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ク エ ン 酸鉛による5
’一一Nucleotidasets性検出

の 検討

セ リウム塩を捕捉剤としたCa−ATPase活性の組

織化学的検出法の検討
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【目的15，−Nucleotidase（5
’−N）［E．C．3．1．3．5．］

活性検禺には、硝酸鉛 （Wachstein　and 　 Meise

11957、WH法）お よびセ リウム塩 （Robinson　et

an983 〕を使 う方法が用い られて い る 。 クエ

ン酸鉛は，Alkaline　phosphataseなど多 くの

酵素活性検出の 良好 な補捉剤 として 知られ て

い るが 、 現在 まで 、5
’−Nts性検出 に用い た報

告はな い 。 私たちは、クエ ン 酸鉛を用い た 5
’−N

活性検出を試み ，9NWtと比較を行 っ た の で報

告す る 。

【材料お よ び方法】ラ ッ ト網膜を用 い 、6Xシ ョ

糖を含む0．1M　Cacodylate　buffer（pE7 ．4）器

glutaldehyde、4℃ で 30分浸潰固定を行い 、洗

浄後 、 40μ m切片作成 、37℃ で 15〜30分反応 を

行 っ た e
一部は、光顕標本 とし、残 りは、IX四酸

化オス ミウム液で後 固定0℃，6e分 、 脱水後 、 エ

ポキ シ 樹脂包埋 を行い 、電顕観察を行 っ た

【結果 と結語1光顕観察の 結果は、糊 法 と比較

し、クエ ン酸鉛法で は 、網膜外節お よび外穎粒

層の染色傾向は同 じもの の 、よ り特異的に強

染 した 。 また 、 電顕観察か ら、 酵素活性の 局在

の 場は 、 視細胞原形質膜お よび外節円板膜上

にあ り，よ りfineであ り、ク エ ン酸鉛が 、5
’
噌

活性検出にお い て も、硝酸鉛、セ リウム塩岡

様 ， 良い 補捉剤 と成 り得る こ とを示 して い る ，

　細胞内で 、 Ca＋＋

イオンが種々の重要な機能

を果たしてい るこ とは 、 よく知られてい る 。

細胞内のCa＋＋イオン濃度を調節するものの
一

っ として 、 形質膜および小胞体膜に存在する

Ca＋＋
ポンプがある 。 今回 、我々は このCa＋＋

ポ

ンプの 主体をなすCa−ATPaseの活性を 、 セ リウ

ム塩を捕捉剤 とした組織化学的検出方法を試

み 、 骨格筋 、 心筋を用い て検討した 。

　ラッ トの骨格筋 、 心筋を2瓢paraformaldehy
de液にて固定、50μ mの厚さに薄切 し、酵素活

性を検出した 。 反応液は 、 基質として p−nitr

oph   ylphos 凶ate を、酵素反応の結果生 じた

リン酸を捕捉するの にCeC13を使用 した 。 反応

は中性領域で行っ た 。 Ca＋＋
依存性の検討の た

めには 、 切片を反応前にEGTAを含む溶液で よ

く洗浄した 。

骨格筋および心筋の Ca−ATPase活性はCa＋＋
濃度

に依存し、1〜10μ Mで最大の活性を示し、5m

Mで は 、 酵素活性は阻害された 。 酵素活性の反

応産物は 、 主として 筋小胞体膜に局在 して い

るの が認め られた 。固定液に対するこの酵素

活性は 、 parafomaldehyde には抵抗性を示す

が、glutara1dehiydeでは容易に失活 した 。
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