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10％Homogenateinisolationmedium＊
緒言

哺乳動物の代謝調節においては，膜によるcompart‐

mentationとか膜透過における機構が重要な要因のひ

とつであることが知られている(尾形ら，1969)．著者ら

の豚回虫（以下回虫）筋ミトコンドリアについての先の

実験から，哺乳動物同様にcompartmentationが代謝

調節に関与していることが推察された(林・寺田，1973，

林ら，1973a,ｂ)．

一方膜透過における機構に関しても，Chanceらが回

虫筋ミトコンドリアで認めたと同様に（Lee＆Chance，

1968,ＰａｐａｅＺａＺ.，1970)，著者らも回虫の筋および卵

巣ミトコンドリアへ呼吸基質が透過するさい無機リン

(phosphate，以下Ｐｉ）の関与を示唆する結果を得た

(林・中西，1973)．

ところで回虫の筋と卵巣とではその機能が異なって

おり，両者のミトコンドリアの電子伝達系の機構にも著

明な相違が認められている（林ら，1973a)．そこで今回

は呼吸基質のミトコンドリアへの透過という観点から追

究し，両者の電子伝達系の機構の相違の一端を明らかに

したので報告する．
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ｂｕｆｆｅｒ５ｍＭｐＨ７､４，ＥＤＴＡｑｌｍＭ含有）を加え，

２～３分間磨砕した．この10％ホモジネートを，Scm

eider＆Hegeboom（1950）の方法に準拠して，０～４．

下で遠沈分画した（Schemel)．この場合，8,5009,10

分で得た沈澄は比較的境界鮮明な２層からなり，上層は

乳白色をした柔らかい層（HaHylayer)，下層は比較的

硬い褐色の層であった．上層を除き，下層を0.25M

sucrose液で洗浄，再び8,5009,10分の遠沈操作後，得

た沈澄をO25Msucrose液に懸濁し，筋ミトコンドリ

ア標品とした．

また，低張処理ミトコンドリア標品は，この下層を

0.015ＭＫＣｌ液で0.,10分間処理したのち，q25M

sucrose液に懸濁して得た．

実験方法

ｌ）筋ミトコンドリア分画法

屠場より入手した豚回虫（雌）を抗生物質(penicillin

lO万単位/１，streptomycinO､75ｍｇ/l）添加Tyrode液

で一夜飼養後，冷Tyrode液（2～4｡）に浸漬，筋束を

分離した．

筋束は，O25Msucrose液で数回洗浄後，細切．つ

ぎにPotter-Elvehjem型ホモジナイザーに筋１９当り

９ｍｌの分離用メヂウム（sucroseO25M，Tris-HCl

（７）
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反応液としてsucroseO25M，Tris-HClbufferO､１６

ＭｐＨ７．４，ＭｇＣｌ２３ｍＭＮｅｏ－ＴＢＯ､1％，0.2ｍ１，

mａｌａｔｅ５ｍＭＰｉ（またはＡｓ）および筋ミトコンドリ

ア標品（3.6～4.1mgprotein）を加え，全量3.0ｍｌと

した．３７．，３分間インキュベーションしたのち，２０％

トリクロル酢酸ＬＯｍｌで反応を停止し，生成したfor-

mazaneを4.0ｍｌの酢酸エチルで抽出，530ｍ似の吸光

度を測定した．

７）malicenzymeおよびmalatedehydrogenase活

性測定法

４）と同様の方法により，ＮＡＤの還元速度を340,平

の吸光度の変化から測定した．

反応は室温（25゜）で静置下おこなった．反応液は全

量4.5ｍｌとしsucroseO25M，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌｂｕｆｆｅｒ２０ｍＭ

