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ケ ト エ ノ ル 顆 粒 のRibonucleaseに よ る 檢 索

岡山大学医学部病理学教室(指 導　浜崎教授)

研 究 生　 谷 弘 光

〔昭 和27年8月10日 受 稿 〕

序 言

最近10年 間の生 物学 界を展望 して,最 も

著 しい進歩を示 したものの一つに組織化学が

ある.数 十年来純形態学的に探求されてきた

組織学が近来頓に発達して来た化学,殊 に核

酸化学を導 入して幾多の未 開 の分野 を開拓

し,細 胞や細胞核の形態 と機能 との生物学的

関聯 が 今や 明 かに され よ うとして い る.

浜崎 教 授1)は 早 くか ら この問題 に着 目 され,

昭和8年 解 合性DNA (desoxyribonucleic acid)

の特 殊証 明 法で あ る 「石炭 酸 フ クシン沃 度 法

(KFJ法)を 発見 され,爾 来 教 授 並 び に門 下

生 の広 範 圍 に亘 る研 究 に よつ て,ケ トエ ノル

顆 粒(KEG)がOligonucleotideを 主 成 分 と

し之に 少量 の リポ イ ドの加 は つ たDNA系 物
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質であることは最早間然す る所な く解明 され,

 DNAの 組織化学的証 明法 として重 合性DNA

を証 明す るFeulgen反 応(F反 応)と 並 んで,

 KFJ法 は解合性DNAの 特殊証 明 法 として

核酸代謝の研究には必要缺 くべか らざる証 明

法 となつた.

私は今回生鮮組 織にRibonuclease (RNase)

を作用せ しめKEGの 消長 を検索 して一 知見

を得たので ここに報告す る.

實験 材料 並 び に實 験 方法

実験 材 料 は 同一 正常 マ ウスの肝,腎,心 の

小 片 を と り,之 を柴 谷氏 よ り譲渡 され た精 製

RNaseの0.15%蒸 溜 水溶液 中に, 35℃ 30分

1時 間及 び60℃ 1時 間, 1.5時 間, 3時 間

浸 漬 した後,ク ロ ーム合 剤 固 定 を施 し型 の如

くパ ラフ イン切 片 として, KFJ法 並 び にF

反応原法を行 い,対 照 として酵素を含まない

蒸溜 水中に上記組織小片を実験 と同様浸漬処

置 し,両 者 を比 較 検 討 してKEGに 対す る

RNaseの 作用を検索 した.

實 験 成 績

肝

35℃ 30分

F反 応では組織表面の肝細胞核は濃縮性 と

な り瀰漫性淡紅色乃至紫紅色に染 り,中 にF

反応 陽性顆粒(F-Gr)を 数個容れ てい るが,

や 深ゝ部では0.5～1μ 大 の核内F-Grが 稍 々

増加 してい る.星 細胞核 は組織辺縁部 におい

て濃縮性 とな り瀰 漫性に紅 染している.

KFJ法 を行 うと組織辺 縁 部 で は核は淡紫

紅 色乃至淡紫色に瀰漫性或は微細顆粒状にそ

まつて核内にKEGを 認め ず,原 形 質 内に

0.5μ 大 のKEGの 他に2～3μ 大 時 に 数 μ

大の稜 角性KEGの 増加を認める.こ れ等の

所見 は対照 標本で も同様に認め られ る.

35℃ 1時 間

F反 応で肝細胞核 の瀰 漫性呈色及び稍 々呈

色性 の減 弱 した核 内Grの 増加 は梢 々深 部に

進 み,組 織辺縁部 の肝細胞核は 自家融解のた

めに瀰漫性 呈色を減弱 して0.5～1μ 大 のF-

Grが 明瞭に認められ るようにな り,更 に核

は次第 に反応陰性化 して空泡 化す る.中 心部

において も自家融解のため核内Grは 減少 し

核 は淡明 となる.

KFJ法 を施す と核内 に 呈 色 性 のや ゝ弱い

F-Grが 増加 した細胞核ではKFJ法 に僅かに

呈色す る淡紫色のGrが 核内に増加 する.組

織辺縁部で核 の空泡 化を認 めた肝細胞では,

原形質内に呈色性 中等度 の小 さい(0.5～1μ

大)KEGの 増加を認めるが原形質の瀰 漫性

呈色はな く,核 の空泡 化が更に進行 した肝細

胞ではKEGは 減少 し稍 々増大 して2～3μ 大

とな り,時 に中空性の大 きいケ トエ ノル リボ

イ ド(KEL)を 少数認め るよ うになる.

