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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　The　localization　and　characterization　of　anionic　sites　ih　rat　alveolar　wall　basement　lnembrane

were　invest｛gated　in　physiological　and　pathologic　states　by　an　ultrastructural　histochemical　method，

　　　High　iron　diamine（HID）staining　after　enzyme・digestion　studies　demonstrated　the　presence　of

heparan　sulfate　proteoglycan（HS－PG）only　along　the　lamina　rara　externa（LRE）of　the　basement

membrane　under　alveolar　type　I　cells（ABM：1），　as　had　been　revealed　in　glomerular　base皿ent　mem－

brane．　The　HID・reactivity　of　the　LRE　was　heightened　by　the　high　iron　diamine・thiocarbohydrazide－

silver　proteinate（HID・TCH・SP）method．　Moreover，　though　slightly　weaker，　the　other　positlve　regiQn

was　also　revealed　by　the　same　method．

　　　The　alteration　in　the　distribution　of　HS・PG　of　the　a工veolar　wall　was　examined　in　acute　pul－

monary　edema　induced　by　intravenous　injection　of　Paraquat（PQ）and　Pneumotoxin（PT）in　rats．　In

PQ・induced　edema，　the　injury　was　more　severe　in　the　epithelitIm，　but　in　the　endothelium　in　PT・

induced　edema．　In　these　permeability　edemas，　no　change　was　observed　in　the　distribution　of　HS・PG

throughout　the　experiments。

　　　It　is　concluded　that　the　Ioss　of　HS・PG　is　not　the　primary　cause，　but　rather　the　disturbance　of

cellular　and　ilユterstitial　elements　is　important　in　the　development　of　permeability　pulmonary　edelna．

Shinshuハ4ed．ノ．，36：35－54，1988

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　July　28，1987）

Key　words：alveolar　wa11　basement　membrane，　heparan　sulfate　proteoglycan（HS－PG），　per・

meability　pulmonary　edema，　high　iron　diamine・thiocarbohydrazide・silver　proteinate（HID・TCH・

SP）method
肺胞壁基底膜，ヘパラン硫酸プVテオグリカソ，透過充進型肺水腫，高鉄ジアミソー一チオカルボヒドラ

ジドー蛋白銀染．色

NQ、　L　1988　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35



石　井　恵　子

　　　　　　　　　　・緒　言　　　　切版作製した・8％シー・・一ス麟液で瀞後
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　次の4種類の酵素で，37°Cにて12時間処理した7）8）。

　　肺胞壁は解剖学的に，肺胞上皮細胞一基底膜一毛細　　　1．Heparitinase　from　Flavobactefiztm　hePari一

血管1被細胞より繊されるガス交換｝こ関わる・thi・　　n・・m（生化学工業，東京）0．1unit／ml　i。0。1M

　sideと・基底膜間に間質が加わる物質代謝に関与す　　　　acetate　buffer（pH　7，0）

　るthick　sideDのいずれかにより構成されている。　　　2．　Chondroitinase　ABC　from　Proteus　vulga一

　つまり・thin　sideの基底膜は上皮と内皮の間に1層　　　　ris（生化学工業，東京）5　units／inl　in　O，　05　M

介在しているのに対し，thi・k　sid・において醐質　　T・i・・HCl　b・ffer（pH　8．0）

　に隔てられ・上皮下および内皮下に2層存在している。　　3．Neuraminidase　from　Arthrobacter　ureafa一

　　基麟は一般に・細包構築の糸附に関与するばかり　　ci・ns（半井化学，京都）1。。it／ml　i。0．01　M

でなく・異なった2つの環境における物質ラ醐の関門　　ph・・ph・t・buff・・（pH　6．8）

　としての機能を持っており，従来考えられてきたsize　　　4・　Hyaluronidase　from　Bovine　Testis（半井化

ba「「i・・fun・ti。・と並び，陰荷電部位（・ni・・i・・ites・　学，京都）O．・1％　in　O．1Mph。，ph、t，　b。ff。，

　AS）に基づくcharge　barrier　functionという概念　　　　　（pH　5，5）

が，ことに糸球体基底膜（glomerular　basement　　対照として，各酵素溶液に用いた緩衝液での処理を行

memb「ane・GBM）におけ研究2）3）から湘され　った．轡素溶液および緩徽で腿した切片を1塒

てきているが，肺胞壁においても同様の灘が存在し　間瀞した後，硫酸化・吻質に高い特異性を示す

ているのであろうか。また，肺における物質通過の異　　といわれているhigh　iron　diamine（H　I　D）染色9）

常は・肺水腫という病的状態を引きおこすが，この際　　およびその変法であるhigh　iron　diamine．thiocar、

肺胞壁のthi・・id・および・hi・k　sid・におけ7・9Uema　b・hyd・a・id…ilver　p・Qt・i1・at・（HID・TCH．SP）染

の機能に・何らかの変化が生じているのであろうか。　　色10）にて，23℃18時聞11）染色を行い，洗浄後2％四

それらの点に注目し，今回著者は，肺胞壁基底膜の　　酸化オスミウム水溶液で4℃1時間後固定をして，

ASを・正常ラットを用いて電顕組織化学的に検索し，　Quetol－812（日新EM，東京）に包埋した。　LKB＿

その局在と特性を明らかにするとともに，実験的に高　　4800型超ミクロトームで，ダイヤモンドナイフ（Di・

灘蛋白の囎外漏出をぎたす・）透1畳尤進型急酬f水　ATOME　Ltd．，　Swiss）鞭肌，干随シ，レ，・・一．

腫を作製しその変化について検討したので雛する。ゴー・レドの厚さに切られた禰刎一を，　HID法は銅

　　　　　　　　　II材料と方法　　　　　　　　　　　グリッド（Veco・Holland）にのせ無染色で，一一・fi，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HID・TCH－SP法は金グリッド　（Veco，　Holland）に

