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血液の保存に関する研究官

特に保存による赤血球の形態変化に就いて(続線)

坂牛栄 j古

(低混科学研究所医学部門)

く昭和 33年 7月受理〉

I.緒語

さきに活者は保存による赤血球の形態変化をみるために'正予顕微鏡台りに観祭を試みたとこ

ろ[') 50C保存のものでは 3週f立では保存による特別な変化は認めにくく， 10~20 週という長

期の保有三で漸く変化が認められる程度のものであることがわかった。このときの実験では，お

もに保存血球をそのまま国定した場合に僅かにみられる ghostか， 或いは蒸溜水溶血させた

ghostについて観察したのであるが，今回は有機溶媒や西空・アノレカリ処恐によって廊球!院総成

を変えてみた場合lこ保存によるJ1史微細構造の変化が現われて乙ないか，また血球内容物を除い

て血球11日のみを保存した場合にはどんな変化が起るだろうかという吟味を行った。認するに前

報での実験であまり著明!とはみとめられなかった保存による微細構造の変化をもっとはっきり

つかむために，化学的処理を行って新鮮血球との去をより仔細に検討し，また通常， 1血球を観

察するためには渉透圧的溶血を行って試料を作るのであるが，新鮮血と保存血とでこの溶血に

よる影符に走がないかどうかの吟味も行ったのである。

11. 実験方法

1. 有機溶媒を用いる場合

実験材料や保存方法は総て前報に準じた。 即ち，家兎の血液に 1/4:最の ACD~夜を加えた

ものを材料として， 50Cと370Cにそれぞれ保存したG

有機溶媒には HiIlierが試みた方法lこ大体準じて2196%アノレコ{ノレ， クロロホノレム，エ

{テノレをそれぞれ3:1: 1の剖合になるように混合したものを用いた。

試料作製法は下記の通りであるが，その主要点は蒸溜水溶血後の ghost1こ前記有機溶媒を

作用させたことにある。即ち

血液Iin蓄を終潟水3.0ccI己満下し混和

↓ 
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1，000 r.p.m.， 5分間遠心し上清をすてる
↓ 

tt澱t乙蒸潟水3.0ccを加え静かに混和
↓ 

1，000 r.p.m.， 5分間遠心し上清そすてる

i完澱rc.アルコール・クロロホルム・エーテル混合i夜ぞ 1滴ずつ静かに振滋しながら合計
1.0 ccそ加えて 10分放窓

↓ 
1，000 r. p.m.， 5分間遠心し上清をすてる

↓ 

tt澱i乙蒸溜水ぞ加えて静かに綬滋 L~， 
~2 回繰返す

1，000 r.p.m.， 5分間遠心し上清をすてるj
↓ 

僅かに管壁i己主主った水分で涜澱の淳遊淡をつくりこれぞ誌料とする

2. 菌室，アルカリの影響

材料ならびに保存方法は前記実験と開様である。

酸，アノレカリ液には蒸溜水lこNj10HCl或いは Nj10NaOHを加え，それぞれpHを4.0と

9.01C調3をしたものを用いた。

試料作製法は下記の通りであるが，その要筒、は蒸溜水溶血後の ghostに前記の酸或いはア

ノレカリ 液を作用させたことにある。即ち

血液 1~街を蒸溜水 3.0cc f<::i商下し混;fu
↓ 

1，000 r.p.m.， 5分間遠心し上消告すてる

L 
tt澱iこpH4.0の西空液或いは pH9.0のア Jレカリ淡3.0cc ~加え静かに振滋

↓ 
1，000 r.p.m.， 5分間遠心し上消をすてる

↓ 
僅かに残った水分でちti殺の浮遊液をつくりこれを読料とする

なお予備実験として， 新鮮な ghost1こpH3.0から 1.0の間隔をおいて pH10.0までの pH

域の一系列の蒸溜水 (Nj工oHCl， Nj10 NaOHを用いて調盤したもの)を作用させたところ，
pH4.0から 9.0の間では，ほぼ正常の形態を整えたものが大多数を占めていたが，その範臨外

