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　　　The　p1’esent　experimenヒs　were　performed　to　study　the　enzyme　activities　in　regenerative

skeletal　muscle　fibers　of　rats　following　an　administration　of　dimethy1－para－phenylenediamine

　（DPPD）．　Succinate　dehydrogenase，　Iactate　dehydrogenase，　NADH　dehydrogenase，　glucose－6－phos－

phate　dehydrogenase，　aldolase，　creatine　phosphokinase，　adenesine　triphosphatase，5ノーnucleotidase　and

acetylcholinestera9．　e　activities　were　exam壬ned　histochemicaユly　in　cryostat　sections．　Paraffin　sec－

tions　were　stained　with　hematoxylin－eosin　or　nlethyl　green－pyronine、　　　　　　　1

　　　0n　1－2　days　after　the　injection　of　DPPD，　degenerative　and　necrotic　muscle　fibers　were　scat－

tered　throughout　materials．　The　degenerative　fibers　showed　the　ir1・egular　stainability　of　oxidative－

reductive　enzymes，　but　the　phosphorylase　activity　disappeared　in　then｝．　工n　the　necrotic　fibers　such

enzyme　activities　were　almost　absent，　although　moderate　acetylcholinesterase　act三vity　still　re－

mained　at　several　end－plates．　The　results　of　enzyme　stains　indicated　that　the　degeneration　of

muscle　fibers　appeared　predominantly　in　the　type　I　fibers，　On　3－4　days　after　the　injection，

numerous　myogenic　cells　appeared　arQund　the　Unaltered　muscle　fibers．　These　cells　showed　slight

oxidative－reductive　enzyme　reactions　and　marked　pyroninophility，　On　5－7　days　after　the　injec－

tion，　the　myogenic　cells　formed　regenerative　muscle　fibers，　and　they　exhibited　mQderate　Dxida－

tive－reductive　enzyme　activities．　Alkaline　phosphatase　activity　was　also　confirmed，　Phosphorylase

activity，　on　the　other　hand，　did　not　reappear．　On　8－10　days　after　the　injection，　the　regenerative

muscle　fibers　enlarged　and　oxidative－reductive　enzyme　activities　significantly、restored．　Phospho一
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rylase　staining　disc1Qs6（1　the　checkerboard　pattern．　After　10’days，　characteristics　of　the　regenerative

muscle　fibers　were　almost　similar　to　those　of　normal　muscle　fibers　histomorphologically　and

histochemically．　Throughout　all　stages，　acid　phosphatase　and　5ノーnucleotidase　activities　were　not

found　in　muscle　fibers　after　treatment　w三th　DPPD．

　　In　conclusion，　the　enzyme　activities　of　the　regenerating　muscle　fibers　which　were　histoche－

mically　investigated　almostt　corresponded　with　the　morpho1ogical　appearances，　and　they　resembled

those　of　th6　embryonic　skeletal　muscle　fibers，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication；August　28，1979）

Key　words：再生筋線維（regenerative　musc1e　fiber）

　　　　　　筋原細胞（myogenic　cell）

　　　　　　胎生型の再生（embryological　type　of　regeneration）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　にならってラットに投与し，その際の再生過程を酵素

　　　　1　緒　　言　　　　　　　　　　　　　　　　組織化学的に検索した。その結果，筋の再生過程にお

　現在一般的な筋炎としては，リウマチ性関節炎，リ　　　ける酵素活性の推移が胎生期の筋発生の過程のそれに

ウマチ熱，蟹皮症などに伴っておこる間質性多発性筋　　　よく類似しており，構造面だけでなく細胞の機能面に

炎や皮膚筋炎，多発性筋炎がある1）。筋組織の再生　　　おいても“embryological　type。f　regeneration”

