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指導 名古屋大学医学部病理学第一講座 宮川正澄教授

名古屋大学医学部内科学第一講座 日比野進教授

受 付 昭 和52年5月27日

(I)緒 言

肺結核空洞が臨床的にも病理学的にも肺結核を研究対

象とする場合重要な意義のあるのは転移源としての性格

を主としておることであり,それは個体自身にとつて結

核が進展増悪する上からも感染源としての公衆衛生上お

よびその他あらゆる立場の上からも問題にする所以であ

る。病巣が一旦空洞化した場合ホルモンの関与,あ るい

は免疫生物学的な推移あるいは神経系等の全身的な影響

を受けながら空洞において局所的にも菌と生体とが絶え

ず闘争を繰返す環境は空洞組織の特殊性である。この点

についての型態学的な検索はすでに多くの学者によつて

論及し尽されていてもはや加えるものはなかろう。しか

して空洞の型態像に対して病理総論学的な解釈を下す上

に菌出現との関連のもとに眺めてみるならばおのずから

そこに型態学の具現された姿に対する経時的な動態の把

握が容易になることは論を俟たないところである。この

目的にそつて菌検出能力の非常に勝れたかつ同時的に組

織像を観察しうる慈恵会医大矢崎芳夫教授式蛍光顕微鏡

を使用し1951年来菌と組織反応との相関性を研究してき

た。1952年宮川教授と著者は空洞壁結核菌の出現分布に

ついて空洞壁の化膿膜層,乾 酷層,特 殊肉芽織層,非 特

殊肉芽織と全層に渡つて出現する濔蔓型(D型)と 化膿膜

層のみかまたは化膿膜層に著しく多く乾酷層で著明に減

少し他層には認められない層状型(Z型)と 各層に少しず

つ散在する少菌型(W型)に 大別することができることを

明らかにした。その後多くの検索によってD型,Z型,

W型 の菌出現様式は同一聖洞において互に移行し合うい

わゆる波状の消長を考えなければならなくなつた。特に

菌の発育増殖する場としては体液の還流を受けかつ空気

に触れうる局所的な特殊性を持つ化膿膜層が主点をなし

ているものと考えられる。この観点に立つて著者は空洞

壁全層ならびに化膿膜層を構成する游出細胞について菌

との関連における組織化学的研究を実施した。

(II)研 究対 象

剖検空洞および外科的切除肺について切除直後空洞を

切開 し(そ の際血液が流入 しない よ うに特に注意す る)