ｐＨ７､４，ＥＤＴＡ１ｍＭ，bovineserumalbuminO､１５

％，ＭｎＣｌ２２ｍＭｒｏｔｅｎｏｎｅＯＯ７ｍＭ，ＮＡＤ０．７，Ｍ，

malate7､５，Ｍおよび凍結融解処理ミトコンドリア標

品（O9mgprotein）を含む．

比活性は/zmolesofNADHreduced/ｍin/ｍｇｐｒｏ‐

teinとして求めた．

８）タンパク質の定量

ＬｏｗｒｙａａＺ.(1951）の方法でおこなった．

９）試薬

ｃｙＬｃ（horseheart，ｔｙｐｅⅡ）およびantimycinA，

SigmachemicalCo.；ＮＡＤＨ，オリエンタル酵母Ｋ、

Ｋ・；Neo-TB，和光純薬ＫＫ；rotenone，トモノ農薬

ＫＫ：その他の試薬は市販特級品を用いた．

antimycinAおよびrotenoneはエタノール溶液と

して用いた．

凍結融解処理ミトコンドリア標品は，O25Msucrose

液に懸濁したミトコンドリア標品を，ドライアイスアセ

トン溶液で凍結,室温で融解という操作(Lee＆Chance，

1968）を４回繰り返すことによって得た．

実験に用いた各標品は，実験ごとに調製した．

２）卵巣ミトコンドリア分画法

１）の筋ミトコンドリア分画法を用いて，卵巣のミト

コンドリア分画を得た．

３）Ｏ２ｕｐｔａｋｅ測定法

ワールブルグ検圧計を用い，３７．，１０分間の温度平衡

後，空気を気相としてO2uptakeを測定した．

反応液は，sucroseO25M，Tris-HClbufferO､16Ｍ

ｐＨ７．４，ＭｇＣｌ２３ｍＭ,基質５，Ｍおよびミトコンド

リア標品（5.1～6.7mgprotein）を加え，全量２０ｍｌ

とした．

比活性はuptakeO2Jul/hr/mgproteinとして求めた．

４）cyt．ｃ還元活性測定法

日立EPS-2U型自記分光光度計を用いて，オパール

グラス法（柴田，1968）により，550ｍ似の吸光度の変

化から測定した．

反応は室温（25｡）で静置下おこなった．反応液は，

sucroseO25M,Ｔｒｉｓ－ＨＣｌｂｕｆｆｅｒ２０ｍＭｐＨ７,４，ＥＤＴＡ

１mMbovineserumalbuminO､15％，cyt．ｃ０．１３

/lmoles，基質10,Ｍおよびミトコンドリア標品（2.2～

5.8mgprotein）を加え，全量3.5ｍｌとした．

ただし，ＮADH（1.5,Ｍ）を基質とした場合の反応

液は，sucroseO25M，K-phosphatebufferO､05ＭｐＨ

7.4,cyt．ｃ0.13'molesおよびミトコンドリア標品

(０８～L7mgprotein）を加えた．

比活性は、似ｍｏｌｅｓｏｆｃｙｔ、creduced/ｍin/ｍｇｐｒｏ‐

teinとして求めた．

５）neo-tetrazoliumblue（以下Neo-TB）還元活性

測定法

４）と同様の方法により，530ｍ/ｚの吸光度の変化から

測定した．反応は室温（25｡）で静置下おこなった．反

応液は全量3.5ｍｌとし，その中にsucroseO25M，

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌｂｕｆｆｅｒ２０ｍＭｐＨ７４，ＥＤＴＡ１ｍＭ，ｂｏ‐

vineserumalbuminO､15％，ＮｅＯＴＢ0.1％,0.2ｍ１，

基質10,Ｍ（ＮＡＤＨのみ１．５，Ｍ)およびミトコンドリ

ア標品（4.6～7.8mgprotein）を含む．

比活性は４０，．５３o/ｍin/mgproteinとして求めた．

６）malate-Neo-TB還元活性に対するＰｉおよび

Arsenate（以下Ａｓ）の至適濃度測定法

実験結果

（Ａ）筋ミトコンドリアのO2uptake，cyt．ｃおよび

Neo-TB還元活性におよぼす各種呼吸基質の影響

ＴＣＡcycle中間体およびＮＡＤＨが，筋ミトコンド

リアの電子伝達系の基質となりうるか否かをＯ２ｕｐ‐

take，ｃｙＬｃおよびＮｅｏ－ＴＢ還元活性を指標として検

討した．

その結果，succinate，malate，fumarateおよび

ＮＡＤＨを基質とした場合，O2uptake，cyt．ｃおよび

Ｎｅｏ－ＴＢ還元活性が認められた．また,a-ketoglutarate

が基質の場合，O2uptake活性のみが認められ，citrate

およびpyruvateが基質の場合，いずれの活性も認めら

れなかった（Tableｌ)．

（８）
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TablelEffectsofvarioussubstrateson

theelectrontransportsystｅｍｉｎ
Ａｓｃαγismusclemitochondria

倍促進された（以下Table２参照)．

２）cyt．ｃ還元活性

ａ）succinate（10,Ｍ）を用いた場合，筋ミトコンド

リアによるcyt．ｃ還元の比活性は約8.09ｍ似molesof

cytcreduced/ｍin/mgproteinであった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）でそ

