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リパーゼ及びエステラ-ゼ類の組織化学的研究

新 法 の考案及 び本酵 素 類 の基質 特異性 に関す る一 考察

高松 英雄,大川 欣一,熊沢 清,永井 隆男

京都大学結核研究所病理学部 (指導 高松英雄教授)

生体内で行われている物質代謝に於ける酵素

の役割が極めて重要であることは周知のことで

ある｡酵素作用の関与 しない化学反応は生体内

では,先ずあり得ない｡ 『酵素の存 在 な しに

は,生命はあり得ない』 と云 う言葉は蓋 し,読

に至言と言 うべきである｡

近年に於ける酵素化学の急速な進展により,

生体内物質代謝の諸過程が漸次解明されつつあ

るが,他面,酵素の組織化学も亦,近年長足の

進歩を遂げつつある｡

扱て,生体内脂質代謝を動的に追求するため

には,本物質の生体内物質代謝に関与 している

諸酵素について,その性状及び臓器組織のどの

細胞にこれらが存在 し,またどのように働いて

いるかと云 うことについて,即ち,組織化学的

に研究を行 うことが必要であり,著者等ほ,良

午, これに関 して研究を重ねて来た｡

脂質代謝に関与 している酵素 として,先ず第

一に所謂狭義のエステラーゼ及び リパーゼが挙

げられる｡水酸基を有する2個の物質が脱水縮

合 して,酸素橋で連結 した形の物質をエステル

と云い,この結合をエステル結合 と云う｡この

結合の部分に水が加わり,分離 して元の各々の

水酸基をもつ2個の物質に解離することを加水

分解 と云い,この反応を触媒する酵素があった

とすると,これはエステル加水 分 解 酵 素,即

ち,エステラーゼ (広義) と名付けられなけれ

ばならない｡ しか し乍 ら,今日の成書は,古い

時代の用語を盲目的に踏襲 し,言語内容は甚 し

く混乱 している｡即ちエステラーゼ (狭義)の

名は通常一価アルコール類と低級脂肪酸とのエ

ステルを加水分解するものを指 し, リパーゼは

三価アル コールであるグ リセリンと3個の高級

脂肪酸とのエステル,即ち,中性脂肪を加水分

解する酵素を指 している場合が多い｡ しか しな

がら,これら両酵素の基質特異性は可成 り暖昧

なものであり,現在のところ,一般生化学的な

立場からは明確な区別はつけられていない｡所

謂エステラーゼは中性脂肪を或る程度加水分解

しうるし,また, リパーゼも一価アルコール類

の低級脂肪酸エステルを或る程度加水分解 しう

る｡然 して,この両者については,いづれの基

質をより速かに分解 しうるかと云 う点を重要な

相違点としているものがあるが, しか し,両者

の基質はともに脂肪酸のエステルであり,基質

の化学構造 と酵素の酵素作用 との関連性は合理

的に解決されなければならない｡エステラーゼ

(狭義)及び リパーゼに関する組織化学的研究

は,今日までに,国の内外に於いて数多 く報告

せ られていて,全 く枚挙に蓮がない｡ しか し乍

ら,これら内外からの多 くの報告を検討 してみ

ると,特に,今上に述べた酵素の基質特異性の

面からみると,誠に奇怪至極な研究が多い｡生

体内に於ける物質代謝機転を自然現象として追

求するためには,広範な基礎的研究が必要であ

る｡

著者等は多年エステラーゼ類一般の基礎的研

究のための新 しい組織化学的証明方法を求めて

来たが,先づ,脂肪酸の炭素鎖に関する問題を

解 くための新法を考案 した｡

本研究に於いて用いた基質類は後述のどとく

水には極めて難溶であると云う大きい欠点をも

っているのであるが,この困難は優れた乳化剤

であるステロックス SKを使用することによっ

て克服された｡

この新法によって,著者等の目標としていた
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と ころの ,酵素作用 と基質 の化学 構造 との関連

