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豚回虫の生存に及ぽす酸素圧の影響④

豚回虫筋の CytochTome c peroxidase を含む電子伝達系について

寄生虫学雑誌

緒

豚回虫(以下回虫)の生存ひいてはそのエネルギー代

靭"こ 0"ネ関与しないであろうとする説が従来から一般

に容認されている(Bueding,19腿; S能& Bueding,

1966 ;大家,1967 ; saz,1969).しかしながら回虫は低

融素圧下(PO.5%)とはいえ,00 の存在ナる環境下

、に棲息して粉り(Lon三& FonE改,1917 ;"on Btand,

1952),02 親和性の弥いへモグロビン(von B皿"d,

196氏 Lee & smith,1965)およぴミトコンドリア

(KmeteC ι' al,1962 ;石川,197D を具備することが

知られ,また低酸素圧下での 0.利用とか 02debt の

現象が観察されており(Lnset,1944),回虫が 0.を生

理的代謝に粉いて利用tるのでばなかろうかという推定

を予測させるものがあつた.

著者らは回虫の解剖学的拷造(体制)と生理的機能

・(生存様式)ならびにその生存環境条件の間の相互関係に

十分に考慮を加えながら,回虫の好気的代謝の生理的役

'割について再検討を加えてみた.前報までに回虫は低酸

素圧下(P022.5~5.0%)で最も長く生存するが,無

0.下ないし高酸素圧下(PO.10~20%)でその生存が

薯明に短縮されること,また KCN ないし NaN3 によ

りその作用は遅効的であるが回虫の生存は阻害され,し

か、高酸素圧下(PO010~20%)での阻害作用は一層芸

明であることなどの知見が得られ,これらの知見から回

虫は低酸素圧下で啼乳動物の好気的代謝様式とは異なる

上yd如PeroxM猫e を含む電孑伝達機構で生理的に 02 を

利用ナるのではなかろうかということを示唆すること
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ができた(林ら,1968 ;キや・寺田,1969 ;林・寺田,

197の.

今回は回虫の 0.利用機構を実験的に明らかにナるた

め,回虫筋ミトコンドリアの呼吸系について詳細に検討

を力nえ, cytochtome (以下 Cyt.) c peroxida5e を含む

電子伝達系の存在を認めることができたので報告する.

D 回虫筋の細胞分画

雌回虫を側線に沿つて切開,内臓を除去,剃刀で表皮

を剥酷した筋眉を材料とした.筋肉は0.25M S゛け0$e

液で数回洗浄,水分を波紙で吸取後秤量し鋏で細切し

た, potteT・Elvehjem 型テフロンホモジナイザーに筋肉

1.og 当り 9.oln1 の 0,25 M sucrose 液を加え,600~

10ootpm で2分間磨砕した.かくして得られた10%ホ

モジネート(知胞質分画の揚合は如%ホモジネ】ト)を

Schneider らの方法(schneidet & H0宮e、oom,195の

にょり遠沈を行ない分画した. scheme 1に示した操

作順序でミトコンドリア分画(8,50og沈注),ミクロ

ゾーム分画(104,ooog 沈済上層)船よび細胞質分画

(104,()oog 上清)を得た.低張処理ミトコンドリア分画

は 1回目洗浄後のミトコンドリア分画を 0゜C,10分間

0.015M KC1溶液で処理することにより得た.以上の

ナべての操作は0~4゜C で行なつた.実験に当り各分画

は0,25M sucrose 液に懸濁したものを用いた.

2)ヘム蛋白成分

上記の各分画に数分間通気した場合北よび N即SO0'

ないし Succi加te を添加した揚合の絶対吸収スペクトル

を自記分光光度計(日立, EPS・2U 型)でオパールグラ

ス法(柴田,1968)により測定した.

本研究の要旨は第29回日本寄生虫学会東日本火会およ

び第39同日本寄生虫学総会で発表Lた.

実験方法
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3) succlnate cyt. C TeduC捻Se および NADH cyt.

C teductase 活性の額11定

Cyt, C の還元を自記分光光度計(日立, EPS・2Ⅱ型)

で550mμの吸光度の変化から測定した,反応は室温

個50)で行ない,反応液は全量を 3.5m1 とし,0.25M

SU吐舶e,50mM phosphate buaet (PH 7.4),0.1μ

mole cyt. C,10μmoleS 5Ucclnate ないし 11!mole NA

D亘,1mM KCN (中和)北とびミトコンドリアないし

細胞質を含む.酵素活性は還元された Cyt.c mμ mo,

Ies/min/mg P紬felnとして求めた. oyt. C の 550mμ.に

13ける lnⅡⅡmo】ar extinction coe6Clent (8 τeduced・

e oxldized)は18.5とした,

4) C丁t. c peroxidase 活性の測定

3)の S゛ooioate cyt. C Nduot0託活性測定系から

KCN を除いた反応系を用い,脚od伽te を基質とした

場合の Cyt. C の還元に及ぼ,、 H.0.の作用から Cyt.