のpHのものでは破壊{設がかなり多くみられた。そこで新鮮な血球膜の形態を維持しながらt

できるだけ酸性乃至アルカリ性にするための pHの限界として pH4.0と9.0とを採用したもの

である。

3. 溶血させた血球 (ghost)の保存

保存方法 蒸溜水溶血させたI血球を新鮮血援に浮遊させて方法的的lこ保有ーしたものである。

それには，まず家兎の ACD加新鮮血液2.5ccをそのまま 3，000r.p.ffi.， 30分遠心して血

授と血球を分離し， ついで分離血球に蒸溜水25.0ccを混和して静かに振設し， 1，000 f.p.ffi.， 

5分速心し上清をすてて ghostを分離した。これにさきに分離した血援を加えて再浮ilfi淡をつ

くり， 50Cと370Cの桓温箱内lこ静置保存した。
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試料作製法 保存した ghostを鏡検するのには次のようにして試料を作った。

ghost浮遊血!挺を等倍以上の蒸溜水で稀釈
↓ 

1，000 r.p.m.， 5分間遠心し上清をすてる

↓ 
残ったiXi絞1こ蒸溜水3.0巴c::i:加え静かに振滋

1，000 r.t.m.， 5分間遠心し上消をすてる

↓ 

残ったtt澱)1::蒸溜水3.0c巴を力fIえたものをお料とする

85 

以上いろいろな方法で得た試料を 0.4%フォノレムパ{ノレ!慌を張ったメッνュに載せ， 室温

乾燥後12度の角度からクロ{ムを真空蒸着させたものを標本とした。

試料の観察や撮影は，前報!こ大体準じて行い日本電子光学製V-L型電子顕微鏡をmいた。

111. 実験成績

1. 脂質j容部を作用させた場合

血球を溶血させて得た ghost(こアノレコ{ノレ・クロロホノレム・エ{テノレ混合液を作用させる

と，血球Jji¥'{の蛍i壬iを同定するが脂肪は抽出されるので，それを水洗乾燥させると，一般にコシ

トラストのよい血球{設が持られる Q

まず，採血直後の新鮮血球でこの処理をしたものについてみると，綴密な微粒子構造はも

っているが，全体として収縮しているため変形した電子密度の大きな{設がみられた。通常の方

法で作った標本のように同一試料中[こ種々の!段構造のものが認められるようなことはなく，殆

んど全部の血球が同様の所見でし吋ごれも電子密度が大であった(図版1-1)

5
0

C保存のJ8;合 全I血液を 50Cに保存して大体3，5， 10週の時期の形態を観察したとこ

ろ，新鮮血でみられた鍛密な微粒子構造をもつものの数は保存期間が長くなるに従って減少し，

その代り種々の血球阪が現われるようになった。 即ち，保存3，5週のものでは，ほぽ形態の

整ったやや粗い微粒子構造をもち直径も多少大きくなっているもの(図版1-2)， 或いは多数の

小孔をもって網状にみえるもの(図版1-3)が騒々みられた。 また保存 10)ll!lのものでは治んど

大部分の血球は破壊段を示していた(図版11-針。

前報で，血球をj容血させて得た ghostをそそのまま，或いは固定したものの観察で，いず

れの場合も保存経過に従って血球誼径の平均値が減少してみられたが，このような有機溶媒を

用いたものでは逆に直窪の増大の傾向がみられることと，上記のような組1誌の構造をもつもの

が保存の初期にも現われること， 更に保存 10)l0!では殆んどが破壊段を示し形態の変化の現わ

れ方が早いことなどが呉なる。

370C保存の場合 全血液を 370Cに保存して 3，5日目の形態を観'奈したが， 50Cのもの

と同じような変化がみられた。ただ温度が高いだけに変化の現われ方が早かったことは，前報

での実験結果と同様である(図版II-5t
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2. 融，およびアルカリの影響

