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膵炎, こと に壊死 性膵炎後 に 惹起さ れ る線維増 生や 脂肪組織 へ の 置換 は
,
病 態の み なら ず治療面 に

お い て も重 要な課題 を有 して い る
.
そ こ で

,
ラ ッ ト膵凍結に よる 実験的壊死性膵炎を作成し

,
膵 の 組織学

的検索お よ び膵組織中ノ､ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン の 測定結果 に 基 づ く 膵線推化の 動態と膵組織中コ ラ ゲナ ー ゼ

活性との 関連性 を検索し た
.
凍結処置 を受 け た膵は, 早期に お け る壊死 , そ れ に 続く繰維増生 を示 したが ,

これ らの 変化の 大部分は終局的に 脂肪組織 へ の 置換 を生 じた
｡
膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 量は, 凍結

処置後4 週 目ま で 次第に 増加した が , 5 過日以降 は軽度増加に と どま っ た
｡ 中性可溶性 コ ラ ー ゲ ン を基質

ヒし
, 組織培養法 を伺 い て 測定さ れ た膵組織 コ ラゲ ナ ー ゼ括性 は, 2 週目 よt′) 認め られ , 5 週目 で 最高に

達したが, 7 週 目以 降で は検出さ れ な か っ た
.
また

,
ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル デ ィ ス ク 電気泳動の 検索に

より, そ の 際に み ら れ た コ ラ ー ゲ ン基 質の 溶解 は, コ ラ ゲナ ー ゼ に基 づ い て い た こ とが 確認 さ れ た
.
以上

の成績よ り, 壊死 性膵炎後 に お い て膵 の 線維化の 進行に 伴う コ ラゲ ナ ー ゼ病性の 上 昇 をみ たが , この 増生

したコ ラ
ー

ゲ ン線維の 分解吸収 に コ ラ ゲ ナ ー

ゼ活性は重 要な 役割 を果して い る こ と が 示 唆され た｡

汰e y Ⅵ
r O r d s 膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン , K IS O 法, 膵 コ ラ ゲナ ー ゼ活性,

組織培養法, 膵凍結法

急性膵炎の 過半数は , 適切 な処置に よ り機能障害 を

残す ことなく治癒する . 急性膵炎よ り慢性膵炎 へ の 移

行は低率1}2) で あ り , 急性膵炎の う ち の 一 部
3) とさ れ て い

る
. 壊死性膵炎は組織学的に 融解壊死 が も っ とも 特徴

的な所見で あり
,
そ の 壊死 巣は終局的 に 脂肪組織 に 置

換され, 組織の線純化 に 移行す るも の は稀れ で ある と

いわれる
. 従っ て , 膵 に お ける線維化過程 は, 他臓器

とは異なる経過を とる こ とが 推測さ れ る｡ 膠 原線維 を

構成する コ ラ ー ゲ ン は
, 生 体 に お ける 全蛋 白量 の 4 分

の1 から3 分の 1 を占め る線維性蛋白質で , 生理 的条

件下で は安定で あり, 各種 の 非特異的な蛋白分解酵素

の作用を受 けて も 分解さ れ る こと は ない と い う ｡

コ ラ

ゲナ ー ゼ は
,
コ ラ

ー

ゲ ン に 特異的に 作用 し, 三重螺旋

構造を有す る安定な コ ラ ー ゲ ンの N 末端よ り 4 分の 3

の 一 点を切断し 二 分す る酵素と され て い る ｡

一 旦
,
コ

ラ ゲ ナ ー ゼ に よ り 二 分さ れ た コ ラ
ー

ゲ ン は
, 可溶性と

な り, 体温 で変性 し, 各種 の 非特異的蛋白分解酵素の

作用 を受 け, 吸収さ れ て い く
4) と考え られ て い る.

19 6 2

年
,
G r o s s & L a pi e r e

5 )
は
,
オタ マ ジ ャ ク シ の 皮膚を組

織培養し, コ ラ ー ゲ ン 線維を溶解 させ る こと に よ り,

動物性 コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ の 検出に 初め て成功した｡ その 後,

人 の 皮膚6)
,
子 宮7) , 角膜8) , 関節膜9) 等の 各種臓器や組

織 で コ ラゲ ナ ー ゼ が証明さ れ てい るが , い ま だ膵組織

での 明確な検出 はな さ れて い ない . そ こ で 著者は, 凍

結法に よ り, ラ ッ トに 実験的壊死性膵炎を作成し, 壊

死 巣の 線維増生 と そ の 分解吸収過程 に お い て組織 コ ラ

ゲ ナ
ー ゼ活性 を検索 し, 更に , 膵線維化の 消長に 対す

る コ ラ ゲ ナ ー ゼの 役割 に つ い て検討したの で報告する.

A St u d y o n P a n c r e a ti c F ib r o sis a n d C oll a g e n a s e A cti vi t y i n E x p e ri m e n t al N e c r o ti z in g
P a n c r e a titis ･ M i c hi a k i T a k a t a , D e p a r t rn e n t Of S u r g e r y (ⅠⅠ) , ( D i r e c t o r : P r of . Ⅰ. M iy a

-

Z aki) , S ch o ol of M e d ici n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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対象お よ び方法

Ⅰ . 実験動物, 実験的壊死性膵炎作成法

お よ び研究方法

体重 200 ～ 2 5 0 g の w i st a r 系雄性ラ ッ トを, ネ ン ブタ

ー ル ( N E M B U T A L
⑧
) ( 5 m g / 体重100 g ) の腹腔

内投与 に よる 全身麻酔下 叫 で 開腹 した .
次に

, 膵の S pl e -

n i c s e gr n e n t
1 1)
を
,
二 酸化炭素使用の凍結装置 C r y o s

-

A ( 持田製薬) に て , 3 0 秒間凍結 し開腹 した . こ のよ

う に して作成さ れた 実験的壊 死性膵炎ラ ッ ト に 対 し,

膵凍結後4 日目まで は 1 日 ご とに, その 後は 1 過 ごと

に 15 週ま で膵の 組織変化, 膵組 織中の ハ イ ド ロ キ シ プ

ロ リ ン (h y d r o x y p r oli n e) 豊お よ びコ ラ ゲ ナ
ー ゼ ( c ol ･

1 a g e n a s e) 活性な ど を検索 した .

なお , 膵組織採取は, 図 1 の 如く に s pl e n i c s e g m e n t

を 3 区分 し, A 区を ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン の測定 に ,

B 区を組織学的検索に , C 区を コ ラゲ ナ
ー

ゼ 活性 の検

出に供 した .

ⅠⅠ
. 検査項訂お よ ぴそ の 方法

1 . 血祭リ パ ー

ゼ(1i p a s e) お よ び アミ ラ
ー ゼ ( a m y -

l a s e) の 測定

膵外分泌酵素である リ パ
ー

ゼ お よ びア ミ ラ
ー

ゼ の測

定は, 下大静脈よ り採取 した 静脈 血 につ き行 っ た . リ

パ ー ゼは
,
B A L B - D T N B 法( リ パ ー ゼ キ ッ ト

｢
マ ル

ピ
ー

｣
,
大日本製薬) に て測定 した ｡ ア ミラ

ー

ゼ は , ヨ

ー

ドデ ン プ ン比色法 ( ア ミ ラ ー ゼ テ ス ト ワ コ
ー

, 和光

純薬工業) に て測定 した . ア ミ ラ
ー

ゼ ア イ ソザ イ ム

Fi g . 1 F r e e z e d a r e a i n th e p a n c r e a s . ,吻 f r e e z e d

a r e a . T h i s a r e a w a s d i v id e d i n t o 3 p a r t s f o r

f oll o w i n g e x a mi n a ti o n s : A h yd r o x y p r oli n e l e v el ,

B h i st o l o g l C al fi n di n g s , C c oll a g e n a s e a c ti vi ty .

( a m yl a s e i s o z y m e) は, タイ タ ンIIi- L ip o ( ヘ レナ

研究所) を支持体 とす る電気泳動法お よ びブル ー スク

ー チ (b l u e s t a r ch ) 濾紙密着法に て 分 離測定した
.

2 . 組織学的検索

へ マ トキシ リ ン ･ エ オ ジン(h e m a t o x yli n e a n d e o sin)

染色 に て膵組織全体像の観察を行 い , ア ザ ン( A z a n)

染色 に て組織中の 線維の増減 を観察 した .

3 . 膵の乾湿重量の比率の 検索

膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量が 実験的壊死性膵

炎の 各時期に お け る炎症性浸出液 の 含有量 に 影響され

る こ と を除く た め, ま た , 膵の 組織中水分含有量の検

索か ら膵の組織学的変化 を知る た め に , 採取した膵組

織片 を
-

4 0
0

C
,
1 2 時間凍結乾燥 し, 乾湿重畳の比率

を求め た .

4 . 膵組織中 ハ イ ド ロ キシ プ ロ リ ン量の 測定

その 測定に は
,
K I S O 法王2) を用 い た

.

