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 アルカリホスファターゼを経回化学的に染めだすこと

が老案17）5）されて以来正常あるいは実験的，病的材料

における本酵素に関する多くの研究が発表されている。

又検出法の改良7）とか，その信頼性などについても枚挙

にいとまない程の論文がある。Danielli2）はアルカリホ

スファターゼの検出にさいして，切片の厚さの影響をの

べているが，その略解は極めて不充分であるので，種々

の条件を設定して詳細なる研究を行ない，いささか所見

を得たのでここに報告する。

       研究材料及び研究方法

 健康成熟マウスよりエーテル麻酔のもとに腎臓，小腸

および肝臓の小片を採取し，Gomori7）の方法に従って

アセトン固定し，パラフィンに包埋し，腎臓および小腸

は，20μ，10μ，5μ，2μの切片に，肝臓は20μ，10μ，

5μの切片にした。これらの切片についてアルカリホス

ファタt・一月および酸ホスファターゼの検出を行ったQ異

なる厚さの切片でも同一臓器の材料は同一の条件で染色

を行ない，更に同一一一・条件で顕微鏡写真を作製した。

         自家所見

 腎臓のアルカリホスファターゼは基質液に工5分，30分

および60分浸漬したものについて検討した。15分間基質

液に入れた標本においては刷子縁の見掛上の幅は切片が

厚くなる程ひろくなる（第1図）。これは刷子縁が厚く切

れているとゆうことのみでなく多くはいくぶん斜に切れ

ていることによると思われる。染りの強さは切片が薄く

なる程弱くなるが，特に細胞形質において著明である

（第1～4図）。色々な部分の核はどの厚さの切片でも

殆んど染ってない。切片が厚くなる程染り方の鮮鋭さが

うしなわれる。30分間基質液に入れた20μの標本（第

5図）では近位曲尿細管のほとんど全体が濃染し，刷子

縁の部分を他と区別することが困難である。10μ（第

6図），5μ（第7図），2μ（第8図）の各切片における

所見は基質液に15分問浸漬した標本とくらべて大きな差

異は認められないが，各種尿細管あるいは腎小体の基底

膜の染りがやや強くなっている。60分聞基：平門に浸漬し

た20μの標本（第9図）では曲尿細管の染りは更に強

くなり，刷子縁のみでなく全体が濃型染している。10μ

以下の切片の所見（第10，11，12図）は30分間基質液に

入れた標本にくらべていくぶん濃く染る。特に基底膜は

明瞭に染め出されていて2μ或は5μの切片では印象的

である。

 熱湯にてホスファターゼを非活性化してから染色を行

った標本においてはほとんど着染を認めなかった。

 小腸も腎臓と同様に基質液に各15分，30分，60分浸漬

して酵素の活性を検出した。15分闇基質液に入れた20μ

の切片（第13図）では上皮細胞の核の部分はやや弱く染

るが，全体に濃染し，小皮縁或はGolgi野といった部

分を区別することはできない。10μ （第14図），5μ（第

15図）の切片の所見はほとんど同じであって小皮縁，

GoIgi野に特に強い活性を認め，上皮細胞核は着染され

ない。2μ切片（第16図）は上記の標本と染りは殆ど同様

で，Golgi野には強い活性が認められる。15分閤基：質液

に浸漬した標本においては，基底膜を構成する線維はほ

とんど染らない。30分問基質液に入れた切片では核膜お

よび焼網工の染りがかなり認められるようになる。勿論

全般的に着染度は，15分間基質液に入れたものとくらべ
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増加している。5μ切片（第19図）と2μ切片（第20図）

