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The activity of Lysosomal enzymes, particularly ofβ－glucuronidase and acid phosphatase, 

was examined biochemically and histochemically in human brain tumors as well as in 

experimentally produced injury and tumors of the rat brain. Biochemical study is composed 

of measurements of total, free and binding activities of each enzyme. Further the effects of 

steroids and dibutyryl 3’5’－adenosine monophosphate (DBc-AMP) on the activity of these 

enzymes were also investigated. The results were as follows : 

1. The cerebral cortex of normal rats has an even ratio between free and binding 

activites of both β－glucuronidase and acid phosphatase. 

2. Injured brain tissue of rats: The high巴sttotal activity of β－glucuronidase is obtained 

on the 5th injured day. The total activity of acid phosphatase is almost the same as that 

of β－glucuronidase. The increase of free activity of both enzymes, on the other hand, is 

more rapid than that of the total or binding activity. The start of the elevation of free 

activity is also earlier than others. Further, the elevation of free activity is transient and the 

highest level is obtained on the 3rd injured day and the activity rapidly goes back to the 

normal level after the 5th day. 
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3. Brain tumor of rats: Total activity of both β－glucuronidase and acid phosphatase is 

highest in this group, and free activity accounts for 80 percents of total activity. 

4. Human brain tumors: The sequence of total activity of both enzymes shows almost 

the same as the rat brain tumors do. The free activity of them accounts for 70 to 80 

percents of total activity. 

5. An administration of steroids inhibits total activity of both β－glucuronidase and acid 

phosphatase by 19 percents and 25 percents respectively in the injured group on the 5th 

day. The free activity of β－glucuronidase is inhibited by 43 percents while that of acid 

phosphatase is not inhibited. 

6. DBc AMP, likewise, inhibits total activity of βglucuronidase and acid phosphatase 

by 37 percents and 49 percents respectively as compared with the injured rats without 

treatment of DBc-AMP on the 5th injured day. As is the case of steroid administration, 

there is inhibition of free activity of β－glucuronidase by 33 percents on the 5th day, but 

no inhibition of free activity of acid phosphatase is entertained. 

7. Enzyme histochemical study of the injured brain demonstrates an increase of β－ 

glucuronidase activity in a diffuse fashion in the injured area with deposit of coarse 

granules. In rat brain tumor β－glucuronidase activity is also increased diffusely, although 

the coarse granules as seen in the injured rats are not recognized except for the periphery 

of the tumor tissue. Human brain tumors show quite similar changes as the experimentally 

produced tumors. 

The author presumes that the brain will become abnormal, when the balance between 

free and binding activities is disturbed and that the inhibition of enzyme activity by so-

called lysosomal stabilizers, may not be the best therapy. 

緒 冨

ライソゾーム酵素は，種々の細胞環境の変化や病態

変化IC伴って，形態学的のみならず，その機能的な面

においても，多様な変化を示す．外傷脳の急性期には

repairing enzymeとして活発に活動し，又，正常細

胞や悪性脳腫蕩細胞の細胞分裂，増殖に際しでも著明

な活性変動を示している．さらに，細胞内外の病的な

環境変化が起らなくても，ライソゾーム酵素は，脳の

発育，加令lζ伴って盛んな活性変動を起している．著

者は，ライソゾーム酵素の役割を，特lζ，脳細胞の損

傷時，および，細胞分裂，増殖時の2つの事象lζしぼ

って，生化学的手段と酵素組織化学的手段を用いて検

討を試みた．ライソゾーム酵素としてはかglucuroni-

dase （以後 13-Gと略〕 と acid-phosphatase（以後

A-Pと略）の2つの酵素を指標とした． また，対象

資料として，外傷lζ伴う反応変化を検討する為lζ実験

的外傷脳ラットを作製し，細胞分裂，増殖に伴う変動

を調べる為lζ，ENU誘発脳腫蕩ラットおよび人悪性

脳腫湯を用いた． ζれら異った病態における2つの酵

素の活性変動を freeとbindingactivityの両面から

酵素化学的IC検討し，他方，酵素組織化学的手法によ

っても定性的に検討する ζとにより，同一酵素の各種

病態時における異った活動を解明し，そのζとから病

態時における Lysosome酵素の役割を明らかにしよう

とした．

実験動物作製法

i）実験的外傷脳ラットの作製：既lζ中野によって

報告された方法制lζ従い，雌雄の別なく，体重 250～

300gの wistar系ラットを用いて作製した． ii）実

験的脳腫蕩ラットの作製： 10週目の日本クレア産

Spraque-Drawley （以後 S.Dと略）系雌ラットを使

用した.Ethylnitrosourea （以後 ENUと略）は．生
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理的食塩水l乙ENUlOmg/mlの割合で suspendし，