予 め秤量 し たス ク リ ュ ー バイ アル( S -

1 , 日電理化

硝子製) に 採取 した膵組織片を入 れ , 組織湿重畳を渾8

定し, 次い で , こ れ を凍結乾燥 して組織乾燥重畳を測

定 した . 凍結乾燥 した組織の 入 っ た ス ク リ ュ ー バ イア

ル に
,
1 g か ら組織乾燥重畳 を差引 い た 重量分の 水を

加え , さ らに 12 N 塩 酸 (h yd r o c hl o ri c a cid) 1 m トを

追加 した . こ の バ イ ア ル を, テ フ ロ ン と シ リ コ ン の二

重の パ ッ キ ン グで密栓 し, 1 1 0
0

C の 油浴中で 24 時臥

加水分解 した . 次 に , オ キシ プ ロ リ ン ( 0Ⅹ y p r Oli n e)

1 ～ 3 0 〝 g に相当す る加水分解後 の 資料 を共通すり合

せ 試験管 に 加 え凍結乾燥 した後, 蒸留水を 4 m l 加え ,

さ らに 2 m l の ほう 酸緩衝液( p o t a s si u m b o r a te b uff er

s ol u ti o n) ( ほ う 酸 (b o ri c a cid) 6 .1 8 4 g と塩 化カリウ

ム ( p o t a s si u m c h l o rid e) 22 .5 g を 6 0 m l の 蒸留水に

溶解 し, 水酸化 カ リ ウム ( p o t a s si u m h yd r o xid e) 溶

液で p H 8 . 7 に 調整乱 蒸留水を加 えて 1 0 0 m l とする)

を追加 し, 2 0 分間混和 した . その 後, 1 m l の ク ロ ラミ

ン T ( c hl o r a m i n T ) 溶澱 ( ク ロ ラ ミ ン T 5 . 63 g をメ

チ ル セ ル ソ ル ブ( m e th yl c ell u s oI v e) に 溶か し, 100 m l

とす る) を資料に 加 え, す ぐ混和 し, 2 5 分後, チオ硫

酸 ソ
ー ダ( s o d i u m th i o s u lf a t e) 溶液( チオ硫酸ソ

ー ダ

錮 . 3 4 g を水に 溶か し, 1 0 0 m l と す る) 3 m l を加えた･

さ ら に
,
これ に ト ル エ ン (t o l u e n e) 5 m l を加えて密

栓 し, 沸騰水浴中で 30 分間加熱 し, 次 い で冷却後,
5

分間静置 した . ト ル エ ン 層を4 .5 n ll と り , ぼう硝カラ

ム ( s o di u m s ulf a t e c o l u m n) を通過させ , 得られた

澄明液の 2 . 5 m l を採取 し, こ れ に 1 m l の エ
岬 ル 1トノ

ヒ試薬 ( Eh rli ch
･

s
▲

r e a g e n t) (濃硫酸 ( c o n c e n tr at e
d

s ulf u ri c a c id) 6 . 8 5 m l を 50 m l の 無 水 エ タ ノ
J L'

( a b s ol u t e e th a n ol) に 加 え, 冷却 す る .

これとは別

に, 無水 エ タ ノ
ー ル 5 0 m l に p

- デ メ チ ル ア ミ ノ ペ ン
ズ

｡

:
｡
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∵
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.

:

∴
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膵線推化と コ ラ ゲナ ー ゼ活性

アルデヒ ド(p
-

d i m e th yl a m i n o b e n z a ld e h y d e) 3 0 g を

加える. こ れ に 前述の エ タ ノ
ー ル溶液 を加 え て攫拝す

る) を加えて す ぐ に混 和 した . 混 和30 分後 , ダ ブ ル ビ

ー ム分光々 度計 を用 い , 6 5 0 n m で ベ
ー ス ラ イ ン を零に

合せた後, 5 6 0 n 皿 で吸 光度 を測定し, 予 め作製 し た標

準曲線よ り, 各資料の ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量 を求め

た
.

なお, 標準曲線は, 市販の ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン を

用い , その 各々 1 , 5 , 1 0 , 15 , 2 0 , 3 0 /J g に 上 記と 同

様の操作を加え, 吸光度を測定す る こ と に よ り得た .

5 .
コ ラゲ ナ ー ゼ活性の 測定

1) 中性可溶性 コ ラ
ー

ゲ ン ( n e u t r al s o l u bl e c ol ･

1 昭 e n ) (基質) の抽出

膵組織コ ラ ゲナ
ー

ゼ活性を 中性領域の 生 理的条件下

で検出するた め に , K a n g ら
1 3)
の 方法 に従 い

,
幼君ラ ッ

ト( w i st a r 系 , 体重8 0 g) の 皮膚よ り中性可溶性 コ ラ

ー ゲン を抽出した .

なお, 全て の操作 は, 5
0

C 以下で行 っ た
.

剃毛後剥離した ラ ッ ト皮膚 を細切 し肉挽機で破砕 し

た後, こ の 資料に 1 M 塩化 ナ トリ ウム ( s o d i u m c h l o -

rまd e) を含ん だ 5 倍 量 の 8 . 05 M トリ ス 緩 衝液 (t ri s

b uff e r s ol u ti o n) ( p H 7 .0) を加え
,
4 8 時間, 時々静

かに控押して粗 コ ラ ー ゲ ン の 抽出を行 っ た . こ の 抽出

液を遠心(13
,
0 00 g , l 時間) し , 不溶物を除去 し, 次

いで
,
この溶液 に塩化ナ トリ ウム を 20 % に な るま で 加

れ 塩析を行っ た. 得ら れ た沈澱物 を遠心 に て収集し

た後, 蒸留水に 再溶解 し不溶物 を遠心 に て除去 した
.

同様の操作に て再び こ の コ ラ ー ゲ ン 溶液を墟析 した
.

得られ た 沈澱 物 を遠 JL ､ に て 収 集 し た 後, 0 . 5 % 酢酸

( a c eti c a cid) に 溶解 し, 0 . 5 % 酢酸 に て 充分 に透析 を

行い, 脱塩 した. 透析後の 溶液 を遠心 し, 不溶物 を除

去した後, 0 .0 2 M 燐 酸 ニ ナ ト リ ウ ム 溶 液 (dib a si c

S Odi u m p h o s p h a te s o l u ti o n) に て再び 3 日間透析 し

た. 沈澱し たコ ラ ー

ゲ ン を , 遠心 に て収集し た後, 0 .5 %

酢酸に溶解 した
.
この 溶液 に , 塩化ナ トリ ウム を 5 %

になるよう に 加え, 生 じた沈澱物 を遠心に て収集し,

8 ･5 % 酢酸で再び透析 した. その 後, 遠心 に て不溶物 を

除去した後に 得ら れた コ ラ ー ゲ ン溶液を凍結乾燥 し,

冷凍保存した .

2) 再生 コ ラ ー

ゲ ン線推の 作製

上述の 方法で 得た コ ラ ー

ゲ ン 0 . 5 g を , 1 0 0 m l の 0 , 4

M 燐酸緩衝液 ( p h o s p h a t e b u ff e r) (p H 7 . 6) に 溶解

衡 0 ･4 M 塩化ナ トリ ウ ム 溶 掛 こ て 24 時 間透析 を行

い
1 4-

, 遠心(13
,
0 0 0 g , 1 時間) に て 不溶物 を除去し た .

ニの コ ラ ー ゲ ン溶液 250 〟1 を , ミ ク ロ シ ャ ー

レ の 内室

値径15 m m
, 深さ 2 m m ) に 注入 し, 外賓( 直径 26

m m
, 深さ 5 m m ) に は

,
ペ ニ シ リ ン G ( p e ni ci11i n G)

47 5

15 0 u/ m l , ス ト レ プ ト マ イ シ ン( st r e pt o m y ci n) 1 4 0 JL g/

m l を加 えた タイ ロ ー

ド液( T y r o d e s ol u ti o n ) (塩化ナ

トリ ウム 2 . 8 7 g , 塩化 カリ ウ ム (p o t a s si u m ch l o rid e)

0 . 2 g , 塩化カル シ ウ ム ( c a l ci u m c h l o rid e) 0 . 2 g , 塩

化 マ グネ シ ウム (r n a等n e Si u m ch l o rid e) 0 ･ 1 g , 炭酸

水素 ナ トリ ウム ( s o di u m b i c a rb o n a t e) 1 g , グ)t/ コ

ー ス ( gl u c o s e) 1 . 6 g , 水 1 , 00 0 mi )
6)
を満た し, 3 6

0

C
,

4 時間培養し, 再生 コ ラ ー ゲ ン緑綬を作製 した .

3) 膵組織 コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ活性の 測定

採取 した膵組織片の 一 部( 2 × 2 × 2 I n m
3

片) を ,

上 述の タイ ロ ー ド液 の 塩化ナ トリ ウム を 8 g とし , 燐

酸 二 水素ナ トリ ウム ( m o n o b a si c s o d i u m ph o s p h a t e)

0 . 0 5 g を追加 し た動物性 タイ ロ
ー ド 液 ( m a m m ali a n

T y r o d e s ol u ti o n)
6)
で よく 洗僻 した後, これ を予 め作

製 した再生 コ ラ ー ゲ ン線推の上 に の せ , 酸素 95 % , 二

酸化炭素5 % の高湿度培養器内で, 36
0

C
,
2 4 時間組織

培養 した. コ ラ ゲナ ー

ゼ括性の 判定は
,
G ri1l o ら

6】
の 方

法 に 従い , 膵組織周囲に 形成され た基質の 溶解程度 を

以 下の 5 段階に 分 ける こ と に よ り表現 した
.
す な わ ち

,

( 0 ) は溶解が全 くみ られ な い もの , ( ±) は膵組織周

囲に わ ずかに み られ る も の
,
( + 十 + ) は大部分が溶解

し たも の と し, ( ±) と ( + + 十) の 間を溶解輪の 大小

に応 じて ( 十) また は ( + +) と した (図2 ) .

6 . 中性可溶性 コ ラ ー

ゲ ン お よび そ の 溶解産物の検

討

基質と して 精製 した 中性可溶性 コ ラ ー ゲ ンが 純粋で

あ る こ と, 膵組織培養に よ り溶解の み られた際の 反応

生成物が コ ラゲ ナ ー ゼ に よ る分解で あ る こ と を検討す

る た めに , ポリ ア ク リル ア ミ ドゲ ル ( p ol y a c r yl a m id e

g el) ディ スク電気泳動 に よ る検索を行っ た.

な お, 電気泳動の 操作手頃は O r n s te in & D a vi s
1 5)1 6)

の 方法に よ り行い , ま た , 試薬 は N a g a i ら
1 7)
の 方法に

よ り作製し たも の を用 い た (表1 ) .

精製 コ ラ ー

ゲ ン の 検索に は, 前述の 凍結乾燥 した コ

ラ ー ゲ ン を0 . O 6 M 酢酸 ぼ衝液 ( a c e t a t e b u ff e r)
●

( p H 4 .8) に 溶解 し, 4 5
0

C
,
1 0 分間熱変性させ た もの

(()) ( ±) ( 十) ( 廿) ( 十臣)

Fi g . 2 . G r a d e s of c oll a g e n a s e a c ti v ity . T h e s c al e of

C Oll a g e n a s e a c ti vi ty w a s g r a d e d (0) t o ( + + + ) ,

wi th (0) i n di c a ti n g n o vi sib l e l y si s ,( + + + ) al m o st

f ull l y si s o f th e c o ll a g e n g el s u b s t r a t e .
,
闇

p a n c r e atic ti s s u e ; 鼠 , r e C O n Stit u t e d n e u tr al s ol u b l e

C Oll a g e n g el .
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を資料 と した.
一 方, 膵組織培養 に より溶解の み ら れ

た際 の基質 は, 3 0 % 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ( a m m o n i u m

s ulf a t e) に て沈澱さ せ, 遠心に て 資料 を収集し た後,

これ をさ ら に 30 % 硫酸ア ン モ ニ ウム に て 洗源 し, 遠心

を操り返 した
Ⅰ鋸

. こ の よう に し て得 られた沈澱物を 0 .1

M 酢酸 に溶解 し, 0 . 0 5 M 酢酸 に て透析 した 後, 凍結乾

燥 した . 更に , これ を 0 .0 6 M 酢酸緩衝液( p H 4 ･ 8) に

溶解 し, 45
0

C
,
1 0 分間熱変性 させ , 資料 と した.