力は，一般に弱いとはされているものの，筋炎の際に　　　の所見を得たのでその概要を記載するとともに・若干

は筋線維の変性，壊死から再生に至るまでの変化に富　　　の考察を加えた。

んだ過程が共存していることが知られている2）。これ

ら筋炎の病態は現在でも完全には解明されておらず，　　　　　　　皿　材料と方法

このため疾病本態の研究の一環として，種々の薬物を　　　　動物は150～200gのWistar系ラット雌雄を計22

使用したpharmacotoxic　myopathyの研究が多数3）　　　匹用いた。　Sakai7）にならって，　DPPDを生理的食塩

一11）おこなわれている。これらのmyopathyの際にみ　　　水に19／d1の比率で溶解し，これをラットの腹腔内

られる変性から再生に至る組織形態学的過程が胎生期　　　に10mg／kgの割合で注射し，　L　2・3，4，5，6・7，

の筋組織発生に類似しているため，これを再生現象の　　　8，10，12，14日後にエーテル麻酔下で屠殺しte。屠

“embryological　type”という人6）もいる。再生現象　　　殺後薩ちに，横隔膜，腹直節，大腿筋を採取し，超低

において重要な役割をするのは増殖能力のある細胞12）　　温槽で一80°Cに冷却したn一ヘキサンで凍結し・ク

であり，筋組織の再生の場合には筋細胞やsatellite　　　ライオスタットで薄切後modif圭ed　trichome染色

cel1の役割が重要である7）。しかしながらhema－　　（Enge1とCunningham13））を施した。これを検鏡し，

toxylin－eosin，　modified　trichrome，　periodic－acid　　　凍結の良好なものをさらに連続的に薄切し・冷風下で

Schiffなどの一般染色や電顕的観察だけでは，これ　　　乾燥して切片を製作した。この切片を容器に容れ密封

ら細胞や組織全体の刻々に生起する形態的な変化をす　　　後，－80℃の超低温槽で保存し，酵素組織化学的染色

べて適確にとらえることは難しいため，組織レベル　　　をほぼ2週間内に行い，一部は約3ケ月後に再染色を

で把握できる機能面での変化をも追究することが必要　　　行った。施行した酵素組織化学的反応は，酸化還元系

となる。このため著者は，実験的筋障害を発生させ，　　　酵素としては1actate　dehydrogenase（森14）：LDHと

一般染色に加えて酵素組織化学的染色を施行し，筋線　　　略す。），succinate　dehydrogenase（Nachlasら15）：

維の変性から再生に至る過程を酵素の消長に表現され，　SDH），　glucose－6－phosphate　dehydrogenase（Ru一

る，いわば機能面を中心に検索を試みた。　　　　　　　dolphとKlein16）：G－6－PDH）やNADH　dehydro一

　そこでJasmin5＞によって，　dimethyl－para－phenyl－　　genase（Farberら17）：NADH－DH）などについてそ

enediamine（以下DPPDと略す）が骨格筋に変性，　　　れそれの染色法を行った。転移酵素としてはcreatine

壊死をおこし，さらにそれが再生されることが報告さ　　　phosphokinase（岸野ら18）；CPK），　phQsphorylase

れているのに注目し，著者もこのDPPDをSakai　7）　　（武内le）：PhR）染色を行った。水解酵素としてはacid

No，5，　1979　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　705



井　門　愼　介

phosphatase（Gomori20）：AcPase），　alkaline　pho－　　　一般染色としてmodified　trichrome　i染色の他に

sphatase（Gomori2i）：AtPase），5’－nucleotidase　　periodic－acid　Schiff（PAS）染色を行った。

（WachsteinとMeise122）：5’－N），　adenosine　tri一　　　　凍結切片以クトに腹直筋の一部を10％中性ホルマリ

phosphatase、（Padykula　と　Herman23）：myosin　　　ンに固定しパラフィソ包埋後にhematoxylin－eosin

ATPase）の染色を，　esterasとして神経筋終板の　　　（H．　E．）染色とrnethyl　green－－pyronine染色を行

acetylcholinesterase（Karnovsky　と　Roots鋤：　　　った。

AChE）染色を行った。他にaldolase（AbeとShi－　　　　（図1に今回染色を行った主要酵素について代謝経

miZU25））染色を行った。またこの凍結切片を用いた　　　路における作用部位を示す。）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　GLYCOGEN
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‡崇PH。SPHORYしASE

　　　　　　　　　　　　　　　　　　G－1－P

GLUC。SE．－G－8P一竺し＿＿6－PH。SPH。GしUC。NATE
　　　　　　　　　　　　　　　　　　，．i－P

　　　　　　　　　　　　　　　　割！・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　F－1，6－P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ALDOLASE　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CREATINE　　　　　　　　　　　CREATINE－P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　TRIOSE－P　　　　　　　　　　　　　　　　．

LACTA丁E・ZrP極＝≧〃ATド哩ll繍ADP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ACETYL－CoA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／

　　　　　／IX細ACETAT讐／　　“My°s’N　ATPAsE

t’IAL

奄sE（TCA－・）／CITIIE

　　FUMARATE　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IS〔〕CITRATE

・・DH　”H h（・AD）　一　ヨ画
　　SUCCINATE　　　　　　　　　　　　　　　　　　（人一KETOGLUTARATE

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－・H／・Aδ）

　　　　　　　　　　　　　SUCCINYL－CoA
　　　　　　GTP

　　　図1　　　　　　　筋肉の主要代謝経路
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（文献32を引用改図）

　　　　　　（＊は，本実験で検索した酵素。ただしG－6－－PDHは，正常筋線維にはほとんどない。）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぼ完了する。しかし一部にはまだ核が筋鞘下に達して