O P獣Oxida5e 活性の有無を検討した. H.0.(2帖μM)

は C外.0 が十分に還元された時点ないし反応開始前に

添加した(Yonetani & Ray,1968).

5) Neo,Tetta20ⅡUm 可Ue teduct且τe 活性の換1定

Cyt. b・0 問の antimycin A 感受性部位から電子を受

けとる色素(slote,,1963), Neoteh如0Ⅱ"m bluo (以下

Neo・TB)の還元を自記分光光度計(日立, EPS・2U 型)

で530mμの吸光度の変化から測定した.反応は室温
(25゜)で行ない,反応液は全量を 3.5m1 とし,0.25M

$゛cr05e,50mM P110sphoto bu"虹(PH 7.6),0.1%

Neo、TB O.2ml,10mM 基質(NADH は5mM)お

とびミトコンドリアないし細胞質を含む.酵素活性は

ゴ0.D.郭0/min/mg ptotein として求めた.

70og

Sedi1口Cntg

7m

Superhatonし

Scheme l The centrifugal ftactlonation o{ aSι4ris lnuscle.

50og,10mln.

SupernalnΠキ

Supernatant

句 oluptaRe の1則定

W.北U屯検圧法によつた.反応液は全量を2.om1 ど

し,0.25M SU紅Ose,50まnM phosphate bU丘er (PH

フ.の,10mM succinate (5mM NADH)論よびミト

コンドyアないし細胞質を含む.副室には25% KOH

水溶液0.2m1 を加えた.先,'37゜10分間の温度平衡後,

105回/mln の振蜑下で大気を気相として 02Uptake を

剥定した.02 Uptake は吸収 02 μVht/mg protein と

して求めた,

のタンパク質の定量

Lowry らの方法(LOWW " aι.,1951)で定量した_

8)試薬

使用したものは Cyt, C (horse 卜e訂t,切P0 Ⅱ)およ

び anHmyoin A (S培ma chemlcal co.), NADn (オ

リェンタル酵母 K.K.), Neo・TB (和光純薬 K.K.),

totenone (トモノ農薬 K.K.)で,その他の試薬は市販

特級品を用いた.

antimycln A 郭よぴ roteI10口巳はエタノール溶液と

して用いた.
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D へム蛋白成分の検索

Flg.1に回虫筋の細胞質,ミクロゾーム粘よびミト

=ンドリア分画の酸化型北よび N即S.0'による還元型

の絶対吸収スペクトルを示した.細胞質の酸化型は543

粘よぴ578mμに,還元型は556mμに吸収極大を示

し,ヘモグロビンの存在を示した.ミクロゾームの還

元型は能7mμおよぴ557mμに吸収極大を示し, b型

Oyt.の存在を示した.またミト=ンドリアの還元型は

1、

実験結果

( 2 )
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Tig.1 A、SOTption spectta of the tespltatoTy cotnponents of Ascal'is

muscle cytoplaslnic (A), 1Dlcrosomal (B) and mitochondrial (C)
fτ皐C60ns

Reduced form 化y N砥S204), : oxidized {otm

The cytoplaS1力ic ftaction ptepared 壬rom 40% bomogenate contel"S
12.01訂客 Protein/ml. The lnicrosoma1 丑nd mitochondTie1 壬τ日Ction$
Contaln 3.6 and 9.1mg pTotein/1力1, Tespectively.

(10mM)粘よび ontimycin A (1.5r/mD の影響を受け520,530,550および557~ 8mμに吸収帯のピークない

し肩を示し,これは Cyt. C およびb型 Cyt.の存在をなか0た(Tabl0 1).

3) cyt. c peTolldase 活性示,、ものである.ミトコンドリアの場合, succinate

Cooperstein & L能arow (1951)の方法で N即S.0'(10mM)を添加ナると直ちに N和S.0'の場合と同様の

で還元した oyt,0 はミトニンドリアにより酸化され,、,還元型スペクトルが得られた.

また氏0.(205μM)の添加によつても影響を受けなの Succlnate cyt. c teductaS巳二容よぴ NADH cy[.

かつた.これらの結果は啼乳動物の場合(Lehnin8e",C reductase 活性

Table 1 に示したビとく,ミトコンドリアに Succi・ 1955 ; slateT,1956)と同じく回虫筋でも還元型の Cyt.

力ate, fumarate ないし NADH を添力nすると, cyt. C 0 がミトコンドリア内へ透過できないことを示唆ナるも

(exogenous)の還元が生じた. succinate を基質としたのと思われる.