との間に町彫度の差は認められず，小皮縁，Golgi野は

特に濃染し，叉細胞形質中に活性を有する構造を認めう

る。20μ切片（第17図）では核上部の細胞形質は全く濃

染し，小野縁，Golgi野を区別することは不可能であ

る。10μ切片（第18図）においてはその染りの強さは

5μ切片と20μ切片との中間であって，濃染するGolgi

野の上部がいくぶん明るく染っているが5μあるいは

2μ切片の如ぎ明瞭な像は認められない。基底膜は15分

間基質液に入れた切片より強く染っている。60全問基質

液に入れた標本においては20μ（第21図）および10μ切

片（第22図）で上皮細胞は全く下染し，その内部構造は

殆んど知ることができない。ただ核の存在する部位がい

くぶん弱抄しているのみである。5μ切片（第23図）も

それに近く，Golgi野より上部の細胞形質は殆んど濃黒

潤している。2μ切片（第24図）ではGolgi野は強く染

色され明瞭に認めうる。叉細胞形質内の微細構造はよく

認めることがでぎる。この肉合の2μの標本と基質液に

15分間入れた2μ切片とをくらべると，染りの強さには

大きな差は認められないが細胞形質中の微細構造は前者

の方がよく染っている。基底膜を構成する線維はかなり

強く染っており，又その母樹け上の着呼の強さは切片の

厚さに正比例する。

 熱湯にて非活性化した切片を同様に処理しても取り上

げるべぎ染色は認められなかった。

 肝臓では2μの切片を作ることが極めて困難であった

のでこれを除外した。基質液に入れる時間も15つ｝から60

分では下染が極めて弱いので，2時間，4時間および24

時間基質液に入れて染めた。2時間基質液に入れた標本

では3種の厚さの切片いずれもおなじような所見を呈

し，わずかに中心静脈壁および星細胞に弱い活性を認め

るのみである。肝細胞核には活性が認められない（第25，

26，27図）。4時間基質液に入れた切片で10μのもの

 （第29図）と5μのもの（第30図）とでは染りの上でほ

とんど差は認められないがよく見ると5μの標本では核

の茂りがいくぶんはっきりしている。この両種の標本で

強く染っているのは星細胞である。20μの切片（第28

図）では細胞形質は前2者よりやや強く染るが，特に星

細胞は強卜している。又毛細胆管もかなり認められる。

染色上より肝細胞核を細胞形：質より区別することは困難

である。24時間基質液に入れた切片では各厚さの標本と

も染色の強さが増している。厚さの差はそのまま染色の

差になっている。肝細胞核の染色性は切片の厚さには関

係なく大体おなじ程度に閉る。その染りは10μ（第32図）

5μ（第33図）の切片では細胞形質より強く，20μ（第31

図）では細胞形質とおなじ位である。毛細胆管および星

細胞は切片が厚い程強く染って見える。肝細胞間或は血

管壁には線維状の活性を認めるが，これは基質液に浸漬

する時間が長く，又切片が厚くなる程明瞭になる。

 非活性化した切片の染りは2時間基質液に入れた標本

とおなじ位であるが，ただし後者に見られる星細胞或は

血管壁の早りは認められない。

 腎臓の酸ホスファターゼは基質液に24時間浸漬して検

出した。20μ（第34図）および10μ（第35図）の標本は

同程度の染りを示すが，5μのもの（第36図）はかなり

弱い。核の着染の程度は3種目切片ともほとんど同じ位

である。細胞形質の回りは勿論部位によって異るが5μ

の切片では10μおよび20μの切片にくらべて薯睨に弱

い。しかし糸球体の染りは細胞核を含めて3種の切片で

同程度である。酸ボスファターゼの理合も切片の厚くな

る程基底膜が濃く染るが，アルカリホスファタ・一ゼの揚

合程薯明ではない。

 小腸の酸ホスファターゼも切片を24時間基質液に浸漬

して検出した。切片の厚くなる程着染は強い。20μの切

片（第37図）では上皮層は極めて強く勝り，核よりその

上部にかけて微細構造を認め得ない。核も濃染してい

る。10μの切片（第38図）でもかなり染りは強いが，帯

皮縁が最：も強く跨りその活性が隣接する細胞形質ににじ

み出たような感がある。5μの切片（第39図）ではかな

り明瞭な染色像が得られる。すなわち小序縁よりにじみ

でることのない限局した活性，比較的強い核上部の活性

および核の活性，中等度の基底膜の活性である。

 肝臓の活性は基質液に24時間および84時間浸潰して検

出した。84時間浸漬した標本では一般的に搾りがぎたな

い。格子線維のあるべぎ部位がやや濃染するほか，肝細

胞核，細胞形質を区別することがでぎない。24時聞浸漬

した標本では10μの切片が最も濃染している（第41図）。

核の染色性は20μのもの（第40図）と5μのもの（第

42図）と同程度かあるいは5μの切片の方がやや濃く染

つた核が多いように思われる。核小体は明瞭に濃染す

る。細胞形質は20μの切片の方がやや濃染している。

10μの切片では核，細胞形質ともにかなり濃染し，その

区別をすることが困難である。肝細胞の境界が細胞形質

より濃染する。

 脱パラフィン後水までもってきた切片を15£間熱湯に

つけて酵素を非活性化してから染色を行なっても，非活

性化を行なわない切片の如き染色性はえられなかった。

          考   按

 Danielli2）はアルカリホスファターゼの検出に際し，

基質液に入れて更にコバルト塩溶液中に入れ，その次の

水洗時間を切片の厚さにより変えなければならないと老

えて1μ，2μ，4μ，8μおよび16μのパラフィン切片を作

りその結果1μの切片で1分，16μの切片で4分のzk洗

が最：小限であるとゆうが，異なった厚さの切片について

同一一時間永旧した炊合の結果については述べていない。

研究を行なう揚合具体的な永洗：方法，水洗時間を厳密に
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規定し切片の厚さにより変えることは実技上町可能に近

