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〔内 容 抄 録〕

神経組織の新陳代謝に重要な意義を有するコリンエ

ステラーゼ (ChE) 一帯に脳質におけるその活性分

布に就いて観察するため,その検索法として Koelle

& Eriedenwald氏変法,Koelle氏改良法,Gomo-

ri民法等を比較し,ついで正常動物の脳質 ChE 活

性分布を家兎,モルモット,ラッテに就い て検 索 し

た｡結果は次の通 りである｡

1) 脂質における ChE活性分布はほとんどすべて

は特異的 ChE であって非特異的 ChE は僅かであ

る｡

2) 検索操作法 としては貼布法が良い｡

3) Koelle 氏改良法が最も検出率が 良 い が, 全

ChE検索には Koelle&Friedenwald 氏変法の使

用が必要である｡

4) 組織片の凍結度は小指頭大の組織片が僅かに凍

結し少し融けかけたころが最適である｡

5) 動物としてほ家兎及びモルモットに比してラッ

テの脳質 ChE 活性は幾分強いようである｡

6) 全 CbE,特異的 ChE ともに同様な分布を示

し,灰白質部に多く,白質部は極めて少ない｡

7) 神経核,殊に尾状核部で高い ChE 分布を認め

る｡

8) 非特異的 CllE は大脳皮質部にて分布が少な

い｡

1 緒 昌

アセチ ール コ リン (A ch) が薬理学,生理

生化学上,重要 な意義 を もってい ることは述べ

るまで もない｡ A ch に関す る研究の進歩は,

生体組織 の機能 を考 える上 に大 きな貢献 をな し

とげてい る｡ 特 に神経学領域 においての研究は

活溌である｡ ア ドレナ リン性 の交感神経節後線

維以外 の,神経系 の伝達機能 を体液伝達学 説で

説明 しようとす るには A ch の作 用を論拠 と

せ ざるを得 ない｡

生体 内での A ch 合成系は-手技代謝,殊 に

含水炭素及び脂肪代謝 と密接 に結 びついてい る

と考 え られ,SH 基 を作 用基 とす る助酵素 の力

をか りて, コ リンを A ch に合成す る反応を

媒 介す る酵素が, コ リンアセチ ラーゼ (ChA)

であ り,A ch を コ 1)ンと帝 酸 とに分解す る酵

素 が コ リンエステ ラ-ゼ(ChE)である｡Ach

は ChE に よって水解 されて,その生理学的

作 用が失 われ て しまう｡ChE には特 異的 Ch

E と,非革具 的 ChEとが ある｡

特 異的 ChE は ACh が稀薄な ときに活性

値 は最大 とな り,非特異的 ChEは A ch の

濃壁の高 い ところで最 大値を示す といわれ る｡

A chの神経系 におけ る生理作 用の解明 に当

り A ch分解酵素 ChE が1925年 Abderh-

alden& Paffrathl)に より証明せ られ,Ach

の研究 と表裏一体 となって研究 され て き て い

る｡A chは生物学 的に極 めて重要 な る物質で

あるが,化学的に不安定 なるため,比較的安定

な ChE が化学的神経伝導 の研究方法 と し て

A ch に劣 らず利 用 され Nachmansohnら2)3)

の広範な研究を もた らしたのである｡

ChE の組織 化学的検索法 について も1920年

以降 いろいろの研究 と多大 の努力が払われ てき
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たが,1941年 Glick4) は高級打旨肪 酸の カルシウ

ム, バ リウム, コバ ル トな どの塩 類 が ChE

に よ り特 異的 に 分解 され る ことか ら 細 胞 化 学

的応用 の可能 性を論 じ,Gomori5)6)7)8)は高 級

脂肪酸 エステルを用い る ChE の組織 化学 的

検 索法 を発表 し,1950年 Hard&Petersonm 0)

は Gomori法 に よ り, イヌの神経組織 内ChE

を検 索 した｡ また特 異的 ChE お よびヨ巨特異

的 ChE の比較研 究のために A ch 類似物質

の合成が盛 んに行 われ,1943年 Mendel &

Rudneyll)は AcetyLB-methylcholin,Ben-

zoylcholinに対す る特 異的 ChEお よび非番 異

的 ChE の性状 について述べ てい る｡ 1938牢

Renshaw12) に よ り合成 され た Acetylthioc-

holinは1948年 Friedenwald らに より ChE

の組織 化学 的検索法 に用い られた ｡

本 物質は特 異甘勺ChE,非 特異的 ChEの両

者 に よ り速 やかに 分解 せ られ るので相互 の鑑別

はで きないが ChE 全体 としての組織 化学 的

証明 を行 うことがで きる｡ また antiChE の

研 究に よ り,1946午 Hawkins& Gunteo13,)

