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組織培養による分化の研究対象に鶏旺骨軟骨の体外

培養が多く使用されているが,その培養法はMAXI-

MOW,A.(乱925)のdoublecoverslipmethod,

FIU｣T,,札B.(1928)のcoverslidemethod,

watchglassculturemethodおよびBuRROWS,

A.J.(1933)のhangingdropmethod等があり,

これらはGEY,G.O.(1933)によって改良された

rollertubemethodへと進展したのに反し,その

培養液は塩難溶液に血清および鶏隈浸出液を添加する

旧法が常用され,鶏旺浸出液の活性の不安定性や鶏旺

E】令による浸出液成分の差違及び骨組織の物質代謝の

研究に最も障害となる血清の存在など検討すべき点が

多い.継代細胞株を用いた栄養要求の検討によって各

種アミノ酸,neucleotideやcoemzymeを含めた無

蛋白合成培地の作成が試みられ,我国でもKATSUTA,

H.etal.(1959,1960)はL細胞およびサル腎細胞

を使用した実験で高分子蛋白源としてPolyvinyト

pyrrolidoneを血清代用として使用し得る可能性を

述べているが,骨軟骨細胞に関するこの方面の検討は

はとんど行なわれていない.培養組織と培養法によっ

て最も適した培養液が選択されなければならないが,

鶴旺大腿骨の回転培養法に際してその栄養液に添加す

る鶏腫浸出液の不安定性はGAILLARD,P.J.(1948),

勝田(1955),KAI｡SITTA,H.(1959,1960),清水
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(1960)等も述べているように,著者も.しばしば同様

の現象を認めた.そこで鶏陛浸出液の代用とし七

Iactalbumin hydrolysateおよびyeast extract

(Dibco)の俵田の可否を検討した結果,同一製品に

よる限り常に一定した発育率が得られることを知り,

また栄養液に含まれる血清の夢響の除去の方法の一つ

として保持液に1% skim milk加Tyrode液の応

用の可能性を検査したので詳述する.また近年各種疾

患に対する抗生物質の使用量,使用擬度が増加し

LyoN, C｡(1950)は化膿性骨髄炎に際してpenicillin

治療後l病的骨折が増加したことを報じ同様の現象を

我国でも石山C1950),鈴木(1950)等が述べている.

従って骨髄炎や骨損傷の抗生物質による治療は軟部組

織におけるよりもなお骨軟骨細胞に及ぼす影響が考慮

されねばならない.培養細胞に対する各種抗生物質

の影響はMETZGER, J. F. et al. (1952),鈴木

等(1953), Oi甜i, Y. (1956),中)ll等(1953)お

よび井上(I960)によって鶏陛繊維芽細胞を用い,池

田(1956),沼尾(1957)および谷(1958)は鶏肪前

頭骨および家兎骨髄細胞を用い,いずれも　cover

slide methodによって検討されているが,直接骨成

長に及ぼす各種抗生物質の影響を観察したものはな

い.著者は　roller tube method　による鶏肪大腿

骨の組織培養法で　penicillin, erythromycm,

leucomycin, tetracycline, chloramphenicol.
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streptomycin, kanamycin, chromomycln5　お

よび　mitomycm　の9桂の抗生物質についてその骨

成長に及ぼす影響を検査した.供試抗生物質のうち,

特に　streptomycin　とkanamycinはpenicillin

と同様な著明な発育促進作用を示しs　骨疾患に対する

これらの薬剤の影響による骨訴弱が示唆され,抗腫癌

剤, chromomycinおよびmitomyclnの骨軟骨の

及ぼす影響に関しては未だ他に記載はない.｡また本研

究は骨組織の物質代謝,細菌及び寄生虫特に住血吸虫

等打毒素成分による骨I溶織の障害を究明するために行

なった基礎実験でもある.

平衡溶液およびTyrode　溶液で充分洗浄したものを

磨細し等量のTyrode　溶液を加え凍結融解を3回線

返して浸出し3500rォp.m. 30分間遠)O､を反復した後｡

その上澄を採取し-arcに凍結して保存した｡

血清:健康牛血清の56-C30分間加温を3回線り返

して非働化したものを嬉過滅菌し-20-Cに凍結して

保存した.

Lactalbumin hydrolysate, yeast extract　および

第kim mi比:前2者は　Difco　製のもの,後1者は

雪印製のものを使用し,これらを塩覚悟液に溶解し

1ac七albuminおよびm主1k蔽は1Oポ､/出現分間.高圧

滅菌しyeast　液は櫨過滅菌した｡この贋培地内聴匿

のe倍高濃度のものを相成して所要濃度になるように

栄養液を添加した.

菓　散　村　料

親歴大腿骨:均一な材料番得るため40-4igの白色

レクホン鶏の程卵を実験室内で定法に従って脚化し,

笥l義　　塩　類　溶　液　の　組　成

.I.｢享丁≡享子.｢;享子d.i.｢�>≡

:I手..〓｢.･｢∴テt｢｢享　三｢｢t｢t子
開卵は時間のずれのないように確実に8日目に行ない

無菌的に大腿骨を剥離し,抗生物質を含まないHanks

平衝溶液および　Tyrode溶液で再三洗淋したものを

用いた｡

し血紫:注射筒の内壁を0.02^ hepai王n加Tyrode

液でよく湿らし,鶏巽静脈から採血し直ちに3000 r.

p｡ m. 20分間遠心した後.上､験を静かに採取した.

塩韓溶液:第1表に示される組成の5種類の塩薄情

液(Tyrode, SimmsX'7, Earle, Hanks, Gey)

の10倍濃度溶液をそれぞれ作成し適当量の　cliloro-

formを加え氷室に保存し,用に臨み再薫溜水でI0倍

に稀釈し10ポンド1O分間高圧滅菌した後,予めSei地

賭場滅菌した7昏5^　NaHCOg溶液で　PH　7.4-7｡6

にイ室正した｡

鵡艦浸出液:白色レグホン鶏の棒卵の8日日脚化旺

を無菌的に取り出し四肢,眼球,噴を除去し　Hanks

抗生物質:Penicillin G (結晶ペニシリンGカリウ

ム,明治), erythromycin (アイロタイシン,塩野

義), leucomycin (ロイコマイシン,束洋), chlor｡

amphenicol acid succinate (クロロマイセテン.

