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折して生じた沈澱を１２，０００×ｇ３０分間の遠心で除去後

0.01Ｍリン酸アンモニウム緩衝液（ｐＨ7.0）で平衝化

した．

予め０．０１Ｍリン酸アンモニウム緩衝液（ｐＨ7.0）

で平衝化したAmberliteCG50（typeｌ）を約２ｃｍに

積層したグラスフィルター（直径4.5ｃｍ）に得られた抽

出液を通過させ，チトクロム成分を吸着させた．樹脂層

は0.01Ｍリン酸アンモニウム緩衝液で洗浄後，チクト

ロム成分の吸着した部分をスパーテルでかきとり，０．０１

Ｍリン酸アンモニウム緩衝液（ｐＨ７．０）に分散，直径

1.0ｃｍの小カラムに移し，同緩衝液で洗浄後１Ｍリン

酸アンモニウム緩衡液（ｐＨ７．０）で溶出した．これら

の操作は低温（４Ｃ）下で行った．

ついで溶出液を０．０１Ｍリン酸アンモニウム緩衝液

(ｐＨ７．０）で平衡化，ferricyanideで酸化後，予め同緩

衝液で平衡化したAmberliteCG50(ｔｙｐｅＬＬ５×６０

ｃｍ）に吸着させた．０．０１Ｍリン酸アンモニウム緩衝液

(ｐＨ７．０）で洗浄し，過剰のferricyanideを除去，つ

いで０．０４Ｍリン酸アンモニウム緩衝液（ｐＨ７．０）の

30ｍl/ｈｒで展開した．さらに0.1Ｍ緩衝液（ｐＨ７．０）

で展開後，単一層のまま低下した成分を１Ｍ緩衝液(ｐＨ

7.0）で溶出した．

（３）等電点分画：（２）で分離したcyt．ｃ分画を脱

塩水で透析後，松尾・堀尾（1967）の方法で，LKB

Produkter製110ｍｌカラムを用い，carrierampholite

(ｐＨ６～１０）による等電点分画に供した．

（４）酸化還元電位の測定：Feldman＆Wainio

(1960)に準拠して行った．Ｅｍ既知の色素，ferricyani-

de/ferrocyanide（Em7＝＋0.425Ｖ)を比較対照として卵

巣cyt．ｃのＥ･′（＝Em7）を求めた．すなわち色素に

よるｃｙＬｃの酸化還元スペクトルの変化を測定し，

緒 ＝

豚回虫（以下回虫）筋におけるチトクロム成分の存

在，生理的関与ならびに単離などに関しては，すでに多

数の研究があり（Keilin，１９２５；KeilinandHartree，

1949；KikuchicraL，１９５９；KikuchiandBan，１９６１；

ChanceandParsons，１９６３；LeeandChance，１９６８；

CheahandChance，１９７０；Ｈｉｌｌ”αZ.，１９７１；林・寺

田，１９７３；Cheah,1973)，また卯の発生過程とチトクロ

ム成分の変化についても興味深い知見が報告されている

(Costello”αZ.,１９６３；ＯｙａａａＺ.，１９６３；HayashicZ

aZ.，19741-方卵巣のチトクロム成分に関しては，

KeilinandHartree(1949)およびBuedingandCharms

(1952)による報告があるが，両者の結果は相反したもの

である．

著者らは，筋ミトコンドリァのcytochrome（以下

cyt.）cperoxidaseを含む好気的代謝系の生理的役割を

明らかにするため，同一個体中にありながら，その機能

が全く異なる卵巣を比較対照にとりあげ（林ら，1974)，

今回はチトクロム成分について検討を加えた．

実験方法

（１）卵巣からのミトコンドリアの分離調製およびミ

トーンドリアにおけるチトクロム成分の検索：前報(林・

寺田，1973）と同様の方法で行った．

（２）卵巣チトクロム成分の分離：奥貫・山中(1970）

に準拠して行った．すなわち卵巣ｌ９０ｇをハサミで細

切，５％NaC1含有0.1Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）の

４倍容を分離液として２分間Waringblenderで磨砕，

磨砕液は１夜低温室で攪伴後，ガーゼで濾過．濾液は

12,000×Ｒ３０分間の遠心を２回行い，上清は脱塩水で透
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m…(1.9農芸器;-0)におけるEMMを
得た．

