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c h y m o p a p a i n を雄幼君家兎の耳静脈 よ り注入 し, 静注後の 耳介の肉眼的観察, t Ol ui di rl e b l u e s p o t

t e s t に よる血清お よ び尿中の 酸性ム コ 多糖 の 測定, 耳介軟骨の 光顕的, 電顕 的観察を行 っ た ▲
C h y m o p a p ai n

静注後短 時間で, 耳介軟骨細胞の 変性 と軟骨基質の分解が起 こ り, 両耳介の下垂が認め られ た･ p r O t e O gl y c a n

の分解の 結果, 遊離 し た酸性ム コ 多糖 は血液に 吸収さ れ, 尿中に 排泄され る こ とが証明さ れ た . 軟骨細胞

の 変化 は可逆的で あ り, 時間の 経過 と と も に 細胞 は機能を回復し, 傷害さ れ た軟骨の 修復が行 なわれ , 両

耳介の 下垂は回 復 した .
以 上 の 耳介軟骨 の 変性と その 回復過掛 こ, 膠原線推 の 増加, 走行の乱れ , 幅 の増

大がみ られ , 軟骨細胞の 空胞内に fib r o u s l o n g s p a ci n g 横線維の 出現 をみ た . 弾力線維は不連続化, 細分

化を呈し, 軟骨 が ほ ぼ修復され た 時期 に 弾力線推の増加を み た .

K e y w o r d s c h y m o p a p ai n , r a b bit e a r c a r til a g e , C Oll a g e n fib e r , p r O t e O g ly c a n ,

el a s tic fib e r .

c r u d e p a p a i n な どの 蛋白分解酵素を幼君家兎 に静注

する こと に よ り,
→ 通性の 両耳介の 下垂 と軟骨基質 に

お ける酸性 ム コ 多糖 ( a c id m u c o p o l y s a c c h a rid e 以 下

A M P S と略) の 減少が起 こ ることが報告されて い る
1) ～ 4)

また , i n v i v o
5) ～ 7)

,
in vi t r o 8)

～

1 0) に お い て
,
A M P S ,

p r o te o gl y c a n が膠原線維の 形成 に 関与す る こ と を示唆

する報告が あ り, C r u d e p a p a i n 静注後の 耳介軟骨の修

復過程に お い て, S h el d o n ら
1 1) は ゴ ル ジ空胞内に , U e d a

ら
1 2) は軟骨基質 に fib r o u s l o n g s p a ci n g ( 以 下 F L S と

略) 横線推を見出 して い る .

そ こで著者は, C r u d e p a p ai n の
一 成分で ある ch y m o -

p a p ai n を用 い , 静注後 の 家兎耳介軟骨の超微構造的変

化を中心 に 検討 した . そ し て , C h y m o p a p ai n 静注後,

軟骨基質に お ける p r o t e o gly c a n の 減少か らその 修復過

程にお い て
,
異常な 膠原 線推の 出現が細胞内あ る い は

細胞外に みら れ るか どう か, また , 見出さ れ る な ら ば,

この よ う な異 常な膠原線推 の 形成機序 を解明す る た め

に本研究を行 っ た .

材料お よ び方法

実験動物と して雄幼若家兎 ( 体重 800 ～ 1 ,
0 0 0 g) 2 6

羽 を 用 い た .
2 0 羽 は 耳 静脈 よ り 1 % c h y m o p a p a i n

( Si g m a 社) 1 m l を ゆ っ く り静注 し, 経時的に 両耳介

の 肉眼 的観察を行う 一 方, その う ちの 6 羽 に つ い て 血

清お よ び尿中の A M P S を測定 し, 残 り14 羽 に つ い て

耳介軟骨の 光顕的, 電頗的観察 を行 っ た .
なお

, 未処

理 の 家兎 6 羽 を対照 と した .

1 . 肉眼 的観察

両耳介の 下垂 の 程度 を (
-

什)
,
( + )

,
( -

) の 3 段階

に 分 けた .

2 . 血清 A M P S の 測定

対照 お よび ch y m o p a p ai n 静注後 1 , 3 , 6 , 9 , 1 2 ,

15 , 1 8 , 24 , 3 6 , 48 , 60 , 72 時間 に採血 を行い , 分離

し た血 清を蛋白分解酵素で 処理後, t Ol ui di n e bl u e s p o t

t e st
1 3 ) ( 2 % 酢酸水十0 .0 1 % t o u idi n e b l u e) に よ る

m e t a c h r o m a si a 反 応に て測定 した. m e t a c h r o m a si a 反

応 に よ る A M P S の 増加 を( 十卜) , ( + ) , ( - ) で表わ し

た .

3 . 尿中 A M P S の 測定

対照 お よ び ch y m o p a p a i n 静注後約 1 , 3 , 6 , 9 ,

1 2
,
1 5

,
1 8

,
2 4

,
36
,

■

4 8
,
6 0

,
7 2

,
96

,
1 2 0 時間に 採尿

器 を用 い 尿を採取 し
,
t Ol u id in e bl u e s p o t t e st に て 血

M o r p h ol o gi c al S t u di e s of R a b bit E a r C a rtil a g e aft e r A d m i nis tr a ti o n of C h y m o p a p ai n .

Y u s u k e N a k a s e , D e p a r t m e n t of O rt h o p a e di c S u r g e r y , S c h o ol of M e di cin e , K a n a z a w a

U ni v e r sit y .
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清と 同様 ( ≠) , ( + ) , ( - ) で評価 した .

4 . 光頗的観察

光頗的観察 に は, 対照 お よ び ch y m o p a p ai n 静注後

3 , 6 , 1 2 , 2 4 , 48 , 7 2 時間と 1 週 間の 家兎各2 羽
･

を

用 い た . 動物は エ ー テ ル 麻酔下に 屠殺 し, 耳介軟骨 を

10 % 中性 ホ)レ マ リ ン に て固定後, h e m a t o x ylirl
-

e O Si n

染色, S a f r a ni n O 染色1 4) , t Ol ui di n e b l u e 染色( p H 2 . 5)

を行 っ た . ま た , S af r a ni n O 染色 に よ る基質の 染色性

の 低下 お よ び t ol u id i n e bl u e 染色 に お ける m e t a ch r o -

m a si a の 低下 に よる A M P S の 減 少 の 程度 を ( ≠) ,

( + ) , ( - ) で 表わ した .

5 . 電顕的観察

対照 お よ び実験群 の 試料の 作成 は光顕用試料 と同様

の 時間間隔で行 っ た . 採取 した 耳介軟骨は , 2 % グル

タ
ー ル ア ル デ ヒ ド と1 % オス ミ ウ ム 酸 で固定 し, エ タ

ノ ー ル 系列で脱水, エ ボ ン 81 2 で 包埋 した . 試料は ダ

イ ヤ モ ン ドナイ フ を用 い L K B 型 ul t r a m i c r o t o m e で薄

切 し
,
ウラ ニ ル ･ 鉛の 二 重染色 を行 っ た .

