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乾 酪 巣 の 人 為 的 軟 化 融 解 に 関 す る基 礎 的 研 究

大 沢 義 信
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受 付 昭和35年5月10日

緒 言

乾酪巣の 軟化 に関 し,Rich(1951)1)は 肺に お ける

病巣 の軟化 は 好 ま し くない と 述べてい るが,他 方,辻

(1950)2)は 浄化は もっ と も自然な 治癒反応で あ り,浄

化 作用 を 完全 な らしめる ことに 成功 すれ ば 必ず し も

Raumを 塞 ぐ必要 は ない と 述べてい る。 この ことは影

山 ・青 木(1955)5)が 主張 した よ うに化学療法 とい えど

も従来の 自然治癒の速度 と程度 を変 えるにす ぎない とい

うことを肯 定す るな らば今 日な お当を得た もので あ り,

と くに転移の危険性が少な くなった現在では一層望 まし

い もの とす らなつてい る。 この事情を島村(1960)4)は

化 学療 法時代に入ってか ら致 命的進展 はご く慢性に しか

起 こ らないが,し か し重症化 して了 えば内科的 には開放

性治癒 を期待す るほか積極的療法 はない と述べ てい る。

か くて,軟 化融解 を決定す る因子 を理解す るこ とは き

わ めて重要 なことで あるが,Pagel(1930)5),辻(1944)

6),Rich(1951)1)ら の総説 をみて もまだ決定的 な説明

は与 え られ てい ない 。しか し,Rich(1951)1)が 軟化の

意 味は生体 内で固形の凝固蛋白質が液状 あるい は半液状

に変化 す ることで ある以上,こ の変換 はお そ らく蛋 白分

解酵 素 による もので,他 の試験管 内で は可能 で も生体 に

は適用 されえない方法 による もので はない と考 え るのが

妥 当で あると述べ てい るこ とによっ て も,軟 化融解 の過

程 はある種の酵素反応 と考 え られ,結 局,そ れにたず さ

わ る酵素 とその反応 の場 との関係において解 明 され るべ

きものであ ろう。

著者 は人為 的に乾酪巣 を軟化融解 して開放性 ない し搬

痕治癒 に導 くことを最終 目的 とし,ま ず,主 として蛋 自

質 よ りなる乾酪物質 のinvitroに おけ る融解 に トリプ

シソを用い,そ の さい,障 害 とな る脂質 の トリプ シソに

対す る作用機序 を解 明し,そ れ に基づ き脂質 の阻害作用

を除去す る方法 の探索 を 目指 して基礎 的研究 を進め,さ

らに各因子の影響 をあわせ検討 した結果 み るべ き成績 を

得 るこ とがで きたので ここに報告す る。

歴 史 的 考 察

今,主 として 酵素 につい て な された 報告 を 一覧 すれ

ば,そ れ らは所詮酵素 の由来 に関す る記述 に帰す るよ う

であ る。すなわ ち,そ の① は死細胞に由来す るとす るも

の で,こ の説 を支 持 す るか,あ るい は この説 の裏 付 け を

な す と考 え られ る もの に はUtkin-Ljubowzow(1925)

7),Steppuhn&Duret-De玉age(1927)8),Utkina-

Ljubowzowa&StepPuhn(1929)9),辻(1944,1948)

6)10,Rich(1951)1)等 の 報 告 が あ り,他 方,こ れ を

否 定す る もの に はOpie&Barker(1908)11),寺 松 ら

(1956)12)等 の報 告 が あ る。 しか し,さ らに,pHの 不

適 当 な こ とや阻 害 物 質 の存 在 等 の た め に不 活 性 状 態 に あ

る酵 素 の存 在 を否 定 で きな い とのWeissら(1951)15)

やJoblingら(1914)14)の 文 献 もみ られ る。 そ の② は

病 巣 内 の 結 核 菌 に 由来 す る と す る も の で,Corperら

(1918)15)の 結 核 菌 に蛋 白分 解 酵 素 が 存 在 す る との 報 告

が あ り,ま た軟 化 部 に 菌 の 増 殖 が著 明 に み られ る こ とは

広 く知 られ て い る。 しか し,Wells&Long(1932)16)