1949午 Hawkins&Mendel14)の neostigmin

顎似物 質の発表,1948革Adrian15) の Diiso-

pupylfuluorophosphate(DFP)の発 表な ど

多数 の antiChE が発 見せ られ,非 特異的
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ChE の作 用を完全 に抑 制す る ことが可能 とな

り ChE 研究の発 展に寄 与 した ｡ さらに ChE

の組 織 化学 的鑑別 のために Koelle&Friede-

nwald16)17)18)は抗 ChE 剤 を利 用 し,Aceト

ylthiocholin(AtllCh),Acetyl-B-metylcholin,

Benzolcholin,Butylrythiocholin,Isovaleryl

thiocholinな どに関す る検索 に DFP を加 え

て特 異 的 ChE お よび非特異 的 ChE の組織

化学 的検索法 を発表 し,1951年 Koelle19)は さ

らに前渡 の不 備な点 を改良 した ChE の組織

化学的検索法 を発表 してい る｡

私は Athchお よび Gomori法 の基 質の一

つで あ る Myristoylcholin を用い Koelle及

び Koelle& Friedenwaldの Acethylthio

cholin法 及び Gomori法 に よっ て動物 の摘f阻

織 ChE 活 性 分布状態 に就 いて追 試 す る 機

会 を得たので, Athch 法 の操作 そ の も の に

ついて検討 し,その軍験結 果につい て 報 告 す

る｡

2 組織 化学 的検索法

前述 の ごと く ChE の組織化学 的検 索法 は

最近 いち じるしい発達 を とげた ｡ 現 在 までに報

告 され てい る ChE の組織 化学自勺検索法 は第

1表 に示す ごと くで,その うち Koelle改良法

第 1表 コリンエステラーゼの組織化学的検索法

Koelle 改良法

Koelle&Friedenwald変法
Acetyl-& Butyrylthiocholin

Gomori法-高級脂肪酸 Cbolinester法

Ravin,Tsou&Seligman法- Azo色素結合法

Indoxyl法

の方法では特異的及び非特異的 Cholinesteraseが

の方法では全及び特異的,非特異的 Cholinesteraseが

3. の方法では非特異的 Cbolinesteraseを主として,全及び特異的 Cholinesteraseが

4. の方法では非特異的 Cholinesteraseと共に全及び侍異的 Cholinesterase,非特異的

Esteraseが

5. の方法では全 Cbolinesterasesと非情異的 Esteraseが検出される｡

と Koelle& Friedenwald変法 は同種類 の も

のなので,人 体 4種類 であ る｡ この うち主 とし

て用い られ るのは Gomori氏法 お よび Koelle

民 法で あ る｡

1) 原 理

ChE の組 織 化学的検 索法 の原理 は ｢ChE

自体の直接 的証明でな く, Ch E に よ り分解

せ られ た基質の分解産物 に沈澱呈 色反応を起 さ
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せる間接的証明法｣である｡ この原理 からも明

らかなように ChE 検索法 は,基質の選択 と

ChE お よび組織構成要素の保存か ら 成 り立

つ｡

(1) 基質の選択｡特異的 ChE お よび非特

異的 ChE に対す る基質の選択には A ch を

主体 として,acetyl 基を変換す ることと結合

のかあ りにSを導入す ることで行われてい る｡

(2) ChE お よび組織要素の保存｡酵素作用

保存 のためには組織は生であることが必要であ

る｡非特異的 ChE の検出には有機固定液の

使用が可能である｡

(3) 化学反応型式｡Koelle&Friedenwald

京大結研紀要 第 8巻 第 2号 増刊号

の Athch法 では特異的 ChE お よびヲ巨障異

的 Ch E の証明には基質 として そ れ ぞ れ

Athch,ButyrylthiocllOlin(Buthch)が用い

られ,その基本的化学 反応様式は第 2表に示す

通 りである｡Gomoriは高級脂肪酸 Choline-

sterを基質 とした ChE 検索法 を発表 し,そ

の Myristoylcholin 法 の反応様式は第 3表 に

示す通 りで,新鮮切片 あるいは Formalin 等

の固定標本 ともに大部分はヨ幹事異的 ChE を

表現する｡Ravin,Tsou-Seligman の Azo

色素結合法20'の化学 反応型式は第 4表 に示す ご

とくであ り, これ も非特異的 ChE を検出す

る｡

第 2表 コリンエステラーゼの組織化学的検索法の原理 化学反応型式 (1)

Acetyl-& Butyryl-thiocholin法

Acetyl-thiocholin Butyry1-thiocbolin

･-Specific& Non-specificChE

Non-specificChE-

Thiocholin
巨 cusol

Copper-tbiocholin

色白

t
↓

育満

･r_.
HN(

｢ーノ
澱汰

J

Butyrate

S-NH30H+H2S(CuS飽和)

CuS茶黒色沈澱終末反応物

第 3表 コリンエステラーゼの組織化学的検索法の

原理 化学反応型式 (2)

