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（東京女医大誌第29巻第8号：頁：581－608昭和34年8月）

滑液粘度低下による関節変化の実験的研究

（附 Hyalurohidase関節内注入による変化）
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        1 緒   書

 滑液の成因に関する研究は多数あるが，滑液は

閣節内にて生成された粘性物質に！顛夜の血漿が

滲出したものが1謡ったものであるということは
Hollander i， Palma 2）， Ropes， 5」， Kl，ing 4），

Policard 5）等諸氏の認めるところである。

 粘性物質すなわちMucinはKling等のいう
ように滑膜細胞の分泌によって出来るという分泌

説（Winslow 1751：Kling 1931），と滑膜細胞

や関節軟骨の変陸によって出来るという変性説

（Freriches 1846：Tilmannsエ876：Poiicard，

1936）の2説があるが，一般には変性説が支持せ

られている。

 この滑液は非常に高い粘度を有し，Klingは病

気で死亡した屍体の正常関節よりとった滑液の相

対粘度は3．9～1490であったといい，またRopes

は5．7～1160， Hollander は51～403，．平均150

と記載している。この特有な性状は，古くは1846

年にFrerichesがMucinous Substanceによ
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るものであるといっており1；現在は』Mucinによ

るものであることは疑う余地がない。またMucin

の主成分はHyaluronic acidであることも諸学

者の認めるところである。

 この高い粘度を有する滑液の使命はHollander

によれば1関節軟骨間に”Film of synovial

fluid nを作って関節軟骨聞の運動に際し潤滑油

として働くものであるといわれ，Jonesは馬の膝

関節を切り取り滑液をなくした”Dry joint「tを

作り運動を加えtところ，関節内温度が高まり，

軟骨面の損耗が甚しかったといっている。

 滑液の今一・つの使命は，関節軟骨の栄養を司る

といはれているが，その確かな証拠はない。Poli－

cardは関節遊i離俗が関節腔に遊離した状態でも

なおかっ発育を続けていることはこの証拠である

といっているが，正常関節軟骨に対してはどの程

度の意義があろうか。

 著者は滑液の高い粘度を生体内で人為的に低下

させて潤滑油としての使命を減弱させた時に，関

節に如何なる生体反応が起るかを，動物を用いて

実験を試みた。

        ll実験方法

 動物は主として成犬を用い，ウサギも補助的に使用

 した。実験動物は循環系の疾患等，浮腫を来すような疾

患に羅っていないことを要し，とくに犬に多いFilaria

に注意した。以下とくに断り書きのない時はすべて犬

 について論ずる。

  A）関節穿1刺法

 関節穿刺はすべて膝関節を使用し，Thiopental

sodiumの静脈麻酔の下に，膝蓋骨下部で膝藍靱帯の

外側より直接関節裂隙に向って穿刺し出血させないよ

うに滑液を出来るだけ吸引した。

 穿刺用には乾熱滅菌レたヅベルクリン注射筒に％皮

下針をつけて使用し，水分は厳重に混じないようにし

たσ

 静脈麻酔に用いたThiopental Sodiumは1回目使

用量が平均0．2～0．39であり，長期間｝こわたり週2

回宛反覆施行した為，副作用とくに浮腫を来すような

障害がなかったことを確める為に表1に示すように11

例にっき肝及び腎の組織学的検索を行った。

 観察期間は1．5N3．5ヵ月で，静脈麻酔施行回数は

17～23回である。組織学的所見では，肝には全例に病

的所見はなく，腎は．3例に尿細管腔に上皮の脱落変性

したと思われる物質を認めたが，この所見も限局的で

あり，対照に作成した正常の腎標本にも見られる所見

であるためとくに病的とはいえない。

（表1）静脈麻酔反覆施行例の肝及び腎所見

番号期間民訴三無見腎所見
No． 13

No． 14

No． 15

No． 16

No． 17

No． 18

No． 41

No． 42

No． 43

3M

3M

3M

3M

3M

1・． 5M

3． 5M

3． 5M

3． 5M

22 所見なし

23

22

20

19

12

18

所見なし

所見なし

所見なし

所見なし

所見なし

所見なし

所見なし

18

18

    No、4413。5M 18

No． 45

  l

a瑚17

尿細管に円柱ら
しきものあり

所見なし

所見な し

所見な し

所見な し

所見1な し

 （表2）

．．．， O．1

  c．c．

「ff9”しな 叝梶D見なし

所見なし・

所見なし

所見なし

所見な し

1尿細管内子に
上皮の変性し

 たものあり

同 上

 B）粘度測定法

 正常滑液の粘度は極めて高く，且つ採取しうる量が

非常に少ない。成犬では表のごとく，0．1～0．2ccの

ものが最も多く，人の場合でも御巫氏6によれば，

0．1・vO．5ccである。

 この為原液のまま粘度を測定：することが困難であ

り，正確を期しがアこいから稀釈して測定することとし

た。そこで滑液を生理的食塩水で，10倍に稀釈し，

Hess民粘度計で測定した。 Hess氏粘度計を滑液に用

いる場合は吸引圧の変化により測定値が変ることを知

成犬42膝関節にて採取し得た滑液量

滑液量

例 数 3

o．1 tv o．2

   c．c．

17

O．2 tv O．3   0。3（ノ0．4  0．4戸）0。5

c．c． 1 c．c“i c．c．
12 8 1

O．5 一v

    c．c．

  1
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（図1）Hess氏粘度計の吸引圧変化

    に伴う測定値の変化

り，吸夢1圧を…40cmH，Oと定め，きらに温度も20D

Cとして測定することにした。

 図1は吸引圧変化による測定値の変化を示し，比粘

疫0．5より8．0迄の問の滑液を適当に選び，吸引圧を

一一 Q0cmより一一一100 cm H20迄変化させて測定した結

果を示したもので，比粘度1．0以下のものは吸引圧変

化により余り影響をうけないが，2．0以上のものは，

