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　　　　　　（其の 1 ） 號珀酸脱水素酵素に 及 ぼす

Estrogens
，　Androgehs ，

　Progesterone 及 び其 の類 似物 質 の作恩

　　　（本 論文 の 要 旨は 第 5 囘 目本 産科 婦人 科 學 曾總 會 に 於 い て 發 表 し た ）
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　1．豫 備實驗

　　1）

　　2）

　　3）

　：［1．主 費驗

次

基 質 濃度 と酸 素 潰費 に つ い
．
⊂

PH と酸 素 溝 費 に つ い て

酵 索 濃 度 と酸 素 清 費 に つ い て

A ．酵索濃度 の 高 い 場 含 の ホ ル モ ン リ 影 響

　 工）　　estrogens

　　 （イ ）結 黒 俘 溝 液

　　（ロ ）結 晶 エ タ ノ t・・ル 溶 液

　 2）　 androgens

　　（イ ）結晶浮游液

　　（ロ ）結 晶エタ ノ ール 溶 液

B ．酵素濃度 の 低 い 揚 合 の ホ ル モ ン の 影 響

　1）　　estrogens

　　（イ ）結 晶 淨 游 液

　　（ロ ）艦 晶 エ タ ノ ーノレ 階液

　　（ノ ・）合 成 estrogen の 水 藩液

　2）　androgens

　　（イ ）結
’
品 浮 游 液

　　　　（ロ ）結 品 エ タ ノ ール 溶 液

　　　3）　　Progesterone

　　　　（イ）宗吉晶浮 游 液

　　　　（ロ ）結 晶 一z タ ノ e ノレ 〜審液

第 4 章　考
’

按

第 5章　 結 　論

　 主 要 文 獻

　　　　　　　 第 1章　緒　　論

　 Ernest　w ．　Pagei）は 『婦入科學に關蓮 した未解

決 の 大 きな問題 の
一

つ は ホ ル モ ン の 作用機序の解

明で あ つ て ， こ の 解決が得 られ な い 限 り婦人科   ．

内分泌 學は 科學 に 非 す して 寧 ろ藝術 に 屬する』 と

逹 べ て 居 る 、

　 ホ ル モ ン に ょる新陳代謝の 實態， 皀卩ち所謂 その

生理 作用 は主 と して Shoot　 and 　 see の生物學蝉

觀察 に ょ 1） ， 又 ホ ル モ ン 自軆 の代謝は其 の 中間代 ，

謝物 を分離 する事や部 分合 成に よ 1） 中聞代謝物の

類似物質 を作 b そ の 生 理 作用 の探究や incubation，

に よる實驗 に よ つ て 探究 され て 居 る 駁 ）が 多 く，

cytodynam 三c な面か ら見た動的な研 究 は まだ餘 り

普温的 に 行 わ れ て 居な い 樣 で あ る．

　特に 最近 の ホ ル モ ン 作用に 關す る業績は ， 之が

生體 内の 生化學的な過程 の 一
つ の regulator で あ

る らしい 事 を晤示 して 居 り， 其 の 作用機序 は 恐 ら

く， 1）生化學 的過 程 に 於け る觸媒 ，
2）滲透壓 の 變
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化 ，
3）コ u イ ド状態 の調節等の 機能 に依 る もの で