サクシネート,三共), pyrrolidinomethyl-tetra-

cycline (ホスタサイタリン-キスト) di払ydrostre-

ptomycin sulfate (硫酸､プヒドロストレプトマイシ

ン,明治)｡ kanamycin suはate Cカナマイシ､/,

山之内), ehromomycin A3 (トヨマイシン,疏

田), mitomycin C(マイトマイシン,協和)を使

用した.

実　験部　方　汰

鶏腰大腿骨の固着:組織培養用中試験管の管底から

約3cmの高さに滅菌駒込ピペットで吸い取った2本

o)鶏月表大腿骨を対照8f､]な位置に附着せしめF,余剰の液
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を滅菌埴紙で吸い取り無菌箱に2時間放置して固着せ

しめた.また特にmatrix　と､して血翠の1摘を管壁

に出来るだけ薄く拡げ,これはと鶏雑其陪替を静かに置

学会剰刀液を滅菌峰抵で吸い取り無菌稚内に1時間放

置して固着せしめた.この際大腿骨固有の組織液と

hepalin　血祭でよく凝固が起って鶏旺浸出液の追加

は必要がなかった.

培養法:鶏狂犬腿骨の固着後, 1菅につき1.5 mlの

栄養液を静かに注入し滅菌ゴム栓で密栓した培養管を

5圧の傾斜でroller tube dramに挿入し12r. p.

m. 37℃で回転培養を行ない.栄養､Rの東新は特に

記載しない限り72時間日毎に行なった.

Lactalbumin hydrolysate, yeast extract　および

抗生物質の割出供試薬剤を栄養故に溶解して所要濃

箆刀ものを作成し.原則としfて鶏旺大腿骨培養o)初日

に栄養液として各試験管毎に1.5 mlずつを加えた.莱

剤加栄養碇は72時間毎に更新し.その都度新しく作成

したものを用いた.

観裏方放:回転培養した各試験管を2, 4, 6, 8

日日学に50倍拡大で接眼レンズ内に収めたmicrome-

terによって大腿骨の長径を測定し目盛を数値で表わ

した. (この際micrometerの26目盛が1mmに相

当したo)

発育率の算定:発育率はまず重畳を測定する方法が

あるか　本法には種々の困難が伴うので比較成長価ま

たは直線回帰係数招いずれかを適用すべく検討L/た.
､　y　　　　　.N･中　　　　　　　　　　　　N一

比較成長価(E)は最初の測定値をAとし培養後の測

定値をBとすをとE-選二旦式で表わされるが本A

式によると培養経過途中の逐次的な骨発育を掌握する

ことが困難.であって.かつ供試鶏狂犬腿骨の成長は実

際には必ずしも直線あるいは曲線を描かないし,また

制定日毎に比較成長価を求めたにしても経時的な発育

態度巻数値として表わす,ことは困難であって本式によ

る発育率力算定は適当TE､ないと考えら恥た.直線剛帝

係数では骨成島の実測値と測定日が相関関係にあるも

のとすれば発育率は常にこの2つの値のグラフ上の接

線の総合値として表わすことが出来る利点がある.宿

日の実測値をVi,測定日をⅩ1.とし,菅をYiの平均

値, x-をⅩiの平均値とすれば,その回帰係数は

∑(芳-Xi) (守一Yi)　　∑　xy
r部　　　　　　部部｢　一〓.部:部部一=部=部=部=･一　_ ｢:二⊥　部　　　部二部二部･一f部-一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　部--　　.･

､∑ (雷-Xi)2　　　　　　∑　x2

となり,この係数値によって発育の過程牽最もよく表

示することが出来る.この際同一条件で培養する骨は

長短を問わずその成長した長さの増加を算定の基礎と

するわけであるが培養開始前の骨の長さのバラッキを

少なくすることによって.より正確な値が得られるわ
如ある':v,1'"-'''!^‥1,

lレ1し1tr､発育如比較判定:.ミ吉元配置法舶る碑分析法に

従い,各母集団即ち,実験辞の有意差を同時に判定し
ヰ､LFIL'd'f=;要因b辛党童､激緋臣､o差として変動を求めると.
∴.ir､て..､･∴部■部:部､､チ:｢.(.
T2
ST(全分散)-∑∑Ui2卜甘-a-c.i.

､sb(級間分散)-∑｡r長il二一甘b-c.f.T2

Sw(級内分散)-ST-Sb

(c.f.はT2
-N-で修正項)

これから不偏分散を求めると

u2諾TV2--N一
子K-となり.

U2
不偏不敵比(F)-平が得られ,このFについて

F分布表で5%および1%の値と比較すると要因(b)

全体と.しての有意差の有無が決定きれ,有意水準5%

で有意の場合,不偏分散比の肩に*印室1%で有意

の場合**印を附した.この際同時に行なった実験例の

みを比較判定し,実験日を別にし出発材料が異なった

場合の実験群の成績は比較しなかった.また特に抗生

物質の発育率の比較の場合は抗生物質を含まない栄養

放で培養した対照群の発育率と抗生物質の各濃度にお

ける発育率と本法に従ってそれぞれ相互に比較し有意

差の有無春検定し驚.なぉ,'いづれの案雑においても

同一条件で8ないし12本の鶏旺大隠骨を用い.発育率

は昔r業-を1oo惜したものゝ平均を使用して計算

に便ならしめた. 衰　駿　成　練

I骨組織培養の基礎的検討
Jl､､:～

予備実額..鶏涯大腿骨卑貯化卵の鶏騒から剥琴し/て
r L-　J.　い一　I ¶

採取する場合.常に骨周囲の結合組織が同時に附着L<し

て得ら:れ培養時に特トに繊維睦細弛の存在は骨成長を妨

げることが予想されたので,まず結合組織の除去が必

要と思われた.このため始めに^trypsin　による結合

組織の消化を試みた.鴻旺の下肢を眼科用ピrセット

で膝関節より離断させると,.大腿骨末梢端がわずかに
畠

露出しハこれを静桝こ未稗方向に鼻}ほ出すと骨の周囲
しJレノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ペ*s｣.

