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第1章　 緒 言

Aldolaseは, 1934年Meyerhof, Lohmann1),に

よ つ て発 見 せ られ た生 体 内糖 分解 過 程 に存 す る酵 素

で あつ て, Embden-Meyerhof系 に お け る 中 間 代謝

物質 で あ るfructosc-1, 6-diphosphate(FDP)を

glyceraldehyd-3-phosphateとdihydroxyaceton

 phosphateと に分 解 す る反 応 を 触媒 す る もの とせ ら

れ てい る(第1図).

第1図

Aldolaseは 広 く生物 体 内 に 含 まれ て い る こ とが

明 ら か に さ され て い る.す な わ ちMeyerhof,

 Lohmann2), Warburg, Christian3), Sibtey, Le

hninger4), Dounce, Tanfiauser, Beyer5), Meyer

hof, Wilson6)な どは そ れ ぞれ 異 なつ た 方 法 を 用 い

て動 物 体 内 のAldolase活 性 を 種 々の生 体 臓 器 あ る

い は組 織 につ い て 測定 して い るが,い ずれ の 研究 者

に よつ て も骨 格 筋 中 に最 も多 く含 まれ,つ い で肝,

脳,心 等 に多 く含 ま れ て い る こ と が 明 らか に され

た.

一 方近 年 の 酵 素化 学 の発 展 に伴 な いAldolaseと

疾 患 と の関 係 を追 及 した 報告 が か な り多 くな され て

い る.す な わ ち, 1943年Warburg, Christian3)が

担腫 瘍 動物 で は血 清Aldolase(以 下ALDと 記 載)

活性 が著 しい 高値 を 示 し,腫 瘍 の増 大 に比 例 して 増

加 す る こ とを報 告 して 以来 にわ か に注 目を あび るよ

うに なつ て きた5) 7) 8) 9) 10).

筋 疾 患 で は本 酵 素 は極 め て特 異 的 な 態度 を 示 しと

くに進 行 性筋 萎 縮症,筋 萎 縮性 側 索 硬 化症 にお いて

は著 明 に上 昇 す るが,上 位neuronの 障 害 に よ る筋

萎 縮 で は増 加 しない と されて い る11) 12) 13).ま た心 筋
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梗塞では発病初期に著明に上昇することが報告され

ている.し かし冠不全では増量は認められず,梗 塞

時の活性の上昇は梗塞の程度に関連 しており,こ れ

ら疾患の予後の判定にあたり極めて重要であるとい

われている14) 15) 16).肝 疾患においては急性肝炎の初

期に著しく増量するが,肝 硬変,閉 塞性黄疸では殆

んど変化を示 さない17) 18) 8).そ の他四肢の壊死,急

性動脈閉塞等でも著しい上昇が認められている19).

進行性筋萎縮症,急 性肝炎,心 筋梗塞等についてみ

るに,こ の酵素が主要な解糖系酵素の1つ であり,

これらの臓器に本来多量に分布することを考え合わ

せると興味深い問題である.

他方,脳 に関係したALDの 研 究 は意外 に少な

く20), Sibley, Lefininger4)が ラッテの脳ALD活

性を側定 し, Robins24)が 猿 の大 脳皮質 について

motor areaよ りvisual area にALD活 性の高い

ことを報告 しており,さ らにSibley, Fleisher22)が

中枢神経疾患では血清ALDの 上昇は認められない

とのべているにすぎず,痙 攣とALDと の関係を追

及した研究は全 く見当たらない.

さて,て んかん痙攣の病因については今日まで多

くの研究がなされており,種 々の説が発表されてい

る23) 24) 25) 26) 27) 28).陣 内は29) 30)は この解 明に当り,

てんかん素質,あ るいは痙攣準備状態なるものを重

視し, allergyに その根拠を求めんとして研究を続け

てきた.す なわち実験的に動物に稀薄抗元をくりか

えし注射することにより脳になんら変化の認められ

ない程度の,ご く弱い脳局所anaphylaxy(以 下脳

局アと略記す)を 起させることにより,神 経細胞の

過敏状態,す なわち痙攣準備状態を与えることに成

功し,こ れらの動物脳が痙攣準備状態を附与された

ものであると主張してきた.わ れわれの教室では実

験的てんかん症として脳局ア家兎を用い,種 々の生

化学的研究を進めているが今日までの知見として,

 glucose代 謝の低下が著 しい ことのほか, hexoki

nase34), Warbura-Dickens酸 化系35), TCA cycle36)

のintermediateの 酸化などの糖質 代謝の低下が明

らかにされている.さ らにアセチルヒュリン代謝,

ア ミノ酸代謝などの面からも広 く検索が進められて

いる45) 46).以 上 の知見に鑑み,正 常家兎と対比しつ

つ脳局ア家兎脳のALD,と くにALD活 性 とアミ

ノ酸との関係に重点をおいて検討を試みることとし

た.