対照では実験 に比 しF反 応で核 の瀰漫性に

呈色す る肝 細 胞 が稍 々多 く認 め られ, KFJ

法を 行 うと0.5～2μ 大 のKEGが 原形質内

に稍 々多 く認 め られ る.

60℃ 1時 間

F反 応 を検す る と組織 中央部 の核内Grは

減 少且 小さ くなつ てい るが,組 織表面に近い

部分では核内F-Grが 増加 増大 し,更 に外層

部 の肝細胞核 は瀰漫性 呈色を示 してい る.星

細胞核は実質細胞核 に比 し抵抗強 く組織全般

に瀰 漫性 に呈色 してい る.

KFJ法 で はKEGは35℃1時 間に比 し減

少 し組織 中央部では原形質 内に1～2μ 大の

少数 のKEGを 見 るが,核 内にF-Grの 増加

した肝細 胞核内には淡紫 色Grを 認め ること

が出 来る.

対照で はF反 応で核の瀰漫性 呈色 は実験 に

比 して深部迄及 び,原 形質は瀰漫性淡紫色 に

呈色 してい るが,表 層部 ではそれは既に減弱

している. KFJ法 を行 うと深部で は 原 形 質

は瀰漫性 淡紫 色に呈色 し中 に微 細 顆 粒 状 の

KEGを 多数認め るが,表 層 部ではKEGは

増大 し原形質の瀰漫性 呈色 も減 弱 している.

60℃ 1.5時 間

F反 応では実質細胞核の瀰 漫性呈色 は1時

間に比 し減 少 し,組 織深部 の核内Grは1時

間 に比 し増加 し,表 面に近づ く程増加 してい

るが,一 般に 小さ く0.5～1μ 大で原形 質 内
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にはF-Grを 認めない.星 細胞核 も組織周辺

部において瀰漫性呈色が減弱 し空泡 化 した も

の もあ る.

KFJ法 を行 うと組織 中央部 においてKEL

の他に少数の小 さいKEGを 見 るが.周 辺部

では明瞭なKEGを 認めず,核 内に0.5μ 大

の淡紫色Grの 増加を認め,核 膜はそれ よ り

稍 々強 く呈色 している.

対照では実験に比し自家融解が強 く肝細胞

離開を認める. F反 応では核内Grは 実験 よ

りや ゝ多 く原形質は淡紫色瀰 漫性 に呈色 して

お り, KFJ法 で も前時間 同様の微細 なKEG

を多数認め るが,周 辺部ではKEGは 前時間

に比 し減少し2～3μ 大 のKEGを 少数認 ある.

60℃ 3時 間

F反 応では肝細胞離開 を認め肝細胞核 は瀰

漫性に呈色 し原形質 も瀰漫性淡紫色に染つて

いる.深 部の実質細胞核は1.5時 間に比 し核

内Grの 減少,呈 色性 の減弱を来 し空泡化の

傾 向が強 く認められる.

KFJ法 では空泡化 した肝 細 胞 核 は核膜の

み紫色に呈色 し核内は全 く淡 明に見 えるが,

中央部では核内に淡紫色Grに 混在 して呈色

性 は稍 々弱 いが明瞭なKEGを 認め,原 形質

は淡紫色瀰 漫性 或は 微 細 顆 粒 状 に呈色 し1

～2μ 大類円形濃紫 色のKEGを 少数認める
.

対照 のF反 応で肝細胞離開は実験 より強 く

周辺部 の核 は消失 している.深 部 の肝細胞核

は瀰漫性 に呈色 し, KFJ法 で原形質はや ゝ強

く紫色瀰 漫性 に 染り明瞭なKEGを 認 めない.

腎

35℃ 30分

F反 応でや ゝ深部の主部上 皮細 胞核は核 内

Grが 稍 々増加 し,そ れ よ り周辺 部 で は核 は

瀰漫性紫紅色にそ まり,最 外層2～3列 では

核 は反応陰性化 している.間 質細 胞核は濃 縮

性で瀰 漫性紫紅 色にそ まつている.

KFJ法 ではF反 応で核 内Grの 増 加 した

主部上 皮細胞 核 は核 内に0.5～1μ 大淡紫色

のGrを 容れているが明瞭なKEGを 認めず,

原形質内にKEGが や ゝ増加 してい る.周 辺

部では核は瀰漫性淡紫色に染 り核 膜が淡紫色

に 呈色 性 を帯 びて くる と,核 周 に0.5～1μ 大

の明 らかなKEGが 出現 して 更 に 増 加 増大

し,こ の部の原形質 内KEGは 最 も増加 して

い る. F反 応で核の反応陰性化 した ものでは

原形質 のKEGは 減 少す る.