に結合組織が附著したまゝ取り出される.前以って滅
.,

:

菌三角コルペンで3T｡cに保ったサ　Q.29& trypsin加
l

p山荘濁痕cN^Ci 8.0;g KtJ1 4.Og, glucose 10.Qg
＼

7.5^　NaHCOs 5こOml Aq.iOOQml)に剥離した骨
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を浮沸させmagnetic stlrrerで操拝しつゝ消化し

た｡ 5分間の硝化では結合組溶は毒志分除去されなかっ
戦　　　N観　1､

たが｡ 10分間の消化で結合組l浦は完全はと除去きれた反

面　培養による骨成長がほとんど見られず, ､､また0.1

%溶液を使用した場合は消化はまほとんど認められず,

trypsinによる結合組織の消化除去は適当でないこ

とがわかった｡従って結合組織の除去は滅菌シャーレ

内でビンセントで充分除去するという熟練によるほか

はなかったが,幸し〕にも残された結合組織は培養初期

に著明な発育を示すものの,嵐中日目以後培養が進むに
部.　､ヽ｡

つれて徐々に骨周囲よ句剥離し最後には骨軟骨のみが

発育するということがわかったので以下の実験はもっ

ばら技術的に骨に損傷を与えないようにし,出来るだ

け結合組織7)除去に努めた.

塩類溶液の検討: Earle, Tyrode, SimmsX?,

GeyfHanksの各溶液にe%の割こ牛血清および20%

の割合に鶏旺浸出液を加えたものについて　matrix

を培養試験管のガラス壁として実験を行なった.培養

成績は第2衷,第1図に示すようにTyrode　液が最

も良好な発育率を示し他7)溶液に比し明らかに有意差

をもっていた｡従って以下の実験にはすべてTyrode

溶液を用いることゝし,かつ特別な場合を除し)て抗生

物質の添加も行なわなかった｡

㌔†.第Il1

800

700

600

500

400

300

200

1｡｡

｡子r

臣…≡ヨEarle

w⊂コGey

皿simms

萌　Z　衷　宋茸塔取0)棋冒す

+E5囲

分　散　分　析　表
､

I i ･+I-I
955107.78

520631.40,.　　130吉掛85**

434476.38　　　40　　　　1086. 19

11.98

備考:T-Tyrode溶　液
r

H.‥Hnaks　溶　液

E---Earle
､

G.‥qey　　溶､崎部

S…SimmsX?溶　液
!

上稗苧は1 %以下の危険率で有意義を示した場合

:を示し.以下の各東こは本東こ準じて符号を記し

T:.　､  !,�"' 1

【

年血清濃度の彩管:健康成年血清を, 1, 5, 10,

20, 40, 60^の割合にそれぞれTyrode　披に加えた

ものを栄養放として鶏雑犬腿骨を培養した駐績は第3

表,および第2図に示され､るように血清濃度20%の場

合が最も発育率が高く, 10#, 40^＼および60%ではほ

とんど同程度の発育率であっでこの間に有意差は認ら

れなかった.
L　､､  ､　　　　　　　　　　　　　､　　　　　　､　　　､　　　　　　　　　　　　部　　　　　　　　　　L　　　　､.

萌　3　衷　血清濃度の検討
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分散分析表

s.sd.f.

買brI?軍書｡'写39.

61.
78.軍53

5

4813打32.22*∵部部部部部部部部部部部部部.部部.部.⊥.部
3.28

備考:上欄中*は5%以下の危険率で有意義を示した

場合を示し,以下の客表は本表に準じて符号を

r2し∴-､′

也40%serum加Tyr｡de溶液

皿60%serum力日Tyr｡de潜.描

鶏歴浸出液(以下c.e.e.と記す)の濃度と骨発育
.と由関係:鶏駈組時の培養には鶏月表組織浸出液が不可
欠のも0)とされてし頁､る筑*re追試の着､味も含めで埠あ至

過渡鑑を再検討した.

室,C.e.eを10,20,40,iの割合にそれぞれ1o%

serum-Tyrode液に添加して行なった成績は第4表

および第3図に示されるようにc.e.e｡2O%濃度が有

意差をもって最も高い発育率を示した.

幕4表c.e.eの濃度の検討

モーr｢.i:二｢

分散分析表

二Ⅰ二三二1互[三二

.書手三...午_..I.｢;.-｢三〓

F-14.04

v第3a-&5SWi:atrtォEgai?ROササ

500-IIIO%serum
EinSplO%c.e.e.

fc^-4Q%cee

�"IIIIIIIIIIIIIIII.Ifin<｣,.ォtt

血叫|20%ce*

mー60%c.e.e

備考1.10%serum甜Tyjpdei掛-c.6,占c)

各濃度を添加Lたもの首栄華指/とLたo
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i一octal缶t1m毒血hydroly組砧の藤加濃度と宙成長と

の閏俸:鶏旺浸出液は毎常一定したものが得られるも

のではなく肝化日数,浸出条件および保存法等によっ

てその発育促進作用に差があるといわれているので入

手が容易でかつ溶液作成に便利であるIactalbumin

hydrolysate　の代用の可能性を検討することゝし

た.前もって添加濃度の10倍濃度Iactalbumin

hydrolysate　の水溶液を10ポンド10分間高圧滅菌し

冷却した後10# seしrum-Tyrode放で所要濃度とした

ものを使用した. Lactalbumin hydrolysate　の添

加濃度が0.01, 0.05, 0｡5およびl.C　の場合の鶏腫大

腿骨の培養成績は,第5表,および第4図に示される

ように添加濃匿の上昇に伴い高い発育率を示したが,

l.C　以上の濃度はIactalbu部min hydrolysateが析

出するため実験に使用することが出来なかった.また

Iactalbumin hydrolysateの､L､者加濃度を0.01,0｡05,

0｡5%とし実験を反復したがその成績は全く同様であ

った.

第　5　轟　Lactalbumin hydrolysateの

濃度の検討

コニ三二二[重工二三二二二

午 ･t吉7_十_ー｢二
18.595

Yeast extract (7)骨発育に及ぼす影響　Lactal-

bumin hydrolysateが鶏狂犬随骨の発育に好影響を

与えることは前項の実験で明らかであったが,なお種

々の栄養､縣､に営む　yeast extractを　　serum｡

Tyrode　液に0｡1.､0･5,宙よぴl.C　になるように添

加して行なった実験成績は第6表.および第5図.に

示される｡ 0.1# Yeast extr且ct　加の場合最も高い

発育率が得られ0.5^およぴl.C祭岩野舶大B一骨
の発育は著しし干牌害をうけた.