A　正常ラット肺胞壁のAS　　　　　　　　　　　　のせ2％TCHを含む10％酢酸水溶液で40分，引き続

　実験には体重2009前後の雄Wistar　rat（静岡県実　　き1％SP水溶液で30分間の二重染色を施行後，カー

験動物農業協同組合，浜松）を用いた。ネンブタール　　ボソを蒸着し，日立HS－9型透過型電子顕微鏡（75

麻酔下で・腹大動脈より0・1M燐酸緩衝（pH7．4）4　　kV）で観察した。なお，　H　I　D染色の対照としてdia．

％パラフォルムアルデヒド（PFA）にて灌流固定を　　mineを含まない溶液での染色を行った。さらに，塩

行い・気管を結紮し肺に空気が入ったままの状態で取　　基性物質である分子量1200の0．5％低分子ポリエチレ

り出し，さらに0・1M燐酸緩衝（pH7・4）1％PFA　　ンイミソ（PEI）12）8，5％シュクP一ス加溶液中（pH

一1％グルタールアルデ・ド（GA）セ・て気骸内注　7，4）に，灌流醗鯛・に取咄し姓の肺組織を，

入固定をした後細切し，シリソジ内で用手的に減圧5）　　1mm3以下の大ぎさに細切し30分間浸透させ，0，2M

して，1時間同固定液中で浸漬固定した。その後，凍　　　カコジル酸緩衝液（pH　7．4）にて洗浄し，引き続き

結の際に生じる小氷塊による組織破壌を防く・目的で，　　0．1％GA－2％燐タソグステン酸（PTA）溶液（pH

1％　dimethyl・ulf・・id・（DMSO）を含んだ10％グ　7．4）にて，1時間固定およびPEIの〃グステン

リセリン水溶液6）に1時間浸潰させ・取り出した肺組　　イオンと結合して不溶性の粒子を形成することによる

織をOCTコソパウンド（Lab・Tek・Miles・Illinois）　　視覚化を行い，同カコジル酸緩衝液にて洗浄，2％四

炮埋L，ドライアイスーアセトソ中で凍結し，　酸化オスミウ・水溶液にて2日鋼後蹴をして，型の

C「yostat　II（Ames・Miles・工11inois）にて20μmの　　　ごとく電顕包理を行い，超薄切片作製後，1％酢酸ウ
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肺胞壁基底膜のcharge　barrier

