
第14 巻 第6 号 寄 生 虫 学 雑 誌 昭和40 年12 月（1965 ）

ブタ肺虫 ミトコンドリアの酸化的リン酸イ匕機構の検討

－11 ・＝・ンドリアの調製 とその性能の解明

小　 澤　　 光　　 佐　 藤

東北大学医学部薬品作用学教室

（1965 年7 月3 日受領）

緒　　 言

寄生虫のエネルギー生成系につい て の 研究は， もっj

ぱら嫌気的な生活を営む蛔虫につ い て のChin　ど 屁

（1954），　Rathbone 　（1955 ），　Seidman　d　al．　（1961）， 大

家ら（1961）， 大保（1963）などの報告があげられるに過ぎ

ず，他の寄生虫についての知見はほとんど見当らない．

ブタ肺虫は蛔虫と異なりいちじるしく酸素呼吸の大きな

寄生虫であることは，先に石関（1961）や著者ら（1964）が

報告したが，この肺虫の酸化的リン酸化の解明は嫌気的

な蛔虫との対比の意味のみならず，酸化的リン酸化につ

いての知見はこれまでほとんど2 ～3 の高等動物の組織

に限られ，下等な動物ではきわめて乏しい現状から，比

較生化学的見地から興味深いものである．

一方，　Chance　どJ 。（1955）が酸化的リン酸イ匕の解明に

槓素電極による方法を導入して以来，操作の容易なこの

方法による酸化的リン酸化の研究が数多く報告されてい

る．そこで，今回著者らはブタ肺虫ミトコンドリアの酸

化的リン酸化の解明を酸素電極による方法で試み，特に

呼 吸調節能のあるミトコンドリアの調製を行なっ た．そ

・の結果，酵素処理により収量は少ないながらもそれを得

ることができたので，さらにこのようにして得られたミ

トコンドリアの性能に若干の検討を加えた．また肺虫ミ

トコンドリアが 高等動物の ミトコンドリア同様TCA

サイ クルの各メンバーを基質として，程度に差はありな

がら払 酸化的リン酸化を行なうなどの2 ～3 の性質を

明らかにしたので，その結果について報告する．

実験材料および方法

1．　実験材料

ブタ肺虫は仙台市立中田屠場で入手し，屠殺直後の肺

（513 ）

正

虫の寄生したブタの肺から寄生部位を切除して実験室に

持ち運び，臓器より採集した．雌個体のみを選び出し，

充分に0 ．9％　NaCl 液および 調製液で洗滌後実験に 供

した．なお調製液は0 ．21　Mマ ンニトール，　0 ．07　Mシ ュ

クローズ，　0．1　mM　EDTA　 を含む液にPH 調節の操作

を簡便にするため予め1mM トリスー（ヒドロキシメチ

ル）－アミノメタンを含有させた液である．

2． 実験方法

ブタ肺虫の ミトコンドリアの 調製は，　Table　1 に 示

す過程で行ったが，これは主に萩原（1961 ）に よる高等動

物の組織におけるミトコンドリアの調製法に準じたもの

である．虫体を鋏にて細切の後，予めよく冷した乳鉢中

に入れ，生体重量10g 当り20　m1　の 調製液を加え，さ

らに冷した少量の 金剛砂とともに 強く10 分ごとに1 分

間づっ合計3 分 間磨砕を行った．その間細菌プロティナ

ーゼ10 ，000　P．U．N．　（1，000　P．U．N は 結晶トリプシンの

咯1mg の力 価に相当）を加え， 酵素による消化をも同

時に行っている．なおプロティナーゼはアンプル封入のNagarse

を用いている． つぎに 虫体重量の10 倍量にな

るように調製液を加えたのち軽く1 分間テフロンのホモ

ゲナイザーにかけ，　Table　1　にみられるように，常法に

したがって遠心分画を行った．最後に得られた沈渣に虫

体10　9．　当り1ml の調製液を加えたものを 試料とした

が，この濃度の試料ではミトコンドリアタンパク質の量

は約18　mg　protein／ml　となり， 高等動物のラット肝か

らの収量に比較すれば約1／10の収量である． なお上記の

操作はすべて0 °C～4°C の間の低温下で行なっている．3

．　酸化的リン酸化の測定

酸素消費は 柳本製作所の自記呼吸酸素測定装置PO

－100 型を用いて測定した．P ／O 比はChance　et 　a　I．

（1955）の 方法にした がって 算定したADP　Na　 塩 は

－
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Table　1　Preparation　of　lung　worm

