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豚回虫の生存に及ぼす酸素圧の影響（７）

豚回虫卵巣ミトコンドリアの電子伝達活性ならびに

リン酸化活性について

之
武林栄一中西

寺田護清水
静岡薬科大学薬理学教室

(昭和51年５月25日受領）

度平衡後，基質を添加することにより開始し，好気的条

件下，３７C，３０分間インキュベーションした後，３２％ト

リクロル酢酸0.7ｍｌで反応を停止した．氷水中に30分

間放置後，3,000rpm１０分間遠沈し〕その上清について

残存する無機リン量をFiske-Subbarow（1925）の方法

で定量した．

（３）タンパク質量の定量：ＬｏｗｒｙｅＺａＬ(1951）の方

法で行った．

（４）試薬：hexokinase，antimycinAおよびoligo-

mycin，SigmaChemicalCo.：ＮＡＤＨ，オリエンタル

酵母Ｋ､Ｋ・；rotenone，トモノ農薬ＫＫ.；その他は市

販品特級を用いた．antimycinA，oligomycinおよび

rotenoneは50%ethanol溶液とし,添加量を5Ｍ以

下として用いた．

実験結果

（１）卵巣ミトコンドリアによるcyt．ｃ還元活性

卵巣ミトコンドリアによるcyt．ｃ還元活性をＴａｂｌｅ

ｌに示した．succinateが基質の場合cyt・ｃ（外因性，

horseheart）還元の比活性は9.0ｍ似ｍｏｌｅｓｏｆｃｙｔ・c

reduced/ｍin/mgproteinであった．この活性はＫＣＮ

(3mMneutralized)で促進されず，malonate（10,Ｍ）

で著しく阻害された．またmalateおよびfumarateが

基質の場合，比活性はそれぞれ2.4および0.4であった．

fumarateによる活性はmalonate（10,Ｍ）で促進的，

またmalateによる活性はrotenone（0.05,Ｍ）で阻

害的影響を受けた．

（２）卵巣ミトコンドリアによるＮｅｏ－ＴＢ還元活性

succinateおよびfumarateを基質とした場合，いず

れも約」0,.5300.010/ｍin/mgproteinのＮｅｏ－ＴＢ還

緒言

豚回虫（以下回虫）筋のリン酸化反応については，す

でに幾つかの報告があり，好気的（ChinandBueding，

1954；大家・林，１９６１；林，1973）および嫌気的(Seid

manandEntner，１９６１；KatsumeandObo，１９６２；Saz，

1971）両条件下での活性が認められている．またＳａｚ

(1971)，林（1973）らの研究によると，malateないし

fumarateを基質としたリン酸化活`性は好気的および嫌

気的いずれの条件下でも生じ，恐らくＮＡＤＨｄｅｈｙ‐

drogenase部のｓｉｔｅｌによることが推定されている．

一方卵巣のリン酸化反応については，未だ報告がな

い．そこで今回は，筋と卵巣の呼吸系の比較研究におい

て，卵巣ミトコンドリアによるリン酸化活性について検

討を加えた．

実験方法

（１）回虫筋,卵巣およびラット肝よりのミトコンドリ

アの分離，ならびに卵巣ミトコンドリアにおけるcyto・

chrome（以下cyt.）ｃおよびneotetrazoliumblue(以

下Neo-TB）還元活性の測定：前報（林・寺田，1973）

と同様の方法で行った．

（２）リン酸化反応測定法：緒方（1957）に準拠して

行った．反応液組成としては，全量2.0ｍｌとし，その

中にmannitolO､225Ｍ，sucroseO・O75MTris-HCl

bUfferlOmM（ｐＨ7.4)，K-phosphatebufferlOmM

(ｐＨ7.4)，ｇｌｕｃｏｓｅ２８ｍＭＫＣｌｌＯｍＭ，ＭｇＣｌ２８ｍＭ，

ＥＤＴＡ０．２，Ｍ，ＡＤＰ２５ｍＭ，hexokinase2mg，基

質１０，Ｍ（ＮＡＤＨのみ３，Ｍ）およびミトコンドリア

標本（3.3～7.Omgprotein）を含む．反応は５分間の温

（６７）
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Ａsca7isovarymitochondria