Myristoylcholin 法

Myristoylcholin

ト chE
J

Chloride
J

Myristicacid

∫+Cobaltacetate

Myristitcobalt

(沈澱)

J十(NH｡)2S

CoS黒褐色沈澱終末反応物

2) ChE の阻害剤について

ChE の酵素作用の分析は組織化学 の閉域に

おいてもぎわめて重要な問題であり,その/分析

には基質お よび阻害剤を用い ることによりお こ

ない得 る｡ その関係は第 5表,第 6表 のごとく

である｡

上述のごとく各種 ChE の検索法 が相つい

で発表 され,基質及び阻害剤の組合せからChE

を Esterase群 よりわけて組織化学的に検出す

ることがで きるようになるとともに,特異的,

非特異的 CbE をほぼ完全 に分離検索 し得 る

ようになった ｡
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しか しなが らこれ ら4種 の検索法 のうち牛封鞍

的 ChE の検索法 としてほ Koelleの Athch

法が,非特異項勺ChE の検索法 としては Buト

hchを用いる Koelle の方法 および高級脂肪

第 4衷 コ リンエステラーゼの組織化学的検索法の

原理 化学反応型式 (3〕

Azo色素結合法

6-Bromo-2Carbonaphthoxy-Cbolin

トN｡n-specificCbE

J
6-Bromo-2NaphthylCarbon酸

自 然 分 解

1
6-Bromo-2Naphthol+Diazo

iZE!

J
Cbolin

blueB
メ;iiiZg lq

EiiE岳E5i

iESiZ.顎
J

(濃藍色沈澱物〕終末反応物質
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第 5表 コリンエステラーゼの組織化学的検索法の

原理 分解能

酵 素 l 基

非特異的

Esterase

全

CI101inesterase

解分

質

α-Naphthylacetate

Acety1-tbiocholin

〟-Acetyl-indoxyl

非分解 Myristoylcholin

分 解

非特異的

cholinesterase 分 解

特異的 分 解

Cbolinesterase

α-Napbtbylacetate

Acetyl-thiocholin

♂-Acety1-illdoxyl

Myristoylcbolin

α-Naphtbylacetate

Acetyl-thiocllOlin

Myristoylcholin

Butyryトthiocholin

α-Napllthylacetate

Acety1-tbiocbolin

Myristoylcholin

Acety1-a-methylcholin

非分解 Butyryl･tIliocholin

第 6表 コリンエステラーゼの組織化学的検索法の原理 阻害剤

酵 素 l 基

非特異的 Esterase

全 ChE

非特異的 ChE

特異的 ChE

α-Napb thylacet a te

A cetyト tbiocholin

α-Naph tbylacet a te

Acety1-thiocholin

Acetyl-tlliocholin

質 阻

EserinlO~4M

害 剤

Taurocl101ate5×10~3M

EserinlO~6×2M

DFP IO~6M

Nu68310~8M

Nu125010~BM

DFP lo一l,M

Nu63810~4M

Nu 125010~8M

酸の Cholinesterを用いる Gomoriの方法

が適当であると考 えられてい る｡

3 実 験 方 法

ChE の組織化学的検索法 についての詳細な

説明紹介はすでに豊田21-24) ･岡本25) 他が発表

しているので ここでは簡単に説明 す る｡ 禾吊ま

Koelle改良法 で特異的 ChE を,Koelle &

Friedenwald 変法で仝 ChE お よび特異的

ChEを,Gomoriの方法 でヲ幹与異的 ChEを

検索 した｡

1) 組織切片の作製

脳質における ChE の活性分布の検索のた

め家兎,モルモッ ト, ラッチを用いた｡家兎は

耳静脈内空気注射,モルモッ ト, ラッテはエー

テル麻酔 あるいは全採血二法により死亡 させて,

直 ちに悩,脊髄 を適出 し実験 に供 した｡適田 し

た脳脊髄は常温生理食塩水で軽 く且つ短時間洗

源 し,直 ちに Sartorius凍結 Mikrotom で

20-30〃 の厚 さに切 り,電気冷蔵庫で冷却 し

た蒸溜水中に浮酵 させ一部は大型デッキガラス
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に自然 に乾燥,密着貼付し,-増ドは電気冷蔵庫

内で乾燥密着 させて貼付 し,反応液 ならびにそ

の後 の操作 を実施 し,叉,一部は固定の前 まで

デッキガラスに貼付せず,浮き算法 により反応操

作を行った｡ 更に切片 とせず残った組織片は冷

アセ トン中に投入し冷蔵庫内に置 き 固 定 し て

Gomori法 の検索材料 とした｡

2) 反応試薬およびその調製

(1)Koelle改良法

第 1液

グ リココ-ル

結晶硫酸銅 (CuSod

溜水

筒 2液

マレイン酸ソーダ
1N苛性 カ リ

溜水

第 3液

3.75g

5H20)2.50g

lOOcc

9.60g

52.2cc

lOOcc

京大括研紀要 第 8巻 第 2号 増刊号

40%硫 酸 ソーダ水溶液 (38oC,PH-6.0)

