標本で

の圧迫操作が関係すると考えられる．

　5．変性過程に及ぼす温度の影響としては，4。C

に保存した細胞の核は，370Cに保存したものに比較

して変性が遅く，96時間後においても核はなお充分に

核内構造を保持し，位相差像では，370C6時間後の

所見にほぼ一致する．

　6．新鮮な細胞の核に対する固定効果はそれぞれの

固定液による差をみるが，変性の進んだ核では，10％

ホルマリンを除けば固定液による差はみない．以上よ

り固定像を決定する因子は，変性により容易に崩壊す

るもの，すなわち　DNA・histone型蛋白複合体であ

ろうと想像される．

　7．本実験での観察結果より，新鮮な　Ehrlich腹

水がん細胞の核には，heterochromat　inに一致す

る構造を認め得ず，核の変性とともに　heterochro－

matin様物質が凝集塊として出現すると考えられる．

稿を終るに臨み，御指導，御校閲を賜わった服部絢一教

授，ならびに本研究に対し直接の御指導を賜わった谷本

一夫教授に深謝いたします．また電子顕微鏡的研究の御

指導をいただいた前金沢大学第3内科講師藤永逸博士に

深く感謝いたします．

　本研究の一部は厚生省がん研究助成金（班長　服部正

次）によりなされた．記して感謝の意を表する．
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          Explanation of plates

Fig. 1 .

  Ehrlich ascites tumor cell in a fresh state.

  a: Phase contrast microscope (PCM) pictu-

     Noite' the homogenous nuclear structure･

  b: Papanicolaou stain.

     Note the smooth nuclear margin and

     scanty, small intranuclear clumps,

  c: Feulgen reaction.

     Note the diffusely stained nucleus.

Fig. 2.

  PCM picture of nuclear change in the cell

in'cubated at 370C in a test tube for :

  a: 1Hr, b: 3Hrs, c: 6Hrs, d: 12Hrs,

  e:24Hrs, f:48Hrs, g:72Hrs and h:96Hrs.

  Intranuclear clumps have gradually appe-

ared and enlarged as the unclear degenera-

tion progressed. At 12 hours, these clumps dis-

solved and thus the nuclear structure pec-

ame homogenous, but at 48 hours, the nuclear

clumps-like structure reappeared.

Fig. 3.

  Light-microscopic (LM) picture of the Pap-

anicolaou stained-cell incubated in the same

fashion as described in Fig. 2.

  Incubation time of :

  a: 1Hr, b: 6Hrs, c:24Hrs and d : 48Hrs

  The nuclear change is almost to that obs-

erved under PCM (Fig. 2.).

'Fig. 4.

  The same picture of the cell treated with

the same fashion as described in Fig. 2 and

with Feulgen reaction.

  Ineubation time of :

  a: 1Hr, b: 6Hrs, c:24Hrs and d:48Hrs.

 In a fresht Lstate the nucleus is stained di-

it

ffusely. With the progrVession of degeneration,

Feulgen reactive clumps have appeared and

enlarged. After 48 hours on, the nucleus has

become almost pyknotic.

Fig. 5.

  PCM picture of the tumor cell (left) and

LM picture of the same cell fixed by free-

ze-substitution method and stained with Pap-

anicolaou procedure (right) at incubation

time of :

  a:O (fresh state) Hr and b:8Hrs.

 The finding well coincid, es to each other

until 8 hours, but does not after 12 hours on.

Fi'g. 6.

 PCM picture of the tumor cell i.ncubated at

40C in a test tube at incubation time of :

  a: IHr, b: 3Hrs, c: 6Hrs, d: 12Hrs,

  e:24Hrs. f:48Hrs, g:72Hrs and h:96Hrs.

  The nuclear degeneration of the cell kept

at 40C is delayed evidently compared with

that kept at 370C. The nuclear pattern of the

cell kept at 40C even after 96 hours; as shown

in h, is still preserved.

Fig. 7.

 LM picture of the Papanicolaou-stained tu-

mor cell similarly treated in Fig. 6 at inc-

,ubation time of :

  a:6Hrs and b:48Hrs.
 The intranuclear'clumps has enlarged slowly

with the time progression.

Fig. 8.

 The sequential nuclear degeneration of the

cell kept at 370C in a thin-layer smear for

PCM at incubation time of :

  a: O (fresh state) Hr, b: 1 Hr, c: 3Hrs, d

: 6 Hrs, e : 12Hrs, f: 24Hrs, g : 48Hrs and h :

 96Hrs.

