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緒 言

1949年Kun1)ら が 初 め て 組 織 ホ モヂ ネ イ トに つ

い て コハ ク酸 脱 水 素 酵 素 の 測 定 にTTC(2, 3, 5-

triphenyltetrazolium chloride)を 使 用 し て 以 来,

 TTC及 び そ の誘 導 体 が 本酵 素 及 び 諸 種 生 物 学 的 還

元 系 の 組 織 化学 的 証 明 及 び活 性 度 測定 に愛 用 され る

よ うに なつ た. TTC1) 2) 3) 4), neotetrazolium chloride

(NT) (p,p´-diphenyiene-bie-2-(3, 5-diphenyltet

razolium chloride)5) 6) 7) 8) 9) 10) 11) 12), blue tetrazolium

(BT)13) 14)(dimethosyueotetrazolium chloride)13) 14)

及 びtetrazolium violet(TV又 はINT)(2(p-iodo

phenyl)3-(p-nitrophenyl)-5-phenyltetrazalium

chloride)15) 16)な ど4種 のtetrazolium塩 の 中 で は

NT5) 7)或 はINT11) 17)の反 応 が 鋭敏 で あ り,而 もNT

の還 元 度 を 指 標 とした 組 織 本モ ヂ ネ イ トの コハ ク酸

脱 水 素酵 素 活性 度 は丁 度 検 圧 法 に よ つ て 測 定 し た

O2消 費 量 と平 行す る11).従 つ てNTの 使 用価 値 は 將

来 更 に益 々増 大 す る こ とが 予 想 さ れ る.然 るにNT

の還 元 生 成 物 に は,そ の 反 応 条 件,組 織 成 分或 は 抽

出 溶媒 に よつ て,青 ・赤 ・紫 色 な どが 観 察 され.そ

の 原 因 につ いて は 同 じNTに よつ て 一 つ 以上 の異 る

還 元 生 成 物 が 出来 るた め か18),或 は 同 じ還 元 生 成

物 が 異 つた 組 織成 分 と複 合 して くるた め か7) 10),或

は 更 に市 販NT自 身が他 のtetrazolium塩 との混 合

物 で あ るた め か12)諸 家の 意 見必 ず し も一 致 して い な

い.こ の よ うな 点 か ら考 え て活 性 度 の定 量的 測定 法

にNTを 使 用す るた め に は更 に 根 本 的吟 味 が 必要 で

あ る11) 12).

私共 は先 に コハ ク酸 脱 水 素 酵 素 系(Sucoinic de

hydrogenase complex(Green 1955)19) 20)or system

(Singer 1956)21) 22))の 組織化学的及び細胞化学的

検出に諸種tetrazolium塩 を使用してNTの 優秀性

を認めると共に23) 24) 25), NT及 び亜 テル ル酸カ リ

(kalium tellurite)を 用 いた本酵 素反応がmito

chondriaに 一致して出現することを顕微分光学的並

びに電子顕微鏡的に立証した24) 25)が,上 述のような

関係から更にNTに よる反応の性格を酵素化学的に

検討し正確な定量的測定の上に立つて本酵素活性度

を正確かつ簡易に測定出来る新 しい方法の考案を企

図した.こ の目的のために組織ホモヂネイトについ

て種々な酵素反応停止剤使用後,種 々な溶媒による

抽出の難易,抽 出液の透明度及び吸収スペクトルの

安定性などを比較し,又NTの 酵素反応 による還

元生成物の抽出液とsodium hydroaulphiteな どの

化学的還元剤によつて得たものとの異同を比較検討

し,満 足すべき条件を求めた.更 にコバク酸ソーダ

及びNTの 濃度,組 織の量と種類 緩 衝液 の水素

イオン濃度,反 応時間,好 気的及び嫌気的条件,反

応健進及び抑制剤など反応にまつわる種々な因子を

絶対的又は相対的に変えて,各 々の還元生成物の吸

光度曲線を描き,本 酵素反応の解析,吟 味を行つた,

その結果微量な新鮮組織について本酵素活性度を普

遍的に正確かつ簡易に測定 しうる条件と方法を考案

し得たのでここに報告する.

材 料 及び 方 法

酵素源としてはマウス,ラ ット.ネ コ及び人体の

諸臓器組織,ラ ットのDAB肝 癌,同 胆癌動物肝及

びラット移植腹 水肝癌 な どを用い, homogenate,
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slice, cell suspension, mitochondria分 劃な どに つ

い て 比 較 し た.活 性 度 測定 法 の 吟 味 の た めの 酵 素反

応 条件 の解 析 に は 主 と し てglass homogenizerに

よ るマ ウス肝homogenateを 使 用 した.又 反 応 条 件

解 析 の ため に反 応 に まつ わ る諸 因 子 の中 の或 る因 子

の 条 件 を変 化せ しめた 場 合,主 と して用 いた 他 の因

子 の濃 度 及 び量 な どは次 の如 くで あ るpH 7.6の

0.1M燐 酸 緩 衝 液homogenate(0.2mlに つ き肝

10mgを 含 む)0.2ml, 0.2M sodiuin succinate液

0.2ml, 0.2% NT液0.2ml., 37℃, 30分.変 化

せ しめ た 因 子 の 条 件 そ の他 に つ い ては 各 実験 成 績 の

項 に 於 て記 す.

