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Localization of ACE (angiotensin-converting enzyme) and its activity in the experimental 

pulmonary granuloma of rabbit were studied by ACE substrate film prepared from hippuryl
L-hystidyl-L-leucine and purified calfskin gelatin. The pulmonary granulomas were produced 
in the rabbits by intravenous injection of 1.0ml of Freund's complete adjuvant or 40mg of 
Japanese strain of Bacillus Calmette-Guerin (BCG). At 5, 14, 21, 28, 35, 42, and 49 days after 
injection, the resulting pulmonary lesions (granulomas) were obtained from the rabbits ex

sanguinated by severing the femoral artery. Serum ACE activities were also examinated at 
each period.

The granulomas produced by Freund's complete adjuvant at 21 and 28 days of age showed 
high ACE activity. The activity was seen as numerous sharply defined vacuoles on the substrate 

film under the epithelioid cells. Those of 42 days of age showed low activity. On the other 

hand, the granulomas produced by BCG showed generally low ACE activity and the activity 

was only seen as poorly defined and poorly stained plaques in the granulomas at 14 day of age. 

The serum ACE levels and the tissue ACE activities changed in a same way through the experi 

mental course.

These findings show that ACE substrate film technique is available for determination of 

localization and activity of ACE and that most of increased serum ACE in this experiment 

may originate from tissue ACE in the granulomas.
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緒 言

