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カラギニン肉芽腫におけるコラゲン分解に関する研究

〔1〕ヵラギニン肉芽腫中のコラゲン分解因子

金沢大学医学部病理学第一講座（指導：梶川欽一郎教授）

　　　　　　近　　藤　　勝　　彦

　　　　　　　（昭和47年6月15日受付）

（本研究の一部は第25回日本電子顕微鏡学会及び第9回日本池内系学会において発表された．）

　カラギニンは紅藻類ツノマタ属から熱水によって抽

出される物質で，化学的には硫酸基を有するポリガラ

クトースから成る．カラギニンを動物の皮下に注射す

ると肉芽腫ができるが，この肉芽腫は数週後には自然

に消失するという特徴をもっている．組織学的には多

核球や単核球の浸潤につづいて著明な組織球の増殖が

おこり・数週後には脂肪組織で躍換されることが報告

されているD2）．生化学的には肉芽腫の初期にはヒドロ

キシプロリンの増加があるがまもなくヒドロキシンプ

ロリン量は減少することが証明され3）、5），またコラゲ

ンの半減期が5～6円と速い代謝回転を示すことが観

察されている．

　従って，カラギニン肉芽腫の自然消失という特異な

経過はコラゲン合成に引き続いて活発なコラゲン分解

がおこるためであろうと推定されるのである．

　そこで著者はカラギニン肉芽腫におけるコラゲン分

解の機序を解明する目的で本研究を計画した．研究の

進展に伴ってカラギニン肉芽腫は始めに予想された以

しに複雑な現象を含む特殊な肉芽腫で，注射されたカ

ラギニンと新生されたコラゲンとの相互作用がコラゲ

ン分解に重要な役割を演じていることが示唆された．

　本研究では，第一報として，カラギニン肉芽腫内に

コラゲン分解因子が存在することを生化学的及び電顕

的方法で実証し，第二報では　in　vitroでカラギニ

ンとコラゲン分子の相互作用を吟味し，第三報ではカ

ラギニンーコラゲン複合体による肉芽腫の構成と複合

体が水解酵素の合成に及ぼす影響を検討した．

材料及び方法

　カラギニンの1％（w／v）生食水溶液1mlを　Wi－

ster系ラ・，卜（体重150～200g）の背部皮下に注射

し，3，7，14，21，28，35，42円目にエーテル麻酔

により動物を殺し，皮ド肉芽腫を採取し下記の実験に

用いた．

　1　光顕的及び電顕的方法

　光顕的観察のためには組織を10％中性ホルマリンで

固定，パラフィン切片を作成し，H．　E，　PAS及びト

ルイジン青染色を行なった．

　電顕的観察のためには，肉芽腫を2％オスミウム酸

（veronal　acetate　buffer，　pH7．4）　で1時間固

定，アルコール脱水，エポニン812包埋を行ない，切片

は酢酸ウラニール，クエン酸鉛の重染色を施した．一

部の材料は　Luft法IDに従ってルテニウムレ・ソド染

色を行なった．

　使用電顕は日立HU－11型と日本電子JEM－7型で，

直接倍率3，000～20，000で影撮した．

　H　生化学的方法

　1．in　vitro再生コラゲン：　コウシ真皮から，

Kuhnらの方法7）により抽出した酸可溶性コラゲンを

0．05％酢酸に24時間撹挫しながら溶解した後10，000，

30分間遠心し上清を分離する．このL清液に0．1N－Na

OHを『加えてpH7．3に調整し，7日間再蒸留水に対し

て透析すると透明なゲル状物質がえられる．（この物

質を本論文ではコラゲンゲルと称する）

　L記の操作は全：て40Cで行なった．

　2．ホモジネートの作製：　2週目カラギニン肉芽

腫（15匹分，全量約12g）を0。25M庶糖でよく洗い，

カミソリで細分し，約10倍量（v／w）の0．25M庶糖を

加え約30秒間　Waring　blenderの最高速度：でホモ

ジナイズした．

　3．細胞分画：　ライソゾームを分離する目的で，

2週目のカラギニン肉芽腫（15匹分，全量約12g）を

　Studies　on　collagenolysis　in　carrageenin　granuloma　I．Collagenolytic　activity

in　carrageenin　granuloma　Katsuhiko　Kondo，　Department　6f　Pathology（1）（Dir。

ector：Prof．　K．　Kajikawa）School　of　Medicine，　Kanazawa　University．
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用いて図1に示すように，Sawantらの方法s）に従