は結 核 菌 の 蛋 白 分 解 酵 素 は活 性 が 低 い とい い,Weissら

(1951)1δ)も 酵 素活 性 の 高 い 炎症 部 に菌 が 少 な く,活 性

の ほ とん どな い 軟 化 部 に 菌 の 多 い こ と を実 験 的 に認 め菌

由 来説 を否 定 して い る。 その(3)は 白 血 球 か ら由 来 す る と

す る もの あ るい は それ に 論 拠 を 与 えて い る 報 告 で あ っ

て,Simon(1901)17),Lord(1919)18),Nye(1922)

19),Medlar(1926)20),Huebschmann(1928)21),

Sabin,Doan&Forkner(1930)22),Husfeld(1931)25)

Weiss&Czarnetzky(1935)24),Rich(1951)1),寺

松 ら(1956)12)等 の ものが そ うで あ るが,Page1(1930)

5)は 融 解 に対 し細 胞 や混 合 感 染 を 必 要 とし ない と述 べ,

Long(1935)25)も ま た 細 胞 の 意 義 を認 め て い ない 。

次 に 酵 素 反 応 の 場 に 関 す る病 理 学 的研 究 は きわ め て 多

い が,こ こ に は融 解 とア レル ギ ー の 関係 を論 じた もの に

とど めて お く。 山村 ら(1954)26)は 家 兎 を用 い た 実験

的 肺 空 洞 形 成 に さい し ア レルギ ー状 態 に おい て,よ り高

率 に空 洞 形 成 が 起 こ る こ とを示 し空 洞 発 生 に ア レル ギ ー

が 関 与 す る と説 明 し てい る。 しか し,北 沢(1960)27)は

人 型 菌 を家 兎 に経 気 道 感 染 した さい初 感 染 群 に て空 洞 が

高 率 に発 生 し た こ とか ら山村 に 反対 して い る。

さて,化 学 療 法 時代 に 入 っ て か ら軟 化 融 解 に 関 し て注

目 され た もの はINAHと 副 腎 皮 質 ホル モ ンで あ ろ う。

curci(1953)28)はINAHが 乾 酪 物 質 の融 解 を 促 進 し

た と 発 表 し,Denst(1953)29)は 切 除 肺 所 見 か ら,

Duggeliら(1953)50)は 臨 床 的 にINAHの 浄 化 作 用

を認 め て い る。 わ が 国 に お い て も熊 谷 ら(1955)51)を は
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じめ多 くの発表が なされている。 なおINAHの 作用機

序について寺松(1958)52)は 特殊作用 を 報 じてい るが

香川 ら(1956)35)は 動物実験にてSMに も浄化 お よ

び綴痕 治癒 に導 く作 用のあ ることを 認 め1NAHに 特有

の現象ではない と否 定 してい る。

POPPら(1951)54)は コーチゾ ンによる空洞 形成 を報

じてお り,コ ーチ ゾ ンに よる病巣 の融解 排除が期待 され

たが,青 木 ら(1958)55)は プ レドニ ソロンに よる経験か

ら少 な くも使用 したdoseの 範 囲では著 明な融解 を示す

証拠 を得 られなか った と述 べてい る。

胸部疾患 に酵素製 品を使用す る試 みはか な り以前か ら

なされてい るが,こ れ らの対象 は王 として膿胸 あ るいは

血胸に対す る もので あ り,ま た絃痰 の 目的で使 用 され た

ものが 主で あって,ヴ ァリダーゼ を 使用 した 長谷 川

(1952)56),ヒ ァル ロニダー ゼを 使用 したParaf(1952)

57、,三 上(1952)58),スト レプト キナー ビ,スト レプ

トドルナー ゼを使用 したTillett(1951)39)浅 野1953)