粘度が大きくなる程，測定値が大きく変化する。

 C）滑液稀釈法

 血糖用ピペットを用いて滑液を吸引し，生理的食塩

水にて10倍に稀釈する法を主として用いたが，量が

少ない時は全量を秤量瓶に入れ秤量して重蛍比にて10

倍に稀釈した。

 D）細胞数算定

 細胞数の算定には白血球用のThoma氏計算板を用

い，10倍稀釈液で数え，1 mm：iに換算した。

 E）細胞百分率

 滑液の原液を塗抹標本にして乾燥し，Methanol固

定後，Giemsa染色を行い分類した。分類は御巫氏の

法にならい，多核白血球，淋巴球，各種単核細胞の3項

目とし，とくに多核白血球の出現率に軍：点をおいた。

これは感染等の炎症のよき示標となるからである。

 F）細菌培養

 実験経過中に滑液が瀕濁した時や，細胞数及び多核

白血球の多い時には感染の疑いがもたれるので適宜培

養を行ったが，実験申は一度も陽性に出たことはなか

った。

 G）組織学的検索

 1）滑 膜

 滑膜の標本は膝関節の内側下方より膝蓋骨の内側，

三州嚢迄を細長いたんざく形（約0．5×3cm）に取

り，10％Formalin固定を行った。固定後は型のごと

く水洗，アフレコー7レによる脱水，クnロフォルムによ

る脱アルコーノレ，パラフィン包埋を行って薄切した。

標本はあくまで反対側と対称的にとり，すべての操作

を一緒に行った。

 染色法はHaematoxylin－Eosin染色， Periodic

acid－Schiff（PAS）染色7）， Toluidine－blue染色8，，

Azan染色を行った。

 2）関節軟骨

 関節軟骨の標本はWeight bearingの強い大腿骨

内穎と，Weight bearingの少い大腿骨頼．間部より，

反対側と共に厳密に対称的に，しかも軟骨表面に直角

になるように約2mmの厚さに標本を採取した。これ

は軟骨の厚さを測定する為に重要である。フォルマリ

ン固定後，アルコールによる脱脂，塩化アルミニウム

による迅速脱灰後，硫酸ナトリウムに浸した二型の如

く脱水，脱アノレコール，パラフィン包埋後薄切した。

染色法は滑膜に用いた万法と同じである。染色標本に

ついては顕微鏡下にMicrometerを用いて軟骨表層よ

り石灰化心匠の厚さを測定した。

 H）人為的粘度低下法

 著者は人為的かっ持続的に滑液粘度を低下させる方

法として次の3方法を行った。

 第1法：滑液を吸引排除せる後，Hyaluronidase（持

田製薬Spraseを使用）の1000～2000 U・V・M・を生

理的食塩水1～2cc｝こ溶解して注入する法を週2回反

複施行する。（ウサギは200U．V．M注入）

 第H法：滑液を吸引せる後，生理的食塩水3～5cc

を注入する法を週2回反覆施行する。

 第加法：滑液を吸引排除するのみの操作を週2回反

覆する。

 対照群：関節腔に針を刺入するのみで吸引しない。

これを週2回反覆する。

 この3方法を行って各法共に滑液の粘度を低下させ

ることが出来た。

 図2は3方法のおのおのにつき6～7目間隔と1～

3日間隔を行って比較してみると，H．D．例（Hyalu

ronidase注入例，以下H．D．例と記す）をのぞいて

6～7日聞隔では粘度の低下は少ないか或は変らない

が，1～3日間隔では明かに低下を来している。従っ

一583一
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（図2） 閥隔日数と相対粘度の変化

H・Q例

  食叡例くp”lli：，ltlL一（一，1．

 ノ e．フ 4 「 ♂ ク 9 ヲ 〃 〃週
（維軸1・確轟糠・tS対fEit E trt，＄bRに画た値）

（図3）人為的粘度低下法の3方法による各実例

てma 2回宛繰返すことにより，低い粘度の状態に保つ

ことが判明し，すべて本法を採用した。

 また生理的食塩水注入後の吸収速度を知るために，

番号［前

 関節穿刺を行い滑液量：と10倍稀釈の相対粘度をみた

 後，生理的食塩水5～6ccを注入し，3時簡，6時

 間，24時間，48時間の後に再び穿刺を行い，採取し得

 た滑液量をしらべて，吸収の速度を推定した。表3に

示すごとく注入しt食塩水は6時間から48時間の間

 に吸収されてしまう故，一時的には関節水踵による低

粘度を示すが，吸収された後もなお低い値を示してい

 るから，食塩水混入による粘度低下と考えられる期間

 は少ない。

       皿 実験結果

 A）正常所見
 犬の膝関節について，主常の場合の滑液量や細

胞数及び百分率，粘度，滑膜や関節軟骨の組織所

見等に関する記載もあるが，一定しないので，後

の病的所見との比較を正確ならしめるため，著者

自身による正常値を検索した。

 ユ） 採取し得た滑液量

 表2に示すごとく，成犬の正常膝関節の42関節

から採取し得た量は最：低0．05cc，最：高0．5ccで，

0．1～0．3ccが29関節で最：も多く68％を占めて

いる。

 2） 10倍稀釈液の相対粘度

 滑液は稀釈により指数曲線を描いて急速に粘度

の低下を来し，その対数は直線をなすといわれて

いる。（五百木9）は必ずしも直線をなさないとい

う。）故に稀釈した場合の相対粘度は，原液では大

きな差があっても，稀釈する程差が小さくなって

くるため，粘度測定や稀釈に厳密に行う必要がφ

るσ

（表3）生理的食塩水注入後の滑液採取量

  3時間後  6時間後、 24時間後  48時閥後

1

2

3

4

5’

6

7

O．24 c．c． （2．05）

O，20 c．c． （2．15）

1．20 c．c．

3． 00 c．c．

（1．20）

（1． 30）

O．10 c．c．

O．10 c．c．

（2． 65）

（3． 00）

O．15 c．c．

O．80 c．c．

（1． 40）．

（1． 65）

O． 35 c．c． （2． 00）

O，15 c．c． （2．00）

O．60 c．c． （1，45）

1．60 c．c． （1．42）

O．50 c．c． （2．50） O．30 c．c． （2．08）

数掌qc．は食塩水注入後，所定時聞ftec吸引出来た滑液量

（  ．）内は 10倍稀釈液の相対末占壌：

一 584 一
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（表4）犬の膝関節滑液正常値

採取出ﾔ蝋膣鑓韻 ・面
          右平均 2．35・tO．2110倍稀釈液
の相対粘度

細 胞 数

細胞百分比

12頭
左平均 2．33±0．22

13関節 平均760／mm・9

16関節’

