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緒 言

1941年H. GrunebergはPrussian blue反 応

によつて染色され る青色顆粒を含む赤血球を見付け,

これをSiderocyteと 命名し,本 赤血球は幼若赤血

球で,こ の青色顆粒はG. Barkanの 所 謂易分離鉄

(leicht abspaltbares Bluteisen)と は関 聯 性が

ないと述べた. 1944年R. A. M.Caseは, Prussian

blue反 応は操作が煩雑であ り且つその染 色性も不安

定であるため,α-α'-dipyridy1を 用いた鉄染 色法を

考案し, 1946年貯蔵 血 液中におけるSiderocyteの

消長を観察 した結果,そ れは老朽赤血球であ り易分離

鉄が染色されたものであると結論した.一 方 教 室 乾

は,各 種条件下の赤血球内易分離鉄量の測定を行い赤

血球内血色素分解の可能性を認めているので,こ の易

分離鉄の消長とSiderocyteの 消長との間に間 聯 性

があるがどうか,主 としてSiderocyteの 生 成 機序

を明らかにするため,先 ず試験管内実験により検討を

加えた.

実験材料並 に方法

1. 非擬固血液並に赤血球生理的食塩水浮遊液の調製

人血液は同僚の健康な医師及び看護婦より供与を受

け.犬 血液は体 重10kg内 外の 成 熟 犬の夫れを用い

た.即 ち両者とも早朝空腹時に滅菌乾燥注射器を用い

て.人 血は正中静脈よ り.犬 血は股動脈より採血し,

非凝固処置血液 として放置する際には,血 色素濃度を

一定させ るために血液50ccに 対し拘櫞 酸曹達末を1g

の割に加えた.

赤血球生理的食塩水浮遊液の調製には. 10%拘 櫞酸

曹達溶液を1/10容量加えて採血し,直 ちに電気遠心し

て血漿 を除 き,更 に滅菌生理的食塩水で数 回洗滌遠心

して血清 を完全 に除去 した後,滅 菌生理的食塩水 を血

漿量だけ加えて,全 血に おけ ると同一濃度 にな るよ う

にした.

2. 実 験 器具及び試薬

採血 用の針はnickel針 を用い数回毎 に新 しい もの

と取換 え, Objektglass, Coverglass及 び 試 験管等

は.化 学器具清浄法 に従つて処置し.特 に鉄に よ る汚

染に注意 した.

試 薬は何れ も再 蒸 溜 水 を用いて調 製し, Methyl

alkohol, 14% potassium thiocyanate溶 液. 2%

塩 酸, 0.1% o-Phenanthroline溶 液, 1% scarlet

溶 液, 0.2% piclicacid溶 液, 1規 定 苛 性 曹 達 溶

液, 1-Ascorbin酸, Phenylhydrazine, Nitrobenzol

と再 蒸溜水等 であ る.

3. 染 色 方 法

Prussian blue反 応 及 びR. A. M. Caseの αα'-

dipyridyl溶 液 を使用した方 法に代 え. o-Phenan

throline溶 液 を用いた方法 を考案 した.即 ち

1. 血 液 塗抹標本 の作製

2. Methylalkohol固 定

3. 14% potassium thiocyanate溶 液 と2%塩

酸 を等量混 合

4. 上記 混合液 と0.1% o-Phenanthroline溶 液

との等量混合溶液 に約10分 間染色

本染色液は使用毎に毎回新 しく調製 した.

5. 水 洗

6. 1% scarlet溶 液 或は0.2% piclic acid液

に よ り対照染色

7. 水 洗.乾 燥

4. 算 定 方 法
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赤血 球 数に対す るSiderocyte数 を百分率で表わ

した.尚Siderocyte算 定に際し,明 瞭に青色可染

性鉄顆粒として赤血球内に認められるもののみを算定

し,放 置時間経過により或は,諸 種操作によつて生ず

る溶血に伴って赤血球外に遊出したと考えられる鉄顆

粒は,計 算の規準のない儘これを算定より除いた.

実 験 成 績

1. R. A. M. Caseの αα'-dlprldyに よる方 法

とo-Phonanthrolineに よる改良法との比較

同一犬血液について同時に作製した塗抹標本を,夫

々の染色法によつて染色し摂氏37度 に種々の時間放置

してSiderocyte数 を測定し.両 者の値を比較した.

その成績は第1図 の通 りであ る.

第1図　 拘櫞酸曹達添加に依る影響

即ちSiderocyteの 出現 率 即ち染色率では著 るし

い差異は認められなかつた.然 し前値及び放置後最高

値到達時間迄の間では,改 良法が僅かに優れているこ

とを示した.