;.I:r､^"-サ^
3^
s

委一委一し

田≡ヨ;erum+o｡o5%lactalbum川

E≡≡ヨserum4-0.5%lactalbumii､

胡押serum-f1.0%lactalbumin

帯6表Yeastextractの濃鑑の検討

三J7-=

｢.:･.I.｢.二

分散分析表

コ三こ

m.s.

亭言19

11

.7一軍5318.

2492.

28261｢軍､呈353アト390830

237^2二oア8;*

16.48

..
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帝5図　骨発育に及ぼすyeast extractの影響

1O%血酒加Tyrode液

同上+ 0.1%y｡ext.

同上-f O.S^y.ext

旺Ⅲ皿同上+ 1.0%y.ext

Growthme出t1mとしてskim milk加　> scrum-

Tyrode　薄溝の横討: skim milk　の添加濃度室

0.5, 1.0, -2.0,;-4｣0%として培養したiまず培養試験

管壁を　matrix　とした場合回転培養で始めに固着せ

しめた大腿骨は培養日数の経過と共に剥離して骨成長

の測定が出来なかったのでhepalin　血渠による固着

敬.実験を反復した.その成績は第7表,分散分析表

(B)および第6図.から明らかなように1.Oおよび2.o

%の場合やゝその発育率は高かっプ｢1が推計学的には有

意差は享認められず,10 ^　serum-Tyrode液の場合に
｢

劣ることがわかった｡ (分散分析表(A) )

帝　丁　義　Skim milkの濃度の検討

Skim milkの濃度.

0.1#　0.5# 1.0#　2.0# 4.0#

(A)　分　散　分　析　表

3. 982

(B)　分　散　分　析　表

F　芋1.950

幕8国　骨発育に及ぼすskim milkの影響

臣≡≡ヨo.1^ skim milk
田詔ヨo.5%
Jl.0%　吋･,

皿2.0%
【≡≡ヨ4.0% ･･叩

10% serutt
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勇actaloumin hydrolysate　およぴyeast extract

のceeee｡代j巻の試みとmam七enance mediumとし

T瑠%､ s旋im m主1室　加　Tyrode　液の応用の検討:

Lactalbumin hy,drolysateおよびyeast extract

が鶏旺大陪骨の発育に著明な促進作用を示したので

(第5蓋および第6表)両者の組合わせによる骨発

育を　　serum-Tyrode ､溶　これに10# c｡eue.

を加えたもの,さらに1%　skim milk　を重加し

たものゝ三者を対照として比較検討した.また

maintenance medium　に含まれる血清が　skim

milkで代用されるとすればmedium　中に添加され

た種々の物質の骨発育に及ぼす影響を観察する瞭,血

清加の場合より比較的端的にその影響を吟味出来る利

点があるので　,skim milk加Tyrode液を応用

し得るかを同時に検討することにした.反復した実験

のうち第1回目の夷験成績は第8果　および第7図に

示されるように,10#c｡e.e｡加10# senllm-Tyrode

級, 0.5# lactalb11min払ydrolysate 0.1^ yeast

extract　加　　　serum-Tyrode　液f l%　skim

milk加　;c.e°e.-Tyrode液.およびIO^c.e.e｡

加IO^serum-Tyrode液で1日培養後maintenan､ce

mediumとして　　skim milk加Ty叩de液を応

用した場合,その成績は四者間で有意差が認められ

ず　1 ceeae.加W%　serum-Tyrode液に1%の

割合に　skim milk　を添加した場合僅かに発育率0)

低いことが注目された.同種の実験を作成日を異にし

た　o｡e｡e.を用いて行なった成績は第9蓋および第

8図に示されるように前回の実験に比し, 10#　c｡e.

e.加　　sen11m-Tyrode液は他の栄養液より優れ,

0｡　Iactalb出nin　壬Iydrolysate, o｡1 %　yeast

extract加　　serum-Tyrode　液がこれに次ぐ成

績を示した,本項の実験から種卵の種果醇化日数お

よび鶏騒擾出液の作成方法を同じくしてもc.e｡e｡の

発育促進作用はこ著しい変動を示したが, lactalbumin

hydrolysateおよびyeast extract　の併用は本項

の実験にお吋るように,占oe.e｡加の場合に劣ると

はいえ,常に　　　serum-Tyrode液に優れ,かつ

c.e｡e｡作成の繁推さやその発育促進作用に著しい変

動があるのに比べると,市販品としての入手が簡便で

あること,およびその発育促準作用はc.e.e.の場合

のように変動がなく一定しプ｢=成績が得られることなど

から両者は栄養液内添加物として充分使用出来ること

がわかった｡また　｣c;e.ee加　　serum-Tyrode

放で1日培養し　Tyrode液で親日杢大腿骨を再三洗浄

した後, maintainance mediumとして　　skim

milk　加Tyrode　液で栄養液の更新を行なったとこ

ろserum-Tyrode液の場合より骨発育はよく保

部,.たれたがcee.e.加の場合や'1a占tal弘品呈n

hydrolysateおよびyeastextract添加の場合の
､､､
骨発育には及ばないことがわかった.'

第8表growth及部びmaintanance

mediumの検討

子｢.:I::ア｢｢:I:｢

分散分析表

d.f.m.s.

sT

sb

sw卜審≡喜一l壬5333.34

7610.90
0.831

備考?c.e.e+1#skimmilk

B.･10#c｡e.e･

o..｡maintainedl%skimmilk

≡.).｢｢.D‥0.5^lactalb.+¥'%yeastextract

田巻o.5%lactalb.+O.Hんye.言ste**･

琵≡ヨ10%cee+｢l%sk呈mmilヤ

∴[=コmaijitよin巻d;w主t中～越そimmilk
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蘭　9蓑　栄養液及び保持液の検討

(A) Tyrode　+　serum

(B) (A) +　c｡e.e.

(C) (A) + albumin　+

yeast extr.

CD) maintained with　¥%

skim milk

分　散　分　析　表　1 (B:A)

499385. 94

301126.56

1 98259.38

301126.56**

14161.38

F　- 21.263

分　散　分　析　表　2 (B:C)

d. 1.　　　m. s.

