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Chronorogical changes in the activities of various enzymes of the mononuclear phagocytes 

(MN) in tuberculous lesions were studied histochemically to estimate the functions of MN at 

the stages of development and healing of the lesions in vivo. Dermal BCG lesions were pro

duced in rabbit by the intradermal injection of BCG and the lesions were biopsied at various 

times after infection. The enzymes assayed were P-galactosidase, acid proteinase (cathepsin D

 like), hyaluronidase, Naphthol AS-D acetate esterase, acid phosphatase, succinic dehydroge

nase and cytochrome oxidase. The MN stained * to +H+ by each enzyme were designated as 

positive cells.

The activities of P-galactosidase, acid proteinase, hyaluronidase and esterase in MN varied 

by the stages of the lesions, i. e., the activities of the former three which were mostly found 

in the MN localized near to necrotic areas increased at the stage of development two to four 

week after infection and there after gradually diminished. The latter one, i.e., the activities 

of Naphthol AS-D acetate esterase were increased prominently in the MN of the healing lesions 

five to six weeks after infection.

The cells with increased activities of the esterase gathered in multiple masses which are 

not concerned with necrotic areas or in all the areas of the granulation. The activities of acid 

phosphatase, succinic dehydrogenase or cytochrome oxidase were found evenly in the MN of 

any stage and were neither correlated with development nor healing of the lesions.

Based on the studies of BCG lesions in rabbits at the stages of development and healing,

*From the first department of internal medicine , Kumamoto University Medical School 1-1-1, Honjo,
 Kumamoto 860 Japan.
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human tuberculous lesions including a 7 days BCG lesion induced in a normal individual, a 

tuberculin reaction tested for patient with pulmonary tuberculosis and lymphnodes biopsied 

from patients with tuberculous lymphoadenitis were also studied by using the same histochemi

cal methods. Only the cells with the activities of Naphthol AS-D acetate esterase showed 

similar behavior to the MN in experimental BCG lesions.

In this paper, the significance of the Naphthol AS-D acetate esterase increase in MN at 

the stages of healing are discussed from the viewpoints of the healing mechanisms of tubercu

lous lesions.