尚改良法においてo-Phenanthroline溶 液の濃度

を1%. 0.5%. 0.1%. 0.05%と0.025%種 々変更し

て染色した所, 0.1%水 溶液が最も染色が良 好であり,

経済的な濃度でもあると考えられた.

2. 拘櫞 酸曹達添加のSiderocyteに 及ぼす影響

以下の実験において血液の非凝固処置として拘櫞酸

曹達を使用するため.そ の添加によるSiderocyteの

影響 を検 討した.同 一犬血液につい て一方はそのまま

に,他 方には犬血5ccに 対 し拘櫞 曹達末0.19を 加 え

て,摂 氏37度 に種 々の時間放置して両者の値 を比較し

た,そ の成績 は第2図 の通 りであ る.

第2図　 o-Phenanthroline法 とSiderocyte法 の

比較

即ちSiderocyteは 両者において著 明な差 異は認

められず何れも誤差範囲に止まり,添 加そのものの影

響はないと考えられる.

3. 非凝固処置血液を室温(摂 氏20度 ～25度)に 放置

した際のSidercoyte

人血を用いた際の成績は,第1表 の通 りである.

第1表　 非 疑 固 処 置 血 液

人 血 例　 室温(20～25℃)放 置

即ち前値及び放置後の値において個人差は可成り著
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じるしいが,放 置後12時間から24時間で凡て一過性に

増加した後,漸 次減少した1例 を除いて他は直ちに前

値とほぼ等しい値になつた.

犬血を用いた際の成績は,第2表 の通 りである.

第2表　 非 疑 固 処 置 血 液
犬 血 例 室温(20～25℃)放 置

即ち人血におけると同様に個体差が相当強いが,放

置後1日 から2日 で一過性に増加し最高に達した後は

1例 を除き直ちに前値に復した.即 ち人血の場合より

も前値において僅かに高い値を示し,最 高値に達する

のが約12時間程遅れるが,増 加の割合では寧ろ可成 り

強い.

4. 温度とSiderocyte

人血を用いて,摂 氏0度 と摂氏37度 に放置した場合

のSiderocyteは 第3表 の通 りである.

第3表　 温 度 に 依 る 影 響

人 血 例

即ち摂氏0度 ではSiderocyteの 最高値に達す る

時間は放置後24時 間で稍々遅れ,最 高 値 も可 成 り低

い.摂 氏37度 では,最 高値到達の時間が明らかに短縮

して放置後6時 間前後となり,最 高値も稍々高い.

犬血を用いて,摂 氏0度 と摂氏37度 に放置した場合

は第4表 の通りである.

第4表　 温 度 に 依 る 影 響

犬 血 例

即ち摂氏0度 では個体差が著じるしく最高値到達時

間では明らかな差は認められなかつたが,最 高値は可

成 り低い.摂 氏37度 では最高値に達す る時間は放置後

12時間前後で可成 り短縮されるが,最 高値は殆んど変

らなかつた.

5. 非凝固処置血液に等量の生理 的 食 塩 水を混 じ

て,摂 氏37度 に放置 した際のSlderocyte

人血についての成績は,第5表 の通 りである.

第5表　 非疑固処置血液に等量の生理的

食塩水を加えた場合

人 血 例　 37℃ 放置

即ち最高値は放置後12時 間から24時間であつた.

犬血についての成績は,第6表 の通 りである.

第6表　 非疑固処置血液に等量の生理的

食塩水を加えた場合

犬 血 例　 37℃ 放置
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即ち最高値は放置後12時 間から24時間で,増 加の割

合では生理的食塩水を混じない前実験に比し可成 り低

値であつた.

6. 赤血球の生理的食塩水浮游液を摂氏37度 に放置

した際のSlderocyte

人血の場合の成績は,第7表 の通りである.

第7表　 赤血球生理的食塩水浮遊液

人 血 例　 37℃ 放置

即ち血漿除去の過程により溶血が促進され放置後2

日目以後の溶血の甚だしいものは観察より除外した.

而も個人差が著じるしいが,最 高値は放置後5時 間の

1例 を除いて12時間から24時間で,増 加の割合は個人

差が強くて一定しない.

犬血の場合の成績は,第8表 の通りである.

第8表　 赤血球生理的食塩水浮遊液

犬 血 例　 37℃ 放置

即ち最高値は放置後24時 間前後であるが,増 加の割

合では血液単独のものと大差は認められなかつた.

