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〔目的〕

Cytochrome Oxidase (C-o-aseと略記)の組織化学的検出法として，古くは Nadi 反応があり，近来

N achlas, Burstone らの方法が知られている。しかし酵素活性の忠実な検出と精確な局在J性の表現に

ついての詳細な検討はなされていない。従来より組織化学反応の条件は主に生化学的知見を基にして

決定されていた観が強く， C・.o-ase についても例外ではない。著者は，反応液中の試薬の化学的条件，

ことに緩衝液の濃度および pH の変化が組織所見とくに局在性の表現に著しい変動をきたすことに着

目し，乙の点に重点をおいて本酵素の組織化学的検出法における緩衝液の濃度および pH の至適条件

を決定するため，従来使用されていた試薬のほか，多くの試薬について検索を行ない，新たに極めて

優れた反応と局在性の得られる方法を見出した口

(方法並びに成績〕

方法:各種顕色剤 23 種とアミン 12 程より得られる 342 種の試薬の組合せについて，燐酸緩衝液の

pH 6.0 および7.8の条件下における酸化剤過決案酸による発色の状態と，人胃凍結切片における組織

化学的反応とを対比検討した結果， (A) 1-(3'-ethylsulfamoyl) phe町，1ふmethylふpyrazolone と p-amino­

N-ethyl-N・hydroxyethylaniline， (B) 1 ・ (3'・chloro) phenyl-3-methyl-5・pyrazolone と N-phenyl-p-phenylen 

ediamine の 2 種の組合せが極めて強い発色と優れた局在性を示すことを知った。そ乙で， これらに

ついて，さらに緩衝液の濃度および pH (以下単に濃度， pH と略称)の反応におよぼす影響を確め

るため， 0.005---0.2 M , pH 5.5---8.0 の範囲内で試薬の酸化剤による純化学的発色およびラット肝ミ

トコンドリア浮瀞液を用いた生化学的反応による発色について，光電比色法によって検討し，さらに

組織化学的反応所見と比較して，これら試薬の特性を明らかにするとともに，新たに C・o-ase 検出法

として有効に応用しうるか否かを検討した。
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成績:組合せ (A) について;この組合せにおける生成色素は化学的および生化学的反応ともに波長

435 mμ と 520 mμ に主な吸取帯を有し，化学的反応で 0.1 M , pH 6.75 で，生化学的反応ではO.OIM，

pH 7.8でもっとも強い反応を示した口組織反応における活性の強さは上述の生化学的至適条件と全く

一致するけれども，生成色素の拡散，結晶化等があって局在性は劣り， pH 6.75 では逆に局在性は極

めて良好となるが活性はや〉減弱し， pH 7ム 0.02 M で両者ほ Y満足な組織化学的所見が得られた口

組合せ (B) について;この組合せにおける生成色素の主な吸収帯は化学的，生化学的反応ともに，

波長 410 mμ(第 l 吸収帯)と 510 A (第 2 吸収帯)にあり，低 pH では第 I 吸収帯が主に現れ黒紫

色を示すが， pH 値の上昇につれて第 2 吸収帯の増大がみられ赤紫色を呈する。反応は，化学的には

0.1 M , pH 6.7 (第 I 吸収帯) , pH 8.0 (第 2 吸収帯)で吸光度は最大であり，生化学的には 0.02 M , 

pH 8.0 で両吸収帯ともに最大の吸光度を示した。組織所見では，低pH では反応はや〉弱いが，黒紫

色で局在性は極めて優れているけれども， pH 値の上昇とともに赤紫色となり，活性は増強し，生化

学的至適条件と一致するが，生成色素の拡散，移動，結品化等を生じ局在性は極めて悪化することか

ら，第 2 吸収帯の吸光度の増加が局在性悪化の原因と考えられ，第 I 吸収帯の化学的手.適 pH で最良

の局在性を示した。すなわち， 0.01 M , pH 6.7でもっとも満足する結果が得られた。

これら 2 つの組合せ (A)パB) を通じて，生化学的反応の至適条件では組織化学的には強い活性は得

られでも局在性は悪い。とくに pH に関しては， (B) では化学的反応の至適 pH で， (A) では生化学

的反応の至適 pH よりもさらに低い pH で最良の局在が得られた。これは生成色素の溶解度，組織親

和性等の性質が反応液の化学的条件により変化するためと考えられ，このことは，純化学的反応で沈

澱生成と上澄透明化が低 pH では極めて早く，高pH では発色は強いが沈澱形成，上澄透明化は遅延

することからも容易に類推できる口また低 pH での活性減弱は (A) ， (B) いずれも反応時間の延長で

補う乙とができ，局在性には影響をみない口

本反応の酵素特異性については， Moog の方法その他によって阻害対照実験を行ない， 本反応を

C-o・ase 反応として使用できることを確認した。局在性の検討としては，細胞内発色部位が位相差法

による新鮮標本のミトコンドリア分布と一致することを確めた。さらに人胃化生腸上皮，十二指腸お

よびラット肝，心，腎につき本変法による組織化学的所見を検討した結果，局在性は極めて満足すべ

きものであり，酵素特異性，反応の強さ，局在性からみて，この 2 つの試薬組合せは十分 C・o-ase の

新検出法として適用しうることを知った口

〔総括〕

各種顕色剤23種とアミン 12種より得られた342種の試薬組合せを化学的および組織化学的に検討し，

C・o-ase の組織化学的反応として極めて優れた 2 種の組合せを見出し，これに生化学的検討をも併せ

行なって局在性に重点をおいた組織化学的至適条件を検索した。本 2 新変法を通じて得られた組織所

見は，活性強度に関しては生化学的至適条件，すなわち高 pH に一致して強い発色を示すが局在性は

劣っており，局在性の点ではむしろ純化学的反応の至適条件に近い低 pH で優れた結果が得られ，こ

れは生成色素の性質が反応液の化学的条件により変化するためと思われた。また細胞内発色部位は位

相差法による新鮮標本のミトコンドリア分布に一致し，正しい局在性を示す乙とが知られた。
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論文の審査結果の要旨

Cytochrome Oxidase の組織化学的検出法には，種々の方法が発表されているが，細胞内の分布すな

わち局在性という点では，いづれもかなりの欠陥がある。本研究は，特に良好な局在性を得るととを

主眼として，総計 342 種の試薬組合せについて化学的，組織化学的検討を行なって Screening し，そ

の中から極めて良好な局在性の得られる新変法 2 種を見出したものである口さらに，組織化学では，

ことに酵素に関しては，精確な局在性を得る乙とは不可欠の条件であるロ本研究では反応液中の緩衝

液の濃度および pH によって組織所見上，ことに局在性の良否に著しい影響があるととを指摘し，新

変法 2 種について，組織化学的検出法での至適条件を決定するために，化学的，生化学的検討を行な

って分光分析的解析を試みる一方，組織標本による反応所見を対比して，乙の至適条件を検討した結

果，本試薬による Cytochrome Oxidase の検出法に関する限り，組織化学的反応での至適条件は，化

学的および生化学的反応での至適条件の折衷点に存在するという結論に達したものである。因みに既

存の方法には，本研究の如き詳細な検討はなされておらず，主に生化学的知見に基づいて反応条件を

決定している観があり，本研究はこの点に関しでも，試薬の化学的特性を考慮して組織化学での反応

条件を決定する必要のあることを指摘したもので，組織細胞化学分野で有益な示唆を与えたものと思

われる。優れた所見を示す新変法は，種々の病変の組織化学的研究面で極めて有益であると考えられ

るの
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