って細胞分画を行なった．

　4．コラゲン分解因子の検定

　1）上記のホモジネーヒ及び細胞分画に含まれる分

解因子の活性を次の方法により検定した．

　ホモジネート及び細胞分画を5回凍結融解し，ホモ

ジネートには0．25M庶糖を含む等量の　Tris－Hcl

buffer（pH7．3）を加え，細胞分画は同じ　bufferに

懸濁しそれぞれ被検液とした．

　これらの液を小シャーレにとり，上記の再成コラゲ

ンゲルの小片（直径約7mm）を3～4個入れ，330C

及び250Cで　incubateした．

　incubate後1～48時間にコラゲンゲルの溶解の程

度を肉眼的に観察した．

　また溶解したゲルの一部をメッ．シュにのせ，1％リ

ンタングステン酸（PTA）によるネガティブ染色．又

はウラニール，鉛の重染色を行なって電顕的に観察し

た．

　対照として，正常ラット皮膚のホモジネート，ラッ

ト血清，ヵラギニン溶液，トリプシン（100μg，三光

純薬）と共にコラゲンゲルをpH7．3，36。Cで48時間

incubateした。

　2）コラゲン分解因子によって再成コラゲンが分解

される程度を知るために次の実験を行なった．

　上記の条件でコラゲンゲルとホモジネートを秤量瓶

に入れ，対照としてそれぞれホモジネートとコラゲン

ゲルのみをれた秤量瓶を用意する．これらの材料を37

。C，48時間　incubate　した後各瓶の内容をセル

ロース透析チューブに入れ，蒸留水に対し48時間透析

した．透析外液をロータリーエバボレーターで濃縮

後，ヒドロキシプロリン量を　Neumanらの方法91

により定量した．

　5．酸性フォスファターゼの検査

　2週目の肉芽腫の小片を4．5箔　glutaraldehyde

（Cacodylate　buffer　pH7．4）で4時間固定し，凍

結切片を作成する．切片は緩衝液で十分に水洗し，

Gomoriの酸性フオスフアターゼメジウムに1時間

incubateし，水洗後2％オスミウム酸で1時間固定

し，既述の電顕試料作成の方法を行なった．

細胞分画については　Besseyらの方法lo｝に準じ

て，酸性フォスファターゼを定量した．0．1N－NaOH

を加えて反応を止めた後，10．0009，20分遠心して得

た上清中の　P－nitropheno1を410mμで比色定量し

た．酵素活性は　μmole　of　P－nitrophenol／mg　N

図l　Isolation　Procedure　of　Subcellular　Components

　　　from　Carrageenin　Granulom

　　　　　　　　　homogenate　ofcarrgeenin
　　　　　　　granuloma（0。25M　sucrose）
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で表わし，窒素匿はmicro－Kjeldahl法により定