ある と され て 居 るが ， 就 中第 1 の 觸媒 と い う考 え

方は 廣 く生鱧 内の觸媒 で あ る と 解 され て い る 酵 素

．或 は酵素系 と極め て 容易 に關蓮 され得 る もの で ，

ホ ル モ ン と酵素の 關係 に就 て は既 に 2
，
3 の 綜説 も

・
發表 され て 居 る ．

　 然 し乍 らホ ル モ ン が如何 な る酵素或は ， 酵素系

に どの 樣 な形 で 介入 して 其 の 生 理 作用 を現 わ すの

、か に 就 て は ， 今倚 殆 ん ど未 知 の 分野 で あ る と い つ

て も過言で はな い 。

　 最近 Stander11）（
’52） は Pseudomonas に依 る

Testosterone　 Propionateの 酸化 が Co−enzyme

1 （DPN ）を必要 と す る 晩水素酵素系中 に 入 つ て 酸

化 され る事 を報告 して 居 る 他 ， 性 腺 ス テ P イ ドが

．
酵素 の作用譏序に介入 す る事 を直接證明 した 業績

は 見 られ な い し ，
又 ホ ル モ ン の敷果 を酵素作用或

、は其 の regulator と して 直接的に結 び つ け て 読明

し樣 とい う試み さえ も，
Meyer

，
　McShan2 ）s）C46，

50）一一派 と Dirscherl
，
　H6ffermanR4 ）C52），BarnesD

C52），　Stuerl〕iaeri1 ）
（

，52），　Sawyer ，　Everett
”）エの

（
，49），

Dorfman ”） （
’52）， 等に ょ っ て 端緒 に つ い

、た ばか りで あ る．

　 斯か る意味か ら ス テ ロ イ ドの Cytodynamic な

特性 に 對 して 一つ の 解明 を試み 度 く 木實驗 を企 鬪

した の で あ る t

　 倶 し此 の艨な實驗法 に依 つ て 最大 の 障碍 とな る

　もの は ス テ ロ イ ドホ ル モ ン が 水 に 溶 け h い と い う

點 で あ る． 此 の 點 で 第 4章で 述 べ る如 く徴細 の結

、品淨游液 を用 い る か， 或は 先す豫め 少量 の エ ク ノ

　1 ル に溶解 した もの を附加す る 事 に 依 つ て 實驗 を

行 つ て 見た．

　 此 の 目的 の 爲に 最初 に と りあげ た 酵素及 び酵 素

系 に つ い て 先 す解論す る な らば 次 の 如 くで あ る ，

即ち生鱧内 の 新陳代謝に 於 け る 生 化學的過程 の 最

’絡段階 と し て Krebs の TCA ．cycle が存在 す る

事 は 既 に 周知 の 事實で あ る が こ の cycle は單 に

Energy 代謝 に解糖作用の維末遜 程 と して 介入す

　る の み な らす， 一
部 ア ミ ノ 酸や脂肪 の代謝に も關

興 して 同化或 は 異化作用 に 結 び つ き最 も廣 く生 活

現 象に 直結 した も の で あ る と 思考 したか らで あ

る．尚 こ の cycle 中 に 含 まれ る 主 な醒素 と して は

1） チ トク v 一ム と 結 び つ く琥珀酸脱水素酵素 ・

DPN （Co・enzyme 　I）と共軛 した リン ゴ 酸眈水素

酵素 ，
TPN （Co・enzyme 　II）と共軛 したイ ソ ク エ

ン 酸脱水索酵素，2）或る種の 色素蛋白系の 酵素 ，

3）チ ト ク ロ ーム 系 の一部 をなす チ トク ロ ーム 酸化

酵素等 の 多數 の もの が存在 す る が， こ の 中最 も檢

壓的に大 き な變化 を示 す もの を求 め て ， 一應 こ の

cyCle を代表 さし得 るとすれ ば ， 之 に 就 て 實驗を

行 うの が便利 で あ る と 考 え， 之等 の 酵素源 と して

家 兎肝臓 ホ モ ゲ ネ ー トを用 い た場合 ，

一定 の條件

下 に 於 て 斷然琥 珀酸晩 水素酵素に 酸素潰費の 多 い

事が 911明 した の で ， こ の 酵素系に 就 て 實驗 を進め

た次第で あ る．

　 さて 銑 珀酸脱水素酵素 は ， 脱水素酵素に 囑す る

酵素 の 中 で 最 もよ く知 られ て 居 る酵素 で め つ て ，

其の分布 も甚だ廣 く動植物 は 勿論細菌等殆 んど凡

て の 生 物中に 存在 す る と言 われ て 居 る． こ の酵素

は 次式 に 尓 す檬 に 琥珀 酸 を酸化 して フ マ
ール 酸に

變化 さす もの で あ る事は ， 改め て 記載する迄 もな

い ．　　 H2C − COO ｝1
　　　　　　　　　　 − 2H 　　　 HC − COOH
　　　　 i　　　　 ．一

一

　 　　 　 　 　 　　 　 　 十 2H 　　　　　1［llOOC −−CH 。

　　 （琥 王白酸）　　　　　　　 HOOC − CH
　　　　　　　　　　　　 （フ マ ・一ル 酸）

　此 の 酵素の tt見は比較的古 く，
1909年 Thunberg

に よ つ て 初 め て 報告 され ，其 の後 Szent−Gyergyi

（
’24），

Axelrod （
，42）等數 多 くの 學者の 報告を見

る が未だ結晶駄 に は得 られ て 居な い ．

第 2章 實驗方法

　1）　酵素材料

　酵素材
’
料 と して は體 重 1．5、2．Okg の 家 兎騨臓 ホ

モ ゲネ ー ト を用 い た ． 鄙 ち家兎 を痲醉 を施 す事な

く開腹 し切除 叉 は摘 出 した 肝臓 を生 理 的食鹽水 で

洗滌 した後秤 量 し，同量 の
1
ん5M の 燐酸綾衝液 を

加 え硝子製ホ モ ゲ ナ イ ザ ーを用 い て 5 分聞 homo −

genize し， 使 用 に 際 して 適宜綏衝液で 稀釋 した．

　樹燐酸緩衝 液で 稀釋し た 酵素液は 5QC の 氷室内
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に 貯藏する と夏期 で は約 5 日聞， 冬期 で は約 ／週

間酵素作用 を保 持 した．

　 2）　基　質

　石津製藥 の 琥珀酸を用 い 使 用 に 際 し 蒸溜水 に 溶

解， 1N の NaOH で 中和 ，
　 pH 　7。Ol：補正 した．

　 3） 綏衝液

　
1
！1sM の燐酸緩衝液 を用 い た ．こ の 酵素の 至適

pH は38° Cでは 8．7 （Ohlsson，
’21）と言われ て 居 る

が燐酸綏衝液が蛋白の 變性 を防 ぐの に最 も良い 事

及 び こ の 酵素の 測定 に は こ の 緩衝液が最 も適當で

あ ると い う報告 も

』
少 く無 い の で 之 を用 い て 豫 備實

驗 を行 つ た が ， pH 　7．0前後で も充分酵素作用を示

す事及 び琥 珀 酸脆 水素酵素が 弱ア ル カ リ性 に於て

水 に溶け る 事 を勘考 して 緩衝作用 の 彊 い pH 　7．2の

もの を用 い た．

　 4）　ス テ ロ イ ドホ ル モ ン

　帝國臓器 株式愈就に 依 つ て 供與 された製艤を用

い た．結晶浮灘液は Estrone　benzoate，　Estradiol

benzoate，　 Testosterone　 Propionate，　 Methyl，

Androstenediol及 び Progesterone 等 を用 い
，

こ の際 ホ ル モ ン を含まな い 野照 と して は結晶濘游

液 の溶媒 を用い た事は言 うまで もな い ．

　倚結晶の エ タ ノ ール 溶液と し て は
，

Estrone，

Estradio1，　Testosterone，　Methyl　Androstenediol

Progesterone及 び合 成 エ ス ト ロ ーゲ ン で あ る4
，
4’