性を綜合的に観察することが可能 となった｡

実験材料及び実験方法

実験に使用 した臓器組織は成熟雄ラットの肝,腎,

門及び膵の四種類である｡今回は新,郁夫固定組織LJJ片

に於ける組織化学的反応を観察するのが主目的である

ので,大多数の組織切片標本の作製は通常の如 く行っ

た｡即ち,断豆和畜殺直後,各臓器の小組織片を作り,

匝ちに -20oC に保ってあるクリオスタット中にて厚
さ 10-15〟′のLJJ片標本とした｡一部の泉銅鼓切片標本

は次のようにして作製 した｡屠殺直後,各臓器の小組

織片を作 り,これを冷アセ トン中で24時間 (アセ トン

を 3回交換)脱水 し固定,通常の如 く,融点 50cc前

後の軟パラフィンに包埋 して作製 した｡

酵,i,3反応の基質としては比較的短釣の一価アルコー

ルであるメチルアルコ-ル,エチルアルコ～-ル,イソ

プロピルアルコール,ノルマルブチルアルコール等と

比較的炭素数の多い飽和及び不飽和脂肪酸であるラウ

リン恨, ミリスチン酸,パ ル ミチン醸,ステア リン酸

及びオレイン酸その他のエステルi-1'i十数 種 類 を 用い

た｡即ち,それらの基質名を以下に一拍すると,

① ラウリン酸メチル

CH3(CH2)10COOCH3

④ ラウリン酸エチル

CH3(CH2)10COOC2H5

⑨ ミリスチン酸メチル

CH3(CH2)12COOCH3

④ ミリスチン酸エチル

CH3(CH2)12COOC2H5

(互 ミリスチン酸イソプロピル

CH3(CH2)12COOCH(CH3)2

⑥ ミリスチン酸ノルマルブチル

CH3(CHZ)12COOC4H9

(ヨ パル ミチン酸メチル

CH3(CH2)14COOCH3

④ パル ミチン酸エチル

CH3(CH2)14COOC2H5

(亘 パル ミチン酸イソプロピル

CH3(CH2)14COOCH(CH3)2

⑩ ステアリン酸メチル

CH3(CH2)16COOCH:～

⑭ ステア リン酸エチル

CH3(CH2)16COOC2H5

⑫ ステア リン酸ノルマルブチル

CH3(CH2)16COOC4Ⅰ]二9

⑲ オレイン酸メチル

CH3(CH2)7CH:CH(CH2)7COOCH3

(@ オレイン酸エチル

CH3(CH2)7CH:CH(CH2)7COOC2H5
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⑱ オレイン披ノルマルブチル

CH3(CH2),CH:CH(CH2)7COOC4C9

⑯l リノー ル酸メチル

CH3(CH2CH:CH)2CH2(CH2)9COCOH3

⑰ リノレイン酸メチル

CH3(CHZCH:CH)3CH2(CH2)6COOCH3

以上列挙 した脂肪酸エステル軌 ま水には極めて離溶

であるため,これらを酵素反応の去ii=質として使用 しう

るためには,充分良好な乳化液とされなければならな

い｡このために,乳化剤として種々の物質を抹索 した

結果,非イオン性界面 活性剤であるステロックス Sk

が最 も良好な乳化剤 であることを見出し,これを使用

した｡

緩衝液としては pH7.4-pH8.0に調整 した M/10

トリス-塩酸緩衝液又は M/10ベロナ-ル緩 衝液を

使用 した｡

酵素活性証明のための基質液は下記の如 くして作製

するo即 ち,

(1) アセ トン 5ccに基質を 1cc浴解する｡

(基質の中には常況では国状を呈 しているものが

ある｡これ らは 50O-60ccの卯用,]器巾で加混 し,

液状となったものを使用する)0

(2) M/10 トリスー塩酸緩衝液 (pH7.4-pH8.0)