場会の Cyt. C の還元は KCN (10'OM)により促進さ そこで釦卯inote を基質とし,酸化型の Cyt. C がミ

れ,ミトコンドリアに Succinate cyt. luductase とと ト=ンドリア内で十分に還元された時点で205μM の

H.0.を添加すると急速な oyt.0 の再酸化が直ちに生もに feττO cyt. c oxid舶e の存在を示した. sncclnate

じた.ここで10'.M の KCN (中手R)ないし10'2M NaCyt, c leductase 活性は且ntimycin A a.5r/mD 枯と

ぴ malonate (succinate/malonate= 1ないし1ののい N.を添加ナると再びCyt, Cの還元が生じた(Flg.2).

これと同様の結果は回虫筋ホモジネート(筋0.1g 相司'れにょつても約80~90%の阻害を受けた.一方 NA

当)を酵素標本とした実験に為いても認められた.一方DH を基質とした場合の oyt. C の還元は KCN (10'.

M)ないし H202(205μM)の影響を受け,",また NA N且里S三0'で還元した Cyt. C に205μM の H202 のみを

DH cyt. C Teductase 括性はτoten0力e (10-4M)給よ 作用させた場合には oyt.0 の酸化は生じなかつた.

ぴan6mycin A (1.5ヅmD により影響を受けなかつた またミトコンドリブに205μM H202 を予め作用させ

(Ta、1e l). ると, succinate を基質とした揚合の Cyt. C の還元は

歌に細胞質では Succi加te ないし NADH を添加し著明に抑制された.そしてこの H.0.による抑制作用

ても内在基質のみの場合と同程度の Cyt.0 の還元が認は10" M KCN によりわ十かに減少し,10'.~10,OM

められ,内在基質による oyt.0 の還元は malonate KCN で消失した.同様の結果は10・'ないし10'2M
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Table l

Fractlon

The e仔ecf5 0f

^SC4ris

Mitochondria

Some lnh込ltors on the cytochrome c reduC60n {n
muscle 訂11tochondtia and cytoplasm

^One

Succinate

Succlnate+10'3 M KCN

Succlnate+10'8 M KCN十Ethan01 50% 50μ1
Succlnete+10'3 M KCN+1 μmole MaloTlate
Succinate+10'3 M KCN+10 μmoles Malonate
Succinate+10'3 M KCN+1.5 t/ml Antitnycln A
Fum且τate

NADH

NAD11+205 μM H20n
NADH+10'3 M KCN

NADn+10'3 M KCN十Ethan0150% 50 μ1
NADH+10'3 M KCN+1.5 丁/ml Antimycin A
NADH+10-3 M KCN+10'4 M Rotenone

Addltlon

Cytoplasm

AC[1Vity : Mμ lnoles cy如C11tome c teduced/mlTI/mg protei訂
Reactlon system

MitoC110ndTia l.2~2.4mg pto[ein ot cytoplasm 6.omg ptotei力; cytoC11tome c o.11ιmole l
SUCC1Πate or 壬Umaτ且te l0μmoles, NADH 1μmole; Medium: suct05e o.25 M, phosphete
bU丘er (PH 7.4) 0.05 M ; Total.3.5ml; Temp.:25゜

Iqone

Succinate

NADH

10 μmoles Malonate
1.5 r/ml AntimyC111 A

0.3

Actiマity

0

フ,5

11.6

11.4

1.9

1.2

1.1

1.6

18.0

18.0

18.9

15.8

15.0

15.8

0.1

、vith Ⅲ'1 M CN-

、vith0Ⅱt cN、

+、

123456 98
7

1界Cub060Π 6me (mj")

Flg.2 The e丘ects of cyaoideand HI02 0n
the amount of cytoC11tome c te・
duced by succlnate in A$CαガS mu・
Scle mltoC110ndrial system

Reaction system
MitochondTia 2.4mg pToteln; cytochrome
C O.11ιmole ; succinete l01ιmoles
Medium : sucr05e o.25M, phosphate bU仟er
(PH 7.4) 0,05M; Total:3.5ml; Temp.:

、25゜

七

0

介
205μM
H■ 0之

NaN3によつても認められた(Flg.3),

4) Neo・TB reductase 活性

ミトコンドリアに Succlnate,'umarate ないし ma-

1祉e を添加した揚合には,いずれも同程度の活性の

Neo・TB の還元が認められた,しかし, NADH, py・

N沌te ないし dt鼠比では認められなかつた.低張処

理を施したミトコンドリアでは NADH によつても

Neo・TB の還元が認められた(Table 2).

また細胞質に Sucdnate およぴ NADH を添加して

も Neo・TB の還元は認められなかつた(Table 2).