肉芽 腫 とア ン ギ オ テ ン シ ン転 換 酵 素(Angiotensin

 converting enzyme以 下ACEと 略 す)の 関 係 は,

Lieberman1)が サル コイ ドー シスにおい て血清ACE活

性 の 上昇 を認 め,そ の 診 断的価値 を報告 した こ とに よ

って注 目 され た。

その後,サ ル コイ ドー シス以外 の 肉芽腫 性疾 患 で も

ACE活 性上 昇 を示 す1)2)一方,典 型的 肉芽腫 を形 成す る

結核症 で は上 昇 をみ ない こ とが知 られ,肉 芽 腫 とACE

との 関係 が単 純 な もの で ない こ とを示 して い る。また,

ACEの 由来,あ るいは 肉芽腫 の成 熟過 程 とACE活 性

の推移 の 関係 な ど も興 味深 い問題 が 多 い。

今 回我 々 は,実 験 的 に作 製 した ア ジュバ ン ト肉芽腫

とBCG肉 芽腫 の組 織 レベ ルでのACE活 性 の局在 につ

き,我 々が考 案 したSubstrate film法 を用 いて検 索 を

行 な った。更 に,血 清 中のACE活 性 と,組 織 内活 性 の

経時 的変化 につ いて も比較検 討 を加 え たので,そ の成

績 を報 告 す る。

方 法

1)　実 験 的 肉 芽 腫 の作 製:家 兎 にFreund's complete

 adjuvantの1mlも し くはBCG40mgの 生 食 水 浮 遊 液

を耳 静 脈 よ り注 射 し,肺 に 肉 芽 腫 を作 っ た 。両 者 と も,

5日 お よ び2週 以 後7週 ま で,毎 週3匹 ず つ 屠 殺 の

上,肺 の 採 取,直 ち に ア セ トン ドラ イ ア イ ス を含 む ビ

ー カ ー の 外 壁 で 凍 結 し保 存 レ た。

2)　血 清ACE活 性 の 測 定:ア ジ ュバ ン ト注 射 群5匹,

BCG注 射 群4匹 に つ い て,5日 お よ び2週 以 後7週 ま

で毎 週 採 血 し,ACE活 性 を測 定 した。測 定 はLieberman

の 変 法3)に よ っ た 。

3) ACE Substrate filmの 作 製:ま ず,25mgの

Hippury 1-L-Histidy 1-L-Leucine(Sigma chemical

 Co.Ltd.)(以 下H.H.L.と 略 す)を5mlの 蒸 留 水 に 溶

解 した も の をA液 と し,こ れ を40℃ に保 温 し た。次 に

500mgのcalfskin gelatin(Eastman Co. Ltd.を 蒸 留

水5mlに 入 れ,加 温 溶 解,40℃ に 保 温 しB液 と した 。

このA液,B液 を40℃ の 条 件 下 で1対1に 混 合 し た。

あ らか じめス ラ イ ドグラス をパ ラフ ィ ン伸 展器 上 で

40℃ に保 温 し,前 述 の 混 合 液 を0.1mlピ ペ ッ トで

0.05～0.1mlス ライ ドグラス に滴下 し,ガ ラス棒 で均

等 に塗布 した。水 平 な平板 上 で一 晩室温 で乾 燥 させ た

後,こ のス ライ ドグ ラス を10%中 性 ホルマ リンで4℃ に

て一 昼夜 固定 した。その後蒸 留水 で3回 洗 浄 し,4℃ 生

理 食塩水 に3分 間浸 し,更 に一晩室 温 で乾燥 させ た。

完成 したSubstratefilmは 密 閉 した箱 の 中 に入れ,使

用 時 まで4℃ の環 境下 で保 存 した。

4)　標 本作 製:凍 結 した肺 よ り肉芽 腫 を含 む小 片 を切

り出 し,cryostatで 厚 さ8μ の切片 を作 り,ACE film

上 に の せ,急 速 冷 風 乾 燥 固定 を行 な っ た。 次 に 切 片 を

30%のsucroseを 含 むpotassium phosphate-sodium

 chloride bufferに つ け,37℃ の 環 境 下 で2時 間 反 応 さ

せ た 。

そ の 後,20%中 性 ホ ル マ リ ン で1時 間 固 定 蒸 留 水 で

水 洗 後,0.2%ト ル イ ジ ン ブ ル ー で 後 染 色,水 洗,脱 水,

透 徹,包 埋 を行 な い 鏡 検 し た 。

5) ACE inhibitor実 験:ア ジ ュバ ン ト肉 芽 腫 の 血 清

学 的 変 化 が 最 強 と な る3～4週 目 の 切 片 を,ACEの

specific inhibitorで あ るカ プ トプ リル4)1×10-1モ ル 濃

度 を加 え た30%sucrose含 有 のpotassium phosphate-

sodium chloride bufferに つ け,以 下4)に 述 べ た 方 法

に よ っ て,ACE活 性 に及 ぼ す カ プ トプ リル の 効 果 を検

討 し た 。

成 績

1)　血 清ACE活 性:ア ジ ュ バ ン ト群 とBCG群 の

ACE活 性 の経 時的 推 移 をFig.1に 示 した。正 常域 は

60.0±10.2mU/mlで,図 中に帯状域 として示 している。

ア ジ ュバ ン ト群 で は3週 後 に85.1±19.7,4週 後 に

98.8±7.8と 著 明 な活 性 の上昇 を示 し,5週 以後 は漸次

低値 を示 した。BCG群 では2週 後 に86.7±6.0と 軽度 の

活性 の上 昇 をみ たが,全 般 にア ジュバ ン ト群 に比 し,

低値 の傾 向 で あっ た。

2)　ア ジュバ ン ト肉芽腫 の組 織学 的検 討:血 清ACE

値 の測 定結 果 をもとに,初期(5日 目),最 盛期(4週 目),

治癒 期(6週 目)に 分 け,各 時期 にお け る肉芽 腫 につ き

検討 した。最 盛期 の組 織 では,ACE filmの 強 いdiges-

tionを 示す 多数 の空 胞 と染 色 性 の低 下 が 認 め られ た

(Fig.2)。 初 期 お よび治癒 期(Fig.3)の 標 本 では,結 節

中の空 胞 は僅 か しか認 め られ なか った。

3) BCG肉 芽 腫の組織 学 的検討:BCG肉 芽 腫では,

血清ACE値 を もとに初期(5 ,日目)最 盛 期(2週 目),治

癒期(6週 目)に分 け,各 々 につ き検 討 を行 な った。最盛

期(Fig.4)で は,ACE filmの 染色 性 の低下 は 認め られ

るが,殆 ん ど消 化 空胞 は認 め られず,ア ジ ュバ ン ト肉

芽 腫 の最盛 期 と比べ,は るか に低 い活性 しか 認め られ

なか った。また,初 期 と治 癒期(Fig.5)の 標本 で は,結

節 内 に空 胞や染 色 性低下 は,殆 ん ど見 出 だせ なか った。

4) ACE inhibitorの 効 果:前 述 の ア ジュバ ン ト肉芽

腫 最盛 期 の切 片 を用 いてACE inhibitorの 効 果 を検 討

した結 果,ACE film上 には,空 胞形成,染 色 性低 下 と

も見 出 だせ なか った。

考 案

肉芽腫 の発 育過 程 にお け るマ クロ フ ァー ジや類 上皮

細胞 とACEの 関連 は次 第 に明 らか に な りつつ ある。肉

芽腫 のACE活 性 の局在 につ い ては,サ ル コイ ドー シス

の リンパ節 を免疫 学 的手 法で検 索 した報告 が あ る。7)8)



1984　 年　 1　 月
29

Fig. 1. Serum angiotensin-converting enzyme activity in rabbits with 

granulomas induced by BCG or Freund's complete adjuvant.

Fig. 2. ACE activity of epithelioid cells in a pulmonary granuloma produced by 

Freund's complete adjuvant 3 weeks of age. Numerous digestive vacuoles are seen in the granuloma.

A. low matmilication (•~150)
B. high magnification (•~300)
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Fig. 3. ACE activity of epithelioid cells in a 

pulmonary granuloma produced by Freund's 

complete adjuvant 6 weeks of age . Low ACE 

activity is seen in the granuloma. (•~150)

Fig. 4. ACE activity of epithelioid cells in a 

pulmonary BCG lesion 2 weeks of age. 

There are many epithelioid cells which show 

low ACE activity. Such activity appears 

white and represents digestion of the dark 

blue ACE substrate film beneath. (•~150)

Fig. 5. ACE activity of epithelioid cells in a 

pulmonary BCG lesion 6 weeks of age. No 

ACE activity is seen in the granuloma. 

