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A　New　Colorimetrical　Determination　of　Cholinesterase”

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　By

　　　　　　ToRAo　NAGAI，　ElsAKU　MIYAZAKI　and

　　　　　　　　　　　　　　　　HIRoMICEII　OIIARA

Department　of　Physiolog！／，　Sapporo　University　of　Medtcine

　　　　　　Recently，　S．　Hesterint）　published　a　new　chemical　method　for　the　colorimetrical　determination

　　of　acetylcholine　（Ach）　using　hydroxylamine　as　a　reagent・

　　　　　　In　view　of　the　physiological　impo．rtance　of　Ach　we　have　made　additlonal　experiments　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　conducted　a　reinvestigation，　verifying　Hesterin’s　method　as　acceptable．

’　Furthermore　based　on　the　above，　we　have　perfected　ac　new　method　for　deterrpination　of

　　cholinesterase・

　　　　　　　　　　　　　　　・　（1）　Colorimetrical　determination　of　acetylcholine

’　Hesterin’s　procedure　is　as　follows；

　　1）　2cc　of　alkaline　hydroxylamine　reagent　（l　cc　2　M　hydroxylamine　h．vdrochloride　solution　and

lcc　3．5　M　sodium　hydroxide　solution）　was　added　to　1　cc　of　standard　Ach　solution，　and　the　mixture

was　kept　for　one　painute　or　more　before　the　next　step・

　　2）　The　solution　was　then　acidified　with　1　cc　of　hydrochloric　acid　（1　voL　concentrated　hydrochloric

acid　S，　W．1．18十2　vol．　of　water）．

　　3）　Finally　1　cc　of　O．37　M　ferric　chloride　in　O．1N　hydrochloric　acid　was　added．

　　4）　The　density　of　the　purple－brown　color　was　promptly　determined　at　540　mpt・

（Fig・

spectrum　analysis，　we　observed　the　greatest　ab－

sorption　at　530　mtc　in　the　color　of　final，　solution・

（Fig．　2）

　　　　It　is　consistent　with　Hesterin’s　report．

　　2）　Stab且ity　of　the　color；

　　　　The　co1or　of　final　＄olution　fades　in　accord－

ance　with　time；　The　density　of　the　color　dimin－

ishes，　as　the　temperature　rises．

　　　　In　our　case，　（with　’the　density　of　color　im－

mediately　after　the　procedure　placed　at　100）　the

co1or　density　of　the　solution　stoted　in　the　refriger－

ator　stood　at　98　showing　but　a　negligible　decre－

ase，　whereas　the　solution　kept　at　room　temper一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Experimental　Results

1）　Relationship　between　the　concentration　of　Ach　and　extinctiop．

　It　is　ev’ident　that　concentration　and　extinctioh　are　proportional，　Lambert－Beer’s

　　1）　K：＝2．570　（by　least　square　method）‘　By
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　　　　　　，　Extinction　eurve　The　influenee　of　temperature　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　time　for　fading

ature　（250C）　receded　to　90．　（Fig．　，O，）

　　　　The　colorimetry，　therefore，　must　be　hand1ed　as　rapldly　as　possible．　lt　would　also　be　to　an

advantage　if　the　solutions．　be　kept　in　ice　water．

　　3）　Reagents．

　　　　We　conducted　a　reinvestigation　of　various　reagents　reported　by　Hesterin　preparatory　to　ouf

experiments．　ln　regards　to　the　said　reagents，　the　qua・ntitative　relations　are　entirely　acceptable　and

the　results　are　highly　satisfactory．

　　　　However，　we　believe　that　there　are　a　few　points　in　the　procedure　that　requlre　improvement：