ミトコンドリアに Succinete を添力aした場会の Neo・

TB の還元は malonate (succinate/malonate= 1)で

約64%の阻害を受けたが amytal(2,5mM)ないしτ0・

tenooe (0.05mM)ではほとんど影響を受けなかつた

(Teble 2).一方{゛m訂at.を基質にした揚合の N.0・

TB の還元は omy仏1(2.5mM)により約50%,.ote・

non.(0.05mM)により約96%の阻害を受けた.また

malonate (10mM)では Neo・TE の還元がわずかに堆

大する傾向がみられた(Table 2).

1σコ M CN、

0

3.2

3.2

3.5

3.2

3.1

( 4 )
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IncU卜ation 士ime (mln)

Fi宮.3 The e丘ects of Hε02 and cyanlde on th巳且mount of cytochTome c
teduced by succinate in Arcaris m11Scle mltochondTialsystem

Reaction system
Mitochondrla 2.4mg proteln ; C了'tochTome c o.1μmole l succinate l01ιmoles ;
H202205μM
Medium: suctose o.25M, phosphate bU仔eT (PH 7.4) 0.05M; Total:
3.5ml; Telnp.:25゜

0.1

0-ーーーコ W{thout cN-

.^ With w、'M CN、

0^Wit卜1σ'M CN、

■一ーーー.. with 1σ3 M CN-

ローーーー^ With lo'2 M CN-

Ta、1e 2 The e丘ects of sotne inhibitoTs on the neo・tetTazolium・、1Ue

τ巳ductlon in ASια九's muscle lnitochondria and cytoplaSΠ1

ノ

5

Fractlon

Mitochondria

0.013

0.001

^One

Succlnate

Succinate十Ethan01

Succinate+10mM Malonate

Succinate+2.51力M A訂lytal
Succinate十0,05mM Rotenone

Fumarate

Fum日てate+10mM Malonate

Fumatate+2.5mM Alnytal
Fumatate+0.05mM Rotenone

Malate

Pyruvate
CitTate

NADn

0.015M Kcltreated

mltochondTie

Addition

Cytoplasm

Actiマity :'0.D.闘0/min/mg ptotein
Reaction syste訂1

Mltochondria 5.5mg pTotein or cytoplasm 6.omg ptotein ; 0.1% Neo・TB O.2ml;
Sob.hate lomM (NADH 5mM); Medium. SU位帖e o.25M, ph05Phate bU丘吐
(PH 7.6) 0.05 M ; T0仏1.3.5ml; Temp..25゜

NADH

NADH+2.5mM Amytal

AC6υHy

Iqone

Succinate

NADH

0

0.0諦

0.032

0.012

0.船5

0.029

0.033

0.038

0.016

0.001

0.033

( 5 )
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0.3

momte を基質とした揚合Neo・TB は還元され十逆に酸

化された(Fig.4),このことは Cyt. C を電子受容体
とした場合にも認められた.

5) sucdnate および NADH を基質とした場合の

02 UP仏ke0^ SUCC Rto

●^ Fum te 回虫筋のミトコンドリア粘よび細胞質に釦odnateな
ローー^ Py 窟t '

いし NADH を添加した揚合の 02Uptake を Ta可e

3 に示した.ミト=ンドリアに Succinate を添加した揚

合の 02 Uptake は10mM malonate (succinate/mal・

Onate= 1)で約70%の阻害を受けたが, amytal(2.5

mM)ないし mtenone (0.05mM)ではほとんど影響を

受けなかつた.

一方 NADH を添加した場合の 02UP仏k0 は am・

ytal (2.5mM), toteoone (0.05mM)論よび malonate

(10mM)により,それぞれ約52,93粘とぴ87%の阻害

を受けた.

これらの結果から回虫筋ミト=ンドジアによる 0.

ⅡPtake は Sucdnate 霜よび NADH のいずれの基質の

揚合も,共通に Succlnate d血ydr0三enase 部を介して

行なわれていることが示唆された.

また細胞質に活性は非常に低いが内在基質による 02

UPねke が認められた.この活性は amytal (2.5mM)

とか malonate (10mM)にょり影響されなかつた.こ

The e任ects o{ some inhibitoTs on the oxygen uptake ln aSι4ri$
muscle ln北Ochondria and cytoplasDI

0

3 4 5 6

1"CⅡ、atlon tlme (min)

Fig.4 E丘ects of somo substTates on the

Teductlon and oxidation state 0壬

Neo、TB in Tat liver mitochondtlal

Syste訂1

Reaction system

MitochondTia 7.1mg pTotein ; 0.1% Neo・
TB O.2ml; substτ且te lomM

Mediutn: sucrose o.25M, phosphate 、U・
Het 印1工フ.6) 0.05M; T0捻1:3.5ml; Te・
Inp.:25゜

低張処理ミト=ンドリアのNADHを基質とした揚合

の NO0・TB の還元は amytal (2,5mM)にとり薯明に

阻害された(T北le 2).

