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第 Ⅰ章　緒 言

各種乳腺疾患に関して生化学的,生 理学的,病 理

組織学的研究は非常に多いが,細 胞あるいは組織単

位において,そ れら生化学的機能状態を検索した研

究は数少 く,その歴史も浅い.病 理学的検索と同時

にそれら組織の生化学的物質代謝の状態を検索する

方法の一つとして組織化学は有要な方法である.こ

の研究法は大別して代謝物質そのものを証明する方

法と,そ の代謝過程に関与する酵素を証明する方法

との二通に大別することが出来る.前 者の方法は代

謝物質が迅速に変化しかつ微量である場合が多いた

め,生 体内における状態で把握するのに困難を伴う

ことが多いが,後 者の方法は酵素が直接代謝消費さ

れることがなく,ま たその反応の特異性が厳格なた

め代謝過程を知るのに至便な方法であると考える.

近年,染 色法の進歩とともに各臓器について種々の

酵素の組織化学的研究がなされるようになつたが,

乳腺については未だ十分な系統的研究に乏しく,諸

家の実験成績も必ずしも一致していない.

著者は乳癌,乳腺症,線維腺腫,女性乳房について,

それら組織及び細胞の代謝と比較的密接な関係にあ

ると考え られる水解酵素5種,す なわちAlkaine-

phosphatase (ALP), Acid-phosphatase (ACP), 

β-Esterase (β-EST), β-Glucuronidase (β-GL),及

びLeucine Aminopeptidase (AMP)を 検索 し,次

編において報告する8種 の脱水素酵素 とあわせ,そ

れ らの結果を総合し,萎 縮,増 殖,前 癌及び癌等の

乳腺の病理学的変化と,こ れ ら種々の酵素活性の変

化との相互的関連性を検索し,正 常乳腺及び乳腺腫

瘍の組織及び細胞の代謝機転について考察を行なつ

た.

第Ⅱ章　実験方法

外科的に剔出した人の乳腺82例, 112の 標 本,す

なわち乳腺症63,線 維腺腫8,女 性乳房7,乳 癌34

につ いて検索した.剔 出後肉眼的に病的及び正常と

思われる部位を1～2ヶ 所切除し組織小塊とし,直

ちに-30℃ deep-freezerに 一時保存後, -20℃ ク

リオスタットで厚さ20μ の凍結連続切片を作成し,

室温乾燥後10%中 性 ホルマリンで10分 間固定 し,水

洗後以下に記載する反応液中で反応させ,バ ルサム

* (本論文の要旨は,第22回 日本癌学会及び第64回日本外科学会に於て発表した)
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或はグリセ リン封入を行なつた.な お同時にクリオ

スタット切片によりヘマ トキシリン・エオジン切片

を作成 した.

1) Alkaline-phosphatase: α-naphthyl phosphate 

10mg, Diazo blue B 20mg, 1/5M Clark-Lub's 

buffer pH 9.2 20cc.

20℃, 30分 間 反 応 させ バ ル サ ム封 入 を 行 な つ た.

酵 素 活 性 陽性 の 部 位 は紫 褐 色 に 着 色 す る.

2) Acid-phosphatase: α-naphthyl phosphate 

10mg, Diazo blue B 20mg, Michaelis buffer 

pH 5.8 20cc.

20℃, 1時 間 反 応 させ サ バ ル サ ム封 入 を行 な つ た.

陽 性 部 位 は紫 褐 色 に 着 色 す る.

3) β-Esterase: β-naphthyl phosphate 10mg, 

Diazo blue B 20mg, Michaelis buffer pH 720cc.

20℃, 30分 間反 応 させ グ リセ リン封 入 を行 な つ た.

陽 性 部 位 は赤 紫 色 に 着 色 す る.

4) L-Leucine-Aminopeptidase: L-leucyl-β-na

phtylamine hydrochloride 8mg, acetate buffer 

pH 6.5 10mg, 2/100M KCN 1cc, 0.85% NaCl 

pH 6.5 10cc, Diazo blue B 10mg.

37℃, 30分 ～1時 間 反 応 させ,次 い で 食 塩 水 で 洗

い 数 分 間1/10M copper sulfateの 溶 液 に浸 した後

グ リセ リ ン封 入 を行 な つ た.陽 性 部 位 は 青 紫 色 に着

色 す る.

5) β-Glucuronidase:先 づ 「Ⅰ」 の 反 応 液 中 に

て37℃, 6時 間 反 応 さ せ た.「 Ⅰ」: 6-bromo-2-

naphthyl-β-d-glucuronide 30mg. phospho-citric bu

ffer pH 4.95 20cc. methanol 5cc, aq dest. 75cc.

次 で 水 洗 し 「Ⅱ」 の反 応 液 に て4℃, 5分 間 反 応

させ た.「 Ⅱ」: 0.02 M phosphate buffer pH 7.5 

40cc, Diazo blue B 40mg.

反 応 後,冷 水 で 水 洗, 0.1%酢 酸 を 通 じグ リセ リ

ン封 入 を 行 な つ た.陽 性 部 位 は赤 紫 色 に着 色 す る.

第Ⅲ章　実験成績

各乳腺疾患組織を上皮性要素すなわち腺房上皮細

胞,末 梢乳管上皮細胞,筋 上皮細胞及び基底膜と,

間質性要素すなわち線維芽細胞,線 維細胞,膠 原線

維,毛 細血管内皮細胞,そ の他とに二大別し,そ の

各組織における活性の分布状態を観察した.活 性を

ほぼ以下の段階の基準により区分した.陰 性(-)

とは,そ の酵素特有の染色のみられないもの.微 弱

(±)と は,著 しく弱い活性を示し,軽 度の活性を

示すに至らぬもの,軽 度(+)と は,細 胞が淡染し

なお細胞の核,原 形質等が判明 しうるもの.中 等度

(〓)と は,細 胞の核,原 形質等その詳細不明な程

度に染色され,な お細胞個々の識別可能なもの.高

度(〓)と は,細 胞全体が濃染し,細 胞個々の区別

不能で細胞集団として観察 されるもの とした.

