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緒 論

結核症 に関す る基礎的研究は,従来主 として

病理学的,細菌学的或いは免疫血清学的に行わ

れたものが多 く,生化学的,特 に酵素化学的研

究が行われ るようになったのはご く近年の こと

である｡

併 し, ここ数年来 の肺結核に関す る酵素化学

的研究をみると,未 だ緒に着いたばか りなのに

も拘 らず,その進歩には実に目覚 ましいものが

ある｡

例 えば,結核菌 の代謝面に就いてほ, これ等

動的な研究により,その本態が更に確 め られつ

つある硯状であり,各種化学療法剤に就いても

菌 の物質代謝 に対する阻害作用を追究す ること

により,その作用機作が始めて明 らかにされ よ

うとしている｡ 24)34)35)36)

叉,生体側か らするこれ等酵素化 学 的 研 究

も,近年 までほ体液或 いは排他物に就いての臨

床的研究が主 となっていたが,今 日では結核性

肺病巣の乾酪化機転や,或 いは軟化融解機転に
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結 論

就いてかな り積極的に検討 されている｡ 併 しな

が ら,本質的な問題 に就いてほ今 日侍不 明に属

す る点が多 く,今後更に究めるべ き広い領域が

残 されている｡ 13)15)16)20)32)33)

特 に,人 の切除結核肺を対象 とし,その病巣

に就いて, これを物質代謝 の面か ら系統的に追

究 した研究は乏 しいように思われ る｡

そ こで,著者 は 我 々の 研究所 で行われつつ

あるこの方面の研究の一端 として本研究を企て

た ｡

周知のように,生体組織に於け る物質代謝 の

究極は TCA-サ イクルにあるが, 肺に於いて

も,その細胞は組織呼吸によって酸 素 を 消 費

し,栄養素 を酸化 して窮極的にはC03と H20と

が生 じ, この際遊離 され るエネルギーを利用 し

て物理化学的反応を営む ものである｡ これ等 の

諸反応は,多数 の酵素群 と酸化還元系 との関与

により円滑に行われているのであるが, この酸

化還元機構 を司 る重要 な酵素 の一つに脱水素酵

素がある｡
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生体内での有機化合物の酸化は,通常殆んど

凡て脱水素反応を介 して行われており,TCA-

サイクルに於いても, 脱水素 反応が要 所要所

に存在 し, それ等が主 軸 となって進 行 してい

る｡ 2)3)5)6)ll)12)18)

ここにいう脱水素酵素 とは,脱水素反応の際

に,被酸化物である基質の水素を易動化する働

きを持つものであり,結核性肺病巣では,この

脱水素酵素系の円滑な働 きが何等かの形で障害

されているものと考えられ る｡

それであるから,若 しも結核性肺病巣に於け

る脱水素酵素系の異常を, TCA-サイクルを中

心 として組織化学的並びに生化学的に検討する

ことが可能ならは,肺結核に於ける複雑な病像

の一端を明らかにする上に,何等かの緒を見出

し得 るものではなかろうかと考える｡

併 しながら,生体に於けるこれ等の基本的な

反応は,極めて終局的なものであり,且つ叉繊

生物に於いても高等動物に於いても著 しい差違

のないものであることから,この代謝系の異常

で以って,直ちに病巣部に於ける生化学的な状

態を推論することには,現段階ではかなりの無

理があるかと思われる｡

それであるか ら,本研究に当って著者の目的

とするところは,脱水素反応の変動か らして直

ちに結核性肺病巣.の病態を論 じようとするので

はな く,あくまでも脱水素酵素系の検索を一つ

の研究手段 として,結核肺に於ける物質代謝の

扉 を開 き,将来究めねばならぬ多 くの問題 の解

明に対 して,その緒を作ろうとするに過ぎない

のである｡

以上の考え方に従って,著者は昭和30年 1月

以降本研究を行いつつあるが,その間肺に於け

る脱水素酵素系の検査法を確立 し,結核性肺病

巣の各期に於ける酵素活性の変動に就いて検討

した結果,結核肺に於ける物質代謝に関連 して

二,三の興味ある成績を得たので,ここにその

大要を報告する次第である｡

以下,第 1篇では検査法に就いてその重適反

応条件を中心 として検討 し,第 2第では脱水素

反応の陸害因子に就いて実験的に検討 し,叉,

第 3篇では脱水素酵素の活性度や,その局在性
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に就いて経時的に観察し,それ等の諸成績から

