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Time-course observation of the acid phosphatase activity of the liver and the spleen wasa. 

conducted in mice after intravenous infection with a bovine strain of tubercle bacilli (Ravenel)

The mice were of dd-line commercially available in this country, weighing about 20 

Nonspecific acid phosphatase activity of the tissue homogenates was measured using p-nitrophenyl 

phosphate as substrate at pH 5. 6 (0. 1 M acetate buffer) and specific glucose-6-phosphatase of the 

liver was measured using sodium salt of G-6-P as substrate at pH 6. 5 (0.1 M maleic acid buf-

fer). Taking the swelling of the test organs into consideration, the activity was expressed as 

the amount of liberated p-nitrophenol or phosphate P by the whole organ in 60 minutes at 40•Ž 

for the former or in 15 minutes at 40•Ž for the latter. Then, per cent increase of the activity 

from normal (uninfected) was calculated and presented graphically.

As shown in Fig. 1, 2, and 3, acid phosphatase activity of the liver and the spleen was 

elevated in the course of infection. In the spleen, the maximum elevation was observed in 

the later period than the peak of the bacilli-multiplication curve. Once increased activity showed 

a tendency to decrease thereafter, perhaps corresponding to the stage of host-parasite equilib-

rium in tuberculous infection. On the other hand, G-6-Pase activity of the liver did not-

increase at all, but sometimes showed a lowered value.

G-6-Pase activity is the function of liver parenchymal cells, and acid phosphatase activity 

is that of Kupffer cells according to the cytochemical investigation of Thorbecke et al4). There-

fore, there is a good evidence to believe that the elevation of acid phosphatase activity of the 

spleen and the liver in tuberculous infection is an expression of the activated reticuloendothelial 

system. The swelling of these organs will be explained as the increase of cell numbers in the, 

system.

*From Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Kamiosaki-Chojamaru, Shinagawa-ku,, 
Tokyo, Japan.

結核感 染の動態 を把握す る試 みの一つ として,著 者 は

感 染組織 内の生菌数 の消長 を分析 して,宿 主寄生物 間に

成立す る生物学的平衡関係に考 察を進 めてきたが1)～3),

この問題を さらに検討す るためには,次 の2つ の方向の

研究が必要 と思われ る。その1つ は,生 体内の結核菌の

物質代謝,菌 体成分,免 疫原性の研究であ り,他 の1つ

は,宿 主感染細胞の生物学的,生 化学的検討で ある。後二

者 に関 しては喰菌中 の網内系細胞 の物質代謝に ことに興
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味が も た れ るが,1961年Thorbeckeら4)は マ ウス 肝 の

