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論文内容の要旨

rat liver mitochondria を用いて， tetrazolium 塩が電子伝達系のどの部位から electron を accept するか

を再検討し， tetrazolium 塩の組織化学の理論的基礎をかためようとするもので，木論文ではとくに TTC

の還元が cytochrome oxidase level で行われるとの Nachlas， Seligman らの主張に疑義をとなえ，あわせ

て生体内酸化還元酵素系に対する anaerobiosis の意義を明らかにしようとするものであるつ

〔方法並びに成績コ

実験材料:

1) rat liver mitochondria(Mt.) 2) yeast lactic dehydrogenase(Y-LDH) , 3) xanthine oxidase, 

4) cytochrome c (cyt.c) および、cytochrome a (cyt.a) 

実験方法:

Mt.の succinate TTC-reductase activity および精製 cytochrome 酸化酵素標品 (cyt.c-+-cyt.a) の TTC

還元能の測定には有機溶媒による抽出比色法を用い， Y-LDH と xanthine oxidase は目抜比色法により目

立自記電比色計により自記させた。この他，比色計としては目立光電比色計， Beckmann DK -1I , Cary 光

電比色計などを用いたのなお，溶液中の酸素濃度の測定には萩原酸素電極を用いたう

実験成績:

1) sussinate を加えない場合の Mt の endogenous TTC-reductase activity は open vessel で反応させる

とほとんどみとめられないが， evacuate するか空気を N2 gas でおきかえて反応させると endogenous

activity が常にみとめられ，しかもこの activity は KCN， Antimycin A や malonate により阻J書されないう

2) Mt. の succinate TTC-reductase activity は evacuate したり空気を N2 gas でおきかえても増加しな

いっ (TTC の還元は open vessel のときの 20"'-'30%増加するが，この 20"'-'30%の増加は evacuate したり
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N2 gas でおきかえたときの endogenous TTC-reductase activity に相当している。)

3) open Vessel では succinate を加えてから TTC の還元が起り始めるまでに潜伏時聞があると思われ

る σ この潜伏時間は open Vessel で Mt. が溶液中の酸素を消費しつくすのに要する時間に相当しているつ

4) Mt. の succinate TTC-reductase activity は open vessel で KCN(2 x 10- 3M) や Antimycin A を加

せると阻害度は著しく減弱するつまた02 10% CO 90% を含む gas で空気をおきかえて反応させても強

く阻害されるが， 100% CO gas でおきかえて反応させると阻害は著しく減弱するの

5) malonate による旧害も空気 N2 ges におきかえて反応させると open vessel のときに比べて阻害度

は著しく減弱する。

6) TTC を添加しでも Mt.の酸素吸収の速度は変化しなし1かむしろ増加する。なお， TTC の添加お

よび Mt. の凍結融解は Mt. の oxidative phosphorylation を uncouple させる。

7) Mt. は p-phenylene diamine や hydroquinone を加えても TTC を還元しない今

8) xanthine oxidase はoxidase 作用により溶液中の酸素濃度カ;0%になってはじめて TTC(EYz = -0.49 

V) を還元し始めるつ INT(E弘二一O.09V) の還元は溶液中の酸素濃度が 0%でなくても起る。

9) Y-LDH も自酸化により溶液中の酸素濃度が 0%になってはじめて TTC を還元し始めるの

INT の還元は xanthine oxidase と同様溶液中の酸素濃度が 0%にならなくても起るつ

10) 奥貫教授らの精製 cytochrome 酸化酵素標品 (cyt.c+ cyt.a) は hydroquinoneを加えると強い酸素吸

収を示すが TTC を還元しないっ

仁総 括コ

mitochondria における succinate TTC-reductase の KCN， CO または Antimycin A による阻害は，

Nachlas, Seligman らのいうごとく ícytochrome oxidasel evel に succinate TTC-reductase activity を有