アラビアゴムを混入して， 5%懸濁液とした.S.Dラ

ットは腔栓形成を確認した日を妊娠，第1日目とし，

妊娠14日自に ENU50mg/kgを腹腔内注射し，経胎

盤投与lとより，その子供lζ脳腫蕩を発生させ，との脳

腫蕩組織を使用した．

I.試料の調製

a）生化学的検索時の試料

1〕実験的外傷脳ラット：左側大脳半球前頭部IC切

鼓手術を施行した白胤を術後，経時的IC断頭し，全脳

を摘出，可及的速やかに脳軟膜，血管を取り除き，付

着している血液を出来るだけ取り除き試料とした．手

術後1ヶ月以上経過した外傷脳の切載部位の前後，約

2mmの範囲の cortexICは反応性に gliosisが形成さ

れており，とれを外傷脳の慢性期の試料とした．対照

試料は右大脳半球の左側切裁部位l乙一致した正常側脳

皮質を同範囲切除し，使用した．また， normalcontrol 

としては，非手術成胤の左大脳半球の同一部位を用い

fこ．

ii）実験的脳腫蕩ラット：経胎盤投与法lとより作製

した仔ENU誘発脳腫蕩ラットを飼育し，片麻搾，眼

球突出，鼻出血，眼球出血， E主筆等，明らかな脳腫蕩

症状を呈したラットを断頭，潟血後，全脳を摘出，速

やかに脳軟膜，血管を取り除き，血液を出来るだけ除

去した．肉眼的lζ明らかな腫蕩部位から，平均 50mg

を採取し試料とした．

iii）人悪性脳腫蕩：手術時lζ摘出された腫場組織を

直ちに，その場で血液を除き，一検体，約50mgを試

料として使用した．

b）酵素組織学的検索時の試料

各種摘出された試料は，直ちに Bakerのホノレモー

ンルカルシウム固定液（PH7.0～7. 2) ＇ζて24時間固
定し，その組織を試料とした．

ll.生化学的酵素測定法

ライソゾーム酵素の測定には totalactivityと free

activityを測定し，両者の差より bindingactivityを

算出した後，乙の3つの酵素画分の変動について検討

した.total activityの測定は，採取した組織を終濃度

0. 05% Triton X 100溶液にて homogenize，完全に

活性化させ酵素標品とした. free activityの測定に

は， 0.32M Sucrose溶液（PH7. 2 7. 4）を用いて

homogenizeしたものを酵素限品とした．

i ) B-Glucuronidase 測定法

total activityおよび freeactivity測定用lζ調製さ

れた酵素標品を Fishman13＇及び加藤 18）の変法lζ従っ

て測定した．即ち， sample0. lml IC 0. 2M酢酸ー酢

酸ナトリウム緩衝液（PH4. 5) 0. 35ml並びに基質と

して p-nitrophenyl-glucuronide0. 05ml を混じ， 37°C

温水lζて24時間加温後， アルカリ試薬として 0.4M

glycine buffer (PH 10. 45) 1. Om！を追加， 10分間室

温放置後，精製水 3.0mliζて希釈，光電比色計（目

立101型） 400nm lζて比色定量した．標準液としては

p-nitrophenolを使用し，単位は遊離 p-nitrophenol 

のμg数を組織蛋白量当りとして求め，時間当りのμg

数を算出した．

ii) Acid phosphatase測定法

同ーの酵素標品を用いて KingArmstrongmの変

法IC従い測定した． 即ち，クエン酸緩衝液 1.Oml lζ 

基質として，フェニルリン酸 2ーナトリウム 4－アミノ

アンチピリン 1.0mlを加え， 37°C温水lζて3分間

pre incubation後， sample1. Om！を混じ， 37°Cで

60分間温浴した．発色液として，フーリシアン化カリ

ウム 20mlを用いて充分混和させ，約15分間室温放

置後， 570nmlζて比色定量した．標準液としては，

phenolphthaleinを用い， microg. phenol/mg. protein 

/hr.として算出した．

］［.酵素組織学的検索法

a）組織切片の作製

酵素組織標本作製lζ際し，先lζBaker液IC固定し

た各種試料を Holt’sHypertonic Gum Sucrose (0. 88 

M）洗浄液lζて20時間以上洗浄した後，大脳切片を作

製，クリオスタット台lζ乗せ，－25°C～ 30°C1ζて急

速冷凍後，厚さ 6～10ミクロンlζsliceした.slice に

あたっては，大脳の矢状方向，前頭断方向，脳表の

sliceと3方向の組織切片を作製した．

b) B-Glucuronidase染色法

林たちによって新しく合成された naphtholAS-BI 

B-glucuronideを基質として用いた simultaneous-

coupling アゾ色素法を用いた16>. 即ち，基質液とし

て NaphtholAS-BI (7-bromo-3 hydroxy 2 naphtho-

anisidide B-gluceronide〕遊離酸 28.0mgを 0.05M

重炭酸ソーダ 1.2mlで完全に溶解し， 0.2N酢重量，酢

酸ナトリウム緩衝液（PH5. 0）を加え lOOmlとした．

4%"ifii硝酸ナトリウム液 0.3mlkパラロザニリン液

を同量加え，ジアソ化後，基質液 lOmlを加え， lN-

Na OH にて PH5.2 Iζ調整する．さらに，精製水を

加え染色液の総量を 20mlとし， No.1のP紙lζてF
過後，適量をコ γプリングジャーに分注， ζれlζ切片
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をひたし， 37°Clζて5～20分間温水加温の後，組織切

片を取り出し，蒸留水lζて2回洗浄後，スライドグラ

スに乗せ自然乾燥，ダイヤテックスにて封入後，光顕

lζて写真撮影した．

薬剤投与法

1) Steroid hormone投与法

i）実験的外傷脳ラットの急性期では，手術当日よ

り，連日 7日間． ii）外傷脳慢性期では，外傷後2～
3ヶ月自に連日 7日間.iii）実験的脳腫蕩ラットでは

種々の脳腫蕩症状が出現した日より，連日 7日間．

iv）正常脳ラットre対しては，生後3ヶ月目の成胤re

連日 7日間，各々 Dexamethasonelmg/kgを皮下投

与した．

2) Dibutyryl 31, 51-adenosine monophosphate投

与法（以後 DBcAMPと略）

Steroid hormoneと同じ条件下にて， DBc-AMP

2mg/kgを連日 5日間，皮下投与した．

実験成績

A）生化学的酵素活性

1.正常成胤脳における 13-glucuronidase,acid-

phosphatase について

正常成胤脳での totalactivity, free activity並びに

binding activityの変動を見ると freeactivityとbin-

ding activityは，ほぽ1:1の対応を示した（Table-1).