7. 溶赤血球液を摂氏37度 に放置 した際の

Slderocyte

溶血がSiderocyteの 消長に如何なる影響を及ぼ

すかを検討するため,洗 滌した赤血球 を再蒸溜水で溶

解後直ちに食塩で等張液となし,摂 氏37度 に放置 して

Siderocyteを 測定した.

人血による成績は,第9表 の通 りである.

即ち1例 を除いて他は殆んど見るべき増加はなかつ

た.

第9表　 溶 赤 血 球 液

人 血 例37℃ 放置

第10表　 溶 赤 血 球 液

犬 血 例37° 放置

犬血によ る成績 は,第10表 の 通 りである.

即 ち 人血同様1例 を除いては著 じるしい変動は認め

られなかつた.尚 両者 共溶血が甚だ しくなつた後は観

察 よ り除外した.

8. Phenylhydrazlneの 影影

犬の非凝固処置,赤 血球生理 的食塩水浮游液及び溶

赤血球液5ccにPhenylhydrazineの0.01%生 理的

食塩水溶液1ccを 夫 々添 加し,摂 氏37度 に種 々の時間

放置 してSiderocyte数 を測定 した.そ の 結 果は第

3図 の通 りであ る.

即 ちSiderocyteは 非 凝固処 置血液では 急 激に増

加 して添加後30分 目に最高 とな り,後 急激に減少する

が増加の割 合 も非常 に大 であつた.溶 赤血球液では添

加後1時 間 で著 明に増加 した後急激に減 少して直ちに

前値 に復した.こ れ らに反 して赤血球浮游液 では30分

で僅か な増 加傾 向を示すのみ で殆ん ど見 るべき影響が

なかつた.

次 にPhenylhydrazine濃 度 の影響及 びPhenyl

hydrazineの 再 添 加によ る影響 を検討す ることとし,

 Phenylhydrazineを0.05%と0.1%生 理 的食塩水溶

液 となし,犬 赤血球浮游液5ccに 夫 々1ccを 添 加し摂

氏37度 に放置 した.亦Siderocyteの 一 過 性の増加
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第3図　 Phenylhydrazine添 加 に依 る影響

　37℃ 放置

第4図　 Phenylhydrazine濃 度 及重 加に

依 る影響　 37℃ 放置

第5図　 1-Ascorbin酸 添 加 に依 る影響

　37℃ 放置

第6図　 Nitrobenzol添 加に依 る影響

　37℃ 放置

後即ち,放 置後4時 間 目に更にPhenylhydrazine

溶液1ccを 再 添 加 してその後のSiderocyte数 を測

定した.そ の結果 は第4図 の通 りで あ る.

即 ちSiderocyteは 赤 血球 浮 游 液 において も,

 Phenylhydrazine濃 度 を増す と一過 性に添加後1時

間で急激に増 加して最高 を示 し,濃 度 の 増 加 と共に

Siderocyte数 も亦増加 した .併 し一過 性 の 増 加後

Phenylhydrazineを 再 添 加 し て も
,そ れ に よ る

Siderocyteの 増 加は全 く認め られなかつた.

9. 1-Ascorbln酸 の影響

先ず1-Ascorbin酸500mgを1規 定の苛性曹達2

ccに 溶 解 し, pH 7.2と し た ものを生理 的食塩水で50

ccと な し,ほ ぼ等張中性 液で溶液1cc中1誌Ascorbin

酸10mgを 含 むよ うにした.次 いで犬の非凝 固 処置

血液,赤 血球 生理 的食塩水浮游並 びに溶赤血球液5cc

に 上記1-Ascorbin酸 溶 液1ccを 夫 々加え,摂 氏37
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度 に種 々の時間放置 してSiderocyte数 を 測定 した.

そ の結 果は第5図 の通 りであ る.

即 ちPhenylhydrazineと 同様にSiderocyteは

非 凝固処置血液 では添加後30分 で最高 を示し,赤 血球

浮 游液 では認め られ る変動はなく,溶 赤血 球液 では添

加後1時 間で急激且つ一過性に増加した.

10. Nltrobenzolの 影 響

Phenylhydrazineと 同 様 血 液 毒 としてNitro

benzolの 添 加 によ る影 響 を 検 討す ることとした.

 Nitrobenzolの0.01%生 理 的食塩水1ccを 犬 の非凝

固処置血液,赤 血球浮游液及 び溶赤血球液5ccに 夫 々

添 加し,摂 氏37度 に種 々の時間放置 してSiderocyte

数 を測定した.そ の結果は第6図 の通 りであ る.

即 ち非凝固処置血 液,赤 血 球浮游液 及び溶赤血球液

三者共Siderocyteは,添 加 後30分 よ り12時 間 目迄

は前値 よ り減 少しその後 も前値を凌 駕す ることはなか

つ た.