結核性肺病巣に於けるTCA-サ イクルの動態に

就いて考察する｡

ここで,脱水素酵素に就いての文 献 を み る

と,これを組織化学的に検索 しようとする試み

は,肺外の諸臓器ではかなり~古くから行われて

いる｡ 1)4)9)14)19)21)

例えば, 1935年 Semenoffは29), ~古典的な

Thunberg法を改良 し, メチ レンプラウ を 用

い,この色素がコ-ク酸の存在下で酵素作用に

より還元脱色 され ることから,組織切片を用い

て一つの脱水素酵素の検出法を考案 している｡

この方法は反応が陽性か陰性かの判定が往々に

して困難な為に,朝在ではあまり用いられてい

ないOその後,Zweifach等37)は tetrazolium

塩を用いて,コ- ク酸脱水素酵素の活性部位の

証明に成功 している｡ この方法は Seligman&

Rutenbergの方法23)28)にも利用せ られ, 今 日

広 く行われているものである｡ その他,テルル

酸加運,イン ドフェ ノール紫等を用いた諸研究

があり,我国に於いても高松等31)により新 しい

証明法が考案されているが,それ等の諸方法 も

亦未だ一般化されていない｡

叉,Seligmanの原法では基質 としてコ-ク

酸のみを用いてお り,コノ､ク酸以外の基質を用

いた研究は極めて乏 しく,Shelton,30) Dianz-

ani7)等により,叉我国では市 川 17㌧沢 田 望5)26)27㌦

高松等31)によって二,三の報告が行われている

のみである｡

これは,コ-ク酸が古 くか ら知 られている脱

水素酵素基質であり,その酸化に助酵素を必要

とせず,一般に活性が高 くて検出が容易であっ

た為かと思われる｡

叉,これ等の諸研究は殆んど凡て動物の腎,

肝,牌叉は心筋等を対象 としたものであり,A

の諸臓器,特に人の肺に於ける脱水素酵素系に

就いて行われたものではない｡ これは,以上の

諸研究が従来主 として生物化学者により行われ

ていた関係上,人の新鮮な肺を対~象 として行 う

ことが困難であったこと,及び肺なる臓器では

酵素畳が比較的少な くて,在来の方法ではその

検出が困難であったこと等によるものと考えら
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れ る｡

そこで,著者は,人の新鮮な切除肺を容易に

入手 し得 る的部外科医の立場を活用 して,人 の

極めて新鮮な切除肺に就いて, コ- ク酸 及 び

TCA-サイクルに関与す る数種の基質を 用い,

結核性肺病巣の脱水素酵素活性の変動に就いて

追究 しようとした｡

併 し,前述のように肺を材料 としたこの軽の

研究が従来殆 んど行われていなかった関係上,

特定な検査法が明 らかではな く,やむな く他の

臓器に就いて行われていた諸検査法 の応用を試

みた処,それ等ほ何れ も失敗 し,肺なる臓器に

は不適当なものであることが明 らか となった｡

そこで,著者は種}{の反応環境下に於ける至

通検査条件に就いて検討 し,肺を対象 とした場

合に於ける脱水素酵素系の検査法を確立 しよう

と試みた｡

第 1章 研究材料並びに研究方法

研究材料は,健常なマウスの肺及び人 の切除

肺である｡マウスとしてほ16gm前後 の純系マ

ウス (堆雌 を問わず)を使用 した｡

叉,臓器の対照̀ としてほ,健常なマウスの腎

を使用 した｡

マウスでは,撲殺後直ちに肺及び 腎 を 別 出

し,可及的に除血 してこれを4oCの氷童に保存