方 法 は 先 ず 基質 液 とNT液 とを混 じた もの と組 織

の燐 酸 緩 衝 液homogenateと を別 個 に 恒 温 槽 に入

れ 数 分 後37℃ に達 して か ら全 液 を混 し反応 を開 始

した.一 定 時 間後 諸 種 反 応停 止 剤を 加 え,種 々な脂

溶性 溶 媒 に よつ て 抽 出、Beckmann DK-I型 自記

光電 分 光 々度 計 で吸收 ス ペ ク トル を描 き,か つ 極 大

吸 收 波 長 を 用 い て吸 光 度 を測 定 した.又 反応 混液 中

の コハ ク酸 ソー ダ 液 の代 りに コ ハ ク酸 ソー ダ を 容れ

な い蒸 溜 水 を 用 い てendogenous dehydrogenase活

性 度 を 測定 し,こ れ に よつ てsuccinic dehydrogenase

 system活 性 値 を修 正 した.そ の地 の条 件 方 法 な ど

に つ い ては 実験 成 績 の 項 に記 載 す る.

実 験 及 び 成 績

A.反 応停 止 剤,還 元 生成 物 の 抽 出 溶媒 及 び 抽

出液 の吸 收 ス ペ ク トル の 吟味.

従 来 本酵 素 活 性 度 の測定 の た めに 推 奨 され た反応

停 止 剤 及 び 抽 出 液 に は, acetone1); n-butauol7);

 ethanol-acetone9); 1N hydrochloric acid, alcohol

tetrachloroethylene10); trichlor acetic acid, ethyl

 acetate11); acetone-tetrachloroethylene12)そ の他 が

あ るが,私 共 は組 織 化 学 的染 色 標 本 と対 比 し て 活

性 度 を 測定 した いた め 及 び遠 沈 分 離 の煩 雑 さを さけ

る た め に, 10% formalin固 定, acetone-ether(等

量 混 液)を 使 用 し,従 来 の 諸 家 の方 法 と 比 較 し た

処,第1表 に示す 如 き成績 を得 た.例 え ば三 塩化 醋

Table 1. Comparative observations of the extractability of reduced neotetrazolium (I),
 separability of solvent from reaction medium (II), transparency of extract

 (III), stability of the color of extract (with neither decoloration
 (IV) nor change of color (V)) by various solvents after 

stopping the enzyme reaction with different agents.

酸11)で 反 応 を止 め る と褪 色 し易 く,又 前 以 つ て反 応

停 止 剤 を 加 えずethanol-acetoneな どの抽 出 液 で直

接反 応 停 止 兼 抽 出す る場 合 は褪 色 す る ことが あ る.

又ethanol-acetoneやGlock7)の 推 賞 したn-butanol

では 抽 出力 が 極 め て悪 く,か つ分 離 が 困難 で 遠 沈 分

離 を不 可欠 とす る.更 にethyl acetateやtetrachlo

roethyleneを 使 用 した場 合 も抽出 力 がacetone-ether

法に及ばず,溶 媒層との分離が悪 く,混 濁し易い.

然 るに10% formalin固 定後, acetone-ether抽 出

法は抽出力が最も優れ,遠 沈を要せず速やかに分離

し透明な抽出液が得られる.反 応液量の多い場合は

遠沈して上清を捨て沈渣にacetone-etherを 加えた

方が抽出が速い,若 し極 く稀に軸出液が微かに混濁

した場合は水を加えることによつて直に透明抽出液
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が分離する.而 も抽出液の吸収スペクトルが常に一

定 し,極 大吸収は常に520mμ に現われ(第1図),

Fig 1. Absorption curves of neotetrazolium 

difomazans obtained by chemical reduction with 

sodium hydrosulfite (-line) and by enzymical 

reductinon (-•E-•Eline)

可成り長時間抽出液が安定である.塩 酸や硫酸で反

応を停止後, acetone-ether抽 出液もほぼ同様であ

るが2～3日 放置すると褪色,吸 光度減少が起る.

抽 出後水を加えて再分離して保存す るとformalin

の場合は完全に硫酸の場合は殆んど完全に,塩 酸の

場合は可成,長 期間吸光度の減少が防がれる.な お

直射日光或は強い光線に曝すと光化学的変化で褪色

するが室光に置くと再び可逆的に元の色に戻る.従

つて殆んど測定誤差を来すようなことはないが,抽

出,保 存,測 定はなるべ く強い光を遮け普通以下の

室光下で行うが望ましい.時 間の都合ではformalin

固定で保存し,測 定前に抽出してもよい.

B. NTの 酵素的還元生成物と化学的還元生成

物との比較及び標準液の濃度と吸光度との関係

NTの 酵素的還元後formalin固 定, aceton-ether

抽出液とsodium hydrosulphiteに よる化学的還元

生成物のacetone-ether抽 出液との吸收スペクトル

を比較すると,第1図 の如く何れも常に520mμ に

極大吸收を有する全 く同型の曲線を示す.又NT還

元 物のacetone-ether抽 出液はそれを稀釈しても吸

収スぺクトルの変化を来すことなく, 520mμ に於

ける吸光度はLamaelt-Beerの 法則に従って稀釈液

の濃度に比例して直線的に変化する(第2図).

