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1 緒 言

衆知 の如 く生体内U)代謝において極めて重要

な励 1㌔の一つに酸化還元過程があり,そこに脱

水素的酸化機転が関与しているが, これに触媒

的に働 く酵素に対 して,主に脱水素酵素(dehy-

drogenase)の名が与えられている｡ この種の

酵素の作用する反応系には,基質F二二±生成物の

系 (Red/0Ⅹ),とそのelectrone受授を行 う系

(0Ⅹ′/Red′),及びその中間においてelectrone

移動の橋渡 しをなし,且,三陸定の基質のみに作

用する酵素系 (0Ⅹ-Enz/Red-Enz)と,少な く

とも3つの酸化還元系が関与するものである｡

即ち次の如き模式図で表現 される｡

昭

0ⅩRedXRed-EnzOx-Enz
更に脱水素的反応においてほelectroneの移動

は水素原子の移動 として現わされ,RedをDH3

(水素受容体)で表現すると,その (2H十十2e-)

の移動によって反応が進行 し,0Ⅹ′に相当する

A (水素受客体)の AHコへの変化で終了する

D,H2I:H2●EEnnZzXAAH2
生体内ではこの中間の水素運搬体には酸化還

元酵素以外に glutathioneとか ascorbicacid

のような非酵素的な物質も存在する｡

而 して,生体内においてほ種 々の酸化還元系

が錯綜 し,有機的な連携を以って存在 し,夫々

の系の示す酸化還元電位に従って各系の間に水

素乃至 electroneの運搬が行われる｡ 例えば

Krebsl)あるいは Green等コ)の示すクエン酸

廻路のように, コ-ク酸その他の物質間の水素

移動に従って代謝過程が循環 し,東に外書L'から

焦性葡萄酸その他の物質が関与し,夫々に特異

的な脱水素酵素が働いている｡

夏に,例えばその中でコ- ク酸の酸化系のみ

においても,基質 としてのコ-ク酸 と,水素受

容体 としての酸素 との間に種 々の過程が関与し

ている｡即ち,Slater3) によれば次の如 き模式
図を示している｡
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このように極めて複雑な生体内の脱水素酵素

の組織化学的研究においては,その三陸異性 と云

う事が極めて重要な問題である｡ 一般に酵素の

組織化学的研究において,単に反応液に基質を

加えたからとて,その成績が直ちに特定の酵素

作用の結果であるとは必ずしも云えないが,脂

水素酵素の場合,特にこれが強調される｡即ち

脱水素酵素の組織化学的研究においては,(1),

対象 とする酵素群が,一般に極めて不安定で使

用する材料が非常に制限 される事,(2),他の加

水分解酵素等では-股に反応産物を直接捕捉す

る方法がとられているが,脱水素酵素の場合に

紘,水素受容体 として水溶性のもので,且,還

元されて非水溶性 となるような適当な試薬を使

用し,これを組織 と反応せしめ,還元物質を組

織切片上に沈着,発色せしめる方法が行われ,

いわば間接的な方法である事,この2つの理由

から一層研究が困難であり,又,特異性が問題

にされるのである｡

歴史的にみた脱水素酵素の組織化学

さて,この水素受容体 として使用される試薬

としてほ,種々の tetrazolium 塩 と pot.tel-

1uriteがあげられる｡ 歴史的に眺めるとtetra-

zolium 塩については,1894年 Pechman及び

Runge4) が formazylbenzolその他の form-

azyl化合物からtriphenyltetrazolium chlo-

ride(TTC)その他の tetrazolium 塩を初め

て合成 したが,これが組織化学に応用されたの

は約50年も後である｡Kuhn と Jerchel(′41)

5)6) がそれらの化学的性状を詳細に検討 し,植

物組織や細菌等が,20oc,pH7で無色の TTC

を還元し,formazan の沈着がみられ,asco-

rbic酸,cysteine,glutathione等は pH9

以上で布]めて還元作用を示すところから, この

TTC の還元が酵素作用による事を暗示した ｡

Mattson,Jensen及び Dutcher7)(′47)は種

々の新鮮動植物組織が pH6.9で TTCを還元

して formazanを作 る事を認め, 糖等による

還元作用は pHll.0 以上を必要 とする事,

Jerchel等8)の主則定日こよると TTCの酸化還元

電位が-0.083叉は -0.088ボル トである事,

あるいは組織を 82eC以上に加熱すると上記の
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還元反応が認められない事等から,この還元反

応は酵素,特に CoⅠあるいは CoIIを助酵素

とする脱水素酵素の作用 によるものと推定 し

た｡夏に,葡萄糖脱水素酵素がその基質の存在

において,pH6.6で TTCを還元する事を示

し,tetrazolium塩の還元が酵素作用によって

行われる事を明らかにした ｡

1948年 Straus,Cheronis及び Straus9)は

腫癖の組織片を検鏡 し,腫癌細胞がTTCをよ

く還元する事を認めた｡ これが,病理J阻織学的

に tetrazolium 塩の使用された最桝の報告で

あろう｡ 又,Run&AboodlO)は 1949年,鼠

の腎,肝,脳,筋肉等の homogenateを用い

て,TTC に対する還元反応からコノ､ク酸脱水

素酵素の活性を生化学的に定量 した｡ついで,

Seligman,Rutenburg等 (′50-53)ll)12)13)は

homogenateの実験等から, 更に新鮮組織切

片でコノ､ク酸を基質 としてコ-ク酸脱水素酵素

の組織化学的証明に 成功 したo その後, 脱水

素酵素の組織化学的 あるいは 生化学的 研究に

tetrazolium 塩は広 く使用されている｡

一方,pot.telluriteについてはWachstein

(′49,′55)14)15) が動物組織について初めて使用

したのであるが,近年,高於 ･大林 (′54)16)に

よる金置換法の発見されるに及んで広 く用いら

れるようになった｡又,小田 (′58)17)によって

電子顧徴鏡的組織化学にも応用された｡

而 して,tetrazolium 塩及び telluriteの組

結摘用胞による還元を検討する方法は次の如 く大

別 されよう｡

1) 生体染色 :これは初期に行われた方法で

前述のStraus等 (′48),9)Rutenburg等 (′50)

ll),裏に Tynen& tJnderhill(′49)18)あるい

は Black等 (′53)19)の報告等がある｡即ち,

動物の皮下, あるいは静脈内に tetrazolium

塩の稀薄音容液を注射 し,一定時間後に屠殺 し,

各臓器の染色状態を観察する方法であるが,一

般に tetrazolium 塩は毒性が強 く(Seligman

等11)によれは,彼等の合成 した bluetetrazo-

1ium chloride(BT) は neotetrazolium

chloride(NT)よりも更に毒性が強い),使用

先に制限があり,そのため炎色鹿が弱 く,主 と
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して腎,肝等にみられるのみである｡辛目では

この方法は殆んど佐用されない｡
2) 組織の homogenateあるいは細菌等の

微生物を使用する方法 :生化学的な五三量によく

使用 され, Kuhn& Jerchel(′41)r'),Kun&

Abood(′49)10)(′51)20),Rutenburg等 (′50)ll),

Fred&Knight(′49)21㌦Gunz(′49)22',Bielig

等 (′49)23),Sevag&Fortes(′50)24)等の報告

があり,更に Brodie&Gots(′51)25),(′52)2r')