は じ め に

結 核 病 巣 に 集 ま るmononuclear phagocytes(以 後

Mφ と記す)に は数多 くの酵素活性1)～4)が認 め られ お り,

その酵素活性は組織内環 境の変 化や炎症催起物質 の種 類

に よ り変 動 してい る。われ われ は今 までにlysosomal en-

zymeで あ る β-galactosidaseをMφ のmaker enzyme

とし,か つin vivoでlabelさ れたtritiated thymidime

 grainsのMφ 内 での推移を調べ て 結 核 病 巣 に 集 ま

るMφ の機能 と動態 を検討 し報告5)6)して来た。 しか し

β-galactosidaseがlysosomal enzymeで あ る関係上,

この酵素を使用す ることは初期 よ り成熟期 の結核病 巣で

のMφ の機能 と動態 を解 析す る の に は 便 利 で あつた

が,治 癒期病巣におけ るMφ の 機 能 の 解析 に は不充

分な ところがあつた。今回 報 告 す るnaphthol AS-D

 acetate esteraseは この点結核病巣治癒期 のMφ に急速

に増加 して くること,こ の期 はほ とん ど新 しい流入細胞

のない時期 であ ることを合わ せ考 える と結核病巣治癒期

のMφ の機能 と密接 に関係 してい ることが推 測 され,

結核病巣治癒期 の病態 の解析 に役立つ酵素 と考 え られた

ので ここに報告 し,そ の意味す る ところを検討 した。

実 験 方 法

研究材料:ニ ュージ ラン ド白色 ウサ ギ5匹 の背部皮内

に 日本BCG製 造株式会社 のBCGを0.4mg/lesionの

割合 に接種,1匹 当 り8コ の病巣を作 り経 時的に3,7,

14,21,28,35,42病 日にそ の体積を測定,各 病 日に1

病巣を切除 し半切,そ の一部は凍結保存 他の一 部は10%

ホルマ リンで固定パ ラフ ィンにて包埋 した。 また各病 日

前48時 間に注射 され たtuberculinに 対 する反応局所 も

同時に切除 し凍結保 存お よびパ ラフィン包埋 ブ ロックを

作つた。

また34歳 男性肺結核患 者の前腕 内側 に接 種 したtu-

berculinに 対す る48時 間 目の反応 局所 と,38歳 健康男

性の上腕皮 内に接種 したBCG病 巣(7日 目),お よび2

名 の頸部 リンパ節結核患者 の リンパ節 も切除後に凍結保

存 した。

染 色 法:以 上 凍 結 保 存 した 種 々の 組 織 を ク リオ ス タ ッ

トで8μ の凍 結 切 片 に し,ま た 組 織 化 学 法 で染 色 の場 合

は ス ライ ドク ラス上 で乾 燥 固 定 後,β-galactosidase(β-

Gal),acid phosphatase(Acid-P),alkaline phospha-

tase(A1-P),naphthol AS-D acetate esterase(AS.D

ES),succinic dehуdrogenase(SD),お よびcytochro-

me oxidase(CO)を 染 色 した。 またsubstrate film法 を

使 用 した際 に は 凍 結 切 片 をsubstrate film上 で軽 度 に

冷風 で乾 燥 させ た の ち,acid proteinase(cathepsin D)

(Acid-Pro)はCunninghamの 法7)で,hyaluronidase

(H-ase)はSzemplinka法8)の 変 法 で調 べ た 。

パ ラフ ィン包 埋 切 片 は ヘ マ トキ シ リンエ オ ジ ンに て染

色 し形 態 学 的 変 化 を 観 察 した。

酵 素 活 性 の 判 定

各 病 日に 切 除 したtuberculin反 応 局所 に 集 ま るMφ

の染 色 状 況 は 各 病 日 と も変 化 が な く一 定 で あ つ た の で こ

のMφ の もつ酵 素活 性 を 基 にそ れ 以 上 に なつ た も の を

強 陽 性Mφ とみ な し廾 ～ 卅 に分 け 判 定 した 。 またsub-

stratemm法 を 使 つ た 場 合 は 陽 性 細 胞 の数 と消 化 され

たfilmの 領 域 よ り-～ 卅 ま でに 分 け て判 定 した 。

成 績

1.　 酵 素 活 性 の推 移:経 時 的 に 病 巣 内Mφ の 酵 素 活

性 を調 べ る と,β-Ga1,Acid-Pro,H-ase,AS+DESな

どの酵 素 群 はBCG病 巣 の病 期 と深 い 関 係 で変 動 して い

る。 そ し て β-Gal,Acid-Pro,H-aseはTable1,

Table2に 示 す ご と くBCG病 巣 の初 期(3,7病 日)に

弱 く最 盛 期(14,21,28病 日)に 強 陽 性Mφ が 多 数 出

現 して き て治癒 期(35,42病 日)に 再 び減 少 してい く傾

向 が 認 め られ た 。 そ して これ ら の 強 陽 性Mφ の病 巣 内

分 布 を 調 べ る とPhoto1に 示 す よ うに 壊 死 巣 に 接 した

部 位 に強 い強 陽 性Mφ が 認 め られ,そ れ よ り遠 ざ か る

に つれ て 弱 い活 性 を示 す 細 胞 が 分 布 してい る こ とが わ か

つ た 。 しか しsubstrate丘1m法 を 使 用 した 際 に は 組 織 化

学 法 を使 用 した 場 合 よ りfilmの 消 化 領 域 よ り判 定 す る

関 係 上 や や判 定 困難 な場 合 もあ つ た 。
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次にAS-DESの 変動を調べ る とTable1,Fig.1