Fig 2. Straight line relationship between 

the concentration of reduced neotetrazolium 

chloride and optical density.

更 に 各種 濃 度 のNT液 を 作 り,そ の一定 量に 充 分

量 のsodium hydroaulfiteを 加 えて還 元 し, acetone

etherで 抽 出, 520mμ に 於け る 吸 光 度 を測 定 した.

使 用 した 光電 比色 計 のcellの 光 路 は1cmで 容 量 は

Fig 3. Optical density of diformazan ob

tained by the reduction of neotetrazolium 

chloride with sodium hydrosulfite.
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3mlで あるので,抽 出液量は3mlよ り多 くし,

又高濃度のものは光電比色計の実用測定濃度になる

よう抽出液を多量にして測定 し,測 定 した吸光度に

抽出液量を乗ずれば抽出液1mlに 換算した吸光度

が求められる(第5表 参照).以 下各図に於ける吸光

度が一般 に高値を示すのはこのように換算した値で

示したからである.か くして描いた還元NTの 吸光

度は用いたNT量 に比例して直線となる(第3図).

従つてこの標準吸光度グラフより,単 位重量の組

織によるNTの 酵素的還元度をNT量 によって現

わすことが出来る.例 えば正常マウス肝は10mgに

つき30分 間で吸光度は大体3.0～3.5,即 ち約100γ

のNT還 元力がある.酸 素消費量に換算す ると約

0.170μM O2で ある.

C. pHの 吸光度に及ぼす影響

pH 5.2よ り8.4ま での色々なpH値 の0.1M燐

酸緩衝液及びpH 8.9の0.1M第2燐 酸ソーダ液

Fig 4. Effect of pH on enzyme activity. 

(pH curve for neotetrazolium reaction).

Fig 5. Effect of the concentration of phosphate 

buffer at pH 7.6 on the enzyme activity.

homogenateに つ い てNTの 酵 素 的還 元 生 成 物 の 吸

光 度 グラ フ を描 く と第4図 の如 くな る.即 ちお よ そ

pH 8.0をpeakと し, pH 7.6～8.2頃 では 殆 ん ど

peakに 近 い 活 性 が示 され て い る.従 つ て 酵 素 反 応

の 解析 は他 の 条件 を も考 慮 してpH 7.6で 行 う こ と

と した.

D.緩 衝 液濃 度 の 吸 光 度 に及 ぼ す 影響

蒸 溜 水 及 び0.001, 0.01, 0.025, 0.1, 0.25, 1.0M

の燐 酸 緩衝 液(pH 7.6)homogenateに つ いて, NT

の酵 素 的還 元 生 成 物 の 吸光 度 グ ラフ を描 くと第5図

の如 くで あ る.即 ち0.01～0.1Mの 濃 度(反 応 混 液

の終 末 濃度 は そ の1/3)の 燐 酸 緩 衝液homogenateが

至 適 で あ る.

E.反 応 時 間 と吸 光 度 との関 係

反 応 時間 が10分 以 内 で はendogenous dehydra

Fig 6. Time curve for the rate of reduction 

of neotetrazolium chloride.

genase活 性 が比較的 強い, 30分 乃至1

時間を超えると次第に反応速度が低下し

て行く.後 者の理由は恐らく基質の消費

による基質濃度の低下,反 応生成物の沈

着による反応組害,酵 素蛋白の変性など

種々な因子の総合によるものであろう.

然 し10分乃至30分 位の間では反応量はほ

ぼ時間に平行する(第6図) ,従 つて他の

反応条件解析のためには反応時間を主に

30分 と定めた.
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F. NT濃 度 と吸 光 度 との関 係

マ ウ ス肝 夫 々10mg及 び16mg含 有homogenate

につ いて, NT液 濃 度 を0.01%よ り0.8%ま で種 々

に変 え た 場 合,還 元NTの520mμ に 於 け る吸 光 度

を 図示 す る と第7図 の如 くな る.即 ち この反 応 条 件

Fig 7. Effect of neotetrazolium chloride 

concentration on optical density.

Activities are expressed as optical density 

of reduced neotetrazolium chloride in upper and 

lower lines on 16mg and 10mg of liver 

tissues, respectively.

下では肝組織10mg(下 の曲線)及 び16mg(上

の曲線)の 場合, NT液 濃度は夫々0.2～0.4%及 び

0.3～0.5%に 於 て最大活性を示し,こ の両者に共通

なplateauを もつNT液 濃度に於ては活性度はほ

ぼ用いた肝の重量に比例,即 ち酵素量に比例する.

然 しそれらより低濃度では最大活性を示すに達せず,

又 それらより高濃度では却つて阻害され,何 れも吸

光度が組織量に比例しない.従 つて酵素活性度を正

確に測定するためには,組 織の酵素活性度に応じて,

 NT液 濃度と組織の量との比率を一定の範囲内に定

Fig 8. Effect of sodium succinate concentration 

on optical density.

Activities are expressed as optical density of re

duced neotetrazolium chloride in upper and lower lines 

on 16mg and 10mg of liver tissues, respectively.