成 績

1 . 血凍 リパ ー ゼ お よび アミ ラ
ー ゼの 推移

1) リ パ ー ゼ

血凍リ パ ー ゼ の各時期に お け る測定結果は , 以 下の

如くで あっ た .

正常 ラ ッ トの リ パ ー ゼ値 は, 1 1 9 . 4主51 . 3 B A L B 単

位/0 . 0 5 m l ( m e a rt ±S . D .
,
n = 1 2 , 以下 同じ) で あっ

た が , 膵 凍 結後 1 日 目 は 73 5 .1 ±3 6 0 , 6
,
2 日 目 は

636 .4 ±4 8 2 .3 , 3 日 日 は 732 .0 ±6 08 . 5 , 4 日 目 は

1
,
5 66 .4 ±3 67 .1 と正常 ラ ッ ト に比 し有意( p < 0 ･ 0 1) の

高値を 示 した . しか し, 1 週 日以降 15 週 まで は, い ず

れ も軽度上昇 を示 す に と どま っ た ( 図3 ) .

2) ア ミ ラ ー ゼお よ びア ミ ラ ー ゼ アイ ソザ イ ム

正 常 ラ ッ トの肝臓, 膵臓, 唾液腺お よび 血紫中の ア

ミ ラ
ー

ゼ アイ ソ ザイ ム を電気泳動法 によ り検索 したと

こ ろ, 9 本 の バ ン ド に 分離 され , 膵由来 の ア ミラ
ー ゼ

アイ ソザ イ ム は陰極側 よ り 1 番目 と 2 番目の バ ン ド に

存在 した .

正常 ラ ッ トの血凍中アミ ラ ー ゼアイ ソ ザイム 所見は
,

唾液腺 に み られ た所見 と 一 致 した .

正 常ラ ッ トの 血 祭ア ミラ
ー

ゼ値は 2 , 錮6 ±305 S o m ｡ .

g yi u /d l で あ り , 以後, 著変 を認 めな か っ た . 血賛申

膵由来ア ミ ラ ー ゼ アイ ソザ イ ム は, 凍結処 置後1 日目

よ り出現した が , 1 週目以降は認 め られ なか っ た 噛

4 ) .

2 . 膵の 組織学的変化

凍結処置後 の 1 日目に お ける膵組織は, 実質の壊死

所見 の み が著明で あ り, 細胞浸潤や浮腰は認められな

か っ た
.
2 日目か ら 3 日目 にか け て , 壊死 周辺部に炎

症細胞浸潤が起 り, 細膵管増生像が散見されるように

な り, 浮腫所見も認 めら れ た｡ 処置後 4 日目に なると,

毛細血管, 綱膵管, 細胞浸潤な どは さ らに 増加傾向を

示 し, また , 壊死周辺部に わ ずか なが ら線推増生像が

み ら れ る よう に な っ た . 処置後 1 週目 に お い ては, 線

維化 が さ らに進行 し, 毛細血 管, 細胞浸潤お よび細野

管も著明 に増加 し, 同時 に壊死 部の 縮少傾向が認めら

れ た
.
その 後, 2 ～ 3 週 に か け, 線推化は さらに進行

した
.
ま た

,
残存壊死 部は か なり縮少 し, 細膵管や細

胞浸潤像 の減少傾向が認 められ た .

一 方 , この時期の

終り に は, 組織 中に 脂肪組織が わ ずか に 認められるよ

う に な っ た
.
4 週目 に至 る と, 壊死 部が わずかに残存

し
,̀ 線維組織 もや や 減少傾向を示 す も,

一 方, 脂肪組

織の増加が明 らか と な っ た . こ れ に 対 し, 毛細血管増

T a b l e l . S ol u ti o n s f o r th e g el c ol u m n s o f di s c el e c t r o p h o r e si s

S t o c k s ol u ti o n

(a) 1 N K O H 4 8 m l

A c e ti c a cid 2 1 .2 7 m l

T E M E D 4 .6 m l

W at e r t o m a k e l O O m l

恥) 1 N K O H 4 8 m l

A c eti c a cid 2 .9 4 4 m l

T E M E D O .4 6 m l

W a te r t o m a k e lO O m l

(c) A c r yl a m i d e 3 0 g r

B IS O .8 g r

W a t e r t o m a k e l O O m l

(d) A c r yl a m id e l O g r

B IS 2 .5 g r

W a t e r t o m a k e l OO m l

( e) R ib o n a vi n 4 m g

W a t e r t o m a k e l OO m l

(f) B uff e r s ol u ti o n (p H 4 .0)

A c e ti c a cid 2 ,2 8 m l

G l y ci n e 1 7 .2 5 g r

W a t e r t o m a k e l O O O m l

W o rk i n g s ol u ti o n

(Ⅰ) L o w e r g el

L o w e r g el A
… … ･ … … ‥ 1 v ol u m e

(a) … … … 1 v ol .

(c) … … … 2 v ol .

W a t e r … 1 v ol .

L o w e r g el B
… = … ･ ･ ･ ‥ ‥ 1 v ol u m e

A m m o ni u m p e r s ulf at e O .1 5 g r

W a t e r t o m a k e l O O m l

(ⅠⅠ) U p p e r g el (p H 5 .8)

(b) … … … 1 v ol .

(d) … … … 2 v ol .

(e) … … … 1 v ol .

W a t e r ･ ･ ･4 v ol .
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如や細胞浸潤の程度 は軽度 と な っ て い た . 凍結処置後

5 ～ 15 遡に か け, 先の 組織所見 はさ ら に進行 し, 特に

脂肪組織の 占め る割合が増加 し, その 後, 同様の 傾向

が持続した ｡ しか し, 増加 し た毛細血管や細胞浸潤所

見は, 7 週以 降に 認 めら れ な くな っ て い た . ま た , 細

膵管増生所見 は, 各遇 で 認め られ たが , 1 1 週以 降 はわ

ずかに 散在する の みで あ り, 線推組織は減少傾向が著

明で, この 時期以降 は軽度 に 観察され る に 過 ぎな か っ

た
.

一 方
,
1 5 過日に お い て は, 壊死 部と そ の周辺 の 大
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部分の領域が脂肪組織に 置換さ れ, 外分泌腺, ラ ン ゲ

ル ハ ン ス 氏島お よび 紙膵管が わ ずか に 散在す る終末像

を呈 して い た (表 2 , 図5 ) .

3 . 膵の 乾湿 重 量の 比率の推移

正常ラ ッ ト膵 に お け る乾燥重量と湿重畳の 比率は ,

29 .7 ±2 .2 % ( m e a n ± S . D .
,
n
= 1 2

,
以 下同じ) で あ
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っ たが
,
膵凍結後4 週目で は, 3 8 . 4 ±6 ･ 3 % と 正 常ラ ッ

トに 比 して有意( p < 0 . 0 1) の 高率 を示 した . また , 4

週目よ り 9 週目 まで は, こ の 比率 は ほぼ横ばい 状態で

あ っ た が , 1 0 週日以 降は さ らに 高率 と な り, 1 5 週目で

は 45 . 4 ±7 . 1 % と な っ た (図 6 ) .

4 . 膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 畳の 推移

膵組織中の ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 畳を測定す る た め

に
, 既知の 標準資料の吸光度を測定 して 零点を通る標

準曲線を得た ( 図7 ) .

上記の標準曲線 よ り求め た乾燥重量 m g 当り の ハ イ

ド ロ キ シ プ ロ リ ン 量をみ る と, 正 常膵組織で は 3 . 38 ±

0 . 85 FL g/ m g ( m e a n ±S . D .
,
n
= 1 2

,
以 下同じ) で あ る

が, 膵凍結後 1 週目 で は 5 . 1 5 ±1 ･5 1 J` g/ m g と 有 意

( p < 0 . 0 1) に 増加 した . さ ら に , 2_
週目 の 測 定値 は

7 . 5 5 ±1 .3 2 〟g/ m g , 3 週目 は 7 ■ 5 9 ±1 ･ 4 8 〃g/ m 軌 4

蔓
去
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三
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0
n 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5

Ti m e afte r fr e e z ln g P r O C e d u re ( w e ek s)

F i g . 6 , C h a n gi n g r a ti o o f d r y t o w et w e i gh t o f th e

p a n c r e a ti c ti s s u e a ft e r f r e e zi n g p r o c e d u r e . E a c h

p o in t r e p r e s e n t s a m e a n ± S . D . i n 1 2 r a t s . n
,

C O n t r O l g r o u p ; *
- * *

, (p < 0 .01) .
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H y d r o x YP ｢ Otitl e ( .′唱)

F i g . 7 . S t a n d e r d c u rv e f o r h y d r o x y p r o li n e . ( a b
･

S O rb a n c e) = 0 .0 2 Ⅹ(h y d r o x y p r oli n e) .

邁冒 は 7 ･8 9 ±1 ･ 6 1 〃 g/ m g と 著増 した ｡ しか し, 5 週目

の 値は 5 ･ 0 1 ±0 ･ 75 〃 g/ m g と軽度増加 に と どまり, 以後

10 過日 まで 5 〝g/ m g 台に と どま っ た ｡ 1 1
～ 15 週にか

けて の 測定値 は 4 /` g/ m g 台で あり, 正常群に 比して有

意差 をみ な か っ た ( 図8 ) .