対照ではF反 応で核の反応陰性 と化 した も

のが実 験 に比 し多 く, KFJ法 で はKEGは

実験に比 しや ゝ粗大 でその数が少 い.

35℃ 1時 間

F反 応で主部細胞核の反応陰性化は組織表

面 より100～200μ の深 さに及 び,核 内Grの

増加乃至瀰漫性呈色 は中心部に まで及 んでい

る.

KFJ法 では30分 に比 し一般にKEGは 減

少 し,殊 に組織周辺部のKEGに 著 しいが,

中央部では増加 してい る.最 も興味あ る事は

核がF反 応陰 性 化 の傾 向にある時,核 内に

0.5～1μ 大稜 角性境界明瞭なKEGが 認め ら

れ る事であ る.

対照ではF反 応で核 の反応陰性 化は殆 ん ど

全 組 織 に及び, KFJ法 を行 うとKEGは 実

験 に比し粗大 で少い.尚 実験,対 照共間質細

胞核 や糸毬体上 皮核はF反 応で濃縮性瀰漫性

に染 り, KFJ法 では淡紫紅 色 瀰 漫性 に染つ

てKEGを 認めない.

60℃ 1時 間

F反 応では35℃ 1時 間で反応陰 性 化 した

核 内に微細なF-Grが 組織 周辺部 よ り深部に

向つ て次第に増加 し,表 層 部では核 内Grの

増加 した核や瀰漫性呈色 を示 した核が混在 し

てい る.

原形質 は組織 全体にわた り瀰漫性淡紫色に

呈 色 し稀 に 核に近 く0.5μ 大 の微細なF-Gr

を認 めるが,細 織 周辺部 では原形質の呈色性

は減弱 している.

KFJ法 を行 うと組織表面 よ り稍 々深 部 に

おいて核に近 く微細 顆 粒状乃至1～2μ 大 の

KEGが 増加 し,核 内に も明 らかにKEGが

認 められ一部の核 はKEGが 充 満 してい る.

間質細胞核や糸 毬 体上 皮 の核 膜 に外接 して

0.5～1μ 大 のKEGが1～2個 出現す る.

対照では実験 に比 しF-Grの 増加及び原形
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質の瀰漫性 呈色は著明でな く僅かに組織中央

部 に認め られ, KEGも 組織 周辺 部には認め

られず,中 央部 に微 細 顆粒状又 は1～2μ 大

のKEGの 増加 を見 る.

60℃ 1.5時 間

F反 応を検索す ると主部上 皮細胞核は深部

においては1時 間に比 し核 内Grの 増加 を来

すが,周 辺部では核の反応陰性化が起 り,原

形質の呈色性 も消 失 してい る. KFJ法 を施

す と深部では核内及 び核 膜 に接 して小 さい

KEGが 増加 し更に増加増大 して原形 質 遊離

縁に近 く1～3μ 大の大 きいKEGを 生ず る

が周辺部 ではKEGは 消失 してい る.

対照では実験 に比 し核内F-Grは 少 く原形

質は瀰漫性に呈色 してい るが,組 織 周辺都 で

は核及び原形質 の呈 色 性 が 消失 してい る.

 KFJ法 で も深部においては微細顆 粒状 乃 至

1～2μ 大のKEGが 主部上皮細 胞内に多数充

満 しているが(こ の部 のKEGは 実験 よ り多

い),辺 縁部では減 少している.

60℃ 3時 間

F反 応で主部上皮細 胞原形質の呈色性はや

や減弱 し,核 の空 泡 化 も進 行 して表 面 より

50～70μ の間の核は全 く反応 陰性 と化 してい

る.

この部をKFJ法 で検索す るとKEGは 全

く認め られず,深 部では2～3μ 大のKEG及

びKELを 細 胞遊離縁に近 く認 め る.

心

35℃ 30分

F反 応 では組織表層部の筋核 の核 内Grが

増加 して瀰漫性呈色 を示 しやや濃縮性 である.

このよ うな筋細胞の原形質は淡紫色瀰 漫性に

染つている.間 質細胞核 は濃縮性であ る.

KFJ法 では組織表層部 の 筋 核内に淡紫色

Grを 数個認め原形質は紫色瀰 漫性或 は 微 細

顆粒状 にそ ま り1～3μ 大濃紫色KEGが 増加

している.

対照 ではF反 応で筋核の瀰 漫性 呈色を示す

ものはや 深ゝ部 まで認め られ,原 形質の呈色

性 も僅かに強 く, KEGは 微 細 な ものがや ゝ

多数認 められ る.