乳腺症 ならびに乳癌 についての分類は, Stewart 

et al1),久 留2)に 準 じた.前 癌とは異常増殖及び細

胞異型を認め,連 続切片により検索するも基底膜の

破壊,浸 潤のみ られない状態のものとした.な お同

一標本についても異つた病理組織像を示すことがあ

るため,個 々の病変部位について検索を試みた.

1) Alkaline-phosphatase (ALP)に つ いて:正

常乳腺の上皮性要素は腺房,乳 管 とも中等度の活性

を示しFig. 1),な かで も筋上皮細胞,基 底膜に活性

強 く,腺 上皮細胞ではやや活性の減弱が認められた.

間質性要素では主 として小葉内結合織中に樹枝状に

分布 した毛細血管内皮に中等度の活性を認め,一 部

膠原線維に中等度乃至軽度の活性を認めたほか一般

に陰性を示 した.

乳線症 では,上 皮性要素 につ いてduct epith. 

hyperplasiaに 中等度 乃至高度の活性を示 したが,

一部の症例は微弱乃至陰性の活性を示すものがあつ

た. lobular hyperplasiaに 中等度の活性を示 した.

sclerosing adenosisで はそのflorid typeに 中等度

乃至高度のFig. 3),硬 化 期では軽度乃至微弱 な活性

を示 した. blunt duct adenosisは 陰性 より高度ま

で種々の活性を示 したがFig. 2),主 と して乳管で

は活性強 く,腺 房では減弱していた. duct papillo

matosisで は重層性増殖を示す部位 では一般に活性

は不規則であつたが,特 に上皮の増殖が著 しく細胞

異型度が著明で悪性化の傾向を示す部位では活性は

陰性化 し,毛 細血管内皮,筋 上皮にのみ活性を示し

たFig. 5), 6). cystで は一般 に活性は弱 く,未 だ上

皮細胞が立方形を呈する例では軽度の活性を示し,

扁平萎縮化すると減弱 した. apocrine epith.で は陰

性を示 した.間 質性要素では, lobular hyperplasia, 

duct epith. hyperplasiaで 上 皮の活性の強い部位に

比例 して線維性要素に中等度より陰性の活性を示す

程度であつた.毛 細血管内皮はlobular hyperplasia, 

sclerosing adenosisのflorid typeで 中等度の活性

を示し樹枝状を呈したが,他 の病変では不明瞭であ

つた.

線維腺腫Fig 4)で は上皮性要素に中等度の活性を

示し,間 質性要素では毛細血管内皮に中等度の活性

を認めたほかは陰性を示した.
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女性乳房では上皮性要素に中等度の,間 質性要素

では毛細血管内皮に軽度の活性を示したほかは陰性

であつた.

乳癌では活性は低下 し,上 皮性要素 につ いては

lobular carcinomaの 浸潤像の著明でな い例で中等

度の活性を示したが, papill. tub. carcinoma, scir

rhous carcinoma Fig. 7),及 びcomedocarcinoma

では陰性或は軽度の活性を, medullary carcinoma

では癌胞巣周辺に微弱な活性を示すほかほとんど陰

性を示 したFig. 8).間 質性要素では線維細胞に軽度

或は陰性の活性を認めた.

2) Acid-phosphatase (ACP)に ついて:正 常乳

腺の上皮性要素は 軽度の 活性を 示しFig. 9),間 質

性要素はほとんど陰性を示 した.一 部の腺細胞では

細胞質内に顆粒状に 色素の散在 するのを 認めた.

ALPに 比 してその活性は弱 く,腺 上皮細胞,筋 上

皮細胞及び基底膜とも同程度の活性を示 した.

乳腺症では,上 皮性要素についてはその分布状態

はALPと ほぼ同様で, lobular hyperplasia, duct 

epith. hyperplasis及 びsclerosing adenosisで 軽

度乃至微弱な活性を, blunt duct adenosisで 中等

度より陰性までの活性を示 した. duct papillomat

osisで は軽度乃至中等度の種々の程度の活性を示 し

たが,異 常増殖を示し異型性のみられる前癌性と考

えられる例では中等度乃至高度Fig. 10)の 活性を示

した. cyst Fig. 11)及 びapocrine epith.で は活性

は低下し微弱かあるいは殆んど活性を示さなかつた.

間質性要素は一般に陰性でsclerosing adenosis及

びduct papillomatosisの 上 皮性要素の活性の強い

部位に相当して軽度の活性を示 した程度であつた.

毛細血管内皮は殆んど活性を示さなかつた.

線維腺腫では上皮に中等度の,間 質に軽度の活性

を認めた.

女性乳房では上皮に軽度の,間 質に軽度乃至陰性

の活性を認めた.

乳 癌 で は上 皮 性 要 素 に つ い て 活 性 は一 般 に 正 常 と

同程 度 の 活 性 を 示 し, papill tub. carcinomaに 軽

度 乃 至 中等 度 のFig. 12), scirrhous carcinoma Fig. 

13)に 軽 度 の 活 性 を 認 め, comedocarcinoma及 び

lobular carcinomaで 中 等 度 よ り軽 度 の活 性 を 認 め

た. medullary carcinomaで は 微 弱 な 活性 を 示 し た

が,癌 胞 巣 周 辺 に は軽 度 の 活 性 を 認 め る こ と もあ つ

た.間 質性 要 素 につ い て はpapill. tub. carcinoma, 

scirrhous carcinomaに 微 弱な活性を認め,線維 芽

細胞或は線維細胞に活性が認め られた.

3) β-Esterase (β-EST)に つ いて:正 常乳腺の

上皮性要素では各腺葉によつて軽度 より高度の種々

の活性を示 しFig. 14),乳 管では 腺房上皮細胞に比

しやや活性が強 く,腺 腔に面 した部位に強い活性を

示 した.間 質性要素では主として基質に微弱な活性

を示した.

