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回虫筋ミトコンドリアにおける ATP 生成

緒

消化管寄生出であるプタ拒1虫の成虫には,きわめて特

殊な炭水化物の代謝経路の存在が知られている. S能

,ユΠd vi(1rine (1959, snz ;1Πd 、、,eil (1960, 1962)ら

紘一連の詐細な研究の覇果,虫体に摂取されたゲルニー

スは解粘系にょ 1〕ヒルビン酸に変佗し,そのピルビン酸

.まさらにジカルボン酸経路を逆行し,コハク酸を経てプ

0 ヒオン酸に変わり、最終的には n・メナル酪酸、およ

.び n・メチルバレリアン酸が生成され,飼養液'十に,訴世

,きれると主張して'Vる一方.高等動物,微生物にお

.けるミトコンドリアの形態.機能.櫛成要素等に倒1

,る研究は近年めざましい進歩を遂げ.これに1瑚ナるtぐ

、れた総説も数多く訓1・告されてし、る(Kn部、、・",19フユ)が,

複雉な生活環暁に棲息、する寄生虫のミトコンドリアに関

ナる研究け非常に立ち遅れている.その中で比岐的研究

の進ノVでし、る回虫のミトコンドリアは."甫乳類のミトコ

ンドリアとは形態学的に異り,クリステが少く、また、

'11i子伝達系も啼乳類にみられるものとは薯しく拠って、、

る,砥子伝達系にあって重要な役割を占めると考えられ

てし、るキノン体につ、、ては. sato o"d ozawa U969);

0訊Wa 'リ dl. Q969); salo 0ι"1_ 097幻の研究があり,

啼孔類に広く杓:在tるユビキノンは,回虫にはみとめら

れず,別種のキノン体であるロドキノンの存在すること

が証明されて、、るが,その機能はし、まだあきらかでなV、

チトクローム系にういては Kikuchi ι1 α1.(1959);,

Kikuchi atld BanU96D ; C11ance and parsons(1963);

しせe 0訂d ch.nN (1968)らが b. C到のチトゥローム

の存在をあきらかにした.さらに最近, CIW.h a以1

C1肌nce a97のけきわめて徹扱であるが抑型のチトク

ロームの存在を分光学的に立証して、、る.しかしなが

、シ,本出において証明された諸チトクロームの奥体的機

徒にうヤてけ.いまだ・1・分に解明されるにしたうて、、な
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V.一方,酸化的りン酸化反比;に関して,需i等動功では

酸化的りン酸化反砧に開町・する諸拙成斐素が拍出さn,

さらにそれらの拙成要染の役割が次第に明らかにたヲつ

つぁるが,回虫筋ミトコンドリアにおけるりン酸化庄応

を,このレベルで解析Lた研窕けしまだなされてVな

い.祠虫筋ミトコンドリアのりン酸化反応に偶jし、tは,

基質として' TCA のてle の中棚基質を用いたときのりン

酸化能を検討Lた多くの報告がある(chin 田KI B如・

ding.195・1; Rnthbone、 1955 ; seidman lknd Enlner,

1961;火家・朴.1961 ジ板東・林.1963 ; S肱 and l""じ,

Ure,1969 ; SOZ,1971).;れらの研究け七く:ニリンゴ

酸・コハク酸を中,Dとして進められてきた.主た Seid・

man a"d Eotn臼(196"らは.りンゴ酸を艇i粒分i111iと反

応させることにょり,好気・嫉気両条件'ドでその仙に変

化がなVことをみとめ、このりン酸化反応の機作に関し

て大腿な仮説を示した'ナなわち,りンゴ酸からビルビ

ン酸への酸化的脱炭酸はフ弌,ール酸からコータ酸への還

元と典輕し,一方では,ワマリックリダクターゼと典柳し

て ATP が生成されるというのである,その後, saz

(1971)はこの仮説を支持する報告をしてVるが._ヒ氾仮

説を立証するに十分な成績とはいV雌い.

そこで荊者は,回虫筋ミトコンドリアによるりンゴ酸

依存性りン酸化反応の機序を,行構成要素段階で明らか

に十る目的で尖験を進め0つ訪るが,このりン酸化反此;

の性格に凋し興味ある辨尖を見ヤだしたので郁告ナる.

1 試料の棚製方法

11ι験材料:ブタ匝1ι[【(A立'd゛・i.イ 1""1み1'ん'oi'1ι,.、 "ι1/'.

刑太.)け東京芝浦屠場におVて入手した.史体を37゜C

に保温した Locke・Ri"ger 液に入れ実験室に運び、吊1液

で洗浄した後.正常な雌虫を選び試料の闘製に洪した

" Mitocl】ondrial frncli0酌"の闊製: L鼠Ser (19,U)

実験方法

論



の力法にしたがって虫体よリ分離 L た筋束を秤址した

後,鋏で細切し,0.21M マニトール,0.0IN11ris'HCI
緩衝液(PH 7.4,0.]mM EDTA 混液で体腔液が除去
されるまで洗浄した'さ「にルーズな Potter'Ekehjem
型のホモジナイザーを用、、,20゜0ホモジェネートを誥,1
製した.同ホモジネートを 61)OXH.7分問遠C、分離
し.沈澄を除去してその上清を 50Ⅸ)X蔀.15分痢遠,D分
蹴した.沈泣に存在する虫体内のグリ立ーゲンよう物質
が混入せぬように注意深く沈液を乞リ,同マニトール澁
液で21百1洗浄し,その沈液を筋 10g/m1 になるようにマ

トール混液に浮遊した

、、 SLlbmitoC110ndrial fraCιiou"の;澗製;" MitoC110"、
d'alf玲CⅡ。""を10KC.15分朋、富永超音波発生装置
1、1.1(}OB 型をf11Vて処理 L," SUI)mitochondrial frac、
ti0Π"を得た.

