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緒 論

ユ ビ キ ノ ン(りbiquinon,UQ)は2,3-Dimethoxy-5-methyl-6-multiprenyl-1 ,4-

benzoquinone構 造 を有 す る 一 連 の 化 合 物 群 の 総 称 で あ る 。 歴 史 的 に は 、UQは 、

1940年Moore&Rajagopal1)が 、 ラ ッ ト肝 臓 の脂 質 抽 出画 分 か ら275nmに 吸 収 極 大

を示 す物 質 と して報 告 したの が最初 で あ る。そ の後 、 この 物 質 はMortonら の研 究 グル ー

プ2》に よ り、 ウ マの 腸 粘 膜 の 不 ケ ン化 性 画 分 か ら単 離 され た。 一方 、1957年Craneら

3》は
、呼 吸酵 素 系 の 研 究 中 に、 ウ シ心 筋 ミ トコ ン ドリア か ら呼 吸 鎖 の 電子 伝 達 に不 可 欠

な キ ノ ン化 合 物 と してCoenzymeQを 大 量 に単離 した。1958年 にCoenzymeQ、 次

い でUQの 化 学 構 造 が決 定 され 、両 者 が同 一 物 質 で あ る こ と が判 明 した4),5》。 自然 界 に

は 、6位 の イ ソ プ レノ イ ド側 鎖 の単 位 数(n)に よ りUQ-1か らUQ-13の 同 族 体 が見 出

され て い る(Fig.1左)。 ヒ トを始 め多 くの 高 等 動物 はUQ-10を 唯 一 のUQ同 族 体 と して

含 むが 、 ラ ッ トの よ うに主 同族 体 のUQ-9の 他 に 、副 次 的 同族 体 と してUQ-10を 含 む

もの も あ る6》。

UQは ミ トコ ン ドリア 内 膜 に存 在 す る呼吸 鎖 俺 子 伝 達 系)の 必 須 構 成 成 分 で あ り、

フ ラ ビ ン蛋 白 質 の脱 水 素 酵 素 群(ComplexIあ る い はComplexII)か らCytochrome

加1複 合 体(CompleXIII)へ の 電子 の 伝 達 と 、 そ れ と共 役 した プ ロ トンの 経 膜 移 送 に関

与 し、 ミ トコ ン ドリア 内膜 の 内 外 に プ ロ トン勾 配 を形 成 して 、物 質 代 謝 で得 られ た 還 元

当量 をATPに 転 換 す る酸 化 的1丿 ン酸 化 機 構 の一 部 を担 って い る7)。 しか し、UQは ミ ト

コ ン ドリア だ けで な く、 ゴル ジ体8)ρ)や ミ クロ ソーム膜10}を 初 め とす る各 細 胞 内 オル ガ

CH30

CH30

0

0 CHg

Ubiquinone-n

(OxidizedForm)

CHgO

HCH30

OH CH3

Ubiquinol-n

(ReducedForm)

H

尸lg・1Chemica/StructuresofOxidizedand月educed尸b〃nsofUbiquinones
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ネ ラ11),12)に も存 在 す る こ とが知 られ てい る。 当初UQは ミ トコ ン ド リア 内膜 で生 合 成.

され る もの と考 え られ て い た た め、 これ らミ トコ ン ドリア 外UQは ミ トコ ン ドリア 由 来

の もの と考 え られ て き た。 しか し、1987年 、Kal6nら13)は 、UQ合 成 活 性 が ラ ッ ト肝

ミ クロ ソ ー ム膜 画 分 に も存 在 す る こ と を発 見 し、UQが 必 ず しも ミ トコ ン ドリア だ け で

生 合 成 され るの で は な い事 を明 らかに した 。 さ らに 、 その 後 、細 胞 の分 泌 装 置 で あ る 小

胞 体(ミ クロ ソー ム 膜)一 ゴル ジ体 シス テ ム ば か りでな く、ペ ル オキ シ ソー ム以 外 の 全 て

の細 胞 内 オ ル ガ ネ ラ に 、UQ生 合成 の 主 要 酵 素 で あ るNonaprenyl-4-hydroxybenzoate

(NPHB)Transferase活 性 が存 在 し、UQ合 成活 性 が あ る こ とが 明 ら かに され た14)。 こ

れ らの 事 実 か ら、個 々 の 細 胞 内 オル ガ ネ ラ に存在 す るUQは 、 それ ぞ れ の オ ル ガ ネ ラ に

存 在 す る合 成 系 に よ り生 合成 さ れた もの で あ る と考 え られて い る。 しか も こ れ らオ ル ガ

ネ ラのUQは 、 そ の か な りの部 分 が酸 化 型(キ ノ ン型)で は な く、還 元 型(キ ノー ル型)の

ユ ビキ ノ ール(Ubiquinol,UQH2)(Fig.1右)と して存 在 す る こ とが 指 摘 さ れ て い る15)。

しか しなが ら、 これ らミ トコ ン ドリア外 に存 在 す るUQが 、 どの よ うな生理 的 役 割 を担 っ

て い る か は明 らか で な く、多 くの関 心 を集 め てい る。

ミ トコ ン ドリア 外UQの 生 理 作 用 に関 しては 、 す でに生 体 抗 酸 化 系 へ の 関 与 、生 体

膜 の 流動 性16)やPhospholipase抵 抗 性17}の 賦 与 、 さ らに 、 ゴル ジ体8)や 形 質 膜18)で

は、 ミ トコ ン ドリア と同様 に電 子 伝 達 体 と して機 能 してい る可 能 性 が指 摘 され て い る。

UQの 抗 酸 化 作 用 に 関 して は 、1966年 、Meilors&Tappel19)が ミ トコ ン ドリア 膜

に対 す るUQH2-6の 抗酸化 作用 を報 告 して以来 、 多 くの検 討 が あ る 。 それ らに よ れ ば 、

UQH2は ミ トコ ン ド リ ア 膜20}22)だ け で な く 、 他 の 細 胞 内 オ ル ガ ネ ラ 膜23)や

Liposomes膜 な どの 生 体 膜 モ デ ル24}26)、 低 比 靈 リボ蛋 白質(LowDensityLipoprotein,

LDL)27}29)等 に お け る脂 質 過 酸 化 反 応 を防 御 す る と報 告 さ れ て い る 。 しか も 、 血 漿

LDLな どで の 最 近 の検 討 で は、UQH2が α一Tocopherolに 匹 敵 す る強 い抗 酸 化 作 用 を

有 す る こ とが 認 め られ て い る25),27),28)。ま た、UQH2は α一Tocopherolが 共存 す る生 体

膜 モ デル 系 に お い て は 、 脂 質膜 内 に生 じた 脂質 ラ ジカ ル を消 去 す る こ とに よ っ て生 じた

α一Tocopheroxylラ ジカ ル を、再 び α一Tocopherolへ 再 生 す る こ とに よ り、 間接 的 に 脂

質過 酸 化 反 応 を抑 制 す 作 用 が あ る こ とも報 告 され てい る25),30),31)。こ の よ うに、invitro

にお ける検 討 で は、 還 元 型 のUQH2の み が抗 酸化 作用 を有 す る こ とが 認 め られ て い る。

一 方
、inV%VOに お け る検 討 で は 、酸 化 型 のUQもUQH2と 同様 に抗 酸 化 効 果 の あ

る こ とが確 認 さ れ て い る。 す なわ ち、UQを 動物 に前 投 与 す る こ とに よ り、薬 物 に よ る
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ラジカル性肝毒性32}34)、 臓器 ・組織の虚血 ・再環流障害35)°37)、エ ン ド トキシ ンシ ョッ

ク38),39)に伴 う生体内脂質 過酸化反応 が有意に抑制 され、障害 が緩和 される こ とが報告

されて いる。 このinvitroとinvivoに おけるUQの 抗酸化能の違 い は、酸化 型のUQを

UQH2へ 還元 する機構 が生体 内 に存在す るとすれば容易 に説明 がつ く。実際、UQを 動

物 に投与 した場合 、生体内 に取 り込 ま れたUQの かな りの 部分 がUQH2と なっ ている

こ とが報 告 されている40),41》。 また、血液 中のUQは 、その ほ とん どがUQH2と して存

在 す る42)が 、 その 還 元 比 率 【総 ユ ビキ ノ ンeUQ黜UQとUQH2の 和)量 に対 す る

UQH2量 の割合】は、UQを 動物 に投与 するこ とによ り、血 中のUQ量 を増加 させた場

合 で もほ と んど変化 しな い と報 告 され てい る43)。 これ らの事 実 は、容 易 にUQを

UQH2に 還元 す る機構 が生体内に存在 するこ とを示唆す る。

生体 のUQが ミ トコン ドリア以外 にも広 く分布 し、 しか もその一部 が強 い抗酸化作

用 を有 す るUQH2で あ るこ とは、上 述の よ うに生体抗酸化系 の一端 を担 ってい る とす

れ ば、生理的必然性 があ るよ うに思われる。 しか しなが ら、 それ を支 えるUQ還 元の機

構 につ いては、 これ まで十 分理解 されてい ない。 ミ トコン ドリアの呼吸鎖 は、UQの 酸

化還元 を行 ってい るが、他 の オルガネラのUQ還 元 にも関与 してい ると考 えるの は、細

胞構 造 を考 える と無理 があ る。 したがって、UQH2が 生体内 で抗酸化剤 と して働 いて い

るか否 かは、 ミ トコン ドリア以外 に も有効 なUQ還 元系 が存在 するか ど うかによって明

確 にな る と思 われる。

そこで、著者 はミ トコン ドリア外UQの 生理作用 を解明する研究 の一端 と して、 ラ ッ

ト組織 や細胞 内 におけるUQ同 族体 とUQH2同 族 体の分布(第 一章)な らびにUQ還 元

酵素活性 の分布 を詳細 に調 べた(第 二章)。その結果 、臓器 ・組織 のUQの 還元比率 は、

著者 が見 出 した細胞質の新規 のNADPH依 存性UQ還 元酵素活性 と相関 する ことを認 め

た。 そこで、 この細胞質UQ還 元酵素の諸性質 を明 らかに した ところ(第 三章)、組織 内

のUQ還 元 とその還元比 率 の維持 に対 して中心 的 な役 割 を持つ こ とを認 めた(第 四章)。

さ らに、本酵素 は、細胞内 オルガネラ膜 のUQ還 元 と共役 して脂質過酸化 に対 す る防御

機構 を構 成 している ことを見 い出 した(第 五章,第 六章)の で、以下 に詳述 する。
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な お 、 本 文 中 で は 以 下 の 略 語 を用 い た 。

AAPH2,2'-Azobis(2-amidinopropane)Dihydrochloride

ADPAdenosine5'-diphosphate

2',5'-ADPAdenosine2',5'-diphosphate

AMPAdenosine5'-monophosphate

AMVN2,2'-Azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)

ATP:AdenosineTriphosphate

BHTButylatedHydroxytoluene

BSABovineSerumAlbumin

・CCI3TrichloromethylRadical

CC1300・TrichloromethylperoxyRadical

CCI4:四 塩 化 炭 素

Cue+,Zn2+-SODCue+,Zn2+-containingSuperoxideDismutase

DCPIP2,6-Dichlorophenolindophenol

ECDEIectrochemicalDetection

EDTAEthylenediaminetetraaceticRcid

FADFIavinAdenineDinucleotide

FMNFIavinMononucleotide

GSH:還 元 型Glutathione

GSSG:酸 化 型Glutathione

H202:過 酸 化 水 素

HPLCHighPerformanceLiquidChromatography

K-PiPotassiumPhosphate

LDHLactateDehydrogenase

しDL:LowDensity凵poprotein

LH:(不 飽 和 脂 肪 酸 含 有)脂 質

L・:脂 質 ラ ジ カ ル

LOO・:脂 質 ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル

LOOH:脂 質 ペ ル オ キ シ ド

MDAMalondialdehyde
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Mgt+-ATPaseNa+,K+-insensitiveMgt+-ATPase

Mn2+-SODMn2+-containingSuperoxideDismutase

Na+-K+-ATPaseNa+,K+-sensitiveMgt+-ATPase

NAD+NicotinamideAdenineDinucleotide(OxidizedForm)

NADHNicotinamideAdenineDinucleotide(ReducedForm)

NADP+NicotinamideAdenineDinucleotidePhosphate

(OxidizedForm)

NADPHNicotinamideAdenineDinucleotidePhosphate

(ReducedForm)

NADH-UQReductaseNADH-dependentUbiquinoneReductase

NADPH-UQReductase:NADPH-dependentUbiquinoneReductase

NMNNicotinamideMononucleotide

NMNHNicotinamideMononucleotide(ReducedForm)

NPHBNonaprenyl-4-hydroxybenzoate

O2言:SuperoxideAnion

・OHHydroxylRadical

RNARibonucleicAcid

SPFSpecificPathogenFree

SHThiol

SODSuperoxideDismutase

TBARS:ThiobarbituricAcid反 応 物 質

a-Toc-O・a-TocopheroxylRadical

tUQ-n:ユ ビ キ ノ ンn+ユ ビ キ ノ ー ル ーn(nニ1～13)

UQ-n:ユ ビ キ ノ ン ーn(n=1～13)

UQH2-n:ユ ビ キ ノ ー ル ーn(n=1～13)

UQH・-n:ユ ビ セ ミ キ ノ ン ラ ジ カ ル ーn(n=1～13)
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本 論

第 一 章 ラ ッ ト生 体 内 の ユ ビ キ ノ ン な らび に ユ ビ キ ノ ー ル 同 族 体 の 分 布

UQの 研 究 は、長い間 、主 に ミ トコン ドリア呼吸鎖における電 子伝達体 と しての 働

きが中心 で あった7)。 その ため、UQは ゴルジ体8).9)やミクロソーム膜10》を初 め とす る

ミ トコン ドリア以 外の細 胞画分11),12》に も存在 す るこ とが1960年 代 か ら1970年 代 初

めにか けて既 に報告 されていたが、測定法 の信頼性の問題 もあ り、 これは ミ トコン ドリ

ア 由 来 の も の と 考 え ら れ 、 そ れ ほ ど関 心 が 持 た れ な か っ た 。 と こ ろ がHigh

PerformanceLiquidChromatography(HPLC)の 登場によ り、微量 な生体内物 質の分離 ・

検出 ・定量 が可能 とな った ことか ら、UQは 細胞膜 をも含 めたあ らゆ る細胞 内 オル ガ ネ

ラ8),13)や血 漿 中44)に 存在 する と した確 かな報告が相次いでなされ るよ うに なってきた。

1990年 、Kalenら14)に よ り、細胞の分泌装 置である小胞 体一 ゴル ジ体 システムやペ ル

オ キ シ ソ ー ム 以 外 の あ ら ゆ る 細 胞 画 分 に 、UQ合 成 の 主 要 酵 素 で あ るNPHB

Transferase活 性 とUQ合 成活 性 が確認 されたこ とか ら、その生理 的意義 が注 目を集 め

るよ うにな った。生 体内 のUQの 一部 は、常 に還元型 のUQH2で ある ことが明 らかに

されている15),41),45),46》が、分析方 法等に問題の ある報告 もあ り、生体 にお けるミ トコ ン

ドリア外UQの 存在 意義 とそ の生理作用 を明 らか とす るた めには、UQの 生 体内分布 と

酸化 ・還元 レベル につい て、一定の方法 で系統的に詳 しく検討す るこ とが不可欠で あ る

と考 えた。 そ こで 、まず最初 にラ ッ ト生体内 にお けるUQの 分布 とその酸化 還元 レベ ル

につい て検討 す るこ とに した。

第一節 組織 中のユ ビキ ノンな らびにユ ビキノール同族体の分布

UQ同 族 体 の生 体 内 に お ける分 布 は 、紫外 部検 出法47),48)、HPLC-UV法44)や

HPLC-MassSpectrometry法49)な どを用 いてかなり調 べ られてい るが、同時 にUQH2

同族体 の生 体 内に お ける分布 やその酸化 ・還元 レベルまで含めて調べ た報告42)は 少 な

い。 そこで まず初 めに、ラ ッ トの各組織 におけるUQ同 族 体の分布 とその酸化 ・還元 レ

ベルについ て、HPLCを 用 いて検討す ることに した。

-6一



実 験方 法

(1)実 験 動 物 お よ び飼 育 条 件:

8週 齢(170～1809)のWistar系 雄性 ラ ッ ト(SpecificPathogenFree(SPF)動

物,日 本 エ ス エ ル シー 株 式 会社)を 用 い 、 実 験 開 始 ま で室 温21±1℃ 、 湿 度55±

5%の 恒 温 ・恒 湿 の施 設 中 で12時 間 サ イ クル の照 明 下 飼 育 を行 っ た 。固 形 食(ラ ボ

MRス トック,日 本 エ ス エル シー株 式 会 社)お よ び水(滅 菌 精 製 水)は 自由 摂 取 と

し、 実験 開 始24時 間 前 に絶食 させ た 。

(2)組 織 ホ モ ジネ ー トの 調 製:

Ether麻 酔 した ラ ッ トの右 大 腿 静 脈 よ りHeparin(1,000U/ml)0 .2mlを 投 与 し

た後 開 腹 し、腹 大動 脈 を切 断 して脱 血 死 させ た。 摘 出 した 各 組織 を速 や か に冷 生 理

食 塩 水 で 洗 浄 し た 後 、 湿 重 量 の4倍 量(v/w)の0.25MSucroseと1mM

Ethylenediaminetetraacetate(EDTA)を 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)を 添

加 した。 次 に これ ら各組 織 をハ サ ミで細 片 に した後 、 テ フ ロ ンホ モ ジナ イザ ー を用

い て各 組 織 ホ モ ジネ ー トを作 成 した。得 られ た各組 織 ホ モ ジネ ー トは、2枚 重 ね た

ガー ゼ で濾過 した後 、実 験 に用 い た。組 織 摘 出後 の操 作 はす べ て氷 冷 下(4℃)で 行 っ

た 。

(3)血 漿 の 調 製:

ラ ッ トをEther麻 酔 下 開 腹 し、 シ リコ ンチ ュ ー ブ(4mml.D.x100mm)の 一 端

に注 射 針(21G,テ ル モ)を 取 り付 け た 自作 採 血 器 を腹 大動 脈 に 穿刺 して 、 シ リコ ン

チ ュ ー ブ を通 って流 れ 出 る血 液 を、Heparinの 入 った 真 空 採 血 管(テ ル モ)に 採 取

した 。 さ らに 、得 られ た血 液 を4℃ で1,500xg,10分 間 遠 心 して血 漿 を得 た。

(4)UQお よ びUQH2同 族 体 の 抽 出 な らび に定 量:

褐 色 ス ピ ッツ 管 に組 織 ホ モ ジ ネ ー トあ る い は血 漿,100μ1と50mMTris-HCI

緩 衝 液(pH7.4),400u1、Ethanol,2ml、n-Hexane,5mlを 加 え 、80rpm,10分 間 機

械 振 と うす る こ と に よ り、 組織 中 のUQな らび にUQH2同 族 体 を抽 出 した 。次 い

で1,500xg,10分 間 遠 心 し、上層 のn-Hexane層 を、別 の褐色 ス ピッツ管 に分 取 し、

窒 素 気 流 下 、 ロ ー タ リー エバ ボ レー タ ー を用 い て 溶 媒 を減 圧 ・留 去 した 。 残 査 に

50～500uiのEthanolを 正 確 に加 え、HPLCの 試 料 と した。 試 料 中 のUQお よ び

UQH2同 族 体 の 検 出 ・定 量 は 、Okamotoら の 方 法42)を 用 い た 。 装 置 お よ び
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HPLC条 件 は以 下 に示 した通 りで あ る。

装 置:

Pump:ShimazuLC-3A(島 津 製 作 所)

Detector:IricaE-502AmperometricDetector(lrica)

HPLC条 件:

Column:FinepakSILC18.5(4.6mml.D.x250mm,日 本 分 光)

MobilePhase:50mMNaClO4を 含 むC2H50HICH30HICH3CN170%

HCIOq(400:300:300:1,v/v/v/v)

FlowRate:1ml/min

Detection:電 気化 学 検 出器(ElectrochemicalDetection,ECD)

(AppliedPotential=+0.6VvsAg/AgCI,Sensitivity=8nA)

(5)蛋 白質 量 の 定 量:

Lowryら の 方 法50}を 用 い て 定 量 した 。 蛋 白 質 量 は 既 知 量 のBovineSerum

Albumin(BAS)(FractionV,Sigma)を 用 いて作 成 した検 量 線 よ り算 出 した 。

実 験 結果

ラ ッ トの 各 組 織 は全 てUQ同 族 体 を含 み、 しか も主UQ同 族 体 のtUQ-9の 他 、 そ

の お よ そ11～52%量 のtUQ-10を 含 む こ と を認 め た(Table1)。 これ らUQ同 族 体 の 一

部 は還 元 型 のUQH2同 族 体 と して検 出 さ れ たた め 、 各 組織 に お けるUQ同 族 体 の還 元

比 率 を調 べ た とこ ろ 、同 一 組 織 中 のtUQ-9とtUQ-10の 還 元 比 率 の間 に差 は認 め られ

な か った。 しか し、組 織 間 で比 較 す る と、 そ の還 元比 率 は、血 漿 と肝 臓 で は70%か ら

80%、 心 臓,腎 臓 脾 臓 で は10%か ら30%と 、 組織 に よ り大 い に異 な る こ とが 認 め られ

た 。 な お 、tUQの 抽 出操 作 は、 各組 織 の ホ モ ジ ネ ー ト調 製 後 直 ち に行 って お り 醐 織 摘

出後10分 以 内)、 この 組 織 間 の 還 元 比 率 の違 い は、抽 出操 作 中 のUQH2の 酸 化 の た め

で な い こ とは 、UQH2の 添 加 ・回収 実 験 で も確 か め られ た。 以 上 か ら、 ラ ッ トの 各 組 織

は同 族 体 と してUQ・9とUQ-10を 含 み 、 その 一部 はUQH2の 形 で存 在 す る こ と、 しか

も、 その 還 元 比 率 は同 じ個 体 内 で も個 々 の組 織 に よ り異 な る こ とが 明 らか とな っ た。
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Tablel

DistributionofUbiquinoneandUbiquinolHomologuesinRatTissues

TissuesRats

(n)tUQb)

UQ-9Contentsa} RedoxRatios

UQH20ftUQ-9c}(%)tUQb}

UQ-10Contentsa)

UQH2

RedoxRatios

oftUQ-10c}(%)

Plasma80.48±0.010.39±0 .0282.1t7.30.12±0.010.09±0.0175 .9±8.5

Liver

Heart

Kidney

Spleen

7105.112.378.013.874.510.518.811.112 .7±1.0

5188.415.817.410.4 9.310.721.6±0.61.8810.05

67.4出5,1

8.8ま0.8

4122.6±3.619.9±0.916.2±2 .831.8±0.94.89±0.0915.3±2.8

475.9±3.222.410.829.8±3.939 .6±1.09.77±0.2324.7±0.7

ThevaluesarethemeanstSEofthenumberofratslisted .
a>Thevaluesaredefinedas{ag/mlplasmaorug/gwettissues .
blThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachofthehomologues .
c)(UQH21tUQ)xloO .

第二節 肝臓および腎臓中のユビキノンならびにユビキノール同族体の分布

前節 で、 ラ ッ ト組 織 中のUQな らび にUQH2同 族体 の分 布 を調べ た ところ 、血漿

や肝臓 の よ うにtUQの 還元比 率 が70%か ら80%と 高 い組織 と、心臓 、腎臓 、脾 臓の

よ うに10%か ら30%と 低 い組織 があった。そ こで、還元比率 の高 い肝臓 と低 い腎臓 に

ついて、UQな らびにUQH2同 族 体の細胞内分布 とその還元比率 を調 べ るこ とに した。

実験方法

(1)実 験 動 物:

第 一 節 、 実 験 方 法(1)と 同様 、8週 齢(170～180g)のWistar系 雄 性 ラ ッ ト

(SPF動 物,日 本 エス エ ル シー株 式 会 社)を 用 い た。

(2)細 胞 画 分 の 調 製:

① 粗 細 胞 画 分 の 調 製:

ラ ッ トをEther麻 酔 下 開腹 し、腹大動 脈 を切 断 す る こ とに よ り脱血 死 させ た。

次 に 、 腎臓 は その ま ま、肝 臓 は門 脈 よ り生 理 食塩 水20mlを 環 流 させ 、 脱 血 した

後 摘 出 し、 それ ぞ れ速 や か に 湿 重 量 の4倍 量(v/w)の0.25MSucroseと1mM

EDTAを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)を 添 加 してハ サ ミで細 片 に した後 、
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テ フ ロ ンホ モ ジナ イ ザ ー を用 いて ホ モ ジ ネー トに した。 ホ モ ジネ ー トは2枚 重 ね

た ガ ー ゼ で濾 過 した後 、速 や かにHogeboomの 段 階 的遠 心 分画 法51)に よ り、 粗

核 画 分(600xg,10分 の遠 心 沈殿 画 分)、 ミ トコ ン ドリア画 分(6,500xg,20分 の

遠 心 沈 殿 画 分)、 粗 リソ ソ ー ム画 分(10,000xg,15分 の 遠 心沈 殿 画 分)、 粗 ミ ク ロ

ソ ー ム膜 画 分(105,000xg,60分 の遠 心 沈 殿画 分)、 細 胞 質(105,000xg,60分 の

遠 心 上 清 画 分)に 分 画 した。 こ の 分画 操 作 に お い て 、上 清画 分 と沈 殿 画 分 の境 界

部 は で き る限 り多 め に捨 て た後 、 次 の操 作 に移 る よ う に した 。 各画 分 は0,25M

Sucroseと1mMEDTAを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)で3回 洗 浄 し、 後

述 の 方 法 で さ らに分 画 した。 なお 、操 作 はす べ て氷 冷 下(4℃)で 行 っ た。

② 精 製 核 画 分 の 調 製:

上 記 ① の操 作 で得 た 粗核 画 分 を0.25MSucrose,25mMKCI,5mMMgCl2を

含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)で3回 洗 浄 し、 同 緩衝 液 に再 懸 濁 し た後 、

Blobel&Potterの 方 法52)に 従 い精 製核 画 分 を調製 した。得 られ た精製核 画 分 は 、

適 当 量 の0。25MSucroseと1mMEDTAを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)

に懸 濁 して用 い た。 操 作 はす べ て氷 冷 下(4℃)で 行 っ た。

③ 核 小 体 、核 小 体 外 画 分 お よ びNucleolarwash画 分 の調 製:

上 記② の操 作 で得 た精製 核画 分 よ り、Muramatsu&Buschの 方 法53)に 従 い 、

核 小 体 、核 小 体 外 画 分 お よ びNucleolarwash画 分 を調 製 した 。得 られ た核 小 体

画 分 は 、適 当 量 の0.25MSucroseと1mMEDTAを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液

(pH7.4)に 懸 濁 して用 い た 。一方 、核 小 体外 画 分 およびNucleolarwash画 分 は 、

その ま ま用 い た。 操 作 は すべ て氷 冷 下(4℃)で 行 っ た。

④ ミ ト コ ン ド リ ア 内 膜 、 ミ ト コ ン ド リ ア 外 膜 、 マ ト1丿 ッ ク ス お よ び

intermembraneSpace画 分 の調 製:

上 記 ① の操 作 で得 た ミ トコ ン ドリア画 分 を10mMTris-HCI衝 液(pH7.4)

に懸 濁 した後 、Sottacasaら の方 法54)に 従 い 、 ミ トコ ン ドリア 内膜 、 ミ トコ ン

ドリア 外 膜 、 マ トリ ック スお よ びlntermembraneSpace画 分 を調 製 した 。得 ら

れ た ミ トコ ン ドリア内 膜画 分 お よび ミ トコ ン ドリア外 膜 画 分 は 、 そ れ ぞ れ適 当 量

の0.25MSucroseと1mMEDTAを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)に 懸 濁

して 用 い た 。 一方 、 マ トリ ックス お よびlntermembraneSpace画 分 は 、 そ の ま

ま用 い た。 操 作 は す べ て氷 冷下(4℃)で 行 っ た。
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⑤ 精 製 リソ ソ ー ム画 分 の 調 製:

上 記① の 操 作 で得 た粗 リソ ソー ム 画 分 を0.25MSucroseで2回 洗 浄 し、得

られ た 沈殿 画 分 を出 発肝湿 重 量3gあ た り1mlの0.25MSucroseに 懸 濁 した後 、

Wattiauxら の方 法55)に 従 い 、Ly-1,Ly-2,Ly-3お よびLy-4画 分 を調 製 した。 得

られ たLy-1,しy-2,Ly-3お よ びLy-4画 分 は 、 そ れぞ れ適 当量 の0 .25MSucrose

と1mMEDTAを 含 む50mMTris-HCI衝 液(pH7.4)に 懸 濁 して用 い た 。操 作 は

す べ て氷 冷 下(4℃)で 行 っ た。

⑥ ゴル ジ体 画 分 の 調 製:

Ehrenreichら の方 法56》 に従 い 、8週 齢(170～180g)のWistar系 雄性 ラ ッ

ト(SPF動 物,日 本 エ ス エ ル シ ー 株 式 会 社)の 肝 臓 よ り 、GF1画 分(Light

Fraction)、GF2画 分(lntermediateFraction)お よびGF3画 分(HeavyFraction)

か らな る3つ の ゴル ジ体画 分 を調 製 した 。得 られた ゴル ジ体画 分 は 、 そ れ ぞ れ 適

当 量 の0.25MSucroseとimMEDlrAを 含 む50mMTris-HCI衝 液(pH7.4)に

懸 濁 して用 い た 。操 作 は すべ て氷 冷 下(4℃)で 行 った 。

⑦ 粗 面 ミ クロ ソー ム膜 お よ び滑 面 ミク ロ ソー ム膜画 分 の調 製:

上 記① の 操 作 で得 た粗 ミク ロ ソー ム 画 分 を0.25MSucrose溶 液 に懸 濁 し、

2MSucrose溶 液 で 終 濃 度1.15MSucroseと な る よ う調 整 した 後 、lkehara&

Pitotの 方 法57)に 従 い 、粗 面 ミ ク ロ ソー ム 膜 お よ び滑 面 ミ ク ロ ソー ム膜 画 分 を調

製 した。得 られ た滑 面 ミク ロ ソー ム膜 お よび 粗面 ミク ロ ソ ー ム膜 画 分 は 、 それ ぞ

れ 適 当 量 の0.25MSucroseと1mMEDTAを 含 む50mMTris-HCI衝 液

(pH7.4)に 懸 濁 して用 い た。操 作 は すべ て氷 冷下(4℃)で 行 っ た。

⑧ 細 胞 膜画 分 の 調 製:

Koizumiら の 方 法58)に 従 い 、8週 齢(170～180g)のWistar系 雄 性 ラ ッ ト

(SPF動 物,日 本 エス エル シ ー株 式 会 社)の 肝臓 よ り細 胞 膜 画 分 を調 製 した。 得 ら

れ た 細 胞 膜 画 分 は 、 適 当 量 の0.25MSucroseと1mMEDTAを 含 む50mM

Tris-HCI緩 衝 液(pH7.4)に 懸 濁 して用 い た。操 作 はす べ て氷冷 下(4℃)で 行 っ た。

(3)酵 素 活 性 測 定 法.

