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I.緒 言

Adenosine Triphosphate(ATP)は そ の 分 子 内

に高 エ ネル ギー結 合 た る無 水燐 酸 結 合 を有 し,生 体

内の 運動 ・分 裂 ・代 謝 等 に於 け るエ ネ ル ギー 源 と し

ての 重要 性 は論 を俟 た な い.従 つ て 最近 の 酵 素化 学

分野 に於 てはATPか ら燐 酸 を 分離 す る酵 素に 関 す

る研 究 と進 歩 は 実に 目 ざま しい もの が あ る. ATP+

H2O→ADP+H3PO4の 過 程 に 働 く基 質 特 異 的 な酵

素 と し て 分 類 さ れ たATP-asaに 関 してはEnge-

lhardt and Ljubinowa1), Neadham2), Bailey3) 4),

 Szent-Gyorgyi及 び そ の 門 下 等5) 6) 7) 8)に よ つ て

Myosin及 びActomyosinと の 関 係 に つ いて の 多 く

の仕 事 がな され た.又 多 くの研 究 者 達 は,酸 化 剤,

還元 剤 及 びMercaptide形 成 剤 の三 者 が 各 々Myosin

とATP-aseの 両 方 に 平行 的 な 影響 を もた らす か ど

うか につ いて 研 究 し, Mercaptide形 成 剤P-chlor-

mercuribenzoic acid(PCMB)は 最 も著 明 なMyosin

とATP-aseの 阻碍 剤 で あ る 事 を 見 出 して, ATP-

ase活 性 とい うのはMyosin分 子 の本 質 的 な性 質 で

あ り,こ の 性 質 は そ の分 子 内 の遊 離SH基 と密

接 不 離 の 関 係 に あ る 事 を 結 論 し た(Barron and

 Singer9) 10), Singer and Barron11), Binkley, Ward

 and Hoagland12), Ziff13), Mehl14), Bailey and

 Perry15), Roche, Thoai and Bernard16), Weber

 and Poryehl17)).し か しな が らNovikoff等18)は

SH酸 素 た るATP-ase以 外 にAdenylpyrophosph

 atase, Apyrase及 びAlkaline Phosphatase等 も

ATPに 働 く事 を示 し,特 異 的 な真 のATP-aseは

単 にATPの 末 端 の1燐 酸 のみ を分 解 す る もの で,

その 証明 に は 特 に慎 重を 要 す る事 を 示唆 した.

ATP-aseの 組 織 化学 的 証 明 は高 松 等19)及 びGliek

 and Fischer20)に よ りア セ トン 固定 の パ ラ フ ィン切

片 で始 め て試 み ら れ た が, Moog and Steinbach21)

は ア ル カ リ域 のpHで はPhosphomonoesteraseも

ATPの3つ の燐 酸 をす べ て 分解 し得 る 事 及 び組 織

切 片 製作 過程 がATP-ase活 性 を低 下 させ る事 の二

つ の 理 由 を挙 げ てそ の成 績 に疑 問 を表 明 した.し か

しGlick22)は 組 織 化 学 的にPhosphomonoesterase

で 全 く反 応 の 表 われ な い 場 所 に も, ATPを 基 質 と

した時 に は 反 応 の表 わ れ る 事 実 を 述 べ てそ の 方法

の 価 値 を 主 張 し,こ れ はWang23)やNaidoo and

 Pratt24)等 に よつて 支持 され て い る.そ の後, Maen-

gwyn-Davies, Friedenwald snd White25)は 未 固定

凍結 切 片 に 於 てATP-ase活 性 の賦 活 剤,阻 碍 剤 を

応 用 して そ の特 異 性 を追 究 し, ATP-aseの 組織 化

学 に一 大 進 歩 を もた ら した.彼 等 に よる とMyosin

 ATP-aseの 活 性 は そ のSH基 と 密 接 に 関 係 し,

 pH 8.25で 心 筋及 び骨 骼 筋に 於 て組 織 化 学 的 に証 明

され, pH 9.9で はATPば 全 く別 のATP-aseか

又 はPyrophosphataseに よ り 分 解 さ れ る と して

い る.更 にATPを 基 質 と し た 時 の 像 とMuscle

 Adenylic Acid(A-5-P)を 基質 と し た 時 の像 とが

長 時 間 の反 応 後 に非 常 に 似 て来 る事 か ら, ATP分

解 の第2段 階 に於 け る5-Nucleotidaseの 作 用 を想

定 して い る.け れ ど も彼 等の 方 法 に よ る と陽 性 反応

を 得 る ま でに 数 時間 の 保 温 を要 し, 37℃ に 於 け る

ATPの 不 安 定性 か ら考 え て その 方 法 に 疑 問 を抱 い

たPadykula and Herman26)は 色 々 の 角 度 か ら

ATP-ane活 性 の 組 織 化 学 的 証 明 法 を 吟味 して,

 Maengwyn-Davies等 の 方法 で は 溶液 中 の高 濃度 の

酷 酸 ソー ダが活 性 を強 く阻碍 し てい る事 を確 め 未 固
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定凍結切片に於てGomoriのAlkaline Phosphatase

証明法27)を 模倣した基質液 を用いる事によりpH

 9.4の 時15分 乃至30分 間の短 時間で十分強い反応を

得る事を見 出した.そ して至適pHは 基質溶液の

組成により変る事を明らかにした.更 に彼等はその

方法を用いて心筋,骨 骼筋及び腎細尿管上皮細胞の

ミトコン ドリアの染色 が, SH阻 碍剤たるPCMB

で失われた後SH賦 活剤たるL-cysteine又 は2 ,

 3, dimercapto-1-propanol(BAL)に より恢復する

事を見出して,組 織化学 的に始 めて真 の特異的

ATP-aseの 存在を実証した.そ の後極 く最近に至

つて, Wachstein and Meisel28)は 中 性冷フオルマ

リン固定組織での反応の方が未固定組織でのそれよ

りも色々の点で良好な結果 を得る事を発表してい

る.

末梢血及び骨髄塗抹標本のATP-ase活 性の証明

に関しては武内等29)の研究があるが,そ の特異性に

関してはなお十分なる吟味がなされていないようで

ある.

私は上述の如く色々な問題を含み未解決な点の多

いATP-ase活 性について,生 化学的並びに組織化

学的に検索を試み,特 に組織化学的特異性その他に

関して種々の知見を得たので報告する.

II.実 験 材料 及 び 方法

本 実 験 を 通 じ正 常 マ ウス の肝 ・脾 ・心 ・腎 ・十二

指 腸 の組 織 及 び 正常 家 兎 の 末 梢血 ・骨髄 を使 用 し,

組織 化学 的 目的 に於 ての み マ ウ ス及 び家 兎 の骨骼 筋

も併 せ て使 用 した.

ATPは 家兎 及 び 犬 の骨 骼 筋 か らLohmannの 方

法30)を 用 い て抽 出精 製 し,濾 紙 泳 動 的 に純 粋 な る事

を確 め た も の をNa塩 の形 に して使 用 した.

1.生 化学 的 方 法

生 化 学 的 研 究 に 於 いて はATP-aseを 至 適pH

 9.1でCaイ オ ンに よ り賦活 され るMyosin ATP-ase

と,至 適pH 7.5でMgイ オ ン に よ り賦 活 され る

Mitochondrial ATP-aseと に 大別 し て夫 々別 々に

検 索 した. Myosin ATP-ase活 性 の 測 定 はPerry

の 方 法31)を 用 い, Mitochondrial ATP-are活 性 に

はKielleyの 方 法32)を 用 い た.い ず れ の場 合 に も

動 物 を撲 殺 し直 ちに 上 述 の各 臓 器 を 取 り出 し,夫 々

100mg宛 を0.5mol KCl溶 液 又 は 蒸 溜 水1ccと

共 に 硝 子 ホ モ ゲ ナ イザ ーで 磨 り潰 し た もの を粗 酵 素

液 と して使 用 した.遊 離 無 機 燐(Pi)の 測定 に は島

津 の 光電 比色 計 を用 い, Fiske and Subbarowの 方

法33)に従つた.

2.組 織化学的方法

A.染 色前の標本製作

組織切片は冷アセトン固定パラフィン切片,冷 ア

セ トン固定凍結切片,冷 中性フオルマリン固定凍結

切片,未 固定凍結切片,凍 結乾燥切片の5種 類につ

き比較検討した.