5 . 膵組織 コ ラゲ ナ ー ゼ活性 の 推移

膵組織培養24 時間目に お ける コ ラ
ー

ゲ ン基質の溶解

輪形成 は, 正 常群 お よび 処置後 1 週目群の 膵で は観察

され な か っ た
｡
しか し , 2 週目 に なる と, 2 ラ ッ ト16 .7 %

(n = 1 2) の 膵に 溶解輪が み られ た . 同様 に , 3 週目は

3 ラ ッ ト25 % に , 4 週目 は 5 ラ ッ ト 4 1 . 7 % に溶解輪が
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- β
A

= = α
A

≡ d e g r a d e d

P r O d u c ts

( a ) ( b )

F i g . 1 0 . P o l y a c r yl a m i d e g el d i s c el e ct r o p
h o r e sis

p a tt e r n s o f th e m a ll y d e n a t u r e d c oll a g
e n ･ 伸 :

T y pi c a l p a tt e r n o f p u r e c o11 a g e n e x
tr a c t ed f r o m

t h e s k i n s o f w i st
,

a r S tr a i n y o u n g r a t s i s s e e
n a S

α ( m o n o m e t ri c c h ai n) , β(d i m e t ri c ch ai n) a nd

γ(t ri m et ri c c h a in ) . (b ) : P a tt e r n o f c o ll a g e n r e a
C-

ti o n m i x t u r e s d e g r a d ed b y c o ll a g e
n a s e i n th e

p a n c r e a ti c ti s s u e a t th e 5 th w e e
lく af t e r f r e e zin g

p r o c e d u r e . D e g r a d e d p r o d u ct s a r e s e e n a S
S e V e r al

n e w c o m p o n e n t s b el o w t h e o ri gi n al b a n d s ･
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認められ , 5 過日 に は
8 ラ ッ ト 66 ･ 7 % と最 も高率と な

った . 6 過日 に は 4 ラ ッ ト33 ･ 3 % と低下 し, 7 週目以

降にお い て溶解輪 は観察さ れ なか っ た ( 図9 , 表 3) ･

一 九 コ ラゲ ナ
ー ゼ活性 の程度は表 3 に 示 した 如く

であるが, 膵凍結後 5 週目の ラ ッ トに お い て活性 は最

も強く, ( + 十 + ) お よ び ( + + ) の判定例 の出現 をみ

た. この 溶解度 ( 十 + + ) は , 別 に検索 した細菌性
コ

ラゲナ
ー

ゼ ( W o rth i n g t o n , 4 1 8 8 , C L S I V , 4 0 C 1 5 1)

3 囲 ,
4 時間培養に お け る溶解度 に相当 した ･

宮
;
享
-

0
相

賀
2
亀
空
0

0

-

0

望
空

5
竜
む
l

¢

凸

8 0

釣

堀

2 0

Ti m e aft e r fr e e zin g p ro c ed u r e ( w e ek s)

Fig . 11 . R el a ti o n s hi p b et w e e n h y d r o x y p r o li n e l e v el s

a n d d et e c ti o n r a t e of c oll a g e n a s e a c ti vi ty i n th e

p a n c r e a s a ft e r f r e e zi n g p r o c e d u r e . E a ch p o in t

r e p r e$ e n t S a m e a n ± S .
D . i n 1 2 r a t s . n

,
C O n t r Ol

g r o u p ; O M O ,h yd r o x y p r oli n e l e v el s ; ⑳
一

旬 d et e c ･

ti o n r a t e o f c oll a g e n a s e a c ti v it y .
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なお
, 再生コ ラ

ー ゲン線経机 エ ラス タ
ー ゼ(e l a st a s e) ,

ト リプ シ ン (t r y p si n ) , ペ プ シ ン ( p e p si n) , パ パ イ ン

( p a p a i n) に よ っ て も溶解 され な か っ た .

6 . 中性可溶性 コ ラ
ー ゲン お よ びそ の反応生成物 の

検討

幼君ラ ッ トよ り抽出精製した 中性可溶性 コ ラ
ー

ゲ ン

の電気泳動像で は, α , β, γ に相 当する基本的泳動所

見
1 7)が得 られ, 抽出 コ ラ ー

ゲ ン が純粋である こ と を示 し

た｡
一 方 , 基質に お け る溶解反応生成物の電気泳動像

で は
,
α
A

, β
A

等の泳動所見が み られ た が, この 所見 は,

既知の動物性 コ ラゲナ
ー ゼ に よ り分解 され た コ ラ

ー

ゲ

ンの 泳動所見
7)9) と

一

致 してい た (図10) .

7 , 膵組織 中ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン堂の推移と コ ラ

ゲ ナ
ー

ゼ 清性 の 推移との 関係

膵組織中 ハ イ ドロ キ シ プロ リ ン 量が 膵凍結後 2 , 3 ,

4 過 と経過 す るに つ れ 増加す るの に 応 じて, 正常ラ ッ

ト膵 で検出され な か っ た コ ラ ゲナ ー ゼ活性の検出率は

次第に 上 昇 し, 4 週目に お い て は41 . 7 % に 認められた .

4 週 か ら 5 週 にか けて, ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン崖 は減

少 したが , 逆に コ ラゲナ ー ゼ活性の認 めら れた ラ ッ ト

は 66 .7 % と高率で あ っ た . 以後 の週に おい て は, コ ラ

ゲ ナ
ー

ゼ活性の検出率は急減 した (図11) .

考 察

本邦に お ける慢性膵炎の病因と して の急性膵炎の頻

度 は全国集計で 6 . 2 % で あり, 佐藤 ら
2
りま

, 開腹手術 で

確認 した急性膵炎症例の追跡調査 か ら, 慢性膵炎 へ 移

行 した率が 20 % 前後 に み られ た と報告 してい る. こ の

T a bl e 3 . C h a n g e s o f c oll a g e n a s e a c ti vi ty i n th e p a n c r e a s a ft e r f r e e zi n g p r o c e d u r e

T i m e aft e r

p r o c e d u r e

(w e e k s)

N u m b e r of

r a ts

G r a d e s of c o 11 a g e rl a S e a C ti vit y

( ±) ( + ) ( 廿)

1

2

3

4
-

5

6

7
0
0

9

0
1
⊥

2

3

4

5

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1

｢

⊥

l

l

l

l

l

l

l

l

l

l

l

l

l

2

0

9

7

4

8

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

O

1

2

2

2

1

0

0

0
n
U

O

O

O

O

O

∧
U

l

1

3

3

3

0

0

0

0

0
n

U

O

O

O

n
U

∧

U

O
ハ
リ

2

0
<

U

n
)

∧

U

O

O
几

U

O

O

O

0

0

0

0

1

0
∧

U

O

O

O

O

O

O

O

O



4 8 0

ように
,
殆 ん どの急性膵炎 は成因の如何に かか わ らず

治癒 し, 慢性化す るも の は
一

部の症例 に 限ら れ る と推

察され る .

一 般 に , 慢性 膵炎の組織学的特徴は膵の線維化
1 9) 叫
で

ある が, その発現部位 や分布は種 々
21)
であ り , 膵全域 に

わ た っ て散在性 に線推化が認 め られ るも の や, 限局性

にの み認め られ るも のが あ る. この 所見は, 外分泌酵

素の逸脱 な ど特異 な発症機構 をも つ 膵自体 に 原因 を求

め る必要がある こ と を示 し てい る. 一 方, それ ら を考

慮して, 種々 の実験的膵炎モ デ ル が作製
2 8) 2 4
増 れ てい る.

すな わ ち, 林田 ら
24 卜 26) は

,
実験的膵炎作製法 を大別 し

て
,
1 .
エ チ オ ニ ン 等の 薬剤投与 よ る方払 2 . 膵管内薬

物注入 に よる方乱 3 . 膵管結集法, 4 . 血 管内異物注入

に よ る 方法 を挙げ, こ れ らに よ る実験的膵炎で は , 膵

管像に 変化 を及 ぼす ほ どの 膵の線推化を得る こ とが困

難 である と述 べ, 膵凍結 に よ る実験的膵炎モ デ ル を作

製 した . 著者 は, 膵の 凍結処置後に 起 る膵壊死 , 著明

な線推化, その 後の線推吸収 お よび脂肪組織置換 な ど

が短期間に み られ る こ とに 着目 し, こ の方法に よ る実

験的壊死性膵炎 モ デ ル を こ の研究 に 用 い た. 林田 ら は,

雑種成犬 に 膵凍結処置 を施 し, 膵管の 変化 や線推化 を

中心に述 べ て い るが , 著者の 実験 に み られ た凍結処置

後 の ラ ッ ト膵組織変化は, 膵の 融解壊死で始 ま り, 好

中球等の細胞浸音臥 血管増生と い っ た急性膵炎像か ら,

線推増生, 細膵管増生, 壊死部吸収お よび 脂肪組織置

換等の慢性膵炎像を呈 した . 一 方 , 小塚 ら
27)は

,
1
,
6 0 0

剖検膵 に つ い て , 壊死性膵炎の病理紐織学的研究 を行

もゝ
,
1 . 急性壊死 性膵炎, ( A . 融解壊死期, B . 脂肪壊死

巣残存期) , 2 . 壊死性膵炎後遺症, 3 . 反復性壊死性膵炎

の 3 群 に 分類 し, 壊死性膵炎後遺症 を広義 の慢性壊死

性膵炎と した . その 組織学的特徴 と して , 脂肪組織に

よ る膵実質の置換, 小葉内巣状 ま た は小葉周囲滞慢性

線緑化, 細膵管集合な ど, 多く を挙げた . ま た , 林
2 8)
は ,

膵 の壊死巣が脂肪組織で吸収置換さ れ る所見は, 壊死

か ら癌痕 へ の 一 般概念が膵 に 当て は ま らず, 膵 の臓器

特異性 に よ る もの で ある と述 べ てい る.

著者 の 用 い た膵凍結処置 に よ る実験的膵炎は , これ

らの 報告に み られ る膵炎所見の各病期と近似 し, そ の

経過を連続的に か つ 短期間に 観察 でき る利点 を有 して

い る と推察さ れ た .