に示す ように初期 にはほ とん ど強陽性Mφ は出 現 し て

こず,最 盛期 で も平均15.5±2.5%に 強陽 性Mφ を認め

るにす ぎない。 これ に反 し治癒期 に入 ると急速 に強陽 性

Mφ が出現 して きて,35病 日で49.0±4.3%'42病 日で

Photo 1.ƒÀ-Galactosidase activity in epithelioid 

cells of 14 days tuberculous granulation. 150•~

Photo 2. Naphthol AS-D acetate esterase acti

vity in epithelioid cells of 35 days tuberculous 

granulation. 150•~

38.9±7.2%と 約半数 のMφ が強陽性に変化 して くるこ

とがわかつた。 そ こでAS-DES強 陽性Mφ の局在を

調べ ると最盛期 の病巣ではほぼ散在 性に存在 しやや 肉芽

外側に多 く存 在 して い た が,治 癒期 にな るとPhoto2

に示す ように急速に酵素活性の変化を来 し肉芽全体が,

あるいはそ の内部が島状に,強 陽性Mφ で占め られ て

きた。

これ に対 しTable2に 示 す よ うにAcid-P,A1-PSD,

COな で どは各病期 を通 じおのおのの細胞 にはそれ ほど

の酵素活性の差 を示 さなかつた。 しか しAcid-Pは やや

個 々の細胞 で酵素活性に差 が認め られ た が β-Galほ ど

の差は認め られなかつた。

Fig. 1. Chronological changes in enzyme activi

ty of MN in BCG lesions.

Table 1. Chronological Changes in Enzyme Activities of Mononuclear Phagocytes at Dermal BCG
 Lesions (I)
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Table 2. Chronological Changes in Enzyme Activities of Mononuclear Phagocytes at Dermal
 BCG Lesions (II)

Table 3. Esterase and ie-galactosidase Activities of Epithelioid Cells in Tuberculous Granulation

Photo 3. Epithelioid cells interdigitated tightly 

were seen in 14 days tuberculous granulation. 

HE 300•~

2.　 形態 学的変化:HE染 色標本でBCG病 巣内細胞

の形態学的変 化を調 べ ると初期 にはい まだ細胞質 の発育

の悪い中心核を もつMφ が多数 の リンパ球や多 核 球 と

混在 して存 在 していたが最盛期 にな るとPhoto3の ご

と く密に集合 しお互 いに相接す るMφ は強 く接 合 して

いた。 また これ らのMφ は初期 のそれ よ りも細 胞 質 に

富 み核 はやや局在 し類上皮細胞 の形態を示 して くる。次

に治癒期 になる とPhoto4に 示す よ うに類上皮細胞は

急 に細胞質 に富 んだ一見baloon cell様 とな り細胞間結

合は解離 し核は極端に辺在す る ようにな り,そ してなか

Photo 4. Many of epithelioid cells become bal

loon like cells with maldistributed nucleus and 

dissociation of intracellular space in 42 days tu

berculous granulation. HE 300•~

には変性 した細胞 も認 め られ るようになつ た。

3.人 結核病 巣の酵素 活性:ウ サギのBCG病 巣 での

解析を基 礎 として人の結核病 巣 とtuberculin反 応局所

お よびBCG病 巣 のMφ につい て β-Gal,AS-DES ,

Acid-P活 性を調べた のがTable3で あ るが,β-Gal

については ウサギ と異 な り非常に酵素活性が弱 くほ とん

ど陰性か弱陽性 の細胞 のみ が 認 め られ た。次にAS-D

ES活 性ではtuberculin反 応局所や7日 目のBCG病

巣 で弱 く,結 核性 リンパ節炎 で強い活性細胞が認め られ

た。 この ことは ウサギの実験 と考え合わせ病期 がAS-D
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ES活 性に重要 であ ることを示 して い た。次にAcid-P