第 4液

9.52%塩化 マグネシウム水溶液

第 5液

アセチールチオ コ リン原液 :Athchiodid23

mg,滑水 1.2cc,0.1M CuSO40.4ccを加え

振盤遠沈渡過す る｡

チオ コ リン銅 (Cu-thch)

Athch29mg,滑水 1.0cc,0.1M CuSO4

0.6ccを加え転意遠沈涯過後 1cc の蒸溜水

で 2度洗源 し凍液 に加 える｡ これに 0.1M Cu
SO4 1cc お よびグ リココール 苛 性 カ リ液

(Glycin1.88g.1N･K OH2cc,溜水50cc)

1ccを加え,lN K OH で PH-9-10とし

沈澱 を生ぜ しめ遠沈 L Cu-thchの沈漆 をと

る｡

上記各試薬を第 7表 の通 り調製 し基質液を作

る｡

第 7表 反応基質液の調整法 (1)

Koelle改良法

＼
･ 試薬 -ー

酵素 ＼＼＼＼＼ cuigly't H20

特異的 ChE

対 照

混 合 比

Na2SO4Lr些 C121Cuthch

∬ i TV E V

量

量

徴

微

6

4

0

0

(2) Koelle&Friedenwald法

グ リココール苛性 カ リ液

グ リココール

1N苛性 カ リ水溶液

溜水

0.1M 硫酸銅水溶液

0.2M 第 1燐酸 カ 1)ウム (KHBPo d) 水溶

液

0.2M 第 2燐酸 ソ-ダ(NaコHPO4)水溶液

10-5 D FP 水溶液

私は 0.1%DFP 注 射液を使用前30分以内

に溜水で 10-5 M になるよう稀釈 した｡

アセチ -ルチオ コ l)ン原液

A thch

Ⅵ

1.2

沃化アセチルチオ コ1)ン 29mg

溜水 1.5cc

0.1M 硫酸銅水溶液 0.5cc

遠沈渡過す る｡

チオ コ リン銅

調製法 は Koelle改良法 と同 じ｡

上記各試薬を基 として作 る基質液および洗源

液は第 8表の通 りである

(3) Gomori法

第 1液

1/10M トリス (ヒドロオキシメチル)-ア

ミノメタン- マレイン 酸塩緩衝液一一PH-7.5

-7.7 100cc
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第 8素 反応｣.1潤 液洗源液調製法 (_2〕

Koelle& Friedenwald変法

一一689---

0.1M 酷酸 コバル ト水溶液

50cc塩化 カルシウ

ム 1mg塩化マグネシウム

1mg塩化マンガン 1mg

溜水 300

cc樟脳

微 量第 2液0.02M ミリス トイルコ

リンエステル水溶液っ微量の樟脳を加える｡

上記試薬による基質液の調製は第 9表の通

りである｡第 9表 基質液の調製法 (3)

Gomori

a＼＼､ ､試薬卜電 器 慧 示 il;n＼酵素 ＼ ㌔ Ⅰ

甘非特異的 ChE 50.0

1･03) ChE標本の作製

(1) Koelle改良法i)凍結法 により作っ

たデッキガラス上 の切片はつぎの前操作液 に30分間浸

け る｡10-6MDFP液 1.5

cc40%硫酸 ソーダ液 9.0cc

溜水

4.5ccこの 10-6M D FP液 も 0.

196D FP 注射液を稀釈 して調製 した｡

ii)切片を基

質液に移す まで次の液に30-35oCで浸漬｡ 40%硫酸 ソ-ダ水溶液 9.0c

c溜水

6.0cciii)切片

を基質液中に入れ, 370Cで30分前後浸漬する｡

なお基質液は Cuthch までは第 7表 のごとく順次各試薬を加 え, 380C に15

分以上保 ち,使用前に A

thchを加え,涯過後使用する｡iv) チオ コ リン鋼飽和20%硫酸 ソーダ水溶

液で 5分間以上洗源｡Ⅴ)チオ コ リン

銅飽和10%硫酸 ソーダ水溶液で 1分

間洗准｡vi) チオ コ リン銅飽和水で 1分間洗確｡

vii)硫化銅飽和多硫化アン

モニウム稀 釈 液中に20秒浸漬｡私は硫化

アンモン液を冷蔵庫内に保存 し,使用時に この液を25倍に稀釈 し,0.1M 硫酸銅

水溶液約 2ccを加え,涯過後使用 した｡vii

i)水洗一浮非法によった ものは ここで デッキガラスに

貼付 した｡ix)硫化銅飽和10%中性 ホルマ リンで固定｡
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渡過 し,檀ちに A thchを加え用いる｡

ii)切片を洗准液 (第 8表)中に少な くとも

5分間浸漬 し過剰の硫酸銅を除去す る｡

iii)硫化銅飽和多硫化アンモニウム液 中に20

秒間入れ る｡切片は茶黒色に変色す る｡

iv)水洗

Ⅴ)硫化銅飽和水により充分洗准｡

vi)浮き算法 によったものは ここでデッキガラ

スに貼付｡

vii)10%中性 ホルマ リンで固定｡

viii)上昇 アル コールにて脱水.