冷アセ トン固定パラフィン切片製作は一般組織の

迅速固定包埋法に準じ,動 物撲殺後直ちに取り出し

た前記各臓器,組 織を夫々約1mmの 厚 さに切り,

予め0゜～3℃ に冷却した純アセトン中へ投入して

そのまま低温で約1時 間固定脱水する,そ の後別に

用意した常温のアセトン中へ約15分 間浸し,完 全に

脱水硬化した組織片を直接54℃ 位で熔融状態にあ

るパラフィンに移して約30分 間浸漬した後に固める.

クローム硫酸を通し清浄にした載物硝子に貼つた約

5μ のパラフィン切片は,室 温で約2時 間程乾燥さ

せた後,キ シロールで脱パラして直ちに染色操作に

移るのであるがここまでの全過程中アルコールは一

度も通さないようにする.冷 アセ トン固定凍結切片

は矢張り薄 く切つた組織を0゜～3℃ に保つた純ア

セ トン中で1時 間固定した後約10μ の凍結切片と

する.冷 中性フオルマリン固定凍結切片は10%フ オ

ルマリン水溶液にN/10苛 性 ソーダ水溶液を滴下

してpHを7.0附 近にしたものを0゜～3℃ に保ち,

この中に1mm位 の厚さに切つた組織片を約4時

間浸漬固定した後蒸溜水で10分 程洗い凍結切片を作

製する.未 固定凍結切片は ミクロトームから載物硝

子へ切片を移すのに,新 鮮な家兎血清に浮かべて流

し落す方法を用いたが,こ れは技術的に可成りの困

難を伴うものである.載 物硝子に切片が乗れば直ち

に血清を周囲から濾紙で吸いとり,扇 風機を用いて

30分 間乾かせば十分でその後の操作でも切片が剥が

れるような事はない.

凍結乾燥切片製作には動物から取り出した各臓器

を速かに1mm立 方 程の大 きさに切つてサンプ

ルホールダーに乗せ,予 め液体窒素でその凝固点

(-160℃)近 くまで冷却したイソペンタン中へ入れ

て瞬間的に凍結させる.そ してサンプルホールダー

を動かしつつ, 30秒 程してから,ド ライアイス ・ア

セ トンの寒剤で-40℃ 前後に保つた乾燥室に凍結

組織片を移し, 10-4mmHg以 上の高真空で約24時間

乾燥させる.乾 燥の終つた組織片は徐々に常温にま

で温度を高め,真 空中のままでパラフィン若しくは

メタクリール樹脂に封ずる.切 片は載物硝子上にと
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つた1滴 の純アセ トンの上に伸して貼りつけ,室 温

で約2時 間乾かした後キシロールで脱包埋して染色

する.

末梢血は塗抹標本とし,骨 髄はスタンプ標本を用

いた.何 れもクローム硫酸及びエーテル ・アルコー

ルを通し十分清浄にした載物硝子上に採取直後のも

のを夫々塗抹又はスタンプする.こ れ等は,冷 アセ

トンで3分 間固定したもの,フ オルマ リン蒸気で10

分間固定し流水で15分 間洗つたもの,末 固定のまま

室温で約20時 間乾燥きせたものの3通 りについて染

色を行い比較した.

B.標 準基質液及び染色法

(1)標 準基質液 ・ATP-aseの 組 織化学的染色に

用いた標準基質 液はPadykula and Herman26)の

報告を参照 し, GomoriのAlkaline Phosphatase

証明法を模倣した.即 ちTab. 1の 如きものを使用

したが, Myosin ATP-aseの 生化学 的分析法たる

Perryの 方法31)も 併せ考えて緩衝 液はpH 9.1の

グリシン緩衝液 とし,又KClを 加えた. ATP溶

Tab. 1. Standard Substrate-solution

液は使用の度毎に新しく作 り0.1M NaOHを 加 えて

pH 9.1と し基質液へは一番最後に加えるようにす

る.こ れを加えると液が白濁するから直ちに濾過し

て使用する.

対照としてATPの 代 りに0.05Mα, β-glycero

phosphate(GP)5ccを 加えた液 及び基質を全然

加えず蒸溜水で代用した液によつても反応を試み,

又90℃5分 間の加熱処理切片を標準基質液中で反

応きせる事も試みた.

(2)染 色法:前 述のようにして作製した各種切片

を予め37℃ 附近まで温めた上記の標準基質液及び

対照液中へ入れ,凍 結切片は15～30分 間,パ ラフィ

ン切片は3時 間保温する.末 梢血は4～6時 間,骨

髄は2～3時 間の保温を要する.保 温終了後標本は

2%塩 化カルシウム水溶液2つ を通し約10分 間洗つ

て不要の附着物を除 く.次 に2%塩 化コバル ト水溶

液に約5分 間浸 し,酵 素活性により組織に沈着した

燐酸カルシウムを燐酸コバル トの形にする.こ こで

2, 3回蒸溜水を取り変えて十分標本を洗つた後, 1

%の 多硫化アンモニウム水溶液に移して約2分 間程

すると酵素活性部位は黒色の硫化コバル ト形成によ

り明 か に示 され る. 80%, 90%, 100%の アル コー

ル で 可 及 的速 か に脱 水 し キ シロー ル で透 徹 して バ ル

サ ム に封 ず る.

C.賦 活 剤及 び 阻 碍 剤 の 適 用; ATP-ase活 性

の賦 活 剤 と し てはL-cysteine,阻 碍 剤 と し て は

PCMBを 用 い,こ れ 等 は何 れ もTab. 2, 3の 如 く

Tab. 2. Substrate-solution with cysteine

Tab. 3. Substrate-solution with PCMB

最終濃度0.0025Mと なる如く反応基質液に添加し

て使用した. L-cysteineは 使用直前 に溶かして加

え,事 前の自然酸化 を防いだ. PCMBは 水に難溶

であるが弱アルカリ性にすると少しつつ溶ける.こ

れは光に敏感なので褐色瓶に容れ遮光紙で包んで貯

える.こ れ等の液中での切片の保温時間は矢張り凍

結切片は15～30分 間,パ ラフィン切片は3時 間とし

た.

阻碍剤により一度低下した活性が賦活剤により回

復するかどうかを見るためには次の如くした,先 ず

PCMB添 加基質液で15分 間保温 した後2%の 塩化

カルシウム水溶液を2回 とり代えて約10分 間洗い,

次いで蒸溜水を数回とり代 えて十分洗う.そ の後

L-cysteine添 加基質液中で凍結切片の時 は約30分

間パラフィン切片の時は約3時 間保温するのである

が,勿 論対照としてこのL-cpsteine添 加基質液で

の後処理を省いた切片を用意した.保 温終了後は前

述の染色法の如く取扱いバルサムに封ずる.

III,結 果

1.生 化学的方法

生化学的に測定 した各臓 器のATP-ase活 性を

100mg重 量 当りの遊離無機燐量で表わすと図の如

くである.即 ちMyosin ATP-ase活 性 は心に於で

約22.2γ の最高値を示し,脾 ・肝 ・腎 ・十二指腸 ・

骨髄 ・末梢血の順であるが,前5者 が何れも10γ 前

後の値を示しているのに比し骨髄は6γ,末 梢血は

1γ程度の甚だ近い値を示している事は注目に値す
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る. Mitochondrial ATP-ase活 性 は 脾 に 於 て 約

10.3γ の最 高 値 を 占 め,腎 ・肝 ・心 ・十 二 指 腸 ・骨

髄 ・末 梢 血 の 順 で あ るが,骨 髄 及 び 末梢 血 は そ の他

の もの に比 し矢張 り甚 だ 低 い 値 を 示 して い る.各

臓 器 共, Myosin ATP-ase活 性 はMitochondrial

 ATP-ase活 性 よ りわず かに 高 い 値 を と るが,両 者

の差 は心 に於 て最 大(3.4γ)で 末 梢 血 に 於 て最 少

(0.2γ)で あ る.