化膿膜 と乾酪物 を一部含め オブジェク トガラス上に塗抹

した標本 を使用す る。一方残余 の空洞 は空洞 壁組織 およ

び その周辺肺組織 を含 めた ものを切 除 し使用 す る。

(皿)研 究 方 法

塗抹標本 は1日 室 温にて乾燥せ しめホルマ リン蒸気 に

て固定す る。 この固定 された標本 について下記 の組織化

学を実施す る。一方空洞組織 は無水 アル コール および冷

アセ トンにて48時 間固定 。 その間液 を2～3回 取 替 え

る。次いで ベ ンヂ ンまたはキシ ロールで透徹 し53～56℃

のパ ラフィンにて包埋,薄 切切片 とす る。この切片 につ

いて組織化学 を実施す る。組織化学実施事項 はまず組織

切片 につい てはAuramin菌 染色 に よるZ型,W型 出

現 の分類下 にそれ ぞれ につい て,1.ア ル カ リ性 グ リセ

ロホス ファタ ーゼ染色(以 下al.GPと 略),2.酸 性 グ リ

セ ロホス ファタ ーゼ染色(以 下ac.GPと 略),3.組 織等

電点測定,4.脂 肪染 色(中 性脂肪,SudanIII法)を 実

施 。

(1)al.GP染 色は基質 として グ リセ ロ燐酸ナ トリウムを

使用,量 は0.25g,緩 衝 剤はSorensen氏 液2.0cc,溜 水

3.0cc,0.75%塩 化 カル シウム水溶液5.0cc,5%塩 化 マ

グネシウム水溶液1.0ccの 基質混合液 でpH9.3に 調製,

12～24時 間浸漬,次 いで溜水 にて充分水洗 し2.5%硝 酸

銀 水溶液 中に切 片を入れ直射 日光 に10数 分曝 らす 。溜水

で水洗,3%チ オ硫酸 ソーダ水溶液 に数分浸漬,水 洗,

マ トキシ リンで核染色,脱 水,カ ルボ ール キシ ロール,

バルサ ム封 入。

(2)ac.GPは2%グ リセ ロ燐酸 ソーダ水溶液10cc,PH

5の1/5M酷 酸塩緩衝液5cc2%酷 酸鉛水溶液10ccの 基質

混合液 に37℃ で15～24時 間浸漬 し次 いで溜水 で水洗1～

2%酷 酸水で1分 間前後洗滌,溜 水で充分水洗,切 片 を

1～2%黄 色硫化 ア ンモ ン液 中に2分 間浸漬,流 水で水

洗,ヘ マ トキ シ リンで核染色,脱 水,カ ル ボ ール キシ ロ

ール,バ ルサ ム封入 。

(3)組 織等電 点の測定

染色 によ る等電 点の測 定でPischinger浅 法 を使用,
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酸性染 料 として ク リスタル ポンソー,塩 基性染料 として