れぞれ約1.6,1.3倍促進された．

このＰｉ，Ａｓによる促進効果は，凍結融解処理で筋ミ

トコンドリア膜を破壊することによって消失した．

ｂ）卵巣ミトコンドリアによるcyt．ｃ還元の比活性

は，筋ミトコンドリアとほぼ同程度であった．

この活`性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）で影

響されなかった．

３）Ｎｅｏ－ＴＢ還元活性

ａ）succinate（10,Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコ

ンドリアによるＮｅｏ－ＴＢ還元の比活`性はｊＯＤ５３ｏ

Ｏ､027/ｍin/mgproteinであった．

この活』性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）でわず

かに促進された．

ｂ）卵巣ミトコンドリアによるＮｅｏ－ＴＢ還元の比活

性は40,.5300.018/ｍin/mgproteinであった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）でそれ

ぞれ約30％抑制された．

（C）ＮＡＤＨの筋ミトコンドリア膜透過性

Cytc Neo-TB
SubstrateO2uptake reductasereductase

Succinate

L-Malate

Fumarate

NADH＊

a-Ketoglu

Citrate

Pyruvate

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＊Mitochondriawithtreatmentwasusｅｄ．

したがって，succinate，malate，fumarateおよび

ＮＡＤＨを基質として，筋および卵巣ミトコンドリア膜

透過性について検討を加えた．

（B）succinateの筋および卵巣ミトコンドリア膜透

過性

１）Ｏ２ｕｐｔａｋｅ活性

succinate（５，Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコンド

リアによるO2uptakeの比活性は約９２/d/hr/ｍｇｐｒｏ‐

teinであった．

この活性は，Ｐｉ（６，Ｍ）およびＡｓ（10,Ｍ）で３０

分までは影響されなかったが，６０分ではそれぞれ約１４

Ｔａｂｌｅ２ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰｉａｎｄＡｓｏｎＯ２ｕｐtake，CyLcandNeo-TBreductaseactivities

withsuccinateassubstrateinAScαγismuscleandovarymitochondria

CytcreductaseＯ２ｕｐｔａｋｅ Neo-TBreductase

withouttreatment
SA.＊％Ｃｈａｎｇｅ

ＳＡ、９６Change

ｔｒｅａｔｌｎｅｎｔ

ＳＡ、９６Ｃｈａｎｇｅ
ＳＡ・％Change

Ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｍｕｓｃｌｅ Ｐｉ

Ａｓ

100

139

148

８．０９

１２．６４

１０．３６

100

156

128

1６．６８

１５．４８

１３．７６

９．２

１２．８

１３．８

100

９３

８３

０．０２７

０．０３０

０．０３０

100

111

111

Ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｐｉ

Ａｓ

８．００

８．００

８．００

100

100

100

０．０１８

０．０１３

０．０１２

100

７２

６７

Ovary

Additions

O2uptake：Succinate5mM，Ｐｉ（Phosphate）６ｍＭＡＳ（Arsenate）１０ｍＭ

Ｃｙｔ・creductase：SuccinatelOmM，Ｐｉ３ｍＭ，Ａｓ３ｍＭ

Ｎｅｏ－ＴＢｒｅｄｕｃｔａｓｅ：SuccinatelOmM・Ｐｉ３ｍＭ，Ａｓ３ｍＭ

＊ＳＡ．：SpecificActivity

O2uptake：IWhr/mgprotein

Cyt・creductase：ｍβｍｏｌｅｓｏｆｃｙｔ，creduced/ｍin/mgprotein

Neo-TBreductase：４０，５３０/ｍin/mgprotein

（９）
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この活性は，筋ミトコンドリアを低張処理することに

より，約３倍増強された（Fig.１)．

２）ｃｙＬｃ還元活性

ａ）無処理筋ミトコンドリア

ＮＡＤＨ（Ｌ５ｍＭ）を基質とした場合，筋ミトコンド

リアによるcyt.ｃ還元の比活性は約1421Mmolesof

cyt・creduced/ｍin/mgproteinであった．

このcyt．ｃ還元活性は，antimycinA（５７/ｍｌ）お

よびrotenone（0.05,Ｍ）で影響されなかった（Fig.

２Expt．Ａ)．

ｂ）凍結融解処理筋ミトコンドリア

ＮＡＤＨ（1.5,Ｍ）によるcyt．ｃ還元の比活性は約

25.9ｍ/1ｍｏｌｅｓｏｆｃｙｔ、creduced/ｍin/mgproteinで

あった．

このｃｙＬｃ還元活性はantimycinA（５７/ｍｌ）およ

びrotenone(ＯＯ５ｍＭ)でそれぞれ約30,54％阻害され

た(Fig2ExptB)．

３）Ｎｅｏ－ＴＢ還元活性

ＮＡＤＨ（１，Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコンドリ

アによるＮｅｏ－ＴＢ還元活性は認められなかった．

しかし，凍結融解処理された場合，Ｎｅｏ－ＴＢ還元が

(Ｂ）

(Ａ）

1０２０３０４０５０６０

Incubationtime（ｍin.）

Expt.Ａトヨ△－－）
Reactionsystem

Mitochondriawithouttreatment3､５２ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ
ＮＡＤＨ５ｍＭ