い。著者らの研究においては日常手軽く行う揚合のこと

を考慮して水洗時間は切片の厚さにかかわりなく原法通

り一定にした。

 アルカリホスファターゼの停学，一般的にいって切片

が厚くなるほど着染は強くなり，又基質液に入れる時間

がながくなる程濃く阿る。切片が厚ければ1枚の切片に

含まれる酵素の絶対量は多くなり，又基質液には充分な

：量の基質を含んでいるので，浸漬時聞がながくなればそ

の分解産物が多くなるのは当然である。酵素活性の極め

て強い部分すなわち曲尿細管の刷子縁とか，小腸の小皮

癬といったところでは長時間基質液に入れた揚合にはそ

の染りがあまりにも強く，又まわりに拡散している。時

に細胞全体が真黒になることさえある。短時間基質液に

入れた揚合でも切片が厚くなる程着染に局在性が認めら

れない1）。これは酵素の拡散1。）によるとも考えられる

し，又切片が厚く強い活性を示す部分が斜に切れ見掛

上幅がひろくなるとも老えうる。LisoniO）によれば

1yo－enzymeとdesmo－enzymeとがあるとゆう。前者

は染色の過程において拡散する可能性があるわけであ

るQRuyterとNeumanni6）はアルカリホスファター

ゼは30％エタノール中に20時間つけると全く溶出してし

まうので，キシロールからアルコールを通して水までも

ってくる間に酵素の正しい局在性が失われるとゆう。又

Pearse15）は誤った局在性を示すような原因として（1）

酵素のあった町所から拡散し，酵素のない場所に吸着す

る。（2）酵素の活性により生じた産物の他の部全の吸着』

の2っのものをあげている。薯者らの所見より見ればこ

れらの因子を最：小にとどめるためには切片を薄くすべき

である。

 Gomoriの：方法では濃く図る部分にある核は強く染

る。例えば腎臓の近位曲尿細管の核は他の部分の核より

も短時間基質液に入れても濃染され，その染りの強さは

刷子縁と同じ位であるから，このような核の染色は拡散

によって起るのであるとPearseZ5）は述べている。著者

らの実験においては腎臓の切片では核は殆んど染らず，

染つた場合でも刷子縁の強染性とはくらべることのでぎ

ない程の弱さであって彼のゆうような結果は得られなか

った。核の染色性はのちに述べる如く基質液に入れる時

間にかなり左右されると思われる。

 Feigin4）らも種々の実験を行なった結果核の染色は拡

散によるものであると結論している。Gomori6）はアセ

トン固定をしたパラフィン切片でアゾ色素法で染めれば

核の染色が見られないことを述べ，核の染色は全部が入

国産物でないにしろ，その着染は基質液中の燐酸カルシ

ウムの2次的吸着によると述べている。Novikoff13）は

核の着染はやはり燐酸カルシウムが核に吸着するためで

あって核に活性があるとは考えられないと述べている。

Novikoffi4）は肝臓の切除実験を行ない，再生肝臓の核

は正常の肝臓の核より活性が強い。又毛細胆管の活性も