1澁蚤、、分画の,1品製:- submitoC110odrial fr丑Ctio""を
さらに 105.00【)xg.60分削遠心分酢して得られた上i"
'-supernat11nt frnction"とし, i尤i査を'preci'

frnction "とした." super0社Ulnι fraction 'をPltate

1611寺問 0.0IM, T"S・HC1 緩衝液 PH 7.4)で透析して
マニトール液を除去した.透析後の" supem"tant

fmCⅡ。n"に.硫酸アンモウーを40%飽荊1になるよう

幌排しながら添加し,遠D分離によリ沈液を除去した.
さらにその上消に硫酸アンモ=ウムを65%飽和になるま

で同様にして加え,遠心分離により沈液を集めた.沈済
を蛋白量5mg/m1 になるように 0.0IM Tris'HC1 緩衝
液(PH 7.')に溶解した後,同緩衝液によ0て 16時捌
透析し、" 40~6596(NH.).SO' fmdi0Π"として月い'
た.

以_1.金ての操作は2~4 C の低温で行0た.

Ⅱ活性価の剥定方法

リン酸化能の澳1定.冊Pi を川V,有機りンへの放射

雄の取り込みによ0てりン酸化能の測定を行った.反応

組成は, Tris、HC1 緩衝液(PH 7.016 μmoles, Mgcl=

4 "moles. ADP 2'"moles、りン酸カリ緩衝液(PH

フ.4、 2.5× 105Cpm//ιr力oles) 4 /ιmoles,基質 6 /!moles,

試料 0.2ml,全量 0.6m1 とし30゜C で:め分問反応させ,

25%トリクロル酢酸,0.05Mりン酸カリ混液で反琵1を停

」にした.りン酸エステル化した有機りンの定量は Niel'

獣川 a"d Lehninger (195与)のブi法に準じておこなっ

た、ナなわち,反応液中の末反応の無機りン酸をりンモ

リブデン酸壇'こ導き,イソブタノールで抽出除去した.

有機りンに含まt る放0.1能,1,東芝 EAG 31103C型の

G入1 カウンターによつて測定した.

リン酸エステル化した有機りンの1司定.試料の同定ぱ

Hurlbert et al (19羽^の方法に準じておこなつた.,ー

な力ち,反応液としてりン酸化能の測定に用し、たものの

2倍批を用V,終濃度 0.2Nの過塩素酸で反応を停止し

た後.これを氷冷下で KOH を用Vて"・唖【1L,生じた

過塩棄酸カリを遠,D分酢によリ除去して、カラムクロマ

トグラフィー用の試料とした,0、、で,イオン交換樹脂

DOW.× 1 伐α〕~4ωmesh) HCO0雪!カラムを用い,展

開剤ギ酸系によつて有機りンを試料より分離し,これを

さらに上記と同じカラムを剛し、,展開剤をギ酸アンモニ

ウム系にかえて再ケロマトし、 ATP 分画を得た,同分

仙iの放射能の測定は,シンチレーターとしてΠaP11tha'

Ie"ediulane (Brays.19t〒0) 10n11 を1吏川 L.ノξツカー

ド,、「",C批b 液体シンチレーシ"ンカウンター 2003聾!

を用ヤてお:なつた.

ATP鰯e 活性の測定.反応組成け ATP 51,m016、

入距CI.51,moles. Tris・HC1 緩衝液(PH 7.6) 10川)0・
1ピS." NlitoC110ndri皐l fractio"" 0.3ml、全lit lm1 と

し.30OC で30分制反応させ.1N HCI0゛ 0.5m!をj川

えて反応を停止,除蛋nした後.ただちにATPよ 9遊

酢した無機りンを古川ら a952)の F玲ke・sub1撒row

法の改良法によつて測定Lた

蛋Ⅲ量の測定. Lowry elnl U951)の方法に基'い

て蛋1'1批を卸1定した.

Ⅲ試薬

フデノシン三りン酸(ATP).グプノシン三りン酸

(GTP),シチジン三りン酸(CTP)、イノシン三りン酸

1'rp)はべーリンガーマンハイム山之内 K.K.の製乱'

を、アデノシンニリン酸は Si窯ma C11emiC社I colnpaれy

の製品を用Vた.

ニコチンアミド・フデニン・ジヌクレオタイド(NAD),
フデニン

Sigma cheτηical compa11γの製品をⅡハ',ニコチン.

アデニンジヌクレオタイドリン酸(NADP)はべーリン

ガーマンハイム山之内 K.K.の製品を用Vた.

n・.ケトグルタール酸,イソクエン酸けべーリンガーマ

ンハイム山之内 K'K.の製品をHハ、.コハク酸は小宗

化学薬品 K,K.の製品を,りンゴ酸は和光純薬工業 K.

K,の製品を用いた

オリゴマイシン,ロテノンほ SiHma chelnk社I cojn'

Pany の製品を,アンチマイシン・ Aは協和醸酵 K・K、
の製品を則Vた.アミタールは第一化学薬品 K.K.、2,'1・

ジヌクレオタイ弓ヒ'ン 士ト. .



