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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reqular　Paper）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ce且ular　Orqanelles

Energy一工ndependent　Protec七ion　of　the　Cxida七ive　Phosphoryla七ion

Capaci七y　of　Mi七〇chondria　aqains七　Anoxic　Damaqe　by　ATP　and　工七s

Non－Metabolizable　Analoqs．

Fusao　WATANABE，　Tada6　HASH工MOTO、　and　Kunio　TAGAWA

Departmen亡　of　Physiological　Chemis七ry，　』4edical　School，　Osaka

U・iv…ity．　ki七a－ku，　O・ak・．　O・ak・530

Running　titl・・P・。七ec七i。・。f　Oxid・tiv・Ph。・；h。・y1・七i。n　C・paci七y

　　　　　　　　　　　　　　bY　ATP

s

1．　This　study　was　suppor七ed　in　par七　by　a　qran亡　for　scien七ific

reseax：ch　（B　547114）　from　七he　Minis七τy　of　Education，　Science、　and

Cul七ure　of　Japan

Abbre▽iations：AAIPPCP，　β，　r－met二hylene　adenosine　51一七riphospha七eラ

AMPCPPσ〔X，β一methylene　adenosine　5・一七riphospha七e；　　ACIPPNP　7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　べ

・d・nylyl　imid。diph。・ph・七・5飽PCP’α’β一m・七hylene　ad・・。5i・e　5’－

diphospha七e：　FCCP，　carbOnyl　cyanide　p一七rifluoromethoxyphenyl

hydエazone．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SUMMARY

Preserv・七i。・．。f　th・・xid・tiv・ph・・ph。・y1・ti。n　cap・・ity。f　mit。－

chondria　by　addition　of　ATP　under　anaerobic　conditions　was

analyzed　by　use　of　non－metabolizable　adenine　nucleo七ide　analoqs・

The　capacity　was　well　preserved　in　七he　presence　of　ATP，　and　did

not「 require　the　hydrolysis　of　ATP，　5ince　ATP　analogs，　SuCh　as

βr－m・七hyl…ad・・。・i・C　t「iph°sph・t・◎PPCP）’α’β’methyl・ne

adenosine　triphosphate　（AMPCPP），　and　adenylyl　imidodiphosphate

（A至4PPNP），　were　as　effec七ive　as　ATP．　　These　analogs　were

incorporated　in七〇　mitochondria　throuqh　ATP／ADP　七ranslocase　to
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

main七ain　七he　original　level　of　to七al　adenine　nucleotides　in　七he

㎡・。・h。・d・i・・．⑪・・pP・・e・七・y　h・d亡he　same　effect・・ATP．　b・・it・

effect　was　shown　七〇　be　due　to　ATP　qenera七ed　fro孤　it　by　adenylate－

kinase　in　mi七〇chondria．　　An　analog　of　ADP，　α，β一methylene

adenosine　diphosphat二e　（A』4PCP｝，　which　was　found　to　be　a　subs七ra七e

of　七he　七ranslocase　but　no七　〇f　adenylatekinase，℃oUld　not二　replace

ADP　or　ATP．　　From　七hese　results，　i七　was　concluded　that　the

oxidative　phosphoryla七ion　capacity　of　mitochondria　was　maintained

by　ATP，　but　no七　ADP，　七hrouqh　a　process　no七　requirinq　eneτgy．
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Prolonged　in七errup七ion　of　the　blood　supply　to　an　orqan　inゴures

the　cells，　leading　to　their　death．　　There　are　repor七s　七ha七　the

irreversible　damaqe　caused　by　ischemia　is　due　to　loss　of　the

。xid・七ive　ph。・ph。・y1・七i。n　capacity。f　mit？・h。ndd・（1－5）・

Several　mechanisms　have　been　proposed　for　this　dysfunctiorl　of

mi七〇chondria　irl　ischemic　七issue，　such　as　impairment　of　七he

elec七エor1七ransfer　sys七em　caused　by　denaturation　of　cytochromes

（4）　and　inhibi七iori　of　ATP／ADP　tran510case　by　lonq　chairl　acyl　CoA

accumu1・七ing　du・ing　isch・mi・（2，4）．9・evi。u・1y，　w・・ep。・t・d’that

mitochondria　in　ischemic　rat二1iver　lost　the　capacity　for

oxidative　phosphorylation　with　concomitant　decrease　in　the　in七ra－

mi七〇chondrial　level　of　ATP　plus　ADP、　and　that　七his　resulted　in‘

apparent　inactivation　of　ATP／ADP　translocase　because　of　decrease

in　七he　intrami七〇chondrial　　subsもra七e　to　antiport　ex七ernally　added

ADP　or　ATP　（6）．　　We　also　showed　tha七　七he　phosphorylation　capacity

of　isola七ed　mi七〇chondria　was　preseエved　when　the　in七ramitochon－

drial　le∀els　of　ATP　and　ADP　weエe　main七ained　ei七her　by　supPressing

hydrolysis　of　the　nucleotides　by　incubation　a七　low　temperature，

or　by　adding　ATP　七〇　the　external　medium，　or　by　allowing　mi七〇chon－

dria　to　respire　by　adding　a　respirato主y　substrate　under　aerobic
　　　＼、

c°nditi°ns・エt　i・readily・・d・・st・nd・b1・th・－i七゜ch°nd「ia

require　certain　internal　levels　of　ADP　and　ATP　for　oxidative

ph。日ph。・yl・七i。n　because　ATP　i・・id・mit。・h。・d・ia　is　e・senti・1　f。・

import　of　ex七ernal　ADP　via　ATP／ADP　translocase　and　ADP　is　七he

501e　phospha七e　accep七〇r　irl　oxida七ive　phosphoryla七ion．

　　　　　However・　several　workers　have　postulated　that　besides　beinq

adirec七　5ubs七］ごa七e　for　essential　enzymes，　ATP　is　τequired　for

st・bili・inqひi亡。・h。nd・ia（7），f。・syn七h・・i・．。f・。－fac七。・・，・uch
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as　FAD　（8），　and　as　an　activator　of　the　electron　t］〔ansfer　system

（3）．　　Ro士nani　and　his　co－workers　report二ed　七hat　the　capacity　for

oxidative　phosphoryla七ion　is　mair比ained　by　enerqy　tha七　is

supp1土ed　essentially　by　respirat二ion　（9－12）．　　工n　the　presen七

investiσa七ionσ　several　kinds　of　non－me七abolizable　analoqs　of　ATP

were　found　七〇　be　as　effective　as　ATP　itself　in　preservatinq　七he

oxida七ive　phosphoryla七ion　capacity　of　isolated　mitochondria，

whereas　an　analoq　of　ADP，　which　could　be　a　good　subs七ra七e　of

ATP／ADP　translocase　and　maintain　the　enzyme　activi七y　as　well　as

t力e　original　level　of　nucleotides　inside　mi七〇chondria，　did　no七

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヴ
pro七ect　mitochondria　aqainst　anoxic　damage．　　Thus，　we　concluded

that　ATP　i・required　inside　mi七。・h。ndria七。　mainta斗n　th・ir

oxidative　pho5phorylation　capacity　主旦vivo，　bu七　tha七　for　its

effec七　the　nucleotide　is　no七　u5ed　as　an　enerqy　source．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MATER工ALS　AND　METHODS