2.実験的外傷脳組織における経時的 lysosome酵

素の変動について

作製された外傷脳ラノトを，手術後， 1,3, 5, 7, 

14, 30, 60病日lζ各々断頭し，手術側外傷脳組織と対

側同部の大脳皮質を対照として測定した．

a）外傷脳組織における Totalactivityの変化一

13 glucuronidase, acid-phosphatase について：

total activityの経時的変動を観察すると，急性期

は，両酵素とも，受傷後から著明な活性値の上昇を示

し，第5病日でかGは正常値の約4.6倍， APは約

2.5倍の活性値を認め，その後，漸時，活性値は下

降し， 4週から 8週目で，ほぽ正常値lζ復している

(Table-2〕． 又，通常， gliosis完成期として知られて

いる受傷後， 4週から 8週目を見ると， ζ の時期に

は，両酵素とも活性値は，ほぽ正常域にあり，ほとん

ど変化を示さなかった（Table-2).

b）外傷脳急性期における freeactivityの変化：

外傷脳急性期における両酵素の freeactivityは，

total activityの変化とは，少々，傾向を異にしてい

る.13-G における freeactivityは受傷後3日目で，

すでに活性値は peakk達し，正常値の約2.1倍を示

し， 5日目頃まで高値が維持され，その後，急激に正

Table 1. Lysosmal enzyme activities in normal rat brain 

Conditions c:!1~~~~~~~~t~%r) Acid-phosphatase 
(μg/mg-protein/hr) 

Total activity (6) 2.06土0.32 65.1土5.50

Free activity (6) 1.27土0.18 33.2土3.25

Binding activity (6) 0.93土0.25 31.4土4.50

Table 2. Changes of lysosomal enzyme activity in injured rat brain 

βー斜面函面i面白 7一一一~百平面面五atase
(μg/mg-protein/hr) ' (μg/mg-protein/hr) 

竺竺…＿J竺中竺空~1.... ~－ ~~i~~T_o円 ~~it~ ＿ I F~一一ity
3 days (9) I 6ル30土o.36 I 4.34土o.64 11 9o.o土13.5 I 5i.2土4.19

5 days (9) I 9.52土0.84
7 days (9) 

14 days (9) 

30 days (9) 

60 days (9) 

5.21土0.42

4.10土0.38

2.81土0.42

2.94土0.34

4.16土0.42

2.16土0.19

2.28土0.25

2.14土0.30

1.67土0.16

Values represent as mean士S.D.( ) . Cases 

128.1土20.5 51.1土4.08

111.7土17.8 17.4土1.44

90.0土10.8 20.3土2.65

66.5土5.98 26.2土3.02

60.3士6.64 28.4土4.52
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Table 3. (a) Lysosomal enzyme activity in experimental brain tumor 

Conditions 

Total activity I 
(μg/mg-protein/hr) (6) I 

Free a心tivity I 
(μg/mg-protein/hr) I 

β－glucuronidase 

33.6＊～117.6料

(75.6）料＊

26.9～94.1 
(60.5) 

167.4～243.0 
(205.2) 

117.2～194.4 
(155.8) 

Acid-phosphatase 

Conditions 

(b) Lysosomal enzyme activity in human brain tumor 

Acid-phosphatase β－glucuronidase 

Total activity I 
(μg/mg-protein/hr) (9) I 
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常値へ復している（Table-2). ζの傾向は APの

free activityでも全く同様で， 3日目で，すでに正常

値の約2倍の値を示し， 5日目以後，急激に活性値は

低下を示した（Table-2).

3.実験的脳腫蕩組織におけるライソゾーム酵素の

変動

ENU経胎盤投与1lJにより作製された実験的脳腫蕩

ラットの腫蕩組織中のライソゾーム酵素活性の変動を

検討する為， SD系脳腫蕩ラット 9匹を用いて同様の

検討を行った．実験的脳腫蕩組織中のかG,A-P活

性は正常脳組織に比し異常に高い値を示した. B-Gで

は totalactivityで平均 75.6/mg proteni/hr, A-P 

で平均205.2であった．乙の内， freeactivityの占め

る割合は両酵素とも，約80%を示した〔Table-3a).