量した．

結 果

　1　光顕的所見

　カラギニン肉芽腫の組織学的所見は他の研究者の報

告ゆと同一であるので簡単に記載するにとどめる．

　3－7日目には注射されたカラギニンの周囲に多数

の多核球や単核球の浸欄がみられる．14FI目には災症

性細胞浸瀾は減少し，著明な組織球の増殖が認められ

る．組織球には多数の食胞が認められる．食胞の内容

はPAS陽性，トルイジン青でメタクロマジーを呈した

が，佃胞外のカラギニンと思われる物質にはこれらの

染色反応はほとんど陰性であった．

　7－21日目には線維芽細胞の増殖も認められるが，

光顕レベルで組織球と鑑別することは必ずしも容易で

はない．時間の経過と共に細胞成分は減少し，42日目

には肉芽腫の容積は著しく縮小する．

　H　電顕的所見

　ヵラギニン肉芽腫の電顕的所見も既報のそれと本質

的に同一であるので，ここでは特に注目すべき所見の

みを記載する．

　1．細胞成分

　3R口では多核球や単核細胞の浸潤があり，7日目

では線維芽細胞と組織球の増殖が始まる．線維芽細胞

は7・一21日目に活発に増殖するが．それ以後は次第に

萎縮状となる．これに対して組織球の増殖は14日目以

後ますます旺盛となり，21－35日目には肉芽腫の主要

構成細胞となる．35－42日目には組織球にもしばしば

変性がみられる．

　増殖中の線維芽細胞は粗面小胞体とゴルジ装置の発

育が良好で，細胞周囲には網状ブイラメントと多量の

細線維がみられる．

　組織球は多数の食胞の存在が特徴的である．食気の

大部分はブイラメント状物質で満たされ（図2）肉芽

腫の進展と共に模状又は穎粒状物質を同時に容れ，ま

た自家食胞がしばしば認められる．これらの食胞は酸

性フオスフアター・ゼが陽性である．

　細胞内にときどきコラゲン線維が含まれている．多

くの場合，組織球において認められるが，線維芽細胞

にも認められることがある（図3）．細胞内線維は1

本または2，3本づっ限界膜に包まれて存在する．線

維には640Aの周期性横紋が認められるものもあるが，

一般には線維は膨化し横紋が認め難くなっている．同

一空胞内に線維と既述のブイラメント状物質が共存し

ていることがある．

　また自家食詰内に線維が遊離状に存在することもあ

る，極くまれに，線維を含む空腕が粗面小胞体と連続

している像に遭遇した，

　細胞模や細胞外線維の表面にはルテニウム’レッド陽

性物質が証明されるが，細胞内線維や空胞はルテニウ

ムレッドに染色されない．

　2．細胞外成分

　細胞外成分として最も注目されるのは特異な横紋パ

タンを示すコラゲン線維の出現である．これらの線維

は形態学的に3型が区別される．

　第1型は　segment・long－spacing　（SLS）に類似

したセグメント状の線維である（図4）．長さは2800

～3500Aで，しばしば一端が扇状に広がり，多数の非

対称性横紋が認められる．

　第2型はセグメント状又はかなり長い線維状を呈す

る．その11］は約8QO～1200Aで．特徴的な点は濃染す

る一対の横紋が約1200A周期で配列し，その間に数本

の　substriationがみられることである（図5）．こ

の一対の主横紋はルテニウムレッドに特に親和性を示

す，この型の線維は　負brous－long－spacing（ELS）

に類似している，

　第3型は700～800Aの周期をもつ太い横紋を有する

が，正常コラゲン線維と異なって，substriationは

みられず，線維軸に平行に走るブイラメントが認めら

れる（図6）．横紋はルテニウムレッドに二二する．こ

の型の線維は一般に太く，正常コラゲン線維の数倍に

達し，しばしば尖った先端をもっている．

　第！，第2型の線維は多くの場合，ルテニウムレッ

ドに親和性を示す無定形物質に包埋され，両型が互い

に入り混って存在する．無i定形物質の中にはさまざま

の大きさの微小線維二物や高電子密度の粒子が含まれ

ている．これらの物質は正常コラゲン線維とかなり明

瞭な境界をもって集積し，第1，第2型の異常線維と

正常線維の間には形態学的移行は確認されない．

　第3型の異常線維は正常コラゲン線維と入り混って

認められる．コラゲン線維は膨化し，線維軸に平行に

先端の尖った細線維にほぐれるように見える．このよ

うな膨化線維の　substriationが次第に消失し、第

3型線維の形態に移行していく像をとらえることがで

きる．膨化の進行と共に線維はさらに微小フィラメン

ト状ないし無定形物質に変化する．

　第1，第2型の異常線維は一般に肉芽腫の比較的初

期に多く認められ，第3型の異常線維は後期に増加す

る傾向がある。第3型線維が第1，第2型線維の集積

と混在していることはまれである．

　皿　in　vitroのコラゲンゲルの分解
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　基質として用いられた再成コラゲンゲルは電顕的に