ラニール水溶液と4％クエン酸鉛13）による二重染色　　たラットを用いた。

を施したものについての観察も行った。

。遡雌型急性肺水腫の耀　　　　　　　 III　＊吉　果
　1．パラコート（Paraquat　dichloride：pQ）投与　　A　正常ラット肺胞壁のAS

　　群　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HID染色により正常ラット肺胞壁基底膜は，1型

　体重2009前後の雄Wistar　ratに生理的食塩水に　　肺胞上皮下基底膜（ABM：1）の肺胞腔側（1amina

溶解したPQ（4、8mg／ml，武田薬品工業，大阪）20～　　rara　externa：LRE）に，電子密度は低いものの，対

40ing／kgを尾静脈より1回投与し，投与直後～1週　照（Fig．1a）と比べると明らかな線状の陽性部を認

間の経過で1～3匹ずつ経時的に屠殺し，肺組織を前　　めた（Fig．1b）。変法であるHID・TCH・SP染色

述の方法と同様に間定およびHID，　HID－TCH－SP，　は，同部をより電子密度の高い反応産物として示す

PEIによる各染色を行い電顕組織化学的に観察する　　（Fig．1c）とともに，　H　I　D染色では明らかでなかっ

とともに，従来の1％酢酸ウラニールと4％クエソ酸　　たABM：1のLRE以外の部分，血管内皮下基底膜

鉛で二重染色した透過型電顕像および3μmのパラフ　　　（CBM）（Fig．1d）および皿型肺胞上皮下基底膜

イン切片にヘマトキシリン・エオジソ（H．E）染色を　　（ABM：II）（Fig．1e）においても，基底膜全体に点

施した光顕的観察も行った。　　　　　　　　　　　　在するまばらな反応産物を染め出した。それらの分布

　2．Pneumotoxin（PT）投与群　　　　　　　　　　はthin　side，　thick　sideを問わず同等であった。以

　a，PTの作製　　　　　　　　　　　　　　　　　上の陽性部は，各種酵素消化法のうちヘパリチナーゼ

　体重3009前後の雄Wistar　rat　30匹を用いて，エ　　でのみ消化され（Fig．1f），その他の酵素には抵抗

一テル麻酔下で腹大動脈より37℃に温めた生理的食　　性であることから，ヘパラン硫酸プロテオグリカン

塩水（生食）を灌流し，取り出した肺を太い気管支　　（HS・PG）であることが示された。なお，基底膜以外

および血管を取り除き細切し，湿重最を貴り25mg　　の部位では，　sulfomucinに寓む15）ll型肺胞上皮の

／mlの割合に生食を加え，　ミキサー（Ultra・turrax，　　surface　cQat（Fig．1e）および間質の膠原線維上に

JANKE　and　KUNKEL，　West　Germany）および超音　　反応産物を認め，後者はコソドロイチナーゼABCに

波破砕機（ヒートシステム社W375A，　New　Y。rk）　　感受性を示し，コンドロイチソ4／6硫酸，あるいはデ

により細片化したものを抗原液とし，倍容積のFreu・　　ルマタソ硫酸を含むことが示峻された。なお，強拡大

nd’s　complete　adjuvant（latron　Lab．，　Tokyo）と　　写真（Fig．1　c，　d）で認められる血管内皮細胞表面の

ともに2週間おき4回，体重2．5k9前後の雄家兎6　　まばらな銀粒子の沈着は，オスミウム後固定による非

羽（安曇農協，豊科）の後足蹄と背部の皮下に免疫し　　特異的なものである。一一fi，　PEI染色でも同様に，

た。最終免疫後2週間経過した時点で採血し，血清を　　ABM：1のLREには1列に配列する直径約10　nm

分離しPTとし，補体の非働化後，ラットの赤血球で　　前後の粒子状の反応産物が（Fig．19），それ以外の基

吸着したものを用いた。　　　　　　　　　　　　　　底膜上にはまばらに配列する反応産物が認められた。

　b．PTの投与　　　　　　　　　　　　　　　　　基底膜以外には，間質の膠原線維上に，規則正しく配

　体重2009前後の雄Wistar　ratにPT　1．5～5ml　　列する反応産物を認めた（Fig．1h）。以上より肺胞

／k9を尾静脈より1回投与し，投与直後～2週間の経　　壁基底膜はHS・PGで構成されるASにより最外層

過で経時的に屠殺。肺組織を前述と同様に固定，染色　　にあたるABM：1のLIR　Eに強いcharge　barrier

を行い，電顕組織化学的，電顕的および光顕的観察を　　が存在することが示された（Fig・2）。

行うとともに，肺および腎組織について灌流固定後凍　　　B　透過充進型急性肺水腫

結切片を作製し，fluorescein　isothiocyanate（FITC）　　　1．　PQ投与群

標識ヤギ抗ウサギIgGおよび抗ラットIgG（医学生　　　a，肉眼的観察：PQ投与後，高濃度投与群では3

物学研究所，名古屋）による直接蛍光抗体法14）での観　　時間頃より，低濃度投与群では2日目頃より動作緩慢

察も，落射型蛍光顕微鏡（Nikon　Optiphot　XF－EFD，　　を認め，しだいに内眼角部の血性分泌物の付着，頻呼

日本光学，東京）を用いB励起法（波長495nm，IF410　　吸，口腔・鼻腔より泡沫状分泌物の流出等をきたした。

～485：励起フィルター，515W：吸収フィルター）に　　屠殺郷剖所見では，いずれも極期には全身諸臓器のう

て行った。なお，対照として等量の生食のみを投与し　　っ血が見られ。肺は重最感を増し，巣状肺出血が散見
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された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　出あるいは傷害された上皮細胞の破砕物やフィブリソ

　b．光顕的所見：（25mg／kg投与群の経時的変化）　　を付着した基底膜が観察されるようになった（Fig．

投与後30時間で，末梢毛細血管領域を含む小静脈のう　　4b）。一方内皮細胞は，胞体の電子密度および小飲空

っ血に加えて，直径約100μm以上の血管の周囲問質　　胞の増加を早期に認め，しだいに胞体の凹凸不整の腫

の水腫性拡張が見られ，肺胞は部分的に虚脱し，一方　　大をthick　sideに，また時に，内皮下浮腫による部

で気腔拡張の不規則性を示し，頁型上皮細胞の腫大お　　分的な剥離をthin　sideにそれぞれ優位に認めるよう

よび肺胞腔への脱落が観察された。また，胸膜直下に　　になった（Fig．4c）。しかしそれ以上の変化はその後

肺胞内水腫を認めた（Fig・3a）。48時間後には，上記　　　も認められず，上皮細胞傷害が著明な時期でも内皮細

の変化D「一一．層著明となり，肺胞壁は問質細胞の顕在化，　胞は保たれていた。さらにthick　sideでは，上皮細

組織球様細胞の浸潤，多形核白血球（PMN）の遊走，　　胞の膨化が出現する時期と相前後して，間質浮腫が認

うっ血等により厚みを増した（Fig・3b）。以後肺胞内　　められ（Fig．4c），しだいに膠原線維の産生にあずか

水腫は全体にわたり観察されるようになり，壁の肥厚　　る中隔細胞の数が増し，線維増生へと進展していった

も一層強まり（Fig．3c），巣状肺出血も散見された。　　（Fig，4d）。基底膜は上皮細胞傷害が高度な部でも保

長期生存例の1週間後の所見として，肺胞膣滲出物の　　たれていた。また経過中，上皮および内皮細胞の接着

器質化や線維化が認められた（Fig・3d）。　　　　　　　装置には，移開等の変化は認めなかった。

　c・電顕的所見：電顕的には，経時的には光顕像を　　　d．電顕組織化学的所見：HID・TCH－SP法の基底

裏付けるミトコンドリアおよび層板小体の膨化，徴絨　　膜における染色性は，健常に保たれている部分と同様，

毛の減少等の変性傾向を示す皿型上皮細胞の増加と脱　　上皮細胞の空胞化や膨化が認められる部でも（Fig，

落線維芽細胞，脂肪滴を含む中隔細胞の増殖と線維　　5a），高度の上皮細胞傷害のため肺胞腔に露出した部

増生・再生皿型上皮細胞による壁の肥厚が認められた　　においても（Fig．5b）低下を認めなかった。それは

が，水腫性の変化としては・まず1型上皮細胞の胞体　　遊走細胞や滲出細胞の有無に関係なく　（Fig．5c），

の空胞化・水腫性の膨化（Fig・4a）が認められ，変化　　thin　side，　thick　sideいずれにおいても同様であった

の強い場所では，肺胞腔へ腫大した系剛蹟がバルーン　（Fig．5d）．さらにPEI法にても，その反応産物の

状に突出する所見も観察された。この変化は，早いも　　分布に変化を認めることはできなかった（Fig．5e，f）。

のでは投与後4時間の時点で認められ，thin　siCleに　　また，1型肺胞上皮のsurface　coatおよび間質の膠

おいて優位であった。その後，経過とともに1型上皮　　原線維の染色性にも変化はなかった。

細胞は変性・剥離をきたし，2日後には，肺胞腔に露

　　Fig．1　〔Jltrastructural　histochemical　findings　on　the　anionic　sites（AS）of　alveolar

　　　　　　wall　in　norlnal「at．

a．Control　sample（without　incubation　in　the　mixed　diamines），　×24，000

b．HID　stain：Though　wea1（，　the　lamina　rara　externa（LRE）of　the　basement　membrane
　　under　alveolar　type　I　cells（ABM：1）shows　reactivity（▲），　in　contrast　to　the　control
　　sarnple　（a）．　　×24，000

c．HID・TCH・SP　stain：HID－reactivity　of　the　LRE（▲）is　emphasized　by　this　method，　Sparse

　　reactivity　Qf　the　lamina　densa（LD）and工amina　rara　interna（LRI）is　also　revealed，

　　×40，000

d．HID・TCH・SP　stain　：The　capillary　basement　membrane（CBM）in　the　thick　side　also　shows
　　sparse　reactivity　（▲）．　　×20，000

e．HID－TCH・SP　stain：The　basement　membrane　under　alveolar　type　II　cells（ABM：II）also
　　shows　sparse　reactivity（▲），　while　the　alveolar　surface　of　type　H　pneumocyte　is　strongly