　　　　　prepara七ion　竺三Mi七〇chondria　　－一一一一　Male　Spraque－Dawley　ra七s

weiqhing　about　300－400　q　were　used・　　They　were　starved　overnight

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

and　then　anes七he七ized　by　intraperitoneal　inゴection　of　ke七amine　at

100　mg／kg　body　weiqh七・　　Mi七〇chondria　were　isola七ed　from　their

liver　in　O．3　M　marlnitol　con七aininq　O．l　mM　EDTA，　pH　7．4，　and　O．1　宅

bovine　serum　albumin　（6）．　　Mi七〇chondrial　protein　was　determined
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－

by　七he　me七hod　of　Lowry　e七　a1．　（13）．

　　　　　工ncuba七ion　of　Mi七〇chorldria　and　Their　Separation　from　the

Incubation　Medium　　－一一一一一　　Mi七〇chondria，　10－17　rnq　protein／m1，

isolated　from　normal　ra七　1iver　were　incuba七ed　with　various

。pecies。f。u・1。。tid・・u・d・・a・。・ic　c⑳di七i。・・at　25°C．　Th・

incuba七ion　medium　consis七ed　of　O．3　M　mannito1，　10　mM　T主is－HC1，

pH　7．4，5㎜P。七assium　ph。sphate，0．2皿M　EDTA，0．1宅b。vine　seてum

・1b・mi・’a・d　1・岨MqC12・Af七er　i・・ub・ti。・’th・mi七。・h・nd・i・w・・e

separated　fτom　the　medium　by　the　centrifuge　colu㎜method

described　previously　（6，14）．　　The　amoun七　〇f　adenine　nucleo七ides

and七he　respirati。n　rat・。f　th・mi七。・h。nd・ia　were　mea・ured　aft・r

th・ir　separa七i。n’since　this　separa七i。n　p・。cedur・did　n。七affec七

七he　エespira七〇ry　ac七ivity　of　the　πli七〇chondria．

　　　　　Evaluation　of　Oxidative　Phosphoryla七ion　Capacity　of

Mitochondria　－一一一　　〇xidative　phosphoryla七ion　capacity　was

evalua七ed　with　the　respira七〇ry　control　ra七io　which　has　been　used

as　a　sensitive、　and　conven七ional　indica七〇r　of　the　capacity　（≦⊥旦）．

The　ra七e　of　oxyqen　consump七ion　by　isola七ed　mi七〇chondria　was

・・a・…d・i・ha・…k一七ype　e・ect・。d・a・25°C　i・、i・・ub・・i・・’・・di・・

with　succinate　as　a　su上）s七rate．

　　　　Mea・u・emミ・七～旦Ad・・i・・Nu・1・°tides　a・d三h；i・砲1°qs担

5



Mitochondria　－一一一　　Adenine　nucleo七ides　and　their　analogs　in　mi七〇－

chondria　were　extエacted　with　O．5　N　perchloric　acid　and　the

朕七rac七waS・・u七・alized　with　lO　N　p。七assi・m　hyd・。・id・・Th・

nucleo七ides　were　de七ermined　by　high　performance　liquid　chromato－

qraphy　on　an　anion　exchanqe　colulm（4．6　x　250㎜）of　DE胆一2SW
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

equilibra七ed　with　360　mM　sodium　phospha七e　buffer、　pH　6．0，　a七　a

flow　ra七e　of　1．O　m1／min　（6，14，15，16）．　　All　species　used　in　七his

study　were　well　separated　from　each　o七heエ　with　high　theoretical

plate　numbers　（abou七　5400）　and　could　be　measured　with　a　precision

of　about　lO　pmol　wiセhin　17　min．　The　reter1七ion　times　of　ATPσ　ADP”

AMP，、　姐PCP，　AMPPNP，　A』4PCPP，　and　AMPPCP　were　16．5，　10．4，　7．1，

7．6，　12．4，　12．1，　and　ll．9　min，　respectively．　　Foエ　separation　of

七he　last七wo　analoqs，七he　colu㎜was　developed　with　buffer

con七aining　200　mM　sodium　phosphate，　pH　2．8，　which　eluted　AMPCP，

ADP，　AMPPCP，　and　AMPCPP　at　5．5，　7．7，　13．4σ　and　15．2　min，

respectively．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS

　　　　Stability　of　ATP　Analogs　in　Mitochondrial　Suspensior1　－一一一　As

repor七ed　previously，　ATP　is　slowly　hydrolyzed　when　added　七〇　a

血七。・h。nd・ial・uSp・n・i・n　du・i・q　an。xi・in・uba七i。n（6）・Th・

me七abolic　s七abilities　of　七he　ATP　analoqs　used　in　七he　present

・七udy　we「e　examinCd　by　c°mpa「i叩thei「「a七es°f　hyd・。1y・i・with

th・t。f　ATP．　As　sh。wn　i・Fig．1．姐PCPP　and削PPNP　were　f・i・ly

s七able　du「ing　the ．　fi「st　6°min°f　incubati°n’but　then　were

slowly　hydrolyzed　to　the　corresporldirlg　dinucleotides，　AMPCP　and

Fiq．1

胆P，respectiv・ly．。・th・。ther　h・・d，酬PPCP　wa・v・・Y・t・bl。　and

was　no七　hydrolyzed　wi七hin　l80　min．　　Therefore，　this　last　analoq

was　mainly　used　in　following　experiments　to　de七ermine　whether

hydrolysis　of　ATP　is　essential　for　pro七ection　of　the　oxidative

phosphoryla七ion　capacity　of　mi七〇chondria．

　　　　　Preserva七ion　of　the　Oxida七ive　Phosphorylation　Capacity　of

Mi七〇chondria　by　Non－lne七abolizable　Analoqs　of　ATP　－一一一　　工n　the

absence　of　ATP，　the　oxida七ive　phosphoryla七ion　capacity　of

isolat二ed　mitochondria　was　los七　wi七hin　l20　min　durinq　arloxic

incubation，　as　コudqed　from　七he　decrease　in　the　respira七〇ry

・。・七・。l　rati。（Fig．2A）．Th・decrea・e　wa・partly　du・t。　decr。。・e

in　七he　ra七e　of　state　3　respiration　bu七　mainly　to　increase　in　tha七

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2　A，B

。f・七a七・4・e・pi・aセi。n．　Th・inc・ea・e。f・セa七・4・e・pi・a七i・n．a七。

was　not　a七tributable　七〇　ac七iva七ion　of　F　F　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－ATPase，　but　to
　　　　．　　　．　　　．　　　　　　　　．　　o．↓

サ　　　　　　　　　　　　コ

エmpaエrment　of　proton　tightness　of　the　inner　membrane，　since　i七
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　was　not　supPressed　by　oliqomycin．　Ac七｛ユally，　the　permeability　Of