細 胞 化 学 染 色 標 本 に お い て,Kupfferの 星 細 胞 のみ が 特

異 的 に酸 性pkosphatase活 性 を示 し,し か もBCG接 種

後 に こ の反 応 陽 性細 胞 が 増 加 す る こ とを報 告 した。 こ の

知 見 よ り出発 して,わ れ わ れ は 結 核 感 染 マ ウス の肝 乳 剤

につ い て,酸 性phosphatase活 性 の 変 化 を β-glycemo-

phosphateあ るい はglucose-6-phosphateを 基 質 と し

て,そ れぞれpH5.6,6.5に おいて測定 し,そ の結果

につ いて予備的報 告5)を行なつた。すなわち β-glycero-

phosphateを 基質 とす る活性は感染に伴つ て 上 昇 し,

glucose-6-phosphateを 基質 とす る活性は逆 に低 下す る

ことを認 めたが,前 者は網内系の反 応であ り,後 者は肝

実質 細炮 の活性 であ るとみ るべ き幾多の理 由よ り,こ の

所 見は さらに確認 し,そ して発展せ しめ るべ きもの と考

えた。本報 告では,そ の後に行なつた実験を 中 心 と し

て,こ の酵素 活性 の変化の生物学的意義 に つ い て 論 ず

る。

実験材料と方法

動 物は市販dd系 ハ ツカネズ ミの雄で,体 重20±29

の ものを使 用 した。 感 染用結 核菌株 は,Sauton合 成液

体 培地上 に発育中の有毒 牛型菌Ravenelで あ り,手 振

法 で蒸溜 水菌液 として使用 した。感染は尾静脈内に行な

つた。

酸 性phosphatase活 性 の 測 定 に は,前 報 告 に お い て

はNa-β-glycerophosphateを 基 質 と して用 い た が,今

回 は かわ りにDisodium-P-nitrophenylphosphateを 用

い た 。反 応 系 は1110Macetate buffer(pH5.6)0.7ml,

の.5%の 基 質0.2ml,組 織 乳 剤0.1mlの 全 量1.0ml

と し,混 和 後40℃ の 恒 温 槽 中 に1時 間 放 置 し,こ こで

1.0mlの1%NaOHを 加 え て反 応 停 止,か つ 遊 離 され

たP-nitrophenolを 発 色 せ しめ,さ らに 蒸 溜 水1.0ml

を 加 え て これ を比 色 した 。 反 応 開始 時 にNaOHを 加 え

た 試 験 管 を盲 検 と し,ま た あ らか じめ作 製 され た標 準 曲

線 よ りP-nitrophenolの 遊 離mg量 を換 算 した。

特 異 的 なglucose-6-phosphatase活 性 の測 定 に は,

0.1Mglucose-6-phosphate(Na塩)を 基 質 と し,pH

6.5のM/lomaleicacidbufferの 環 境 で行 な つ た。 反

応 系 は 基 質0.1ml,buffer0.3ml,組 織 乳 剤0.1mlと

し,40℃ に15分 間 放 置 後10%TCAを1.0ml注 加

し5分 間 水 冷 した 。 さ らに 水1.0mlを 追 加 してか ら遠

沈 し,そ の上 清2.0mlを とつ てKingの 方 法6)に よつ

てP定 量 を 行 な つ た 。 反 応 開 始 時 にTCAを 加 えた 盲 検

を 用 意 し,光 電 用 燐 標 準 液 を用 い てP定 量 用 標 準 グ ラフ

を 作 製 し,遊 離燐 酸 のP mg量 を計 算 した 。

肝,脾 の組 織 乳 剤 は 乳 鉢 中で 蒸 溜 水 を 媒 液 と して10

倍 乳 剤 と した が,glucose-6-phosphatase活 性測 定 には

こ れ を この ま ま0.1ml使 用 し,酸 性phosphatase活

性 測定 に はacetate bufferを 用 い て,さ らに10倍 稀 釈

を2回 施 行 し,そ れ らの0,1mlを 用 い て活 性 測 定 を行

な つ た。

脾中感染菌数 の測定は,上 記乳剤 の一部を1%NaOH

を用いて10倍 稀釈系列 とし,こ れ らの0.1mlず つを

小川鶏卵培地(KH2PO4を 原液 に1%に 含有す る)に 接

種 し,37℃3週 放置後の発生集落数 よ り推定 した。

実 験 成 績

実 験1:前 報 告5)に お い て は,G-6-Pを 基 質 と した場

合 に脾 に お い て活 性 は み られ なか つ た の で,種 々 な器 官

に お け る酸 性phosphatase活 性,G-6-Pase活 性 を健

康 マ ウ ス を用 い て検 討 した 。

Table 1. Comparative Intensity of Acid

 Phosphatase Activity of Various

 Organs of Mice

Table1に 脾,肝,腎,肺,筋 肉,心 臓 における活性

度を相対的な強度 として示 した。G-6-Paseは 肝,腎 に

おいてのみ反 応陽性で強い活性を もつていたが,一 般酸

性phosphatase活 性は,脾,肝,腎,肺 で強 く,筋 肉

(大腿部筋)と 心臓 においては きわめて微弱であつた。

肝のG-6-Paseが 肝実質細胞 に由来す るこ とは,こ の細

胞 の生理的機能か らみ て当然で あ る が,pH5.6に おけ

る酸 性phosphatase活 性は,Thorbeckeら4)に よつ て

Kupffer星 細胞 に限局 しているこ とが認 め られ ているの

で,こ の2種 の酵素活 性の測定 に よつて,肝 における実

質細胞 と,網 丙系細胞 の代謝活性 の変化 の一面 を常 に相

互に対比 しつつ検討で きる。

実験2:各 群16匹,16匹,7匹 の3群 のマウスを用

意 し,そ れぞれ対照群(非 感染),感 染群,再 感染群 と

した。 感染群,再 感染群は実験 当初 にRavenel株0.1

mgの 静注を受けたが,再 感染群は感染2週 目に さらに

Ravenel株0.1mgの 再静注 を受 けた。対照群,感 染群

は感染直前お よび以後1週 ごとに,再 感染群は3週 目と

4週 目に,そ れぞれ3匹 ずつを剖検 し,そ の肝 と脾につ

いて酸性phosphatase活 性 をP-nitrophenyl phosphate

を基質 として測定 した。その さい臓 器全体の重量を も計
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Fig. 1. Elevation of Acid Phosphatase Activity

 (p-Nitrophenyl Phosphate as Substrate) of 
the Spleen and the Liver in Mice Infect-

ed and Reinfected Intravenously 
with 0.1mg of Bovine Tubercle

 Bacilli (Ravenel)