メチ レン青を使 用。蒸溜 水で0.005%メ チ レンブ ラウ水

溶液 を作 りこれを50cc,1/5稀 釈 のpH2.2,2.6,3.0,

3.4,3.8,4.2,4.6,5.0,5.4,5.8,6.2のMcllvane

氏液に混ず る。 この溶液 の うちに8μ の等 しい厚 さの組

織切 片を入れ ときどき振盪 しなが ら約30分 染色す る。染

色 された切片は濾紙 で水 を取 り次 いで空気 中で乾燥後 キ

シ ロールで透 徹 バルサ ム封 入す 。組織成分 の染色 され

た強 さは標 準色 階表 と比 べて決定す る。標準 色階表 はま

ず0.008%メ チ レンブ ラウ溶液(0.01%×0.8)20ccを 作 り

その16ccを 取 り水4ccを 加 えて0.001%×0.82の ものを

うる。次に この16ccを 取 りまた水4ccを 加 えて0.001%×

0.83の ものを うる。 これを1列 の同 じ太 きの試験管 に入

れて この色 を白紙 に写 して色階 表を作 り1,2,3と 番 号

を附す る。各空洞 壁切片について各pH毎 に染色 の強 さ

を記入 し線 を画 く。酸性 染料 と塩基性染 料の両方の線が

交 わる点のpH値 を求め る。 しか し今回は メチ レンブラ

ウのみ を使用線急降の中点のPH値 の平均 点 を求めた。

(4)脂 肪染色

SudanIIIを 使 用す る中性脂肪染色で ある。塗抹標本 に

つい ては,(1)ア ル カ リ性GP,(2)酸 性GP,(3)A

TPase,(4)PAS染 色法 を実施 。

以上の染色後 に同一標本についてRhodamin-Auramin

染色,ヘ マ トキ シリンまたはギ ームザ染色 を施 し同一プ

レパ ラー ト上 に細胞 の型態 と結核菌 と酵素 を同時的 に観

察す る重複染色方法 を使用 した。 その ためにはまず酵素

染色次 いで菌染色次いで核染色の順序で行 わね ばな らな

い と同時 にお互いが ほ とん ど影響 を受 けない よ うな方法

を選択 しなければな らない。

(1)al.GPに ついては混合基質溶液 としてグ リセ ロ燐酸

ソーダ0.29,Sorensen緩 衝液8cc,溜 水12cc,0.75%

塩化 カル シウム液20cc,5%塩 化 マグネ シウム液4cc,

8-5%食 塩水2.8ccの ものを使用 し予め37℃ に温 めてお

き切片を投入 し15時 間浸漬 す る。次いでアル カ リ性水 で

数回洗滌 し最後に1回 蒸溜 水を通 してアル カ リ水 をお と

す。 切片標 本の場 合は次 ぎにKossa氏 反応 を利 用した

が後 にRhodamin-Auramin染 色 して塩酸 アル コールで

分別す るか らこの反応で は銀が塩化銀 となつて除かれて

しま うか ら不適 当で あ り硫化鉛 法を利用 す るとこの不備

な点 を打開す ることがで きる。すなわ ち濾過 した2%酷

酸鉛液 に30分 浸漬(孵 卵器内操 作)十 分水洗 後2%黄 色

硫化 ア ンモ ン液 に5分 間浸漬,後 染色はHEま たは ギー

ムザを使 用す。

(2)ac.GP

2%グ リセ ロ燐酸 ソーダ液20cc,2%酷 酸鉛20cc,

Walepole緩 衝液10cc,5%塩 化 マグネシウム1ccの 割

合 に混合 し生 じた溷濁液 を濾過 し濾液 を混合基質溶液 と

してpH5に 調製 し37℃15時 間浸漬,次 いで溜水で洗

滌,2%黄 色硫化 ア ンモ ン液 に5分 間浸漬す る。

(3)ATPase

ATP0.059,グ リシ ン20cc,1%塩 化 カノレシウム20

cc,5%塩 化 マ グネ シウム10cc,溜 水50cc,こ れ を使用

基質混 合液 としpHを9.3に 調製す る。37℃15時 間浸漬

次いで硫化鉛 法 を使用す る。

(4)PAS染 色,Lillie氏 法を利 用す る。

以上の各染色 後Rhodamin-Auramin染 色 し塩酸 アフレ

コールで分 別す る。 この場合 上記諸 反応は影響 を受 けな

い。次いで後染色 としてHEま たは ギームザ染色 を施行

し矢崎式蛍光顕微鏡 で菌を検索す る。同時 に本 装置は暗

視野ではな く半透明視野であ るか ら菌の観察 と同時に組

織ない しは細胞の 上記諸 反応を大 体認め るこ と が で き

る。 これ は本蛍光顕微鏡の特徴であ ることを 強 調 し た

い 。一方蛍光燈の光源 を用意 してお き組織や細胞 をさ ら

に確認す るため反射鏡のみ を動か し紫外 湶に代 る蛍光燈

光 を入れ接眼 フィル タ ーをはず し検索す る。か くして菌

所見 と組織細胞 の諸反応 を同一プ レパ ラー ト上に表現観

察 し うる ことがで きるわけで ある。

(IV)検 索 成 績

1.剖 検空洞 の化 膿膜 層の型態 像

肺結 核空洞 壁において最 も多 く菌 の出現 を見 るところ

としての化 膿膜の細胞構成を見 ると変性 または崩解細胞

が 多いが正 常な型態 として とらえ られ る ものは好 中球 と

大 単核 細胞であ る。 これ らの細胞 の游出百分 率は菌 出現

の型別か ら眺めてみ ると次の結果 になつてい る。

表1

この表か ら分か るよ うに好 中球 は検索細胞数の34.5%

ない し51.4%を 占めてい る。大単核細胞 は16.1～35.4%

をしめてい る。 しか もD型,Z型,W型 の間にはほ とん

ど相違が ない 。す なわ ち菌出現の型別の種類 を問わず大

体好 中球が多い とい うこ とが分 る。 これ らの細胞 と結核

菌 とが如何 なる関係 にお いて存在分布す るか とい うと細

胞 内に結核菌が含有 されている場合 あるい は細胞外すな

わ ち媒質中に菌 が存在 す るか であ る。しか も細胞内 に含

有 され る菌 は少数 の場合 があ りあ るいは多菌 の場合,特

に叢状の増殖像 を認 める もの もあ る。媒質 中において も

ば らば らに単独の状態で存在す る もの とあ るいは分枝状
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の型態 を とるものあるい は叢状の菌塊状存在 を認 めるこ