2.組 織化学的方法

A.各 種標本製作法に於ける染色性の比較

一般に冷アセ トン固定凍結切片,冷 中性フオルマ

リン固定凍結切片,未 固定凍結切片の3者 は陽性反

応の組織学的分宿及び賦活剤,阻 碍剤に対する態度

がほぼ同様であり一定の染色度を得る迄の保温時間

も未固定凍結切片のみが幾分短か くてすむ程度で大

体同様である.し かしアセ トン固定には蛋白の凝集

によると思われる組織の收縮や空胞化等の固定によ

るアーテファクトが大であるという欠点があり,未

固定凍結切片には製作法が技術的に難かしく,又 陽

性反応の組織内での限局性がフオルマリン固定のも

のに比し悪いという難点があるので実際的には以上

3者 の中で冷中性フオルマ リン固定凍結切片が最良

と考えられる,次 に冷アセ トン固定パラフィン切片

に於ては一定の染色度を得るまでに凍結切片に比し

非常に長い保温時間を要するばかりでなく,得 られ

た染色像も相当著しい差異を示す.凍 結乾燥切片で

は,パ ラフィン包埋によるものは冷アセトン固定パ

ラフィン切片とほぼ同様の染色像を示すが,保 温時

間は更に長 く後者の約2倍 を要する.凍 結乾燥メタ

クール樹脂包 埋のものではATPを 基質とした場

合約10時 間に亘る反応後でも,我 々の検した組織の

中では腎細尿管主部及び曲部の上皮細胞の刷子縁の

みが陽性反応を示すに過ぎず,他 の場所はすべて陰

性であつた.

加 熱処理切片では, 15時 間に亘る保温に於てすら,

各臓器とも殆んど見るべき反応を示さなかつたが,

基質を加えない液中で保温 した普通の切片では自家

基質によるAlkaline-phosphatase反 応と思われる

極めて軽度の染色が,諸 所に認められた.

以上の事実から考えて各臓器について冷アセトン

固定パラフィン切片(以 下単にパラフィン切片と呼

ぶ)と 冷中性フオルマリン固定凍結切片(以 下単に

凍結切片と呼ぶ)の 二者に於ける染色性を比較検討

すれば十分であると考えられるので,以 下この両種

切片でATPを 基 質 とした時及びGPを 基質とし

た時の反応像を比較して述べる事にする.

肝:パ ラフィン切片に於てATPを 基質として3

時間保温した場合,肝 細胞は中等度に黒染し特に核

及び細胞膜は強く染色される(Plate Fig. 1).

かかる染色は肝小葉周辺部及び中心部の血管周囲

に強 くその中間帯にやや弱い傾向がある.

肝靜脈洞内皮,門 脈及び中心靜脈内皮も強く染り,

肝動脈内膜及び中膜滑平筋も高度に着色する.毛 細

胆管の反応は見られない. GPを 基質といたパラフ

ィン切片3時 間後では,肝 細胞の黒染は前者に比し

著しく弱 く瀰漫性で核及び細胞膜の着色も弱い.肝

動脈壁滑平筋は殆んど染色されない.所 が前者に見

られなかつた実質内毛細血管壁に非常に強い反応が

あらわれこれが 多数 散在性 に認められる(Plate

 Fig. 2).

凍結切片ではATPを 基質として15分 間反応させ

ると既に肝細胞には中等度の黒染があらわれ,矢 張

り血管周辺に強く小葉の中間帯がやや弱い傾向を示

すがかかる染色はパラフィン切片に比し,胞 体に強

く,核 及び細胞膜には著しく軽微である. Sinusoid

や諸血管内皮及び肝動脈壁滑平筋も中等度の黒染を

呈するが,こ れはパラフィン切片3時 間のものより

弱いようである.更 に特異な事は, 30分間の保温後

に於ては実質内毛細胆管と思われる像がPlate Fig.

 3の 如 く明瞭に表われて来る事である. GPを 基質

にした場合,凍 結切片の30分 間反応後ではパラフィ

ン切片の時に見られたような毛細血管の染色は殆ん

ど見られ ない(Plate Fig. 4).肝 細 胞の染色は

ATPに 比 しず つと弱 くSinusoid内 皮,動 脈壁中

膜及び毛細胆管等も殆んど染つて来ない.

腿:パ ラフィン切片に於てATPを 基質として3

時間保温した場合,脾髄の血球,細網細胞等は赤色髄,

白色髄の別なくほぼ一様に中等度の反応を示す.染

色は核及び細胞質の両方にあらわれるが核の方が強

度である.濾 胞中心動脈や莢動脈壁は最も強く黒染
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し,結 合織被膜や脾梁にも中度等の染色が見られる

(Plate Fig. 5).同 じパラフィン切片でGPを 基質

として3時 間反 応 させると, ATPの 場合と異なり

淋巴濾胞を構成する細胞の核及び原形質に強い黒染

が表われるが,赤 色髄の反応は極めて軽微である.

そして中心動脈壁は相当強く黒染されるが莢動脈壁

の染色は著しく弱い.結 織被膜や脾染には殆んど着

色が見られない(Plate Fig. 6).

凍結切片を用いATPを 基質として15分 間反応さ

せたものでは,脾 髄 の細胞はパラフィン切片でATP

を基質とした時の如くほぼ一様な染色を示すが後者

に比し核反応は弱く胞体の反応はづつと強いように

思われる(Plate Fig. 7).濾 胞の胚 中心のみは他

の部分に比しやや染色が弱い.動 脈壁の黒染はパラ

フィン切片3時 間の方がむしろ著しいようである.

結織被膜や脾梁の染色は軽度に表われている. GP

を基質とした場合,凍 結切片の15分 保温後では,染

色は一般にATPの 時 より遙かに弱 く,た だ淋巴濾

胞及び中心動脈壁のみ中等度 の反応を示している

(Plate Fig. 8).

心筋及び骨骼筋:心 筋のパ ラフィン切片に於て

ATPを 基質に3時 間保 温すると,心 筋線維は中等

度に染色され特に核は強 く黒染する.筋 線維中には

その筋原線維に一致すると思われる縦軸にそつた数

条の幾分よく染つた部分が認められ,又 筋線維の所

々を横断する介在盤が強く染め 出されている(Plate

 Fig. 9).又 場所によつては横紋 が比較的よく染つ

ているのが見られる,心 筋間質にある冠状動脈壁に

は非常に強い反応が見られるが,毛 細血管は殆んど

染色されない.同 じ心筋のパラフィン切片でGPを

基質とした場合は,筋 線維の染色はATPに 比 し極

めて軽度で核の着色も又弱い.し かし所々横紋並び

に介在盤に一致した着色は見られるようである.筋

線維の反応が以上の如く軽度なるに反し,間 質毛細

血管は著しく多数のものがすべて強く黒染して特徴

ある像を呈する(Plate Fig. 10).

凍結切片の心筋をATPの 基質で15分 間反応させ

ると心筋線維は既に強い活性を表し筋原線維に一致

した配列を示し横紋部の着染も認められるが,パ ラ

フィン切片と異り核及び介在盤は殆んど染つていな

い.心 筋間質に於ても冠状動脈壁のみは高度の黒染

が見られるが毛 細血管 の着色は全然認められない

(Plate Fig. 11).こ れ と同 じ心 筋凍結切片でGP

を基質にした場合, 15分間 の保温では筋線維はもと

より,パ ラフィン切片で強い反応の見られた間質の

毛細血管も殆んど認むべき染色を顕わさない(Plate

 Fig. 12).家 兎 骨骼筋 に於ても二,三 の点を除い

て大体心筋の場合と同様の傾向を示す.即 ちパラフ

ィン切片の3時 間の保温に於て, ATP基 質では筋

線維及び動脈壁に強陽性であるに比しGP基 質では

かかる場所に極めて軽度の反応があらわれるに過ぎ

ない(Plate Fig. 13, 14),核 の染色は心筋のよう

に著明ではない.凍 結切片の15分 間の保温では,

 ATP基 質の場合筋原線維に一致 した黒染が特に横

紋の部に於て強く表われ,こ れは心筋の凍結切片の

場合より一層高度かつ明瞭である. GP基 質 では凍

結切片に於ても筋線維の染色は非常に弱いが,心 筋

の時の如く全然陰性というような事はなく,筋 原線

維の横紋に一致する部に軽度の着色が認められる.

腎:パ ラフィン切片でATPを 基質として3時 間

反応させた場合,皮 質細 尿管上皮の主部刷子縁が最

も強い黒染を呈し介在部及びHenle氏 係蹄に於て

も上皮細胞の頂部に相当強い黒染が表われる.細 尿

管上皮細胞核は中等度の染色を示し,又 糸球体も高

度乃至中等度に黒染される(Plate Fig. 15).腎 動

脈壁も内膜及び中膜滑平筋に著明な反応が見られる

が,髄 質の集合管及び乳頭管上皮は核及び細胞質が

瀰漫性に極めて軽度に染まるに過 ぎない. GPを 基

質にした場合もパラフィン切片ではATPの 時 と非

常によく似た像を示すが,た だ細尿管主部の刷子縁

と介在部及びHenle氏 係蹄 上皮の頂部 の黒染が

ATPの 時 より一層高度であ るに比し,糸 球体の染

色は却て弱い傾向を示す.又 糸球体以外の毛細血管

壁は強く黒染するが腎動脈壁は内膜のみ強く染り中

膜の反応は殆んど認められない.