1

多核白血球』0％

淋巴球33％
喰：食 細 胞
       67 ％滑 膜 細 胞

 人の膝関節滑液の相対粘度（10倍稀釈）

正 常5関節平均2， 61」・0．31

病 的9関節平均1．45．［一〇．21

（表5）成犬の正常膝関節滑液の10倍稀釈液粘度

で最小2．20，：最大3。00℃ある。

 また病的膝関節液9例にっき，その10倍稀釈

液の相対粘度を測定したのが表7であり，平均

1．45±0．21，1最小1、25，最大1． 85で，すべて

2．00以下にあり，正常と病的との間にはt＝7．45

にて有意の差を認め，10倍稀釈液の測定値のま

までも正常か病的かの区別は明かで，その限界は

2．00である。故にあえて元の値に換算する必要

はない。

 3） 滑液内細胞数

 細胞は成犬の正常関節13にっき測定した平均

が760±500／mm・aであった。山形氏1のによれ

ば犬の平均が960／Mm 3で，人0）平均が63／mm’1

であるf，

 4）細胞百分比

 犬の正常膝関節16の平均は表8のごとくで，

多核白血球はたった1例に2％みられたのみであ

り，淋巴球は平均32．8％，その他の各種単核細

胞は平均67．0％である。多核白．血球は八の場合

L香号
 No． 1 1 2．46 （O． 3）

 No． 2 1 2．56 （O． 1）

・No． r， 」 9一．25 （O．15）

 No． 7 1 2．50 （O． 5）

 No． 9 ［ 2．30 （O． 2）

 No． 14 1 2．70 （O． 1）

 No． 15 1 2．05 （O． 2）

 No． 16 1 2．10 （O． ’2）

 No． 17 ［ 2．20 （O． 2）
     I

No． 18 1 2．50 （O． 3）

 No． 41 1 2．10 （O． 1）
No． 42 ［ 2． 45 （O． 15）

     1

雨漏・動右麟節圃
2．40 （O． 3）

2．52 （O． 1）

2．25 （O． 3）

2． 5 tt （O． 1）

2． 40 （O． 35）

2．65 （O． 1）

2．00 （O． 2）

2．00 （O． 2）

2．15 （O． 1）

2．50 （O． 1）

2．05 （O． 1）

2．35 （O． 1）

（表6）人の正常滑液の倍稀釈による相対粘度

．剛部位棚糠品川来罎
1

2

3

4

5

左膝関節

右膝関節

 ヴ

 fl

左膝関節

3． 00

2． sDr

2． 20

2． 50

2． 80

O．1 c．c．

O．1

0．2

0．2

1．0

相対粘度2．20～3．00，平均2．・61t’0．31

（表7） 人の病的滑液の10倍稀釈による相対粘度

！1

 成犬の正常膝関節滑液の10倍稀釈液の相対粘

度は表5に示すぐとく，12頭24関節行って，左

平均2．35 ± o． 21，右平均2．33±o．22で左右

の間には有意の差を認めない。左右合せては最小

2． 00，最大2．70ですべて正常値は2．0以上であ

る。

 人の正常膝関節滑液の10倍稀釈液の相対粘度

は表6にみるごとく，5関節の平均2．．61±0．31

症処世些

   膝関節

病  名 相対粘度

1

2

3

4

5

6

7

8

9

ヴ

tl

グ

rl

f／

r／

fl

t／

外傷性関節水腫

   t／

変形性関節症

   tl

リウマチ性関節炎

   lt

t／

   1／

結核性関節炎

1． 32

1． 40

1． 35

1． 50

1． 85

1． 25

1． 40

1． 75

1． 27

相対垢占度 1．25 ・’y ］L．．85， 平均 1．45 ± 0．21
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症例

（表8）犬の正常膝関節滑液中の細胞数

   および百分率

細無数藷鎌紀球叢核講

1

2

3

700／tnm”

300

560

4i 330
51 1300
 1

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

1100

1500

1200

100

600

600

1500

100

2e％

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

470．．／

20

18

58

34

74

16

20

56

33

20

20

26

30

28

25

51 910

80

82

40

66

26

84

80

44

68

80

80

74

70

72

75

平均 760±500 O．1 32．8±17．1 67．0±17．4

には6％前後であるといわれているが，犬の場合

は出現することが極めて稀であった。

 急性の関節内感染のある場合に多核白血球の増

加することは重要なことであり，滝口氏18は急性

疾患には中性好白血球増加があり，慢性のものに

は淋巴球増加を示すといい，Gannarユ9は多核白

血球の少ない場合は慢性の機械的刺激や，原因の

ないArthrosis deformans等であり∫高度の多

核白血球増加は出血や外傷による組織の崩解産物

であるaseptischer Zerfallsproduktや，細菌感

染によるToxinの刺激であるといい，中等度
（40～70％）の増1加は結核に多いといっており，

Cytologische Bildは病気の経過の強さをみるの

に価値があるといっている。

 5） 正常滑膜所見

 正常滑膜は成犬及びウサギも人と同じで，同一

関節でも場所によって構造が異る。すなわち滑膜

下組織が何であるかによるのであって，滑膜下組

織は大別して結合組織筋組織，脂肪組織の3っで

ある。これによって滑膜も結合織性滑膜（写真1，

2），筋性滑膜（写真3），脂肪性滑膜（写真4，5），

の3型とその移行型にわけられる。これらの滑膜

下組織冷掩って滑膜細胞が1～2層に並び滑膜を

構成しているのであるが，滑膜はEpithelの性質

をもたないため，滑膜細胞の並び方も不規則で細

胞間隙も広くはっきりしている。

 滑膜細胞も円形のものと扁平のものに大別出

来，結合織性の部に扁平の細胞が多い。

 滑膜被覆細胞（Deckzellen， Synovial lining

Ce11）に関してはPolicardはFibroblasten、と

Histocytenの2種：に分け，朴氏11） 12）は扁平細

胞型と上皮様細胞型に，渡辺氏15）ユ4）15）は大なる

扁平細胞と円形細胞とに，家森16），山形氏も同様

2っの型に分類している。この被覆細胞は上皮様

の働きはなく，喰四丁が強い。この三食作用に関

しては山形，伊野ユ7、，津田20）の諸氏の外多数の

研究がある。滑膜下層はPolicardもいう様に病

的変化のとくに起りやすい場所であり，著者もと

くに注意した。

 6）正常関節軟骨所見

 犬ならびにウサギの大腿骨顯及び頼間の軟骨に

づき正常所見をみた。軟骨は4層を区別すること

が出来る（写真6，7，8）。表層は軟骨膜を有せず，

細胞は極度に扁平で表面に平行であり，次の移行

     （表9）H．D．群実験例

［動

［物

i一

番

号

f
！成

ヨ犬

l No． 4

No． 6

No． 2

No． 9

No． 5

No． 18

No． 43

No． 44

No． 10

No． 11

期

間 1 回

一 注

 査
 、…巨

IW
IW
3W
3W

1．5M
1．5 M

3．5M
3．5M
 IM
 IM

 i No． 32 1

ウINo．331

サ No・34 i

     “ ！ No． 35 ’