H＋ acr。ss　th。　inner　m。曲rane。f　mi七。。h。ndria　in。ubat。d　f。r　3　hr

　was　27　times　as　larqer　as　七ha七　〇f　inta（≡t　mi七〇chondria　（Waセanabe，

　F．，　unpublished　data　）・　　The　elec七ron　trarlsfer　sYstem　of

　miセochorldτia　was　unimpaired　because　七he　respira七io亘　ra七e　主eleased

by　carb。・y・・y・・id・旦一t・if・・。・。・・th。・yph・・y・hyd・a・。・・．（FCCP）

　remained　cons七an七　durinq　七he　incuba七ion．　　As　repo士ted　previously

　（皇），　the　oxida七ive　phosphorylation　capacity　of　the　mitgchondria

wa・p・。七ect・d・g・i・・t　an。・i・d・m・g・by　the　additi。亘。f　ATP．エ・

　the　present　study，　we　found　七ha七　for　this　pro七ective　effeCt，・ATP

∨

could　be　replaced　by　AMPPCP，　which　was　no七　hydrolyzed　during

　incuba七ion．　　Figure　2B　shows　that　the　ATP　analog　effectively

　preven七ed　irlcrease　in　sta七e　4　respira七ion．　　The　two　other　analogs

　AMPCPP　and　AMPPNP　also　had　similar　effects　to　ATP．　　Table　工

su㎜arizes七he　effec七50f七hese　analogs　on　changes　in　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

　respiratory　con七rol　ratio　during　anoxic　incuba七ior1，　in　comparison

Table　工

with　七hat　◎f　ATP　itself．　　A1七houqh　七here　was　a　sligh七　decrease　in

七he　respirとt二〇ry　control　raヒio　af七er　2hr　incubation，　七he　resul七s

　＼

clearly　show　that　these　analogs　all　had　protec七ive　effec七s，　and

七heエefore　七ha七　no　supply　of　me七abolic　enerqy　was　required　七〇

pro七ect　mi七〇chondrial　oxida七ive　phosphoryla七ion．

　　　　　工ncorporation　of　Analoqs　of　ATP　into　Mitochondria　－一一一　As

repor七ed　previously，　mitochondria　capable　of　phosphoryla七ion

maintain　a　definite　工nternal　level　of　ATP＋ADP　（6）．　Analogs　of　ATP

added　七〇　main七ain　ph◎sphoryla七ion　capaci七y　we］ごe　also　found　to　be

i・c。・p。rat。d　i竺t。　mit6・h。。d。ia　a。d’tb．　r。place　ATP。。d繊．
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Figure　3　shows　tha七　added　AMPPCP　was　rapidly　exchanqed　wi七h
　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　

in七rami七〇chondrial　ATP　and　was　main七ained　at二　a　hiqh　level　durinq

anoxic　incuba七ion．　　This　incorporated　analog　was　also　quickly

exchanged　with　ex七ernally　added　ADP，　causing　no　inhibi七ion　of

Fig．3

s七a七e　3　respira七ion．　　The　exchange　of　七he　analog　wi七h　ATP　or　ADP

was　probably　Inediated　by　ATP／ADP　七ranslocase，　since　七he　exchanqe

was　s七主onqly　inhibi七ed　by　addition　of　at二rac七yloside　（Fiq・4A）・　　工n

the　presence　of　七he　inhibitor，　more　than　99宅　of　the　enzYme

ac七ivity　was　inhibited　bu七　AMPPCP　was　gradually　incorporated　in七〇

Fig．　4　A，B

mitochondria　by　七he　τesidual　ac七ivity，　reaching　a　maximum　level

in　abou七．120　min．　　This　slowly　incorporated　analoq　was　also

effec七ive　in　pro七ecting　the　oxidative　phosphorylation　capaci七y

（Fig．4B）．　工n　this　experiment，　sta七e　3　respira七ion　could　not　be

measured　accurately’because　of　the　presence　of　atrac七yloside，　bu七

the　respiratory　control　ratio　was　de七ermined　from　the　respira七ion

ra七・relea・ed　by　FCCP，and　the　ra七e。f・ta七・4re・pirati。n・

　　　　　Absence　of　Pro七ective　Effec七　〇f　ADP　Analo9　－一一一　Added　ADP

also　protected　the　oxida七ive　phosphorylation　capacity．　　工ts

protective　effect　was，　however，　attributable　to　七ha七　〇f　ATP

formed　from　ADP　by　mitochondrial　adenylatekinase．　　More　than　half

the　七〇七al　of　ADP　added　to　the　mi七〇chondrial　suspension　was

conver七ed　七〇　ATP　and　AMP　wi七hin　a　minute．　「The　pro七ective　action

of　ADP　was　no七　abolished　in　七he　presence　of　diadenosine

pentap1｝ospha七eθ　an　inhibitor　of　muscle　adenylatekinase，　but　i七
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was　found　tha七　七his　compound　did　no七　inhibit　七he　conversion