4.人脳腫蕩組織におけるライソゾーム酵素の変動

人脳腫蕩組織は9例で， Meningioma〔1),Astrocy-

toma (3), Glioblastoma multiforme (3), Acoustic 

neurinoma (2〕である.B-G, A-Pともに活性値の変動

巾は広いが，実験的脳腫蕩組織と同様に totalactivity 

は，各々，平均52.7, 111. 7と異常な高値を示し，さ

らに freeactivityの占める割合も70～80%と同様の

傾向を示した（Table-3b). ζの結果から，脳臆場組

織における totalactivityの異常高値は freeactivity 

の活性上昇lζ依る事が判明した．

5. ライソゾーム酵素lζ対する薬剤効果

a〕Stabilizerとしての steroidhormoneの効果

i）正常脳組織：正常成胤JJ出での freeactivityと

45.2～64.8 
(52.7) 

105.6～121.9 
(111.7) 

84.1～94.1 
(87.6) 

38.5～41.7 
(39.8) 

料水 meanvalue ( ) cases 

binding activityの比が，ほぽ1: 1の対応をしてい

る事は前述したとζろであるが， ζの時期iζsteroid

hormone を投与しでも，ライソゾーム酵素は何らの

影響も受けず， 1 : 1の対応は崩れなかった（Table-

4a〕．

ii）外傷脳組織：急性期における steroidhormone 

の効果をみると totalactivityは B-Gで steroid非

投与群lζ比し， 3日目で29%, 5日目で19%, 7日目

で27＇｝；の活性抑制が認められ， A-Pでも B-Gと同様

lζ3日目で40%, 5日目で25%, 7日目で33%の抑制

効果が認められた（Table-4b〕． ζの変化を freeacti-

vityの面から観察すると， 。－Gでは steroid非投与

群lζ比較して， 3日目で35%, 5日目で43%と明らか

な抑制効果が認められたが， APでは B-Gの場合と

異なり，急性期の3日目， 5日目でも，全く非投与群

との差は認められず高値を示し，抑制効果は認められ

なかった（Table-4b).

b〕細胞の分裂，増殖の stabilizerと云われる

DBc-AMPの効果

i）正常脳組織：正常成胤脳IC::対する DBc-AMPの

効果は steroidhormoneと全く同様で， B-G,A Pと

もに，全く影響は受けなかった（Table-5b).

ii）外傷脳組織：急性期における DBc-AMPの効

果は totalactivityとしては B-Gで非投与群lζ比し，

3日目で46%, 5日目で37%, 7日目で16%と著明な

活性抑制を受けている A-Pでも B-Gと同機lζ，

DBc-AMP投与群では， 3日目で41%, 5日目で49
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Table 4. (a) Effect of st疋roidhormone on !ysosomal enzyme activity 

in normal rat brain 
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Acid-phosphatase 
(μg/mg protein/hr) 

62.7土4.97

31.7土3.23

31.0土4.10

(b) Effect of steroid hormone on !ysosomal enzyme activity in injured rat brain 

｜ 何 lucuro山 se !! Aci竺空phat蹴
(μg/mg-protein/hr) !i (μg／ロ巴in/hr)

j Total activity ] Free activity ]I Total act凶 y j Free activity 

6.30土仏お I 4.34土o.64 [: 9o.o ± 13.5 I 51.2土4.19

4.50土o.61 I 2.83土0.93 11 54.2土6.51 ' 51.9土5.13

9.52土o.84 I 4.61土0.42 ]! 128.1士20.5 I 51.1土4.08

7.76土0.47 ! 2.84土0.23 :1 9日士山 1 62.4土6お

5.21土O必！ 出土0.19 II 11i. 1土17.s I 17.4土L
3.80土o.37 I 2.94土0却 II 74.5土s.19 I 2i.o土1店9 5 

2.81土0必 I 2.14土0却 11 66.5土5.98 I 26.2 ± 3.但

m 土0却 ｜ 1回土O錦 II 1u土6貯 I 35.6±3.邸

Conditions 

I non treated (9) 
3 days I I Steroid (6) 

I non treated (9) 
5 days I 
I Steroid (6) 

I non treated (9) 
7 days I 
I Steroid (6) i 

! non treated (9) I 
30 days I I i Steroid (6) I 

Values represent as mean±S.D. ( ) : Cases 

Table 5. (a) Effect of DBc-AMP on lysosomal enzyme activity in 

normal rat brain 

Conditions 
Acid-phosphatase 
(μg/mg-protein/hr) 

Total activity (6) 

Free activity (6) 

Binding activity (6) 

β－glucuronidase 
(μg/mg-prot冶in/hr)

2.73±0.20 

1.61土0.81

1.12土0.19

64.8土3.03

33.7土3.07

31.1土3.05

(b) Effect of DBc-AMP on lysosomal enzyme activity in injured rat brain 

I /3-glucuronidase I 凪両雨戸atase
(μg/mg-pro匂in/hr) ,I (μg/mg-protein/hr) 

Conditions [ To凶似ivityI Free舵 tivity II To凶叫vi川Freeactivity 
non treated (9) 1 日0±0品！ 4.34土0.64 i 90.0土13.5 ! 51.2±4.19 

3 days DBc AMP何i I 3.43±0.58 ' 2.87 ±0.23 11 53.2土6.80 I 5肌 4.20

non treated (9) 9.52土0.84 : 4.61土0.42 11 128.1土20.5 I 51.1土4.08
5 days r 1 'I ! 

DBc-AMP (6) 5.98土0.76 3.07土0.46 ! 65.2土7.82 . 56.4土5.02

5.21土O必 l 2.16土0.19 i! 111. 7土17.8 ! 
4お土0.36 i 3.10±0.16 ii 61.山 91 ! 

2.81 ±0.42 1 2.14±0.30 II 66.5土5.98 I 

3.12±0.54 I 2.22土0.20 Ii 71.2 = 7 .04 

non treated (9) 
7 days 

1 DBc-AMP (6) : 

i non treated (9) 
30 days I 

I DBc AMP (6) 

Values r官presentas mean土S.D. ( 

17.4土1.44

21.7土2.06

26.2士3.02

37.4士4.12

) : Cases 
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男6, 7 日目で45~百の著明な抑制を受けていた（Table-

5a). 一方， freeactivity lζ着目して， 急性期の両酵

素の変動を観察すると， B-Gでは，非投与群lこ比較

して， 3日目で34%, 5日目で33%と明らかな活性抑

制を認めたが，APでは， steroid投与群と同様lζ3

日目， 5日目で全く抑制効果を受けなかった（Table-

5b〕．
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Photo. 3 Injured brain of rat 4 weeks after 

opration. 