ix)キシロールで透徹 ｡

Ⅹ)バ ルサ ムにて封 入｡

b)特異的 コ リンエステラーゼ

i)凍結切片作製後切片を基質液 (第 8表特

異的 ChE)中に入れ,380C で30分間浸漬｡

ii)以下の操作は全 ChE と同様に行 う｡

(3) Gomori法 一部は凍結切片作製後基質

演-｡一部は

i)材料を冷アセ トンで12-24時間固定 ｡

ii)室温のアセ トンで12-24時間固定｡

iii)組織片を冷アル コ-ル ･エ-テル中に移

し1-3時間浸潰｡

iv)4%セロイジン液中に組織片を入れ,袷

蔵庫内で12時間浸漬｡

V)舶j鉄片を冷 クロロホルム中に 1時間ずつ

2回浸漬一計 2時間｡

vi)パ ラフィン包埋 ,切片作製｡

vii)切片を基質液 (第 9表) 中に投 入 し,

370C で 2-24時間浸漬｡ なお基質液は第 1液

を 370C～400C に加温 し, これに第 2液 を加 え

る｡

viii)2分間水洗｡

iX)多硫化アンモニウム稀釈液 に切片を入れ

る｡私は 2分間浸潰 した｡

Ⅹ)水洗｡

Ⅹi)後染色｡

Ⅹii)上昇アル コール脱水

Ⅹiii)キシロ-)L,で透徹 ｡

Ⅹiv)バルサ ム封 入｡

4 実 験 成 練

京大括研紀要 第 8巻 第 2号 増刊号

第10表 脳コリンエステラーゼ活性分布
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1) 大隅皮質

大脳皮質部は一般に ChE 活性は比較的弱

く肉眼的には皮質および髄質の区別 こで きうる

程度で大脳皮質の各層を区別することはできな

い ｡

弱拡 大断機鏡所見では表在層には ChE の

分布は少な くほ とんど陰性である｡ 外相粒層,

外錐体細胞層,内頼粒層,内錐体細抱層等にお

ける ChE 分布は各層 ともに大部分神経細胞

に分布 し細胞間にも微弱な硫化銅反 応 を 認 め

る｡

強拡 大顕微鏡所見では上記各層におけ る各種

神経細胞による ChE 分布は少な く,各層細

胞間の ChE分布にいち じるしい差異 を 認 め

ず,各層における ChE 分布の差異は細抱数

に左右 されている｡

つぎに髄質部における ChE の分布はあま

り大きなものでな く,一部線維状 に分布 してい

る｡

2) 尾状核部

尾状核部 における ChE の分布ははかの部

分に比 し極めて大で大脳皮質 よりも著 るしく多

い｡ 肉眼的にも大なる ChE の存在を認める｡

弱拡大所見では極めて強い ChE の分布を

示す細胞を ChE 活性を示す網状組織上に認

め,毛細血管内皮細胞にも弱い ChE の分布

を認める｡ 神経線維 にも弱い ChE の分布 を

認める｡

強拡大所見では神経細抱の ChE 分布は細

胞によりかな り差異が あり原形質が明 らかなも

のほ どその分布が大である｡ Glia 細胞の核は

極めて強い ChE 分布を認める｡

3) 小 脳

小脳皮質における ChE の分布は大脳皮質

に比べ多い｡

肉眼的所見では,ChE 分布状態により2層

に分けることが出来 る｡ 外層部は倭か しか Ch

E分布を認めないが,内層にはかな りの程度に

認め,両層はほぼ皮質の半分ずつを 占 め て い

る｡
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弱粧 人節倹鏡所見では神経細胞層 と果経た層に

おいてほ大 きな ChE の分布密度を示 し,令

子屑には ChE の分布は少ない｡

強拡大顕微鏡所見では分子層は全般にきわめ

て弱い ChE の分布を示 し散在性の ChE分

布 を認める｡

Purkinje 氏細胞層は大 きな神経細抱の配列

す る層で,額粒層 とは区別できなかった｡

斯粒層における ChE 分布は大で小脳皮質

ChE 活性の大部分を占めている｡特 に顕粒細

胞原形質中に限局して分布 している｡

モルモッ ト,ラヅテ,豪兎におけ る特 異 的

ChE

1) 大脳皮質

所見ははば全 ChE と同様で弱拡 大所見で

はやや弱い ChE の分布 にまじって強いChE

分布 を原形質にもった神経細胞の散在が認めら

れ る｡強拡 大所見では ChE の分布は比較的

まばらで神経細胞に相当す る部分に ChE 活

性 の強い ことが認められ る｡

2) 尾状核部

この所見 も大体:全 ChE と同様であるが,

肉眼的所見においては尾状核部はきわめて大な

る ChE の分布を示 している｡ 弱拡 大顕微鏡

所見では ChE は主 として神経細胞内に分布

し,有髄神経線維 にはあまり ChE の分布は

認められない｡ 強拡大顕微鏡所見では,神経細