　　　　　D　Stability　of　alkaline　hydroxylarnine

．　Though　Hesterin　prescribed　alkaline　hydroxylamine　kept　at　room　temperature　（250C）　for　three

hours，　in　our　experiments，　the　color　density　of　the　above　was　slightly　lowcr　than　that　of　im血ediately

after　the　reaction．　Therefore　it　is　our　belief　that　the　said　solution　should　be　prepared，　not　too

long　before　an　experiment　is　to　be　conducted．

　　　　ii）　According　to　Hesterin’s　procedure　and　in　the，．　later　steps　of　the　reactiens，　the　solution　is

acidif’i．ed　with　hydrochloric　acid　and　then　ferric　chloride　is　added，　to　produce　color．　lnstead　of　the

prescribed　hydrochloric　acid　we　used　sulfuric　acld　（1　vol．　concentrated　sulfuric　acid　S．　W．　1．98十9．5

vol．　of　water）・　We　achieved　the　fo11owing　favoric　ble　results．

　　　　a）　ln　the　bland　contrast，　the　flnal　color　is　a　very　light　yellow　and　when　compared　with　results

obtained　using　hydrochloric　acid　it　i・s　many　shades　lighter．　．

　　　　b）　Sensit｛vity　oE　reaction　between　hydrochloric　acid　and　sulfuric　acid　is　unchanged　when　corre一一

sponding　contrasts　are　used．

　　　　As　ment｛oned　abov’e　the　use　of　sulfuric　acid　in　place　of　hydrochloric　acid　has　its　，advantages；

na．　melv　it　dtmi・nishes　error　based　on　the　difference　of　color　in　c］inical　research．

　　4）　Sensit｛vity　and　error．

　　　　The　upper　limit　of　measurement　exceeds　1　m．cr．　and　the　lower　limit　is　about　6　r　per　cc　of　the

final　solution　with　Pulftich’s　photometer．

　　　　This　is　generally　consistent　with　Hesterin’s　results　（the　upper　limit　5　ptM，　the　lower　limit　O．04　gM

　　　　per　cc　of　the　final　solution）・

　　　　However，　the　physiological　amounts　of　Ach　are　far　too　low　to　be　measured　by　this　method．

　　　　Measurement　error　is　within　3％．

H
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（II）　The　determination　of　cholinesterase

　　　　In　the　past，　the　measurements　of　activity　of　cholinesterase　（ChE）　have　been　variously　described

by　Minz2）　Stedman3）　Hawes4）　etc．

　　　　Their　methods　respectively　have　advantages　and　defects　in　their　sensitivities　and　errors．　Thus

at　present，　Animon’s　method5）　has　been　prevalent．

　　　　However，　as　th　e　lac　ter　requires　a　special　apparatus，　it　could　hardly　be　said　that　it　is　universal．

　　　　Therefore　we　applied　the　colorimetrical　determination　of　Ach　reported　by　Hesterin　to　ChE－

　　　　Namely，　when　a　certa’in　concentration　of　Ach　is　added　to　the　enzyme’　soluti’on，　which　is　extracted

with　phosphate　buffer，　part　of　it　is　resolved　by　ChE　into　choline　and’acetic　acid．　As　a　result，　by

colorimetrical　determination　of　Ach　remaining　in　the　solution，　it　enables　us　to　ascertain　the　Tesolved

amount　of　Ach・

　　　　We　have　conducted　an　extensive　experiment　concerning　the　determination　methods　and　factors一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Experimental　Results

　（A）　Various　factors　affecting　the　color　relation　of　Ach．　’
　　　　It　is　absolutely　necessary　that　we　determine　whether，　there　is　a‘n　interference　by　salts，　contained

in　organs　and　tissues，　and　by　protein　praecipitants，　prior　to　the’determination　of　ChE－activity　in

preparatfoti　of　the　use　of　this　method・

　　　　The　following　experiment　was　conducted　from　this　point　of　view・

　　1）　lnfluence　of　salts．

　　　　We　determined　the　influence　of　salts　to　the　Ach　color　reactions　by　testing　1　cc　each　of　a　290i

solution　of　the　following　KCI，　NaCl，　CaCl，，　NaHCO3，　MgSO4，　KH2PO4，　Na2HPO4・　As　a　contrast

lcc　of　distllled　water　was　used　inplace　of　salts．　（Fig・　4）
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　　　　　　As　shown　in　Fi．g．4，　except　for　KH2PO，　and　Na2HPO4，　results　of　others　are　slightly　above　the

　　contrast．　However，　in　spite　of　the　fact　that　very　little　influence　may　be　observed　by　the　remalnder，

　　potassium　biphosphate　and　sodium　phosphate　bibasic，　obviously　have　a　slight　inhibiting　effect．