⊂又は M/10ベロナ-ル緩衝液〕 20cc

2%塩化カルシウム水溶液 3cc

3%ステロックス SK 水溶液 1.5-2.0cc

蒸潮水 17.5cc

(2)液を 37oCに加混 してお く｡この(2)液を充分振重畳

しつつ,これに(1)液を 1滴づつ,滴下 しながら加 え

る｡(2)液に加える(1)液の総量は約 3ccであるO(1)液

を加え終えてから,数分間(2)液を充分振浸 し,乳濁化

しなければならない｡充分乳濁化されたものは稀溝な

乳白色を呈するに至る｡この充分良好な乳化液となっ

たものを酵素反応の基質液として使用する｡ただ し,

この際,基質液の上部表面に余分の基質が淫状に浮遊

することがある｡その場合にはガーゼ数枚を重ねたも

ので妻戸過するか又は目のあらい折紙で炉過 した ものを

使用するo浮状物があると酵素反応にも悪影響を及ぼ

し,又,出来上りの標本 もきたないものとなるからで

ある｡

各種基質について,組織切片標本を浸漬 して,酵素

反応を行わせた時間は下記の如 くである｡
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基 質 名

ラウリン酸エステル

ミリスチン酸エステル

パル ミチン酸エステル

ステアリン酸エステル

オレイン酸エステル

リノール酸エステル

リノレイン酸エステル

浸 i責 時 間

45分, 1時間15分, 2時間
3時間

1時間,1時間30分,2時
間20分, 3時間30分
1時間 30分, 2時間 15分,
3時間 , 4時間

2時間 , 2時間30分,3時
間20分 , 4時間30分

2時間 , 2時間30分,3時
間20分 , 4時間30分
2時間 15分,2時間45分,
3時間 30分,4時間 50分

2時間 30分,3時間 30分,
4時間 30分,5時間30分

以上の浸漬時間は新鮮末固定組織のクリオスタット

切片について酵素反応を行う場合である｡冷アセ トン

軟パラフィン包埋組織切片について酵素反応を行う場

合には,浸漬時間は当然延長せられ,基質の種類によ

って異なるが大約12時間～48時間である｡尚,冷アセ

トン固定,軟パラフィン包埋組織切片で酵素反応を行

う場合の詳細は他の機会にゆずる｡

酵素反応は全べて 37oCに保ってある卵字卵器中で行

われた｡

これらの酵素作用に対する阻害剤及び賦活剤はこれ

までに種々報告されて来ており,それらの中には或る

程度酵素に対する特異的阻害作用または賦活作用の認

められているものもあるが,今回の実験では胆汁酸塩

であるコール酸ソーダ及びタウロコ-ル酸ソーダの2

種類についてだけ観察を行った｡

対照標本は前述 した基質液から基質だけを除い液た

に浸漬 し,他は同様に操作 して作製された｡

酵素反応の証明術式は以下の如 くである｡

(1) 組織切片標本を 37oCの贈卵器中で基質液に浸

漬する (浸漬時間は各々使用する基質の種類によ

って異なるのは当然である)0

(2) 蒸滑水を数回交換 して,組織切片標本を充分水

洗し,余分の基質液を除去する｡

(3) 1- 2%硝酸鉛水溶液に5-10分間切片標本を

浸漬する｡

(4)蒸溜水を5回交換 して,充分水洗し,余分の硝

酸鉛水溶液を除去する｡

(5) 稀釈黄色硫化アンモニウム溶液中に3-5分間

浸漬する｡

(6) 蒸潜水 (又は水道水)で充分水洗する｡

(7) グリセ リンゼ リー又はアパチ-氏ゴムシロップ

にて封入する (封入の前にホルマリン固定を行っ
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てもよい｡又,冷アセ トン固定標本では脱水,逮

徹してカナダバ ルサムで封入するとより)0

結果として,酵素反応陽性部位は茶褐色の着色を呈

する｡

結 果

(1) 各種基質類を使用 した場合の酵素反応の

局在分布について｡

径) ラウ リン酸 メチルエステル及び ラウ リン

酸 エチルエステルを夫 々基質 とした場合の終末

反応産物は精 々粗大な針状結晶であるため,敬

細 にわたる細胞学的単位での正確な局在 を知 る

ことは困難であるが, しか し,組織学的単位で

は良好な局 在 性を知 ることは極 めて容 易 であ

る｡冷 アセ トン,軟パ ラフィン包埋切片では,

終末反応産物の粗大な針状結晶の性状 は更 に著

しく,新鮮未固定組織 ク リオスタ ッ ト切片 と比

較す る と結果 はよ くない｡

放て, これ らを基質 と した時 に,酵素作用陽

性を示す反応部位 は以下の如 くである｡即 ち,

肝 に於いては肝実質細胞 に強陽性であ り, この

際,一見 困難であるが詳細 に検索すれ ば核 は陰

性であ って,強陽性反応を呈す るのは細胞質で

あることが判 明す る｡一個の肝小葉 について観

察す ると,余 り明 らかではないが,中心帯 に於

いて多少反応が強い ことがわか る｡ 小 葉 間 胆

管,血管系及び小葉間結合組織等 には陽性反応

は認 めない｡

腎では,,練雀体及び線趨体嚢 には陽性反応は

認 め られず,尿細管 に於いては主部の曲部及び

直部 ･中間部の曲部及び直部の上皮細胞 に於い

ては酵素作用 は肝 よ り多少劣 るがほぼ強陽性反

応を呈す る｡ただ し, この場合 にも核 には酵素

反応 は陰性で あった｡ 同様 に,血管系及び結合

組織 には陽性反応 は認 め られなか った｡

胃では粘膜上皮細胞及び腺細胞で中等度の陽

性反応が認 め られ るが,核では陰性で ある｡粘

膜下層及び筋層 に於いて も反応 は全 く陰性で あ

る｡

牌 に於 いては全般 に反応 は弱 く,外分泌部勝

細胞が弱陽性反応を示 し (核 は陰性),内 分 泌

部即 ち, ランゲル- ンス氏 島細胞では明確な陽

性反応 は認 め られない｡ また,牌管上皮細胞及
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び小葉間結合組織には陽性反応を認めない｡