　　stained．　　×12，000

f．HID・TCH－SP　stain　after　heparitinase　digestion：Loss　of　reactivity　of　a工l　basement　mem・

　　branes　including　the　LRE　of　the　ABM：Iis　shown．　×18，000

9，PEI　stain：The　PEI－sta｛ned　granules，　approximately　10nm　ill　diameter，　are　found　regularly

　　distributed　along　the　LRE　of　the　ABM：1（▲）．　×18，000

h．PEI　stain：The　CBM　shows　sparse　reactivity（▲）and　interstitial　collagen　fibers（Co）

　　show　regular　reactivity．×18，000

AS：alveoler　space．　Cp：capillary，　In：interstitiu1n．

38　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol．36



肺胞壁基底膜のcharge　barrier

鑑

．一難＿難毒譲．鷲三，難＿黄　　　一

AS
　藷鋳．、．・．

磯舞

套

No．1，1988　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　39



石　井　恵　子

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロいぶ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　寓　　　　　　ぞ・．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tS．　　1　　　　哩．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　タ　　　　　　　　　　　　　　　　ド

鞭艶鱗躯舷議轄

図　　　　　　　　　　　　　　　　詑、鞭臨＿イ　　　；

蔑．　　．　　∵轡壽．・’1
牝　　　　　1　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・　　　　　　　　　　　冷黙・、囁

P

’醜　　　輔一職．　　　　　　　　　　　謹－姫吐懲　難・・Xh’冠　　　　一t…
　　　　　　　　　　　　　講

壷　三漉・1…・　・摸　。　　　　　　　・　．　　｝・撫．．一．＿　．　　　．㌧．・、，．．・．触・晦‘・・

CBM

　　　　　Fig．2　Schematic　diagram　of　the　alveolar　wall　basement　membrane　charge　barrier．

●：Distribution　of　high　and　regular　charge　density　anionic　sites　due　to　HS・PG　in　the　LRE　of

　　　the　ABM：1．

▲：Weak　and　sparse　charge　density　an｛onic　sites　in　the　CBM，　ABM：Iand　ABM：IL

Ep：1：alveolar　type　I　epithelium．　　　　Ep：II：alveolar　type　II　epithelium．　　　　　　　　　　　　．

　　　　　Fig．3　Light　micrographs　of　the工ung　from　the　rat　after　PQ（25mg／kg）injection．

a．Thirty　hours　after　injection：Expansion　of　peri＞ascular　connective　tissue　sheaths（一→）due

　　　to　interstitial　edema　and　subpleural　intra－alveolar　edema　are　seen．　H．　E　stain．　×40
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b．Two　days　after　inlection：The　alveolar　walls　are　mildly　thickened　by　proliferatingρell　com－

　ponent　and　the　alveolar　lumen　contains　detached　pneumocytes，　macrophages　and　red　blood

　cells，　loca11y　accompanying　exudated　fibrin．　Toluidin　blue（TB）stain，　×260

c．Five　days　after　injection：Thickening　of　the　alveolar　walls　and　proliferation　of　cell　component

　in　the　alveolar　lumen　are　more　intense．　TB　stain．　×260

d．One　week　after　inlection：Air　space　is　decreased　by　fibrosis　of　the　alveolar　walls　and　orga－

　nization　of　intra－alv．eolar　exudates．　H．　E　stain．　x　170
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　　　　　　　　　Fig．4　Electron　micrographs　of　the　lung　from　the　rat　after　PQ　injection．

a．Four　hours　after　40mg／kg　injection：The　swollen　cytoplasm　（＊）of　type　I　pneumocyte　is
　　　seen　in　the　thin　side．　x6，000

b．Two　days　after　25mg／kg　injetion：The　epithelial　basement　membrane　is　denuded　（▲）by
　　　disintegration　of　the　alveolar　epithelium　and　interstitial　edema　is　seen　in　the　thick　side．　The

　　　capillary　endothelium　is　preserved，　though　pinocytotic　vesicles　are　increased．　×6，000
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c．Four　hours　after　40mg／kg　inlection：Abnorlnal　thickening　of　the　endothelium　is　seerl　in　the

　　　thick　side　and　focal　detachment　due　to　subendothelial　edema（←一）is　seen　in　the　thin　side．

　　　Interstitial　edema　is　also　observed　in　the　thick　side（＊）．　x6，000

d．Five　days　after　20mg／kg　injection；The　alveolar　septum　is　thickened　by　proliferating　septal

　　　cells（SC）with　collagen　fibers．　On　the　left　of　the　figure，　a　regenerated　type　II　pneumocyte

　　　（II）is　present　and　repairs　the　denuded　basement　membrane．　×3，600　En：endothelium．
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　Fig．5　Ultrastructural　histochemial且ndings　of　the　alveolar　wall　basement　membrane　from
　　　　　　　　the　rat　after　PQ　injection．

a．HID－TCH－SP　stain：Swe11ing　and　vacuolation　of　the　type　I　pneumocyte　are　seen，　but　staining

pattern　with　the　HID－TCH－SP　method　is　not　affected（▲）．　x　12，000　b．　HID－TCH－SP　stain：The

epithelial　basement　membrane　is　denuded　by　detachment　of　the　epithelium，　but　staining　pattern

with　the　HID－TCH・SP　method　is　not　affected（▲）．×12，000　　c．　HID－TCH・SP　stain：Polymor－　「

phonuclear　leukocyte（PMN）from　the　capillary　lumen　and　macrophage（M）from　the　alveolar
space　approach　the　epithelial　basenent　membrane　respectively，　but　they　do　not　affect　the　HS－PG

distribution（▲）．×12，000　d．　HID－TCH－SP　stain：Detachment　of　the　epitheliuln　is　seen　irrespec－

tive　of　side，　but　staihing　pattern　with　the　HID－TCH－SP　method　is　no専affected（▲）．×12，000

e．PEI　stain　Severe　swelling　of　the　type　I　pneumocyte　is　seen，　but　there　is　no　change　in　the

distribution　of　PEI－stained　granules　on　the　LRE（▲）．×8，400　f．　PEI　stain：The　epithelial　deta－

chment　does　not　affect　the　distribution　of　PEI－stained　granules（▲）．　x　12，000
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　Fig．6　1mmunofluorescent　light　micrographs　of　the　lung　and　kidney　from　the　rat　sacrificed

　　　　　　　soon　after　PT　injection．（Blue　Excitation．）

a．Alveolus：Rabbit　IgG　is　demonstrated　along　the　alveolar　walls．×520　b，　Glomerulus　：Rabbit