とがあ る。菌含 有細胞 の種類 を型別 に代表例 を選んで計

測 してみた結果 は次の通 りである。

表2

す なわち最 も多 く菌 を含有す る細胞 として好 中球 が指

摘 される。 この点 に関 しては型別 による相違 を 認 め な

い。好 中球 内の菌 は健全 な型態の ものが多 く変性崩解の

像 の ものは少ない。しか も細胞 内多菌群 におい て叢状 を

なす場合 においては細胞 内増殖が考 え られ る。

2.切 除肺空洞 の化膿膜層 の型態像

外科的切 除空洞 の化膿層 を形成す る細胞 は剖検材料 と

同様 に好 中球 と大単核細胞 である ことに相違 はない。 し

か しなが ら当該 層に出現 す る菌 の状態 は剖検例 に比較 し

て著明に少ない。すなわち空洞壁各層 に出現す る型態 も

Z型 とW型 が主であつてD型 はほ とんど認 めえない 。し

か も肉芽 層におけ る菌 出現 の著減 は剖検空洞 との顕著 な

相違であ る。

3.剖 検空洞 および外科的切 除空洞 壁の脂肪染色(Sudan

III染色)

D型,Z型,W型 の各型別 におい てSudanIII染 色 を

実施 した結果 は次の表の如 くであ る。

表3

すなわち多菌群 におい ては化膿膜層 に微細顆粒状の 中

性脂肪滴 を認 め るが少菌群 におい てはほ とん ど認 めえな

い。乾酷 層はいずれの型別 に も微細滴状 を認 め る。しか

し乾酷層 と類 上皮細胞 および ラ氏 巨細胞が配列す る境界

辺においては粗 大な中性脂肪塊 を各型別 とも認 め一部類

上皮細胞間に も認 め られ る。特殊 肉芽層,深 くまた非特

殊肉芽層においては認 め難 い。結局 中性脂肪 の存在状態

は剖検材料のD型,切 除材料 のZ型,W型 別 において も

同様 な原則性 を示 してお り著明な差違を認 め ることはで

きない 。

4.切 除肺空洞壁 のa1.GPお よびac。GP染 色

切 除空洞 につい て菌 出現 のZ型,W型 の もの それ ぞれ

5例 を比較 す ると比較的多菌のZ型 において は表4の 如

く少菌のW型 においては表5の 如 くであ る。Z型 の場合

の化 膿膜 游出細胞 の陽性 度はW型 の もの と比較す る と低

い ことが分 る。乾酷層 におい て もZ型 の時 はほ とん ど陰

性 であ るがW型 の場合 には乾酷層 の ところど ころ島嶋状

に弱陽性 を呈 す ることが あ るしあ るいは比較的全般的 に

表4

表5

濔蔓性弱陽性 を呈す ることがあ る。特殊 肉芽層 において

は両型別共類 上皮細胞,ラ 氏 巨細胞 の陽 性度に著差 はな

い。特殊肉芽層においては血管 内皮細胞に強 い陽 性が認

め られ線維芽細胞,線 維細胞に も陽性所見を認 め るが両

型 に著明 な差異 は見 られ ない。 したがつて空洞 壁に認 め

られ るal.GPの 分布でZ型 とW型 との差 異は化 膿層 と

乾酷層 に認 め られ他の層 においては変化 がない ことを示

してい る。 これ は菌 の存在す る層 に見 られ る特殊 性で菌

空洞壁乾酷層組織等電点

化膿膜層游出好中球組織等電点
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と細胞 の酵素反応 との関係 を示 す もの と考 え られ る。

