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Isao TERUMOTO 1956 Some Note on the Histochemical Detection of the Acid 

Phosphatase in Plant Tissues. Low Temperαture Science， Ser. B， 14. (With English 
resum岳p.36)

植物組織の酸性ブオスプアターゼの検出についてl'

日行 本 関j

(低混科学研究所生物学部門)

t昭和:¥1年71l受理〉

I.緒言

30年程まえから急に phosphataseに関しての研究がとりあげられてきて， 今までに紙め

て多くの研究論文が出されてきている 8) この phosphataseについての研究の大部分は，動物

組織を使つてなされたもので，植物を材料として研究されたものはいたって少ない。又，植物

を材料とした組織化学は，動物の組織化学にくらべて未聞のところが非常に多く， したがって

基礎的研究も殆んどなされていない有犠である。そこで植物の生組織ならびに固定組織につい

て，植物組織化学的に酸性 phosphataseを検出するのに必要な条件を決めるために予備的実験

を行ったので報告する。

II. 方 r 法

実験の材料にはダイズ (Gly;;ineMax)と野生のクワ (Morusbombycis)をえらんだ。ダイ

ズは流水中に2rJ寺間漬けた後，水道水を充分すわせた~~紙をしいた発:!i~vヤー νに蒔き， 25
0C 

のブラ γ器中で 24 時間放置，約 15~20mm に発拠したものを試料とした。反応に使用した部

分は，根端から 5mmを切りすて次の 5mmの部分を handsectionし，細胞二三jぽの切片をつ

くるかんまたはあとに述べるように国定した切片を作って用いた。クワは戸外に生育している

ものを随時採取して，その校の尖端から第1， tf~ 2郊の部分を用いた。

酵素の証明

1. 標準反応液vi次の組成であり，阻害剤実験のl場合には，蒸溜水の代りに最終濃度が各

所定の濃度になるように!泣寄斉1]の溶液を加えた。なお法官を入れないで，その他同じ条件で処

理したものを対日日とした。
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各試薬を混合したとき生ずる沈澱は，泌、紙で泌過するか，または円心分離して取去った。

培養温度は370C，培養時聞は生組織切片で30分，回定組織切j十で2時間であるら

2. 培養後蒸溜水で3回洗i燥しー充分に基質を洗い去る。次に2%酷酸に約3分間浸し，の

ち蒸溜水でよく洗う。

3. 1% 黄色硫化アジモン溶液に 2~3 分間浸す。

4. 数回，蒸溜水で洗滅する。

5. 必要により， 95% a1coholで脱水， abs. a1cohol， abs. a1cohol1J2十xylol1/2，最後に

xylol "a:"通してパノレナムで永久標本とする。 xylolの使用で染色は幾分うすくなる。

酸性 phosphataseの活性の場所には， PbSの黒褐色沈澱が現われるので，その濃度で相対

的活性度を決めた。

ダイズの細胞では，イ二，核，細胞質全部が染色される。クワの組織では，表皮，靭皮繊維，

形成田，村部には常に酸性 phosphataseを認められない。のこる柔細胞の部分と筒管部に強い

反応が現われる。

111.結果

実験第1. 固定液の問題

動物組織の場合に最も普通に使用されている Gomoriの方法では，植物組織細胞の収縮が

はげしく paraffinの透入も不可能であった。 Glickand Fischerの方法のうちA法も不良であ

った。 Glickand FischerのB法が，細胞への para伍nの透入もよく，細胞の形態もそこなわ

ずに固定切片標本をつくるのに適していた。

固定切片は次の Glickand Fischerの方法わめにより，固定，脱水， paraffin包埋した小片

を15μ のj享さに切り，その切片をスライドに Mayerのア Jレブミ γではりつけた。そのスライ

ドを 40
0
Cの温浴上で5分間あたためて， しわをのばし， 400Cのブラシ器中で2時間乾燥した

ものを固定組織標本とした。随時， xylolから a1coholにスライドをうっし paraffinを除いて，

水に組織をもどしたものを，方法において述べた酵素反応液中で反応させた。

切j干の paraffin1除去はつねに次のように行った。

乾燥した切片 slideglass→xylol (10分)→xylol1/2・abs.a1c. 1/2 (10分)→abs.alc. (5分)→

95% a1c. (5分)→85%a1c. (5分)→70%a1c. (5分)→50%a1c. (5分)→30%a1c. (5分)→水洗

固定方法

1. 次の溶液に試料を各1時間づっ漬け順次うつして行く。途中，時々吸引ポ γプで容器

1:1:1の空気を除き，組織の中に溶液の透入することを容易にした。

a. 70% a1cohoL 

b. 80% a1cohoL 

c. 80% a1cohol， 65 cc+幻同butyla1cohol， 35 cc. 



植物組織の酸性フォスフアターゼの検出について 31 

d. 95% a1cohol， 45 cc十n-butyla1cohol， 55 CC. 

e. absolute a1cohol， 25 cc+ n-butyl a1cohol， 75 CC. 

f. n-butyl a1cohol. 

g. xylol. 