Ｍｅｄｉｕｍ：Sucroseq25M；Tris-HCIbufferO､１６ＭｐＨ７．４
ＭｇＣｌ２３ｍＭ

Ｅｘ雛'(L2hlL23;T…37.
Reactionsystem

Mitochondriawithtreatment3､Ｉ２ｍｇｐｒｏｔｄｎ
ＮＡＤＨ５ｍＭ

ＲｅａｃｔionmedlumasinExpt・A

FiglComparisonofoxygenuptakewｉｔｈ

ＮＡＤＨａｓｓｕｂｓｔｒａｔｅｂｙＡｓｃαγis
musclemitochondriawithorwithoｕｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

１）Ｏ２ｕｐｔａｋｅ活性

ＮＡＤＨ（５，Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコンドリ

アによるO2uptakeの比活性は，約9.7βl/hr/ｍｇｐｒｏ‐

teinであった．
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Incubationtime（min.）

６ １ ２３４５６

Incubationtime（ｍin.）

Expt・A

Reactionsystem

MitochondriawithouttreatmentL68mgprotein;NADH1.5,Ｍ;Cyt.c0.1Wzmoles

Medium：ＳｕｃｒｏｓｅＯ､２５Ｍ；K-phosphatebufferO､０５ＭｐＨ７．４

Total：３．５ｍｌ；Ｔｅｍｐ.：２５.

Expt・B

Reactionsystem

Mitochondriawithtreatment０．８４mgprotein；ＮＡＤＨＬ５ｍＭ；Cyt.ｃ０．１３J２zmoles

ReactionmediumaｓｉｎＥｘｐｔ.Ａ

一一：Control(NADＨ１．５，Ｍ）---▲－－:AntimycinA5狸g/ｍｌ
－－Ｃ－－：RotenoneO・Ｏ５ｍＭ

二Ｆｉｇ．２InhibitoryEffectsofAntimycinAaｎｄＲｏｔｅｎｏｎｅｏｎＮＡＤＨ－Ｃｙｔ・cReductaseActivity
ofAsca7/sMuscleMitochondriawithorwithoutTreatment

（１０）



89,

４
３

２
１

０

０
０

０
０

１
日
つ
め
、
］
⑰
【
。
■
⑤
二
門
。
⑪
ニ
ペ

５
４
３
２
１

０
０
０
０
０

ユ
Ｅ
Ｃ
ｍ
Ｐ
－
毎
戸
。
宮
呵
Ｐ
Ｓ
切
奎
く

－６－：Control(ＮＡＤＨ１ｍＭ）
一士一一：Ｐｉ３ｍＭ

▲

×

〆ｉＰシ‘
ヂゴエ

0

１２３４５６

Incubationtime（ｍin.）

ReaCtionsystem
Treatedmitochondria５．５mgprotein；Ｎｅｏ－ＴＢＯ.Ⅲ(ノ
０．２ｍｌ；ＮＡＤＨ１ｍＭ
Ｍｅｄｉｕｍ；Ｓｕｃｒｏｓｅｑ２５Ｍ；Ｔｒｉｓ－ＨＣｌｂｕｆｆｅｒ２０ｍＭｐＨ７､４

ＥＤＴＡ１ｍＭ；Bovineseruma1buminO､１５％
Total：３．５ｍl；Ｔｅｍｐ.：２５°

ＰｉｏｒＡｓ（ｍＭ）

Ｆｉｇ．４ActivationbyPhosphateorArse‐
nateofMalate-Neo-TBReductase

ActivityinAsca7isMuscleMito‐
chondria

に対するＰｉおよびＡｓの至適濃度を測定した．

malate-Neo-TB還元活性は，Ｐｉ（あるいはＡｓ）を含

まないメヂウム中では，非常に低かった．

この活性は，ＰｉおよびＡｓで著明に促進され，その

至適濃度はいずれも２～３，Ｍであった（Fig.４)．

２）Ｏ２ｕｐｔａｋｅ活性

malate（５，Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコンドリ

アによる見かけのO2uptakeの比活性は約2.9βl/hr/mg

proteinであった．

この活性は，Ｐｉ(６，Ｍ）およびＡｓ（10,Ｍ）で３～

４倍促進された（以下Table３参照)．

３）cyt．ｃ還元活性

Ｆｉｇ３ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｉｏｎＮＡＤＨ－Ｎｅｏ－ＴＢ

ＲｅｄuctaseActivityinAsca7isMus‐
cleMitochondriawithTreatment

認められ，その比活性はＪＯＤ5300.007/ｍin/mg

proteinであった．

このNeo-TB還元活性は，Ｐｉ(３，Ｍ)で影響されな

かった（Fig.３)．

（Ｄ）malateの筋および卵巣ミトコンドリア膜透過

性

１）malateの筋ミトコンドリア膜透過性におよぼす

ＰＬＡＳ濃度の影響

筋ミトコンドリアを用いてmalate-Neo-TB還元活性

Tabｌｅ３ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰｉａｎｄＡｓｏｎＯ２ｕｐｔａｋｅ，CyLcandNeo-TBreductaseactivitieswith