ジニトロフェノール(1)NP)は東京化成 K.K、の

をそれぞれ用ヤた.

イオン交換樹脂 D0訊・eN 1 け家町化学二1二業 K.K

製品を使用した.

昨Pi は日本アイソトープ協会より入手した.

その他の試薬け特級の市販品を朋いた.

、1'able l E"ect of 5UI)strate on 31Piincorporali'

into orgι1訂ic phophale by ASCιlrls miloC110"'r
'rhe reaction system contnined 16/!moles of
'rri5・HCH川Her (PH 7.の,41,moles ofMI!CI0、
2"moles of ATP、 4門mole5 0f K・phosP11乳ιe

'

buHer(PH 7.4、コ.5× 10ふ Cpmi.門rnoles).61tmo'
Jes of sul)5trate an(1 0.2ml of " MitoC110'

ndTial frncliun " in 6nal Yolume of o.6ml.1n

Some exl)ピriment o.061{mole of cofactor 、、'as
:1(1(1ed as indicared

1'11e rel(cli011 1ηilrure 、、'as incul)ι11ed {0τ:10

minuteS 批;10 C

2,0

'1'111)1e 2 Requirments for 加Piinじorpor11tior
OT武Rnic phosphate by AS"'1J'1S Tnuscle

miloC110ndTia

Reaclion sy、tem ana reaction period 、¥e
the same as described in l'nble l.

None

FAD

NAD

NADP

Malate

Succi丁lalc

Succinaιe plus FAD

n・・Ket0弐IutarΠ1ピ PIUS NAD

Isocitrale l〕105 NADP

A'1'1itlon

System

Colnp!ete
Minus ma1川e

Minus ADP

Min山 Mgcle

Mpiincorporaιe(1

(1fmoles mg pTotein)
0.48

0.08

0.04

0.24

M1コiincorpor乳t

゛tmoles m武 Prote
0.05'

0.{川0

0.056

0.056

0.847

0,619

0,418

0,17:キ

0.104

実験成績

" NlitoC110ndril{1 fraclion "によるりン酸化反1占にヌ1

ナる基質の影響一-ATP と Mpi の存在下で,諾種基
質を" Mitodwnd"nlf皿dion"とともに好気的条件
、ドで反応させ,有機りンへの放射能の取り込みを検討し

た_表 1にみられるように、りンゴ酸,コハク酸を基質と

して反応させたとき、有機りンへのとくに薯明な放身1能

の取り込みが卸とめられた.一方, N・ケトグノレタール

酸,およびイソクェン酸を基質とした場合は, NAD お

よび NADPのヤずれの存在下においても有機りンへの

放射能の取:〕込みはきわめて抵ヤ偵しか得られなかっ

た.なお,ヤニトール混液の代リに.0'25M磁沖き溶液を

則V、て調製した" Nlito'、ondri"1 frιKtion "を用いて

も、りン酸化反応の活竹1仙に変化けみとめられなか0

た.

Re

CI〕m

40.000

1イK)

30.000

5

20,000

ADI'

10.000

3.肌1 11(00"2.9M HCOOH
0.23M HCOOXH.

1. C11r01力atogrnl)hy Ⅱf the phosphorylated organic aci(1S I)y t11e
Otmjc acid "・S【em. Alp a11d ADp of o.5 /ιmole eaC11、、'ere a(1ded
S caττier to the sample.'r1玲 Sample 、、'as eluled stepwi5e 馴'Hh
OrmiC 乳Cid. The oPミical dどnsity at 260 m、ι ond radio aclivl【l of
he cluted {raC60ns 、、'ere plotteイ1 for eaC11 C11romatographic frnctⅡm

1.0

n A卜5゛rprion 1 260ml'

n R.dio acli゛

L

j1 1ル0「ド.nic "0印halt
! 1
」、

鳶 260

3.0

Υ"

L
1
ー

、
ー



ATP

IM HCOOKH、

n A島30r,1ioo .t 2'o mμ

口 R.dio actiⅧ,

Fig,2 Rechromat0蔀raphy oD the ammonium

formate sy5tem o{ ATp fraction frotn t11e for・

mic acid chtomat0宮rapby of Fi琶,1. ATp and

ADP O' 0.5/tmole each were added as carTier
t0 血e sample. T11e sample W貼 eluted with
小e use of lineer ammonium foTmate and for・

mic acid gradient. The optical density et 260

m門日nd Tadio activity of the eluted fractions

訊,ere plotted {or each dlromatographic

E 260

3.0

ギ酸系で展開した結果,図1に示ナよう仁 ATPの分画

に放射能がみ乞められた.さらにこの ATP分画を同上

カラムを用いてギ酸ナトリウム系で展開した結果, ATP

の分画にのみ放射能力1みいだされた(図2).以上の結

果か1う,回虫筋"Mitochondrialfraction "によるり

ンゴ酸依存性りン酸化反応によって生成された有機りン

ほ_ ATP であることが確認された.

リンゴ酸依存性りン酸化反応に対する阻害剤の影粋

表3に示したように,本りン酸化反応は,酸化的リ

ン酸化反応における ATP 生成部{立 Site1 を特異的に.