し,人 の切除肺では,切除後直ちにこれを氷室

に入れ,12時間以内に以下の諸研 究 に 使 用 し

た ｡

研究方 法 としては, 主 として活性 部位の組

織化学的検索を行 う為に, 基本的 方 法 として

Seligmanの原法 を応用 し,成績に最 も影響を

及ぼすと考 えられ る各種の検査条件に就いて詳

細に検討すると共に, コ-ク酸以外 の基質に就

いても同様にして検討 した｡叉,組織切片 と共

に,組織懸濁液による生化学的定量実験をも併

せ行った｡

第 2章 研究成雄綜括並びに考接

第 1節 組織切片の作成法の検討

脱水素酵素は不安異なものである為に,固定,

脱水,包埋等の操作により殆 んど完全に破壊 さ

京大結研紀要 第7巻 第2号

れてしまうと考えねばならない｡従って,組織

切片作成にあたってほ出来得 る限 りこれ等の操

作を避け細心の注意を必要 とす る｡

Altmanにより考案され, Gersbによって改

良された冷凍乾燥法10)紘,その目的に適い, こ

の種酵素の組織化学的検索には甚だ有効である

が残念なが ら一段化 されていな い｡ そ こ で,

Zweifacb等37)の報告 している組織の小片 をそ

のまま基質混液に入れて反応 させ,その後 ホル

マ リンで固定,然 る後凍結切片 とする方法を追

試 した｡その結果,肺のように酵素量の少ない

組織では発色の判定がやや困難であ る ば か り

か,組織塊 の表面 と中心部 とでは反応の程度 に

操作上の誤差が入 ることを免れ得ない｡そ こで

種々検討 した結果,肺組織を未固定のまま通常

の凍結 ミクロ トームで帝切切片 とし,直 ちに基

質混液に入れて反応 させ,その後10%ホルマ リ

ンで固定することにより充分観察にたえ得 る標

本を作成 した｡

叉,肺組織は他の諸臓器に比較 して一般に酵

素量は少ないとされてい る｡

凍結 ミクロ トームにより帝切組織切片を作 る

場合, このことを考慮に入れなけれ ば な ら な

い｡

組織切片の厚 さを 15βか ら60β までとし,

コ-ク酸を基質 として Seligmanの 原法 に従

い,その発色度を比較 した｡その結果,15JJ乃

至 20〝では発色度が不明であり, 酵素活性部

位 は漠然 とみ られ,30JJでは酵素活性部位は判

然 とし, 明 らかに紫色を皇 した｡ 40p以上 の

厚 さでは,染色効果は良 く,従って酵素活性度

は明 らかであるが,細部にわたってほ明確 さを

欠 き検鏡上不都合 と思われ る｡特別の場合を除

杏,組織切片の厚 さは 30FLが適当と考える0

倍,対照 とした腎では,15JJの切片に於 いて

既に充分の発色を認めている｡

第 2節 組織懸濁液の作成法の検討

組織懸濁液 を作成するにあたって,肺組織は,

他 の臓器組織に比べて線維成分が多いことを考

慮せねばならない｡その為に組織塊をそのまま

懸濁液 とすることは困難であり,充分な均等懸
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濁液 は得 られない｡従って,前以って組織 を組

切細挫 し,然 る後蒸溜水を加 えて10%組織懸濁

液 を作 成 した｡ この方法 により全 く均等 な懸濁

液が得 られた｡

組織 ホモジェナイ ザ -ほ, Potter-EIvejem

のホモジェナイザ -を使用 した｡ これは機械的

に細胞膜 を破壊 し, しか も原形質中に含 まれて

いる細胞成分 を変性叉は破壊せず最 も適 当なホ

モジェナイザ -であると考える.