一 部の 試料

は弾力線維の 同定の ため に タ ン ニ ン 酸染色
15)
を行 ない ,

ま た
, p r O t e O gl y c a n の 検 出に は ル テ ニ ウ ム

･ レ ッ ド染

色 (以 下 R R 染色 と略) を 用 い た . 切 片 は 日本電 子

J E M lO O - B 型お よ びE] 立 H U - 1 1 D S 型に て 直接倍

率1 . 0 0 0 ～ 3 0 , 0 0 0 倍で観察 した.

成 績

1 . 肉眼的変化

ch y m o p a p ai n 静注後 3 時間頃よ り 両耳介の 先端 か

ら下垂が進行 し, 2 4 時 間頃 に も っ と も著明と な っ た .

その 後次第 に回復 し, 7 2 時間か ら 96 時間頃で ほぼ正 常

の 状態に 復 した ( Fi g . 1 ) .

2 . 血清 A M P S の 変化

対 照 で は m e t a c h r o m a si a 反 応 は 陰性 で あ り,

C h y m o p a p ai n 静注後 6 時間 よ り( + ) と な り, 1 2 時間

か ら 24 時間で は( 一什) で あ っ た . また , 4 8 時間以降 に

お い て は陰性 とな っ た .

3 . 尿中 A M P S の 変化

対照 で は血清 と同様 m e t a ch r o m a si a 反応 は陰性 で

あ り
,
C h y m o p a p a i n 静注後9 時間頃 より( + ) を示 し,

1 8 時間頃か ら24 時間頃で は(1 十) で あ っ た .
その 後96

時間頃ま で( + ) を示 し, 1 2 0 時間以 降 は再び陰性と な

っ た .

4 . 光顕的観察

1 ) 対照群

軟骨膜に 近 い 軟骨細胞 は, 紡錘形, 楕 円形を呈 し,

中央部で は 円形ある い は卵円形 を呈 す る .
s af r a n i n O

染色 に よる基質の染色性は中央部で は 強く, 周辺 部 に

行く に した が い 低下 する傾向に あり, t Ol ui di n e bl u e 染

瀬

色に よ る m e t a c h r o m a si a も同様の 傾 向を示 した
. ( F ig .

2 a) .

2 ) 実験群

Ch y m o p a p ai n 静注後 6 時間ま で は著明な変化はみら

れ な か っ たが , 1 2 時間で は軟骨細胞 は膨化し, 相対的

に 基質 の 占 め る割合が少なく な り, S af r a ni n O 染色に

よる基質の 染色性の 低下, t Ol ui di n e b l u e 染色に よる

m e t a c h r o m a si a の 著明 な低下 がみ られ た ( Fi g .2 b ) .

そ の 後 , 細胞の 形態と 基質 の 染色性 は徐々 に 回復し
,

7 2 時間 で は 基質 の染色性 は対照 と ほぼ 同様の 強さとな

り
,
1 週間で は ほ ぼ正 常軟骨の 形態 に 回復し た( Fi g .2

C) .

5 . 電顕 的観察

電顕的観察に あ た っ て , 耳介軟骨 を便宜上 軟骨膜

に 近い 側よ り, ( 1 ) 相長い 紡錘形 の 軟骨細胞が2 ～ 3

個軟骨表面に 平行 に 配列 して い る 表層, ( 2) 2 ～ 3 偶

の小型 の 楕円形, 卵円形の 軟骨細胞よ り なる 中層, お

よ び ( 3 ) 中央部の 4 ～ 5 個の 大型 の 円形 , 卵円形の

軟骨細胞 よ りな る深層の 3 層に 分 けた .

1 ) 対照群

i ) 軟骨細胞

表層の細胞は長橋円形の核を有 し, 細 長く伸びた原

形質に は よ く発達 した ゴ ル ジ装置, 粗面小胞体と糸粒

体, マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン ト, グリ コ ー ゲ ン頼粒をみる

( Fi g . 3 ) . また ,
一 部の ゴ ル ジ空胞内 に は, 粒子状物

質, フ ィ ラ メ ン ト状物質, 無定型物質な どの 集積がみ

られ た . 粗面小胞体の 内腔 は賀状物質で 占め られ, 内

膳 の拡大 を示 す も の も多く, 小胞膜 に は ポリ ゾ
ー ム パ

タ
ー

ン を示 す リ ボ ゾ
ー ム が付着 して い る . 糸粒体は粗

面小胞体 に 接近 して存在 して い る . 幅約10 n m の マ イ

ク ロ フ ィ ラメ ン トは核の 周囲に わ ずか に 集束してみら

れ る程度 で あ っ た . グ リ コ
ー

ゲ ン 顆 粒( 直径約 40 n m )

はお も に 原形質周辺部に 存在す る. 細胞突起 は少ない .

中層 で は , 表 層の 軟骨細胞 と同様 に ゴ ル ジ装乱 粗

面小胞体の 発達 は良好で あ っ たが , 粗面小胞体は管状

を呈 し, 内膳の 拡大は ほと ん どみられ なか っ た(F i g . 4 ) .

マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン トの 集積は増加し, 原形質内に広

範囲に 認 め られ る . 時々 , 脂肪滴も 散見 され た . 細胞

突起 は比 較的発達し, と く に深層側 に そ の 伸展傾向を

み た
. 糸粒体, グリ コ ー ゲ ン顆粒 は表層細胞の そ れら

と 著 し い 差異は なか っ た .

深層の 細胞の 特徴 は, 細胞が大き い こ と , 核を2 個

有す る 細胞 が多 い こ と, 巨大な脂肪滴を有 する こ と,

無定型物質 を有 する 空胞が多く み られ る こ と . 原 形質

周辺 部に お け る グリ コ ー ゲ ン顆粒の 量的増加が みられ

る こ とで あ る . その ほ か 中層の 細胞 とほ と ん ど差異は

な か っ た ( Fj g . 5 ) .
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i‖ 細胞間物質

基質は p r o t e o gl y c a n , 膠原線推, 弾力 線椎が区別さ

れる .

p r o t e o gly c a n は ウラ
ニ

ー ル ･ 鉛染色標本, タ ン ニ ン

染色標本で粒子 と して 観察され るが, R R 染色標本 では

直径約20
～ 30 n m の 粒子 と幅 約5 ～ 15 n m の 各粒子 を

結ぶ フ ィ ラ メ ン ト と して 観察さ れ る( Fi g . 6 ) . p r o te o
-

gly c a n 粒子 は表層で は比 較的粗で あ り , 中風 深 層で

は密に み られ た .
フ ィ ラ メ ン トは表層で は 比較的観察

でき たが, 中層, 深層で は不 明 瞭で あ っ た . ま た
,
各

層に お い て , 細胞 の 周囲で は p r o t e o gI y c a n 粒子 は大き

く, その 数 は細胞突起の 多 い 細胞周囲で は少な く, 細

胞突起の 発達不良は細胞周囲で は 多い 傾向に あ っ た .

膠原線推 は幅約 20 ～ 3 0 n m の
一

部横紋 を有 する線経

として観察さ れ た . 表層の 一 部で は
, 線維の 幅の 増大,

量的増加が み られ た ほ か , 各層に お け る膠 原線推 の 幅,

鼠 走行な ど に 差異 は認め な か っ た .