　　Though　this　phenomenon　has　bcen　described　by　Hesterin　etc，　an　inhibition　of　this　degree　w．ill　not

　　interfere　with　its　use　as　a’buffer　solution　to　determine　ChE．

　　　　　　The　fact　that　these　ions　have　hardly　a　perceptive　effect　on　the　present　reaction，　may　prove

　　significant　in　a　re．search，　in　regards　to　tlle　influence　Qf　various　ions　on　enzyme　activi．ty・

　　　　2）　Problems　concerning　the　praecipitation　of　protein・

　　　　　　　i）　Protein－precipitants・

　　　　　　We　made　a　research，　in　accordance　with　the　procedure　described　in　the　previous　paragraph，

　　utilizing　main　protein－precipitants．（Fig・5）

　　　　　　As　a　result，．　and　as　described　by　Hesterin，　trichlor－acetic　acid　alone　can　be　used　effectively　as　a

　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

　　proteln－prec1Pltant・

　　　　　　ii）　As　it　is　possible　to　completely　remove　protein　disso正ved　in　this　solution，　by　acidifying　the

　　solution　in　its　later　stage　of　reaction，　thereby　causing　it　to　precipitate　and　henceforth　remove　it　by

　　the　slmple　process　of　centrifugal　separation’；the　use　of　a　protein－precipitant　is　not　required．　More－

　　over　a　protein　test　with　sulfosalicylic　acid　added　to　the　supernatant　showed　negative．results．

　　　　　　iii）We　then　commenced　to　test　whether　a　loss　of　color　componen亡s　had　occurred　that　may

　　have　been　caused　by　centrifugal　separation．

　　　　　　　　　　A．：Ach　l　cc十vagostigmin　l　cc十・enzyme　solution　l　cc十phosphate　buffer　l　cc

　　　　　　　　　　B＝．Ach　l　cc十vagostigmin　l　cc十Aq．　dest．1　cc十phosphate　buffer　1　cc

　　　　　　　　　　C：enzyme　solution　l　cc十Aq．　dest．2cc十phosphate　buffer　l　cc

Table　1

A
B
C

Extinetion　（E）
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コ
0

3300

O．250

0．21S

O．033

Mean

O．251

0．218

0．033

　　　　Each　group　was　kept　ac　t　O　OCfor　30　minutes　in　ice　water　to　holding　down　ChE　activity　completely・

Results　of　measurement　of　E，　A　l，　B十C・

　　　　It　is　apparent　that　no　loss　what－so－ever　of　E　was　sustained，　by　centrifugal　separi‘　tion　of　protein

in　th．e　last　stages　of　the　reaction・　Thus　proving　the　applicability　of　this　method　in　measuring

ChE，

　　，“，）　Coloration　of　enzym　e　fluid・　・
　　　　The　majority　ef　enzyme　extracts　in　themselves　hardly　show　any　color．　However　as　an　example

serum，　mussel　shell　muscles　etc・　show　a　very　slight　color・　C）　of　the　above　paragraph　iridicates　same．

　　　　At　present　the　cause　is　undetermined・　However　in　view　of　the．　fact　that　the　quantities　of　Ach

in　organs　are　generally　known　to　be　extremely　slight6）’7）　it　would　be　difficult　to　attribute　the　above

to　Ach．　Wether　it　is　caused　by　reactionic　l　positive　components　other　than　Ach　or　whether　it　is

because　of　the　pigment　in　the　organ　itself　is　unknown．　However　in　a　case　like　this，　by　providing

a　contrast　as　described　above，　it　is　highly　pQssible　to　adapt　the　present　reic　ctio．n　to　the　determination