470625. 00

338913.00

131712.00

15

1

14

338913. 00*串

9408. 00

36.023

分　散　分　析　表　3 (B:D)

471523.44

126914｡06

344609. 38

126914. 06串*

2461.96

5.155

I　鶴歴大腿骨の発育に及ぼす各種抗生物質の勇プ響

について二

間一系統の種鶏o)種卵を用い同じ醇化日数u)鶏隈を

使用し,同様の条件下で作成したc.e.e.をTyrode

液に添加した栄養紋でも鶏旺大腿骨の発育に著しい変

.L至　∴

第8図
Lactalbumin hydrolysateとYeast extractの

::i oae.代用の試み及びmainteγance mediumに

Skim milk加Tyrode溶液の応開の嘩討

発

m

率

E≡ヨ享0% serum

嚇10% serum +10% c,一e.e.
10%serum+ 0.5% lactalb.
十0.1%yeastextr.

maintained with

l%sk主m milk

動がみられ実験成績の動揺が予想されるのに反して,
L､部L.

lactalbumin hydrolysateおよび　yeast extract

の併用は栄養液作成がc.e.e.に比して容易であり,

かつ鶏旺大腿骨の発育にもー定した促進作用がみられ

るので以下の実験はすペて0 5^ lactalbumin hyd-

rolysate, 0.1^　yeast extract　加　　　serum-

Tyrode液を栄養放として使用した.なお,この際鶏

月こ､大腿骨を10# c.e｡占加　　serum-Tyrode液で

1日培養重役maintenance medium　にJは牛血清

の代りに　　skirn milk　を使用して栄養液の更新

を行なった場合　　　serum-Tyrode液の場合より

骨発育はよく保たれるが　c.e.e.加およびIactal-

bumin hydralysateおよび　yeast extract　の併

用の場合に劣るので今後検討すべき点があると考えら

れ本実験には使用Lなかった.

-､供試した抗生物質は主として抗球菌作用を示す

penicillin, erythromycinおよびIeucomycin,

球菌及び梓菌の発育阻止作用をもつchlorampheni-

colおよび七etracycline,主として抗結核割として
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使用されるstreptomycinおよびkanamycin,刺

癌作用を持つmitomycin Cおよびchromoinycin

A3の4群である.

Pen童c11lin, erythromycinおよぴIeucomycin (D

影響: penicillinの作用は最も特異で1000 u/ml加

の場合骨発育刀著しい促進作用が認められたが10000

および50000 u/ml加プ)場合に急激に著明な骨発育の

抑制が認められた｡ (第10表,第9図).

Erythromycin　およぴ1e11comycinはほとんど

同様の傾向を示し10 meg/mlまではその影響が認め

られなかったが, 50 meg/mlでそれぞれ骨発育は抑

制された(第11表および第12表,第8図)すなわち

penicillin 10000 u/mlとまrた前者50000 u/mlの

抑制は後者100-500 meg/miに匹敵することがわ

かった｡

帯18義　骨発育に及ぼすPenicillinの影響

Penici11inの濃度

(A)

CB)　100u/ml

CC) 1000u/ml

CD) 10000u/ml

(E) 50000u/ml

分　散　分　析　表　11(A:CD

492

527

702

297

11O0

s｡　　　　　　a. i.　　　　m. s.

S T

S ら

S w

519527.28

241692.28

277835 ｡ 00

21

1

20

241692. 28**

13891.75

F　- 17.398

分　散　分　析　表　2 (A:D)

s. s.　　　de f･　　　m. s｡

392173.81

162422.90

229750. 91

13.432

21

1

20

162422. 90**

12092.15

鳶11轟　骨発育に及ぼすIeucomycinの影響

leucomycinの濃度

C A)　non

(B ) 0.05meg/ml

C C　>　o.5　meg/ml

(D)　　5meg/ml

C E )　50meg/ml

C F　3　500meg/ml

=xy =x2

391

359

355

308

227

112

分　散　分　析　表　CA:ED

d. f.　　　m. sa

321205.00

133036.81

188168.19

F　- 12.726

常12義　骨発育に及ぼすerythromycin

の影響

erythromycinの濃度

C A)

C B )　1meg/ml

(C ) 10meg/ml

(D)　50meg/ml

C E ) 100meg/ml

分　散　分　析　表　(A:D)

る55

272

252

195

188

s.s.　　　d. f.　　　　　｡

66236.37

19636.37

46600. 00

21

1

20

19636.37**

2330｡00

F　-8｡42
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第9団
塊駐米膿骨の発育に及ぼすPenicillin､

Ery血r耶cin, Leuco岬cかの影響-

｢一計I+‖,I
IO部部.u｢lLd基.部川rn.部l.一誌-1
Erythromycin meg /ml

一部一f一部�>部部.部ゴヤ部部部.部部部部部部部部部部十部部部一=部部部.部.部.部.部　..

0. 5　　　　　　　　50　　　仰

Leucomycin meg /ml

Chloramphenicolおよぴ　tetraeycline　の影響:

chloramphenicolの場合, 1meg/mlで骨発育は全

く阻害されたが(第13表,第10図), tetracyclineの

場合10meg/mlまでその影響ははとんど認められず

50meg/mlでやゝ抑制され, 100 meg/mlではじ

めて著明な抑制が認められた(第14表,第10図).即ち

tetracycline　の影響は比較的綬徐であるが　c出o.

ramphenicolは骨発育に抑制的であることがわかっ

た.

帯13義　骨発育に及ぼすchloramphenicol

の影響

chloramphenicolの濃度
ノ､

､　1 1

C A)

C B)　　1meg/ml

(C)　10meg/ml

C D )　100meg/ml

(E) 1000meg/ml

(F ) 10000meg/ml

分　散　分　析　表　(A:B)

272065.79

85193.91

186871.88

85193.91*

10992.46

F　- 7.750

分　散　分　析　表　CA:C)

5.769

簡14表　骨発育に及ぼすtetracyclinの影響

tetracyclinの濃度

C A)

C B)　　1meg/ml

(C5　　　5meg/ml

叫K.D )　10meg/ml

r r'　　　　　rt.

(E )　　50meg/ml

C F )　100meg/ml



厚
一｢一一部:部:.･:rL. L..,.T...L　.一一一部一〓部一�>'一i:.  . I-..部: ....一〓一部〓.-　　　　　　　　　　　　　｢一一部一

等15表　骨発育に及ぼすstreptomycin

の影響.