IgG　is　demonstrated　along　the　glomerular　capillary　Ioops，　x　520

　Fig．7　Light　micrographs　of　the　lung　from　the　rat　after　PT（2m1／kg）injection．

a。Thirty　minutes　after　injection：Expansion　of　perivascular　connective　tissue　sheaths（一→）

due　to　interstitial　edema　and　subpleural　intra・alveolar　edema　are　seen．　H．　E　stain．×40

b．Thirty　minutes　after　injection：Intra・alveolar　edema；intra・alveolar　hemorrhage　is　noticed　in

addition　to　congestion．　H、　E　stain．×60　c．　One　week　after　injection：Alveoli　show　a　tendency

to　collapse　and　a　mild　septal　expansion　due　to　proliferation　of　the　interstitial　cell　is　seen．　TB

stain．　×20
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　　　　Fig．8　Electron　micrographs　of　the　lung　from　the　rat　after　PT　injectiolL

a．One　hour　after　2ml／kg　injection：Vacuolation（＊）and　abnormal　thickening　of　the　endothelium

　is　seen．　　x　6，000

b．One　hour　after　3m1／kg　inlection：Degenerative　endothelium　and　type　II　pneumocyte　which
　show　alteration　in　the　structul’e　of　mitochondria　are　seen，　and　severe　interstitial　edema（＊）

　with　exudation　of　fibrin（▲）is　also　observed．　×36，000
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c，Ten　minutes　after　sml／kg　injection：Disintegration　of　the　endothelium　and　swe11ing　of　the

　　type　I　pneumocyte（＊）are　seen，　but　the　basement　membrane　between　them　is　preserved．

　　　×6，000

d．Thirty　minutes　after　3ml／kg　injection　：Numerous　platelets（PI）are　present　in　the　capillary

　　Iumen　and　adhere　to　the　injured　endothelium．　The　cytQplasm　of　the　epithelium　is　Iess　electron・

　　dense　than　normaL　×6，000
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　2．　PT投与群　　　　　　　　　　　　　　　　　　d．電顕的所見lPT致死量投与早期の肺胞壁の変

　a．肉眼的観察：高濃度投与群では，数分～数十分　　化としては，まず内皮細胞の胞体の空胞化（Fig，8a）

のうちに，喘鳴を伴った呼吸困難とともに，口腔・鼻　　および凹凸不整の腫大が，PQ投与群で観察されたの

腔よりの泡沫状流出物の流涯が認められ，死に至るも　　と同じ傾向，すなわちthick　sideに主として認めら

のも観察されたが，個体差が著しく，同濃度投与でも，　　れ，時に内皮下浮腫による部分的な剥離が，やはり

投与後動作緩慢および軽い喘鳴を認めるもしだいに回　　PQ投与群と同様thin　sideにおいて観察された。

復するものも観察され，PQ投与群が進行性（非可逆　　上皮細胞は，1型の胞体の凹凸と軽度の淡明化が，皿

性）の変化を量すのと対照的であった。　　　　　　　　型にはミトコンドリアおよび層板小体の膨化等の変性

　b．蛍光抗体法：PT投与直後にはウサギIgGが　　傾向が認められた。またthick　sideの間質浮腫は，

肺胞壁および糸球体係蹄壁に沿って連続性に強く蛍光　　フィブリソの析出を伴い，PQ投与群に比べ強い印象

陽性となった（Fig．6a，　b）。ラットIgGはいずれにお　　を受けた（Fig．8b）。一方，疲状の回復が得られず悪

いても陰性であったが，2週闘後にはウサギIgGの　　化したものは，内皮細胞の傷害が高度で，水腫性の膨

蛍光は減弱し，かわってラットIgGが肺胞壁および　　化・崩壊・脱落が認められ，1型上皮細胞の胞体の水

糸球体係蹄壁に線状に陽性所見を呈した。対照群はい　　腫性の膨化も，thin　side，　thick　sideを問わず認め

ずれの時点においても，ウサギIgG・ラットIgGと　　られた（Fig．8c）。また，内皮細胞の傷害が強い場所

もに陰性であった。　　　　　　　　　　　　　　　　では，血小板の血管壁への付着（Fig．8d），　PMNの

　c。光顕的所見：（2mVk9投与群の経時的変化）　　遊走等の所見がめだった。さらに，肺胞腔へのフィプ

約半数が早期に死に至る致死量と考えられる2m1／k9　　リソの析出も認められた。経時的に観察できたものに

投与にて，喘鳴の聞こえる投与後30分の日寺点では，」血　　ついでは，thick　sideにおける間質浮腫はしだいに軽

管周囲間質の水腫性拡大および胸膜直下の肺胞内水腫　　減し，上皮および内皮の変化も軽微となり，PQ投与

が認められた（Fig・7a）。一方，この時点までに死に　　群で著しい肺胞壁肥厚が認められたのと同じ時期には，

至ったものでは，肺胞内水腫は胸膜下に限局せずに広　　中隔細胞出現による肺胞中隔の軽度の肥厚を残すにと

い範囲にわたり観察され，肺胞腔内への漏出性出血も　　どまった。基底膜の明らかな傷害は認められなかった。

散見された（Fig・7b）。投与後急性期を脱した2時間　　また，上皮および内皮細胞の接着装置にも著変を認め

後の時点では，血管周囲間質の水腫性拡大は依然とし　　なかった。

て認められたが，肺胞内水腫は少範囲に限局しており，　　　e．電顕組織化学的所見：PT投与群もPQ投与群

かわってll型上皮細胞の脱落および肺胞虚脱傾向，間　　と同様に，　HID・TCH－SP法（Fig，9a，　b）および

質細胞顕在化，うっ血による中隔拡火が主な所見とな　　PEI法（Fig．9c，d）にても，内皮・上皮細胞の傷

った。6時間後には，血管周囲間質の拡大および肺胞　　審および遊走細胞の出現の有無にかかわらず，いずれ

内水腫は認められず，1型上皮細胞の脱落，不規則な　　の部位でも，染色性すなわち反応産物の分布に著変を

肺胞虚脱および中隔拡大が認められ，その後もほぼ同　　認めなかった。

様の所見を呈しており（Fig．7c），　P　Q投与群で観察

された雛化へと爆す雛行性の変化1ま論ら漁　　　　Iv考　察

かった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　基底膜は周知のように，物質通過の関門としての機

　Fig．9　Ultrastructural　histochemical　findings　of　the　alveQlar　wall　basement　membrane