めなければならない.例 え下ば肝組織では10mgに 対

しては0.2%が 適 当である.但 しここに示した溶液

の濃度は実用的便宜のために組織homogenateと

NT液 とコハク酸ソーダ液とを夫々0.2ml等 量ず

つ加えた各溶液の混合前の濃度であつて,反 応混液

についての濃度即ち終末濃度は丁度その1/3に 相 当

する(以 下各項同様).

G .基 質液即ちコハク酸ソーダ液の濃度と吸光

度との関係

前項と同様な方法で今度は加えられるべきコハク

酸ソーダ液の濃度を0.01Mよ り1.5Mの 範 囲に亘

つて変化せしめて吸光度を比較すると第8図 の如 く

なる.即 ち肝組織10mg(下 の曲線)及 び16mg

(上の曲線)に ついてsodium succinate液 の濃度が

夫々0.2～0.6Mに 於て最大活性を示すplateauが

見られる.何 れに於てもそれらより高濃度では反応

度が著しく阻害され,又 逆に低濃度では,活 性度比

較のための誤差は比較的少いが,活 性の低い組織で

はその最大活性を示すのに活性の高い組織ではその

最大活性に達しないような場合が生じ,両 者間の正

確な活性値の差異を評価し得ない.従 つて正確な測

定のためには組織の量或は活性度 に応 じてsodium

 succinateと の割合をも一定の範囲内の比率にしな

ければならない.例えば肝組織10mgの 場 合は0.2M

 sodium succinate液 が適当であろう.

H.酵 素 量 と吸 光 度 との関 係

酵 素量 と吸 光 度 と の関 係 を調 べ るた めに 肝 組 織 の

量 と吸 光度 とを 比 較 した.即 ち マ ウス肝 組 織0.4gr.

を0.1M, pH 7.6の 燐 酸緩 衝 液5mlでhomogenize

し,そ の0.2mlず つ取 り出 し,夫 々 に 種 々な 量 の

同緩 衝 液 を 加 えて 肝組 織 濃 度 即 ち酵 素 濃度 の 異 る液

を 作 り,そ れ らか ら夫 々0.2mlず つ を 取

り出 して 反 応 に 用 い た.そ れ に0.2M

 sodium succinate液0.2ml, 0.2% NT液

0.2mlを 混 じて37℃, 30分 間反 応 せ し

め た.肝 組 織 重量0.2田9よ り16mgま

でに 於 け る還 元NTの 吸光 度 曲 線 は第9図

に 示す 如 くで あ る.こ の反 応 条件 下 に 於 て

は凡 そ 肝4～12mg(吸 光 度約1.0～5.0)

の範 囲 内で 吸 光度 グ ラ フは ほぼ 直 線 を示 し,

吸 光 度は 組 織 量 即 ち酵 素 量 に 比 例す る.即

ち 活性 度 の測 定 に 用 い る こ とが 出来 る.実

用 的 には10mg位 が 便利 で あ ろ う,
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Fig 9. Relationship between the amount of 

enzyme (mouse liver homogenate) and the

 amount of reduced neotetrazolium chloride, 

as measured by optical density.

Duration of incubation, 30 min.; tempera

ture, 37•Ž.

Straight line correlation are seen between 

them from 4 to 12mg of the tissues.

I.基 質及びNTの 組織重量に対する相対的

至適濃度の決定

上述の実験成績によつて第2表 の如く実施すれば,

本条件下で抽出液1mlに 換算した吸光度が凡そ

1.5～4.5位 の活性度を有する諸臓器組織については

同一組織量で正確かつ簡易に活性度を測定出来るが,

更に吸光度0.01よ り12.0ま での活性を有する組織

Table 2. Calorimetric estimation of the 

activity of succinic dehydrogenase system

 with neotetrazolium chloride

Reaction medium:

Reaction temperatere: 37•Ž

Reaction time: 30min.

Stopping the reaction with 0.2ml of 10% forma

lin solution

Extraction of diformazan with etheracetone(1•E1)

Measurement of optical density (520mƒÊ)

例えばマウス肝組織で0.1mgよ り40mgま での

測定に至適な基質の濃度(mol)及 びNTの 濃度(%)

を実験値より計算して表示すれば第3表 の如くなる.

本表の組織量はマウス肝についてのものであるが表

Table 3. Optimal concentration of sodium 

snccinate and neotetrazolium chloride

 in comparison with the weight

 of liver tissues and with

 optical densities*

* Per 30min ., 37•Ž, ** In 0.2ml. of 0.1M 

phosphate buffer homogenate. *** Expressed by 

the value converted into 1ml. of extract. **** 

Of 0.2ml. of the aqueous solutions, respec

tively.

に示された吸光度と基質及びNT濃 度との関係を基

準に用うれば全ての生体組織について普遍的である.

