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心室を 4 ％ホ ル ム アル デ ヒ ドま た は 2 ％グル タル ア ル テ

ヒ ドに よ り 1 〜2 峙間固定，洗浄後，凍結また は未凍結

切片 を作 成，クエ ン 酸鉛法に よ り各種 ホ ス フ ァ ターぜ活

性 の 検出 を 行な つ た ．時 に 未 固 定 組織 の ク リオ ス タ ッ ト

切片 （20ii）も用 い た．滲漬液の pH は 9，2〜9．4 を主 と

し，pH7 ．2 〜7，4 も併せ行な つ た ．基質と して は ，　
nuc ・−

1eoside　phQsphates　（ATP ，　 ADP ，　AMP ，　 ITP ，　 IDP，

IMP，　CTP ，　CDP ，
　CMP ，　UTP ，　UDP ，　IDP ，　UMP ，お よび

GTP ，各 3mM ）を用 い ，比較 と し て thiamine 　pyro−

phosphate （2mM ），
thia皿 ine　monophosphate （2mM ），

sodium β
一glycerophosphate （20mM ） を用い た ．

　一般に ホ ス フ ァ タ
ーゼ 活性 は，筋形質膜，筋小胞体，糸

粒体 ，
ゴ ル ジ装亂 リゾゾーム ， 奮 翔血管壁，赤血球原

形質膜，軸索一
シ ・・ワ ン 細胞間，線維細胞な どに陽性で

あつ た ．た だ し局在性 は 基質 の 種類に ．よ り 差 が み られ

る ，た とえ ば ， 筋 小胞 体 は 主 と し て nucleoside 　tri−

phosphates ， 糸粒体 は 主 と し て nucleoside 　triphospha−

tes
，

こ とに ATP ，ゴ ル ジ装置は nucleoside 　diphosphates

と　thiamine　Pyrophosphate ，リゾゾ
ー

ム は　 sodium

β
一glycerophosphate を基質 と した ときに 活性 を 示 し た

が，そ の 他の 構造に おける ホ ス フ ァ ターぜ活性 は ほ とん

どすべ て の 基質 に対 して 活性 を示す傾向が あ る．

　糸粒体内 ホ ス フ ァ タ
ーゼ 活性検出の 際 に は 滲 漬液に

DNP （通常0．　lmM ）を添加 し た ，活性は 主 と して nuc −

1eoside　triphosphatase 活性 の よ うで あ り，と くに ATP

ase 活性で あ る可能性が強 い ，　 ATP を基質と した とき燐

酸鉛 の 沈着 は 基質全体を埋 め る よ うに存在 した が ， 内膜

お よび ク リス テ を構成す る単位膜様構造 の 基質側 か ら基

質に ffi1けて 粒子状 に突出し て沈着 して い る 像も観察され

た，

（追加討論）

共役因子とホ ス 7 ア ターゼ活性の関係

信州大学医学部生化学

　　　　　tt　i川　靖雄

　共役因子 1は糸粒体の 内糢 に存在す る分子鐙 284
，
000

の 酵素で ，単離す る こ とに よ つ て 強い ATPase 活 性

（60μ モ ル fmg蛋 N ！min ）を示す．糸 粒体 は酸化的燐酸

化 に よつ て 生体 エ ネル ギ
ー一

の 大半 を ATP の 形 で 供給す

る が ， こ の 共役因子 1が ATP 合成 の 担い 手 で ある
1 ），

ま た 糸 粒 体内膜 の 負染色電顕像 で Fernゑndez −Mor 塩n

が見出 したi微細構造 は，実は 基本粒子 （電子伝達 を含

む）で は な く，共役因子 1 そ の もの で あ つ た 1 ・2 ）．

　糸粒体分画 に は微弱な 酸 ， ア ル カ リホ ス フ 7 ターゼ 活

性 が あ り，細胞漠ホ ス フ ァ タ
ーゼ との 相似を考え，共役

図子 との 関連を検討 し た ．す な わ ち ， 細 胞 膜 の Na −，

KATPase は イオ ン 輸送 の 機能 を もつ が，　 K 一
依存性 ホ

ス フ ァ ターゼ 活性 （P−nitrophenyl 　 phosphate） も有 し

て い る と ， 多数の 研究者は 考えて い る3 ）．こ れ は反応論

的 に も興味あ る 事実で あ る が，Na−KATPase の 標品 は

随断片 に す ぎず ， 精製が成功 して い な い の で ，こ の 結論

に は疑問が残 つ て い る ．共役閃子 1は精製され ，ま た

Oligomycin 感受性付与因子 （Fo）の に 吸着させ て 糸粒

体 ATPase 活性が再構成 され る こ と，糸粒体 ATPa εe

を 0工igomycin感受性を もつ た ま ま 単離で き る 点か ら 1），

明確な 結論が 期待され る ．ア ル カ リホ ス フ r ターゼ は

King −Armstrong 法 ，酸ホ ス フ r ターゼ は Bessey
，Lowry

and 　Brook 法で 測定 し下 記の 結果を得た ，

　 ｛1） 共役因子 1 （100μ91Assay ） に 両活性 は検出され，

　 　 な い ，