Table　工工

occurring　in　mitochondria　（Table　工工）．　　Moreover」　a七

concentrations　of　below　l　InM　ADP　was．、　much　less　effec七ive　than　ATP

in　protec七ing　七he　oxidative　phosphorylation　capacity　（da七a　not

shown）．　　The　absence　of　a　direc七　ac七ion　of　ADP　was　more　clearly

shown　by　use　of　the　ADP　analog　AMPCP　instead　of　ADP．　　The　analoq

wa・rapidly　exchanq・d．with　i眈ra血t。・h。ndria1　ATP　and祖）P　and　a

・m・11P。・ti⑳。f七he　ana1。g　was　c。hve・t・d　t。　it・triph。・phat6

analog，　AMPCPP　（Fig．5A）．　　The　exchange　with　natural　nucleoセide

was　so　efficient　七hat　mi七〇chondrial　adenine　nucleo七ides「could　be

exclusively　replaced　by・the　analog　and　its　phosphorylated　product

Fig．　5　A，B

and　the　nucleotide　level　in　mi七〇chondria　was　maintained　durinq

incuba七ion．・However，　s七a七e　4　respiration　increased　as　observed

in　七he　absence　of　ATP　〈Fig．5B　and　Fig．2A）．“　工七　was　noticed，

however，　tha七　durinq　this　deteriora七ion　process　七here　was　no

dさ・・ea・e。f・七・七・3・espi・a七i。・，　in　c。・七τ・。七七・the　ca・e　wi七h。・t

added　nucleo七ide．　　This　suqges七s　七hat　七he　tエanslocase　was

unimpaired　and　that　intramitochondrial　subs七rates　were　available

for　七he　enzyme．　　Actually，　AMPCP　incorpora七ed　in七〇　mi七〇chondria

was　found　to　be　readily　exchahged　wi七h　AMPPCP　even　af七er　l80　1nin

incubation，　when　the　respira七〇y　control　had　been　completely　los七

（Table’工工工）．

Table　工工工

10



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D工SCUSS工ON

　　　　　工t　has　lonq　been　known　tha七　ex七errlallY　added　ATP　and　ADP

protec七　the　oxida七ive　phosphorylation　capacity　of　mitochondrial

suspension　aqains七　anoxic　damage　（3，7，8，17）．　　The　pro七ective

action　has　been　explained　by　supposing　tha七　the　nucleotides

provide　arl　enerqy　supply　for　the　oxidative　phosphorylation　system

（17）．　　工n　the　preserlt　s七udy，　however，　we　showed　that　for　i七s

pro七ective　ac七ion　ATP　could　be　replaced　by　non－metabolizable

analoqs，　such　as　A登4PPCP，　AMPCPP　and　AMPPNP．　　These　analogs

were　incorporated　into　mitochondria　by　antipor七　wi七h　natural

nucleo七ides　inside　the　mitochondria　and　that　all　七he　analoqs

pro七ected　the　oxidative　phosphorylation　capacity　againsセ　arloxic

damaqe．　　Thus　it　may　be　concluded　that　preserva七ion　of　the

oxida七ive　phosphorylation　capaci七y　of　mitochondria　requires　the

pτesence　of　ATP　in5ide　the　mitochondria　but　nor　the　hydrolysis　of

ATP　or　enerqy　supply　from　ATP．　　This　conclusion　rules　out　the

d工rect　pro七ec七ive　effec七　〇f　ADP，　and　cons二Ls七en七　with　七his，　the

non－metabolizable　analoq　of　ADP，　AMPCP・　did　not　have　any

pro七ective　effect．

　　　　　Some　reports　are　inconsistent　with　our　conclusion。　　For

instance，　Romani　e七　al．　repor七ed　that　for　protection，　energy

supplied　by　reSpiration　was　effective　bu七　ATP　was　Lnot　（9－12）．

However，　as　repor七ed　previously，　addi七ion　of　a　respiτa七〇ry

subst二rate　under「anaerobic　condi七ions　main七ains　the　level　of　total

adenine　nucleo七ide　in　mitochondriaσ　and　therefore　its　pエotective

action　can　be　attributed　to　its　effec七　〇n　the　in七rami七〇chondrial

1・v・1。f　ATP（6）．　An。七h・・in・。n・i・七・就rep。．t　wa・that　ATP　i・
　　　　　　　　　　　　　－

required　for　the　elec七コ：op　七rarlsfer　system　as．an　activato主，　since

11



a　close　correla七ion　was　observed　be七ween　decrease　in　the　rate　of

state　3　respiration　and　decrease　in　七he　ATP　level　in　mitochondria

isola七ed　frorn　hypoxic　perfused　rat　liver　（3）．　　工n　this

・xperimen七’h・w・ver・re・pira七i。n　released　in　th・presence。f．

uncoupler　should　have　been　measuτed　and　七aken　as　for　the　maximum

respira七ion　rate　ins七ead　of．state　3　．respira七ion，　because　as　shown

in　Fig．2A，　sta七e　3　respiration　apparen七ly　decreased　during　anoxic

incuba七ion　while　FCCP－released　respira七ion　did　no七　chanqe．　　Our

observa七ion　is　consistent　wi七h　that　of　Asimakis　and　Aprille（18）

tha七　when　the　level　of　adenine　nucleo七ides　irl　mitochondピia

bec。mes・。・’A・P／⑪P　t・a…。・a・e　bec。mes　ra七e－・imi七i・g　f。・St・t・

　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　

3　respエratエon．

　　　　　工七i…k・。冊・hy　ATP　i・・eq亘i・6d七。　P・。七ec七mit。・h。・d・i・・

function．　　However，　七he　fact　that　the　inner　membrane　becomes

　　　　　　　　　　　　　　十

perlneable　to　H　　in　the　absence　of　ATP　stronqly　suqqests　the

existence　of　some　meπ止）rane　pro七ein　tha七　is　integrated　in七〇　the

inner　membrane　properly　only　when　bound　to　ATP．　　Another

possibili七y　is　that　there　is　a　liqand　gated－channel　pro七ein　that

is　specifi・f。・・＋，・・d・h・t・・。・es。・b・・d手・g・。　ATP・・h・

1・t七・・p。ssibility　i・anal。q。u・’ t。　th。　u・c。upli・g　mech。亘i。m

ご1u・ida七・d・ece就1y　in　mi七。・h。nd・i・。f　b・。wn　adip。・e　ti・sue

（19，20）．
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Table　工．　　Main七enance　of　oxida七ive　phosphorylation　capacity　of

㎡t。。h。nd・ia　bY　addi七i・n．。f　ATP　anal・q・．　Dat・were。b七ain・d

in　the　same　experiments　as　for　Fig．l　and　Fig．2A．

工ncubation　time

　　（min）

ReSpira七〇ry　COn七rOl　ratiO

Contエ01 ATP AMPPCP AMPCPP AMPPNP
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Table　工工．　　Corlversion　of　ADP　to　ATP　and　AMP　by　the　ac七ion　of

adenyla七ekinase　in　mitochorldria．　　Mitochondria：　9．1　mq　pro七ein／

ml，　were　incubated　in　incubation　medium　irl　the　presence　of　Oユ　mM

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
diadenosine　pen七aphospha七e　at　25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C．　　ADP　at　a　final　concen七ration

of　5．6　mM　was　added　to　七he　suspension．　　At　the　times　indica七ed，

samples　of　200／11　were　removed　for　measuremerlt　of　adenine

nucleo七ides　in　the　medium．
　　　　 　　　　　　 ’

AMP ADP ATP　（㎜）

Omin
5min

（
∠

3
■

　
　
．

0
1
］

3
へ
∠

●

　
　
●

ロ
」

（
∠ 1

1

●

　
　
・0
2
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Table　工工工．　　Exchanqe　of　AMPCP　preloaded　in　mitochondria　with