92 田　　口

分　散　分　析　表　(A:E)

s. s d｡ i. i m. s.

S T

S ち

S w

238900�"QO

88868｡ 57

150031 ｡43

88868.57**

6819.61

F　- 13.03

､　1

第11O国

鶏堪大腿骨の発育に及ぼすChloramphenicol
及びTetracyclineの影響

O　　　11　　10　100　1000

o出o粕mpiienicol mcg/iTl1

10　　　50　1 00

Tetracyc出ne meg /ml

Strep七omyemおよび一anamycmの影響:成績は

第15表.第16表および第11図に示されるように両者の

作用は全く対遮的であって, streptomycin　の場合

100 meg/mlで軽度に, 10000 meg/mlでは著明に

抑制され, penicillinと賛似の作用傾向を示したか

iこanamycinの場合は濃度の増加に伴い骨発育は増大

し1000 meg/mlで著しく痕進されるという特異な

作用態度･が認められた.

＼

str巳ptomycinの濃度,｣ ､

(A-)

(B)　　10meg/ml

c c )　100meg/ml

C D )　1000meg/ml

C E ) 10000meg/ml

分　散　分　析　表　(A':C)

s. s｡　　　d.";f.

391812.50

48302.50

343510. 00

F　=-　2.249

),.'');] "�"'

m

､I1

16

48302｡50

21469.38

分　散　分　析　象i.-CA,:E)

174.279
､

第16蓑　骨発育に及ほ､すkan.amycinゥ影.昔

kanamycinの濃度

c 'A;'>
1

(､3 )　1meg/ml
､部部

(C )　10meg/ml

(D)　100meg/ml

(E ) 1000meg/ml
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分　散　分　析　表　CA:1}

F　-. 28.OI玉

第11図
鶏艦大腿骨の発育に及ぼすS treptomycin
及びKanamycinの影響

1　10　1 00　1000

KAn仰Cin meg /ml

Chromomycin A3およぴmitomycin Cの影響:

chromomycin A3は0.1meg/mlで既に著朋な骨

発育の抑制巷示しその抑制作用が強いが(第17表およ

び第12図), mitomycin Cの場合, o.1meg/mlで

は殆んど影響がなく, 1meg/mlでやゝ抑制され,

10meg/mlでchromomycin A3 ,0.1 meg/mlと

同程度の抑制が認められ(第18蓋および第12図),

mitomycin C　は　chromomycin　に比べるとその

骨発育に同程度の抑制作用そ示すに,､至嘉までに1o倍の

開壷があって,.前者の仲田が比較的揺徐であることが

わかった.

第1丁表　骨発育に及ぼすchromomycin

の影響

＼

chromomycinの濃度､､､､

C A)　　non

(B)　0.1meg/ml

(C)　0.5meg/ml

CD)　1me軍1ml

(E)　10meg/甲1

(F)　50meg/ml

分　散　分　析　表　(A:B)

d.f. 】　m.s.

S T

S ち

S w

531745. 24

425500. 00

106245. 15

20

1

19

425500. 00**

5591.85

76.092

讃18表　骨発育に及ぼすmitomycinの影響

mitomycinの濃度

C A)

C B)　0.1meg/ml

(C )　　1meg/ml

(D)　10meg/ml

C E )　100meg/ml

分　散　分　析　表　(A:C)

489

441

306

110

81

d. f.　　　　　｡

F　- 16.406
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第12囲

鵜月重大鹿骨の発育に及ほ､､すChromomycin A 3

及びMitomycin 0)影響

考察

骨軟骨の体外培養はMAXI出ow(1925)による

doublecoverslipmethod.F乱L,H｡B.(1928)

のcoverslipmethod,およびwatchglass

cullturemethod,Binllow,軌J.(1933)め

hangingdropmethodが試みられていたが｡GI王Y,

a.O｡(1933)によって改良されたrollertube

methodは培養組織が栄養液と空気に交互に接し液

の摸拝も同時に行なわれ培養組織細胞の成島にきわめ

て好適であるという利点があって,骨軟骨の組織培養

にも応摘されるに至り,化骨の機序や骨組織の物質代

謝Tフ..関する多くの知見が加えられた.鶏旺骨軟骨の組
織培養は人骨の場合のモデル実験として広く使用され

るが骨組織の物質代謝の研究の進展にもかゝわらずそ

の栄養液はGey,Tyrode,Simms,Hanks等の

塩類溶液に血清および鶏隈浸出液を添加する旧法が常

用されてし)てこの方面の改良はあ-まり行なわれていな

い.培養組織および細胞の種類によりその培養法に適

する栄養液を選択すべきことは当然であるが,特に培

地内の添加物質の骨成島に及ぼす影響を検索するに当

って栄養液の組成は最も考慮を要するものゝ一つであ

るl著者はこのような考えから骨発育o)成績が一定し

て得られ,製品の入手および栄養液の作成が容易で,

かつ添加した業物の影響を直裁的に知り得る栄養液な

いし保持液の作成に主眼を置いて,常用の栄養液(也

類溶液+血清+鶏月杢浸出液)を検討しJた後,骨成長に

及ぼす各種抗生物質の影響を検査した.

古くから細胞増殖の足場として血祭の必要性が唱え

られ,血祭の代用として種々の方法も考察されたが回

転培養法の改良に伴って栄養液の検討に先立って

matrixの要否並びに同時に増殖するであろう結合組

織細胞の除去について検討する必要があった.その結

果｡既述の予備試験で明らかなように,matrixは直

球管壁でよいこと,結合組織は培養経過と共に脱落し

骨成長が認められることがわかった∴鶴悔(1958)は

鶴旺聾膜軟骨,上顎骨,1＼鹿骨等をtrypsinで処理し

軟骨細胞刀組織外遊出や発育の程度を観察し培養後期

にはfibrablastenと同様の形態をとると述べてい

るが著者の場合,骨軟骨のtrypsin処理は鶏狂犬腿

骨の成島を著しく阻害したので特別な目的がない限り

骨軟骨の培養にはtrypsin処理は行なわない方がよ

いと考えられる.常用の栄養液につし)て.塩兜溶液,

血清濃度,および鴻旺浸出液の濃度を追試の意味も含

めて検討した結果は,Tyrode液,20^の濃度の血清,

10または2O%濃度の鶏腫浸出液の場合,鶏阪大腿骨の

発育は良好であったか第8表,第7囲および第9表,

第8図に示されたように翼長月表〓､浸出液o)発育1促進作用

は一定した成績が得られない欠点があった.勝田

(1955),.立岩(1956)およびKJ学TS叩る,軌etale

(1957)は鶏旺浸出液は鶏腰紐時の体外培養には必須

のものであってその成島促進物質はpentosenucleic

proteinであるとしている.またGALTJ.AND,P｡I.

