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論文内容の要旨

酵母は嫌気培養するとミトコンドリア (Mt) を欠き，チトクローム (cyt.)も通常 Mt にみられる

a, b, c, C] は存在せず， a]t b] などが存在する乙とが古くから知られている。ところがこれら cyt. ah 

b] は吸収スペクトノレで観察されているだけでその実体については不明のままである。一方嫌気細胞に

は弱い酸素呼吸がみられるがその機構についても明らかにされていない。最近我々はこれらの点を明

らかにするために，嫌気培養細胞のへム蛋白の種類とその細胞内局在性を好気細胞の乙れと比較検討

し表 1 に示すような結果を得た。そして嫌気細胞の酸素呼吸は従来報告されていたように cyt. a] に

よるのではなく， cyt. a] の吸収帯とされていたものはむしろ cyt. c ペルオキシダーゼ (CCP) によ

るものであることを指摘した。又細胞レベルの研究で， p-450 の含有量とその呼吸活性がほぼ平行し

て増減するのでこれらの聞に何らかの関係があることが示唆された。

本論文では， Mt 形成の機構を解明する手掛りとしてとれら嫌気細胞内に存在するへム蛋白の存在

様式と機能を追求した。表 1 に示されるように， CCP は Mt 局在のへム蛋白であるが Mt のない嫌

気細胞にも存在するので， このへム蛋白が Mt 形成過程の指標酵素として用い得ると考えられた。

表 2 には嫌気及び好気細胞中の CCP の細胞内分布を示しである。嫌気細胞内で CCP は好気細胞の

Mt に相当する大頼粒分間にその大部分が同収される。そしてこの CCP は好気細胞のものと同一であ

ることが証明された。小頼粒分画には CCP は殆ど回収されず， RNA 合量からとの分間はむしろリ

ボゾームから成り立っているものと思われる。大頼粒分画に局在している CCP は超音波処理で Mt

における場合と同様に大部分抽出される。又これは低張処理でも容易に抽出されるが Mt に局在する

CCP は低張処理では抽出されにくいので，嫌気細胞の CCP を含む頼粒は Mt よりよりこわれやす

い胞状をなしているものと思われる。 嫌気細胞は好気条件に移すと数時間で Mt が形成され CCP

はその殆どが Mt に回収される。しかし高濃度のグノレコース， クロラムフェニコーノレ存在下では，
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表 1 嫌気及び好気培養細胞におけるへム蛋白の分布