組織懸濁液 を作成す る操作 は出来得 る限 り短

時間に仕上 げなければ,時間 の経過 と共に酵素

活性は低下す ると考 えねばな らない｡

第 3節 各種 tetrazoles色素の比較

一般に脱水素酵素 の検索に際 して用い られて

いる tetrazoles色素 は三種 ある｡ 即 ち,2,3,

51triphenyltetrazolium 塩 ,neotetrazolium

塩及び dimethoxyneotetrazolium 塩 がそれ

である｡ この中, dimethoxyneotetrazolium

塩 は入手 出来なかったので,他 の二種 の色素 に

就いて肺組織 を材料 としてその還元力を比較 し

た ｡

その成績 は第 1表 の通 りである｡ 発色 の程度

に より十か ら十廿まで とし,発色を示さないもの

を-とした｡色素 は何れ も0.1%, 基質 はすべ

- 29一一一･一

第 1表 tetrazoles色素の還元力の比較

色 ヨ三ネオ テ トラ ゾ 1)り亘 1)フf_ニール テ

＼-＼ 素 芸造

基 質 織 . 柿

焦性ブドウ酸

ク エ ン 酸

α-ケ トグ ルタ

ル酸

コ - ク 酸 l 柵

1) ソ ゴ 醗

対

トラ ゾ リウ ム塩

腎 肺 腎

て0.1M液 とし,pH7.6として基質混液 を作 り,

37oC に於 いて 2時間作 用 させた成績である｡

その結果,発色の程度は Neotetrazolium塩 の

方 が優れていることを知 った｡

第 4節 色素漉度並びに基質漉度の間蔑

基質混液 中の色素濃度並びに基質濃度 が反応

成績に及ぼす影響 を検討 す ると第 2表 の通 りで

ある｡

これはpH を 6.5,7.5及び8.5とし,反応時

間を 2時間 として,クエン酸及び コ- ク酸 を基

質 として行 ったものの成績である｡

第 2表 基質濃度及び色素濃度の影響

節



- 30-

これによると,色素濃度 はクエン酸 を基質 と

した場合にやや差違がみ られ るが, コ- ク酸に

於 いては殆 んど差が認 め られない｡併 し,基質

濃度に於 いては若干その影響がみ られ, 0.2M

が最 も良 く反応 していることが元 されている｡

この場合,pH がかな り影響 していることが

注 目され る｡

第 5節 基質混液中に入れ る組織量ゐ問題

基質混液 中の色素濃度及び基質濃度が反応成

績に影響することは前節で述べた｡

然 らば,倹査に供 する組織中の脱水素酵素量

は一定であり,基質及び色素 の量 も一定である

とすれば,基質混液量 と組織量 との比に よって

も発色度に変化を来すもの と考 え ね ば な らな

いO

この両者の量的比に就いて,コ- ク酸 を基質

とし,組綴切片 は 30FL,懸濁液は10%としてそ

の成績を比較検討 した｡

先ず,組織切片では,基質混液 の量 を20cc

と定め,約 1cm 平方の肺組織凍結切片 5枚,

lo枚,15枚,20枚及び30枚の場合に就 き比較 し

た結果,次のような成績 を得た｡

即ち,15枚以内では発色度 は一定である｡20

枚を入れて作用させた場合には比較的発色度 に

差違が認め られ,30枚では明 らかに発色効果は

低下 している｡

組織凝滞液では,懸濁液 と基質混液 との比は

1対 2が最 も良 く,その差が大 きくなる程反応

は表われてこず, 1対 1の場合叉はそれ以上 に

懸濁液 の量が多い場合は,発色慶 は不安定であ

った｡ これは反応が充分行われない 為 と考 え

る｡

第 6節 反応至適 pH の間療

肺組織 を材料 として,試験管内実験に於け る

脱水素反応の至適 pHに就 き比較検討 した｡

その成績は第 3表 の通 りである｡ 何れ も0.2

%色素液,0.2M基質液 とし,370C2時間の成

績である｡