反応系は0.3ＭＧＴＡｂｕｆｆｅｒ，ｐＨ７．０（0.1Ｍ３，３－

dimethylglutaricacid，0.1MTris‐（hydroxymethyD

aminomethane，０．１M2-amino-2-methyl-1,3-propano‐

diol）0.5ｍ1,0.2MferrocyanideO､１，１，卵巣cyt・ｃ

Ｏ４ｍｌで，先ずこの状態における吸収スペクトル（500

～600ｍ似)を測定した．ついでl0-2MferricyanideO､OO5

ml添加後，スペクトルを測定，この操作を５回行った．

さらに少量のferricyanide粉末で完全酸化スペクトル

をとり，最後にNa2S204粉末添加により完全還元のスペ

クトルを得た．反応は室温（25C)で行った．卵巣cyt．

ｃのｅｍＭ(Ｒｅｄ－Ｏｘ、550)＝１９とし，それぞれの場合

のＥｈを次式から求めてプロットし，直線からＥｍ７を

求めた．

Ｅｈ二Ｍ5+００M.菖瀞謡
（５）試薬：AmberliteCG50，オルガノＫＫ，car‐

rierampholite（ｐＨ６～10)，ＬＫＢ

実験結果

（１）卵巣ミトコンドリアのチトクロム成分

Ｆｉｇ．１に示した如く，卵巣ミトコンドリアは酸化型

で530,620ｍ似付近に吸収帯を示し，Na2S204による還

元で530および560叩に吸収帯を生じた．

（２）AmberliteCG50による卵巣チトクロムの分離

塩類溶液による抽出成分を，0.01Ｍリン酸アンモニ

ウム緩衝液（ｐＨ７．０）の条件下でAmberliteCG50

(typeⅡ）のカラムに吸着させ，0.04Ｍ緩衝液（ｐＨ

7.0）で展開すると，吸着帯はわずかに低下，ついで0.1

Ｍ緩衝液（ｐＨ7.0）での展開により吸着帯は単一層と

して緩徐に低下した．１Ｍ緩衝液（ｐＨ7.0）で溶出し

た卵巣チクトロム成分はcyt．ｃの吸収スペクトル（酸

化型で408叩，還元型で550,521および415ｍ似）を示

した（Fig.２)．同様に筋より抽出し，AmberliteCG50

(0.01Ｍ緩衝液）に吸着した成分を，同樹脂によるカラ

ムクロマトグラフィーに供した．その結果０．０４Ｍ緩衝

液（ｐＨ7.0）による展開で吸着帯は３層に分離し，上

層にcyt・ｃ（還元型で550,521および417ｍ/')，下層に

ｂ型cyt．（還元型で560,528および424ｍ似）および中

間層に両者の混合成分が認められた．

（３）等電点分画

卵巣より塩類溶液で抽出し，AmberliteCG50カラム

クロマトグラフィーで得たcyt．ｃ分画を等電点分画に

（

、

！ ＡＣ

５００ ５５０６００６５０

WavelengtMm解）

Ｆｉｇ．１Absorptionspectrumoftherespiratory

componentsofAsca7isovarymitochondria．

－：Reducedform（byNa2S204）
－－－：Oxidizedform

Themitochondrialfractioncontainsl６．４mg

protein/ｍ1．

供したところ，ｐＨ１０．０に桃色の単一層を示し，その他

のヘムタンパク成分は認められなかった（Fig.３)．同

様に筋より塩類溶液で抽出し，AmberliteCG50(０．０１

Ｍ緩衝液）に吸着した成分を等電点分画に供した．Ｆｉｇ．

４に示した如く，ｐＨ６．１～６．７に淡黄褐色層およびｐＨ

9.4～10.1に幅広い赤色層が認められ，赤色層はcyt．ｃ

(550ｍ似)およびｂ型cyt.(560叩）の混合成分であった．

（４）酸化還元電位

ferricyanide/ferrocyanide（Em7＝＋0.425Ｖ）を比較

対照として卵巣cyt．ｃの酸化還元電位を求めたところ，

（６３）
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Ｆｉｇ．４１soelectricfractionationofAscαγis
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buffer，ｐＨ７．０，containing5％ＮａＣｌａｎｄａｄ‐
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Ｆｉｇ．２AbsorptionspectrumofAsca7zsovary

cytochromec550、

Reducedform（－）showedtheabsorption

spectrumat4１５，５２１ａｎｄ550ｍ似，ａｎｄｏｘｉ‐

dizedform（---）ｓｈｏｗｅｄａｔ４０８ａｎｄ５３０ｍβ、
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Ｆｉｇ．５Potentiometricdataobtainedinthe

