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論 文 内 容 の 要 旨

酸化酵素類及び脱水素酵素類を組織化学的に証明する場合, 新鮮未固定組織切片が一般に用いられてお

り, 冷純アセ トン固定, 軟パアフィン (融点 48oC～52oC) 包埋操作に耐えうる場合でも 5 /J～7β の厚

さの切片を脱パラフィンするとこれらの酵素活性が失われ, 組織化学的には証明できなくなることが知 ら

れている｡ しかし, 組織学的な切片標本作製操作によって酸化酵素類及び脱水素酵素類の活性が減弱ない

しは消失する真の原因については知られていない｡ 著者は純アセ トン固定, 軟パ ラフィン包埋組織切片に

ついて, 組織片の固定及び包埋操作と切片の脱パ ラフィン操作のそれぞれがこれらの酵素活性に対 して及

ぼす影響を比較検討 し, さらに, 純アセ トン及び90 % 水性アセ トンなどによる切片の前処理及び Sudan

B lack B による脂質染色法などによって, 組織学的標本作製操作の際に酸化酵素類及び腐水素酵素類の活

性が減弱ないしは消失するのは組織細胞内構造の燐脂質が溶解抽出されるためであることを明らかにし,

燐脂質がこれらの酵素活性発現に重要なものであることを明確にした｡ さらに19種類の酸化酵素及び脱水

素酵素類について酵素活性 と燐脂質との関連性について検討 し, ミトコン ドリアに局在 しているとされて

いるチ トクローム酸化酵素, コ- ク酸脱水素酵素, リンゴ酸脱水素酵素, イソクエン酸脱水素酵素 , β-

ヒドロキシ酪酸脱水素酵素, グルタミン酸脱水素酵素, アルコール脱水素酵素 , α-ダリセロ燐酸脱水素酵

素及びコリン脱水素酵素などが特に燐脂質と密接な関連性をもっていることを明らかにした｡ これらの酵

素類は純アセ トン固定, 軟パ ラフィン包埋切片をキシロールで脱パ ラフィンした後に純アセ トンを通 して

水洗 して酵素反応を行わせる場合には, 組織細胞構造内の燐脂質がある程度溶解されているにもかかわ ら

ず, 基質液中に0.5% ～1.0% のレシチン, ケファリン, セ リンケファリン及びフォスファチデールイノシ

トールなどの燐脂質を 0.05 m 1- 0.3 m l 加えるか, C｡Q 6 及び C｡Q l｡ の 0.1% ～0.5 % アセ トン溶液を

0.05m 1- 0.3 m l 加えるかまたは 0.5% ～1.0% β- リポ蛋白質を 0.05 m 1- 0.3 m l 加えることによって組織

化学的な酵素反応が認められるようになる｡ すなわち, これらの酵素活性は組織細胞構造内の燐脂質が溶

解抽出されると失われるが, 燐脂質を加えると失われていた酵素活性が再び回復することが明らかにされ
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た｡ さらに, 組織切片をフォスフォリパ- ゼA , フォスフォリパーゼ C 及びフォスフォ])パ- ゼD それぞ

れによって前処理 して組織細胞構造内の燐脂質分子をそれぞれ相当する部位で加水分解することによって

フォスフォリパ- ゼA がチ トクローム酸化酵素, D PN H ジアフォラーゼ, T PN H ジアフォラーゼ, コ-

ク酸脱水素酵素, リンゴ酸脱水素酵素などの活性を著 しく減少させるかまたはほとんど消失させるが, フ

ォスフォリパーゼ C 及びフォスフォリパーゼD の阻害作用は極めて微弱であるかまたはほとんどないこと

から, 燐脂質分子の脂肪酸部分が酵素活性発現のために重要であることを明らかにした｡ 以上のどとく酵

素の脂質要求性を基礎として, チ トロクローム酸化酵素, D P N H ジアフォラーゼ, T PN H ジアフォラー

ゼ, コハク酸脱水素酵素, 乳酸脱水素酵素, リンゴ酸脱水素酵素, β- ヒドロキシ酪酸脱水素酵素および

グルタミン酸脱水素酵素などのために新 しい組織化学的証明法を確立 した｡ この新 しい方法ではテ トラゾ

リウム塩の非特異的還元反応が pH 9.3 附近に至るまで認められないので在来の方法に比較 して優れてい

ると考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

通常の組織化学的切片標本作製操作によると, 酸化酵素および脱水素酵素はその活性を失ない組織化学

的に証明し得なくなるが, 著者は 2種類の酵素を対象として, 組織学的操作が酵素活性におよぼす影響を

比較検討 し, これらの酵素が組織学的操作により活性を失なうのは, 組織細胞内の燐脂質が有機溶媒によ

って溶解抽出されるためであることを明らかにした｡ さらに, 19種類の酸化酵素および脱水素酵素を対象

として, 冷アセ トン固定, 軟パラフィン包埋切片においても, 基質液中にレシチン, ケファリンおよびそ

の他 2種類の燐脂質, Co Q 類などを添加すれば主として糸粒体に局在 している酵素類は活性を回復 して

組織化学的に証明しうるようになることを明らかにし, 固定切片における新 しい証明法を述べている｡ さ

らに, 燐脂質を必要とする酵素と組織細胞内の微細構造との関連性について論議 し, フォスフォリパ- ゼ

A , C , D の 3 種類の酵素で組織切片を前処理 した場合の酵素活性の消長を比較検討 し, グリセリンのαお

よびβの位置に結合する脂肪酸部分が燐脂質分子の機能上重要な意義を有することを述べた｡

本研究は組織化学の基礎的重要研究で医学博士の学位論文として価値あるものと認定する｡
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