．・

@i
F lf．｛o・ 99 i

 No． 37 ’

IM
IM
2M
2 M－

3M
3M

200e v．u．M．

rl

t／

r／

t／

rl

グ

t1

200 V．U．M． i

皿一！｛

注喜

入数

2回
 tf

6回
7回
14回

12回
18回
 tt

7回
 I1

200 V．U．M． 1

］1

t／

tl

t／

t1

10回
 ヴ

17回
 グ

21回
目ヴ

全例左膝関節使用
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層は細胞が丸く大きく不規則に並び固有層は最：も

厚く細胞も大きく表面に直角に並び石灰化層に移

行している。これらの各層はPAS陽性度が異る

為にPAS染！色により一．・ma明瞭に区別することが

出来る（写真9）。

 B）各群の実験例

 Hyaluronidase注入群（以下H．D．群と略す）

は表9に示すごとく成犬では期間1週間注入2回

より，最高3．5ケ月迄の計10例であり，全例に

つき実験期間中は滑液量，相対粘度（10倍稀釈

液），細胞数細胞百分率，細菌培養を検査した。

表12がその検査成績である。

 またウサギにては同様にHyaluronidase週2

回の注入を反覆し，1カ月，2カ月，3カ月の各

々2例づっ計6例を行った。

 なお反対側は生理的食塩水を同時に注入し，生

理的食塩水の関節に及ぼす影響をみると共にH．

D．群の対照をも兼ねた。

 生理的食塩水注入群（以下食塩水群と略す）は

表10に示すごとく，成犬では観察期聞ユカ月よ

り3．5カ月迄の5例にっきH．D．群と同様の検査

を全経過を通じて施行した。その成績は表13に

示した。

   （表10）食塩水群実験例
「覇「翻一差「．τ隻．1．．函一一

吻蕩1「釧圓鍛 外数
成

1犬

No． 71 1 M

No． 81 1 M

No． 13 1 3 M

No． 14 ［ 3 M

No． 4513．5M

6．0 c．c．

 r1

3．0 c，c．

 t／

 tl

ウ

サ

ギ

認
器：：lll

lN6． ，， ］i

i No． 36 1

1蜘

；盤［

1盤「

1．0 c．c．

 ll

 ll

 Il

 r／

 t／

1 10回

  9回
i  22回
  23回

調

ゆ

  21回
i   ”

例で全経過を通じてH．D．群とi司じ検査を行い，

その成績は表に示した。

動
r

l物

く表11）吸引群実験例

1成

犬

r

l

111一

番

号

No． 4

No． 6

No． 2

No． 9

No． 10

No． 11

No． 7

No． 8

No． 5

No． 15

No． 16

No． 17

No． ／11

No． 42

期

閥

 IW
 IW
 3W
 3W
 IM
 IM
 IM
 IM
1．5M
 3M
 3M
 3M
3．5M

3．5M

吸 回

引 数

  No．32～36は右膝関節使用

  No．7，8，13，ユ4， 45は左膝関節使用

 まk．前述のごとくウサギについても，吸引を行

わずに単に生理的食塩水注入を週2回反覆し，1

カ月，2カ月，3カ月，各2例智計6例を行った。

．吸引反覆施行群（以下吸引群と略す）は表11

に示すごとく最低1週より最高3．5ケ月に至る14

2回
 t1

6回
7回

 ll

 i1

10回

9回
14回
22回
20回
19回
18回
 tl

’”一’L

  L

  一1

右膝関節
  tl

  I／

  ／／

  グ

  tl

  ／1

  ／1

  グ

左膝関節
  tl

  グ

  ヴ

  グ

 対照群としては5例にっき関節に針を刺入する

のみの法を反覆施行した。勧察皆皆は1週間1

例，1カ月2例，2カ月以上2例である。

 C）各群の滑液量の変化及び臨床所見

 各群の実験成績表の中より長期観察例で検査回

数の多く出来た例を各々3例宛選び，滑液量の変

化を図示したものが図4である。

 H．D．群は於ては一一一時的に，著明な滑液：量：の増

加をみ関節水腫を起したことがわかる。．

 しかし食塩水群と吸引群には一・部の例外を除い

ては滑液量の増加はみられない。

 また液の性状はH．D．群の全例に実験経過中に

軽度の混濁をみたが，食塩水群及び吸引群には全

く肉眼的には変化がみられなかった．oただ吸引に

際し粘度が低下しているため，強い陰圧を要せず

にかるく吸引出来るようになった。臨床的には3

群共に全く変化なく，とくに破行に注意したが，

蜘でを認めた例はなかった。

 D）各群の粘度変化

 各群より検査回数の多く出来た例を各，3～4

々例選び，各週の10倍稀釈の相対粘度の対数を求

め，実験前の10倍稀釈の相対粘度の対数で除した

値を縦軸にとって図示したものが，図5である。

各群共に実験前の相対粘度より低い状態に維持す

る事が出来た。
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（表12）H．D．群成績

蕃1、週
 号

No．

No． 6

No． 2

No． 9

 Vis
4

 Vo！

 Vis
 Vol

 Vis i 2． 56

 Vol 1 O， 1

 Vis
 Vol

No． 5
Vis

Vol

前・

2． 61

0． 2

2． 10

1  2

No． 18

No． 43
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e． 15

2． 30

0． 2 e． 7

 Str

（Vis＝10倍稀釈液の相対粘度   P：多核白血球％Vol：採取出来た滑液量     L：淋 巴 球％Z：細胞数／mm3 Str：塗抹 M；単核細胞％）

3 4 56 7 8 9二1⑪11ユ2】．3

   2． 17

   0． 5

 L75 一 1．45

    一 O． 5
Rt．r，，（一） ？t．r，，（一）
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P
L

M
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Vol

Z

P
L

M
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0． 15 O． 1 O． 15 O． 2

2． 50 2． 18 L73 1． 63

0． 3 O． 35 O． 45 O． 6

1350 490Q 一 6000
0  2  7  6

18 23 33 34
82 75 60 60
       stt
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Z

