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                     IN HUMAN SERUM 
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                         (Director  : Prof. Minoru Jogetu) 

   A substance in rabbit serum which inhibited the acid phosphatase activity present in 

human semen was reported in the first paper. In order to study an influence of the human 

serum upon the homogenous acid phosphatase in semen, an attempt of this experiment 

was made. 

   Subsequent result showed that human serum had a strong inhibition for the acid phos-

phatase in human semen, and this substance was dialysable and heat-stable and its action 

 was not lost even by calcination. It was recognized that this substance belonged to cation 

from its adsorption on ion exchange column, and that  Cu+ produced by  Cu++ and the re-

ductive substance in serum displayed the inhibition of the enzymatic activity.

1緒 言

私は第1篇 に於いてウサギ血清中に ヒト精液

酸性ホスファターゼ(以 下 「ホ」 と略記する)

活性を抑制する物質の存在を報告した.こ の異

種属間の動物で得た結果を以つて直ちに同種属

動物間に於ける関係を類推するのは早計の誹を

免れない.薮 に本問 題を解 決すべ くヒ ト血 清

「ホ」 との相関関係の観察を試みた.

H実 験 材 料

ヒト血清は前立腺疾患を除外した本学泌尿器科入院

患老の血清を資料に供した.精 液の採取及び精液の酸

性 「ホ」の純化,及 び基質溶液の調製等は第1報 の方

法に従つたため再録を省く.

皿 実 験 方 法

1)ヒ ト精液 「ホ」とヒト血清との前処理方法

第1編 実験結果,第4項 に記 載す る処に従 つ

た.

2)ホ スファターゼ力価測定の条件

第1編 記載 と全 く同 じ条件で反応せしめ,反 応

液中の無機 リン酸をFiske-Sabbarow法1)に

従つて定量 した,本 反応液 中の無機 リン酸の総

量即 ち,前 記前処理液1.Omlが この測定条件

で遊離す る無機 リン酸の総量を算出 した.

w実 験 結 果

(1)ヒ ト精 液 「ホ」に対す る ヒ ト血清の影響

第1表 に示す如 く男女血清の別を問わず ヒ ト血清中

にも明かに酸性 「ホ」阻害物質が存在す る事実は前報

とその傾 向を一つにす る.血 清中の阻害程度の上 では

性別に よる区別は認 め難い.

(2)前 処理時間 と酸性 「ホ」活性抑制効果

酸性 「ホ」 と血清での処理時間 との関係を知 るべ く

実験 を行つた.そ の結果 は第1図 に示す如 く酸性「ホ」
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第1表 男女血 清の酸性 「ホ」阻害効果

前 処 理

酵 素 活 性

阻 害 率%

血清無添加

10.64

男子血清添加

4.06

一6正 .8

女子血清添加

4.45

一58
.2

若干強弱の差 が認め られ る,

偶 々,血 清採取後,冷 蔵庫内に1両 日放置 した血清

に強い 「ホ」活性抑制効果のあ ることに気付き,血 清

の新 旧の程度 と抑制効果 との関係 を追求 した.

第2表 陳旧血清の酸 性 「ホ」阻害効果

活性は60分 の処理 で50%以 下に減少 した.従 つて阻害

物質の存否の確認は この前処 理時間で充分 と考 え られ

たので以下の実験は全て前処理時間を60分 と定めた.

第1図 前処理時間 と酸性 「ホ」活性抑制効果

前 処 置

酵 素 活 性

阻 害 率%

血清無添加

8.96

新鮮血清添加

4.48

一50 .0

陳旧血清添加

1.77

一80
.2

前処理 鋳間(分)

酵 豪ラ舌,駐(/U/notePJ〃 η∠前処玉皇液//5分)

血濟添加

…x血 溝無泳加

(3)前 処理時の血 清の稀釈倍数 と酸性 「ホ」活性抑

制効果

「ホ」の前処理に際して用い るヒ ト血清をO.9%食

塩水 を用いて種 々の倍数に稀釈 し,そ の抑制効果を検

討 した.

第2図
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第2図 の如 く8倍 稀釈血清の添加で抑制効果が明か

に認 め られ,4倍 稀釈血清ではす でにほぼ原血清の示

す最高の抑制効果を呈 した.

(4)ヒ ト血清の新 旧と 「ホ」活性抑制効果

以上 の諸実験の結果 は何れ も血清の 「ホ」活性抑制

効果 を認め得 るが,血 濡の稀釈度の如何に よ り効果に

本表中新鮮血清 とは,血 餅 よ り分離 した 血 清を指

し,採 血後実験開始 までに約30分 を経過 してい る.陳

旧血清 とは,前 記の新鮮血清を別の小試験 管に移 し,

冷蔵庫内に24時 間保存後実験に供 した ものであ り,そ

の間血餅 との接触はな い.尚 陳旧血清 添 加の実 験 例

は,新 鮮血清 の実験の翌 日行われたのは当然である.