Table３Effectsofvarioussubstrateson

PiincorporationbyAsca7ismuscle

andovarymitochondria
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ｔｉｏｎ
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Reactionsystem：Mitochondria2,１－９．８mg

protein；CytochromecO,１３／zmoles；Substrate
lOmM；

Ｍｅｄｉｕｍ：SucroseO,２５Ｍ，PhosphatebuHer

（ｐＨ7.4）０．０５Ｍ；Total：３．５ｍl；Ｔｅｍｐ.：
２５。

０．２６４

０．２８２

Thereactionsystemcontained０．２２５ＭMan‐
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(ｐＨ7.4)，１０mMK-Phosphatebuffer(ｐＨ7.4)，
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l0mMSubstrate(３ｍＭＮＡＤＨ)，Mitochondria
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（３）筋ミトコンドリアにおけるリン酸化反応

Ｔａｂｌｅ３に示した如く，基質がmalate（10,Ｍ）な

いしfumarate（10,Ｍ）の場合，リン酸化反応が最も

顕著に認められた（約1.65,z1moles/30ｍin/mgprotein)．

またsuccinate（10,Ｍ）の場合には活性はmalateの

約1/3であり，rotenoneの0.005～０．２，Ｍのいずれによ

っても約50％の阻害を受けた．

pyruvate，citrate，a-ketoglutarateおよびgluta‐

ｍａｔｅ（いずれも１０，Ｍ）並びにＮＡＤＨ（３，Ｍ）の場

合，リン酸化反応はわずかであった．

（４）卵巣ミトコンドリアにおけるリン酸化反応

Ｔａｂｌｅ３に示した如く，malateないしfumarate

(10,Ｍ）が基質の場合，リン酸化活性は最も高かった

(約1.25/zmoles／３０ｍin/mgprotein)．succinate（１０

，Ｍ)の場合，malateの約1/3.5であり，glutamate，

citrateおよびa-ketoglutarate（いずれも１０，Ｍ）で

はほとんど認められなかった．

Activity：0.,.530/ｍin/mgprotein

Reactionsystem

Mitochondria7､６mgprotein；0.1％Ｎｅｏ－ＴＢ

Ｏ､２ｍｌ；SuccinateorFumaratelOmM；

Medium：SucroseO､２５Ｍ，PhosphatebuHer

（ｐＨ7.6）０．０５Ｍ；Total：３．５ｍl；Ｔｅｍｐ.：
２５Ｃ

元活性を示した（Table２）．succinateによる活`性は

malonate（10,Ｍ）で約45％の阻害を受けたが，rote‐

none（0.05,Ｍ）で影響を受けなかった．fumarateに

よる活性はrotenone（0.05,Ｍ）ないしａｍｙｔａｌ（２．５

，Ｍ）によりそれぞれ100および55％の阻害を受け，ｍａ‐

lonate（10,Ｍ）では逆に60％の促進がみられた．

(６８）
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Ｔａｂｌｅ４

Ｐｉ

Effectsofvarioussubstrateson

incorporationbyratliver
mitochondria

Table５Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎ

Ｐｉincorporationwithmalateas

substratebyAsca7ismuscle
mitochondria

Concentra‐

ｔｉｏｎ

（ｍＭ）

Piincorporation
(似moles/３０ｍin/mg

protein）

Substrate
Piincorpo‐

ratio、

(/Zmoles/30ｍｉｎ
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ｔｌｏｎ

ｒａｔｅ

（％）

Concentra‐
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Reactionsystemandreactionperioｄｗｅｒｅｔｈｅ
ｓａｍｅａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＴａｂｌｅ３． ＡｎｔｉｍｙｃｉｎＡ