保存血球を酸或いはアノレカリで処理しておいてからサシプ Fジグしたものについては

(1) 酸 (pH4.0)で処理した場合

まず対照の採血直後の新鮮血球では，ほぼ形態の盤った微校子構造のものが殆んど大部分

を占めているが(図版II-6)，そのほかに同じ試料τj"に多数の小円状!こ分離融合された特徴のあ

る破壊像も僅かみられた(図版1II-7)。 このようなものは酸，アルカリ処盟をうけないもので

はみられなかった。

50C保存の場合 新鮮lUlで、は治んどすべての血球はほぼ形態、の整った微枝子縁造のもの

から成るが，その数は保存と共lこ減少し，多数の小円状に分離融合された破1創設が保存経過に

従って増加してみられた(図版111-8)。 このような形態の変化は，保存の初期では認めにくい

が保存 10週のものでは明らかであった。

370C 保存の場合 50Cのものと大体閉じような変化がみられた。即ち，保存5[lのもの

では既に50Cにみられると問機の多数の小円状に分離した破壊像が殆んど大部分を占めていた。

その上前報でも述べたように斑点様の不透過性が非常に強く，しかも血球全体のコントラスト

のよい特異な構造のものが現われることが50Cのものとやや呉なる点であった(図版III-9)。

(2) アノレカリ (pH9.0)で処理した場合

対照の採血註後の新鮮血球では，写真， 10左でみられるようなほぼ形態、の整った微粒子構

造のものが殆んど大部分を占めた。このようなものは pHを調整しない蒸潟水，或いは pH4.0

の酸液に浮波させたものと呉なって，一般に直荏が小さく辺縁がやや肥厚し中央部の微粒子構

造は組となっている。このほか同じ試料の中lこ多数の小円形に分離された破壊倣も僅かみられ

たQ このようなものは酸処理でみられた破嬢保と同じような形態であるが，分離した小円形の

大きさは， アノレカリ処理のものの方が一般に大きい点が異なる (図版IV-IO)o

50C 保存の場合 新鮮血球の殆んど大多数を占めていたほぽ形態の整った微粧子構造の

ものは，保存 3~坦になるとかなり減って，その代り多数の小円形lこ分離した破壊像が大多数を

占めるようになった(図版IV-ll)。なお前報記載の諸種の実験条件のものは勿論，酸処理のも

のでも，このように保存のかなり早期で既に変化が認められることがない。

370C 保存の場合 前報で述べた班点織の不透過性が非常に強く，しかも血球全体のコン

トラストのよい特異な構造のものが見られることのほかは 50Cのものと大体閉じような変化

がみられた。勿論，変化の現われ方は極めて早く，保存3日のものでは殆んど全部が多数の小

円形の分離融合した破l茨像として認められた。

3. 溶血させた血球を保存した場合

新鮮な血張中に溶血させたI血球，即ち ghortを浮濃させて保存したときの変化を観察した。

まず，保存を始めたばかりの新鮮なものでは，円形で均一な微粒子構造をもつもの，むら

のあるものなどが殆んど大部分を占め，多孔性のもの，破壊像などが僅かにみられた。 ζのよ

うなものは前報での襟本作製の条件，即ち，血球を蒸溜水で溶血させて引続き蒸溜水で洗i篠し
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たものと同様な所見であった。