扨てここで面白い事に凍結切片でATPを 基質に

15分 間乃至30分 間保温すると,パ ラフィン切片の時

とは全 く異なつた染色像を示すのである.即 ち反応

は糸球体に最も強くあらわれ,こ れは15分 間保温後

の切片に於ても既に強く黒染している.細 尿管の染

色は一般に瀰漫性の感が強く皮質,髄 質の別なく共

に中等度に染つている.皮 質に於ては細尿管上皮の

刷子縁や頂部は反応が殆んど陰性で基織部にやや強

い傾向を示し,上 皮細胞核は15分 後のものに於ても

既に或程度の着染が認められる(Plate Fig. 16).

腎動脈壁は内膜及び中膜滑平筋に強い反応が見ら

れる.凍 結切片でGPを 基質にして同一時間保温し

た場合はATPの 時と異り皮質,髄 質の差が鮮明で

あり,髄 質の集合管は反応殆んど陰性である.皮 質

では糸球体は極めて軽度の反応を示すに過ぎないが,
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細尿管主部上皮の刷子縁及び介在部上皮の基底部で

は強い黒染が見られる(Plate Fig. 17, 18).こ の

ように細尿管の主部 と介在部とに於て上皮細胞内の

活性の局在性が異るのは興味ある事実である.上 皮

細胞核の染色はATPの 時に比し遙かに軽微であり,

又腎動脈壁中膜の反応も殆んど見られない.

十二指腸:パ ラフィン切片に於てATPを 基質に

3時 間反応させると十二指腸壁滑平筋層及び粘膜絨

毛上皮細胞基底部や絨毛中心部の乳糜管,血 管等が

強 く黒染され,粘 膜上皮細胞核の染色も著明である

(Plate Fig. 19).所 がGPを 基質 にした時はこれ

と全 く反対に滑平筋層は反応殆んど陰性で,粘 膜上

皮細胞に於ても頂部の線条縁に強い黒染が表われる.

粘膜上皮細胞基底部の細胞核も染るがこれはATP

の時 に比し軽度である(Plate Pig. 20).凍 結切片

でATPを 基質に15分 間保温した場 合,滑 平筋層や

粘膜上皮細胞基底部が強く染り,又Brunner氏 十

二指腸腺上皮細胞の基底部が黒染する(Plate Fig.

 21).

凍結切片でGPを 基質にす ると滑平筋層は全く

染らず,粘 膜上皮細胞は基底部が中度等に染まる程

度であるが, Brunner氏 十二指腸 腺上皮細胞はそ

の頂部のみが著しく強い黒染を来し,し かも粘膜の

表層に近く存するもの程強 く,深 在の腺上皮は殆ん

ど反応を示さないのは興味あ る所見である(Plate

 Fig. 22).

末梢血及び骨髄:末 梢血塗抹標本及び骨髄スタン

プ標本に関しては,前 述の如 く, ① 冷アセ トン固

定, ② フオルマリン蒸気固定, ③ 未固定の3種 類

につき反応を試みたが,一 定度の染色を得るまでに

要する保温時間は矢張り未固定のものが最短で末梢

血は4時 間,骨 髄は2時 間で十分である.し かし未

固定では特に末梢血の場合,赤 血球の溶血が起り,

白血球は破壊はまぬがれるが核の状態不分明で細胞

種類の区別がつき難い等の欠点があり,骨 髄ではか

かる事はな く,反 応鋭敏で鮮明な像が得られるので

骨髄のみに用いるべき方法である.次 に冷アセ トン

固定及びフオルマリン蒸気固定では未固定の時の約

1.5倍 の保温時間を要するが,末 梢 血の場合にはど

うしても固定標本使用の外なく,こ の2者 の中では

固定が十分で血球の破壊等 も全 くなく鮮明な像の得

られるフオルマリン蒸気固定の方を選び度い.

フオルマ リン蒸気 固定の家兎末梢血塗抹標本を

ATPを 基質に6時 間反応させた場合,偽 好酸球の

殆んど全てのものが高度,中 等度或は軽度の反応を

示し,極 あて稀に全 く無反応のものを見る.反 応は

主 として胞体に限局したほぼ均等な黒染として表わ

れ,又,核 の周辺に ミトコン ドリアを思わせる類円

形乃至短桿状の陽性物質の凝集を示すものが多い,

核は殆んど見るべき反応は示さないが,胞 体の反応

の強いものでは極めて軽度な共染を来している,リ

ンパ球は大多数のものが反応陰性であるが,少 数の

ものは胞体に瀰漫性の極 めて弱 い染色を示してい

る.単 球は多くのものが胞体に軽度の反応を呈する

(Plate Fig. 23).同 様 の末梢血塗抹標本をGPを 基

質に6時 間反応させると,偽 好酸球に於てはATP

の時 と同様殆んど全てのものが胞体に色々の程度の

反応を示すが,一 般にATPの 時よりも強い黒染を呈

するものが多く核の染色もやや強く表われる.リ ン

パ球は全て反応陰性でATPの 時に見られたような

陽性反応を示すものは見られない.単 球は多数のも

のが胞体に極めて弱い染色を来すが, ATPの 時に

比し明かに軽度のようである.リ ンパ球,単 球共核

の反応は殆んど認められない.

未固定の家兎骨髄 スタンプ標本を室温で約20時間

乾燥させて後, ATPを 基質に2時 間反応させると,

成熟顆粒球の胞体は殆んどすべてのものが高度に黒

染し,核 も軽度に共染するものが多い.白 血球系幼

若細胞もその胞体に種々な程度の染色を来すが,一

般に幼若なもの程反応は軽微である.赤 血球系の幼

若細胞は白血球系のものに比し概して軽度であるが

矢張り或程度の反応を認め,核 の共染はむしろ白血

球系の細胞より強い傾向が認められる.淋 巴球及び

単球の胞体にも軽度の反応を示すものが多い(Plate

 Fig. 24).

同様の骨髄 スタンプ標本でGPを 基質に2時 間

保温 したものでも, ATPの 時 と大体同様の反応像

を見るが,白 血球系及び赤血球系の反応はATPの

時 より一層強く,そ れに反して淋巴球,単 球等は反

応も弱く,又 陽性に出る細胞の数も少いようである.

以上は末梢血及び骨髄について保温時間が最も適

当と思われる時の所見であるが,何 れの場合でも更

にこれ以上の長時間に亘つて保温すると,核 の黒染

が次第に強くなり,胞 体のそれはむしろ弱まつて20

時間以上も保温した場合遂には核の方が濃く染つた

ような像を呈するに至 る事は興味ある事実である

(Plate Fig. 25).

B.賦 活剤及び阻碍剤の作用

(1)L-cysteine又 はPCMBの 影 響.パ ラフィ

ン切片に於ては凍結切片に比し一般にL-cysteine
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又はPCMBに よる染色性への影響は著しく軽度で

ある.し かしそれでもなお心筋及び骨骼筋に於て筋

線維の反応はL-Cysteineに より軽度に賦活され一

定の染色度を得るまでの時間を幾分短縮する事が出

来る.又 これ等の筋線維の反応はPCMBに より可

成りの程度に阻碍され, 3時 間の保温後に明かな差

異を認める事が出来る(Plate Fig. 26, 27）.

腎 のパラフィン切片に於て細尿管上皮の刷子縁の

反応はL-cysteineに よ り却 て著 し く阻碍され,

 PCMBに よつでは殆 んど影響 を受けないのは面白

い所見である(Plate Fig. 28, 29).肝 ・脾 ・十二

指腸等のパラフィン切片に於ては殆んど何等の影響

も認める事が出来ず,又 全組織を通じ血管系の反応

は全く不変であつた.