一方噛乳動物のラット肝臓ミトコンドリアでは fu・

-0.3
0 1 2

b

ーーーー「

Table 3

FTacdon

Mltochondtia

、

tqone

Succinate

Succlnate+10mM Malonate

Succinete+2.5mM Alnytal
Succinate十0,05mM Rotenone

NADH

NADH+10mM Malonate

NAD11+2.5mM Amyt皐1
NADH+0.05mM Rotenone

C了toP1且5m

Addition

Activit了: oxygen uPねke in ltvhT/mg pTotein
ReaC60n S丁Stem

Mitochondtia 4.フ~5.omg protein or cytoplasm 18.omg ptoteln ; succinate lomM
Or NADH 5mM; Medium. S゛α0託 0.25M, P五0,P、ate buHer (PH 7.6) 0.05M;
Total:2.oml; Temp,:37゜

Iqone

Succi11ate

NADH

NADH+10mM Malonate

NADH+2.5mM Amytal

Activity

0

20.4

フ.4

23.0

18.5

15.4

2.1

フ、4

1.1

( 6 )

0.8

0,8

1.1

1,2

1.1
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'
の結果は刑胞質とミトコンドリアの 0. uptaRe が異な

る酵素によつて行なわれることを示唆するものかもしれ

なし、

回虫筋の電子伝達系に関してば,従来チトクローム成

分の関与をめぐつて相対立した2つの説が提出されてぃ

る.

回虫筋に羚ける b型 Cyt., cyt. C 枯よび Cyt. oxid.

凪託の存在ないしそれらの末端酸化系に船ける関与が,

KeiHn & Ha"比ee (1949), ch3nce & PO,'on a963),

C五eah & CI,aooo (197の, KiR此hi 't "1,(1飾9),

Kikuchi & Ban (196D 船よぴ Hi11 " 4ι.(197のに

より報告されている.しかし回虫筋に枯ける 0.UP捻ke

は KCN (Laser,1944 ; Bueding & ch8rms,1952)お

よび an6mycin A (Buedlng ιt α1.,1954)に不感受性

であり,かつ基質の酸化により H.0 でなく H20。が

生成されるとと(Laset,1944 ; Rath、one,1955 ; BU.

旧dln目& charms,1952 」 C11eah & chance,197の,

02 UP捻k0 が酸素圧に依存ナること(L鶚er,19"

Rポh、one,1955),'また Cyt. O×1dose 活性から 03

UptaRe 量を量的に説明しえないこと(Kmetec & BU.

edi"g,196のなどから,少なくとも噛乳動物と全く同

様のチトクローム系が関与していることは考えがたい.

一方チトクローム成分が関与tることにっいて否定的な

見解、あり, B゛eding ら(B鴫ding,1963; S町&

Bueding,1966; SO.,1969)は回虫筋の電子伝達系とし

てフラビン酵素系の関与を提唱している.また成回虫筋

に見出された Cyt.成分は oyt.0叉idase を含む系で好

気的代謝を営む仔虫時代の酵素の痕跡ではないかとtる

者もある(菊地,1963 ; HⅡ1.ι nι.,197の.

ところで薯者らは先に回虫が生理的に少量の 0.をへ

ム蛋白酵素系を介して利用していることを現象的に明ら

かにしたので,0.との関係において回虫筋の電子伝達

系について再検討を加えた.

先ず回虫筋を細胞分画し,各分画のへム蛋白成分を検

索したところ,細胞質分西にはへモグロビン,ミクロゾ

ーム分回にはb型 Cyt.そしてミトコンドリア分画には

Suooi舶te で還元される oyt.0 粘よぴb型 Cyt.の存在

力電忍められた(F地.1).

ついでミトコンドリアにっいて,その電子伝達の機櫛

を明らかにするために,外因性の Cyt. C, Neo.TB 論よ

び 02を電子受容体とし,各種呼吸阻害薬を利用して検

考 察

討を加えた.そして回虫筋ミトコンドリフにも浦乳動物

の場合と同様に Succinatooxldase系と 2樋類のNADH

O×1d部e 系の存在を示唆する結果を得た.

先ず回虫筋ミトコンドリアに内在する oyt.C 粘よぴ

b型 Cyt,は Succinate の添力nにょり還元された.また
Succlnate cyt. c reductaS巳ないし Succinate Neo、TB

ルd"ctase 活性は,噛乳動物の揚合と同様に, amytal

ないし totenon0 により影響され,', malonate 船よび

antimycin A により阻害された.これらの結果は

Succinate cyt. C Teductese 系に Succinate dehydtog、

en部e (FP.), b型 Cyt.発よぴ Cyt. C が含有されてぃ

ることを示唆している(Table 1北よぴ2, Yam給hi捻

& RackeT,1969).また回虫の Succinate cyt. C Ted.