of　ChE．

　（B）　Determim　tion　of　cholinestrase．　・
　　　1）　Buffer　：

6）　Feldberg，　W．　＆　Schild：　J．　Physiol．　81，　37　（1934）．

7）　Noehimouski，　C．：　J．　Physio1．　Path．　g6n．，　35，　746　“937）．
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　　　　We　found　Ringer－natrium　bicarbonate　buffer　can　be　used　to　buffer　acetic　acid　foエ1ned　as　a　result

of　ChE　splitting　Ach，　and　further　discovered　that　phosphate　as　a　buffer　inhibits　the　present　reaction

slightly．　But　due　to　the　fact　that　it　has　a　wider　pH　rangc　and　is　very　effective　as　a　buffer，

phosphate　buffer’s　virtues　supersedes互ts　defects．　In　our　experlments，　we　colnbined　l　cc　of　enzyme

solution，1cc　of　Ach　solution　with　2　cc　of　phosphate　buffer，　which　held　at　38℃for　30　minutes

in　abath，　did　not　show　any　change　in　pH．

　　　　We　must　say　that　the　merits　of　phosphate　buffer，　in　comparison　to　Ringer－natrium　bicarbonate，

exceed　particularly　in．the　determination　of　influence　of　pH　in　regards　to　enzylne－activities．

　　　　In　the　past，　due　to　its　or三gin，　it　、va．s　onlア　possible　to　use　phosphate　buffer　ill　bioassay．　It　was

impossible　to　utilize　others．　Thus　it　was　coロsidered　unpractical　tQ　conduct　a　comparing　rescarch，

over　a　wide　pH　field，　in　regards　to　the　value　of　ChE．　Moreover　there　was　no　way　to　make　a

conclusive　research．　Hereafter　making　use　of　the　present　method，　it　is　highly　satisfactory　to　be　able

to　enlighten　this　unexploted　field・

　　　2）　Collcentrat…on　of　substrat；
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
　　　　The　concentration　of　Ach　in　the　determination　of　ChE，　varies　in　accordance　with　investigatorsS）

9）・】の・1】）．We　have　adhered　to　Tamai12）．　According　to　his　reports，　as　a　result　of　an　extensive

resea、　rch　concem五ng　concentration　of　substrat　fn　ChE　measurements　of　Serum　alld．　ery亡hrocy亡en　a亡

pH．7．4，　he　concludes．that　O．025　M　Ach　ln　Serum（pseudo　ChE）and　O．0025　M　Achl　ill　erythrocyten

（true　ChE）are　the　best．　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　In　our　laboratory　Konno13），　adapted　the　said　established　connections　to　other　orga11s　and　discovered

dlat　a　parallel　exists　between　the　above　concentra・　tion　of　subs亡rat　and　previously　repor亡ed．specialities

of　various　organs，　Therefore　oll　their　heels，　we　used　respectively　l　cc　of　O．0025　M　Ach　for　pseudo－

ChE　and　l　cc　of　O．025　M　Ach　for　true－ChE　to　determine　the　measurcments．

　　　　In　addition，　we　adopted　the　following　method　so　as　to　convenicnce　colorimetry．

　　　　　i）　Tissue　containing　pseudo－ChE．

　　　　Enzyme　solution　l　cc十〇．025　M　Ach　l　cc十phosphate　buffer　2　cc　at　38℃for　30　minutes．

　　　　Take　l　cc　from　abQve，　add　l　cc　distilled　water．　Determine　Ach　color　density．

　　　　ii）Tiss：ue　colltaining　true－ChE．

　　　　Enzyme　solution　l　cc十〇．0025　M　Ach　i　cc十phos．phate　buffer　2　cc　at　38℃for　30　minutes．

　　　　Take　2　cc　of　above．　Determine　Ach　color　de11sity．

　　　　In　determination　of　ii），　the　final　color　density　is　so　low　that　it　necessitates　the　use　of　twice　the

amount　of　s．olution　to　be　tested　to　gain　favorable　results，　and　the　above　is　merely　to　avoid　and　to

eliminate　any　possibilities　of　a　high　degree　spl正t　due　to　an　over　existence　of　ChE．