A』4PPCP　added　externally．　　Mi七〇chondria，　17　mq　protein／ml，　were

incuba七ed　with　5　mM　AMPCP　for　l80　min　in　the　incubation　medium

and　then　separated　from　the　medium　by　the　centrifuge　colu㎜

me七hod．　　Before　（A）　and　after　（B）　incubation，　the　conten七s　of

adenine　nucleO七ides　and　analoqs　in　七he　mi七〇chondria．were　assayed．

Then，　th・mit。・h。ndria1・u・p・n・i。n　separat・dξr。mセh・firs七

incubation　medium，　were　incubated　with　A塾4PPCP　a七　a　final

concentra七ion　of　5　π口4　for　5　min．　　Adenine　nucleo七ides　and　the

incorporated　analogs　in　the　mi七〇chondria　were　assayed　af七er　the

second　cen七rifuqe　colu㎜treatment（C）．

Conten七s　in　mitochondria
（nmol／mq　pro七ein）

AMP十ADP十ATP AMPCP＋AMPCPP AMPPCP

（A）　Preincuba七ion

（B）　工ncubation　with

　　　AMpcp　180　min

（C）　（B｝十　AMPPCP

22．2

0．0

2．3

O．0

18．3

2．1

0．0

0．0

12．1
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Legends　to　figures

Fiq．1．　　S七abili七y　of　AMPPCP　incubated　in　mitochondrial

suspension．　　ATP　and　its　analogs　were　incuba七ed　with　l4　mq

P。。t・i・／m1。f　mit。・h。・d・i・1・u・p…i。n　at　25°C．　Ad・・ine

nucleotides　and　analoqs　were　extrac七ed　with　O．5N　perchloric　acid

af七er　the　incubat二ion　and　analyzed　by　high　performance　liquid

chromatography．

（（）），　ATP∫　（△）7　A」MPPCP3　（●），　AMPPNPヲ　（口），　AMPCPP

Fig．2．　　Maintenance　of　oxida七ive　phosphoryla七ion　capacエ七y　of

mi七〇chondria　by　AMPPCP．　　14itochondria，　14　mg　protein／ml，　were

i・・ub・七・d・七25°C　i・th。　prese。ce。f　5．6㎜。f飽PPCP（B）and　in

its　absence　（A）．　　A七　the　times　indica七ed，　mi七〇chond］da　were

separated　f主om　the　medium　by　the　cent二rifuqe　column　methods　and

七heir　respiration　ra七e　was　measured．　（○），　state　3　respiration

rateフ　（●），　s七ate　4　respira七ion　rate5　（■），　respira七ion　ra七e　in　七he

presence　of　oliqomycin∫　（▲），　respira七ion　ra七e　in　the　presence　of

壬℃CP。

　＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ソ

Fig．3．　　Re七ention　of　adenine　nucleo七ide　levels　in　mi七〇chondria

incuba七ed　wi七h　AMPPCP．　　Da七a　were　ob七ained　in　the　same　experimen七

as　fo主　Fig．2A．　　（○），　ATPヲ　（口），　ADP；　（▲｝，AMP∫　（■），　AMPPCP3

（●）l　AMP十ADP十ATP十AMPPCP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●

18



Fiq．4．　　Slow　incoピpora七ion　of　AMPPCP　into　mi七〇chondria　and

protection　of　oxida七ive　phosphoryla七iorl　capaci七y．　　Mitochondria，

・4・gP・。・・i・／・・’…eincub・t・d・t　25たi・th・p・esence。f　5・♪・

atractyloside　and　5．6　mM　AMPPCP．　　A七　the　times　indicatedτ

mi七〇chondria　were　separated　from　七h6　medium　by　the　centrifuqe

colu㎜method　and　their　adenine　nucleo七ide　conten七s（A）and

respira七ion　ra七e　（B）　were　measuzed．　　（A），　（O），　ATP5　（口），　ADP，

（▲）σ　AMPラ　（■），　AMPPCP∫　（●），　ATP＋ADP十A飼［P＋AMPPCP

（B）’（●）’・七・七・4・e・pi・aヒi。C1（▲）’・e・pi・a七i。・i・七h・p・ese・ce

of　FCCP．

Fiq．5．　　Changes　in　levels　of　adenine　nucleotides　arld　respira七ion

rate　of　mitochondria　incubated　with　ADP　analog．　　Mi七〇chondria，

9．4　mq　pro七eirユ／ml，　were　incuba七ed　in　medium　containing　5．2　mM

AMPCP．　　At　the　times　indicated，　mi七〇chondria　were　separa七ed　from

セhe　Inediuln　and　七heir　adenine　nucleo七ide　levels　（A）　and

respira七ion　ac七ivity　（B）　weエe　measured．　（A）　（▲），　AMPCP｝

（口），　AMPCPP：　（●），　AMP十ADP＋ATP＋AMPCPP＋AMPCP　　　（B）　（O）θ　s七a七e　3

re・pira七iの・a七・ハ（●），・t・t・4・e・piヱa七i。n　raゼe：（■），re・pi・a七i。・

　へ

rate　in　the　presenceρf　oligomycin　3　（▲），　エespiration　ra七e　in　the

presence。f　FccP．
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The　process　of　mitochondrial　dysfUnction　in　ischemic　rat　liver　was　studied．　A

close　correlation　was　fbund　between　decrease　in　the　mitochondri瓠adenine　nucleo－

tide　content　and　deterioration　of　oxidative　phosphorylation　capacity．　The　Ievel　of

totaL　adenine　nucleotides，　which　was　15－20　nmol／mg　protein　in　mitochondria　iso－

Iated　f士om　normal　liver，　fbll　to　1－2　nmol／mg　protein　with　concomitant　Ioss　of　oxida－

tive　phosphorylation　capacity　after　anoxic　incubation加w∫〃o　or加w∫vo　fbr　120　min．

However，　neither　the　permeability　barrier　to　adenine　nucleotides　nor　matrix　enzymes

were　a在ected　under　these　conditions．　The　loss　of　adenine　nucleotides　was　ascribed

to　degradation　of　AMP　to　adenosine　and　then　Ieakage　of　the　latter．　Conventional

procedures　fbr　maintenance　of　oxidative　phosphorylation　capacity　of　isolated　mito－

chondria，　preservation　in　the　cold　and　addition　of　ATP　or　a　respiratory　substrate

under　aerobic　conditions，　were　very　ef民ctive　in　maintaining　the　intramitochondrial

levels　of　adenine　nucleotides．　　Of　the　three　species　of　adenine　nucleotides，　only

AMP　was　ine脱ctive　in　maintaining　mitochondrial　fUnction；mitochondria　con－

taining　more　than　5㎜010f　ATP　plus　ADP／mg　protein　exhibited　normal　activity

of　oxidative　phosphorylation，　but　with　less　than　2　nmol　they　showed　no　activity．

When　prolonged，　ischemia　causes　irreversible

injury　of　Iiver　cells，　and　f辻1ally　cell　death、　This

irreversible　cell　i可ury　during　prolonged　ischemia

was　reported　to　be　caused　by　loss　of　oxidative

1This　study　was　supported　in　part　by　a　grant－in－Aid　fbr

Scienti6c　Research（B　547114）f士om　the　Ministry　of

Education，　Science　and　Culture　of　Japan．

Abbreviation：　　FoF1－ATPase，　　01igomycin－sensitive

ATPase　in　mitochondria．

phosphorylation　capacity　of　mitochondria（1－5）．

Various　events　have　been　proposed　to　explain

ischemic　mitochondrial　dysfUnction，　such　as　losses

of　mitochondrial　components，¢．g．・phospholipids

（6）and　cytochromes（5），　and　inhibition　of　ATP／

．ADP　translocase　by　long　cha｛n　acyl・CoA，　which

increases　during　ischemia（3－5）．　However，　despite

many　studies　on　tkis　problem，　it　is　premature　to

draw　any　de丘nite　conclusions丘om　changes　in

constituents　about　the　sequence　of　events　in　is’

chemic　mitochondrial　dysfUnction．　　　　　　　　一
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　　　Previously，　we　reported　that　the　cellular　Ievel