Uctase 系に血odoquinone が関与することが最近佐藤

らにより明らかにされた(sato & 0肌WO,19脚;佐藤
ら,1971).

次に NADn oxldase 系で NADH cyt. c reductase

活性は an6mycin A 粘よぴ totenone のい十れにも不

感受性であり,また H.0.ないし KCN にも影縛され
なかつた(Table l).また NAD亘 Neo.TB leduc、

t貼e 活性はミトニンドリアを低張処理した場合にはじ

めて認められ,この活性は丑myta1 により阻害された

(T会ble 2).これらのことから啼乳動物と同じく回虫筋

で玉 NADH はミトニンドリア膜を透過できないこと

(Re$tere'αι.,1957),したがって Cyt. C を電子受容

体とした実験で測定した NADH wt.C 如d山仏Se活性

は,哨乳動物のミトコンドリア外膜表面にある anti.

mycin A とか omyta1 に不感受性の系に粗当するもの

と考えられること,しかし浦乳動物の内膜に相当,る部

位にはこれらの阻害薬に感受性の NADH cyt.C 託d.

"ot舶e系の存在ナることが推定された(vanon " nι.,

19詑; Devlin & 1"ehningeT,195の.この amyta1 とか

antimycin A に不感受性の NADH cyt. C Teductase

に関連して,回虫筋の細胞質にもこの系に近似した特徴

を有する電子伝達活性が認められた.しかしこの活性

は,噛乳動物の場合と同様ミトコンドリアからよりもむ

しろミクロゾ【厶に由来,ーるものかもしれない(sato

t孟αι.,1965).

歌に回虫筋ミトコンドリアには fumaⅧt0 ないし

malot0 を基質とtる oyt. C ないし Neo,TB 還元が認

められた. fumatate を基質とナる活性は回虫筋ミト=

ンドリアに特異的な活性と考えられるが,これらの活性

は amyta1 粉よびτotenone により阻害された(Table

'

7
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1および2, Fig.4).これらの結果から回虫筋ミト担

ンドリアでは,,・でに知られているごとく, m8ⅡCen・

.yme による malate の脱炭酸反応で NAD の還元が
生じ(S印& Buedl"g,1966 ;大家,1967 ; saz,1969),

つぃで NADH がミトコソドリア内膜性の NADH

0IM部e系を介して町t.C ないし Neo・TB を逓元する

ことが推察される(soheme 2).

回虫筋の電子伝達系の 0. uptake にあずかる酵素の

存在部位は,脚0'nate 北よび NADH を基質とした場
合の呼吸阻害薬の作用性から,soooinatedehydrogenase
部にあるらしいことが推察される(Tab1■ 3),この結
果は同時に, Bueding らがすでに NADH fumarate
teductase 系として提唱しているごとく,回虫筋では

NADH からの電子は Succinate dehydT0宮enase を経る

経路にも伝達されることを示唆している.しかし 5U・
卯iⅡotedohydt08印郎0 自体は直接 02 を電子受容体と
しないこと(S能nt・Gy6r部i,工924),また従来から知ら
れているように回虫筋の 0.UP捻ke は KCNで阻害さ
れにくぃことから, SUCC1Πoto dehydrog●0部e 近傍のプ
ラ 1ξン1浄号昏(aavin con{aini力g oxlde5e)カミ 0乞の活1生
化に関与しているものと推定される.

歌に Succinete を基質とした場合の Cyt. C の還元が
KCN で促進され,{0訂Ocyt.0 の再酸化に関与する酵
素の存在が推察された(Table l). Kikuchi 't αι.
(1怖のおよび Cheob & C11ance a97のは回虫筋に粘
ける feττO cyt. C の再酸化にあずかる酵素として Cyt.

O×1dase の存在を毅告しているが, cheah & chance

a97の自身によっても指摘されているように,回虫筋

による呼吸現象を噛乳動物の揚合と全く同様に老えるこ

とは若干無理のように思われる.回虫の呼吸ではHO0.

が生成されることが明らかにされて給り,また回虫筋に

は組織化学的に P改Oxid部e 活性が認められており(田

村,四6の,しかも碧者らの実験で回虫の末端酸化酵素

は hydtopaoxidese であることが指摘されていること

から(林ら,1968 ;林・寺田,19脚;林・寺田,197の,

もう 10の可能性として oyt. O P剖Oxidase が示唆され

た.そこで釦Ocinate を基質として Wt. C の還元に対

ナるΠ.0.の作用を検討し,回虫筋ミトコンドリアに

H.0.の存在により f御Ocyt.0 を再酸化する oyt.0

P虹Oxidase 活性の存在を示唆ナる結果を得た(Fig.2

粘よぴ3).林・中西(197のは最近,同様の系で mal・

Onate を用いて Succinate cyt. c teducta$e活性を抑制

することにより,さらに明確にこの活性を認めることに

成功している.