malateassubstrateinAscαγzsmuscleandovarymitochondria
●

Neo-TBreductaseＯ２ｕｐｔａｋｅ Cytcreductase

ＳＡ.＊％Stimu.*＊ ＳＡ．％ＳｔｉｍＵ ＳＡ．％Stimu．

Ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｐｉ

Ａｓ

100

322

289

２．９

８．７

１０．５

100

300

362

０．８１

２．０３

２．０３

100

251

251

０．００９

０．０２９

０．０２６

Muscle

Ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｐｉ

Ａｓ

０．７４

１．８８

２．３７

100

254

320

０．００５

０．０１０

０．００８

100

200

160

Ovary

Additions

O2uptake：Ｍａｌａｔｅ５ｍＭ，Ｐｉ（Phosphate）６，Ｍ，Ａｓ（Arsenate）１０ｍＭ

Ｃｙｔ・creductase：ＭａｌａｔｅｌＯｍＭ，Ｐｉ３ｍＭ，Ａｓ３ｍＭ

Ｎｅｏ－ＴＢｒｅｄｕｃｔａｓｅ：ＭａｌａｔｅｌＯｍＭ，Ｐｉ３ｍＭ，Ａｓ３ｍＭ

＊ＳＡ．：SpecificActivity

O2uptake：jul/hr/mgprotein

Cyt、creductase：ｍｊａｍｏｌｅｓｏｆｃｙｔ、creduced/ｍin/mgprotein
Neo-TBreductase：ＪＯＤ，530/ｍin/mgprotein

**Ｓｔｉｍｕ.：Stimulation

（１１）
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Tabｌｅ４ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰｉａｎｄＡｓｏｎＯ２ｕｐｔａｋｅ，Cyt、ｃａｎdNeo-TBreductaseactivitieswith

fumarateassubstrateinAsca7ismuscleandovarymitochondria

Ｏ２ｕｐｔａｋｅ creductaseｃｙｔ

ＳＡ．

Neo-TBreductase

ＳＡ.＊ ９６Ｓｔｉｍｕ.*＊ ９６Ｓｔｉｍｕ・ ＳＡ．％Ｓｔｉｍｕ．

Ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｐｉ

Ａｓ

100

347

381

０．４１

１．３５

１．１３

３．２

１１．１

１２．２

100

329

275

０．００８

０．０２１

０．０２１

100

263

263

Muscle

Ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｐｉ

Ａｓ

０．９７

１．４６

２．０２

100

151

208

０．００５

０．００９

０．００９

100

180

180

Ovary

Additions

O2uptake：Ｆｕｍａｒａｔｅ５ｍＭ、Ｐｉ（Phosphate）６，Ｍ，Ａｓ（Arsenate）１０mM

CyLcreductase：ＦｕｍａｒａｔｅｌＯｍＭ，Ｐｉ３ｍＭ，Ａｓ３ｍＭ

Ｎｅｏ－ＴＢｒｅｄｕｃｔａｓｅ：ＦｕｍａｒａｔｅｌＯｍＭ，Ｐｉ３ｍＭ，Ａｓ３ｍＭ

＊ＳＡ.：Specificactivity

O2uptake：’1/hr/mgprotein
Cyt・creductase：叩ｍｏｌｅｓｏｆｃｙｔ、creduced/ｍin/mgprotein
Neo-TBreductase：４０，５８０/ｍin/mgprotein

**Ｓｔｉｍｕ.：Stimulation

ａ）malate（10,Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコン

ドリアによるcyt.ｃ還元の比活性は，約081ｍ似moles

ofcyt，creduced/ｍin/mgproteinであった．

このcyt．ｃ還元活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３

，Ｍ）で約2.5倍促進された．

ｂ）卵巣ミトコンドリアによるcyt.ｃ還元の比活性

は，筋ミトコンドリアとほぼ同程度であった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）で約2.5倍，Ａｓ（３，Ｍ）で