は酵母あるいは動物組織から抽出した各種酵素

そのものを使用して tetrazolium 塩に対す る

還元機構を追求 した｡

3) 超生体染色 :新鮮細腰 を厚 さ2-3mm

以下の小片 とし,直接 tetrazolium 塩等の溶

液内で 37oCJ定時間反応せしめた後固定,演

結切片 として検鏡する方法である｡ 新鮮組織を

そのまま使用する事により,細胞内の所謂 ｢内

元性活性｣ (endogenousactivity) により

tetrazolium 塩あるいは telluriteが還元 され

て formazanあるいは Teが沈着するもので

ある｡ この方法は操作が簡単で,且,反応 も強

く,現在まで広 く応用されている｡ 即 ち,

Wachstein14)15㌦ Black等19) 2̀7-38),Rutenl

burg 等 (′50)ll),Calcutt(′52)39),Iiiatt&

Shorr(′53)40' 高松 ･大林(′54)16)等の報告が

あり,Goddard & Seligman(′52)41)は甲状

晩の新鮮切片を数回水洗する事により,あるい

は Shelton&Schneider(′52)42)は凍結によ

り内元性活性を著減せしめ,年封ここの活性の弱

いJ組織では切片にしなくてもコノ､ク酸脱水素酵

素を染め出す可首EL性を示している｡そのタト 菩

提寺 (′56)43)は tetrazolium 塩 と共に me-

thyleneblue を併用することにより皮下組織

の伸展標本について,その還元作用が強 く増強

される事を示している｡

4) 凍結切片を用いる方法 :Seligman,

Rutenburg等 (151)12),(′53)13)は各種動物組

織の新鮮凍結切片を sod.succinateを加えた

BT の液に incubateすることによってコ-ク

酸脱水素酵素の組織化学的証明に成功 した｡こ

れは(1)コ- ク酸を入れなければ反応がおこらな

い事,(2)予め切片を 50oC に加熱すると反応が

-･-ll I-

おこらない事,(3)malonateを加えると駆菅に

抑制される事,(4)tetrazoliumを還元する可能

性のある sulfhydryl,enol,"-aldol,a-ketol

等は pH9-12で約 2時間要する事 ,等の理由

から,その方法はコ-ク酸脱水素酵素に特異的

な組織化学的証明法であるとした｡ついで

Padykula(′52)44)は BT よりもNTの方が鋭

敏度においてまさる事を示し,又 Shelton&

Schneider(′52)42)は凍結切片では内元性活性

が殆んど消失 し,30-70〃の厚い切片では僅か

に着色する事を報告 した｡このコ-ク酸脱水素

酵素は CAC-cycleの-貞をなすコ-ク酸の酸

化に与 り,極めて重要な酵素であり,且,脱水

素酵素の中では比較的安定であるところから,

新鮮切片による方法は主 としてこの酵素を対象

に広 く研究 されて来た｡Mustakallio&Telkl

k左(52)45),Rennels&Ruskin(′54)46),Wac-

hstein等1F')(4円~50), Wattenberg(′54)51),

Pearson& Defendi(′54,′55)52)53)Rosa&

Velardo(154)54),Villarreal&Burgos(′55)

55),Nachlas等 (157,′58)56)57),Bun°&Ger-

mino(′58)r'8)等枚挙にいとまがない｡

その他Pearse(′57,′58)59)60)は基質液に Co,

Cdその他の金属塩をまぜ,formazanをme-

talchelate とする方法を発表 している｡又,

Wachstein(′55)15)は新鮮切片について脱水素

酵素のみでなく,各種酵素にも使用して良好な

成績を得ている｡ 更に Farber,Sternberg&

Dunlap(′54-′56)I-,1-63'は DPN一及び TPN-

diapboraseの組織化学的証明法を考案し,こ

れが乳酸その他の基質に特異的でなく,DPN叉

は TPNに特異的であり,腎臓においてはコ-

ク酸脱水素酵素 とその分布を異にする事を明ら

かにして,更にこれらの反応機転を論 じた｡又

Peason&Defendi(154)r'2)は a-glycerophl

osphateを基質 として使用し,この脱水素酵素

がコノ､ク酸脱水素酵素 とその分布を異にする事

を述べている｡

而 して3),4)の方法を行った後,f9rmaZan

を acetone等の有機溶媒で抽出して定量的観

察も可能で,上記の報告の 中でも多数見られ

る｡
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現在 まで生物学方面で使用されているtetra-

zolium 塩 としてほ

1) 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride

(TTC):初期から最 も広 く使用され,Black

等が最も良 く用い,Brodieその他の報告も多

い｡

H5C6-Cく:≡≡二:芸
T

+

C1-

2) neotetrazolium chloride(NT):Wa-

HBC6-CくN"=-N"二cc:H"4二 cc芸 二:≡:〉C-C6H5】 J

+ +

C1- Cl-

chstein14)47),Shelton& Schneider42)等が広

め,Padykula44)もBT よりもこれを推賞して

いる｡これは完全に還元されると赤紫-黒紫色

を呈する｡

3) bluetetrazolium chloride(BT):

Rutenburg等(ll-13)が使用し始め,Padykula

44).Farber等(61-63)もこれを使用している｡

完全に還元 されると暗青色の diformazanを

形成する｡

N-N-C6H5 H5C6-

H5C6-C≪ OCH3 0CH3

N-N-COH3-C6H3
+

N

N

一

二

N
-

i
-
N

+

〉C-C6H5

C1~ C1-

4) 2-(p-iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)

-5-pheyltetrazolium chloride:Pearson

& DefendiB2)53) はこれを用いてコ-ク酸脱水

素酵素の外に glycerophosphate 脱水素酵素

を証明した｡これは光に対 し安定で,反応が迅

逮,且,拡散が少ないと云われる｡

HBC6-Cく N"三N"二…66H".4II"02
J

+
C1-

5) nitrobluetetrazoliumchloride(nitro

BT)その他 :Nachlas等56)57)が推賞するもの

で,p-nitrophenyl基を持つ diazoleである

その中 nitroBT,tetranitroNT, 等は脂質

京大結研紀要 第 8巻 第2号

HBC6-Ce:三N"二…芸 "l oI":64≡G.二"N≡"N〉C-
1 I

+ +
Cl~ Cl~

C6Iも

にとけない長所を持つ｡又沃度化合物 もみられ

る｡nitroNTは Pearson(′58)64)が使用して

いるが,この formazanは alcoholにとけな

い｡

以上脱水素酵素系の組織化学的研究を歴史的

に概観したが,略々特定の酵素の証明と見徹 さ

れるものはコノ＼ク酸脱水素酵素その他 ごく少数

の種類のみで,他の大部分はすべてヲ胃等異的な

所謂内元性活性,即ち,特に基質を入れなくて

もtellurite又はtetrazolium 塩を還元する反

応についての研究で,主 として小組織塊をその

まま使用している｡しかも,この内元性活性は

生物学的意養からも,又,組織化学的特異性と

云 う点からも極めて重要な問題であるにもかか

わらず,その本態は末だ明確でな く,且,その

系統的な観察は少ない｡著者は脱水素酵素の組

織化学的研究 として,まず本篇において,新鮮

小組織塊を使用して内元性活性の性格を多角的

に検討 した｡

2 実験材料及び方法

1. 実験材料 :正常白鼠及び廿日鼠の肝臓,

腎臓,心臓並びに牛の心臓を厚さ1-2mmの

小組織塊 とし,易り出後30分 (牛心は 3時間)以

内に使用した｡

2 反応液｡

1% potassium tellurite 5cc

(叉は 0.5% NT. 5cc)

M/10燐酸緩衝液 5cc

(pH7.4及び一部 NaOIiで pH8.5に調整

したもの)

この反応原液に種々の試薬を混 じたものを使

用した｡

上記の組織片を一定の反応液に漬 し,37oC,

特に断 りのない場合には 1時間反応せしめ,そ

の色調の変化を肉眼自勺に観察し,又,一部 for-

malin固定後凍結切片 とし検鏡 した｡
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3 実 験 成 績

1. 固定剤の影響

4oCに冷却 した 10% formalin に 2時間固

定三後水洗 ,あるいは純 alcohol,叉は acetone

で 1時間国宝三,乾燥後反応液に inCubateした

が,何れ も反応全 く陰性,叉,新鮮,組織を M/

10三塩素酷酸 1ccを原液に加えた液に漬 して

も反応は殆んど陰性であるが,腎臓で時に僅か

に淡赤乃至薄紫の formazan を形成する事が

ある｡又 ,何れの場合でも Ca,Mg,Al,Mn

等を添加 しても formazan あるいは free-Te

の形成はみられない｡

2. 温度の影響

(a),加熱 :370C 2時間放置すれば,.組織

の変性が強 く硯われ,反応の低下がみられる｡

500C 15分では若干活性が残っているが, 60oC

15分間加熱によって完全に反応は消失する｡ こ

れ らは加熱 した水に入れると,活性物質の流失

する可能性を考慮 して,卵字卵器を使用 した ｡

(b) 低温処理 :4oCの氷室に24時間保存 し

てもなお可成 りの活性を保っているが,3日以

上経過すれば著 しく減弱する｡

更に低温処理 として freezingmicrotome

上で-･五三時間凍結せしめた後 ,融解 ,反応液に

潰 し, 経過を観察 した｡ この場合, 反応液の

pH を 7.4及び 8.5とした｡その成績は第 1

表 土 低温 処理 (凍結 融解)の影響

､-処理時竺 J O巨 分 10分 r 30分

腎

PH 7.4

8.5

7.4

8.5

7.4

8.5

+ l

7.4 刊十 十 ± ±8.5 鼎 ≠ ≠ 1-
-==========================================-i-- 一-

-7･4 鼎 士 士 士
--､- ー-1--

▼-18.5 硯 ≠ 1 ≠ +

- 13

--表に示す通 りである｡

一般に糸鋸鼓の凍結 ,融解によって活性は著 し

く減弱する｡ 特 に pH7.4で反応せしめる時には 5-10分の

凍結で著 しく活性は消失するが,pH8.5で反応せし

めれば,心臓では可成 り消失するが,腎臓,肝臓では10分の凍結では未だ相当の活性が

みられ,30分凍結でも白鼠肝等では可成 りの活性が残っている｡3. 各

種イオンの影響pH7.4に調峯 された M/100CaC12,MgCl.0,

AIC13,CoC12,CdC12,Mn02を 1cc

宛添加 した液に漬 したが,肉眼的に事は三出来 る程の∠特

別な反応の増強あるいは抑制効果を認めなかった.