乳 腺 症 で は上皮性要素についてlobular hyper

plasia及 びsclerosing adenosisに 中 等度 のFig. 

15), dnct epith. hyperplasiaに 高度 乃至 中等度の

活性を示した. blunt duct adenosis Fig. 16),及 び

duct papillomatosis Fig. 17)で は 中等度 乃至高度

の活性を認め,腺 腔に面 し壊死性病変を示す部位で

は活性は増強する傾向を示 した.ま た細胞異型が著

しく前癌と考えられる部位では,活 性はやや減弱し

中等度乃至軽度の活性を示 した.乳 管の拡張 した部

位では中等度乃至高度の活性を示 し,腺 腔に面 した

腺上皮に活性の増強を認めた. cystで は活性は軽度

であつたが, apocrine epith.で は 中等度 乃至高度

の活性を示 した.間 質性要素については一般に線維

細胞に微弱な活性を示すほか特異な所見はみ られな

かつた.

線維腺腫では上皮性要素に軽度より高度の活性を

示 し,間 質性要素では線維細胞,線 維芽細胞及び基

質に微弱な活性を示 した.

女性乳房では乳管上皮に高度の一部軽度の活性を

示 しFig. 18),内 腔に面 した部位 あるいは乳頭状に

増殖 した部位に活性の増強を示した.間 質性要素は

殆んど陰性を示した.

乳癌の上皮性要素はpapill tub. carcinoma Fig. 

19)で軽度乃至中等度の活性を示し,腺腔内にて壊死

に陥つたと考えられる細胞には高度の活性を認めた.

scirrhous carcinomaで は 中等度より陰性まで 種々

の活性を示 したが,乳 管内へ進展拡張 したと考えら

れる部位は特異的に高度の活性を示 した. comedoc

arcinomaは 中等度の活性を示 し, lobular carcinoma 

では 中等度の活性を示 した. medullary carcinoma

では軽度の活性を示 した.間 質性要素については一

般 に微 弱 で あつ た が, scirrhous carcinomaで は基

質に中等度の活性を示す例もあつた.

 4) Aminopeptidase (AMP)に つ い て:正 常乳

腺の上皮性要素は軽度より高度の活性を示 し,小 葉

によつて活性の程度に差異が み られたFig. 20).間

質性要素では基質に軽度より陰性の活性を示 した.

乳腺症では上皮性要素についてlobular hyperpl

asiaで 軽度の活性を, sclerosing adenosis及 びblunt 

duct adenosisで はflorid typeに 中等度乃至高度の
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第 Ⅰ表　 病 理 所 見 と

ALP 　 ACP
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各 酵 素 活 性

β-EST 　 AMP 　β-Gl
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活性を示 し, fibrosingが 進 行すると活性は低下し

た. duct epith. hyperplasiaで は 中等度の活性を示

したが腺腔面により強い活性を示す例が多かつた.

同一乳管で も活性を示す部と示さない部があり複雑

な分布を示 した. duct papillomatosis Fig. 21), 22)

では中等度乃至高度の活性を示 した.特 に異常増殖

を示し細胞異型のみられる例では著明に活性の増強

を示した. cyst, apocrine epith.で は微 弱な活性を

示す程度であつた.乳 腺症における間質の活性は正

常乳腺と同程度であり有意の差を認めなかつた.

線維腺腫では上皮性要素に中等度乃至高度の活性

を,間 質性要素では軽度あるいは陰性を示し不定で

あつた.

女性乳房では上皮性要素に中等度のFig. 23),間

質性要素に微弱な活性を認めた.

乳癌では活性は 低下 し,上 皮性要素 については

papill. tub. carcinomaで 微弱 乃至 陰性を示 し,

comedocarcinomaで は微弱な活性を示 したが,腺 腔

内で壊死に陥つた部位は増強 した活性を示 したFig. 

24). lobular carcinomaで は微弱な活性を示 した.

scirrhous carcinoma及 びmednllary carcinomaで

は微弱乃至陰性を示した.間 質性要素については微

弱な活性乃至陰性を示 し有意の所見を認めなかつた.

5) β-Glucuronidase (β-Gl)に つ いて:正 常乳腺

では上皮性要素について腺房上皮,乳 管上皮とも中

等度Fig. 25)乃 至 軽度の活性を示 した.間 質性要素

では微弱乃至陰性の活性を認める程度であつた.

乳腺症では上皮性要素についてlobular hyperp

lasiaで 軽度乃 至中等度の, duct epith. hyperplasia

で は微弱より高度まで種々の活性を示 した.細 胞核

に相当し活性は低下 し,細 胞質なかでも細胞膜に近

く強い活性を認め上皮は全体として石垣状の配列を

示 した. sclerosing adenosis Fig. 26), 27)では中等度乃

至高度の活性を示 し, fibrosingの 著 しいもの程活性

は低下する傾向にあつた. blunt duct adenosis Fig. 

28)で は軽度より高度まで種 々 の 活性を示 した.

duct papillomatosisで 重層性の増殖を示 し細胞異

型を認める部位では著 しく高度の活性を示 したFig. 

29). cystで は 軽度 乃至 中等度の 活性を示 した.

間質性要素についてはlobular hyperplasiaで は小

葉内結合織の線維細胞に微弱な活性を, sclerosing 

adenosisに 軽度の活性を示した. blunt duct aden

osis, duct papillomatosisで 高度の活性を示した上

皮の周辺の間質で線維に中等度の活性を示した.

線 維腺腫では上皮性要素に中等度乃至軽度の活性

を示 し,間 質性要素は陰性を示 した.

女性乳房では乳管上皮に中等度の活性を示 し,間

質性要素は軽度の活性を示 した.