膵障害に よる膵酵素逸脱現象の変化は , 血 中や 尿中

の膵酵素の測定に より, あ る程度ま で推定が可能で あ

る｡ 膵逸脱酵素のう ち, ア ミ ラ
ー ゼ は

, 活性が安定な

こ と, 生体 内に 活性阻害物質や類似酵素が な い こ と等

か ら
, 膵疾 患の診断お よ び経過観察 に重要で あ る. ラ

ッ トにお い て は, 膵 , 肝 , 唾液腺由来の ア ミ ラ ー ゼ ア

イ ソ ザイ ム が, 各々 , 電気泳動 で分離同定 され , 正 常

時に 血中に 出現す る ア ミ ラ ー ゼ は
,
ヒ トの 血中に みち

れ る所見
2 g) と異 なり 全て 唾液腺由来

3 0)
とされ ている

.著

者の 用 い た タイ タンⅠⅠⅠを支持体 とす る電気泳動および

ブ ル ー ス タ
ー チ寒天密着法 に よ る血祭中の膵由来アミ

ラ ー ゼ は
, 膵凍結処置後 1 ～ 4 日日 まで測定されたが

,
ノ

1 週以 後 に 全く検出さ れ な か っ た . 一 方 , リパ ー

ゼは

種々 の臓器 に存在 す るが , 膵 リ パ ー ゼ に 特異的な基質

を使用 す る こ とに よ り, その測定 は膵炎の診断に有用

で あ る
3 1) 3 2)

.
ラ ッ ト膵凍結処置後の血祭リパ ー

ゼ億は
,

4 日目ま で は高値を 示 し たが , そ の 後は軽度上昇を示

す に と どま っ た
. 従っ て , 膵ア ミ ラ

ー

ゼ アイ ソザイ ム

お よび リ パ
ー ゼの 測定値 か ら, 凍結処置に よ り惹起さ

れ る膵組織破壊 は, 1 週目以 後は酵素学的に鎮静化す

る もの と推察され た .

膵線推化の程度の 表現と して, 日本膵臓病研究会20)で

は
, 慢性膵炎 を臨床的 に 軽度, 中等度, 高度に分けて

い る
.
しか し, こ の 表現 は膵線推化の 程度を定量的に

示 して い ない こ と か ら, 小泉
3 3)は

, 投影機 を用い て組織

像を トレ ー シ ン グ ペ
ー パ ー に 描 き, 線維郡を切り抜い

て そ の重量 を測定す る こ とか ら線練化率 を算出してい

る
.
また , 小関ら

3 4) は
,
4 4 1 の 交点 を有す る格子型按眼

マ イ ク ロ メ
ー タ ー を顕微鏡 に装着して行う p oi m t c o u n ト

i n g m et b o d に よる線緑化率を報告 した . しかし, これ

らの 方法 をもっ て して も膵線推化 を定量的に判定する

こ と は必ず しも容易で な い .

と こ ろで
,
組織中ノ
.
､ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン は, コ ラ

ー

ゲ ン蛋白 に 特有の 構成ア ミ ノ 酸 で あり, コ ラ ー ゲンの

全ア ミ ノ 酸 に 対す る比率が ほぼ
一 定してい る ことから,

そ の 測定 は, 膠原緑綬量の 良い 指標に なる と考えられ

て い る
. 実験的膵炎後の膵線綻化の定量を, 能登

潮
は

P r o c k o p
-

U d e n f ri e n d 法 36) を用 い , 井上 37) は N e u m a n

法細 を用 い て , 各々 膵組織中ハ イ ドロ キシ プ ロ リン量を

測定す る こ とか ら行 っ て い る . し か し .
こ れらの方法

は
,
測定範囲が狭く , 操作が繁雑 で, か つ 測定値に安

定性 を欠き, 長期の 習熟が要求さ れ る .
著者の用 いた

E I S O 法は , 検索部位 を
一 塊と して容易に 測定すること

が可能であり
,
また , そ の 測定に 安定性が認められる

こ と か ら, 有益 と思 わ れ た .

凍結処置後の 膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量はI

4 週 目まで 急増し, 5 週目に 低下 し以 後著変をみ なか

っ た が , こ の 変化は組織像に お ける線純化の 推移とほ

ぼ
一

致 した 所見で あ っ た .

組織 中の水分含有量は , 臓器に より ほぼ
一 定
39}
で ある

とさ れ て い る. そ こ で , 実験 的膵炎の 各時期に おける

膵 の 組織中水分量 を検索す る こ と か ら .
膵の 組縛学的

変化 の推測 を試み た ｡ 膵 の湿重量 に 対す る乾燥重畳の

比率 は, 正 常膵 で は ほぼ 30 % で あ るが , 凍結処置後1 ,
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2 週日には軽度低下 を示 した .
こ の時期 で も な お, 組

調停腫のあ る こ と が推定さ れ た .
しか し

,
4 週目以 降

はその比 率が有意に 上 昇 し, 15 週目に 至 る と 50 % 近く

に達した. この 乾湿 重量比率の上 昇の原因は, 膵実質

細胞の減少や線推化以外に ,
3 週目よ り出現し始 めた

脂肪組織が徐々 に増加 した た めの 変化 と推察され る.

コ ラゲナ
ー ゼ は

,
生理 的条件下で極 めて 安定 な三 重

螺旋構造を有す る コ ラ
ー

ゲ ン の
一 点に 特異的に作 用 し,

これを二 分す る性質を有 して い る こ とか ら, コ ラ
ー

ゲ

ン線推の分解吸収に 大き く 関与す る酵素
4 0) とさ れ て い

る
.

かつ て は , コ ラ
ー ゲ ン線 維を特異的 に 分解 す る酵素

はCl o st ri di u m h y s t ol y ti c u m 由来の 細菌性 コ ラゲナ ー

ゼのみと され て い たが , 1 9 6 2 年 , G r o s s ら はオ タ マ ジ

ャク シの尾部の皮膚を組織培養す る こ と に よ り, 初め

て中性領域の生 理 的条件下 で酸可溶性牛皮膚 コ ラ ー ゲ

ンゲル を分解する動物性 コ ラゲ ナ ー ゼ清性 を観察 した.

それ以後, 動物性コ ラゲ ナ ー ゼは創傷治癒時の皮膚
6 恒 )

,

ヒトの皮膚
4 1)
,
角膜8)

,
胃粘膜

42 ト 44)
,
癌組織

43) 45) 4 6)
,
あ

るい は他の組織9)
A 7 ト 4 9) に お い て検出さ れて い る .

C a m e r o n ら
5 0)は四 塩化炭素障害ラ ッ ト肝 に お い て 一

度形成が み られ た線推化も , あ る条件下で 分 解吸収さ

れ, 改革す る こ と を 示 した . 十 九 O k a z a k i ら
5 1】

,

I m g a rd ら
5 21 は

,
四塩化炭素障害ラ ッ ト肝の 線推崩壊

消失の機序に コ ラゲ ナ ー

ゼ が 関与す る こ と を示 し
,
可

逆的な時期に そ の 活性 は認め られ る が, 不可逆な時期

に活性は認められ な く な っ た と報告 した .

ところ で, 膵 コ ラゲ ナ ー ゼ に 関する 記述 は散見さ れ

る
5 3ト 56)が

,
それ らは H o u c k ら の

一 連 の 研究5 6 卜 5 8) を指

してい る と思わ れ る. H o tl C k ら は
,
膵抽出物 に より線

堆形成能が阻害さ れ, 大豆 トリ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ
ー

の

存在下で塩可溶性 コ ラ ー

ゲ ン溶液の 粘度が低下 し た こ

とを報告し, さ ら に 彼ら は, pIi 8 . 6 で 膵 か ら抽出する

ことによ りその 活性物 は精製可能で あ り, その 活性 は

カル シウム の 存在と無関係に pI 1 5 . 5 で最大に なると述

べ た
.
しか し , この 研究 に 用 い られ た基質 は コ ラ

ー

ゲ

ンの再生線経で な く
,
プ ロ コ ラ

ー

ゲ ン で あ る こ と , ま

た, プロ コ ラ ー

ゲ ン に の み作用 し, 天 然コ ラ ー ゲ ン に

酎乍用しな い こと な どか ら
, 報告され た所 見 は コ ラ ゲ

ナ ー ゼに よる の で な く
,
他の 蛋白分解酵素に よ る結果

である可能性が高い と推察さ れる .

コ ラゲナ
ー

ゼ活性 の 検出法に は,
1 4
C や

3
H で標識さ

れた コ ラ ー ゲ ン か らの 標識 ペ プ チ ドの 遊離 を測定す る

方法6}5 9 ト6 1)
, あ る い は

,
コ ラ ー ゲ ン 溶液 の 粘度の 低下 を

測定する方法5 9)6 2) な ど多く の 方法が報告されて い る . 著

者は
,
G r o s s ら

5) の 方法に 準 じて膵組織培養法 に よ り,

コ ラゲナ ー ゼ活性の 検出を行 っ た . 膵に は ト リプ シ ン ,

4 8 1

キ モ トリ プ シ ン
,
エ ラス タ ー ゼ な どの エ ン ドペ プチ ダ

ー ゼや か レポ キシ ペ プチ ダ ー ゼ A
,
B の よう な蛋白分

解酵素が多く存在 す るが , 著者の用 い た基質は それ ら

の 酵素 を作用 さ せ て も 溶解され なか っ た
.
G r o s s らは酸

可溶性 コ ラ ー

ゲ ン を基質と して用 い たが
, 著者は, K a n g

ら
13) の 方法 に準 じて 抽出した 中性可溶性 コ ラ ー

ゲン を用

い る こ と に よ り
,

一

層生理 的な 条件下で コ ラ ゲナ ー

ゼ

活性 を検出した . また , 培養液で あ るタイ ロ ー ド液に ,

ペ ニ シ リ ン G お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を加 える こ と

に よ り
, 細菌の 影響 を除外 した .

研究の 進 んだ現在 に お い て も
,
化学的に組成の明 ら

か な
,
い わ ゆる合成培地だ けで は多く の細胞 や組織 を

生育さ せ る こ と が でき な い こ と か ら
, 培養液と して は

動物 の 血清 を10 % 前後に 合成培地 に 添加63) したもの を

用 い るのが 普通 で あ る. しか し, G r o s s ら以降, 各研究

者が動物性 コ ラゲナ ー

ゼ惰性の 検出に成功した 要因は,

血清無添加の培養液を使用 した点に あると推察さ れる

つ ま り, 血清中に は数種の コ ラゲ ナ ー ゼ惰性阻害物質,

す な わ ち, α2~ マ ク ロ グ ロ ブ リ ン ( α2
-

m a C r O
･

gl o b u li n )
6 4)

～ 6 7)
,β1

~

血清蛋白(β1
疇

S e r u m p r O t ei n)
6 8) 6 9)

,

α1
~ ア ン チ ト リプ シ ン( αl~ a n tit r y p s in )

66) 6 7)
,
血 小板

子 4 ( pl a t el e t f a c t o r 4)
7 O)
や 陽イ オ ン 蛋白 ( c a ti o n i c

p r o t ei n s)
7 1)な どが 存在 す る こ とが 判明 して い る . 著者

は, 膵凍結処置ラ ッ トの 血祭 を用 い て コ ラゲ ナ ー ゼ活

性の 検出 を試み た が, 再生コ ラ ー

ゲ ン 線維 に溶解輪形

成 を観察 で き なか っ た .