B）組織化学による実験成績

1）外傷脳による変化

術後3日～5日：薬剤未処置群では，切載部位lζ一

致して， B-Gが比較的，組大頼粒として濃染される

が， 3日目では，頼粒の密度は組であるのに対し， 5日

目では，明らかに，切番安部位lζ限局して，非常に密度

の高い染色像が得られた．一方， steroid, DBc-AMP 
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処置群でも，未処置群と同等lζB-Gが頼性として染

色され，組織化学によっては，明らかな抑制効果を認

める事は出来なかった．

術後7日：薬剤未処置群では，未だ切殻部位ICて

B-G頼粒の強い反応を認めるが， 5日自に比して染色

度は弱く，密度も組であった.steroid, DBc-AMP処

置群では，未処置群lζ比し，明らかに染色度は低下し

ていた．

術後30～60日： ζの時期には，切議部位lとても，

B-Gの染色像は全く認められなかった．

2）実験的ラット脳腫蕩組織

腫蕩組織中でのふGは diffuseな染色像としてと

らえられるが，はっきりとした個々の頼粒としては染

色されない．しかし，正常脳組織との境界部では，比

較的粗大な頼位として染色された．

3）人脳腫蕩組織

ラット脳腫湯組織と同様に，腫場組織全体lζdiffuse

な染色像としてとらえられるが，腫場の種類によって

は，比較的微小頼粒としても染色された．

考

A〕生化学的検討

察

lysosome酵素が1955年， de,Duve8＞等により生化

学的に発見されて以来， ζの中iζ含まれる酸性水解酵

素も初期の5種類から，今や， 40数種類を数えるに至

った.lysosomeの機能も細胞内での消化（digestion),

異化（catabolism），貯蔵（strage〕，輸送（vesicular

tranport〕など多岐にわたり， さらに，最近では，生

理的な細胞ll27J分裂から老化現象7)20), 更に， 悪性腫

蕩の細胞分裂3）にまで，何らかの形で関与すると云わ

れている．ライソゾーム酵素活性の表現形式について

de Duveらは boundactivity (latent activity), free 

activity9＞として表し， Dingle らは unsedimentable

activity, Sedimental activitylOJ35J として報告してし、

るが，今回，著者は．外傷脳，実験的脳腫蕩，人脳腫

蕩など各種病態における細胞での lysosome酵素の動

態をふG,A-Pの2種類の酵素を対照として total

activity, free activity, binding activityの3つの表現

形式に分けて，その変動を分析し， lysosome の機能

を酵素化学的に詳細に検討した．

1.細胞障害時の lysosomeenzymeの変動

脳組織が損傷を受けると，出血，壊死，浮腫等急性

期の反応を経て，融解，吸収，修復と云う一連の脳組

織反応、が生じる．とれlζ伴ない細胞レベルで lysosome

酵素活性が大きく変動すると云われている．著者の実

験においても， totalactivityの変化として，急性期で

B-G, A-Pともに上昇し，第5病日で peakを示し，

それぞれ正常値の4.6倍， 2.5倍の活性値を示した． 7 

日以後でも，なお高値を持続するが，その後，漸時，

下降して4週から 8過には，ほぽ正常値』ζ復している

(Table-2). free activityはB-G,A-Pともに受傷

後3日目で，すでに peakIC達し，それぞれ，正常値

の3.4倍， 1.5倍の活性値を示した． しかし，その後

free activityは totalactivityとは態度を異lζし，受

傷後5日目より急激に低下を示し，受傷後7日目ICは

正常値lζ復している（Table-2）.細胞障害時lζ生じ

た著明な lysosome酵素の活性上昇が従来考えられ

ていた lysosome酵素iζ対する見地より見ると，今

回，得られた著明な totalactivityの上昇現象κ関
しては説明出来ない．この現象は，いわゆる“bound

form→free form”の theoryで説明された lysosomal

repairing enzymeの機能仮説をはるかに越えた複雑

な機能と現象が生じている乙とを示すものと考えら

れる．少なくとも，細胞障害時lζlysosome酵素は

細胞内環境変化K，直ちに対応して反応し，細胞内

IC，急速に induseされるものであるζと，しかも，

2つの存在様式として示した freeactivityとbinding

activityは，単lζ同一機序lζ基づき活性化され，相互

間で変換されて型を変えるものとは言い難〈，複雑な

機構によって細胞内で生成，消失されていると思わ

れる． ζの考えを裏ずける事実として，著者は free

activity, binding activityの変動を正常脳の活性値lζ

対する増減率として検討を加えてみた（Fig.1）.両酵

素とも，それぞれの酵素活性聞において，明らかに上

昇速度と増加率との間lζ差を生じている．受傷後，ま

ず最初に freeactivityが急激に上昇し， 3日目でピ

ークに達し，その後，急速に低下さ， 7日自には正常

活性値に復している．しかも， ζの freeactivity上

昇は，明らかに induseされたものと考えなければ説

明出来ない値を示している．一方， bindingactivity 

は freeactivityのピークを示す3日目以後も急激に

上昇を続け， 5日自にピークを持ち，それ以降は，徐

々に減少する態度を示した． ζの2つの存在機式を示

す enzymeactivityの統合として totalactivityのほ

ぼ4週にわたる細胞障害時の repairingenzyme acti-

vityがとらえられた事は極めて，重要な興味ある事実

と考えられる しかも，後述するが，脳細胞障害の修

復lζ重要な役割を持つと考えられ， しかも lysosome
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酵素 lζ対しては，代表的な stabilizerである steroid