第2章　 実 験 方 法

1.実 験動 物

実 験 動 物 には体 重 約3kg前 後 の成 熟 家兎 を用 い

た.

2. ALD活 性 の 測 定法

FDPに よ り生 ず るTriose PhosphateをHydrazine

と反 応 させ てHydrazoneを 生 成 せ し め た の ち,ア

ル カ リ処 理 を 行 な い,こ れ にDinitrophenylhydra

zineを 作 用 さ せ て 発 色 し,比 色 定 量 を行 な う. 

Sibley, Lehninger法 のBruna法37)に もとず き,

 Beckmann光 電比 色 計 を 用 いて 測 定 した.そ の方 法

を略 記 す れ ば次 の 如 くで あ る.

試 薬:

i)Fructose-1-6-diphosphate 0.06M, pH 7.4

ii)Hydrazine sulfate 0.56M, pH 7.4

iii)Iodacetate 0.002M, pH 7.4

iv)Collidin buffer (2, 4, 6-Trimethylpyridin)

 0.1M, pH 7.7

v)2, 4-Dinitrophenylhydrazlne

vi)10%Trichloracetic acid

vii)Sodium hydroxide 0.75M

測定 方法: 酵 素液1mlに1ml Collidin buffer,

 0.25ml Hydrazine, 0.25 ml Iodacetate, 0.25ml 

FDP溶 液を 加 え37℃ に60分 間incubateす る.次

にTrichloracetic aoid 3mlを 加 え10分 間 放 置後 遠

沈 濾 過 す る.こ の 上 清1mlに0.75NのNaOH

 1mlを 加 え 室 温 に15分 間 放 置す る.つ いで1ml

の2, 4-Dinitro-phenylhydrazineを 加 え10分 間38℃

の 水浴 中 に お き0.75NのNaOHを 加 え 総 量 を

10mlと す る. 10分 後 盲 検 の 透過 度 を100%と し光

電比 色 計Filter 540mμ で測 定 す る.

3.酵 素 液 の 作 成法

家 兎 を正 中断頭 し,た だ ち に大 脳 半 球 を と りだ し,

氷 冷 後 軟膜 を は が し,皮 質 を 白 質 よ り分 離 し,そ

の200～500mgを10mlの1%KCI中 で3分 間

homogenizeし,ガ ー ゼで 濾 過 し た 後 測定 に供 した,

測定 に さい して は稀 釈 倍率 を2種 作 り,そ れ らの平

均 値 を とつ た.組 織 のALDは 湿 性 重 量g当 りの

値 で表 わ した.以 上 の 操 作 はす べ て 一 貫 して 可及 的

速 や か に行 な つ た.

4.標 準実 験 系 に 添 加 す るア ミノ酸

i)0.2M L-Glutamic acid(和 光 純薬 製)

ii)0.2M L-Glutamine (〃)

iii)0.2ML-Aspartic acid (〃)
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iv)0.2M L-Asparagine (〃)
.

v)0.2M γ-Aminobutyric acid(第 一化学製)

5.脳 局ア家兎の作成法

潜在性脳局ア家兎の作成法には,体 重2.5kg以

上の白色成熟家兎を用い,新 鮮牛脳灰白質加牛血清

を抗原とする笠井の方法38)に よつた.す なわち新

鮮な牛脳の灰白色をとり,こ れを乳鉢で泥状とし,

 5～6倍 量の局方アルコールを加えて時々振盪,攪

拌し, 1週 間室温に放置した後,遠 心分離して上清

をコルベンにとり,減 圧のもとでアルコールを蒸発

すると黄褐色の粘調な残渣となる.こ れをエーテル

で溶かし,し ばらく放置して上清をとり,こ れに多

量のアセ トンを加えると白色沈澱物をうる.つ いで

白色沈澱物のアセトンを除き乾燥し,ふ たたびエー

テル,ア セ トンを加 え以 上の操作を くり返 す.

この白色 沈澱物は燐脂質 を含 む.他 方新鮮な牛

血液を数時間室温に放 置 した後遠沈 して血清 を

分離し, 54℃30分 間 重盪煎で非動 化する.こ の

非動化血清2mlに さきの白色沈澱物,す なわち牛

脳灰白質燐脂質10mgの 割 合で混合 し,新 鮮牛脳

灰白質加牛血清のエムルジォンを作つた.感 作の方

法は家兎の耳静脈内にpro kg 2mlの 上記 のエム

ルジオンを2回, 2日 連続注射し, 12日 後にそれぞ

れArthus反 応 を行ない,反応陽性のものにpro kg

 1ml宛 のエムルジオンを2週 間間隔で5回 注入し

た.