以上,実験に供 した四臓器組織における酵素

反応を比較 してみると,肝及び腎に於ける反応

が最 も強 く,強陽性 と云 うことが出来る (ただ

し,腎では肝に比較すると梢 々弱い)っ胃 粘 膜

に於ける反応は精々,TJi'Jく,巾等度の陽性反応 と

云える｡

牌では最 も弱 く,弱陽性反応 と云 うことがで

きる,

㊥ ミリスチン酸 メチル, ミリスチン駿エチ

ル, ミリスチン酸イソプ ロピル及び ミリスチン

酸 ノルマルブチルの四種類のエステルを基質 と

して使用 した場合には,その終未反応産物の形

態は矢張 り針状の結晶であるが,その大きさが

精 々微細であるために,ラウ リン酸エステルを

基質 として使用 した場合 と比較すると多少徴純

な局在性の判定 も可能である｡

この場合も,新鮮末固定標本の方が冷アセ ト

ン同定標本より良好な結果を与える｡

各臓器組織に於ける酵素反応の分布は前者,

即ち,ラウ リン酸エステルを基質 とした場合 と

殆んど同様である｡ しか し,終未反応産物が前

者より微細であるので,得 られる標本の組織学

的構造はよ く保たれ,組織化学的検索には良い

結果を与える｡

㊦ パル ミチン酸 メチル,パル ミチン酸エチ

ル及びパル ミチ ン酸イソプロピルを基質 とした

場合には,陽性反応終末産物は精々阻大ではあ

るが,その形態が堀粒状の結晶であるため,組

織化学的検索では,前二者に比較 して良好な局

在性を示 している｡

この場合には,新鮮未聞定組織標本より冷ア

セ トンrlrll定標本が極めて優れた結果を与える｡

即 ち,写真に見 られる如 く,組織構造が充分保

たれてお り,終末反応産物の形態 ･大きさも旭r主

徴鏡 的検索に適 しているっ核が陰性であること

は一 目瞭然であるO

各臓器組織に於ける酵素反応の分イ侶封拍二者

と殆ん ど同様であるので省略する0

号 ステア リン酸メチル,ステア リン酸エチ

ル及びステア リン酸 ノルマルブチルの各エステ

ルを基質 として使用 した場合の終末反応産物は
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微細な頼粒状結晶であるため,徴純な細胞学町

単位まで良好な酵素活性の局在を得 ることがで

きる｡

前三者 と比較すると最 も正確に酵素の局在性

が判 るO

肝,腎,胃及び牌の各臓器組織に於ける酵素

反応陽性の局在部位は前三者 と殆んど同様であ

るっ

㊨ オレイン酸メチル,オレイン酸エチル及

びオレイン峻ノルマルブチルの各種エステルを

基質 として使用 した場合には陽性反応終末産物

は荊者,即ち,ステア リン酸エステルの場合 と

同様に徽純な野津缶状結晶であるため,得 られる

酵素 反 応の局在部位の 所 見は極めて良好であ

る｡不飽和脂肪酸であるオレイン酸のエステル

を基質 とした場合の各種臓器組織内における酵

素反応部位の分布は前者,即ち,ラウ リン酸エ

ステル, ミリスチン酸エステル,パル ミチ ン酸

エステル及びステア リン酸エステル等の飽和脂

肪酸のエステル類を基質 として使用 した場合の

酵素反応分布 とは著 しい相違を示 していて,極

めて特異的である｡即ち,肝,腎及び胃に於け

る酵素作用は極めて弱 く,肝,腎に於いては中
等度の陽性反応を認めるが,胃に於いては更に

弱い 反応を認めるにすぎない｡ これに反 して,

停外分泌部の牌細胞に於ける酵素作用は著 しく

強 く,強陽性反応を認める｡ この場合にも核は

陰性である｡

以上の女‖く,オレイン酸エステルを基質 とし

た場合 と飽和脂肪酸エステルを基質 とした場合

とを比較す ると,各臓器組織の酵素作用の強さ

には著 しい相違が認められるが,酵素反応の各

組織内分在には殆ん ど相違は認められない｡

この ことは,基質 となる物質の脂肪酸部分の

化学構造 と闇通 して,極 めて特 異な 所 見であ

る｡

6) 二重結合を二偶有 している リノール酸 メ

チル及び二 市結合を三伯有 しているリノレイン

恨 メチルの各本飽和脂肪J酸を基質 とした場合に

は,今回の実験で行われた浸潰時間の範囲内で

は,いずれの臓器組織においても認め うる程の

陽性反応は得 られなかった｡ これも題質の脂Tuj
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酸部分の化学構造即ち,脂肪酸部分の不飽和度

