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セ リ ウ ム 塩 を用い た phosphatase の 検 出法
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−ATPase の 電顕

細胞化学的検出法に っ い て

　　 小川和 重 ，藤本　 和 ，小川和朗

　　 （京都大 ・医 ・解 剖）

各 種の phospitatase 活性 の 局在 を検撮する

た め に ．こ れ まで 鉛塩が捕捉因子 と し て 用 い ら

れ て きた 。 鉛法は最終反応産物が微細な 上 に コ

ソ ト ラ ス ト も高い が，反応液の 白濁傾 向が っ よ

く，それ故に 非特異染色が生 じやすい とい う欠

点 もあ る。畿近 ， 鉛塩に か えて ， セ リ ウ ム （

Ce ）塩 を用 い る試 み がなされて い るた め ， 本

黌 究 で は 種 々 の ρh縣 麟鍵 麗 e を対象 に ，両者

の 方法に っ い て 比較検討 を加 えた 。 そ の 結ce　、，

Ce 法 に ，」： り，…LAjVI 蟄 ase ，TPPaseP
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ase の 猛性は核染な ど

の 非 持暴染 色がrg：く検至…：いで き る こ とが判明した。

反応液 の 調製 も容易 で ，長時問放置して も自濁

が生．ず る こ とはな い 。 反 応産物 の 粒状性も良 く

鉛法 の 嚇 合 と変 らJl‘：い が ，　コ ン ト ラ ス ト は やや

低 い 頃向が あ る oalkalf ．ine　 p抽0 躍 h呂 捻 se

の 場合 ，反応液はや や 白濁す る が，充分使用に

耐 える 。 し か しATP ，NPP ，Fructese 　 1
，

（  c
’Liphosphate を基質に し た場合に は 反応

液の 白沈が つ よく優用で きない sCe は硝酸塩

で も　 塩化物で も大差 は ねにい 。 Ce 法に よ る最

大 の 雛点 は ， 発色 で きない た め光顕 下 に 可視化

ざ れな い こ とで あ る 。
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KLATPase の 細胞 化学 的検 出法 は 未 だ確 立

され て い な い 。 今回，p−NPP を基質と し，、H
÷

，
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K 二ATP 器 e 活性 を その 部分反応で あ るK −NPP

ase 活 性 と し て 検 出す る方法 を 生化学的，細胞

化学 的 に 検 討 し た 。 材料 と して は ，モ ル モ ッ ト

胃底腺を 用 い 六：。
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　 NN −dic：ゾdohexy 上carbodiimlde （0，1・m 　rvl）

（H
”
’
，K 配ATPase の 阻害剤 ）感受性 K 丸M ）P

ase の 至 適 pH は pH7 ．4 （1μ Mp ，Np ／lOO

cells 　fmin）で あ る が ．王）レ1SO｝こよbpFL　9． 0
に 移行 し， 20 ％ DMSQ と エ00r ロMK

ト

存在下

で 2．5 μ Mp −NP の 活性値 を 示 し た 。 圏定 に よ

る 失活 は ，2 墜 PFA 　60 分閥 で は 10 ％ で あ る

が ， D，5 ％ 以上 の GLA で は ，ほ ぼ 完全 に 失活

した 。細胞化学的検 出に は ，2％ PFA と O．25

％ GLA 混液で 60 分閤 固定後 ，浸漬液（L 仙 1

グリシ ン ー．O、1MKOH 雛 液，　pH9 、0，2．5ml ；

10mM くえん酸鉛 ，50mMKOIi に溶解，4ml

； 3．1％ P
・NPP ，工xfig 塩 ，　1m1 　； 1．IMKC 　1，

Q．5rn．1 ； DMSO 。2ml ；レ バ ミ ソ
・一一

ル ，6mg ；

ウ ワ バ イ ン ，73mg ） に て ，30 分間室温 で 反

応 さ せ た ． 活 性 は ，壁細 胞 の 頂 上 膜 ，分泌細

管膜，小管状滑 面小 胞 体膜 ， ミ トコ ン ド リ ア

内膜に 認 め られ た 。
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