本表によると例えば0.1mgの 如 き微量な組織につ

いて0.6mlの 反応液量で活性度を測定しうるが,

更に反応液量を少くすれば,例 えばcapillaryを 用

いて10-1～10-5ml位 の量で反応を行えば組織重量は

0.1mg～0.01γ の如き微量となり,こ の抽出液を

micro-cubet又 はmicrocapillaryに 入れ,顕 微分

光測光装置で測定すれば極 く少数の細胞の活性度で

も測定し得るはずである.又 血球や滲出液中の細胞

或は培養細胞についての活性度測定にも利用出来る,

多数の活性度未知な諸臓器組織について測定する場

合は組織重量を一定にして反応液濃度を変えること

は不便であり,実 用的には反応液濃度を一定にして

夫々の組織重量を変えて至適酵素量に於て反応を行

う方法が便利である.そ れには次項の諸臓器活性度

表(第4表 及び第10図)或 は第5表 を参照して,予

め測定すべき未知組織の活性度を予想して,例 えば

マウス肝(吸 光度約3.0～3.5)よ り活性の著しく低

い組織例えば活性度がその1/5位 の組織を測る場合

には組織重量を5倍 増して50mgに つ いて基質及

びNT濃 度0.2M, 0.2%液 を用いて反応を行い,単
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Fig 10. Succinic dehydrogenase system activi
ties expressed in optical densities in various tissues 
of the manse.

White columns show the values measured on 
10mg of each tissue. Black columns show the 
values measured on the optimal weight of each 

tissue presented in table 4 and converted into 
those on 10mg of each tissue. The lowest black 
columns attaching to the each black columns 
show the values of endogenous dehydrogenases,

 respectively.

位重量の活性変に換算すればよい.活 性度の予想の

つかない場合は先ず同一重量(例 えぼ10mg)に つ

いて測定し,得 られた吸光度がその反応条件下(基

質濃度, NT濃 度例えば0.2M, 0.2%)に 於て第

3表 の吸光度の範囲1.5～4.5よ り非常に高いか又

は低い時はそれぞれの至適組織量について再度測定

することが望ましい.或 は計算によつて正しい活性

値に換算することも出来る.な お反応液の濃度が組

織量より濃 くなると誤差が大となるが,薄 い場合は

少いので,多 少の誤差を覚悟すれば,至 適濃度より

多少薄いものを用いて測定することも出来る.

J.諸 臓器組織の活性度

マウスの新鮮諸臓器組織のhomogenate(0.1M,

 pH7.6の 緩衝液0.2ml中 に組織10mgの 割合

に含む もの)0.2ml, 0.2M sodium succinate液

0.2ml, 0.2% NT液0.2ml混 液, 37℃, 30分 反応

による還元NT吸 光度を以つて表わした諸臓器組織

の活性度は第4表 及び第10図(white column)に 示

す如くである.こ の値に基いて更に第3表 より求め

Table 4. Optical densities of reduced neotet

razolium measured by the method in

 text on homogenates containning

 10mg of tissue in each.

* Measured in 1cm of light pass at 520mƒÊ of 

wave length by an electrospectrophotometer.

** Optical densities on the assumption that the 

volume of extract is 1ml in each.

Table 5. Optimal weight of various tissues 

of the mause for the reaction according

 to the method presented in the table 2.

たマウス諸臓器組織の至適重量(第5表)に 従って組

織重量を変えて,同 一の基質濃度(0.2M)及 び同

一のNT濃 度(0.2%)で 反応せしめ,同 一 重量

(10mg)に 換算して得た修正値は第10図(black

column)に 示す如くである.本 図に於てwhite co

lumnとblack columnと の差は理諭的には吸光度

約1.5～4.5位 の活性度を有する組織に於ては殆んど

なく,活 性度がそれより高い或は低い程両者間の差

は大となるはずである.そ れは活性度の著しく異る

諸臓器組織の活性度を同一重量について測定した場

合(white column)活 性度が可成高いところでは主

としてNT及 びsuceinateの 相対的低濃度に 由来

する不足状態を来すためであり,活 性度が可成低い
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と ころ では 主 と してNT及 びsuccinateの 相 対 的高

濃 度 に よる反 応 阻 害作 用 が 現 わ れ るた め で あ る.事

実 吸 光 度3.28を 示 した肝 で はwhite及 びblack co

lunmの 吸 光 度が 等 し く,吸 光 度1.23を 示 した 骨 格

筋 では 両 者 の差 が極 め て少 い.但 し それ ら の 中間 の

活 性 度 を 有す る褐 色 脂肪 組 織 及 び脳 に 於 て両 者 の差

が 比 較 的大 き く現 われ た こ とは 理論 的 に は確 か な理

由 が 不 明 で あ るが,更 に 別 の 原 因例 えば 両臓 器共 脂

質 が極 め で豊 富 で あ る こ と も関係 して い るの か も知

れ な い.

K.組 織Slice, Homogenate, Mitochondria

分 劃 な どにつ いで の活 性 度 の比 較

肝臓 組 織 に つ い てはhomogenateはsliceよ り常

に 高 い活 性 を 示 した.逆 にDAB肝 癌組 織 や腹 水肝

癌 細 胞 では, homogenateはslice又 はcell suspen

sionよ り常 に低 い活 性 を示 した.そ し てhomoge

nate, slice或 はmitochondria分 劃共 に胆 癌 ラ ッ ト

の 肝臓 組 織 は 正 常 ラ ッ トの それ よ り活 性 が高 く,癌

組 織 で は それ らの 何れ よ りも更 に 活性 が 低 い.そ の

差 はsliceに 於 て小 さ く, homogenateに 於 て大 き

く,mitochonaria分 劃に 於 て は 更 に大 きい.又 癌

組 織 ではendogenous dehydrogenase活 性 が 比 較

的 高 い25).何 れ に して もhomogenateとslieeで は

活 性 値 が 異 るの で 諸臓 器 の活 性 度 を比 較 す る場 合に

は 出来 得 れ ば, homogenate及 びsliceの 両者 に つ

い て測 定 し,同 一 条件 の測 定値 同志 を比 較 し なけ れ

ば な らな い. homogenateに 於 け る測 定 値 とslice

に於 け る測 定値 との比 率 が或 る組 織 に 於 て のみ 他 の

一 般 組 織 に 於け る よ り異 る大 き な相 異 を示 す とき は

homogenateに ついての測定値を以つてその組織の

酵素活性度を評価するには充分な吟味が必要である.