へム蛋白 嫌野気生好株気 呼嫌吸気欠損変好異気株 細胞内局在

cyt. a + 

cyt. b 十

cyt. Cl + 一?
又は大頼粒

cyt. c + + 

CCP + + + + 

cyt. b1 + + + + 

p-450 十 微量 + 微量 |頼粒
*p-420 + 微量 微量 微量

カタラーゼ 微量 + 徴量 + 

酵母ヘモグロビン 微量 + 微量
|可溶性

+ 

* co 結合型が 420mlι に吸収を示す未固定の物質

表 2 野生株におけるチトクローム C ペノレオキシダーゼの細胞内分布

生育条件

嫌気

好気

大頼粒分画

456キ*

1112 

小頼粒分画

。

。

キキ{直は k sec 1j1000mg蛋白ホモジエネート

上清分画

84 

2 

Mt の形成は抑制され CCP は新成された cyt. c と共に大頼粒分画に回収される。 以上の事実は嫌

気細胞に存在する CCP を含む頼粒が Mt と密接な関係があることを示しており，この頼粒が Mt

前駆体様のものであることを示唆している。

一方嫌気細胞に比較的多量見出される CO 結合性のへム蛋白 p-450 は， Mt が形成される好気条

件下に移すと急速に減少し Mt 形成を抑制すると減少が抑えられ，又この p-450 の増減に伴いアン

チマイシンA不感性の呼吸が平行して増減することは先に報告した。

細胞分画を行うと p-450 は CCP の局在する大頼粒分画にその殆どが見出される。そしてこの標品

は NADPH を酸化する能力があり，その活性は p-450 の含量に比例する。 p-450 に対するこの酸素

呼吸活性の比，すなわち p-450 に対するターンノーパーナンバーは約 80--120 min- 1 というほぼ一致

した値を示した。 この呼吸活性は酸素に対して親和性が強く， みかけ上の Km は 2 ，....4x 10-6M で

全細胞でみられた値とほぼ一致する。 これらのことから NADPH の添加でみられる呼吸活性に p-

450 が関与している乙とが示唆されるがこれは以下の実験結果からも明らかにされた。 1) PCMS 

Pーフェニーノレイソシアナイドの NADPH による呼吸活性の阻害と，それらの試薬による p-450 の吸

収スペクトノレの変化が平行して現われること。 2) p-450 が CO と結合性の強いことはスペクトル変
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化で観察されるがこの呼吸活性も強く co で阻害される。

乙の呼吸活性の電子伝達系には p-450 の他にフラピン蛋白である NADPH 脱水素酵素が関与しτ

いることが明らかになった。即ち，大頼粒分画をプロテアーゼ処理すると p-450 は全く可活化されな

いが， NADPH 脱水素酵素は容易に可溶化され，それと平行して呼吸活性が減少することが観察され

る。以上のことより大頼粒分画における NADPH による呼吸は NADPH 脱水素酵素及び、 p-450 の

関与する電子伝達系を介しており，この活性は，全細胞のアンチマイシンA不感性呼吸を反映してい

るものと考えられる。この標品には cyt. b 1 も回収されるがこの電子伝達系への cyt. b 1 の関与は不

明である。又 NADH も酸化する能力があるが，この活性は NADPH に比べて非常に弱く酸素に対

する親和性も弱いので NADPH とは別の電子伝達系によるものと思われる。 この標品の構成するヘ

ム蛋白及び電子伝達系は肝ミクロソームと非常にょくにており酵母では Mt を形成する脂質の合成に

関与していることが推察されるが， p-450 及びその呼吸活性が Mt 形成と共に著しく減少するのでそ

の生理的意義については現在のところ明らかでない。

論文の審査結果の要旨

本論文は嫌気培養状態の酵母内に存在するへム蛋白質の組成，存在紘式，ならびに機能などを高性

能の測定子段を用いて，詳細に研究を行ない，嫌気培養酵母の呼吸の本体を明らかにするための貴重

な知見を得たものである。得られた結論のうち主なものをあげると次のようになる。

(1) 従来チトクローム a1 といわれていたものは実在する成分ではなく， 酵母:に多量に含有されてい

るチトクローム C パーオキシダーゼの吸収帯を見誤っていたものである乙とが判った。したがって

嫌気培養酵母の呼吸はチトクロームに a1 よるものでないと考えるべきである。

(2) 上記のチトクローム Cパーオキシダーゼは好気的酵母ではミ卜コンドリアに局在する乙とは判っ

ていたが，本論文の研究で，この成分が上記のように嫌気培養細胞にも存在することがわかったの

みならず，乙れがミトコンドリアの前駆体と考えられる大頼粒 IIJ に局在する乙とが証明された。な

お，大頼粒又はミトコンドリアよりのパーオキシダーゼの溶出され)fが異なることから，両頼粒の

組成や構造上の差異も示唆された。

(3) 嫌気培益酵母の頼粒にはチトクローム p-450 が含有される乙とが証明され，しかもこれが嫌気培

養細胞の呼吸を行なうオキシダーゼ的な役割をはたしているらしいことが種々の角度からの検討に

よって強く示唆された。

以上のように，この研究は今まで判っていなかった嫌気状態の酵母の細胞内相粒や，呼吸の機構を

ある程度明らかにしたものであって，理学博土の学位論文として卜分の価値があるものと認、定する。
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