第3章　 実 験 成 績

正常家兎大脳皮質ALD,お よびそれに及ぼす脳

の遊離アミノ酸 である. glutamic acid, glutamine,

 aspartic acid, asparagine, GABAの 影響 をしらべ,

次の如き成績をえた.す なわち,標 準実験系におい

て は第1表,第2図 の如 く, ALD活 性 値 はかな

りの動揺を示し,最 高8, 710,最 低3,820で 平均

6,900U/gで あ つた.つ いで これにglutamic acid

を附加した場合は標準系に比して平均7%の 活性の

増加を認めた.つ ぎにglutamineを 附加 してみたが

標準実験系 と殆 んど有意の差を認めなかつた.

 aepartic acid, asparagineの 添 加で も又殆んど標準

系と有意の差を認 めない. GABAを 加えた場合わ

やや促進 の傾向を認 めた.す なわちglutamic acid

が最 も促進的 に働き,つ いでGABAが や や促進す

るよ うであ るが, glutamiae, asparagine, aspartic

 acidは 影響を与 えないよ うである.ま たいづれの

第1表.正 常家兎大脳皮質ALD活 性に及ぼす

ア ミノ酸の影響(U/g)

第2図　 正常家 兎大脳皮質ALDに 及ぼす

ア ミノ酸の影響

添 加 ア ミノ酸 で も抑 制 的 に 作 用す る こと はな か つ

た.

次 に潜 在 性脳 局 ア家 兎 の大 脳 皮質ALD活 性 を 測

定 す る に,第2表,第3図 の 如 く,最 高8,010,最

低値3,810,と か な り動 揺 し,平 均6,200U/gで あ

つ た,こ れ は前 述 の正 常 家 兎 の例 に比 し平 均 値 に お

い て11%の 活 性 値 の低 下 を示 して い る.以 下 標 準実

験 系 に各 種 ア ミノ酸 を添 加 して その 影響 をみ るに,

 glutamic acid, glutamineで は ほ と ん どそ の影 響 は

み られ な い.ま たaspartic acidで も 影 響 が み られ

ない が, asparagineで はそ の添 加 に よ り17%と か な

りの促 進 がみ られ る.ま たGABAは 僅 か で は あ る
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第2表.脳 局ア家兎大脳皮質ALD活 性に及ぼ

すア ミノ酸の影響(U/g)

第3図　 脳局ア家兎大脳皮質ALDに 及ぼす

ア ミノ酸の影響

が促進的傾向が伺われる.

以上の如く,脳 局ア家兎の場合では正常家兎にお

いて最も促進せしめたglutamic acid添 加 の場合に

ほとんど影響を認めず,ま た正常家兎では全 く変化

を認めなかつたasparagine添 加の場 合に最も著明

な促進が認められるという結果を得た.

第4章　 考 按

脳ALD活 性を示すのには湿性 重量g当 りの値

を用いたが,正 常の場合にも相当の範囲の動揺を示

した.こ れは呈色の僅かな条件でも左右されること

が多いからであろう. ALD活 性 に対してはpHが

大いに関係する.こ れは酵素一般についてもいえる

ことであるが,酵母のALDわ 焦性燐酸塩やcysteine

によつて阻害され,ま た青酸塩によつても阻害され

ることが知られている39). cysteineに よ る阻害は重

金属イオンによつて除去され,さ らに活性化される

という40).一 方筋ALDは 焦 性燐酸塩, cysteine, 

glutathioneに よつては阻害 されず41), Warburg等

が筋肉からえた結晶状ALDは 重金属イオンがなく

ても活性であるとされている.ま た酵母と筋とでは

ALDに 相違があると考え られており,私 はALD

に及ぼす他の因子を求めて検索を進めた訳であるが,

脳のALDに 関する私の実験ではglutamic acidが

ALD活 性を促進すること,ま た軽度ながらGABA

も促進作用を有することを明らかにした.

山本42)は 脳 に遊離して存在 す る種々のアミノ酸

の脳の解糖 に及ぼす影響 をしらべ, glutamic acid

な どが解糖 を促進 させ ることをみており,山 田34)

はhexokinaseに 対 してもglutamic acidな どが促

進的に働くとのべている.こ れらのことを考え合わ

せ ると, glutamic acidは 解糖系一般 に促進的に作

用するように考えられる.一 方GABAは 脳内では

transaminationに より容易にglutamic acidに 変化

し得るので, GABAがglutamic acidに 変 化 して

効果を示すのではないかと考えられる.こ れらの事

実の解明に対しては,さ らに今後の検討が要求され

るところである.

次 にてんかん素因,あ るいは痙攣準備状態を附与

されたことを実験的に証明された脳局ア家兎大脳皮

質ALD活 性を測定 し,正 常家兎 のそれと比較検

討したところ,脳 局 ア家兎 ではALD活 性がかな

り低下して いることを知つた.教 室の清水31),兼

松32),山 田34),樋 口35)ら はEmbden-Meyerhofの

解糖系における糖代謝が脳局ア家兎では一般に低下

していることを報告している.