 homogenateで はcellular structureのdisorgani

zationが り,且 可容性因子の稀釈化が起 るので理

想的なsliceが 得られればその方が正常の状態に近

いことはいうまでもない.

L.そ の他

a) Thunberg法 を用いての嫌気的及び好気的条

件下に於ける反応の強さの比較では嫌気的条件下に

於ける方が強い.そ の比率は30分 値で凡そ1:0.6

の割合であつた. b)組 織塊或は組織homogenate

を氷結溶解すると反応の強さが 低下する. c)緩

衝 液を用 いないhomogenateで は時間と共に活性

低下が著しいが,緩 衝液中では低下率が少い.そ れ

は燐酸緩衝液によるpH低 下の阻止と同時に燐酸イ

オンの酵素不活性化防止作用が考えられる. d) As

corbic acidを 加 えるとフオルマリン固定では反応

液の抽出中非酵素的還元作用が境われる. e) NTと

TTCと の酵素的被還元性を比較すると上記の条件に

よる測定ではNTの 方がTTCよ り約3倍 反応が鋭

敏に現われた. f)基 質のみ除いた或は加えた反応

液 を腹腔 内注射或は特定臓器の灌流を行うと,生

体 内でendogenous或 はsuccinic dehydrogenase

 system反 応を行うことが出来る.そ の染色組織或

は細胞を取り出して,抽 出定量すれば生体内に於け

る活性度を測定することが出来る.

考 案

NTの 構造式は第11図 に示す如くp, p´-dipheny

Fig. 11. Structural formulas of neotetrazolium chloride and its reduction product.

Neotetrazolium chloride

p. p'-Diphenylene-bis-2-(3, 5-diphenyltetrazolium chloride) (pale yellow in aqueous solution)

Difomazan of neotetrazolum chloride

p. p'-Diphenylene-bia-2-(3, 5-diphenylformazan) (insoluble in water : violet red in ether-acetone)
(Absorption max.. 520mƒÊ)
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lenebis-2-(3, 5-diphenyltetrazolium chtoride)で

あ つ で,水 溶 液 中 では 淡 黄 色,還 元 され る と水に 溶

け な い安 定 な青 紫 色 のdiformazan, (p, p´-dipheny

lenebis-2-(3, 5-Biphenyl formazan))と な り 反 応

部 位 に 沈 着 す る.従 つ て特 別 な基 質 を用 いな くて も

生 体 内 の全 還 元 系 の 中, NTよ りも酸 化 還 元電 位 が

低 く而 もcaupleし う る状態 に あ る総 で の 還 元 物 質

に よつ て還 元 され て反 応 が 出現 し うる筈 が あ るが,

 endogenous dehydrogenase反 応 は 主 と し てDPN

又はTPN dehydrogenase system {DPN又 はTPN 

dehgdrogenase(flavoprotein)+cytb+cytc1} ,一 部

コハ ク酸 脱 水素 酵 素 系(succinic dehgdrogensse+

cyt b+cyt c1)そ の 他 の還 元 系に よる反 応 の 総和 で

あ る25).然 し固 在 基 質 に よ るそれ らのendogenous

 dehydrogenase反 応 は 先 に記 載 した反 応 条 件 下で は

第10図 に示 され た よ うに 一 般 に 極 め て弱 い,然 るに

Fig 12. Electron transportation by 

succinic dehydrogenase. (T. P. Singer22))

コ ハ ク酸 ソーダ を 基質 に した場 合 は 主 として コハ ク

酸 脱 水 素酵 素 系 及 び チ トク ロー ム酸 化酵 素 に共 軛 し

た 反 応 で あ り,主 に コ ハ ク酸脱 水 素酵 素 活性 に よつ

て 支 配 され,一 部 が固 在 基 質反 応 であ る25).こ の 反

応は 適 当な 条件 下 に於 て は 極 め て鋭 敏 に 生 細 胞 の

mitchondriaに 一 致 して鮮 明 な 微 細顆 粒或 は桿 状 体

とし て現 わ れ る25).こ の場 合NTは 主 に 第12図 及

び第14図 に 示 す 如 き経 路 に よつ て コ ハ ク酸脱 水

素 酵 素 系 及 び チ トク ロー ム 酸化 酵 素 系か ら間 接的 に

電 子 を 受取 る もの で あ る.そ して そ の 反 応 は 主 に

Singer(1956)21) 22)の 所 謂"succinic dehydrogenase

 system"或 はGreen(1955)19) 20)の 所 謂"succinic

Fig. 13. a). Electrontransport system (E. C. 
Slater.1950) and succinic dehydrogenase 
system (T. P. Singer. 1956)

Fig 13. b). Oxidative phosphorylation & electron

transport particle in mitochondria (D. E. Green, 

1955)

dehydrogenase complex"活 性 に よつ て支 配 さ れ る.