と関連 して興味ある問題であり,今後解決され

るべきものである｡

㊤ 以上は各種基質類の脂肪酸部分に注 目し

て観察 した所見であるが,エステルのもう一方

の構成 々分であるアル コール部分の分子構造の

点から観察するとアル コール部分の炭素数が増

加 して,鎖が長 くなると,それに従 って,酵素

反応の強さが減 弱する傾向が 認 められる｡即

ち,エステルの脂肪酸部分を構成する脂肪酸が

同種類のものであっても,一方のアル コール部

分を構成 しているアル コールがメタノール,エ

タノール と炭素数が増加 して,鎖が長 くなると

酵素反応が漸次減 弱 してい く傾向が 認 められ

る｡ このことは極めて重要な所見であって,著

者等の新法によって,始めて明らかになったも

表 Ⅰ 各種基質類を使用した場合の各臓器組織
に於ける組織化学的反応の比較一覧表

使器
用名

A

F ＼､魔

ラ

ウリン
酸

I(,リ
ス
チ

ン
酸
六

ル

ミチ
ン

酸

㌃

テ
ア
リ

ン
酸
i
オ
レ
イ

ン
酸

メタノ-ルエタノー,再 三,7;ロバ

肝 ++++
腎 ｢+++

胃 ト+++

揮

仙

+++

+++

++
++

++

肝++++ ; +++
腎 +++

冒 ++

勝

肝
腎

胃豚 -ト+l +

肝 ++++

冨 工 二+

謄 ++

肝 ++

腎 ++

+++
++
+
+

芸 二二++ 二十十

H

H

+
+
一
H

+
十

十

ブ タ
ノーノレ

+

+
+

+
+

十十++ :強陽性, +++ :中等度陽性, 十十 :弱

陽性, + :痕跡的陽性,- :陰性,

A:エステルのアルコール成分

F:エステルの脂肪酸成分

京大結研紀要 第11巻 第 2号

のである｡

以上の崖)-①までの成績を一括 して表 Iに概

略する｡

以上の何れの場合にもコントロールでは反応

は全べて陰性であった｡

(2) 各種基質類を使用 した場合の切片標本の

浸漬時間について｡

¢) ラウリン酸メチルを基質 とする場合には

浸漬時間は45分か ら1時間15分までで充分良好

な反応を うることができ,これ以上浸漬 して酵

素反応を行わせると逆に反応が強すぎて,組織

化学的検索には不適当である｡ この傾向は特に

肝,腎に於いて著明である｡従 って,この場合

の浸演時間は (勿論,使用する臓器組織の種類

によっても異なるが)大約 1時間と見ておいて

大過はない｡

ラウリン酸エチルでは浸漬時間を幾分長 くす

る必要があり,大体 1時間30分 とみて差文はな

い｡ しか し, 2時間, 3時間と浸潰時間を長 く

してもメチルエステルを基質 とした場合に匹敵

する程強い反応は得 られなかった｡

尚,この場合でも組織化学的検索には充分良

好な結果を挙げることができる｡

㊥ ミリスチン酸メチルエステルを基質 とし

た場合には,浸漬時間は 1時間30分位が適当で

あり, 2時間20分では反応が桐々強すぎる｡ こ

の場合にも,この傾向は肝,腎で著明であり,

これ らの臓器組織を扱 う場合には特に浸漬時間

が長すぎないように注意 しなければならない｡

浸漬時間はおおよそ 1時間30分から2時間とみ

て差文はない｡

ミリスチン酸エチルを基質 とした場合には浸

漬時間が多少延長され, 2時間30分から3時間

位が適当であり,良い結果を納めることができ

る｡

ミリスチン酸イソプロピル及び ミリスチン酸

ノルマルブチルエステルを基質 とする場合は浸

潰時間を 3時間30分位にしても肝,腎では適当

な強さの反応が得 られるが,胃及び勝では殆ん

ど認める程の陽性反応は見 られない｡

㊦ パル ミチン酸メチルを基質 として使用す

る場合の浸漬時間は大体において, 2時間15分
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表 Ⅲ 組織化学的反応の至適浸漬時間一覧