総 括 並 に 考 按

H. Grunebergに よ り提 唱され たSiderocyteは

Prussian blueに よ り染色 されたが, R. A. M. Case

に よ り二価 鉄染色に利用 させ る αα'-dipyridylが 用

い られ,改 良法 が提 唱され,更 に著者 はo-Phenan

throlineを 用 いて更に安定 した染色法 を考按 した.

これ らの染 色法 で注 目され ることはSiderocyteと 呼

称 され る赤血 球中には塩酸によ り遊離 す る鉄含有物体

の存 す ることであ る. o-Phenanthrolineは 最 も安

定 した鉄酷 塩 を形成 す るこ とが知 られ てお り,そ のた

めか本法 では最 も安定 した成績が得 られ,而 も0.1%

 o-Phenanthroline水 溶 液が適当であつた.

扨 著者 がえた成績 と教室乾が赤血球中易分離鉄の消

長 を追及した成績と を比較してみ ると,後 者の鉄量 に

は遊 離鉄 をも含有してお り,又 測定値が鋭敏 であ るた

め もあつて必ず しも一 致 した 成 績 はえ られていない

が,そ の消長には可成 り一致 し た 成 績 がえ られてい

る.即 ち血液 に拘櫞酸 を加えた場合には人,犬 血 液い

ずれ に も影響はないが,こ れ を添加して非凝固 とした

血 液 を室温 に放置 す ると,人 血 では12～24時 間,犬 血

では1～2日 に一過性 のSiderocyteの 増 加 を認め,

乾 の易分離鉄 測定 成績で も同様の成績 をえてい る.こ

れ らの放置実験 に及ぼ す温 度の影響 も亦同様で,摂 氏

37度 で は稍 々反応 が促進 し,摂 氏0度 で は 抑 制 され

る.従 つて放 置実験中に赤血球中血色素の分解が起 り

つつ あ ることは明 らかであ る.

次 に非 疑固血液 に等量の生理的食塩水 を加え て摂氏

37度 に放置した場 合のSiderocyteの 消 長には 生理

的食塩水非添 加例 と大差が なく,犬 血では却つて増加

程度が低いが,易 分離鉄量 では却つてやや遅れて高値

を示した.こ の ことは分解が更にすすみSiderocyte

と し て染色 され る鉄 以後の ものの総和が増したのでは

ないかと思われ る.又 赤血球の生理的 食塩水浮遊液 を

調製 した場合でもSiderocyteに は 非凝固血液の場合

と大差がないが,易 分離鉄 では却つて後に最高値がえ

られ,人 血 よ り犬血 において増加がみ られた.溶 血液

ではSiderocyte及 び 易分離鉄 ともに 増加がみ られ

ていない.

次 にPhenylhydrazine 0.01%生 理 的食 塩水溶解

液 を犬の非凝 固血液 に添加 してみ ると, 30分 で最高値

に達 し,溶 血液 に加え ると1時 間で最高値 を示すが,

赤 血 球浮遊液 では30分 で僅かに増加す るのみ で著明な

変動 を示さない. Phenylhydrazine濃 度 を0.05%,

更 に0.1%と す ると,赤 血球浮 遊 液 で も 著明に増加

し, 1時 間 で最高値 に達す る.そ の際4時 間後に再び

Phenylhydrazineを 加 え ると,こ の際'の 増 加 は全

くみ られ なか つた.

又Phenylhydrazineに 代 え1-Ascorbin酸10mg

を用 いた場 合も犬 の非凝固血液では30分 で,溶 血液で

は1時 間でそれぞれ最 高値 に達 し.赤 血 球浮遊液 では

変化 がみ られ なか つた.

一 方Nitrobenzolで は 変化 をみていない.

処 でPhenylhydrazineは 溶 血毒 として,又 還元

剤 として働 くこ とが知 られ てお り,赤 血球 に作用させ

ると,溶 血は勿論,乾 によれば赤血球中の易分離鉄の

増加 を,中 土井はHeinz小 体 の増 加 を 証 明してい

る.著 者の場合では同様 にSiderocyteの 増 加 を証

明 した.又1-Ascorbin酸 は乾,中 土井 等に よれば

同様に赤血球 中に侵 入して,易 分離鉄, Heinz小 体

の増加 を 認 めてお り,著 者 のSiderocyteの 成 績 も

同様 であ る.中 土井 は試験 管内実験 により赤血球中の

血色素がR. Lemberg等 の 提唱 したHbO2-1-As

corbin酸O2反 応 系又はHb O2-Phenylhydra

zine-O2反 応 系の反応 を受けてCholeglobinを 生

成 す る過程にHeinz小 体 を生成す るもの と考えてお

り,乾 は易分離鉄の本態的な意義か ら,赤 血球中に易

分離鉄 の増加す るのは同様 な反応 過 程 が 赤血球中で

起 りCholeglobin乃 至G. BarkanのPseudo

hemoglobinを 生 じた も の と解してい る.そ うする

と著老のSiderocyteの 生 成過程 も亦 同一の 過 程に

おいて生ず るもの と云え よ う.