すなわち,清 水31)は 断頭家兎保生脳灌流装置に

より, glucose, pyruvateを 附加した灌流実験を行な

い,解 糖,呼 吸を含めたaerobの 糖代謝をみたので

あるが,これによると正常家兎群に比較してglucose,

 pyruvateの 消 費が少なく,糖 代謝の抑制されてい

ることを認めた.兼 松32)は 脳局ア家兎 ならびにて

んかん患者の脳皮質 切片を用い, Warburg検 圧計

によりglucoseを 基質 として解 糖作用をしらべた

in vitroの 実験において,い ずれの場 合も正常例

に比して抑制の傾向にあることを明らかにしている.

また山田34)はhexokinaseの 低下をのべ,樋 口36)
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は大脳皮質 のmitochondriaでTCA cycleに おけ

る糖代謝を酸素消費量の西より観察して代謝の低下

を認めている.さ らに脳局ア家兎において小野田35)

はWarburg-Dickens系 においても代謝 の抑制がみ

られることを報告している.こ れらの実験と私の成

績とを併せ考えると,脳 局ア家兎では正常家兎に比

較して,糖 代謝に属する酵素系の活性は一般に低下

しているのではないかと考えられる.こ の事実は脳

局ア家兎とてんかん患者脳が類似していることから,

真性てんかん患者脳における糖代謝を推論する上に

意義あるものではなかろうか.

つぎにasparagineお よびGABAに よ る活性化

の問題であるが, Tower43) 44)は 人 脳につい ての研

究により,て んかん脳と正常脳との差の一つとして

glutamic acidの代謝障碍をあ げ,こ れがasparagine

によつて正常に復すること,さ らにGABAに もこ

の作用のあることを明らかにしている.

私の実験におけるALD活 性 に関す る成績もこ

れを裏付ける結果を示 している.勿 論てんかん脳と

脳局ア家兎脳との相違 もあり,同 一の機転によると

断定することは出来ないが興味ある事実と思われる.

また正常家兎においてはglutamic acid添 加がALD

活性を促進せ しめるが,脳 局ア家兎に対してはほと

んど影響を与えない点は興味あることで,す なわち

てんかん脳においてはglutamic acidの 代 謝にご障碍

が あ る とい うTowerの 説 に 関 係 づ け られ るか も知

れ な い.

第5章　 結 論

正 常家 兎 お よ び脳 局 所 ア ナ フ イ ラキ シー家 兎(実

験 的 て んか ん家 兎)の 大 脳 皮質ALD活 性 をBruns

法 に よ り測定 し,こ れ に及 ぼ す 諸種 ア ミノ酸 の影 響

を し らべ 次 の結 論 を え た.

1)脳 局 ア家 兎 で は正常 家 兎 に比 較 して大 脳 皮質

ALD活 性 は低 下 して い る.

2)正 常 家 兎 脳ALD活 性 に 対 して はglutamic

 acidが 促 進 的 に働 くがasparagineは 影 響 が ない.

3)脳 局 ア家 兎 脳ALD活 性 に対 して はasparagine

が促 進 的 に働 くがglutamic acidは 影 響 が ない.

4)正 常 家 兎,脳 局 ア家 兎 と もに 大 脳 皮 質ALD

活 性 に対 し γ-aminobutyric acidは や や 促 進 的 に作

用す るが, glutamine, aspartic acidは ほ とん ど無影

響 で あ る.

稿 を 終 るに あ た り御 指 導,御 校 閲 を賜 わ つ た恩 師

陣内 教 授 に深 甚 な る謝 意 を捧 げ る と と もに,教 室 森

昭胤 博 士 の御 助 言を 謝 す.
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Experimental studies on aldolase and transaminase activities 

in rabbits with convulsions

Part I On Aldolase activities in the cerebral cortex of rabbits

By

Koji Oda, M. D.

First Dept of surgery, Okayama University, Medical school
(Director: Prof. Dr. D. Jinnai)

The aldolase activities in the cerebral cortex of normal rabbits and rabbits with latent 

cerebral local anaphylaxis (LC LA) were measured by using Bruns' method, and influences of 

glutamic acid, glutamine, aspartic acid, asparagine, and ƒÁ-aminobutyric acid on the aldolase 

activities were evaluated. It has been experimentally probed that LCLA is an epileptic dis

position and a state of arrangement of convulsion. The results were as follws.

1) The aldolase activity in the cerebral cortex of rabbits with LCLA is decreased,

 compared with that of normal rabbits.

2) Glutamic acid accelerates the activity of the cerebral aldolase of normal rabbits.

3) Asparagine accelerates the activity of the cerebral aldolase of LCLA rabbits.