血清を加えず に酵素液を処理す る対 照実験の値 は,

両 目とも全 く同一の値を示 したので表か ら省 略した.

第2表 に見 る阻害率か ら考えて,酸 性 「ホ」阻害物

質が血清を放置す ることに よ り,血 清中の活性強化,

或は新生,乃 至は増量を思わ しめる ものである.

(5)透 析血清 の酸性 「ホ」抑制効果

血清中の酸性 「ホ」抑 制 物 質 の本 態 を追 求す るた

め,本 物 質の透析性を検討 した.即 ち血清 を ビスキ ソ

の セロフアソチューブに容れ,透 析 の前半 は流水に対

し,後 半は氷室 内で蒸 溜水に 対 し,透 析 を行つた.

血清のみを透析 時間 と同時間冷蔵庫内に放置 した もの

について阻害効果を検討 し対 照値 とした.

尚毎回血清を除いて酵素を処理す る盲験を行つた.

盲験値は実験期間を通 じ,常 に 同一の 値を 示 した の

で,以 下第1日 目(即 ち新鮮血清についての実験 を行

つた 日)の 値 のみを記す ることに した.

第3表 透析血 清の酸性 「ホ」抑制効果

前処理
血 清

無添加

新鮮血透析血清添加

1

陳旧血清添加

清添加2・時間i72時間24圃 ・2時間

酵 素 活 性7.203.744.51

阻害率% 一48
.1-37。4

5.492.4互

一23
.8-66.5

0,82

一88
.6

実験の結果を第3表 にて通覧す るに陳旧血清にあつ

ては,血 清の抑制効果 は放置時間の延長 と共に強化さ

れ てい るが,透 析血清例 では 「ホ」抑制効果は透析 時

間と共 に減弱 されてい る.

以上 より今問題視 してい る本物質 は透析性を有す る
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ものであ る.

(6)酸 性 「ホ」抑制物質の耐熱性について

加熱除蛋白血清及び灰化血 清の2種 を調製 した 。前

者は,0.9%食 塩水 に より2倍 に稀釈 し,そ れを沸騰

水浴中で5分 間加熱後,10,000r.P.m.10分 間遠沈 し

た.

一方血清1 .Omlを ル ツボ内で蒸発乾 澗,灰 化 して

水2.Om1を 加注浸出の上遠沈,そ の上澄 を灰化血清

浸出液 とした,
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第4表 加熱除蛋白血清並びに灰化血清浸出
液の酸性 「ホ」抑制効果

を示す ことを再確認 した.

盲験 として,上 記両 イオ ソ交換樹脂に蒸溜水のみ を

加注,前 記同様に処理 した ものについて 「ホ」阻害効

果を調べた.

第6表 イオン交換処理を行つ た加熱除蛋白血 清

の 「ホ」抑制効果

前処理

酵素活性

阻害率%

前 処 理 血清無添加 新鮮血
清添加

加熱血
清添加

灰化血
清添加

血 清
無添加

酵素活性

阻害率%

6.97 3.87

一44
.5

8.39

加熱血
清添加

3.55

一57 .7

IR-120処 理

繍 騰嘉
8,07

一3 .8

8.03

一4
.3

IR-4B処 理

血 清加熱血
無添加清添加

,。。,1、.58

2.51

一64
.Q

十7.6 一69
,2

1.93

一72
.3

前処理:2倍 稀釈血清又はそれに相当す る浸出液各

1.Om1を 添加.

第4表 に見 られ る如 く,血 清酸性 「ホ」阻害効果は

加熱,或 は灰 化何れ に よつ ても消失せず却つて僅 か乍

ら増強の傾向 さえ認 め られ た.

ヌ加 熱除蛋 白血清稀釈度を変 えてみた,

結果は第5表 の如 くである.4倍 稀釈即ち もとの血

清に換算す ると約8倍 稀釈液1.Omlの 添加です でに

著明な抑制効果が認め られ た.

第5表 加熱除蛋 白血清 の稀釈倍数 と 「ホ」

活性抑制効果

前 処 理

酵素活性

血清無添加

8.61

加熱除蛋白血清添加

原mN・ 倍 ・倒 ・倍

2.10 2.10 2.48 5。34

(7)血 清中酸性 「ホ」阻害物質の イオ ソ交換樹脂に

よる分析

前項 までの成績か ら精液酸性 「ホ」活性に対す る阻

害作用は血清中の無機物質に因 るものと推定 され る.

無機物質の イオ ソの種類 を決定す るために次の実験を

試みた.