①Succinate-cytochromeoReductase活 性 測 定 法:

Succinate-cytochromeoReductase活 性 は、Tisdaleの 方 法59)を 用 い て測

定 した 。各 細 胞 画 分 のSuccinate-cytochromeoReductase活 性 は、Tisdaleの
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示 し た 測 定 条 件 下 、1分 間 あ た り 各 細 胞 画 分 の 蛋 白 質1mgが 還 元 す る

Cytochromeo量(nmol/min/mgprotein)と して 示 した 。

②MonoamineOxidase活 性 測 定 法:

MonoamineOxidase(EC1.4.3.4)活 性 は 、Nagatsuの 方 法60》 を 用 い て 測

定 し た 。 各 細 胞 画 分 のMonoamineOxidase活 性 は 、Nagatsuの 示 し た測 定 条

件 下 、1分 間 あ た り 各 細 胞 画 分 の 蛋 白 質1mgに よ り 生 成 す る

4-Hydroxyquinoline量(nmol/min!mgprotein)と して 示 した 。

③AcidPhosphatase活 性 測 定 法:

AcidPhosphatase(EC3,1,3.2}活 性 は 、Walter&Schuttの 方 法61》 を用 い

て 測 定 した 。 各 細 胞 画 分 のAcidPhosphatase活 性 は 、WaIter&Schuttの 示 した

測 定 条 件 下 、1分 間 あ た り各 細 胞 画 分 の 蛋 白 質1mgが 酸 性 条 件(PH4.8)下 、 加

水 分 解 す る4-Nitrophenylphosphate量(nmol/min/mgprotein)と して 示 した 。

④Catalase活 性 測 定 法:

Catalase(EC1.11.1,6)活 性 は 、Baudhuinら の 方 法62)を 用 い て 測 定 し た 。

各 細 胞 画 分 のCatalase活 性 は 、Baudhuinら の 示 し た測 定 条 件 下 、1分 間 に

H202を90%消 去 す る 酵 素 量 を1unitと 定 義 し、 各 細 胞 画 分 の 蛋 白 質1mgあ た

り の 活 性(unit!mgprotein)と して 示 した 。

⑤NADPH-cytochromeReductase活 性 測 定 法:

吸 光 度 測 定 用 キ ュ ベ ッ トに 、0.1MNaNg,150μ1、1%CytochromeC,150

μ1、o.2MK-Pi緩 衝 液(pH7.5),300μ1と 適 当 量 の 各 細 胞 画 分 を入 れ 、 蒸 留 水 で

1.2mlに 調 整 し た 。37℃ で2分 間 保 温 し た 後 、0.05%NicotinamideAdenine

DinucleotidePhosphate(ReducedForm)(NADPH),200μ1を 添 加 し、 波 長550

nmに お け る 吸 光 度 変 化 を37℃ で3分 間 連 続 的 に 測 定 し た 。 各 細 胞 画 分 の

NADPH-cytochromeReductase(EC1.6,2,4)活 性 は 、550nmに お け る

Cytochromecの モ ル 吸 光 係 数18.5x103M"1cm"1を 用 い 、1分 間 あ た り各 細 胞

画 分 の 蛋 白 質1mgが 還 元 す るCytochromeo量(nmol/min/mgprotein)と し て

示 した 。

⑥LactateDehydrogenase活 性 測 定 法:

LactateDehydrogenase(LDH,EC1.1.1.27)活 性 は 、Bergmeyer&Bernt

の 方 法63)を 用 い て 測 定 した 。 各 細 胞 画 分 のLDH活 性 は 、Bergmeyer&Berntの
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示 した測 定 条 件 下 、1分 間 あ た り340nmに お け る吸 光 度 を1変 化 させ る酵 素 量

を1unitと 定 義 し、各 細 胞 画 分 の 蛋 白質1mgあ た りの 活 性(unit/mgprotein)と

して 示 した。

⑦ATPase活 性 測 定 法:

Na+,K+-insensitiveATPase(Mg2+-ATPase,EC3.6.1.3)活 性 な らび に

Na+,K+-sensitiveATPase(Na+-K+-ATPase,EC3.6.1.3)活 性 は 、Komatsu&

Fujiiの 方 法64)を 用 い て測 定 した 。 各 細 胞 画 分 のMg2+-ATPase活 性 な らび に

Na+-K+-ATPase活 性 は、Komatsu&Fujiiの 示 した測 定条 件 下 、1時 間 あ た り 各

細 胞 画 分 の 蛋 白 質1mgがATPを 分 解 す る こ とに よ り遊 離 した 無 機 リ ン酸 量

(nmol!hlmgprotein)と して示 した。

(4)無 機 リ ン酸 量 の定 量:

無 機 リ ン酸 量 は 、Fiske&Subbarowの 方 法65)を 用 い て定 量 した 。 試 料 中 の無

機 リン酸量 は、既知量のKH2PO4を 用いそ作成 した検量線 より算 出 した。

(5)RibonucleicAcid含 量 測 定 法:

RibonucleicAcid(RNA)含 量 は 、LePecq&Paolettiの 方 法66)を 用 い て測 定 し

た 。 各 細 胞 画 分 のRNA含 量 は 、CalfLiverRNA(TypeW,Sigma)を 用 い て作 成 し

た 検 量 線 よ り算 出 し、 各 細 胞 画 分 の 蛋 白 質1mgあ た り のRNAの 量(ng/mg

protein)と して示 した。

(6)UQお よ びUQH2同 族 体 の抽 出 な らび に定 量:

第 一 節 、実 験 方 法(4)に 従 い 行 った 。

(7)蛋 白 質 量 の 定 量:

第 一 節 、実 験 方 法(5)に 従 い 定 量 した 。

実験 結 果

(1)肝 臓 お よび 腎 臓 細 胞 内 のUQな らび にUQH2同 族 体 の 分布

UQな らび にUQH2同 族 体 の細 胞 内 分 布 を調 べ るに あ た り、 実験 に 用 い た各 粗 細

胞 画 分 中 へ の 他 画 分 の 混 入 の 程度 を各 画 分 に局 在 す る酵 素(マ ー カ ー 酵 素)活 性 を指 標

に検 定 した 。 肝 臓 の 各 細 胞画 分 に お ける マー カ ー酵素 活 性 はTable2に 、 ま た腎 臓 に

お け る マ ー カ ー酵 素活 性 の 分 布 はTable3に 示 した 。各 細 胞 画 分 の 純 度 は、UQな ら
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び にUQH2同 族 体含量 の比較 に十分使 える と判断 された。

Table2

DistributionofMarkerEnzymeActivitiesinIntracellularFractionsofRatLiver

IntracellularFractions Succinate-AcidNADPH-

cytochromecPhosphatasecytochrome

ReductaseReductase

LDH Mgt+-

ATPase

Na+-K+-

ATPase

Nuclei

Mitochondria

Crudeしysosomes

CrudeMicrosomes

Cytosol

PlasmaMembranes

7.1圭4.7

100

6.4±3.4

1.2±0.7

1.310.9

9.2±1.6

1.410.2

9.Ot1.5

100

4.213.6

1.9m1.2

4.312.0

11.813.9 2.im1.4

33.3117.62.812.4

29.718.0

100

6.Os2.2

25.411.9

2.1士1.4

1.4±0.7

100

0.7ま0.0

5.9ま2.1

15.3圭8.0

11.110.4

3.5m1.4

1.OmO.3

100

4.1t4.3

4.8士6.5

9.714.2

0.3±0.4

5.617.9

100

ThevaluesarethemcansSEofわurratsaldε 了edefinedお100%ofrelativeenrymeactivityofeach

enzyme.

ThespeaficactivitiesofrnarkerenzymesiniverwereasfoIbws:157忠22nmollminlmgprotehわr

succnate-cytochromecreductεse的tMtyinmitochondria745虚26nmoびminノ ㎞gproteinforaad

phosphataseac監ivityincrudelysosomes:51士5nmol/min!mgprotehforNADPH・Cytochrome

reducta;eactivityincxudemiaosomes;14.110.1units/mgprotonforLDHincytosol;28.711.7and

4.10±0.65μmolphosphε 遭ereleasedlmgprotein!hlbrMgt+ATPasea}tiv置yandNa← ・K+-ATPase

activityinplasmamembranes,respectively.

Table3

Distrbu{i㎝ofMarkerEnzymeActivitiesin

Kidney

IntracellularFractionsofRai

IntracellularFractionsSuccinate-AcidNADPH-

cytochromecPhosphatasecytochrome

ReductaseReductase

LDH

Nuclei

Mitochondria

CrudeLysosomes

CrudeMicrosomes

Cytosol

34.Ot13.7

100

15.6壽7.2

8.5ま2.7

3.712.6

16.614.7

26.711.6

100

9.9m2.3

3.3士3.0

6.914.9

12.716.2

36.1118.4

100

11.815.5

5.4m2.9

4,0忠2.2

2.611.7

6.413.3

100

Thevaluesarethemcans±SEofthreeratsandaredofineda;100%ofrelat'ae

enzymeactivityofeachenzyme.

Thespecifica}廿v而esofmarkerenzymesinliverwereasfo110ws:22.8霊3.6

nmol/min/mgproteinforsucanate-cytochromecreductaseactivityin

mitochondria;12.8±3.3nmol/min/mgproteinforacidphosphataseactivityin

crudeysosomes;13.3±0.6nmol/min/mgproteinforNADPH-cytochrome

reducta;eactivityincrudemicrosomes;6.72±3.23units/mgproteinforLDHin

cytosol.
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ラ ッ ト組 織 の うち、還元比 率の高 か った肝細 胞のUQな らび にUQH2同 族 体 の

分布 はTable4に 示 した。肝細胞の 各画分中 には、い ずれに もtUQ-9の 他 、その約

10～20%量 のtUQ-10が 含 まれていた。 また、 これ らUQ同 族 体の 還元型 も ミ トコ

ン ドリアは勿論の こと、全 ての細胞画 分に存在 した。 その還元比率 はどの細胞画 分 の

場合 も肝臓 ホ モ ジ ネ ー トとほ ぼ同 じで、60～80%で あ った。 また、 各 細胞画 分 の

tUQ-9とtUQ-10の 還元比率 に差 は認 め られなかった。各細 胞画分 のUQ同 族体 は、

ミ トコ ン ドリアの マー カー酵素 で あるSuccinate-cytochromeoReductase活 性 の

分布 で見 る限 り、 ミ トコン ドリアの混入 に よるもの とは考 え られず、これ まで報告 さ

れて きた よ うに8}15)41聖"5昇6)、 ミ トコン ドリア以外の細胞画 分 に も広 く存在 してい

るこ とが確認 された。なお、細胞膜画 分に は ミ トコン ドリア画分 に匹敵 す る高濃 度の

tUQ同 族 体 が存 在 しているに もかか わ らず 、その還元比 率 が約30%と 著 しく低 いの

は、細胞膜画分 を調製 する際の長い操作時間の間に、UQH2同 族 体がUQ同 族 体へ酸

化 されたため と思 われる。

丁able4

DistributionofUbiauinoneandUbiauinolHomoloauesinRatLiverIntracellularFractions

IntracellularRatsUQ-9Contents

Fractions(n)(ng/mgprotein)

RedoxRatios

oftUQ-gb}

(%)tUQa)

UQ-10Contents

(ng/mgprotein)

tUGIal UQH2 UQH2

RedoxRatios

oftUQ-10b)

(%)

Homogenate 7279±25224122 80圭331.0±6.924.1±7.0 80士7

Nucleill

Mitochondriall

CrudeLysosomesll

CrudeMicrosomesll

Cytosolll

PlasmaMembranes4

322圭104219士66

1,780±3701,280±270

447圭80308士64

121圭41 83±31

67全6

7317

67110

69圭7

21.3±5.716.9±5.374±7

1,550±170510±10033±3

31.7圭10.822.2±7.8

218±63162±51

83.3±23.351.5111.5

17.713.411.8±3.0

2.37±1.111.53±0.58

2351797128

6915

74圭7

63圭9

6619

72±5

30±7

Thevaluesarethemeans±SEofthenumberofratslisted.

a>ThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachofthehomologues
.

b》(UQH21tUQ)x100 .
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また、還元 比率 の低 か った ラ ッ ト腎細 胞のUQな らびにUQH2同 族 体の分布 は

Table5に 示 した。 肝臓 の場 合 と同様 、腎臓 にお いて もtUQ・9の 他 、 その 約10～

45%量 のtUQ-10が あ らゆる細胞 画分に認 め られた。また、各画 分のtUQ同 族体の

還元比率 は、腎臓 ホモ ジネ ー トの還 元比率 とほぼ等 しく、23～27%で あっ た。 しか

も肝臓 と同様 、各細胞画分のtUQ-9とtUQ-10の 還元比率 に差は認 め られなかった。

Table5

DistributionofUbiquinoneandUbiquinolHomologuesinRatKidneyIntracellularFractions

Intracellular

Fractions

UQ-9Contents

(ng/mgprotein)

RedoxRatios

oftUQ-9b)

(%)tUQa)

UQ-10Contents

(ng/mgprotein)

tUQaI UQHp UQH2

RedoxRatios

oftUQ-10n)

(%)

Homogenate 7551162211198 29士8862虫18.925.0圭10.328土7

Nuclei7001171124148

Mitochondria901±89232±19

CrudeLysosomes4781301150174

CrudeMicrosomes197±11358128

Cytosol52.1±38.915.217.7

23士283。5士59。824.4土18.8

261198.3153.525.3112.8

251369.017.916.111.4

24圭188.3圭54.7222圭14,0

27135.20±0.941.4510.41

24士4

27宝2

24土3

25土3

27土3

ThevaluesarethemeanstSEofthreerats.

alThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachofthehomologues .

b)(UQH2/tUQ)x100 .

(2)肝 細胞 オル ガネラ内のUQな らびにUQH2同 族体の分布

UQ同 族 体 の細 胞内に お ける局在 をさ らに詳 しく知るため、 ラ ッ ト肝粗細胞内 画

分 をさらに細 か く分画 し、UQな らびにUQH2同 族 体含量 を調べ た。

① 核 画 分 中 の 分 布

核 画 分 を、 さ らに核 小 体画 分 、NucleolarWash画 分 お よび 核 小 体 外 画 分 に 分

画 し、UQ含 量 を測 定 した 。結 果 はTable6に 示 した。 な お 、UQH2同 族 体 は 、複

雑 な分 画 操 作 中 に低 下 す る こ とが認 め られ たの で測 定 を省 略 した。 これ らの 画 分 中

に は 、 い ず れ もtUQ-9の 他 、 その 約9～13%量 のtUQ-10が 見 出 さ れ た。 な お 、

核 画 分 へ の ミ ト コ ン ド リ ア の 混 入 は 、 ミ トコ ン ド リ ア の マ ー カ ー 酵 素,
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Succinate-cytochromeoReductase活 性 の 分 布 か ら 、 約7%と 見 積 も ら れ た

(fable2参 照)。 した が っ て 、 これ ら画 分 に存 在 す るUQ同 族 体 は 、 ミ トコ ン ドリ

ア の混 入 で は説 明 で きず 、核 内 の 各画 分 に もUQ同 族 体 が存 在 す る こ とが 明 らか に

な った 。

Table6

Dist市utionofUbiquinone .HomdogueshRatLiver

NuclearFractions

Intracellular

Fractions

tUQ-9a>tUQ-10a)

(ng/mgprotein)(ng/mgprotein)

Nuclei 3021132 34.1t14.6

Nucleoli

NucleolarWash

ExtranucleolarFraction

5181216

6091204

245±62

50.1126.6

54.Ot23.9

32.2±9.1

ThevaluesarethemeanstSEofsevenrats.

alThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachof

thehomologues.

② ミ トコ ン ドリア画 分 中 の 分 布

ミ トコ ン ドリア画 分 を、 さ らに ミ トコ ン ドリア 内 膜 画 分 、 ミ トコ ン ドリア外 膜

画 分 、 マ ト1丿ック ス画 分 お よびIntermembraneSpace画 分 に 分画 し、UQ同 族 体

含 量 を測 定 した 。 結 果 はTable7に 示 した 。 こ れ らの 画 分 中 に は 、 い ず れ も

tUQ-9の 他 、 そ の 約22～25%量 のtUQ-10が 存 在 して い た 。個 々 の 画 分 中 の

tUQ同 族 体含 量 を比 較 す る と、 ミ トコ ン ドリア 外 膜画 分 のtUQ濃 度 は 、呼 吸 鎖 の

存 在 す る ミ トコ ン ドリア 内膜 画 分 の濃 度 と比 較 し、 お よ そ2倍 の 高 値 で あ っ た。 な

お 、 これ ら画 分 は 、内 膜 の マ ーカ ー 酵 素,Succinate-cytochromecReductase活

性 と外 膜 の マ ー カ ー酵 素 で あ るMonoamineOxidase活 性 の 分 離状 態 か ら見 て 、良

好 に分 画 され て お り、ア ー テ ィ フ ァ ク トとは考 え られ な い 。従 来 、 ミ トコ ン ドリ ア

のUQは 、 大 部 分 が内 膜 に 分布 す る と され て い た67)が 、今 回 の 結 果 か ら明 らか に

誤 りで あ る こ とが判 明 した 。
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Table7

DistributionofUbiquinoneandUbiquinolHomologuesinRatLiverMitochondria)Fractions

IntracellularFractions MarkerEnzymeActivity81

(9'0)

UQ-9Contents

(ng/mgprotein)

RedoxRatios

ofUQ-gc,

(9'0)

UQ-10Contents

(ng/mgprotein)

Succinate-cytochromecMonoamine

ReductaseOxidase

tUQbl UQHZ tUQb) U(]HZ

RedoxRatios

ofUQ・1pal

(%)

Mitochondria 100 goo 1,670念3601」50圭12070虚7 225:76157:43 7119

InnerMembranes

OuterMembranes

Matrix$IntermembraneSpace

133ま35

24.8:10.6

3.0士2.6

27,4畿14.0559念226270含94

277ま321290ま380680ま75

28.Ox6.6339x138140x40

49ま5125念6857含12

52士9284275148念56

41士1086土412817

4917

50:10

3316

ThevaluesarethemeanstSEofsevenrats.

a)Thespecificactivitiesofsuccinste-cytochromecreductaseandmonoamineoxidaseinmitochondria

were172±141and37.9±22.1nmol/mgprotein/min,respectively.

b)ThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachofthehomologues
.

c)(UQH2准UQ)x100 .

③ 粗 リ ソ ソー ム 画 分 中 の 分 布

粗 リソ ソー ム画 分 を 、 さ らにLy-1画 分 、Ly-2画 分 、Ly-3画 分 、Ly-4画 分 に

分画 し、UQ同 族 体含 量 を測 定 した結 果 はTable8に 示 し た。 い ず れ の画 分 に も

tUQ-9の 他 、 そ の 約9～18%量 のtUQ-10が 存 在 して い た。個 々 の画 分 のUQ同

族 体 含 量 を比 較 す る と、Ly-1画 分 とLy-2画 分 のtUQ濃 度 が 高 く、 ミ トコ ン ドリ

ア 内膜 画 分 の 約3倍 の 高値 を示 した。 な お 、粗 リソ ソー ム画 分 に含 ま れ る リ ソ ソ ー

Table8

DistributionofUbiquinoneHomologuesinRatLiverLysosomalFractions

Intracellular

Fractions

MarkerEnzymeActivity(%)ai

AcidPhosphataseCatalase

tUQ.gb)

(ng/mgprotein)

tUQ-10bl

(ng/mgprotein)

CrudeLysosomes 100 100 542162 86.9112.0

Ly-1

Ly-2

Ly-3

Ly-4

162124

207150

88.7±10.1

18.6圭6,1

2.0士0.6

5、9圭2.2

70.6111.7

188124

1,4301260

1,5601350

598士75

447圭86

269士76

292180

103士15

42.315.8

Thevaluesarethemeans±SEoffourrats.

alThespecificactivitiesofacidphosphataseandcatalaseincrudelysosomeswere791±118

nmol/mgprotein/minand23.3±6.3units/mgprotein,respectively.

blThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachofthehomologues
.

■
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ム とペ ル オ キ シ ソ ー ム は 、 そ の マ ー カ ー 酵 素 活 性(AcidPhosphatase活 性 と

Catalase活 性)の 分 布 か ら、 それ ぞれLy-2画 分 とLy-4画 分 に 良 好 に 分 離 され て

い た 。 ま た 、 粗1丿 ソ ソ ー ム 画 分 へ の ミ ト コ ン ド リ ア の 混 入 は 、

Succinate-cytochromeoReductase活 性 の 分 布 か ら、 約6 .4%と 見 積 も られ た

(fable2参 照)。 した が って 、 これ ら画 分 のUQ同 族 体 は、 ミ トコ ン ドリア の混 入

に よ る もの とは考 え られ な い 。 まお 、Ly・1お よ びLy-2が 、 ミ トコ ン ドリア 内膜 よ

り高 濃 度 のtUQ同 族 体 を持 つ こ とは生理 的意 義 を考 える上 で 興 味 深 い。

④ 粗 ミ ク ロ ソー ム膜 画 分 中 の分 布

粗 ミ ク ロ ソー ム膜 画 分 を、 さ らに滑 面 ミク ロ ソー ム膜 画 分 、粗 面 ミ ク ロ ソ ー ム

膜 画 分 と ゴ ル ジ 体 画 分[GF1画 分(LightFraction)、GF2画 分(lntermediate

Fraction)、GF3画 分(HeavyFraction)】 に分 画 し、UQ同 族 体 含 量 を測 定 した結 果

はTable9に 示 した 。 い ず れ の 画 分 に もtUQ-9の 他 、 そ の 約16～45%量 の

tUQ-10が 存 在 して い た。個 々の画 分 中のUQ同 族 体 含量 を見 る と、滑 面 ミク ロ ソー

Tableg

DistributionofUbiquinoneHomologuesinRatLiverMicrosomalFractions

IntracellularFractions NADPH-cytochromecRNAtUQ-9c}重UQ-10c}

ReductaseActivitya)Contenlsb)(nglmgprotein》(ng/mgprotein》

(%)(%)

CrudeMicrosomes 100 100 122±50 17.313.3

SmoothEndoplasmicReticulum

RoughEndoplasmicReticulum

C,olgiComplex

GF1(凵ghtFraction)

GF2(lntermediateFraction)

GF3(HeavyFraction)

133137

117圭36

4.0±2.0

3.611.3

6.713.6

14.7士3.8

135圭2.8

4.5士2.1

11.1士1.7

9.1士0.7

144士64

119圭43

676之232

723之539

212圭126

23.6110.7

26.520.1

252圭141

260±160

94.448.7

ThevaluesarethemeanstSEofsevenrats.

a)ThespecificactivitiyofNADPH-cytochromecreductaseincrudemicrosomeswas75
.1±40.Onmol/mg

protein/min.

e)TheRNAcontentincrudemicrosomeswas149125ngl/mgprotein
.

c)ThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachofthehomologues
.
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ム膜 画 分 と粗 面 ミ クロ ソ ー ム膜 画 分 中 のtUQ同 族 体 含 量 は低 か った が 、GF1画 分

G」ghtFraction)とGF2画 分(lntermediateFraction)のtUQ濃 度 は 、 ミ トコ ン ドリ

ア 内 膜 画 分 に 匹 敵 した 。 粗 ミ ク ロ ソ ー ム 膜画 分 へ の ミ トコ ン ド リア の 混 入 は 、

Succinate-cytochromecReductase活 性 の 分 布 か ら、 お よ そ1.2%と 見 積 も られ

た(Table2参 照)。 した が っ て、 これ ら画 分 に存在 す るUQ同 族 体 は、 ミ トコ ン ド

リア の 混 入 に よ っ て は説 明 で きず 、特 にGF1画 分 とGF2画 分 に 高濃 度 のtUQ同 族

体 が存 在 す る こ とは 、 ゴル ジ体 が細 胞 の 膜構 造 の供 給 や 細胞 外 へ の分 泌 等 の機 能 を

有 す る こ と と考 え合 わせ る と興 味 深 い。

第 三節 血 液 成 分 中 の ユ ビ キ ノ ン な らび にユ ビ キ ノー ル同 族 体 の 分 布

UQ同 族 体 が 、 血 液 中 に も含 まれ る こ とは既 に確 認 され て い る42》。著 者 も ま た 第

一節 で
、 ラ ッ ト血 漿 中 にUQな らび にUQH2同 族 体 が存 在 す る こ と、 しか も、 その 還

元比 率 が お よ そ80%と 高 い こ と を示 した。 しか しな が ら、 こ れ ま で血 液 に含 まれ る血

球 な どの成 分 のUQ同 族 体 な らび にUQH2同 族 体 の 分 布 は詳 し く調 べ られ て い な い。

そ こで ラ ッ ト血 液 中 のUQな らび にUQH2同 族 体 の分 布 と、 その還 元 比 率 を調 べ た。

実 験方 法

(1)実 験 動 物:

第 一 節 、 実 験 方 法(1)と 同 様 、8週 齢(170～180g)のWistar系 雄 性 ラ ッ ト

(SPF動 物,日 本 エ ス エル シー株 式 会社)を 用 い た。

(2)血 小 板 お よ び血 漿(PlateletPoorPlasma)画 分 の 調 製:

第 一節 、 実 験方 法(3)に 従 って得 た血 液 を、250xg,10分 間 遠 心 し、沈 殿 画 分

(赤血 球 と白血 球 か らな る画 分)と 上 清画 分(PlateletRichFraction)を 得 た。 この上

清 画 分(PlateletRichFraction)よ り 、Shibata&Kobayashiの 方 法68》 に 従 い 、 血

小 板 お よび血 漿(PlateletPoorPlasma)画 分 を調整 した 。得 られ た血 小 板 は 、適 当

量 のKrebs-Ringer緩 衝 液 【127mMNaCI,5mMKCI,1mMMgSO4,1mMCaCi2を

含 む10mMK-Pi緩 衝 液(pH7.4}】 に懸 濁 して用 いた 。一 方 、血 小 板 を除 去 した血 漿

一20一



画 分 は、PlateletPoorPlasma画 分 と して そ の ま ま用 い た。 操 作 は す べ て4℃ で

行 った 。,

(3)精 製 赤 血 球 画 分 の 調 製:

上 記(2)の 操 作 で得 た赤 血 球 と白血球 を含 む画 分 か ら、Beutlerら の方 法69)に 従

い 、 精 製 赤 血 球 画 分 を調 整 した。 得 られ た精 製 赤 血球 画 分 は 、Krebs-Ringer緩 衝

液 で2回 洗 浄 した後 、 適 当 量 の 同緩 衝 液 に 懸濁 して用 い た 。操 作 は す べ て4℃ で

行 った 。

(4)赤 血 球 膜(GhostCelis)お よび赤 血 球 内容 物(Endosomes)画 分 の 調 製:

Dodgeら の 方 法70)に 従 い 、上 記(3)の 操作 で得 た 精 製赤 血 球 画 分 よ り、赤 血 球

膜(GhostCells)お よ び 赤血 球 内 容 物(Endosomes)画 分 を調 製 した 。 得 ら れ た

GhostCelis画 分 は 、Krebs-Ringer緩 衝 液 で2回 洗 浄 した後 、適 当 量 の 同緩 衝 液 に

懸 濁 して用 い た 。一 方 、Endosomes画 分 は 、 その ま ま用 い た 。操 作 は す べ て4℃

で行 った 。

(5)白 血 球 画 分 の 調 製:

Wakeyamaら の方 法71)に 従 い 、 第 一 節 、 実験 方 法(3)で 得 た血 液 よ り白血 球 画

分 を調 製 した 。得 られ た 白 血 球 画 分 は 、Krebs-Ringer緩 衝 液 で2回 洗 浄 した後 、

適 当 量 の 同 緩 衝 液 に懸 濁 して用 い た。 操作 は すべ て4℃ で行 った 。

(6)UQお よ びUQH2同 族 体 の 抽 出 な らび に定 量:

第 一 節 、実 験 方 法(4)に 従 い 行 った 。

(7)蛋 白質 量 の定 量:

第 一 節 、実 験 方 法(5)に 従 い 定 量 した。

実 験 結 果

ラ ッ ト血 液 中 のUQな らび にUQH2同 族 体 の分 布 を調 べ た 結 果 はTable10に 示 し

た。 血 液 やそ れ を構成 す る血漿(PlateletPoorPlasma)、 顆 粒 球 画分 に は 、tUQ-9の 他 、

その 約20～76%量 のtUQ-10が 検 出 され た。UQ同 族 体 含 量 を見 る と、 ミ トコ ン ドリ

ア を持 つ 白 血 球 画 分 や血 小 板 画 分 で はtuo濃 度 が 高 か っ た が 、 ミ トコ ン ドリア を持 な

な い 赤 血 球 画 分 で はtUQ濃 度 が 低 か っ た 。 しか も 、赤 血 球 画 分 のUQ同 族 体 は 、

GhostCells画 分 の み で確 認 され 、Endosomes画 分 に は検 出 さ れ な か っ た
。 還 元 比 率
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Taわ'e70

DistributionofUbiquinoneandUbiquinolHomologuesinRatBloodCells

Fractions UQ-9Contents

(ng/mgprotein)

RedoxRatios

oftUQ-9b)

UQH2(%)tUQa)

UQ-10Contents

(ng/mgprotein)

tUQa)

RedoxRatios

oftUQ-10b)

UQH2(%)

Blood 0.520.110.100.04203 0.23fO.060.050.01 21士2

PlateletPoorPlasmaO.9910.570.680.28

Erythrocytes

GhostCells

Endosomes

Leukocytes

Platelets

0.130.020.0110.01

12.51×3.970.31xO.10

00

42.10±8.851.1811.66

40.026.34n.d.

80土5

8.3出4.4

2.510.3

3.6ま5.0

0.19±0.100.150.07

0.060.020.01×0.00

4.232.490.020.03

00

20.376.800.890.65

30.59117.25n.d.

77土1

9.2忠4.4

0.6士0.8

5.614.0

Thevaluesarethemeans±SEofthreerats.n.d.,notdetermined.

a)ThesumofoxidizedandreducedformsofUQofeachofthehomologues .

b)(UQH2/tUQ}x100 .