胞内における ChE 分布は多 く, しか も神経

細胞内に分布 し,細胞原形質周辺部に限局 して

いて,神経細胞核には ChE 分布は認められ

ず白 くぬけてみえる｡

3) 小 脳

この所見 も仝 ChE と同様で,小脳皮質は

ChE分布 の強弱 より2層に分け られ るが,外

層はほ とんど ChE の分布を認めず,内層は

強い分布を認め,額粒層の細胞に相当 して強い

ChE活性を認める｡

4) 大脳朋培β(ラッテ)

大脳脚部の横断面における ChE 分布につ
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いて説明すると,

肉眼的所見では ChE 分布は広範囲に認め

られる｡特 に高度の分布を示 しているのほ両側

大脳脚部にある黒質部で両側に帯状になって認

められ る｡また脚問核にもきわめて大きな分布

を認める｡ また中心灰白質の前にかな り大きな

ChE分布を示 している細胞群がある｡左側白

質部中央 よりに散在性の点状分布を認める｡ 中

心灰白質は分布は少ない｡

強拡大顕微鏡所見では,黒質における神経細

胞内の ChE 分布はきわめて大 きく,原形質

内に均等に存在 している｡ 核には全 く分布は認

められない｡さらに黒質内の神経腰細胞および

神経線維に分布を認める｡他の神経核の分布 も

同様であるが,細胞外にも網状線維状の分布を

認める｡ しか し全体 としてほ異質に比 し分布は

少ない｡

そのはか中心灰白質な どの諸神経 細 胞 群 は

ChE分布は金紋に疎である｡

5) 橋 部

橋の横断面における ChE の分布状態につ

いて説明する｡

肉眼的所見では ChE 分布の比較自勺大なる

ものは橋核,中心灰白質その他の核の細胞群で

ある｡その中でも中心灰白質および橋核に大 き

な分布を認める｡

顕微鏡所見では中心灰白質内に散在性に原形

質内に分布を認める｡ また白質の一部で網状線

維状の分布を認める｡

橋核における神経細胞内 ChE の分布は他

の核 よりも大 きな分布を示 している｡

ラッ テ及び家兎,モル モ ッ トの 非 特 異 的

ChE

ヨ匡拝具的 ChEは大脳皮質において僅かに分

布を認めるのみで,尾状核部,小脳皮質 ともに

反応は陰性であった｡

5 総括及び考枚

1) 切片の作製 について

ChEの検索には本酵素の活動性を保存 し,

同時に酵素の移動を最小限にす る方法を用いな
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ければならない｡本酵素 ことに特異的 ChEは

固定法を行なうと,その活性はほとんど消失す

るので当然凍結法 により切片を作 らなければな

らない｡私は Sartorius凍結 Mikrtom を用

いて切片を作 り,冷却 した蒸溜水中に切片を浮

涛 させ,速やかにデッキガラス上 にとり,乾燥

により切片を固着 させる貼付法 と冷茶溜水に浮

済 させたものをそのまま硝子棒で操作す る浮薄

法 と2つの方法で実験 した ｡

ここで問題になる諸点について考察 してみる

と,第 1は切片を冷蒸溜水に浮き存させることに

より,ChE の移動,組織の破壊のお こること

である｡ この点については Adamston &

Tayler26) の用いた ドライアイス法すな わ ち

メスおよび作った切片を凍結 させたまま特殊容

器を用いてデッキガラス上に切片を拡げる方法

は極めて有効であるが,私はメスおよび蒸溜水

を予め電気冷蔵庫の冷却装置室内に入れ 1時間

後に蒸溜水一氷になっている-を冷蔵庫内へ出

し,メスはそのまま1時間以上冷却使用前 まで

おき,出して手早 く使用 した｡一

第 2に私はデッキガラス上の切片を室温に放

置 し自然乾燥によりグラスに密着せ しめる方法

20) と電気冷蔵庫内に置 く方法をとったが,乾

燥密着 とも電気冷蔵庫内の方がデシケータ-を

用い真空乾燥下で実施す る方法には及ばないが

自然放置 より幾分 よいようであった｡

第 3の問題は SartoriusMikrotom ではあ

まり薄い切片が作れない こと,連続切片を作 る

ことができないことおよび組織片の凍結度 が適

当でないと椅麗な切片が とれないこ と等 で あ

る｡

薄切,連続切片については白木 ら27) の液体

空気,イ ソペ-/タンによる凍結乾燥法の利用は

極めて有効であると考え,また Holz,Somm-

ers& Warren28) も切片作製に凍結乾燥法 を

用いて研究を進めている｡ 組織片の凍結度は繰

返 し実験を重ね ることにより,叉季節により場

所によって異なるであろうし,事実,各報告29)