5
0

C (こ保存した均合 前線のように保存血球を溶血させて標本にしたものと大体同じよ

うな形態の変化がみられたが，変化の現われ方が時期的にやや早いようにみえた。即ち，保存

3週のものでは形態の怒った微粒子構造のものが減少し， 図版V-12のような血球の萎縮破壊

段がやや多く，保存5i自のものでは破壊の祝の史に著しいものがかなり多くみられるように

なった。

37
0

Cに保存した合 50Cのものと大休同じような形態の変化がみられた。しかし血球

のまま 37
0

Cに保存した均合の斑点様の不透過性が非常に強く， しかも血球全体のコントラス

トのよい特異な構造のもの(J{日報記載)はこの喝合全く認められなかった。なお， 50Cのものよ

り形態の変化が早く現われたことは勿論である υ

IV. 総括，ならびに考察

さきに，医者は自然溶血の程度を基準{こしながら，光学顕微鏡と電子顕微鏡による観察を

試み，溶血度と血球11見の形態的変化との関係をしらべたが，血球の微細構造の変化については

あまりはっきりした結果は得られず，長期の保存で漸く僅かの変化が認められるにすぎなかっ

たへ そこでひきつづき電子顕微鏡的に，いろいろな角度から保存による血球の微細構造の変

化を検討してみたのである。

そもそも赤血球膜構造の主要な，構成成分は蛋白と類脂肪であるといわれておりへ 自然溶

血をおこすくらいの期間保存された血球であれば，これらの成分に何らかの変化があってもよ

い筈である。そこでこれらの変化を明らかにする為の手段として種々の処理を加え，その結果

得た標本について観察した。もちろんこのような処理を行って得られた脱橋工造の所見は，保存

による変化のそのままの姿を表わすとはいえないであろう。しかし本実験は敢えて ζのような

artifactを加えることにより， 対照の新鮮血とは異なった保存血の変化をできるだけ早期に発

見することを図様として行ったのである。

なお，一般に行われている血球の標本作製による観察では蛋白と類脂肪の区別をつけるこ

とが出来ないので， アルコーノレ・クロロホノレム・エ{テノレの混合液を用いて蛋白を回定すると

ともに類脂肪の抽出をして観察の便宜を計った。その結果，新鮮なものでは収縮して変形のあ

る厚い綴密な微枝子構造としてみられたが，保存したものではほぼ形態のよく整い底掻も大き

し新鮮なものに較べて粗い微粒子構造をもったものとか，このような膜構造に多孔性を;M1;ぴ

て網状となったものなどが屡々みられ，更に保存 10避ではパラパラになった破壊像がかなり

多く認められた。このようなものは新鮮血で全く認められないので保存による特異な変化と思

われ，血球!度成分の構成の状態に変化がおこったことを意味するものであろう。

っきf(こ，赤血球はそのメヂクムの pHによって形態的機能的に影響を受け易いことが知ら

れており仏へ'電子顕微鏡的観察では pHのかなり低いメヂクムの時には血球はグノレ化し，また

pHの高いメヂクムの時はゾノレ化すると報告されている的，7L
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筆者の予備実験で HCl，NaOHで各掲の pHの蒸溜水溶液をつくり，これに新鮮血球膜を