(第13図).又 リン ゴ酸 ソー ダ や グル タ ミン酸 ソー ダ

及 びDPNを 基 質 と し た 場 合 は 主 と し てDPNH

 dehydrogenase snystemに 共軛 した 反応 であ り,主

に そ の 系の 活性 に よつ て支 配 され る.更 に パ ラ フ ェ

ニ レ ンデ ィア ミンや ア ス コ ル ビ ン酸 を基 質 と した組

織 ホ モ ヂ ネ イ トのNT還 元 反 応 は,主 と し て チ ト

ク ロー ムC・ チ トク ロー ム酸 化 酵素 系活 性 に よつ て,

又 充分 量の 還 元 チ トク ロー ムCを 基 質 と した場 合 は

主 とし てチ トク ロー ムC酸 化 酵素 の活 性 に よつ て 支

配 され,何 れ もチ トクロー ム酸 化酵 素 のstepに 共

軛 した 反応 であ り,一 部 が 固 在基 質 反 応に よ るも の

で あ る25) 28).(第14図)こ れ ら の複 台 酵素 系がmito

chondriaに 限 局 して 存 在 す る こ と はSckneidor26),

 Green19) 20)ら に よつ て生 化 学 的 に,又 私 共24) 25)に

よつ て も細 胞 化 学 的に 確 証 され て い る.従 つ て,先

に 示 した如 き適 当 な反 応 条件 下 に 於 て反 応 を 行 い,

か つ対 照 標 本 を参 考 と すれ ば, endogenous reaction

や, lipidsの 二 次的 染 色は 容 易 に鑑 別可 能 で 問題 と

らな ず 更 にNitro-blue tetrazolium或 はNitro-

neotetrazoliumを 用 うればlipidsの 共 染 を 伴 わ ず

本 反 応 はmitocondriaの 特 種 超 生 体 染色 と し て 利

用 す る こと も出 来 る24) 25).

NTを 脱 水 素酵 素 活 性 度 の測 定 に 使 用す る上 に 議

論 の あつ た 主 な点 は,還 元生 成 物 が 単 一 な物 質 で な

い ことが あ る こ と18) 27) 12),及 び 化学 的還 元 生 成 物 と

酵 素 的 還 元 生成 物 が 同 一 の吸 收 スペ ク トル 及 び 同一

の極 大 吸收 波 長 を示 さな いた め に酵 素 活 性 度 を定 量

的 に表 わす こ とが 出来 な い とい うこ と11) 12)な どであ

つ た.即 ちNTを 組 織 切 片 標 本 に初 め て 利 用 した
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Fig 14. The reduction of neotetrazoliun. chloride by the termin_??_l

 electrontransport system

Antopol18)は 切 片 標 本 上 に於 て 反応 の結 果現 わ れ た

色 が種 々な 溶 媒 に よつ て異 る抽 出性 を示 す こ とに 基

ず い て一 つ 以 上 の還 元 生 成 物 が形 成 され る もの と考

え た. Seligman and Ruten burg13)はblue tetra

zoliumを 組 織 化 学 的 に使 用 して 同 じ く 赤 及 び青 の

2種 類 の着 色が 起 る こと を認 め それ らが夫 々BTの

mono-及 びdiformasanに 基 因 す る もの と報 告 した.

一 方Glock and Jensen7)はNTの 還 元 に よつ て 現

われ る 紫色 はdiformazanが 組織 成 分 と結合 す る こ

とに よつ て現 わ れ る もので あ つ て異 つ た 色の 化 合 物

の形 成 に よつ て 起 る もの で は ない と の 見 解 の 下 に

Antopolの 説 に反 ぱ くした. Jaldetsky and Glick10)

もGlock and Jensenの 見解 を受 け入 れ て い る よ う

に 見 え る.然 るにFindlay27)は 還 元NTが 赤 と青

の 成 分 に分 離 出 来 る こ とを唱 えBurtner et al.12)

は 更 に それ がNTの 還 元 中 間 生成 物 と完全 還 元生 成

物 に よ るも の と予 想 した が,還 元 物 抽 出 液 をpaper

 chlomatographyで 分 離 抽 出 し,そ れ ら の2種 の還

元 生 成 物はNTの 還 元 段 階 を 表 わす もの で な く市

販 のNT中 に 混 在す る 不 明 なtetrazoles塩 に よつ

て起 る もの と解 し, NTは 生体 内 還 元 系 の活 性 の尺

度 と しての 相 対 的 目 安 と して 用 い う る として も,活

性 度 の定 量 のた め に は 使 用 し得 な い と唱 え た.

 Shelton et al.11)も 組 織homogenatesのsuccin

oxidase activityを 用 いてNTとINTと の 還元 を

比 較 し,化 学 的 及 び 酵素 的 に 還元 され たNTの 吸 收

peaksの 位 置が 一 致 しな い こ とを認 め,そ れ は夫 々

赤(mono)及 び 青(di)の 還 元formazanが 異 る

割 合に 存 在 す る こと を示す も ので あ り. NTを 用 い

て の正 確 な 絶対 的 定 量 は 更に 検 討 を 加 えな け れば 不

可 能 で あ ろ う と述 べ て い る.