4. 基質物質の添加による影

響各種脱水素酵素の基質 とな り得 るような種 々の化合物を反応液 に添加 して,pot.tel

lurite及び NT の還元を調べた ｡ 即ち,

sod.suc-cinate,fumarate,sod.lactate,sod.

gly-cerophospbate, as

paragin, glutamate,m.alate,aceticacid,gl

ucose,DPN,DPN+sod.1actate,等を使用 したO これ らは何れ

もその M/10水溶液を N/10NaOH 叉は

N/10HClで pH7.4に調重 し,各 1c

cを反応原液に加えた ｡i)肉眼的所見

その結果,一校に incubate後 5分で既

に基質を加えない対照群を含めてすべての例におい

て,腎臓及び肝臓で淡黒 (Te)あるいは溌赤

色(NT)に着色し,15分後に,腎臓,肝臓の
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も極めて強 く出る故,肉眼的に基質添-JJllによる

と拝具的な差を認める事は困難であったが,早期

の反応等から,コノ､ク酸,乳酸等の場合,精 々

反応の促進が認められる｡ 又, Sod.glycero-

phosphate で腎臓において早期に精々反応が

促進された｡更に乳酸叉は DPN+乳酸の場合

に腎臓乳頭部の着色が強 く,特にその先端部に

おいて濃厚であった ｡ 心臓では-投に反応が弱

く,且,基質添加による増強も顕著でない｡

ii)顕微鏡所見

次にformalin固定後,凍結切片を作製 して

検鏡した場合,NT を使用 した群ではその浸透

が極めて悪 く,1時間の反応では外表に近 く液

に接する部のみにしか formazanの沈着がみ

られず,腎臓,肝臓等では殆んどその用を為 さ

ない｡ 一方 telluriteを使用した場合には,高

給 ･大林法 (′54)16) に従って塩化金置換, 後

染色を施すと所見は更に明確になるが,金置換

の時間によっては反応の弱い部では消失する事

があり,あるいはヨ巨障異的な金の沈着を来す事

があるので注意を要する｡

対照群では,腎臓においては proximal

convolutedtubulesに中等度陽性,髄質及び

皮質髄教練の Henle氏係蹄の上行脚並びに皮

質の distalconvolutedtubules と思われる

部に最も強 く陽性に見られる｡叉,コノ､ク酸脱

水素酵素の場合 (Padykula44))のように皮髄移

行部附近の反応の低下は余 り顕著でない｡

Henle氏下行脚の細胞は陰性, 腎小体は概ね

陰性であるが,Bowman氏嚢外葉で中等度陽

性,糸二蛙体でも弱陽性の事がある｡ 髄質が乳頭

への移行によって陽性部は明確に区別 され,礼

頭では反応が弱い｡然 し,その集合管が軽度に

反応を示し,特に先端部で精 々濃い｡

種 々の基質液を添加した例でも概ね同様の所

見で,夫々に特異的な所見はみられない｡唯,

コ-ク酸,乳酸,glycerophosphate等の場合

に精々濃い着色がみられ,乳酸,あるいは DPN

と乳酸を併用した場合等に乳頭部集合管での反

応が増強され,特に先端部において著 しい｡又

糸趨体でも明らかに陽性のものを認める｡

肝臓では一般に腎月蔵よりも液の浸透が悪 く,
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染 り方が均一一でない為に明確な活性度は決め難

いが,概ね小葉の周辺性に活性が強いようであ

るが,明らかに中心性に強陽性の部も認める｡

基質添加による特異的な差は認められない｡

心臓においてほ,腎臓,肝臓よりも活性度が

造かに低 く,着色が薄いが,概ね筋線維の走行

に沿って Teの沈着を認める｡基質による特異

的な所見は認め難い｡

而 して各臓器における formazan あるいは

Teの分布は,何れも原形質に限定され,核で

は陰性である｡ 腎臓において,反応の強い部で

原形質全体にみられるが,一部の細尻管では基

底部あるいは内腔に近 く分布 している｡

5. 阻害剤の影響

次の各試薬の M/10水溶液を 反応原液に加

え,pH7.4,最終濃度 0.02M になるように調

整 した ｡

KCN,NaF,NaN3NaAsO3,2,4-dinitro-

phenol(DNP),monoiodoacetate,Nap+
monoiodoacetate,NaN3+monoiodoacetate

十DNP,malonicacid.

その結果.monoiodoacetate0.02M の場合

に幾分抑制がみられたが,その他 ,何れも特別

な阻害作用を認めなかった｡叉,興味ある事は

,牛の心臓では対照群では弱陽性を示すに過ぎ

ないが,0.002M.KCN添加によって反って反

応が増強された｡

総括並びに考接

1. tetrazolium 塩及び pot.tellurite に

ついて

i) tetrazolium 塩

tetrazolium 塩 としては,前記の様に種 々の

ものが使用されているが,何れも共通の構造式

として,次の様な分子構造を有する｡

+

二"h=N"N〉C一 式 =_:)C- ~:_::〉C一
十 J+

(I) (ⅠⅠ) (ⅠⅠⅠ)

(Ⅰ)紘(2H)tetrazoleより合成され,(ⅠⅠ),

(ⅠII)紘 (1H)tetrazole から誘導 される
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何れ も水溶液で無色,叉は淡黄色であるが,
1

還元され ると -N-N-C-N-NH を撞っ と

ころの formazanとなり,これが非水溶性で,

蘇 ,紫叉は青色を呈する｡

Nineham ('55)65)によれば, これら for-

mazan 分子には次の様な異性体が考えられる

二l:N=_"N〉C- /"="〉 C -
N
:
NH

､r･

cis-syll.

:
②
cis-anti,

＼N=N
＼

-HN-N//
C-

耳
trams--syn,

N
J
NH
｣
④
tramsanti,

而 して① ③ は夫々(belated hydrogene-

bridge構造をとり共鳴 (resonance) が行わ

れる｡

①

/:=二㌔ 七 /:="

-N--N

(卦

∴̀
-N--N

＼N=N ＼N=N
＼ t

H C-±==;H
" rJ
-N-N -N-N

これ らの形が有色性であるが,②④の構造を

持つものは両端窒素原子の距離が離れている為

にfIによるChelate構造を形成しない｡文彼は

光による脱色について次の様に考えている,

hy(oneimpact〕
RI
(red〕- - -一 一一一 一

i dark(rapid)

Jdark(slow) hレ
YI
(yellow〕- -- 一- 一

dark,rapid

ーヽノ

盟
′し
ゝ

1

ンh

-

-▼-' YII
一(yellow)