の動態を調べたがtuberculin反 応局所,BCG病 巣,結

核性 リンパ節炎で も強弱はあ るがほぼ 同程度 の活性値が

お のお ののMφ に認め られ た。 この こともウサギの実

験 と同 じ結果を示 していた。

考 案

慢性 の肉芽腫 の発生 と治癒 の過程を調べ ることは これ

ら疾病 の難治性 とそ の後に起 こる種 々の線維化 の問題を

解決す るのに重要 である。そ こで今回は結核症 とい う原

因の明 らかな病気 で起 こる肉芽腫が正常 の過程 で治癒に

向かつてい く過程を特 に病巣 内Mφ の酵素を中 心 に 調

べてみた。結 核病 巣に集 まるMφ の酵素は大別 して2つ

の酵素群があ る。1つ は酵 素活性 が個 々の細胞 で非常に

異な る群 と他は個 々の細胞 にあ ま り著 明な差が ない群 と

であ る。そ して β一Ga1に 代表 され る多 くのlysosomal

enzymesは 前者に属 して い る。 これ に対 しSDやCO

に代表 され る非lysosomalenzymesやAcid/Pの よう

にlysosomeに 限局 していない酵 素群 が後者 に属 して い

る傾 向にある。

現 在,lysosomalenzymesの 活 性 化 は,炎 症 局所 の起

炎 物 質 や そ の 組 織 崩解 産物 のphagocytosis3)4)の 結果 起

こ る場 合 と,結 核 症 な どの ご と く感 作 リン パ球 よ り出 る

lymphokinesg)に よつ て活 性 化 が誘 導 さ れ た り,ま た,

直 接 リンパ球 がMφ に 接 す る こ とに よつ て 活 性 化10)さ

れ る と され て い るが,そ の 他 に も多 くの活 性 化 の機 序 が

あ る もの と考 え られ て い る。

前記の理由か らlysosomalenzymesは 初 期病巣で活性

値が弱 く,遅 延型過敏反応の現れ る最盛期 に細胞 の流入

の増加 とともに個 々の細胞の酵素活性が増 加 し,necro-

sisに 接 した ところに強 い活 性値 を示 すMφ が位置 して

い ることが多い。そ して治癒 期にな ると再 び細胞 の流 入

が減少 し,酵 素活性 も減少 してい くパ ター ンが認 め られ

る ものである。そ してそ の代表的酵素が β-Ga1で あ る。

ところがAS-DESの 場合は初期病巣でほ とん ど強 陽

性Mφ は認 め られず,最 盛期 でもわずかに認め られ るの

み で,治 癒期 に至 つ て初 めて多数 のMφ が急速に強 陽

性Mφ へ と変 わつ てい く。 この点は β-Ga1や その他の

lysosomal enzymesと 非常 に異 なる ところで,そ れ らの

酵素 とは活性化 の機序が まつた く異なつた酵素 と考え ら

れ る。

末 梢 血 単 球 のnonspecific esterasesを 示 標 と した 研 究

11)12)で
,末 梢血 単 球 には,そ の成 熟 と と もに 活 性 値 の増

強 す るnaphthol AS acetate esterase(ASES)と,成

熟 と と もに 減 少 して くるnaphtholAS-Dchloroacet-

ateesterase(AS-D-Chl ES)が 区別 され て お り,ま た わ

れ わ れ13)はBCG病 巣 を 使 用 し,病 巣 内 に集 ま るMφ の

nonspecific esterases(AS ES,AS-D Chl ES, AS-D

ES,naphtyl acetate esterase(a-Naph ES))活 性 の推

移 を 経 時 的 に 調 べ た が,今 回 報 告 す るAS/D ES以 外 の

3種 のnompecificest erasesは ほぼ β-Ga1と 同様 病 巣

最 盛 期 に 酵 素 活 性 が 増 強 して くるパ ター ンを示 して い た。

次 に 同上 の4種 のnonspecific esterasesに つ い て種 々の