一diacetoxy・α β一dieth｝・I　bibenzyl 等 を用 い ，こ の
・

際 に は溶媒 と して 用 い た 95％ エ タ ノ ール を樹照 と

して 使 用 した． 爾 こ の合成 エ ス ト ロ ーゲ ン の ナ ト

リウ ム 鹽は水 に 可溶性で ある の で 蒸溜水 に瀞解 し

て 用 い ，　こ の場合は蒸溜水 を對照 と した ．

　5） 酵素作用 の 測定

　Warburg の檢壓計 を用 い ， こ の 際の constant ：

は 370C，02で は 1．10〜 1．48 の 範園で 實驗 を實施 し

た．主 室に は 酵素液 1．4m1 と上 記各種の ホ ル モ ン

溶液0．1ml を入 れ ， 側室 に は基質 の 水溶液 O．5ml，i

を 入 れ歪量2．Omlと した．

　測定 に 際 し基質の 代 りに 蒸 溜水 を 側室 に 入 れた

もの を用意 して 酵素液の endogenous の 酸 素淆費

を測定 した事は勿 論で あ り， 叉 實驗 ご と に そ の溶：

媒 を封 照 と して 之等と ホ ル モ ン を添加 した もの X

酸素淌費 を毎 20分に 3 同 に わたつ て 測定 し比較 し

た．

　　　　　　　第 3 章　竇驗成續

　L 　豫 備實驗

　 1） 基 質濃度 と酸素滯費 に つ い て

　基質の 至 適濃 度 を知る爲に 02mg 〜5．Omg ，　Per

2ml の各濃度 に つ い て 繍 肯費を み た厨第 1表 ，

第 2 表及び第 1圖 ， 第 2 圖の 如 き成績を得た．郎

ち基質濃度 の壇加に つ れ て 酸素消費は増加 する が

之に は 反應時間 も大 い に 關與 す る 事が 認 め られ ・

第 1 表　　10％ 　　homogenate ，　pH 　7．2，　370C

反應時間

基　　質 　 （Per 　 2　m1 ．）

1．5　 …　 2．0

單　位 　mg ，
．冖一

魔
一

1
．一．

o．5
　 　 　 　 1
　 52　　　　　 82
　 68　　 　 　　 107

　 7工　 　 　　 　 ll8

1．0 2 ．5　 1　　3．o 4．0

20分
40分

60分

工16
］．F・C・

165

142　　　　 165
192 　 　 　 　 207

214　　 　　242
酸 素 消 費

172　　　　 194
231　 　 　 　 256
272　　　　 312
（單 位 cmm ．）

2〔〕1278378

5．0204293409

第 2 表 　　5％ 　　homogenate，　pH 　7．2，　370C

基 　質 　（Per　 2　ml ，） 單 位 mg ，

反 應 時 間 ・2
、

・・5 巨   　 ・ ・

7L − 14 　 21 　 28

11− 1一 蠶 卜籌
一一

ll

2．0

2  分
40分

60分

38

砲

2．538 3．0　　　　 4．0

3呂　　1　 50

77　　　E　　　75　　　　　　　81

酸 素 消 費 憚 位 cmm ，）

66　　 　　 64　 　 1　 89

　 　 　 　 　 　 　 　 　 98 ．

哀05

牙　：
94113
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第 1 圖　　10％　homogenate ，　pH 　7．2，　37QC

