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論文内容の要旨

虚血によって，肝臓，腎臓などの組織が壊死に陥るのは，その組織のミトコンドリアが，無酸素条件

下で，酸化的燐酸化能を失うことが，ひとつの要因である。よって 無酸素条件下でのミトコンドリア

の酸化的燐酸化能の障害の機作を究明することは臨床的にも重要な問題である。我々はこの酸化的燐酸

化能の障害がミトコンドリア内アデニンヌクレオチド特にATP， ADPの分解消失によること及びアデニ

ンヌクレオチド含量を維持すると酸化的燐酸化能が保護されることをみいだした。このことは単離した

ミトコンドリアを無酸素条件に保温した実験系においても確認された。単離したミトコンドリアにアデ

ニンヌクレオチド (ATP. ADP) を添加すると酸化的燐酸化能が保護される。乙のことは古くから知ら

れてきたにもかかわらずその保護作用がどのような機作によるのか解明されてはいなかった。今回，乙

のアデニンヌクレオチドの酸化的燐酸化能の保護の機作をアデニンヌクレオチドの不代謝性の各種アナ

ログを用い解明しようとした。その結果，乙の保護作用は ATP のみにみられること及びATPは， エ

ネノレギー供給源として作用するのではなく ATP分子自体の作用によって酸化的燐酸化能を保護してい

る乙とが明らかとなった。

(方法)

(ミトコンドリアの調製)一晩絶食した雄性SD系ラットをケタミン麻酔下花開腹後，肝臓を採取し，

乙れよりミトコンドリアをEDTA， BSA を含む 0.3 Mマンニトーノレ液中で、調製した。

(虚血肝モデ、ノレの作成)虚血肝モデ、ノレは採取した肝臓を生理的食塩水中で37 0CIC保温して作成した。

(ミトコンドリアの保温条件)ミトコンドリアを MgC1 2 ， EDTA , BSA, Tris -HCl buffer，燐酸
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buffer を含むマンニトール液中で， ミトコンドリアが10-17mg protein / ml になるように分散し無酸素

条件下'C: 25
0

Cの保温を行った。

(アデニンヌクレオチド及びそのアナログの定量法)ミトコンドリアを遠心ゲ、ルろ過法を用いて外液

と分離したのち，アデニン化合物を 0.5 N 過塩素酸水溶液で、抽出した後，高速液体クロマトグラフィー

を用いて定量した。

(ミトコンドリアの酸化的燐酸化能の測定)ミトコンドリアの酸化的燐酸化能の障害は最も鋭敏な指

標である呼吸調節能の低下で評価した。ミトコンドリアの呼吸速度は，コハク酸を基質として，クラー

ク型酸素電極を用いて測定した。

(成績)

(1) 虚血肝より単離したミトコンドリアの酸化的燐酸化能は，虚血時間の延長に従って低下し， 2 時間

で消失した。このときミトコンドリア内のアデニンヌクレオチド含量もこれに平行して消失した。

単離したミトコンドリアでも無酸素条件下で保温すると，その酸化的燐酸化能もアデニンヌクレオチ

ド含量も虚血肝の場合と同様の低下が見られた。

(2) 無酸素条件下における酸化的燐酸化能の消失は， state 3 呼吸の減少も部分的には寄与するが，主

にはstate 4 呼吸の増加による。この増加した state 4 呼吸はオリコーマイシンによって阻害されない乙

とから， FoF1- ATPase の活性化によるものではなく， H+に対するミトコンドリア内膜の透過性の増

加によることが示された。

(3) state 3 呼吸の減少は，脱共役剤によって開放されるミトコンドリアの呼吸速度が一定であること

から，従来から言われてきたような呼吸鎖の傷害によるのではなくミトコンドリア内アデニンヌクレ

オチド含量の低下によって ATP /ADP トランスロケースによる ADPの取り込みが障害をうけるため

である。

(4) ATP の添加は乙れらの酸化的燐酸化能の傷害を保護するが，この ATP はミトコンドリアによ

って，ゆっくりと分解されていた口ミトコンドリアによって分解されない ATP アナログの添加で

も酸化的燐酸化能を保護できることから，この ATP によるミトコンドリアの保護作用は ATP 分

解によるエネルギーを必要としない乙とを示している。

(5) ADP の添加も，みかけ上ではミトコンドリアの酸化的燐酸化能を保護する。しかし， ADP は

それ自身が保護作用を持つのではなく， ミトコンドリア内のアデニレートキナーゼによって生じた

ATP が作用していると考えられる。このことはアデニレートキナーゼの基質にならない ADP アナ

ログは酸化的燐酸化能を保護しないことから確かめられた。

(総括)

(1) 虚血によるミトコンドリアの酸化的燐酸化能の消失はミトコンドリア内の ATP の分解消失に起因

する。

(2) 無酸素条件下におけるミ卜コンドリアの傷害は， ATP 消失によるミトコンドリア内膜の H+ に対

する透過性の増加による。

(3) 単離したミトコンドリアにおいても ATP の保護作用はみられる。乙の保護機作にはエネノレギーの
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供給を必要としない。

論文の審査結果の要旨

高等動物の臓器への血流を長時間遮断すると，その組織は傷害を受け壊死に陥る。乙の問題は細胞生

物学のみならず臨床医学的にも虚血手術時の臓器保護や梗塞の治療などと関連をもっており，従来より

多くの研究がなされてきた。この虚血性傷害は ミトコンドリアの酸化的燐酸化能の消失が原因である

とされていたが，酸化的燐酸化能の消失の詳細な機作については不明な点が多かった。

本論文は， ミトコンドリアの酸化的燐酸化能の維持にはミトコンドリア内のアデニンヌクレオチド，

特に ATP が必要であり，無酸素条件下では乙の ATP が分解消失するために酸化的燐酸化能が傷害さ

れることを明らかにした。乙の研究は虚血性細胞壊死の機作を解明する上に大きい貢献をなすもので，

医学博士の学位を授与するに値すると認めた。
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