determinationofEUforAsc”zsovarycyto‐
ｃｈｒｏｍｅｃ，

Ｓｔｕｄｙｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔａｔ２５ＣａｔｐＨ７､Oin

thepresenceoftheferricyanide-ferrocyanide

couple・

Em7＝＋0.252Ｖであった（Ｆｉｇ．５)．しかし（２）にお

いて筋より得たcyt．ｃ分画は，ferrocyanideで還元

されず，この方法では酸化還元電位を求めることができ

なかった．
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Ｆｉｇ．３１soelectricfractionationofAsca7zs

ovarycytochromec．

考察

回虫チトクロム成分の単離・性質については，筋での

cyt、ｃ（ＨｉｌｌｅｒａＺ.，1971)およびcyt．ｂ(Cheah，1973）

（６４）



197

たがって，この吸収帯は恐らくcatalaseのものと`思わ

れる．

結論

回虫卵巣から，塩類溶液による抽出およびAmberlite

CG50に対する吸着操作により，cyt．ｃを分離した．そ

の吸収スペクトルは酸化型で408ｍ仏還元型で550,521

および415叩であった．また等電点はｐＨ１０．０，酸化

還元電位はＥ６＝＋0.252Ｖであった．

文献

に関する報告がある．しかし卵巣については何らの知見

も存在しないので，今回，卵巣チトクロム成分に検討を

加えた．

卵巣ミトコンドリアの吸収スペクトルにはｂ型cyt・

の存在が認められたが（Fig.１)，塩類溶液による抽出

とかAmberliteCG50での吸着操作ではcyt．ｃのみが

得られた（Fig.２)．ｂ型cyt・が塩類溶液で抽出され

ない結果は，哺乳動物の場合と同じであった（奥貫・山

中，1970)．しかし筋では上と同一操作でｃｙＬｃおよび

ｂ型cyt、が得られ，卵巣と筋とではｂ型cyt．につい

て差異がみられた．

また哺乳動物のcyt．ｃは0.1Ｍリン酸緩衝液の条件

でAmberliteCG50に吸着されるのに，筋の場合，塩

濃度を0.01Ｍに低下させるとcyt．ｃとｂ型cyt､が吸

着された．しかもこの吸着は極めて弱く，0.02ないし

0.04Ｍ緩衝液による展開で，吸着帯は低下し，しかも

３層（cyt．ｃ，cyt．ｃ＋ｂ型cyt．およびｂ型cyt、層）に

分離するのが認められた．一方卵巣の場合，０．０１Ｍ緩

衝液で極めて強固に吸着し，0.04Ｍ緩衝液による展開で

は吸着帯の低下はほとんどみられず，0.1Ｍ緩衝液にお

いても吸着帯の分離は認められなかった．この点におい

ても筋と卵巣の性質に相違がみられた．

このｂ型cyt、についての差異に関連して，哺乳動物

ミトコンドリアには，内外膜系で３～４種ものcyt、b

proteinの存在が知られており（ＣＡＹｕｅＺａＬ，1975）

回虫筋でも２種類のｂ型cyt・が報告されている（Ｋｉ‐

kuchiandBan，1961)．したがって今回の差異もｂ型

cyt・の複雑さを示すものと思われる．

つぎに，今回著者らがはじめて分離したcyt．ｃは吸

収スペクトル（酸化型，408ｍβ；還元型，550,521およ

び415叩)，等電点（ｐＨ10.0)，酸化還元電位ＥＣ'＝＋

0.252Ｖ）のいずれについても哺乳動物に近似していた．

しかし同様にして筋より分離したcyt．ｃは吸収スペク

トルおよび等電点分画において，卵巣と多少異なるとこ

ろがあり，またferrocyanideで還元されず，ferri‐

cyanide/ferrocyanideを対照とする方法では酸化還元電

位を測定できなかった．

つぎに卵巣ミトコンドリアには620ｍjα付近に吸収帯

がみられ，このスペクトルはNa2S204に対し抵抗性を

示した（Ｆｉｇ．１）．これらの結果はウマcatalaseの知

見に近似しており（KeilinandHartree，１９５１；菊地，

1963)，しかも卵巣ミトコンドリアには筋の場合と異な

り高いcatalase活性がみられている（林ら，1971)．し
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