これによると,クエン酸は酸性城でのみ反応

し,アルカ リ性域では全 く反 応 を 示 してお ら

京大結研紀要 旗 7巻 第 2号

第 3表 反応至適 pH ･

＼ pHliEさ,

＼ 基質＼＼

6.OI6.517.017.518.OE8.5I9.0

焦性ブ ドウ酸ク エ y 酸α-ケ トク㌧Iレク肺 i/吉BR:: ; ≡し対 照 士 ≠ 一肌

+ 1車 ～車 : 二 闘 こい 十

三 欄 昭焦性ブ ドウ酸 し士 +

≠ ≠ ≠ ≠ ≠ク エ -/ 酸

≠ 1+ ≠ ≠ + 士 -α-ケ トグ ′レタ腎 ル酸コ - ク 酸 十 十

≠ ≠ ≠ 1十 1+

+ト 十十 ≠ 輔 柵 糾 ≠1) y ゴ 酸

対 照 +

神 棚 ≠ ≠ 圭 一ー 1- - ーず, 1)ンゴ酸に於いてもアルカ 1)性城では反応

していない｡焦性 ブ ドウ酸及びα-ケ トグルタ ル酸では,中性域か らアルカ 1)性域K,かけて良 く

反応 し,コ-ク酸に於 いては最 も反応城が広い.

対照の腎の場合は,比較的反応域 は広 く,

一般にアルカ リ性域の方が良 く反応 している｡

要するに, この反応は基質混液 の pHに よっ

て著 しく差違があ り,各基質に よりそ

れぞれ異る反応室適 pH のあることを知った｡即 ち,

焦性 ブ ドウ酸8.0,クエン酸6.0-6.5,α-ケ トダルク ル酸8.0,コ-ク酸7.0-8

.0及び リンゴ酸は6.5-7.0である｡

弟 7節 反応温度並びに反応時間の間鞄tetrazole還元反応 と温度並び

に時間の関係に就いて,その影響 を

検討 した｡検討成績は第 4表の通 りである｡脱水素 反応 の試験管内実験では,通常37oC1

時間30分乃至 2時間で最高に連するとされてい

る｡肺に於ける場合は,ややその時間が遅れ 2

時間乃至 3時間を要 している｡蓑に表す諸成績

紘,焦性 ブ ドウ酸, クエン酸及びコ- ク酸 を基質 とし,4oCの氷壁, 24oC前後 の室温,37oC

の僻卵器及び 40oC の恒温槽内に於 いて反応 さ

せ比較 したものである｡ 基質混液 は,すべて色素濃度0

.2.%,基質濃度0.2M,pH はそれぞれ至
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第 4表 反応温度並びに反応時間
間

無
性
ブ
ド
ウ

酸

i

r

士

+

C

C

C

C

o

o

o

O

4

4

7

0

2

3

4

3時間!4時間

副 370C3- ト l l
j

i

から6 時間までの 判定成績である｡

その 結果, 4oC では反応 は起らず
,
24oCで

は3時間から軽度ながら発色し,
37oCに於い

ては2時間乃至3 時間で何れも最高に達し,
40oC では1時間乃至2時間で,
既に3時間と

同程度の 発色を示している｡

これ等の成績から,
通常37oC醇卵器内で反

応させ
,
成績判定は3時間が適当と考える｡

侍
,
4oC6時間で発色しなかったものを,
そ

のまま37oC僻卵器内に移すと明らかに反応が

表れてくることを認め,
4oC6時間に於いては

tetrazolium塩に対する還元能力は低下しない

ことを知った ｡

第8節反応時に放ける空気との接触

如何による差違

Rute nbergは
23)
,
水素受容体を用いての脱

水素酵素の検索に際しては,
嫌気的に反応せし

めた方が成績が良いと述べている｡このこ
と は
,
空気中の酸素と自働的に反応しformazanの形

成が妨げられること を避ける為と思われる｡
肺に於ける脱水 素反応に就いて

,
反応中 空気

との接触如何に よる差違 をみ る為
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を添加 しない基質吏昆液 とに就いて,組織懸濁液