mitochondria

Female　worms
I

Wash　with　0．9　％　NaCl
1　　　　　．

Wash　with　isolation　medium

十Isolation　medium　10　ml／5g　worms

Grind　strongly　with　carborundum　3　min

Proteinase　treatment　30　min．　0°C
I
十Isolation　medium　40　ral／5g　worms

Homogenize　weakly　　l　mill．I

Centrifuge

1，000　9
1

｜　　　　　　 ｜

7　min

Supernatant　　Sedimentsl

10 ，000　9　　7　min．

Supernatant

Supernatant

Sediments

Wash　with　isolation　medium

10 ，000　91 7　min．

Sediments

＋　Isolation　medium
l　ml／5　g　or　10g　worms

Mitochondria 】suspension

＊　Isolation　medium　contains　0．21　M　mannitol，

0．07　M　sucrose，　0．1　mM　EDTA ，　and　1　mM

Tris　（hydroxymethyl ）　aminomethane ．

Sigma 製（純度96 　％）のものを用い，　260　mμ の吸光に

よりその濃度を 決定したが，分子吸光係数はBock　dal

．　（1956）の値に基づいた． 反応液の組成は，　0．3Mマ ン

ニトール，10　mM　KCl ，　2．5　mM　MgCk ，　10　mM　K－pho－sphate

buffer　pH　7．2　または7 ．4，　0．2　mM　EDTA　 を含

む液を用い，実験温度は25 °C とした．反応液中の溶存

酸素量はChance 　et　al．　（1955）にならい常水に等しいも

のとして240 μM02 とした．基質および阻害剤は市販品

を用い，遊離酸の場合はKOH で 中和し て 用いた．肺

虫ミトコンドリアのタンパク質の量は，ウシ血清アルブ

ミンを標準としビューレット法によったが，試料の混濁

による妨害を除くためにエーテル処理を行う方法にした

がった．

実 験 結 果

1 肺虫ミトコンドリアの調製

（514 ）
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．　1　Time　course　of　respiration　of　lungworm　mitochondria

（A ）　mitochondria　obtained　by　proteinase 　trea－tment

，　（B ）　mitochondria　obteined　by　mecha －nical

treatment　only ．

The　reaction　system　contained　0 ．3M　man －nitol

，　10　mM　K －phosphate　buffer　solution ，　pH7

．4，　2 ．5　mM　MgCli ，　0．2　mM　EDTA　and　3 ．5mM

succinate　as　respiratory　substrate ．　Mitoc －hondria

：　0 ．2　ml　and　total　volume　2 ．5　ml．　Atarrows

，　154 μM　ADP　was　added　successively ．R

．R．　：　rate　of　respiration 　（μM　02 ／min ．），　tem －perature

，　25 °C．

1） 酵素処理と無処理の比較

ブタ肺虫のように，きわめて組織の固い虫体よりのミ

トコンドリアの分離を行うためには機械的磨砕のみでは

不充分と考え，細菌プロティナーゼ処理を行った．すで

に酵素処理によるミトコンドリアの調製は，　Hatefi．　etal

．　（1961）の心筋や，／Jヽ林ら（1962）のHeLa 細胞につい

てのNagarse を用いた報告や，　Ohnishi　et　al．　（1964 ）

の酵母についてカタツムリ消化酵素を用いた報告が知ら

れている．　Fig．　1 はブタ肺虫 の 機械的磨砕のみによる

分離と，さらに細菌プロティナーゼによる組織分解をも

併用した場合に得られたミトコンドリアの，コハク酸を

基質としての 酸化的リン酸化の経過を示したものであ

る．すなわち同日採集虫体を2 群 に分け，一方は機械的

磨砕のみで（B 群），他方はさらに酵素処理を併用して得

たミトコンドリア（A 群）である．両者ともコノヽ ク酸添加

と同時に酸素消費が認められるが，　ADP 添 加によりリ

ン酸化に伴なう急激な呼吸（State　3と称す）がみられ，ADP

が消費すると再びもとのゆるい呼吸（State　4と称
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Fig ．　2　Effect　of　pH　on　the　respiration　of　lungworm　mitochondria