40),ト リプ シ ンを用いたLimber(1952)41),Roettig

(1952)42),Yates(1953)4δ),牧 野(1955)44),篠 井

(1955)45),鶴 田(1957)46)等 の報告が み られ るが,空

洞切 開前 の前処置 として抗 生物質 とスプ ラーゼを使用 し

て空洞 の貫通洗滌 を行 なった天沼(1959)47/,化 学療 法

剤を空洞 に直接注 入 して空洞 の治癒 をはか り,そ の効 果

を 上げ る ために ヒアル ロニダーゼ を 併用 し たWipf

(1958)48)の 仕事 もあ る。 しか し,乾 酪物質の 融解排除

を主 目的 とした ものは見当た らない。

著 者は,人 為的軟化融 解の実験 に あ た り。Schmol1

(1904)49),Caldwell(1919)50),貝 田 ら(1956)51)が

すでに報 じてい るように乾 酪物質 は主 として凝 固蛋白 よ

りな ること,生 体 に対す る作用がmildで あ ること等 の

理由か ら蛋 白分解酵素 をまず考 え,そ の中では作 用の至

適pHが 病 巣のpH付 近に あ り,活 性が高 く,か っ安

定な製品 が容易 に入手 で きる等 の長所 を有す るト リプ シ

ソを用い ることにした。

かって,松 尾 ・大沢(1955)52)は 切 除乾酪巣の 凍結

切 片を トリプ シン または ヒアル ロニダ ーゼ 溶液に 浸漬

し,融 解状況 を調 べたが肉眼的に著明な融解 を認 め るこ

とがで きなかった。寺松 ら(1956)12)も トリプ シ ソに よ

る乾酪物質 のホモヂ ェネー トの融 解は トリプ シ ン濃 度 が

きわめて高 い ときにのみ認 め られた と報告 してい る。融

解の起 こ りに くい理 由 としては,Joblingら(!914)凶

が病巣 中の不飽和脂 肪酸の鹸化 物が蛋白分解酵 素に対 し

阻害作 用を 有す ることを 報 じてお り,Wells&Lon墓

(1932)16)は 結核菌 が 自家融解酵素 を 阻害 あるいは 破 壊

す るのではないか と報 じ,山 村(1956)55)は 白血球 の蛋

白分解酵 素に対 す る菌体 ミコール酸 の阻害作 用を ラベル

した菌 を用 いて明 らか にした。寺松 ら(1956)12)は 乾酪

巣 の脂肪お よび脂 肪酸分画 がト リプ シンおよび ペプ シ ン

を強 く阻害 し,カ テプ シ ンを もかな り阻害す ることを示

し,大 沢(1958)54)も 菌 体脂質 お よび病巣 よ り 抽出 し

た脂質 の トリプ シン阻害作用 を確 認 してい る。また堀沢

(1958)55)は 組織化学 的な らびに 生化学 的研究 に よって

脂質 の融解 に対す る阻害作用 を強調 し,岩 井(1959/56)