RI 上記⑧に相当 YI 上記②に相当
RⅡ ク ① ク YI ク ④ ク

- 15--

即 ち ,RIF =± RⅡは cis-transの変化であ

り,R∬一一十YIの反応は -C-N- が antL
configurationをおこして,chelationが消一失

し,裡色するのである｡

R一･H主N"≡:>C-I - H-,i:≡"N> cI RII
J l

＼

YI "="N〉Cと /N="N〉C- YII
f T
NH

この光による桜色は TTC の場合に強 く,

NT,BT 等の formazanは比較的安定な様で

ある｡著者の経験では NT を使用し, glyce-

rine封入を行った標本で, 1年以上経過 して

も倍禄色は認められない｡

放て,tetrazolium塩の還元について Jam-

bor(′54)66)は polarographyによる研究で,

TTCは pH6以下で還元 された時は主 として

無色の生成物を認め,それ より alkali側では

赤色の formazan が形成されるが,不溶性の

formazan を形成するには, 酸化還元電位が

Jerchel等 ('44)8' の.LPJJ走 した -0.08volt

(Jerchel& Mohleの原著によると, TTC

に対 し̀て, indigotrisulfate 及び indigodト

sulfateを指標 とした場合,--0.083volt,an-

thrachinonedisulfateでは -0.088voltと云

う数字をあげている) よりも東に+側に偏移し

た値であろうと考えている｡更に彼はGT)音容蝶の

高度のアルカ リ性は TTCの平衡失調及び化学

的還元をおこすのみでな く,formazanの酸化

をもおこし,この可逆性は 20〇C,pH14以上で

みられ,それ以下では不可逆性をますo又 ｢光

TTC｣について, この還元が普通の化学的還

元 と異る機構であり,BT の diformazan は
光によってcis-trans転移をおこして音から赤

になり,暗所ではこの道に移行すると報告 して

いる｡更に,ascorbic 酸の存在下に,注意深

く alkali性にすると'BT の一部は容易に水_.

alcohol,benzeneに溶解するところの赤色for-

mazanを生ずる事を明らかにしたo その他罪
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酵素的還元については Shelton& Schneider

(′52)42)が TTCは pH6-7.5で容易に自然

還元をおこし,叉,pH3で数時間で黄色にな

ると報告して居る｡Kuhn&Jerchel(′41)6),

Mattson等 (′47)7),Seligman&Rutenburg

(151)12),Smith(151)68), Padykula('52)44),

等は何れも ascorbicacid,cysteine,その他

の生体内の還元作用を示す物質による tetraz-

olium 塩の還元は概ね pHIO以上の場合にお

こる｡ 戸arker(/55)69)によれば,各種酒,特

に linseedoil,cederoil等が pH7で TTC

の光還元を強 く触媒し,暗色では formazan

の形成をみない｡従って TTCを使用する場合

は光を遮断する必要があると警告している｡又

formazan が脂溶性である事 も見逃せない点

で,Tynen& Underhill(′48)18'ほ TTC に

よる生体染色で皮下組織の中性脂肪が染 る事を

認め, Zweifach等 (′51)31'は白鼠及び犬の

副腎の内元性活性の研究に於いて,formazan

が結晶としてみられないで,脂肪滴に溶融 して

いるのを認めた｡Shelton&Schneider(′52)

42)は① 酵素的に生成された formazanが脂質

にとけ,diffuseする事,②脂質そのものが

tetrazolium 塩を還元する可能性がある事,

この2つの理由で充分な注意を喚起している｡

その他 Rosa(′55)70)に対 し Novikoffの討論

がみられる｡

これ ら諸家の報告は何れも細胞内の tetra-

zolium の還元は主 として酵素作用によるもの

であるが,そのすべてが酵素作用の表現 とみる

のは危険で,一部は細胞内の還元物質その他の

作用によるところの非酵素的作用による可能性

も考慮 せねばならない 点に於いて 一致 してい

る｡叉,普通よく使われる TTC,NT,BT で

紘,組織への鯵透 と云 う点では TTCが最 も良

い様である (Shelton等42))が,精々長時間の

incubationを要 し,その間に非酵素的還元が

おこり易い｡NT は反応が最も鋭敏で,細い沈

着をおこし,且,非特異的沈着が少い様で最 も

す ぐれている｡BT はこれらの中間に位する｡

然 し乍ら,何れにせよ,著者の実験でも明ら

かな様に,小組織塊をその俸 incubateする場
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合には,組織への珍透が悪 く,肝臓,腎臓等の

実質臓器では周囲の僅かの部分しか反応をおこ

さぬ場合が多い｡その意味で,内元性活性 (特

に実質臓器の場合) の研究には tetrazolium

塩は適当でない｡

ii)Tellurite:tellurite としてほ普通,

pot.telluriteを使用する｡ これは次の如 く階

段自勺に還元されて遊離の Teを生じ,組織に淡

灰黒色の沈澱 として認められるo

TeO3→TeO2→TeO→Te

これを更に塩化金の液に漬して金 と置換する

と青紫色の鮮鋭な像として見られ,且,有機溶

媒にとけない為,美麗な永久模本 とする事が出

来る｡但 し,還元作用に対する鋭敏度は tetra-

zolium 塩より精々劣 り,叉,金置換の時間に

注意を要するo著者は Teの億のものと,金置

換を行ったものと両方の模本で比較 し乍ら検討

した｡ 叉,telluriteほほ旨肪に溶けない事も普

通の tetrazolium に比してすぐれている｡

tellurite法では腎等でも1時間のincubate

でも充分鯵透して Teの沈着を示し,肝では精

々鯵透が悪いが,tetrazolium塩より造かに勝

る｡

2. 内元性脱水素酵素反応の性格について

i)固定剤の影響 :各種固定剤の処理によっ

て活性は完全に消失する｡但 し,鯛.織塊が厚 く

且,固定時間の短い場合には一部活性を残 して

いるが, これは液の鯵透が不完全な為で, 腎

臓,肝臓等の実質臓器では時にみられる｡少 く

とも充分 に液の作用した部 では完全 に消失す

る｡Wachstein(′49)14)も yeast,E.coli及

び組織片による実験で, alcohol, acetone,

formalin等で活性の消失を認め,Gunz(′49)

22)は既述の様に yeastの acetone,alcohol,

ether処理乾燥粉末で,倍7カ月径にも teト

razolium の還元能を有する事を認め,これが

60oC加熱で不活性 となり, 2-24時間の透析

でも不活性化する事を認めている｡しかし,

Parker(′55)69)はこれを追試して yeastを16

.%acetone叉は alcoholで24時間処理 し乾燥

したものは箇活性を有し,50%液 1時間処理で

は完全に反応の消失する事を述べている｡菩提
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守(′56)E13-は伸展 皮下糾純打こ於いて,10分間処

理で完全に不活性化する事を報告 している｡′但

し, この場合,固定後,｢充分水洗｣してから反

応せしめているが,この水洗によって還元能を

持つ酵素その他の物質の流失する可能性は組織

片の場合よりも更に多い｡宙,彼は乾燥によっ

ても著 しく活性の低下する事 も報 じている｡著

者は組織塊の固定実験に併行 して,肝臓及び腎

臓の塗抹標本について同様に OoClo牙, ace-

tone叉は無水 alcoholの固定を行い,乾燥後

直 らに反応液に投 じたが,反応は全 くみられな

か っ た ｡

以上の様に固定によって活性が殆んど消失す

る事は tellurite叉は tetrazolium 塩を還元

する物質が極めて不安定である事を示し,これ

が酵素作用によるとしても,一般の加水分解酵

素が概ね acetone,alcohol固定によって活性

を保持するのに 比 し, 更に 不安定 なものであ

る｡

ii)温度の影響 :