を見 る と、 血 漿(PlateletPoorPlasma)で は 約80%と 高 か った が 、 顆 粒 球 画 分 で は

10%未 満 で あ り、 全 血 と して は 約20%程 度 で あ っ た。 な お 、 各 細 胞画 分 のtUQ-9と

tUQ-10の 還 元 比 率 に差 は認 め られ な か っ た。

第四節 考察および小括

考 察

ラ ッ ト生 体 内 のUQ分 布 を調 べ た と ころ 、UQは あ らゆ る組 織 に存 在 し、 しか も主

同族 体 のUQ-9と 共 に 、副 次 同族 体 と してUQ-10が 必 ず 存在 して い た 。 ま た 、Aberg

ら15}やReahal&Wriggleswortha1}が 報 告 した よ うに 、 これ ら組 織 中 のUQ同 族 体 の

一 部 は
、UQH2同 族 体 で あ り、還 元比 率 は血 漿 と肝 臓 で は70%か ら80%、 心 臓,腎 臓,

脾 臓 で は10%か ら30%と 、 組 織 に よ り異 な っ て い た 。Jayaramanら72》 は 、14C-

Mevalonateを 腹 腔 内 投 与 した 場 合 、 そ の放射 能 が あ らゆ る生 体 内 組 織 のUQ-9中 に取

り込 まれ る こ と を確 認 した 。 ま た 、Kalenら14)は ラ ッ トの 各 組 織 ホ モ ジ ネ ー トを用 い
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た検討 で 、あ らゆる組織 にUQ合 成 の主要 酵素,NPHBTransferase活 性 とUQ合 成活

性 があ るこ とを認 めた。 これ らの報告 は、いずれもUQが 生体内の全 ての組織 内 で生合

成 され うる こ とを示唆 している。 また、UQを 心室内に直接 投与 した場 合、投与30分

後 には75%が 肝臓 に集 まり、 その後 、時間の経過 と共 に肝臓 のUQ含 量 は減 少 して行

くが、 その肝臓 内UQ含 量 の減少 に伴 う他の組織 のUQ含 量 の増加 はほ とん ど観察 され

ない こ とか ら、肝臓 か ら各生体内組織へのUQの 移行 はほとん どない もの と推定 されて

い る。 した が って、著者 がラ ッ トの各 組織で認め たUQとUQH2同 族 体 は、肝 臓 のよ

うな還 元比率 の高 い組織 か ら供給 されたものは少 な く、個 々の組織 で生合 成 されたUQ

が主体 で ある と考 え られる。

著者 はUQな らび にUQH2同 族体 の細 胞内分布 を知 るため、還元 比率 の高 い肝臓

と低 い腎臓 につ いて調べ た。 その結果 、いずれの組織 において もUQ同 族体 は全 ての細

胞画分 に存在 す るこ とを認め た。 さ らに、肝臓のUQ同 族体 の分布 を詳 しく調 べ た とこ

ろ、tUQ同 族 体 は呼吸鎖の存在 す るミ トコン ドリア内膜 よ りミ トコン ドリア外膜 に高濃

度 に存 在 す る こ とを認 めた。 また、 リソソーム画 分(Ly-1,Ly-2画 分)や 細 胞膜画 分 の

tUQ同 族体 含 量 も ミ トコ ン ドリア内膜 より高 濃度 であ った。 さ らに 、ゴ ル ジ体 画 分

(GF1,GF2画 分)のtUQ同 族体含量 も、 ミ トコン ドリア内膜 に匹敵 した。 これまでUQ

は、 ミ トコ ン ドリア内膜 の酵素系 によっ て生合成 される とされて いた73}。 しか しなが

ら、最近 、Kalenら13)は 、3H-Tyrosine、14C-Tyrosineあ るい は3H-Mevalonateを ラ ッ

ト肝切 片 と保温 する と、 ミクロ ソーム膜 にお けるUQ-9へ の放射能 の取 り込みが ミ トコ

ン ドリア以上 に増加 する ことを認 めた。 さ らに、彼 らはNPHBTransferase活 性 が、ラ ッ

ト肝 臓 の 細 胞 質 とペ ル オ キ シソ ーム 以 外 の あ らゆ る細 胞 画 分 に存 在 し、 しか も、

SmoothIIMicrosomesやGolgi皿Vesicleで かな り高い ことか ら、小胞体 一 ゴル ジ体

システム にお けるUQ合 成 を示唆 した14》。 また、 ミ トコン ドリア外膜 、 リソソ ーム 、

細胞 膜 にお ける活性 も、 ミ トコ ン ドリア内膜 よ り高い ことか ら、 これ ら画 分でのUQ合

成 も示 唆 してい る。 これ ら高 いNPHBTransferase活 性(りQ合 成 活性)を 有 す る とされ

た細 胞画 分 は、今 回の検討 で、いずれも ミ トコ ン ドリア内膜画分 よ り高濃 度のUQ同 族

体 が存在 していた画 分 である。 また、UQ-9とUQ-10の 存在比率 も同一 部位 で合成 さ

れ るの であれば、ほぼ一定 でなければな らないが、細胞画分 によってかな り差 があ り、

各画 分 が自前の生合成系でUQを 合成 していることを支持するよ うに思 われ る。 したが っ

て著 者 が得 た結果 は、UQ同 族体 が ミ トコン ドリア内膜以外 でも生合成 されてい るとい
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うKalenら の報告13)・14)を裏付 けるもの といえる。

肝臓 と腎臓 の各細 胞画 分のtUQ同 族 体の還元 比率 は、 いずれ も組織全体 の還元比

率 とほぼ同 じで あ った。UQは 、 ミ トコン ドリア呼吸鎖 のNADHDehydrogenase複 合

体(ComplexI)やSuccinateDehydrogenase複 合体(ComplexII)に よ り還 元 され る

ことはよ く知 られている74),75》。 また、 ゴル ジ体8》や細胞膜76》に もミ トコ ン ドリア呼吸

鎖 に類似 した電子 伝達 系(リQ還 元系)が 存在 する と報告 されている。 さらにモル モ ッ ト

の ミクロソーム膜のUQ-10は 、NAD(P)Hの 存在 で還元 されることも報告 されている77)。

しか しなが ら、全 ての細胞画 分のUQ同 族 体が、全 て同 じ還元比率 であるの は、それぞ ・

れの画分 に局 在 す るUQ還 元系によ り還元 されるの ではな く、全 ての細胞画分のUQ同

族体 を一元 的 に還元 す る機構 が存在 する可能性 を示唆す るように思 われる。 この こと に

ついての検 討結 果 は、第二章以降 に述べ る。

最後 に、血 液 で はUQな らびにUQH2同 族体 は 、あ らゆ る顆粒球 画分 に検 出 され

たが、その還元比率 は10%以 下 とかな り低 かった。一方、血 漿(PlateletPoorPlasma)

のtUQ同 族 体 の還 元 比率 はおよそ80%と 、極 めて高値 を示 した。Elmbergerら78)は

ラッ ト血 漿のUQ-9が 、主 に リボ蛋 白質画分に存在 する と報告 している。 したが って、

著者 が血 漿 で認 めた高 いtUQ同 族体 の還元比率 は、主 にLDL中 のUQの 存在状態 を表

してい るもの と思 われる。Kalenら13)は3H-Mevalonateを ラッ トの門脈 へ投与 す ると、

血液 中に3Hラ ベ ル され たUQ-9が 検 出 され ること を認 めてい る。 さ らに続 報14》で 、

肝小胞体 一 ゴル ジ体 システムで生合成 されたUQ-9が 、時間の経過 と共 に減少 し血 中 に

現 れる ことか ら、 リボ蛋 白質 に組み込 まれ て血液 中に分泌 されている ことを示唆 した。

著者 のラ ッ ト血漿 にお けるUQ同 族体 の還元比率 が 、約80%と 顆粒球画 分に比 べ て著

しく高 く、肝臓 の還元比 率 とほぼ等 しい結果 も、血漿UQが 肝臓 か ら分泌 された もの で

ある可能性 を支持 す る。

小 括

(1)ラ ッ トは 、UQ-9を 主UQ同 族 体 、UQ-10を 副次的同族体 と して含 有 した 。 これ

らUQ同 族体 は全 ての 組織 に分 布 し、 しか も、その 一部 は還 元型 で あ った 。tUQ

同族体 の還元比率 は、肝臓 ・血 漿の70～80%か ら心臓 にお ける10%ま で、組 織 に

よ り異 な っていた。
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(2)還 元 比率 の高 い肝 臓 と低 い腎臓 の細 胞UQな らびにUQH2同 族体 の分布 を調 べた

ところ、全 ての細胞画分 に分布す ることを認 めた。また、tUQ同 族 体の還元比率 は、

いずれの細 胞画分 もほぼ同 じで、組織 ホ モジネー トの還元比率 とほぼ一致 した。 こ

れ らの結果 は、細胞内の全 てのUQを 一元的に還元す る機構 が細胞 内に存在 す る可

能性 を示唆 した。

(3)ラ ッ ト肝臓細 胞 オル ガネ ラ内のUQな らびにUQH2同 族 体の分布 を比 較 した とこ

ろ、 ミ トコ ン ドリア外膜画分 、 リソソーム画分(Ly-1、Ly-2画 分)、細胞膜画分 は、

ミ トコ ン ドリア内膜画分 よ りも高濃度のtUQ同 族体 を含む ことを認 めた。 さ らに、

ゴル ジ体画分(GF1,GF2画 分)も 、 ミ トコン ドリア内膜画分 に匹敵す る高値 を示 し

た。 これ ら画分 のUQ合 成 の主要 酵素,NPHBTransferase活 性 は、 ミ トコ ン ド1丿

ア内膜画 分 よ り も高 いこ とが報 告 されてお り14)、著 者の結 果 は、 ミ トコン ドリア

内膜外 でのUQ合 成 を裏付 けるものであった。

(4)ラ ッ ト血 液中の顆粒球画分や血 漿に も、UQ-9お よびUQ-10が 存在 した。 しかも、

顆粒球画 分のtUQ同 族 体の還元比率 は10%以 下 であるの に対 し、血漿 の還 元比率

は約80%と 、肝臓に匹敵す る高値 であった。 この結果 か ら、血漿のUQ同 族体 は、

リボ蛋 白質 に組み込 まれた形 で肝臓 よ り分泌 された ものであるこ とが示唆 され た。
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第 二 章 ラ ッ ト肝 臓 ユ ビ キ ノ ン還 元 酵 素 系 の検 索

UQH2同 族 体 は非 常 に不 安定 で あ り、好気 的条件 下 、セ ミキ ノンラ ジカル を経 て

UQ同 族 体 へ と速 や か に酸 化 される。Abergら15)はUQ同 族 体が ラッ ト生体 内の あ ら

ゆる組 織 に存 在 し、 しかも肝臓 で はその殆 どが、 また他の 組織 において もその一部 が

UQH2同 族 体 で あ る こ と を示 した 。著 者 もまた 、第 一 章 で 、 ラ ッ トのUQお よ び

UQH2同 族 体含量 の詳細 な検討 を行 い、あ らゆる組織の各細胞画分 に広 く存在 する こ と

を確認 した。特 に肝臓 で は、tUQの60～75%がUQH2同 族体 であった。

Reahal&Wrigglesworthaidは 、 ラ ッ トにUQ-10を 経 口投 与 ある いは腹腔内 注射

する と肝臓 や脾 臓 のUQ-10含 量 が増加する こ と、 さ らに肝 臓 では、 ミ トコン ドリア以

外 の細胞画 分 で もUQ-10含 量 が増加 し、 しかも、それに伴 いUQH2-10含 量 も増 加す

る ことを認 めた。UQ同 族 体 は 、適 当な呼 吸基質の 存在下 、 ミ トコン ドリア呼吸 鎖の

NADHDehydrogenaseとSuccinateDehydrogenaseで 還 元 され ることは周知 の事 実

である74),75),79)。また、 ゴル ジ体膜8)や 細胞膜76)に も ミ トコン ドリア呼吸鎖 に類似 した .

NADHDehydrogenaseの 存 在 が報告 されている。 しか しなが ら、 これ ら膜構造 に組 み

込 まれたUQ還 元酵素 が、他 の細胞画分のUQ同 族 体 をも還元 する とは考 えに くい。 し

か し、第一章 での肝臓 および腎臓の全 ての細胞画分の詳細 な分析 は、各画分のUQ同 族

体の一定割 合 が還 元型 のUQH2同 族 体 である こ とを示 した。 これは ミ トコン ドリアや

ゴル ジ体膜や細胞膜以 外 に もUQ同 族体 を還元 ・維持 する機 構の存在す ることを示唆 す

る。 そこで本章 では、各細 胞画分のUQ還 元酵素活性 を、還元比率の高 か った肝臓 を用

いて検討 した。

第一節 ユ ビキ ノン還元酵素 の肝臓内分布

生体の主 要 な電子 供与体 はNAD(尸)Hで 、呼吸鎖 のNADHDehydrogenaseを 初 め、

ゴル ジ体膜8)や 細胞膜76)のUQ還 元酵素系 はNADHを 電子供与体 と している。 そこで、

NADHお よびNADPHを 電子 供与体 と し、UQ-10か らのUQH2-10生 成量 を測 定 す る

ことによ り、 ラッ ト肝臓 内のUQ。10還 元活性の分布 を調べた。
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実験 方 法

(1)肝 細 胞 画 分 の調 製:

第 一 章 、 第 二 節 、実 験 方 法(2)・① に 従 い 、8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄

性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エ ス エル シー株 式 会 社)の 肝 臓 よ り、 粗 細 胞 画 分 を調 製 し

た。 引 き続 き第 二 節 、実 験 方 法(2>② か ら(2>⑦ に従 い 、精 製 した各 細 胞画 分 を得 た 。

(2)UQお よびUQH2同 族 体 の 抽 出 な らび に定 量:

第 一 章 、 第 一節 、 実 験 方 法(4)に 従 い行 っ た。

(3)UQ-10還 元活 性 測 定 法:

0.08%TritonX-100,50NMUQ-10,0.5mM2-Mercaptoethanol,0.2mM

NAD(P)Hと 適 当 量 の細 胞画 分 を含 む50mMTris-HCI衝 液(pH7.4)か らな る反応

液250NIを 、37℃ で正 確 に10分 間保 温 した 。n-Hexane/Ethanol(3:1)混 液3.5

mlを 加 え て反 応 を停 止 し、80rpm,10分 間機 械 振 と うす る こ と に よ り、 反 応 液 中

のUQ-10と 還 元 生 成 したUQH2-10を 抽 出 した。次 に1,500xg,10分 間 遠 心 して

得 られ た上 層 のn-Hexane層 を別 の褐 色 ス ピ ッツ管 に分 取 し、窒 素 気 流 下 、溶 媒 を

減 圧 ・留去 した。残 査 に適 当量 のEthanolを 正 確 に加 え、HPしCの 試 料 と した 。 こ

の 試 料 中 のUQH2-10量 は、Okamotoら のHPLC-ECD法42》 を用 い て分 離 ・定 量

した 。 装 置 お よびHPLC条 件 は第 一 章 、 第 一節 、実 験 方 法(4)に 示 した通 りで あ る。

UQ-10還 元 活 性 は 、1分 間 あ た り蛋 白 質 量 、1mgの 細 胞 画 分 が還 元 生 成 す る

UQH2-10量(pmollmin!mgprotein)と して示 した 。

(4)ラ ッ ト肝 細 胞 質 のProtease処 理:

反 応 液1mlあ た り、 蛋 白質 量10mgの ラ ッ ト肝 細 胞 質 と、1mgのTrypsin

(EC3.4.21.4,1:250,DIFCOLaboratory)あ る い はPronase(ア クチ ナ ー ゼ,科 研

製 薬)を 加 え 、50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)中 で 、37℃,1時 間 保 温 した 。 同時

に対 照 実 験 と して 、Proteaseを 添 加 せず に同様 に保 温 し た ラ ッ ト肝 細 胞 質 も作 成

した 。 こ のProtease処 理 した ラ ッ ト肝 細 胞 質 は、 その ま まUQ-10還 元 活 性 の測

定 に 用 い た。.

(5)蛋 白質 量 の定 量:

第 一 章 、第 一 節 、実 験 方 法(5)に 従 い定 量 した 。
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実験結果

ラ ッ ト肝 臓 のUQ-10還 元 活 性 を肝 ホ モ ジネ ー トを用 いて調 べ た結 果 を 丁able11に

示 す。NADPHお よびNADHの い ず れ の存在 で もUQ-10還 元 活 性 が 認 め られ た が 、電

子供 与 体 と してNADHよ りNADPHを 用 いた 方 が約2倍 高 い活性 を示 し た。NADHを

用 い た 時 のUQ-10還 元 活 性 は 、 ミ トコ ン ドリア 電 子 伝 達 系ComplexI阻 害 剤 の

Rotenoneに よ り、 約20%阻 害 され たが 、CytochromebolComplex(;ComplexIII
,EC

1.10.2.2)阻 害 剤 のAntimycinAやCytochromeOxidase(ComplexIV
,EC1.9.3.1)

阻 害 剤 のNaN3の 添 加 で は逆 に促 進 され た。 しか しな が ら、AntimycinAとNaN3に よ

るUQ・10還 元 の促 進 は、Rotenoneの 添 加 で阻 害 さ れ、Rotenone単 独 添 加 の場 合 と同

程 度 の 活性 に ま で低 下 した。 こ れ らの結 果 は 、NADH存 在 下 に認 め られ る ラ ッ ト肝 ホ モ

ジネ ー トのUQ-10還 元 活 性 の う ち、 これ ら酵 素 阻害 剤 で影 響 され る部 分 が ミ トコ ン ド

リア呼 吸 鎖 に 由来 す る活 性 で あ る こ と を示 して い る。 一 方 、 電子 供 与 体 と してNADPH

を用 い た時 のUQ-10還 元 活 性 は 、 ミ トコ ン ドリア電 子 伝 達 系 阻 害 剤 の 影 響 を全 く受 け

な か っ た 。

ラ ッ ト 肝 臓 に は キ ノ ン 還 元 酵 素 の 一 種 ,NAD(P)H:(quinone-acceptor)

Oxidoreductase(PT-diaphorase,EC1.6.99 .2)の 存 在 が知 ら れ て い る80)。 しか し、

Tablell

UQReductaseActivitiesinRatLiverHomogenate

Additions

UQReductaseActivity

(pmoVmin/mgprotein)

None NADPH NADH

None

5{tMDicoumarol

10/1MRotenone

lNMAntimycinA

10mMNaN3

1%tMRotenone+1/.tMAntimycinA

10uMRotenone+10mMNaNg

36士4

22±4t

3517

38±4

3612

34士4

3713

31217

263圭23*

306116

310115

305114

308126

308±15

147士1

121t4$

118±9$

167110

177圭11†

131圭6†

12715$

ThevaluesarethemeanstSDoffourexperiments .

*・†,‡SignificantdifferencesatlevelsofPく0 .01,P<0.005andP<0.001,

respectively,comparedwithnoadditionusingStudent'sunpairedttest .
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DT-diaphoraseを 完 全 に阻害 す る濃 度(5μM)のDicoumarolは 、全UQ-10還 元 活性 を

約20%し か阻 害 しな か っ た 。 こ れ らの結 果 か ら、NADPH存 在 下 に 認 め られ る ラ ッ ト

肝 ホ モ ジ ネ ー ト のUQ-10還 元 活 性 の 大 部 分 は 、 ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 鎖 や

DT-diaphoraseに よ る もの で は な い こ とが示 唆 された 。

さ らに、NADPHあ る い はNADHを 添 加 しな くと も(肝 ホ モ ジ ネ ー ト中 の 内 部 基 質

の 利 用 の み で も)、 弱 いUQ-10還 元 活 性 が認 め ら れた が 、Dicoumarolや ミ トコ ン ドリ

ア電 子 伝 達 系 阻 害 剤 に対 す る振 る舞 い は 、NADPHを 電 子 供 与 体 と して用 い た時 と同 じ

で あ った 。 この 結 果 か ら、 ラ ッ ト肝 臓 中 の主 なUQ-10還 元 活 性 は 、NADPHを 電 子供

与 体 とす る活 性 で あ る こ とが示 唆 され た 。

そ こ で 、 この 活 性 の 本 体 を知 る 目的 で 、NADPHを 電 子 供 与 体 と して ラ ッ ト肝 細 胞

画 分 のUQ-10還 元 活 性 を詳細 に調 べ た結 果 はTable12に 示 した 。NADPHを 電 子 供

Table12

DistributionofNADPH-UQReductaseActivitiesinRatLiverIntracellular

Fractions

IntracellularFractions NADPH-UQReductaseActivityDistribution

(pmol/min/mgprotein)(%)

Homogenate 1811128 100

Nuclei

Mitochondria

InnerMembranes

OuterMembranes

Matrix&IntermembraneSpace

CrudeLysosomes

CrudeMicrosomes

SmoothEndoplasmicReticulum

RoughEndoplasmicReticulum

GolgiComplex

GF1(凵ghtFraction)

GF2(IntermediateFraction)

GF3(HeavyFraction)

Cytosol

16.3圭11.6

40.7111.6

16.7士3.2

8.315.9

20.4114.1

8.719.0

105士64

50.8149.1

60.1t9.0

0

11.918.9

32.8121.9

312±36

5.8圭6.1

82圭4.O

N.D.

N.D.

N.D.

2.6±0.5

15.Ot4.3

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

67.911.9

Thevaluesarethemeans±SDofthreerats.N.D.,Notdetermined.
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与 体 とす るUQ・10還 元 活 性 は、 ゴル ジ体 のGF1画 分(LightFraction)以 外 の あ ら ゆ る

細 胞 画 分 に 存 在 し、 中 で も細 胞 質 と粗 ミク ロソー ム膜画 分 で高 い こ と を認 め た。 特 に 細

胞 質 は 、細 胞 画 分 中 、最 も高 い比 活性 を示 し、量 的 に も肝 ホ モ ジ ネ ー トの全 活 性 の 約

68%に の ぼ っ た。 ま た 、粗 ミ トコ ン ドリア画 分 に は、 ラ ッ ト肝 臓 の 全UQ-9量 の 約

80%が 存 在 した(Succinate・cytochromecReductaseの 回収 率 よ り算 出)が 、NADPH

を電 子 供 与 体 と す るUQ-10還 元 活 性 は 、肝 臓 の全 活 性 の約8%に 過 ぎ な か っ た 。 こ

れ らの 結 果 よ り、UQ-10還 元 活 性 は主 に細 胞 質 に局在 す る こ とが明 らか と な っ た。

UQH2-9

A:AuthenticUQH2-9andUQH2-10(5pmol)

B

C

D

E

F

G

Complete(NADPHashydrogendonor)

Complete(NADHashydrogendonor)

BminusNADPH

BminusUQ-10

Bminuscytosol

Heat-treatedcytosolinsteadof
nativecytosolinB

RetentionTime(min)

月'9.2HPLCProfi'esofUbiquinone-70月educeわ ηbyRatLiver('ytoso'

Thecompletereactionmixture(250μ りconsistedof50mMTris。HCIbu什er

(pH7.4)containingO.08%TritonX-100,50NMUQ-10,0.5mM2-

mercaptoethanol,0.2mMNADPHandO.25mgcytosolicprotein.
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細 胞 質 のUQ-10還 元活 性 が 、酵 素 に よ る もの か ど うか を検 討 した結 果 はTable13

に示 した 。UQ-10還 元 活 性 は 、細 胞 質 、UQ・10お よびNAD(P)Hの 三 者 が共 存 す る時

に の み 認 め られ 、 これ らの一 つ を除 い た時 や 、加 熱処 理(95℃ ,10分 間)し た細 胞 質 を用

い た時 に は 認 め られ な か っ た(Fig.2)。 ま た 、UQ-10還 元 活 性 は 、細 胞 質 をTrypsinや

Pronaseで 処 理 す る と完 全 に 消 失 した が 、95℃ ,10分 間 の 加 熱 処 理 で 失 活 さ せ た

TrypsinやPronaseで 処 理 した 時 に は失 わ れ な か った(Table13)
。 こ れ らの 結 果 は、 ラ ッ

ト肝 細 胞 質 のUQ-10還 元 活 性 が 酵 素 活 性 で あ る こ と を示 して い る
。 な お 、細 胞 質 の

UQ-10還 元 酵 素 活 性 は 、 ラ ッ ト肝 ホモ ジネ ー トを用 いた時 と 同様 、電 子 供 与 体 と して

NADHよ りNADPHを 用 い た時 の 方 が お よそ2倍 高 か った。

Table13

UQ-10ReductionbyHeatedandProtease-digested

Cytosoi

UQReductaseActivity

(pmol/min/mgprotein)

NADPH NADH

NativeCytosol

HeatedCytosola}

Trypsin-treatedCytosol

NativeTrypsindigestion

Heated。Trypsindiges重iona}

Pronase-treatedCytosoi

NativePronasedigestion

Heated。Pronasedigestiona)

235士21

0*

34121

238141

o*

198142

113士35

o*

11t8

104±21

o*

91117

ThevaluesarethemeanstSDofthreeexperiments.

*SignificantdifferencesatlevelsofP<0
.001comparedwith

nativecytosolusingStudent'sunpairedttest.

a　 Heat-treatmentat95°Cfor10min
.

第二節 肝細胞質ユビキノン還元酵素と既知のキノン還元酵素 との異同

前 節 で 、 ラ ッ ト肝 臓 に は、NAD(P)Hの 存在 下UQ-10を 還 元 す る酵 素 が存 在 し、 し

か も この 酵素 は主 に細胞 質 に存 在 す る こ と を明 らか に した 。UQを 還 元 す る酵素 と して
、

Emster&Forsmark-Andreea2)は 、 ミ トコ ン ドリアや細 胞 膜 のNADHDehydrogenase
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系 、 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 のNADH-cytochromeb5Reductase(EC1.6,2.2)や

NADPH-cytochromeReductase(EC1.6,2.4)、 細 胞 質 のDT-diaphoraseを あ げ て い

る 。 ま た 、Freiら27》 は こ れ ら 酵 素 に 加 え 、NADH:(quinone-acceptor)

Oxidoreductase(EC1・6・99・5)やNADPH:(quinone-acceptor)Oxidoreductase(EC

1.6.99.2),Cu2+,Zn2+-containingSuperoxideDismutase(Cu2+ ,Zn2+-SOD,EC1.

15.1.1)も そ の候 補 に あ げ て い る。 ま た 、 ゴル ジ体 膜 のNADHDehydrogenase系8)も

UQを 還 元 す る可能 性 があ る。 こ れ らの う ち、DT-diaphoraseは 、 キ ノ ン化 合 物 をキ ノ ー

ル化 合 物 へ2電 子 還 元 す る こ とに よ り、 キ ノ ン化 合 物 の毒 性 か ら生 体 を防 御 す る役 割 を

担 って い る と考 え られ て い る83),84)が 、Takadaら85)に よ れ ばUQ-10を 還 元 し う る こ

とが確 認 され て い る。 しか しなが ら 、前節 で 、 ラ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー トのUQ-10還 元 酵

素 活 性 の 大 部 分 はDicoumarolで 阻 害 され な か っ た た め、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 のUQ-10還

元 酵 素 のDT-diaphoraseと の異 同 を中 心 に上 述 の既 知 の キ ノ ン還 元 酵 素 との 関 連 に つ

い て検 討 す る こ とに した 。

実 験方 法

(1)肝 細 胞 質 の 調 製:

第 一 章 、 第 二 節 、実 験 方 法(2)一① に従 い 、8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄

性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エス エ ル シー株 式 会社)の 肝 臓 よ り調 製 した。

(2)UQ-10還 元 活 性 測 定 法:

第 二 章 、 第 一 節 、 実験 方 法(3)に 従 い 、電子 供 与 体 と してNADPHを 用 い た時 の

UQ-10還 元 活 性 をNADPH-UQReductase活 性 と し て 測 定 した 。NADPH-UQ

Reductase活 性 は 、1分 間 あ た り蛋 白質量 と して1mgの 試 料 が還 元 す るUQ-10

量(pmol/min/mgprotein)と して示 した。

(3)DT-diaphorase活 性i貝1定法:

DT-diaphorase活 性 は 、Ernsterの 方 法81)に 従 い 測 定 した 。0 .07%BSA,

40μM2,6-Dichlorphenolindophenol(PCPIP),0 .2mMNAD(P)Hと 適 当 量 の 試料 を

含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)か らな る反 応 液1mlを 吸 光 度 測 定 用 キ ュベ ッ

トに 入 れ 、 波 長600nmに お け る吸光 度変 化 を37℃ で3分 間 連 続 的 に測 定 した
。

DT-diaphorase活 性 は 、600nmに お け るDCPIPの モ ル 吸 光 係 数2 .1x104
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M"1cm1を 用 い 、1分 間 あ た り蛋 白 質量 と して1mgの 試 料 が還 元 す るDCPIP量

(nmol/min/mgprotein)と して示 した。

(4)CibacronBlue-bindingAgaroseGelChromatography

①CibacronBlue-bindingAgaroseGelの 調 製:

2%NaCIを 含 む50%(v/v)Bio-gelA-5m(Bio-Rad)懸 濁 液
,100mlを

Na2CO3でpH10に 調 整 し、0.2gのCibacronBlueF3GAを 加 え て37℃ で保

温 した 。24時 間 後 と48時 間 後 に さ らに0.2gのCibacronBlueF3GAを 加 え、

計72時 間 保 温 した後 、 ゲ ル懸 濁 液 をガ ラ ス フ ィル タ ー 上 に 移 し、 蒸 留 水 で洗 浄

した 。 ゲ ル に結 合 しな か っ たCibacronBlueF3GAの 青 色 が消 え る ま で洗 浄 した

後 、6MUreaを 含 む0.5MNaOH,300mlで 洗 浄 し、再 び 蒸 留水 で洗 液 のpHが

中 性 ～ 弱 酸 性 酌pH6.5)に な る まで 洗 浄 した後 、使 用 す る まで蒸 留 水 に 懸 濁 し

た状 態 で4℃ で保 存 した 。 このCibacronBlue-bindingAgaroseGelは 、使 用 直

前 に ゲ ル容 量 の3倍 量 の蒸 留 水 で洗 浄 した後 、 初 期 緩衝 液(0.15MNaCI)で 平 衡

化 した後 、 実験 に用 い た。

②CibacronBlue-bindin9A9aroseGelChromatographyに よ る分 離操 作:

CibacronBlue-bindingAgaroseGelChromatographyはDT-diaphorase

の精 製 法 で あ るProchaskaの 方 法86》 に従 っ た 。0 .15MNaClで 平 衡 化 した

CibacronBlue-bindingAgaroseGel,10mlに 、0.15MNaCIを 含 む ラ ッ ト肝 細

胞 質10mlを 加 え、 氷 中 で緩 や か に撹 拌 しな が ら1.5時 間保 温 した 。XK16/20

カ ラ ム(pharmacia)に ゲ ル を詰 め た後 、流 速0 .5ml!minで ゲ ル に結 合 しな か っ

た蛋 白 質 を0.15MNaCIで 洗 い流 し、3.5Mに な る までNaClの 直 線濃 度 勾 配 を

か け た 。 次 い で3.5MNaClを 含 む5mMTris-HCI緩 衝 液(pH7 .4)、5mM

Tris-HCI緩 衝 液(pH7.4)、50%EthyleneGlycolを 含 む20mMTrisBase(pHlo) 、

50%EthyleneGlycolと1mMNADHを 含 む20mMTrisBase(pHlo)のUI頁 で 溶

出 液 を交 換 し、 ゲル に 結 合 した 蛋 白質 を溶 出 した(Fig.7)。 カ ラ ム か らの 溶 出液

は波 長280nmに お け る吸 光 度 を連 続 的 にモ ニ タ ー した後 、1.5mlつ つ試 験 管 に

集 め 、DT-diaphorase活 性 と.NADPH-UQReductaseラ 舌性 を測 定 した 。

(5)蛋 白 質 量 の 定 量:

第 一 章 、第 一 節 、 実 験方 法(5)に 従 い定 量 した。
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実験結 果