然 し,先 に述 ベ た 如 く,諸 家 の 用 いた 種 々 な酵 素

反応停止剤及び抽出溶媒によつ

ては抽出が困難であるばかりで

なく,吸收スぺクトルに変化或

は低下を来す場合があり化学

的還元生成物の それ とは吸收

peaekが 一致しないものがある.

然 るに私共の用 いた方法 即ち

formalinで 反応を停止 して,

 acetone-etherで 抽出すると,

抽 出が最も容易でありかつ遠沈

処理を要せずして透明な安定な

抽出液が得 られ,而 もsodium

 hydroeulfiteに よる化学的還元

生成物の抽出液の吸收スぺクトルと酵素的還元生成

物のそれとが全 く一致して共に520mμ に極大吸收

を示す.又Burtner et al.の 成績を検討す るため

にpaper chlomatogrsphyに より抽出液 の色 の分

離を試み,一 定の条件下では還元生成物の分離が出

来ることを認めた.又ether-acetoneで 抽 出する際, 

monoformazanの 方が比較的速 く, diformazanの

方 が比較的遅く抽出されることを認めた.そ れにも

かかわらず私共の測定法では,先 に示した如き一定

の条件下では還元生成物抽出液の520mμ に於ける

吸光度は常に酵素量に比例し.而もその量をsodium

 hydrosulfiteに よる化学的還元生成物の520mμ に

於ける標準吸光度グラフより正確に定量することが

出来る.又 切片 の組織化学的染色, formalin固 定

標本と対比してその活性度を評価することが出来る.

結 論

Neotetrazolium chlorideを 用 い て 組 織homoge

nateのsuceinic dehydrogenase system(or comp

lex)の 活性度を測定する方法は,反 応の出現が優

れているにもかかわらず,多 くの難点と疑義がある

ので,私 共はそれらを吟味して更に正確かつ簡易な

測定法を見出すために,先 ず組織homogenateに つ

いて酵素反応施行後種々な反応停止剤を使用し,種

々な溶媒による還元生成物の抽出の難易並にそれら

各種抽出液の吸收 スペクトルとsodium hydrosul

fiteに よる化学的還元生成物抽出液のそれとを比較

検討した.そ の結果10% formalinで 反応停止後,

 acetone-ether(等 量混液)で 抽出するのが最も優れ

かつ簡便で,而 もその酵素的及び化学的還元生成物

抽出液の吸收スペクトルは常に一致して,共 に520

mμ に極大吸收を示すことを見出した.更 にsodium
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succinate濃 度, NT濃 度組織の量と種類,緩 衝液の

pH及 び濃度,温 度,反 応時間,好 気的及び嫌気的

条件など反応にまつわる種々なる因子を絶対的或は

相対的に変えて,各 々の還元生成物の吸光度曲線を

描き,本 酵素反応の解析,吟 味を行つた.そ して微

量な新鮮組織についての本酵素活性を組織化学的染

色標本と対比して普遍的に正確かつ簡易に測定 しう

る 条 件 と方 法 を 確 立 し た.

本 論 文 の 要 旨 は(第475回 岡 山 医 学 会 通 常 例 会1957

年9月21日)及 びSympodium on the structure

 and function of cells, sponsored by "The Japan

eae Society for Cellular Chemistry", Oct. 26th,

 1957, at Kyoto Univ.に 於 て 発 表 し た.
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Analytical Studies on the Colorimetric Estimation of the Activity 

of Succinic Dehydrogenase System with

 Neotetrazolium Chloride

By

Takuzo ODA, Shuji SEKI, Takashi SHIBATA, Akira SAKAI and 

Hiroaki OKAZAKI

Department of Pathology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. S. Seno)

Despite the excellence in bringing about reactions, there are still many difficulties and 

discrepancies in the use of neotetrazolium chloride for measuring the activity of succinic 

dehydrogenase system of tissue homogenate. Therefore, with the purpose to find out a mea

suring method simpler and more accurate, the authors performed some experimets, first on 

the enzymic reactions of tissue homogenate and then after stopping these reactions by using 

various agents, tested the ease with which reduction products are extracted with various 

solvents, and finally compared the absorption spectra of these liquid extracts with those of 

the products reduced chemically by sodium hydrosulfite. As the results, the extraction of 

the reduction products with acetone-ether (mixed in equal proprtion v/v) after stopping the 

reaction with 10 per cent formalin solution was found to be the simplest and best method, and 

moreover, the absorption spectra of extracts of the products obtained by enzymatical or chemical 

reduction proved to he uniform and the both of which showed the maximum absorption at 

the wave length of 520mƒÊ.

In addition, the concentrations of sodium succinate and neotetrazolium chloride, the con

tent and kinds of tissues, pH values and concentration of phosphate buffer solutions, the 

duration of reaction, aerobic or anaerobic conditions, various factors either enhancing or in 

hibitory to reaction, were all regulated absolutely or relatively; and by drawing absorption 

curves of the reduction products, these enzymatic reactions were analyzed and scrutinyzed 

Then the authors established a method which is general, simple and accurate in measuring 

the enzymatic activities of a small quantity of fresh tissues in contrast with those of hist 

chemically stained specimens.