再生肝臓の方が強い。超遠心分離を行ってみると再生肝

臓は正常肝臓よりも活性が全体で64％強く，核のフラク

ションのみでは500％強い。彼はこの事実を解釈するの

に，核の活性が本当に強くなったのではなくして，毛細

胆管の活性によって核のフラクションがよごされたため

の現象であると1考える。そして核にはアルカリホスファ

ターゼは極めて少くいかなる方法を用いても染め出しえ

ないと結論している。MartinとJacobyii）は酵素のみ

が，あるいは酵素と燐酸カルシウムとが強い活性部位か

ら拡散して核に吸着されるとゆう。Yokoyama 18）らも

核に活性を有するとは老えられないとゆう。一方Dou－

nce3）は分離したラヅトの肝細胞核には高い活性を認め

又BrachetとJeneer1）は核のアルカリホスファターゼ

はDNAにおける燐酸のturnoverを制御するといって

いる。Danielli2）は核小体は細胞においてホスファター

ゼ活性の最：も強い揚所の一つであるといっている。以上

の如く多くの学者はアルカリホスファターゼの活性は核

にはないか，有っても極めて少く殆んど染色でぎないと

ゆう意見である。著者らの実験で短時間基質液に入れる

ことにより強い染りのえられる腎臓と小腸とにおいては

核は他の部分に比して極めて弱いか，或は殆んど染って

こない。ところが肝臓の如き活性の比較的弱い組織にお

いては基質液に入れる時闇がながくなり，その際核の染

色が見られるようになる。核の着膨の強さは切片の厚さ

に殆んど関係ないようである。この事実より，基質液中

にとけ出した燐酸カルシウム，或は酵素が核に吸着され

て染ってくるとのみ考えるのは適当でないようだ。もし

吸着のみによるのであるならば，切片が厚くなる程強く

頻るべきである。

 基質液に入れる時闇が長くなる程線維の彫りが強くな

るが，この染りは吸着によるのであるか，或は本来弱い

活性が存在するものであるかは不明だが，薄い切片でも

かなり強く出ることを老えると，ここにも本来活性があ

るように思われる。

 森12）はラットの精巣の塗抹および切片標本のホスフ

ァターゼの活性を検出し，アルカリホスファターゼは切

片，塗抹標本ともに細胞形質に強く核に弱く，酸ホスフ

ァターゼは切片では細胞形質に弱く核に特に強く，塗抹

標本ではその逆であることを見ている。薯者らの酸ホス

ファター一・ tfの実験では切片の厚さに関係なく核の積りは

大体同じ強さを示し，細胞形質は厚くなる程強い染色性

が認められる。薄い切片では核の横断面がでる。つまり

核膜を介さないで基質液に接する可能性が多分にあるわ

けであるが，その影響がいくぶんあるかもしれない。

 ホスファターゼの検出をする場含切片の厚さの指定

はGomori7）3～8μ， Lillieg）5～10μ， Pearsei5）5μ，
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Gurr町はできるだけ薄くすることを要求している。著