阻害ナる阻害剤,ロテノン,アミタノールによリ薯しく

阻害された.しかしながら, site H を特異的に阻害,ー

る阻害剤,アンチマイシンAによる阻害効果はきわめて

低かった.脱共耗剤としてよく知られてVる2,4・ジニト

ロフェノールによっては,箸明な阻害効果がみとめら・

れ,また,オリゴマイシンの添加によっても,本りン酸

化灰応は薯しく阻害された.これらの結果は,好気的条

件での本りンゴ酸依存性りン酸化反応の特徴を示唆する、

ものと考えられる.

" Mitochondrial fraction "における ATpase 活竹:

の諸性質^ATpase 活性の特異性.無傷の" Mitoc・
110"drialftaction "では ATpa託活性は著しく低い

が, Mg"の添力nにより薯明な活性の上昇がみとめられ

た.しかしながら,4 ×10-4M 2、4ージニトロフエノー

ルの存在下におV、て,本 ATpase は PH 8.2を至適PH

乞し,僅かな活性の上男.がみとめられたが,二の上乳・け

Mg"存在下に邦ける至適 PH 7,6での活性の上昇に比し

著しく低く,噛乳類ミトゴンドリフ ATP0託の特徴の

2.0

また,りンゴ酸を基質としたとき,みられる有機りン

への放射能の取り込みには, Mpi の受容体として ADP

Cofactor として M宮"の存在が必要であつた(表2).

リン酸エステル化された有機りンの同定^並質とし

てりンゴ酸を用い," MitoC110ndrialfraction "ととも

に反ι占させて得られた放射性有機りンにつし、ては,イオ

ン交換樹脂 DoweX1 ギ酸型カラムを用Vて前述の如く

部I HCO0餐H.

Table 3 E仟ect of in、ibitots on P110sphorylation by Ascaris mitoC110ndria
Reaction sy5tem and reaction period 訊,ere tl、e same as de5Cribed in Table l

Inhibitor

^One

Rotenonc

Amytal

0"宮omycln

Concentration

2,4・Dinitroplwn01
^One

Antitnycin A

0.02μ創ml
0.0山堰/ml
0.08μ客/丁nl
10-4M

10-3M

2μ創ml

4μg/ml
4×10" M

3=piincorporated

(,"moles tn宮 Proteln
0.釦8

0.307

0.119

0.109

0.321

0.155

0.167

0.151

0.209

0.534

0.486

0.447

3.3× 10'8M

3.3×10,1M

1Πhibitio"

96

49_5

80.0

82.1

47 2

74,5

72 5

75.2

67.0

9
M



0.5

0.4

0.3

0.2

4'!" 1江lg

0.1

フ.0 7、4 7.ε 8.2 8.6 9.0

PH

1;ig.3 EHect o{ PH on ATpase activity. Reac・

Iion sySιem contained in a 6nal volume of l
ml,51'moles of ATP、 51ιmoles of M容Clo or
0.41ιmole of DNP,10,ιlnoles of Tris・Hcl buHer
(PH 7.6),0.3ml of mitochondrial fraction
Reaction mixtures were incubated for l,o minu・

tes at 30゜C. Enzy1Πe activity wa5 e5timatcd a5
described in - Methods "

0

DXや AT1コ.5e

1,0

ーつとされてぃる2.4・ジニトロフェノールにょる活性化

と比桟する上きわだつた特徴を示した(図3).10'.M,

10'OM 24・,ジニトロフェノーノレ存在下においても,4 X

10" M の場合と向じく活性の_1:男.はみとめられなかつ

た

n without nxp

爾'×10 斜 DXI,

ATpase 活性に対する2.4・ジニトロフェノールおよび

金属イオンの効果.また図4に示すように,Mn"は Mg"

の場合巴同じく本 ATpase 活性を苓明に上昇させた.

しかしながら, ME"あるいはMn"の存在下で,2凡・ジ

トロフェノールの添加によつて活性は低下した. ca"^

の存在により、単独では活性の上折.はきたさなかつた

が,2.4.ジニトロフ=ノールと共存することにより活性

の士打.がみとめられた.以士.金属イオンの回虫筋 mito・

ChondrialfTaCⅡon の ATpase に対t る添加効果は,

啼乳類ミトコンドリアにおける場合とほぽ類似した性質

を示すカニ, ca"以外の金属イオンは2.4・ジニトロフェノ

ールと共存した場合,2,4・ジニトロフェノール単独添力11

に比し,むしろ活性を低下させると、、う特徴を示した.

ATp ase 活性に対するオリゴマイシンの効果. Mg"

存在下で活性化されたATpa託活性は,オリゴマイシン
'ι

の添加により約30%阻害された.また回虫筋 mlto・

0,5

101

XO"e ME' Mn' C.' Non゛ M*' Mn C●

・→トー 3九・-1 トー 30'C

Fig.4 EHect of metalions on ATpaseactiYity.

Reac'ion system contain● in a 6"al volume

Of lml,51{moles of ATP,5/ιmoles of MgC11,
MnC1三 or cacl0 101ιmoles of Tris・Hcl buHer
(PH 7 6),0.3ml of " Mitochondrialfraction "

and DNP 伽dicated

ノ "'

Chondrialfraction "の ATpase 自体の活性力二低く,こ

れに対する2,4・ジニトロフェノールの存在の影響もほと

んどみとめられなかつたことから,2,4・ジ=トロフェノ

ール存在下におけるオリゴマイシンの添加の影響をみと

めることはできなかつた(表4).