(a) 一般に内元性活性は熱に対する抵抗

性が極めて弱い｡即ち,50oC,15分加熱では若

干活性が残るが,600C15分で完全に消失する,

この事は他の研究者によっても同様の成績が報

告 されている｡ Wachstein(′49)14',Ruten-

burg等 (′50)11'は組織片を煮沸水に入れて活

性を失 う事,Gunz(′49)32)は yeastが 60oC

10分3回で完全に活性を消失する事,更に50oC

で不活性化する事12),菩提寺 (′56)43)は 60oC

5分で皮下組織の細胞が還元能を失 う藩を報 じ

ている｡以上,加熱の方法に若干の疑問を残す

ものもあるが,一般に 50-60oC以上の熟 によ

って容易に反応の消失する事は, この還元反応

が酵素作用による可能性を強 くする｡

(b) 低温処理の影響 :4〇Cの氷室保存で

は24時間後でも可成 りの活性を保持 しているO

凍結処理による影響 としては,pH7.4 の反応

液で作用せしめる時には10分間凍結によって著

しく活性は減弱し,30分で殆んど完全に反応は

消失するが, pH8.5の液では腎臓,肝臓の様

な活性度の高い臓器では30分処理でも相可成 り

の活性を示す｡これはと措定の脱水素酵素の研究

一 一 17一つ

の場合に,その特異性に開通 して充分注意 しな

ければならない｡文,新鮮標本を凍結切片にす
る事によって,その内元性活性を著 しく～威弱せ

しめる事がilJJ来 るが, この場合に切片の厚 さが

問責軌こなる事は多数の学者の認めるところであ

るoRutenburg等 (′50-′53)ll)､13)によjuよ,

切片でも腎,肝,時に小腸に活性がみられ,30

-40/Jの厚 さでは内元性活性が残 り,8〃では

コ- ク酸脱水素酵素の活性 も消失する｡ SheL

ton& Schneider(152)42)は 30-70FLで薄い

着色が 一様 にお こることを認め, Padykula

(′52)44),Wattenberg(′54)51),Pearson(J54)52),

(′55)53',(′58)64),は cryostatを使用して薄切
切片 としてコ- ク酸脱水素酵素その他のf特定の

脱水素酵素の証明に良好な成績を得ている｡

iii)各種:イオンの影響

Ca,Mg,Al,Co,Cd,Mn等,何 れも反応

に特別な影響を与えなかった｡ Schneider &

Potter(′43)71)によれば コ- ク酸脱水素酵素に

Ca及び Alが必要で,cytochrome系は Al

を必要 とする｡ 又 Swingle等 (′42)72)は Ca

が malateを oxaloacetateに分解するに必/変

なところの Colの分解を促進し, oXaloace-

tateの産出を防 ぐと推論 し,又, Keilin &
Hartree(′49)73)は Ca及び Alが コノ＼ク酸脱

水素酵素系自身をactivateすると考えている｡

Shelton(′56)74)は組織 homogenateの研究

で,Ca及び Alは特にtetra2-oliumの還元力

を上昇せしめない事を報告している｡ 組織化学

的には Padykula(′52)44)は コ- ク酸脱水素酵

素の研究で,腎臓の皮質 と髄質との問の移行部

が Ca及び Alの添加によって強 く斌活 される

事を認めている｡叉,Farber等nlrr'3)はTPN

diaphoraseの証明に MnC12を加えている｡

これは malateの分解を促進するとの株拠から

である｡

これ らの報告にも拘 らず,内元性活性ではこ

の種 ionの影響は少い｡

iv)内元性脱水素酵素反応の分布及び基質

用物質添加の影響

a.肉眼的所見 :白鼠,廿日鼠共に,検討

した3種の臓器では,腎臓に於いて最 も活性強
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く,肝臓がこれにつぎ,心臓は造かに弱い｡即

ち,反応開始後 5分で腎には薄い着色がみられ

15分後では腎臓で相当顕著に黒色 (Te)叉は赤

紫色 (NT) の着色を認め,肝臓でも漸 く着色

が著 しいが,心臓では未だ明確でない｡その後

次第に色が濃 くなり,1時間後には腎臓では殆

んど全体に着色するが,皮質及び髄質の一部に

特に強 くみられる｡肝臓でも略々全体に強い着

色を認めるが,心臓では前 2者に比 して造かに

薄い｡Rutenburg等 (′50)ll) のBTを使用し

ての報告によれば,内元性活性の強度は概ね次

の様な順序になる｡即ち,腎臓に於いて最 も強

く,以下,肝,副腎皮質,甲状腺,脂,唾液陳

卵巣,骨髄筋,皮膚,勝,心,腸,柿,胃及び

等丸の順である｡

次に脱水素酵素の基質 となり得る様な種々の

物質を添加して反応せしめたところ,対照群で

も上記の様に強い反応を示すので肉眼的な比較

は困難であるが,コノ､ク酸,乳酸等で比較自勺早

期から着色がみられたところから,反応が促進

されたと解釈される｡しかし,反応の弱い心臓

に於いて他の腎,肝以上に反応が増強された様

な所見は認められなかった｡ これらは Kun

(′51)加),Pearson(′54)52)等の所見 と一致する

ところがある｡その他 Gunz(′29)22)は yeast

の抽出液について種々の糖類を加えた結果,

glucose,galactose,mannose その他の添加

によって TTCの還元が促進され, dulcite,

inocite等では促進されなかったと報告した｡

Shelton&Schneider(152)42)は精々厚い切片

について,コ-ク酸を添加すれば反応が促進さ

れるが,乳酸, hypoxanthine では効果を認

めなかった｡叉 Fried&Zweifach(′55)75)の

報告によれば,腸間膜その他の血管に於ける

NT の還元がmannoseによって可成 り促進さ

れる｡

b.顕微鏡所見 :凍結切片による顕微鏡所

見では,腎月蔵に於ては proximalconvoluted

tubulesに中等度陽性, distalconvoluted

tubules及び Henle氏係蹄の上行脚 と思われ

る部に特に強い陽性を認め,これらの所見は

Shelton&Schneider(I52)42),Wachstein
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(′55)15)の所見に略々一致するが,その他腎小

体の Bowman氏嚢外葉にも中等度陽性,糸琶

体にも時に弱陽性,乳頭集合管にも弱陽性で,

先端部では精々強い｡

各種基質を入れた場合,概ね対照 と同一の分

布を表し,特に反応が増強された所見は明確で

ない｡唯,乳酸等の場合,乳頭集合管特に先端

部附近で Teの沈着が強い｡

腎臓に於ける特定の脱水素酵素の分布 として

紘,コ-ク酸脱水素酵素は著者の実験,Selig-

man等 (′51及53)12)13),Padykula(′52)44),

Wachstein(′55)15)等によれば, proximal

convolutedtubules (特にその proximal

portion),distalconvolutedtubules,Henle

氏上行脚等が特に強い様で,皮質 と髄質の移行

部の proximalconvolutedtubulesとHenle

氏係蹄を含む部で反応精々弱 く,叉,髄質の乳

頭三角部に移行する部に於いて急に活性が弱ま

り明確に区別がつけられる｡ 集合管は陰性叉は

弱陽性,腎小体は陰性である｡ 次にFarber等

(′54)61)(′56)83)による diaphoraseの分布は

コノ＼ク酸脱水素酵素 と比較 して最 も特徴的な点

として,DPN で乳頭集合管が全部強 く染 り,

TPN ではその先端部のみで強陽性であり, そ

の他外髄質の Henle氏上行脚は DPN ではコ

- ク酸脱水素酵素 と同様に強陽性であるが,

TPN では弱い｡ 一方,下行脚の薄い部では

TPN で強 く染 り,糸≡珪体でも TPN の反応が

強陽性である｡ その他,血管内皮,間質等の反

応も認めている｡ 叉,Pearson &Defendi
(′54)52)によると,a一glycerophosphate de-

hydrogenaseの分布はHenle氏下行脚,dis-

talconvolutedtubules 等に強陽性であり,

proximalconvolutedtubulesや Henle氏上

行脚等は弱陽性,集合管は陰性である｡

これら特定の脱水素酵素 と内元性活性の分布

とを比較 してみるに,概ねコ-ク酸脱水素酵素

の分布に平行する様であるが,コ-ク酸を入れ

た為に特に反応が増強されたと考えられる様な

所見はな く,叉,乳頭部や腎小体の所見はむし

ろ diaphoraseに類似する｡ 乳酸添加の場合

等に乳頭部の反応が強調 されたのは,恐 らく
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DPN-diaphorase の作用が強 く現われた為で

あろう｡ しかし,上述のFarber等の所見 と完

全に併行するわけではない｡ 叉, 山一glycero-

phosphatedehydrogenaseの分布 とも平行 し

ない｡この ことは sod.glycerophosphateの

添加の場合でも同様である｡ 市販のこの試薬は

主 として β型であるが, αも含まれ,又,

Lovern(′55)76)によれば,α一及び β-型は中

間に燐酸の遊離をおこすことなしに可逆性に移

動 し,alkali側では α-β,酸性側では β-α

の傾向を持っていると云われ,著者の実験でも

Pearson等の所見に近い成績を得 る事が 期待

されたが,Henle氏下行脚は何れも強陽性 とは

ならなかった｡

これらの所見を比較検討 してみるに,既知の

方法による単一の酵素の作用とは考え難 く,そ

こに異った機構の存在を考えざるを得ないので

ある｡

次に肝臓に於ける分布 としてほ,腎臓の場合

よりも液の惨透が悪 く,結果は一定 しないが,

概ね小葉の周辺性及び一部中心性に存在 し,中

間帯は陰性の様である｡ 然 し乍ら,これは液の

鯵透が管内性に行われ易い事も併せ考えて,こ

れを以て直ちに活性度の判定を行 う事は危険で

あり,侍今後の検討を要する｡ 基質添加による

特別の所見は認められない｡ 心臓に於ても特別

の所見を得 られなかったo

v)各種阻害剤の影響

tetrazolium塩の還元は一般に無酸素的条件

に於いて強 くおこり,酸素は阻害的に働 く事が

認められている (Seligman等 (′51,′53)12)13),

Brodie& Gots(′51)25),Shelton&Schneider

(′52)42))oPadykula(′52)44'は反応液を煮沸し

て酸素を除き,更に pyrogallolを通 して酸素

を除いた窒素 ガスを通 し乍ら反応さしている｡

一方 Pearson&Defendi(′54)52),Wachstein

(′49)14)(′55)15)等の様に有酸素的に行っている

者も少くなく,著者はすべての実験を特に液を

煮沸することなく行ったoKCN,NaN3,As203

等は各種 oxidaseの作用を阻害し,monoior

doacetateは alcohol(酵母),triosephos-

phate脱水素酵素等に対して低濃度でも強 く阻
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害し,その阻害はそれ らの蛋白担体に働 く｡ 叉