乳癌では上皮性要素について活性の低下はあまり

著明でな く, papill. tub. carcinomaで 中等度の,

sirrhous carcinomaで 軽度乃至 高度の活性を示し

Fig. 32),特 に後者では管内性に進展 したと考え られ

る 部 位 に 著 しく高 度の活 性 を示 したFig. 30).

medullary carcinomaで は癌胞巣中心部に軽度の,

周辺部に中等度の活性を認めた.間 質性要素は一般

に微弱乃至軽度の活性を示 した.

上述の各酵素活性の変化を簡単に示すと第 Ⅰ図の

如 くになる.

第1図

萎縮 　正常　増殖　前癌　分化癌　未分化癌

萎 縮 とは 老 人 性 萎 縮,線 維 化,硝 子 化,嚢 胞 及

びapocrine epith.等 を 抱 括 し,増 殖 とはlobular 

hyperplasia, sclerosing adenosis及 びblunt duct 

adenosisの 開 花 期, duct epith. hyperplasia及 び

duct papillomatosis等 を 抱 括 す る.乳 癌 は そ の組

織 学 的 異 型 度 に よ り分 化 型 と末 分 化 型 の2型 に分 類

し た.

第Ⅳ章　考 按

1) Alkaline-phosphataseに ついて:ALPは 燐

酸モノエステルか ら燐酸結合を水解する酵素のうち

pH 8.6～10.3の アルカリ性領域において作用する一

種のエステラーゼであり,エ ステルのアルコール基
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に関 して特異性が低い.本 酵素は,腸,胆 管,腎,

肝,脾 及び乳腺等生体内に広 く分布 し,細 胞分裂,

結合織細胞の増殖,分 泌細胞の分泌機能,骨 形成,

性 ホルモン等に関係する.

ALPの 乳腺に関する組織 化学 的研 究 は比較的

多くKabat et al8), Drennan5), Huseby et al6), 

Foraker7),南8),井 磧9).泉 雄10),伊 藤11)等 の報告が

あるが,こ れらの研究はほとんど高松及びGomori

の原法に準 じた方法によつてALPの 検索を行なつ

ている.そ の原理は燐酸エステルである β-glycero-

phosphate sodiumを 基質 とし,酵 素によつて水解

された燐酸基をCa塩 として沈着 させ鍍銀法或は硫

酸コバル トとして発色させ る方法である.こ の方法

は鋭敏であるが複雑な操作を必要とするため染色過

程中に中間生成物の拡散,吸 着等の人工産物を生ず

る危険がある.

この方法に対 し近年Menten, Junge & Green, 

Danielli, Manheimer & Seligman4), Gomori, Pearse,

及び森12)等 によりazo-色 素結合法が改良研究され,

著者はこの方法によつて検索を進めた.azo-色 素法

は α-naphthyl phosphate等 の燐酸塩を用い,こ れ

が酵素により水解 されて遊離したnaphtholがdia

zonium塩 とazo結 合 しdiazonium化 合物を形成

して,水 に不溶性のazo色 素を沈着せ しめるもの

で,前 者に比 しやや鋭敏さに劣るが操作が簡単で短

時間に発色 し,拡 散を生じ難 く局在性の点にす ぐれ

てお り,ま たnaphtholは 生体内に普通の条件では

存在 しないため生体内因性の基質の影響を考慮する

必要がなく体内色素と見誤る危険がない.

乳腺に関するALPに つ いてはKabat et al3)は

上皮性要素について良性腫瘍では陽性を,間 質性要

素において も若い結合織に陽性を認めているが,乳

癌では4例 中全例に陰性を示 したと述べている.同

じくManheimer et al4)は 乳腺の良性腫瘍は活性を

示 し,悪 性腫瘍では陰性であつたと述べている.ま

た毛細血管内皮細胞は腫瘍組織においても陽性を示

すが,正 常組織の毛細血管よりも反応が弱いと述べ

ている. Dempsy et al13)は 活動期の 乳腺間質の毛

細血管内皮細胞に高度の活性を認め,こ れは上皮性

増殖にともなう間質の増殖性変化の現われであると

している. Moris et al14)は 悪性腫瘍細胞では一般

に活性を認めず,毛 細血管内皮細胞,膠 原線維,多

核白血球等に活性を認め,そ れら間質性要素の活性

は良性腫瘍に於ても,悪 性腫瘍に於ても差異は認め

られなかつたと述べている.南8)は 悪性腫瘍に於け

る本酵素活性はまちまちで意義を有 しないとしてい

る.井 磧9)及 び 泉雄10)は 乳腺症におけるALP活

性 について筋上皮,基 底膜,毛 細血管内皮細胞では

活性の増強を認め,腺 房乳管上皮では減弱 していた

と述べ, Huseby et al6)は 腺房及び末梢乳管に常に

高度の活性を認め,そ のうち筋上皮に活性強 く上皮

細胞に減弱を示 したとしている.伊 藤11)も 井磧や

Husebyと 同様の傾向を認めている.

著 者の症例において も井磧,泉 雄等とほぼ同様の

事実を認めた.正 常乳腺腺房,乳 管においては上皮

性要素は中等度の活性を示 し,数 例の検索例で月経

前期に活性のやや増強する傾向を認めた.乳 腺症で

は増殖性変化を示すと考えられるlobular hyperpla

sia, duct epith. hyperplasia, blunt duct adenosis, sc

lerosing adenosisのflorid typeで はいづれも活性の

増強がみとめられた.間 質では上皮に隣接する幼若

な線維細胞に活性の増強を認め中等度の活性を示 し

た.毛 細血管内皮は中等度の活性を示 し,主 として小

葉内間質に樹枝状に分布 しているのを認めた. duct 

papillomatosisに おいては活性は一般に不規則で,

腺腔内へ増殖 した部位では微弱な活性を示 し基底層

に軽度の活性を認め,腺 腔内ヘレース状に増殖 した

部位では活性は微弱であつた.異 型増殖及び細胞の

異型性が認められる前癌性病変を示す例ではその活

性は一般に低下 し,基 底部に筋上皮細胞,毛 細血管

内皮細胞のみに活性を認めた. sclerosing adenosis

の萎縮型, cyst,及 びapocrine epith.で は活性は低

下 し,間 質においても線維化,硝 子化になるに従つ

てその活性は低下 した.