　　　　皿　結　　果　　　　　　　　　　　　　　　　いないものもごく少数ながら存する。また間質の線維

　　　A　一般染色の所見　　　　　　　　　　　　　化などは全く認められない。

　以下DPPD投与後逐日的にその過程を記述する。　　　　　　B　酵素組織化学を中心とした所見

　　1．1～2日（変性および壊死期）　　　　　　　　　　　1．変性筋線維（主に1日後）

　投与1日後，筋線維の一部の横紋が消失しeosinに　　　　凍結切片のmodified　trichrome染色1こより淡緑色

強染する均質な硝子様塊が散在性に出現する（写真　　　で不規則な雲塊状の染色性を塁Lた変性筋線維（写真

1）。この変性に陥った筋線維周囲の問質には，好中　　　2）は，その部におけるLDH，　SDH，　NADH一つHな

球や形質細胞からなる炎壁謝生細胞浸潤が軽度にみられ　　　どの染色で不規則な活性分布を示している（写真3）。

る。また凍結切片のmod量fied　trichronle染色では，　　　またmyosill　ATPase染色でも不規則な括性あるい

正常筋線維は均一な緑色を呈するが，変性に陥った筋　　　は陰性で，PhR染色では金く陰性である（写真4）。

線維は不規則な雲塊状の淡い緑色を呈する（写真2）n　　　このように酵素活性に異常がみられる変性筋線維は・

2日後になると，硝子様変性や炎症性細胞浸潤はさら　　　酸化還元系酵素の多いtype　I　fiberに比較的多い。

に強くなり，壊死に陥った筋線維も多数出現し，寅食　　　　ここでPhR活性について2つの注目すべき点があ

像も所々でみられる（写貞5，7）。　　　　　　　　　　る。まず最初にtype　I　fiberでは，　PhR活性が陰性

　　2．3～4日（再生初期）　　　　　　　　　　　　　と言いながらも，そのinterfibrillar　networkを明確

　壊死筋線維の寅食像は依然見られるが，壊死筋線維　　　に認めることのできる正常筋線維と，網目構造が全く

の残った筋鞘下に大きな核小体を有する嚢胞状の核を　　　みられず洗われたような陰性所見を是する変性筋線維

持ち，その胞体が著明な塩基好性を呈する単核の細胞　　　とが同一切片上にみられることである（写真4）e次

（myogenic　cell）が多数出現する（写真13，工5）。そ　　　にtype　II　fiberでのPhR消失所見として，細胞浸

の後，これらの細胞は相接し，徐々にその細胞境界が　　　潤の強い病巣に接しm。dified　trichrome染色では一

不鮮明となり，胞体の細長い多核の再生筋細胞が形成　　　見すると著変がみられないtype　II　fiberにおいて，

され始める（写真13，枠内）。　　　　　　　　　　　　細胞浸潤の強い病巣側のPhR活性が辺縁より帯状に

　　3．5～7日（再坐中期）　　　　　　　　　　　　　消失している像がある（写真9）。ただしこのtype

　再生筋線維を形成する多核の細長い再生筋細胞が多　　　II　fiberにおけるPhR活性の帯状の消失像は，細胞

数出現し，その胞体はmyogenic　cel1よりはやや弱　　　浸潤の強い病巣部に接している部のみに認められ，同

いが，比較的強い塩基好性を呈する。またこの多核細　　　一切片上にある健常部のtype　II　fiberにはみられな

胞は，核が中央で数珠玉状につらなり，その両側にま　　　い。このように筋線維に変性を生じた場合，PhR活

だ横紋のはっきりしない筋原線維が走り，形態的には　　　性は初期から異常分布が認められる。

胎生期の筋組織発生中にみられるmyotubeに非常に　　　　AIPase染色では，細胞浸潤の強い蔀分にある変性

類似している（写真17，19）。凍結切片でPAS染色　　　筋線維にごく軽度の活性を認める（写真10）。　AIPase

を行うと，筋線維の横断面におけるinterfibrillar　　　染色や5’－N染色では，貧食細胞や間質結合組織に活

networkの網目様配列は完全ではないが，　PAS陽性　　　性をみるが，変性筋線維にはその活性を認めない（写

物質が散在性に軽度に認められる（写真20）。　　　　　　　真11）。

　　4，8～10日（再生後期）　　　　　　　　　　　　　　　2．壊死筋線維（三｝三に2日後）

　再生筋線維には横紋が出現し始め，その巾も増大し　　　　壊死に陥つた筋線維におけるLDH，　SDH，　NADH一

て・細胞質の塩基好性が誠少する。核は筋鞘下へ移動　　　DH，　aldolase，　G－6－PDH，　PhR，　CPKなどの活性嫁

し始め，中央に存在するものは少なくなる（写真32）。　　いずれも陰性であるか，不蜆則にわずかながら陽性を

PAS染色では，正常筋線維の横断面にみられると同　　　示すのみである（写真6）。しかし，　myosin　ATPase

様なinterfibrillar　networkが出現してくる（写真　　　染色では寅食されている壊死筋線維においてIE常筋線

33）。また変性や壊死に陥った筋線維はほとんどみら　　　維と同様な活性が残存しているものもある（写真8）。

れなくなる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　神経筋終板のAChE染色では，細胞浸潤が著明で筋

　　5．10日以後　　　　　　　　　　　　　　　　　　線維を認め難い部においても，酵素活性部が散在性に

　再生筋線維は横紋構造がより明瞭となり，成熟がほ　　　残存している（写真12）。また壊苑筋線維を食食して
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いるmacr。phageに，その機能充進を表わすものと　　　線維辺縁に軽度に出現する（写真29）。なおAcPase

して，強いAcPase活性があり，　AIPase活性も一部　　　や5’－N活性は，再生筋原線維には全く認められず，

の細胞に軽度に認めた（写真10，11）。　　　　　　　　　筋線維間間質にみられるのみである（写真28，30）。

　　3・myogenic　cell（3～4日後）　　　　　　　　　　　5．成熟しつつある再生筋線維（8～10日後）

　再生初期に出現する単核のmyogenic　cellは，　　　　この段階の再生筋線維におけるmethyl　green－

methyl　green－－pyronine染色を行うと，その胞体が　　　pyronine染色では核周囲に軽度のピ戸ニン好性を残

強いピロ＝ン好性を呈する（写真14）。凍結切片の　　すのみとなる（写真31）。LDH，　SDH，　aldolase，　my。－

LDH，　SDH，　NADH－DHなどの酵素活性が核周囲の　　　sin　ATPase，　CPK，　AChEなどの活性は正常筋線

胞体に軽度に出現している（写真16）。またmyosin　　　維とほぼ同様の強度を呈するようになる（写真34）。

ATPase染色でも，同様にごく軽度の活性が見られ　　　またG－6－PDHの活性は正常筋線維に比べると軽度な

る（写真16）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　がら増加している（写真36）。なおそれまでにはぼと