(1)ミ トコ ン ドリア電 子 伝 達 系 酵 素 との異 同

ミ トコ ン ドリア 呼 吸 鎖 のNADHDehydrogenaseはNADHか らUQへ の電 子

の受 け渡 しを行 っ て い る87》。 この酵 素 はRotenoneに よ り阻 害 され る88》 が 、肝 ホ

モ ジ ネ ー トの 結 果 か ら 予 想 さ れ た よ う に 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQ

Reductase活 性 はRotenoneに よ り阻害 され な い だ けで は な く、他 の ミ トコ ン ド

リア電 子 伝 達 系 阻 害 剤 の 影 響 も全 く受 けな か っ た(Table14)。 なお 、 ミ トコ ン ドリ

ア 外 膜 に は 、Rotenoneで 阻 害 さ れ ないNADHDehydrogenaseが 存 在 す る54)が 、

こ れ は 、NADH依 存 的 な酵 素 であ り、NADPHを 電 子 供 与 体 と したUQ-10還 元 に

寄 与 して い る と は考 え られ ない 。 さ らに 、細 胞 質 への ミ トコ ン ドリア の混 入 は 、 ミ

トコ ン ドリア の マ ー カ ー酵 素,Succinate-cytochromecReductase活 性 の測 定 か

ら も お よ そ1%と 見 積 も られ る(第 一 章 、 第 二 節 、Table2参 照 》が 、 細 胞 質

NADPH-UQReductaseの 比 活性 は ミ トコン ドリア画 分 中 の活 性 のお よそ8倍 で あ っ

た(i'able12)。 以 上 の結 果 か ら、細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 が ミ トコ ン ド

リア酵 素 の 漏 出 や 、 ミ トコ ン ドリアの混 入 に よ る可 能性 は否 定 され た 。

(2)ゴ ル ジ体 膜 お よ び細 胞 膜電 子 伝 達 系 酵 素 との異 同

ゴル ジ 体 膜8)や 細 胞 膜76)に は 、 ミ トコ ン ド リア 呼 吸 鎖 と類 似 したNADH

Dehydrogenase活 性 が存 在 す るが 、 ミ トコ ン ド リア酵 素 と同様 にNADHに 依 存 的

な酵 素 と さ れ て い る 。 さ ら に 、 ゴ ル ジ 体 膜 のNADHDehydrogenase活 性 は 、

KCNに よ り促 進 され る が8)、 細 胞 質 のNADPH-UQReductase活 性 は、KCNの 添

加 に よ る 影 響 を 全 く 受 け な か っ た(T'able14)。 ま た 細 胞 膜 のNADH

Dehydrogenase活 性 は 、NaN3やInsulinに よ り阻 害 され 、Glucagonに よ り促 進

さ れ る が18)、 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 は 、KCNの 添 加 やNaN3 ,

Insulin,Glucagonの 添 加 に よ る影 響 を全 く受 け な か った(Table14)。 これ らの結 果

か ら 、 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 が 、 ゴ ル ジ 体 膜 や 細 胞 膜 に 存 在 す る

NADHDehydrogenaseに 由 来 す る可能 性 は否 定 され た。
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(3)ミ クロ ソー ム膜 電子 伝 達 系酵 素 との 異 同

ミ クロ ソー ム 膜 の電 子 伝 達 系 を構 成 す るNADH-cytochromeb5Reductaseと

NADPH-cytochromeReductaseは 、 そ れ ぞ れNADH、NADPHの 存 在 下 、

p-BenzoquinoneやMenadioneを 還 元 す る キ ノ ン還 元 酵 素 で も あ る こ と が 知 られ

て い る89)。 し か しなが ら、細 胞 質 へ の ミク ロ ソ ーム 膜 の 混 入 は
、 ミ ク ロ ソ ー ム膜

の マ ー カ ー 酵 素 で あ るNADPH・cytochromeReductase活 性 の 測 定 か らお よ そ

6%と 見 積 も られ た に も か か わ らず(第 一 章 、 第 二 節 、Tabie2参 照)、 細 胞 質 の

NADPH-UQReductase活 性 は粗 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 画 分 の 活 性 の 約3倍 で あ っ た

(table12)。 ま た、 ミク ロ ソー ム膜 画 分 中 に は肝 臓 ホ モ ジネ ー トの 全NADPH-UQ

Reductase活 性 の 約15%が 存 在 す る の み で あ っ た(Table12)
。 さ ら に 、

NADH-cytochromeb5Reductase活 性 は 、CaCl2やMgCl2に よ り 阻害 さ れ る が

9°)
・細 胞 質NADPH-UQR・ductase活 性 は 、CaCl2の 影 響 を全 く受 け ず

、MgCl2

はNADPH-UQReductase活 性 をむ しろ促 進 した(i'able14)
。 こ れ らの 結 果 か ら、

細胞 質NADPH-UQReductase活 性 が ミ ク ロ ソーム膜 の電 子 伝 達系 酵 素 の 漏 出 や
、

ミ ク ロ ソ ーム 膜 の 混 入 の可 能 性 は否 定 され た 。

(4)ミ ク ロ ソ ー ム膜NAD(P)H-UQReductaseと の異 同

最 近 、Shigemuraら は 、 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 に 電 子 伝 達 系 酵 素 と は 異 な る
、

NAD(P)Hを 電 子 供 与 体 とす るUQ還 元 酵 素 の 存 在 を報 告 した91》
。 こ の 酵 素 は

UQ-10を 電 子 受 容 体 と す る他 、電 子 供 与 体 の種 類 やRotenone
,Dicoumarolの 添

加 に 対 す る 感 受 性 な ど 、 著 者 が ラ ッ ト肝 細 胞 質 に 見 出 し たNADPH-UQ

Reductaseと か な り 性 質 が 似 て い た 。 しか し な が ら
、 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 の

NAD(P)H-UQReductase活 性 が 、NADP+の 添 加 で なん ら影響 を受 けな いの に対 し
、

細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 はNADP+の 添 加 で阻 害 され た(Table14)
。 さ

らに 、 細 胞 質 へ の ミ ク ロ ソ ー ム 膜 の 混 入 は 、 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 の マ ー カ ー 酵 素
,

NADPH-cytochromeReductase活 偉 の 測 定 か ら約6%と 見 積 も られ た に もか か わ

らず(第 一章 、 第 二 節 、丁'able2参 照)、 細 胞 質 のNADPH-UQReductase活 性 は粗

ミ ク ロ ソー ム膜 画 分 中 の活 性 の約3倍 であ った(Table12)
。 これ らの結 果 は 、細 胞

質NADPH-UQReductaseが ミク ロ ソー ム膜NAD(P)H-UQReductaseと は異 な る

こ と を示 して い る 。
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(5)DT-diaphoraseと の異 同

肝 細 胞 質 に存 在 す るDT-diaphoraseは 、Takadaら85)に よ りUQ-10を 還 元

す る こ とが報 告 され て い る。 ま た多 くの研 究者 に よ り、DT-diaphoraseが 長 鎖 イ ソ

プ レ ノ イ ド側 鎖 を有 す るUQ同 族 体 を還 元 す る可 能性 が示 唆 さ れ て い る27》,82)。し

た が っ て 著 者 が細 胞 質 に認 め たNADPH-UQReductaseは 、DT-diaphoraseと 同

一 の 酵 素 で あ る 疑 い が 強 か っ た
。 そ こ でNADPH-UQReductaseと ゜

DT-diaphoraseと の 異 同 を 明 ら か に す る た め 、 同 じ 肝 細 胞 質 に 含 ま れ る

NADPH-UQReductase活 性 とDT-diaphorase活 性 に つ い て、 電 子 供 与 体 、 安 定

性 、StimulatorやDT・diaphorase阻 害剤 の効 果 を比 較 ・検 討 した。

① 電 子 供 与 体

ラ ッ ト肝 細 胞 質 のUQ-10還 元 酵 素 活性 は 、電 子 供 与 体 と してNADPHあ る

い はNADHを 利 用 してUQ-10をUQH2-10へ と 還 元 す る が 、 そ の 活 性 は

NADPHを 用 い た 方 が2倍 余 り高 か っ た(Fig。2)。 一 方 、D丁 一diaphoraseは 、

NADPHお よ びNADHを 電 子供 与 体 と して同 程 度 に利 用 す る酵 素 といわ れ る80)。

そ こ で 、両 酵 素 に対 す る 、NADPHとNADHの 電子 供 与 体 と して の 効 果 を 、

Lineweaver-BurkPlotを 用 い て検 討 した(Fig.3)。DT-diaphorase活 性 に対 す る
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NADPHとNADHのKm値 とVmax値 は 、 ど ち ら の 電 子 供 与 体 を用 い た 時 で も ほ

ぼ 同 じで あ っ た(Km(NADPH}=36.3μM,Vmax(NADPH》=36 .2nmol/min/mgprotein,

Km(NADH》=36.3ｵM,Vmax(NADH)=36 .Onmol/min/mgprotein)(Fig .3A)。 一 方 、

同 一 の 細 胞 質 のUQ-10還 元 酵 素 活 性 に 対 す るVmax値 は 、 ど ち らの 電 子 供 与 体

を用 い た 時 で も ほ ぼ 同 じ で あ っ た(Vmax(NADPH)=487pmol!min/mgprotein;

塩ax(NADH)ニ489mol/min/mgprotein)が 、NADPHを 電 子 供 与 体 と し た 時 の

Km値(/Cm(NADPH》=19.2μM)はNADHを 用 い た 時 のKm値(K
m(NADH)=307μM)

の お よ そ1/15で あ っ た(Fig.3B)。 この 結 果 か ら、DT-diaphorase活 性 は 文 献 通

りNADPHとNADHを 同 程 度 に 利 用 す る が 、UQ-10還 元 酵 素 活 性 は 、NADHよ

り もNADPHの 方 を お よ そ15倍 良 い 基 質 と し、 著 し く異 な る こ と が わ か っ た
。

② 安 定 性

肝 細 胞 質 を 一20℃ で7日 間 保 存 した時 、DT-diaphorase活 性 は殆 ど低 下 し

な か っ た が 、 、 同一 の細 胞 質 のNADPH-UQReductase活 性 は 日 を追 う ご とに

低 下 し、7日 目に は細 胞 質 調 製 直 後 の活 性 の約20%に ま で低 下 した(Fig .4)。
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③BSAとTritonX-100の 効 果

BSAやTritonX-100な ど の い くつ かの界 面 活性 剤 は 、DT-diaphorase活 性

を促 進 す る こ とが 報 告 され てい る80}。 そ こで 、DT-diaphorase活 性 とUQ-10還

元 酵 素 活 性 に 対 す るBSAとTritonX-100の 効 果 を検 討 した 。 そ の 結 果 、

DT-diaphorase活 性 は、1×10-7%か ら1%の 広 い濃 度 範 囲 のBSAとTriton

X-100に よ り 、 促 進(約2～4倍)さ れ た(Fig.5A)。 一 方 、 同 一 の 細 胞 質 の

NADPH-UQReductase活 性 は 、0.01～0.5%の 狭 い 濃 度 範 囲 のTritonX-100

で 、最 大 でお よ そ4倍 ⑩D8%)促 進 され た が 、BSAで は む しろ阻 害 され た(Fig.

5B)o
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reductaseactivitiesintheabsenceofBSAandTritonX-100were13.7

nmol/min/mgproteinand123pmol/min/mgprotein,respectively.
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④DT-diaphorase阻 害 剤 の 効 果

DicoumarolはDT-diaphoraseの 強 力 な 阻 害 剤 で あ る80)・81》
。 そ こ で 、 ラ ッ

ト肝 細 胞 質 中 のDT-diaphorase活 性 とNADPH-UQReductase活 性 に 対 す る

Dicoumarolの 阻 害 効 果 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、DT-diaphorase活 性 は 、

Dicoumarolの1nM以 上 の 濃 度 で 阻 害 さ れ 、1μMで は ほ ぼ 完 全 に 阻 害 さ れ た

(10らo=6.5士0.7nM)(Fig.6)。 し か し な が ら 、 同 じ 細 胞 質 のNADPH-UQ

Reductase活 性 は 、1μMDicoumarolで は ほ と ん ど 阻 害 さ れ ず
、 完 全 に 阻 害 す

る に は 、10mMが 必要 で あ っ た(ノ050=16 .0±1.0μM)。 ま た 、DT-diaphoraseは 、

Warta・ing2》 やFlavi・AdenineDinucl・ ・tid・(FAD) 、Flavi,M。,。nucl。 。tid。

(FMN)80L81》 で 阻 害 さ れ る が 、NADPH-UQReductase活 性 は こ れ らに よ り ほ と

ん ど阻 害 さ れ ず 、FADやFMNで は む しろ促 進 さ れ た(Table14)
。
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DT-diaphoraseandNADPH-UQreductaseactivitiesweredeterminedin

thepresenceoftheindicatedconcentrationsofdicoumarol .Thevalues

indicatedapercentageoftheactivitiesintheabsenceofdicoumarol .

DT-diaphoraseandNADPH-UQreductaseactivitiesintheabsenceof

dicoumarolwere46.2圭10.7nmol!min/mgproteinand347士28

prnol/min/mgprotein,respectively.ThevaluesarethemeanstSDof

threeexperiments.
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⑤CibacronBlue-bindingAgaroseGelChromatographyに よ るDT-diaphorase活

性 とNADPH-UQReductase活 性 の 分 離

ラ ッ ト肝 細 胞 質 中 のDT-diaphorase活 性 とNADPH-UQReductase活 性 と

を分 離 す る た め 、CibacronBlue-bindingAgaroseGelChromatographyを 行 っ

た結 果 はFig.7に 示 す 。DT-diaphorase活 性 の93.8%は50%EthyleneGlycol

と1mMNADHを 含 む20mMTrisBase(pH10)に よ り 溶 出 し た 。 一 方 、

NADPH-UQReductaseは 、CibacronBlue-bindingAgaroseGelに ほ と ん ど 結

合 せ ず 、0.15MNaCIか ら3,5MNaClへ の 濃 度 勾 配 を か け て い る途 中 で 、 全 活 性

の99.0%が 溶 出 し た 。 こ の よ う に 、NADPH-UQReductase活 性 と

DT-diaphorase活 性 と は 、 性 質 が か な り 異 な る だ け で な く 、Cibacron

Blue-bindingAgaroseGelChromatographyに よ り、 互 い に 完 全 に 分 離 す る こ と

か ら 、 異 な る 酵 素 蛋 白 質 で あ る こ とが 明 ら か と な っ た 。
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Cibacronblue-bindingBio-gelA-5m(10ml)andratlivercytosol(10ml)

weremixedandincubatedat4°C.After1.5h,thegelwaspackedintoa

columnandelutedwithbuffersasfollows;A,0.15MNaCI.BtoC,linear

gradientofNaCIfromO.15Mto3.5M.C,3.5MNaCI.D,5mMTris-HCI

buffer(pH7.4)containing3.5MNaCI.E,5mMTris-HCIbuffer(pH7.4).F,

20mMTris-base(pH10)containing50%ethyleneglycol.G,20mM

Tris-base(pH10)containing50%ethyleneglycolandlmMNADH.
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(6)細 胞 質NADH:(quinone-acceptor)Oxidoreductaseお よ びNADPH:(quinone -

acceptor)Oxidoreductaseと の 異 同

ラ ッ ト93)お よ び ブ タ93)の 肝 細 胞 質 に は 、NADH:(quinone-acceptor)

OxidoreductaseとNADPH:(quinone-acceptor)Oxidoreductaseが 見 出 さ れ て い

る 。 前 者 はNADHの み を 電 子 供 与 体 と し、 そ の 活 性 はDicoumarolで 全 く阻 害 さ

れ ず 、AdenosineMonophosphate(AMP)や2 ,4-Dinitrophenolで 阻 害 さ れ る と報

告 さ れ て い る94》 。 ま た 、 後 者 は 、NADPHだ け で な く弱 い な が ら もNADH電 子 供

与 体 と し、 さ ら に そ の 活 性 は 、FMNで は 無 効 で あ る がFADで 促 進 さ れ
、 し か も

2,4-Dinitrophenolで は 全 く 阻 害 さ れ な い と報 告 され て い る94)
。 した が っ て 、 こ れ

ら酵 素 の 共 存 が 、 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 の 本 体 で あ る と も 考 え ら れ

る 。 しか し、 ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、NADH、NADPHの ど ち

ら も 電 子 供 与 体 と し(Fig.3)、NADPHとNADHを 同 時 添 加 し て も 活 性 の 相 加 効 果

が 見 ら れ な い こ と(第 三 章 、 第 一 節 、Table15参 照) 、 ま た 、NADPH-UQ

Reductase活 性 は2,4-DinitrophenolやDicoumarolに よ り阻 害 さ れ る がAMPに

よ り全 く阻 害 さ れ な い こ と(Table14》 、 さ ら に 、 そ の 活 性 はFADだ け で な ぐFMN

の 添 加 で も 促 進 さ れ る こ と か ら 、 細 胞 質NADPH・UQReductaseはNADH:

(quinone-acceptor)Oxidoreductaseお よ びNADPH:(quinone-acceptor)

Oxidoreductaseの 共 存 に よ る 作 用 で は説 明 で き ず 、 明 らか に 異 な る 酵 素 で あ る こ

と が わ か っ た 。

(7)Cu2+,Zn2+-SODと の 異 同

Cadenasら はCu2+,Zn2+・SODがS・p…xid・:semiq・i,。neO.id。 -

reductase活 性 を有 す る こ と を確 認 し、SuperoxideAnion(Q2言)を 消 去 す る際 に 共

存 す る キ ノ ン化 合 物 を還 元 す る こ とを報 告 した95)。 しか しな が ら、 ラ ッ ト肝 細 胞

質NADPH-UQReductase活 性 は、Cu2+,Zn2+-SOD阻 害 剤 で あ るKCNg6)や02:

消 去 剤 で あ るCytochromecで 全 く影 響 を受 けな か っ た(Table14)。 こ れ らの結 果

は 、細 胞 質NADPH-UQReductaseが 、-Cu2+ ,Zn2+-SODに よ る もの で あ る可 能 性

を否 定 す る。
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Table 14 

Effect of Various Quinone Reductase Inhibitors on NADPH-UQ Reductase Activities in Rat Liver 

 Cyto  so  I

Published Data  /C50for NADPH-UQ

 Reductase Activity a)

 /cal  (NM) References  (Wm)

 Mitochondria' Electron Transport:

Antimycin A Stimulation 77) No Effect

KCN Stimulation 77) No Effect

NaN3 Stimulation 77) No Effect

Rotenone Inhibition  77),88) No Effect

Golgi Membrane NADH Dehydrogenase:

KCN Stimulation 8) No Effect

NADH-cytochrome  b5 Reductase:

CaCl2 8,000 90) No Effect

 MgCl2 18,000 90) Stimulation

Microsomal  NADPH-UQ Reductase:

 NADP+ No Effect 91) Inhibition

 DT-diaphorase  :

Dicoumarol  0.001-0.1 80),81) 16.0±0.6

 Warfarin 35 92)  >  7,500

 Chlorpromazine 500 80),81)  2,500±60

FAD 500 80),81) Stimulation

FMN 7,000 85),81) Stimulation

 NADH: (quinone-acceptor) Oxidoreductase:

AMP Inhibition 94) No Effect

Dicoumarol No Effect 94) 16.0±0.6

 2,4-Dinitrophenol  -4160 94) 990±20

 NADPH  : (quinone-acceptor) Oxidoreductase:

Dicoumarol  -440 94) 16.0±0.6

2,4-Dinitrophenol No Effect 94) 990±20

FAD Stimulation 94) Stimulation

FMN No Effect 94) Stimulation

 Cu2+,Zn2+-SOD:

KCN Inhibition 96) No Effect

Plasma Membrane NADH Dehydrogenase:

Glucagon Stimulation 18) No Effect

Insulin Inhibition 18) No Effect

NaN3 Inhibition 18) No Effect

a) The values are the means ± SD of three experiments .

-42-



第 三 節 考 察 お よ び小 括

考 察

酸 化 され や す いUQH2同 族 体 が、 ラ ッ ト生 体 内 で 、 あ る一定 の還 元 比 率 で維 持 され

る に は 、生 体 内 に何 らか のUQ還 元機 構 が存 在 す る必 要 が あ る と予 想 され た
。 そ こで著

者 は 、還 元 比 率 の 高 か っ た ラ ッ ト肝 臓 ホ モ ジ ネ ー トのUQ還 元 活 性 を調 べ た とこ ろ 、

NADHお よ びNADPH存 在 下 で 高 いUQ-10還 元 活 性 を示 す こ と を認 め た
。 こ れ らの

UQ-10還 元 活 性 の うち、NADH存 在 下 でのUQ-10還 元 活 性 は、 ミ トコ ン ドリア 呼 吸

鎖 のComplexI阻 害 剤 のRotenoneに よ り 阻 害 さ れ 、Complex皿 阻 害 剤 の

AntimycinAやComplexIV阻 害剤 のNaN3に よ り促 進 され る こ とか ら、 ミ トコ ン ドリ

ア呼 吸 鎖 の酵 素 に よ る もの で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 しか し、NADPH存 在 下 で の

UQ-10還 元 活 性 は、NADH存 在 時 よ りも約2倍 高 く、 しか も ミ トコ ン ドリ ア呼 吸 鎖 阻

害 剤 の影 響 を全 く受 け ない こ とか ら、 ラ ッ ト肝 臓 に は 、 ミ トコ ン ドリア 呼 吸 鎖 以 外 に も

UQ-10を 還 元 す る酵 素 の存 在 が示 唆 され た 。

ラ ッ ト肝 細 胞 画 分 のUQ-10還 元活 性 の分 布 を調 べ た と ころ 、 肝 ホ モ ジネ ー ト中 の

全UQ-10還 元 活 性 の 約67%が 細 胞 質 に存 在 してい た。 また 、 そ の比 活 性 の比 較 で も細

胞 質 が最 も高 い こ とが認 め られ た 。 さ らに 、細 胞 質 への 他 の 細 胞 画 分 の 混 入 は 、各 細 胞

画 分 の マ ー カ ー 酵 素活 性 の測 定 か ら1～6%で あ る こ と(第 一 章 、第 二 節 、Table2参

照)か ら、NADPHあ る い はNADHの 存 在 下 、 ラ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー ト中 に 認 め ら れ る

UQ-10還 元 活 性 は 、主 に細 胞 質 に由 来 す る もの で あ る こ とが わ か っ た
。 しか も 、 こ の

活 性 は 、 細 胞 質 の加 熱 処 理 や蛋 白分 解 酵 素 処 理 に よ り消 失 す る こ とか ら、酵 素 に よ る も

の で あ る こ とが明 らか とな っ た。

Ernster&Forsmark-Andree82>は 、 細 胞 内 でUQを 還 元 す る 酵 素 と して 、 ミ トコ ン

ドリア や 細 胞 膜 のNADHDehydrogenaseの 他 、 ミ クロ ソ ー ム膜 のNADH-cytochrome

b5ReductaseやNADPH-cytochromeReductase 、細 胞 質 のDT-diaphoraseを あ げ て

い る。 ま た 、 ゴル ジ体膜 のNADHDehydrogenaseも 適 当 な基 質 の存 在 下
、UQを 還 元

す る と報 告 され て い る8)。 さ らにShigemuraら91)は ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソー ム 膜 画 分 に は

ミ ク ロ ソ ー ム 膜 電 子 伝 達 系 酵 素 と は 異 な る 、UQ-10還 元 酵 素(NAD(P)H-UQ

Reductase)が 存 在 す る と報 告 して い る 。 しか しなが ら、 著 者 が ラ ッ ト肝 細 胞 質 に 見 出
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したUQ-10還 元 酵 素 活 性 は 、NADHよ りNADPHを お よ そ15倍 よ い基 質 とす る

NADPHに 依 存 的 な酵 素 で あ り 、上 述 の ミ トコ ン ドリア膜79)・87》や ゴ ル ジ体 膜8)、 細 胞

膜76》のNADHに 依 存 的 なDehydrogenaseと は明 らか に異 な る酵 素 で あ っ た。 ま た 、

ラ ッ ト肝 細 胞 質 へ の ミ ク ロ ソー ム膜 の混 入 か ら考 え る と、 ミ クロ ソ ーム 膜 の 酵 素 に よ る

もの で も な い と判 断 さ れ た 。 実際 、 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 は 、 こ れ ら他

の細 胞 画 分 の キ ノ ン還 元 酵 素 の促 進 剤 や 阻 害剤 に対 す る挙 動 が全 く異 な っ て い た。

1958年 、Ernster97》 は、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 にNAD(P)H存 在 下 にDCPIPを 還 元 す る

酵 素 と してDT-diaphoraseを 発 見 した 。 その 後 、DT-diaphoraseはMenadioneを 還

元 す る キ ノ ン 還 元 酵 素 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た93》 。DT-diaphoraseは 、'

Menadioneの 他 に も種 々 の キ ノ ン化 合 物(主 に ナ フ トキ ノ ン化 合 物)や イ ソ プ レ ノ イ ド

側 鎖 の短 いUGI-2の よ うな 短 鎖UQ同 族 体 を電 子 受 容体 とす る が 、UQ-10の よ う な長

鎖UQ同 族 体 を殆 ど還 元 しな い と報 告 され てい た80)。 しか し、Takadaら85》 は 、 モ ル

モ ッ トの肝 細 胞 質 中 にNADPH存 在 下UQ-10を 還 元 す る酵 素 活 性 を認 め 、 こ の活 性 が

SephacrylS-200GelChromatographyでDT-diaphorase活 性 と同 じ挙 動 を示 す こ と、

しか も、両 活 性 が 互 い に分 離 され な い こ とか ら、DT-diaphoraseはUQ-10を 還 元 しう

る酵 素 で あ る こ と を明 らか に した 。 しか しな が ら著 者 の 見 出 した ラ ッ ト肝 細 胞 質

NADPH・UQReductaseは 、 電 子 供 与 体 の 効 果 、安 定 性 、Stimulatorの 違 い 、種 々 の

DT-diaphorase阻 害 剤 に対 す る感 受 性 な どの 比 較 か ら、DT-diaphoraseと 生 化 学 的 性

質 が 著 し く異 な る こ と を示 した 。 さ らに 、 両 酵 素 活 性 は 、CibacronBlue-binding

AgaroseGeiChromatographyに よ り完全 に分 離 す る こ とか ら、互 い に異 な る キ ノ ン 還

元 酵 素 酵 素 で あ る こ とが明 らか とな っ た。

Freiら27》 は こ れ ら酵 素 の他 、細 胞 質NADH:(quinone-acceptor)Oxidoreductase

やNADPH:(quinone-acceptor)Oxidoreductase、Cu2+,Zn2+-SODも 生 体 内 でUQを

還 元 し うる酵 素 の 候 補 に あ げ て い る。NADH:(quinone-acceptor)Oxidoreductaseと

NADPH:(quinone-acceptor)Oxidoreductaseは 、DT-diaphoraseと 共 にMenadione

を還 元 す る キ ノ ン 還 元 酵 素 と して 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 で見 出 さ れ た93}。 その 後 、Koliら

94)に よ り
、 ブ タ肝 細 胞 質 よ り部 分 精 製 さ れ、 そ の諸 性 質 が明 らか に され た 。 また...

年 、Cadenasら95)はCu2+,Zn2+-SODがSuperoxide:semiquinoneOxidoreductase

活 性 を有 し、02:か ら02へ の不 均 化 反応 を行 う際 に 、共 存 す る キ ノ ン化 合 物 を還 元 す

る こ と を報 告 し た 。 し か し な が ら、著 者 が ラ ッ ト肝 臓 細 胞 質 に 認 め たNADPH-UQ
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Reductase活 性 は 、 こ れ らキ ノ ン還 元 酵 素 と、 そ の促 進 剤 や阻 害 剤 に対 す る 挙 動 が 全

く異 な っ て い た。

これ らの 結 果 か ら、 ラ ッ ト肝 細胞 質NADPH-UQReductaseは
、 これ ま で に報 告 さ

れ た キ ノ ン還 元 酵 素 とは明 らか に異 な る 、 新 規 の キ ノ ン還元 酵 素 で あ る こ とが 明 らか と

な っ た。

小 括

(1)ラ ッ ト肝 臓 に は 、NAD(P)Hの 存 在 下 、UQ-10を 還 元 す る酵 素 が存 在 した
。 こ の

酵 素 は主 に細 胞 質 に存 在 し、電子 供 与 体 と してNADHよ り もNADPHの 方 を よい

基 質 とす る 、 一種 のNADPH依 存性 の酵 素(NADPH・UQReductase)で あ った
。

(2)ラ ッ ト肝 臓 細 胞 質 のNADPH-UQReductaseとDT-diaphoraseは 、 その 性 質 が

異 な る だ け で な く、CibacronBlue-bindingAgaroseGelChromatographyに よ り

互 い に 分離 す る こ とか ら、異 な る酵 素 で あ る こ とが明 らか に な っ た。

(3)ラ ッ ト肝 臓 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、各 種 キ ノ ン還 元 酵 素 の 阻 害 剤 に対

す る挙 動 か ら、細 胞 内 に存 在 す る既 知 の キ ノ ン還 元 酵 素 と は異 な る新 規 の キ ノ ン

還 元 酵 素 で あ る こ とが示 唆 され た。
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第 三 章 ラ ッ ト肝 細 胞 質 ユ ビ キ ノ ン還 元 酵 素 の 性 質

前章 で、NAD(P)Hを 電子 供与体 とす るUQ還 元酵 素活性 は、ラッ ト肝臓 内 に広 く

分布す るが 、その大半 が特 に細胞質 に局在 することを認 めた。 しか も、細胞 質のUQ還

元酵素活性 は、文 献既 知の キノン還元酵素 との諸性質の比較 か ら、新規 のキ ノン還 元 酵

素 である可 能性 が高 い こ とを認 めた。 そこで本章 では、肝細胞質のUQ還 元酵素 の諸性

質について詳細 に検討 した。

第一節 肝細胞 質ユ ビキノン還元酵素活性測定条件 の基礎的検討

ラッ ト肝細胞 質UQ還 元酵素 は新規の酵素 と考え られ るので、諸性質の検討 に先立 っ

て、まず、 その標準的 な活性測定法 を確立 する必要が ある。そこで、本節 ではUQ還 元

酵素活性測定 の ための基礎 的条件 の検討 を行 った。

実験方法

(1)肝 細胞 質の調製:

第一章 、第二節 、実験 方法(2)一① に従 い、8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄

性 ラッ ト(SPF動 物,日 本 エスエル シー株式会社)の 肝臓 よ り調製 した。

(2)UQ-10還 元 活性測定法:

UQ。10還 元活 性 は、基本的に は、第二章 、第 一節 、実験方法(3)に従 って測 定

した。 ただ し、UQ還 元酵素活性測定の基 礎的検討の必要上、変更 した部 分につ い

てはその都度 記述 した。

(3)蛋 白質量の定量:

第一章 、第一節 、実験方 法(5)に従い定量 した。
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実験結果

(1)反 応時 間 な らび に蛋 白質量の影響

ラ ッ ト肝細胞質UQ還 元酵素 によるUQ-10の 還元量の経時的変化 と、UQ・10の

還元量 に及 ぼす細 胞質 の蛋 白質量(酵 素量)の 影響 をFig,8に 示 した。反 応 液1mi当

た り蛋 白質1mg相 当の細胞 質 を加えた時 、UQ-10還 元 は反応 開始 か ら30分 後 まで

一定の速度 で進行 し、UQH2-10量 が直線 的 に増加 した(Fig.8A)。 また、定 常速度 で

還元 が進行 した10分 間 に反応 時間 を固定 し、添加する蛋 白質 量(細 胞質量)を 変化 さ

せてUQ-10の 還元 を見 た と ころ、反応液1ml当 た り蛋 白質4mgま で の濃度 範囲 で

UQ-10の 還 元 は直 線 的 に進 行 した(Fig.8B)。 な お 、電子 供 与 体 と してNADPH ,

NADHの どち らを用 いた時 で も直線 関係 が得 られた が、NADHよ りもNADPHを 用
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い た時 の の方 が 、UQ-10の 還 元 量 は 、 お よ そ2倍 高 か っ た 。 以 上 か ら、UQ還 元 酵

素活性測 定 に は、この 化学 量論的関係が成 り立つ範囲内の細胞質量(通 常 、蛋 白質量

として1mg!ml)と 反応時間(10分 間)で 測定 することに した。

∂

(2)UQ還 元酵素活性 の至適温度 と至適pH

ラ ッ ト肝細 胞質UQ還 元酵素 の至適温度 および至適pHに つ いて検 討 した結 果 を

Fig.9に 示 した。37℃ の反 応温度 での至 適pHは 、NADPH,NADHい ずれの電 子供

与体 を用 いた時 でもpH7.4(50mMTris-HCI衝 液)付 近 で あった。 また、NADPH

を用 いた時の活性 は、NADHを 用 いた時 と比較 し、約2～3倍 高 かった(Fig.9A)。
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Tablei5

AdditiveEffectofNADPHandNADHonUQ-10ReductionbyRatLiver

Cytosolat28°Cand37°C

ElectronDonors UQReductaseActivity(pmol/min/mgprotein)

28°C 37°C

0.2mMNADPH

O.2mMNADH

O.2mMNADPH+0.2mMNADH

200士4

182宝22

205土5

397123

104圭10

390圭20

ThevaluesarethemeanstSDofthreeexperiments.