(1948)は鶏腫浸出液が採取時期によって活性が異な

るので組織の培養日数に従い貯化日数の多い鶴腫浸出

液を用いるのがよいとし,これに反して勝田(1955)

は貯化日数が多いと成長促進性が低下するといい,普

た清水(1960)はSeiiz埴過で鶏日室]〓又.
号出液の活性は

､著しく低下すると述べるなど鶏荘浸出液の活性の不安

定性が指摘きれてし1るにもかゝわらず鶏脹浸出､Ro)代

用物質に関する検討ははなはだ/i､なく,KJ､.TSUTA,H9

etal.(1959,1960)の研究に見られるのみである.

KATSUJL､A,H.(1959),KAT当TJT.A,H.etal.(1959,

1960)はIactalbuminのみでは発育促進がなく,か

つ1otによって活性り変動がありvita血in較および

glutaminの質的量的差を注意し.また同時に血清

の存在が必要であると述べ高分子蛋白源として

polyvinylpyrrolidoneの使用を推奨しているが実用

にまで至っていない.著者は成績の一定という立場か
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らIactalbumin. yeast extractを鶏腫浸出液の代

用とし,これを血清加　Tyrode液に添加し,鶏月表大

腿骨の回転培養における栄養液とした.
▲　　　部部　　　　　　　　　.　　　　　　･　　　.

培地内に添加する薬物の影響を検査する場合,血清

の存在はまた考慮すべきものゝ一つである.このため

には無蛋白合成培地が望まれるが,鶏旺大腿骨を用い

たこの方面の研究には既述のKATSUTA, H. et al.

(I960)による　polyvinylpyrrolidone　の血清代用

としての企図をみるのみで殆んど検討されていない.

著者はまず培養初日を血清加Tyrode　放で培養後1

skim milk加Tyrode液を更新し保持液とした

ところ第8果第7図および第9室第8図にみられ

るように大腿骨の持続的成長を認め,本法の応用の可

能性が伺われたが.第8表.第7図に示されたように

この保持液に鶴腫浸出液を添加すると大腿骨の成長促

進は期待に反して低下したことや, skim milk粒子

の沈澱は鏡下の爽雑物として残ること等は本法の応用

を阻む点であって今後更らに検討を加えなければなら

ないと思う.

近年,多くの抗生物質が臨床面に応用され,各種の

挺憩に対する｢使用量とこ使用原皮は増加の傾向にあっ

て,骨疾患の治療の場合も例外たり得ないが.抗生物

質の汚染細菌に対する著効は抗生物質の使f削･こ伴う組

織細胞特に骨損傷の場合の骨軟骨細胞の新生増殖や化

骨に及ぼす影響をしばしば等閑視する原因ともなって

いる. METZGER, J. P. et al. (1952),鈴木等

(1953), O柑HI, Y. (1956),中川等(1953)およ
｣′

び井上(I960)は鶏油O一､線維芽細胞を用いて　cover
カ.. ,一　　　　　　,　　　､■,　　　　　　　　　､,

slide method　でそれぞれ　penicillin, chloram-
=一

phenicol, polymixin, streptomycin, viomycm,

aureomycinの影響室　池田(1956)および谷(1958)

および沼尾(1957)は鶏駈前頭骨および家兎骨髄細胞

を用いて　cover slide method　または静匿培養法

で, p､enicillin,けstreptomycin, chloramphemcol
皐ぎ

およぴIeueomycin　の影響巷検査したが,いずれも

骨成長に対する影響には触れていない.

著者は球菌に抗菌作用を持つ　penicillin, ery-

thromycin. leucomycin ;球菌及び梓菌に抗菌作用

を持つtetracycline, chloramphenicol,抗結核剤

として使用される　streptomycin, kanamycin　お

よび抗腰痛剤chromomycin A3　およびmitomy-
91

c主n c.あ4群, 9種類の抗生物質について鶏駈大腿

骨の発育に及ぼす影響を検査した. penicillin (第10

義.第9図), tetracycline.(第14表,第10図),

streptomycin (第15表,第11図)およぴkanamycin

95

(第16表.第11図)の影響は特異でそれぞれ1000 u/ml,

10 meg/ml, 100 meg/ml, 1000 meg/mlで骨発

育の促進が認められ,時にtetracyclineを除く3者

の場合は顕著であってkanamycin　は供試濃度では

発育抑制域も認めなかった.鈴木等(1953)および谷

(1958)はそれぞれ鶏腫心線維芽細胞および家兎骨髄

のcover slide methodでpenicillin 0.01-10 u/

mlおよび100 u/mlで培養細胞の発育促進を認め,

手術後の化膿防止のためのpenicillin　投与は腹膜癒

着を促進するとし｡ LyQN, C. (1943),石山等(1950),

鈴木(1950)は化膿性骨髄炎におけるpenicillin　治

療後の病的骨折が増加したことを述べ, penicillin投

与による骨新生の促進や異常刺激による骨の読弱化が

その原因であろうと考えた　Streptomycin　の発育

促進作用は, oI浦Ⅰ. Y｡ C1956)によって鶏旺心線椎

芽細胞の静匿培養法で500 mcg/1.5mlの場合および

谷(1958)によって家兎骨髄のcover slide method

で10 meg/mlの場合に認められているが,同薬剤に

よる治療後における特発骨折の示唆にまでは触れてい

ない.著者の今回の実験で明らかなように鶏隆夫陪骨

の発育は, streptomycin, kanamycinでもpeni-

cillinと全く同様の著しい発育促進作用を有し.かつ

骨髄炎や骨関節結核の治療に際して直接薬剤を骨髄内

に長期に亘って注入する場合が多いことを併せ考える

と.これらの薬剤による治療後の骨の誰弱化を考慮す

る必要があろう　Erythromycin (第11表.第9図).