P
L

M

iZIXI’i，（一）
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0． 1 O． 1

100 一
 〇  4

26 18
74 78

1． 70 L35

0． 1 O． 6

  24000

 4   5

38 34
58 61
 Str

kLu’it（’）

LO

17

28

55

1． 55

0． 35

6700

6

48

46

一 1． 20

一 O． 55

   3

  43
  54

2．00 1．90 1．80 1．70

0． 4 O． 15 O． 13 O． 2

     一 15200
 0  1  2  2

30 36 8 60
70 63 90 38

    賠1t（一）

一 1． 90

0． 5 D．15

 粘度の低下はH．D．群が最も顕著であり，食塩

水群及び吸引群の間には差はない。

 H．．D．群は前述のごとく関節水腫を起している

ために，単純な粘度低下ではなく，関飾水腫によ

る粘度低下をも加味していると考えた方がよい

が，他の2群はほぼ純粋の粘度低下と考えられ
る。

2

60

38

一 一 1． 64 1． 75

0． 1 O． 02 O． 05 O． 05

     3900 一
   4   4   6

   43 46 50
   53 50 44

0

45

55

1． 95

0． 25

16

27

57

鷺lt（一）

一 2． O

  O． 05

0  4

38 47
62 49

1． 55 L75 L 60 1． 75 2． 00

g，・gg ：，・gz o，is，g 2g，： ？，’，Z 1

 6 10 4  4  2
46 58 22 50 58
48 32 74 46 40

 E）各群の滑液内細胞の変化

 図6は細胞百分率の経過をみるために，No．18

H．D．例， No．14食旧例， No．17吸引例の各々

にっき百分率の経過を図示し．たものであり，一群

共各々．の例がこの代表例に準じた変化をみせてい

る。すなわち甘．D．群においては多核白」血球の軽

度増加をみたが10．’％をζえることは少なく，実
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（表 13）  食   塩    フk   群    月父    蓬責

．．・
@一一

幣皇＼
週

No． 7

No． 8

No． 13

Vis

Vol
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Vol

Vis

Vol
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P
L

M

前   1 2   3   4   5   6 7 8 9 10 11 12
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験経過中感染のなかったことを意味する。また

H．D．群のみに比較的淋巴球増多症を来してお

り，慢性炎症の所見を示している。食塩水群及び

吸引群では細胞百分率は正常の比率を示してお

り，多核白血球も出現しない場合が多く，出現し

ても5％以下のことが多・かった。

 細胞数の変化では，H、D．群に明かな増加をみ

たが，10000／mm？・を超えることは稀であり，ま

た食塩水群でも軽度増’加を示したが6000／Mm 3

をこえることは少なかった。吸引群の細胞数も食

塩水群の増加よりさらに少なく3000／mm3以下

の揚合が多く正常値を示す揚合が少なくなかった

がr］No．16にては一時的に10000／Mm3をこえ

たことがあった。

 Ropesは関節炎を分類して表15のごとく，

Group Iと Group Hとにしており， Group I．

では細胞数が3000／mm3以下で， Polymorph－

nuclear Ce11の絶対数が500／mm3以下であ

り，GrOup I］1ではそれ以上であるという。人乏

犬とでは正常値が少し異るため実験結果を直ちに

当てはめることは無理であるが…応目標とした。

H．D．群ではGroup Iの変化にほぼ一・一致し，食

塩水群と吸引群では正常か，軽いGrOup Iの変

化に相当する所見といえる。

 F）各回の滑膜の組織学・的所見

 1）H．D．群（表16，17）

 2週間でHyaluronidase 2000 V．U．M．2回

注入の2例においてすでに滑膜の被覆細胞の軽度

増殖があり，滑膜下層に浮腫を認め，一例には軽

度の円形細胞，主としてPlasma細胞及び淋巴球

の浸潤を認めている。（写真10）3週間観察せる

2例には，被覆細胞の強い増殖と滑膜の肥厚があ

り，絨毛は著明に増’回し，滑膜下層は浮腫状で，

限局性または禰蔓性の細胞浸潤が強く，細胞は主

としてPIasma細胞，淋巴球であり，白血球とく

に多核白血球は非常に少ない（写真11）。これは

感染性の炎症ではないことを意味する。また限＝局

性の細胞浸潤はperivascularで小結節状を呈
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（表14）  吸    夢1 群
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（図5）各群の相対粘度の変化（10倍稀釈液による）

していた。1カ月以上観察の全6例にも全く同様

で，滑膜細胞増殖，絨毛増加，滑膜下層の細胞浸

潤がさらに高度にみられた。（写真12，13）

 滑膜下層の細胞浸潤は粗性結合織性滑膜や脂肪

性滑膜にとくに強くみられた。

 ウサギ6頭による実験も，成犬におけると全く

同様な変化がみられたが，やや程度が軽かった。

これはHyaluronidaseの濃度が1cc中に1／10

の200V． U． M．のであること，家兎は運動が激

しくないことのためであろう。樹実験期間による

差はみられず，1ヵ月以上3カ月迄ほぼ同じ所見

である。（写真14，15，16，17）

 2） 食塩水群（表18，19）

 成犬及びウサギ共に1カ月以上の長期観察例で
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  （表15） （ROPESの関節炎分類）
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あり，1カ月～3．5ヵ月の間では，組織学的所見

に差はみられない。

 成犬の5例全例に滑膜被覆細胞増殖，滑膜肥

厚，絨毛の軽度増加をみたが，H．D．群に比べる

とはるかに軽い変化であり，滑膜下層は粗で浮腫

状を呈し，時に軽度の円形細胞浸潤がみられtが

（No．7，8，14；写真18），全く細胞浸潤のない例

もあった（No．13，45：写真、19）。

 ウサギにわいても6例全例に滑膜細胞の増殖が

あり，成犬の場合と全く同じ組織所見を示してお

り，半数に滑膜下層の細胞浸潤をみている。白血

球浸潤はみられない（写真20，21）。

 3）吸引群（表20）

 観察期間1週間の2例は極めて軽い滑膜細胞の

増加をみたが殆んど正常に近い所見であった。

 3週間～1．5カ月の7例には滑膜細胞の軽度増

（表17）組織学的所見（H．D．注入例）（ウサギ）
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（表18） 組織学的所見（生理的食塩水注入例）
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（表19）組織学的所見（食塩水群（（ウサギ）
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近い所見であった。

