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論文内容の要旨

【目的】

グノレタチオン (GSH) は r-Glutamylcysteinylglycine という tripeptide で，生体内では細胞

内及び細胞外液中に広く分布している。細胞内のGSHは細胞質とミトコンドリア分画に高濃度に存在し，

解毒や過酸化物除去等，多くの生理作用を有している。

ミトコンドリア CMt) 分画の GSHの存在は， 1975 年イギリスの Jocelyn によって確認された。当時

から Mt 内膜はGSHに対する透過性が非常に低いとされ， Mt のGSHはMt の内部で合成されるとする

説が有力であった。しかし 1985 年アメリカの Meister らは， Mt 内部にはGSH の合成酵素系は存在し

ない乙とを明らかにし，従ってMt内GSHは細胞質から輸送されたものと考えざるを得ないという結論

に達した。現在までのと乙ろ， Mt 内膜でのGSH輸送に関する知見はなく， 乙のメカニズムは Mt 内膜

のAnion 輸送の関連からも重要な問題と思われる。 本研究では， Mt 内膜における GSH 輸送を確認す

るとともに，その輸送酵素の特徴付けを行うととを目的とした。

【方法ならびに成績】

(1) ラット肝Mt を調製し，高濃度 (10 rnM)の GSH と jncubate すると， state 4 呼吸のような内膜

ポテンシャノレが高い時にはGSHは徐々に Mt 内へ取り込まれた。 Anoxia や Antimycin Aで呼吸を

阻害した時は取り込みは抑制された。

(2) Mt をリン酸を含む溶液で jncubate し，途中で脱共役剤 CCCP (carbonylcyanide m-chloro-

phenylhydrazone) を加えると GSHは Mt から急速に放出された。 乙の放出のためにはリン酸(Pi ) 

の存在が必要で，他の陰イオン (Ci~ S 04 2 二 β-Hydroxybutyrate ， Gl utamate ，等)の存在
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下では放出は生じなかった。逆に， Mt を Pi を含まない溶液で jncubate し， まず CCCP で処理し

た後で pj を加えると， Pi の量に依存してGSHが放出された。乙れより Mt 内膜の GSH チャンネノレ

は GSH/Pi antjporter であることが示唆された。

(3) CCCP添加時のMt内の Pi の挙動を追跡した。 Mt内には内因性の Pi が高濃度に含まれているが，

CCC P Ic より proton 勾配を除くと， Mt 内 Pi は瞬間的外部に放出され， 内部のレベルは低下した。

Mt外部に Pi が存在する条件下では， CCCPで内部の Pi が低下すると外部の Pi は相対的に高濃度

となり，一方Mt 内には内因性の GSHが高濃度に存在するためそれらの交換輸送lとより GSH の放出

が生ずると考えられた。

(4) 上述したように， CCCP添加後 Pi を加えると GSHが放出されるが，乙の時Mt 内へ流入する Pi量

32 を P を用いて測定した。乙の時の GSH量と Pi 量とは比例していたが， モル比でみると流入した Pi

のほうが流出したGSHよりも数倍高かった。このことは Pi と交換輸送される Anion は GSH のほ

かにも存在する乙とを示唆する。実際乙の時の Mediumを調べると， Adeninenucleotide (特に AMP ), 

Coenzyme A, AD P -Ribose 等が， GSH と同様に放出されてくることが確認された。

【総括】

(1) GSHは種々の条件下でMt 内膜を輸送される乙とが観察された。更に乙の輸送は，同時に pi が反対

方向へ移動可能なときに生じる乙とが示された。乙の乙とはGS H/ Pi -ant iporter の存在を示唆す

るが，他にも内膜輸送に関してGSH と同様な挙動を示す Anion が存在し，これらも Pi との交換で内

膜を輸送される乙とが考えられた。

(2) Pi は H十との symport で Mt 内へ輸送される乙とが知られており，Mt 内に Pi が高濃度に維持さ

れるのは，内膜ポテンシャノレによるものと考えられている。本実験の結果は， Pi の輸送チャンネノレが，

Pi , H十一 symporter の他に Pi /Anion-antiporter の形で存在することを示唆する。単離した

intact な Mt で， GSHの取り込みが飽和曲線を示さないのは， Pi の輸送がGSH との交換以外の経

路でも行われるためと思われる。

【結論】

(1) Mt 内膜には GSHのチャンネノレが存在する乙とが明らかとなった。

(2) 乙の GSHの輸送チャンネノレは Pi との antiporter である乙とが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は， ミトコンドリア内膜におけるグルタチオン輸送蛋白の存在を明確にするとともに，その特徴

付けを行ったものである。それによると，グルタチオンは見かけ上エネノレギー依存性にミトコンドリアに

取り込まれるが，実際にエネノレギー依存'性に輸送されるのはリン酸であり，そのリン酸との交換輸送でグ

ルタチオンの移動が生ずる。またミトコンドリアには，同様な機序で輸送される有機陰イオン化合物が他

にも複数存在する。 本論文は， ミトコンドリア内膜における陰イオン輸送蛋白の存在とそめ機構に対し
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て，新しい知見をもたらしたものであり，学位論文として評価される。
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