of　ATP　in　the　liver　became　almost　zero　du血g

prolonged　ischemia，　and　was　not　restored　during

recirculation（7）．　The　fact　that　the　level　of　ATP

in　ischemic　liver　could　not　be　restored　may　merely

be　due　to　depletion　of　available　ATP，　sin㏄a

small　amount　of　ATP　may　be　necessary　fbr　the

initial　step　of　its　own　production．　Actually，

Nakazawa　and　Nunokawa　observed　that　in　per－

fused　liver　under　hypoxia，　decrease　of　oxidative

phosphorylation　activity　is　accompanied　by　de－

crease　in　the　mitochondrial　content　of　adenine

nucleotides（8）．　Furthermore，　the　importance　of

intramitochondrial　adenine皿cleotides　fbr　oxida・

tive　phosphorylation　activity　has　been　pointed　out

by　Asimakis　and　Aprille，　who　showed　a　reversible

inactivation　of　oxidative　phosphorylation　by　de－

pletion　of　the　nucleotides　in　isolated　mitochondria

（9）．

　　　In　the　present　study，　we　fbund　that　adenine

nucleotides　were　fmally　degraded　to　adenosine　in

mitochondria　under　anoxia，　and　that　the　nucle－

oside　leaked　out　through　the　mitochondrial　mem－

branes．　Thus，　anoxia　resulted　in　depletion　of

adenine　nucleotides　in　mitochondria　and　concom－

itant　decrease　in　oxidative　phosphorylation　capac－

ity．

MATERIALS　AND　METHODS

　　　加力η砿一Male　Sprague－Dawley　rats　weighing

about　200　g　were　used．　They　were　starved　over－

night　and　then　anesthetized　by　intraperitoneal

inj㏄tion　of　ketamine　at　100　mg／kg　body　weight．

Ischemic　damage　of　mitochondria　was　produ㏄d

by　anoxic　incubation　of　excised　liver．　To　remove

blood，　livers　were　perfUsed　with　normal　saline

befbre　excision．　After　the　desired　period　of　anoxic

incubation　at　37°C　in　normal　saline，　mitochondria

were　isolated　and　their　respiratory　control　and

adenine　nucleotide　contents　were　examined．

　　　P坤αr頭oηq∫ル伽c乃o〃〃‘α一Mitochondria

were　isolated　using　O．3　M　mannitol　containing　O．1

mM　EDTA，　pH　7．4，　and　O．1％bovine　serum　albu－

min．　Mitochondrial　protein　was　determined　by

the　method　of　Lowry　e’α1．（10）．

Meαsμreme蹴（寸Respirα’ionαπd／1denine　Nμ一

cたo’雄Cb〃τe硫一Mit㏄hondria，10－20　mg　pro－

tein／ml，　isolated　f垣m　no㎝al　liver　were　incubated

under　various　conditions　in　incubation　medium

consisting　of　O．3　M　mannitol，10　mM　Tris・HC1，　pH

7．4，5mM　potassium　phosphate，0．2　mM　EDTA，

0．1％bovine　serum　albumin，　and　l　mM　MgCl2．

The　rate　of　oxygen　consumption　was　measured

with　a　Clark－type　electrode　in　incubation　medium

at　25°C　with　succinate　as　a　respiratory　substrate．

Adenine　nucleotides　and　purine　metabolites　were

extracted　from　mitochondria　with　O．5　N　perchloric

acid，　and　determined　by　high　pressure　liquid

chromatography　on　an　anion　exchange　column　of

IEX－540，　and　a　cation　exchange　column　of　IEX－

510，　respectively，　as　described　in　the　previous

paper（7）．

Sepα蹴ion　o∫Mi重ochondriα∫｝om　ExterHα1

λφθ吻〃2－Mitochondria　were　separated勧m　the

incubation　mediurn　by　the　centrifUge　column

method（11）．　That　is，　the　nlitochondrial　suspen－

sion　was　charged　on　a　Sephadex　G・50　column

（in　a　disposable　syringe，1×5cm，　equilibrated　with

the　incubation　medium），　the　column　was㏄ntri－

fhged　at　2，000　rpm　fbr　l　min，　and　the　mitochon・

dria　separated　ffom　the　medium　were　r㏄overed

in　the　emuent．

RESULTS

Miωcみon4riαI　Dαmαge　in　l∫chemc　Liver一

Previously　we　reported　that　the　cellular　level　of

ATP　d㏄reased　sharply　in　ischemic　rat　liver　and

then　the　level　of　total　adenine　nucleotides　de＿

creased　gradually（7）．　As　shown　in　Fig．1A，　these

levels　in　mitochondria　were　also　fbund　to　decrease

during　ischemia，　but　their　rates　of　decrease　were

alittle　di飽rent：in　mitochondria，　the　content　of

total　adenine　nucleotides　decreased　faster　than　in

whole　cells　and　was　almost　zero　after　ischemia

fbr　1201nin，　when　the　cellular　level　was　still　more

than　a　quarter　of　the　initial　level（〈ゾ　Fig．1　0f

Ref．7）．　We　also　determined　the　levels　of　other

mitochondrial　components，　including　cytochromes，

phospholipids，　and　matrix　enzymes，　such　as　aspar－

tate　aminotransfξrase　and　ornithine　carbamoy1－

transfξrase．　These　other　components　did　not

change　signi6cantly　in　mitochondria　during　is－

chemia　fbr　up　to　120　min（unpublished　data）．

The　loss　of　mitochondrial　adenine　nucleotides

seems　very　serious　fbr　synthesis　of　ATP，　because

ADP　is　the　sole　phosphate　ac㏄ptor　in　the　oxida－

tive　phosphorylation　system　and　intramitochon－

drial　ATP　ls　required　fbr　uptake　of　ADP　by

」◎　Biochen勺、
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Fig．1．　Decrease　of　adenine

0
　　0　　　30　　60　　90　　120

　　1scher1憎c　Time（min）

nucleotide　contents　in

　　　　　　　．Mitochon－

　　　　　　　　　　　　　　　er

mitochondria　isolated　ffom　ischemic　liver

dria　were　isolated　at　O°C　ffom　excised　rat　liver　aft

anoxic　incubation負）r　O，15，30，60，　and　120　min　at　37°C．

Mitochondria　at　O　min　were　prepared　immediately　aRer

excision　of　the］iver丘om　the　experimental　anima1．

Adenine　nucleotide　contents　in　mitochondria　were

measured　without　adding　respiratory　substrate（A）

and　after　aeration　with　5　mM　succinate（B）．　●，　ATP十

ADP十AMP；○，ATP；■，ADP；▲，AMP．

translocase，　which　is　the　only　permeation　system

R）radenine　nucleotide　in　the　mitochondrial　inner

membrane．　Actually，　when　aerated　in　the　pres－

ence　of　a　respiratory　substrate，　such　as　succinate，

all　the　ADP　and　AMP　were　converted　to　ATP

in　mitochondria　prepared　from　excised　liver　i㏄u－

bated　at　37℃under　anoxic　conditions　fbr　less

than　60　min（Fig．1B），　whereas　this　conversion

was　not　observed　in　mitochondria　prepared　f十〇m

liver　afぐer　ischemia　fbr　120　min，　which　still　con－

tained　small　but　signi6cant　amounts　of　all　three

adenine　nucleotides．　The　activity　of　oxidative

phosphorylation　in　mitochondria　prepared　ffom

ischemic　liver　was　also　measured　directly　by　adding

ADP　externally．　As　shown　in　Fig．2，　the　respira－

tory　control　ratio　decreased　with　d㏄rease　in　the

mitochondrial　content　of　adenille　nucleotide　during

ischemia　and　b㏄ame　unity　after　120　min，　indicat・

ing　complete　loss　of　phosphorylating　capacity．

This　time　was　the　same　as　that　fbr　loss　of　rever－

sibility　of　the　cellular　ATP　level　in　ischemic　liver

on　recirculation（（ゾFig．80f　Re£7）．

Dtsαppeαγαnce　q∫Adenine　NUC霊eotides　in　lSO一

吻θ∂ル伽oc乃o〃ルローA　close　relation　between　the

capacity　fbr　oxidative　phosphorylation　and　the

mitochondrial　contents　of　adenine　nucleotides　was

also　observed　in　mitochondria　isolated　f㌃om　nor－

mal　rat　liver　incubated　j〃v〃o．　When　the　mito－

chondrial　suspension　was　incubated　at　25℃under

anoxic　condit輌ons，10ss　of　total　contents　of　adenine
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Fig．2．　D㏄rease　of　the　respiratory　control　ratio（RCR）

of　mit㏄hondria　in　ischemic　Iiver．　Data　were　obtained

in　the　same　experiments　as　br　Fig．1．
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Fig．3．　Decrease　of　mitochondrial　adenine　nucleotide

contents　and　a㏄umulation　of　adenosine　in　the　mediuln，

Mitochondria，14　mg　protein／m1，　isolated仕om　normal

liver　were　incubated　at　25°C　in　the　incubation　medium，

●，intramitochondrial　ATP十ADP十AMP；○，　adeno’

sine　in　the　incubation　medium；▲，　adenosine　and　its

metabolites　in　the　incubation　medium；■，　respiratory

control　ratio．

nucleotides　o㏄urred　in　para11el　to　loss　of　phos－

phorylating　capacity，　expressed　as　the　respiratory

control　ratio（Fig．3）．　In　the　experiment　demon－

strating　this，　the　rates　of　leakage　of　adenine　nucle・

otides　and　matrix　enzymes，　such　as　aspartate

aminotransfbrase　and　ornithine　carbalnoyltrans一

丘rase，　were　also　determined．　None　of　these　com－

pounds　was　fbund　in　the　external　mediuln，　but

adenosine　apPeared　in　small　amounts　as　its　purine

metabolites，　such　as　inosi皿e　and　hypoxanthine．

The　total　amounts　of　the　purine　compounds　fbund

in　the　external　medium　fhlly　a㏄ounted　fbr　the

loss　of　nucleotides．　Atractyloside　or　oligomycin，

potent　inhibitors　of　ATP／ADP　translocase　and

FoF1－ATPase，　respectively，　had　no　e緬ect　on　the

Vo1．94，　No．2，1983
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10ss　of　nucleotides　or　the　accumulation　of　purine