The　reaction　system　was　the　same　as　Fig ．　1．The

pH　was　adjusted　with　10　mM　K －phosph－ate

buffer　solution　and　measured　by　glass －electrode

．　3．5　mM　succinate　as　substrate　；　mito－chondria

，　0．92　mg　protein／ml　reaction　med ．，

（A ）　respiration　in　the　presence　of　ADP　（148

μM ），　（B ）　respiration　wherein　ADP　was　ex －pended

，　（C ）　respiratory　control　ratio ．　Eachvalue　above　was　obtained

at　the　2　nd　cycle　of

ADP　addition ．

す）にもどる． この間の 添加ADP 量 と 酸素消費量の

比，すなわちADP ／○ 比をP ／O 比とし， またADP

添 加時 の 急激な 呼吸率とADP 消費後のゆるい呼吸率

の比を呼吸調節率（R ．C。）として表わす．　（A ），　（B ）両群

を比較すると，　P／0 比，　R．C． 値にはさして著しい相異

は認められないが，呼吸率（R ．R．）はA 群 の方はB 群 よ

りも約40 ％も高く， 酵素処理により，活性ミトコンド

リアの収量が高くなることが知られる．

2） 調製液のpH

従来，調製液のpH についての検討はKOH やNa －HCOs

の添加の他にTris 緩 衡液 を 用い た報告がある

が，今回は簡便のため， 予め1　mM　Tris　を含有させた

液（約pH　8 ．9）で調製を行った． この程度のものではTable

1　に示す過程で処理を行え ば 組織磨砕時のpH

低 下は約pH　6 ．8となり，大体好適な条件に保つことが

できる．

3

Table　2　Effect　of　serum　albumin　on　mitochon－drial

respiration

Rate　of　respiration　Respiratory　P　O
μM　Oz／min．　control　ratio　

／

（A ）

（B ）

State　3　State　4

control

0．05　％　S．A．

control

0．05　％　S．A．

24

32

25

26

9

0

－

3

7

9

5

5

5

6

6

－

6

3

2

5

－

4

5

6

7

－

5

0

1 ．92

．1

－2

．11

．9

The　reaction　system　was　the　same　as　Fig．　1．

（A ）　Mitochondria　isolated　with　isolation　me－dium

containing　0　．　1　mM　Tris　（hydroxymethyl ）aminomethane

，　（B ）　Mitochondria　isolated　withisolation　medium　containing　l　mM　Tris

．

S．A．：bovine　serum　albumin　（fraction　V）．　184

μM　ADP　was　added ．　The　values　above　wereobtained　at　3　rd　cycle　of　ADP　addition

．

Table　3　0χidative　phosphorylation　in　lung　wormmitochondria　with　various　substrates

Substrate　Rate　of　respiration　Respiratory　P／O

（3．5　mM）　m μmol02 ／mg　prot．　control

／min．　　　　　ratio

State　3　State　4

succinate　　　　　35 ．1malate

13 ．6a

－KG　　　　　　13 ．3pyruvate

・malate　9 ．9citrate

6 ．1glutamate

5 ．5

8

3

3

4

2

2

8

6

6

0

5

8

4

3

3

2

2

2

0

8

7

5

4

0

1

2

2

2

3

2

9

7

8

3

0

8

The　reaction　system　was　the　same　as　Fig．　1

except　pH　7．2　was　adopted．　Mitochondria ，

0．73　mg　protein／ml　reaction　med．　with　succin－

ate　as　substrate　；　1　．　46　mg　protein／ml　reaction

med ．　with　other　substrates．　169μM　ADP　was

added ．　The　values　above　were　obtained　at　3　rd

cycle　of　ADP　addition．

アルブミンは損傷したミトコンドリアの活性を回復す

るのに有効であることをCooper 　et　al．　（1960）や小林ら

（1962）が報告しているが，特に調製時のpH の影響を，

アルブミンによるミトコンドリアの活性回復から検索を

試みたのがTable　2　に示ナ 結果である． 反応液中で予

め0 ．05％血清アルブミン処理を 行った 後に呼吸を測定

している．A 群 の0 ．1　mM　Tris　を含有した調製液（ca．pH

7．4）による調製時のPH 低下の大きいミトコンドリ

（515 ）
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アにおいてはアルブミンの効果はいちじるしく，特に呼