また、pH7.4で のUQ還 元酵素の至適 温度 は、NADPHを 電子供与 体 と した時 は

37～40℃ 付 近 、NADHを 電 子供与 体 と した時 は28～30℃ 付近 で、著 し く異 なって

いた(Fig,9B)。 な お、 この結果 か ら、NADPHを 用 いた時 のUQ還 元 酵素 活 性 と

NADHを 用 い た時 のUQ還 元酵素活性 とは、異 なる酵素 によ る ことも考 え られた。

しか しなが ら、37℃ および28℃ のいずれの温度でUQ-10還 元活性 を測定 した時 も、

NADPH 、とNADHの 同 時添加 に よる活性の 相加効 果 が認 め られ ない(table15)こ と

か ら、NADPHとNADHの いずれ を電子供与体 と した時のUQ-10還 元活性 も、単一

の酵素 に よるもの と結論づ けた。以上 の結果 か ら、以後 、UQ還 元酵素活性 は、 ラ ッ

トの生体 内環境 を考慮 して、pH7.4,37℃ で測定するこ とに した。

(3)還 元生 成 したUQH2-10の 再酸化 の防止

UQH2は 非常 に酸化 されやすい物質 であ るため、還元生成 したUQH2-10の 再酸

化 を防 ぐ手段 を講 じない限 り、細胞質 が本来有するUQ還 元 活性 を低 く見積 もる危険

性 が あ る。 実 際 、Shigemuraら91)は ラ ッ ト肝 ミク ロ ソ ー ム 膜 のNAD(p)H-UQ

Reductase活 性 を好気的条件下 で測定 する際、還元生成 したUQH2-10が 速や かに再

酸化 され るこ とを認 め、 ミクロソーム膜NAD(P)H-UQReductaseに よるUQ-10還

元の過 小評価 を防 ぐ目的 で、ア ルゴ ンガス下 での活性測定 を推 奨 して いる。 そこで

UQH2-10の 酸化 防止剤 と しての2-Mercaptoethanolの 効果 につ いて検討 した結 果 を

Table16に 示 した。

好気 的条 件下 でのUQ-10還 元活性 は、窒 素 ガス下 でのUQ-10還 元活性 と比較

して有意 に低 く、好気的条 件下 では、明 らかに還元生成 したUQH2-10の 再酸化 が起
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Table16

Effectof2-MercaptoethanolonUQ-10ReductionbyRat

LiverCytosol

ConditionsUQReductaseActivity(pmol/min/mgprotein)

+2-Mercaptoethanol ,一 ・2-Mercaptoethanol

NADPH

Air

N2

450±32

447±27

359±27

443±20

NADH:

Air

N2

20212

20216

15111

20919

Thev∈ 加esarethemeans±SDofthreeexperiments,

*SignificantdifferenceatlevelofP<0 .05comparedwiththe

presenceofO.5mM2-mercaptoethanolunderthesame

conditions,usingStudent'sunpairedttest.

こ って い る こ と を示 した。 しか しな が ら、0.5mM2-Mercaptoethano1存 在 下 で は 、

好 気 的 条 件 下 で も窒 素 ガス 下 に測 定 した結 果 と全 く同 じで 、UQ-10還 元 活 性 の 低 下

は認 め られ な か った 。 な お 、2-Mercaptoethanolの 添 力卩効 果 は 、電 子 供 与 体 と して

NADH,NADPHの ど ち らを用 い た時 も認 め られ た。 こ れ らの 結 果 か ら、UQ-10還 元

活 性 の 測 定 は 、 生 成 したUQH2-10の 再 酸 化 を防 ぐ た め 、 特 に 支 障 が な い 限 り 、

0.5mM2。Mercaptoethanol存 在 下 で行 った。

(4)界 面 活 性 剤 の 影 響

第 二 章 、 第 二 節 に お い て 、TritonX-100は 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性

を促 進 す る こ と を示 した 。 そ こで 、NADPH-UQReductase活 性 に対 す る各種 界 面 活

性剤 の 効 果 に つ い て検討 した 。結 果 はTable17に 示 した。 イ オ ン性界 面 活性 剤 で は 、

陽 イ オ ン性 界 面 活 性 剤 と両 イ オ ン性 界 面 活性 剤 とがNADPH-UQReductase活 性 を

促 進 した が 、 陰 イ オ ン性 界 面 活 性 剤 はNADPH-UQReductase活 性 を阻害 した。 ま

た、 非 イ オ ン性 界 面 活 性 剤 で は 、Triton系 界 面 活 性 剤 がNADPH-UQReductase活

性 を著 し く促 進 した 。 しか しな が ら、Tween系 界 面 活 性 剤 で はTween20の み が活

性 を促 進 し、 他 は 逆 に 活 性 を阻 害 した 。 ま た 、Brij系 界 面 活 性 剤 やHCO-60も
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NADPH-UQReductase活 性 を 阻 害 し た 。 次 に 、0.08%TritonX-100を 用 い て

NADPH-UQReductase活 性 促 進 機 構 に つ い て 検 討 し た と こ ろ 、TritonX-100は

NADPHに 対 す るKm値 に は 影 響 を 与 え な か っ た(TritonX-100存 在 下=13.8μM,

TritonX-100非 存 在 下=14.0μM)が 、Vmax値 を上 昇 さ せ た(TritonX-100存 在 下=

103pmol/min!mgProtein,TritonX-100非 存 在 下=344pmpl/min/mgprotein)。 ま

た 、TritonX-100は 、 電 子 受 容 体 で あ るUQ-10に 対 す るVmax値 に 影 響 を与 え な か っ

た(TritonX-100存 在 下=398pmol!min/mgprotein,TritonX-100非 存 在 下=406

pmpl/min/mgprotein)が 、Km値 を 低 下 さ せ た(TritonX-100存 在 下=85.4μM,

Table17

EffectofBSAandDetergentsonNADPH-UQReductaseActivitiesin

RatLiverCytosol

Detergentsa> NADPH-UQReductaseActivity

pmol/min/mgprotein %

None 79.2±3.9 100

BSA

Anionicdetergents:

SodiumDodecylSulfate

Sodiumdeoxycholate

Cationたdetergents:

BenzalkoniumChloride

Cethyltrimethylammoniumbromide

Amphotericdetergents:

CHAPS

Non-ionicdetergents:

TritonX-100

TritonX-114

TritonN-101

Tween20

Tween60

Tween80

Brij-35'

Brij-56

HCO-60

76.619.9

15.710.5

62.213.6

441圭10

144±5

93.512.9

442110

440112

377±6

254圭5

38.311.8

49.611.2

34.811.7

34.0圭1、2

34.1tO.7

9411

1910

76士3

553圭37

190±11

12316

553士24

545±17

485土16

312圭16

61坐2

61圭2

46圭3

44±2

42111

ThevaluesarethemeanstSDofthreeexperiments.

a)TheconcentrationofeachdetergentusedisO .08%.
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TritonX-100非 存 在 下=3.3μM)。UQ-10は 長 い疎 水 性 の イ ソ プ レ ノ イ ド側 鎖 を持

つ た め 、 その ま ま で は水 系 の 反応 液 中 に均 一 に分散 しな い。 これ らの結 果 か ら見 て 、

TritonX-100は 、UQ-10を 水 系 溶 媒 中 に均 一 に 分散 何 溶 化)さ せ る こ とに よ り 、酵

素 分子 上 のUQ結 合 部 位 との接 触 を容易 に してい る もの と思 われ る 。 しか しな が ら、

同 じ非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で も 、 他 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 は 、NADPH-UQ

Reductase活 性 を阻 害 した 。 こ れ は、 お そ ら く、界 面 活 性 剤 ミセ ル 中 で のUQ-10の

存 在 状 態 に よ る もの と思 わ れ る 。Takadaら は、HCO-60で 可溶 化 したUQ-10は 、

HCO-60ミ セル の 疎 水 性 の高 い中 心 付近 に主 に存 在 し、外 部 か らの還 元 を受 け に く く

な る こ と を示 して い るao)。

非 イ オ ン性 界 面 活 性 剤 は蛋 白質分 子 に対 し比 較 的 穏 和 に作 用 す る た め 、膜 酵 素 の

可 溶化 を 初 め広 く利 用 され て い る98)。 そ れ故 、UQ還 元 活 性 の測 定 に は 、非 イ オ ン

性 界 面 活 性 剤 の 中 で最 も強 い 活性 促 進 作 用 を有 す るTritonX-100を 、 最 も活 性 を促

進 したo.08%の 濃 度(第 二 章 、第 二節 、Fig.5参 照)で 添 加 す る こ とに した 。

第二 節 肝 細 胞 質 ユ ビ キ ノ ン還 元 酵素 の性 質

前節 で 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質UQ還 元 酵 素 の活 性 測 定 の 基礎 的条 件 を確 立 した 。本 節 で

は、 そ の測 定 条 件 下 で 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質UQ還 元 酵 素 の 性 質 を詳 細 に検 討 した 。

実験 方 法

(1)肝 細 胞 質 の 調 製:

第 一 章 、 第 二 節 、 実 験 方 法(2)一① に従 い 、8週 齢(170～180g)のWistar系 雄

性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エ ス エ ル シ ー株 式 会 社)の 肝臓 よ り調 製 した。

(2)UQ。10還 元 活 性 測 定 法:

第 二 章 、 第 一 節 、実 験 方 法(3)に 従 い測 定 した 。

(3)UQ-7,UQ-8,UQ-9お よ びUQ-11還 元 活 性測 定 法:

0.08%TritonX-100,0.5mM2-Mercaptoethanol,0.2mMNADPH,反 応 液1

ml当 た り蛋 白質1mg量 の ラ ッ ト肝 細 胞 質 とUQ-7,UQ-8,UQ-9あ る い はUQ-11
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の い ず れ か のuQ同 族 体50μMを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)か らな る 反

応 液250ｵiを 、37℃ で 正確 に10分 間保 温 し、n-Hexane!Ethanol(3:1)混 液3.5

mlを 加 え る こ とに よ り反応 を停 止 し た。反 応 液 か らのUQ同 族 体 の 抽 出 ・濃 縮 操

作 は第 二 章 、第 二 節 、 実 験 方 法 ② に従 い行 った 。還 元 生 成 した各UQH2同 族 体 の

検 出 ・定 量 は 、Okamotoら の方 法42)を 用 い た。各UQ同 族 体 の還 元 活 性 は 、1分

間 あ た り蛋 白質 量 と して1mgの 細 胞 質 が還 元 す る各UQ同 族 体量(pmd!min!mg

protein)と して示 した。

(4)蛋 白質 量 の 定 量:

第 一 章 、第 一 節 、 実 験方 法(5)に 従 い定 量 した 。

実験 結 果

(1)UQ還 元 酵 素 の 安 定性

ラ ッ ト肝 細 胞 質 のNADPH-UQReductaseは 、-20℃ で の 保 存 に 対 して も不 安

定 で あ り、7日 間 の保 存 で約20%に ま で活性 が低 下 す る こ と を既 に示 した(第 二 章 、

第 二 節 、Fig,4参 照)。 こ の失 活 の原 因 と して、蛋 白分 解 酵 素 の 関 与 と酵 素 分 子 上 の

SH基 の 酸 化 が 考 え られ た た め 、種 々の 蛋 白分 解 酵 素 阻 害 剤 【金 属Protease阻 害 剤

(EDTA)、SerineProtease阻 害 剤(PhenylmethanesulfonylFluoride)、Aspartic

Protease阻 害 剤(PepstatinA)】 とSH化 合物 や窒 素 ガ ス置 換 の 効 果 を調 べ た が 、 い ず

れ もNADPH-UQReductaseの 失 活 に対 して有効 な防 御 手 段 で は な か っ た(Fig.10)。

この よ うに 、 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 非 常 に不 安 定 で 、精 製 酵 素 を用 い て

の 諸 性 質 の検 討 は困 難 で あ っ た。 そ こで以 後 、最 も高 い活性 を有 す る分画 直 後 の細 胞

質 をそ の ま ま用 い て 、 その 諸性 質 を検 討 した。

ラ ッ ト肝 細 胞 質 を種 々のpHで37℃,1時 間 放 置後 、活 性 を測 定 してUQ還 元 酵

素 のpH安 定 性 を比 較 した結 果 をFig11に 示 した が 、NADPH,NADHの どち ら を電

子 供 与 体 と した時 も 、pH7.5付 近 で の保 存 が最 も安 定 で あ っ た。 そ こ で 、pH7.4で

のNADPH-UQReductaseの 各 温 度 で の 安 定 性 に つ い て 検 討 し た と こ ろ 、

NADPH-UQReductaseは20℃ 以上 の 温 度 で は速 や かに失 活 し、37℃,1時 間 の保

温 後 に は 、 お よ そ50%が 失 活 し た(Fig.12A》 。 しか し な が ら、 基 質 の0.2mM

NADPHあ る い はNADHの 共 存 下 で は、NADPH-UQReductaseは40℃,1時 間 の
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月 ゆ.70ProtectiveEffectofProteaseInhibitors,2-Mercaptoethanol

andN2GasonInactivationofNADPH-UQReductasein

RatLiverCytosol

Cytosolwasfreshlypreparedfromratliverandimmediatelystorageat

-20°Cwithout(0)orwithmixtureofproteaseinhibitors(2mMEDTA
,

1mMphenylmethanesulfonylfluorideandlx10'7MpepstatinA,▲),

0.5mM2-mercaptoethanol(■)orN2gas(◇).NADPH-UQreduc鬘ase

activitywasdeterminedeverydayandexpressedasapercentageof

theinitialactivityofdayO.TheinitialactivitiyofNADPH-UQreductase

was473±32pmol/min/mgprotein.

保 温 で も、 ほ ぼ100%の 活 性 を維 持 した 。一方 、 も う一 つ の 基 質 の50μMUQ-10に

は 、NADPH-UGIReductaseの 失 活 を抑 え る効 果 はな か っ た。 ま た、37℃ で の 経 時

変 化 を見 る と 、NADPHお よびNADH非 存 在 下 で の失 活 は 、保 温 時 間 に依存 して お

り、3時 間 の保 温 で 約28%に ま で低 下 した。 しか しな が ら、0。2mMのNADPHあ る

い はNADHの 共 存 下 で は 、3時 間 の保 温 後 で も、 ほ ぼ100%の 活 性 が維 持 さ れ た

(Fig.126)。 ま た 、 時 間 が 長 く な る と 、50μMuQ-10に も若 干NADPH.uQ

Reductaseの 失 活 を抑 え る効 果 が 見 られ た(3時 間 の保 温 で約55%に ま で低 下)。
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 Fig.11 pH Stabilities of  UQ Reductase in Rat Liver  Cytosol 

pH stabilities of NADPH- (A) or NADH-dependent (B) UQ reductase in 
rat liver cytosol at  4°C. Cytosolic protein  (1mg/m1) was incubated with 
various buffers atthe indicated pH:  , 10mM glycine-HCI buffer (pH 
2.0-3.5);  •  , 10mM citrate  buffer  (pH 3.5-6.0);  0  ,  10mM K-Pi buffer 

 (pH  6.0  -7.0);  •  ,  10mM Tris-HCI buffer (pH 7.0-8.0);  ̂   ,10mM borate 
buffer (pH 8.0-9.0); •  ,10mm glycine-NaOH buffer (pH 9 .0-10.5). 

 After  an 1 h  incubation, UQ reductase activities were assayed.
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Fig.12  Thermostabilities of NADPH-UQ Reductase in 
 Cytosol

Rat Liver

(A) Thermostability of NADPH-UQ reductase in rat liver cytosol. 
Cytosolic protein  (1mg/m1 of 50mM Tris-HCI buffer, pH 7.4) was 
incubated at the indicated temperatures without  ( • ) or with 0 .2mM 
NADPH  ( A), 0.2mM NADH  (A,  )  or5OpM  UQ-10  ( 0 ) for 1 h. (B) Time 
course of NADPH-UQ reductase inactivation in rat liver cytosol . 
Cytosolic protein  (1mg/m1 of 50mM  Tris-HCI buffer , pH 7.4) was 
incubated at37°C for the indicated periods without  ( • ) or with 0.2mM 
NADPH  ( A), 0.2mM NADH  ( A ) or  50pM  UQ-10  (^  ).
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(2)電 子 供 与 体

ラ ッ ト肝 細 胞 質UQ還 元 酵 素 の 、NADPHお よ びNADHに 対 す るKm値 とVmax

値 を比 較 した結 果 をTable18に 示 した。NADPHは 、NADHよ り約18倍 優 れ た電 子

供 与 体 で あ った 。 ま た 、他 の 還 元 型AdenineNucleotideで は 、NADPHとNADHのゆ
Adenine構 造 中 の6位 の ア ミノ基 を欠 い たDeaminoNADPHとDeaminoNADHも

また 、作 用 は 劣 るがUQ還 元 酵 素 の 電 子 供 与 体 と な っ た。 な お 、Km値 とVmax値 の

比 較 で は 、DeaminoNADPHは 、DeaminoNADHよ り約18倍 良 い 基 質 で あ っ た。

ま た 、Adenine構 造 を 完 全 に 欠 如 し た 還 元 型NicotinamideMononucleotide

(NMNH)はUQ還 元 酵 素 の 電 子 供 与 体 に は な ら な か っ た 。 還 元 型Glutathione

(GSH),Cysteineや2-Mercaptoethanolな どのSH化 合 物,Ascorbate,Erythorbate

もUQ還 元酵 素 の 電 子供 与 体 とはな らな か った 。DithiothreitolとDithioerythritolは 、

非 酵 素 的 にUQ-10を 還 元 した。

Table18

ReductionofUQ-10byRatLiverCytosolinthePresenceofReducedAdenine

Nucleotides,Ascorbate,ErythorbateandSHCompounds

Addition UQReductaseActivitya}

(pmol/min/mgprotein) (FtM)

Vmax

(pmol/min/mgprotein)

None 0 N.D. N.D.

NADPH

NADH

DeaminoNADPH

DeaminoNADH

NMNH

Ascorbate

Erythorbate

GSH

Cystein

2-Mercaptoethanol

Dithiothreitol

Dithioerythritol

450之20

209ま9

413168

160±31

0

0

0

0

0

0

14.4土2.5

259士22

31.7出2.5

557士46

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

Non-enrymaticreduction

Non-enrymaticreduction

461128

463士28

459土16

463117

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

Thevaluesarethemeans±SDofthreeexperiments.N.D.,Notdetermined.

a)TheconcentrationofeachcompoundusedisO2mM
.
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UQ還 元 酵 素 の基 質 特 異 性 を明 らか にす るた め 、酸 化 型AdenineNucleotideに

よ るuQ-10還 元活 性 の 阻害 効 果 に つ い て検 討 した(Fig.13A)。NADPHを 電 子 供 与

体 と した 時 のUQ還 元 酵素 活 性 は 、Adenine構 造 中 の2'位 に リン酸 基 を持 つ 酸 化 型

NicotinamideAdenineDinucleotidePhosphate(NADP+)や そ の ア ナ ロ グ で あ る

Adenosine2',5'-Diphosphate(2',5鏖 一ADP)に よ り競 合 的 に阻 害 され た(NADP+に 対 す

るK値61μM、2～5'-ADPに 対 す るK値1'20uM)。 しか し、2'位 に リ ン酸 基 を持 た

な い 酸 化 型NicotinamideAdenineDinucleotide(NAD+)や そ の ア ナ ロ グ で あ る

Adenosine5'-Monophosphate(AMP)、 さ ら にAdenine構 造 を 欠 く 酸 化 型

NicotinamideMononucleotede(NMN)は 、NADPHを 電子 供 与 体 と した 時 のUQ還

元 酵 素 活 性 を全 く阻 害 しな か っ た。 同様 の 結 果 はNADHを 電子 供 与 体 と したUQ還

元 酵 素 活 性 で も認 め られ た(NADP+に 対 す るK値59μM、2',5'-ADPに 対 す るK値
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Fig.13EffectofOxidizedAdenineNucleotidesandltsAnalogues

onUQ-10ReductionbyRatLiverCytosol

Thereactionmixture(25011)consistedof50mMTris-HCIbuffer(pH

7。4)containingO.08%TritonX-100,50μMUQ。10,0.5mM

2-mercaptoethanol,0.25mgcytosolicprotein,theindicated

concentrationsofNADPH(A)orNADH(B)andoneofthefollowing

adeninenucleotides(o,none;△,1mMNAD+;▲,0.2mM

NADP+;●,1mMNMN;口,1mMAMP;■,21,5'-ADP).The

reactionmixtureswereincubatedat37°Cfor10min.
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121uM)(Fig.13B)。 こ れ らの 結 果 か ら、UQ還 元 酵 素 は 、2'位 に リ ン酸 基 を持 つ

AdenineNucleotideに 対 して親 和 性 が 高 く、 この 構 造 を有 す るNADPHを 最 も適 し

た電 子 供 与 体 とす る と推 察 され た 。

(3)電 子 受 容 体

UQ-0～UQ-y1のUQ同 族 体 の 、 ラ ッ ト肝 細胞 質NADPH-UQReductaseの 電

子 受 容 体 と しての 効 果 に つ い て検 討 した 。

NADPH-UQReductaseがUQ-10以 外のUQ同 族 体 も電子 受容 体 とす る な らば、

UQ-10と 他 のUQ同 族 体 が 共 存 す る場 合 、 こ れ らUQ同 族 体 とUQ-10と が 、 酵 素

分子 の基 質 結 合部 位 で競 合 す るた め 、UQ-10の み の時 と比 べ 、UQ-10還 元 活 性 が 低

くな る は ず で あ る。 そ こ で 、UQ-0～UQ-11ま でのUQ同 族 体 の共 存 下 に お け る

UQ-10還 元 活 性 を調 べ た 。結 果 はTable19に 示 した が、UQ-4以 上 の長 鎖UQ同 族

体 はUQ-10還 元 活 性 を競 合 的 に阻 害 した。 この 阻 害 効果 は1('50値 、K値 か ら見 る

Taわ'e79

ReductionofUQHomologuesbyNADPH-UQReductaseinRatLiverCytosol

UQ

Homologues

InhibitionofUQ-10Reduction KineticParametersbl

IC50(/..tM) Kia}(μM) Km(μM)Vmax(pmol/min/mgprotein)嗜11ax1κ 振

uQ-o

UQ-1

UQ-2

UQ-3

UQ-4

UQ-7

UQ-8

UQ-9

UQ-10

UQ-11

Stimulation(NoEffectc})

Stimulation(NoEffectcり

Stimulation(NoEffectcl)

Stimulation(NoEffec量c))

14.6±1.8

29.6±1.6

27.8土6.6

44.0出8.5

N.D.

84.012.5

2.01

2.51

2.54

2.61

N.D.

3.82

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

2.3510.12

2.5310.31

2.6610.48

3.2710.14

4.45±0.42

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

43317

465110

487114

461±20

437136

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

182士14

191136

200137

136128

110士26

Thevalues(exceptforK;)arethemeans±SDofthreeexperiments .N.D.,Notdetermined.

a)DeterminedfromDixonplots
,

b　 DeterminedfromLineweaver -Burkplots .

c}Effect・fUQh・m・1・gues・ncyt・s・li・UQ -10reductaseacti・ityinthepresence・f鈿MDic・ ・mar。i ,
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限 り、 イ ソ プ レノ イ ド側 鎖 が短 くな る ほ ど強 くな る傾 向 が あ っ た。 一 方 、UQ・3以 下

の 短 鎖UQ同 族 体 はUQ-10還 元 活 性 を促 進 した 。 し か し 、 こ の 効 果 は 、5μM

Dicoumarolの 存 在 下 で は全 く認 め られ な か っ た。DT-diaphoraseは 、UQ-10を 直接

的 に は殆 ど還 元 し な いが 、Menadioneや1,4-Naphthoquinoneな ど の低 級 キ ノ ン化

合 物 の 共 存 下 で は、 これ らがElectronMediatorと な っ てUQ-10を よ く還 元 す る81)

と言 わ れ て い る 。 したが って 、低 級UQ同 族 体 に よ るUQ-10還 元 の 促 進 効 果 は 、共

存 す るDT-diaphoraseが 原 因 で あ る と推 察 さ れ た 。 な お 、 こ れ ら の 結 果 か ら、

NADPH-UQReductaseはUQ-4以 上 のUQ同 族 体 を基 質 とす る こ とが 明 らか に な っ

た 。

UQ-7～UQ-11に つ い て 、 そ のKineticsParameterを 調 べ た とこ ろ 、 こ れ ら

UQ同 族 体 に対 す るKm値 は 、前述 の 阻害 実験 の結 果 と同様 、 イ ソ プ レ ノ イ ド側 鎖 が

短 くな る ほ ど小 さ くな る傾 向 が あ った が 、NADPH-UQReductaseの 基 質 に な り安 さ

の 目安 と して 、各UQ同 族 体 のVmax!Km値 を計 算 す る と、基 質 に な り安 さ はUQ-9

≧UQ-8≧UQ・7>UQ-10>UQ-11の 順 で あ り、 ラ ッ トの主UQ同 族 体 のUQ-9を 最

も良 い基 質 とす る こ とが明 らかに な っ た。

(4)各 種 阻 害 剤 の 影 響

ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 はDT-diaphorase阻 害 剤 の

Dicoumarolに よ り 阻 害 さ れ た が 、 そ の50%阻 害 濃 度(1050)は 同 画 分 中 の

DT-diaphoraseの50%阻 害 濃 度 の2,500倍 に相 当 した(第 二 章 、 第 二 節 、Fig.6参

照)。 し か も 、同 じ くDT-diaphorase阻 害 剤 であ るWarfarinで は ほ と ん ど阻害 され

なか った(7.5mMで20%の 阻害)(Table20)。 また 、NADPH-UQReductase活 性 は 、

ρ一ChIoromercuribenzoateや 〃-Ethylmaleimideな どのSH基 阻 害剤 で も阻 害 され た。

この こ と は、酵 素 の活 性 発 現 に遊 離 のSH基 が重 要 な役 割 を持 つ こ と を示 唆 す る。 さ

らにNADPH-UQReductase活 性 は 、FAD,FMNの よ うな フ ラ ビ ン化 合 物 に よ って

促 進 され 、 フ ラ ビ ン拮 抗物 質 で あ るChlorpromazineに よ って 阻 害 さ れ る こ とか ら、

フ ラ ビ ン 酵 素 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、2,4-DinitrophenolやATPも

NADPH-UQReductase活 性 を 阻 害 し た 。 し か し 、AMPやAdenosine

51-Diphosphate(ADP)はNADPH-UQReductase活r .生を全 く阻害 しな か っ た。
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Table 20 

Effect of  Various Inhibitors on 

catalyzed  UQ-10 Reduction

NADPH-UQ Reductase-

Inhibitors  IC50  (pM) Ki a) (pm)

Dicoumarol 

Warfarin

FAD 

FMN 

Chlorpromazine 

p-Chrormercuribenzoic Acid 

N-Ethylmaleimide 

2,4-Dinitrophenol 

EDTA

 NAD+ 

 NADP+

Deamino  NAD+ 

Deamino  NADP+

NMN

AMP 

ADP 

ATP

2',5'-ADP 

 CdCl2 

 CeCl3 

CoCl2 

 HgC12 

 LaCI3 

 TiC1,4 

ZnCl2

 16.0±0.8 

 >  7,500 

     Stimulation 

     Stimulation 

 2,500±60

80.2±8.4 

160±23

990±20

No Effect

     No Effect 

 1,610±330 

     No Effect 

     No Effect

No Effect

      No Effect 

      No Effect 

 7,250±200

N.D.

  20.7±3.6 

  665±79 

11,400±3,600 

  202±45 

  660±24 

1,410±80 

  45.2±4.5

12.4 

N.D.

136

74.7 

N.D.

1,000

61

687

121

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D. 

N.D.

The  /C50 values are the means ± SD of three experiments. 

Not determined. 

a) Determined from Dixon plots .

N.D.,
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(5)FADとFMNの 影 響

Table20でNADPH-UQReductaseが フラ ビ ン酵 素 で あ る こ と が示 唆 さ れ た た

め 、FAD,FMNに よ るNADPH-UQReductase活 性 の 促 進 効 果 を さ らに 詳 し く検 討

した結 果 をFig,14に 示 した 。NADPH-UQReductase活 性 は 、添 加 したFADあ る い

はFMNの 濃 度 に依 存 して増 大 し、最 大 活 性 が得 られ る100μM以 上 で比 較 す る と、

FADは お よ そ2.6倍 、FMNは お よ そ3.6倍 活 性 を促 進 した。
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Fig.14EffectofFlavinNucleotidesuponNADPH-UQReductase
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NADPH-UQreductaseactivitywasassayedinthepresenceofthe

indicatedconcentrationsofeitherFAD(・)orFMN(O).NADPH-UQ

reductaseactivityintheabsenceofbothFADandFMNwas412

pmol/min/mgproteinandwasdefinedas100%.