まず前項の方法に準じて,血 清 の2倍 稀釈除蛋白液

を作成,こ れの2.Om1を 採 り,そ れぞれ アソー"一・ラ

イ トIR-120(H型),又 はア ンパー ライ トIR-4B

(OH型)の0.7×20.Ocmの カラムを通 し,更 に各

管に水25,0m1ず つを加注す る,こ の通過液について

それぞれプ ロムチモール ブル'・紙ec対 しほぼpH7.0

本表に見 られる如 く,「 ホ」抑制効果はIR-120で

処理 した加熱血清では殆ん ど完全に消失 し,IR-4B処

理血清では,未 処理の加熱血清 よ りもやや増 強す る.

従つ て 「ホ」抑制効果 を呈す る物質 は血清中のカチオ

ソ中に存在す る事が推定出来 る,

(8)血 清中に存在す るカチオソの酸性 「ホ」に対す

る影響

以上 の実験に次いで成書2)よ り血 清又は血漿中に存

在す る各種 カチオソの種類及び濃 度を求め,酸 性「ホ」

に対す る態度を検討すべ く,カ チオ ソ及 びそれの濃度

として次の通 り選んだ.

Ca++10.Omg/d1,Mg++2.Omg/dl,

K+16.Omg/d1,Cu++O.12mg/d1,

Fe++0.13mg/d1,Mn"+O.OO4rng/d1,

Zn++0.30mg/d1

これ らのカチオソの塩化物 又は硫酸塩を用いた.又

これ までの実験では 「ホ」 の前処理に際 し常に2倍 稀

釈血清を1.Oml用 いたので,上 記の濃 度の2分 の1

の濃度 の溶液1.Om1を 血清に代 えた.

その結果 これ らカチオ ソ単独では酸性 「ホ」 に対 し

てほ とん ど認むべ き影響を与えず,Cu++の みが僅か

第7表 血清カチオソの酸性 「ホ」阻害効果

前 処 理 無添加KCIMgSO4CaC12

酵 素活 性

阻害率%

7.26

一

7.34

十L1

7.18

-1 .1

7.12

-1 .9

前 処 理

酵 素活 性

阻害率%

ZnSO4CuSO4MnSO4FeC13

7.26 6.567.307.26

O.0-9.6十 〇.5 0.0
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なが ら阻害作用(阻 害率一9.6%)を 示 したにす ぎな

い.

た また ま本学生化学教室 で山下3)は,精 液酸性「ホ」

が二価の銅 イオソ及び果糖 の共存の下に強 い阻害を受

け,又 一価の銅 イオ ソに も同様 の強い阻害効果があ る

ことを実験 した.

これ らの実験事実を併せ考 えるとき,先 に第4項 で

得た血清の氷室 内放置に よる酸性 「ホ」阻害効果の増

強 は,一 部血 清の二価銅イオソが血清中還元性物質に

より還元 されて,一 価銅 イオ ソとなつて酸 性 「ホ」に

対 して阻害効果 を示す と推定 し得 る.

血清中の還元性物質に数え られ る果糖(7.5mg/d1),

及 びアス コル ピソ酸(1。Omg/d1)と 二価銅 イオソの酸

性 「ホ」阻害効果を検討 した.

第8表 銅 イオソ及び還元物質の酸性 「ホ」阻害効果

前処理

酵素活性

阻害率%

轡 聞 織 鋤 ・龍C1
6.1 3.06

一49 .8

5.54

一9 .2

5.41

一11 .3

5.80

一5 .O

4.38

一28 .2

*全 液 量100m1中 果me4rng ,ア ス コル ビ ソ酸0.5mg,

硫 酸 銅0.24mgを 含 む溶 液1m玉 を2倍 稀 釈 血 清

に 代 え て添 加 。

§ 完 全 液 よ り各 果 糖,ア ス コル ビ ン酸,CuSO4を 除

いた もの.

第8表 に見 られ る如 く二価銅イオン,果 糖及びアス

コル ビン酸三老が共存す るとき酸 性 「ホ」は明 らか に

阻害を うけ,三 老の うちいずれかを除いた時には阻害

効果は殆ん ど消失 した.

更に添加物 として血 清濃度 の2分 の1の 一価銅を加

えた場合に も明 らかな阻害効果が認め られ た、

V考 按

動 物体 内 に酵 素 蛋 白 を注 射 して そ の運 命 を追

求 す る実 験 は 未 だ 少 い.Fleisher及 びWakin4)

は犬 に トラ ソス ア ミナ ー ゼ 或 は乳 酸 脱 水 素 酵 素

を 注 射 し,血 中 よ りの 消失,或 は リソパ液 へ の

移 行 等 を観 察 して い る.又 八 木等5〕は1131で 標 識

したキ モ トリプ シ ンを 調 製 し,こ れ を ウサ ギ に

注 射 して そ の尿 中へ の排 泄 を 観 察 して い る.更

に 若 林 等 ωは ネズ ミに 注 射 した ネ ズ ミ包 皮 腺 β一

グル ク ロニ ダ ー ゼ の運 命 を 追 求 し,そ れ が ネズ

ミ包 皮 腺 に撰 択 的 に集 中 して 行 く こ とを 発 見 し

た.