　　4・再生筋線維（5～7目後）　　　　　　　　　　んど認められなかったPhR活性も出現し，筋線維が

　myogenic　cellによって形成される胎生期のmyo－　　type　I・IRこ分化して，筋肉に本来見られるモザイ

tube類似の幼若再生筋線維は，　methyl　green－pyro一　　　ク状パターンが再現する（写真35）。なおAcPase，

nine染色で，数珠玉状につらなった核周囲に強いピ　　　AIPase，5ノーNなどの活性は全く存在しない（写真37）。

Pニソ好性を呈する（写真18）。再生筋線維では，　　　　　6．再生のほぼ完了した再生筋線維　（10日以後）

myogenic　ce11に軽度にみられたLDH，　SDH，　NA　　　　正常筋線維と同様の酵素活性を呈するようになる

DH－DH，　myosin　ATPaseなどの諸酵素の活性がさ　　　　（写真38，39，40）。

らに強まり，ald。1ase，　G－6－PDH，　CPKなどの活性　　　　以上，変性から再生に至る過程の筋線維を酵素組織

も出現し，aldolaSe染色では一部の核がごく軽度に染　　　化学的に追求した結果，酵素活性の推移は形態的変化

まる（写真21，22，23，24，25）。しかしながらPhR　　　の推移に概ね歩調を揃えていると言える。また3ケ月

活性はほとんど認められない（写真26＞。また比較的　　　後に一部の切片で再検も兼ねてLDH，　SDH、　myosin

細い再生筋線維にAIPaSe活性を軽度に示すものがあ　　　ATPaSe染色を行ったところ，前回とほぼ同様の反

る（写真27）。再生筋線維に諸酵素の活性が出現し始　　　応強度の所見が得られた（写真3）。このことから，

めるこの時期に，神経筋終板のAChE活性も再生筋　　　活性の強い酵素反応では，新鮮な切片と3ケ月保存の

表1　　　変性，壊死から再生に至る過程の筋線維における酵素組織化学的成績

LDH
SDH
NADH－DH
G－6－PDH
aldolaSe

CPK
myosin　ATPase

Ph　R
AcPase

AIPase

AChE
5’－N

pyronine好性

叢辮雛m・…n・cce11幼藷罐轡f繁墾撫ある成熟再生㈱
（1－2日）　　（3－4日）　　（5－7日）　　（8－10日）　　（10日以後）

±　　　　　　＋　　　　　　升　　　　　　帯　　　　　　惜
土　　　　　　　　十　　　　　　　　什　　　　　　　　惜　　　　　　　　一H卜

土　　　　　　　土　　　　　　　＋　　　　　　十ト　　　　　　十

±　　　　　　　　　一　　　　　　　　　土　　　　　　　　　十　　　　　　　　　土

土　　　　　　　一　　　　　　　＋　　　　　　　督　　　　　　　十

±　　　　　　一　　　　　　　＋　　　　　　升　　　　　　　十

土　　　　　　　＋　　　　　　十　　　　　　冊　　　　　　　帯

一　　　　　　　一　　　　　　　一　　　　　　　＋　　　　　　　十

土　　　　　　　　　一　　　　　　　　　土　　　　　　　　　一　　　　　　　　　一

±　　　　　　　一　　　　　　　＋　　　　　　朴　　　　　　　帯

一　　　　　　　冊　　　　　　　朴　　　　　　　＋　　　　　　　一

（注：（）内はDPPD投与後の日数）
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籾片間における反応の強度差を明確に識別することは　　　のtype　II　fiberには全く存しないし，注意深く検鏡

できなかった。表1に全経過中の酵素反応を中心とし　　　しても切片が剥離した様子は全く認められない。従

た染色結果を示す。　　．　　　　　　　　　　　　　　　　って人工的な陰性所見ではなく，筋線維の辺縁部に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PhR活性消失が起こり始めたものと判断できる。

　　　　「v考　察　　　　　　　　このように一般染色では変性を判定できない時期の

　　　A　筋の変性から再生に至る過程の酵素　　　　　　筋線維において，PhR活性消失という機能面の変化

　　　　組織化学について　　　　　　　　　　　　　が純形態面の変化に先行すること，また変性の進行過

　筋原性疾患では，その初期にしばしぽ横紋の消失で　　　程において他の酵素に先がけてPhR反応の活性が消

始まる筋線維の変性が存在するが・本実験でもDPPD　　　失することなどから，筋線維の変化を早期に知るため

投与1日後にこの変性が生じ始める。筋線維の変性　・　には種々の酵素組織化学反応の中でも特にPhR活性

は，H．E．染色ならびにmodified　trichrome染色な　　　の検索を行うことが重要である。

どの一般染色によっても判別できるが，それには部の　　　　Smith28）は筋肉に障害が起こった際エネルギー産生

ずから限界があり，むしろ酵素組織化学的染色所見が　　　機構の初期変化は，解糖系に依存するものより酸化還

変性等の変化を知るのには有用であることが再認識さ　　　元系に依存するものが多いとしているが，前述の如く

れた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　本実験でも酵素組織化学的にPhR活性消失現象力㍉

　なかでもPhR染色は武内ら26）によって筋線維の変　　　筋線維変性の初期像であるという結果を得ている。

化を見るのに重要な酵素の1つと強調されており・ヒ　　DPPD筋障害の電顕所見で，まず最初に筋小胞体の

ト胎児剖検例ではmyosin　ATPaseなどが陽性であっ　　　拡張が生じ，次いでミトコソドリアが膨化するという

ても，時にPhR活性がない27）とか，筋に対する外傷　　　報告7）があるが，これらの電顕レベルでの変化は・

実験でH・　E・染色では病変が明瞭に識別されないのに　　　PllR染色での網目構造の喪失とかPhRおよびLDH，

PhR活性減少部がみられる28）などの報告がある。本　　　SDH染色における活性の消失や不規則な分布などと

実験における検索でもこれとはやや異なるけれど，　　　いう光顕レベルでの初期変化に対応する像と思われ

PhRも活性について興味ある所見を得た。　　　　　　　　る。

　窮1にtype　I　fiberのPhR反応は，正常時陰性　　　　AIPaseは膜のactive　transportに関与し，代謝

では筋線維の横断面で筋小胞体に一致した29）inter一　　　の盛んな部位で充進する31）といわれる。本実験例で

fibrillar　networkの網目構造を認めるが，変性に陥　　　は，炎症性細胞浸潤の強い部に点在する変性過程にあ

った筋線維ではこの構造が全くみられず洗われたよう　　　る筋線維にごく軽度のAIPase活性が存し，若干の代

な陰性所見を呈することである。　　　　　　　　　　　　謝の充進があることがうかがわれるが，これは変性に

　第2には・type　I　fiberの変性筋線維における　　　陥る途中の異常代謝によるものと推測される。今回の

LDHやSDHなどの反応とPhR反応の差が著しいこ　　　AIPase染色では，毛細血管は強い活性を呈しており

とである。すなわちLDHやSDHはPhRと同様に　　　それに比べて筋線維はごく軽度の活性しか示さなかっ

ラットでは筋小胞体にもその活性が高いといわれる30）　　た。筋炎などの際に強いAIPaSe活性があるという

が，変性筋線維において前者では不規則な染色結果が　　　Engelら32）の報告とはいささか異なった成績である。

みられるのに対して，後者では前述の如くその網N構　　　一方酸性側で働くAcPaseはlysosomeのmarker

造が全くなく洗われたような完全陰性の所見を呈する　　　として利用されるが，正常筋線維にはその活性がな

ことである。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　い31）。本実験例では，貧食細胞には強い活性がみら