も約３倍促進された．

４）Ｎｅｏ－ＴＢ還元活性

ａ）ｍａｌａｔｅＯＯｍＭ）を基質とした場合，筋ミトコン

ドリアによるＮｅｏ－ＴＢ還元の比活性は約ｊＯＤ５３ｏ

ＯＯＯ９/ｍin/mgproteinであった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）で約３

倍促進された．

ｂ）卵巣ミトコンドリアによるＮｅｏ－ＴＢ還元の比活

性は，筋ミトコンドリアの約'/２であった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）でそれ

ぞれ約２，１．６倍促進された．

（E）fumarateの筋および卵巣ミトコンドリア膜透

過性

１）Ｏ２ｕｐｔａｋｅ活性

fumarate(５，Ｍ)を基質とした場合，筋ミトコンドリ

アによる見かけのO2uptakeの比活性は約３２j［｡/hr/mg

proteinであった．

この活性は，Ｐｉ（６，Ｍ）およびＡｓ（10,Ｍ）でそれ

ぞれ約３５，３．８倍促進された（以下Table４参照)．

２）cyt．ｃ還元活性

ａ）fumarate(10,Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコ

ンドリアによるｃｙｔｃ還元の比活`性は約0.41ｍ/zmoles

ofcyLcreduced/ｍin/mgproteinであった．

このcyt．ｃ還元活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３

，Ｍ）でそれぞれ約３３，２．８倍促進された．

ｂ）卵巣ミトコンドリアによるcyt．ｃ還元の比活性

は，筋ミトコンドリアの約２倍高かった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）でそれ

ぞれ約1.5,2.0倍促進された．

３）Ｎｅｏ－ＴＢ還元活性

ａ）fumarate（10,Ｍ）を基質とした場合，筋ミトコ

ンドリアによるＮｅｏ－ＴＢ還元の比活性はＪＯＤ530

0.008/ｍin/mgproteinであった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）でそれ

ぞれ約2.6倍促進された．

ｂ）卵巣ミトコンドリアによるＮｅｏ－ＴＢ還元の比活

性は，40.,.5300.005/ｍin/mgproteinであった．

この活性は，Ｐｉ（３，Ｍ）およびＡｓ（３，Ｍ）でそれ

ぞれ約1.8倍促進された．

（F）malicenzymeおよびmalatedehydrogenase

活性に対するＰｉおよびＡｓの影響

malateを基質とした場合の340ｍ似の吸光度の増加を

（１２）
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８
７
６
５
４
３
２
１
０

●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０
０

ユ
Ｅ
Ｃ
》
、
］
句
【
①
巨
甸
《
輯
①
⑪
こ
ぐ

Mitochondria

Ｉ
へ
Ｌ
Ｏ

f12HD;1二二三TFiiiliiiii二面
－－－：Ａｓ４．５，Ｍ

NADNADH-L

m鰹,…
TheE1ectronTransportSystem ｏｃｙｔｃ

O

Neo-TB

I）
￣し￣ｌＩ

ＩＩＩｌｌｌ

Ｓｃｈｅｍｅ２ＡｐｏｓｓｉｂｌｅｓｉｔｅｏｆPistimulation

onmalatemetablismｉｎＡｓｃａ７－応

Ｉ：Accelerationinmalatetransportiｎｇｓｙ‐
ｓｔｅｍｏｆｍｅｍｂｒａｎｅ

Ⅱ：Activationofmalicenzymeandmalate

dehydrogenase
Ⅲ：Stimulationintheelectrontransfｅｒａｃ‐

tivities

２０４０６０８０１００l20

InCUbatiOntime(seC）

Reactionsystem

Treatedmitochondria0.9mgprotein；Malate7､５ｍＭ
ＮＡＤｑ７ｍＭ

Ｍｅｄｉｕｍ：Sucroseq25M；Ｔｒｉｓ－ＨＣＩｂｕｆｆｅｒ２０ｍＭｐＨ７､４
BovinesemmalbuminO､15％;ＥＤＴＡ１ｍＭ
ＭｎＣｌ２２ｍＭ；ＲｏｔｅｎｏｎｅｑＯ７ｍＭ

Ｔｏｔａｌ：４．５ｍｌｉＴｅｍｐ.：２５.