浮説させたものでは， pH4.0と9.0のFLfJでは微校子構造にそれぞれ僅かな差異があるが形態の

ほぼ整ったものが殆んど大部分を占めてみられ， pHのイ聞のそれより高い或いは低いものでは

血球の破壊{設がかなり多くみられることがわかったο このことから保存血球のj段構造に鴎辿し

てその性質をもしらべる Aつの方法として新鮮血球の形態を大体維持する pHの限界点，即ち

pH4.0と9.0の両極端のメヂクムを用いて保存血球与を検討ーしてみたのである。

その結果，それぞれの pHのものでは，新鮮血で短めて少ない多数の小円形!こ芳離融合i設

のある破壊{設が保存によってかなり多くみられるようになり， 特に pH9.0のものでは溶血の

少ない時期，例えば 50Cのもので3過という保存のかなり早い時期にすでに相当の変化が認め

られることが特徴であった。なお，前述のように，このような変化は保存した血球の微細構造

の本来の変化をそのまま現わしているとはいえないにしても，保存によって血球脱組成成分の

性質とか構成の状態に変化があったことを意味するものであろう。

[j日報では， j栗本作製に通常行われる方法つまり保存血球を蒸潜水で溶血させてから作る方

法を用い，その)瑛構造の変化を観察したのである。これは既に知られているように，赤血球を

観察するには，そのままでは電子密度が大きく血球!民の微細構造をしらべることができなL、か

らであった。しかし蒸溜水による洛血の機序が所謂渉透圧的な作用によるものとすれば，この

ような蒸溜水溶血によって作った標本では，その物理的な作用による変化が本来の血球の微細

構造に重なってあらわれるのではないか，或いはまたこの作用が新鮮血球と保存血球とではち

がって働くのではないかということが問題になる O

そこで実験条件を前報のものとは逆にして始めに新鮮血球を蒸溜水溶血させて得た ghost

を血技中に保存したものの形態変化をも検討してみた。即ち， i参透EE.i容血という機械的な影響

を始めに一様に与えておいてから保存することにした。 この結果， 50C保存では血球保存と

ghost保存の両者の間に質的な差は認めにくかったが， 370C保存では ghost保存に斑点、様の

不透過性が非常に強く， しかもコントラストのよい血球阪(前報記載)は全く認められなかっ

た。即ち，新鮮血球と保存血球との渉透圧溶血によって受ける響影のちがいは， 5vCのもので

は余りはっきりしないが， 370Cのものでは血球の 1部にやや差があるものと思われた。また，

時期的には血球のまま保得したものより ghost保存の方に破壊(設が早く多く現われたが，これ

は溶血操作をうけたために，保存による変化をうけ易くなったものであろう。

さて，以上の諸実験から総合的に考えると，赤血球の保存による形態的の変化は，保存10

~20 週という長期のものでは勿論であるが，溶血の少ない保存初期においても血球脱成分の構

成の状態に変化がおこるものと推察されるo しかし血球税構造の変化の本来の姿を矢[Jるには，

これではまだ不充分で更に実験方法の吟味，とくに高度の分解能の顕微鏡を用いての観察が必

要であろうと考えられる。
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v.結論

赤血球の保存ーによる形態変化をより詳しくしらべる罰的で，次のような処置を行ったもの

について観察した。

1. 赤血球膜[こ脂質溶媒を作用させて血球)jg~成分の構成の状態の変化をしらべようとした

ものでは，新鮮血でみられる鍛密な微粒子構造のものが保存によって減少し，粗槌な微粒子構

造のもの，多孔性のものなどが比較的保存の初期に現われるようになった。

2. 赤血球艇にアノレカリ (pH9.0)又は酸 (pH4.0jを作用させると， 新鮮血球ではほぼ形

態の整った微粒子構造のものが大部分を占めてみられたが，保存したものではそれぞれ多数の

小円形に分離融合した破壊像が多くみられた。とくにアノレカ日を作用させたものは保存のかな

り早い時期でも変化がみられることは特異的であった。

3. 新鮮な ghostを血築中に保存したものでは，全血のまま保存し観察の際に溶血させた

ghostに:段べて， 50Cのものでは質的な走を見っけにくかったが， 370Cのものでは斑点様の不

透過性が非常に強く，コントラストのよい血球{設が全く認められなかった点が異なっていた。

即ち，保存血と新鮮血では渉透圧j容血という機械的悶子による影替のうけ方が多少異なるので

はないかと思われた。

要するに，これらの処理をする乙とによって，通常の標本作製法では殆んど変化を認める

ことのできないくらいの保存の初期にも，多少の血球腕構造の変化のあることを認めた。

最後に，終始御懇篤な御指導を賜りました根井教授に心から御礼の言葉を申しあげます。

又，電子顕微鏡撮影[こ種々の便宜を計っていただいた北大結技研究所高橋昭一郎氏に深く感謝

の意を表します。
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R白ume

In previous paper it was reported that any noticeable change was not electron崎micro-

scopically recognized in ghost-cell specimens derived Irom the blood stored at 50C for 

three weeks， while by other methods morphological and functional destruction of cel1s 

was definitely observed under such a condition. In order to investigate the matter more 

precisely by the use of several treatments， further experiments were undertaken. 

When the sp巴cimensfor electron-・microscopicalobservation were preliminarily treated 

with lipid solvents， such as alcohol， ether and chlorofrom， or with acid (pH 4.0) and 

alkali (pH 9刈， fresh cells remaimed una妊ected，whereas the stored cel1 revealed some 

microstructural change of cell membrane or some morphological destruction of cell， which 

had not been observed in the case of no treatment. 

The ghost cells previously hemolysed with destill巴dwater and then stor・edin plasma 

were found to be more fragile than the ghost cel1s derived from the stored whole blood. 
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