酬 隈．

260

匹

09

A
／

身
／

．賭
ノ

圏｛

・

／
レ

〆

7

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

堕 ：＿ ．

−」−e 　　　 　　 ae 分

三
命 Xe

−ss．　 ＿＿
2
：
e

　　ム 　 　し

　 　　 　
蹄 一

♪ 噂
県 o 藁

は産婦 誌 6 卷 1工號

甥；2 圖　　5 ％　ho皿 o髦enate ，　pH 　7．2，　370G

第 3表 5 ％ h ・mogenate
， 琥 珀 酸 1x10

．−2M ，37
°C

Soerensen　Phosphate 　Buffer　（pH ）

反 應時 間

20分

40 分

60分

5．4 5．8 6・2i6 ・6

25　 　　 　　 41
召7　　　　 92

　 　 　 　 126

，　　
7・0

　 　 45
　 　 102

7 ．26G ”
・… 1　 ・s

59

8．o

』
鐙
391

− 一
，1 「

i　 56
「
0QV 139

酸 棄 淌 費

i−　　　　116．　　1　　．．1 ］8

1　 154 　　　 146

　　 （單 位 cmm ）

第 4 表　琥 珀 酸　1× 1、0− zM ，　pH 　7，2，37°C

71．　 　　 　 81
ユ31　　　　 138
164 　 　　 　 160

（％ ）　Perceロ tage　 of 　 homogenate

反 應 時間　　 12i3 4 52557 855119 10　 　　 　　 13 15　　 　　 20

20分　　　　0　　 4　　　 5

40分 　　　　　　1　　　i2
’
二　　　22

霧 1．、lll−
「 囂

91一
44一
70一
88

　　 1−

、1爿 一 161 − 1．一．
195

酸 棄 溝 費

　 65 　 　 　 　 　 95

』33　．1−一一辺 ．＿．
190　 　 　 　 224

第 3 圖 第 4 圏

117 　 「
2〔胸 一1241

　
1

PO
訂
4
ρ
0

14
盈

24

COfZMI．

t6b

8e

鱒

5 ％ homoge ロ ate 琥 珀 酸

1× 1 一2王｝1　370C

／ 蓉
・ ・

／
／ 嘉含

　　 〆 ぐ 　　、 ＿a ＿一 ＿＿一

騒 　 嬲 u 臥且　 9『 　知 爬 鱗 到
：た ．依 つ て 主實驗 に は 3mg12m1 ， 及 び 5mg ！2

ml の 2 つ の 濃度 を用 い る事 に した．

　 2）　pH と酸素滄費に つ い て

　 同一條件の 下 で もpH の 變化 に 依 つ て 酵i蓑活性

が 異 る事は常然 で あ るが， 琥珀酸脱水素酵素 の作

216
−一一

1
−．−

2耳お
一．一一

i　　　　246　　　　
｝
　　251　　

』1

（單 位 cmm ）

　 琥 珀 綾 1× 10− ZM
　37° C　 pH 　 7．2

用 し得 る pH の 範圃は比較的廣 い檬で あつ て 其の

至 適 pH は 勿論温度 に よ b變化 す る が Ohlssonが

馬筋肉 よ り得た酵素 で は 8．3〜9．1と報告 して 居 る ．

私 が 用 い 得 る範圍 の pH に就 て 酸 素消費の 變化 を

測 定 した 所 で は第 3 表，第 3 圖 の 如 き成績 を得た．
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第 5 圖　　琥 王自酸 　ユ× 10『L’±M ．pH 　7．2β70C

河 　 田 】．337− 27

の 如 き成績 を得 た．EPち Estrone　benzoate が 反

應の 初期 に稍 ±阻害の傾向が あ る 外， 他の 結晶浮

游液に よ る阻害叉 は 活性 化は認 め られ ない ．

　 第 5表 　Estrone　benzoate （琥 珀 酸2 × 1C− 2M
）

對

叢

　

　

　｝

應

闘
分

分

反

時

2040

照 ・・67 ・ ・
ρ

司 M
、

・・67 …
一・Ml ・・67…

一・M

9 

、。分 3531
− ．228

　 　 　 　 　 112111248
　 　 　 　 　 248

』
第 6 表

　 　 　 3工2　　　　　　　340 　　　　　　　335

　　　　　酸 素 淌 費 （單 位 cmm ）
Estradiol　benzoate（琥珀酸2× 10− 2M

）

b　 皀防 pH 　5・4〜8・0 に 到 る ま
一
后略 埴 線的に 酸素

　　　稍 費の増加 を認 めk 依 つ て ／tは緩衙作用 の 比 較

　　　珀勺張 い と 思 わ れ る pH 　7．2の もの を主實驗に選擇 し

　　 　プヒ．

　　　　3） 酵素濃 凄 と酸素浩費 に つ い て

　　　　次 に基質，pH ，温度 を一
定 に した時 に 酵素液の

　　　濃度 を變え て 酸 素沿費 が ど の 樣 曖 化す る か を 知

　　　る べ く homogenate の 1 ％乃至 20％ の 各濃度 に

　　　つ い て實驗 を行 つ た所第 4表， 第 4 圖の 如 き成績

　　　を 得た． 皀Pち酵素濃 度が高 けれ ば酸素沿費は増加

　　　す るが 13％ 〜15％ 以上 に なる と略 1 同樣 とな る．

　　　故 に 主實驗 に際 して は主 と して 5 ％
，

20％ の 2 つ

　　　の 濃度に つ い て 測定 を行 つ た．

　　　　4）　酸 i素淌費の 時間的變化 に つ い て

　　　　反應が干衡 に達す る 迄 の時閲は墓質濃度 ， 酵素

　　 灑度 ・　pH ，濫1度等 に よ　り變イ匕す る事 は言 うまで も

　　　ない が私 は 基質濃度 ， 瀝度 ， pH を一
定 に して 唯

　　 酵素濃度を變化 させ て 實驗 を行 い ， 第 4表 の成績
’
　　の 如 く酸素淆費の 時聞的變化 を觀察 した所 ， 第 5

　　 圖の 如 き曲線を得た． 皀Pち酵素濃度 13％以上で は

　　 6G 分 で 手衡 に逑す る様 で 5 ％ 以 下 の 濃度で は 時間
v

　　と 酸素滔費と の 間に は 少 くと も80分間内で は 略 lt

　　 直 線關係が成立 する事 を認 め た．

　　　 IL　主實驗

　　　 A ・ 驛素濃度 の 高 い 場合 の モ ル モ ン の 影纏
　　　 1） estrogens

　　　 （イ）　結晶享孚游液

　　　 20％ ホ モ ゲネ ー
漣 用 い て ・・t・・9 ・n の 結晶淨

　　
一ne液 を用 い て 行 つ た實驗 で は 夫 々 第 5 …蔑， 第 6表

暴靨「蜘 IL・4・ ・ 
一

・M
．
・．6・× ・・一一・Mb 。67 ・ ・剛

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 261
　 　 　 　 　 に

60分 　　
’．
　353　1　　　　358　　　1　　　　375　　　　　　　　357

一

　　　　　　　　　　 酸素 淌 費　〔單位 cm 皿 ）

　（・ ）　結肅 エ タ ノ ール 溶液

　10％ ホ モ ゲ ネ ートを用 い estrogens の結晶 を95
％ ニ タ ノ ール に 溶解せ し め て 用

「
い た實驗 で は第 7

表 の如 き成績を得た． 邸ちこ の 場 合 も何等 の 影響

も認 めな い ．

　　第 7 表　　Estrone，　Estradiol （琥 珀 酸2 × 10− 2M
）

29分 　　 123 「

40分 　　260 ・
126261 　　 　　 　 12勇

　
136276

反 應時 聞
　 　 　 　 　 Estrone
對 　 　 照
　 　 　 　 　 2× 10’−4MIEstradiol2x10r4M

　　・・ 分 ト 2・2 　 274 「 ，，2

　　　　　　　　　　　酸素溝 費　（單位   m ）

　 2）　 androgens

　（イ）　結晶譖孚游1夜

　20％ ホ モ ゲ ネー トを 用 い androgens の 結晶淨

游液 を用 い た實驗 の 成績は第 8 表 ， 第 9表 に 示 す

如 く何 等の影響 も認 めな い ．

20 分
40 分

qり
47Qσ

　