i:Lミ :Jill 蛋

ラウリン酸メチル

ラウリン陵エチル

ミリスチン酸メチル

ミリステン岐エチル

ミリスチン駿イソプロピル

ミリスチン酸ノル マルブチル

パルミチン酸メチル

パルミチン酸エチル

パルミチン酸イソプロピル

ステアリン酷メチル

ステアリン酸エチル

ステアリン酸ノルマルブチル

オレイン酸メチル

オレイン酸エチル

オレイン酸ノルマルブチル

リノ-ル醍メチル

リノレイン蚊メチル

浸 清 時 間

45分～ 1時間15分

1時間30分

1時間30分～2時間

2時間30分～3時間

3時間30分～4時間

3時間30分～4時間

2時間30分～3時間

3時間30分

4時間

3時間20分～4時間

4時間30分

4時間30分～5時間

3時間～3時間30分

4時間～4時間30分

4時間30分

さき至上の浸漬時間は本文で触れてあるごとく,使用す

る臓器組織の種類によって多少ことなるO リノー

ル酸メチル,リノレイン醍メチルについては今後

明らかなことが解るであろう｡

で良好な結果が得 られるが,おおよそ 2時間30

分か ら3時間の見 当で行 うのがよい0 3時間以

上 になると,特 に肝において過染の傾向が著明

であるOパル ミチ ン酸エチルを基質 とする時に

は,ほぼ 3時間30分位の浸 漬 時 間 が適 当であ

るOパル ミチ ン酸イソプ ロピルを基質 とす る場

合には浸,i責時間は 4時間位でよいが, この際に

は,胃及び勝では極めて微弱な反応 しか認め ら

れない｡

㊤ ステア リン酸 メチルを基質 とす る場合に

は,浸漬時間は 3時間20分か ら4時間程度で適

当な陽性反応を うることができる｡ステア リン

酸エチルを基質 とす る場合には, 4時間30分位

の浸i責時間で充分である｡ステア リン酸 ノルマ

ル ブチルエステルの場合は 4時間30分か ら5時
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問浸漬す ると肝,腎では適 当な反応が得 られる

が,胃及び藤では極めて微弱な反応を認めるに

すぎない｡

㊨ オ レイン酸 メチルを基質 とす る場合は浸

漬時間を 3時間か ら3時間30分位 とす ると良好

な結果が得 られる｡オ レイン酸エチルを基質 と

す る場合には 4時間か ら4時間30分位の浸潰時

間で充分である｡オ レイン酸 ノルマル ブチルで

は 4時間30分の浸漬時間で,上梓を除 く肝,腎及

び胃においては極めて微弱な反応を見 るにすぎ

ない｡

6) リノール酸 メチル及び リノレイン酸 メチ

ルを基質 とした場合には各浸漬時間に於いても

殆んど認めるほどの陽性反応は見 られない｡ し

か し,本物質は比較的酵素作用を うけに くいも

のであるか ら,浸漬時間を更に延長す る等の色

々の事項について今後つづいて検討す る必要が

ある｡

各柾基質類を使用する場合の適 当な浸漬時間

は表 IIに要約 してある｡上述の浸漬時間は全べ

て クリオスタッ ト切片を用いるときの ものであ

る｡冷アセ トン固定,軟パ ラ切片の ときについ

ては別の機会にまとめることにす る｡

以上述べた所を要約す ると,浸漬時間は基質

となるエステルの構成 々分である脂肪酸部分の

炭素数が増加 して,鎖が長 くなるに従 って,延

長す るが,同株に,脂肪酸部分が同 じであって

も,一方の構成 々分であるアル コール部分の炭

素数が増加するに従 って,浸漬時間は矢張 り延

長されるのである｡

(3) 酵素 作用に及ぼす月旦汁酸塩の影響につい

て｡

コール酸 ソーダもタウロコール酸 ソーダもそ

の化学的性質は殆ん ど差がないので,胆汁酸塩

として一括 して述べる｡

胆汁酸塩類は本酵素類の研究に以前か らよ く

使用せ られている 物 質 で あり,エステラーゼ

(狭義)に対 しては抑制的作用を 有 し,(阻害

剤), リパ ーゼに対 しては促進的作用を 及 ぼす

(賦活剤)として,一般に認められているので,

胆汁酸塩類に対す る作用態度によって,その酵

素の種別を推測できるはずである｡
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飽和脂肪酸であるラウリン酸,ミリスチン酸,