リンゴ酸依存性りン酸化反応および ATpose 活性に

対する物理的処理の影響^Agiog による影縛●回虫

筋により得た無傷な" Mitodlondrial f仏dion "を、

30OC で 1"寺問,2時問,3時問 A客ing した後,それぞ

れの試料におけるりンゴ酸依存性りン酸化反応および

ATpase 活性について検討した結果を図5 に示した

リンゴ酸依存性りン酸化反応は A即Πg の時問経過とと

もに活性が低下したが,これに対し, ATpase 活性は

の処理にょつて影響されなかつた,本実験におけaglng

る対照として,同一条件下で需製したラット肝ミトコン

ドリアにおして、りンゴ酸を基質としたりン酸化反応は

時問の経過とともに急速な活性の低下をみた.2,4・ジニ

トロフェノール存在下における ATpase は,りン酸化

反応と同様に,叩mg の時問の経過と共に急速な活性の
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、rable 4 E仟ect of oHgomycin on ATpase actiリity of '、S""1'is muscle mitochon(1rin
Reaction sy5tem and reaction period were the sone as describe〔{ in F汝・ 1

2,4・DinitTopheflo】M宮"None

1ΠNbitionSpeci6CInhibitionSpeci6CInhibitionSpeci6C
acnvltlact1νltyaC訂Vlty

"moles mg protein1゛moles mg protei")
0゛

,゛ιtnole5 m" protein
0

0.0720.4270093

Addition

Iqone

OHgomycin
10'6M

5× 10'CM

10・5M

卯20

A"i"g at 30

Fi曹.6 EHect of a号ing on P110SP110ryla"on ncti'
Yiky a"d M号 Stilnulated ATpa託 ac'vit)' 1n
rat liveττniιOchondTia. phosphorylation acti・
Vity and ATpase activity 、vere assnyed in the
Same systems as described iD Tab1己 l nnd Fig.

;1 respecliveb

リンゴ酸依存性りン酸化反応および ATP瓣e 活性

の" submitochondTi社l fractio""内つ)布^-SU、・

mito'hond"al fractioo "を 105.0Ⅸ)xg.6()分"",遠

、[、分離にようて'1尋られた一predpi伽te fMotion "およ

び" supernatant fraction "におけるりンゴ酸依存性

リン酸化反応と, ATpase 活性の5卜布を麦6 に示した.

" submitochondTial fracti0Π"にお:ナるりンゴ酸依存

性りン酸化反応の. Total actiゞiW の約V.の活性が

" supeTnatant fraction "に存在した. ATpase 活性

は" supernatant frac"on 一にはほ七ノレどみとめら九

さ,',- PTecipitate frection 一にのユ'ユ'七めら 11 た.

、

0.089

0.0Ⅸ)

0.091

50

Ph帖仙or"1tiom

、、

2 3

Agi"" or 30'C

Fig,5 EHect of agin目 on P110sphorylation acli・
Vity and Mg stimulated ATP社Se aclivity in

ASια1'i' 1nusde mitochondTia_ phosP110rylation

actiuity and ATpase activity were aS5ayed in

t11e same systems as describeclin Table l and

Fig,3 respe(:tively

低下をきたしたが, Mg"存在下における ATP部e は逆

に活性が上昇した(図6).

低張処理および超音波処理によるりンゴ酸依存性りン

酸化反応および M宮・ATpa託にヌける影郷." Mito・

Chondrialfraction 一の分1放媒マニトール証ι液を,蒸溜

水と置換して低張処理を行つた" Mitod川"d60lf松C・

tion",および既述(火験方剖0 の方法にもとづいて得,

た超音波処理した" Mitochondrialfraction "におけ

るりンゴ酸依存性りン酸化反応においては,処理にょり

著しい活性の低下がみとめられた.これに対し,それぞ

れの分画に粉ける Mg・ATP.託活性では,予拘に反し,

これら処理により僕かな活性の上".しかみとめられなか

0た(表5).

0.342

0.291

0.27フ

0

、

60 minute5

200

0.069

0、073

0076

ME' ATP.5e
ー・- DNP ATPき3t

Ph0叩Mn'1a110n申一
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、1'able 5 EHect of physical tTeatments of '4'ι'1J'" mitochon(1ria on P110SP11'〕斗'111"01、
and ATpase 丑Ctivities

Reaction 5ystem and reaction peTiod were the 5乳me 11S described tn Tι11)1ゼ 1

ATP鵬eTreatment

(!ιmoles/mg l〕role"1
0 2:M

0,276

0 295

SP',ciHc activi1工

"mole5 m11 Proteitl)
0,1'詞

0'1LL

"Ⅱ

0.985

nil

NO"e

Sonic vibration*

Hypotonic treatment**

Mitochondria was sonicated

Mitochondria was suspended

'rable 6 Phosphory1丑tion and ATpase activities in 11Sι'1J'1S muscle miιOC110ndr!a! prとPar・Ⅱ1"】1S
ReHcti。n system arld Teection period were the same as described in Table l, exCせPt lhaT SU)mitoclo'

ndrial、 supeτ口atant or precipitate fraction was substituted for mitochondri丑l fraction

*

**

Preparation

託Piincor poration

(.゛!moles/mg protein)
0.616

0.156

0.308

Rt loKc for 15 minute5.

i" disti11ed water.