1
＿ L、

、lllf 霧

第 8 表 T ・・t・・t・・。 n ・ p・・pi・ n ・t・ （琥 珀 酸 2xlO −・M ）

、2  分　　　　ユ2塗1
塑　 　 　 　 260

．緇 1對 塾 製 蝉 i・・7・…
一・Mr… 7…

一・・

130

　　 　　 　　 　 261　　　　　 249　　
−

60ガ 353 「　 363 　
一

編
一一

厂　…廼醗
　

　　　　　　　　　　酸 素 淌 費　（單位 c 皿 m ）

第 9 表 M ・thyi　And ・。・t・n ・di・弖 （潮 駿 2× 1G−・M ）

118　　　　　 117
　 　 　 　 　 242

反 應 瀰 1 封 照

20 分　 　 　 　 　 123
4   分　 　 　 　 　 260．
6  分　 　 　 　 　 353

2 × IO−一・5M 　 2XIO 一主M 　 1× 10−：M

蕩劃 一 126

337　　1

酸素 滄費

　　　「．＿ 野
242　　　　 268

『

360　　5　　 360

（單位 crnm ）
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　（・ ） 結品エ タ ノ ール 溶液

　10％ ホ モ ゲネ ー トを 用 い て androgens の 結晶

を 95％ エ タ ノ ール に 溶解 せ しめ て 行 つ た實驗の 成

績は第 10表 に示す如 く影響 を認 めない ．

　　第 10表　Testosterone，　Methyl 　Androstenedii）1

　　　　　　　 （王蠧珀 酸 2 × 1 一ユM ）

反 應 時 間 對 照 陂 譜贈 黔 6隻、M
　 20 分

　 4〔吩 　 　 塾 ．ニ ニ ー1961 二
”
1
−
9
’
8
’一『

　 60 分 　 　 272 　 ヨ　 263 　 1 　 273
一

　　　　　　　　　　 酸 索 淌 費 　（單位 cmm ）

B ． 酵素濃度 の 低 い 場合 の ホ ル モ ン の 影響

　1）　 estrogens

　（イ）　結晶浮游液

　 5 ％ ホ モ ゲ ネ ー ト を用 い
， 且 つ 基 質濃度 も少 し

く低 く し て ホ ル モ ン の 10『壬M の 濃度 で影響 をみ た

所第 11表 の 如 き成績 を得た． 帥ちホ ル モ ン に よ る

阻害又 は活性化 は認 め られ な い ・

　第 1／表 　Estradiol　benzoate 〔琥珀酸 1．27× 10− 2M ）

79 88　　　　 　 86

c噌し肌 ．

ao

le

第 6 圖 　琥 珀 酸 　1．27
’
× 10『2M

5 ダ5ho エnogeuate 　pH 　7．2，　370（：；

1 ．35× 10− 1三〉亙

o ∠翌
水 に溶解せ しめ て 酵素作用に 及 ぼ す影響 を觀察 し

た所， 其 の 成績は 第13表 の 如 く影響 はな い ・

　　第 13表 　合 成 estrDgen （琥 珀 酸 L27 　x 　10− 2M
）

反應 時 問 對 　 　 照

二竃 1雰
．
．
上 畫二

．
十．遷二 三．−

　　　　60　分　　　　　　　　　　　　80　　　　　　　　　　　　76

　　　　　　　　　　 酸素淌費　〔單位 cmm 〕

　（・ ） 結 晶 エ タ ノ ー・レ溶液

　高濃度 の 場合 と 同樣 iこ estrogens の 結晶を95％

ヱ タ ノ ール に溶解せ しめ て 其の影響 をみ た所 ， 第

12表 ， 第 6 圖 の如 き成 績を得た．

　第 12表 　Estrone　2× 10『4M
　 Estradiol　2 × 10− 4M

　　　　 4
，
4’−diacetoxy．α ，β一diethyl・bibenzy1

　　　　 1．34 × 1e−AM 　（琥 珀 酸工．27 × ／ 
m2M

）

・ 應 劇 ・・… n・ 1・… ad ・・1 識欝 對 照

　　　　
一一一’

O　 l
．　一一

1　 …

−
0　

．
i　　 o　 20 分

二哥募⊥
、1二 i界二FF ．畫

一

　　　　　　　　　　 酸素潰費　（單 位 cmm ）

　皀防 こ の 場合 は 60分値で Estrone が 約43％ ， 合

成 estrogen で あ る 4，4
’−diacetoxy一α ，β一diethyl−

bibenzyiが約 69％酵素作用 を阻止 して 居 る の が認

め られ る．

　 （ハ ）　合成 estro ．gen の 水 溶液

　4，
4’・diacetoxy・α

，β一diethy1−bibenzy1 の ナ ト リ

ウ ム 鹽は水 に 可 溶性 で あ る か ら， こ の 結晶 を蒸溜

廳 繝 1・・33…
一・Ml ・・33 ・ ・

埋 瞳＿ 墨

と霧 ．
丁 』量 L． 一

％
．一
ニヒ

．1辷
　　60　5｝　　　　　　　／1、8　　　i　　　 116　　　　　　　124

　　 　　　 　　 　　 　 酸 素 淌 費 （單位、c皿 皿 ）

　2）　androgens

　（イ） 結品浮游液

　 5 ％ ホ モ ゲ ネ… トを用 い た 際 の androgens の

結晶浮游液 の 影響は 第14表 の 如 く影響 はな い ・

　　第 14表　　Testosterone　Propionate　O・7× 1 
一4M

　　　　　 NIe†hyl　Androstenedio 工　　　2× 10− 4iM

　　　　　　　（琥 珀 酸 1．27× 10
− 2M ）

廰 黼 1 對 照 1・・st・… P ・I　MA ・・

　 20　分 　　　一1　　　　五8　．　一　　．．一一坦＿＿　　、1−．．　　1夐一．．一‘　
互0 分 　 ： 　 45 　 　 50 　 …　 48

　　　　 　 　　　　
　
　　　　