私 の行 つ た本 実 験 は ヒ ト精 液 「ホ」 の動 物 体

内 運 命 を追 求 した もの で あつ て,本 酵 素 を ウサ

ギ に 注 射 した所 そ れ が 肝 に 集 中 して行 く よ うな

結 果 を 得 た.た だ し この 肝 集 中 の問 題 は別 々 の

個 体 を 用 い て実 験 す る関 係 で 実 験 条 件 が 必 ず し

も正 確 とは 言 い難 く,む しろ今 後 の 検 討 に待 つ

べ ぎ問 題 の よ う に考 え られ る.

本 実 験 で 確 実 に 証 明 し得 た こ とは ウサ ギ及 び

ヒ ト血 清 に 精 液 酸 性 「ホ」 を 阻害 す る物 質 が存

在 す る事 実 で あ る.

精 液 酸 性 「ホ」 の 阻 害 物 質 と して は,Kuts-

her7)は アル コ ール,ウ レ タ ソ,或 は エ チ ール エ

ー テル の よう な 麻酔 性 物 質 を あ げ,又Reiner8》

は 弗 化 物 の阻 害 に つ い て研 究 を 行 つ て い る.更

にAbul-Fad1及 びKing9)はL(十)酒 石 酸 に 強

い阻 害 作 用 の あ る こ とを発 見 し,そ の機 構 につ

い て はKilsheimer及 びAxelrodlo〕 が,更 にそ

の 臨 床 的 応 用 につ い て はFisheman及 びLer-

nerl1)が そ れ ぞ れ研 究 を 行 つ て い る.更 にP一

マ ー キ ユ リベ ン ゾエ ー トの 如 きSH試 薬12》や,

三 価 鉄及 び 二 価 銅13)及 び カル シ ウ ム14),マ グネ

シ ウ ム15》等 に も阻 害 効 果 が 報 告 され て い る.

私 の 本 論 文 で 示 され た阻 害 物 質 は この 何 れ に

も該 当 せ ず,一 価 銅 の 示 す 阻 害 効 果 が これ に 近

か つ た.血 清 中 の還 元 性 物 質 の 為 に.血清 銅(二

価 又 は 一 価)が 全 て一 価 に 還 元 され.こ れ が 阻

害 効 果 を 示 す の で あ ろ う.こ こ に新 鮮 血 清 よ り

も陳 旧血 清 の方 が 阻害 効果 が 強 く現 われ る事 実

は この推 定 を 支持 す る もの と考 え られ る.

前 立 腺 癌 こ とに そ の転 移 巣 の有 無 の診 断 に対

す る補 助 的手 段 と して 血 清 中 の酸 性 「ホ」 の活

性 値 を測 定 す る こ とが 行 わ れ て い るが16)IT)18),

血 清 が 高 「ホ 」 血 症 を 自己 防衛 す る手 段 と して

それ に対 す る阻 害 物 質 を予 め存 して い る こ とは

誠 に興 味 深 く,従 つ て 上述 の 測 定 が 診 断 的 価 値

を有 す る か否 か に つ い て 自 ら限 度 が あ る と断 定

せ ざ る を 得 な い.又 本 診 断 に 用 い る血 清 が 新 鮮

で な け れ ば な らな い とす るOzar19)等 の主 張 は

本 実 験 結 果 を もつ て 裏 付 け を得 た こ とに な る と

考 え られ る.

結 語

1)ヒ ト血 清 は ヒ ト精 液 酸 性 ホ ス フ ア タ ー一ゼ

の 活 性 を 強 く阻 害 す る物 質 を 備 え てい る.
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2)本 物質は透析性及び耐熱性を有し,灰 化

にょつても其阻害作用を失わない.

3)本 物質はイオン交襖樹脂に対する吸着性

から見るとカチオンに属する.

.4)血 清中のCu++及 び還元性物質によつて

生ずるCu+は 精液酸性 「ホ」阻害効果を示す

稿を終るに臨み終始御指導,御 校閲を賜つた恩師上

月教授,本 学生化学教室馬淵秀夫教授に深甚なる謝意

を表す.併 せて終始御懇篤なる御教示,御 鞭健を戴い

た本学生化学教室白井助教授に衷心より感謝します

尚本論文の要旨は第51回日本泌尿器科学会総会,第

13回日本泌尿器科学会中部連合地方会に於て 口演 し

た.
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