と こ ろで, 溶解輪形成が コ ラ ゲナ ー

ゼ の 作用 であ る

こ とを証 明す るた め に は, 電気泳動また は電子顕微鏡

に よ り
,
トロ ポ コ ラ ー ゲ ン(t r o p o c oll a g e n ) が T C

A
と

T C
8
に 二 分さ れ てい る こ とを示 す必要がある62)と され

て い る . 著者は, 溶解産物に つ い て ポリ ア クリ ル アミ

ドゲル ディ ス ク電気泳動を用い る ことに より
,
G r o s s ら

6 2)

と同様の コ ラ ー

ゲ ン 分解 パ タ ー ン を得 た こ とよ り, 再

生 コ ラ
ー

ゲ ン線維の 溶解 は, コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ に よ る反 応

で ある こと を確認 した .

凍結処置膵組織中の コ ラゲ ナ ー ゼ活性の 推移を みる

と, コ ラ ゲナ
ー

ゼ活性は 2 週目よ り検出さ れ
,
5 週 目

で ピ ー ク に 達 したが ,
7 週目以降 は検出さ れ なか っ た .

組織像と対比 す る と, 2 週日は線推が加速度的に 増加

し始めた時期で あ り, 5 週目は緑綬の 分解吸収が著明

と な っ た時期で あ る. ま た , 7 週目以降は膵炎が終末

像を呈 し
,
障害部 の 大半が脂肪組織に 置換され , 線推

化が ほぼ 固定 した時期で ある . 従 っ て , コ ラゲ ナ ー ゼ

活性 は線鮮増生 と密接な関係に あ り, コ ラ ー ゲ ン線維

の 分解吸収 に 重要な役割を果 して い る こと が推定され

る
.
と こ ろで

, 白血 球に も コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性が検出
72) さ

れ て い る が
,
凍結処置膵の 組織像で み られ る白血球浸
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潤は 1 ～ 2 通が 最盛期である こ と, お よ び , 白血 球 コ

ラゲ ナ
ー

ゼは血 中の α 2
-

マ ク ロ グロ ブリ ン に よ り抑制さ

れ な い こ と な どより, 著者の検出 した コ ラゲ ナ
ー ゼ酒

性 は白血球由来では な い と 思われ る. む
.
しろ , 線維増

生 と密接 な関係に ある ことか ら, 線維芽細胞由来
7 3) 7 4)
の

可能性が推定 され る.

丸山
75)
は
,
慢性四塩化炭素 ( c a r b o n t e t r a c h l o rid e)

障害ラ ッ ト肝 の線維化過程 に お ける コ ラゲ ナ
ー

ゼ活性

は
, 線推化の 程度と平行 してあ る程度増強す る が, 不

可逆期に ま で 線維化が進行す る と, もは や その 活性 の

増強は み られ ず, 逆に 低下す る所見 を示 した . こ の 成

績か ら, 不可逆性線推症 は, コ ラ ゲナ
ー ゼ 酒性の 増強

以上 に コ ラ ー ゲ ン形成の克進がある た め に 生ずる もの

で ある こ と が述 べ られ て い る｡

壊死巣 は, 一 般に 肉芽組織に 置換 され, 終局的に は

疲痕組織 とな る. しか し, 掛 こお い て は壊死巣の大部

分 は月旨肪組織で 吸収置換 され る こ とが 観察
2 8)
さ れ て い

る . こ の事実は, 肝な どの他臓掛 こは み られ な い 膵の

特異性と言え よう . 膵に お い て は, コ ラゲ ナ
ー ゼ によ

り 二 分 され た コ ラ ー ゲ ン線維 は, 体温で変性さ れ る こ

と に よ り トリ プ シ ン や エ ラス タ
ー ゼな ど豊富に 存在 す

る非特異的蛋白分解酵素の作用
1 8)
を うけて容易 に 吸収

され るも の と推察 され る . 従 っ て , コ ラゲ ナ
ー

ゼ は
,

生理 的条件下で コ ラ
ー

ゲ ン線推 を最初 に 分解 す る酵素

と な り, 増生 した緑綬の分解吸収に あた っ て不可欠な

役割を担 っ て い る こ とが 示唆 され る .

結 論

二 酸化炭素使用の凍結装置 を用い ラ ッ ト膵 を凍結処

置 し, 実験的壊死性膵炎を作成す る こ と に よ り, 膵の

線推増生と その分解吸収過程 を観察 した .
その際, 組

織培養法 によ り膵組織中 コ ラ ゲナ
ー

ゼ活性 を検出し,

こ れ と膵線維化の消長 との 関係 を検討 し以下の結果 を

得 た.

1 . 膵 の 凍結処置に よ り, 血襲中リ パ
ー ゼお よ びア

ミラ ー ゼ は, 凍結処置後 1 週目ま で高値 を示 した .

2 . 膵の凍結処置 に よ り, まず膵実質の 壊死 が みら

れ, つ い で , 2
～ 3 週間に わ た り細胞浸潤, 毛細血 管

お よ び膵管の増生が み られ た .
4 日目囁 か ら出現 した

線推化 は, 3 ～ 4 週目頃 を ピ ー ク と し
,
以後減少す る

が, 5 遇眉 以降に は脂肪組織の増加が著明と な っ た .

3 . 膵組織の乾湿重量比率は , 4 週目以降に 有意の

増加 を示 したが , こ れ は
一

旦 増生 した膵の線維化の減

少, 脂肪組織の増加 と平行 して い た .

4 . 膠原線推量の指標と な る膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ

プ ロ リ ン 豊は, 凍結処置後 1 週目 よ り4 週目ま で増加

し
,
5 過日以降 は減少傾向を示 した .

田

5 . 幼若ラ ッ ト皮膚よ り抽出 した 中性可溶性 コ ラ ー

ゲ ン を基質 と し, 組織培養法に よ り膵 コ ラ ゲナ ー ゼを

検出 した .
また

,
本法 に より得 られ た基質の 溶解産物

は
,
ポ リ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル デ ィ ス ク電気泳動法によ

り, 動物性 コ ラ ゲナ
ー ゼ に よ る もの で あ る こ とが認め

られ た .

6 , 膵組織培養法 に よ り検出さ れ た膵 コ ラ ゲナ ー

ゼ

活性 と膵組織中 ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン量の推移との関

係 をみ る と, ハ イ ド ロ キ シ プ ロ リ ン は , 膵凍結後2 ,

3
,
4 過と増加す る の に 応 じて, 正 常膵で は検出され

なか っ た コ ラゲ ナ
ー

ゼ活性 は次第 に 上 昇 し
,
ハ イ ドロ

キ シ プ ロ リ ンが 減少 し始 め る 5 過日 では コ ラ ゲナ ー

ゼ

は 66 . 7 % と最高値 を示 したが , 7 週目以降で はその活

性を み な か っ た .

以上 の成績 より, 実験的壊死性膵炎後の膵線椎増減

と コ ラ ゲ ナ
ー ゼ が 関連 して お り, 両者の推移から膵コ

ラゲ ナ ー ゼ は膵線推化 に 対 して 抑制的な役割 を呈して

い る もの と推察 され た .

(本論文の 要旨は, 第2 3 回目本鞘化蕃病学会秋季大

会
, 第 11 回 創傷治癒研究会 にお い て発表した.)

稿 を終る に 臨み , 御指 乳 御校閲 を賜わ りま した宮崎逸夫

教 動 こ深謝 い た します .
また , 直 接御 指導, 御助言を戴いた
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大学第 1 病 理中西功夫助教授 に感謝 の 念を表します .
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- V e rl a g , B e rli n , 1 9 7 0 .

24) 林 田康男 ･ 権 田厚文 ･ 横田 広夫 ･

山 崎忠光 ･ 高田

方凱 ｡

城所 幼 : 膵炎の 実験モ デ ル
. 医学 の 歩み, 1 0 3 , 3 4 6

-

3 5 2 (1 9 77 ) .

25)林田康男 ･ 権 田厚文 ･ 膵郡元通ぃ 山崎忠光 ･

世 良田

進三 郎 ･

城 所伽 ･ 高田 方凱 : 慢性膵炎 (内藤絹) . 内科

M O O K N o , 6 . 4 0 - 4 6 貢 , 東京, 金原出版,
1 9 袖 .

26) 林田康男 ･ 滝沢 直樹 ･ 権田厚文 ･ 城所幼 : 膵 の形

態と機能( 橋本編) , 第1 版 , 2 23 - 23 2 貢 , 東 武 宇宙

堂八木書店. 19 8 1 .

27) 小塚貞雄 ･ 坪根幹夫 ･ 滝正 : 壊死性膵炎の 病理 組

織学的研究. 胆 と膵
,
2
,
5 7 ト 58 5 (1 9 8 1) .

28) 林清次 : 知 ら れざる臓器
"

膵
"

,
膵臓の病理( エ ー

ザイ 編) , 5
t

1 2 貢 , 東京, エ ー ザイ .
1 9 7 5 .

29) 小 川道雄 : ア ミラ ー ゼ . 消化管外科, 3 , 1 1 1 5- 1 1 2 3

( 19 8 0) .

30) T a k e u c h i , T .
,
M u r a

.
M .

,
S a k a k i

,
R .

,

M a t s u s h i m a
,
T . & S u gi m a r a , T . : C o m p a r a ti v e

St u di e s o n el e c tr o p h o r e ti c m o b ilit y a n d i m m u n o
-

g e n i city o f p a n c r e a ti c a n d p a r o tid a m yl a s e s o f r a t .

B i o c h e m . B i o p h y s . A c t a , 4 0 3 , 4 5 6
p

4 6 0 (1 97 5) .