（５）ラット肝ミトコンドリアにおけるリン酸化反応

ラット肝では回虫とほぼ同程度のリン酸化反応がみら

れたが，基質の種類に差異が認められた（Table４)．す

なわちmalate＋glutamate（１＋９，Ｍ）で最も高い活

性が認められ（約2.38βmoles/30ｍin/mgprotein)，

succinate（10,Ｍ）では回虫筋の約２倍の活性がみられ

た．この活性は高濃度（0.2,Ｍ）rotenoneでも阻害さ

れなかった．

（６）筋ミトコンドリアのmalateを基質とした場合

のリン酸化反応に及ぼす各種阻害剤の影響

malate（10,Ｍ）によるリン酸化反応はmalonate(１０

～40,Ｍ)，rotenone（０．００５，Ｍ）およびantimycinA

(3.5～8.8/ug/ｍｌ）で著明に，またＫＣＮ（１，Ｍ，neu‐

tralized)ではわずかに阻害された．ついで2.4-dinitro‐

phenol（0.01～１，Ｍ)，dicoumarol（０．０１～１，Ｍ）

およびpentachlorophenol(0.001～0.1,Ｍ)並びにoligo‐

mycin（0.75～4.5βg/ｍｌ)）によっても著明で，且つ濃

度依存的な阻害を受けた（Table５)．

（７）卵巣ミトコンドリアのmalateを基質とした場

合のリン酸化反応に及ぼす各種阻害剤の影響

Ｔａｂｌｅ６に示した如く，malate（10,Ｍ）によるリン

酸化反応はrotenone（0.05,Ｍ）では著明に，ＫＣＮ

(lmMneutralized)では極くわずかの阻害がみられた．

malonate（10～40,Ｍ）およびantimycinA（3.5～

8.8’9/ｍｌ）による阻害は筋の場合に比し軽微であった．

考察

卵巣ミトコンドリアの場合，その電子伝達活性ならび

ＫＣＮ(neutralized）１ 1.460 1２
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Reactionsystemandreactionperioｄｗｅｒｅｔｈｅ
ｓａｍｅａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＴａｂｌｅ３．

にリン酸化活性については未だほとんど知見がない．今

回は卵巣ミトコンドリアのリン酸化反応について検討す

るに当り，先ずリン酸化反応に関与すると考えられる

２，３の電子伝達活性について検討を加えた．

著者らは，先に卵巣からcyt．ｃを分離したが（林ら，

1976b)，そのミトコンドリアはsuccinate，fumarateな

いしmalateを基質として外因性cytに（horseheart）

を還元した（Tableｌ）．同様にミトコンドリア内膜系

の活性を示すものとしてＮｅｏ－ＴＢ還元活性も認められ

た（Table２）．これらの活性に対する呼吸阻害剤の作

用を筋の場合（林・寺田，1973）と比較したところ，

（６９）
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(Ｄ"αγZ"1忽"ＺｏＬ/Ｐ/iαγ"zacoZogy，ＳｈＭｏ肋ＣＭｅｇ石ＯＬ/Ｐ/ｉａｒｍａｃｅ"ZicaZ

＆ie"CCS，Ｓ/ji2woたα，ルカα"）

LActivitiesreducingcytochromecexogenouslyaddedorneotetrazoliumbluewith

malate，fumarateorsuccinateweredetecteｄｉｎＡｓｃαγisovarymitochondria・Incontrastto

musclemitochondria，thereductionofcytochromecwithsuccinatewasnotstimulatedbyKCN

andthereductionofcytochromecorneotetrazoliumbluewithfumaratewasstimulatedby

malonate、

２．Underanaerobicconditionanactivityofphosphorylationwithmalate，fumarateor

succinatewasdetectedｂｏｔｈｉｎＡｓｃαγismuscleandovarymitochondria、

３．Inmusclemitochondria，themalatedependentphosphorylationwasinhibitedsignifi‐

cantlybymalonate，antimycinAandrotenone，ａｎｄｓｌｉｇｈｔｌｙｂｙＫＣＮ・Ｔｈｉｓａｃｔｉvitywasalso

inhibitedmarkedlyby2,4-dinitrophenol，pentachlorophenol，dicoumarolandoligomycin、The

succinatedependentactivitywasinhibitedby50％withrotenone、

４．Inovarymitochondria，themalatedependentactivitywascompletelyinhibited

byrotenone，andslightlybymalonate，ａｎｔｉｍｙｃｉｎＡａｎｄＫＣＮ．

（７２）