定型的コラゲン線維から成ることが確かめられた（図

7），

　肉芽腫ホモジネートに　incubateしたコラゲンゲ

ルは32一中3！例がほぼ完全に溶解した（図8）．溶解

の速度はさまざまで，早いものでは1時間遅いもので

は少なくとも40時間を要した．このコラゲン分解能は

70QC，10分間の加熱により完全に阻止された．溶解

されたコラゲンゲルを電顕的に観察するとさまざまな

分解段階が観察された．まず線維は膨化し，長軸方向

に細裂し，先端の尖った細線維に分かれる．横紋は比

較的よく保たれているが，遂に横紋のない直径100A

以ドのブイラメントに分解する（図9，10）．

　完全に溶解したコラゲンゲルとホモジネートを含む

　mixtureを透析しその透析外液中のヒドロキシプ

ロリン量を測定すると，対照に比べて多量のヒドロキ

シプロリンが含まれることが示された（表！），

　対照実験ではいずれの場合にも上述のような顕著な

コラゲンゲルの溶解は認められなかった．トリプシン

と　incubateした場合には28例中1例にのみ極く軽

度の溶解がみとめられたに過ぎなかった（図8）．

　細胞分画ではPpt　IとPpt　Hと　incubateした

場合にのみコラゲンゲルの溶解が認められた（図8，

表2）．しかし，その分解能は低く，48時間後でも容

積の約1／4が溶解した程度であった．

　Ppt　I及びPpt　Hは電顕的には多数のブイラメン

ト状物質を満たす食胞と空胞から成り，そのほか糸粒

体，dense　body及び粗面小胞体が少数含まれてい

ることが観察された．またPpt　I，Ppt　II　の分画

には酸性フォスファターゼ活性が高いことが証明され

た（表2）．

考 察

　1．コラゲン分解因子

　本研究において，カラギニン肉芽腫巾に常温，中性

pHで活性を示すコラゲン分解酵素系が存在すること

が示された．コラゲン分解産物がセルロース透析チ

ューブを通過することから再成コラゲン線維はコラゲ

ン分子またはそれ以下の透析可能なペプタイドに分解

されうるものと思われる．このことは溶解したコラゲ

ンゲルの電顕ll勺観察によっても裏付けられる．

　このようなコラゲンゲルの分解において，実験に用

表1　Hydroxyproline　Content　in　Dialysate．

Dialysate
Hydroxyproline　content
iμg／！00ml　dialysate）

Carrageenin　granuloma十Collagen　gel

barrageenin　granuloma

bollagen　gel

40μ

P2μ

Oμ

表2　Acid　Phosphatase　Activity　and　Collagenolytic　Activity　of

　　　　　　　　　Subcenular　Fractions

Acid　Phosphatase Collagenolytic　activity
Fractions

　　●　　　　　r
≠モ狽撃ulty 33℃，2hr，　pH7．3 27℃，5hr，　pH7．3

μm・1／h／mgN
Sup．　1 26．0 一 一

Ssp．　II 20．0 一 一

Sup．　III 2．0 一 一

Sup．　IV 2．0 一 一

Ppt．　1 124．2 十 十

Ppt．　II 232．1 十 十
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いたコラゲンゲルの変性の程度や細菌の混入の有無が