31) 阿部裕 ･ 七 里 元 亮
･ 菊池幹雄 : リパ ー ゼ

. 消化器

外科, 3 , 1 1 2 5 汀11 3 1 (1 9 8 0) .

32) 北 村次 男 ･

黒岡 繁 : ヒ ト血清 リパ ー ゼの 膵疾患診

断指標と して の 意義. 医学の あ ゆみ ,
1 0 9

,
5 8 ト 59 8

( 19 7 9) .

33) 小 泉金次 郎: 膵機能と病理組織所見. 日本膵臓病

研究会 プロ シ ー

デイ ン ブス
,
2
,
1 0 9 (1 9 7 2) .

34) 小 関栴 ･ 能登 陸 ･ 松野正 紀 ･ 狩野研次 郎: 慢性膵

炎の組織像と臨床像 との 対比 : と く に組織計測学的立

場か ら . 日消会誌.
7 7

,
9 54 - 9 6 2 (1 9 80) .

3 5) 能登 陛: 膵炎の 修復過程に 及 ぼす食飼の 影響 : ラ

ッ トに つ い ての 実験 的研究. 日消会誌, 8 6 9- 87 7 (1 9 7 2) .

3 6) P r o c k o p , D . J . & U d e n f ri e n d
,
S . : A s p e cifi c

h e th o d f o r t h e a n a l y si s o f h y d r o x y p r o li n e i n

ti s s u e s a n d u ri n e . A n a l . B i o c h e m .
,
1
,
22 8爛23 9

(19 6 0) .

3 7) 井 上 吉 弘 : 膵線椎化 の 機序 に 関 す る 実験的研

究 : 特 に 膵組織 ハ イ ドロ キシ プ ロ リ ン 量 と膵線維化,

日消外会誌
,
13

,
13 6 9 - 1 37 8 (1 9 鮒) .

38) N e u m a n
,
R . E .

& L o g a Il , M . A . : T h e

d e t e r m i n a ti o n o f h y d r o x y p r oli n e , J . B i ol . C h e m . ,

1 8孔 29 9
- 3 0 6 (1 9 5 0) ,

3 9) 柴 田徹 - ･

稲 山誠 一 ･ 中村薫 ･ 中里 由利子 ･ 細田

泰弘 : 凍結乾燥法を用 い る微量臓器中の 水分な らび に

肺結合組織中コ ラ ー ゲ ン の 微量定量法. 医学の あゆ み .



4 8 4

1 13
,
4 1 3

-

4 1 5 (1 9 8 0) ,

4 0) H a r p e r , 臥 : C o ll a g e m a s e . A m n . R 研 ･ 以 0 -

d l e血 .
,
4 9

,
1 0 63

-

1 0 7 8 (1 9 8 0) .

4 1) Ei s e n , A . Z . , J e ff e r e y , J . J .
･ & G r o s s

,
J ･ :

H u m a n sk i n c oll a g e n a s e . I s o l a ti o n a n d m e c
h a n i s m

of a tt a c k o n th e c o ll a g e n m o l e c ul e . B i o c h e m ･

B i o ph y s . A ct a , 1 51 , 6 3 7
N 6 4 5 (1 9 6 8) .

4 2) W o o11 e y , D . E .
,
T u c k e r

,
J . S . . G r e e n , G . &

E v a n s o Il , J . M . : A n e u t r al c oll a g e n a s e f r o m h u m an

g a st ri c r n u c o s a . Bi o c h e m . J . , 1 5 3 , 1 19
-

1 2 6 (1 9 7 6) ･

4 3) 本谷 益 良: ヒ トの 正 常胃, 胃潰 軌 胃癌 に お ける

コ ラゲ ナ
ー

ゼ活性. 医学と生物学, 8 0 , 2 7 3 - 2 7 5 (1 9 7 0) .

廻) 本谷 益良
･ 宇宿源太 郎 : ヒ ト胃炎コ ラゲ ナ

ー

ゼの

組織学的性質. 医学と生物学, 80 , 2 7 7 - 2 8 0 (1 9 7 0) .

45) D r e s d e n , M . H . ,
H eil m a n

,
S . H . & S c h u m id t

,

J . D . : C oll a g e n ol y ti c e n z y m e s i n h u m a n n e o pl a s m s ･

C a n c e r R e s .
,
3 2

,
9 9 3

-

9 9 6 (1 9 72) ,

4 6) H a r ri s , E . D .
,
F a ul k n e r

,
C . S . & W o o d , S . :

C oll a g e n a s e i n c a r ci n o m a c ell s . B i o c h e m . B i o ph y s .

R e s . C o m m u n .
,
4 8

,
1 2 4 7 q 1 2 5 3 (1 9 7 2) .

4 7) F u ll m e r , H . 軋 & Gi b s o It , W . : C oll a g e n ol yti c

a c ti v it y in gi n giv a e o f m a n . N a t u r e , 2 0 9 , 7 28
-

7 2 9

(1 9 6 6) .

4 8) B e u t n e r , E . H .
,
T ri f t s h a u s e r , C . & H a s e n

,
S .

P . ; C oll a g e n o l yti c a c ti v it y of gi n gi v al ti s s u e f r o r n

p a ti e n t s w ith p e ri o d o n t al d i s e a s e s . P r o . S o c . E x p .

B i o l . M e d .
,
1 2 1

,
1 0 8 2

- 1 08 5 (1 96 6) .

4 9) H a r ri s , E . D .
,
I)i B o n a

,
D . R . & K r a n e

,
S .

M . : C oll a g e n a s e i n h u m a n s y n o vi al fl uid . J . Cli n .

I n v e st . , 4 8 , 2 10 4
- 21 13 (1 9 69) .

5 0) C a m e r o n , G . R . & K a r u n a r a t n e
,
W . A . 駄 :

C a rb o n t e t r a ch l o rid e ci r rh o si s i n r el a ti o n t o li v e r

r e g e n e n e r a ti o n . J . P a th . B a c t .
,
4 2

,
ト 2 1 (1 9 3 6) .

5 1) O k a 2:a k i , Ⅰ. & M a ru y a m a , K . : C oll a g e n a s e

a c ti v it y i n e x p e ri m e n t a l h e p a ti c fib r o si s . N a t u r e ,

2 52
,
4 9 - 5 0 (1 9 74) .

5 2) I r m g a rd , M . & R u y , P . T
. : C oll a g e n a s e i n

e x p e ri m e n t al c a rb o n t e t r a c h l o r･id e ci r rh o si s o f th e

li v e r . A m . J . P ath .
,
9 2

,
41 1

-

4 1 7 (1 9 7 8) .

5 3) F o r ell , M . M .
,
S t a h l h e b e r

,
H . & Le h n e r t

,
P . :

P h y si ol o gi e d e s e x o k ri n e n P a n k r e a s , p 7 7
M

7 8 . I n

S c h wi e gk , H . ( e d .) , H.
a n d b u c h d e r i n n e r e n M e di zi n

,

5 t e A u sl a g e , S p ri n g e r
- V e rl a g , B e rli n , 1 9 7 6 .

5 4) 早川哲夫 ･ 野 田愛司 ･ 近藤孝晴: 膵液の 生化学.

歴 と膵, 1
,
1 0 19 - 1 0 30 (1 9 8 0) .

55) 織田敏次 ･ 笹本和啓 : 酵素診断法 ｢ 誘発試験 を含

む
-

. 10 5
- 1 16 貢

,
内科 シ リ ー ズ N o . 29 . 膵 炎のす ぺ

て (石井編)
,
東京

,
南江堂.

1 97 8 .

5 6) H o u c k , J ･ C ･ & P a七el
,
Y ･ M ･ : p a n c r e atic

C Oll a g e n a s e . A n e w e n z y m e ･ P r o c ･ S o c . E x p . B i ol ,

M e d .
,
1 0 2

,
42 1 - 4 2 3 (1 9 5 9) .

5 7) H o u c k , J ･ C ･ & P a t el
,
Y ･ M ･ : T h e c oll a ge ･

n o l y ti c a c tivi t y o f p a n c r e a s ･ A n n ･ N ･ Y ▲ A c a d ･ S ci .
,

9 3
,
3 3 3 - 3 4 9 (1 96 2) ,

5 8) H o u c k , J ･ C ･ & P a t el
,
Y ･ M ･ : C oll a g e n oly tic

a c ti v it y o f m a m m ali a n p a n c r e a s ･ P r o c ･ S o c ･ E x p .

B i ol . M ed . , 1 1 6 , 3 8 2 - 3 8 5 (1 9 6 4) .

59) N a g ai , Y .
,
L a pi e r e , C I M . & G r o s s

,
J . :

T a d p ol e c oll a g e n a s e . P r e p a r a ti o n a n d p u rifi c ati o n ,

B i o c h e m i st r y , 5 , 3 1 2 3 - 3 13 0 (1 9 66) .

6 0) Gi s sl o w , M ･ T ■ & M c B rid e
,
B ･ C ･ : A r a pid

s e n si ti v e c o ll a g e n a s e a s s a y . A n al . Bi o c h e m .
,
6 8

,
70-

7 8 (19 7 5) .

6 1) K i n g sl e y , R . L .
,
I r vi n

,
E . L . & P a u l

,
A . 軋 :

A s e n siti v e a s s a y f o r c o ll a g e n ol y ti c a cti vity u sl ng

t riti a t e d c oll a g e n . A n a l . B i o c h e m .
,
7 0

,
21 8- 2 23

(1 9 7 6) .

6 2) G r o s s , J . & N a g a i , Y . : S p e cifi c d e g r ad a tio n

o f th e c oll a g e n m o l e c ul e b y t a d p ol e c oll a g e n ol ytic

e n z y m e . B i o c h e m i st r y , 5 4 , 1 1 9 7
- 1 2 0 4 (19 6 5) ,

6 3) 山 根績 : 組織培養, 基本 と実際 (堀田
･ 大山編) ,

3 3 - 46 貢, 束京, 永井書店. 1 9 7 6 .

6 4) W e r b , Z . , 凱 rl ei g h , M . C .

,
B a r r e tt , A . J . &

S t a r k e y , P . M . : T h e i n t e r a c ti o n of α2
-

m a C r O
･

gl o b u li n wi th p r o t ei n a s e s
･ B i n di n g a n d i n hibiti o n

o f m a m m ali a n c oll a g e n a s e s a n d o th e r m et al pr o
･

t e in a s e s . B i o c h e m . J .
,
1 3 9

,
3 59 M 3 6 8 (1 9 74) .