Fig. 2. Change of Acid Phosphatase Activity

 of the Liver in Mice Infected Intrave-

nously with 0.05mg of Bovine 

 Tubercle Bacilli (Ravenel Strain)

量 して活性度 を全臓 器 としての値 に換 算 し,対 照群に対

す る%上 昇率で表現 した。成績をFig.1に 示 した。感

染後の活性度上昇は肝,脾 ともに2週 において極期を示

しそれ以後低下 したが,し か し3週 時,4週 時において

も感染群 の活性度 は脾 においては対照群 の約150%,肝

Fig. 3. Change of Acid Phosphatase Activity

 of the Spleen and the Fate of Tubercle

 Bacilli Thereat in Mice Infected

 Intravenously with 0.05mg of

 Bovine Tubercle Bacilli 

(Ravenel Strain)

においては50%の 上昇 を示 していた。再感 染に よつ て

活性 度上昇の維持が多少延長 される傾 向を示 したが,絶

対的な影響は与えなかつた よ うに思わ れた。

実験3:前 報告5)を 含めた これ までの実験は,こ れか

ら記載す る実験3の 予備観察であつて,こ こに感染菌 の

消長追求を含 めた総合的 な実験 を計 画 した。40匹 の健

康 マウスを等半 とし,一 方 の群 のみRavenel株 の0.05

mgを 用いて一様に静注感染 し,感 染群 とした。

感染群 の2匹 は,感 染直後 の脾におけ る感染菌数の培

養測定 のため剖検 され,対 照群の2匹 については,実 験

出発時 の肝酸性phosphatase活 性,肝G-6-Pase活,

脾酸性phosphatase活 性 測定のため剖検 された。 以後

1週 ごとに両群 よ り3匹 ずつを無差別 に選 んで殺 し,そ

れぞれ肝,脾 の100mgず つ を集 めて乳剤 として,肝 に

おけ る2種 の酵素活性,脾 に お け る酸 性phosphatase

活性を前実験 の要領で追求 した。感染群 の脾 については一

感染 菌数 の培養試験 をも行 なつた。

成績 はTable2,Fig.2,3に 示 した。感染群 の体重

は常 に対照群 に及ぼ ないが,肝,脾 の重量 は逆 に感 染群

が大で あつて,こ とに脾 の腫脹が著 しい。Table2,Fig.

2に おいて明瞭で あるが,感 染に よつ て肝 の酸性phos-

phatase活 性 は上昇す るが,G-6-Paseは む しろ低下の

傾向を不規則なが ら示 し,こ の両酵素活性の対照的な動

きは,前 報告で の観察5)と 同一で あつた。脾 に関 しては

Fig.3の 示す ごとく,酸 性phosphatase活 性 は感染 の進

行に伴つて上昇 したが,そ の極期 は感 染菌 増殖曲線 の峯

よ り2週 間ほど後にず れて5週 目にあつた。また活性度

上 昇は感 染2週 目には じめて明瞭 となつてきてい るが,
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Table 2. Change of Acid Phosphatase Activity of the Liver and the
 Spleen in Mice Infected with 0.05 mg of Bovine Tubercle Bacilli 

(Ravenel strain) Intravenously

Note:* G-6-P (glucose-6-phosphate) at 40•Ž for 15 minutes.

** PNP-P (p-nitrophenyl phosphate) at 40•Ž for 60 minutes .

これはFig.1の 場合 と異なつて,は2じ めの感染 菌数 が

よ り少な ぐ,そ れに応 じて の細胞反応 もお くれた もの で

あろ う。

考 察

結核感染 と酸性phosphatase活 性について の一 般 的

な考察 と,文 献的概観 は前報5)に ゆず り,こ こでは実験

に直接 関係 した面 についてのみ論 ず ることにす る。

結核感 染に よつて網内 系 細 胞 の酸性phosphatase活

性 の上昇す る ことは肝,脾 についての上述の所見か ら,

また これ までの多 くの研究者の報告7)～10)からみ て 確 実

な現象であ ろ うが,そ の実態 と生物学的意義は全 く不 明

であ る。 ここにい くつか の可能性をあげ る。1)喰 菌 さ

れた結核菌に よる活 性が付加 され てい るとい う可能性 は

別に報告の予定であ るが,結 核 菌 の酸 性phosphatase

活性は,マ ウス肝 ・脾組織 に くらべれば きわ めて微 弱で,

これ らの組織0.1～0,5mgの 反 応値 に付 加 す る とは考

え られない。 しか し生体 内の結核菌は培養菌 と異 な りそ

の活 性が強い とい う可能性 もあ る。 これ につ いては現在

実験を計画 中であ る。2)次 に,結 核菌 を とり入れ た網

内系細胞に特異的 にこの酵素活性が上昇す る とい う可能

性であ るが,こ れほ さらに大別 して二つ の場 合がある。

一つは結核菌体 ,あ るいはその代謝産物 を処置す るため

の酵素活性,他 の一つ は喰 菌現象 に必要 なエネルギー獲

得 のた め,燐 を多量 に遊離 回転す る要求 上の うごき。3)