al.GP,ac.GPと は同 じ分布 を示 し上記事項は両染色 に

全 く同様 に観察せ られ るところであ る。

5.外 科的切除空洞 壁の組 織等電 点

図に見 られ るよ うに.化 膿膜游 出細胞 と乾酷化 した物

質 との等電 点の差異 は明 らか に生 じてい るが,菌 の多少

に よる変化 は認 め られない。化膿膜游 出好 中球 につい て

の細胞等電 点 も型態 を明瞭 に と りうる状態 の ものについ

ては多菌 少菌 の別か らでは著差 を生 じえない ことを示 し

てい る。 わずか に変性 に陥つてい る細胞 につい て も0.2

の差 の範 囲内であつて実験誤差 の域 に存 してお り乾酪化

物 ほ どの著差 を生 じない段 階に止 まつてい る。

次 ぎは外科的切 除空洞か らZ型,W型 それぞれ10例 に

ついて化 膿膜游 出細 胞の塗抹標本 によ る検索結果 を述べ

る。

1.W型 にお け る菌含有好 中球のal.GP陽 性 度百分率 は

表8の 如 くで あ る。 この表 の如 く強陽性 の細胞で菌 を含

有してい るものはほ とんど認 め られ ない 。最 も多いの は

(+)であ るが 陰性化 してい るもの もか な り多い 。陽性 と陰

性 との比率 は大略56%対44%で 全体 としてはわずか に陽

性 の ものの方が 多い 。

表8W型 におけ る菌含有好 中球 のal.GP陽 性度百分率

2.W型 におけ る菌含有好 中球のac,GP陽 性 度百分率

表9

これ を見 ると陽性度の比率,陽 性 と陰性 との比率 も大

略al.GPと 似てお り分布に差は認 め難 い。

3.W型 にお ける菌含有好 中球 のATPase陽 性 度百分

率

表10

この表に見 る如 く陽性 細胞の比 率は大 体al.GP,ac.GP

と同様の値 を示 してい るが(廾)がやや少 な く(+)が増加 して

い る傾向が ある。 この ことは本 反応が前二者 に比較 して

陽性顆粒がやや細かい性 状を呈 す るところの相違 の結果

か も知 れない 。以上 のW型 に対 してZ型 の場合 を観察 し

て見 ると次 の如 くで あ る。

4.Z型 にお ける菌含有好 中球のal.GP陽 性 度

表11

菌 を含有 していて正常型態 をと りその上陽性 を示す も

のが甚だ少 な く表 に見 られ るよ うに大部分変性ない しは

崩解 し始めた像に接す る。 この ことはW型 に比較 して著

明な相異で あ り注 目すべ き点で ある。ac.GP,ATPase

も大 体al.GPと 同 じ所見であ り大差はないので表を省 略

す る。

5.W型 にお ける菌含有大単核細胞のal.GPの 陽性 度百

分率

表12に 示す よ うに好 中球 に比 して絶対数が少 ない と同

時 に陽性の もの も少ない。

表12

6.Z型 におけ る菌含 有大単核 細胞のa1.GPの 陽性 度百

分率

この場合において も表13に 示すよ うに陽性 の ものは少

ない。 しか しW型 に比 して好中球 と同様細胞の変性 ない

しは崩解の所見を認 め る ものが多い。

表13

大単核細胞 のW型,Z型 にお ける菌含有の陽性数は好

中球 の場合 の如 く余 り大差 を見 ない 。ac.GP,ATPase

において もal.GPと 大略同 じ成績 を認 める。 しか しなが

ら正常 な型態の細胞で菌 を含有す る ことが少 ない点に関

しては好 中球 と全 く同 じ傾向 を示 してい る。以上の表は

Z型,W型 の塗抹標本上で それ ぞれ10例 について計測 し

た総数 または平均値で あるが これ らは菌 を含有 してい る

細胞 に対 しての観察 で菌 を含有 していない もの との数 的
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比率 はまずZ型 において は好 中球の場合は大 体陰性3に