一応問題となる，しかし，コラゲンゲルがトリプシン

に対して抵抗があることから，ゲルの変性はほとんど

ないものと判断される．細菌の混入防止に対しては，

本実験では抗菌剤を使用しなかったが，1時間の

incubationでもゲルの溶解がおこるので細菌の影響

は少ないものと考えられる．

　カラギニン肉芽腫のホモジネートに含まれるコラゲ

ンゲル分解酵素系の本態は明らかではない．近年動物

組織巾に中性pHで活性を有するコラゲナーゼが存在

するという証拠が次第に多くなった1D、11D．ヵラギニン

肉芽腫ホモジネートに含まれるコラゲン分解酵素系に

も，コラゲナーゼ類似の酵素が含まれているのではな

いかという疑問が起こる，しかし従来の報告では少数

の例外14ト16〕を除いては，コラゲナーゼは組織ホモジ

ネートから直接検出されることはなく，組織培養によ

ってのみ証明されている．この理由はまだ十分に解明

されてはいないが，ホモジネート巾に含まれる血清由

来のコラゲナーゼ阻害因子によるものと考えられてい

るm～19．Lazarusら14｝は白血球のコラゲナーゼは再

話コラゲン線維を分解する程度は低く，非特異的プロ

テアーゼの作用が参加して始めて顕著な線維の分解が

おこることを観察している．本研究では肉芽腫ホモジ

ネートは二成コラゲン線維を少なくともペプタイドレ

ベルに分解し得る能力があることが示唆された．

　これらのデータを総合すると，カラギニン肉芽腫ホ

モジネートによって起った著明なコラゲンゲルの溶解

は単一一の酵素作用によるものではなく，コラゲナーゼ

及び非特異的なプロテアーゼの作用が相乗した結果と

判断される2D．

　ライソゾーム分画とみなされる細胞分画内にも，程

度は弱いがコラゲン分解活性がみとめられた．Woo－

dsとNicholslb）はラット骨細胞のライソゾーム分

画にコラゲナーゼ様の活性を示す酵素が存在すること

を示唆している．また　Wynn21Dは肝ライソゾーム

に中性pHで作用するコラゲナーゼが含まれることを

報告している．本研究で示されたライソゾーム分画中

のコラゲン分解活性が，これらのコラゲナーゼと同様

な酵素によるものかどうかは今後の検討によらなけれ

ばならない．ライソゾーム分画のコラゲン分解活性の

程度はホモジネートのそれに比べてかなり低いこと

は，ライソゾーム分画中にはホモジネートに含まれる

分解酵素系の一部が欠如しているか，またはそこにみ

られるコラゲン分解は非特異的プロテアーゼの作川に

よる可能性を示俊している．

　2，細胞反応

　光顕的及び電顕的観察によって，カラギニン肉芽腫

の主要構成細胞は組織球であることは明らかである．

線維芽細胞の増殖は初期のみみられた．線維芽細胞周

囲の網状ブイラメントはムコ多糖を表わし22），多量の

細線維は新生コラゲン線維であると解釈される．この

所見はカラギニン肉芽腫の初期には一般の肉芽腫と同

様にコラゲン及び基質を含む細胞間物質の新生が起っ

ていることを不している．

　P色rez－Tamayo23）はカラギニン肉芽腫の主要構成細

胞は線維細胞であると述べているが，この不一致は使

用した動物又はカラギニンの種類の差によるものかも

しれない．

　3，組織球における貧食

　電顕的に組織球内ブイラメント状物質を満たした多

数の食胞がみられた．この食胞はその数と大きさから

PAS陽性又はメタクロマジーを呈する物質に対応する

ことは明らかで，食胞内のブイラメント状物質はヵラ

ギニンを含んでいるものと考えられる．

　組織球内にコラゲン線維を含んだ空胞がみられたこ

とは興味がある．しかしこの像が細胞表面に陥入した

細胞外線維の断面であるか，又は実際に線維の細胞内

へのとりこみを表わしているのかは一応問題となる．

著者の観察では（1）線維を含む空胞の一部が粗面小

胞体と連続していること，（2）空胞内に線維と上記の

フィラメント状含食物質が共存すること，（3）ルテニ

ウムレッドによって細胞模表面は染色されるが空胞の

限界模では陰性であること，（4）線維は自家食胞内に

もみられること，（5）細胞外線維が，ほぼ正常な形態

を示す部位でも，細胞内線維は膨化していることなど

の所見によって，細胞内線維の中には実際に貧食され

た線維を表わしているものが存在することは確かであ

ると思われる．しかしこのようなコラゲン線維の禽食

は肉芽腫の全経過を通じてとくに多いものではなかっ

た．この「国遠はコラゲンの分解は主として細胞外で進

行し，その一一一部が細胞内消化によって処理されること

を暗に示している．

　4．細胞外の特異な横紋パ．タンを示す線維

　ヵラギニン肉芽腫において細胞間にみられた特異な

横紋パタンをもつ線維は注目に価する．　P6rez－Tam・

ayo23）は同様な線維を観察し，コラゲン分解を表わし

ているものと解釈した．著者らも彼とは独立に同じ見

解を報告した51．しかし，この解釈にはいくつかの疑

問が生じた．

　本研究ではこれらの異常線維にはその構造，分布，

出現時期及び正常コラゲン線維との関係から少なくと

も3種のタイプが区別され，これらの線維の本態は必
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ずしも同…でないことが強く示唆された．さらに，第