者らの所見から見ても切片は薄い方が間違つた局在性を

示す可能性が少くなる。．基質液に入れる時開が長時間に

わたっても切片が薄ければ比較的正しい局在を示すよ．う

に思われる。

          結   論．

 ボスファターゼの活性を見る揚合切片はできるだけ薄

くすべきである。．5μ以下であることが望ましい。

 基質液に入れる時間はその材料に適当していなければ

ならない。

 核にもホス：7ア．ターゼの活性は存在する。

          文、 献

 1） Brachet，．J． ＆ Jeneer， R．： Biochim． Biop一 ．

   hys． Acta， 2 423 （1958）

 2） Dapielli，． J．．F，： Cytochemistry， A critica！ ，

   apprgac．h．，． John Wiley ＆ ’Sqns， lnc．， New

   YoTk．（1953）

 3） Dounce， A．L．： J． Biol．・Chem．， 147 685

    （1943）

 4） Feigin，．1．， ．Wolf， A． ＆ Kabat， E．A．： Am－

   er．・J．・ Path．， 26 647 （1950）

 5） G①皿oτi，G．＝Proc． Soc． Exper．．Bio1． Med．

   42 23，．（1939）

 6）．，GorrlQri！ G．： J． Lab． clin． Med， 57 526

    （1951），，

7） ・Gomori，．G．： Microscopic． Histochemistry，

   The・University of Chicago Press， Chicago

   （1952）

8） Gurr， E．： Method of Analytical Histo！ogy

   and Histo－Chemistry，・ Leonard Hill ・Ltd．，

   工．on．don （1958） ．．

 9） Lillie， R．D．t Histopathologic Technic and

   Practical Histochemistry， The Blakiston Co．

   Inc．， New York （1954）

10） Lison， L．： 一Bull． Histol． Tech． micr．， 25 23

   （1948）

11） Martin， B．F． ＆’ Jacoby， F．： J． Anat．， 83

   351・（1949）

．12）．森富：解剖誌2843（1953）

13） Novikoff， A．B．．： Science， 115 320 （1951）

14） Novikoff， A．B．： Exp． Cell Res．， suppl． 2

   123 （1952）

15）・ Pearse， A．G．E．：．Histochemistry， J． ＆ A．

   Churchil Ltd．， London （1954）

16） Ruyter， J．H．C． ＆ Neumann， H．： Biochem．

   Biophys． Acta，． 5 125， （1949）

17） 高松英雄：満洲医誌291351（1938）

18）Yokoya皿a， H．0．，． Stowell， R．E．＆Math－

   ews， R．M．：・Anat． Rec．， 109 139 （1951）

一2694一



43

飯沼・八．卜田・伊藤・浜田論文付図 （1）

第1～33図アルカリホスファターゼ

第1図 腎臓
第2図同上
第3図 同上
第4図 同上

15分聞基質液に浸演  20μ
IOpt

spt
2／．e

一2695一一一

第5図 腎臓
第6図 同上
第7図 同上
第8図 同上

30分聞基質液に浸漬 20μ
10／1

5pt

2／t



44

飯沼・八十田・伊藤・浜田論文付図 （2）

第9図 腎臓
第10図 同上
第11図 同上
第12図 同上

1時間基質液に浸漬 20μ
10tt
spt

2pt

一2696一

第13図 小腸
第14図 同上
第15図 同上
第16図 同上

15分問基質液に浸漬 20μ
10pt
5pt

2pt



45

飯沼・八十田。伊藤・浜田論文付図 （3）

轡 ゆ

澱．鱗・

’．S’1

4炉
き鞠ワ輪融？ 

曳認

驚丁

第17図 小腸
第18図 同上
第19図 同上
第20図 同上

累
30分間基質液に浸漬 20μ
10tt
spt

2tc

酬
葱4灘

”

辮

一2697一

第21図
第22図
第23図
第24図

鞍．喜・

！j一・

小腸 1時闇基質液に浸漬 20μ
同上 10μ
同上 5μ
同上 2μ



46

飯沼・八十田・伊藤・浜田論文伺図 （4）

第25図 肝臓

第26図 同上

第27図 同上

2時間基質液に浸漬 20μ

10，et

spt

一2698一

第28図 肝臓

第29図 同上

第30図 同上

4時間基質液に浸漬 20μ

10pt

spt



47

飯沼・八十田・伊藤・浜田論文付図 （5）

第34～42図酸ホスファターゼ

  購農「

騨

韓ぎ ・齪

k・S＄，

．懸

．轟竃

第31図 肝臓 24時間基質液に浸漬 20μ

第32図 同上 10μ

第33図 同上 5μ

一2699一

第34図 腎臓 24時聞基質液に浸漬 20μ

第35図 同上 10μ

第36図 同上 5μ



48

飯沼・八十田・伊藤・浜田論文付図 （6）

臨、

ダ1

琴

畷

匠

 。麟

鷺藪
 t t

第37図 小腸 24時間基質液に浸漬 20μ

第38図 同上 10μ    ’

第39図 同上 5μ

難、

一2700一

趣。愈
  y．留㌧

㌔・、毒

一“

垂   斡

 轡

   欝

第40図

第41図

第42図

轟

肝臓24時間基質液に浸漬 20μ

同上10μ   ．・

同上5μ