inhibitorsの 効 果 を 調 べ た わ れ わ れ13)の 実 験 で は,AS-

DESは 他 の3種 のnonspecific esterasesと 異 な り

trypsin inhibitors14)で 強 く抑 制 され て い た 。 またNaF

で はa-NaphESを 除 く3酵 素 が 程 度 に 差 は あ るが 抑

制 され た。 以 上 の ほか,pentoxifylline15)も 使 用 した が

4種 の酵 素 と も抑 制 は認 め られ なか つ た 。 以 上 の結 果 よ

りAS-DESはtrypsin-likeesteraseと 考 え られ た 。

次に以上の酵 素学 的変動を基 にMφ の形態を 調 べ て

み ると,AS-DES強 陽性細胞は治癒期BCG病 巣内に

多数認め られ形態的にはbaloon cell様 細胞 と変化 して

い る。 しか しこの期には細胞内に1ysosomeの 増加 は認

め られず,ま た新 しいMφ の流 入 もほ とん どな い こ と

を考 えると,こ のbaloon cellsは 治癒期 病巣で,最 盛

期に認 め られた類上皮細胞が次第に変化 して生 じた もの,

す なわ ち一種 の細胞変性 の過程を示す もの と考え られ た。

しか し治癒期病巣にはhistiocytesを は じめ多 くの細胞

の存在 が推測 され るの で,今 後 これ らMφ 以外の細胞

について も検討 を要す る ものと考え てい る。

今 日nonspecific esterasesは 個 々に そ の働 き が 解 明

され て お らず,Mφ のnonspecific esterasesに つ い て

も同 様 で あ る。 最 近serine esterase14)16)やphosphodi-

esteraseな どはMφ の機 能 と密 接 な 関 係 で 働 い て い る

こ とが 証 明 され つ つ あ り,わ れ われ もそれ ら酵 素 を念 頭

に お い てAS-DESを 検 討 した が 今 まで にMφ 固 有 の

trypsin-likeesteraseで あ る こ とが 明 らか とな つ た 。そ

こで このAS-DESが 治 癒 期 のBCG病 巣 に お け るMφ

の機 能 と何 らか の関 係 が あ る もの と考 え現 在 追 求 中 で あ

る。

次に以上 の実験結核症 のデータを基 に人の結核病巣に

つ いて β-Ga1,AS-DES,Acid-Pの3酵 素について

検討 した。 β-Ga1は 人皮膚病巣 では非常にMφ の活性

値 が低 く判定 できなかつた。AS-D ESで は ツ反 病巣や

BCG病 巣で弱 く,リ ンパ節病巣 で活性値を示 す 類 上 皮

細胞 を多数認 めた。 このことは実験結果 よ り推測 して同

酵 素が病期 と強い関係に あることを証明 してい る。次に

Acid-Pで あ るが人組織 と動物組織 で大差 な く同 じパ タ

ー ンで働 く酵 素 と考 え られ る
。

結 論

1) BCG病 巣内のMφ についてその酵 素活 性を調べ

ると病期 とともに動 き,個 々の細胞の酵 素活性が非常 に

差を示す ものと,個 々の細胞にあ ま り差 を示 さない2群

の酵素が ある。
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2) β-Galに 代表 され るlysosomal enzymesは 個 々

のMφ で酵素活性に差 があ り強い活性値 を示 す 細 胞 は

壊死巣に接 した部位に多 く認め られ る。 また強 い活性値

を示す細胞の出現は最 盛期 に最 高 とな る。

3) AS-DESは β-Gal同 様に個 々の細胞 で酵 素 活

性に差 が認め られ るが強い活性値 を示 す細胞 の出現 は治

癒 期の病巣で最高 とな る。 この ことは治癒期 に お け る

Mφ の機能 と関係が ある ものと考え られ る。
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