次に凍結切片に於ては,心 筋及び骨骼筋線維の反

応はL-cysteineに より著明に賦活 され筋原線維に

一致した高度の黒染を来すが
, PCMBに よつては

反応が著しく減弱せられ殆んど染つて来ないようで

ある.腎 凍結切片に於てはATPを 基質とした場合

前述の如 く細尿管上皮の刷子縁は反応陰性であるた

め,パ ラフィン切片 で観察されたようなcysteine

によるこの部の反応阻碍は当然認められないが,一

般に瀰漫性で細尿管上皮細胞基底部にやや強 く表わ

れていた染色はPCMBに よ り明かに減弱され,影

響を受けない糸球体のみが黒く散在性に認められる

といつた像を呈する(Plate Fig. 30) .肝 凍結切片

ではL-cysteineに よる賦活作用は認められなかつ

たが, PCMBに より実質細胞 の反応が軽度に低下

するのが認められ,毛 細胆管の像が30分 の保温によ

つても表われなかつた.脾 の凍結切片では白色髄,

赤色髄 ともその細胞の染色度がPCMBに より幾分低

下する程度でcysteineの 影響は見られない.十 二

指腸凍結切片に於ても腸壁滑平筋の反応がPCMB

によりやや抑制されるのが認められる.以 上の各組

織共血管壁の反応はパラフィン切片の時と同様殆ん

ど影響を受けないのが注目される.末 梢血及び骨髄

標本についても, L-cysteine又 はPCMBに よる殆

んど何等の影響も認める事が出来なかつた.

(2)阻 碍作用の回復 ・PCMBに より阻碍された

酵素作用がL-cysteineに より回復するかどうかを

検した多くの標本の中で,私 は心筋及び骨骼筋の凍

結切片に於てのみ満足すべき結果を得た.パ ラフィ

ン切片に於ても前述の通り心筋及び骨骼筋に於ては

或程度のL-cysteinに よる賦活作用とPCMBに よ

る阻碍作用を認める事が出来たが,一 度阻碍された

酵素作用を再び強 くする事は出来なかつた.

心筋又は骨骼筋の凍結切片の同じものを2枚 作り,

 1枚 はPCMB添 加基質液中で15分 間保温するに止

め,他 の1枚 は その後更にcystein添 加基質液で

30分 間保温する.こ うして出来た2枚 の標本を比較

すると前者は筋線維の反応が殆んど失われ極めて軽

度に染つているに過ぎないが後者に於ては筋線維が

強い黒染を来し,全 然PCMBの 処理をせず始めか

ら普通の標準基質液で15分 間反応させたものと殆ん

ど変らない位にまで活性が回復しているのをみるの

である.両 種切片とも血管壁の反応は同じ強さで影

響を受けていないのを知る事が出来る(Plate Fig.

 31, 32).

IV.総 括並びに考按

既にEngelhardt34)は 各種動物器官についてATP

に対する酵素活性を測定し,そ の存在程度によりこ

れ等器官を分類しているが,私 は正常マウス及び家

兎の数種器官並びに血液について,こ の種酵素活性

をMyosin ATP-ase活 性及びMitochondrial ATP-

ase活 性 に大別し,夫 々Perrpの 方法31)及びKielly

の方法32)によつてその活性度を別々に測定して,各

臓器のATP-ase活 性度を確認すると共に組織化学

的証明法遂行への一指針としたのであるが,得 られ

た結果は大体に於て予期した如き満足すべきもので

あつた.末 梢血の活性度の低いのは主として単位体

積中の細胞成分の少数によるものであろう.

組織化学的証明法に於ては,ほ ぼ中性のpH附

近を至適とするMitochondrial ATP-aseの 証 明は

技術的に非常な困難を伴うので,よ りアルカ リ域で

働 くMyosin ATP-ase証 明 法に準じて実施した.

即 ちPadykula and Herman26)の 推 奨する方法に

Perryの 生化学的証明法の利点を採り入れた標準基

質液を調製して使用した.更 に切片はパラフィン切

片及び凍結切片の両者について夫々平行的に反応を

実施し,対 照としてAlkaline Phosphatasa反 応,

基質を加えない時の反応,及 び加熱処理切片での反

応等を試み,又 賦活剤,阻 碍剤を応用する事等によ

り各組織又は細胞について組織化学的反応の特異性

を追求したのである.

私の得た結果 から考えて, ATPを 基質として組

織化学的に染め出される反応は決して単一な特異的

ATP-ase活 性 のみに よるものでない事は確実であ

る,反 応前の切片の製作法により酵素活性分布の組

織像及び反応出現迄の時間を著しく異にし,又 賦活
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剤,阻 碍剤に対する鋭敏性も明かな差異を示す.更

に同一種類の切片に於ても組織内活性局在の場所に

より賦活剤,阻 碍剤に対する態度が全 く違い, ATP

を分解する酵素の複雑性が示唆されるのである.

Glick22)は パ ラフィン切片を用いて組織化学的に

Phosphomonoesteraseで 全 く反応の表われない場

所にもATPを 基質にした時には反応が表われる事

から,こ れをATP-ase活 性によるものと主張し,

 Wang23)及 びNaidoo and Prott24)等 も これ を認

めている.今 回の実験に於てもパラフィン切片のみ

ならず凍結切片を用いた場合でもATPを 基質とし

た時とGPを 基質とした時とでは著しい組織像の

差異が表われる事は詳細に前述した通りである.け

れどもGP-ase反 応 の表われない所に出現する反応

を直ちに単一な特異的ATP-ase活 性 と見做す訳に

はいかない.元 来ATP-aseはATPの 末端の1燐

酸のみを分解する酵素として分類されたものであり,

その作用のSH基 依存性も証明されている9) 10) 11). 

Barron35)はSH基 依 存性の酵素作用の確実な証明

はPCMBの 如 きMercaptide形 成 剤で一度不活性

化した作用をcysteineやBALの 如きSH化 合物

で再び活性化す る事であると主張している.P認y・

kolaandHeTm鋤 鋤 はこの原理を未置定凍結切片

に於て始めて組織化学的に応用し一定の成果を得た

が,私は これを各種の切片について試み,冷 フオノレマ

Jン 固定 凍結 切片に於ても心筋及び骨賂筋線維の

ATP分 解酵素の活性がBa2ro聡35)の い う条件を満

す事を見出した,更rz各 組織の色kの 場所でのATP

分解酵素活性の申にはPCMBに よ り阻碍されるが

cysteineに よつては全 く影響されないもの,PCMB

に無関係だがcysteineに より強 く阻碍されるもの,

cysteine及 びPCMBの どちらにも全然影響されな

いもの等のある事を証明した.従 つてATPに 働 く

酵素系は私の実施した条件下に於ては組織化学的に

大体4群 に大別する事が出来るのである.

第1群 はいう迄もなくSH酵 素たる特異的ATP-

aseで 凍結切片の心筋及び骨骼筋線維に於てのみ組

織化学的に証明されるものであり,筋 原線維に一致

して強い反応を示すが,特 にその異方性盤 と思われ

る部分に高度 の反応 を来すため,多 くの筋原線維

の集 りよりな る筋線維に於ては丁度横紋に一致し

た黒染として表われるのである.か かる所見は筋線

維の收縮に際し先ず主として縮み低 くなるのは異方

性盤であり收縮の強い時に始めて等方性盤 も幾分低

くなるという従来の観察結果とよく一致する興味深

い所 見 で あ る.か か る 所 見 はMaengwyn-Devies

等25)及 びPadykula and Herman26)も,横 紋 と関

係 し た明 らか な局 在 性 を 示 さぬ の は疑 問 で ある とし

な が ら も観察 し得 な か つ た所 見 で あ り,私 の場合 よ

く見 出 し得 た とい う のは,特 に反 応 基質 液 の条件を

PerryのMyosin ATP-aseの 生 化 学 的 証明法31)に

準 じて 調製 した結 果 か も しれ ない.パ ラ フ ィン切片

で も心 筋及 び 骨骼 筋 線 維 の 反 応 はcysteineに より

軽 度 に 賦 活 されPCMBに よ り可 成 り阻碍 され る

のを 認 め る事 が 出来 たが,回 復作 用 を 見 る 事 が 出

来 な か り た の は 矢張 りパ ラフ ィン切片 に残 つ てい

る特 異 的ATP-ase活 性 が 甚 だ低 い 事に 原 因す るの

で あろ う. Padykula and Herman26)は 腎 細尿管上

皮 細 胞 のMitochondriaに 於 て も特 異 的ATP-ase

反応 を証 明 し てい るが,私 の 場合,此 処 に 於てかか

るはつ き り した もの を掴 む 事 が 出来 なかつ た のは,

基質 液 そ の他 の条 件 の差 に よる もの で あ る と考 えざ

るを得 な い.

