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論文内容の要旨

1960年、 E. Racker らは午心筋ミトコンドリアから、酸化的りん酸化反応の共役因子を分離した。

この共役因子はATP 水解活性を有していたので、りん酸化反応の最終段階を触媒する酵素であろうと

考えられ、ミトコンドリアATFàse の研究が注目されてきた。 1967年、曽根らによって酵母ミトコン

ドリアから ATPase がATPase 活性を潜性化したまま精製され、これの顕性型への転換が報告された。

D. R. Sanadi らは潜性型ATPase がATPase に ATPase inhibitor と ADP が結合したものである

ことを報告した。本研究は、 ATPase の潜性型と顕性型とを相互に転換させながら、この転換機構の

解明を通じて、りん酸化反応の機構を研究しようとしたものである。

〔方法ならびに成績〕

(1)酵母ミトコンドリアATPase の精製，--ATPase はパン酵母のミトコンドリアからフレンチプレ

ス処理で抽出後、硫安分画、 DEAE- cel1ulose カラムクロマトにより高純度に精製された。

(2)ATPase inhibitor の精製一一ーミトコンドリアを超音波処理することによってATPase inhibitor 

を抽出し、熱処理、 Sephadex G-75ゲルろ過によって精製された。

(3)ATPase の顕性型-潜性型の相互転換-ATPase は in vivo では潜性型で存在するが、精製過程

で完全に顕性化される。この顕性型ATPase はATPase inhibitor , ATP.Mg2+存在下、0 "Cで数分間以

内に完全に潜性化され、安定に保たれる Oこの方法で得られた潜性型ATPase は38
0

C 、 O.5M NaZS04 

処理で再顕性化される。

(4)潜性化および顕性化に伴なう adenine nucleotide の動向一一顕性型ATPase の潜性化処理に際し

てラジオアイソトープ標識ATP を用いると adenine nucleotide と ATPase の結合物が、 Sephadex

G-25カラムクロマトにより単離された。

i ) 3H-adenine ATP を用いると ATPase は adenine nucleotide と約 1 : 1 のモル比で結合して潜
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性型となり、再度の顕性化によってadenine 部分はATPase から完全に遊離することを見出した。

またこのj替性型complex から PCA で、 adenine nucleotide を抽出後、薄層クロマトを行なうとADP

およびATP が石室誌!された。

ii) ATP-f- 32 p を用いると ATP のほかに比較的多最の Pi が結合することが示された。顕性化処理

により adenine 部分は遊離するが、 32 Pi は一部たんぱく部分に結合したまま遊離しない。 32 Pi を用

いるとATP がない場合でもたんぱく部分に非可逆的結合を示すので、顕性化処理で遊離しないPi は

非特異的吸着と思われる。

iii) 3H-adenlne ATP で標識された潜性型ATPase を 10mM ATP 存在下で24時間 o OC で保存する

と、顕性化は全く起らないが、たんぱく部分の放射活性が減少する。このことは潜性型ATPase 結合

adenine nucleotide と外部のATP との交換反応を示唆しているものと思われる。

〔総括〕

(1) ミトコンドリアATPase は in vivo では、 ATP 分解作用のない状態で存在している。精製された

ATPase は強いATP 分解作用を示すが、 ATP ， Mg2 + の存在下で、単離精製されたATPase lnhibitor 

と結合し、もとの潜性型を再構成することができる。

(2)潜性型にはadenine nucleotide もinhibitorと共に結合している。 ATPase:adenine nucleot ide の

モル比は約 1 : 1 である。

(3)潜性型に結合したadenine nucleotide は顕性型に転換することなしに外部のATP と交換を示す。

(4)?替性型ATPa se から ATP および ADP が検出された。このことは操作中にATP がADP に変化

したものか、外部溶液中のadenine nucleotide との交換反応によって生じたものか現在のところ明ら

かでない。

(5)潜性型から顕性型への転換に伴ない速かにadenine nucleotide が遊離される。このことはATPase

:結合adenine の比が 1 : 1 であることを考え合わせると、 adenine nucleotide は酵素活性部位に関

与しているものと考えられる。

論文の審査結果の要旨

酸化的りん酸化の機構は現在のところ不明で、あるが、根川君の研究はActive 型 ATPase を in vivo 

で存在している latent 型に転換することに成功し、この系を用いてりん酸化反応の機構を直接解明し

ようとしたものである。とくに3H-ATP、 32P-ATP などの同位元素を用いて、 latent 型ATPase

と Adeninenuc leotide が 1 対 l で結合しており、そのAdenine部分は、ほぼ等量のATP 、 ADP からな

っているという興味ある事実を見出している。

さらに active 型ではこのATP、 ADP が全部蛋白部分から遊離することも明らかになった。これら

の事実はシトコンドリア内でのATP 合成の機構の研究に重要な子がかりを与えており、大きな成果

である。
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