乳癌についてはALPの 文献的記載はKabat et 

al3)が4例 の乳癌について全例に陰性を示 したと述

べ, Drennan5)は100例 の乳癌中7例 に活性を認め,

Foraker7)は22例 の腺癌について全例が陰性を示 し

たとしている.本 邦では井磧及び泉雄等の報告があ

り,一 般的に活性の低下を認めている.

著者の成績でも同様に正常乳腺及び乳腺症性病変

に比し活性の低下が著 しいことを認めた.間 質では

papill. tub. carcinoma及 びscirrhous carcinoma

に軽度の活性を認めることがあつた.毛 細血管内皮

細胞は一般に減弱 した活性を示 した.

2) Acid-phosphataseに つ いて:ACPは 燐 酸の

モノエステルから燐酸結合を水解す る酵素 の うち

pH 4.6～5.8に て作用す る酵素でALPと は異るも

のとされている.

本酵素は体内の石灰沈着, Ca代 謝 に重要 な役割
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を演じ,腎 尿細管に活性強 く,腸 管におけるブドウ

糖の吸収,乳 腺における乳汁の産生に関係 し,前 立

腺癌患者に女性ホルモンを注射すると本酵素活性が

低下することが 知られており,ホ ル モ ンとの関係

が深いことが うかがわれる.組 織 化 学 的証明法は

Gomoriの 硫 化鉛 法 に始るが近 年ALPと 同 じく

azo色 素 結合 法がGrogg & Pearse15), Burton16)

等に より使用されるようになつた.本 酵素の染色に

ついてはALPに 比 し比較的不安定であり,固 定,

封埋,染 色液の種類等によつてその活性の低下をみ

ることが多 く温熱的影響を受けやすい.森17)等 は冷

アセトン固定,パ ラフィン切片では凍結切片による

如き優秀な発色を望みえないとしている.

本 酵素に関する系統的研究はALPに 比 し未だ十

分でない. Wolf, Kabat & Seligman18)は 人 の正

常乳腺上皮及び癌に活性を認め, Reiner, Rutenburg 

& Seligman19)は 乳腺腫瘍について腫瘍細胞に正常

より高い活性を認め,間 質には軽度の活性を認めた

としている. Fanger & Barker20)は 女性乳房,線

維腺腫, fibrocystic disease, intraductal adenoma

に強 い活性を認め, 44例 の乳癌については,そ の癌

胞巣周辺の浸潤細胞に増強した活性を認めている.

井磧21)は家兎乳腺における研究で,正 常乳腺では活

性を欠き,妊 娠するとその進行に従つて増強 し授乳

期に最も高い活性を示すと述べているが,エ ス トロ

ゲ ン,プ ロゲステロン,ア ン ドロゲ ン等の投与によ

つても本酵素に著変を示さなかつたとしている.人

の乳腺について,乳 腺症ではその上皮に活性の低下

していることを認め,乳 癌ではALPで 活性が低い

のに反 し, ACPで は非常に高かつたと指摘 してい

る.泉 雄10)は乳腺症における本酵素活性はいづれも

正常乳腺組織における範囲を出ないが, duct epith. 

hyperplasia, duct papillomatosisの 上 皮に 中等度

の活性を示し,間 質では陰性であつたと述べている.

乳癌では癌細胞に中等度の活性を認め,正 常に比 し

増強していたと報告している.

著者の検索結果では正常乳腺上皮で一般に軽度の

活性を示 し,間 質では殆んど陰性を示した.乳 腺症

においてはsclerosing adenosis及 びblunt duct 

adenosis等 の増殖病変では活性はやや増強し, apo

crine epith.,及 びcyst等 の萎縮病変では活性は殆

んど陰性化を示した. duct papillomatosisで は種々

の程度の活性を示したが,前 癌性と考えられ る部位

ではALPは 著明に低下す るのに反 し本酵素では増

強 し中等度の活性 を示 した.ま た乳癌に おいても

papill. tub. carcinomaに 中 等 度 の, scirrhous 

carcinomaに 軽度 の 活 性 を 認 め, ALPと は 異な り

本 酵 素 活 性 は癌 に お い て も よ く保 た れ て お り井 磧 及

び 泉 雄 と類 似 の 結 果 を 得 た. medullary carcinoma

で は 全 般 的 に は軽 度 の 活 性 を示 した が,癌 細 胞 各 個

は 種 々 の 活性 を 示 し た.間 質 性 要 素 に つ い て は

scirrhous carcinoma及 びpapill. tub. carcinoma

で その 線 維 細 胞 に 軽 度 の活 性 を 認 め たが,ほ か で は

ほ とん ど 活性 を 示 さ なか つ た.

3) β-Esteraseに つ い て: β-ESTは 一 般 に低 級脂

肪 酸 と一 価 の アル コー ル との エ ス テル を分 解 す る も

の を称 して い るが,脂 質 を 分 解 す る こ と も可能 で あ

り, lipaseと 組 織 化 学 的 に劃 然 と区 別 す る こ とは 困

難 で ある.尚cholinesteraseは β-naphthyl acetate

に 対 して 反 応 弱 く,ま た凍 結 切 片 作 成 中に 不 活 性 化

され る ため, cholinesteraseの 活 性 を考 慮 す る 必 要

が な い.本 酵 素 は 主 と して 膵 臓,肝 臓 に分 布 しその

他 脾 臓,リ ンパ 系,網 内 系,肺 な ど に も分 布 す る.

esteraseの 組 織 化 学 的 証 明 はNachlas, Seligmann

に よ り β-naphthyl acetateを 用 い るazo色 素結 合

法 が 発 表 され,そ の後Gomoriに よ り色 々 の 変法 が

考 察 され た がBarnett, Seligmannはindoxylを 用 い,

Pearson22)は5-bromo-indoxyl acetate, α-naphthyl 

acetate, naphthyl AS acetateを 用 い てesteraseの

証 明 を して い る.著 者 は β-naphthyl acetateを 使 用

して 検 索 した.本 法 は 最 も強 く発 色 す る点,優 れ て

い る がdiffusionを 生 じ易 い42).