　　3）　Natural　splitting　of　Ach．

　　　　It　must　be　noted　that　a．　natural　splitting　of　Ach　may　ensue　when　ChE　is　brought　into　contact

with　the　solution　at　38。C　for　30　minutes三n　a　bath．

　　　　The　above　has　been　noted　and　reported　by　many　experts．　We　have　noted　that　O．025　M　Ach

（at　38℃for　30　minutes）decomposes　naturally　at　the　rate　of　6．3％．

　　　　We　took　Ach　solution　as　our　sole　objectiv　to　determine　and　corrected　the　results　oll　the　de－

termination　of　ChE．

　　4）　Preparation　of　Enzyme　solution：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　The　conditions　under　whic翫enzyme　solution　is　to　be　prepared　must　be　highly　collstant　our　method

is　as　follows．

8
）

9
）

10）

11）

12）

13・　）

Alles，　G．　A：　＆　Hawes：　」．　Biol．　Chem．，　133，　375　C1940）・．

Easson＆S七edmann，　E：Proc．　RQy，　Soc．，　London．　Ser．　B，121，142〔1934）．

Glick．　D：　Biochem．　」・，31，　521　（t937）．

Mendell，　B．　＆　Rudney，　H．：　Bioehem，　J．，　37，　473　（1943）；　Science，　100，　499　（1944）．

Tamai，　A．：　J．　Jap．　Bioehem．　Soc．，　22，　32　（1950）．

Konno，　A．　：　Unpublished，
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　　　　Add　pH　7．4　phosphate　buffer　to　4　g　of　tissue，　and　grind　to　a　breL　Entire　amount　25　cc　prepare，

so　as　l　cc　of　extract　wi11　contain　O．16　g　of　tis．sue．　The　Enzyme　extract　solution　is　kept　in　cold

storage　for　24　hours　allowing　for　exudation．

　　　　Separate　by　centri．fugatlon　at　3，000　revolutions壬or　30　minutes．　Use　l　cc壬or　test．

　　　　The　above　prep乱ratioll　is　the　highest　concentration　to　be　attained　through　various　tissues．

　　　　Among　certain　varieties　of　tissue，　especi．ally　in　those　with　a　high　ChE．　value　it　is　neces．sary　to

select　a　solution　with　the　exact　concentration　suit．ed　for　the　present　determinatioll　method．

・（C）Method　of　determination　of　ChE．

　　　　Based　on　the　above　mentioned　experiments，　we　consider　the　following　method　adequate　for　the

determination　of　ChE．

　　　　1cc　Enzyme　solution（0．16g／cc）is　added　toユcc　of　O．025　M　or　O．0025　M　Ach　s．olution．　Add

2cc　of　phosphate　buffer，　hold　at　38℃for　30　minutes　in　the　bath．　Take　l　or　2　cc　froln　above　and

add　2　cc　alkali　hydroxylamine，　then　follow　Hesterin’s　method．　Take　final　color　solution　and　separate

by　centrifugation　at　3，000　R．　P．　M．　for　10　minutes　and　run　a　colorimetry　o壬supernatant．　As　a
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
contrast　use　2　cc　of　distilled　water　in　Ach　reagents．　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　1）　1cc　of　enzyme　extract（0。16g／cc）十1日頃　of　Ach十2cc　of　phosphate　buffer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．38℃，30minutes．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lt・k・1cc（i・theca・e・fp・eude－ChE）・・

　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓　　　　　　2cc（in　thc　case　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　of　true－ChE）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Color　reaction　of　a‘　cetylcholine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　zentrifugate　tO）OOO　R・　P・　M．　for　mlnutes

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　colorimetry　・・・・・・…一・・　（E）

　　2）　with　Ach　as　sole　objective；

　　　　　　　　　　1cc　of　Aq．　dest．十1cc　of　Ach十2cc　of　phosphate　buffcr

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，380C，　30　minutes　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！　take　i　or　2cc　，　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　color　reaction