パル ミチン酸及びステアリン酸等の各エステル

を基質として用い,胆汁酸塩を基質液に含ませ

ない場合には,酵素反応は肝及び腎においては

強陽性であり,胃においては中等度陽性である

が,牌においては弱陽性である｡ しか し,これ

らの基質液に胆汁酸塩類を加えると,肝,腎及

び胃における酵素作用は著明に減弱 し,反対に

勝に於いては酵素作用は著明に増強される｡

表
Ⅲ

琵

㍑

軟

玉
㌶
ン
酸

云
翌㍍
ン酸
義
軍
酸

云
ルン
酸

工

胆
汁
酸
塩
の
作
用
｡

各

エ
ス
テ
ル
を
基
質
と
L
t
各
臓
器
組
織
に
つ
い
て
組
織
化
学
的
反
応
を
行

っ
た
際

の

一･一∴ .
臓 壁用■

肝 ｢
腎

冒

膵 +

揮 +ー :阻害作
用のあること

を示す｡+ :月武活作
用のあることを示す｡ 亦,不

飽和脂肪酸である

オレイン酸エステ

ルを基質とした場

合には,勝におけ

る酵素作用は肝,

腎及び胃における

よりもはるかに強

いのであるが,こ

の基質液に胆汁酸

塩を加えると,勝

に於ける酵素作用

は著明に増強され

るが,逮に肝,腎

及び胃に於ける反

応は著 しく減弱さ

れる｡ この際,基

質液に加える胆汁

酸塩類の最終 濃度は 0

.005%

である｡この胆

汁酸塩類の酵素作

用に及ぼす影響は

基質分子の化学構

造 と関連して極めて重要なる所見で

ある｡考

按現在,エステラーゼ類の組織化学的

証明に使用可能な基質 としては,アゾ色素法の

際の特殊基質には別種の問題があり,この問題

は別個に扱 うことにするが,Gomori氏により

紹介された Tween類及び Sorbitan類 (この

中には 水に難溶のものがある)が水溶性であるので,芙 京大結研紀要 第11巻

第2号用に供せ られているが,基礎的問題 と

しての酵素作用と基質の化学構造 との関連性を

研究するには多 くの不適当な性状を有 し

ている｡著者等は多年 この問題の解決に努力

し,系統的に種々の化学構造の基質を使用 して

実験 しうる方法を求め,略々目的地に到達 した

と言い得ら

れよう｡著者等が基質として使用 した各種エ

ステル類は極めて水に難溶性であるため,その

ままでは組織化学的研究のための基質として使

用できない重大な欠点を持っている｡著者等は

この困難を乗り越えるべ く努力を重ね,非イオ

ン性界面活性剤であるステロックス Skを用いた

｡即ち,これらの基質類は極めて水に難潜で

あ る た めに,充分良好な乳化液 とされなけれ

ば な らない｡そのためには,強力であって,しか

も酵素作用に対 しては有害作用のない乳化剤が

必要であり,この目的にはステロックス Skが

極めて優れていることが証明

された｡著者等の成 功の第一の 要 因 はステ

ロックスSK と云 う優れた乳化剤を用いた点に

ある｡ 水溶性でない基質を用いたものとして,

倉田 ･細氏のオ リーブ油を基質 とした 研 究 が

あるが,Gomori氏が指摘 している様に,この方

法では,水溶ない しは充分に乳激化できないの

で,極めて不満足な結果に終るにす

ぎない｡著者等の新組織化学的方法による研

究結果から明白である如 く,各臓器組織内に於

ける酵素作用は基質の脂肪酸成分の化学構造上

の変化に従 って,極めて特異的な変動を行 う

も の で ある｡ しか し,基質の他方の構成 々分で

あるアルコール部分の化学構造上の変化,即ち

,炭素数の増減に従って,明らかに特徴的変化

を営むものである｡脂肪酸部分が同一一であって

も,アルコール部分の炭素数が増加 して,鎖が

長 くなると酵素作用は漸次減弱 し,酵素反応時

間を延長しなければ,充分な反応が得 られな く

なる｡かくのごとく,アル コール部分の化学構

造上の変化による,特異な酸素作用の変動は,

従来,用いられて来た Tween類を基質 とする

方法では判明 し得なかったことであって,本法

によって始めて可能 となった｡ また,Tween類
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に化学的に合成せ られたものであるが,著者等