回虫筋では末端酸化酵素として oyt. O P紅Oxida5e カミ

関与すると推定すると,浦乳動物では oyt. oxida託カミ

{e丘ooyt.C の酸化と 02 の活性化を同時に行なうのに

対し,回虫筋ではこれらの機能を Cyt. OP此olida託と

丑avin oontoini"g oxidase とが別々に行なうことが考え

られ,両者の末端酸化系にはかなりの相違のあることカミ

了解できる.したが0て Bueポng らが回虫筋の電子伝、

迷系に浦いて,チトクローム成分の関与を否定し,その

根拠とした諸知見も, cyt.成分の関与を否定ナるものと

いうよりもむしろ,この Cyt, O P改0工珂郎e を含む系に

特徴的な現象とみなすことができるかもしれない.

また Cyt. c petoxldase は Cyt. oxidaS巳と異なり,
.

極めて低酸素圧下(PO. V50のでも生合成され(sels

& COC血mont,1968),高酸素圧下では逆に生合成が阻

害される(ιenh0丘& Kaplon,195のなどの知見も,

回虫のような低酸素圧下で好気的代謝を行なっている生

物にとり極めて好都合な酵素であることを示唆tるもの

かもしれない.

Cyt. c peToxidaS巳活.性は酵母とか Pseudolnona$
丑UotescenS などにその存在が知られているが(Lenh0任

& K叩1帥,195の,多細胞動物にっいての知見は初めて

と思われる.

な郭回虫筋ミトコンドリアは低酸素圧下の in Ⅵ廿0

の実験では 0. uptake を示さない(R祉hbone,1955),
しかし in捻Ct の回虫ないし頭部標本では生理的低酸素

圧下(P02 5 %)でも大気下の場合の約V.もの 0ι

Uptake を示す(工郎eむ 1944).したがって低酸素圧下
でミトゴンドリアが生理的に 0.を利用するのは細胞質

中に存在ナる 0.親和性の強いへモグ戸ビンが関与する

ためと考えられる(林・寺田,19脚;林・寺田,197の.

以上の実験結果にもとづいて,回虫筋の電子伝達系を

Soheme 2のビとく推定したが,哨乳動物のチトクロー

ム系とも, B此di鴫により提唱されているフラビン酵

素系と、多少趣きを異にするように思われる.

,ーなわち Succinate oxldaS巳系では脚Ccinate からの

電子は一部が Cyt.0 に渡され,これを還元し,他のー

部カミ Succinate dehydrogena5e 部の丑avin containing:

Oxidas.を介して 0.に渡され, H.00 を生十る.そし
てこの Hε0.と 2H一を基質として, cyL. c perolidase

が feごOcyt.0 を再酸化するという可能性が考えられ

る.

一方 NADH oxid舶e 系では NADH からの億子0

、

ーーー^

( 8 )
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i ↑^"一ι'"、0当 0,。= 0,叩。川,伽.

"t11L,一脚＼'・・・
卯.、/、"1と1=一器

Flnvi口 C0ηtaining oxida3e^ 0,(Hユ0")

NADH^NADHC丁t credⅡCt卵e^"cyt c

Scheme 2 Schelne for a possible electton ttanspott system in ASCα九'S
"1Uscle mltochondTla

Cyt: cy加Chrome, RΩ. Rhodoqulnone, FP.: NADH dehydTogena5e,
FP2: succinate dehydTogenase ; The f0110wing inhibitorS 且τe 5ensitiV邑丑t

the site of l: Ma】onate,11: Amyta】 or Rotenone 111: Antimycin A,
IV : KCN, NaN3

一部は Succlnate oxidese 系の場合と同じく Cyt. C お

よび丑avln contoiniog oxidase を介して 0.に渡され,

他の一部はすでに Bueding らにより提唱されているよ

うに, NADH {omaねte ルduot部0系を介して嫌気的に

{uma皿t0 に渡される可能性がつよい.この系と代似し

た NAD11fumarate teductase 系は完全好気的な My・

CO、acte6Ⅱm ph1巳1 の NADH oxidase 系にも1忍められ

ており(Bogln " aι,,1969),回虫の場合もこの系は必

十し、嫌気下でのみ作働するのではなく,低酸素圧下で

の生理的代謝に組み込まれているのかもしれないい十

れにせよ低酸素下に棲息、して船り,しかもミトコンドリ

ア系のりン酸化は主に NADH de、yd即ge"都0 部に粉

いて行なわれるという(soidmon & En伽er,1961;林.