2. 次に常温で paraffinの祈出しない程度に， 充分 paraffinを xylolに溶かしこんだ

xylol-para伍nに試料を移し約15時間放置する。

3. 次いで溶融している para伍n(530C)に上記小片をうつし， 20分づっ3間溶融 para伍n

を順次かへ para伍nを透入させてから，最後に常法6)によって包i理した。

実験第2. 反応時間

a. 材料 ダイズの幼根の生組織切片

生組織切片で10分間反応させたものでは，蒋くそまる部分，濃くそまる部分，全く反応し

ない部分が現われる。 30分たつと全部の細胞が黒色に染ってくる。それ以上は染色度に変りが

ない。

第 1 表

時 間 (分) 基質添加

10 十持

20 ":;_1.. 

30 争+

40 十+

50 対+

60 村+

120 制十十

持 十・・・・・・わずかに活性， 十件……非常に活性，

b. 材料 ダイズの幼根の国定組織切片

基質t.i:添加しない場合
(対照)

一……不活性

間定切片では，固定処理中に酵素が幾分失われるためか? 顕微鏡的な観察ではやや茶褐

色かかってみえる。 この笑験結果から処狸時間jを，生組織で30分，固定組織で2時間を基準

とした。

時間(分)

60 

120 

180 

240 

第 2 表

;1JJ;質添加

ムトト焚

キト

+ト

終 回定組織切}干の場合，染色程度は主主組織切片にくらべていくらか?泣い。
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実験第3. 加熱による不活性

材料 ダイズの幼娘

照本 i:fVi 

処理時間 30分，対照は同じ時間冷水中に保った。生組織では 590Cで，国定組織では 57
0
C

各 30分で・完全に活性を失った。この温度差の原因はわからない。

5グC

生組織切片

岡定組織切 j午

実験第4. NaFの影響

材料ダイズの幼恨

十1+

→、ト

第 3 表

56
0

C ラ7
0

C

十十

+1 

ラ8
0

C 59
0

C 60
0

C 
対照
(基質添加)

ネト 外+

+1 

NaF は酸性 phosphatase の q. .j= ~l~的な阻害関といわれている o NaFでの完全f5[L容は生組織

でも固定組織でも 10-2Mであり， 50%の|証容は 10-2M~lO -a M の間にあるように忠われる。;f

第 4 表

生組織切片

悶定組織切 j守

10-2 M 

実験第5. モジブデシの影響

1O-:>M 

十

F卜

材料 ダイズの幼似の生組織切片

10-4 M 

4ト

十ト

対 照

基質添加基質添加なし
IO-J M 

“+ ，+十

+ト 十十

lO-:lM以下の濃度では少しも阻害作用は現われなかった (Moとしてそリプデ γ酸アムモ

ニクムを{史則した)。

第 5 表

lド M 10-5 対照(丞質添加)

十ト →『ト 十ト

実験第6. KCNの態管

材料 ダイズの幼i伎の生組織切片

10-4M~1O-:l M では切片の各所に反応を示さない細胞が混在しているが， 10-2 M では完

全に祖容されている。

第 6

10-2 M 
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実験第7. 流水中に切片を放置した場合の活性変化

材料 ダイズの幼恨の固定組織切片
第 7表

回定組織切片言ピ用い para伍nを除い

てから水に移して，流水中(温度約100C)に

所定時間放置後その活性を調べた。その結

果，活性皮は対照(蒸溜水中に約10分)と等しかった。

24時間後 48時間後

寸町ト 十!

実験第8. 固定組織切片保存誌度の影響

a. 材料 ダイズの幼収

普通に考えられているように，低温に保存することは，この笑験でも不良の結果をあたえ

た。かえって室温附近に国定組織切片を保存することが，酵素活性の維持に好都合のようであ

る。スライドにはりつけたままの切片では， 250Cの保存で122日目までも強い酸性 phospha-

tase反応を残していることがわかった。

b. 材料 クワの茎

保寄時間 25 -10 

2遊間目 4トト 十 土

L

I

!

 

小

み

M

M

'

H
ソ

q
J

に
J

実験第9. 生組織切片の保1字

材料ダイズの幼ji{.

カミソリで横断切片をつくり，カパ{グラスの中央にはりつけ，乙/ヤ{レに入れ各温度の

ブラ γ器中に保存した。保存した日数は 141日までであったが，基質溶液中で2時間反応(相

当に乾燥状態になっているので、，反応時間1を長めにとった)させたあとでの酸性 phosphatase

の検出は，千を;品!立とも保存による酵素反応の減退は見られなかった。この結果からみると，実

験第8の低温度保存による酵素反応の減退は，固定組織材料だけに見られる現象であることが

わかる。この場合の固定は Glickand Fischer 法によったものである。

第 9 表

保 存 i品 皮 rCJ 
保在 l母悶

25 5 O -5 -10 

l週間目 三トト ベトト ム， 十ト

2 グ +.ト 土

3 グ 4司i
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実験第10. Paraffinブロックのまま OOCに保存した固定組織材料の活性変化