弾力線推 は軟骨細胞 を取り囲 む よ う に 位置 し, 幅約

100 ～ 6 0 0 n m の 線維が帯状, 島状に み られ た .
ウラ ニ ル ･

鉛染色標本, R R 染色標本で は, m i c r o fib ril に 囲ま れ

た電子密度の 低 い 無構造物質と して観察され るが , タ

ン ニ ン酸染色標本 では特異的 に漉染さ れ た . 弾力線推

は量的に は中層, 深層に 比 し表層で は少な い 傾向に あ

っ た ( Fi g . 7 ) .

2 ) 実験群

i ) 軟骨細胞の 変化

ch y m o p a p ai n 静江後 3 時間では表層お よび中層の軟

骨細胞の 細胞突起が増加し( Fi g . 8 ) , 6 時間で は主 に

表層細胞の 空胞形成が特徴的 で あ っ た( Fi g . 9 ) . 空胞

形成は4 8 時間に お い て も み られ た . 中層お よ び深層に

おい て も
, 静注後 1 2 時間で, 軟骨細胞 は変性 に 陥 り,

細胞の膨化と と も に , 細胞突起, グ リ コ ー ゲ ン顆 粒,

細胞小器官の 減少 およ び月旨肪 滴の 増加が み られた( Fi g .

10) . 2 4 時間, 4 8 時間 に お い ても 変性細胞が散見 され

たが
,
こ の 時期に お い て , ゴ ル ジ装置 と粗面 小胞体が

よく発 達し た軟骨細胞が各層に 出現 す る こ と が 注目さ

れた
.
7 2 時間か ら 1 週間 では変性 した軟骨細胞は ほと

んどみら れ ず
, 各層の 細胞と も対照と ほ ぼ同様の 像 に

回復し た(Fi g ,1 1) . な お , 以上 の 過程に お い て
,
各層

に お ける 細胞 の 数や 配列 の 変化 はみ ら れ な か っ た .

ii) 細胞間物質の 変化

a
･ p r O t e O gl y c a n

C h y m o p a p ai n 静注後 3 時間で は対照と比 しほとん ど

変化は み ら れ な か っ た が
,
6 時間で は 各層に お け る

p r o te o gl y c a n 粒子 の 数の 減少傾向が み られ, 1 2 時間で

は粒子 は ほと ん ど消失 し, 被覆さ れて い た膠原線維が

より明瞭 に 観察され るよ う に な っ た( F i g .1 2) . その 後

861

次 第に
, p r O t e O gl y c a n の修復が行わ れ ,

72 時間, 1 週

間で は, 対照 と ほ ぼ同様 の 像を呈 する ま で に修復さ れ

た ( Fi g .1 3 ) .

b 膠原線推

静注後 6 時間か ら 72 時間に か けて膠原線維の 増加と

走行の 乱れ が 部分的 に観察され , 1 2 時間か ら48 時間で

は線維の 幅の 増大が み ら れ た . 1 2 時間, 2 4 時間で は約

68 Ⅲ m の 周期性横紋 を有す る直径約100 n m の 太い 線

維が み られ(Fi g s .14 , 15) , 4 8 時間 で は直径 が約200 n m

以上 に も達す るも の が額察され た .

ま た
, 静注後6 時F乱 1 2 時間, 2 4 時間の表層お よび

中層 に お い て
,
ゴ ル ジ装置, 粗面小胞体 の 比較的発達

した軟骨細胞の 空胞内に , 横紋 を有す る膠原線維の 出

現を み た .
6 時間で は空胞内線推の 直径 は約 70 n m で

あ り , 横紋 を認め る が
,
そ の 周期性は不 明で あ っ た

.

空胸内に は ほか に , 小 過, 粒子 , 無定型物質が み られ

た( Fi g .1 6) . 12 時間で は線推は, 6 時間に お ける線経

と同様, ゴ ル ジ装置の 近 く の 空胞内に み られ( Fi g .1 7) ,

線推 の 特徴 は, 直径約‡50 n m の幅の 広い 線経で あ り,

S u b s t ri a ti o n の 数 は少な く, 線推軸に 平行に走る フ ィ ラ

メ ン トが みられ , 横紋の 周期性は不確 かであ っ たが F L S

横線経 と考 えられ た ( Fi g .17 a) . 空胞内に は ほか に ,

粒子 , 顆粒状物質, 無定型 物質な どが み られ, 隣接 す

る空 胞内に も
,
同様の 線推 の 出現 をみ た ( Fi g .17 b) .

C 弾力線維

静注後 6 時間で は, 表層 およ び 中層に お け る線推 の

不連続化が 現 わ れ, 2 4 時間で は
,
弾力緑綬 は直径約 100

n m の 頼粒状 に 細分化され た ( Fi g .1 8) . しか し , タ ン

ニ ン 酸染色標本に よ る染色性の 低下はみ られな か っ た .

4 8 時間で は弾力線推の 不連続化, 細分化 は徐々 に 回復

し
,
7 2 時間で は表層お よ び中層の 一 部の 細胞 の周 囲で,

タ ン ニ ン酸染色に て強く演染す る弾力線維の 増加を み

た (Fi g . 19) . 1 週 間で は弾力線維 は対照 とほ ぼ同様 の

像を呈 して い た .

m i c r ofib ril に つ い ては
, 各染色標本に おい て ch y m o ,

p a p ai n 静注後の 経時的変化を明確 に とら える こと はで

き なか っ た .

以 上 の 肉眼 的変化, 血清お よ び尿中 A M P S の 変化,

光頗的
,
電顕的観察結果を総括す ると T a b l e l に 示 す

と お りで あ る .

考 察

C r u d e p a p a i n を幼若衆兎に 静注する こ と に よ り, 両

耳介の 下垂 , 血 清お よび尿 中へ の A M P S の 排泄の増加,

光顕的, 電頗的観察に よる軟骨基質か ら の A M P S お よ

び p r o t e o gl y c a n の 減少な どの
一 過性の 諸変化がみられ

る こ とが 報告され て き た
.
そ して

,

一 方で は こ の よう
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T a bl e l . C h a n g e s o f a u ri c u l a r c a r til a g e aft e r a d mi n i st r a ti o n of c h y m o p a p ai n

b ef o r e A ft e r
1 nj e c ti o n 1 n J e C ti o n

C o n tr ol 3 6 1 2 2 4 4 8 7 2 16 8(h rs)

M a c r o s c o pi c 丘n d i n g

D r o o p l n g O f b o th a u ri cl e s + 十 十 廿 十 十 -

I n c r e a s e i n s e r um a Cid m u c o p ol y s a c c h a rid e s 欄 十 一 廿 ≠ - -

I n c r e a s e i n u ri n e a ci d m u c o p ol y s a c c h a rid e s ー l 十 ≠ 十 + -

L i gh t m i c r o s c o pi c fi n di n g

R e d u c ti o n i n a cid m u c o p ol y s a c ch a ri d e s ー ー ≠ 十 十 -- 一

El e c t r o n mi c r o s c o pi c 丘n di n g

I n c r e a s e i n c e11 p r oj e cti o n s + - ≠ 一 - - -

A p p e a r an C e O f c h o n d r o c y te s w i th m an y V a C u Ol e s
一

十 + 十 + 】

S w elli n g o f c h o n d r o c yt e s 一 岬 廿 十 十 ¶
-

D e c r e a s e in p r ot e o gly c a n 一 十 廿 十 + - -

I n c r e a s e a n d d is t u rb a n c e o f c o ll a g e n 丘b e r s - + + + + + ¶