乳腺に関する本酵素の研究は数少い. Wachstein, 

Meisel & Falkon23)は 正 常乳腺の腺腔に面した上

皮に活性を認め,癌 については種々の程度 の活性を

線維腺腫,線 維肉腫では上皮性要素に強い活性を

認め,間 質性要素に 中等度の 活性を 認めている.

Melnick & Bullock24)はwell differentiated 

carcinomaは 著 明な, scirrhous carcinomaで は微

弱な, medullary carcinomaで は全 く活性を認めな

かつたと報告 している. Pearson & Defendi25)は

マウス乳癌について本酵素活性を認めて お らず,

Murata et al26)は 同 じくマ ウス乳癌についてcyst

及 び乳頭状に増殖した部位に高度の活性を,間 質性

要素に軽度の活性を認めている.

著者の検索結果ほ正 常乳 腺でその活性の程度 は

種々であり一定の傾向を示 さないが,乳 腺症では

lobular hyperplasia, sclerosing adeosis, duct pap

illomatosis及 びblunt duct adenosis等 の増殖性

病変で活性の増強を,前 癌で軽度の活性低下を示し
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た.萎 縮性病変では一般に活性は低下の傾向を示し

たが, apocrine epith.及 び 拡張した乳管上 皮に中

等度乃至高度の活性を認めた.線 維腺腫及び女性乳

房ではそれぞれ中等度乃至高度の活性を示した.乳

癌では軽度より中等度の活性を示 した.尚 本酵素は

乳腺症及び乳癌 とも内腔に面 した上皮に活性強 く,

また変性ないし壊死に陥つたと考えられる細胞に増

強 した活性を示していた.

4) Aminopeptidaseに ついて:本 酵素はpolyp

eptideや 蛋 白の末端peptide結 合に作用する.特 に

leucine結 合物の水解にあづかるものはleucine ami

nopeptidaseと 称 する.本 酵素の生理的意義は大別

して二通の見解がありBurstone29)に よる蛋白分解

過程において本酵素活性の増強を示すとする見解と, 

Monis, Nachlas & Seligman30)に よ るfibroblastic

な過程において増強を示すとす る二つの見解がある. 

Gomoriはaminopeptidaseの ための有色反応物質

としてglycineま たはalanineのnaphthylamine

結合物をこの目的に使用することが可能であること

を示 した. Burstone & FalkはL-leucyl-β-naph

thylamideとDL-alanyl-β-naphthylamideを 基質

に用いたazo色 素 法を 発表 し,そ の後Nachlas, 

Crawford & Seligmann31)は この方法を改良 しCu

chlate法 を行い有機 溶媒に不 溶性の青い有色性反

応物質の沈澱とした.著 者はこの方法にもとづいて

検索 した.一 般に新鮮凍結切片において水解酵素の

azo色 素結合法を行なう場合には,形 成されたazo

色素が脂肪組繊へ移行することが多 く, Burstonら

の方法はそれを防止出来ないが, Nachlasら のCu

chlate法 では それが 可能で あり,や やその局在性

が 明瞭で あ る.し かし, Diazo blue Bと 銅 との

chlatingの 際,比 較 的大 きい青 色顆粒を形成する

ことがあり検索に際 して注意を要する.

乳腺の本酵素に関す る報告は未だ十 分 で な い.

Wachstein et alは 乳癌について中等度より高度の

活性を認めている. Monis et al32)は 乳腺のfibro

cystic diseaseに 於 て, duct及 びcystに 活性 を認

め,か つその周囲のfibroblastに 著 しい活 性 を認

めており,本 酵素活性とfibroblastic activityと の

関係を強調している. Murata et al26)は マ ウス乳

癌についてL-leucyl-β-naphthylamineを 基 質 とし

た場合は微弱な活性を, DL-alanyl-β-naphthylamide

を用 いた場合は強弱不同の活性を示 し,な お壊死性

病変を示す部位に高度の活性を認めている.泉 雄10)

は乳癌細胞に正常よりやや強い活性を認めたが組繊

型 との関連性は明らかでなかつたとしている.〓

著者の検索結果は正常乳腺については腺房でほぼ

軽度の活性を示 したが,小 葉によつて活性は種々で

あつた.間 質は小葉内結合織に軽度の活性を認める

ことが あつ た. sclerosing adenosis, duct epith. 

hyperplasia及 びduct papillomatosis等 の増殖性病

変で中等度乃 至高度の活性 を示し, cyst, apocrine 

epith.,及 びsclerosing adenosisの 硬化期では低い

活性を示した.前 癌性病変では特に活性は増強 し高

度の活性を示 した.乳 癌では,一 般に活性は低下し

微弱或は陰性の活性を認めた.

5) β-Glucuronidaseに つ いて:本 酵素はグル ク

ロン酸結合物の水解に関与す る酵素で解毒,発 癌,

悪性腫瘍,エ ス トロゲン,ス テロイ ドホルモン等 と

関係深い. 1934年 正 宗,大 島によつて酵素として確

立され, Manianに よつてesterill-glucuronideが マ

ウス体内通過の際にβ-Glucuronidaseに よつて分解

されることが実証された.本 酵素は肝,腎,脾 及び

内分泌臓器などで高い活性を示す.