hormone IC対する freeactivityと bindingactivity 

の反応性は全く異なり，障害初期IC急増する free

activity は，全く無反応で stabilize されず遅れて上

昇し，長期間活性化されている bindingactivityがき

わめて著明な反応を示すζとは， 2つの異なった活性

型が細胞障害IC対しては，明らかに異なった反応機構

から生じ， 又，役割も異にするものであろうと推察さ

れる．少なくとも， ζの現象から，細胞障害lζ伴なう

lysosome酵素の活性上昇は repairingmechanismの

一環としての生体反応であり， lysosome酵素として

は．主として bindingactivity と云われる部分が主

役を演じていると考えられる．

2.細胞分裂における lysosome酵素の変動

（実験的脳腫蕩，人脳腫療）・

lysosome酵素自体iζ蛋自分解能や DNA分解能が

存在するζとより，細胞分裂に lysosomeの関与が考

えられる事を Allisonが報告して以来ベ細胞分裂に

伴う lysosome酵素の変動についての多くの報告がな

されてきた 特に，ライソゾーム酵素活性の変動か

ら．悪性腫蕩細胞の発生機序を解明しようとする試み

は多数の研究者逮によってなされている．著者も，今

回， ENU誘発実験的脳脆蕩組織と人脳腫霧車且織に

おける lysosome酵素活性を freeactivity, binding 

activityの面より分析し，悪性腫望書とライソゾーム酵

素との関連を検討した．

ライソゾーム酵素の変動については，すでに Alli-

son2l, Allen4J, Monisl9J, Fishman12l引25J29Jらにより悪

性腫蕩組織における lysosome酵素が著しく高い事は

報告されている．著者の研究においても同織に，実験
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的脳腫湯のかGは totalactivityで，正常脳の約17～

59倍， A-Pでは，約3～4倍の異常高値を示した

(Table-3a）.さらに，両酵素IC共通して freeactivity 

が totalactivityの70～80%を占める結果を得た． ζ

の傾向は，人脳腫蕩組織においても，全〈同様であっ

た（Table-3b). この結果から，脳股蕩組織における

total activityの活性上昇は，ほとんどが freeactivity 

によるものである事は明白である．との事実は free

activityが腫場細胞の分裂増殖の際lζ，何らかの役割

を演じているにちがいないと考えられる．一方，佐

藤，柴田ら28)30）は，外傷脳急性期における lysosome

酵素の変動に関する報告の中で，外傷脳組織の急性反

応としての出血，脳浮腫等のピークは．一般的には．

3日目までにあり，。－G,A-Pの活性値が5日目ICピ

ークを示した事は， repairing enzymeとしてのライ

ソゾーム酵素の働きだけでは説明出来ないζとを指摘

した． ζの点lζ関して，著者は，外傷脳において， 5

日目lζ見られる totalactivityのピークは freeactivity 

の peakと，上昇して来た bindingactivityの相加

作用によって引き起ζされた結果であることを示し

た．また．柴田，佐藤らは，外傷脳で受傷後5～7日

目頃より．組織学的に glia細胞の反応性増殖が急

速に起っているζとに注目し， lysosome酵素の total

activityのピークが5日自にあるζとを，細胞分裂に

関連するものとしてとらえている．今回の著者のデー

ターから， ζの5～7日自にはbindingactivityの急

増があるととが明らかとなった． ζの事実は，腫場組

織での lysosome酵素の活性型が，大部分 freeactivity 

が占める事とは，全く異なる現象である．乙れは，ラ

イソゾーム酵素が細胞分裂増殖に密接に関連して活動
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しているζとを裏づけたものであり，同時に又，腫蕩 は A-Pでは一層著明で freeactivityは受傷直後か