をみても凍結の程度を適当にす る｡ と述べてい

るのみで具体的な程 壕は述べ られていないが,

私の経験では四季を通 じ,′J守旨頭大の組織片が
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漸 く凍結 し少し融けかけた ぐらい,実際には激

結 させた組織片を指頭で 3度位軽 く触れて切 る

と組織の損壊 を最 少隈にし得 ると考 える二､

2) 反応液 と標本作製 について

反応液を作 るための各試薬は純度のよい薬品

を用いるほど結果が よいのは当然 で,私は総 て

特級試薬を使用 した｡Koelle&Friedenwald

法 および Koelle の改良法,Gomori法 を通

じr/,lS器は生化学的に清浄であることが必要であ

るo

Koelle& Friedenwald 法では硫化アンモ

ニウム水の調製 に注意が必要であり,叉その新

鮮 度が問題 となる｡Koelle 改良法 においては

Malein酸 ソ-ダの作製 と苛性 ソ-ダ液の pH

の調整が問題であるが,Malein 酸 ソ-デにつ

いては Temple30) の報告があ り,苛性 ソーダ

は 38oC で pH-6.0 にしなけれ ば な らず,

38oC 以下では苛性 ソーダの溶解度は4096に達

しない｡ 叉一一度加湿 して溶けたものも 38oC以

下になると再結晶 して pH が規定で きない｡

私は恒温箱内で正 しく 38oC として pH を規

定 し,更に pH メーターにかけて確 かめた｡

Gomori法では基質の選択が問題 とな り,私の

使用 した Myristoylcholin の他 Lauroylch-

olin,Palmitoylcholin,Stearoylcholin があ

るが25),それによって基質液浸漬時間が異 なっ

て くる｡Myristoylcholinの場 合2-16時間,

6時間位,12--24時間25), 4-12韓間23),固定

しない場合は 1-4時間25)といわれているが,

私は固定標本は12-16時間,無固定標本は 4-

6時間浸漬 した｡その結果,上記浸漬時間内で

はほとんど検索状態に差異 を認めなかった｡な

お動物により基質を選択すべ きであるともいわ

れ る｡ 反応液お よび洗礁液 中における切片は浮

ラ算法では切片の破損強 く殊に硫化アンモン浸漬

時に著 しく損壊 し完全な標本を作 ることが出来

ず,硫化アンモ ン浸漬時間を少し短 くして10-

15秒にす ると結果が充分でない｡ 反応基質液の

少いためデ ソキガラスに貼付して操 作 す る 時

は,一枚一枚浸漬 し,もし二枚以上を同時に浸

漬するときは, よほ ど慎貢にしない と互 に標本
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を傷つける｡ ことに洗礁液中では静かに標本を

動か しなが ら洗 う必要がある｡上記の如 く,浮

き算法 と貼付法 を比較す ると,長時間を要する難

点はあるが,貼付法 の方が完全に近い標本 を得

ることが田来 る｡

3) 完成 ChE標本について

完成標本像における硫化銅の沈着の分布が正

しい ChE活性の部位を示 しているか,否かの

点については Hard& Peterson9) は 6-Br-

omo-carbonaphthocholin iodid を用いて

の非牛革異的 ChE の検索結果から,Koelle&

Friedenwaldの Athch法では,ChEに分

解 されてできた Cuthch はほかの部位に移

動す ることを指摘 している｡私は Hard &

Peterson の方法 を追試す る機会を得 な い の

で, この点について検討す ることはできない｡

しかし Koelle 改良法 に よる実験成績か ら

は ChE の移動に対 して抑 制措置が とられて

いるものと考 えられ る｡

Koelle& Friedenwald法 と Koelle 改良

法 による ChE の所 見は実験 成績の項 におい

て少し検討 したが両者 の相違は,前法では Naコ

S04 により ChE を沈澱 させ る操作を行な-つ

ていないので ChE により分解 され てできた

Cuthch の移動が認められ るという｡私の実

験では幾分その傾向を認めたが,Koelle 改良

法 に よったもの との間に人きな差異は認めなか

った ｡

Koelle 改良法 については,動物が異なるこ

とに より,少 しの差異はあったが,現在 までの

諸報告の所見 とほとん ど一致 した所見を示し,

実際の分布を比較的正 しく示 してい る と考 え

る｡

4)大脳皮質における ChE の分布について

大脳皮質における ChE の化学的定量につ

いては種 々検索がお こなわれ て い る が29)31),

ChE 分布が小であるか ら皮質各層の ChE 分

布 を区別 して検索することは困難である｡又組

織化学的に検討 した系統的研究 も少な く1950年

Koelleの ネコについての検索17),1952牢Pope

32'のマウスの大脳皮質における検索,昭和29年
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豊田21) のイヌの中枢神経系における検索な ど