第2群 のPCMBに よ り阻碍されるがcysteineに

より全く影響されぬものは,凍 結切片に於ける腎細

尿管上皮細胞の基底部にやや強い傾向を示す瀰漫性

の染色並びに肝実質細胞及び毛細胆管,十 二指腸壁

滑平筋等の反応である.こ の酵素作用が如何なる酵

素系に属するものであるかは慎重を要するが,そ れ

にはPCMBの 作用態度を考えなくてはならない. 

PCMBがSH基 と結合してMercantideを 形成す

る事は間違いの ない事 実であるが,最 近Frieden

 and Naile36)はascorbic acid oxidaseのPCMBに

よる阻碍がSH化 合物 以外 のもので回後し得る事

を示し, PCMBがSH基 以外の ものと結合する可

能性も考えられ ている. PCMBを 単なるSH阻 碍

剤と考えればこの第2群 の酵素作用は第1群 と同じ

SH酵 素たる特異的ATP-ase活 性の一端 の表われ

と解されるのであるが, PCMBの 作 用 の考え方に

よつてはSH酵 素系以外の全く別 の酵 素作用とも

考えられるのである.し かし本反応の局在場所の1

つ として, Padykula and Herman26)がSH酵 素

としてのATP-aseを 証明した腎細尿管上皮細胞基

底部を含む事か ら考 えて,矢 張 り特異的ATP-ase

反応の一端の表われ と見做す方が妥当なのかも知れ

ない.或 はこの群の酵素は第1群 のものと形が異り

PCMBと の結合のみが甚だ強い ものであるとも考

えられる.

第3群 はcysteineに より強く阻碍されるがPCMB

には無関係のもので,パ ラフィン切片の腎細尿管上
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皮細 胞 の刷 子 縁 に於 て 明 ら かに 認 め られ る も ので あ

る.こ の場 所はGP-ase反 応 も 強 く 見 られ る所 で

あ り, PhosphomonoesteraseはpH 9.0附 近 に 於 て

ATPの す べて の燐 酸 を よ く分 解 し得 る事(Liebk

necht37))及 び この 酵素 作 用 はcysteineに よ り強 く

阻碍 され る とい う事 実(Gordon38))か ら考 え て,こ

れ はPhospomonoesteraseのATP分 解 に よる結 果

と断 定 して差 し支 え ない と考 え る.腎 凍結 切片 に て

ATPを 基質 に15分 間保 温 した 時,こ の 細 尿 管 上皮

刷子 縁 の反 応 は 全然 表 われ ない.従 つ て この方 法 に

よれ ばPhosphomonoesterase反 応 を 除外 す る事が

出来 るよ うに思 われ る.

第4群 はSH賦 活 剤 及 び 阻 碍 剤 に 対 し て全 然 影

響 を 受け な い酵 素 群 で あ るが,凍 結 切片,パ ラ フ ィ

ン切 片共,動 脈 中膜 滑 平 筋及 び 内 膜 の反 応 を始 め,

第1群 か ら第3群 まで に述 べ た 以外 の場 所 の反 応 は

全 て この 中に 加 え ら るべ き もの であ る.又 私 の 結 果

で は血 球 の反 応 も こ の 群 に 入 れ ざ るを得 ない.高

松19), Glick20) 21)等 が パ ラ フ ィ ン切 片 を 用 いATP

を基 質 としてPhosphomonoesteraseの 反 応 の 表わ

れ ない場 所 に 証 明 し た酵 素活 性 は 恒 ら くこの種 の も

ので あつ た と考 え られ る.こ の 種 の作 用 が 如 何 な る

酵 素活 性 の 表 われ であ るかは わ か ら な い. Novikoff

等18)はATPの 分 解 に 関 係 す る 酵 素 群 と し て

真 のATP-ase及 びPhosphomonoesteraseの 外 に

AdenylpyrophosphataseとApyraseを 挙 げ て いる.

この中 前2者 に よ る作 用 は 前述 の如 く確 実に 証 明 さ

れ てい る ので,後2者 を 此 処 に い う第4群 の 中 に 入

れ て 考 え た い所 で あ るが,こ れ を 確 実 に証 明 す る知

見は 得 ら れ て い な い. Maengwyn-Davies等25)は
に

その 組織 化 学 的知 見 か ら横 紋 筋 以 外 の場 所 に於 け る

ATPの 分 解 に2つ の 酵 素 的 段 階 を想 定 し,先 ず

Adenylpyrophosphataseに よ りATPがA-5-Pに

まで 分解 され,第2段 階 と して5-Nucleotidaseに

よ るA-5-Pの 分 解 を 挙 げ て い るが, 5-Nucleotidase

活性 はcysteineに よ り強 く阻碍 され る もの で あ るか

ら,こ の反 応 は第4群 の 中 に加 え る訳 に は いか な い.

 Apyraseに つ い て は 最 近Kielley and Kielley39)

に よ りそ の 存在 が 疑 問 視 され て い る.何 れ に して も

この第4群 に 入 る酵 素作 用 の本 態は 多 くの 疑問 につ

つ まれ,今 後 の詳 細 な研 究 に またね ば な らな い.

以上ATPを 分 解 す る酵 素 を主 と して組 織 化 学 的

特 異 性 の面 か ら分離 して 述 べ た が,パ ラ フ ィン切片

に於 て証 明 され る の は殆 ん どすべ て 第3及 び第4群

の もの であ つ て,特 異 的ATP-ase活 性 は 心 筋 及 び

骨骼筋線維に軽度に残存しているのみという事にな

る.そ の上パラフィン切片では全般的な酵素活性の

低下があるためか陽性反応を得るためには長時間の

保温を必要とし,そ れに伴つて当然反応生成物たる

燐酸カルシウムの拡散という問題も大きな意味をも

つ事となり,凍 結切片との組織像の差を助長する結

果となる.実 際パラフィン切片に見られる細胞核や

細胞膜等の強染は恐らく燐酸カルシウムの拡散に起

因するものであろう.メ タクリール樹脂包埋切片で

は,腎 細尿 管上 皮刷子縁のPhosphcmonoesterase

活性 と思われるもの以外のすべての反応が不活性化

される.基 質の違いにより組織内の酵素活性の分布

が異なるのは当然のことで今更述べる迄もないが,

特に目立つ点だけを一括すれ 一般に動脈壁滑平筋

はATPを 基質とした時強い反応を表わすのに比し,

毛細血管はGP-ase反 応 の方が強く染色される.

但し腎の糸球体に於てはATPの 時がむしろ強いよ

うである.横 紋筋線維はATP-ase活 性 が高度であ

るがGP-aseは 殆 んど陰性である.脾 に於てはGP-

ase反 応は白色髄に特に 強く出現するが, ATPの

時は赤色髄,白 色髄がほぼ一様に染る.し かし細胞

が幼若と考えられる淋巴濾胞の胚中心のみ反応の弱

いのは,骨 髄幼若細胞の反応軽微なことと一致する

所見である.十 二指腸に於けるATP分 解 酵素と

GP-aseの 分布像の違いも注目に値する.以 上の如

き各種臓器に於ける著明な相違は夫々その動的な機

能と結びつけて考える時,非 常に興味深いのである

が此処では省略する事とする.白 血球のAlkalinep

hosphataseの 細胞内分布は広 く論議された所で,

大部分の人々は核にあると考えており, Wachstien40),

 Kaplow41)等 は主として原形質に存するとしている.

最近Boivin et Robineaux42)は ラッテの腹膜滲出

液から分離した白血球の塗抹標本について各種の固

定法及び保温時間を用いてAlkalnephosphatase反

応 を詳細に検索した結果,最 初原形質に顕われた黒

染が保温時間の長くなるにつれて次第に核に移 り,

原形質は却つて薄くなつて行くのを見出し,核 の染

着は保温中の燐酸カルシウムの拡散によるものであ

り,酵 素活性は元来原形質のみにあると結論した.

私は今回の実験で,白 血球のATPを 基質とした酵

素反応に於てもこれと全く同様の事実を観察し得た

ので,白 血球に於てはATP分 解酵素の少なくとも

大部分は原形質に存すると結論するものである.
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V.結 論

兎及び犬の骨骼 筋を用い,　Lohmann氏 法30)に

よりATPを 抽 出精製し濾紙泳動的に純粋なものを

得た.こ のNa塩 を基質に用いて正常マウスの肝 ・

脾 ・心 ・腎 ・十二指腸 ・骨骼筋及び家兎末梢血 ・骨

髄のATP-ase活 性を検索した.