leucomycin (第12表,第9図), pyrrolidinomethyl

tetracycline (第14表,第10図)の鶏随骨の発育抑

制域は, 50 meg/ml以上で　penicillin 1000 u/ml

の場合に相応用し,発育促進は認めなかった. Chlor

amphenicol (第13表,第10図)は既に1meg/mlで

著明な骨発育の抑制を認め,谷(1958)は家兎骨髄の

cover slide method　で好酸球の機能を指標とし,

10 meg/mlで阻害を認められたと述べ著者の場合と

抑制濃度にかなりの開善が認められたことは実験方法

の差違によるものと考えられたが,いずれにしても本

剤による骨発育の抑制は抗腰痛剤chromomycin A3

(第17表,第12図)と同様な傾向を示し,骨髄炎の

治療に際して特に留意の要があると思われた　Chro-

momycin A3および　mitomycin C (第18表.罪

12図)は最近抗腫癌剤として広く.嘩用されつゝある

が,前者は既に0.1 meg/mlで骨発育の完全抑制が認

められ,後者はIOmcg/mlで始めて同程度の抑制を

示したが　mitomycin Cは現在使用されている抗腫

癌剤の中で最も抗腰痛性が強いといわれていることを
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考慮すれば,本剤はま少なくとも　chromomycin A3

系の薬剤よりすぐれているものと思う.

要　　　　　約

鶏胚大腿骨の回転培養法に際してmatrixの要否

と結合組織細胞の除去を検討し,matrixは直接管壁

でよいこと,結合組織細胞は回転培養の経過と共に脱

落し骨成長は持続することが明らかとなり,特にその

除去のためtrypsin処理は骨発育を著しく阻害する

ので,特別な目的がない限り行なわない方がよいこと

がわかった.また栄養液の組成を検討した結果,塩類

溶液をTyrode液とし血清および鶏胚浸出液をそれ

ぞれ20%に加えたものが好適であったが,鶏胚浸出液

は同じような条件下で作成してもその発育促進作用に

変動がみられたので,その代用としてlactalbumin

hydrolysate,yeast extractを用いて一定の成績

が得られた.鶏胚大腿骨を血清加Tyrode液で1日

培養後1% skim milk加Tyrode放で更新し保持

液とした場合,骨成長は持続しその応用の可能性が考

えられたが,鶏胚浸出液を添加すると却って発育が劣

ることやskim milk粒子の沈澱が鏡下の夾雑物と

なるので,なお改良の余地があった.

鶏胚大腿骨の回転培養法を応用し,10%血清0.5%

lactalbumin hydrolysate, 0.1% yeast extract

加Tyrode液を栄養放とし,各種抗生物質の影響を

検査した結果,penicillin 1000u/ml,tetracycline

10 mcg/ml,streptomycin 100 mcg/ml, kana-

mycin 1000 mcg/mlで著明な発育促進作用を認

め,濃度の増加と共に抑制が認められたが,kanam-

ycinのみは供試濃度では発育抑制域は認められなか

った.

Erythromycinおよびleucomycinは,50mcg/

ml以上でpenicillin 1000u/mlの骨発育抑制と同

程度であったが,chloramphenicolは既に1mcg/

mlでも発育は抑制された.2種の抗腫瘍剤のうち

chromomycin A3の骨発育抑制濃度は,mito-

mycin Cのそれの10倍高濃度であって,後者の抗腫

瘍性が強いことを考慮すれば前者よりすぐれた抗腫瘍

性抗生物質であるといえる.

擱筆に当り御懇篤な御校閲を賜わった恩師永井教授

及び登倉教授に対し,御指導を賜わった林講師に深甚

の謝意を表します。
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Summary

The tissue culture of the bone and cartilage of chick embryos has been used for the

fundamental studies on the mechanism of the development of cartilagification, the general
physiology and metabolism and also cytological studies of tumour cells in avian cartilage
and osteoid tissues. Though there have been many works with regard to the metabolism
of the osteoid tissues, they made always use of the growth and maitainance medium

which the serum and chick embryo extract were added in the balanced salt solution to.
It should be necessary to use adapted media for the tissue culture for the purpose of such
examining the influence of antibiotics or metabolic substances on the growth of osteoid

tissues tested. Katsuta, H. et al. (1959, 1960) has designated that the polyvinylpyrolidine
was successfully substitued for serum in the growth medium for the L cells, but there

was no examination regarding the osteoid tissue culture. In this paper, growth and
maintainance media for the tissue culture of chick embryo femora by means of the roller

tube culture method were examined, and the influence of antibiotics on the growth of
them were tested.

In case of the tissue culture of the chick embryo femora, glass wall of culture tubes
was applicable to the matrix and it was not necessary to trypsinize the connective

tissues, as it failed off from effect of the chick embryos extract has been changeable
even if it was made under the same condition. Therefore, lactalbumine hydrolysate and
yeast extract were substituted for it, that is to say, the Tyrode solution added 10 or 20

per cent of calf serum and 0.5 per cent of lactalbumine hydrolysate and 0.1 per cent of
yeast extract has been available for the growth medium of the tissue culture of the

femora by the roller tube culture method. From the experiment in regard to the
maintainance medium for the culture of the femora, it was possible that the Tyrode
solution added 1 per cent of skim milk to may be available for it after the cultivation
for twenty four hours.

The influence of the antibiotics upon the growth of the femora were as follows: The

growth of the femora was markedly promoted in the media added 1000 u/ml of penicillin,
10 mcg/ml of tetracycline, 100 mcg/ml of streptomycine, and 1000 mcg/ml of kanamycine
which was the highest concentration tested, respectively, and it was inhibited in the

solution of higher concentrations tested of three of them except kanamycin. The growth
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of the femora was inhibited in the solution of 50 mcg/ml and more over concentrations
of leucomycine and erythromycine as same degree as the inhibition by the 10000 u/ml of
penicillin, and the growth promoting phenomenon of it could not be found by the addition
of any concentrations tested of them. As 1 mcg/ml or more over concentrations of

chloramphenicol inhibited the growth of the femora, it may be not available for the
treatment of injuries of the bone and cartilage of man. Furthermore, it was found that
0.1 mcg/ml of chromomycin and 1 meg/ml of mitomycin inhibited the growth of the
femora respectively. (Author)
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