I n c r e a s e i n th e di a m e t e r of c oll a g e n 員b e r s ー 十 + 十 ¶ -

A p p e a r a n c e o f i n tr a c yt o pl a s m i c c o11 a g e n 負b e r ｢ 十 十 十 - - -

D is c o n ti n u a ti o n a n d f r a g m e n t a ti o n o f el a s ti c 丘b e r s 一 十 + ≠ 十 - -

A u g m e n ta ti o n of n u m b e r of el a s ti c 丘b e r s ー ー 十 】

な現象を惹起さ せ る蛋白分解酵素に つ い て の 検索, 他

方で は こ の 現象 を解明す るた め に 形態学的検索, 生化

学的検索, 免疫学的検索が行 われ てい る . す なわ ち
,

こ の 現象 を 惹起 さ せ る 蛋白分解酵素 に つ い て は
,

T h o m a s
l)は c ru d e p a p ai n の成 分で あ る c r y st all in e

p a p a l n p r O t e a S e , C r y St alli n e p a p a l n l y s o s o m e ,

Ch y m o p a p ai n に つ い て検索 を行い , 前2 者 で は こ の 現

象が み られ ない こ と より, C h y m o p a p ai n が こ の 現 象を

惹起さ せ る ものと 考えた .
しか しな が ら, M c Cl u s k y ら

3)

は , 酸化あ るい は s u lfh y d r ylb l o c k i n g a g e n t に よ り不

治化 した c r y s tlli n e p a p ai n p r o t e a s e や 不 活化 し た

bl o m eli n で も この よう な現象が み られ る こ とに よ り,

不清性型 の蛋白分解酵素で も, 軟骨基質内 に 容易 に 拡･

散 し , 組織内で活性化され る こ と に よ り, こ の よう な

現象を起 こす こ とが で き る と述 べ て い る
.

また , C r u d e p a p ai n 静注後の 血清お よ び尿中 へ の

A M P S の 排泄の増加に つ い て は
,
C a r b a z ol e 反応 に て

測定 を行 っ た B r y a n t s ら1 6)の 報告や S 軋 s ulf a t e を用

い た T s al t a s
I 7)
の報告が あ り, t O l u id i n e b l u e s p o t t e st

に て定性的 に検索 した本研究結果 と ほぼ 同様 の 成績 が

報告され て い る
.

光顕的観察結果 に つ い て も
,
T h o m a s

l)
, S pi c e r ら

2)

に よ り
, 細胞 の膨化と基質 に お ける A M P S の 減少がみ

られ る こ と が報告さ れ て お り, さ ら に , 超微構造的変

化 に つ い て も , C r u d e p a p ai n を用 い た S h eld o n ら
18)
,

U e d a ら
12) の 報告が あ るが , な お 不明確な点が多い . 以

下, Ch y m o p a p a i n 静注後 の 超微構造的変化を中心 に考

察 を加 え る
.

1 . 軟骨細胞の 変化

Ch y m o p a p ai n 静注後 に みられ た軟骨細胞の 主 な変化

は
, 静注後初期 に お け る表層お よ び中層の 細胞の 細胞

突起の 増加 と
, 続い て み られ た空胞形成 で あ る . 深層

の 細胞 で は ゴ ル ジ装置
,
粗面小胞体 な どの 発達が低下

し, 細胞突起, グ リ コ ー ゲ ン顆粒の 減少, 細胞の 膨化,

お よ び 脂肪滴の 増加 な どを伴な っ た変性軟骨細胞が出

現 した
. 時間の 経過 と と も に

,
ゴ ル ジ装置, 粗面小胞

体の 発達 し た軟骨細胞が多く み られ る よ う に なり, 同

時に 組織の 修復 が活発 に 行わ れ た
.
こ の よう な組織の

修復が活発 に 行わ れ て い る過程 に お い て
,
軟骨膜に 近

い 表層細胞の 数の 増加や配列の 乱れ な どが み られなか

っ た こ と よ り, こ の よう な組織の 修復は軟骨膜細胞の

再生に よ っ て営 まれ るの で は なく , C h y m o p a p ai n に よ

る細胞変性は可逆的であり, 時間的経過 とと も に機能

を 回復 した 軟骨細胞 に よ っ て , 傷害され た 軟骨 基質が

t
■
t
t
■

葦
l
一
一
l
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修復され る もの と 考え られ る .

2 . 細胞間物質の 変化

1 ) p r o t e o gly c a n

本研究に お い て み られ た p r o t e o gl y c a n の変化は, 初

期に お ける p r o t e o gl y c a n の 減少と その 後の 活発な p r o-

te o gl y c a n の 修復 で あ っ た . 軟 骨 p r o t e o gl y c a n は ,

H ei n e g a rd ら
1 9) 2 0 ) に よ れば , 軸蛋白に 結合 した コ ン ド ロ

イチ ン 4/ 6 硫酸と ケ ラ タ ン 硫酸 に よ っ て 構成さ れ, こ

の P r O t e O gl y c a n は さ ら に ヒアル
ロ ン酸と1i n k p r o t ei n

で結合し, 巨大 な p r ot e o gl y c a n 凝集物 を形 成 して い る

と考えられ て い る . 電顕的に は, 試料作成過程に お け

る固定な どの 操作に よ り, p r O t e O gl y c a n が 変形･ 凝集

するた め, 粒子 お よ び各粒子 を結 ぶ フ ィ ラ メ ン トと し

て観察され る
21)

. ま た
,
H o r wi t z ら

2 2)
に よれ ば

,
リ ボ ゾ

ー ム で 合成さ れ た軸蛋白が粗面小胞体 を通過す る段階

でキ シ ロ
ー ス

,
ガラ ク ト

ー ス な どの 結合部位の オ リ ゴ

鎖が合成さ れ, その 後 p r o t e o gl y c a n 分子が ゴJレジ装置

へ 移行し, 二糖鎖く り返 し部分が伸展 し, 硫酸化が行

われ, ゴ ル ジ小胞と 形 質膜と の 融合に よ っ て で き た通

路を経て, 細胞外 に 分泌され る と考 えら れ て い る .

Ch y m o p a p ai n 静注後 の p r o t e o gl y c a n の 減 少の 原因

に つ い て は
, 静注され た ch y m o p a p a i n の

一

部 , 多分不

活性型 の Ch y m o p a p a i n が軟骨基質に 拡散 し, そ こで活

性化さ れ る .
そ し て, S t e rn

2 3)の述 べ る ごと く p r o t e o -

gl y c a n , p r O t e O gl y c a m 凝 集物の 軸蛋 白, 1i n k p r o t ei n

を分解す る こ と に より , A M P S が 遊離 し,
一 部が 血液

に吸 収さ れ, 尿 中に 排 泄さ れ た結果 , 基質 に お け る

p r o t e o gl y c a n の 減少 を招く もの と考 えられ る . その 後
,

変性に 陥っ た軟骨細胞が 回復 し, 括発な p r o t e o gl y c a n

の生合成 を行 っ た 結果 ,
除々 に 基質 に お け る p r o t e o ･

gl y c a n の 修復が なさ れ た も の と考 え られ る .