1)生 化学的方法によれば,一 般臓器は100mg

重量当りの遊離無機 燐量で表わして10γ 前後の

Myosin ATP-ase活 性 を示すが骨髄は6γ,末 梢

血は1γ 程度 の甚 だ低い値 であつた.各 臓器共

Mitochondrial ATP-aseの 活 性はMyosin ATP-

ase活 性に比し0.2～3.4γ 程度低い値を示し,両

者の差は末梢血に於て最小で心に於て最大である.

2)組 織化学的方法では冷中性フオルマリン固定

凍結切片が実用的に最も簡便でかつ良好な結果を来

す.

3)組 織化学的にpH 9.1に 於けるATP分 解酵

素はその賦活剤,阻 碍剤に対する態度より4群 に分

類し得る.

第1群 はSH酵 素 としての特異的ATP-aseで

心 ・筋及び骨骼筋の凍結切片に於てのみ証朗され,

筋原線維に一致した反応が特にその異方性盤の部に

強 く表われる.

第2群 はPCMBは こより阻碍 されるがCysteine

により影響されないもので凍結切片に於ける腎細尿

管上皮細胞基底部,肝 実質細胞及び毛細胆管,十 二

指腸壁滑平筋等に見られる.

第3群 はCysteineに よ り強 く阻碍されるが

PCMBに は無関係でPhosphomonoesteraseのATP

分解活性 と考えられるもので,パ ラフィン切片の腎

細尿管上皮細胞刷子縁に強 く表われる.

第4群 はCysteine, PCMB共 に影響を受けない

性質のもので,凍 結切片,パ ラフィン切片共,動 脈

中膜滑平筋及び内膜を始め,諸 臓器の色々の場所に

出現する反応である.血 球の反応もこの群に入れる

べきものである.本 酵素系作用の本態については更

に研究を要する.

4)パ ラフィン切片で見られる反応は主として上

記第3, 4群 に入る酵素作用であり,長 時間保温に

よる燐酸カルシウムの拡散と相挨つて凍結切片の染

色像との著明な差異を顕すものと考えられる.

5)メ タクリール樹脂胞埋切片では腎細尿管上皮

細胞刷子縁の反応以外のすべての活性が失われる.

6)白 血球のATP分 解酵素活性は主として原形

質に存し,成 熟した細胞ほど,高 度に出現する.

稿を終るに当り,終 始御懇篤なる御指導と御校閲

を賜つた恩師妹尾教授に深謝する.実 験に際しては

岡山大学第1生 理学教室村上助手に多大の御援助を

受けた事を感謝する.尚 本研究は文部省科学研究費

の援助を受けた.記 して謝意を表す.

(本研究の要旨は日本病理学会第45回 総会に於て

報告した)
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写 真 説 明

Fig. 1.　 肝,冷 ア セ トン固 定パ ラ フ ィ ン切 片, ATP, 3時 間,

肝細 胞 は 中 等度 に 黒 染 も特 に 核 及 び細 胞 膜 に強 い 反 応が 表 れ る.か ゝる反 応 は 肝 小 葉 周辺 部 及 び中 心 部血

管 周囲 に強 くそ の中 間帯 に 稍 々弱 い傾 向 が あ る,動 脈 壁 の染 色 は見 られ る が 毛 細 血管,毛 細 胆管 等の 反 応は

全 く見 られ な い.

Fig. 2.　 肝,同 上 切 片, Gp, 3時 間,

肝細 胞 の 染色 は 前 者に 比 し弱 く,動 脈 壁 の反 応 も見 られ な いが,毛 細 血 管 は 多数 の ものが 著 し く強 い黒 染

を来 す.

Fig. 3.　 肝,冷 中性 フオ ル マ リン固 定凍 結 切 片, ATP, 30分,

肝細 胞 の 反応 は パ ラフ ィン切 片 の時 と 異 り,胞 体に 強 く核 及 び細 胞 膜 に は 軽 微で あ る.動 脈 壁 の 黒 梁 と共

に実 質内 毛細 胆 管 と思 わ れ る像 が 明 瞭に 認 め ら れ る.

Fig. 4.　 肝,同 上 切 片, Gp, 30分,

肝細 胞 の 反応 極 め て軽 微 で,血 管 系 及 び胆 管 系の 染 色 も殆 ど表 れ な い.

Fig. 5.　 脾,冷 アセ トン固 定 パ ラフ ィ ン切 片, ATP, 3時 間,

脾 髓 の細 胞は 赤 色 髓,白 色 髓 の 別 な く略 々一 様 の 中等 度 の 染 色 を来 し,特 に 核 が 強 く黒 染す る.濾 泡 中心

動脈 や莢 動脈 壁 も強 い 反 応 を 示 す.

Fig. 6.　 脾,同 上 切 片, Gp, 3時 間,

淋巴濾 胞を 構 成 す る細 胞 は特 に その 核 に強 い 反 応 が表 れ,赤 色髓 の反 応 は 極 め て軽 微 で あ る.濾 胞 中 心動

脈 壁は 黒 染 され るが 莢 動 脈 壁 の染 色 は 著 し く弱 い.

Fig. 7.　 脾,冷 中性 フ オル マ リン固 定 凍結 切 片, ATP , 15分,

脾髓 の細 胞 は 略 々一 様 な 反応 を 示 すが,パ ラ フィ ン切 片に 比 し核 反 応 が 弱 く胞 体 の 反応 は 遙 か に強 い .濾

胞 の胚 中心 の みは 他 の部 分 に比 し稍 々染 色 が 弱 い.

Fig. 8.　 脾,同 上切 片, Gp, 15分 ,

パ ラフ ィン切 片 の如 く濾胞 及 び 中心 動脈 のみ強 く反応 す る.
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Fig. 9.　 心,冷 ア セ ン ト固 定 パ ラフ ィン切 片, ATP , 3時 間,

心 筋 線 維 は 中 等度 に 染 色 され 核 は 強 く黒 染 す る,筋 線 維 の 所 々を 横 断 す る 介在 盤 が よ く染 め 出 され ている
.

心 筋 間 質 の冠 状 動 脈 壁 も強 い 反応 を示 す.

Fig. 10.　 心,同 上 切 片, Gp, 3時 間,

心 筋 線 維 の 反応 は極 め て 軽 微 で,核 の 染 色 も弱 い .間 質 の毛 細 血管 壁は 多数 の ものが 高 度 に黒 染 す る.

Fig. 11.　 心,冷 中 性 フオル マ リ ン固 定 凍 結 切 片, ATP, 15分,

心 筋 線 維 は筋 原 線 維 に一 致 した 強 い 黒染 を 示 す が核 及 び介 在 盤は 染 つ て来 な い.冠 状 動 脈 壁 は強 く黒 染す

る.

Fig. 12.　 心,同 上 切 片, Gp , 15分,

筋線 維 は もと よ り,間 質 の動 脈 壁,毛 細 管壁 共 殆 ど染 色 され ない .

Fig. 13.　 骨骼 筋,冷 アセ トン固 定 パ ラフ ィ ン切 片, ATP, 3時 間,

筋線 維 及 び動 脈 壁 に強 い 反 応が 見 られ る.

Fig. 14.　 骨 骼 筋,同 上 切片, Gp, 3時 間,

筋 線 維 及 び 動脈 壁の 染 色 はATPの 時に 比 し遙 かに 軽 微 で あ る.

Fig. 15.　 腎,冷 ア セ トン固 定 パ ラ フ ィン切 片, ATP, 3時 間,

皮 質細 尿 管 上 皮主 部 刷 子 縁,介 在 部 及 びHenle氏 係 蹄 上 皮細 胞 頂 部が 強 い 反 応 を 示 し,上 皮細胞 核 及び糸

球 体 も高 度 乃 至 中等 度 に 黒 染 され る.髓 質 の集合 管 及 び 乳 頭管 上 皮 は 核 及び 細 胞 質 が瀰 漫 性 に極 め て軽度に

染 るに 過 ぎ な い.腎 動 脈 壁 も内 膜 及 び 中膜 に 著 明 な反 応 が 表れ る.