　　　　　from　the　rat　after　PT　inlection．

a．HID・TCH・SP　stain：Though　the　epithelium　is　preserved，　the　endothelium　is　damaged，

　　but　staillillg　pattem　with　the　HID・TCH・SP　method　is　not　affected（▲）．　×14，400

b．HID・TCH・SP　stain：Swelling　of　the　epithelium　and　exudation　of　fibrin（F）to　the　alveo工ar

　space　ill　addition　to　the　endothelial　inlury　are　seen，　but　staining　pattern　with　the　HID－

　TCH・SP　method　is　not　affected（▲）．　×24，000

c．PEI　stahユ：Detachment　of　the　endothelium　is　seen，　but　there　is　Ilo　change　ill　the　distri・　l

　bution　of　PEI・stained　granules　on　the　LRE（▲）．　×12，000

d．PEI　stain：The　endothelial　Cletachunent　and　macrophage　infiltration　do　not　affect　the　distri－

　bution　of　PE工・stained　granules（▲）。　×14，000
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能を持っているが，基底膜がすべて同一の微細構造と　　ヘパリチナーゼでのみ完全に消化され，その他の酵素

構成成分を持つか否かは明らかでない。組織の機能に　　には抵抗性であることから，HS・PGであることが示

　よって構造に差異があることは考えうることで，この　　された。さらに，このHID陽性部は，HIDによる

異質性は逆に，個々の組織の機能を理解する上で重要　　反応産物に銀粒子を結合させ陽性部を強調してみるこ

と思われる。現在のところ基底膜の濾過作用は，腎糸　　とのできるHID・TCH・SP法にて，より明瞭となった。

球体基底膜（GBM）において最も詳しく研究されて　　また同染色は，　L　R　E以外のABM：1，皿型肺胞上皮

いる。すなわち，その微細構造から推定される器械　　下基底膜（ABM：II）およびlittew内皮下基底膜（CBM）

的濾過を規定するsize　barrier　function16）17）とと　　においても，弱いながらまぽらに染まる反応産物を認

もに，構成成分のひとつであるグリコサミノグリカン　　めた。この肺胞上皮下基底膜の所見は，ABM：1と

（GAG）の陰性荷電に基づく電気的濾過を規定する　　ABM：IIの相違を　HID・TCH・SP法で検索した

charge　barrier　function2）3）カミあげられる。後者に　　Sannes5）の報告と一致していた。　P　E　I法では，　G　A　G

ついては，GAGのうちでも，その糖鎖中に硫酸基と　　の同定はできなかったものの，その反応産物の局在は

カルボキシル塞を持つヘパラン硫酸プロテオグリカソ　　HID・TCH・SP法の結果と一致していた。

（HS・PG）が重要であると考えられるようになり，　　　これら正常肺胞壁におけるASの検索により得られ

GBMの外透明層（LRE）に，その存在が証明されて　　た結果において，それぞれの組織化学的方法の特異性

いる18）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　について，いくつかの間題が生じたので，この点に関