第3の 可能性は,感 染 によつ て 酸 性phosphatase活 性

の強い細胞が選択的 に増殖す るとい うことで あつて,こ

れは この酵素活性 につ いての``heterogenous cell pop-

ulation"を 前 提 とし,結 核感染は このpOpulationの

内容に変化 を与 える役割 を演ず るもので ある。われわれ

の実験において も,活 性度は単位重量当 りで も150～200

%上 昇 し,さ らに脾全体 と して も大 き くなつ てい るので.

この臓 器の腫大は酸性phosphatase活 性陽 性 細 胞 の選

択 的増殖に よるとも説 明され うるであ ろ う。 この ことは

G-6-Pase活 性を同時に測 定 しうる肝 においては,実 質

細 胞を対照 としてのKupffer星 細胞の選択的増 殖 で あ

ると,き わめて合理 的な解釈が与え られ る。 しか し個 々

の網内系細胞内で酸性PhosPhataseが 量的 に増 加 して

いない とい う保証 もない。 この点は この酸素が誘導 され

うるか否か の問題 とも関 連 す る が,ま た それはlyso-

someに 存在す る"Particulate enzyme"で あ るので,

細胞化学的な検討か らも論ず るべ きであ ろ う。

網内系酸性phosphatase活 性上昇 は,必 ず しも 結 核

感染に のみ特異 な現象では ないが4)11),BCG4),H37Ra5)

に よるよ りも,有 毒株H37Rv5),Ravenel株 に よる感染

の場合に活性は一 そ う顕著で あ り,ま た感染が平衡状態

に入つて菌 の増殖が停止すれば,活 性は次第 に正常に戻

る傾 向があ るので,こ の酵素活性上昇は,結 核感染 にお

け る網 内系 の動態 の一表現 と して受取れ るのでは なか ろ

うか。複雑 な結核感染 の動態は一方 向か らの検討 のみで

は捉 えがた いので,い ろいろな面 に光を当て て,総 合的

にそ の全体像 の理解 にすすむ必要が あろ う。本報は,そ
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の よ うな試みの一環をなす もの と考える。

結 論

マ ウスにおいて,結 核感染に 伴 う 酸 性phosphatase

活 性の変化を,肝 お よび脾において観察 し,か つ脾にお

け る感染菌数の消長 との関係を検討 した。肝実質細胞 由

来 のglucose-6-phosphatase活 性はむ しろ低下 の傾 向

を示 したが,網 内系由来 と考 え られる 一 般 酸 性phos-

phatase活 性は感染に伴つて上昇 し,菌 の増殖曲線の峯

よ り後にずれて最高上昇率を示 した。 しか し菌の分裂増

殖 が停止 し,感 染が平衡化す るにつれて,活 性は正常値

に戻 る傾向を表現 した。 この酵素活性上昇は,網 内系細

胞 活性化の一指標 と考 え られ,肝,脾 の腫大は この種 の

細 胞のi数の増加に よつて も説 明 され る。

室橋部長のこ校閲ならびに実験における田村恵子氏の

ご協力に感謝する。

文 献

1) 金井 興 美: 医 学 と生 物 学, 65: 18, 1962.

2) 金 井 興 美: 医学 と生 物 学, 65: 56, 1962.

3) 金 井 興 美: 医 学 と生 物 学, 65: 93, 1962.

4) Thorbecke, G. J. et al.: J. Histochem. Cyto-

chem., 9: 392, 1961.

5) 金 井 興 美 ・近 藤螢 子: 医 学 と生 物 学, 65: 138, 1962.

6) King, E. J. et al.: Biochem. J., 26: 292, 1932.

7) Grogg, E. and Pearce, A. G. E.: Brit. J. Exper. 

Path., 33: 567, 1952.

8) Weiss, L. P. and Fawcett, D. W.: J. Histochem. 

Cytochem., 1: 47, 1953.

9) Suter, E. and Hullinger, L.: Ann. New York 

Acad. Sci., 88: 1237, 1960.

10) Allison, M. J. et al.: Am. Rev. Resp. Dis., 84: 

364, 1961.

11) Thorbecke, G. J. et al.: Federation Proc., 19: 

134, 1960.