対 し陽性1の 割合であつた。W型 にな ると2対4の 割合

にな り陽性細胞の増加が 目立つて くる。大 単核 細胞にお

いて はZ型 の場合大 体,陰 性5に 対 し陽性1の 割合 でW

型 においては比較的増加 してい る所見を認 め ることが で

きる。以上の よ うに好 中球や大単核細胞が菌を含有 して

い る状態 において見 られ る各種 ボスフ ァターゼの陽性 度

は酵素活性の強弱 を示す もの として考 え られ る。 この反

応の強弱 を上記の 卅,廾,+,-の4段 階に分 けて所見

を記載 したのであ るが顕微鏡下 に見 られ る所見 としては

該 酵素 の顆粒の分布 す る広 さおよび顆粒 の大 きさによつ

て主に判定 したのであ る。一方細 胞内に見 られ る菌 の存

在 状態 は単一 の場合 または分枝状 に2匹 の形 を とるもの

あ るいは さらに長 くのびて3匹,4匹 になつてい るもの

等が認 め られ る。 これ ら菌含有 の状況 と上記 ボス ファタ

ーゼ陽性 度 との関係 を図示す ると次 の模型図 のよ うにな

つ てい る。

図1菌 含 有 好 中球 に お け るa1.GP,ac.GPの 局 在 性

図2菌 含有好 中球におけ るATPaseの 局在性

図5菌 含有大単核細胞 におけるal.GP,ac.GPの 局在性

図4菌 含有大単核細胞 におけ るATPaseの 局在性

大単核細胞 の うちには単球 と組織球が あるが上記諸反

応 の比較 は両者 の細胞学的診断が これ ら反応の系列の 中

に行い えない ので困難で ある。一 口に大単核細胞 と表現

して もこの中には大型 とやや比較的小 さい小型単核細胞

が あ り菌 を含有す ることの多い のは主 として大型の もの

で小型 の ものは比較的少 ない 。陽性度 は小型 の ものの方

が大型の もの に比較 して強い傾向が認 め られ る。

7.化 膿層游出細胞のPAS染 色について

(i)菌 含有好 中球のPAS染 色所見

菌を含有しない好中球

(ii)菌 含有大単核細胞 のPAS染 色 はほ とん ど弱陽性

で顆粒状 の陽性 は認 め難い。

8.W型 にお ける菌含有好 中球のPAS陽 性度百分率

表14

9.Z型 におけ る菌含 有好 中球 のPAS陽 性度百分率

ホスファターゼ染色 に比 して陽性 度の強 い ものが多い

傾 向をW型,Z型 に も認 め る。 しか し分布 の局在性 は大

方似てお りPAS陽 性物質 とホ スファターゼ との関連性

を窺 うこ とがで きる。
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表15

(V)結 語

(1)空 洞壁化膿膜 の細 胞構 成につい ては菌 の多寡 によっ

て質的 な著差 を認 め ることがで きない 。

(2)空 洞壁 におけ る中性脂肪分布 は多菌群,少 菌群いず

れ において も乾酪層 と非特殊 肉芽層 との境界 に最 も多 く

粗大顆粒 状を呈 してい る。

(3)空 洞壁化膿膜層 と乾酪層 との組織等電 点はそれ ぞれ

pH5.0～5.2とpH4.7～4.9の 移行 櫨を示 し菌の多寡 に

よ る著差 は認 め られない。

(4)空 洞 壁のホ スファターゼは菌 の多寡 を問 わず非特殊

肉芽層に最 も著明であ る。乾 酷層においては少菌 の場合

ときどき陽性 を呈 す るが 多菌 の場合 はほ とん ど陰性 であ

る。

(5)化 膿膜 の菌を含有 しない 好中球 と単球 のal.お よび

ac.GP,ATPase,PAS陽 性物質 は多菌群 におい ては

陽性 度の減 少が著 明で少菌群 においては軽 度であ る。

(6)菌 を含 有す る好 中球 と単球 のal.お よびac.GP,AT

Pase,PAS陽 性物質 は多菌群,少 菌群共 に減少す る

傾 向があ る。

(7)好 中球,単 球 のal。およびac.GPとPAS陽 性物質 と

は大 体平行 的に存在 す る。

(8)好 中球,単 球共 に菌 を含 有 した場合原形質 内のal.お

よびac.GP,ATPaseの 分布 は菌 の存在 ヵ所附近 は少

な くややはなれて存在 す る傾 向が多 くか つ酵素顆粒 の細

化 が認 め られ る。

(総括,考 案,結 論,文 献は次章掲載)