　第3には，mod｛fied　tricllrome染色やLDH，　SDH　　　れ，さらに対照として用いた肝，腎の凍結切片におい

やmyosin　ATPaseなどの酵素染色では著変のみら　　　ても陽性所見が得られたにもかかわらず，正常筋線維

れないtype　II　fiberにおいて，細胞浸潤の強い病巣　　　ならびに変性，壊死筋線維はAcPase活性を示さなか

に接しPhR活性が辺縁より帯状に消失している所見　　　った。文献的には，筋炎などの筋疾患でAcPase活性

を呈することである。このPhR活性消失は，切片が　　　は低下あるいは増加するなどの成績28）33）－35）もある

グリセリソ封入のため一部剥離によるものかとも考え　　　が，一定せず，明確な解釈はなされていない。

られたが，このように辺縁が帯状に消失する現象は細　　　　筋線維が壊死を生ずる筋疾患では多くの酸化還元系

胞浸潤が強い病巣に接した筋線維のみに生じ，その他　　　酵素の喪央があるといわれ28）36），本実験においても変
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性から急速に壊死に陥り，LDH，　SDH，　NADH－DH，　　ているものと考えられている。　myogenic　cellには

G－・6－PDH，　aldolase，　PhR，　CPKなどの活性がほとん　　　LDH，　SDHなどの他にMyosill　ATPase活性が核

ど消失した。しかしその際，貧食されている壊死筋線　　　周囲にごく軽度にみられる。このようなmyogenic

維においてimyosin　ATPase活性が斑点状になお残　　　cellには，電顕的にも種々の段階のmyofilamentが

存している部がある。この現象は，この酵素が筋細胞　　　出現してきており，myosin　ATPaSe弱陽性の所見は

中で局在する部位が他の酵素とは異なっており，また　　　それの酵素組織化学的表現であると思われる。

酵素活性自体も本来強く且つ比較的安定していること　　　　5～7日後に，myogenic　cellによって形成される

を示している。すなわち、寅食された際にミトコソド　　　再生筋線維では，成熟するにつれて筋線維における

リアや筋小胞体はすでに破壊され，LDH，　SDH，　PhR　　　LDH，　SDH，　NADH－DH，　aldolase，　CPK，　myosin

などの活性は消失しているが，一方myQsin　ATPase　　　ATPaseなどの酵素活性が徐々に増加してくるが，こ

は大部分がactOmyosinに局在する37）ため筋原線維　　　れに反比例するように胞体のピPt　＝ン好性が減少し，

が完全に消失するまでその活性が残存するのであろ　　　核周囲に限局するようになってくる。このピロニン好

う。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　性が核周囲に限局してくることは，胞体内で筋原線維

　次にBeckettら33）は，　AChE活性の所見から，筋線　　　の形成が進むにつれ，蛋白合成に関与するリボゾー

維の変化が著しい場含でも神経筋終板は生きのびるの　　　ム，ポリゾームが核周囲に圧排され局在してくる7）た

ではないかと述べているが，本実験でもAChE活性　　　めと考えられる。

について示唆的な所見を得た。すなわち，諸種の酵索　　　　この再生筋線維の酵素活性で正常筋線維と比較して

活性がほとんど消央するような筋線維の壊死期におい　　　注目すべき点が3つある。ひとつは，比較的細い幼若

ても，AChE活性部が細胞浸潤巣の中に散在性に残存　　　な再生筋線維にAIPase活性がみら矛したことである。

していることである。DPPD筋障害の電顕所見7）で　　　再生筋線維でも細い径のものに認められ，ある程度太

も神経筋終板は比較的よく保たれており，この斑点状　　　くなったものには認められないということから，細い

活性部は筋線維が破壊されても，その部の神経筋終板　　　径のものほど再生現象における筋原線維の合成が盛ん

にはその機能がある程度保持されていることを示唆し　　　で，代謝の冗進が著しい状態にあることがうかがわれ

ていると思われる。　　　　　　　　　　　　　　　　　る。

　再生初期には，壊死筋線維の残った筋鞘下に，核小　　　　第2には，再生筋線維におけるPhR活性め出現時

体の大きな嚢胞状の核を有し，細胞質が著明なピP二　　　期についてである．Smith28）は再生筋線維でPhR活

ン好性で，胞体内でのRNA合成が充進していること　　　性は形態的回復につれて出現してくるといっている

がうかがわれる単核の細胞（myogenic　ce11）が多数　　　が，本実験の成績ではこれとはやや異なり，諸種の酵

出現する。本実験ではこのような細胞をmyogenic　　　素の中でPhR活性のみが形態的回復より遅れて出現

cellと呼んだが，形態的性状からそのままmOno一　　してくる。すなわち，初期の再生筋線維は・PAS染

nucleated　cellと名付ける人38）一“40）や，発生時の名称　　　色でinterfibrillar　networ工c様の網1至i構造が着干出

に従ってmyoblastと称する意見41）42）もある。この　　　現し，筋原線維の衷す構造が生じ始めており，さら

myogenic　cellの核周囲には，　LDH，　SDHなどの活　　　にLDH，　SDH，　NADH－DH，　myosin　ATPan，　eや

性が軽度に出現し始めている。電顕的にも核酸合成　　　CPKならびに神経筋終板のAChEなどの活性が出現

に関与すると思われるリボゾt－一ム，ポリゾームと若干　　　している。それにも拘わらず，PhR活性の出現は全

のミbコンドリアの存在が確認されており7），この　　　くみられないことが注目される。ちなみにCPKは解

LDH，　SDHなどの活性陽性の所見は胞体内における　　　糖系酵素の多い白筋に豊富46）で，　PhR同様筋小胞体

RNA合成と歩調をそろえている。　Smith28）やEngel　　に局在している18）。これはPhRが筋肉の解糖系で最

43）は筋線維断端部の細い再生筋線維での諸種の酵素の　　　も重要な酵素である47）ためか，筋線維がその基本構造

活性上昇を報告しており，さらに鶏胚のmyocyteに　　　を形成し諸酵素の活性が出そろった時期に，その活性

おけるSDH活性上昇44，や筋肉発生中の1亥蛋白の変化　　　がはじめて出現し，筋組織に本来みられるモザイク状

に伴ったミトコンドリア内の呼吸系酵素の活性上昇　　　パターソが再現すると思われる。

などの報告45）があるが，これらはいずれも筋線維増生　　　　第3に，本実験では再生筋線維にG－6－PDHが軽度

に必要なエネルギーの供給が元進しつつある事を示し　　　ながらその活性を増していることである。G－6－PDH
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は筋線維には比較的乏しい酵素48）で正常筋線維での染　　　なく酵索組織化学的な面においても’‘embryo］ogicai