材料ダイズの幼恨

paraffinブロックのまま OOCのフラン器中に33日間保存した後， 切片を作り， それにつ

いて酵素反応を調べた。その結果は，実験第8の闇定組織切片の場合と同じく，全部酵素の活

性を失っていた。

IV.考察

動物組織でなされた実験は大部分が固定組織標本によっている。 しかし植物組織では動物

組織と違って，原形質が細胞l換によってかこまれているために， paraffinの透入が容易でなく，

出来れば生組織切片を用いて，すぐに反応をみることが望ましい。

上述の結果では生組織切片の方が反応も強く良い結果をあたえている ο

回定したものでの反応染色の程度は，生組織切片にくらべて約半分におちている。Gomoriめ

は闇定した組織切片の活性は，よい条件でさえ， f話定前の全活性の 60~50% が失われること

を報告している。 Wannerll)もトクキピで固定によって活性の減少することを記載している。

次に酵素を不活性化する温度は，生組織切片と回定組織切片との問に， 30分処既の場合，

それぞれ590Cと570Cと約20Cのひらきがあった。 Gomoriは paraffin包理に際して， para伍n

ovenの温度が560Cをこえるか，または 1時間半以上 paraffin処理すると，酵素は不活性にな

ると述べているが，本実験の悶定組織切片の結果はこれと一致している。

このM-索の特呉的な阻害剤として NaF があげられる。 Lison4) は対照プレパラ ~l、として

10-3 M~10-2 M (0.0042~0.042%) 濃度の NaF で処理したものを用いているが，ダイズのガIJj、u.

でも 10-2Mの濃度で完全に反応、を停止する。 また，モリブデシ塩は酵母の表問 phosphatase

を阻害するがめ，10〉，然しダイズにおいては Moの阻害作用は見られなかった。

KCNに対しては， NaFと同じく 10-2Mで完全に阻害された。

Pearse竹 l土， phosphataseの研究のための保存 paraffinブロックをどCに保っており，そ

の際スライドに切片をはりつけたものと， paraffinブロックのままで保存したものの間に差が

ないという。普通， paraffinブロックのまま貯賊すると phosphataseの活性は低下すると Lison

は報告しているが Gomoriは5年間室温においた para伍nブロックからつくった切片で，一

つも活性の低下が見られなかったという。著者の実験では，明らかに常温(250C)の方が切J干の

ままでも長く酵素反応を維持し，低温に保存したものは，前者にくらべて短時間に酵素反応が

不活性となっている。これに反して生組織切j干においては，保存温度による活性の変化は -10

OCにおいてさえ殆んと認められない。 Arreguin-Lozanoand Bonner1)はノミレイ νョ塊茎の全

しぼり汁と，硫酸アジモシで分離した液の両方を， OOCと250Cに3週間保存し，その後の phos-

phataseの活性の測定を行い差がないことを示している。

以上の続々の実験から，植物品II織について組織化学的に椴性 phosphataseを充分に険11¥で
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さることがわかった。なお，生組織切j十の方が，固定総織切片にくらべて強い反応、を示すこと

と，生組織切片では，活性は保存j品度に殆んど影響されないが， L品定組織牒本の保存温度は，

低温より常温の方がよいことが確められた。

摘要

発~.三ダイズの幼j'1ミとクワの 1 年生校の切片で，酸性フォスブァタ{ゼを組織化学的に検出

することを試みた。

植物組織切片は生切Jtと回定1;)]J十の両方を用いた。国定にはかフをチ{ノレアノレゴ{ノレを使用

する Glicl$:and Fischer法が適当である。生切片で 30分， r品定切j十で2時間処JW.することによ

って，酵素反応が充分に現われる o 生切片で 59
0

C，回定切片で57
0

C各30分処班すると酸性ブ

ォスプァタ{ゼは不活性になる。まずこ弗佑ソ{ダ，モリブデン酸アシモシ，青酸カリの阻害作

用も調べた。

固定前i織切片の保存温度は低嵐より常温の方がよいが，生組織切j十では酵素の活性は保存

温度にほとんど左右されない。

終りに，始終御指導下さった青木臆先生に感謝の;色、をあらわす。
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Resume 

For the purpose of determining suitable conditions for detecting the acid phospha-

tase in plant tissues by histochemical means， some attempts were made， using the radic1e 

of soybean and young twig of mulberry tree. 

Glick and Fischer's method gave the most suitable results for fixation. The apparent 

enzyme reaction comes out after 30 minutes incubation in the sections prepared from 

the fresh material， but the sections from the fixed one need 2 hours in incubation for 

appreciable reaction. The inactivation of the acid phosphatase occurs after 30 minutes 

treatment at 590C in unfixed section， but at 5rc in the fixed ones. The enzyme activity 

in the fixed sections is preserved better in room temperature (ca. 250C) than in lower 

ones (below 50C or OOC). Contrariwise， in the fresh and unfixed sections such activity 
is not affected by preservation temperatures. 