(6)金 属 イ オ ンの影 響

ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 に 対 す る 種 々 の 金 属 イ オ ンの 影 響

は、Table21に 示 した。 多 くの 金 属 イ オ ン は無 効 か阻 害 効 果 を示 した が 、Mg2+と

Sr2+の み が10mMの 濃 度 でNADPH-UQReductase活 性 をお よ そ1.5倍 促 進 した。

このNADPH-UQReductase活 性 の促 進 は 、Mg2+,Sr2+の どち らの金 属 イ オ ン を用

い た場 合 で も6mMか ら20mMの 濃 度 範 囲 で最大 促 進 効 果 が 得 られ た(デ ー タ は示 し
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て い な い)。 な お 、UQ-10を 還 元 す る ミ ク ロ ソ ーム 膜 のNAD(p)H-dependentUQ

Reductaseも 、10mMのMg2+に よ り活 性 が促 進 される と報 告 されて い る91)0一 方 、

同 濃 度 のCd2+,Ce3+,Co2+,Cu+,Cu2+,Hg2+,La3+,Ti4+,Zn2+は 、 い ず れ も

NADPH-UQReductase活 性 を阻 害 した。 こ れ ら阻 害作用 を有 した金 属 イオ ンの う ち 、

Cd2+,Cu+,Cu2+,Hg2+,Zn2+は 強 いSH基 酸 化 剤 として働 くこ とが知 られ て い る99)。

そ の た め 、 こ れ ら 金 属 イ オ ン が 酵 素 分 子 上 のSH基 を 酸 化 す る こ と に よ り

NADPH-UQReductase分 子 を失活 させ た もの と思 われ る。 また 、Cu+とCu2+は 強

力 なUQH2-10の 酸 化 作 用 も有 す る た め(デ ー タ は 示 して い な い)、NADPH-UQ

丁able21

EffectofMetalIonsonNADPH-UQReductase

ActivitiesinRatLiverCytosol

Additional NADPH-UQReductaseActivity

pmol/min/mgprptein %

None 450土9 100

EDTA

LiCI

NaCI

KCI

CaCl2

CdCl2

CeCl3

CoCl2

CuCI

CuCl2

FeCl2

FeCl3

HgClp

LaCl3

MgCl2

MnCl2

NiCl2

SrCl2

TiCl4

ZnCl2

NoEffect

NoEffect

NoEffect

NoEffect

NoEffect

31.715.97.1±1.3

36.8±3.78.4±0.7

17911440.8±2.7

00

00

NoEffect

NoEffect

OO

59.3±9.013.511.8

684142149±5

NoEffect

NoEffect

587±63139±13

00

86,1詣0.719.1士0.2

Thevaluesarethemeans±SDof3-12experiments.

allmMEDTAor10mMmetalions
.
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Reductaseを 直 接 阻 害 した た め か ど うか は明 らかで な い が 、 そ れ以 外 の金 属 イ オ ン

(Cd2+,Ce3+Coe+,Hg2+,La3+,Ti4+,Zn2+)はNADPH-UQReductaseを 直 接 的 に阻

害 した もの と推 察 して い る 。 ま た 、Li+,Na+,K+,Ca2+,Fe2+,Fe3+,Ni2+,Mn2+や 金

属 キ レー タ ー で あ るEDTAはNADPH-UQReductase活 性 に 全 く影 響 を与 え な か っ

た 。Mg2+とSr2+のNADPH-UQReductase活 性 促 進 機 構 を 詳 し く検 討 す る と 、

10mMのMg2+とSr2+は 、電 子 供与 体 で あ るNADPHに 対 す るKm値 に影 響 を与 え

な か っ た(金 属 イ オ ン非 存 在 下=14沿 μMMgt+存 在 下=14.8μM,Sr2+存 在 下=

14.5μM)が 、Vmax値 を お よ そ1,4倍 上 昇 さ せ た(金 属 イ オ ン 非 存 在 下=394

pmol!min!mgprotein,Mg2+存 在 下=574pmol/min/mgprotein,Sr2+存 在 下=567

pmollmin!mgprotein)。 ま た 、10mMのMg2+とSr2+は 、 電 子 受 容 体 で あ る

UQ-10に 対 す るKm値 に影 響 を与 え なか った 徐 属 イ オ ン非 存 在 下=33μM,Mg2+

存 在 下=3.4uM,Sr2+存 在 下=3.4μM)が 、Vmax値 をお よ そ1,5倍 上 昇 させ た(金

属 イ オ ン非 存 在 下=406pmollmin!mgprotein,Mg2+存 在 下=603pmol/min/mg

protein,Sr2+存 在 下=556pmol!min/mgprotein)。 これ らの結 果 は、Mg2+とS2+

が 、 酵 素 分 子 上 の基 質 結 合 部 位 へ のUQ-10やNADPHの 親 和 性 に 影 響 を与 え ずに 酵

素 の触 媒 活 性 をあ げ て い る こ と を伺 わせ た 。

第 三 節 肝 細 胞 質 ユ ビキ ノ ン還元 酵 素 に よ るUQ還 元 機 構

キ ノ ン還 元 酵 素 は、 ミク ロ ソー ム膜 のNADPH-cytochromeReductaseの よ うな1電

子 還 元 酵 素 と 、DT-diaphoraseの よ う な2電 子 還 元 酵 素 と に 分 類 さ れ る。 肝 細 胞 質

NADPH-UQReductaseは 、NADPHを 電 子供 与 体 と し、UQ-4以 上 の長 鎖UQ同 族 体

を還 元 す る キ ノ ン還 元 酵 素 で あ るが 、1電 子 還元 酵 素 で あ る か2電 子 還 元 酵 素 で あ る か

を検 討 した。

.実 験 方 法

(1)肝 細 胞 質 の 調 製:

第 一 章 、 第 二 節 、 実験 方 法(2)一① に 従 い 、8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄

一63一



性 ラ ッ トー(SPF動 物,日 本 エ ス エ ル シー株 式 会社)の 肝 臓 よ り調 製 した。

(2)NADPH-UQReductase活 性 測 定 法:

第 二 章 、第 二 節 、 実 験 方 法(2)に 従 い測 定 した。

(3)NADP+の 定 量:

Klingenbergの 方 法100)に 従 い 、NADP+量 を定 量 した。

(4)Acetyl化Cytochromecの 調 製:

Kakinuma&Minakamiの 方 法101)に 従 い 、Acetyl化Cytochromecを 作 成 し

た。 得 られ たAcetyl化Cytochromec溶 液 の濃 度 は、0.25%NaBH4の 存 否 に お け

る波 長550nmの 吸 光 度 の差 か ら、 還 元 型Acetyl化Cytochromecの モ ル 吸 光 係

数19.1x103cm'1M-1を 用 い て算 出 た。

(5)Acetyl化Cytochromec還 元 活 性 測 定法:

吸 光 度 測 定 用 キ ュ ベ ッ トに 、0.08%TritonX-100,50μMUQ-10,0.5mM

2-Mercaptoethanol,o.2mMNADPH,ラ ッ ト肝細 胞 質(蛋 白 質 量1mg》 と20μM

Acetyl化Cytochromecを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)か ら な る反 応 液1

miを 入 れ 、 波 長550nmに お け る吸 光度 変化 を37℃ で10分 間 連続 的 に測 定 した 。

Acetyl化Cytochromeo還 元 活 性 は 、還 元 型Acetyl化Cytochromeoの モ ル 吸 光

係 数19.1x103cm"1M'1を 用 い 、1分 間 あ た り蛋 白質 量 と して1mgの 細 胞 質 が還

元 す るAcetyl化Cytochromeo量(nmol!min!mgprotein)と して示 した。

(6)蛋 白質 量 の 定 量:

第 一 章 、第 一 節 、実 験 方 法(5)に 従 い定 量 した 。

実験 結 果

好 気 的 条 件 下 で の キ ノ ン化 合物 の1電 子 還 元 に は 、 セ ミキ ノ ンラ ジカ ル の生 成 を介

した02.の 生 成 が 伴 う こ と が 知 ら れ て い る83),84)。 し た が っ て 、NADPH.UQ

Reductaseが1電 子 還 元 酵 素 で あ る な らば 、 中間 体 と して不 安 定 なユ ビ セ ミ キ ノ ン ラ

ジカル(りQH・)が 生 成 し、 そ の 自動 酸 化 に伴 う02:の 生 成 が認 め られ る は ず で あ る 。 そ

こ でAcetyl化Cytochromeoの 還 元 を指 標 に02言 生 成 の 検 出 を 試 み た と こ ろ 、

Cu2+,Zn2+・SOD阻 害 剤 で あ る1mMKCNを 添 加 した 時 で さえ 、UQ-10還 元 に 伴 う

02:の 生 成 は全 く認 め られ な か っ た(Table22)。 同様 の結 果 は 、化学 発 光 法 を用 い た 時
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Table22

EffectsofCu2+,Zn2+・SODandItslnhibitoronSuperoxideAnionGenerationandNADPH-UQ

ReductaseActivityofRatLiverCytosol

AcetylatedCytochromecReductionNADPH-UQReductaseActivity

(nmol/min/mgprotein)(pmol/min/mgprotein)

Complete

+100unitsCue+,Zn2+-SOD

+1mMKCN

-UQ-10

-AcetylatedCytochromec

0.4810.11

0.4810.12

0.4410.03

0.47±0.10

N.D.

581全63

592圭56

596士18

N.D.

586圭59

ThevaluesarethemeanstSDofthreeexperiments.N.D.,Notdetermined.

に も得 られ た(デ ー タは示 して い な い)。

さ らに 、細 胞 質NADPH-UQReductaseに よ るUQ-10の 還 元 量(X,UQH2-10生

成 量)とNADPHの 酸 化 量(Y,NADP+生 成 量)と は 化 学 量 論 的 に 対 応 し、UQ-・10,1

moleの 還 元 に対 し1moleのNADPHの 酸 化 が認 め られた(Y=1.013X-0.047)(Fig.:15)。

これ らの 結 果 か ら、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 中 のNADPH-UQReductaseは 、2電 子 還 元 酵 素

で あ る と推 察 され た 。

20

バ

315
C
O

1°

}
d.5

QZ

0

05101520

UQH2-10Formation(NM)

月.g.15Correlationbetween～ADPHoxidat'oηaηdUQ-10

Reductionby翩 ム'verCytosol

Thevaluesarethemeans=SDofthreeexperiments.
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第 四 節 考 察 お よ び小 括

考 察

ラ ッ ト肝細 胞 質 のUQ還 元 活 性 が 、NADPH-UQReductase、 す な わ ち、NADPH

依 存 性 の酵 素 に よ る こ と は極 め て興 味 深 い。Krebs&Veechら102)は ラ ッ ト肝 細 胞 質 内

のNAD(P)H量 とNAD(P)+量 を調 べ て お り 、NADP+/NADPH=0.014,NAD+1NADH=

1.164と 、NicotinamideAdenineDinucleotidePhosphateは その ほ とん ど が還 元 型 の

NADPHで あ るの に 対 し、NicotinamideAdenineDinucleotideは 逆 に そ の ほ と ん ど が

酸 化 型 のNAD+で あ る こ と を報 告 した。 さ らにGlock&McLeanlo3》 は、 ラ ッ ト肝 細 胞

質 中 のNADPH濃 度 が97±13μMで あ る こ と を 報 告 し て い る 。 肝 細 胞 質

NADPH-UQReductaseのNADPHに 対 す るKm値(14.4±2.5μM)は 、 この 細 胞 質

NADPH量 と比 較 し十 分 小 さい値 であ る・。 ま たNADPH-UQReductase活 性 は 、 ラ ッ ト

肝細 胞 質 に 存在 す る濃 度(501±57μM)以 上 のNAD+濃 度 で も全 く阻 害 さ れ な かっ た 。

これ らの 事 実 は 、NADPH-UQReductaseの 生理 的 意 義 を考 え る上 で極 め て重 要 な点

と考 えて い る。 細 胞 のNADH産 生 系 が 、細 胞 の エ ネル ギ ー供 給系 と連 動 して 制御 さ れ て

い る の に対 し、NADPH産 生 系 で あ るペ ン トー ス サ イ ク ル は、NADPH自 身 が制 御 因 子

とな って い るの で 、細 胞 質NADPH-UQReductaseは 常 にUQ還 元 方 向 に作 用 す る状

態 に置 か れ て い る こ と を意 味 して い る。

ミ トコ ン ド リア 膜 のNADHDehydrogenaselo4Llo5》 やSuccinateDehydrogenase

lo5)
、 ゴ ル ジ体 膜106》 のNADHDehydrogenaseは 、UQ同 族 体 を直 接 基 質 と す る キ ノ

ン還 元 酵 素 で あ り、UQ-9やUQ-10の よ う な長 鎖UQ同 族 体 の 他 、UQ-1やUQ。2の

よ うな低 級UQ同 族 体 も よ く還 元 す る。 また 、細 胞 質 のD丁 一diaphoraseは 、UQ-10の

よ うな長 鎖UQ同 族 体 よ り、UQ-0やUQ-1の よ うな低 級UQ同 族 体 を良 い電 子 受 容 体

とす る80》,81》。 ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、UQ-4以 上 の長 鎖UQ同 族

体 の み を基 質 とす る とい う点 で は既 知 の キ ノ ン還 元 酵 素 と異 な った 。 しか もUQ-7以 上

のUQ同 族 体 に対 す るVmax!Km値 の比 較 よ り、 ラ ッ トの 主UQ同 族 体 で あ るUQ-9を

最 も良 い基 質 とす る こ と を明 らかに した。 ラ ッ ト肝 臓 の 内 因性UQ-9濃 度 は、Table1

の結 果 よ り 、 約132μMと 見 積 も られ 、 この濃 度 は肝細 胞 質NADPH-UQReductase

のUQ-9に 対 す るKm値(2.66±0.48μM)と 比 較 し十 分 大 きい値 で あ った 。
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また 、UQ-3以 下 の低 級UQ同 族 体 は ラ ッ ト肝細 胞 質 のUQ-10還 元 活 性 を促 進 し

た 。Ernsterら80)は 、DT-diaphoraseがMenadioneや1,4-Naphthoquinoneの よ うな

脂 溶 性 側 鎖 を持 た な い キ ノ ン化 合物 をElectronMediatorと し、UQ-10やCytochrome

oの 還 元 を促 進 す る こ と を認 め てい る。 著者 が認 め た低 級UQ同 族 体 共 存 下 での 細 胞 質

NADPH-UQReductase活 性 の 促 進 も 、5uMDicoumarolで 完 全 に 阻害 され る こ と か

ら、DT-diaphoraseの 作 用 に よ る もの と判 断 され た。 しか し、生 体 内 に 、 この よ うな効

果 を示 す適 当 な キ ノ ン化 合 物 が存 在 す るか は知 られ て い な い。 した が って 、 これ に よ っ

て 、直 ちにDT-diaphoraseが 生 体 内 でUQ還 元 に大 き く貢 献 して い る とは い え な い。

さ らにNADPH-UQReductase活 性 の至 適pHは7,4、 電 子 供 与 体 と してNADPH

を用 い た 時 の至 適 温 度 は37℃ 付近 で あ り、 ラ ッ ト肝臓 に お ける生 理 的 濃 度 のMg2+齣

10mM)107)で 活 性 が 促 進 され た 。 また 、NADPH-UQReductaseは 、FAD,FMNに よ

り活 性 を促 進 さ れ 、 フ ラ ビ ン拮 抗 物 質 のChlorpromazineに よ っ て活 性 を阻 害 さ れ る こ

とか ら、多 くの キ ノ ン還 元 酵 素 と同様108》、 フ ラ ビ ン酵 素 で あ る こ とが示 唆 され た 。

肝 細 胞 質 に は 、NADPH-UQReductaseがUQ還 元 活性 を発 現 す るの に十 分 量 の 電

子 供 与 体(NADPH)と 、十 分量 のUQ・9が 存 在 す る。 しか も、 こ の酵 素 の 至 適 温 度 や至

適pH、 活 性 促 進 に 要 す るMg2+濃 度 は 、 ラ ッ ト肝 細 胞 内 環 境 そ の もの で あ る た め 、

NADPH-UQReductaseが 、 内 因性UQ同 族 体 を還 元 す る条 件 が 全 て肝 細 胞 内 に は整 っ

て い る とい え、本 酵 素 が重要 な生 理 作 用 を担 っ てい る可 能 性 が推 察 さ れ た 。

キ ノ ン還 元 酵 素 は 、 その 還 元 機 構 か ら、 ミク ロ ソ ー ム 膜 のNADPH-cytochrome

Reductaseの よ うな1電 子 還 元 酵 素 と、DT-diaphoraseの よ う な2電 子 還 元 酵 素 と に

分 類 され る 。 ミ トコ ン ドリア電 子 伝 達 系 に お い て、NADHDehydrogenase,Succinate

Dehydrogenase,Ubiquinol-cytochromecReductase(Complex皿,EC1.10.2.2)か ら

のFreeRadical産 生 が確 認 され て お り、 この 産 生 はUQの 一 電 子 還 元 に よ り還 元 生成

したUQH・ に起 因 す る と言 われ て い る109),110)。 した が っ て 、NADPH-UQReductase

が ミ トコ ン ド リア 電 子 伝 達 系酵 素 と同 様 に1電 子 還 元 酵 素 で あ る な らば 、 生 成 した

UQH・ は好 気 的 条 件 下 、速 や か に 自 動酸 化 され て02:を 産 生 す る は ず で あ る 。 しか し

なが ら、NADPH-UQReductaseに よ るUQ-10の 還元 では02:の 生成 は認 め られ な か っ

た 。 さ らにUQ-10の 還 元 速 度 とNADPHの 酸 化 速度 とは 、還 元 当量 と して1:1で 対

応 した 。 こ れ ら の結 果 か ら、NADPH-UQReductaseはDT-diaphoraseの よ う な2電

子 還 元 酵 素 で あ る と推 察 され た。
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小 括

(1)

(2)

(3)

ラ ッ ト肝細 胞 質NADPH・UQReductaseの 諸性 質 をTable23の 通 り明 らかに した 。

NADPH-UQReductaseの 至 適 温 度 と至適pHは 、 ラ ッ ト生 体 内 研 臓)環 境 に 合 致

した 。 ま た 、 この 酵 素 は、他 の キ ノ ン還 元 酵 素 と同様 、 フ ラ ビ ン酵 素 で あ る こ と が

示 唆 さ れ た 。

NADPH-UQReductaseは 、NADPHに 依 存 的 な酵 素 で あ り、UQ-4以 上 のUQ同

族 体 を還 元 した 。 しか も、 その 還 元 は2電 子 還元 で あ り、 ラ ッ トの 主 同族 体 で あ る

UQ-9を 最 も良 い基 質 に した。 こ れ ら基 質 に対 す るKineticParameter値 よ り、 こ

の 酵 素 は 、細 胞 質 に 高 い還 元 比 率 で存 在 す るNADPHを 利 用 して生 体 内 のUQ-9を

還 元 す る の に十 分 機 能 す る こ とが明 らかに な った 。

ラ ッ ト肝 細 胞 質 のDT-diaphoraseは 、UQ・3以 下 の低 級UQ同 族 体 をElectron

Mediatorと し、UQ-10を 還 元 す る こ とが示 唆 され た 。

丁ab'e23

PropertiesofNADPH-UQReductaseinRatLiverCytosol

OptimalpH

OptimalTemperature

Stability

pH7.4(iris-HCIBuffer)

37°CforNADPH,28°CforNADH

HeatLabile(>20°C)

ElectronDonors

ElectronAcceptors

NADPH(κm冨14.4t2.5μM)》NADH(Kn,=259t22NM》

DeaminoNADPH,DeaminoNADH

Ubiquinones:

UQ-9zUQ-8zUQ-7>UQ-10>UQ-11

UQ-4

Stimulators

Inhibitors

FAD,FMN

Mg2+,Sri+

Chlorpromazine

Cd2+,Ce3+,Co2+,Fig2+,La3+,Tip+,Zn2+

NADP+,2',5'-ADP,ATP

Dicoumarol,2,4-Dinitrophenol

SH-inhibitors:p-ChloromercuribenzoicAcid,N-Ethylmaleimide
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第 四 章 ラ ッ ト肝 細 胞 質 ユ ビ キ ノ ン還 元 酵 素 に よ る脂 質 膜 内

ユ ビ キ ノ ンの 還 元

ミ トコン ドリア内膜 の電子伝 達系酵104),105)、 細胞膜NADHDehydrogenase76)、

ミクロソーム膜NAD(P)H-UQReductase91》 は、適 当 な電子供与体 の存在 下、同 じ膜内

に存在 する長鎖UQ同 族体 を直接還元 する と報告 されてい る。著者 は、第 一章 でラ ッ ト

肝臓 お よび腎臓 内のUQ同 族 体の分布 を調べ、UQ同 族 体があらゆる細胞画 分 に存在 し、

しか も、その各画分 にお ける還元比率 はほ とん ど差 がな く、組織全体 の還元比 率 とほ ぼ

同 じで ある ことを認 めた。 この結果 は、ラ ッ ト組織 内のUQ同 族 体 が、個 々の細 胞画 分

に存在 す る酵素 に より還元 される とするよりはむ しろ、あ らゆる細胞画分 のUQ同 族 体

が一元 的 に還元 されてい ることを示唆 してい るよ うに思 われる。

前 章 に お い て 、細 胞 質 に 長 鎖UQ同 族 体 に親 和 性 を持 つ新 規 のNADPH-UQ

Reductaseが 存在す ることを認 めた(第 二章)。細胞 質は全 ての オル ガネ ラに接 す るので、

この細胞 質NADPH-UQReductaseが 細胞 内のUQ同 族 体の還元 比率 の維持 に対 して

重要 な役 割 を果 た して いる可能性 がある。 しか しなが ら、UQ同 族 体 は、第一章 で示 し

たよ うに主 と して細胞 内の膜画分 に分布 してい る。 しかも、 その脂溶性 長鎖 イ ソプ レ ノ

イ ド側 鎖の ため、主 に脂質二重膜の中心付近 に局在 する とされてい る111)。 したが って、

細胞質NADPH-UQReductaseが 、生体膜 中のUQ同 族 体 を還元 す る能 力 を有 す るか

どうかが 興味 が ある。 そ ζで 、本章 では、細胞質NADPH-UQReductaseが 脂 質膜 内

のUQを 還元 しうるか どうか、 さ らに、生体 内UQの 還元比 率維持 に貢献 しているか否

かにつ いて検討 した。

第 一節 肝 細胞質ユ ビキ ノン還元酵素 による脂質膜内ユ ビキノンの還元

ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 は 、こ れ ま でNADPHの 存 在 下 、

TritonX-100で 可溶 化 したUQ-10を 基質 として測定 してきた。 しか しなが ら、ラ ッ ト

生体内 のUQ同 族 体(UQ-9あ るい はUQ-10)は 、主 に脂質 膜内 に存在 す る。そのた め

本節 で は 、肝細胞 質NADPH-UQReductaseが 脂 質膜内 に組み込 まれ たUQを 還 元 し

うるか検 討 した。
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実 験 方 法

(1)肝 粗 細 胞 画 分 の 調 製:

第 一 章 、 第 二 節 、 実 験 方 法(2)一① に 従 い 、8週 齢(170～180g)のWistar系 雄

性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エ ス エ ル シ ー 株 式 会 社)の 肝 臓 よ り調 製 した 。

(2)NADPH-UQReductase画 分 とDT-diaphorase画 分 の 調 製:

第 二 章 、 第 二 節 、 実 験 方 法(4)に 従 い 、CibacronBlue-bindingBio-gelA-5m

Chromatographyを 行 い 、0.15Mか ら3.5MNaCIで 溶 出 さ れ る 画 分 を

NADPH-UQReductase画 分 と し た 。 こ の 画 分 は 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 中 の 全

NADPH-UQReductase活 性 の99.0%(52.4nmolUQH2-10formed/min!fraction)

と 、 全DT-diaphorase活 性 の1.8%(128nmolMenadiolformed!min/fraction)を

含 ん だ 。 ま た 、50%EthyleneGlycolと1mMNADHを 含 む20mMTrisBase(pH

10)で 溶 出 さ れ る 画 分 をDT-diaphorase画 分 と した 。 こ の 画 分 は 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質

中 の 全DT-diaphorase活 性 の93.8%(6,690nmolMenadiolformed!min!fraction)

と 、NADPH-UQReductase活 性 の0。6%(0.33nmolUQH2-10formedlmin!

fraction)を 含 ん だ 。

(3)LecithinLiposomes懸 濁 液 の 調 製:

ナ ス 型 フ ラ ス コ に5mM卵 黄Lecithin繭 度:>99%AVANTIPOLARLIPID,

INC.)と2,5μMUQ-10を 含 む ク ロ ロホ ル ム 溶 液 を入 れ 、 ロ ー タ リー エ バ ボ レ ー タ ー

で 溶 媒 を減 圧 ・留 去 し て しecithinの 薄 膜 を 得 た 。 こ れ に 、10mM卵 黄Lecithinと

5μMUQ-10と な る よ う に50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7 .4)を 加 え 、 フ ラ ス コ 内 を

窒 素 ガ ス に 置 換 後 、 密 栓 し た 。1分 間 激 し くVortexし た 後 、 浴 槽 型 超 音 波 処 理 装

置(NEYULTRAsonic6Q17H,NEY)に て4℃,20分 間 超 音 波 処 理 し 、Lecithin

Liposomes●,濁 液 と して そ の ま ま 使 用 した 。

(4)LecithinLiposome膜 内UQ-10の 還 元 実 験:

LecithinLiposomes懸 濁 液,o.5mlに 、25mM2-Mercaptoethanol,20ulと

ラ ッ ト肝 細 胞 画 分(5.4mg蛋 白 質 量)あ る い はNADPH-UQReductase画 分

(NADPH-UQReductase活 性 と して 、3,5nmolUQH2-10formed!min。 蛋 白 質5.4

mgの 細 胞 質 相 当 量)あ る い はDT-diaphorase画 分(DT-diaphorase活 性 と し て 、

2.1umolMenadioneReduction/min。 蛋 白 質5.4mgの 細 胞 質 相 当 量)を 加 え 、
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50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)で980uIに 調整 した。 反応 は 、37℃ で 、10mM

NADPH,20μ1の 添 加 で開 始 した。経 時 的 に反応 液 の0.25mlを 採 取 し、Okamoto

らの方 法42)に 従 い 、 こ れ にn-Hexane!Ethanol(3:1,v!v)混 液,3.5mlを 加 え て還

元 生 成 したUQH2-10を 抽 出 ・定 量 した 。

(5)ミ ク ロ ソ ー ム膜 内UQ-9の 還 元 実 験:

ラ ッ ト肝 粗 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 は 、 凍 結 ・融 解 を繰 り 返 す こ と に よ り 、 内 因性

UQH2-9の 比 率 を25～30%に 低 下 さ せ た 後 、 実験 に 用 い た 。0.25MSucrose,

10mMNADPH,0.5mM2-Mercaptoethanol,蛋 白 質 量1.5mgの ラ ッ ト肝 細 胞 質 と

蛋 白質 量1mgの 粗 ミク ロ ソ ー ム膜 を含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)か らな

る反 応 液(0.25m1)を37℃,15分 間 保 温 した 。n-Hexane1Ethanol(3:1,v!v)混 液,

3.5m1を 加 え、 還 元 生 成 したUQH2-9をUQH2-10に 準 じて抽 出 ・定 量 した。

(6)UQお よびUQH2同 族 体 の抽 出 な らび に定 量:

第 一 章 、 第 一節 、 実験 方 法(4)に 従 い 、抽 出 な らび に定 量 を行 った 。

(7)蛋 白質 量 の定 量:

第 一 章 、第 一節 、 実験 方 法(5)に 従 い定 量 した 。

実 験結 果

(1)LecithinLiposome膜 内UQ-10の 還 元

ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseに よ るLecithinLiposome中 のUQ-10

の 還 元 は 、Fig,16に 示 した 。 肝 細 胞 質 は 、NADPHの 存 在 下 、2時 間 の 反 応 で

LecithinLiposome中 のUQ-10の 約55%を 還 元 した が 、 ミ トコ ン ドリア を含 め他 の

く

細 胞 画 分 は全 く還 元 しなか った 。,

細 胞 質 の代 わ りに 、 細 胞 質 の活 性 に相 当 す るNADPH-UQReductase画 分 お よ

びDT-diaphorase画 分 を用 い てLecithinLiposome中 のUQ-10の 還 元 を試 み た結 果

は、Fig.17に 示 した。NADPH-UQReductase画 分 は、4時 間 で約40%、8時 間 で

約50%のUQ-10を 還 元 した 。 腎 方 、DT・diaphorase画 分 は 、8時 間 の 反 応 で も、

約12%のUQ-10を 還元 した に過 ぎ な か った 。 こ れ らの結 果 は、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 に よ

る脂 質 膜 内UQの 還 元 の 主体 が 、NADPH-UQReductaseで あ る こ とを示 唆 した 。
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 Fig.16 Reduction of  UQ-10 in Egg Yolk Lecithin 
Rat Liver Intracellular Fractions

Liposomes by

The reaction mixture consisted of 50mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) 
containing 5mM lecithin liposomes (containing 3pM UQ-10), 0.2mM 
NADPH, 0.5mM 2-mercaptoethanol and 5.4 mg protein of intracellular 

 fractions:  ̂  , nuclei;  A , mitochondria; A , crude lysosomes; 0 , 
crude microsomes;  * , cytosol. The reaction was carried out  at37°C. 
The values are the means  ±  SD of three experiments.
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 Fig.17 Reduction of  UQ-10 in Egg Yolk Lecithin Liposomes by 
 NADPH-UQ Reductase and  DT-diaphorase Fractions from 

Rat Liver Cytosol

The reaction mixture consisted of 50mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) 
containing 5mM lecithin liposomes, 0.2mM NADPH, 0.5mM 
2-mercaptoethanol and either  NADPH-UQ reductase-rich fraction  (0 , 

 3.5  nmol  UOH2-10  formed/min  NADPH-UQ reductase activity per  ml of 
reaction mixture) or DT-diaphorase-rich fraction  ( V ,  2.1pmol meadiol 

 formed/min DT-diaphoase activity per ml of reaction mixture) obtained 
from Cibacron Blue-binding Bio-gel A-5m chromatography. The 
reaction was carried out at  37°C. The values are the means ± SD of 
three experiments.
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(2)ミ ク ロ ソ ー ム膜 内UQ-9の 還 元

ミ ク ロ ソ ー ム膜 内 の 、 内 因性UQ。9の ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH。UQReductase

に よ る還 元 は、Table24に 示 した。 反応 開始 前 、約27%で あ った ミ ク ロ ソ ー ム膜 内

の 内 因性UQ-9の 還 元 比 率 は 、反応 終 了後 に は約63%に まで上 昇 した。 ま た 、電 子

供 与 体 と してNADPHの 代 わ りにNADHを 用 い た時 に は 、約55%に ま で しか上 昇 し

な か っ た 。 しか し、 細 胞 質 を除 くと 、,NADPHの 添 加 は ミ ク ロ ソ ー ム膜 内 の 内 因性

UQ-9の 還 元 比 率 を さ らに 低 下 さ せ た 。 こ れ は お そ ら く 、 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 の

NADPH-CytochromeReductaseな ど のNADPHを 基 質 とす る ラ ジ カ ル 生 成 酵 素 の

影 響 に よ る もの と思 わ れ る。 好 気 的条 件 下 で 、NADPHが ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ ーム 膜 内

の 内 因性UQ-9の 還 元 比 率 を低 下 させ る こ とはShigemuraら91)も 報 告 して い る。 な

お、細 胞 質 を除 く と、NADHの 場 合 はUQ・9の 還 元 比 率 に全 く影 響 を与 え な か っ た。

ま た 、細 胞 質 に よ る 粗 ミク ロ ソー ム膜 内 のUQ-9の 還 元 は 、5μMDicoumarolや10

μMRotenoneで 全 く阻 害 さ れな い こ とか ら、DT-diaphoraseや ミ トコ ン ドリア 酵 素

に よ る可 能 性 は否 定 され た。

Taわ'θ24

ReductionofEndogenousUQ-9inMicrosomesbyCytosolicNADPH-UQ

ReductaseinthePresenceofNAD(P)H

ReactionMixtures tUQ-9Contents

(ng)Before

Incubation

UQHp-9/tUO-9Ratios(%)

AfterIncubation

NADPH NADH

Complete

-Cytosol

-Microsomes

+5NMDicoumarol

+10ｵMRotenone

51.8土1.2

42.5宝2.4

9.0圭1.7

51.8出3.6

50.8土2.8

26.8士3.7

26,2土5,2

30.1土6.1

26.6士8,6

26.7土3

62.9±1.2*54.6±3.6

19.1士2.1*26.9士1.4零

65.1±7.3*55.614.8

62.4±3.1*51.5圭4.1*

60.8±2.4*53.2±2.7

Thecompletereactionmixture(1ml)consistedof50mMTris-HCIbuffer(pH7.4)

containingO.25Msucrose,0.2mMNAD(P)H,0.5mM2-mercaptoethanol,1.5mg

proteinofratlivercytosolandlmgproteinofratlivermicrosomes.Incubationwas

carriedoutat37°Cfor15min.Thev∈ 加esarethemeans士SDofthree

experiments.