Submitochondrlal
fractioo

Supernatnnt 0.()83
fraction

PTecipitale 0.042
fraction

* supernntant and preicipitate

Total actlvlty

Phosphory】ation 乳CtiV1ιy

(/t"10les/g muscle)

0.164

1(川

20

7

25

Table 7 Ma111te dependent phosphorylation in supernatant
Reaction 5ystem nnd reaction l)eriod were t11e same ns described in

ammonium sulfnle fraction 、vas substituted for mitoC110nc{riι11

Speci6C activity

(/tmole5/mg protein)

0.156

1ι欝

Fraction

Supernatant

Dyalysate
0~409。(NH')之SO'

40~6596(NH4)OSO'

65~80%(NH4)OSO.

入 le1110'{".frι{ctions aTe o、tained lhe Sιlme 丑S 小at 'es〔'rihed lor

0.164

'rotal activlty

(/!moles g muscle

0,518

0、110

Iable 8 Requirments fot phosphory111tion by
40~659。(NH4)OSO' fracti0Π

ReHction system nnd renctlon period weTe
the same as de5Cribed in Ta、1e 7

ATpnSピ ;1じ11V 11V

Total protein

muscle)mR R

0,5()6

0.506

0.266

0.070

0.040

nil

Syslem

1 '{120

Complete
入linus malate

Minus ADP

Minus MgC11

51)七CiHC nctlY11}

】)role】n"111, e、.1111ι

0.495

30piincorpornted

'rotal actiYlty

'"mole5 g musde)
0.083

0.0喫

n赴

0,069

nil

しιmoles/m客 PTotein)
0.812

0.166

0.058

0.206

"Ⅱ

2."3"

fraCりon

Table l cNcel)「
fTaction

らに,この" superT,aulnt {raction "を透析後硫苗f塩

折した結果,"'10~65%(NH.).SO.1凱Ction "にりン

ゴ酸依存性りン酸化反応の活性がみ上められた(表7).

この" 40~65%(NH4)OS04 fracuon 一におけるりンニf

酸依存性りン酸化反応の進行に、 ADP 上 Nlg"の存在

が必要であり(表8),生成された有機りンは,前述の

イオン交換樹脂 DOW獣 1 を則、、て分析した結果. ATP

であることがあきらか七なつた.

" 40~65%(NH')OSO゛ fraction "によるりン酸化反

応に対tる阻害剤の影紳^麦9:二示1ように,本分画

(フ)

Ratio
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Table 9 EHect of in11ibilot on P110sphoTylation by 40~(j50。(NH')2S04 fraction
Reaction system aTld reaction period were the same as described in Table 7

In卜ibiιor

Iqone

Rotenone

0"gomycin
2,4・DiDitropheD01

によるりンゴ酸依存性りン酸化反応では,ロテノンの添

加による阻害効果はほとノνどみとめられなかった,2,

4,ジニトロフ=ノールの添加は僅かな阻害をもたらし

たが,オリゴマイシンの添加にょつて活性はむしろ促進

された.一方この分画のしめす ATpase 活性について

も検討をおこなつたが.本分両に ATP部e 活性をみ乞

めることはできなかつた.

Concentτ且ti0Π

老察

本尖験におし、て,厄1山筋より得られた無傷の" Mito・

C110ndrialfradion"は,りンゴ酸およびコハク酸の存

在下で弼いりン酸化反応の活性を示し(表1),また,

" submitochondrial ftaction "の10万Xg _ヒ清より 1号'

られた"40~65%(NH')宅SO゛ fractioo "もりンゴ酸依

存性りン酸化反応の活竹を有ナること(炎7)があきら

かとされた

無11ιの" Mitodlon(1rial fractio""によるりンゴ酸

依存性りン酸化反応はロテノン,アミタールにとって阻

害され(表3),本りン酸化反応には電子伝達系が関与

していることが強く示唆された,しかしながら, slteⅡ

の特異的阻害剤であるアンチマイシン・ Aの本りン酸化

反応に対する阻害効果はきわめて低し(表3).また,

本虫のチトクローム系につし、ては, Kikuchi 四1 αι

(1959)、 Kik山hi and B"n (196D, CE8nce and pat.

Sons (1963),1、ee and chance a968)らはチトクロー

ム b,0 の存在をみとめながらも, a群の検出に成功し

なかつた,その後 Cheah and C11ence (1970)は,リ

ンゴ酸,コハク酸および n・グリセロリン酸によつて還

元される b. C. a型の各チトクロームを低温スペクト

ラムによつて検出はしたが,これら諸チトクロームの存

在ナる割合が啼乳類のそれと著しく異0てVることをみ

とめた.したがつて,本虫のチトクローム系が本来のチ

トクローム系の機能を果しているとは考え難い.啼乳類

ミトコンドリフにお、、ては, site Ⅱ, site 111 は Site

0.041'装/ml
41t8/ml
4× 10'.NI

艶PiincoTPOTated

,πmoles mg protein
0.985

0.966

1.463

0.843

1とともにチトクローム系での ATP 生成部位とされ

ているが,上述の事実から考えて,回虫筋ミトコンドリ

7におVて Site Ⅱ、 site 111 における ATP 生成が存

在すると考えることは困難である,したがって,本虫の

無傍なミトコンドリブにおける ATP生成部位は呼吸鎖

Si比 1 におけるものと推定される

一方,本りン酸化反応が2,4ージニトロフェノールおよ

びオリゴマイシンによつて阻害されたこと(表3)は,

本りン酸化反応にエネルギー転移反応,すなわち,

ATpaseが閲与していることを示している,一般にミト

コンドリア ATP価.はミトコンドリアの基本粒子の頭

部に1-1在ナることが知られており,本虫のミトニンドリ

アも基本粒子の存在することが Chanceaod parsons

a963)にょつて電顕的にあきらかにされてVる.しかし

ながら,二の基本粒子と ATpase の関係は,回虫に

北し、てはいまだあきらかにされてし、な V.また,回虫.