吸調節率（R ．C．）の上昇が大きい，一方1　mM　Tris　を含

み（ca．　pH　8．9）調製時のpH 低下は好適な条件近く（pH6

．8）に保たれる場合は，B 群 にみられるように，A 群 に

比してアルブミンの効果はあまり認められずアルブミン

無添加で比較的高いR ．C．が得られる．なお，後述のよ

うにADP 添加 の度ごとにR ．　C．の上昇して ゆ く 傾向

は，アルブミン添加の際にもその程度はやや低いが共通

して存在する．

2． ブタ肺虫ミトコンドリアの性能

1）ADP 添 加と呼吸率の増加

高等勦物のミトコンドリアの性能といちじるしく相異

する点として，　ADP による呼吸をくり返すごとに呼吸

調節率の 増加してゆく 現象があげられる・　Fig．　1 にお

いてみられるように，例えばA 群において最初のADP

添 加時のR ．C．が2 ．9であり，順次ADP 添 加の回数と

ともにそれが上昇し，第4 回目には4 ．0とその増加はい

ちじるしい． こ の上昇はADP 添 加時の呼吸 すなわちState

3　の呼吸率の増加よりも， むしろADP 消 費後の

ゆるい呼吸すなわちState　4　の呼吸率が順次減少するこ

とに基づくものである．一方，このR ．C．の変動とP ／0

比の間には何ら明らかな関係は認められない．コノヽ ク酸

以外の基質において も， リンゴ酸や α－ケトグルタル酸

についても同様な経過が認められた．

2） 呼吸活性とpH

コノヽ ク酸を基質として，　pH　5 ．7～pH　7．9の 範囲につ

いて，pH と呼吸調節能の関係を調べた結果がFig ．　2に

示される． 緩衡液は10　mM　K －phosphate　buffer液を用

い，PH の測定はガラス電極によった．ADP 添加時の

呼吸はpH　7 ．2で極大を示 す が， 呼吸調節率はむしろpH

6．9で極大となる．　pH　5．5附近ではミトコンドリア

の凝集が観察された．結局，中性附近が最適な測定条件

と考えられるが，このpH の変化に基づく呼吸活性の変

動とは関係なくP ／O 比は約1 ．8～2 ．1の 範囲 の 値を示

した．なお，　Fig．　2の値はADP 添 加第2 回目の測定結

果を採用したものである．

3） 基質の種類と酸化的リン酸化

TCA サイクルの代表的な 基質およびその他の2 ～3

の基質について検討を行っ た が，　Table　3　のように，

その程度に差はありながらも，コノヽ ク酸， リンゴ酸，a－

ケトグノレタル酸，ピルビン酸，クェ ン酸，グルタミン酸を

基質として酸化的リン酸化を行いうることが判った．β

オキシ酪酸を基質としてはほとんど呼吸が認められず，

（516 ）

ま たピルビン酸を基質とする場合には少量のリンゴ酸をsparker

として用いたが，明らかにこの 微量の添加によ

り呼吸の増大が認められた．

4） 阻害剤の影響

酸化的リン酸化の代表的な阻害剤として，　2，4－DNP，Antimycin

A ，　KCN についてコノヽ ク酸を基質としてそ

の影響を調べた．　Antimycin　A　0．6γ／mlや10 －3　M　KCN

はほ とんど完全にADP 添加時の急激な呼吸やADP 消

費時のゆるい呼吸ともに阻害が認められた．一方，　2，4－DNP

10－≪M　により，逆に急激な呼吸の解放がADP 存

否 の状態にかかわらず観察された．

考　　 察

蛔虫の 顆粒画分で の 酸化的リン酸化 に つい て は，Chin

　et　al．　（1954 ），　Rathbone 　（1955 ）， 大家ら（1961
）の

報告があるが，蛔虫筋においては基質以外に体腔液の存

在が必要であったり，酸化的リン酸化があってもきわめ

て微弱であることなどを特長としている．かかる特長は

蛔虫筋の嫌気的呼吸に結びついた特異な面とも考えられ

るが，一方，蛔虫筋のように比較的に固い組織よりの生

理活性のよいミトコンドリアの調製の困難さによること

も考えられる．そこで著者らは特に測定法上の要求もあ

り，まづ収量よくしかも生理活性の高いミトコンドリア

を肺虫より得ることをもくろみ，その生理的intactness

の指 標として呼吸調節率（R －C．）に基ずいて調製法に検討

を加えた．その結果，　Fig．　1，　Table　2　の結果に示すよ

うに，高等勣物のミトコンドリアについての萩原の調製

法に準じた細菌プロティナーゼを用いるTable　1　に示

す過程で，以上の点が幾分とも満足させ得ることを知っ

た．細菌プロティナーゼは高等動物の心筋やHeLa 細

胞 からのミトコンドリアの分離に 従来用いら れて いる

が，肺虫のように寄生々活を営み，特異な組織を構成し