が使用 したエステル類は自然界に存在 している

ものとの関連性が濃厚で,この点においても従

来使用された Gomori氏の方法では解決できな

か った多 くの問題を解決 しうる可能性がある｡

か くの如 く,各種のエステル類を基質 として

組織化学的研究を行 うことが 可 能 に なったの

で,従来,ややもすると酸味であった本酵素類

の基質特異性の問題を解決するために,今後広

範な系統的観察が企画できるようになった｡ こ

れは極めて大きい進歩であろう｡

エステラーゼ類に対す る阻害剤及び月武活剤 と

して以前か ら報告･されているものには色 々の

ものがあるが,今回は胆汁酸塩類であるコール

酸 ソーダ及び タウロコール 酸 ソーダを 使 用 し

た｡胆汁酸塩類はエステラーゼ (狭義)作用を

阻害 し, リパーゼ作用を賦活せ しめるとされて

いるので,これ らの酵素識別に或る程度役立で

あろう｡即ち,表Ⅲに示 しているごとく,明ら

かに特異的な所見が得 られている｡

勿論,月鋸十酸塩に対する態度のみから決定的

な結論を導きだす ことは早計であるが,飽和脂

肪酸エステルを基質 とした場合の陽性反応部位

はエステラーゼ (狭義)反応の局在部位に近似

し,又,不飽和脂肪酸エステルを基質 とした時

の陽性反応部位は所謂 リパーゼの局在を示 し,

更に不飽和脂肪酸エステルを基質 とし, 胆汁酸

塩を用いる場合の陽性反応は晴々所謂 リパーゼ

の局在に該当するごとくである｡

浸漬時間に関 して これをみると,要点はすで

に述べつ くされているが,ただ二重結合を二個

有する リノール酸 メチル及び三個有 している リ

ノレイン酸 メチルの使用実験は更に長時間の浸

漬町制 こついて観察する必要がある と思 わ れ

る｡ これは今後の問題である｡

結 論

(1) 飽和及び不飽和高級脂肪酸 と比較的短鎖の

一価アル コール とのエステル類十数杵を基質
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として用い,エステラーゼ類のための組織化

(2) 以上用いた基質類は水には極めて難溶性で

学的証明方法を考案 した｡即ち,

あるので,非イオ ン性界面活性剤であるステ

ロックス SK を用いることによって,略々完

全な乳洩液 とすることができた｡

(3) 酵素作用は,基質の脂肪酸部分の化学構造

上の変化に したがって,特 異 的 変 動を行 う

が,同様にアル コール部分の化学構造上の変

化によっても,特徴的な変化を受けることを

明らかに し得た｡

(4) 著者等の用いた基質類を用い,更に阻害

剤及び月武活剤等を応用 し, これ らに働 く酵素類

を綜合的,かつ,系統的に観察することが可能

となった｡

※ステロックス SK は米国 MonsantっChemica1

Companyの好意によって提供させたものである｡こ

こに深甚なる謝意を表する｡
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写 真 版 説 明

(1) ラウリン酸メチルエステルを基 質 とし,45分 間

incubationを行ったラット肝である｡ 左上の酵

素反応の認められない部分は中心静脈である｡中

心帯に反応が強い｡反応終末産物は粗大で微細な

細胞学的単位での酵素局在は明らかでない｡

100×｡

(2) ラウリン酸メチルエステルを基 質とし,45分 間

incubationを行ったラット腎である｡ 略々中央

に円形の酵素反応陰性部があるが,これは腎小体

であって麻撞体及び線趨体重には酵素反応は認め

られないO微細な酵素局在は明らかでない｡

100×｡

(3) ミリスチン酸メチルエステルを基質とし1時間30

分間 incubationを行ったラット胃粘膜である｡

粘膜下層及び粘膜筋板には酵素反応は認められな

い｡胃粘膜細胞には酵素反応中等度｡100×｡

(4) パル ミチン酸メチルエステルを基質とし, 2時間

40分間 incubationを行ったラット肺である.酵

素反応は弱い｡核に於ける反 応は 陰 性 である｡

100×｡

(5) パル ミチン酸メチルエステルを基質とし, 2時間

40分間 incubationを行ったラット肝であるo酵

素反応は強 く,中心帯において強いようである｡

100×｡

京大結研紀要 第11巻 第 2号

(6) 冷アセ トン固定軟パラフィン包埋切片｡パル ミ

チン酸メチルエステルを基質とし,19時間 incu-

bationを行ったラット肝で ある｡クリオスタッ

ト切片に較べて組織構造の保存がよく,優れた標

本である｡核における反応は陰性であることがよ

く判る｡100×｡

(7) (6)と同じ標本｡400×｡

(8) (6)と同じ標本｡200×｡

(9) ステアリン酸メチルエステルを基質とし, 3時間

30分 間 incubationを行ったラット肝で ある｡

100×｡

(1C? ステアリン酸ノルマルブチルエステル を基 質 と

し, 4時間30分間 incubation したラット肝 で

ある｡

前者より反応は弱い｡100×O

㈹ オレイン酸メチルエステルを基質とし, 3時間20

分間 incubationしたラット肝であり,強陽性反

応である｡

核は陰性である｡100×｡

0分オレイン酸メチルエステルを基質とし, 3時間20

分間 incubationを行 ったラット胃粘膜であり,

反応は弱い｡100×｡

(13) オレイン酸メチルエステルを基質とし, 3時間20

分間 incubationを行ったラット肝で,酵素反応

は弱い｡100×｡
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