" Mitochondtial fraction "の ATpase カニオリゴマイ

シンによ0て阻害されたこと(表4)は,本 ATpase

がりン酸化反応に関与してし、ることを示唆している.し

かしながら,本 ATposeは一般のミト=ンドリアATP・

ase と異り,2,4ージニトロフェノーノレにょつて活性化さ

れなV、とVう特徴をもつており," Mitochoodriol frao・

tion"に対tる物理的損傷により,りン酸化反応活性

は著Lく低下を来たすにもかかわらず,本 ATpase 活

性は影響を受けなVことから,回虫筋の"MHochon・

d紅.1 hootio""の ATP都e は膜から遊離し難し、性質

を有していることも考えられ,回虫のミトコンドリアの

Site1 における ATP 生成が叫梓L類のそれと全く同一

機構によるものとは考え難、、.

筆者が好気的条件下で得た成績は, S記(1971)が嫌

気的条件下でりン酸化反応に対する阻害剤の影響を検討

した成績と一致している.これらを総合すると,回虫筋

ミトコンドリアに郭ける ATP 生成機構は次のように

推定されよう.

In卜ibition

0

1.9

14.4
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叫虫筋の無1高なミトコンドリアのりンゴ酸依存性りン

酸化反応にお、、ては,熱力学的考察から,りンゴ酸は,

リンゴ酸脱水素酵素によりオキザロ酢酸に変化するので

けなく, seidmn" and Entner (196D によつて想、定さ

れぐ,'、るように,エ.ネルギー準位の高、、 me】ate-ー+H十

=pvrUⅧte-+COゞ十H里系(マリックエンザイム)によ

つぐ変化十るものと考えられる.この際,りンゴ酸よ 1)

放出された H一は NAD に伝逮され、さらにフラボプ

臂テ.インを介し.最終的には, cyt, b; 2Fe"+2H-=

コFe-+H旦反応系とほぼ等しV酸化還元電位をもO SUC'

dluHe-ー=fumaralc-一十H01父1ミ;系のフマール酸に伝達

され.コハク酸が生成されると考えられる.上述の反応

経路に侵リi十ると老えられるフラボプロティンにつV'て

ナでに王ee nnd C11an化(1968)が.回虫筋ミトコt

ンドリアにりンゴ酸によっぐ還元される2繩類のフラボ

プロティンが存在することをあきらかにしており,ま

た,同1時にりンゴ酸によるこれらフラボプロティンの遼

元に対十るロテノン.脱共椀剤の効果から.これらフラ

点プロティンがエネルギー生成反応に開ιiしている可能

性を示唆してVる.また Papa a97のはりンゴ酸から

のフマール酸,コハク酸およびピルビン酸の生成に関し

ぐ.ロテノンの添加がコハク酸の生成を阻害することを

示してしる.これらの報告は本りン酸化反応に対する口

テノンの効果と一致し'上記想定を支持ナるものと考え

申 fpDι

ATI,
ι

- f111〕Z

" umarat畦

0.031Y

Q
. Cゞt.11

0.03Y
,

含Uct1肌a1■

,

献

(1963):

の利用と

(197D が AI'P.pi および ADP・pi 交換反1志力:、

脱典師剤およぴオリゴマイシンによつて阻害され

る乞報告しているにもかかわら十.本りン酸化反

応は2,4ージニトロフェノールによる阻害効果がき

わめて低く,オリゴマイシンによつても阻害され

なかうたことから,これが ATP・pi 交換反応で

ある可能性は考えられなV.したがつて,本りン酸化反

応が,無1拓なミトコンドリアにおける,呼吸鎖 Site l

でのりン酸化反応とは全く別の機作による反応であるこ

とはあきらかである.

以上,回虫筋ミトコンドリアには,全く別の機構によ

る2種類のりンゴ酸依存性りン酸化反応が存在ナるが、

とくに" 40~659。(NH')O SO' fMction "にみとめら

れたりン酸化反応は,一般にミトコンドリアに存在する

リン酸化反応とは全く別の新し、、型のものであり,その

エネルギー生成反応としての意艘けまことに輿味深、、.

r 急,

一方." 40~6596(NH,)OSO. f皿Ction "によるりン

ゴ酸依存岨辨ン酸化反応は、 site1 の電子伝逓系の被

合体である Complexl、およびエネルギー転移反応を

触媒ナる F,(ATpase)の混在に起因ナる可能性が考え

られるが,試料謝製力法からみて,この分画に Complex

1が存在する可能性はほとんどなく,ロテノンによる本

分画のりン酸化反応の阻害がみとめられなかつた二とか

らも, compleX 1 力:存在することは老え難い.また,

本分画において ATpase 活性力二み七められなかつたこ

とからも士述の可能性はほとんど有リ得ないと考えられ

る.主た,本りン酸化反応が単なる ATP・pi 交換反応

の誤認である可能性も老えられるが. FisC11er " al

回虫育方から 1乱1製さオ1た" Mitochondrial fractiun "

におVて,りンゴ酸存在下で高V、りン酸化反応の活性が

みとめられた.また," submitoch0口drial fTaction "

の10万Xg の" supernatant fraction "から得られた

40~65%(NH.)OSO'{皿otion "にも,りンゴ酸存在

下におレ、てりン酸化反応の活性がみとめられた.