(•~150)

しか し,そ の細 胞にACEが 活性 化 され て くる機 序につ

いては,殆 ん ど不 明 で あるば か りでは な く,そ の病 態

生理 学的 な働 きにつ い て もまった く明 らか に な って い

ない。 そ こで我 々は,サ ル コ イ ドー シ ス と結 核 の モ

デ ル実験 として,Freund's complete adjuvant5)とBCG

生食 水浮遊 液 とを使用 し,実 験 的 肉芽 腫 を作 り,そ の

血清ACE活 性 を経 時 的に測定 する とともに我 々が考案

したsubstrate film法 を用 い,肉 芽腫 の 発育 過 程にお

ける組織ACE活 性 の推 移 を把握 しよ うと企てたのであ

る。その結果 ア ジユバ ン ト群 では 注射 後3～4週 目(最

盛 期 において血 清ACE活 性 の著 明 な上 昇がみられた。

この時期のACE film標 本では,多 数の 空胞 と染 色性 の

低 下がみ られ たが,こ れ らは同部 にお げるSubstrate film

のdigestionを 示す もので あ り,換 言す れば,類 上皮細

胞結 節 にACE活 性 の局 在が 示唆 され た のであ る。そ こ

で,こ の 時期 のACE film標 本 をACEのspecific in-

hibitorで あるカプ トプ リルで処理 した ところ,1×10-1M

の濃 度で 完全 に その活性 を抑制 し,前 記 の空 胞や染 色

性 の低 下 は出現 しな くな った。即 ち,二 れ らの 変化か

ACE活 性 に よる もので ある ことが証明 されたのである。

一 方,ア ジュ バ ン ト群 の初 期お よび治 癒期 の 肉 芽腫 に

は殆ん どACE活 性 を認め るこ とがで きなか 一,た。即 ち,

血 清ACE活 性 は組 織 内のACE活 性 の強 さ と並/手して

推 移 したの で あ る。二の 結果 よ り,血 清ACEの 山来 を

肉芽腫 の類上 皮 細 胞に 求め られ るので は ないか と推 測

され るので あ る。 実験 動物 にお いて肺病 変 作製 時の 血

清ACE活 性 の推移 につ い ての報 告門よあ るが,組 織 学

的 にACE活 性 の 局在 とその推 移 を検 索 したのは本報告

が初 め てで あ る。 我 々の 用い た 方法 は,反 応の強 さ,

お よび酵 素活性 の 程度 を知 る こ とが で き,個 々の 細 胞

レベ ルでのACE活 性 を半 定量 的 に評 価す ることが可 能

で ある。本法 につ いて の他の タンパ ク分 解酵素6)の影 響

は,pHが8.3と 高 い こ と,お よび既 に述べ た ようにACE

 inhibitorの 使 用に よ り活性 が抑 え られ た.ことによ り,

除 外で きると考 えられる。BCG肉 芽 腫 における組織ACE

活性 は,ア ジュバ ン ト肉芽腫 にお け る活性 よ りは るか

に低 く,血 清ACE活 性 の差 とほほ一 致 す る もの であ っ

た。この相違 が 各々の 肉芽 腫 を形成 す る細 胞(マ クロフ

ァー ジのsubtypeや 他の網 内系 細胞 な ど)の相 違 による

ものか,あ るい はACEが 単 に肉芽 を誘 発す る不 特定 の

刺 激物 質 によ り,活 性 化 され た酵素 にす ぎな い もの か

な どは,い まだ に不 明で あ る。 少 な くと も我 々の結 果

か らは,あ る種 の肉芽 腫 では,そ の成 熟過程 でACEが

類 上皮細 胞 に特 異的 に活性 化 され て くる こ と,特 に ア

ジュバ ン ト肉芽腫 で は,こ の傾 向 が強 く示 され る こ と

が証 明 され た。今後はACEが 類上 皮細 胞に活性 化 され

て くる機 序 を解 明 す る こ とに よっ て,類 似 した類上 皮

細 胞の起 源 を明 らか にで きるの で はな いか と考 えて い

る。
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結 論

家 兎のア ジュバ ン ト肉芽 腫 およびBCG肉 芽 腫 を作 り,

血清ACE活 性 を,経 時的 に測 定す る とと もに,我 々の

考 案 したsubstrate film法 を用い,組 織 レベ ルでのACE

活性 の局在 を経 時的 に検 索 した。

ア ジュバ ン ト肉芽 腫 では,血 清ACE活 性値 は,3～4

週 目に最 も高 く,組織 内ACE活 性 もこの時期 に著 明 に

認め られ た。 しか し,初 期 ・治癒 期 で は殆 ん ど認 め ら

れず,血 清 中お よび肉芽 腫のACE活 性 の推 移 はほぼ一

致 して いた。この結 果 よ り血清ACEの 由来 は 肉芽 腫の

類上皮 細 胞 に求 め られ るの で はな いか と考 えた。一 方,

BCG肉 芽 腫 では,ACE活 性は全 経過 を通 し殆ん どな く,

あ って も軽 微 で あっ た。

本論 文 の要 旨の 一部 は,第58回 日本 結核 病 学会 総会

に おい て報 告 した。
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