*SignificantdifferenceatlevelofP
<0.001comparedwithbeforeincubation,

usingStudent'sunpairedttest.
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第二節 生 体内ユ ビキノ ンの還元比率 に対 する細胞質ユ ビキノン還元酵素 の影 響

ラ ッ ト生体内UQ同 族 体の 還元比率 は、組織 ごとに異 なること を認 めた(第 一章 、

第一節)。 しか し、各細 胞画 分 間で は差 がな く、その組 織全体 の還元比 率 とほ ぼ同 じで

ある こ とを認 め た(第 一章 、第 二節)。 また 、前節 で 、ラ ッ ト肝臓 細胞 質NADPH-UQ

Reductaseは 、LecithinLiposome膜 内のUQ-10や 肝 ミクロソーム膜の内因 性UQ-9

を還元 しうるこ とを示 した。 これ らの事実 を統合 する と、細胞内各画分のUQ同 族 体の

還元比 率 が ほぼ同 じであるの は 、あ らゆ る細胞 画分 に接 して いる細 胞質NADPH-UQ

Reductaseが 、 こ れ ら細 胞画分のUQ同 族 体還 元 に中心 的役割 を果 た している こ とを

示唆 する。 そ こ で、ラ ッ ト生 体内各 組織 の細胞質NADPH-UQReductaseが 、 当該 組

織のUQ同 族 体の酸化還元比率 に対 してどのよ うな影響 を与 えているか を検 討 した。

実験方法

q)組 織 ホ モジネー トおよび細胞質の調製:

第一章 、 第二節 、実験 方法(2)一① に従い、8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄

性 ラッ ト(SPF動 物,日 本 エスエル シー株式会社)の 組織 よ り調製 した。

(2)血 漿の調製:

第 一章 、第三節 、実験方 法(2)に従 い調製 した。

(3)UQお よびUQH2同 族 体の抽出 な らびに定量:、

第 一章 、第一節 、実験方法(4)に従 い行 った。

(4)NADPH-UQReductase活 性測定法:

第二章 、第二節 、実験方法(2)に従 い測定 した。

(5)蛋 白質量 の定 量:

第一章 、第一節 、実験方法(5)に従 い定量 した。

実験結果

ラッ ト各 組 織 ホ モ ジ ネ ー トのUQ-9の 還元 比 率 と、 そ れ ら組織 の 細 胞 質 中 の

NADPH-UDReductase活 性 との関 係 を調 べた結果 をFig ,18に 示 した。NADPH-UQ
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Reductase活 性 は 、測 定 し た全 て の組 織 の 細 胞 質 に認 め ら れ 、 しか も、 そ の 比 活 性(Y ,

pmol1min!mgprotein)の 対 数 と組 織 ホ モ ジネ ー ト中のUQ-9の 還 元 比 率(X,%)と の間

に 高 い正 の 相 関 関係 が得 られ た(Y=3.95x100.0233x,r=0.899(Pm.01))。 この 結 果 は 、

各組 織 の 細 胞 質NADPH-UQReductaseが 、 そ れ ら組織 中 のUQ同 族 体 の 還 元 に対 し、

中心 的役 割 を果 た して い る こ と を示 して い る。

た だ し、血 漿 は例 外 で 、UQ-9の 還 元 比 率 が、約80%と 肝 臓 に匹 敵 す る高 値 に も関

わ らず 、NADPH-UQReductase活 性 が全 く認 め られ な か った 。
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ThevaluesarethemeanstSDofthreeexperiments.

第三節 考察および小括

考 察

ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、LecithinLiposomeお よび ミク ロ ソー

ム膜 に含 まれ るUQ-10を 還元 した。NADPH-UQReductase活 性 は 、 ラ ッ ト肝 臓 以 外

の 組 織 の細 胞 質 中 に も認 め られ 、 しか も、 その 活性 の強 さ と各 組 織 中 のUQ-9の 還 元 比
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率 との 間 に は高 度 の 正 の相 関 関 係 が認 め られ た。 これ らの 事 実 は、 少 な くと も ラ ッ トで

は細 胞 質NADPH・UQReductaseが 、 各 細 胞 画 分 のUQ同 族 体 を 一定 の 還 元 比 率 に維

持 す るの に中 心 的 役 割 を担 っ て い る との考 え方 を支 持 す る。

脂 質 二 重 膜 の 疎 水 部 に 存 在 す る111》UQを 、 細 胞 質 に 存 在 す るNADPH-UQ

Reductaseが どの よ うな機 構 で還 元 す る か は非 常 に興 味 が あ る。Chazotteら112》 は 、

蛍光 ラベ ル したUQを 用 い て、Liposome膜 内 のUQが 自由 に脂 質 膜 内 を移 動(膜 表 面

に対 し て 水 平 の 動 き)で き る こ と を 確 認 し た 。Fatoら113)は 、Liposome膜 と

Mitochondria膜 に お け るUQ-3の 拡 散 定 数 が ほぼ 同 じで あ る こ と を報 告 した 。 ま た 、

Futamiら114)は 、 脂 質 二 重 膜 の 中心 部 に存 在 して い るUQ-10のBenzoquinone骨 格 部

分 は、膜 表 面 に対 して 垂 直方 向 に 自由 に動 くこ とが で き(Flip-Flop運 動)、 膜 外 の親 水 性

領 域 に存 在 す る水 溶 性 の酸 化 ・還 元 物 質 と相 互 に作 用 し合 うこ と を報 告 した 。 さ らに 、

Ulrichら115)も 、Liposome膜 内 の萇 鎖UQが 、電 子 や プ ロ トン を脂質 二 重 膜 の外 側 か

ら内 側 に 移 行 さ せ る こ と を 認 め て い る 。 ま た 、 しiposome膜 内 のUQの 還 元 は 、

DithioniteやBH4'の よ うな 水 溶 性 低 分 子 還 元 剤114)の 外 、DT-diaphorase85)や

SubmitochondrialParticle20}な ど を共 存 させ て も起 こ る こ とが 報 告 さ れ て い る 。 以 上

の事 実 か ら、膜 内UQは 、脂 質 膜 内 を水平 方 向 に も垂 直方 向 に もか な り自由 に動 くこ と

が で き る と 考 え ら れ 、 膜 表 面 に 移 動 し て き たUQが 川頁次 脂 質 膜 外 に 存 在 す る

NADPH-UQReductaseと 接 触 して還元 され る もの と考 え られ る。

ラ ッ ト血 漿 中 のUQ同 族 体 の 還 元比 率 は 、 ラ ッ ト肝 臓 に匹 敵 した が、NADPH-UQ

Reductase活 性 は全 く認 め られ な か った 。Stocker&Suarna116)は 、 ヒ ト血 液 中 や 赤

血 球 に強 いUQ-1還 元 活 性 が存在 して い る こ と を確 認 し、 さ らにLDL中 のUQ-10の 還

元 に赤 血 球 細 胞 膜 の酵 素 が 関与 して い る こ と を示 唆 した。 しか しなが ら、赤 血 球 膜 に よ

るUQ-10還 元 活 性 は非 常 に弱 い こ と を認 め て い る。Kalenら13》 は、UQ生 合 成 の 前 駆

体 で あ る3H-Mevalonateを 門脈 よ り投与 した場 合 、同 位 体 ラベ ル さ れ たUQ同 族 体 が

血 中 に検 出 され る こ と を確 認 した 。 ま たElmbergerら78)は ラ ッ ト血 漿 中 のUQ-9が 、

主 に リボ 蛋 白 質画 分 に存 在 して い る こ と を明 らか に した 。 これ らの事 実 は 、肝 臓 で生 合

成 され たUQ同 族 体 が 、 リボ蛋 白質 に組 み 込 まれ た形 で血 漿 中 に供 給 され る こ と を示 し

て い る。 した が っ て 、血 漿 中 のUQ同 族 体 の 高 い還元 比 率 は 、 分泌 源 の 肝 臓 の 反 映 と

思 わ れ る。
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小 括

(1)ラ ッ ト肝細胞 質NADPH-UQReductaseが 、LecithinLiposome膜 や ミクロソーム

膜中 のUQ同 族 体 を還元す ることを明 らかに した。

(2)細 胞質NADPH-UQReductaseは 、ラ ッ ト生体内のあ らゆる組織 に存在 していた。

しか も、 その比活性 の対 数 と組織中のUQ同 族体の還元比率 との間 に正 の相 関関係

が認 め られ、細 胞質NADPH-UQReductaseは 各組織 中のUQ同 族 体 の還 元 に対

し、中心 的役割 を演 じてい ることが示唆 された。

(3)ラ ッ ト血 漿には、NADPH-UQReductase活 性 が全 く認め られないのにも関 わらず、

肝臓 に匹敵 す る高 い還元比率 のUQ同 族体 が存在 したが、 これ は、血漿 中のUQ同

族 体 が、 リボ蛋 白質に組 み込 まれた形で肝臓 か ら分泌 されてい るためである と推 察

された。
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第五章 ラッ ト肝細胞質ユビキノン還元酵素の脂質過酸化反応抑制効果

UQH2の 抗 酸 化 作 用 は 、1966年Mel　 orsandTappelis》 が ミ トコ ン ド リア膜 に誘

導 した脂 質 過 酸 化 反 応 をUQH2-6が 抑制 す る こ と を報 告 して以来 、Liposomes膜 な ど

の生 体 膜 モ デ ル24}-26)を 初 め 、LDL27}2s》 、 ミ トコ ン ドリア 膜20}22)や 、他 の細 胞 内 オル

ガ ネ ラ膜23》 な どで報 告 され 、UQH2が α一Tocopherolに 匹敵 す る強 い抗 酸 化 作 用 を示

す と した報 告 も あ る25),27》28》。uQH2の 直 接 的 な抗 酸 化 作 用(Fig.19,Reaction1)は 、

Liposomes膜 を用 い た実 験 で証 明 され て いる24)-26)。 また 、UQH2は 、 α一Tocopherol

共 存 時 に は 、 脂 質 膜 内 に 生 じ た 脂 質 ラ ジ カ ル と の 反 応 で 生 じ たa-Tocopheroxyi

Radicalを 、 α・Tocopherolに 再 生 す る こ とに よ り 、間 接 的 に 脂 質過 酸 化 反 応 を抑 制 す

る こ と も報 告 され て い る(Fig.19,Reaction2)25》,30),31)。 一 方 、Landiら の研 究 グル ー プ

は、Liposomes膜117}120)やLDL121)に 誘 導 した 脂 質 過 酸 化 反応 に対 し、UQ-3以 下 の

UQ同 族 体 が 酸 化 型 の ま ま で も抗 酸 化 作 用 を発 現 す る こ と を認 め た 。 しか しな が ら 、

国
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UQ-9やUQ-10の よ う な長 鎖UQ同 族 体 は 、invitroで は還 元 型 のUQH2同 族 体 の み

が抗 酸 化 作 用 を有 す る と され て い る。 しか し、invivoの 実験 で は、酸 化 型 のUQ同 族

体 の投 与 で も抗 酸化 作 用 が認 め られ て い る。 す なわ ち、 動物 へ のUQの 前投 与 は 、虚 血 ・

再 環 流 時 に お け る組 織 の 酸 化 的 損傷 を防御 した り35)-37)、CCI4やEthanolに よ る ラ ジカ

ル性 肝 障 害 を軽 減 す る こ と が報 告 されて い る32}34)。 しか しな が ら、生 体 に投 与 され た

UQは 、 その か な りの部 分 が還 元 型 のUQH2と して検 出 され る40),41)の で 、UQ同 族 体

の 抗 酸 化 作 用 は 、 生 体 内 で 速 や か にUQH2同 族 体 へ 還 元 され 発 現 さ れ た もの と思 わ れ

る 。

著 者 は 、 前 章 ま で の 検 討 で 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 に 脂 質 膜 内 のUQを も還 元 す る

NADPH-UQReductaseが 存 在 す る こ とを明 らか に した。 また 、 この酵 素 活 性 は生 体 内

の あ らゆ る組 織 の 細 胞 質 に存 在 し、 しか も、 そ の活性 の 強 さ と組 織 全 体 のUQの 還 元 比

率 との間 に正 の 相 関 が 認 め ら れ た。 換言 す れ ば、 細 胞 質NADPH-UQReductaseが 、

組 織 全 体 のUQ同 族 体 の 還 元 比 率 の維 持 に対 し中心 的役 割 を演 じて い る可 能性 が 示 され

た 。UQH2同 族 体 は 強 い 抗 酸 化 作 用 を 有 す る の で 、 こ れ らの 事 実 か ら 、 細 胞 質

NADPH-UQReductaseは 、生 体 膜 中 のUQ同 族 体 の 還 元 を介 して 、生 体 内 抗 酸 化 機 構

に 寄 与 し て い る こ と が 予 想 さ れ た 。 そ こ で 著 者 は 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQ

Reductaseが 、脂 質 膜 内 に存 在 す るUQ同 族 体 の 還 元 を介 して 、 脂 質 過 酸 化 反 応 を抑

制 す る か検 討 した 。

第 一 節 細 胞 質 ユ ビキ ノ ン還 元 酵 素 に よ る2,2'・Azobis(2,4-dimethylvaleronitrile》 誘 導

Liposomes膜 脂 質 過 酸 化 反 応 の 抑制

ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、 脂 質膜 中 のUQを 還 元 した(第 四章)。

UQH2はLiposomes膜24)-26)だ けで な く、LDL27ト29)や ミ トコ ン ドリア 膜 な どの生 体

膜20}23)で も 強 い 抗酸 化 物 質 と して 働 くた め 、NADPH-UQReductaseは 脂 質 膜 中 の

UQの 還 元 を介 して、 生 体 の過 酸 化 抑 制 に働 くこ とが期待 され る 。 脂 溶性 ア ゾ化 合 物 で

あ る2,2'-Azobis(2,4-dimethylvaleronitrile)(AMVN)は 、好 気 的 条 件 下 、 脂 質 膜 内 で温

度 依 存 的 に 分 解 してペ ル オ キ シ ラ ジカ ル を生 成 し、一 定 の速 度 で 脂 質 過酸 化 反 応 を誘 導

す る こ とが 知 られ て い る122)-124》。 しか も、AMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 は 、 膜 外 の親 水
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性 部 分 に存 在 す る水 溶 性 抗 酸 化 剤 の 直接 的 な影 響(抗 酸 化作 用)を 受 け な い た め125》、 脂

溶 性 抗 酸 化 物 質 の 抗 酸 化 能 を比 較 ・検 討 す る上 で有 用 な化 合 物 で あ る。 そ こ で 、 ラ ッ ト

肝 細 胞 質(NADPH-UQReductase)とNADPHか ら成 るUQ還 元 系 が 、Lecithin

Liposomes膜 内 のUQ-10の 還 元 を介 してAMVNで 誘導 した脂 質 過 酸 化 反 応 を抑 制 す

る か検 討 した 。

実 験 方 法

(1)肝 細 胞 質 の 調 製:

第 一章 、 第 二 節 、実 験 方 法(2)一① に従 い 、8週 齢(170～180g)のWistar系 雄

性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エス エ ル シ ー株 式 会 社)の 肝臓 よ り を調 製 した 。

(2)LecithinLiposomesの 調 製:

ナ ス 型 フ ラ ス コ に5mM卵 黄Lecithin備 度:>99%,AVANTIPOLAR凵PID,

INC.)、1mMAMVNと2.5uMUQ-10あ る い はUQH2-10を 含 む ク ロ ロ ホ ル ム 溶

液 を入 れ 、 ロー タ リー エバ ボ レー タ ー で溶 媒 を減 圧 ・留 去 してLecithinの 薄 膜 を

得 た 。 こ れ に 、10mMLecithin,2mMAMVN,6μMUQ-10あ るい はUQH2-10と

な る よ うに1mMEDTAとo.25Msucroseを 含 む50mMTris-HCI衝 液(PH7 .4)

を加 え た 後 、 引 き続 く操 作 に よ るLecithinの 酸 化 を防 ぐた め 、 フ ラ ス コ内 を窒 素

ガ ス に 置 換 した 。1分 間 激 し くVortexし た後 、浴 槽型 超 音 波 処 理 装 置 に て4℃
,

20分 間 超 音 波 処 理 し、LecithinLiposomes懸 濁 液 を作 成 した 。 こ れ らLecithin

Liposomes懸 濁 液 の う ち 、UQ・10を 含 有 す るLiposomesをUQ-10含 有

Liposomes、UQH2-10を 含 有 す るLiposomesをUQH2-10含 有Liposomesと し

た 。 ま た 、 これ とは別 に 、同 様 の 操 作 でUQ-10とUQH2-10の ど ち らも含 有 しな

いLecithinLiposomes懸 濁液 を作 成 し、ControlLiposomesと した。

(3)Liposome膜 のAMVN誘 導 脂 質過 酸 化 反 応:

実 験 方 法(2)で 調 製 した いず れ かのLecithinLiposomes懸 濁 液,0.5ml、25mM

2-mercaptoethanol,20uI,10mMNADPH ,20uI,100mMGIucose-6-

phosphate,100ul,500units/mlGlucose-6-phosphateDehydrogenase(EC1.

1.1.49,オ リエ ン タル 酵 母 工業),10ulと ラ ッ ト肝細 胞 質(NADPH-UQReductase

活 性 と して450pmol!min/mlReactionMixture)を 加 え 、1mMEDTAと0.25M
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Sucroseを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液 ΦH74)で 終 容量1mlの 反応 液 を調 製 した。

反 応 液 の 調 製 は全 て氷 冷 下(4℃)で 行 い、温 度 を37℃ に上 げ る こ と に よ り反 応 を

開 始 した。

(4)脂 質 の 抽 出 な らび にConjugatedDienesの 定 量:

経 時 的 に 反 応 液 の50μiを 採 取 し、 氷冷 した200μ1のEther1Ethanol(3:1)

混 液 を加 え た後 、1分 間 のVortexに よ り脂 質 を抽 出 した 。1,500xg,10分 間 の遠

心 操 作 に よ り脂 質 を含 むEther層 を得 、Kohenら の 方 法126)に 従 いConjugated

Dienes量 を定 量 した 。装 置 お よびHPLC条 件 は以 下 に示 した通 りで あ る。

装 置:

Pump:JASCOPU-980(日 本 分光)

Detector:JASCOUV-970(日 本 分光)

HPLC条 件:

Column:COSMOSIL5SL

(4.6mmLD.x150mm,ナ カ ライ テ ス ク)

MobilePhase:Methanol/H20(95:5,v/v)

FlowRate:1.Oml/min

Detection:UV,234nm

試 料 中 のConjugatedDienes含 量 は 、既 知 量 のConjugatedDienesを 含 む卵 黄

LecithinのMethanol溶 液 艨 準 溶 液)を 用 い て作 成 した検 量 線 よ り算 出 した 。 この

標 準 溶 液 は、5mM卵 黄Lecithinと1mMAMVNか らな るMethanol溶 液 を37℃

で1時 間保 温 す る こ とに よ り作 成 し、ConjugatedDienes含 量 は波 長234nmに お

け る吸光 度 よ り算 出 した(E=28,000M-1cm'1)。

(5)UQH2-10の 抽 出 な らび に定量:

経 時 的 に反 応 液,50μiを 採 取 し、200uiの0.25MSucroseを 含 む50mM

Tris-HCI緩 衝 液(pH7.4)と3.5mlのn-Hexane!Ethanol(3:1)混 液 を加 え た後 、 第

一 章
、 第 一節 、実 験 方 法(4)に 従 い 、還 元 生 成 したUQH2-10を 抽 出 ・定 量 した 。

(6)蛋 白質 量 の 定 量:

第 一 章 、 第 一 節 、実 験方 法(5)に 従 い定 量 した。
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実験結果

(1)ControlLiposomesに 対 す るUQ運 元 系 の効 果

UQ-10あ るい はUQH2-10を 含 まないControlLiposomesのAMVN誘 導 脂 質

過 酸 化 反 応 に 対 す るUQ還 元 系 の 抗 酸 化 効 果 をFig.20に 示 し た 。Control

Liposomesは 、AMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反応 の進 行 に伴 い 一定 の速 度 でConjugated

Dienesを 生 成 した 。 このConjugatedDienesの 生 成 速 度 は 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 あ る

い はNADPH再 生 系 の どち らか一方 を添 加 した時 だ けで は な く、 その 両 者 を添 加 し

た時 院 全 系)で さえ抑 制 され な か っ た。 こ れ らの 結 果 か ら、LiposomesがUQ-10

を含 ま な い 場 合 に は 、 肝細 胞 質 とNADPH再 生 系 か らな る 完全 系 を加 え て も、

AMVNに よ る脂 質 過 酸 化 反応 を直接 抑 制 す る効 果 が な い こ とが明 らか に な った 。
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厂@20Antioxi'dantEffectof崩OPH-UQReductasein月tatLiver

σyわ50,。 ηA耀 ～-inducedLipidPeroxた 伯伽ofEggYolk

LecithinLiposomes

Thereactionmixtureconsistedof50mMTris-HCIbuffer(pH7.4)

containinglmMEDTAandcontrolliposomes(consistoflmMAMVN

and5mMlecithin)intheabsence(p)orpresenceofNADPH-

regenaratingsystem(consistofO.2mMNADPH,10mMglucose-

6-phosphateand5unitofglucose-6-phosphatedehydrogenaseper

mlofreactionmixture)(　 ),1.45mgofcytosolicproteinpermlof

reactionmixture(○)orboth(●}.Thereactionwascarriedoutat37
°C

.Thevaluesarethemeans±SDofthreeexperiments.
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(2)UQ・10含 有Liposomesに 対 す るUQ還 元 系 の効 果

UQ-10含 有LiposomesのAMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 に対 す るUQ還 元 系 の

抗酸 化 効 果 に つ い て 検 討 した 。結 果 はFig,21に 示 した 。UQ-10含 有Liposomes

膜 は 、AMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 の 進 行 に伴 い一 定 の 速 度 でConjugatedDienes

を生 成 した 。 こ のConjugatedDienesの 生 成 速 度 は 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 あ るい は

NADPH再 生 系 の ど ち らか 一 方 を添 加 した時 に は全 く抑 制 さ れ な か っ た が 、 その 両

者 を添 加 した時 僥 全 系)に は有 意 に抑 制 され た(Fig.21A)。 同 時 にLiposomes膜 内
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CytosolonAMVN-inducedLipidPeroxidationof

UQ-10-containingLiposomes

(A)Timecourseofconjugateddienesformations.(B)Timecourseof

UQH210formations.Thereactionmixtureconsistedof50mMTris-HCI

buffer(pH7.4)containinglmMEDTAandUQ-10-liposomes(consistof

lmMAMVN,3μMUQ-10and5mMIecithin》or-AMVNliposomes

(consistof3ｵMUQ-10and5mMlecithin)(insertedfigureinB)inthe

absence(p)orpresenceofNADPH-regenaratingsystem(consistof

O.2mMNADPH,10mMglucose-6-phosphateand5unitof

glucose-6-phosphatedehydrogenasepermlofreactionmixture)(▲),

1.45mgofcytosolicproteinpermlofreactionmixture(○)orboth(●).

Thereactionwascarriedoutat37°C.Thevaluesarethemeans±SD

ofthreeexperiments.*・ †SignificantdifferencesatlevelsofP<0.05

andP<0.01respectively,comparedwithUQ-10-liposomeinthe

absenceofNADPH-regeneratingsystemandcytosol,usingStudent's

unpaire(test.
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に お け るUQH2-10の 生 成 を追跡 す る と 、完 全 系 の 存在 で は 、膜 内 の全UQ-10量

の約34%(反 応 開 始6時 間 目)がUQH2-10と して検 出 され た(Fig.21B,挿 入 図)。 一

方 、AMVNで 脂 質 過酸 化 反応 を誘 導 した場 合 に は 、膜 内 にUQH2-10の 生 成 が ほ と

ん ど認 め られ な か った(Fig.21B)。 しか し、AMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 は 、完 全 系

の存 在 で は有 意 に抑 制 さ れ る こ とか ら、UQ-10含 有Liposomes膜 内 に還 元 生 成 し

たUQH2-10が 、AMVNで 誘 導 した脂 質過 酸 化 反応 を抑 制 す る た め に消 費 され た結

果 で あ る と 思 わ れ る 。 以 上 の 結 果 か ら 、 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、

NADPHの 存 在 下 、 脂 質 膜 内 のUQ-10を 還 元 す る こ とに よ り、 脂 質 膜 内 に誘 導 し

た過酸 化 反 応 を抑 制 す る こ とが 明 らか に な った 。

(3)UQH2-10含 有Liposomesに 対 す るUQ還 元系 の効 果

UQH2-10含 有LiposomesのAMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反応 に対 す るUQ還 元 系

の 抗 酸 化 効 果 に つ い て 検 討 した 。 結 果 はFig.22に 示 した 。UQH2-10含 有

Liposomesの み の場 合 、AMVN誘 導 脂 質過 酸 化 反 応 に伴 うConjugatedDienesの

生 成 は、 膜内UQH2-10の 消失 す る反応 開始2.5時 間 後 まで ほ と ん ど認 め られ な か っ

た が 、 膜 内UQH2-10の 消 失 した3時 間 目 以 降 、 ほ ぼ 一 定 の 速 度 でConjugated

Dienesが 生 成 した 。 す な わ ち 、脂 質 膜 内 のUQH2-10がAMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反

応 を直接 阻 害 す る こ と を示 した。 同 様 の結 果 はYamamotoら25》 やCabriniら31)も

報 告 し て い る 。 ま た 、 こ のAMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 の 進 行 に 伴 う 、 膜 内

UQH2-10の 消 失 な らび にConjugatedDienesの 生 成 は 、細 胞 質 あ る い はNADPH

再 生 系 の ど ち らか一 方 の添 加 で は抑 制 さ れ な か った 。 しか しな が ら、 その 両 者 を 添

加 した時 院 全 系)に は 、 膜 内UQH2-10の 消 費 は有 意 に抑 制 され、 反応 開 始6時 間

後 で も 膜 内 の 全UQ-10量 の 約40%がUQH2-10と して残 存 して い た 。 ま た 、

ConjugatedDienesの 生 成 も、反応 開始6時 間後 で もほ とん ど認 め られ な か っ た 。
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Fig.22AntioxidantEffectofNADPH-UQReductaseinRatLiver

CytosolonAMVN-inducedLipidPeroxidationof

UQH2ゴ0・conta'pingLiposomes

(A)丁imecourseofconjugateddienesformations.(B》Timecourseof

UQH2100xidations.Thereactionmixtureconsistedof50mMTris-HCI

buffer(pH7.4)containinglmMEDTAandUQH210-liposomes(consist

oflmMAMVN,3NMUQH2-10and5mMlecithin)intheabsence(△)or

presenceofNADPH-regenaratingsystem(consistofO.2mMNADPH,

10mMglucose-6-phosphateand5unitofglucose-6-phosphate

dehydrogenasepermlofreactionmixture》(▲),1 .45mgofcytosolic

proteinpermlofreactionmixture(0》orboth(●).丁hereactionwas

carriedoutat37°C.ThevaluesarethemeanstSDofthree

experiments.賣 ・tSignificantdifferencesatlevelsofP<0 .05and

Pく0.01respectively,comparedwithUQH2-10-liposomeintheabsence

ofNADPH-regeneratingsystemandcytosol,usingStudent'sunpairet

test.