T h o m a s
l )
,
T s alt a s

1 7)は こ の よう な基質に お ける p r o-

t e o gly c a n の 変化が
一 過性の 耳介の 下垂 の 原因で あ る

と述 べ て い る . 本研究に お い て も , p r O t e O gl y c a n の 減

少と修復の 時期が
, 耳介の 下垂 と そ の 回復の 時期 に ほ

ぼ
一

致す る こ と, ま た , D o rf m a n
2 4)
の 述 べ る ごと く

,

p r o t e o gl y c a n が 組織 の 形 態保持に 関与 して い る ことよ

り
, p r O t e O gl y c a n の 減少が 耳介の 下垂 の 主 要な 原因と

考えられ る .

2 ) 膠原線維

S u s s m a n
2 5 )
に よる ヒ ト髄核の ch y m o p a p a i n を用 い た

消化試験 で は, C h y m o p a p ai n は膠 原線推に 直接的に 作

用しない とされて い る . 本研究にお い ては, C h y m o p a p ai n

を静注 す る こ と に よ り , 中層に 限局 して, 膠原 線維 の

増加
, 走行の 乱れ , お よ び線維の 幅の 増大が みら れ,

また
, 表層お よ び中層の 軟骨細胞の 空胞内に 膠原線推

の 出現が み られ た .
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膠原 線推は細胞で合成 され た プ ロ コ ラゲ ンが
,
e X O

-

C yt O Si s に よ っ て 細胞外 に 分泌さ れ, プ ロ コ ラゲ ン ペ プ

チ タ
ー ゼ に よ っ て プ ロ ペ プチ ドが 切断さ れ, ト ロ ポ コ

ラゲ ン に 変 っ た後, 分子 内, 分子 間架橋が進行 して形

成さ れ ると さ れ て い る2 6)
.
しか しなが ら, 膠原線継が コ

ラゲ ン合成細胞内で観察 され た とい う報告もま れで は

ない
.

U s u k u ら
2 7)
,
G o n a

2 8)
はカ エ ル の 幼生変態時の間葉系

細胞内に , P e r e z T T a m a y o
2 9)
は カ ラギ ニ ン 肉芽腫の コ

ラゲ ン 吸収時の 線推芽細胞内に , T e n C a t e 30) はモ ル モ

ッ トの 臼歯々 根膜 の線推芽細胞内に膠原線推 を見出し

てい る
.
ま た

,
S h eld o n ら

1 1)
は , C ru d e p a p ai n 静注後

の 軟骨組織の 修復過程 に お い て , ゴ ル ジ空 胞内に約 200

n m の 周 期性横紋を有する F L S 横線維を見出してい る .

その ほ か
, 細胞 内に 膠原線凍 を見出した報告と して は,

M e e k
3 1)
は H eli x a s p e r s a の 線維芽細胞内に , W el sh

32)

は ヒ トの d e s m oi d fib r o m a t o si s の線維芽細胞内に
,

G 6th li n ら
3 3)
は ラ ッ ト骨折時の 仮骨の 骨芽細胞内に ,

T r el st e d
34) は初期鶏胎の角膜上皮細胞 の ゴ ル ジ空胞内

に
,
C a rl s o n

3 5)
は脊索上皮細胞内に , A ll e g r a ら

3 6) は ヒ

トの d e s m oi d fib rb l a s t o m a の 線推芽細胞内に , I m u r a

ら
3 7) は ヒ トの 二次性分化型軟骨肉腫細胞 の ゴル ジ空胞

内に S e g m e n t l o n g s p a ci n g 線推 を見出して い る .

著者も ch y m o p a p a i n 静注後6 時間, 1 2 時間, 2 4 時

間の 軟骨細胞 の 空胞内に 膠原線維 を見出した.
そ の 細

胞内膠原線推 の 形成機序に つ い て は
,
C h y m o p a p a in 静

注後の 特殊な条件下 で , 空胞内に お ける コ ラゲ ン 分子

と A M P S の 特殊 な相互作用 の 結果, 空胞内で の コ ラゲ

ン 分子 の 凝集に 至 適な 状態が惹起さ れ, 線推形成が進

行 した もの と推測 した .
その 理 由は次 の 通り で あ る .

(1) 細胞 内線維が み ら れ た 時期 は, 基 質 に お け る

p r o t e o gl y c a n の 減少と そ の 修復過程に 相当 し, 細胞内

での p r o te o gl y c a n の 生合成の 促進が 予想さ れ る こ と,

(2) 空胞内に 線推 を有す る細胞 は い ずれ も ゴ ル ジ装

置や 粗面少胞体 が比 較的発達 した細胞で あり, 線維 を

有す る空胞 はい ずれ も ゴ ル ジ装置の近く に 位置し, 空

胞内に は p r o t e o gl y c a n 粒 子と思われる粒子 状物質がみ

られ
,
ま た

,
空胞 の 周囲に は管状 の 粗面小胞体が多く

観察さ れ, その 一 部が 空胞 と連続 し て い ると 思われ る

像が み られ る こ と ,

(3) 線推 を内包 す る細胞 の 周辺部 では, 膠原線維の

分解の 証拠 はな く , 貧食に よ る細胞外線維の 取 り込 み

と は考 え難 い こ と ,

(4) 空胞 内の 線維は
,
と く に 12 時間の もの で は

, 線

維の 幅が約 150 n m と太く, 長周期性横紋を有する と考

えられ
,
S u b s t ri a ti o n の数 は少なく, 線推軸 に平行 に 走

る フ ィ ラ メ ン トが み られ る こ とよ り
,
こ の 線維 は F L S
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様練推の形態学的特徴を有 して い る .
そ して

,
こ の よ

う な F LS 線維のi n vi tr o で の コ ラゲ ン溶液か らの 合成

に は
,
H i gh b e r g e r ら

3 8)
,
K ajik a w a

3 9)
,
W o o d

4 0) に よれ

ば
,
イ オ ン強度, p H , 温度 な どの 各種因子 の ぼ か に ,

A M P S , p r O t e O gl y c an な どが と く に 重要な因子 で ある

と 指適 され て い る こ と .

次に
, 細胞外 に み られ た幅 の広 い 膠 原線維 の 出現に

つ い て みる と
,
W o o d

4 1)に よ れ ば
, 線推形成 は ト ロ ポ コ

ラゲ ン に よ る核形成と核 を中心 と す る コ ラ ゲ ン 分 子 の

凝集に よる線経 へ の成長と い う 2 段階か ら な る とさ れ

てお り, L o w th e r ら
42)
,
S e e g m i11 e r ら

4 3)
, O e g e m a ら

9)

は核形成 は A M P S や p r o t e o gl y c a n に よ り促進さ れる

が , その後 の線推 へ の成長 は抑制さ れ る と述 べ て い る .