色性は弱い。再生筋線維ではG－6－PDHの比較的強い　　　type　of　regeneration”6）が認められる。

活性があるというSmithの報告28）とは若干異なって　　　　　　C　筋線維の分化によるモザイク状パター

いるが，本樂験例の再生筋線維においても正常筋線維　　　　　　　ンの形成と神経支配について

とはやや異なった代謝が営まれている可能性がある。　　　　一般に動物の発生に際して，筋線維型に関しては種

　再生筋線維にPhR活性が出現した後も，その成熟　　　差があるが，いずれも最初未分化であり52）－54），発生

過程はさらに進み，注射後10日過ぎには諸種の酵素活　　　初期には神経筋終板のAChE活性はみられず55）一’57），

性が正常筋線維と同様になり，機能，形態両面での再　　　LDH・SDH，　alclolase，　myosin　ATPaseなどの酵素

生が完了することになる。　　　　　　　　　　　　　活性が出現し始める頃にAChE活性もみられるよう

　　　B　実験的筋障害の再生過程と胎生期の　　　　　　になり50）51）58｝59），その後に筋線維の型が分化してモザ

　　　　筋発生との比較について　　　　　　　　　　　イク状パターンが出現する。このような点などからみ

　本実験では，myogenic　cellの出現後3～5日目　　　ても，正常の筋線維の型分化には神経が何らかの影響

には幼若再生筋線維に神経筋終板の指標となるAChE　　　50）61）を与えていることが考えられ，さらにcross－in－一

活性が出現し，約10H後には完全に分化した成熟再生　　　nervationの実験によって，神経が筋線維の分化だけ

筋線維が形成される。　一一・Ji，ラットは交尾後約21日で　　　ではなく代謝にも関与していることが報告62）63》されて

生まれる49）が，その際筋線維はtype　I・II　l二分化し　　　いる。

ておらず，生後7～10日で分化が完了して特有のモ　　　　本実験では細胞浸潤の強い部にもAChE活性が斑

ザィク状パターンを示す2T）。もっとも，ミトコソドリ　　　点状にみられ，電顕所見でも筋鞘は破壊されないで残

アは胎生14日頃にはかなり発達してきており45），また　　　存し7）・神経筋終板も比較的よく保たれている。そし

神経筋終板のAChE活性は16日までには出現してい　　　て再生筋線維が発現し始める頃には，神経筋終板は早

る49）50）といわれる。成熟個体における筋線維の再生過　　　くも回復しAChE活性が出現する。しかしながらこ

程と胎生期における筋線維の発生過程をいきなり比較　　　の頃には，筋線維の型分化が完了したことの指標とな

することは適当ではないかもしれないが，単なる時間　　　るモザイク状パターンはみられず，それより約2日程

的経過だけで比較すると，再生における筋線維の形成　　　遅れて出現してくる。すなわち・再生の際にも発生の

が約10日間で完成するのに比べ，正常発生においては　　　場合と同様に，神経筋終板の出現の方が筋線維型の分

生後の10日を含め約30日間で筋線維の形成が完了する　　　化に先んじているので，再生筋線維の型分化にも神経

ことになり，筋線維形成の速度は再生の場合の方が発　　　が何等かの役割を演ずるのではないかと推測される。

生の場合のそれよりも竿いと言える。ただし，本実験　　　AllbrookとAitken64）やZelen五65）も筋線維の再生

の筋障害では壊死筋線維の筋鞘や神糸釜筋終板が比較的　　　に神経支酉己の重要性を認めてはいるが，型分化には

よく保存されていることを，忘れてはならない、，　　　　　筋細胞白体の内因的な要素66）の関与も否定でぎず，現

　宇尾野5Dはヒト胎児の種々の段階における筋線維　　　状では蒋生筋線維の型分化のメカニズムは完全に解明

が呈する諸酵素の活性出現経過を詳糸田に報告してい　　　されてはいない。今後は幼若再生筋細胞の組織培養や

るが，本突験の再生過程をそれと比較してみると，　　　れll経切断筋などを使用した巾広い検索が必要であろ

myotubeでのPhR活性が他の酵素より遅れて出現　　　う。

することやAII’ase活1生が徐々に消失することなどは　　　　　　D　DPPDの1乍用機序について

よく一致している。一方やや異なった点としては，ピ　　　　ー般に筋原性疾患ではいずれの型の筋線維が障害さ

ト胎児では4ケ月までaldolase活性がmyotubeの　　　れるかは一定していないが26），　toxinなどを使用した，

核に強く，ラットの再生筋線維では筋原線維をこ強く，　　　場合には，いずれかの型の筋線維に変性が生じやすい

核にはごく軽度にしかみられない点と，AcPase活性　　　ようで，本実験のDPPDではtype　I　fiberの方が

が≦≧くない点である。これはヒトとラットの種差にょ　　　比較的多く障害され，vincristine9）やcortison28）67）

ると患われる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　では1三にtype　II　fiberが侵される。本実験でtype

　いずれにせよ，本実験の再生過程における酵索組織　　　Ifiberが比較的多く障害される理由は，現在のとこ

化学的所見は，これらラットやヒトの胎生期の酵素発　　　ろ速断はできない。

現過程によく類似しており，組織形態学的な面だけで　　　　本実験ではDPPD投与後初期病変の1つとして，
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筋線維の辺縁で帯状にPhR活性が消失する像がみら