する部位があって乙の部位で TTC の還元が阻害されている」のではなくて，乙れらの阻害剤により mito­

chondriaの呼吸が阻害されると溶液中の酸素濃度が0%になるまでは flavoprotein level からTTCへelectron

がtransfer きれないためにみられる阻害であるつ

このように KCN， CO あるいはAntimycin A による阻害は，いわばcytochrome oxidase levelで、の「み

かけの阻害J であって， Nachlas, Seligman らはanaerobiosis の flavoprotein におよぽす影響を無視し，

open vessel でも mitochon dria の呼吸により溶液中の酸素濃度が 0%になることに気付いていないために

このような誤った結論に到達したものと思う。

この anaerobiosis の flavoprotein に対する意義は， flavin enzyme である xanthine oxidase やyeast lactic 

dehydrogenase を用いて実証することができ， tetrazolium 塩の還元もまた酸化還元電位の理論にしたがう

ものであることがいえるの

論文の審査結果の要旨

1 .目的

組織化学的に広く用いられている tetr沼olium 塩が mitochondria の電子伝達系のどの部位から電子を受
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容するかを再検討し，本論文ではとくに TTC の還元が cytochrome oxidase level で行われるとのNachlas

Seligman らの主張に疑義をとなえ，あわせて生体内酸化還元酵素系に対する anaerobiosis の意義を明ら

かにするとともにtetrazolium 塩の組織化学の理論的基礎をかためようとするものである。

11. 方法ならびに成績

実験方法としては， mitochondyia の succinate TTC-reductase 活性と精製 cytochrome 酸化酵素(奥貰)

の TTC 還元能の測定には有機溶媒による抽出比色法を用い， yeast lactic dehydrogenase と xanthine

oxidase の TTC および INT reductase活性の測定は直接比色法を考案して日立自記光電比色計により自記

させている。他方乙れらの標品の溶液中の酸素濃度の測定には萩原酸素電極を用いて記録しているのその

結果次のような事実をみとめているロ

1) mitochondria の succinate TTC-reductase 活性は N2 gas 気中で反応を行っても open vessel のときに

比べ， N2 gas 気中での endogenons TTC-reductase 活性に相当する活性の増加がある古、げである。

2) open vessel の実験では succinate を加えてから TTC の還元が起り始めるまでには潜伏時聞があり，

この時間は open vessel で mitochondria が溶液 11 1の酸素を消費しつくすのに要する時間に相当してい

司

00 

3) mitochondria の succinate TTC-reductase 活性は open vessel ではほぼ 100%阻害されるが. 溶液中

の酸素を除くと著しく阻害度が減弱する凸また 10%でも O2 gas を合むと CO gas は succinate TTCｭ

reductase 活性を阻害するが， O2 gas を合まない 100% CO gas 気中では阻害度は減剥する凸

4) TTC を添加しても mitoc hondria の呼吸速度は変化しなし 1かむしろ明大するのまた p-phenylene diaｭ

mlne や hydroquinone を加えても mitochondria は TTC を還元しなし 1

5) xanthine oxidase や yeast lactic dehydrogenase は oxidase 作用ないし白酸化により溶液中の酸ぷを消

費しつくすと TTC を還元しはじめる。 INT の場合は溶液中の酸素濃度と無関係である。

6) 奥貫らの精製 cytochrome 酸化酵素標品 (cyt.c-+ cyt. a) は hydroquinone を加えると強し、酸素吸収を

示すが， TTC を還元しない。

][.総括

mitochondria における succinate TTC-reductase の KCN. CO. または Antimycin A による阻害は，

Nachlas-Seligman らのいうごとく， I cytochrnrne oxidase level に TTC を還泊する部位があってこの

部位より前で電子の伝達を阻害するものは TTC の還元を阻害する」のではなくて， これらの阻害剤は

mitochondria の呼吸を阻害するため溶液'1'の酸素濃度が 0%にならないので， flavoprotein は電仰がードる

ことができず TTC を還元しないものと思われる。

したがって本論文は， mitochondria の flavoprotein が anaerobiosis に大きい影響をうけること，および

succinate TTC-reductase 活性の部位が flavoprotein level にあることを明らかにしたもので， tetrazolium 

塩による脱水素酵素系の組織化学の理論的基礎となる貴重な研究であるばかりでなく生化学的見地よりし

ても極めて有意義な論文であると{言じる。
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