monoiodoacetateは aldehydemutaseも阻

害する｡ NaF は adenylpyrophospbataseそ

の他の各種 phosphatase作用を阻害する (坂

口 ･植村 (′49)77))0Krebs(̀35)78)によれば,

cyanide,azide,malonateの 0.001M が腎

臓の酸素消費を50%阻害する事を述べている｡

叉,malonicacidはコ- ク酸脱水素酵素の阻

害剤として有名である｡ DNPは oxidative

phosphorylationを特異的に阻害し,文, 脂

肪酸の酸化に当ってsparkerの作用を阻害して

脂肪酸の酸化は誘発されない (Hotchkiss(′44)

7リ),Green寄 (′49)80))o
放て, これら各種阻害剤の作用を試 みた結

果,monoiodoacetate0.02M の高濃度で抑制

がみられた事は SH基を活性基 として持つ酵素

系の関与が考えられるが,その他肉眼自勺にも顕

微鏡的にもはっきりした効果を認めなかった｡

Wachstein(′49)14)は SH試薬で前地帯して消

失し,0.1%iodoacetatel時間前処置しても
消失する事を報告している｡ Fred& Knight

(′49)81)は Penicillium chrysogenum によ

るTTCの還元にmalonicacid,NaN3,DNP,

Nap,monoiodoacetateが M/100で何れも

阻害作用を示さず,KCNのM/100は阻害し,

M/1000では酎 LLl;が遅 くなる｡ 叉 undecylenic

acidは完全に阻止 した事を報 じ,Rutenburg

等 (′50)ll)によれば 2×10-3M NaCN が抑制

作用を示し,又,組織 homogenateでは0.1M

KCNが完全に阻害し,M/100NaF,sod.iodo-

acetateは阻害しない｡ Gunz(′49)22)は yeast

によるTTC還元が,M/90iodoacetate,KCN

Nap,で不活化されず,M/60iodoacetateで

遅 くなる事を述べ,Black等は NaN3(r49)27),

NaF,malonate,NaN3(′51)33)の作用を正常

及び瞳痴組織について検討 し,NaN3では或程

度の抑制が, NaFは腹痛組織では正常組織 よ

り阻害の程度が少く,反って TTCの還元を促

進する (特に腎の病)が,その起源を解糖作用

に求めているが, 決定的でない33)oFried&
Zweifach(′55)75)によれば mannoseによる

還元作用の促進が LiverVDM,ferritinで著

変なく,CN,azide,malonate(何れも0.001
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M)では僅かに抑制を示し,DPN (0.025%)

は無効,還元 glutathione は顕著に抑制作用

を示した｡

著者の場合,KCN で陳心臓では反って反応

の増強がみられたが,Shelton(/56)74) は h0-

mogenateによる還元が cyanideで軽微な促

進を示す事を述べ,Green寄(′36)81),(′37)82)

は反応産物である焦性葡萄酸,oXaloacetate

の様な keto酸が青酸 とcyanhydrineを作っ

て反応を阻害しない事をのべている｡ その外,

KCN 白身が還元作用を持つ事 も考慮しなけれ

ばならない｡

何れにせよ,これらの成績は諸家の推測する

如 く,内元性活性がコ-ク酸脱水素酵素,その

他の単一な脱水素酵素によるものではな く,多

くの酵素が telluriteや tetrazolium 塩の還

元に関与している事を暗示している｡

3. 内元性脱水素酵素反応の機序につしヽて

内元性活性の機構は,前述の諸家の報告及び

著者の実験に示された様に,それが①予め50DC

以上に加熱すれば活性を失 う事, ②formalin

その他の固定剤で活性を失 う事,(参組織内の還

元作用を持つ Sulfhydryl,enol,a-ketol,a-

aldolの様な物質は pH9以下では殆んど te-

trazolium塩を還元 しない事等から,その大部

分が酵素作用による事は明らかである｡しかも

多 くの加水分解酵素等は acetone 固定等でも

よく活性を保祷するのに対 して,本反応は容易

に消失する事や,凍結 ･融解によっても著 しく

活性が減弱し,更に嘩結切片にする事によって

時には殆んど消失する様な事実から極めて不安

定な酵素系 と考えられる｡ 而 して, tellurite

又は tetrazolium 塩が水素受容体 として働 く

ところから,その酵素系は当然酸化還元に関与

する酵素系である｡

既に1947年 Mattson7) は種 々の動植物を使

っての TTCの還元か ら,これが CoⅠ或いは

CoIIを必要 とする脱水素酵素系によるもので

あろうと推論 している｡Straus(′48)9) は人の

腫癌細胞での還元能はその増加 した解糖作用に

よって強調されると述べているが,一方 Gunz
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(′49)22)は酵母を使っての実験で,その酸酵作

用 とは無関係にでもTTCを還元する事を報告

している｡Run&Abood(′49)10)が生化学的
にコ- ク酸脱水素酵素が TTCを還元する事を

示して以来,内元性活性の中に於ても特定の酵

素を特に強調 しようとする傾向がみられ,

Rutenburg等 (′50)11'ほ組織 homogenateで

コ-ク酸では tetrazolium塩を還元し得るが,

リンゴ酸,乳酸では CoⅠを加える事が必要で,

叉,cysteine脱水素酵素 もこの還元に関与する

可能性を示した｡ついで Jensen(′51)84)紘

Cornembryoについて,酸化還元電位の立場

から,TTCの持つ -0.08voltより高い電位

の succinate/fumarate,glutamate/α-ket0-

glutarateの系は着色を示さず,それより低位

の malate/oxaloacetate以下10種余 りの脱水

素酵素系は着色を示す事を報告 した｡然 し,こ

れについてはその結論を支持するに足るだけの

実験成績が示されていない｡ 叉,以上の報告は

何れも夫々の 脱水素酵素によって直接 tetra-

zolium の還元が行われたものであるか, 或い

は何等かのこれらに結合 している還元酵素系に

よって間接的に還元 されたものか明らかにして

いない｡

Bielig等 (′49)23)は 各種細菌に よる TTC

の還元作用ではぬvine酵素,特に恐 らくdia-

phoraseが直接の electronedonorであろう

と推定 した｡Kuhn(′50)85)もTTCの還元は

還元型 DPNが diaphoraseで酸化される事に

よって起ると報告し,ついで Brodie& Cots

(′51,′52)25)26)も flavine酵素が直接の ele-

ctronedonorである事を示した｡即ち,酵母

その他から抽出した結晶の乳酸,alcoholその

他の脱水素酵素の研究で,酵素結晶,その基質

及び DPN 又はTPNを添加して反応せしめて

も TTC及び NT の還元はおこらないが, こ

れに diaphoraseを加えると formazanが形

成される事を明らかにした｡更にこの酵素は還

元 DPN 叉は TPN の存在で tetrazolium 塩

を還元する事が出来,束にD-aminoacidoxi-

daseが D-amino酸を基質 としてNTを還元

する事が出来るが, これを透折 して得た apo-
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enzymeはもはやNTの還元をおこさないが,