尚 赤血球生理的食塩水浮遊液は非凝固血液や溶液よ
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りSiderocyteの 生成 が悪 く, Phenylhydrazine

で は濃度 を増 すことに よつて,生 成が増加す るが.非

凝固血液よ り遅れ て生成 され る.そ れ は犬赤血球は生

理的食塩水浮遊液 を調製す る操 作等 によ り,溶 血 を起

し易く,従 つ て完全に調製 された浮遊液 中の赤血球は

抵抗が強 く,稀 薄なPhenylhydrazineで は溶血 乃

至赤血球膜の透過性は容易でない ものと考 え られ る.

一方非凝固血液中ではPhenylhydrazineに よ り比

較的容易に犯され る赤血球が可成 り含まれてい るもの

と推察され,そ れが比較 的容易 にSiderocyteの 生成

を促したもの と解 され る. 1-Ascorbin酸 は 健康な赤

血球膜 を透過 しない と考え られ てい るが,脆 弱な赤血

球,乃 至赤血球膜の透 過性 を予 め亢 め る操作の加え ら

れた赤血球では中土井 によれば容易 に透過す るとい う

そ うす ると1-Ascorbin酸 は 非凝 固血 液 では比較的

容易に,赤 血球浮遊液では侵入せず,溶 血球液 では少し

く遅れてSiderocyteが 生成 され るとの成績が 矛眉

なく理解され る.斯 くしてSiderocyteの 生成 には赤

血球中血色素の分解過程 とそれ を促進させ る赤血球膜

の透過性の亢進が主 として関与 す るもの と解 され る.

結 論

1. o-Phenanthrolineを 用 いたSiderocyte染

色 法の改良法 を提唱した.

2. 人 及 び犬血液 を非凝 固処置後 無菌的に室 温に放

置す ると,共 にSiderocyteは 一 過性に増加す るが,

増 加は犬血液において遅れ るが,程 度がやや多い.

3. 温 度の上昇 はSiderocyteの 増 加 を促進 し,

温 度の著じ るしい低下 は増 加を抑制す る.

4. 血 液 に生理 的食塩水 を等量加 えた場合 も,赤 血

球生理的食塩水浮遊液 を調製 した場合 も, Siderocyte

の 一過性増加は非凝固血液 の場 合と変 らなかつた.

5. 溶 赤 血球液では人,犬 血 球 共 に 見 るベきSi

derocyteの 増 加はない.

6. PhenylhydrazineはSiderocyte生 成 を促

進させるが, Siderocyteの 増 加は一過性であ る.

7. 1-Ascorbin酸 も同様Siderocyte生 成 を促進

する.

8. NitrobenzolはSiderocyteの 生成 に殆ん ど

影響はない.

9. Siderocyteの 生成には赤血球中血色素の分解

過程とそれを促進させる赤血球膜の透過性の充進が主

として関与するものと思われる.
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Conclutions

1. The author put forward the improved method of siderocyte staining method with 

o-phenanthroline.

2. Standing human and canine blood at the room temperature under the aseptic 

condition after the non-coagulating treatmeut, siderocyte increased temporarily and the 

increase delayed, but the measure was a little much.

3. The increase of siderocyte was promoted with the rise of temperature and it was 

controled with the remarkable fall of temperature.

4. The temporary increase of siderocyte on the addition of equal dosis of physiological 

saline solution into blood and on the production of erythrocyte-physiological saline floating 

solution was same to that of the non-coagulating blood.

5. The remarkable increase of siderocyte was not observed on the erythrocyte-dissolving 

solution in both of canine and human blood.

6. The formation of siderocyte was promoted with phenylhydrazine, but the increase of 

siderocyte was temporary.

7. The formation of siderocyte was also promoted with 1-ascorbic acid.

8. Nitrobenzol had no effect on the formation of siderocyte.

9. The formation of siderocyte was chiefly participated in the decomposition process of 

hemoglobin in erythrocyte and the acceleration of osmosis of the erythrocyte membrane 

promoting it.