中西,197の回虫では, NADH からの電子を嫌気的に

も処理しうる経路の存在は特に重要な生理的意鞍をもっ

ものと考えられる.

P丁TUリate

Mitochondria

9

yta1 ないしτotenone では阻害されなかつた. succin・

ate cyt. c teduC始Se 活性は an"mydn A によつて1)

阻害された.

3) NAD亘を基質とした場合の C".C の還元ば

amytal, totenone, antitnycin A, KCN 才6よび H202

のいずれにも影縛されなかつた.

4) NADH Neo・TB reductase 活性は無処理のミト

コンドリアでは認められず,低張 KC1溶液で処理した

トコンドリアでのみ1忍められ, amyta1 で阻害された.ミ

5) fumatate ないし malate を基質とした場合0

Cyt, C ないし Neo・TB の逓元は amyta1 ないしτote,

none で阻害され, malonate では阻害されなかつた.

6) succinate を基質とした揚合の 0. uptaRe ば

malonate で阻害されたが, amyta1 ないし totenone で

は影響されなか0た.

フ) NADH を基質とした場合の 02 Uptake は am・

ytal,10tenone 郭よぴ malonate のい,'れにとつて、

阻害された.

これらの知見にもとづいて,噛乳動物のチトクローム

系とも Boeding により提唱されているフラビン酵素系

とも若千機構を異にナる電子伝達系を推定することがで

きた.

回虫筋ミトコンドリブの電子伝達系の機拷にっいて検

討し,扶のビとき結果を得た,

1,回虫筋ミトコンドリアに基質(.U此inate)で還元

される oyt.0 北よぴb型 Cyt.の存在を認めた.

2.回虫筋ミトニンドリアに認められた電子伝達活性

とそれらに対する各種呼吸阻害薬の作用性は以下のビと

くである.

1) cyt. c peroxidase 活性は KCN ないし NaN3

で阻害され,基質 H202 により促逝された.

2) succinale cyt. c teduc[a$e および Succlnate

Neo・TB 比duot部.活性は malonate 下阻害され, eln.
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Abstract
!._....,..,_..,_...1

THE INFLUENCE OF OXYGEN PRESSURE ON THE SURVIVAL TIME OF

ιUMBNICOID三S SUUIW (4) ON THE ELECTRON TRANSPORT SYSTEM

INING CYTOCHROME C PERO×1DASE IN ASCARIS MUSCLE

Conaictlng Te5Ults have been TepoTted as to the part{clpation of olygen and the cytoch'

10me components in t11e metab0ⅡSm o{ asCαπ'S 1記?πみricoidιS ε#部"ι,

We have pTeviously reported that the woTms upta!【e a sma11 amount of oxygen physi01'

]oglcaⅡy thtougk a system containlng hydtopetolidase.

In this repott the cytochrome sysleln in 'scariぶ muscle 訂litochondTia we$ studied in lnore

.details to compate with that of lnamlnals and to see the lelation with the 丑avoprotein sy$tem by

Beuding. Tho f0110wing lesults were obtained.

1, on an addltion of succlnate or Na9S204 to tl)e ASι4ri$ muscle mitochondtia, t、e ah・

50tP60n peaks of a cytochtolne of the b type (557~558 tDμ) a11d cy[ochmme c (550 血μ) 訊,ete

丁evealed.

2. The electton tTansfeτ日Ctivities demonsttated ln the Hscaris lnuscle mltochondrla wete

Summerlzed as f0ⅡOWS.

D cytochTome c peToxid郎e W船 in、ibited by KCN or NaN3 and stlmulated by the

Substrate, H202.

の Succinate cy[ochtome c reductase and Neo・TB reductase wete iDhlbjted 、y malonated

and not 、y emytel or rotenone. succinate cytochtome c reducta5e was also inh北ited by anti'

mycln A,

3) The xeductlon of cytochtome c wltb NADH as SⅡb51rate was insensitive to amytal,

antimycin A, KCN and H202.

4) NADH Neo.TB teductese was detected only in the lDitochondria tTeated with hypo'

tonlc o.015 M KCl solution and inhibited by amytal.

5) Fumarate or lnalate cytochTOTne c Teductase and Neo・TB teductase were lnhibited by

.alnytal ot totenone and not 、y malonate

6) oxygen uptake with succinete as su、stTate wes inhibited by malonate and not by

.amytal or Totenon.

フ) olygen uptake with NADH es substtated W郡 lnhlbited not only by amytal Or ro.

tenone, but also by ma】onate,

On the basis of these 丘ndings, a scheme of possible eleC捻on ttansport system, whicb is

Paτ6aⅡy di丘eTent from mamma11an system es we11 且$ the aavoprotein system shown by Buedin三,

Was ptoposed
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