ていると考えられるものに対してもそれが適用し得るこ

とが判った点は興味深いものがある．しかしそれがプロ

ティナーゼ本来の消化作用によるものか，あるいはアル

ブミンにみられるようなタンパク質の性質に由来する効

果かについては現在のところ明確に判断しにくい．

pH とその呼吸活性は，　Fig．　2に みられるように，コ

ノヽ ク酸を基質として肺虫ミトコンドリアは中性附近に最

適条件を有することが観察された．このような傾向は，

ピルビン酸を基質とした場合に高等動物よりのミトコン

ドリアにおいてもすでにAldridge 　（1957 ）に より報告さ

れている．pH の変化にともなう呼吸率や 呼吸調節能の



変動にかかわらずP ／O比は大体1 ．8～2．1の範囲の値が

得られたことは，アルブミンの響影を受けやすい調製条

件の 比較的悪いミトコンドリアにおいてすらP ／O 比が

比較的に高いことなど， 今回の実験においてP ／〇 比が

一般に 理論値に 近いかまたはやや 高い 傾向とあいまっ

て，測定上の制約，例えば空気中から溶け込む02 の影

響が特に呼吸率のノJヽさい場合が大となることなどによる

ものかも知れない．

つぎに，この肺虫ミトコンドリアの大きな特長としてADP

による呼吸をくり返すごとに呼吸調節率が上昇し

ていく現象があげられる．このような現象は高等動物よ

りのミトコンドリアではみられず， わず かにHeLa 細

胞について知られるのみである．　HeLa 細胞においては

小林ら（1662）は，これを培養細胞の一つの特性として報

告しているが，寄生虫として特異な環境下に生息するブ

タ肺虫のような動物においてもこのような現象がみられ

る点は興味深いものがある． しかしHeLa 細胞の場合

と異なり，肺虫ミトコンリドアにおいてはコノヽ ク酸呼吸

に対する1ag がなく，　R ．C．の上昇はP ／O 比 の上昇と

も平行していない．またそのR ．C．の上昇はState　3　に

おける呼吸の上昇よりもState　4　の呼吸が低下していく

ことに帰因している点も相異する．調製時のミトコンド

リアの損傷が高エネルギー化合物の生成過程に修復され

ることが，次第に呼吸調節率のよい性質となってあらわ

れることも 考えられるが，　0 ．05％アノレブミン 処理にお

いてもこのような傾向が保持されていることから必ずし

もこれが原因とも考えられない．この点はさらに今後の

検討を必要とする．

各種基質についての結果では，程度に差はあるがTCA

サイ クルの各メンバーが基質となり得ること，しかも理

論値に大体相当するP ／O 比の傾向がみられた． また，

ピルビン酸を基質としては少量のリンゴ酸の添加がその

呼吸率を増加することが観察されたことから，先にyJヽ澤

（1950）の報告にあるように，肺虫においてはTCA サイ

クルが主要な代謝経路として存在しており，しかもこれ

にっながる電子伝達系がエネルギー生成系として重要な

位置を占めていることが示唆される．このことは阻害剤

に対する態度にもみられ，　KCN ，　Antimycin　A　はこの

ミトコンドリアのState　3，　State　4の状態の呼吸をほと

んど完全に阻害し，電子伝達系の阻害を示し，　2，4－DNP

が呼吸を解放することからリン酸化系の高エネルギー中

間物の水解を行う こ と が 考え ら れ る． これは小澤ら

（1963）の報告のように，肺虫ミトコンドジアは高等動物

5

のそれに類似したきわめて発達した電子伝達系をなして

いるものと考えられる．ブタ肺虫に特異的なリン酸化系

の 存在については， 蛔虫 について 報告されているよう

に，体腔液の添加の問題やコノヽ ク酸による阻害，　2，4－DNP

の濃度によるリン酸化の態度の相異などは認められず，

さらに各種の阻害剤に対する態度を検索していない現状

では不明である．

以上に得ら れ た 知見より， 蛔虫でSeidman　d　 屁

（1961 ），大保（1963）の報告にあるような嫌気的なエネル

ギー生成系という特異な面とは対照的に，肺虫にとって

はよく発達した電子伝達系に連なるリン酸化反応が主要

なエネルギー生成系をなしているものと推測して差し支

えないものと考えられる．

総　　 括

1） ブタ肺虫よりのミトコンドリアの調製について2

～3 の検討を加え た 結果，　1 　mM トリスー（ヒドロキシ

メチル）－アミノメタンを含有する萩原の調製液を用い，

機械的磨砕とともに細菌プロティナーゼ処理を併用する

ことにより比較的に高い呼吸調節を示すミトコンドリア

が得られることが判った．

2） このようにして得られた肺虫ミトコンドリアは次

のような性能を有することが判明した．