且avineadeninedinucleotide(FAD)を添加

すれば約60%活性を快復 してNTの還元がおこ

り,しかもこれが添加した FADの濃度の画数

として示される事を明らかにした ｡ この dia-

phoraseと aminoacidoxidaSeとの関係は

Warburg& Christian('39)87)88)や Straub

等 (′39)87)8g)の研究で,所謂心臓筋肉からの

diaphoraseが FAD を有するflavine酵素で

あり,且,この FADが D-aminoacidoxi-

daseの助酵素である事が判っている｡ 同様に

Shelton&Schneider(′52)41) も結晶乳酸脱

水素酵素を精製 し,これのみでは勿論,DPN

を加えても tetrazolium の還元ほおこらず,

又,還元型 DPN を基質 として乳酸脱水素酵素
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を作用せしめても還元はみられない｡唯,肝の

homogenateを加えると formazanの形成が

おこり,結局,DPN-cytocllrOmeCreductase

が この系の tetrazolium の還元に必二要な事を

日月らかにし,Ⅹantbineoxidaseについても同

様な検討を行った｡

Farber,Sternberg& Dunlap(′54-′56)

61-63)は乳酸, l)ンゴ酸等の DPN 結合の脱水

素酵素群や TPN結合の脱水素酵素群の組織化

学的研究で,これらの tetrazolium 還元反応

が各基質に特異性があるのではな くて,DPN-

及び TPN-diaphoraseに特異的であって,腎

臓に於いてコ- ク酸脱水素酵素 とは夫 々その分

布を異にする事を明 らかにし,その還元考葦碑を

次の様な模式図で示した｡

基質- (脱水素酵素)-DPN-reductase-factor-cytochromes-0 2

(DPNに特異的)
＼
tetrazolium
ノ

基質- (脱水素酵素)-TPN-reductase-factor-cytochromes-03
(TPN に特異的)

以上 ,諸家の報告を通覧すると,何れも te-

trazalium の還元にflavoproteine乃至は na-

vine 酵素が極めて重要な役割を演じていると

考える点に一致している｡ 特に Farber等の研

究以来 diaphoraseの役割が内元性活性の重要

な部分として注目されてほいるが,これ らも決

して内元性活性のすべてとは云い難い｡ 著者の

実験に於いて,腎臓における内元性活性の分布

は必ずしも Farber等の両 diaphoraseのそれ

とは一致しないで,コ-ク酸脱水素酵素の分布

との中間的な像を与える｡

その他の davine酵素 として, D-amino

acid,Ⅹanthine,hypoxanthineoxidase等に

ついても,これらが直接内元性活性に主役を占

めると云 う根拠はない｡又,monoamineoxi-

daseも tetrazolium や telluriteを還元する

可能性があるが,Glenner等 (′57)89-91)によれ

ば,indolcarboxylcompoundを介 して dia-

horase型の系がその electroneの移送に関与

している様である｡ 椅 diaphoraseの生化学的

意義等については東に第 2篇において触れる事

にする｡

放て,上述の flavine酵素及び CoⅠ,CoII

を助酵素 とするところの pyridine酵素以外に

蔓要な酸化還元酵素 として, cytochrome,

cytochromeoxidaseを必要 とする群がある｡

コ- ク酸脱水素酵素はその代表的なもので,α-

glycero燐酸,oXyglutal酸 (筋肉)の脱水素

酵素等も含まれる｡ これらはその助酵素 と蛋白

担体 とが緊密に結合して解離し難いといわれ

(Adler等92)), その化学構造 も多 く不明であ

る｡ コ- ク酸脱水素酵素については,近年 Sin-

ger&Kearney(′54-′55)93)94)は組織の ace-

tone 粉末から溶性のコ-ク酸脱水素酵素を才由

出し,鉄を含む 丑avoproteineの如 く見えたと

報告していることは注目すべきである｡従って

本酵素が flavine酵素の甲に分類されるもので

あるか否かの論議はさておいて,Seligman以

来,本酵素が tetrazolium を還元する事はよ

く知 られて居るが,Farber等 (′56)63)はこの

特異性に若干の疑問を提示した｡即ち,この酵

素系の組成が完全に判って居 らず,Slater3),9Iu
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-97) の示した ｢factor｣の問題もあり,コ- ク

酸脱水素酵素の組織化学的方法 と云われるもの

はその酵素 と併行 して反応するところの伝達系

の反応であり,単に "succinic dehydroge-

nasesystem''染色と云 う様に名付けるべきだ

としている｡

何れにせよ,内元性活性に本酵素系の関与が

充分考えられる｡近年小田 (′58)17)は廿 日鼠肝

の homogenateを主 とする実験で,コ-ク酸

を基質とする場合,極めて高度のtetrazolium

還元反応が現われる事を明らかにしている｡ 更

に彼は各種阻害剤を 用いて 反応を解析 した結

果,この系において,その還元反応の約35%は

cytochromeb乃至 clの反応に共離 し,15%

がコ- ク酸脱水素酵素そのものの反応,残る50

%は更に高位の cytochromeoxidase の反応

に其離 したものであると報告している｡彼はそ

の実験で,内元性活性が非常に低い値である事

を京しているが,この homogenate による成

績はその罷新鮮組織塊を用いる場合には適用出

来ない｡即ち,その操作によって不安定な酵素

系の活性が消一失し,比較的安定なコ-ク酸脱水

素酵素等の活性が主 として現われる可能性が強

いからである｡著者の実験でも,内元性活性が

腎,肝に強 く現われるが,①元来 コ-ク酸脱水

素酵素活性の特に強い心臓において内元性活性

が余 り強 くないし,コ-ク酸を添加しても余 り

反応が促進されなかった事(卦malonic酸を入

れてもこの反応は特別に抑制されなかった事(卦

腎臓における組織化学的分布について該脱水素

酵素のそれとは必ず しも一致しなかった事,等

の事実から,現在著者の問題にしている内元性

活性が主 としてコ-ク酸脱水素酵素活性の表現

であるとは考えられない｡ 小田の示す様にその

系の中での還元反応でも50%は cytochrome

oxidaseによる事 も注目しなければならない｡

この様に考えて来る時,現在の組織化学的手

技の段階では組織の内元性活性に関与する特異

的な酵素系を決定する事は困難である｡

放て,ここで注目すべき事 として Greenの

cyclophoraseがある｡即ち,生化学の分野に

おいて,~古くから多数の学者によって各種酵素
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が抽出,精製 され,invitroで分解,合成両面

に亘って再現 される様な努力が 払われて来た

が,一定の数の酵素,化学薬品で生体内の複雑

な物質代謝の実際を再現する事は不可能であっ

て,生体内における酵素の実際の動きを外部か

ら窺うには余 りに困難な条件が多過ぎた｡1948

年 Greena)は pH,操作時間等独特の条件のも

とに低塩で組織を処理する事により,細胞内に

おける有機的な酵素の結合単位を可及的に他の

不活性な細胞構成物質から切 り離 して,同時に

比較的生体内の酵素の特性を保持 している模本

を作 る事に成功 した｡ これは我国でも早石教授

によって紹介されている98)｡ ここにその概要を

みれば,例えは腎臓からの標品で通常 5分間以

上 blenderで処理すると活性は殆んど 0 とな

り,OoCで2-3時間安定であるが,1晩 OoC
に放置するとその酸素消費量は約50%に低下す

る｡然 し, 冷凍,乾燥 M/10以上の高参透圧
溶液,有機溶媒,蒸溜水,pH4.0以下, 叉は

10以上の環境等は容易に cyclophorase作用を

洞嚢せしめる｡Green等ほこの標品によってク

エン酸廻路の酸化 2),脂肪酸の酸化99-101),ア ミ

ノ酸の酸化102-lob), 更にこれに関連して酸化的

燐酸化の問題80)106･107),flavine酵素の問題108,

109) 等広範囲に亘る物質代謝,特に酸化機構を

追求 した｡ これらの一連の研究を通 じて要約さ

れる事は,生体内のこれら酵素は助酵素 と結合

して存在 し,主に糸粒体に存在するが,生細胞

が破壊 され,或いは人為的作用を蒙ると次第に

独特の構造を失って侶巨 の酵素が分離 し,独立

した分子となる為に溶性酵素に変換され,助酵

素 も亦脱落するために生体外にとり出された酵

素は助酵素の添加を必要 とする様になる｡即ち
結合型 (conjugatedform)が解離型 (disso-

ciatedform)に移行する｡この事は Still&

Kaplan(′50)110)の報告にもみられる｡即ち,

兎の肝,腎を常法により処理 した際,洗液及び

上清の諸酵素の分布では,不溶性酵素として従

来扱われている a-ketoglutal酸やコ-ク酸々

化酵素 (彼等は dehydrogenaseと云う言葉を

使わずに,oXida:seと云う言葉を使っている)

は主 としてその沈渡に,溶性酵素は主に上清に
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分布 している｡例えは乳酸脱水素酵素は SIK