compounds．　These　results　indicate．　that　the　i血er

membrane．　barrier　against　diffusion　of　adenine

nucleotides　remained　intact　and　that　AMP　a㏄u－

mulating　inside　the　membranes　was　degraded　to

adenosine，　which　Could　permeate　through　the

mitochondrial　membranes．　Neither　ATP／ADP
translocase　nor　FoF1・ATPase　is　likely　to　be　in－

voled　in　this　process．　It　seems　likely　that　decrease

in　the　level　of　total　adenine　nudeotides　in　mito’

chondria　in　ischemic　liver　prq㏄eds　in　a　similar

manner　to　that　observed　in　isolated　mitochondria．

Pγo‡ection（寸Oxidα重ive　Phosphory励on　by

Mαi川蜘iHg湿enine　Nμcleotide　Levels一舐捻w瓠

㎞own　that　the　oxidative　phosphorylation　capacity

is　protected　at　O°C，　and　also　at　higher　temper’

atures，　by　the　presen㏄of　either　ATP　or　a　respira－

tory　substrate，　such　as　2－oxoglutarate　or　su㏄inate，

under　aerobic　conditions（12，13）．　As　shown　in

Fig．4，　the　total　adenine　nucleotide　content　re’

mained　at　a　normal　high　level　under　conditions

where　the　oxidative　phosphorylation　capacity　could

be　maintained．　On　incubation‘ of　mitochondria

in　i㏄，　the　nucleotide　level　changed　only　slightly

in　2　h（Fig．4），　more　than　50％of　the　initial　level

remaining，　and　concomitantly　the　respiratory　con’

trol　ratio　also　remained　almost　unchanged　fbr

over　24　h（data　not　shown）．　When　mitochondria

were　aerated　at　25°C　in　the　presen㏄of　succinate，

there　was　no　change　in　the　nucleotide　level，　but　a

slight　d㏄rease　in　the　respiratory　control　ratio　in
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oxidative　　phosphorylation

capacity　and　the　level　of　total　adenine　nucleotides　in

mitochondria　incubated　under　various　conditions．

Mitochondria，14　mg　pr6tein／ml，　isolate戯om　no㎜al

liver　were　incubated　in　incubation　medium：■，at　O℃；

●，at　25℃；▲，in　the　presence　of　6　mM　ATP　at　25°C；

○，aerated　by　shaking　with　6　mM　succinate　at　25°C．

The　level　of：．total　adenine　nucleotides．．（A）and　tlle

respiratory　control　ratio．（B）were　measured．

2h．　This　decrease　was　due　to　increase　in　the

state　4　respiration　rate，　possibly　caused　by　slight

activation　of　ATPase．　Added　ATP　was　slowly

hydrolyzed　to　ADP　at　25　nmol／min／mg　protein

at　25℃、　The　decrease　of　respiratory　control

ratio　wh藺succinate　or　ATP　was　added　was　due

to　a　slight　increase　in　state　4　respiration，　but　does

not　imply　a　significant　change　of　oxidative　phos・

phorylation　capacity．　When　a　limited　amount　of

ATP　was　added，　its　protective　action　decreased　as

hydrolysis　proceeded，　and　ceased　when　it　was

exhausted（data　not　shown）．　ATP　probably　pene－

trated　the　mitochondria　by　antiport　with　ADP

and　was　hydrolyzed　by　various　ATP－consuming

enzyme　systems，　because　ADP　wa⑨a㏄umulated

outside　mitochondria　and　the　protective　action　of

ATP　on　maintenance　of　the　total　adehine　nucle・

otide　level　was　partially　suppressed　by　atractyl－

oside．

　　　．4bぷθ〃cθげ1ヤo’θc’‘o〃∂γ、4MP－A　high　total

adenine　nucleotide　level　in　mitochondria　was

shown　to　be　very　important　for　preservation　of

the　oxidative　phosphorylation　capacity．　Of　the

three　species　of　adenine　nucleotides，　AMP　had　no

e脱ct　without　ATP　or　ADP，　although　it　was

readily　converted　to　ADP　in　the　presence　of　ATP．

AMP　accumulated　in　the　mitochondria　was　hardly

hydrolyzed　to　adenosine　when　Mg2＋and　inorganic

phosphate　were　omitted　from　the　incubation
medium，　probably　due　to　suppression　of　5’－nucle－

otidase　activity。　Thus，　when　mitochondria　were

incubated　under　these　conditions，　both　ATP　and

ADP　were　consumed，　but　the　total　adenine　nucle・

otide　level　remained　fairly　high　because　of　AMP

accumulation．　However，　the　oxidative　phospho－

rylation　capacity　was　not　preserved　at　all　under

these　conditions（Fig．5）．　Since　the　enzyme　inhi－

bition　was．not　complete，　the　adenine　nucleotide

level　decreased　a　little，　but　the　decrease　was　well

matched　by　the　amount　of　adenosine　released

outside．　These　results　indicate　that　the　protective

action　of　adenine　nucleotides　on　mitochondrial

fUnction　is　due　to　ATP　and　ADP，．which　are

interconvertible　by　the　action　of　adenylate　kinase，

and　also　by．　antiport　with　these　compounds　present

outside　the　mitochondria．

Relαtion　qf仇e　Level　o∫、4　

TPμμs　ADP　wi仇
the　Oxidα伽e　Phosphory｛αtion　CαPαc量ty　o∫Mito一

c乃o〃砺α一The　relation　between　the　mitochondrial

content　of　ATP　plus　ADP　and　the　respiratory

J．・］Biochem、
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Fig．5．　D㏄rease　in　the　respiratory　control　ratio　and

accumulation　of　AMP　inside　mitochondria　incubated　in

the　absence　of　Mg2＋．　Mitochondria，9．9　mg　protein／m1，

isolated　fξom　normal　liver　were　incubated　at　25°C　in

incubation　medium　without　Mg2＋and　P1．●，　ATP十

ADP十AMP；○，　ATP；■，　ADP；▲，　AMP；口，
respiratory　control　ratio．
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Fig．6．　Correlation　betw㏄n　the　respiratory　controI