　
　　　　

−tt
　　 　 1−ー−−　　 　　　　 　　　　 　　　　　

　　60 分 　 1 　 9｛〕 　 1　 75 　 1 　 72

　　　 　　 　　 　　　 駿 素 淌 費 （軍 位 cmm ）

　（ロ ）　結
．
晶 エ タ ノ ール 溶液

　 5 ％ ホ モ ゲ i・　・一トを 用 い androgens の 結晶を

95％ エ タ ノ ール に溶解せ し めた もの h 影響 は 第 15

表 に 示 す如 く阻害叉 は活 性化 は認 め な い ．

　　第 15ち受　　Test〔）s ヒerone 　M＿　 ethyl 　Androstenedio1

　　　　　　 （ま垢工阿酸　　1．27 × 10− ！M ）

　　 Testosteronel　M ．A ．S ，
照
　　 2× 10−’lrv1 　i2× IU− 4M

’

　反 應時 聞　　　　当i

　 20 分

τ 4。盆＿−
　 60 分

U　　　　　　　　　　　　　　 l

14　　
−
1　　

−』「．
i3　　　　　　　　13

21L　　　I　　　　21　　　　　　　 2 

　 酸 素 稍 費 　（單 位 c   1）

3）　　Progesterone

（イ ）　 結晶浮 溝液
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同搬 こ 5 ％ ホ モ ゲ ネ ートを用 い て Pr・gester 。ne