これら両分画におVて',りン酸エステル化された右機

リンはいずれも ATP であることを確認した.

前者におけるりン酸化反応は無傷なミトコンドリアに

おいてのみみとめられた.本りン酸化反応には電子伝逮

系およびエネルギー転移反応が悶何.し, ATP は Sitcl

で生成されると誘えられる.

後者におけるりン酸化反応には電子伝達系およぴ

Alpase が関町.しておら,',したがつて,前者に粉け

るりン酸化反応とは全く別の機構によるものと考えられ

回虫筋にとる

憐酸化反応.寄

むすび

0、

繭を終力るに鬮み,終姑御擶導・御校1剣を贈0た大家

裕教授に,主た種々御助言を賜つた本学薬理学教主・板

粂丈央教授;本学生化学教主・f瑚根隆光教授;東京理科

火学.土野芳火教授に深荘の謝意を麦し,俳せて種た都

協力、ドさ0た,本学寄生小学教室の力々に感謝の意を妥
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Abstract
t^...,^岡■雫,^..●●^●●■』

ATP FOR入.1A'1'10N BY N111'OCHONDRIA FROM .1、ゞC'1RIS

1'ι'.VおRIC口11)ES I'AR.'ゞどIN

InU虻「 nliluchondriι1 1)rel)ara6Un lsolated {ronl t11e 1ΠU5Cle of .1,ゞι"'」'1.ゞ"/J゛JN/り'1ι'oiιι'S

a hiⅡ11 1〕hosP110rylation activily 川 t11e presence of malate oT succin鼠比. Furlhermore
Sulfιlte fr社Clione1111ιln、!e'1 P110sphorylation HctiYiw of 40 t0 6596 SaNrated HmΠ10nium

from じentrHuged supernιltant of sonicaled mitochondrial {raction.

Org皐nic phosphale 闇,hiC11 、、・E(S P110sphorylated in 小e presence of maいte bド 1)01111)rel)ara、
tioTls mピΠlioned Hbove 、、,as con6r1れe(1 to be ATP.

inhil)1ted入,1n111te aependent P11051〕horylation actiuity in the mitoC110n({ria prePιlratlon 訊!ns
nlarkdト・ b、・ dle nddiliun of rotenone oT amytal, sugge5ting the dlssoC1社Uon of electron trans e1』

A failed t0 5110、u a noticeable inhi、ition on 小i$1)110SP110rylHuonC11ιlin Ht -1e l. Anti訂lyci11

ιlnd 5Un1ピ(1eじrピ11Se o{ P11051,110ry11(tion activity wns obsetve(1 1)y the ι1({diuo" O L、イ initr01)1eno
Ⅱ)NP】.闘・eⅡ kn0智Π Uncouplor '1f oxklative phosP110rylati011. oligomycin. arlinhiわitor of energy
trιlnsfer renction. t{rrested also t11is phosphorylatlon. These results could be taken ιIS いe evl'

ιlence 11111t Tnalate (1ependenι P110SI)110rylation in i"tacl A.q"!,'n' 1れitochon(1riι1 隅'as associate( wlt l
1)ot11 eleCτ丁on transport and enerHy traTlsfer re丑Ctlons. and ATl geTleTHtion ln tlis case occuTrピ'

distinct ftomal Hit心 1 。f t11e resl)iratory cl〕1Un. HO、uever, tl)e mitoC110ndrla of ・1S"",'1'、、'as
111'、ι。f rnHmmals in the C11araC1ピristics of ATpese 11Cti、,ily. A'rpase Hctivity in ・1N"'1,'1工

1,it。C11。ndria W皐S "ot acceleτι{ted i11 t11e prese11Ce of DNP %、'111Ch ls kno、、'11 10 S【imulate A'1'pa$e

nctiYiい. i11 mammarian mitoC110ndria.
On t11e 。11祀r hand. m社1二lte dependent phosphoTy】ation in 40 t0 65 0 S社turate a1τ、111',111UITI

5Ulf川e (Tacti。Π、、,a5 not inhil〕itどd l)y tlw additiorl of totenone or 0Ⅱgomydn. wli e a S 地H in'
11il)iti。n 訊.ns 。1)tained by 小e Ⅱddition of DNP.1Π addition、'1e hy(1rolysi5 0f ATP )y t is rac'

Ii。n pr。Cピeaed aミ a re1ιltively low rιlte. These resU11S suggest that the phosp ory ation in t、i・
frミK、1i。n 、、.且5 associated wit11 neit11er electron tran5Porι nor energytrlmsfer reacti0Π

FT。m t11e Tesults obtιlinど41in t11e present studies, 1[ C4川ld be concluded reasonal)1y t 11ι

m111ιlt4才 dependenι Ph051)h0乃・11Ulon i11.1""11'is mitochondTi11 iS 駒CCO"1Pli5hed ln いVO 'i eren
Π1どC11ιlniさ.ms
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