1，第2型線維は構造的にそれぞれ，SLS，　FLSに類

似し，in　vivoで「hative　type”のコラゲン線

維との間に移行が確認されないばかりでなく，　in

vitroの再成コラゲン線維の分解過程においてもこの

ようなタイプの線維は決して見い出されなかった．第
3’ ^の異常な線維は　Goldberg24｝らによって線維芽

細胞の組織培養において見い出されているが，その発

生機序については記載されていない．本研究では第3

型の線維と膨化したコラゲン線維との間に移行があ

り，in　vitroのコラゲン分解過程にみられる像と

よく一致していることが観察された．

　以上の所見から，第1型第2型の異常線維はコラゲ

ン分解を表わしているのではなく，それとは別の機序

によって形成される可能性が大きく，第3型の線維が

コラゲン分解に関係があるのかもしれないと推定され

るのである。

結 論

　ラット皮ドのカラギニン肉芽腫について，コラゲン

分解の機序を解明する目的で光顕的，電顕的及び生化

学的研究を行なった．

　14日目の肉芽腫のホモジネート及びライソゾーム分

画の中に常温，中性pHで，　in　vitroの再成コラゲ

ン線維を分解する酵素が存在することが示された．電

顕的観察によって，肉芽腫の主要構成細胞は組織球で

あることが確かめられた．肉芽腫におけるコラゲン吸

収の少なくとも一部は組織球による線維の貧食が関係

しているものと考えられた．肉芽腫の細胞間に3種類

の特異な横紋パタンをもつ線維の存在が注目された．

その一つはコラゲン線維の分解を表わしている可能

性，又他の2種類の線維はそれとは別の発生機序をも

っことが示唆された．
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図2．

図3

図4

図5

図6．

図7

　　　　　　　図　の　説　明

ヵラギニン肉芽腫2週．組織球における食胞内

のブイラメント状物質．×25，QOO

ヵラギニン肉芽腫2週．コラゲン線維を含む組

織球．　×15，000

ヵラギニン肉芽腫4週．細胞間質のSLS様線

維．　×80，00Q

ヵラギユン肉芽腫5週．細胞間質のFLS様線

維．ルテニウムレッド染色．×4e，000

ヵラギニン肉芽腫5週．細胞間質の異常横紋を

示すコラゲン線維（第3型，矢印）ルテニウム

レッド染色．×25，000

in　vitro再成コラゲン線維．　PTAネガティブ

図8．

図9．

図10．

染色．×80，000

カラギニン肉芽腫ホモジネートによるコラゲン

ゲルの溶解．

．．ヒ：　トリフ。シン（100μg）　と　irlcubate　し

たもの．

中：　ホモジネートとincubateしたもの．

下：Ppt　Hとincubateしたもの．

ホモジネートとincubateした再成コラヶ1ン

線維．線維軸に平行に線維が細裂．PTAネガ

ティブ染色．×90，000

ホモジネートとincubateした再成コラケ“ン

線維．線維の．先端から細線維に分解．PTAネ

ガティブ染色．×120，000

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　Carrageenin　granuloma　induced　in　the　rats　subcutaneous　tissue　has　been

studied　by　means　of　histological，　electronmicroscopical　and　biochemichal　tech－

niques　in　an　attempt　to　clarify　the　mechanism　involved　in　collagenolysis　in

the　granuloma．

　　　The　present　study　was　intended　to　demonstrate　that　the　granuloma　hom－

ogenate　contained　collagenolytic　activity　capable　of　lysing　the　in　vitro　reco－

nstituted　collagen　fibers　into　dialyzable　components　at　physiological　pH　and

temperature．　The　lysosomal　fraction　obtained　from　the　granuloma　homogenate

also　showed　a　low　level　of　collagenolytic　activity。

　　　Histiocytes　were　the　major　cellular　elements　of　the　granuloma，　but　phag－

ocytosis　of　collagen　fibers　by　the　cells　was　not　a　frequent　finding．　Three　types

of　collagen　fibers　with　unusual　banding　patterns　were　found　in　the　extracellular

space：one　type　resembled　in　appearance　SLS，　another　FLS　and　still　another

had　broad　bands　of　700　to　800　A　period．
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