れる。使用されたDPPDは，浮腫を発現させる実験　　　　　　　V　結　　語

にしばしば使用され，その作用機序は毛細血管の透過　　　　1．実験的筋障害の際の筋線維の変性および再生

性を高めることにあるといわれている68）が，さらに基　　　時における機能衷現としての酵素組織化学的反応は，

底膜や間質物質に含まれるムコ多糖類のhydration　　　形態表現としての光顕および電顕所見にほぼ適合す

をおこすことから，膠原病病変の実験的生成69）にも使　　　る。

用される。このような点から，本実験においては，　　　　a）筋線維の変性・や壊死はtype　I　fiberに比較的

DPPDが毛細血管レベルでの循環障害をひきおこし，　　多くみられ，その時期にはLDH，　SDH，　NADH－DH，

ミトコンドリア系の酸化還元系酵素の豊富なtype　I　　　G－6－PDH，　myosin　ATPase，　PhR，　CPKなどの酵

fiberがtype　I工fiberよりも局所的な虚血状態に敏　　　素活性が減少あるいは消失する。神経筋終板の斑点状

感で，そのためtype　I　fiberに変性を生じやすいと　　　AChE活性は細胞浸澗巣の部にも散在性に残存する。

いうことも考えられる。勿論，筋線維に対するDPPD　　　　b）再生初期には，壊死筋線維の筋鞘下にmyogen一

の直接の作用や，筋線維型による毒親和性の関与も除　　　ic　cellが出現し，　RNA合成完進による強度のピロ

外することはできない。　　　　　　　　　　　　　　　ニン好性を呈する。またLDH，　SDH，　NADH－DHな

　　　E　筋の酵素組織化学的反応について　　　　　　　どの酵素活性やmyosin　ATPase活性がmyogenic

　一般に凍結切片では，酵素活性は一70℃で最高2　　　cel1の核周囲に軽度にみられる。

週間保存できるといわれているが52），－80°Cに密封　　　　c）再生中期で1＃myogenic　ce11が相接し，胎生

保存した切片をLDH，　SDH，　myosin　ATPaseなど　　　期のmyotubeに類似した再生筋線維が形成される。

について3ケ月後に再検したところ，光顕的には切片　　　再生筋線維ではLDH，　SDH，　NADH・－DH，　myQsin

製作2週間以内のものとほぼ同程度の反応強度が得ら　　　ATPas・eなどの活性はさらに強まり，　aldoユase，　G一

れた。切片の保存方法を適当にすれば，2～3ケ月程　　　6－PDH，　CPK，　AChEなどの活性も出現してくる。

度の期間内の光顕的観察においては，強い活性を呈す　　　しかしながら，初期の幼著再生筋線維にはPhR活性

る酵素はその染色が可能であると考えられる。　　　　　　はみられない。

　今回の検索では，AcPaseと5ノーNはその活性をい　　　　d）再生筋線維は成熟するとその巾を増し，　LDH，

ずれの時期の筋線維にも認めることができなかった。　　　SDH・NADH－DH，　aldelase・myosin　ATPase・CPK，

AcPaseは筋線維には本来その活性がなく31）5B），筋炎　　　AChEなどの活性は正常筋線維とほぼ同様の強度に

などで活性を示す場合でも染色成績が不安定28）ss）－35）　　なる。　G－6－PDHの活性はごく軽度ではあるが，正常

といわれ，現在のところ病因』とAcPaseにっいての明　　　筋線維より増加する。またPhR活性も明瞭となり，

確な説明はない。AcPaseは，木実験の種々の時期に　　　再生筋線維のtype　I・IIが完全に分化しモザイク状

おいて筋線維にはその活性を認めなかったが，これを　　　パターンが再現する。

陰性と断定するためには，今後さらに検討をする必要　　　　e）筋線維の変性から再生までの過程中・PhR活

がある。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　性はいずれの酵素よりも最初に消失しまた最後に出

　一方，5，－Nは一般には原形質膜にその活性が局在　　　現してくる。

するため70），筋線維周囲の間質には染色性を示すが，　　　　f）AIPase活性は変性筋線奉lilや再生筋線維の一部

筋原線維にはそれがない3ユ）43）58）71）。しかしながら，壊　　　に軽度にみられる。

死筋線維や胎生期の筋線維には活性が認められるとい　　　　2．実験的筋障害の再生過程は，胎生期の筋発生に

う報告58）71）もある。このように5’－Nは，AcPaSeと　　　比較して，その経過は早いが諸酵索の発現推移の過程

同様に，筋線維における染色性が不安定であるため，　　　は胎生期のそれとほぼ同様で・酵素組織化学的にも

5’－N｝こよる筋疾患の性格付けは困難である。いずれ　　　“embryological　type”の再生としての所見が得られ

にせよ，AcPaSeと5ノーNはともに前述したように，　　　る。

正常筋線維にはその活性がないとされ，活性のある場　　　　3，DPPDによる筋障害発現の機序としては，毛

合でも染色成績が不安定であるため，筋線維の変性の　　　細血管レベルでの循環障害も関与していると考えられ

指標に利用する酵素としては適当ではない。　　　　　　　る。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．筋線維におけるAcPaSeや5ノーN染色は不安定
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写　真　説　明