そ し て, T h yb e r g ら
44) はモ )t / モ ッ ト骨端軟骨の p a p ai n

に よ る酵素処理 の結鼠 C a m p o ら
崎 は ウ シ 肋軟骨 に 塩

酸グ ア ニ ジン を作 用させ る こ と に よ り , 軟骨基質 に お

ける p r o t e o gl y c a n の減少と ともに 正常の もの より幅の

広い 膠原線推が みられ る こ と を報告 して い る .
さ ら に ,

S e e g m ill e r ら
43) は ch o n d r o d y st r o ph y を呈 す る突然変

異 マ ウ ス で は, 軟骨基質 に お け る A M P S の 減少と幅の

広V ゝ膠原線維が 出現す る こ と を報告 し, ま た , 前述し

た U e d a ら
1 3)も c ru d e p a p ai n 静注後, p r O t e O gl y c a n の

減少と と も に膠 原線推 の 幅が 増大す る こ と を述 べ て い

る
.

本研究に おい て, 幅の 広い 膠原線維 は ch y m o p a p a in

静注後 12 時 阻 24 時F乳 48 時間 に み られ , こ の時期

は前述 した よう に 基質 に おけ る p r o t e o gl y c a n の活発 な

修復が行わ れて い る と考え られ るが , なお , 基質に お

ける p r o t e o gl y c a n の減少が み られ る時期に 相当する こ

と より
, p r O t e O gl y c a n の減少 が膠原線維の 集束 を促進

し た結果, こ の よう な幅の 広い 膠原線維が出現 した も

の と考え たい . しか し
,
こ の よ う な幅の 広い 膠原線推

は各層の あ らゆ る部位 に 出現す る わ けで は な く, ゴ ル

ジ装置, 粗面小胞体の 比較的発達 した中層の 軟骨細胞

に 接 して 限局 して み ら れ る こ と . ま た , G a y ら
46)
の 指

適す るよ う に , 軟骨細胞 はⅠⅠ型 コ ラ ゲ ンの ほ か に , 病

的状態 で は Ⅰ型 コ ラゲ ン も分泌す る こ とが 知ら れ てい

る こ とよ り, こ の よう な軟骨細胞か ら は Ⅰ型 コ ラ ゲ ン

が 分泌さ れ, その 結果 こ の よう な 幅の広 い 膠原線維が

形成され た可階性が ある .

3 ) 弾力線経

本研究 にお い て , S h eld o n ら
1 8)
の 述 べ る弾力線維 の消

失
,
あ るい は U ed a ら

1 2) の述べ る弾 力線推の 電子 密度の

低下な どは認め られ なか っ た が, C h y m o p a p a i n 静注後

6 時間か ら 48 時間で は, 弾力線維 の 不連続化, 顆粒状

の細分化 を認め た.
こ の原因 と して は, 北 田

47) に よ る ニ

ワ トリ胚 大動脈の 弾力線維の エ ラ ス タ
ー

ゼ酵素消化試

験 に み られ る弾力線推の 細分化像と所見が類似してい

る こ と より, 蛋 白分解酵素 で ある ch y m o p a p ai n の直接

的な 作用 も考慮さ れ るが , こ の 時期 は 基質 に お ける

P r O t e O gI y c a n の 減少が み られ る時期に 相当する ことよ

り, p r O t e O gl y c a n の 減 少が 弾力線推 の 不連続化 細分

化を もた ら した 可能性も否定で き な い と 考えら れる
.

ま た , 静注後 72 時間の 表層お よ び中層の 一

部 に み られ

た 弾力線推の増加に つ い て は, こ の 時点で は基質に お

ける p r o t e o gl y c a n の 修復が ほぼ完了 した 時期 に相当す

る こ と よ り, あ る細胞 で は エ ラ ス チ ン 前駆物質の 分泌

が 克進 した結果, 弾力線維の 増加が招来さ れ たもの と

推測 さ れ る .

結 論

ch y m o p a p a i n を雄幼君家兎耳静脈 に 注入 し, 静注後

の 耳介の肉眼的観察, t O l u id i n e bl u e s p o t t e st による

血清お よ び 尿中 A M P S の 測定, 耳介軟骨 の 光顕軌 電

顕的観察 を行 い
,
以 下の 結論 を えた .

1 . c h y m o p a p a i n 静往復 3 時間頃 よ り, 両耳介の 下

垂 がみ られ
,
そ の 後, 血清 お よび 尿中 へ の A M P S の 排

泄の 増加, 軟骨基質 に お け る A M P S , p r O t e O gl y c a n の

減少が み られ た . 両耳介の 下垂 は , 軟骨基質に お ける

p r o t e o gl y c a n の 減少に よ る もの と考 え た .

2 . 静注後の 軟骨細胞 の 変化 は, 初期 に お ける細胞

突起の 増加と, 続 い て み ら れ る空 胞形成 と軟骨細胞の

変性 で あ っ た . しか し
,
こ れ ら の 変化 は可逆的であり,

時間の 経過と と も に 細胞は機能 を回復 し, 傷害さ れた

軟骨 の 修復 を行 う もの と 考 えられ た .

3 , 軟骨細胞 の 回 復過程 に お い て , 細 胞空胞内に

F LS 横線維が 見られ た .
こ の 原因 に つ い て は, 空胞内

に お け る コ ラゲ ン 分子 と A M P S と の 相互 作用の 結果,

線維形成が行わ れ た も の と 推測 した .

4 . 軟骨基質に 幅の 広 い 膠原線推の 出現が み られた.

こ の 線推 の 形成機序に つ い ては, た んな る基質に お け

る p r o t e o gl y c a n の 減少の 結果 と い う よ り, その出現部

位が限局 して い る こ と よ り, 正常 と は異な っ た軟骨コ

ラ ゲ ン が特定の 軟骨細胞 よ り分泌さ れる 可能性が考え

られ た .

5 . 軟骨基 質の 分解 と とも に , 弾力線維の 不 連続化,

細分 化が み られ た が ,
この 変化 は ch y m o p a p ai n による

直接的な作用 と基 質に お ける p r o t e o gl y c a n の 減少 によ

る可能性が考 え られ た .
そ の 後に み られ た 弾力練維の

増加 に つ い て は, 細胞 に お け る エ ラ ス ナ ン 前駆物質の

分泌の瓦進 に よ るも の と考 えた .
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C O11 a g e n r e s o r p ti o n . L a b . I n v e st . , 2 2 , 1 4 2
- 1 5 9

(1 9 7 0) .

3 0) T e rL C a t e , A . R . : M o r p h o l o gi c a l st u d i e s o f
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r e m o d elli n g . J . A n a t . , 1 1 2 , 4 0 1
-
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3 p
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Ch i ck c o rn e al e pith eli u m , W h i c h p r o d u c e s c o ll a g e n .
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-
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･
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4 2 , 2 8 7
- 2 9 7 (1 9 7 3) .

3 6) A 11 e g r a , S . R . & B r o d ei c k
,
P . A . : D e s m oid

fi b r o b l a s t o m a . l n t r a c y t o pl a s m i c c o ll a g e n o s y n th e si s

i n a p e c u li a r fib r o b l a s ti c t u m o r : L i gh t a n d ultr a _
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,
4
,
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(1 9 7 3) .
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(1 9 7 5) .
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-

29 1 (1 95 1) .
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-

4 9 (19 5 6) .