Fig. 16.　 腎,冷 中性 フ オル マ リン固 定 凍結 切 片, ATP, 15分,

反 応 は糸 球体 に 最 も強 く表 れ る.細 尿 管 の染 色は瀰 漫 性 の感 が 強 く皮 質,髓 質 の 別 な く共 に 中等度 に染つ

て い る.皮 質に 於 て は細 尿 管 上皮 の頂 部 は 反応 陰 性 で基 底 部 に 稍 々強 い傾 向 を 示 す.

Fig. 17, 18.　腎,同 上切 片, Gp, 15分,

ATPの 時 と異 り皮 質,髓 質 の差 が鮮 明 で 髓 質 の 集 合 管 は 反 応 殆 ど陰 性 で あ る.皮 質 で は糸 球 体 は極めて

軽度 の 反応 を 示 すに 過 ぎな いが,細 尿管 主 部 上 皮 刷子 縁 及 び 介在 部 上 皮 の 基底 部 で は 強 い 黒染 が 見 られ る.

Fig. 19.　 十 二 指 腸,冷 アセ トン固 定 パ ラ フ ィ ン切 片, ATP, 3時 間,

十 二 指腸 壁 滑平 筋 層 及 び粘 膜 絨 毛上 皮 細 胞 基 底部 や絨 毛 中心 部 の 乳糜 管,血 管 等 が強 く黒 染 され,粘 膜上

皮細 胞 核 の 染 色 も著明 で あ る.

Fig. 20.　 十 二 指 腸,同 上 切 片, Gp, 3時 間,

滑 平 筋 層は 反 応 殆 ど陰 性 で,粘 膜 上 皮 細 胞 に於 て も頂 部 の線 条縁 に 強 い 黒 染が 表 わ れ る.

Fig. 21.　 十 二 指 腸,冷 中性 フ オル マ リン固 定凍 結 切 片, ATP, 15分,

滑 平 筋 層や 粘 膜 上 皮細 胞 基 底部 が強 く染 り, Brunner氏 十二 指 腸 腺 上 皮細 胞 の基 底 部 が 黒染 す る.

Fig. 22.　 十二指腸,同 上切片, Gp, 15分,

滑平筋層は全 く染らず粘膜上皮細胞は基底部が中等度に染る程度であるが, Brunner氏 十二指腸腺上皮細

胞はその頂部のみが著しく強い黒染を来し,し かも粘膜の表層に近 く存するもの程強 く深在の腺上皮は殆ど

反応を示さない.

Fig. 23.　 家兎末梢血,フ オルマリン蒸気固定塗抹標本, ATP, 6時 間,

偽好酸球の殆ど全てのものが高度,中 等度或は軽度の反応を示し,反 応は主として胞体に限局もた略々均

等な黒染として表われ,又 核の周囲に ミトコンドリアを思わせる類円形乃至短桿状の陽性物質の凝集を示す

ものが多い.リ ンパ球は大多数反応陰性で少数のものが胞体に極めて軽微な染色を示し,単 球は多くのもの

が胞体に軽度の反応を示す.

Fig. 24.　 家兎骨髓,未 固定スタンプ標本, ATP, 2時 間,

成熟顆粒球の胞体は殆どすべてのものが高度に黒染し核も軽度に共 染するものが多い.白 血球系幼若細

胞もその胞体に種々な程度の染色を来すが,一 般に幼若なもの程 反応 は軽微である.赤 血球系の幼若細胞は

白血球系のものに比し概して軽度であるが矢張或程度の反応を認め,核 の共染はむしろ白血球系細胞より強

い.淋 巴球及び単球の胞体にも軽度の反応を示すものが多い.
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Fig. 25.　 家 兎 骨髓,同 上 標 本, ATP, 20時 間,

胞 体 の反 応 よ りも核 の染 色 の 方 が強 い様 な像 を 呈 す る.

Fig. 26.　 骨 骼 筋,冷 ア セ トン固 定 バ ラ フ ィン切 片, ATP, 3時 間,

横 紋 に一 致 した強 い 反 応 が見 られ る.

Fig. 27.　 骨 骼 筋,同 上 切 片, ATP+PCMB, 3時 間,

前 者 に比 し反応 の 明 らか な低 下 が 認 め られ る.

Fig. 28.　 腎,凍 結 乾 燥 バ ラ フ ィン切 片, ATP+Cysteine, 3時 間,

細 尿管 上 皮細 胞 頂部,刷 子 縁 の 反応 は 著 し く阻碍 され て い る.

Fig. 29.　 腎,同 上切 片, ATP+PCMB, 3時 間,

細 尿管 上 皮細 胞 頂 部 刷 子縁 の反 応 は 殆 ど影 響 され な い.

Fig. 30.　 腎,冷 中性 フ オマ リン固 定 凍 結切 片, ATP+PCMB, 15分,

細 尿管 上 皮細 胞 基 底部 の反 応 は 明 か に阻 碍 され るが,糸 球体 の 反 応 は影 響 され てい な い.

Fig. 31.　 骨 骼筋,冷 中 性 フオル マ リン固 定 凍 結 切 片, ATP+PCMB, 15分,

筋線 維 の 反応 は 殆 ど失 わ れ るが血 管 壁 の 反 応 は不 変 であ る.

Fig. 32.　 骨骼 筋,同 上 切 片, ATP+PCMB, 15分 後,

ATP+Cysteine 30分,

筋線 維 の反 応 が 著明 に回 復 して い る.血 管 壁 は前 者 同様 強 く染 つ て い る.

Biochemical and Histochemical Studies on ATP-ase Activities 

of Blood and Tissue Cells

Part 1.

Observations on Normal Mice and Rabbits

By

Kyohichiro OHTANI, M. D.

Department of Pathology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Satimaru Seno)

Adenosin-triphosphate (ATP) was obtained from the skeletal muscle of rabbits and dogs 

with Lohmann's method as Ba-salt. Before use this was changed to Na-salt which was 

proved to be pure chromatographically. Using this Na-salt as substrate observation on ATP 

ase activity were carried out in tissues of the liver, spleen, heart, kedney, duodenum and 

skeletal muscles as well as in blood and bone marrow of rabbits. Chemical analysis proved 

that various organs and tissues gave myosin ATP-ase activity showing the values specific to 

each organ, i.e. about 10ƒÁPi per 100mg. of wet tissues of heart muscle, liver
, spleen, 

kidney and duodenum, 6ƒÁPi per 100mg. in bone marrow, quite a low value of about 1ƒÁPi 

per 100mg. in circulating blood. In every organ the activity of mitochondrial ATP-ase 

was as low as 0.9-10.3ƒÁ Pi per 100mg., quite lower than that of myosin ATP-ase; and 

as for the differences between the values of myosin and mitochondrial ATP-ases in each 

organ, it was found that the difference was smallest in peripheral blood and greatest in 

the heart tissue.
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As for the practical application in the histochemical study, frozen slices of formalin 
fixation are thought to be the simplest and best. According to their reactions against acti
vating agents (cysteine) and inhibitory agents (PCMB), ATP-ase acn be divided into four 
types. The first type is of the typical ATP-ase which is demonstrable only in the frozenslices 
of cardiac and skeletal muscles, and detected especially in the region of anisotropic disk. 
This reaction is inhibited by PCMB and reactivated by cysteine. The second type is of those 
found in frozen slices of basillar part of epithelial cells of renal urinary tubules, liver 

parenchymal cells and biliary tubules and mooth muscle of duodenel wall. This reaction is 
inhibited by PCMB but not reactivated by cysteine. The third type is of those appear at 
the brush border of epithelial cells of renal urinary tubules of paraffin sections. This reaction 
is markedly inhibited by cysteine but stands unaffected by PCMB. The fourth type is of 
those detectable in various portions of tissues such as the smooth muscle of arterial media 
and intima as well as various viscera. The reaction remins unaffected either by cysteine or 
PCMB in both the frozen and the paraffin sections. The reaction of blood cells is the one 
that rightly belongs to this type. Reactions observable in paraffin sections are the enzyme 
actions mainly belonging to the third and the fourth types; and it is believed the reaction 
due to phosphomoesterase (IIIrd tpye) and the unknown enzymes other than true ATP-ase 

(IVth type). In the case of the slices embedded in methacryleric resin all activities excepting 
that of the brush border of epithelial cells of renal urinary tubules are lost. The ATP-ase 
activity of leukocytes is found chiefly in the cytoplasm and it is detected in matured cells 
to a marked degree.
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