Ｆｉｇ．５ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰｉａｎｄＡｓｏｎｍａｌｉｃｅｎ－

ｚｙmeandmalatedehydrogenase
activitiesinAsca7ismusclemito‐

chondriawithtreatment

を行なった．

先人の報告と同じく（KikuchieraZ.，1959,Seidman

＆Entner，1961など)，本実験でも筋ミトコンドリアで

はsuccinate，malate，fumarateおよびＮＡＤＨが呼

吸基質となりうることが認められた（Tableｌ)．そこで

O2uptake，cyt．ｃ還元活性およびＮｅｏ－ＴＢ還元活性

を指標として，これらの呼吸基質の筋および卵巣のミト

コンドリア膜透過性について検討を加えた．

malateおよびfumarateを基質とした場合，筋ミト

コンドリアによるO2uptake，cyt.ｃおよびＮｅｏ－ＴＢ

還元活性は，ＰｉおよびＡｓで著明に促進された(Table

３，４)．この促進効果の機序としては，①ミトコンド

リア内への膜透過の促進，②malicenzymeおよび

malatedehydrogenaseおよび③ＮＡＤＨからの電子伝

達系の活性化の３点が考えられる（Scheme2)．

malateおよびfumarateは筋ミトコンドリアでｆｕ‐

marase（Saz＆Lescure，1969)，malicenzyme（Saz

＆Hubbard，1957）あるいはmalatedehydrogenase

(Zee＆Zinkham，1968）を介してpyruvateまたは

oxaloacetateに代謝される際，ＮＡＤＨを生じ電子伝達

系の基質となることが知られている．しかし筋ミトコン

ドリアのmalicenzymeおよびmalatedehydrogenase

活性はＰｉおよびＡｓで抑制され(Fig.５)，またＮＡＤＨ

Ｎｅｏ－ＴＢ還元活性はＰｉで影響されなかった（Fig.３)．

したがってＰｉおよびＡｓは②ないし③に関与するの

ではなく，①におけるmalateおよびfumarateの膜透

過を促進するものと考えられる．

malateおよびfumarat･の場合にくらべ，succinate

を基質とした場合，Ｏ２ｕｐｔａｋｅおよびＮｅｏ－ＴＢ還元活

性はかなり強く，ＰｉおよびＡｓの影響がほとんどみら

指標として，筋ミトコンドリアのmalicenzymeおよ

びmalatedehydrogenase活`性に対するＰｉおよびＡｓ

の影響を検討した．

malate(7.5,Ｍ）を基質とした場合，凍結融解処理ミ

トコンドリアによるＮＡＤＨ還元の比活`性は約０．８４

ｊｕｍｏｌｅｓｏｆＮＡＤＨｒｅｄｕｃｅｄ/ｍin/mgproteinであっ

た．

この活性は，Ｐｉ(４５，Ｍ）およびＡｓ(４５，Ｍ）で約

40％阻害された（Fig.５)．

考察

哺乳動物ミトコンドリア膜をイオンが透過するさい，

種々の担体（carrier）の存在が明らかにされており

(Chappell＆Haarhoff，1966,畠瀬・小田，1969)，呼

吸基質の透過にさいしては，dicarboxylicacids，tricar‐

boxylicacids，２－oxoglutaricacidの３種のcarrierの

存在が指摘されている（QuagliarielloeZaZ、1971)．

このようなcarrierは単に透過に関してばかりでなく，

その代謝調節にも重要な役割を果していると考えられて

いる（尾形ら，1969)．

著者らは，先に回虫の筋と卵巣ではその電子伝達系の

機構および酸化的リン酸化などにおいて著しい差異が認

められることを明らかにしてきた（林ら，1973a，林・

中西，1973)．そこでもし回虫の場合も，哺乳動物にお

けると同様に膜透過における機構が代謝調節にも関与し

ているなら，筋と卵巣における呼吸基質の膜透過にもお

のずから差異が認められるのではないかと考え，本研究

（１３）
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reductase活性の存在を示すものである．