現在組織化学的染色法には大別して次の二法があ

る.即 ち一つはFishman & Baker33)の8-hydro-

xyqinolin glucuronic acidを 基質として利用す る方

法で鉄反応 として証明 し,他 方はSeligman, Tsou, 

Rutenberg & Cohen34)に よつ て発 表 され た6-

bromo-2-naphthyl-β-glucuronideを 用 い るpost 

azo-coupling methodで あ る.両方法についての比較

検討は未だ十分でなく,今 後の研究に期待す るとこ

ろが大 きい. Fishmanら が生化学的に癌組織で本酵

素活性が高値を示す ことを指摘 して以来,臨 床的に

癌と本酵素との関係が注 目されたが,乳 腺組織にお

ける本酵素活性の研究は生化学的にも組織化学的に

も未だ詳細な ものは見当 らない.乳 腺症について,

小 池は本酵素との間に相関関係を見出し得なかつた

と述べ,泉 雄10)はduct epith. hyperplasia, duct 

papillomatosisで はその増殖細胞に強い活性を認め,

河瀬35)ら もlobular hyperplasiaに 同様の傾向を認

めている.癌 組織については, Cohen & Bittner36)

はマ ウス乳癌について癌により強い活性を認めたが, 

Monis, Banks & Rutenburg37)は12例 の乳癌につ

いて検索 し本酵素活性に強弱の差があり,一 定の傾

向を見出し得ないとしている.河 瀬及び泉雄等 も癌

組織により一定しないが,む しろ正常或は良性腫瘍

よりは強い活性を認めたとしている.

著者の検索結果では,増 殖傾向を 示すsclerosing 

adenosisで 中等度乃至高度の 活性 を示 した. duct
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epith. hyperplasiaで 細胞膜に近 く活性の増強を認

め石垣状の配列を示 した.こ の ことはFishman et 

al38)の指摘 した如 く本酵素は一般に細胞質に高 く細

胞質顆粒中に多 くみられ,核 には存在 しても少いと

の説をうらづけるものである. duct papillomatosis

で細胞の異型性を認め,前 癌と考え られ る部位では

活性の増強を認めた.乳 癌 で は一般 にCohen & 

Bittner36),河 瀬39)及び泉雄10)等の所見と同様に高度

乃至中等度の活性を示 した.特 にduct papillmatosis

の悪性化したと考えられる例は著 しい活性を示した

ことは注目に値す る. duct papillomatosisの 上 皮

増殖の著明で中心部変 性,壊 死に陥つた部位及び

scirrhous carcinomaの 管 内性に進展 した部位では

著 しく増強した活性を示 した.こ のことはde Duve

40)ら に よる本酵素がacid ribonuclease及 びcat

hepsinな どの加水分解酵素と同様,本 酵素も細胞

質中の リボゾーム中に大部分存在 し顆粒中では不活

性であり,細 胞の障害或は機能失調により活性が上

昇するという説を立証するものであると考 え られ

る.

第Ⅴ章　結 論

外 科 的 に 剔 出 した人 の乳 腺 腫 瘍112の 標 本 につ き

Alkaline-phosphatase, Acid-phosphatase, β-Ester

ase, Aminopeptidase及 び β-Glucuronidaseの5

酵 素 につ き組織 化 学 的 検 索 を行 な つ た.

1) Alkaline-phoaphataseは 正 常 乳 腺 で 中 等 度 の

活 性 を 示 し,萎 縮 で 減 弱,増 殖 で増 強 した 活 性 を 示

した が, blunt duct adenosis及 びduct papillom

atosisで は 不 規 則 な 活性 を 示 した.前 癌状 態 で は 活

性 は 著 明 に低 下 し,癌 で は 殆 ん ど陰 性 を示 した.

2) Acid-phosphataseは 一 般 に 軽 度 の活 性 を示 し,

Alkaline-phosphataseに 比 し,前 癌及び癌における

活性の低下は著明でなかつた.

3) β-Esteraseは 正 常乳腺で小葉によつて種々の

活性を示 し,乳 腺症では萎縮で減弱,増 殖で増殖 し

た活性を示 した.前 癌では活性はやや減弱 し,癌 で

は中等度の活性を示 した.乳 腺症及び癌で管内性に

増殖或は浸潤 し,ま たは変性,壊 死に陥つたと考え

られる部位では高度の活性を示 した.

4) Aminopeptidaseは 正常乳腺で小葉によつて軽

度から高度の活性を示 し,萎 縮で減弱,増 殖で増強

し,前 癌ではさらに活性は増強し高度の活性を示 し

た.乳 癌では活性は低下 し,微 弱な活性を示す程度

であつた.

5) β-Glucuronidaseは 正常乳腺で中 等度の 活性

を示 し,乳 腺症では病変により種々の活性を示 した

が,前 癌ではいづれも高度の活性を示した.癌 では

中等度の活性を示 し,管 内性に変性,壊 死に陥つた

と考えられる部位で高度の活性を示 した.

6) 線維腺腫では β-Esteraseに 高 度のAminope

ptidase, Alkaline-phosphatase及 び β-Glucuronid

aseに 中等度の, Acid-phosphataseに 軽度の活性を

示 した.

7) 女性 乳房では,線 維腺腫とほぼ同 様の活性を

認めた.
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Histochemical Studies on Human Breast Tumors 

Part ‡T. On Hydrolytic Enzymes

by

Hideo Nobuto

The First Depertment of Surgery, Okayama University Medical School 

 (Director: Prof. Dennosuke JINNAI and Prof. Sanae TANAKA)

A histochemical study on alkaline phosphatase, acid phosphatase, β-esterase, ami

nopeptidase and β-glucuronidase has been caried out to clarify the relationship between 

the function and morphology of the human breast tumors; mastopathia: 63, fibroaden

oma: 8, gynecomastia: 7 and cancer: 34. The surgically removed tumors were cut at 20μ 

in -20℃ cryostat, then the sections were incuvated in each histochemical reaction 

mixture. For the histochemical demonstration of hydrolytic enzymes, azo-coupling 

methods were employed, i.e., alkaline phosphatase, acid phosphatase and β-esterase 

were demonstrated by the methods described by Pearce,60) β-glucuronidase by Seligman 

et al,61) and aminopeptidase by Nachlas et al.62)

Alkaline phosphatase activity was the strongest in capillary vessels and myoepith

elium and moderate in the normal lobulus and ducts. This enzyme activity increased 

in proliferating area, but in precancerous area and in cancer it decreased markedly. 