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　colorimetry　・・・・・・・・・…　（ED

　　　　　　　　　　amount　of　sprlt　acetylcholtne＝2．570×（Ei－E）　mg

　　　　Conceriiing　tissues　in　whlch，　as　mentioned　previously，　the　enzyme　solution　itself　shows　a　color

reaction，　evaluation　of　enzyme　extract　itself　＄hould　be　added　and　corrected．

　　　（D）　Evaluation　of　ChE　in　animal　tissues・

　　　　In　order　to　test　our　new　method　of　ChE　estimation　by　actually　applying　same，　we　ran　an　es－

timac　tion　on　ChE　of　liver　of　dogs，　liver，　cerebrum，　and　kidney　of　rabbits　and　obtained　the　following

as　plotted　in　Table　2．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2

1iver

dog

rabbit

7．337

O．9S8

eerebrum

一

1．323

kidney

ew

O．269

　　　　Figures　on　table　2　indicate　Ach　mg／380C，　3）O　minutes，　split　by　ChE　contained　in　O．16　g　of　tissue．

Which　shows　that　dog　tissue　has　an　exceptionally　higher　value　tha，　n　rabbit．
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　　　　And　in　rabbit　the　activity　rating，　showed　in　following　order，　cerebrum＞liver＞kidney．

　　　　Wakabayashi，　SatoiA）usillg　Ammon，s　method　have　observed　that　dog，s】iver　has　an　extremely
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　コ

supenor　actlvlty・

　　　　Also　they　have　reporte〔l　the　order　of　activity　in　rabbit　follows　cerebrum＞1iver＞kidney，　order，

whichモoincides　with　our　results．

　　　　Contrary　to　the　need　of　special　apparatus　required　in．　Ammon’s　Inethod，　such　as　vessels　and

manometers　which　are　essential　ill　the　determination　of　ChE　by　this　method，　the　present　method

is　easier　as　it　is　not　encumbered　by　any　special　apparatus．　Thus　making　it　ideal　for　clinical　research．

　　　　Moreover　ill　regards　to　sensitivity，　in　the　Ammon’s　method　the　limit　is　from　O。5　mg　to　O．04

mg．　The　Iower　limit　of　estimation　beillg　the　same　as　in　the　present　method　while　as　the　upper

limit　comes　only　half　ways．　With　a　wider　range　of　estimation　we　belieVe　the　present　method　has

an　advantage　to　the　Ammon’s　method．

　　　　As　far　as　errors　are　concerned，　though　we　are　not　able　to　state　definitely，　there　scems　to　be

no　great　difference・

　　　　However　even　in　the　present　method，　the　fact　remains　that　there　are　two　de壬ects，　namely　fading

of　color　and　non　speciality　in　Ach．　　　　　．

　　　　Actually，　in　animal　experiments，　this　non　speciality　in　Ach　can　be　corrected　and　minim丘zed　by

setting　a　contrast　as　described　i’n　previous　paragraphs，　so　that　it　does　not　present　a　serious　problem．

Also　by　making　conditions　as　constant　as　possible　and　by　speeding　up　of　determinations，　the　Ioss　of

color　can　easily　be　avoided．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　Above　all　the　procedune　is　simple　and　the　fact　that　special’apparatus　is　not　required　makes　it

superior　to　Ammon，s　method　as　a　clinical．research　method。

　　　　In　conclusion　we　wish　to　add　that　with　the　same　principle　it　is　further　possible　to　deterlnine

the　activity　of　cholinacetyla，　se．　Efforts　are　being　made　in　this　direction．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

We　conducted　additional　researeh　of　Hesterin’s　method　and　made　improvements　on　reagents．

Utilizing　Hesterin’s　method　we　were　able　to　verify　various　faetors　in　biologieal　determinations

and　have　arrived　at　a　conclusion　that　the’ 高?ｔｈｏｄ　can　be　brought　to　use．

We　established　a　method　of　quantitative　determination　on　ChE　and　determined　CbE　value　of

two　or　three　animal　tissues．

The　new　method　on　ChE　determinanion　shows　results　parallel　to　Ammon’s　method．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Feb．20，工951）
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