35℃ 1時 間

F反 応 で核内Grの 増加,瀰 漫性 に呈色 し

た核及び原形質 の増加を認め る.

KFJ法 では30分 に比 し軽度にKEGは 増

加 している.

対 照は実験 よ り筋核 の瀰漫性呈色及 び核内

Grの 増加及び原形質の呈色性 も著 明で, KFJ

法でKEGも 多少多 く又大 きい.

60℃ 1時 間

F反 応で核内Grの 増加及び瀰漫性 呈色を

示す筋核 は増加 して組織全般 に亘つて認めら

れ るようにな り,原 形質 の瀰漫性呈色は35℃

 1時 間 に比 し減弱 している.

KFJ法 ではKEGは 一般に減 少 し稍 々増

大 している.

対照ではF反 応で核 内Grの 増加及 び瀰漫

性 呈色を示す筋核は実験に比 し少 く原形質 の

呈色性 はや ゝ強 いが, KEJ法 でKEGは 実

験群 に比 し1～2μ 大 のKEGが 稍 々多 く原

形質は瀰 漫性紫色 に呈色 していて,核 内には

0.5μ 大境界がかな り明瞭な淡 紫 色Grを 認

め る.

60℃ 1.5時 間

F反 応では組織全体 にわた り瀰漫性 呈色を

示す核 は減 少 し原形質の瀰 漫性呈色 は深部 に

稍 々増強 している.

KFJ法 ではKEGは 周辺 都 に少 く深 部 に

多いが,一 般 に小 さ く,そ の部の筋核内には

明瞭な1～2μ 大 のKEGを2～3個 認め るも

のがある.

対照では上記核及び原形質の呈色性はや ゝ

強 くKFJ法 でKEGは 実験 よ り大 き く稍 々

多い.

60℃ 3時 間

F反 応で筋核 の瀰 漫性呈色 はや 減ゝ 弱 し原

形質 の呈色 性は増 強 しているので, KFJ法

を行 うとKEGは1.5時 間 よ り増加 してい る.

対照ではKEGは や 大ゝ き く原形質 は濃紫

色瀰 漫性に呈色 してい る.

總括並びに考按

KEGがOligonucleotideを 主 成 分 とす る
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DNA系 物質である事は最 早 や疑 いのない事

実であるが,昭 和8年 浜崎教授 の発見以 来現

在 までに行ばれた成 績を 顧 み る と, KEGは

Nucleotidase2)及 び酸Phosphatase3)の 作 用を

受け,冷 三塩 化醋酸4),温 過 クロール 液5)及

び0.25%の パ リツ ト水6)に よつて抽出 され

る.紫 外線吸收性7)は 我国でば設備 の都合上

2600Aの 光源 を利用できないので, 2750A及

び2800Aの 光源で紫外線顕微鏡写真を撮影

し検索 したところ, KEGは 明 らかに細 胞顆

粒中最も強い吸收性を示 し,上 記の抽出を行

つた後には これが消失 す る事が判明 した.又

Desoxyribonuclease8)に よつてはKEGは 消化

されず,本 酵素 によ り核 のFeulgen陽 性度

が減少す るに従つて細 胞 質 が呈色 性 を得て

KEGが 増加す る事が明 らか となつた.

R.-Naseに よる消化試験 ば切 片では不変で

あつたが, KEGはDNA系のOligonucleotide

が少量の リポイ ドと結合 して組織 内に存在す

るもりであ るために, Cr合 剤 固定 を行つた

後では リポイ ドに妨 げられ て酵素 の作用は及

び難 い.従 づてCr固 定に先 き立 ち或程度 リ

ボイ ドを除 いてお くか,又 は生鮮組織で処置

してその後にCr固 定を行 はねばならない.

然 し乍 ら生鮮組織 では 自家融解作用のために

37℃ 3時 間以上の実験に耐 えない し,又R-

Naseの 至 適 温 度はKunitz9)に よれば65℃

であるので,本 実験 の ようにR-Naseを60℃

の恒温槽 で作用 させ ると自家融解作用を避 け

る事 は出来 ない.