　｛2） Oligomycin感受 性 ATPase や再構成糸粒体

　　 ATPase に も両 活 性 は 現 われ な い ．

　〔3＞ 糸粒体両活性は Oligomycin阻害 ，
　 DNP 促進 を

　　うけ な い 点，糸粒体 ATPase 　とは異 な る．

　糸粒体 ATPase が ホ ス フ ァ タ
ー一ゼ と機能的，購造的

関連をもつ とは考え られ ず，糸粒体分画に 両活性 を もつ

Lysosome ，　Golgi の 混 入 も否定 で き な い ．
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奈良県立医科大学解剖
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　 2 極類の 精子 を形成す る　CipansvoPatudina　 malleata

Reeve を材料 と して，諸種 の phosphatases ，さら に

UDPG −
pyrophosphorylase お よ び pseudocholin 　 este −

rase の 活性 に つ い て 報告す る，こ の 材料の 異型精子細

胞 に お い て は，核物質と くに DNA が細胞質中に 現 われ ，

つ い で 多 塘類 に 転換 され る ．そ の 過程 に お け る glu．−

cose ．1−・P−→ UDP −glucoE　e → glycoge且 に つ い て ，初め て 電

子顕微鏡に よ つ て 観察 し た結果 を述べ る．なお 正 常 お よ

び 異型猜子 細胞核 の 蛋 白質の 組成，こ れ ら核 ， ミ トコ ン

ド リア ， 尾 部軸糸 にお け る ATPase お よび acid　phos −−

phatase の 活性，ミ トコ ン ド リア に お ける pseudocholin

esterase の 活性，　 Golgi氏器管に お け る thiamine　 pyro ・−

phosphatase お よび uridine 　 diphosphatase の 1舌性 に

つ い て も述べ る予 定 で ある ．

（追加討論　1）

鉛法に よる核 内ホ ス 7 ア ターゼ反応の特異性

に つ い て

京 都大学結核胸部疾患研究所細胞化学

　　　　　　　　　　　 水 谷　 昭

　各種 ホ ス フ ァ ターゼ作用 が ，組織化学的 に核内 に存在

す る か 否か に つ い
一
〔は ，古 く光学顕微鏡 レ ベ ル で の 酸性

お よび ア ル が 1 ・ホ ス フ ァ 〃
一ゼ に 関す る初期 の ll寺代 か

ら繰 り返 され て きた 問題 で あ る，これ らの 酵素 に つ い て

はi つ ぎの 点 か ら一一般に核で の 反応 の 特異性 に は 否定的

で あ る．す な わ ち ，（1）ア ゾ色素法で は核に 反応が 出な

い ．（2）ア ル カ リ ・ホ ス フ ァ ターゼ で は Gomori に よ る コ

バ ル ト法 で は核が染 6 が，高松に よ る銀法で は ほ とん ど

染 らな い ．以 来，種 々 の 特殊 な ホ ス フ 7 タ
ーゼ作用 の 証

明 法が報告 さ れ，ま た電 子顕微鏡 レ ベ ル で の 研究 が 盛 ん

に な つ て き た が，核 で の 反応 の 特異性 に 関す る問題 に は

大 し た 進 展 が み られ な い ，た とえ ば，漢然 と鉛 （あ る い

は金属） の 核 へ の 親和性 な ど と表現され て い る が ， 問題

は そ の よ うな単純 な もの で は ない と思 わ れ る．

　非 特異的 に 核 に 反応産物 の 沈着が 起 こ る可能性 と し て

は つ ぎの 場合が 冓 え られ る 、1）酵索 自身の diffusion，

2 ）基質 な い し は 基質 と鉛 の cornp ］ex が核に 沈着す

る．3 ）燐酸 イオ ン が核と結含す る．4 ）鉛 イ オ ン が結

合す る．5 ）燐酸鉛が核に沈着す る ．わ れ わ れ は，こ れ

ら各条件を順次検討 し た．すな わ ち，モ デル ケ ース と し

て 酸性 ホ ス フ 7 タ
ーゼ お よ び ATPase に お い て ， 核の

反応 の もつ とも現 わ れ やす い 条件を固定液，基質 と鉛の

濃度 の 醐係 な どに つ い て 検 討 し，さら に鉛
・rオ ン ， 燐酸

鉛お よび燐酸イオ ン の それ ぞ れの 核 に 対す る 親和性を検

討 し興味 あ る 所見 を得た．

　縞 淪 と し て ，現在電顕的 に 証 明可能な ホ ス フ ァ タ
ーゼ

の 中で ， 少な くと も高等動物 の 細胞核 に問題な く存在す

る もの と し て は，ER と と も に Nuclear　pores に 局在す

る 酵素群 （Glucose　6−phosphatase そ の 他） に 限定 され

る よ うで あ る ．

（追加 討論 2 ）

アゾ結合法に よるホ ス フ ァ ターゼ活性検出に

つ いて

岩手医科大学医学部解剖
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