の 結晶浮溝液の 影響 をみた所 ， 第 16表 ， 第 7 圖の

亥肖き成績 を得た．

　　第 16 表 P ・  9 ・ste ・… 　〔琥 珀 酸 1．27× 10−・M ）

鑄黷瞬 1・・8 ・ ・剛 r・．8 ・ ・… M ．・．…  
一・M

河 　 田

T −L ＿＿．m． IL

、1− 「二 ．
，1一 二

、1＝ 一 蓉二

35　　1　　　
．
　33　　　［　　　　24

．一
1

』 冒
　　13

　　　　　　 酸 黜 獲 （單 位 cm エn）

第 7 圖 　5％ ho皿 ogenate 號 珀 酸

　 1・27x 工0− ZM ，　pH，7，2，37 °C

¢ 猟艦，

融

1

囓

第 8 岡 　5％ ho珮 ogenat ε易襞珀酸

　 1。27X ］．〇− 2露矼　pH 　7．2，370C

20kK　 l
：Bt・s｝

−

60分 ，

1嫐 脇 ，

6ρ

So

o

1339− 29

　卸ち Progestrone　O．8× 1（〉一一3M で は約62％ ，0．8
×　IO−4M で は約 31％ 夫 々 酵素作用 を阻害 したが ，

O．8× 1（戸 M に なると影響 は認 め られない ．

　（ロ 〉　結融 エ タ ノ ・一ル 溶液

　Progesterone の結 晶を 工 タ ノ ール に溶解 せ しめ

て こ の 影響 を み た所 ， 第 17表 ， 第 8 圖の 如 き成績
を得た．帥 ちこ の 場 合 tl　O．33× 10”3M

で は約30％
，

0・33× IO
− 4M

で は約15％ の 阻害が認 め られた，

　　第 17表 P・・gester 。n・ （琥珀 酸 1．27 × 10−・M ）

豊し凱
對 照 1

°

二
33× 1 

｝5M °・33 ・ 1°→ MI ・・33 ・ ・G→ M

欝」鯉．、il＝1劃
一

羃
一

　　　　　　　　　　 酸 棄 滄 費　（單 位 cmm ）

　　　　　　　第 4 牽　考　　按

　
ニ コ チ ン 酸が生體内 の 2 っ の 重 要 なCO ・enzyme

叉 サ イ ア ミ ン が焦性葡萄酸 の 脱炭酸反應 に CO ・

enzyme と して 不 可歓の 事，更 に叉 D 一ア ミ ノ 酸酸

化酵素の 配合簇と して FAD （fia▽in−adeninedinu −

cle ・tide）が あ る 事，及 び ピ リ ドキ シ ン が チ 。 ジ ン

の 睨炭酸反應に CO −enzyme と して 作用 して 居 る

事 ・ 更に 叉葉酸が プ リ ン 合成 の際の 炭素を供給す

　　　　　　　　　　　　〆
昭 2Xl げ  1

　 　　　 　　 　　 　　 　　 ひ 財解
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ノノ

繋〆 驚

グ

s ・

一
冒 厂 ＝ ユ勲

る反應 に於け る CO −enzyme と して 作用 して 居 る

らしい 事等が明 か に な り， 叉 ア ス コ ル ビ ン 酸 が生

體内の酸化還 元反應 に於 て 水素 を移逶或は 酸素給

與體 と して の 役 目を演 じて 屠 る事等 か ら， ビ タ ミ

ン と酵素 と の開係は 近年釜 曵明確 に され る に 到 つ

た． 帥ちビ タ ミ ン は生體内の 酵素系の 一部 に 直接

に關與 して 居 り， 斯か る 機序 に よつ て 其 の 生理 作

用 を示 す もの で ある事が刻 り， 從つ て 生 鱧の萩陳

代謝過程に於て それ等が 占め るべ き 役割の 全貌 が

殆 ん ど解明 され た と言 つ て 週言 で ない ．

　然 る に既 に古 よ リビ タ ミ ン と 並 び稱せ られ た ホ

ル モ ン の 作用は ， 生物學的方面か ら漸次解明 され

て は居 る もの 丶 生 化學的な 作用機序 に到 つ て は未

だ全 く不明 で あ る． 斯か る見解 よ b して 數年前 よ

り Meyer
，　McShan ，

　 Erway
，
　Dares ，　Dirscher1，

Hdffermann
，
　Barnes ，　Sawyer ，

　 Everett，　Stuer−

maer
・
D ・rfman 等 1こ よつ て 種 々 α）酵素系 と ホ ル

モ ン の關連性の探究が行わ れ始 めた事 は 薪 しい ホ

ル モ ン の 分野 を開拓 した意味 で 甚だ興味深 い も

の が あ る．皀Pち Meyer
，
　McShan2）8）は グ ィ コ ク ネ

ズ ミ を用い て 妊娠 7 分娩， 授乳期及 び下 垂體摘除

去勢等に際 して 黄體及 び 肝臓中 の號珀酸脱水素酵

素 ・ リ ン ゴ 酸脱水 素酵素 ，
Ad 鋤 ・互net ・iph・・ph−

a
’
tase

・ 酸性 及び ア ル カ リ性 フ オ ス フ ア タ ーゼ等 の

淌長 を觀察 し， 更 に estrogens 及 び其 の類鬱化合

物が 琥珀酸醗 水 素酵素及 び リン ゴ 酸脱 水素酵素等
の 酸化 酵素に 及 ぼ す影響を觀察 して 居 る． 破等の

報告に よれば ダ イ ゴ ク ネ ズ ミ の 肝臓 紐 ゲ ネ ー ト

中 の 號珀酸脱水 素酵素に 巽 し て は 合成 estroge ・
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1349−・30 性腺 ス テ 財 ド の酵 素 作 用 に 及 ぼ 号甥 響

ns 　（dietむyi−SUlbestro1，　hexestrol，　dienstro1）は

1 × 1（广・M で約80％ 其の 作用 を阻止 し， 2 × 10
−

’