による発色鹿を比較 したものである｡ これは,

10.%組織懸濁液 10cc中の formazanの量 を

示したものであり,助酵素は何れも 1mg/ccの

もの 0.1ccを基質混液に加えた｡色素液は0.2

%,基質液 は0.2M,pH は何れも至適 pH と

し,370C 3時間で判定 した成績である｡

その結果は,助酵素の添加を特に必要 としな

い｡ この成績は組織切片に於いても同様であっ

た｡但 し,助酵素の添加によると考えられる若

干の差は有意 と認める｡

侍 この場合,対.照 とした組織にも軽度の発色

を認めている｡

第10節 賦活潮添加の問題

基質混液中に賦活剤 として,塩 化カ ル シ ウ

ム,硫酸マグネシウム;塩化アル ミニウム及び

貢炭酸 ソーダ等を入れることにより,好成績を

得 るという Rutenberg等23)の方法 を退試 した

結果,組拙切片に於いても,叉定量成績に於い

ても明らかに優れていることを認めた.

侍, Rosa等22) が基質混液の pH を8.2と

し, この中に微量のチ7-ン酸 ソーダを入れ好

結果を得 ると報告 しているが,前述の反応至適

pH の間産からして不適当と考え追試を行わな

かった｡

井目節 各種有槻溶媒の比較

組織懸濁液によって脱水素反応を行わしめた

場合, 形威された formazanを有機溶媒に溶

かし出し, これを比色定量 してその活性度を測

定 しなければならない｡従って,数種の有機溶

媒から, 用いる tetrazple に適 した溶媒を選

定する必要がある｡

コ-ク酸を基質 として至適条件の下に反応せ

しめ,アセ トン,エクノール,キシTI-ル, エ

クノ- ル ･アセ トン (1:3)及びェクノ- ル

･キシp - ル (1:3)の5種類の有機溶媒に

就いてこの間歴 を比較検討 した｡

その成績は第 7蓑に表す通 りである｡即ち,

neotetrazolium塩に比 し,2,3,5-triphenylte-

trazolium 塩による方が有 機 音容煤に対 して溶

京大結研紀要 第7巻 第2号

第 7表 看機溶媒の比較

け
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観察 し得 る範囲内に於いて,成績が 陰 性 の 場