も組織学的 に同様 の知見 を得 てい る。しか し,こ れ ら数

多 くの知見が あるに もかかわ らず脂質 の酵素阻害作用 の

機序についての研究 はきわ めて少 な くほ とんどみ るべ き

ものはない。

試 料 と 方 法

本研究に 用 いたト リプ シンは 持 田製結 晶ト リプ シン

で,その8mgが10,000へ モグ ロビ ン単位(H.U-

M.)に 相 当 す る もの,カ ゼ インは メル ク製 のnach

Hamrnarste11,脂 肪酸,Spanお よびTweenは アト ラ

スのTweell80以 外いずれ も東京 化成の もの,SMは

科研の複合,PASは 田辺,INAHは 日新,PZAは

三共 の ものを用いた。またCa",Mg',Ba'9は いずれ

もそれ らの塩酸塩 の純 品を,ミ コール酸 は青 山Bの ソー

トン2週 培養 か らAnderson(1927)57)の 方法 に 準

じて得 た 蟻 成分 を2%KOHイ ソプロビ ルアル コ

ール溶液 にて鹸化後 さ らに抽 出精製 した ものであ るが,赤

外線 スペクト ル等 によ る純度試験 は行 なわれていない、

脂 肪酸 は とくに ことわ らない限 り,い ずれ も0QCに

おけ るN/20NaOH飽 和溶液 を原液S'と し,適 宜希

釈 して用い た。 緩衝液 は,Ca",皿9',Bageを 用い る

場合 にはM/15べ ロナール,そ の他の 場合 にはM/15

燐酸塩 を用い た。 なお以下の表 に示す物質 の濃度 は反応

系に加 える溶液の濃度 を表わ した もので,終 濃度 にすれ

ば,反 応系1の 場合 その1/10,反 応系IIの 場合 その1/3

で ある。

病巣はほ とん どの例でSM,PAS,INAHの2者

ない し3者 を術前2日 前 まで便用 した患者か ら切除に

よっ て得 られた新鮮 な標本 を用いたが,切 除か ら実験 ま

での時間は一定にな しえなかった。

トリプ シンの活性測定には,カ ゼ インー280脚 直 接

法,乾 酪物質 を基質 とした場合には反応濾液 にっ き大沢

(1958)58)の 発表 したPhenol-Hypochlorlt法 に よっ

た。なお反応 系の組 成は次の ごとくに した。

反応系1(カ ゼ イン基 質)一 表1～9の 実験

125H.U.M.ml」ト リプ シ ン1

mlM/15,pH7。6燐 酸緩衝液1〃

試 験物質(脂 質,Span,Tweell等)1〃

0.7%カ ぜイン5〃

反応総 量10〃

停止液(ト リク ロール酢酸,氷 酢酸,

酢酸 ソーダ混液)5〃
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反応系II(乾 酪物質基質)一 表10の 実験

5,000H.U.M./mlト リプ シ ン0。5ml

70mg/ml乾 酪巣 ホモヂ ェネート

(M/15,pH7。6燐 酸緩衝液便 用)0.5〃

1o%Tween800.5〃

反応総量1.5〃

停 止液20.0〃

添加 した試験物質 の 効果 は,吸 光度A(30℃ にて

20分 反応 した系か ら得 られた)か ら吸光度Aノ(0℃ に

20分 放置 した系か ら得 られた)を 差 し引 いた値 を 反応

度Rと し,他 方,試 験物質 を 含 まぬ2つ の系か ら 同

様 に して反応度RKを 求 め,Rま たはRとRKの

差 △に て表現 した 。したがっ て,Rの 値 は大 な るほ ど試

験物質の促進 的効果 の大 な ることを,他 方,△ の値 は+

の とき促 進,一 の とき阻害,0の とき無効 な ることを意

味す る。

乾酪巣切片 の融解 実験には 生 の ままの 凍結切片 を 用

い,5,000H.U.M./mlト リプ シン溶液,10%Tween

溶液,M/15,pH7.6燐 酸緩衝液 を 各5ml宛 含 む滅

菌 シャー レ中にて37℃ に保 ち,一 定 時間後 に,ヘ マ

トキシ リンーエ オ ジンに よる染色標 本を作 つて 観察 に 供 し

た。

実 験 成 績

1)脂 肪酸 のト リプ シ ン活 性に対 す る作 用:飽 和 脂肪

酸6種,不 飽和脂 肪酸4種,そ のほかに菌体 か ら抽 出

した ミコール酸 を用い た。濃度 は,ミ コール酸がSの

1/5か ら1/500ま で,そ の他はいず れ もM/20の もの

を添加 した。 結果 は表1,3お よび4に み られ る ご と

く,い ず れ もト リプ シ ンに阻害 的に作 用 し,そ の阻害は

表1脂 肪酸 のト リプ シン活性 に対 す る作用

(脂肪酸濃度:1/20M)

炭素 数11以 上 の ものに強 く,同 じ炭素 数の中では飽和度

の大 なる酸でやや強い阻害 を示 した。

2)脂 肪 酸 の ト リプ シ ソに対 す る阻 害 作 用 の 機 序 を 明

らか にす る た め に 脂 肪 酸 の ソル ビ ット エ ス テ ル で あ る

Spal120,40,60,80,85,さ らに,ポ リオ キ シエ チ レ

ン ソル ビ ット エ ス テル で あ るTween20,40,60,80,85

を,Spanは10%溶 液,Tweenは20%か ら1/1・000

%溶 液 とし て添 加 した が,こ れ らに はト リプ シ ンに 対

す る阻 害 を認 め られ な か っ た(表2,3,4)・ た だ ・Span

85の 場合 に 見掛 け上 阻 害 が み られ た が,こ の 理 由 に つ い

表2Spanの 種 類 と打 消 し効 果

表3オ レイ ン酸 ・Tween80の ト リプ シ ン

活性 に対 す る作 用
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表4ミ コール 酸 ・Tween80の ト リプ シ ン