M で は殆 ど完全に 酵素作用 を阻 1ヒ した と言 う事

で あ る ． 叉 ダイ コ ク ネ ズ ミ の 腦，副腎滞 垂 艦 黄

體 ， 腎 臓，心臓等に 存在 する琥珀酸睨水素酵素 も同

樣 に こ れ らの ホ ル モ ン で 阻止 され， 叉 1 つ の フ エ

ノ
ール 基 を もつ estrone も阻止作用 を示 すが，之

が硫酸 エ ス テ ル となつ て フ エ ノ ール 基 を 失 うと阻

止作用は な くな b ， 且 っ androgens に は こ α）限止

作用がな い …簸 び リ ン ゴ 酸脱水素酵素 1こ 鉗 し て も

琥 珀酸脱水 素酵素 の際 と略 洞 樣の事が言 え ・
フ

エ ノ ール 基 の數 に よ つ て 阻止 作用の 程度 も變 つ て

來 ると述 べ て 居る．然 して 彼等は その 阻止作用 の

本態が ，
同一濃度 の フ エ ノ ール が上述 の 如 翻 止

作 用を示 さ な い 事， 及び フ エ ノ ール 基 を もたな い

或種 の 化 合物が 1 × 10
− 4M

で 約67％ まで 阻止 を示

す事か ら， 單 に フ エ ノ
ール 基 のみ に依 る もの で は

ない と して 居 る．

　 叉 Dirscher1の等 もTestosterone，　Testosterone

Propionate， α・・Oestradiol，　DOCA ，　Progesterone

Insulin 等が解糖作用 をは じ め，脱炭酸酵素 ・ カ

タ ラ ーゼ 其の 他 數多 くの 酵素 に 及ぼす影 響 を觀察

して 居 b 彼等に 依れ ば， 脱炭酸酵素 に 對 して は

Testosterone　Propionate は大量で は阻止 し少 量

で は活 性化する と い う興味深 い 威績を報告 して 居

る．又 Sawyer ，
　Everett

”
“）・te）は cholin 　esterase と

eStr 。genS，　P・・geSte・・ne と の 關漕幽 こ就 て 報告

し estrogen −leve1の 上昇は nonspecific 　choline

esterase の増加 を來 し ，
　 Progesteroneで は 斯か

る事は認め られな い と述 べ て 居る ．

　 3ζ Dorfmana） 等は Desoxycorticosterone が

D 一ア ミ ノ 酸酸化 酵素 ，
tyrosinase 等 の 作用 を 阻止

し， 9！utaminase ，
　carboxylase ，　trypsin 等の 作

用 を促進 し叉 urease ， ア ス コ ル ビ ン 酸酸化酵素，

リパ ーゼ
，

transaminase 等 に 對 して は
一

部 分阻

止 す る と報告 して 居 る ．

　 私 も解糖 作用 に 關與 する酵素系に 就 て
，

estrog −

ens ，
　 andr ・gens，　 PrOgester・ne の 影響 を觀察す

るべ く家 兎肝臓 ホ モ ゲ ネー トを 用 い て ， 葡萄糖，

孚瞰 ， 焦性 葡萄酸 絢櫞酸 玻珀酸 ，
フ マ ール 酸 ，

口産婦誌 6 卷 耳 羶

リ ン ゴ 酸 等を基質と し て 其 の酸素沿費 を測 定 した

玩 琥珀竣 の 酸化が最 も著明 に認 め られ たの で特

に 之 に つ い て 實驗を試 み た の で あ る ・ こ の 髄 寶

kkl：際 して 最 も困難な黠 は ス テ ・ イ ドホ ル モ ’”
「
’“

水 に 難 溶性 で あ る と い う事實で あ る ．此 の 難 に つ

い て は各研究者 も夫 々 獨得の 方法 を 考 案 して い る

檬で ，
Meyer　McShan 等 は 少量の苛性 ソ 宀ダ溶

液に溶解 して 便用時 に 稀釋 し ，
夊 は エ ク ノ 冖ル に

少 量 の苛性 ソ ー・ダ を添 加 した もの に 溶解しPd　b ，

叉 或種 の ホ ？L モ ン は 硫酸 エ ス テ ル と して 水溶性 の

形 に して
．
實驗 に 用 い て 居 る．

　 又 Dirscherl
「；） 等は ホ ル モ ン の 極 く微量 を水 に

溶解 した b，
又 量 の 多 い 時は結晶浮瀞液の 形 で 用

い て 居る ．

　 Stander’D 等は ホ ル モ ン を豫 あ 0．2CCの 70％ エ タ

ノ ール に 溶解せ しめ ， 之 を 50cc の 沸騰 して 居 る

蒸 溜水 に 加 えて 之 を實驗 に用い て M −
　7
． ・ 破等 に依

れ ば こ の 操作 に ょつ て 難落牲 の ス テ ロ イ ド も
一時

的 に 蒸溜水 中 に 過 飽和 と な つ て 溶 ける と い う事で

あ る ．

　 私 は微細 な ホ ル モ ン 結 晶を 少 量ア ラ ビ ヤ ゴ ム を

用 い て 生 理 的食鹽水 中 に 浮 游 させ た所謂結晶浮游

液 と ， 結晶を 95％ エ タ ノ ール に溶解せ しめた場合

の 2 つ の 場合 に つ い て 實驗 を行 つ た・ estrogens ・

androgens の 結晶淨游液が酵素濃凌 の變化 に は 無

關係に何等作用 を 示 さな い 事は 恐 ら く其 の 不溶性

の 爲に 酵素分子 と反應す る事が 出來な か つ た の で

はなか ろ うか と も考 え られ る が ，他方酵素濃度の

低 い 場al こ pr・gester・ne の結晶淨游液が著明な

阻害を示 し た の は 之丈で 説明 の つ か な い 所 で あ

る．

　 叉 結 晶の エ タ ノ
・一一ル 溶液 で は 2 × 1  照 M で も

estradiGl が阻止 を 示 さ な い 酬 こ それ よ リフ エ ノ ー・

ル 基 の 少 い estrone が 43％ の阻止 を示 した の も興

昧深 く更に 又 合成 estrogen で あ る 4，4
’・dihydr−

oxy ．α
，β一diethyl　bibenzylの 兩端 の OH をア セ チ

ー
ノレ某 で置換 した diacetoxy−diethy1．bibenzyl が

約70％ の阻害を示 した の に 對 して ， 其の ナ ト リウ

ム 鹽 に阻止作用 の な い事及 び フ エ ノ　e 一ル 基 を もた

な い Progesterone の エ タ ノ ール 溶液 も又 約 3  ％
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の 阻止作用 を示 した事等 も Meyer ， 及 び McShan

の 読 と 比較 して 甚だ 興味深 い ． 皀防 以上 の 成績

か ら見 る と 阻止作用 と フ ＝ ノ 冖ル 基 と の 聞に は

lMeyer
，
　McShan 等の 雷 う樣な關係は成立 せ す フ

エ ノ ール 基は酵素阻害の 本質酌な もの とは考 え ら

れ な い 様 で あ る．

　然 τノ androgens 　（TestOSterOne，　Testasterone

Propi。nate
，
　Methy1　Androstenediol ） が酵素作

用 を阻止 しな い と い う點 に就 て は Meyer ，　McShan

等 の報告 と完全 に
一致 した．

　　　　　　　第 5 章 結　　論

　 1） 琥 珀酸睨 水素酵素に 及 ぼす estrogens
，　an −

drogens ，　progesterone 及 び其の類似物質の 影響

を檢壓法 に よ り觀察 した．

　 2） 高 い 酵素濃度 に於て は ホ ル モ ン の 結晶浮游

液 も， 結晶の ヱ タ ノ 冖ル 溶液 も共に 阻止夊 は活性

化 を示 さなか つ た．

　3） 低 い 酵素濃度 に 於て は Progesterone の 結

晶浮游液 で は  ．8× 10− ：M で は約62％
，

 ．8× 10→

M で は約 31％ の阻止 が認め られた外 ， 他の ホ ル モ

．ン の 結 晶浮游液 で は何 等の 影響 も認 め られな か つ

た．夊 結晶の 工 タ ノ ール 溶液で は estrone が 2x

10− 4M
で約43％，合成 estrogen （4，

4’−diacetoxy．

tat ，β・diethyl・bibenzy1）が 1・34× 10
− 4M

で約69％・

把rogesterone が e．33× 1G冖睾M で は約30％ ，
  ．33×

1341− 31

10−“M で は約15％酵素作用 を阻止 した．

　4） androgens で は阻止 又 は活性 化は認 め られ

な か つ た ．

5） 掏 estr・ ne
， 合成eStr ・gen・pr ・geste「One

等 の阻止 作用 の 機作 に關 して は 解明 に至 らな か つ

た．
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