  The nuclear degeneration process in this

system is mostly consistent until 6 hours with

that kept ih a test tube. Thereafter, pyknotic

figure has not appeared in this system, but

reversed picture except for nucleoli is seen

after 24 hours on.

Fig. 9･

 Effects of fixatives on the nuclear degene-

ration of the tumor cell. Three or four ph-
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otographs from left to right were taken co-

nsecutively at 3Av4 seconds interval immedia-

tely after mixing a fixative.

 Fixed by :

 a : 100% ethanol, b : 50% ethanol,

 c:30% ethanol, d:water,
 e: ether e 95 % ethanol,

 f:Carnoy's fluid and g:10% formalin.

 The nucleus has become brilliant in photos

a, b, e and f, bulged in photos c and d, but

did not so in photo g as in photos c and
d.

Fig. 10.

 Effects of fixatives on the degenerated nu-

cleus. Each photograph shows PCM picture on

the left and Papanicolaou-stained nucleus on

the right.

 Fixed by :

 a: ether . 95% ethanol at time O (fresh

     state)

 b: the same at time 24 hours

 c: methanol at time O

 d: the same at time 24 hours

 e: Carnoy's fluid at time O

 f: the same at time 24 hours

 g : -10% formalin at time O

 h: the same at time 24 hours

                                 765

 i: 1% osmic acid at time O

 j: the same at time 24 hours

 In the fresh state, the specific nuclear str-

ucture is visualized by each fixative respec-

tively, but in the degenerated state no such

difference in nuclear pattern among fixatives

is seen.

Fig. 11.

  Degenerative change in chromatin pattern

as seen under electron microscope.

 a, b:a fresh tumor cell

 c, d : 24 hours preservation at 40C

 e, f: 24 hours incubation at 370C

  a, c, e: Fixed by osmic acid

  b, d, f: Fixed by glutaraldehyde-osmic acid

 The nucleus fixed at a fresh state by os-

mic acid alone shows euchromatic pattern

(Fig. 11. a) and with the progression of

degeneration heterochromatin-like structure

has appeared (Fig. 11. c and e). When

fixed by glutaraldehyde-osmic acicl, however,

the nucleus shows heterochromatin-like struc-

ture already at a fresh state (Fig. 11.b)

    a most remarkable difference in the

nuclear pattern between Fig. a,c & e

and Fig. b, d & f.

                                Abstract

    Improvement of biopsy technique has made it possible to obtain the
specimen in a very fresh state and thus prompted us to re-evaluate the classical

criteria of cancer cells which were originally established mainly based upon
the morphology of the degenerated cells.
    In this study, in an attempt to clarify the degenerative process of the
nucleus, using phase contrast-, light- and electron microscopes, morphological
study on the Ehrlich ascites tumor cells kept at different ternperatures, and
unstained and or stained with Papanicolaou stain, and Feulgen reaction, re-
spectively was performed. Furthermore, effects of various fixatives on the nuclear

pattern were observed.
   1. In the fresh state, the nuclear structure observed under the phase contrast

microscope was homogenous except for nucleolus, but with the progression of
the nuclear degeneration, intranuclear clumps gradually appeared. The simjlar
finding was observed in smears stained with Papanicolaou or Feulgen procedure,
thus suggesting that nuclear degeneration might be closely related to that of DNA

and nuclear proteins.
   2. To confirm the reliability of such phase microscopic pictures the same



 cell once observed under the phase contrast microscope was fixed in a free-
 ze-substitution method, stained according to the Papanicolaou procedure and
 observed under the light microscope. The finding well coincided to each other

 until 8 hours later, but did not after 12 hours.
    3. Comparative study on the nuclear degeneration of the cell kept at 370C
 between in a test tube and in a thin-layer smear for the phase contrast mi-

 croscope revealed that pyknosis had appeared after incubation of 48 hours Or
 more in the test tube, but none in the thin-layer smear. In the latter case,
 a hazy nuclear pattern 12 hours later and a reversed picture of freshly observed

 nuclear pattern 24 hours later were seen. Such differences in the findings were

 presumed to be due to a pressuring procedure for making a thin-layer pre-
 paration.

    4. Study on effects of preservation temperature revealed that cold preser-
 vation (40C) had prQlonged the nuclear degeneration until 96 hours later,
    5. Study' on effects of fixatives revealed that there were considerably marked

 differences in the nuclear pattern among the fresh cells treated with fixatives,

 but none among the degenerated cells similarly treated except for with 10%
 formalin.

    6. Electron microscopic study disclosed that there was no discernible
 heterochromatin pattern in the fresh cell, but, with the progression of
 degeneration, heterochromatin-like structure had appeared.
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