 G）各群の関節軟骨所見

 関節軟骨の状態をみるために前述のごとく反対

側と共に厳密に対称的にとった軟骨の組織標本に

つき顕微鏡一．ドにMicrometerを用いて大腿骨顯

の関節軟骨と，大腿骨穎間部の関節軟骨の両者を

測定した。測定は各部共に反対側と対称的に3ケ

所測定した。軟骨表層より石灰化線迄の厚さを測

定したが，H．E．染色の標本では識別が困難なた

めに前述の理由により圭としてPAS染色標本を

用いた。

 1）H．D．群ではユカ月以上観察の5例にっき

大腿骨顯の軟骨を測定したものが表21で，対照

側との差値にっき有意差の検定を行った。
（表20） 組織学的所見（吸引反覆例）
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 （表21）関節軟骨の厚さ（大腿骨二一H．D．倒）

                 単位mm
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加と滑膜肥厚の外はとくに著変なく，滑膜下層の

細胞浸潤は全くみられない。（写真22，23，24，25）

 3カ月～3．5カ月の長期観察例5例ではやや著

明な滑膜組胞増殖，肥厚，絨毛増加があり，2例

（No．15，42）には限局性の細胞浸潤もみられた。

（写真25）

 一般に吸引群の滑膜変化は軽い反応性の滑膜細

胞増殖ということができる。

 4）救照群

 1週間1例，1カ月2例，2カ月以上2例の計

5例であり，2カ月以上の2例に非常に軽い滑膜

細胞増加をみたが（写真26，27），総じて正常に
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 また1カ月以上観察の6例につき，穎間部の軟

骨を測定したものが表22である。

 大腿骨穎（写真28，29）では t＝6．30で5％

の危険率（以下すべて5％危険率を用いた）にて

有意の差をもつて実験側の軟骨の卍巴化を認めた

が，穎聞部軟骨ではt＝2．04で有意の差を認め

なかった。

2）食塩水群においても1カ月以上の長期観察

例5例につき，大腿骨穎と顯聞部の軟骨を測定し

た。表23にみるごとく対照側との差はt＝2．58

一一 598 一一
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（表22） 関節軟骨の厚さ（穎両部一H．D．例） （表24）関飾軟骨の厚さ（顎間部一食三三例）
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（表23）関節軟骨の厚さ（大腿骨願一食塩水例）
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であり，有意の差をもって大腿骨穎の軟骨の罪薄

化があり（写：真30，31），穎間部軟骨では表24に

みられるごとく，t＝1．16にて有意の差はみら

れない。

 3）吸引群では3カ月以上の長期観察例5例に

っき，大腿骨穎と顯間部の軟骨を測定した。

 JN 25に示すご“とく大腿骨顯軟骨はt＝3．50に

て実験側の軟骨葬薄化がみられるが，（写真32，

33）顯間部軟骨はt＝0．91にて風面化がみられな

し、 （表26）。

 （表25）関節軟骨の厚さ（大腿骨二一吸引例）
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0． 44

0． 36

0． 32

O． 45

0． 41

0． 40

O． 02

0． 08

0． 02

 o
O． 08

0． 10

O． 04

0． Ol

O． 08

No． 42

O， 67

0． 78

0． 73

o．s5’ ’i iJ5J，

0． s4 1 o． 26

0． 80 ［ O． 16

  ：
O． 58

0． 64

0． 60

O． 09

0． 14

0． 13

O． 04

O． 06

O． 04

0． 16

O． 12
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  （表26）関節軟骨の厚さ（穎間部一吸引例）