Acid phosphtase activity was usually low in normal glands and not prominently decreased 

in cancer than that of alkaline-phosphatase. β-Esterase activity was moderate in 

breast tumors but increased in periluminal region and necrotic tissue. Aminopeptidase 

activity was moderate in normal glands but strong in proliferating area. This enzyme 

activity was elevated in precancerosis, but decreased in cancer cells. β-Glucuronidase 

activity was increased in proliferating area and precancerous area, but slightly decrea

sed in cancer. This enzyme activity was the highest in duct papillomatosis.
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延 藤 論 文 附 図 説 明

Fig. 1)　ALP:正 常乳 腺 腺葉,中 等 度 の活 性 を示 し,

筋 上 皮 細 胞 に増 強 した 活 性 を 示 す. 10×4

Fig. 2)　ALP: blunt duct adenosis,部 位 に よ り種

々 の 活 性 を示 す. 10×4

Fig. 3)　ALP: sclerosing adenosis, (florid type),

高 度 の 活 性 を示 す. 10×10

Fig . 4)　ALP: fibroadenoma,中 等 度 の 活 性 を示 す. 

10×4

Fig. 5)　HE: duct papillomatosis,重 層 性 の増 殖 を

示 し細 胞 異 型 の認 め られ る前 癌 性 と考 え ら

れ る部 位. 10×4

Fig. 6)　ALP:前 癌 性 と考 え られ るdnct papillom

atosis, Fig. 4と 同一 部 位 でALP活 性 は 筋

上 皮 細 胞,毛 細 血 管 に の み 認 め られ る に 過

ぎな た. 10×4

Fig. 7)　ALP: scirrhous carcinoma,癌 細 胞 は殆 ん

ど陰 性 を示 し,毛 細 血 管 に 軽 度 の活 性 を 示

す. 10×4

Fig. 8)　ALP: medullary carcinoma,癌 胞 巣 周 辺 に

軽 度 の活 性 を示 す に 過 ぎな い. 10×4

Fig. 9)　ACP:正 常 乳 腺 腺 葉,軽 度 の活 性 を 示 す . 

10×4

Fig. 10)　ACP:前 癌 性 と考 え られ るduct papillom

atosis, Fig. 4)と 同 一 部 位.増 強 した 活 性

を 示 す. 10×4

Fig. 11)　ACP:泡 末 細 胞 嚢 胞,嚢 胞 壁 基 底 部 に 中

等 度 の 活 性 を示 し,上 皮 細 胞 に は殆 ん ど活

性 を 示 さな い. 10×4

Fig. 12)　ACP: papill. tud. carcinoma,中 等 度 の 活

性 を 示 す. 10×4

Fig. 13)　ACP: scirrhous carcinoma,軽 度 の 活 性

を 示 す. 10×4

Fig. 14)　EST:正 常 乳 腺 腺 葉,中 等 度 の 活性 を 示 す. 

10×4

Fig. 15)　EST: sclerosing adenosis,増 強 し た 活 性

を 示 す. 10×4

Fig. 16)　EST: blunt duct adenosis,中 等 度 乃 至 高

度 の活 性 を 示 す. 10×4

Fig. 17)　EST: duct papillomatosis,中 等 度 の 活 性

を 示 し腺 腔 内 面 ほ ど増 強 した 活性 を 示す. 

10×4

Fig. 18)　EST: gynecomastia,高 度 の 活 性 を示 す. 

10×4

Fig. 19)　EST: papill. tub. carcinoma,中 等度 の活

性 を示 す. 10×4

Fig. 20)　AMP:正 常 乳 腺 腺 葉,小 葉 に よつ て活 性

の 程度 に 差 が 認 め られ る. 10×4

Fig. 21)　AMP:前 癌 性 と考 え られ るduct papillo

matosis,高 度 の 活 性 を示 す. 10×4

Fig. 22)　AMP: duct papillomatois,中 等 度 の活 性

を 示 す. 10×4

Fig. 23)　 AMP: gynecomastia,中 等 度 の,一 部 に高

度 の 活 性 を 認 め る. 10×4

Fig. 24)　AMP: comedocarcinoma,腺 腔 中 心部 の壊

死 に 陥 つ た 部 位 に 増 強 した 活 性 を 認 め る. 

10×4

Fig. 25)　β-GI:正 常 乳 腺 腺 葉,中 等度 乃 至 高 度 の

活 性 を 示 す. 10×4

Fig. 26)　 β-GI: sclerosing adenosis,高 度 の 活性 を

示 す. 10×4

Fig. 27)　 β-GI: sclerosing adenosis,中 等度 乃至 高

度 の活 性 を 示 す. 10×4

Fig. 28)　β-GI: blunt duct adenosis,高 度 の活性 を

示 す. 10×4

Fig. 29)　β-GI:前 癌 性 と考 え られ るduct papillo

matosis,高 度 の 活 性 を 示 す. 10×4

Fig. 30)　β-GI: scirrhous carcinomaの 管 内性 に進

展 した と考 え られ る部 位,著 し く高 度 の活

性 を 示 す. 10×4

Fig. 31)　β-GI: comedocarcinoma,腺 腔 内の 壊死 に

陥 つ た 増 強 した 活 性 を 示 す. 10×4

Fig. 32)　β-GI: scirrhous carcinoma,中 等度 乃 至高

度 の活 性 を 示 す. 10×4
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