今回の実験 を総括 すると,肝 では先づ核内

にF-Grの 増加及 び核 の紫紅色瀰漫性呈色が

現ばれ, KFJ法 では原形質内に微細 なKEG

がやや増加 する.重 合性DNAの 解合が進 む

とF反 応で核内Grの 呈色性 の減 弱,更 に核

の反応陰 性化 が 起 るが, KFJ法 では核内に

淡紫色に染 るGrが 認め られ,こ のGrはF

反応が明 瞭でな くて両者 の 中 間 に 位置 す る

KEG前 階級物であ る. KEGがF反 応原法 に

よつ ては 十 分 呈 色 し な い事 は 浜 崎 教 授10)

(1939)が 既に報告 され た所であ るが,浜 崎,

佐野11)のF反 応改良法を行 えばKEGが1規

定HCIに よる2～3分 の水解で最 も著明に呈

色す るので,こ のKEG前 階級 物 も上記改良

法 を施せば十分呈色 し,面 白い結果が得 られ

るであらうと想像 され る.

このKEG前 階級物が核内に増加 す る時期

には原形質内に微細 なKEGが 新生 され るが,

核 の空泡化が進行す ると原形質KEGも 減少

すゐ,次 いで空泡 化 した核内に再 びF-Grの

増加及 び瀰 漫性呈色が現 はれ,前 記同様 の経

過 を とつて核のF反 応陰性化へ と進むが,こ

の際核 の重合性DNAは 完全にOligonucleo

tideに まで解合 しない うちに原形質に浸出す

るためにF反 応では原形質 の瀰漫性呈色 とな

り,之 がCr固 定KFJ法 を施 され る と微細

な呈色 性 の や ゝ弱 いKEGと して証 明 され る.

更 に重 合性DNAの 解 合 が核 内で 速 かに行 は

れ てOligonucleotideを 生 ず る と, F反 応 で

は核は空泡 化 し反応 陰性 化 す るが, KFJ法

で核内に明瞭なKEGが 検出 され る.こ の核

内KEGの 出現及び原形質のF反 応陽性は,

浜崎,谷8)がDesoxyribonucleaseに よる実験

を行つた際,本 酵素に よつて重合性DNAが

核内で解 合されるために一層著明に証明 し得

た事実であ り,又 三船12)が無菌的 保存法に よ

る自家融解実験 において37℃ 4時 間の肝細

胞核内にKEGの 出現 を報告 してい る所 よ り,

本 実験においても重 合性DNAの 分解が核 内

にお こり,そ の一部 が原形質内に浸 出 した と

解釈す ることが出来 よう.

又R-Naseを 作用 させた実験群 と然 らざ る

対照群 とを比 較す ると,組 織 化学的所見に は

大差がないが,唯 実験群 よ りも対照群 の方が

上記 の変化が早期 に現 はれ, KEGも 前者 よ

り後者 に多いので,実 験群 におけ る自家融解

作用即 ち組織内諸酵素の作用がR-Naseの 為

に阻害 された と考えざ るを得ず,又KEGが

対照群 よ り実験群 に少い と云 う事 実 はKEG

がR-Naseの 作用を受け て幾分 消化 された と

も考え られ る.況 してCohen13)も 云つてい る

よ うに結 晶性R-Naseで も蛋 白分解酵素を含

むのであ るか ら,今 回の実験 に供 したR-Nase

に も不純物が混 じていたのか も知 れない.
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次にKEGの 消長 を見 ると,肝,心 におい

ては35℃ 1時 間,腎 では35℃30分 で最 も

増加 し以後 次第 に減 少 している.三 船 は37℃

で無菌的 に保存 して肝は8～12時 間,腎,心

は12～16時 間に於 て最 も著明にKEGが 発

現 した と云ひ,又 永野14)も同様 に して蛙 の肝,

腎,心 を検索 した所, 8時 間で増加 し始 め以

後20時 間 までに最 も多数 且 著 明に現れ る と

云つているが,氏 等 の実験方法 は直後及 び4

時間以後を とつた為に4時 間 までのKEGの

消長が不明であつたが,今 回の実験 に よつて

35℃ 30分 ～1時 間頃に もKEGの 増加があ

る事が判明 した.

結 論

1. 生 鮮組織 に リボヌ クレア ーゼを作 用 さ

す場 合には,之 に 自家融解 が起 り又蛋 白融解

酵素の作 用が加 は るために成績 の判定が困難

で あるが,一 般 にKEGは リボヌ クレア ーゼ

の作用を受けない ものと思はれ る.

2. 核 の重合性DNAが 核内で解合 され る

際, F反 応原法に もKFJ法 に も弱陽性 を示

すKEG前 階級 物が生ず る.

3. マウスの臟器 では 自家融解作用に因 る

KEGの 増加 は35℃ 30分 乃至1時 間で既に

認め得 られ る.

4. 自家融解作用は腎に最 も強 く,肝 之に

次 ぎ,心 は最 も緩徐であ る.

終始御懇篤なる御指導と御高閲を賜つた恩師浜崎

教授に深甚なる謝意を捧げる.
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