活 性 に対 す る作 用

表5オレ イ ン酸 とCa',Mg..,Ba.'の トリ

プ シ ン活 性 に 対 す る作 用

て は後述す る。 なお本実験で は,Spanを 用い た 場 合反

応濾液が 白濁 して280脚 直 接法を 適用で きない 場含

もあっ たので呈色法58)を もあわせ行 なった。

3)オ レイ ン酸 とCa',Mg',Ba..の トリプ シン活

性 に対す る作用:2)と 同様 の目的で オ レイ ン酸 の 不溶

性塩 を作 り トリプ シンに対す る作用 をみたのが表5で,

この結果か ら,こ れ らの不溶性塩 には阻害作用 のない こ

とが知 られ る。なおCa..,Mg..,Ba..も トリプ シンに

阻害作用 はなかった。

4)オ レイ ン酸の 卜リプ シン阻害作用 に対す るSpah

の打消 し効果:Spanは その脂肪酸残基 によっ て 他 の脂

質 に結合す るこ とが知 られ てい るので,ト リプ シン活 性

を阻害す るオ レイ ン酸 と併用 した場合,そ の作用 を打 ち

消す効果 のあ ることが予想で きる。そ こで10%のSpan

20,40,60,80,85をSの1/10の オ レイン酸 とと

もに反応系に加 えて トリプ シ ン活 性 を調べた結果,い ず

れに も不完全 なが ら打消 し効果 を 認 め えた(表2)。 な

おSpanの 溶解度 は20と85が やや高 く,他 はむし

ろ 溶解 しに くかったが,実 験 結果 は 比較 的 易溶 性 の

Spanを 併用 した場合 に打 消 し効果 の大 きい こ とを 示 し

た。

5)オ レイン酸 お よび ミコール酸 の トリプ シン阻害作

用に対 す るTweenの 打消 し効果;4)と 同様 の観点 か ら

実験 を行 なっ た結果,表3,4に み られ るごと く,併 用

の場合,オ レイ ン酸濃度 の高 いSの1/10,Tween濃

度の低い1%の 場合不完全で あっ た以外,い ずれ も完

全 な打消 し効果 を示 した。

6)Tweenの 種類 と打消 し効果:Sの1/10お よび

1/100の オレイ ン酸 と10%のTween20,40,60,

80,85を 併 用 してTweenの 種類に よる 打消 し効果 の

優劣 を調べ たのが表6で,こ の結果 よ りTweenは い

ずれ も完全 な打消 し効果 を示 し,と くにその効果 はア ト

ラスのTween80が 優れてい るこ とが知 られ た。

表6Tweenの 種類 と打消 し効果

7)反 応系 のpHとTween80の 打 消 し 効果:S

の1/100の オ レイン酸,お よび10%Tween80を 加

えた反応系のpHを 緩衝液に よって種 々に変 えTween

80の 打消 し効果 を調べたのが表7で,こ れに よれば中

性で もっ とも効果が少な く,酸性,あ るいはアル カ リ性で
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表7pHとTween80の 打消 し効 果

(オ レ イ ン酸:S・10-2,Tween80:10%)

表8添 加順序と打消し効果

多い ことが明 らか となっ た。

8)反 応系 に対す るTween80の 添加順序 と 打 消 し

効果:Sの1/10お よび1/100の オ レイン酸 と トリプ

シンを混 じ,30℃ に20分 放置後,10%Tween80

を加 えた系,オ レイ ン酸,ト リプ シン,Tween80を は

じめか ら含有 す る系,Tween80と トリプ シ ソの混液 を

オ レイ ン酸 に混 じた系,オ レイン酸,Tween80,ト リ

プ シンを0℃ にて2分 間隔に連続 的に混 じた系を 作

って実験 した結果,表8の ご とく最初 の系 に 不完全 な

打消 し効・果を認 めた以外 はいず れ も完全 な打消 し効果 を

示 した。

9)Tween80の 打消 し効果 に 対 す る薬 物の 影響:

Sの1/5の ミコール酸 と10%のTween80を 加え

た反応 系に さ らに種 々濃度のSM,PAS,INAH,

PZA溶 液 を加えて調べたのが表9で,表 に よれ ば,

SM,INAHは むしろTween80の 打 消 し 効 果 を増

強 し,PAS,PZAは 減弱 させ ることを 示 した。 ま

たSM,PAS,INAHの2者 ない し3者 を併用 し

た場合 にはPASの 減弱効果が現 われなか った。

10)切 除病巣均質液 の融解に対す るTween80の 効

表9薬 物 とTween80の 打消 し効果

表10切 除病巣均質液の融解

果:切 除病巣均 質液 を基質 とし反応系IIに よ り,37

℃に1時 間反応 させてTween80の 効果 を調べ た結果が

表10で,病 巣 の性状 にかか わ りな く,い ず れ も トリプ

シンによ る融解 および 自家融解がTweenの 添加 によつ

て促 進 され ることを示 してい る。

11)切 除病巣 の凍結切片 の トリプ シンによ る融解 に

対す るTween80の 影響:図1は 切除病巣 を 無菌 的

Tween80,ト リプ シソ,緩 衝液の混液に浸漬,37℃ に

20時 間保ったの ちの肉眼的融解所見 を示す写真の1例 で
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重 肺病単切 片の融解(1)

図2肺 病 巣 切 片 の 融 解(II)

へ:緩 衝液のみB:Tween80十 緩衝液C:ト リプシン 十 緩衝液

D:ト リプシ ン+Twen80十 緩衝液

図2は その顕微鏡 写真 であ る。図2のAは 緩衝液 のみに,

BはTween80十 緩衝液 に,Cは トリプ シン十緩衝

液 に,Dは トリプ シ ン,Tween80,緩 衝液の混液 にそ

れぞれ浸漬 した ものをヘマ トキ シ リンーエオ ジンにて染

色 した もので あっ て,実 験 した他 の3例 で も顕微鏡的に

は ト リプ シンのみに て もか な りの融解が認 め られ るが,

Tween80併 用の場合 さ らに著 しい融解の起 こることを

示 してい る。

考 案

著 者は人為 的に乾酪巣 を融解排 除 して開放性 ない し瀕

痕治癒 に導 くことを最終 目的 として,ト リプ シンによる

乾酪物質のinvitroに お ける 融解に関す る研究に着手

したが,そ の 当初においてすでに病巣中に含有 され ると

考 え られ る トリプ シ ン阻害物 質のために肉眼 的に顕著 な

融解 を認 めえぬ とい う障壁 に突 き当たった。そ こで著者

は阻害物質 として考 え られ るム コイド,ポル フィリン,脂

質等の トリプ シンに対す る作用 を調べた結果,実 験結核

兎の肺 よ り抽 出した ム コイ ド分画には トリプ シン阻害作

用がない ことを認 め54),ま た ポル フィリンについ て は

ModeUversuchと して ク ロロフィ リンのト リプ シ ンに

対す る作 用を系統 的に研究 し,そ の阻害作 用を確 認 し,

阻害 の機序,さ らにその脱阻害 について も明 らかにす る

ことがで きた54)。

本報 において著 者は脂質 のト リプ シン阻害作用 につい

て研究 し,ま ず脂肪酸 は飽和,不 飽和 のいずれ もが トリ

プ シン活性 を阻害す る こと,そ の阻害 は炭素数11以 上

の酸 において とくに強い こ と,飽 和度の高い酸 にやや強

い阻害作用の あ るこ とを明 らかに し,脂 肪酸の阻害作用

はこれ らの酸に共 通 な一COOH基 に 基 づ くことを 示唆
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し,次 に それを確 認す るために脂 肪酸 の-COOHのH