4 0) W o o d , G . C . : T h e f o r m a ti o n o f fib ril s f r o m

C Oll a g e n s ol u ti o n s . 3 . E ff e ct o f c h o n d r oi ti n s ul ph at e

an d s o m e o th e r n a t u r all y o c c u r ri n g p ol y a n i o n s o n

th e r a t e o f f o r m a ti o n . B i o c h e m . J .
,
7 5

,
60 5 - 61 2

(1 96 0) .

4 1) W o o d , G . C . : T h e f o r m a ti o n o f fib ril s f r o m
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M
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,
7 5

,
5 9 8 - 6 0 5 (19 60) .
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,
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,
e d) , V ol , 2 , 1 1 3 5 - 1 1 5 3

,
A c ad e m i c

P r e s s
,
L o n d o n

,
1 9 7 0 .

4 3) S e e g m i11 e r , R .

,
F r a s e r , F . & S h el q o n , H . : A

n e w c h o n d r o d y st r o ph i c m u t a n t i n m i c e . El e ct r o n

m i c r o s c o p y o f n o r m al a n d a b n o r m a l ch o n d r o g e n e
･

si s . J . C ell B i o l . , 4 8 , 5 8 0 T 5 9 3 (1 9 71) .

4 4) T h y b e r g , J . & F ri b e r g , U . : U l t r a st r u ct u r e of

t h e e pi p h y s e a l pl a t e o f th e n o r m al g ui n e a pi g ･ Z ･

Z ellf o r s c h
,
1 2 2

,
2 5 4 - 27 2 (1 9 7 1) .

4 5) C a m p o , R . D . & P h illi p s , S . J . : E l e ct r o n

m i c r o s c o pi c v i s u ali z a ti o n o f p r o t e o gl y c a n s a
n d

c oll a g e n i n b o v i n e c o s t a l c a rtil a g e . C al c ･ T
i s s ･ R e s ･ ,

1 3
,
8 3

-

92 (1 9 7 3) .

4 6) G a y , S . ,
M till e r

,
P . K .

,
Le m m e n

,
C ･
,
R e ･

m b e r g e r , K . , M a t 2;e n , E . & K 弘h n
,
E . : I m m u n o

･

h i st ol o g l C a l st u d y o n c oll a g e n i n c a rtil a g e - b o n e

m e t a m o r p h o si s a n d d e g e n e r a ti v e o s t e o a r t
h r o sis ･

K li n . W s c h r .
,
5 4

,
96 9

-

9 7 6 (19 7 6) .

47) 北 田博久 : ニ ワ トリ胚大動脈の礎質と弾力線推の
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電子顕微鏡的研究, 十全医会誌, 84 , 51 3
-

5 2 9 (1 9 7 5) ･

E x pl a n a ti o n o f fi g n r e s

Fi g . 1 ･ M a c r o s c o p
i c fi n d i n g o f r a b bi t e a r ･ D r o o p

-

i n g of b o t
h e a r s i s m o st r e m a rk a bl e 2 4 h o u r s

af t e r a d mi n i s t r a ti o n o f c h y m o p a p a l n .

Fi g . 2 . L i gh t m i c r o s c o pi c fi n d i n g o f r a b b it e a r

c a r til a g e ･ T h e c o n t r oI sh o w s b e tt e r s t ai n a b ilit y

｡f th e m a t ri x ( a) ; 1 2 h o u r s , S W elli n g o f c h o n d r o ･

c y t e s a n d d e
fi cit i n s t ai n a b ilit y (b ) ; S t ai n a bilit y

is i m p r o v e d t o n o r m al l e v e1 7 2 h o u r s af t e r

ad m i n i s tr a ti o n o f c h y m o p a p ai n ( C) . S a f r a ni n O

s t ai n . ×1 0 0

F ig s . 3 - 19 El e ct r o n mi c r o s c o pi c fi n d i n g o f r a b b it

e a r c a r til a g e .

F ig . 3 ･ N o r m a
l e a r c a rtil a g e i n s u p e rfi ci al 1 a y e r

(c o n t r o l) . C h o n d r o c y t e s sh o w s pi n d l y sh a p e , a n d

G ol gi a p p a r a t u s a n d r o u gh e n d o pl a s m i c r eti c
･

ul u m a r e w e11 d e v el o p e d . U r a n yl a n d l e a d

st ai n . ×6
,
0 0 0

Fi g . 4 . N o rm a l e a r c a rtil a g e
i n m id d l e l a y e r

( C O n t r Ol) . C h o n d r o c y t e s s h o w e11i pti c a l sh a p e , a n d

n u m e r o u s m i c r o fil a m e n t s a r e s e e n a r o u n d

n u cl e u s . U r a n yl a n d l e a d st a in .
×6

,
0 0 0

F ig . 5 . N o r m al e a r c a r til a g e i n d e e p l a y e r

( c o n tr ol) . C h o n d r o c yt e s s h o w l a r g e a n d o v a l

s h a p e , m u C h o f th e m w ith d o u b l e n u cl e u s ･

N u m e r o u s gl y c o g e n g r a n ul a a r e s e e n i n th e

m a r g l n al a r e a . U r a n yl a n d l e a d st ai n .
× 6

,
0 00

F ig . 6 . N o r m al e a r c a rtil a gi n o u s m a t ri x i n d e e p

l a y e r (c o n t r o l) . R o u n d a n d o ri g o n al r u th e n i u m
-

r e d p o siti v e p a rti cl e s ab o u t 2 0 t o 3 0 n m i n

di a m e t e r a r e s c a tt e r e d , a n d fil a m e n t s 5 t o 1 5 n m

in w id th a l s o a r e s e e n . C oll a g e n fib e r s a b o u t 2 0 t o

3 0 n m i n di a m e t e r a r e s e e n a s w ell . R u th e n i u m

r e d st ai n . ×6 0
,
0 0 0

F ig . 7 . N o r m al e a r c a r til a g e i n d e e p l a y e r

( c o n t r ol) . A p p e a r a n c e o f i sl e t
-

S h a p e d o r s a s h -

S h a p e d el a s ti c fib e r s a r o u n d c h o n d r o c y t e s .T a n n i c

a ci d st a i n .
×6

,
0 0 0

F ig . 8 . I n c r e a s e i n c ell p r oj e c ti o n s o f c h o n d r o ･

C yt e S . M id d l e l a y e r of e a r c a rtil a g e 3 h o u r s a ft e r

a d m i ni st r a ti o n o f c h y m o p a p ai n . U a r a n yl a n d

l e a d st ai n
.
×4

,
0 0 0

F ig ･ 9 ･ A p p e a r a n c e o f ch o n d r o c yt e s w ith m a n y
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V a C u Ol e s . S u p e rfi ci a l l a y e r o f e a r c a rtil a g e 6

h o u r s a ft e r a d m i n i st r a ti o n o f ch y m o p a p ai n .

T a n ni c a ci d st a in .
×4

,
0 0 0

F i g . 1 0 . A p p e a r a n c e o f d e g e n e r a t e d c h o n d r o c yt e s .