　肺胞壁はその構造を考えた場合，ことにthin　side　　してまず考察する。　H　I　D法により示されたHS・PG

の基底膜は，上皮細胞と内皮細胞の問に1層介在して　　の局在は，従来の報告と一致していたが，本法は硫酸

おり，機能的にも外界との物質輸送の接点という点で　　基の検出においての特異性は高いものの感度はやや低

GBMと類似している。さらに臨床的にもグッドパス　　い。っまり染色性が弱く陽1生部の判読に困難があり，

チャー症候群で認められる，肺胞および糸球体に対す　　硫酸化ムコ物質が豊富に存在しないと，その検出が困

る抗基底膜抗体が存在する点で，両者は免疫学的に抗　　難となり，偽陰性としてしまう可能性があると思われ

原の交叉性が認められている。これらは，両者の基底　　る。その点，アルデヒド類と反応するヒドラジソ基

膜の共通性を示唆する興味ある事実である。　　　　　　（－NHNH，i）とオスミウム酸あるいは蛋白銀（SP）

　さて，肺胞壁基底膜におけるASに関しては，　ca・　　を還元するチオカルバミノ基（－SCNH2）を含むチナ

tionic　probesであるルテ＝ウムレッド（RR）19），コ　　ヵルポヒドラジド（H，NNHCSNHNH2：TCH）で架橋

ロイド鉄（CI）15）さらにH　I　D15），　HID－TCH・SP6）お　　　し，　H　I　D反応産物を強調するHID・TCH・SP法は，

よびPEI20）を用いて，その局在が超微形態的に検索　　硫酸化ムコ物質の検出により高感度となり，HID法

されており，また，GAG水解酵素による酵素消化法　　で陽性を塁さなかった部位も染まるようになる。今回

にて，GAG同定の試みがなされている15）19）。これら　　のHID法と　HID－TCH・SP法による陽性部の差異

の染色法のうち，RRは試料内への浸透がぎわめて悪　　は，この原因によると考えられる。次に，ポリアニナ

く，また，CIは高度に硫酸化されたムコ物質は染ま　　ンと静電的に結合するPEI法であるが，その結果は，

りにくく，むしろシアPムチソに強い親和性を有す　　やはり同様の染色機構…を持つRRを用いた従来の報

る21）22）という性質から，GAGの同定IU：k必ずしも　　告19）と一致していた。　PEIおよびRRは，硫酸基に

適切でない。そこで今回は，硫酸化ムコ物質に高い特　　限らず陰性に荷電している部位にひろく結合し，特異

異性が得られ，HS－PGの検出には最適と思われる従　　性は低いものの，特に低分子で浸透性に優れたPEI

来のHID法に加え，その変法であるHID・TCH・SP　　は，染色法も簡便でASの検出には感度がよい。しか

法を施行し，その染色性を比較するとともに，低分子　　しPEIは，　GAによる前圃定により反応性が失われ

陽荷電染料で組織浸透性に優れ，簡便に行えるPEI　　やすいという性質23）があり，染色条件1，Zついて検討の

法による検索を行った。　　　　　　　　　　　　　　余地のある方法であろう。今回HID法で陽性として

　その結果，正常ラットの肺胞壁基底膜のASは，　　認識できず，　HID・TCH・SP法で陽性となった部位は，

H工D法では従来の報告15）と同様，肺胞壁をひろく覆　　ヘパリチナーゼ感受性を示し，少星のあるいはまばら

っている1型肺胞上皮下基底膜（ABM：1）の肺胞　　にHS・PGを含むものと考えられる。　P　E　I法による

腔側（LRE）に線状に染まる陽性部を認めた。また，　　結果も同じことを示唆するが，さらに，硫酸塞を含ま
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　ない，GBMの内透明層（LRI）で示されている18）ヒ　　間質水腫，後者を肺胞内水腫と呼び，その発生には

　アルロソ酸といったGAGを含む可能性も考えられる。　いくつかの因子が複合して，肺毛細血管から血管外

　以上肺胞壁においては，ABM：工のLREにHS－PG　　に水分が漏出し，血管外水分量の増加をきたすことに

にょる強いchargeが存在し，その他の基底膜には，　なる。その因子としては，①肺毛細血管内圧の上

少蚤のHS－PGによる弱いchargeカミ存在すること　昇。②血漿膠質滲透圧の低下。③肺胞毛細血管壁

がわかった。それはthin　side，　thick　sideを問わず　の透過性の充進。④肺リンパ管流通の障害。⑤組

同等で，sideによる分布の差はなかった。しかし，　　織圧の低下。などが考えられており26），これらの因子

同じ肺胞上皮でもABM：IIにおいては，そのLRE　　のうち何が主体的な役割を演じているかにより3つに

に強いchargeは存在せず，　VacaroとBrodyヱ9）に　　大別される。すなわち①②が主因となるhydrostatic

よると，H型肺胞上皮は，基底面で基底膜を貫く突起　　edema，③が主因となるpermeability　edemaおよび

を出して直接間質に接するという所見を，電顕的にと　　④による1ymPhatic　edemaで，このうちhydrosta一

　らえており・明らかに1型肺胞上皮と異なり，より間　　　tic　edemaとpermeability　edemaが最も一般的な

質と密接な相互関係を持っているものと考えられる。　　ものである27）。この透過性充進に基づく肺水腫の大き

それはたとえぽ，間質におぎた異常をいち早く察知し，　な特徴は，漏出液の蛋自濃度がhydrostatic　edema

反応性の増殖へとつながるのかもしれない。いずれに　　のそれに比べて有意に高く，通常その患者の血清蛋白

せよH型上皮細胞の機能を解明する上で興味ある事実　　濃度のO・7以上とされている4）。その点に注目し，今

である。さらに・thin　sideにおける1層の基底膜の　　回は従来より肺胞上皮細胞に傷害を与え，肺線維症へ

LRE以外の部分は・thick　sideの血管内皮下基底　　と進展する非可逆性の変化をおこすとされている肺毒

膜（CBM）と同じく強いchargeは存在しないこと　　性の強いパラコート（pQ）および実験的グッドパス

が示されたが，thin　sideの基底膜は，上皮下基底膜　　チャー症候群類似モデルの作製に使われる　pneumo・

と内皮下藩底膜が緻密層で融合して1層になったもの　　toxill（PT）28）を用いて，いずれも尾静脈から1回投

で，すなわちその血管腔側は，CBMと同一であると　　与にて透過充進型肺水腫を惹起し，経時的観察を行っ

考えれば，両者は一元的に理解することができる。　　た。PQには，生体組織に有害なスーパーオキサイド

Staub24），　Guytonら25）による水分移動を中心とし　　および活性酸素の産生充進作用のあることが，主とし

た肺胞構造および生理的機能の概念によると，thick　　てin　vitroの実験などにより指摘されており29），こ

sideの結合間質が，水分移動の重要な交通路になっ　　のスーパーオキサイドの過貴産生の結果，特に酸素依

ていると考えられているが，CBMに強いchargeが　　存性の強い肺組織に細胞障害が惹起されることが示唆

存在しないことは，血管腔から間質への物質通過を容　　されている。今回のPQ投与群で観察された肺胞傷害

易にするのに好都合で，正常の状態では，間質からり　　の経時的変化，すなわち早期に1型上皮細胞の水腫性

ソバ管へと向かう経路により，異常な水分の貯留を防　　の膨化を認め，しだいに剥離して基底膜の露出がおき，

ぐ。一方，肺胞壁基底膜の最外層にあたるLREにお　　肺胞内滲出物の器質化および線維化による中隔の肥厚

ける強いchargeは，間質にいったん移動した物質が　　をきたすという経過は，従来のラットを用いた実験の

容易に肺胞腔へと移動しないように働いているものと　　報告30）31）と一致している。PQによる肺胞傷害は，

理解でき，前述の概念を裏付ける形態的な1つの根拠　　用いる動物および投与方法により多少の違いがあ

となるものである。　　　　　　　　　　　　　　る32）33）と言われているが，ラットは線維化へ移行す

　ABM：1のLREにおけるHS－PGの局在は，　GBM　　　る変化をきたしやすく，ヒトの肺線維症の実験モデル

におけるその局在と一致し，このことからも，GBM　　として有用と考えられている31）。一方PTは，馬杉腎

で考えられているいわゆるcharge　barrier　function　　炎におけるNephrotoxin（NT）と同様免疫学的機序

としての機構を備えている可能性を考えさすが，実際　　により，heterologous　IgGにより引きおこされる

に蛋白の漏出をきたす肺水腫状態におけるHS・PGに　　heterologous　phaseと，　heterologous　phase　IgG

よる　chargeの変化に関する報告はない。肺水腫は　　に対して産生されたautQlogous　IgGにより引きお

肺血管外に異常な体液の貯留をきたした病的状態と定　　こされるaUtologous　phaseの2相性の経過を示す病

義されており，水出納のバラソスがくずれ，肺胞間質　　態を惹起すると考えられる。このことは，今回の肺胞

組織あるいは肺胞腔内に水分の貯留がおこる。前者を　　壁および腎糸球体で観察されたウサギおよびラットの
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IgGに対する抗体の経時的な蛍光所冤の推移が示唆　　charge　barrierはかなり長期にわたり保たれている