幡 号瞳側実験球差陣均

1一一一…

No． 15

No．

No． 17

O． 45

e． 42

0． 40

O． 46

0． 36

0． 36

一〇． Ol

 O． 06

 0． 04

No． 41

No． 42

    O． 54 1 O． 54 1 0

16 i O． 41 1 O． 40 1 O． Ol

    O． 44 1 O． 40 1 O． 04

   0． 2s ［ o． 26 F－o． ol

   O． 24 1 O． 25 i－O． Ol

   o． 2s 1 o． 2s 1 o

  l o． st 1 o． 4e i o． ii

   O． 40 1 O． 44 1 一一〇． 04

   0． 42 1 O． 40 ［ O． 02

  i O． 51 1 O． 55 1－O． 04

  1 o． 43 1 o． 43 ］ o

   O． 46 1 O． 49 」一〇． 03

O． 03

O． 02

O． Ol

O． 03

一〇． 02

 4）対照群では表27に示す2例は，実験側に

針を刺入するのみの操作を1カ月続け，反対側を

無処置で対照としたもので，軟骨の差は殆んどな

く，また表28に示す2例は，一側吸引反覆で，

反対側は針を刺すのみの反覆を3．5ヵ月問行い比

較してみたものであり，明かに吸引反覆側の顯都

軟骨の非薄化を認めた。

 番
（一一一：一，’・・一一

d

〔表27）対照例の関節軟骨

No． Jrl

号1部位対照側
 コ                       コ

 頗部10．74
1願間部

…実験側1差

 O． 70 1 O． 04

O． 80 1 O． 90 1 一一〇． 10

f
i              果貢  吝に  』0．34

］／ No． Jr2

       穎間部           O． 441

O． 35 1 一〇． Ol

O． 42 1 O． 02

（表28）関節軟骨の厚さ（穿刺と吸引の比較）

番 号

No． 41

No． 42

部位密刻一二

三部
顯間部

O． 98

O． 44

O． 92

O． 41

差

顎 部

穎間部、

O． 73

O． 47

O．16

O． 03

O． 61 1 O． 12

o． 4g 1 一〇． 02

 なお各群共軟骨の菲薄化は固有層に著明であっ

た。組織化学的検索では各群共に，一定した知見

は得られなかった。

 なお，3群共に菲薄化の著明な関節軟骨は，肉

眼的にも対照側と比べて赤味を帯びた色調が強

く，これは軟骨が薄いために軟骨下の海綿質の血

液の色が対照側よりよく透過してみえるためであ

る。

      IV 総括ならびに老按

 A）滑液粘度について

 滑液粘度は正常においては，Mucinの多量の含

有により極めて高く，その測定は稀釈しなければ

困難である。この測定法について著者は前述のご

とく，Hess氏粘度計を用い滑液をユ0倍に稀釈し

吸引二一40cmH，O，20〔℃と条件を定めて測定

した。吸引三一50cmと定めたのは一40 cm以下

は吸引圧の変動で大きく測定値が変るためであ

り，一50cmを避けた0）は，第31画日本整形外

科学会において，本学の森崎等21）が報告せるごと

く，50cm圧力附近で粘度に大きな変化を来すと

いう見解からである。この測定方法で人関節液を

測定した結果，相対粘度2．0を境として正常と病

的との値が分れることを知った。すなわち，10倍

稀釈液の相対粘度で正常か病的かの区別が出来，

あえて元の値に換算する必要性を認めないのであ

る。

 犬についての実験によれば，正常膝関節液の左

右差はなく，10倍稀釈液の相対粘度は，人におい

ては正常が平均2，61で，犬の正常は2． 34であ

る。

 さてこの高い粘度を有する滑液の使命である

が，Hollanderによれば機械に例えれば潤滑油の

働きであるといい，Poljcardは関節軟骨を栄養

するというが，著者は物理的な働きとしての関飾

軟骨間の緩衝作用を，粘度を言為的に低下し続け

ることによって減弱させた場合にどのような関節

変化を来すかを，前記の実験により試みたのであ

る。

 死体についての実験は冒頭に述べたごとくJon・

esにより実験され， Hollanderによって紹介さ

れている。しかし著者の実験は生体反応であると

ころに意義があるものと考える。

 本実験により滑液は2～3日の間隔で吸引し続

ければ粘度が順次低下し，正常より低い粘度を続

一’ 595 一一
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けるこ・とを知っだ。これは関節が滑液を失えば，

血液の滲出により2～3日後迄には補給される

が，粘性物質（Mucin）はそれ程早くは補給され

ないためと推測される。依って滑液の起源に関す

るKling分泌説よりもむしろPolicard等の変

性説に一致する所見と老えられる。

 また，同じ目的で吸引後に生理的食牛水少量を

注入すれば”Filrn of synovial fluid”は・粘性

を有しない生理的食塩水のFilmと置きかえられ

るわけであり，さらに積極的に粘度を低下させる

H：yaluronidaseを注入しても粘度低下現象を示

す6・

 これらの操作を3群に分けて週2回宛長期間反

覆して続行したのである。粘度の低下はすでに述

べたごとくH．D．群に最も顕著であった。ただし

Hya1uronidase注入による変化には単なる粘度

低下のみならず薬剤自身の刺激による変化もある

程度存することが考えられる。それ故にH．D．群

を除いては純粋の粘度低下による変化と考えてよ

い。

 B）粘度低下による滑膜変化について

 滑膜については，滑膜細胞の状態と滑膜下層の

変化に留意して観察した。H．D．群（Hyaluroni－

dase注入例）にはとくに著明な変化が認められ

た。Hyaluronidase 1回目注入では大した変化

がなかったが，2回以上反覆注入した場合，とく

に3週間以上続行した全例に高度の滑膜細胞の増

殖をみ大半が円形の核を有する細胞であった。

 絨毛の増殖も極めて高度で，滑膜は肉眼的にも

すでに薄い褐色を呈したビロード状をしていた。

滑膜下層にも強い細胞浸潤がみられ，多くのもの

は礪蔓性で，一部にはperivascularの小結飾を

作った限局性の浸潤があった。この細胞浸潤の細

胞は殆んどがPlasma細胞と淋巴球であり，白

血球は少なく，とくに分葉核白血球は少なかっ

に。すなわち朗かに慢性炎症の所見を示した。

 このHyaluronidase注入例の変化は一応感染

によるものではないかとの懸念をいだかせるが細

胞浸潤に白血球が極めて少ないことや・軽過観察

申，滑液に細胞増加の程度が軽く，分葉核白血球

の出現率が1G％以下のことが多く，適時行った

細菌の培養でもすべて陰性であったことより感染

による変化は否定することが出来る。また犬が不

潔であるという考えから成熟家兎6頭にっき1カ

月～3カ月間H：yaluronidase注入（週2回） を

行ってみた結果もほぼ同じ所見を得ることができ

た。

 次に生理的食押水注入例であるが，Hyaluro－

nidase注入例より遙かに軽い変化であるが，や

はり滑膜細胞の増殖をみており，滑膜下層には浮

腫の外は細胞浸潤は一部の例外を除いて見られな

かった。すなわち炎症とはいえず滑膜の反応性増

殖というべき所見である。

 この食塩水群は，粘度を低下させる目的の他に

Hyaluronidase群の対照群としての意i義があり，

H．D．群の変化から食塩水群の変化を引いた変化

はHyaluronidaseの直接的な影響と考えるべき

である。

 吸引群の変化は食塩水群と大差なく，軽度の滑

膜被覆細胞増殖を認め，滑膜下層は浮腫の外は細

胞浸潤は稀にしかみられなかった。

 吸引群は粘度低下の目的の外に食塩水群の対照

群としての意義があり，この両群の間には滑膜変

化に大差なくさらに対照群（針を刺すのみの例）

には変化がみられなかったため，食塩水群と吸引

群の2群がより純粋の粘度低下による変化である

と考えることが出来る。

 C）粘度低下による関節軟骨の変化

 関節軟骨の変化をみるために最も負荷及び摩擦

の多いと思われる大腿骨穎と，少ないと思われる

顯間部の関節軟骨を選んで軟骨の厚さを測定し

た。その結果，大腿骨穎の関節軟骨においては

H．D．・群，食塩水群，吸引群の3群共に有意の差

をもって実’験側の菲薄化が認められたが，穎間部

の関節軟骨には3群共に有意の差がみられず，軟

骨菲薄化は証明出来なかった。大腿骨穎の菲薄化

の程度はH．D．群が最も顕著であった。

 関節軟骨の菲薄化が負荷や摩擦の強い大腿骨穎

に著明にみられ，負荷や摩擦の少ない穎間部の軟

骨にはみられないということは，菲薄化の原因が

栄養障害だけではなく，むしろ滑液の粘度が減少

したために関節運動時に抵抗が増大したため（わ消

耗現象と老えることが出来る。、

 D）Hyaluronidase関節腔注入に関する老察

 H：yaluronidaseは1928年にDuran－Reynals

がSpreading factorとして最初｝こ発表し，19

34年にはMayerがこれを牛睾丸より分離して

Hyaluronidaseと命名したものである。 Hyalu一
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ronidaseは宜yaiuronic acidのDepolimeri・