が ソルビッ トとエ ステル精合 す ることによって失 われて

い るSpanお よび ポ リオキシエチ レンソルビ ットとエス

テル結 合 してい るTweeな のト リプ シンに対す る態 度を

調べ,そ れ らに あっては 脂肪酸残基 をComponentと

して含 有す るに もかかわ らず全 く阻害作用 を示 さぬ こと

を認 め(Span85に は 阻害作用が 認 め られた が,こ れ

は使 用した濃度 においては非 常に粘凋 なためにchoking

す なわ ち分子運動の阻害が起 こつたた め と考 え られ る),

脂肪酸の阻害作用の主体 をなす もの は-COOHのHで

あ るこ とをほぼ確定 的の もの とした。著者 は さらに,脂

肪酸 にCa..,Ba..,Mg..の いずれか を加 え るとき脂肪酸

は不溶性 の塩 とな り,こ のよ うに脂肪酸が解1雛しえない

状態 においては,も はや トリプ シ ン活性 を阻害 しない こ

とを示 し,脂 肪酸のト リプ シソ阻害作 用は その一COOH

のHに 基づ くことを決 定した。

かって,寺 松 ら(1956)12)は 結 核病巣 の 安 定化 の機

転 として乾 酪巣 に含 まれ る脂 質が分解 されて酸 を生 じ,

それが病巣外か ら入って くるCaと 混 じ生化 学的に きわ

めて安 定な状態 を とるといってい るが,著 者の研究 に よ

れば少な くも脂質の酵素化 学的阻害作用に関す るか ぎ り

脂肪酸 がCa塩 、とな ることはむ しろ融解に導 く再能性が

あ老)と考 え られ る。 しか し,現 実 にCaの 沈 着に よつ

て病巣が安定化 してい ることはCa塩 の不溶性のた めに

酵素反応の場が物理 的に硬着せ られ,酵 素反応に関与す

る分子の運動 を妨 げ るこ とに よって酵素活性 を低下 させ

るとと もに,酵 素の供給源 と考 え られ る白血球の滲入 を

困難 な らしめ るため と考 え られ る。

著 者はす でに脂 肪甑 の トリプ シ ソ阻害作 用の機序 を明

らか にしえたが,そ れ によれ ば 一一COOHのHに 基 づ

くわけであ る。したがってそのHを 置換 す るか あ るい

は他 の結合 に よって不活 性化す れば脂 肪酸 の作 用は除去

し うると考 え られ る。SpanやTweenは 前述 の ごと く

それ ら自身 が脂肪酸の エステルで あるが,そ の脂肪酸残

基 に よって さ らに他の脂質 と結 合す ることが知 られてい

る。 そこで著者 は脂質 としてオ レイン酸お よび ミコール

酸 を用い,Spanあ るいはTweenを 併用 して脂 質の ト

リプ シンに対す る阻害作用が除去で きるか否か を調べ た

ところ予想通 り阻害作用 を除去で きることを認 めた。 な

お この さいSpanやTweenの 物理化学 的効果 も疑 わ

れ るので表面活性 を測定 したが物理化学 的作用 によ ると

思われ る結果 は得 られなかった。

次 にかか るSpanやTweenの 脂質 の作 用を 打 ち消

す能力が それ らの種類 に よって どの よ うな変化 を示すか

を 調べた ところ,い ずれ も打 消 し作 用が 認 め られた

が,効 果の点で それぞれ多少の優 劣を認 めた。 しか し,

これは本質 的な相違 ではな く主 として溶解性 によ るもの

と考 え られ る。

また,pUとTveenの 打消 し作用の関係 をみた結果

酸性お よび アル カ リ性にて 見掛 け上の打消 し作用が大 き

く,中 性附近で小 さかった。 この こ とは酸性側では脂肪

酸は不溶性 とな り,一一COOHのHは 解離 しないた めに

Tweenに 無 関係に その阻害作 用は 少 な く,ま た アルカ

リ側では脂肪甑は よ く解離 し,Tweenと の結合 もまた

起こ りやすい ために脂肪酸 の阻害作用が強 く打 ち消 され

るため と考 え られ る。

著者 はさ らにTweeenの 添加時期 について研究 した結果

,オ レイン酸 と酵素 を混合 したのち30℃ に20分 放

置後Tweenを 加 えた系 では 打消 し効果 を 認めたが不

完全 であった。しか し,そ の他 の系,す なわ ち,オ レイ

ン酸,酵 素,Tweenを 始 めか ら混合 した系,Tweenと

酵素 の 混液 を オ レイン酸 に 混 じた 系,オ レイン 酸

Tween,酵 素 を0℃ にて2分 間隔 に連続 的に混 じた糸

等 ではいずれ も完 全に トリプ シ ソ阻害作 用 を打 ち 消 し