写真1，13，14，17，18，31はパラフィソ切片で，他は凍結切片。

写真1．H，E．染色，×400。　DPPD投与後1日の変性筋線維。横紋が消失し硝子様変性を生じている。周

　　　囲には炎症性細胞浸潤がみられる。

写真2．modified　trichrome染色，×400。　DPPD投与後1日の変性筋線維。中央部にみられる変性筋線

　　　維は，周囲の残存筋線維と異なって，不規則な雲塊状の淡い染色性を呈する。

写真3．（左側）LDH染色，　x　400。写真2の部。変性筋線維は不規則な活性分布を呈する。筋線維辺縁の

　　　濃染部はミトコソドリアの多い部分。（右側）SDH染色，×400。切片作製3ケ月後にSDH染色を

　　　施行した写真2の部。LDH染色と同様に不規則な活性分布を呈する。酵素活性は3ケ月間の保存で

　　　も比較的よく保たれている。

写真4，PhR染色，×400。写真2の部。中央の変性筋線維には網目状構造が全くみられず洗われたよう

　　　な陰性所見を呈する。右上部のtype　I　fiberは，陰性ではあるが網目状構造はなお認められる。

写真5．modified　trichrome染色，×400。　DPPD投与後2日。変性から壊死に陥りつつある筋線維で，

　　　貧食がおこり始めている。

写真6，SDH染色，×400。写真5の部。左側は壊死tlこ陥り負食され始めているtype工fiberで・活性が

　　　ほとんど消失している。右上部はtype　I　fiber，巾央と右下部は残存したtype工I　fiber。

写真7．modified　trichrome染色，×200。　DPPD投与後2日。著しい炎症性細胞浸潤と，壊死筋線維の

　　　著明な寅食像（矢印）。

写真8．myosin　ATPase染色，×200。写真7の部。貧食細胞中の壊死筋線維の残屑にmyosin　ATPase

　　　活性がみられる（矢印）。

写真9．PhR染色，　x　200。写真7の部。細胞浸潤の強い病巣に接したtype　II　fiberで，　PhR活性が辺

　　　縁より帯状に消失している（矢印）。

写真10．AIPase染色，×200。　DPPD投与後2日。細胞浸潤の強い病巣にある変性筋線維（矢印）にごく

　　　軽度のAIPaSe活性を認める。毛細血管や一部の浸潤細胞に強いAIPaSe活性がみられる。

写真11．AcPase染色，　x　200。写真10の部。浸潤細胞には強いAcPase活性を認める。変性筋線維（矢印）

　　　を含めて，いかなる筋線維にもAcPase活性はみられない。

写真12，AChE染色，×400。　DPPD投与後2日。細胞浸潤の強い病巣部に，　AChEの斑点状活性部を散在

　　　性に認める。

写真13．H，　E．染色，×200（枠内，×400）。　DPPD投与後4N。核小体の大きな嚢胞状の核を有し細胞質

　　　が塩基好性を呈するmyogenic　cellが，浸潤細胞とともに，残存筋線維周囲に多数認められる。枠

　　　内は拡大像で，myogenic　cellが相接している像がみられる。

写真14．methyl　green－pyronine染色，×400。　DPPD投与後4日。　myogenic　cell（矢印）の胞体は強い

　　　ピμニン好性を塁している。

写真15．modified　trichrome染㊥，×400。　DPPD投与後4日。残存筋線維の周囲に，多数のmyogenic

　　　cell（矢印）を認める。

写真16，（左側）SDH染色，　x　400。写真15の部。　myogenic　ce11の胞体には，　SDH活性を軽度に認める。

　　　（右側）myosin　ATPase染色，×400。　DPPD投与後4日。　myogenic　ce11の胞体は，　myosin

　　　ATPaSe活性を軽度ながら呈する。

写真17，H．　E．染色，×2GO。　DPPD投与後6日。胎生期のmyotubeに類似した多核の幼若な再生筋細胞

　　　（矢印）が出現する。中央で核が数珠玉状につながり，その両側に再生筋原線維が走っている。写真

　　　下部は残存筋線維。

写真18，methyl　green－pyronine染色，×400。写真17の部。再生筋細胞には中等度のピPtニン好性を認

　　　める。
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写真19，modified　trichrome染色，×200。　DPPD投与後6日。幼若再生筋線維で，核が中央に位置して

　　　いる。

写真20。pAS染色，×400。写真19の部。筋線維の横断面におけるPAS陽性のinterfibrillar　network

　　　は完全には完成していない。

写真21．SDH染色，×200。写真19の部。再生筋線維に中等度の活性を認める。写真中央下部は，　type　II

　　　fiberの残存筋線維である。

写真22．NADH－DH染色，×200。写真19の部。再生筋線維に中等度の活性を認める。

写真23．aldolase染色，×200。写真19の部。再生筋線維は中等度の活性を呈し，一部核にも軽度の陽性が

　　　ある。’

写真24．CPK染色，×200。写真19の部。再生筋線維は軽度の活性を呈する。

写真25，myosin　ATPase染色，　x　200。写真19の部。再生筋線維は中等度の活性を示す。

写真26．PhR染色，×200。写真19の部。再生筋線維には，　PhR活性がない。下方のtype　I・II　fiberは

　　　陽性である。

写真27．AIPase染色，×200。写真19の部。比較的細い再生筋線維に中等度のAIPase活性を認める（矢

　　　印）。

写真28．AcPase染色，　x　400。写真19の部。再生筋線維にはAcPase活性が全くない。間質には活性を呈

　　　する細胞が若干残存している。

写真29．AChE染色，×200（枠内は拡大像，×400）。写頁19の部。再生筋線維の神経筋終板にAChE活｛響モ

　　　（矢印）を中等度に認める。

写真30．5ノーN染色，×‘S　OO。写真19の部。間質に5ノーN活性を認めるが，筋原線維には活性がない。

写真31．methyl　green－pyronine染色，×200。　DPPD投与後8日。成熟しつつある再生筋線維。筋線維

　　　の巾が増し，ピロニン好性は核周囲に軽度にみられる。

写真32．modified　trichrome染色，×200。　DPPD投与後8日。成熟し巾も増大しつつある再生筋線維。

　　　核は辺縁へ移動し始める。

写真33．PAS染色，　x　200。写真32の劃1。網臼状のinterfibrillar　networkがみられる。

写真34．SDH染色，×200。写真32の部。正常筋線維とほぼ同様のSDH活性を呈する。

写真35．PhR染色，×200。写真32の部。　PhR活性によるモザイク状パコ1　．一ンが出現する。

写真36．G－・6－PDH染色，×　200。　DPPD投与後8日。成熟しつつある再生筋線維で，中等度のG－・6－PDH

　　　活性を呈する。写真中央下部は残存したtype　II　fiber。　　　　　　　　　　　　　　　　　・

写真37．AIPase染色，×200。写真32の部。再生筋線維にはAIPase活性が全くない。

写真38，LDH染色，×200。　DPPD投与後12日。ほぼ成熟した再生筋線維で，　LDH活性は正常筋線維とほ

　　　ぼ同様の強度を呈する。

　　　　▼はtype　I　fiberで，　Oはtype　II　fiberを表し，写真39の▼，0｝こ対応する。

写真39，PhR染色，×200。写真38の部。　PhR活性が正常筋線維と同様をこなる。

写真40。AChE染色，×400。　DPPD投与後12日。神経筋終板のAChE活性は強度となる。
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