zationを来すものとされ，これの簡床的応用は

極めて多方面にわたっており，我国においても榊

原22），’加来24）の諸氏の外に多数紹介されている。

Hyaluronidaseの外科的応用は榊原25，松森26，

Macausland 27）の諸氏により骨折の」血腫，関節“e［i一

三，関節水腫；局所麻酔等に著効があるといわ

れ，関節内応用に関しては星，松森，浜田2829，

Hidaigo 5）），美ee 51）の諸氏の研究や臨床報告が

あり，有効である反面，副作用（局所熱感，疹痛，

異物感，悪感）も認められ・ている。

 Yieldlng 52・はHyaluronidaseは生体内におい

ても生体外においても正常滑液中のHyaluronic

acidをdepolimerizeし，滑膜の透過性をも変化さ

せるといい，犬の関節内に注入して粘度が低下し

Na， K，の電解質が増加することを認めている。

 Hyaluronidaseの関節に対する連続的影響
（Dauereinwirkung）については， Seifter 55が

1952年にラッチの膝関節を用い，8日闇のHya・

luronjdase関節腔注入．を実験し（1回量20 Vis－

koseneinheit），滑膜に Fibroblasten， Epithel・

zellenの増殖，白一翻求浸潤を明かに証明している。

しかるにErlacher 54ノは1454年にこれを批判し，

モルモットの膝関節を用いHyaluronidaseの連

続的影響を実験した結果関節変化は全く起さず，

正常関節軟骨にも影響を及ぼすことなく全身変化

もみられなかっナこという全く反対意見を発表して

いる。さらにFassbender 55は1954年1こウサギ

を用いた実験でHyaluronidase単独では関節に

及ぼす影響は単1こ炎症性浮腫が主で細胞浸潤は少

ないという前2者の中間的な意見を出している。

 かくのごとくHyaluronidase発見以来30年を

経過している現在，関節に対する連続的影響は未

だ意見の一致をみていない状況であり，著者の犬

及びウサギを用いたHyaluronidaseの連続的影

響の実験は大いに意義があるものと老える。

 著者の実験は生体内において滑液粘度を持続的

に低下させる目的で，Hyaluronidaseの反覆注

入を行ったものであり，予期した通り滑液の粘度

は著明に低下したが，その組織学的検索において

は，感染を確実に否定出来たにもかがわらず，滑

膜細胞の強い増殖と滑膜下層の細胞浸潤をみ，開

かな慢性炎症の所見を呈し，さらに関節軟骨の菲

薄化を認めた。

 H．D．群の対照群ともいうべき食塩水群の滑膜

変化は単に滑膜の反応性増殖であり，H．D．群の

炎症所見に比べ本質的に異るため，H．D．群の滑

膜変化は粘度低下のみによる影響とは老えられ

ず，Hyaluronidaseの滑膜に対する直接的影響

も多分に老えられるのである。すなわち著者の実

験結果はSe｛fterの所見にほぼ一一・Skするものであ

り，これに加えて実験経過中の滑液の粘度変化，

細胞変化，さらに関節軟骨変化をも知ることが出

来たのである。

 Hyaluronidas．eの連続的影響を総括すればf．

滑液粘度を持続的に低下させ，滑液内の細胞増加

と比較納溺巴球増多・症を来し，滑膜細胞の増殖，滑

膜下層の細胞浸潤を強く起し，Weight bearing

の強い関節軟骨の非薄化を来すものである。

 臨床的にHyaluronidaseを関節腔1こ注入する

場合には短期間に反復注入することをさけ，1週

聞以上の間隔をもつて注入を続けることが望まし

い。

        V 結   論

 ① 関節内の滑液の持続的粘度低下法には，

Hyaluronidaseの反復注入の外に2方法を見出

した。すなわち，滑液を吸引後，生理的食塩水注

入をくり返す方法と，滑液を反復して吸引排除す

る方法で，何れも滑液粘度の持続的低下を来し，

Hyaluronidase注入法が最：も低一Fが著しいu

 ②人為的に滑液粘度を低’下し続けて滑液の潤

滑油としての働きを減弱させた場合，滑膜は反応

的に被覆細胞の増殖，絨毛増加を起し，負荷及び

摩擦の多い関節軟骨は非薄化する。関節軟骨の菲

薄化は粘度低下による消耗現象と老えられる。

 ③ Hyaluronidaseを反覆して関節内に注入

すれば，滑液の粘度は著明に低下し，滑膜の被覆

細胞の強い増殖と絨毛増加，滑膜下層の細胞浸潤

がおこり，明かに慢性炎症の所見を呈する。これ

は粘度低下のみによる影響だけではなく・Hyal－

uronidaseの直接的影響が卜えられる。臨床的に

関節水腫等に用いる場合，頻回に反覆して注入す

ることは好ましくない。

  （稿を終るに臨み終始御指導を賜った主任森崎直木

教授に深く感謝します。又本学病理学教室今井教授，

生化学教室松村講師，整形外科景山助教授に多大なる

御教示を戴き厚く御礼申一巳げます。筒本論文要旨は第

32回H本整形外科学会総会において口演発表した。）
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  （写真1）正常結合織性滑膜
        ，（成  犬）

（写真2）正常結合織性滑膜
      （成熟ウサギ）

  v一

文 附 図

   （写真4）正常脂肪性滑膜
        （成  犬）

   （写真5）正常脂肪性滑膜
        （成熟ウサギ）

＄

臓．．

（写真3）正常筋性滑膜
     （成  犬）
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二

（写真6） 正常関節軟骨
（大腿骨穎一成犬）

（写真7） 正常関節軟骨
（大腿骨頸間一成犬）

（写真8）正常関節軟骨
   （大腿骨願間一ウサギ）

（写真9） 正常関節軟骨PAS染色

（大腿骨穎間一成犬）
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  （写真10）No．6 H． D．例 （1週間）
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〔写真13／Ne．43 H． D．例 （3． 5ヵ月）

（写真14）Ne．32ウサギ， H． D．例（1ヵ月）

（写真15♪No．32 ウサギ， H．D．例（1ヵ月）
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   ‘巧’真16♪ No．36 ウサギ， H．D．例 （3ヵ月♪

（写真17）No．36月目ギ， H．D．例（3ヵ月1

（写真18）No．7食塩水例（1ヵ月）
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露礁園丁瓢Kll．2
（写真19）No．45食塩水例（3．5ヵ月）

 （写真20）No．37ウサギ食塩水例（3ヵ月）10×10

購・、論漕げ

（写真21）No．37 ウサギ食塩水例（3ヵ月）20×10
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（写真22）No．2 吸 引 例（3遁聞）

（写真23）No．8吸 引 例（1ヵ月）

（写真24）No．5吸 引
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