結局，回虫細胞においても，哺乳動物の場合と同様，

膜によるcompartmentationおよび膜透過における機

構がその代謝調節の要因のひとつになっている可能性が

示唆された．ついでこれらの呼吸基質の膜透過`性は筋お

よび卵巣における電子伝達系の機構ないし両者における

基質の生理的役割を反映していることなどを認めること

ができた．

れなかった．しかし，cyt．ｃ還元活性はＰｉあるいは

Ａｓで約1.5倍に促進された．このＰｉおよびＡｓによ

る促進効果は，筋ミトコンドリア膜が破壊された場合，

消失した（Table２)．これらの結果は，succinateの筋

ミトコンドリア膜透過性はmalateおよびfumarateよ

りすぐれており，且つＰｉおよびＡｓに対しての依存性

が少ないなどの相違を示した．したがって筋ミトコンド

リア膜ではsuccinateはとくにＰｉなどのactivator

の介在なくして透過する機構とmalateなどと類似の機

構の両者により透過するのかもしれない．

また卵巣ミトコンドリアでもmalateおよびｆｕｍａ‐

rateを基質とした場合，ｃｙｔｃおよびＮｅｏ－ＴＢ還元活

性はＰｉおよびＡｓで著明に促進された．しかしsuc‐

cinateを基質とした場合，ＰｉおよびＡｓでcyt．ｃ還

元活性は影響をうけず，Ｎｅｏ－ＴＢ還元活性は抑制され

た．したがって，卵巣ミトコンドリアではsuccinateは

Ｐｉなどのactivatorを必要とせずに透過することを示

している．

ところで著者らは先にＴＣＡcycle中間代謝基質のリ

ン酸化反応との関係について検討した．そしてmalate

およびfumarateは筋および卵巣ミトコンドリアのいず

れでもリン酸化基質として重要であること，しかしsuc‐

cinateは筋ではリン酸化基質の供給源として重要であ

るが，卵巣では単なる糖質代謝の最終産物にすぎないこ

とを示唆する結果を得た（林・中西，1973)．このよう

にsuccinateは，筋および卵巣ミトコンドリアにおい

て生理的に異なる役割を演じているものと考えられ，そ

の役割の相違がsuccinateの両者における透過性の相

違となってあらわれたのかもしれない．

つぎにＮＡＤＨの筋ミトコンドリア膜透過性につい

て検討した．その結果，無処理のミトコンドリアの場合

にくらべ，低張処理をうけたミトコンドリアでのO2

uptakeは約３倍に増強され(Fig.１)，ＮＡＤＨＮｅｏ－ＴＢ

還元活性も凍結融解処理をうけてはじめて認められた

(Fig.３)．またＮＡＤＨｃｙｔ．ｃ還元活性はミトコンド

リアに凍結融解処理をほどこすことによりその比活性は

約２倍に増強され＞しかもrotenoneおよびantimycin

Aに対する感受性も認められるようになった（Fig.２)．

これらの結果は,ＮＡＤＨが哺乳動物の場合(Lehninger，

1951,KobayashieraZ.，1966）と同様に筋ミトコンド

リア膜を透過できないことを明確に示すとともに，回虫

筋ミトコンドリアにもantimycinAないしrotenone

に不感受性および感受性の２種類のＮＡＤＨｃｙＬｃ

結
ニー

百冊

１）malateおよびfumarateの筋ミトコンドリア膜

透過性は，ＰｉおよびＡｓで著明に促進された．

２）succinateの筋ミトコンドリア膜透過性もＰｉお

よびＡｓで促進された．この場合，malateおよびfu‐

marateにくらべＰｉおよびＡｓに対する依存性は少な

かった．

３）卵巣ミトコンドリアにおいては，malateおよび

fumarateの透過は筋ミトコンドリアと同様Ｐｉおよび

Ａｓで著明に促進されたが，succinateの透過は影響を

うけなかった．

４）ＮＡＤＨは筋ミトコンドリア膜を透過しえなかっ

た．

本研究の要旨は第４２回日本寄生虫学会大会で発表し

た．
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I Abstract j

THE INFLUENCE OF OXYGEN PRESSURE ON THE SURVIVAL TIME OF

ASCARIS LUMBRICOIDES SUUM (5)

ON THE TRANSPORT OF RESPIRATORY SUBSTRATES IN ASCARIS

MUSCLE AND OVARY MITOCHONDRIA

Eiichi HAYASHI, Kazuyuki NAKANISHI and Mamoru TERADA

{Department of Pharmacology, Shizuoka College of Pharmaceutical

Science, Shizuka, Japan)

The effects of phosphate or arsenate on the electron transfer activities in Ascaris muscle

and ovary mitochondria were investigated in this report. The results obtained are summerized

as follows.

1) In Ascaris muscle mitochondria the reduction of cyt. c or Neo-TB and oxygen uptake

with malate or fumarate as substrate were markedly activated by phosphate or arsenate.

In case of succinate phosphate or arsenate also activated these electron transfer activities.

These effects, however, were not detected in the muscle mitochondria disrupted by freezing

and thawing.

2) In ovary mitochondria, the activation in electron transfer activities by phosphate or

arsenate was detected with malate or fumarate, but not with succinate as substrate.

3) Malic enzyme and malate dehydrogenase in Ascaris muscle mitochondria were not

activated with phosphate and arsenate.

4) NADH Neo-TB reductase activity was detected only in the muscle mitochondria dis

rupted by freezing and thawing. The reduction of cyt. c with NADH as substrate was also in

hibited by antimycin A or rotenone only in the disrupted mitochondria.

On the basis of these results, we may be able to draw the following conclusions.

1) The transport of malate, fumarate or succinate into Ascaris muscle mitochondria are

facilitated with phosphate and arsenate.

2) In ovary only the transport of malate or fumarate into mitochondria are facilitated

with phosphate and arsenate.

3) NADH cannot penetrate mitochondrial membrane in Ascaris as well as in mammals.

Finally it is suggested that the difference in the electron transport system in Ascaris

muscle and ovary mitochondria may reflect in these findings as to the transport of respiratory

substrates.