ratio　and　the　ATP十ADP　content　in　various　mito・

【chondrial　preparations．　Mitochondrial　preparations

were　obtained　from　normal　and　ischemic　livers　and

　ffom　normal　liver　incubated　under　various　conditions．

control　ratio　was　examined　by　plotting　the　values

fbr　the　two　in　various　mitochondrial　preparations

isolated倉om　normal　and　ischelnic　rat　liver（Fig，

6）．Respiratory　control　remained　fairly　constant

at　higher　levels　of　ATP　plus　ADP　than　5　nmol／

mg　protein，　but　showed　a　very　sharp　drop　at

values　of　about　3　to　4　nmol．　The　ratio　was

always．　unity　when　the　nucleotide　level　was　Iower

than　2　nmo1／mg　protein．　Since　the　minimal　value

fbr　the　nucleotide　content　can　be　accounted　fbr

by　protein－bound　nucleotides　in　mitochondria（11），

it　mayりe　concluded　that　mitochondria　lose　phos・

phorylati鳳g　capagity　when　free　ATP　and　ADP　in

the　matrix　are　exhausted．

DISCUSSION

Rat　liver　mitochondria　contain　15　to　20　nmo1／mg

protein　of　adenine　nucleotide（14，15）．　This　level

Inust　be　conserved　not　only　碗　γ∫γo　but　also　in

isolated　mitochondria　unless　membranes　of　the

organella　are　disrupted　or　the　．　nucleotides　are

decomposed　inside，　because　ATP／ADP　translocase，

which　catalyzes　equimlolar　exchange　of　these　sub－

strates，　is　the　sole　transport　system　fbr　adenine

nucleotides（16）．　Decrease　in　the　mitochondrial

nucleotide　contents　with　concomitant　loss　of　oxi－

dative　phosphorylation　activity　was丘rst　reported

by　Siekevitz　and　Potter，　who　also　observed　con－

comitant　appearan㏄in　the　external　medium　of

lnaterials　with　absorption　at　260㎜（17）．　Later，

Meisner　and　Klingenberg　explained　this　as　a　result

of　leakage　of　adenine　nucleotides　f㌃om　mitochon－

dria（18）．　They　observed　Ieakage　of　radioactivity

臼om　mitochondria　containing［14qATP，　but　did

n．ot　identify　the　radioactive　compound（s）in　the

medium．　Nakazawa　and　Nunokawa　reported
that　in　perfUsed　rat　liver　under　hypoxic　conditions

mitochondria　lose　their　oxidative　phosphorylation

nmction　with　concomitant　decrease　in　their　ade－

nine　nucleotide　content（8）．　They　also　concluded

that　the　decrease　was　due　to　leakage　of　the　nucle－

otides　caused　by　disruption　of　mitochondriaI

membranes　under　hypoxic　conditions．

　　　In　contrast　to　these　observations，　it　is　demon－

strated　in　this　paper　that　the　decrease　in　mito－

chondrial　adenine　nucleotide　levels加γゴvo　as　welI

as仇γ∫〃o　is　not　attributable　to　their　direct　leakage，

but　to　that　of　their　degradatfon　products，　such　as

adenosine．　The　fact　that　adenosine　was　produced

during　anoxic　incubation　strongly　suggests　involve－

ment　of　both　adenylate　kinase　and　5’－nucleotidase

in　the　degradation　system　in　mitochondria，　al－

though　the　fbrmer　enzyme　has　not　been　studied

in　mitochondrial　matrix．　Two　isozyme　species　of

adenylate　kinase　were　reported　to　be　Iocalized　in

cytoplasm　and　intermembrane　space　of　mitochon・

dria（19）．　However，　this　did　not　necessarily　imply

its　absence　in　the　matrix，　since　residual　activity

（about　10％）remained　in　mitochondrial　extracts

after　removal　of　the　interspace　isozyme　by　hypo－

tonic　treatment　or　immunoprecipitation　（19）．

Participation　of　the　enzyme　activity　in　the　matrix

was　also　indicated　by　the　observation　in　the
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present　study　that　AMP　in　mitochondria　was

readily　converted　to　ATP　by　aerating　mitochon－

dria　in　the　presence　of　su㏄inate（Fig．1）．　Occur－

rence　and　properties　of　mitochondrial　5’・nucleo－

tidase　has　been　described　in　rat　liver　by　Greger

and　Fabianowska－Majewska（20）．　The　mitochon・

drial　enzyme　is　inhibited　by　ATP　and　has　low

a伍nity　fbr　AMP（20），　although　the　cytoplasmic

enzyme　was　reported　to　be　activated　by　ATP（21）．

Thus，　it　is　likely　that　adenosine　cannot　be　produ㏄d

in　mitochondria　until　the　blockage　of　oxidative

phosphorylation　is　fbllowed　by　consumption　of

ATP　and　subsequent　accumulation　of　AMP．
Adenosine　produced　inside　leaks　out，　probably

through　a　speci丘c　channel，　and　depletion　of　the

mitochondrial　level　of　ATP　plus　ADP　can　result

in　loss　of　oxidative　phosphorylation　activity　be－

cause　no　ADP　is　available，　even　if　the　mitochon・

drial　membrane　system　is　unimpaired，　Some

energy－dependent　process　was　assumed　to　be

involved　in　the　maintenance　of　the　oxidative

phosphorylation　capacity（13）．　However，　it　seems

likely　that　ATP　inside　mitochondria　is　involved

in　the　ATP／ADP　translocase　system　as　an　antiport

substrate　and　need　not　be　consumed　fbr　preserva－

tion　of　this　capacity，　since　it　can　be　well　preserved

even　when　intramitochondrial　ATP　and　ADP　are
rePlaced　by　pyrophosphate（9）．

　　　　The　close　correlation　between　the　levels　of

intramitochondrial　adenine　nucleotides　and　oxi－

dative　phosphorylation　capacity　has　b㏄n　demon－

strated　in　the　elegant　exper輌ments　of　Asimakis　and

Aprille，　in　which　the　levels　of　ATP　and　ADP　were

reversibly　changed　by　antiport　with　pyrophos－

phate，　a　substrate　of　ATP／ADP　translocase（9）．

In　the　present　investigation　with　the　three　species

of　adenine　nucleotides，　we　also　showed　the　im－

portance　of　ATP　plus　ADP　and　the　inefncacy　of

AMP丘）r　maintenance　of　oxidative　phosphoryla・

tion　capacity．　At　leveis　of　more　than　5　nlnoi／mg

protein，　the　respiratory　control　ratio　decrea5ed

slightly　with　decrease　in　the　nucleotide　levels，　but

the　decrease　became　discontinuous　below　this

level．　The　ratio　was　always　unity　at　levels　of　less

than　2　nmo】／mg　protein．　Since　a　level　of　more

than　l　is　attributable　to　ATP　and　ADP　tightly

bound　to　FoF1－ATPase（11），　the　value　of　21nay

correspond　to　protein－bound　nucleotides．　Thus，

it　may　be　concluded　that　the　oxidative　phospho－

rylation　capacity　of　mitochondria　is　completely

Iost　when　fξ㏄ATP　and　ADP　inside　the　mito－

chondria　are　exhausted．

　　　　Mitochondrial　dysfunction　has　been　explained

by　in垣bition　of　ATP／ADP　translocase　as　a　result

of　acyl・CoA　accumulation　in　ischemic　tissue（3－5）．

In　previous　work，　hσwever，　the　translocase　activity

was　deterlnined　by　measuring　the　incorporation

into　mitochondria　of　14C・labeled－ATP　or－ADP

added　externally，　not　the　intramitochondrial　levels

of　nucleotides　that　exert　decisive　eHbcts　on　both

the　quantity　and　rate　of　incorporation．　Since　the

levels　decrease　sharply　in　ischemic　tissues，　such

data　do　not　seem　reliable．

　　　　The　leakage　of　adenosine　f㌔om　mitochondria

seems　to　be　fらcilitated　by　a　sp㏄ific　channel，　since

the　dif和sion　barrier　of　the　inner　membrane　against

va亘ous　intramitochond亘al　substances　was　unim・

paired　even　after　loss　of　oxidative　phosphorylation

activity．　Matrix　enzymes，　such　as　mitochondrial

aspartate　aminotransfbrase　and　ornithine　carba－

moyltransfξrase　were　observed　not　to　be　released

fbr　a　while　after　loss　of　mitochondrial　fUIlction

either　in　ischemic　liver　or　on　incubation加γ∫〃o

（Nishimura，　T．，　unpublished　data）．　Moreover，

the　intramitochondrial　level　of　NAD　plus　NADH

remained　constant　during　anoxic　incubation，　inso司

far　as　these　compounds　were　not　decomposed　to

adenine　compounds　and　nicotinamide（Watanabe，

E，unpublished　data）．
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