た。 これ らの実験はすでに脂質に よって不活性化 されて

いる酵素 もTweenの 添加 に よってあ る 程度賦活 され

る司 能性を示唆す る。事実,こ の ことは病巣 ホモヂ ェネ

ー トにTweenを 加 えた系 で 自家融解 の促進 され るこ とを

認めえた ことに よって肯 定 され よ う。著者は歴史的考 察

において病巣融解に 与か る 酵素の由来に ついて一覧 し

たが,Tweenlに よつて 病巣ホモ ヂェネート の 自家融解

を促進 しえたこ とは,と くに その供試病巣が軟化傾向の

ない乾酪巣 を も含 んでい るゆえに,い わゆ る,死 細胞 由

来 の酵素が融解 の主役 をなす とはい わない まで も 条件

の如何 によっては融解 にあ る程度 関与す る可能性 を示唆

す るもの と思われ る。

次に著 者は 各種薬 物の 打 消 し作 用に対 す る影響 を調

べ,SM,INAHに はむ しろ促進的に,PAS・PZA

には阻害 的に作 用す る効 果のあ ることを認めた。 この こ

とは,融 解 に用い る混液 にSMやINAHを 加 え うる

ことにな り,融 解排除機転にお ける転移の懸念 を除 き う

る点で有利で ある。

以上の ことか ら著者 は人為的軟化融解に使用すべ き融

解剤 として トリプ シンを主体 としTween,Ca..,SM,

INAH等 を含 む弱 アル カ リ性の溶液 が適当で あ るとの

結論 を得 た。

結 語

空洞 を開放性治癒 ない し搬痕化 に遵 きうると思 われ る

乾酪 物質 の 人為的軟化融解 をlnvitroに て王 として酵

素学 的に研究 した。

乾 酪物質の主成分 は蛋白で あ り,他 方,ト リプ シンの

作用至適pHが 乾酪物質 のpH附 近 に あることよ り人

為的軟化融解に トリプ シンを用い るこ とにした。 また・

トリプ シ ンは活性が強 く,安 定 な結 晶形 の トリプ シソを

面品 として容易 に入手で きるこ とも考 慮 した・
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は じめ,切 除乾酪巣 の凍結切 片を 緩衝剤 を 加 えた ト

リプ シ ンの溶液 中にて37℃ に保 つてみたが,肉 眼的

に融 解を認 めえなかった。 この ことは乾 酪物質 中に トリ

プ シソの阻害物質 が存在 す ることを示唆 す る。 そこで,

その阻害 物質 と阻害 の 減 弱法について 研究 して きた。

その結果:

1)ミ コール酸 を も含 めて飽和 および不飽和脂肪酸 は

トリプ シンに よるカゼ イン分解 を阻害 し,そ れ らの作用

は 一COOHのHに よる と思われ た。 なぜ な ら,脂 肪

酸を成分 として含 有 し,そ の 一COOHのHの 位置で

他の成分 と結 合 してい るSpan,Tweenお よびあ る脂

肪酸 の不溶性塩 は トリプ シン活性 を阻害 しなか ったか ら

で ある。

2)SpanやTweenは さ らに それ らの 脂肪酸残基 を

通 して他の脂質 と結合す るので,脂 質の トリプ シ ン阻害

作 用がSpanやTween添 加に よつて 消 し去 られ ると

思 われ るが,こ の期待 は実験的に確 認 された。 そして,

基質 として乾酪物 質を用 いた場 合 も同様に証 明 された。

3)Tweenは 軟化 の傾 向のない乾酪巣 の 自家融解 を

も促進 した。 これ は 自然 の軟化融解 にかかわ る酵素 の一

部が死細胞か ら由来す る可能性 のあ るこ とを示唆す る。

4)脂 質 の阻害作用 に対 す るSpanやTweenの 減

弱作用に影響す る因子 を調べ た結果,人 為的軟化融解 に

は乾酪物質 に トリプ シ ン,Tween,Ca..,SM,INAHを

含 む塩基 性の溶液 を直 接接触 させ ることが適 当で ある と

い う結論 を得た。

稿 を終わ るにあた り,た え ざる御指導 と御校閲 を賜わ

った当研究所岩 崎龍郎研究 部長,お よび御助言 と御校閲

を賜 わった隈部英雄所 長,湯 沢 健児副所長に御礼申 し上

げ るとともに,病 理解剖学 および生理生化 学研究 科員各

位 の御援助 を感謝 いたします 。

本論文 の要 旨は第35回 日本結核病学 会総 会(1960,

福岡)の 席上 にて発表 した。
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