i） 肺虫ミトコンドリアの呼吸活性お よび呼吸調節能

は，コノヽ ク酸を基質として，その最適pH を中性附近に

有する．

ii） 呼吸基質として，コノヽ ク酸，リンゴ酸，α－ケトグ

ルタル酸，ピルビン酸，クエン酸，グルタミン酸を用い

て酸化的リン酸化を示すが，コノヽ ク酸を基質とした場合

にその呼吸活性は最大である．

iii） 高等動物のミトコンドリアと異なり，ADP 比よ

る呼吸をくり返すことにより呼吸調節率は漸次増加し，

この増加はP ／O 比とは平行せず，主にState　4　におけ

る呼吸の減少に帰因する．

iv）　10 －3　M　KCN，　0．6　－／－／ml　Antimycin　A　は肺虫ミ

トコンドリアのState　3，　State　4　の呼吸をと も に ほと

んど完全に阻害し，また，　10”4M　2，　4－DNP は呼吸の解

放を行う．

稿を終えるに当り，虫体採集に御便宜を戴いた仙台市

立中田屠場阿部克己技師をはじめ職員の方々に感謝の意

を表します．

本論文要旨は， 第34 回 日本寄生虫学会総会（昭和40

年，東京）において発表した．
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STUDIES 　ON　THE　OXIDATIVE　PHOSPHORYLATION 　IN

FROM　SWINE　LUNG　WORMS ，　METAST！RONGY ．£びS　ELO・NGATUS

― 　ON　THE　PREPARATION　OF

C OF　THEM 　―

AND

Hikaru　OZAWA 　＆　Masashi　SATO

（Depa だmerit　of　Chem 八7αZ　Pharmacology，　Tohoku びniveΓsitySchool

　of　Medic・ine，　Sendai，ゐ 戸凹）

1）　Several　eχperiments　on　the　preparative　procedure　of　mitochondria　from　swine　lungworms　have　been　carried　out

．　The 　enzymatic　treatment　with　a　bacterial　proteinase　gave　favour－able

mitochondria，　which　showed　respiratory　control　property．

2）　The　following　conclusions　were　obtained　by　the　studies　with　these　mitochondria．

（1 ）　These　mitochondria　showed　the　maχimal　respiratory　activity　at　about　pH　7．0　withsuccinate　as

substrate．

（2 ）　Succinate，　malate，　a－ketoglutarate，　pyruvate，　citrate，　and　glutamate　were　useful　assubstrate　for　the　o

χidative　phosphorylation．　Above　all，　they　showed　the　maχimal　respiratoryactivity　with　succinate　as　substrate

．

（　3　）　Comparing　with　mitochondria　from　higher　animals，　the　repetition　of　the　respirationof　lung　worm　mitochondria　with　ADP　raised　their　respiratory　control　ratio　progressively

．　Ho－wever

，　this　increase　of　the　ratio　did　not　always　parallel　with　P／O　ratio，　but　it　resulted　mainlyfrom　the　decrease　of　the　respiration　wherein　ADP　was

expended ．

（4 ）　Both　10～3M　KCN　and　0．6　rl　ml　antimycin　A　inhibited　almost　completely　the　respirationof　lung　worm　mitochondria　at　State　3　as　well　as　at　State　4

，　and　uncoupling　was　observed　by10

－4M　2，4－DNP．

（519 ）
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