細胞と正常細胞の分裂，増殖時におけるライソゾー ら全く抑制されず，早期より一過性の増加を示し， 3

ム酵素の存在型が異なるζとを証明したものである． 日目で，すでに peakk達している点， ζれに反して

損傷脳と腫蕩細胞で得られた細胞分裂現象に際し， binding activityは BG以上lζ，早期より完全に抑

lysosome酵素変動の相違の mechanismを解明する 制されている（Fig.2a）.ζの結果から，外傷脳急性

ζとζそが，正常細胞と腫蕩細胞の細胞分裂機構の相 期lζsteroidhormone によって stabilizeされる部分

違の解明に関連するものと期待される． は bindingactivity にほかならないと考える．

3. Steroid hormoneとlysosomalenzyme 4. DBc-AMPとlysosomalenzyme 

Steroid hormoneがライソゾーム酵素を stabilize 1958年lζ発見された DBc-AMP32>33＞が hormone

する事を Weissmann36>37l,Briggs6＞らが報告してい response theoryから腫蕩細胞の分裂，増殖を抑制し，

る3llー著者の実験でも，外傷脳急性期で， 13-Gは20～ 未分化細胞を，より分化させるとして抗腫湯剤への応

30%, A-Pは30～40%の totalactivityの抑制効果を 用が試みられている14)15）著者は脳腫蕩組織のみなら

認め，諸家の結果と一致した（Table-4b). しかし， ず，外傷脳組織に対する影響についても検討を行なっ

free activity lζ対する抑制効果は 13Gで認められた た．外傷脳急性期における DBc-AMPの lysosome

ものの， A-Pでは，全く認められなかった． ζれは 酵素lζ対しての効果は， totalactivityとして 13-Gで

lysosome酵素の種類の差IC原因するのか，あるいは， 35～45%, A-Pで40～50%の抑制効果を示した

閉じ生体内での酵素の機能的特異性に原因するのか， (Table 5b). ζの事実は DBc-AMPが Steroid

又，同一酵素の有する存在形式の特有の反応機能の相 hormoneと同等か，又は，それ以上の抑制力を持つ

違によるのか，未だ，はっきりした解明は得られてい ている事を意味しており， lysosome酵素の Stabilizer

ない．しかし， ζれを薬剤未処置群の結果と同様IC, と云ってよい． Steroidと比較する為，正常脳lζ対

正常脳lζ対する増加率で表わして見ると，両酵素と する増加率で検討すると， freeactivity においては

ふ非常IC共通した動きを示した．即ち， 13-Gのfree steroid hormoneと同様IC13-Gで若干の増加率の低

activityは未処置群群と同様に，受傷直後より若干の 下が認められたが，それにも増して bindingactivity 

抑制は受けているものの，上昇開始は，最も早く， 3 への抑制効果が強い傾向を示した との傾向は Ap 

日目で peaklζ達し，その後，上昇は示さなかった． では一層著明で freeactivityは全く抑制されず，未

ζれに対し bindingactivityは受傷早期より，著明lζ 処置群と同様に，早期に一過性の増加を示している

抑制され，その上昇速度は極端に鈍り， 3日目頃より が， bindingactivityは steroidhormone処置群lζ

上昇傾向を示す. peak 時の 5日目では303;>', 7日目 もまして， 5日目まで完全に抑制される結果を示し

には 100%の抑制を受けていた（Fig.-2a〕． ζの現象 た．従って，急性頭部外傷時の totalactivityの上昇
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は，主lζbindingactivityの上昇による結果であ