65) B a r r e t t , A . J . & S t a r k e y , P . M . : T h e

i n t e r a cti o n of α2
-

m a C r O gl o b u li n wi th p r o tei n a s es ･

C h a r a c t e ri s ti c s a n d s p e cifi cit y of th e r e a cti o n , a nd

a h y p o th e si s c o n c e r n i n g it s m ol e c u l a r m e ch a n
is m ･

B i o c h e m . J . , 1 3 3 , 70 9 - 7 2 4 (1 9 7 3) .

6 6) O h l s s o n , K . : αl
-

a n tit r y s pi n a n d 町 m a C
r O -

gl o b u li n . I n t e r a c ti o n s w i th h u m a n n e u
tr o phil

c o ll a g e n a s e a n d el a st a s e ･ A n n ･ N ･ Y ･
A c a d ･ S c i ･

,
254 ･

4 0 9 - 4 1 6 (1 9 7 6) .

6 7) E i z e n , A . 乙
,
B l o c b

,
E . J . & S a k ai , T ∴

I n hib iti o n o f h u m a n s k i n c oll a g e n a s e b y h u
m a n

s e r u m . J . L a b .
C li n . M e d . , 7 5 , 2 58 - 2 6 3 (19 70) ･

6 8) W o oll e y , D . 臥
,
R o b e r t s

,
D . 軋 & E Y a n S O m , J ･

M . : I n h ibi ti o n o f h u m a n c o ll a g e n a s e a c ti v
ity b y

a

s m all m ol e c ul a r w ei gh t s e r u m p r o t ei n ･ B i o c h e m ･

B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
,
6 6

,
7 4 7 - 7 54 (1 9 7 5) ･

69) W o o 11 e y , D .
E

. ,
R o b e r t s , D ･ R ･ & E v a n s o n ,J ･
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乱 : S m a 11 m ol e c ul a
r w e i gh t β1

,

S e r u m p r O t ei n

w hi ch s p e cifi c al l y i n h ib it s h u m a n c oll a g e n a s e ･

N a tu r e , 2 6 1 , 3 2 5
-

32 7 (19 7 6) ･

期 Hiti
-

Ⅲa r p e r , J ･ ,
V o 址 H - & Ⅲ a r p e r , 臥 :

Pl at el e t f a c t o r 4 : A n i n hib it o r o f c o11 a g e n a s e .

S c 如 C e , 1 9 9 , 99 1 - 9 9 2 (1 9 7 8) .

7 1) l( u e t t n e r , R ･
E ･
,
H iti- H a r p e r , J ･ E i s e n s t ei n ,

R .
& H a r p e r , E . : C o11 a g e n a s e i n h ib iti o n b y

c ati o ni c p r o t ei n s . B i o c h e m ■ Bi o ph y s . R e s . C o m m u n .
,

7乳4 0
- 4 6 (1 9 7 6) ･

72) L a z a r n $ , G . S ･
,
D a ni el s

,
J . R .

,
B r ¢ W n , R . S .

,

Bl a d e n , H . A . & F ull m e r
,
H ∴M . : D e g r a d a ti o n o f

4 85

C Dll a g e n b y a h u m a n g r a n u l o c y te c oll a g e n o l yti c

S y S t e m . J . Cli n . I n v e s t .
,
4 7

,
2 6 2 2 -

2 6 2 9 (1 9 68) .

㍑) 岡崎勲
･ 丸山 勝 也 ･ 大塩力 ･ 土屋雅容: 消化器疾

患に お ける c o11 a g e n a s e の意義. 日消会諷 73 , 1 - 1 2

(1 9 7 6) .

7 4) S t ri c k li n
,
G . P .

,
B a u e r

,
E . A .

,
J e ff r e y , J . J . &

E孟s e n
,
A . Z . : H u m a n sk i n c o11 a g e n a s e : I s ol a ti o n

O f p r e c u r s o r a n d a cti v e f o r m s b o th fib r o b l a s t a n d

O r g a n C ult u r e s . B i o c h e mi s tr y . 16 , 1 6 0 7
M 1 6 1 5 (1 9 7 7) .

7 5〉 丸山勝也 : 実験的肝線維症 に お け る肝 c o ll a 卵 ･

n a s e の 証明 と そ の 活性の推移. 日消会誌,7 2
,
9 6 ト 97 3

(1 9 7 5) .
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A S 触感y o 孤 野弧 ¢詑 盈嘘e 野肋 ¢ 由 組 成 C ¢弧 聯 n a 班 A e 雨滴呼 血 駄p e打払 e 皿蝕且N e 仁和 せ施量喝 p 批 空e .

盈成蝕 M i chi aki T ak at a
,
D e p art m e n t of S u rg e r y (正) ( Di r e c t o r: P r o f ･ Ⅰ･ M i y a z aki) , S c h o ol

Of M e dici n e
,
K a n a z a w a U ni v e r sit y , K a n a z a w a , 9 2 0

- J ･ J u z e n M e d ･ S o c ･

,
撃且
,
4 7 3 q 4 8 8 ( 1 98 2)

A b str a c t

T his st u d y w a s d e sig n e d t o el u ci d a t e t h e fi b r o u s p r o li f e r a ti o n a n d a d ip o s e r e p l a c e m e n t i n

P a n C r e a S W hi c h w e T e P r O d u c e d a f t e r a c u t e p a n c r e a titi s , P a rti c u l a rl y o f n e c r o ti zi n g t y p e ･ U si ng

m al e wi st ar r at s
,
n e C r O ti z i n g p a n c r e a titi s w a s p r o d u c e d b y a f r e e z i n g p r o c e d u r e i n t h e sp l e ni c

Se g m e n t O f t h e p a n c r e a s . E x a m i n a ti o n s w e r e m ad e o n h i st o l o g i c al c h a n g e s , h y d r o x y p T O li n e l e v el s

m e a s u r e d b y t h e k I S O m et h o d , a n d c o n a g e n a s e a c ti vit y d e t e r m i n e d b y t h e ti ss u e c u lt u r e m et h ｡ d

u si n g n e u t r al s o l u b l e c o ll ag e n as s u b s t r a t e . T h e f r e e z i n g o f t h e p a n c r e a s p r o d u c e d a n e c r o si s a n d

fi b r o u s p r o h f e r ati o n at t h e e a rly s t ag e w hi c h w a s r e p l a c e d b y a n a d ip o s e ti s s u e l a t e r . T h e h y d r o
･

X y p r O li n e l e v el i n c r e a s e d g r a d u a 11 y r e a c hi n g t h e m a x i m a l v al u e i n f o u r w e e k s a ft e r t h e f r e e zi ng

P r O C e d u r e , a n d d e c r e a s e d t h e r e a ft e r . T h e i n c r e a s e d c o 11 a g e n a s e a c ti vit y w a s o b s e rv e d i n th e 2 n d

W e e k
.
T h e r a ti o o f r a t s t h at s h o w e d c o 皿a g e n a s e a c ti v it y a n d t h e l e v el o f it s a c ti vi t y r e a c h e d a

m a x i m u m at t h e 5 t h w e e k . T h e l y se d p r o d u c t s o f s u b st r a t e s w e r e i n d e n tifi e d a s t h o s e c a u s e d b y

C O11 ag e n a s e , b y t h e u s e o f p ol y a c r yl a m i d e g el d i s c el e c t r o p h o r e si s . T h e r e s u lt s i n d i c a t e t h at t h e

i n c r e a s e d c o 11 a g e n a s e a c ti v it y i n t h e p a n c r e a s i s a s s o ci a t e d w it h fib r o u s p r oli f e r a ti o n i n n e c r o
-

ti z i n g p a n c r e atiti s . It i s s u g g e st e d t h a t c o 11 ag e n a s e p l a y s a n i m p o rt a n t r o l e i n d e g r a d a ti o n a n d

a b s o r p ti o n o f p r o lif e r a t e d c o ll a g e n fib e r s .
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F i g . 5 . H i s t ol o gi c al fi n di n g s o f th e p a n c r e a s a ft e r fr e e z i n g p r o c e d u r e . (h e r n a t o x yli n e -
e o si n st ai n

,
X 40) .

a : 3 rd d a y , m O d e r a t e c ell ul a r i n fil tr a ti o n a n d m ild d u c t u l e p r o lif e r a ti o n w e r e s e e n

a r o u n d th e n e c r o si s .

b : 4 th d a y , mi 1d p r o lif e r a ti o n o f c a pill a r y a n d fib e r s w e r e s e e n a r o u n d th e n e c r o si s .

C : 1 st w e ek
,
C ell u l a r i n filt r a ti o n a n d p r o lif e r a ti o n of c a pill a r y a n d d u ct ul e w e r e s e e n

m od e r a t el y a r o u n d th e n e c r o si s .

d : 4 th w e e k
,
St r O n g fib r o si s w a s s e e n a n d mi 1d a d i p o s e ti s s u e a p p e a r e d , b u t n e c r o si s ,

C ell ul a r i n filt r a ti o n a n d c a p ill a r y p r olif e r a ti o n w e r e r e d u c e d .

f : 1 3 th w e e k
,
t h e r n o s t p a r t o f th e d a m a g e d a r e a w a s r e pl a c e d b y a d i p o s e ti s s u e .



F ig . 9 . V i sibl e l y s I S O f c oll a g e n g el i n 24 h o u r s c ul t u r e s o f p a n c r e a ti c ti s s u e a t th e 5 th w e e k

a ft e r f r e e z l n g p r O C ed u r e . L y si s i s s e e n a s t r a n s p a r e n t a r e a a r o u n d th e p a n c r e a ti c ti s s u e ･

N o n - 1 y s e d c o ll a g e n g el s u b s t r a t e i s s e e n a s o p a q u e a r e a w ithi n th e i n n e r ri n g (15 m m I ･

D . a n d 2 m m d e e p) . ( a ) , C Oll a g e n a s e a c ti vit y ( ±) ; (b) , C O 11 a g e n a s e a cti vi t y ( 十) ; ( C) ,

C Oll a g e n a s e a c ti v it y ( + + ) ; (d) , C O ll a g e n a s e a c ti v it y ( + + 十) .