が ある｡

人体については1949年,1952年,Pope,Ca-

veness,Lingston ら33) の正常 人脳,精神病

患者脳についての検索,昭和32年宝 34) の人の

大脳皮質における ChE 活性分布の検索があ

り,大脳における ChE の正常分布について

充分な検索はおこなわれていない現状では多 く

の問題が残っていると考 える｡私は家兎,モル

モッ ト, ラッテに就いて ChE分布を検索 し,

動物により活性の強弱はあるが,ほ とんど同様

の分布を示す所見を得た｡

5) 脳基底核その他 の神経核について

脳基底核におけ る ChE の定量化学的分布

は大脳皮質の数十倍にあたるといわれ, このよ

うなきわめて大 きな分布はおそらくこの領域に

おける機能 の大小 と関係 を有すると考えられ,

私の実験成績では脳基底核,異質,オ 1)-プ核

にははかの錐体細胞群に比 L ChE分布 はかな

り大である｡もちろん組織化学的方法 は定性的

方法で正確 に定量することはできないのである

が,Koelle のい うごとく半定量的な価値はあ

ると思われ,数多 くの標本を観察 し,その活性

分布をみるときは,ある程度定量的にも論 じ得

るもの と考 える｡

6) 非特異的 ChE について

神経系の ChE はほ とんど特異的 ChE で

,非特異的 ChEもある簡域には明かにみられ

るといい31),事実前記童の報告でも人脳におけ

る ChEは特異的 ChEが主であるが,非特

異日勺ChEも存在すると述べている｡検索法 と

してほ Ravin らの Azo結合法 34) もあるが,

私は Gomoriの方法で Myristoylcholin を

基質 として使用 し,検索動物 も異っているので

あるが,その結果ほ とんど陽性所見を得 なかっ

た｡陰性所見で も ChE が分布存在 していな

い といえない とされ35),また高松36)のい うごと

く動物の種族や組織の種類によって基質に対す

る働 きが異な り,見ているものが何であるかを

判ず るには慎重であらねばならな い｡ 脳 質 の

ChE 検索に, この方法 を捨 てさることは出来
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ないが,私 の実験結果からほ良い成績は得 られ

なかった｡

6 結 論

私は脳組織における ChE の分布を組織化

学的面 より検討す る目的で Koelle& Friede-

nwaldの方法 を追試 し, さらに Koelle 改良

法 につ き検討 し,Gomori法 も併せ行なって検

索法 を最少の設備で良い結果を得 るよう操作法

を検討 し,Koelle改良法, Koelle& Fried-

enwald 法, Gomori法 により家兎,モルモ

ッ ト,ラッテの脳組織の活性分布状態を検索 し

た ｡ そして次のような知見を認めた｡

1) 脳質における ChE活性分布 はほ とんど

特異的 ChE である｡

2) 検索操作法 としては貼付法が良い｡

3) Koelle 改良法 が最 も検出率が良いが全

ChE の検索も必要で,そのためには Koelle

& Friedenwald法 を行 う必要がある｡

4) 組織片の凍結度は小指頭大 の組織片が漸

く凍結 し,少 し融けかけた ころが よい ｡

5) 動物 としてはラッ チが家兎およびモルモ

ッ トに比 して脳質 ChE 活性は幾分強いよう

である｡

6) 仝 ChE特異的 ChE とも同様な分布

を示 し,全校に灰白質部 に多 く,白質部 には少

ない ｡

7) 神経核,殊に尾状核部で大 きい ChE分

布を認める｡

8) 非特異的 ChEは大脳皮質部にて僅かに

分布を示す ｡

本論文の一部要旨は昭和32年度京都大学結核研究所

学術講演会において発表した｡

稿を終るにのぞみ,御指導と御校閲いただいた恩師

佐川教授に深謝する｡また御指導御援助をいただいた

研究所諸先生,御協力願った稲田雅美君に感謝の意を

表する｡
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図 1 大脳および小脳 (ラッテ)矢状断 ChE
活性分布肉眼的所見

図2 大脳 (ラッチ)横断 ChE活性分布

肉眼的所見

散 髪 巌 盛 転

図 3 大脳皮質 (ラッチ) ChE 活性分布

拡大所見

図 4 尾状核 (ラッテ) ChE活性分布

拡大所見
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図 5 中脳 (ラッテ)横断 ChE 活性分布

肉眼的所見

図 6 尾状核 (モルモッ ト) ChE 活性分布

拡大所見