ると同時に，薬剤によって抑制されるのも binding

activityであり， freeactivityは影響を受け難い事

が明白となった．しかしながら， DBc-AMPによる

Jysosome酵素の抑制機序が， steroid hormone と同

様に lysosome膜の安定化lζ直接，働く為にもたらさ

れるのかどうかは， ζの実験では解明出来なかった．

何故ならば，高須らの脳腫蕩患者の髄液中で34），又，

長沢26J，松元21)らの人脳腫蕩，実験的脳腫蕩組織中

でも認められているように，悪性度の高い腫蕩程

lysosome酵素活性が著しい上昇を示している点や，

steroid hormoneのみでは腫蕩組織中の freeactivity 

を低下させる事は出来なかった事， さらに， DBc-

AMP投与によっても，ある程度までしか酵素活性を

低下させる事が出来ないばかりか，投与中止によっ

て，短期間で，再び活性上昇を認める点等を考え~な

らば， lysosome酵素活性動態のメカニズムを解明す

るには，未だ，不明な点が多く，今後の地道な研究を

待たねばならない．

B）酵素組織化学的検討

Lysosome酵素は形態学的には，すでに， 1954年

Rouillerらによって電顕的lζ “Pericanaliculardense 

body＂として観察されていたのであるが， 1956年，

Novikoff により lysosomeと同ーのものとして紹介さ

れ22），後年，彼は電顕酵素組織化学的に， ζれを証明

している23J＿今回，著者は lysosome酵素の 1つであ

るBG について，各種の脳の病態におけるかGの

活性変化を生化学的lζ追求した． ζの病態でのかG

の局所動態を酵素組織化学的な面から裏づける為，

13-Gの染色を行なった．外傷脳における steroidhor-

moneとDBc-AMPの抑制効果を酵素組織化学的に

捕える事は不可能であったが，少なくも，脳損傷時の

生化学的な lysosome酵素活性の上昇が，損傷部位lζ

限局する酵素活性によるものである事や，受傷後4週

以降では，酵素組織学的lζ，損傷部位での酵素活性

が，全く認められない点等，生化学的な活性変動の十

分な裏づけとなり得た事は非常に有意義な事であっ

た．さらに，実験的脳腫蕩，人脳腫蕩においても，全

く同様に，腫蕩組織全体lζ，微小頼粒として diffuse

lζ，高い酵素活性が認められた事であり，腫蕩細胞と

正常脳細胞境界lζ認められるかG 活性は比較的粗大

な頼粒として染色され，頭部外傷急性期の頼粒と非常

lζ似かよっている反面，腫蕩内の活性とは，やや異な

った形でとらえられた． ζれらの所見は，生化学的lζ

とらえられた repairingenzymeとしてのライソゾー

ム酵素活性の上昇と，細胞分裂に伴うライソゾーム酵

素活性の上昇とが異なる mechanismによるものでは

ないかとの考えを酵素組織化学の面より裏づけ得るも

のと考えられた．今後，更に，多方面の研究分野よ

り，乙の現象の解明につながる詳細な検討がなされる

ζとが期待される．最後lζ，著者は，本実験をとおし

て，脳にとっては，ライソゾーム酵素の freeactivity 

と bindingactivityとの比が1対1の balanceを保

っている事が，脳の正常な機能をつかさどる上で最も

大切な事であり， ζのbalanceが崩れる時とそ，脳に

とっては異常な病態lζおち入って行く時であろうと考

える．との意味から，各種病態時における freeacti・ 

vity並びlζbindingactivityの異常上昇を，ただ単

lζ，下降させてしまう事だけが決して，脳細胞に対し

ての良い治療法ではなく，との unbalanceを正常の

balance lζ戻す事ζそ，最も必要な治療につながるも

のではないかと考える．

結 語

実験的外傷脳ラット，実験的脳腫蕩ラ yト．人脳腫

蕩の脳組織を用いて，各種病態時における脳組織中の

lysosome酵素活性の変動を生化学的，並びに酵素組

織化学的に追求し，さらに， steroidhormone, DBc-

AMPの lysosome酵素lζ対する影響も，併せて追求

した．

生化学的検索

1.正常成糸脳：正常脳組織中での freeactivity 

とbindingactivity は， 13-glucuronidase,acid phos・ 

phataseの両酵素とも，ほぽ， 1: 1の対応を示した．

2.外傷脳： 1)Total activityの変動： 13-glu・

curonidase, acid phosphataseの両酵素ともに，外傷

後，第5病日lζpeakを示し，正常脳と比較して，夫

，々 4.6,2.5倍の活性値上昇を示したが，その後，漸

時下降して，外傷後， 4～8週で，ほぽ，正常値lζ復

した.2) Free activityの変動：totalactivity, binding 

activity IC比べて，両酵素とも freeactivityの上昇速

度は速く，かつ上昇開始も早期で，その活性値上昇も

一過性であった．すなわち，すでに，第3病日で活性

値は peaklζ達し，夫々，正常値の2.1,2. 0倍の値を

示し，第5病日まで活性高値が維持された後，急激に

正常値lζ復した．

3.実験的脳腫蕩： Totalactivityはかglucuroni・

daseで，最高117.6，平均75.6, acid phosphatase 
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で，最高243.0，平均205.5と異常な高値を示した．一

方， freeactivityは，夫々，平均60.5, 155.8と total

activityの約80%を占めていた．

4.人脳腫蕩： Totalactivityは 13-glucuronidase

で，最高64.8，平均52.7, acid phosphataseで，最

高121.9，平均111.7と高値を示し， freeactivityは，

夫久平均39.8,87.6 と totalactivityの70～80%

を占めていた ζの事から，実験的脳麗蕩と人脳腫蕩

での lysosome酵素の動態は，全く同じ傾向を示し

fこ．

5. 薬剤効果 1) Steroid hormone ・ Total activity 

では，薬剤未処置群IC比して，第5病日に，日－glucu-

ronidaseで19%, acid phosphataseで25%の活性値

抑制を認めた．一方， freeactivityは，第5病日IC,

13-glucuronidaseで43%の抑制効果を示したが， acid 

phosphataseでは，全く抑制効果が認められなかっ

た.2) DBc-AMP. Total activityでは．薬剤未処置

群lこ比べて，第5病日IC, 13-glucuronidaseで37%,

acid phosphataseで49.%の活性抑制を認めた free

activityでは，第5病日lζ13-glucuronidaseで33,9-，；の

活性値抑制を認めたが， acidphosphataseでは， 全

く抑制効果は認められなかった．との事から，明らか

に， steroidhormoneが lysosome酵素の stabilizer

である事，又， DBcAMP IC, steroid hormoneと

同等か，あるいは，それ以上IC, lysosome酵素の

stabilizerとしての働きの存する事が証明された， さ

らに．外傷脳急性期においては， free activityが薬剤l

の影響を受け難い傾向にあるのIC対して， binding 

activityは，もっぱら，薬剤によって抑制され易い傾

向にある事が判明した．

組織化学的検索

l 外傷脳：外傷後，第5病日では，外傷部位に

致して，局所的lζ，B glucuronidaseが，高密度に組

大頼粒として濃染された． ζの事から，生化学的IC証

明された日－glucuronidaseの活性上昇が，外傷部位

の酵素活性に由来するものと考えられた． しかし，

steroid hormone, DBc-AMPによって，生化学的Iζ

立証された lysosome酵素活性の抑制効果を，酵素組

織化学的ICは証明出来なかった

2.実験的脳腫蕩：腫蕩組織全体lζdiffuseな B-

glucuronidaseの染色を認めたが，粒大頼粒としては

染色されなかった．しかし，腫蕩組織と正常脳組織と

の境界舘｛立では，粗大頼粒として染色された

3.人脳腫蕩．実験的脳腫蕩と全く同様に，腫場組

織全体lζdiffuseな染色像としてとらえられたが，頼

粒としては，はっきりと染色されなかった．しかし，

腫蕩の種類によっては，微小頼粒としての染色像もと

らえられた．

本論文の要旨は Fifthinternational meeting of the 

IS.N (1975年， Spain)6th. Int. Congress of Neurological 

Surgery (1977, sao Paulo），第19回日本神経学会総会 (1978

年，東京〉にて発表した．稿を終るに当り，終始御懇篤な御

指導，御校関を賜った恩師粟津三郎教授並びIC平野修助第2

生理学教授IC深甚なる感謝の意を捧げます．また本研究に際

し，御協力，御傾皇室を頂きました，柴田家門講師IC深謝し，

併わせて，日々御支援，御協力を頂きました，第2外科，脳

神経外科及び第1病理学教室員の皆様方lζ厚く感謝の意を表

します．
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