するところでもある。本研究で観察されたこの2つの　　ものと考えられる。この点を明らかにする為には，慢

肺水腫の特微をまとめてみると，PQでは上皮細胞の　　性肺水腫における基底膜のcharge　barrierの検索を

傷害が強く，肺線維症へと進展する非可逆性の肺水腫　　行う必要があるが，実験的に慢性肺水腫を作製するこ

が引きおこされたのに対し，PTは内皮細胞の傷害が　　とは困難で，人体例における観察が有用と思われる。

強く，上皮細胞に傷害がおよぶと非可逆性となるが，　　今回の結果は逆に，基底膜のsize　barrierすなわち

内皮傷害のみの揚合は問質浮腫にとどまり可逆性で，　　無数の小孔を有する立体的節構造17）の破綻が，蛋白透

両者は同じ透過充進型の肺水腫ではあるが，発生機序　　過を許した可能性が考えられるが，その証拠を形態的

および経過は異っていた。この傷害部位のちがいによ　　にとらえることはでぎなかった。

る経過あるいは予後の相違は，肺胞壁において毛細血　　　基底膜の濾過機構は複雑で，物質透過の原因を単一

管内皮細胞一∬市胞上皮細胞が水分移動の1つの大きな　　のものに帰すことはできないと思われるが，sizeと

障壁となり肺胞性肺水腫を防いでいること，および前　　chargeといった2つのbarrierを考えた場合，前者

にもふれたが，thick　sideの間質が水分移動の重要な　　の方がより支配的で，　charge　barrierはsize　barrier

交通路になっていること25），さらに，水分および蛋白　　の存在する狭い範囲内においてのみ有効に作用するの

質の通路の大きさが，リンパ管，内皮細胞，上皮細胞　　ではないかと思われた。さらに，透過尤進型肺水腫の

の順になっていること24）などの肺胞領域の電顕的研　　成因を肺胞壁全体から考えた場合は，上皮および内皮

究に基づく水分移動を中心とした肺胞構造の概念より　　細胞障壁の破綻がより支配的であることが示唆された。

理解できる。さて，この2つの発生機序の異なる肺水

働燃。おいて，帥ではその等麟の関係から陰荷　　　　v結　語

電を帯びている蛋白の，透過に対する1つのbarrier　　　正常肺胞壁基底膜のASをラットを用いて電顕組織

と考えられるHS－PGによるchargeの変化について　　化学的に証明し，さらに実験的に透過充進型急性肺水

電顕組織化学的に検索を試みたわけであるが，いずれ　　腫を作製し，その変化について観察して以下の結果を

の時点においても対照と比して分布・染色性ともに差　　得た。

は明らかでなく，この結果から今回作製した2つの急　　　1　正常ラヅト肺胞壁基底膜においては，HS・PG

性肺水腫においては・肺胞壁蛋白透過性充進の機序と　　による強いchargeがABM：1のLREに，また

して少なくともHS・PGの消失によるcharge　barrier　　ABM：II，　CBMには弱いchargeが存在した。その分

の破綻が関与している可能性は否定される。この事実　　布は，thin　sideおよびthick　sideを間わず同等であ

は，GBMにおける非免疫学的機序によるいくつかの　　った。

蛋白尿をきたす疾患の人体例や実験例の検索で，同様　　　　2　HS・PG　の検出には，　HID法の変法である

にHS・PGに変化を認めないという報告があるこ　　HID・TCH・SP法が感度がよく有用であった。

と15）34）・また肺胞壁においても1α一naphthylthi・　　　3　同じ透過元進型肺水種でも，　P　Qは上皮細胞傷

ourea（ANTU）投与に」：り作製された内皮糸IH胞傷害　　害性で非可逆性であり，一方PTは上皮・内皮ともに

に基づく透過充進型の急性肺水腫状態において，カチ　　傷害するが，内皮細胞傷害でとどまる場合は可逆性の

オソ化およびアニオン化フェリチンを灌流して両者の　　急性肺水腫が惹起された。

肺胞壁の透過を経時的に観察したBr・dyら35）の実験　　4今回作製したいずれの肺水臆伏態にても，経過

で・肺水1踵極期にカチオソ化フ＝リチソがABMの　　中HS・PGの分布に著変は認められず，これらのモデ

LREに集積していたという結果からも支持される。　　ルの蛋白透過の原因としてcharge　barrierの傷害を

GBMにおいては・charge　barrierの障害をおこす原　　考えることはできなかった。

因として，上皮細胞傷害によるHS・PGの産生障害が

考えられているが・HS・PGによる・h・・g・b…ier　本言敏の要旨をま，第76回日本病理学会総会（111iiilrl62

を基底膜透過性の調節機構と考えた場合，おそらく　　年4月，東京）およびInternational　Sy．　mposium　on

GAGの供給に関与しているであろう上皮および内皮　　High・Altitude　Medical　Science（Nov．　1987，

細胞が儲を受けても，基底膜のtul’IIOV・・が非常に　M・t・um・t・）において骸した。

長い36）という事から・少なくとも急性変化の場合は，　　　稿を終わるにあたり，懇篤なる御指導，御校閲を賜
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りました恩師重松秀一教授に深く感謝の意を衰します。　学．教室の諸先生方，標本作製その他に御協力頂きまし

同時に，本論文に貴重な御助言を頂きました信州大学　　た当教室，西沢朋子氏，青島典子氏，山口真貴子氏，

医学部第2病理学教室，発地雅夫教授・同第1解剖学　　信州大学医学部総合研究室，市川良治氏，亀谷清和氏，

教室，永田哲士教授および組織化学的染色に関して御　　キッセイ薬品工業第2研究所，柴田信男氏に対し，心

助言を頂きました同臨床検査医学講座，勝山努助教授　　より厚く御礼申し上げます。

に深謝いたします。さらに，御援助下さった第1病理　　　　　　　　　　　　　　　　　　』
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