令,必ず しも脱水素酵素が存在 しないとは言い

きれないと思 うのである｡

これ等の事実は,酵素を対象 とする諸研究に

於いて,何れの場合にも遭遇する不可避な現象

ではあり,将来解決せねはならぬ難問題であろ

う｡

結 論

健常マウスの肺及び人の切除肺 に 就 い て,

Selignlanの原法 を基本方法 として応用 し,節

に於ける脱水素酵素系の組織化学的並びに生化

学的検査法 を,その至適反応条件を中心に検討

し以下の結論を得た｡

1) 新鮮肺組織をそのまま30βの凍結㌧切片 と

し,反応せ しめた後 ホルマ リンで固定する｡

2) 組織懸濁液 の作成は,先ず肺朗織を細切

細挫 し,後l°.%の懸濁液 とする｡

3) 二種の tetrazolesに就いてその還元力

を比較 した結果は,neotetrazolium 塩が優れ

てお り,有機音容煤に対 しては 2,3,5-tripheny1-

tetrazolium 塩の方が易溶である｡

4) 発色度に比較的影響するのは,色素濃度

よりもむ しろ基質濃度であり, 0.2.%色素液,

0.2M基質液が良 く, 賦活剤を加 えた方が発色

が優れている｡但 しコ-ク酸以外の場合でも特

に助酵素を添加する必要は認めない｡

5) 基質混液 20cc中に入れる組織量は,棉

織切片10枚,懸濁液 は 10ccとする｡

6) 基質混液 の pH は, 最 も重要な検査条

件であり,Seligmanの原法 の如 く一得に pH

を7.6としてほ反応が表れないものがある｡ 即

ち基質吏昆液作成にあたってほ,基質の如何によ

りその都度 pHを修正 し,それぞれ至適 pHと

しなければならない｡

7) 反応至適温度は 37oCであり,反応が最高

に達する時 間は腎の場合 よりもやや遅 く37oC

で 2乃至 3時間である｡

8) 反応時空気との接触の如何による差違を

比較 した結果,対照の腎の場合は若干の影響を

認めるが,肺の場合は有意の差が認 め られ な

い.故に Thunberg 管を用いと陣に嫌気性状態

- 33-

で検査を行 う必要はない｡

9) 組織懸濁液による場 合,その有機音容株は

エクノール ･アセ トン (1:3)が最も優れて

い る｡

10) formazan は若干脂質に溶ける為,粗

放像 としてみる場合考慮に入れる必 要 が あ る

が,脂質に溶けた formazan は事実上樺色を

帯びてみられるので判別 し得 る｡但 し,標本作

成後は直ちに検鏡 しなければ,時 日の経過 と共

に正確 な判定は損われる｡

ll)組織切片の成績 と,組織懸濁液の成績は

略々一致 している｡前者の場合は,酵素反応の

場 を肉眼的に認識 し, 鑑別 し得 る利 点がある

が,可溶性の物質が溶媒の方に拡散 した り,塞

質が充分且つ均一に組織内部に侵入せぬ ことも

考えられ,従って反応のすべてを表現 している

と認め難い｡ これに反し,後者の場合は作用表

面が広 く,充分に反応せ しめることが出来,定

量的検討が可能である｡

両者を併用 して始めて妥当な考察が得られる

もの と考える｡

12)著者が行った検査法の概略は以下の通 り

である｡

Ⅰ)組織化学的検査法

A)帝切 した新鮮肺組織凍結切片を充分血液

を洗い流 した後,第 8表に示す基質混液中に入

れる｡

第 8表 基質混液

0.2% 色素液

0.2M 基質液

0.2M 燐酸緩衝液

0.33M 塩化 カル シウ ム

10.0cc
10.0cc
10.0cc

0.2cc

0.005M 相 愛マQttネ シウム 0.2cc
0.6M 重炭酸 ソーダ 2.0cc
0.olM 塩化 アル ミニウム 0.8cc

蒸溜水 6.8cc

B)貯卵器内で一定時間反応させる｡

C)切片を取 り出し,生理朗 食塩水でよく洗

い,10.%ホルマ リンで30分固定する｡

D)スライ ドグラス上に伸展して自然乾燥 さ

せた後,グ リセ リンで封入する｡

E )直ちに検鏡する｡
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∬)生化学定量法

A )新鮮肺組織 を充分血液 を洗い流 した後,

懸濁液 とし,基質混液 に入れてよ く振 漁する｡

B)貯卵器内で一定時間反応 させる｡

C)軽 く遠沈器にかけて管底に残った細胞塊

を採 る｡

D)ェクノール ･アセ ト-/混液 を加 え強 く振

塗 し,東洋折紙 N0.2を用いて炉過 する.

E)直 ちに折液 に就 き,光電比色計で以って

5mm の液槽 フィルタ- S43を用い,吸光度 を

読み,予め作成 してある第 9表に示す標準グ ラ

フに より formazanの FLg量 を求める｡

第9表 標準グラフ
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