D e e p l a y e r o f e a r c a r til a g e 1 2 h o u r s a f t e r

a d mi n i st r a ti o n of ch y m o p a p ai n . U r a n yl a n d l e a d

St ai n . ×3
,
0 0 0

F i g . 1 1 . R e c o v e r y o f d e g e n e r
･

a t e d ch o n d r o c yt e s .

C h o n d r o c yt e s o f mi d dl e l a y e r 7 2 h o u r s a ft e r

a d m i n i st r a ti o n of c h y m o p a p a i n . T a n n i c a ci d

St ai n . × 4
,
0 0 0

Fi g . 1 2 . D i s a p p e a r a n c e o f m o st ru th e ni u m
-

r e d

p o siti v e p a rti cl e s . D e e p l a y e r o f e a r c a rtil a gi n o u s

m a tri x 1 2 h o u r s aft e r a d m i ni s t r a ti o n o f c h y m o ･

p a p ai n . R u th e n i u m r e d s t ai n .
×6 0

,
0 0 0

Fi g . 1 3 . R e a p p e a r a n c e o f ru t h e ni u m
-

r ed p o siti v e

p a r ti cl e s . D e e p l a y e r o f e a r c a rtil a gi n o u s m a t ri Ⅹ

a ft e r a w e e k f r o m a d m in i st r a ti o n of c h y m o
･

p a p ai n . R u th e ni u m r e d s t ai n . × 60
,
0 0 0

Fi g . 1 4 . D i st u r b a n c e o f th e a r r a n g e m e n t o f

C O11 a g e n fib e r s . M id dl e l a y e r o f e a r c a rtil a g e 1 2

h o u r s a ft e r a d m i n i s tr a ti o n o f c h y m o p a p a i n .

R u th e n i u m r e d s t ai n . × 60
,
0 0 0

Fi g . 1 5 . A p p e a r a n c e o f c oll a g e n fib e r s a b o llt l O O

n m i n di a m e t e r . M i d dl e l a y e r o f e a r c a rtil a g e 2 4

h o u r s a f te r a d m i n i s t r a ti o n o f ch y m o p a p a i n .

T a n n i c a cid st ai n .
× 30

,
0 0 0

F i g . 1 6 . A p p e a r an C e O f c oll a g e n fib e r i n v a c u ol e .

C h o n d r o c y t e s i n m id d l e l a y e r 6 h o u r s a ft e r

a d m i ni st r a ti o n o f c h y m o p a p ai n . T a n n i c a cid

St ai n . ×6 0
,
0 0 0

F i g . 1 7 . A p p e a r a n c e of fib r o u s l o n g s p a ci n g
p

lik e

fib e r s i n G o l gi v a c u ol e s . C h o n d r o c y t e in mi d d l e

l a y e r 1 2 h o u r s a ft e r a d m i n i st r a ti o n of c h y m o
･

p a p a i n . U r a n yl a n d l e a d st a i n .
×1 2

,
0 0 0 .( a a n d b :

h i gh e r m a g nifi c a ti o n . ×6 0
,
0 0 0)

F i g . 1 8 . D i s c o n ti n u a ti o n a n d f r a g m f n t a ti o n of

el a st c fib e r s . M id dl e l a y e r o f e a r c a rtil a g e 2 4

h o u r s a ft e r a d m i ni st r a ti o n of c h y m o p a p ai n .

T a n n i c a cid s t ai n . ×1 5
,
0 0 0

Fi g . 1 9 . A u g rn e n t a ti o n o f n u m b e r of el a s ti c fib e r s .

S u p e rfi ci a l a n d m i d dl e l a y e r s o f e a r c a r til a g e 7 2

h o u r s a ft e r a d m i ni st r a ti o n o f c h y m o p a p a i n .

T a n n i c a cid s t a i n .
×4

,
00 0
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M or p h ol ogic al S t udi e s of R ab bit E ar C a rtila g e aft er ､A d mi nis tr ati
o n of C h y m o p a p ai n Y u -

s u k e N ak a se
,
D e p a r t m e n t o f O rt h o p a e di c S u rg e r y , S c h o ol of M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e r s lt y ,

K a n a z a w a
,
9 2 0 - J . J u z e n M ed

,
S o c .

,
9 1

,
8 5 9 r 8 7 5 (1 9 8 2)

K e y w o rd s: C h y m o p a p ai n , r a b bit e a r c a r tilag e , C O lla g e n fi b e r , P r O t e O g l y c a n , ela stic B b e r ･

A b s 仕a c t

A ft e r c h y m o p a p ai n w a s i rd e c t e d i n t o t h e a u ri c u l a r v ei n o f y o u n g m al e r a b b it s , S t u di e s w e r e

c a r ri e d o u t o n m a c r o s c o p l C O b s e rv a ti o n o f th e a u ri cl e , d e t e r m i n a ti o n o f t h e a ci d m u c o p ol y
-

s a c c h a ri d e s i n th e s e ru m a n d u ri n e b y t h e t o l u i d in e bl u e s p o t t e st , a n d u g h t a n d el e c t r o n m i c r o
-

s c o p i e s o f t h e a u ri c u l a r c a rtil a g e ･ D eg e n e r a ti o n o f t h e c h o n d r o c y t e s a n
d d i si n t e g r a ti o n o f th e

c a rt n a gi n o u s m at ri x o c c u r r e d a n d d r o o p l n g O f b o t h a u ri cl e s w e r e o
b s e rv e d

,
S h o rtl y a ft e r th e

i nj e c ti o n of c h y m o p a p a l n . I t w a s d e m o n st r a t e d t h a t r el e a s e d a cid m u c o p o l y s a c c h a ri d e s w e r e

a b s o r b e d b y t h e b l o o d a n d e x c r et e d i n t h e u ri n e a
ft e r t h e b r e a k d o w n o f p r o t e o g l y c a n i n t h e

c a rtil a g i n o u s m at ri x ･ T h e c h a n g e s i n t h e c h o n d r o c y t e s w e r e r e v e r si b l e ‥ W it h t h e p a s s a g e o f ti m e ,

fu n c ti o n o f t h e c h o n d r o c y t e s w a s r e c o v e r e d , i nj u r e d c a rt il ag e w a s r e s t o r e d , a n d t h e d r o o p l n g O f

b o t h a u ri cl e s r e t u r n e d t o t h e n o r m al . D u ri n g t h e d e g e n e r a ti o n a n d r e c o v e r y p r o c e s s o f th e

a u ri c u l a r c a rtil a g e a n i n c r e a s e i n c o ll a g e n fib e r s , d i st u r b a n c e o f t h e a r r a n g e m e n t , a n d i n c r e a s e i n

t h e d i a m et e r w e r e o b s e r v e d a n d t h e a p p e a r a n c e o f fi b r o u s l o n g s p a ci n g
-1i k e fib e r s w a s o b s e rv e d i n

t h e v a c u o l e s o f t h e c h o n d r o c y t e s ･ E l a sti c fib e r s b e c a m e d is c o n ti n u o u s a n d
f r a g m e n t e d b u t , b y

t h e ti m e t h e c a rt n ag e h a d b e e n r e s t o r e d , a u g m e n t ati o n o f t h ei r n u m b e r w a s s
e e n

･
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