(腎の第 1回遠心沈澱で得 られた洗液)では結

合型 と遊離型が混在 し,前者は反応をおこきし

めるに DPN の添加を必要 とせず,至適 pH7

-7.5であるが,後者は DPN を必要 とし,至

適 pH は9-9.5である (この事は著者の実験

で凍結融解後,pH8.5にあげれば, 反応が相

可成 りみられた事 と併せ考え興味深い) ｡ 倍,

これらの事は Green等の第1010S),11報 109) に

も詳 しく報告されている｡ か くしてcyclopho-

rase 標晶中の酵素 と従来抽出精製 された酵素

の性状に著 しい差がみられ,時には基質が同じ

でも恰 も全 く異った別種の酵素の如 く見える場

合 もある｡ その例 として,上述の乳酸, リンゴ

醍,クエン酸その他の pyridine酵素は,従来

の方法で抽閏精製 されたものの多くは DPN或

いは TPNの添加を必要 とするものであるが,

cyclophoraseにおいてほ DPN,TPNを必要

とせず,これを加えると反って阻害される事が

ある (Huennekens& Green)108)｡ 叉,低温

での成熟 (agedatOoCforsomehours),凍
結融解,蒸溜水,高張塩類溶液,DNP,唖枇酸

揺,acetone,alcohol等による処理によって,

助酵素を必要 としなかった上述の各種酵素が

DPN 叉は TPN を要求する様になり,これら

の処理によって結合型から解離型に変換 したと

考 られる(Huennekens&Green)109)｡ その
他 あらゆる種類の酸化酵素について従来の酵素

標品 とは著 しく異った性状を示し,抽出された

酵素の性格 と,実際生体内におけるそれら酵素

との偏 りが指摘 された｡

ここで再び組織化学に目を転 じて考えるに,

内元性活性 として現われる新鮮組織塊の性格は

Green等の cyclophorasepreparation以上

に生体の反応に近いものであり,従来行われた

凍結切片,或いは homogenate によって示さ

れる種 々の性質は云わは変換 (transform)さ

れたものである｡ 従ってそれで示される種 々の

条件をもとの内元性活性に当てはめて考える事

自体が既に問題である｡組織の凍結 ･融解によ

って内元性活性が著 しく減弱する事も cyclo-

phoraseのそれに通ずるところがある｡.従って
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種 々の操作によって比較的 ｢変換｣の少いコ-

ク酸或いは diaphoraseの様な酵素の性格は組

織化学的にも把握 され,それらの性格が強調 さ

れても,それが新鮮組織の反応の大部分を占め

ているとは云い難い｡ 叉,ここで考慮すべき事

として,存在する酵素の量 と,現われる活性 と

の問題である｡ 市川 (156)9g) は tetrazolium

による脱水素酵素反応の研究で,特定の基質の

添加を必要 としない酵素 と云う意味で, dia-

phorase の意義を特に重視 し, 内元性活性の

解釈にこの酵素の存在を強調 しているが,例え

ば,氏の解釈によれば (文献 (98)の p142),

表の第 4群 (原著の表の第 4群は基質の有る場

合陽性 となっているが,恐 らく陰性の誤植であ

ろう)は基質の有無に拘らず反応陰性の場合で,

これは脱水素反応が存在 していない事を意味す

るが,だからと云って脱水素酵素が存在 しない

と云 う事にはならない｡ 著者の実験において,

心臓の反応は一校に極めて弱い｡然 し乍ら,莱

際には diaphoraseもコノ､ク酸脱水素酵素 も極

めて豊富に存在する｡即ち,酵素そのものは多

量に存在するが与えられた実験条件では脱水素

反応が充分に行われないと云 うだけの事で,事

実一定の条件で行えば何れも極めて強 く反応陽

性 となる｡ 即ち,組織における酵素の有無 と脱

水素酵素反応の有無 とは切 り離して考えねばな

らない｡ 唯, 組織塊を使用する反応は,少 く

とも切片或いは homogenate による反応等よ

りも生体における実際の反応と条件が近い事は

確かであろう｡ か くして,著者の実験は,内元

性活性に対す る具体的な酵素系に関しては何 ら

積極的な成績を与えるものではなかった ｡ 然 し

内元性活性には組織化学約によく知 られている

コノ､ク酸脱水素酵素やdiaphoraseも勿論関与

しているのであろうが,現在の段階では,-T'*撃

された幾つかの酵素丞些昼虹と星を王壬 ,壁全

された生体内の酸化還元機能の動的な二二塑 申子

面の表現 と考えるべきで, 凍結或いは hom0-

genate 等の操作を加えた後に現われるものは

そこに些かの変異を考えねばならない｡この意

味で,いろいろの場合に組織化学的に組織塊に

おける内元性活性を追求するのは有意義であろ
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う｡叉,この場合,特定の基質 となり得る様な

物質を反応液に入れて,それをその匪特定の脱

水素酵素の反応と考える如 きは戒められなけれ

ばならない｡例えはForaker,Denhamその他

112-116) の一連の実験は何れも新鮮組織塊を使

用し,反応液にコ-ク酸を加えて,雨 もその一

部には ｢コ- ク酸脱水素酵素活性｣と名付けて

いる｡ 或いは Wattenberg(′55)117)が新鮮切

片を使用して基質に乳酸その他を加えてそれぞ

れの脱水素酵素の名を与えているが如 き,何れ

もその組織化学的特異性を無視 したものと云わ

ねばならない｡

倍 ,最後にこの内元性活性の細胞内分布につ

いては,主 として原形質に見 られ,核には殆ん

ど出ない｡ Hogeboom 等(′46- ′50)118~124)紘

細胞内の種 々の構成成分を分劃遠心沈澱によっ

て分別 し,一定の酵素が形態学的な単位,即ち

糸粒体に結合して居 り,cyclophoraseもこれ

が形態学的には糸粒体である事を明らかにし,

Harman(′50)125)126),Still&Kaplan(′50)l10)

も同様に糸粒体に主眼をおいている｡ Wachs-

tein(′50)127) は正常並びに病的の血球 と骨髄

細胞でのNT還元について研究 したが,Janus一

greenB による糸粒体染色と, NT の還元 と

は逆の関係が認められた｡即ち,成熟 した頼粒

細胞は糸粒体が殆んど認められないのにNTの

還元力は最 も強 く現われたと報告 している事を

紹介するに止めて,今回はこれらの問題に触れ

ない事にする｡

緒 論

脱水素酵素の組織化学的研究について歴史的

に概観して考察を加え,その特異性 と関連して

最 も重要な問題である所謂内元性活性について

多角的な検討を加えた｡即ち neotetrazolium

chloride(NT)及びpotassium telluriteを
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水素受容体 として使用し,白鼠,廿 日鼠の腎,

肝,心臓及び一部牛の心臓について,厚 さ 2-

3mm 以下の新鮮組織塊を用いて種 々の条件下

におけるこれらの還元反応を 調べた｡ その結

果,次の様な結論を得た｡

1. NT は組織への鯵透が悪 く適当でない｡

telluriteは鋭敏度において精々劣るが,渉透

が造かに良好で,この目的には telluriteの方

がす ぐれている｡

2. 本還元反応は10%formalin,acetone,

alcohol等の固定剤で容易に反応消失 し,叉,

勲に対 しても極めて抵抗が弱い｡叉,凍結 ･融

解処理によって著 しく活性を減弱するが, pH

8.5では腎,肝において倍可成 りの還元反応を

示す｡

3. Caその他各種 ion, コ- ク酸その他の

各種酵素の基質 となり得る物質,KCN,malon

酸その他の阻害剤等による影響について,肉眼

的及び凍結切片 による 顕微鏡的観察 を行った

が,若干の時間的,量的の 変化は認めるもの

の,特定の酵素作用に帰着すべき所見は得られ

なかった｡

4. 以上の所見を綜合して,新鮮組織塊にお

ける内元性活性は主 として酸化還元系の酵素作

用によるものであり,組織化学的によく知られ

ている diaphorase, コ- ク酸脱水素酵素等も

これに関与して居 るのであろうか,Green等の

cyclophoraseの概念も併せ考えて,分離 され

た幾つかの酵素系の反応 とはみないで,生体内

の統合された酸化還元機能の動的な一断面の表

現 と考えるべきである｡ この場合,一定の基質

を添加 して反応せしめても,その結果を直ちに

特定の脱水素酵素作用に帰着せしめるのは誤 り

である｡

(文献は後出)