第 二 節 細 胞 質 ユ ビ キ ノ ン 還 元 酵 素 に よ る2,2'-Azobis(2-amidinopropane)

Dihydrochloride誘 導 ミク ロ ソー ム膜 脂 質過 酸 化 反応 の 抑 制

前 節 で 、肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、Liposomes膜 内 のUQ-10を 還 元

す る こ と に よ り 、AMVN誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 を抑 制 す る こ とが 示 さ れ た。 第 四 章 、 第

一 節 で
、 著 者 は 、 肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseが ミ ク ロ ソ ー ム 膜 内 の 内 因 性

UQ-9を も 還 元 す る こ と を 確 認 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 細 胞 質NADPH-UQ
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Reductaseは 、生 体 膜 中 の 内 因性UQの 還 元 を介 して抗 酸 化作 用 を発 現 す る こ と も期

待 さ れ た 。 そ こ で 、 水 溶 性 ラ ジ カ ル 誘 導 剤 で あ る2,2'-Azobis(2-amidinopropane)

Dihydrochloride(AAPH)を 用 い て肝 ミク ロソ ーム膜 に脂 質 過酸 化 反 応 を誘 導 し、 ラ ッ ト

肝細 胞 質 とNADPHか ら成 るUQ還 元系 が 、内 因性UQ-9の 還元 を介 して 脂 質 過 酸 化

反応 を抑 制 す る か検 討 した 。

実 験方 法

(1)肝 粗 ミ ク ロ ソ ー ム膜 画 分 お よ び細 胞 質 の調 製:

第 一章 、 第 二 節 、 実験 方 法(2)一① に従 い 、8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄

性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エ ス エ ル シー株 式 会 社)の 肝臓 よ り調 製 した。

(2)ラ ッ ト肝 細 胞 質 の前 処 理:

蛋 白 質 と し て10mg量 の ラ ッ ト肝 細 胞 質 、0.2mMNADPH、0.1mM

1-Chloro-2,4-nitrobenzene、2unitsのAscorbateOxidase(EC1.10.3.3,オ リエ

ン タル 酵 母 工 業)と1.15%KCIを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)か らな る 反

応 液,1mlを 、37℃ で10分 間保 温 した 。 反 応 終 了後 、反 応 液 をあ らか じめ1.15%

KC1を 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)で 平 衡 化 し たPD-10カ ラ ム

(Pharmacis)を 用 い てゲ ル濾 過 し、蛋 白質 を含 む素 通 り画 分 を集 め て 前処 理 細 胞 質

と した。 処 理 前 の 細 胞 質 中 のGSH含 量 は34.5±2.6nmol/ml、 酸 化 型GIutathione

(GSSG)含 量 は1.3±1.7nmol/ml、Ascorbate含 量 は11.7±2.2nmol/mlで あ っ た

が 、処 理 後 の細 胞 質(前 処 理 細胞 質)中 に はGSH,GSSG,Ascorbate共 に全 く検 出

され な か っ た 。 ま た 、 細 胞 質NADPH-UQreductase活 性 は 、処 理 前(456±89

pmol!min!mgprotein)と 処 理 後(446±76pmol/min!mgprotein)で 差 が 認 め られ

な か った 。

(3)ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソー ム 膜 のAAPH誘 導 脂質 過 酸 化 反 応:

ラ ッ ト肝 粗 ミ ク ロ ソー ム膜 画 分 は、凍 結 ・融解 を繰 り返 す こ とに よ り、 内 因性

UQ-9の 還 元 比 率 を低 下 させ た後(約25～30%)実 験 に用 い た 。蛋 白質 量1 .5mgの

前 処 理 細 胞 質 、蛋 白 質量1mgの 粗 ミ クロ ソ ーム 膜 画 分 、5mMAAPH、0.2mM

NADPH,10mMGIucose-6-phosphate,5unitsGlucose-6-phosphate

Dehydrogenaseと1.15%KCIを 含 む50mMTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)か ら な る反
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応液,1mIを 調 製 し、37℃ で保 温 す る こ とによ り反応 を開 始 した。反 応 は4時 間 行 っ

た 。

(4)過 酸 化 脂 質 測 定 法:

脂 質 過 酸 化 反 応 に伴 い増 加 す るMalondialdehyde(MDA)含 量 を 、Esterbauer

らの方 法127》 に従 い定 量 した。反 応 終 了 後 の 試料100uIに 対 しAcetonitrile ,11

ulを 加 え、 よ く撹 拌 した後 、1,500xg,30分 間遠 心 す る こ とに よ り 除 蛋 白 し、 得

られ た上 清 中 のMDA含 量 をHPLCに て測 定 した 。 装 置 お よ びHPLC条 件 は以 下

に示 した 通 りで あ る。

装 置:

Pump:JASCOPU-980(日 本 分 光)

Detector:JASCOUV-970(日 本 分 光)

HPLC条 件:

Column:Lichrosorb-NH2(4.6mmI.D.x250mm,Merck)

MobilePhase:C卜13CN10.03MTris-HCI緩 衝 液(pH7.4)(1:9,v!v)

FlowRate:1.Oml/min

Detection:UV,270nm

試料 中 のMDA含 量 は 、既 知 量 のMDA標 準 溶 液 を用 い て 作 成 した検 量 線 よ り算 出

した 。MDA標 準 溶 液 は 、10mM1,1,3,3-Tetraethoxypropaneの1%H2SO4溶 液

を室 温 で2時 間 放 置 し、 この溶 液 中 に生 成 したMDA含 量 を波 長245nmに お ける

吸光 度 よ り 、分 子 吸 光 係 数13,700M'1cm'1を 用 い て算 出 した後 、0.1MTris-HCI

緩 衝 液(pH7.4)で 適 当 な濃 度 に希 釈 し作 成 した。

(5)蛋 白質 量 の定 量:

第 一 章 、第 一 節 、実 験 方 法(5)に 従 い定 量 した。

実験 結 果

GSHとAscorbateは 、AAPHよ り誘導 した水 溶 性 ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル を直接 的 に

消 去 す る122)。 また 、GSHとAscorbateは 、抗酸 化 作 用 発 現 に よ っ て消 費 され た生 体 膜

中 の α一Tocopherolの 再生 を介 して脂質過 酸 化反 応 を防御 す る こ とが知 られて い る
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122),124),125)
。 そ れ故 、 前 処 理 を してGSHとAscorbateを 完 全 に酸 化 ・除 去 した 細 胞 質

を用 い て 、NADPH-UQReductaseが ミ ク ロ ソー ム 膜 の 内 因 性UQの 還 元 を介 し て

AAPH誘 導 脂 質 過 酸 化 反 応 を抑 制 す る か検 討 した。

AAPHに よ り、 ラ ッ ト肝 ミク ロ ソー ム膜 に 誘 導 した過酸 化 反 応 に伴 うMDAの 生 成

は 、前 処 理 した ラ ッ ト肝 細 胞 質 あ るい はNADPH再 生 系 の どち らか一 方 を添 加 した時 に

は抑 制 され な か っ た が 、 両 者 を添加 した時(完 全 系)に は有 意 に抑 制 され た(Fig.23)。 一

方 、AAPHで 脂 質 過 酸 化 反 応 を誘 導 した ミク ロ ソ ーム 膜 で は 、 完 全 系 の 共 存 で も内 因

性UQH2-9は 完 全 に 消 失 して しま っ た が、..・ に よ る脂 質 過 酸 化 反 応 を誘 導 しな い

場 合 に は 、UQH2-9量 が有 意 に上 昇 す る こ と を認 めた(Fig.24)。 こ れ らの 結 果 か ら、細

胞 質NADPH-UQReductaseは 、NADPHの 存 在 下 、 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 内 の 内 因 性
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containinglmMEDTA,1.15%KCI,5mMAAPH,10mMglucose-6-

phosphate,5unitofglucose-6-phosphatedehydrogenase,0.2mM

NADPH,1.5mgproteinofglutathione-andascorbate-oxidizedcytosol

andlmgproteinofmicrosomes.Thereactionwascarriesoutat37°C

for4h.ThevaluesarethemeanstSDofthreeexperiments .

SignificantdifferencesatlevelofP<0.001,compairedwiththe

absenceofAAPH,usingStudent'sunpaiedt-test.
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UQ-9を 還元 する こ とに よ り、 ミクロ ソーム膜に誘導 した過酸 化 反応 を抑制 す るこ とが

明 らか に な った 。
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Fig.24ChangeofEndogenousUQH2-9ContentsinRatLiver

MicrosomesbyんaPH-inducedLipid尸eroxidationinthe

PresenceofCytosolandNADPH

Thereactionmixture(1ml)consistedof50mMTris-HCIbuffer(pH7.4)

containinglmMEDTA,1.15%KCI,10mMglucose-6-phosphate,5unit

ofglucose-6-phosphatedehydrogenase,0.2mMNADPH,1.5mg

proteinofglutathione-andascorbate-oxidizedcytosolandlmg

proteinofmicrosomesintheabsence(A)orpresence(B)of5mM

AAPH.Thereactionwascarriedoutat37°Cfor4h.The

UQH29/tUQ-9ratiosweremeasuredatOand4hbythemethod

describedintext.ThevaluesarethemeanstSDofthree

experiments.*SignificantdifferencesatlevelofPく0.001,compaired

withtheabsenceofAAPH,usingStudent'sunpaiedt-test.

第三節 考察および小括 ・

考 察

細胞 質NADPH-UQReductaseが 、脂 質膜内の りQ同 族 体 の還元 を介 して抗 酸化

酵素 と して働 くか ど うか検 討 した ところ 、 ラ ッ ト肝 細胞 質 は 、NADPHの 存在 下 、

Liposomes膜 内UQ-10の 還 元 を介 してAMVNで 脂 質 膜 に誘 導 した過 酸 化 反 応 を抑 制

す る こ と を 認 め た 。 さ ら に 、UQH2-10含 有Liposomesを 用 い た 実 験 よ り 、
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NADPH-UQReductaseは 、 抗 酸 化 作 用 の 結 果 生 じ たUQ-10を 、 再 びUQH2-10へ と

還 元(UQH2-10の 再 生)す る こ と を 明 らか に した 。

UQH2は 脂 質 ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル(LOO・}や α一TocopheroxylRadical(a-Toc-0・)

を消 去 す る こ と に よ り 、 そ れ 自 身 はUbisemiquinoneRadical(UQH・)へ と酸 化 さ れ る

(田 式 ～ 【3】式)。

(し00・)lipid十(UQH2)lipid→(LOOH)lipid十(UQH・)lipid【1]

あ る い は

(LOO・)lipid+(a-T・c・pher・1}lipid→(LOOH)lipid+(a-T・c-0・)lipid【2]

(a-Toc-O・)iipid-}一(UQH2)lipid‐'(a-Tocopherol)lipid+(UQH・)lipid[31

(lipidは 脂 質 膜 内 を示 す)

した が っ て 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseが 、 抗 酸 化 作 用 の 結 果 、 酸 化 さ

れ たUQH2同 族 体 の 再 生 に働 い て い る の で あ れ ば 、 この 酵 素 がUQH・ を基 質 とす る か

ど うか が 問 題 と な る 。 しか しな が ら、 今 回 の 検 討 で はNADPH-UQReductaseがUQH・

を基 質 と す る か ど う か を 明 ら か に す る こ と は で き な か っ た 。Landiら128》 は 、UQH2が

ラ ジ カ ル を消 去 す る た め に 与 え る こ と が で き る電 子 の 数(StoichiometricFactor)は 理 論

的 に は2で あ る に も 関 わ ら ず 、 実 験 的 に 求 め ら れ たLiposomes膜 内 のUQH2-3の

StoichiometricFactorは 約0.5と 低 い 値 で あ る こ と を 示 し た 。 同 様 の 結 果 は

Yamamotoら(StoichiometricFactorforUQH2-10=1)25)やFiorentiniら

(StoichiometricFactorforUQH2-7=0β4～0.98)26)やFreiら(StoichiometricFactor

forUQH2-10=1.1)27)に よ っ て も 、 長 鎖UQH2同 族 体 を用 い た 実 験 よ り 確 認 さ れ て い

る 。 こ れ ら の 事 実 か らLandiら128)やlngoldら29)は 、1分 子 の 脂 質 ラ ジ カ ル を消 去 す

る こ とに よ り生 じ たUQH・ は 、 さ ら に も う1分 子 の 脂 質 ラ ジ カ ル を消 去 す る こ と な く、

そ の 過 剰 な 電 子 を 速 や か に 水 相 へ 放 出 してUQに な る こ と を示 唆 した([4]式 ～ 【6】式)。

(UQH。)lipid十 〇2→(UQ)lipid十(H+十 〇2.)aqu[4】

あ る い は 、

(UQH・)lipid→(UQ"・)lipid十(H+)aqu【5】

(uQ'・)lipid十 〇2→(uQ)lipid十(Q2τ)aqu【6】

(lipidは 脂 質 膜 内,aquは 水 相 を示 す)
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した が っ て 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseがUQH・ をUQH2へ と還 元 す る

こ とが で き な くと も、UQH・ は速 や か にUQへ と酸 化 され る た め 、細 胞 質NADPH-UQ

Reductaseは こ れ を基 質 と して 再 び抗酸 化 作 用 を有 す るUQH2を 供 給 す る こ とが で き

る。 と こ ろ で 、【4】式 と 【6】式 で 示 した過 程 で02言 が産 生 す る。 この02.は 不 均 化 反 応

に よ りH202と な る が σ7】式)、 こ れ が さ らに02言 と反 応 して 、 よ り強 力 な 活 性 酸 素 種

(日ydroxylRadical(・OH))を 産 生 す る([$】式)。 また 、023はFe3+な どの 金 属 イ オ ン を還

元 してFe2+を 産 生 し(【g】式)、 こ れ が さ ら にH202と 反 応 して 、 ・OHを 産 生 す る

(Fenton反 応)(【10]式)。

02写+02言+2H+→H202+02[7j

H202+02言 → ・OH+'OH+02【8】

F・3++02:→F・2++02[9】

H202-}-Fe2+‐ 　・OH-1--OH-1-Fe3+[10]

しか しな が ら、生 体 内(主 に細 胞 質)に は この水 溶 性 ラ ジ カル を消 去 す る巧 妙 な ラ ジ カ

ル消 去 機 構(SOD,Catalaseな どの 酵 素 系 やAscorbateな どの低 分 子 抗 酸 化 剤)が 存 在

す る た め 、02:の 産 生 に起 因 した脂 質 過酸 化 反 応 の誘 導 は、生 体 内 で は そ れ ほ ど問 題 に

は な らな い もの と思 わ れ る。 事 実 、 ミク ロ ソー ム膜 を用 い た検 討 で 、完 全 系 の存 在 下 、

脂 質 過 酸 化 反 応(TBARSの 生 成)が 促 進 され る こ とは な か った 。

Takeshigeら20),129)は 、 反 転 した ウ シ心 臓 ミ トコ ン ド リ ア 膜 を用 い て 内 因 性

UQ-10の 酸 化 ・還 元 状 態 と脂 質 過 酸 化 反 応 との関係 を研 究 して お り、 呼 吸基 質 と して

NADHの 存 在 下 、AntimycinAやCN鱒 な ど を用 い て ミ トコ ン ド リア 膜 内 に 存 在 す る

UQ同 族 体 を還 元 状 態 に してや る と ミ トコ ン ドリア 膜 に誘 導 した 脂 質 化 酸 化 反 応 が 阻 害

され る こ と を確 認 した 。 同 様 の結 果 は、 呼吸 基 質 と してSuccinateを 用 い た と きに も

確 認 され て い る22)。 これ らの 報 告 は、 ミ トコ ン ドリア呼 吸 鎖 の 電 子 伝 達 系 に お い て電 子

を受 け取 っ たUQ同 族 体 が 、 そ の電 子 をCytochrome加1複 合 体(Complex皿)へ と伝

達 す る だ け で は な く、 ミ トコ ン ドリア 膜 に生 じた脂 質過 酸 化 反応 を抑 制 す る こ とに も使 っ

て い る こ と を示 して い る。 ま たKaganら23》 は、 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ソ ー ム画 分 や脳 シナ プ

トソ ー ム 画 分 に種 々の 濃 度 のUQH2同 族 体 を取 り込 ま せ る と 、 その 濃 度 に依 存 して脂

質 過 酸 化 反 応 が抑 制 され る こ と を確 認 した 。 この よ うにUQH2同 族 体 は ミ トコ ン ドリ

ア以 外 の 細 胞 内 オ ル ガ ネ ラ膜 で も抗酸 化 作 用 を示 す こ とが確 認 さ れ て い る が 、膜 内UQ
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同族体 を還元 す るミ トコ ン ドリアのよ うな機構が存在 しない細胞内 オルガネラにおいて、

UQH2同 族 体 は どの よ うに して供給 されているのかが これまで明 らかに されていなか っ

た。 しか しなが ら、今 回の検 討 よ り、細胞 質NADPH-UQReductaseは 、各種 生体膜

内 に存在 す るUQ同 族 体 を還元 してその還元比率 を常にある一定 レベル に維持 し、何 ら

かの原因 で生体 内に酸 化的ス トレスが生 じた場合、酸化的障害 か ら生 体 を防御 す るた め

の生体 内抗酸化系 を形成 していることが示唆 された。

小 括

ラッ ト肝細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、NADPHの 存在 下 、Liposomes膜 内 の

UQ-10や ミク ロソ ーム膜内 の内 因性UQ-9を 還元 する ことによ り ラジ カル 誘導 剤 の

AMVNやAAPHに よる脂質 過酸化反応 に対 して抗酸化作 用 を発現す るこ とが 明 らか と

なった 。 こ れ らの こ とか ら細胞 質NADPH-UQReductaseは 、生体 膜 内 に存 在 す る

UQ同 族 体 を還元 す るこ とによ り、 その還元 比率 を常にある一定 レベルに維持 し、何 ら

かの原因 で生体 内に酸 化的 ス トレスが生 じた場 合、酸化的障害 か ら生 体 を防御 す るた め

の生体 内抗酸化系 を形成 していることが示唆 された。
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第 六 章 ユ ビ キ ノ ン ー10投 与 ラ ッ トに お け る 肝 細 胞 質 ユ ビ キ ノ ン 還 元 酵 素 活

性 の 上 昇 と 、 四 塩 化 炭 素 誘 導 肝 炎 抵 抗 性 の 増 大

1980年,Sugiyamaら130》 は 、酸 化 型 のUQ-10を ラ ッ ト腹 腔 内 に投 与 す る こ とに

よ り、 肝 臓 と心 臓 の ミ トコ ン ドリア膜 内Lipoperoxide含 量 が有 意 に低 下 す る こ と を認

め た 。 そ の 後 、UQの 前 投 与 は 、 四 塩 化 炭 素(CC14)32),33)やEthanol33)、

D-Galactosaminesa)な どで 引 き起 こ され る ラ ジ カル 性 肝 障 害 、 ま た 、組 織 の虚 血 ・再

環 流 傷 害35)-37》 や エ ン ド トキ シ ンシ ョ ック38)β9》に伴 う脂 質 過 酸 化 障 害 を抑 制 す る こ と

が明 らか に さ れ た 。 しか しな が ら、投 与 され たUQが 、生 体 内 で どの よ うな機 構 で抗 酸

化 作 用 を発 現 す る か は正 確 に は把 握 され て い な い。 著 者 は 、 前章 ま で に 述 べ た 細 胞 質

NADPH-UQReductaseに よ るUQ還 元 系 が関 与 して い る の で は な い か と考 え、 本 章 で

は生 体UQ含 量 の 高 い ラ ッ トを作 成 し、 この点 の検 討 を行 った 。

第 一 節 ユ ビキ ノ ンー10投 与 の ラ ッ ト肝 臓 内 抗 酸化 系 への影 響

α一TocopherolやAscorbateの 生 体 内 での抗 酸 化 作 用機 構 を知 る 目的 で は 、 しば し

ばVitaminE欠 乏 動 物 やAscorbate合 成 能 を欠 如 した ラ ッ ト(OsteigenicDisorder

Shionogiラ ッ ト)が 使 用 され る 。 しか しな が ら、UQは 生 体 内 で生 合 成 さ れ る こ と、 ま

た 、 ミ トコ ン ドリア電 子 伝 達系 の必 須 構 成 成 分 で あ り、ATP産 生 に必 要 不 可 欠 な物 質 で

あ る た め 、UQ欠 乏 動 物 の 作 成 は 困 難 で あ る 。 実 際 、UQ合 成 酵 素 の 一 つ で あ る

3-Hydroxy-3-methyiglutaryl-coenzymeAReductase(EC1.1,1,34)を 阻 害 す る

Lovastatinに よる処 理 は、生 体 内UQ含 量 を、20～30%程 度 低 下 さ せ る こ とが 知 られ

て い る が131),132》、 この程 度 の生 体 内UQ含 量 の減 少 で も、心 機 能 の低 下 な ど生 体 に と っ

て 重 篤 な病 態 を引 き起 こす こ とが報 告 され てい る132)。 その た め 、invivoで のUQの 抗

酸 化 作 用 に つ い て の 報 告 は、 す べ てUQ投 与 動 物 で検討 さ れ て い る32}39)。 そ れ故 、著

者 も細 胞 質NADPH-UQReductase.と 共 役 した膜 結 合UQH2が 、 生 体 抗 酸 化 系 で どの

よ うな役 割 を演 じて い る か をinvivoで 解 析 す るモデ ル 動 物 と して 、UQ投 与 ラ ッ トを

用 い る こ と に した 。 本節 で は、 まず 、UQ-10投 与 に よる ラ ッ ト肝 臓UQ同 族 体含 量 な

らび に生 体 内 抗酸 化 因子(低 分子 抗 酸 化 物 質 含 量 と抗酸 化 酵 素 活 性)の 変 動 に つ い て検 討
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した。

実験 方 法

(1)実 験 動 物 の 前処 理:

8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄 性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エ ス エ ル シ ー株 式

会 社)8匹 を、1群4匹 と して 以 下 の2群 に分 け、 そ れ ぞ れ に示 した 前 処 理 を行 っ

た。

① 対 照 群 ラ ッ ト

2%HCO-60を 含 む生 理 食 塩 水 を、 ラ ッ ト体 重100gあ た り、0.2mlを2週

間 毎 日腹 腔 内投 与 した 。

②UQラ ッ ト

2%HCO-60で 可溶 化 したUQ-10を 含 む生 理食 塩 水(1mgUQ-10/ml)を 、 ラ ッ

ト体 重100gあ た り、0.2mlを2週 間 毎1ヨ腹腔 内投 与 した。

前 処 理 期 間 中 、 ラ ッ トは室温21±1℃ 、湿 度55±5%の 恒 温 ・恒 湿 の 施 設 中 で

12時 間 ご との 照 明 下 、飼 育 を行 っ た。固 形 食(ラ ボMRス トック,日 本 エ ス エ ル シ ー

株 式 会 社)お よ び水 喊 菌 精 製 水)は 自由 に摂取 させ 、解 剖24時 間 前 に絶 食 させ た。

(2)肝 臓 ホ モ ジネ ー トの 調 製:

前処 理 終 了後 の ラ ッ トよ り、 第 一章 、第 一節 、実 験 方法(2)一① に従 い調 整 した 。

(3)低 分 子 抗 酸 化 物 質含 量 の 定 量:

①UQお よ びUQH2同 族 体 の抽 出 な らび に定 量:

第 一 章 、第 一節 、 実 験方 法(4)に 従 い行 っ た。

② α一Tocopherolの 抽 出 な らび に定 量:

α一Tocopherol含 量 は 、Tamaiら の方 法133)を 一 部変 更 して測 定 した 。 褐 色

ス ピ ッ ツ 管 に試 料,0.5miと 、6%Pyrogallol ,1ml、0.27mMEDlrAを 含 有 す る

150mMK-Pi緩 衝 液(pH7.4),o.5ml,2μg!ml2,2,5,7,8-Pentamethyl-

6・hydroxychroman(Ethanol溶 液),1mlを 加 え 、70℃ で2分 間保 温 した。60%

KOH,0.2mlを 加 え て よ く撹 拌 し、 さ らに70℃ で30分 間 保 温 した 後 、

n-Hexane,5mlとH20,2.5miを 加 え 、80rpm ,10分 間 機 械 振 と う し て

a-Tocopheroiを 抽 出 した 。 次 に1,500xg,10分 間 遠 心 し、得 られ た 上 層 の
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n-Hexane層 を別 の褐 色 ス ピ ッ ツ 管 に分 取 し、窒 素 気 流 下 、 ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー

タ ー を 用 い て 溶 媒 を 減 圧 ・乾 固 した 。 残 査 に 適 当 量 のEthanolを 正 確 に 加 え 、

HPLCの 試 料 と した 。 定 量 に 用 い たHPLC装 置 お よ び 分 析 条 件 は 以 下 に 示 した

通 り で あ る 。

装 置:

Pump:JASCOPU-980(日 本 分 光)

Detector:JASCO840EC(日 本 分 光)

HPLC条 件:

Column:COSMOSIL10C18

(4.6mml.D.x250mm,ナ カ ラ イ テ ス ク)

MobilePhase:Methanol/H20/NaClO4(1,000:2:7,v/v/w)

FlowRate:1ml/min

Detection:ECD

(AppliedPotential=+0.6VvsAg/AgCI,Sensitivity=8nA)

試 料 中 の α一Tocopherol含 量 は 、2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxychromanを

内 部 標 準 と した 内 部 標 準 法 よ り算 出 した 。

③Ascorbateお よ び 総Ascorbateの 抽 出 な らび に 定 量:

Ascorbate含 量 は 、Coustard&Sudraudの 方 法134)を 一 部 変 更 し て 測 定 し

た 。 試 料,50μ1に200mMDeferoxamineMesylate,50μ1と6.25%メ タ リ ン酸,

400μ1を 加 え 、 よ く撹 拌 し た 後 、1,500xg,10分 間 遠 心 し 、 そ の 上 清 を

Ascorbate定 量 用HPLC試 料 と し た 。 こ れ と は 別 に 、 試 料,50μ1に200mM

DeferoxamineMesytate,50μ1と20mMDithioerythritol,5μ1を 加 え 、 よ く撹 拌

した 後 、10分 間 放 置 し た 。 そ の 後 、6.25%メ タ リ ン酸,395μ1を 加 え 、1,500x

g,10分 間 遠 心 し、 そ の 上 清 を総Ascorbate定 量 用HPLC試 料 と し た 。 以 上 の 操

作 は す べ て 氷 冷 下(4℃)で 行 っ た 。 定 量 に 用 い たHPLC装 置 お よ び 分 析 条 件 は

以 下 に 示 した 通 り で あ る 。.

装 置:

Pump:JASCOPU-980(日 本 分 光)

Detector:JASCO840EC(日 本 分 光)
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HPLC条 件:

ColumnCOSMOSIL10C18

(4.6mml.D.x250mm,ナ カ ラ イ テ ス ク)

MobilePhase:5mMCetyltrimethylammoniumBromideと

0.1MKH2PO4を 含 むH20!Methanol(95:5,vlv)

FlowRate:0.8ml/min

DetectionECD

(AppliedPotential=+0.6VvsAg/AgCI,Sensitivity=8nA)

試 料 中 のAscorbate含 量 お よび総Ascorbate含 量 は 、既 知 量 のAscorbateを 用

い て あ らか じめ ピー ク高 さ を基 に作成 した検 量 線 よ り算 出 した 。

④GSHお よ びGSSGの 抽 出 な らび に定 量:

Hissin&HiIfの 方 法135)に 従 い、GSH含 量 な らび にGSSG含 量 を測定 した。

(4)抗 酸 化 酵 素 活 性 測 定 法:

①Catalase活 性 測 定 法:

Aebiの 方 法136》 に 従 い 、Catalase活 性 を測 定 した 。Catalase活 性 は 、

Aebiの 示 した測 定 条 件 下 、試 料 蛋 白質1mgが1分 間 あ た りに分 解 す るH202の

量(umol/min/mgprotein)と して示 した。

② 総SuperoxideDismutase(SOD)お よ びMn2+-containingSuperoxide

Dismutase(Mn2+-SOD)活 性 測 定 法:

Oyanaguiの 方 法137)に 従 い 、 総SOD活 性(Cu2+,Zn2+-SOD活 性 と

Mn2+-SOD活 性 の和)お よびMn2+-SOD活 性 を測 定 した 。総SOD活 性 お よ び

Mn2+-SOD活 性 は、Oyanaguiの 示 した測 定 条 件 下 、試料 の代 わ りに 蒸 留水 を用

い た 時 の 発 色 皈 光 度値)を100%と し、 この 発 色 を50%阻 害 す る時 の試 料 の 活

性 を1NUと 定 義 して、 試料 蛋 白質1mgあ た りの活 性(NUlmg)と して示 した。

③GlutathionePeroxidase(EC1.11.1.9)活 性 測 定 法:

Paglia&Valentineの 方 法138)に 従 い 、GlutathionePeroxidase活 性 を測 定

した 。GlutathionePeroxidase活 性 は、Paglia&Valentineの 示 した測 定 条件 下 、

試料 蛋 白 質1mgが1分 間 あた り に酸 化 す るNADPH量(nmol!min!mgprotein)

と して示 した 。
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④GlutathioneS-transferase(EC2.5.1.18》 活 性 測 定 法:

Habig&Jakobyの 方 法139)に 従 い 、GlutathioneS-transferase活 性 を測 定

した 。GlutathioneS-transferase活 性 は、Habig&Jakobyの 示 した測 定 条 件 下 、

試 料 蛋 白 質1mgが1分 間 あ た り にGSH抱 合 す る1-Chloro-2,4-nitrobenzene

の 量(nmol/min!mgprotein)と して 示 した 。

⑤GlutathioneReductase活 性 測 定 法:,

Carlberg&Mannervikの 方 法140)に 従 い 、GlutathioneReductaseラ 舌性 を測

定 した 。GlutathioneReductase活 性 は 、Cariberg&Mannervikの 示 した測 定

条 件 下 、試 料 蛋 白質1mgが1分 間 あ た りに酸 化 す るNADPH量(nmol/min/mg

protein)と して示 した 。

(5)NADPH-UQReductase活 性 測 定 法:

第 二 章 、第 二 節 、 実験 方 法(2)① に従 い測 定 した 。

(6)DT-diaphorase活 性 測 定 法:

第 二 章 、第 二 節 、実 験 方 法(3)に 従 い測 定 した。

(7)蛋 白 質 量 の 定 量:

第 一 章 、第 一 節 、実 験 方 法(5)に 従 い定 量 した。

実験 結 果

(1)ラ ッ トの 成 長 に対 す るUQ-10投 与 の影 響

14日 間 、UQ-10(μQラ ッ ト)お よ び その 溶 媒 尉 照 群 ラ ッ ト)を 投 与 した ラ ッ

トの体 重変 化 はFig.25に 示 した 。uQラ ッ トで は175±4gか ら200±9gに 、

また 、 対 照 群 ラ ッ トで は175±6gか ら201±11gに 体 重 が増 加 した 。両群 の ラ ッ

トの成 長 に は差 が全 く認 め られ なか った。

(2)肝 重 量 に対 す るUQ-10投 与 の影 響

対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ トか ら摘 出 した肝 臓 の湿 重 量 を測 定 した。 対 照 群 ラ ッ

トの肝 湿 重 量 は5,42±0.61g、UQラ ッ トの肝湿 重 量 は5.40±0.26gで あ り、

肝 湿 重 量 に対 す るUQ-10投 与 の影 響 は認 め られな か った 。
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UQ-10supplementedratsandcontrolratswerepreparedby

intraperitonealinjectionof2ml/kgbodyweightofUQ-10(1mgUQ-10

and2%HCO-60insaline)andthesamevolumeofthevehicle(2%

HCO-60insaline)dailyfor14days,respectively.O,Growthcurveof

controlrats;●,growthcurveofUQ-10supplementedrats.The

valuesarethemeanstSDoffourrats.

(3)肝 臓 内UQ同 族 体 含 量 に対 す るUQ-10投 与 の影 響

対 照 群 ラ ッ トの肝 臓 に は 、tUQ-9の 他 、 その約10%量 のtUQ-10が 存 在 して

い た(Fig.26)。 しか も、 そ の ほ とん どが 還 元型 で あ っ た。 一 方 、UQラ ッ トで は 、

肝 臓 内 のUQ-9お よ びUQH2-9含 量 に全 く影 響 を与 え ず に 、tUQ-10含 量 を約4.5

倍 増 加 させ た 。 しか も、 そ の ほ とん どが還 元型 のUQH2-10で あ る こ と か ら、 投 与

され たUQ-10は 、UQH2-10へ 還元 され て肝臓 に蓄 積 され る こ とが認 め られ た 。
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(A)UQhomologuecontentsincontrolratliverhomogenates.(B)UQ

homologuecontentsinUQ-10supplementedratliverhomogenates.

Solidbars・tUQhomologueconte耐s;openbars,UQH2homologue

contents.ThevaluesarethemeanstSDoffourrats.*Significant

dif『erenceatlevelofρ く0.001comparedwiththesameUQorUQH2

homologuesinthecontrolrats,usingStuden'sunpairedttest.

(4)肝 臓 内抗酸化因子 およびキノン還元酵素活性 に対 するUQ-10投 与 の影響

UQ-10投 与 によるUQお よびUQH2同 族体以外の生体内抗酸化 因子 およびキ ノ

ン還 元酵素 活性 の変 動 を、肝ホ モ ジネー トを用 いて検討 した結果 をTable25に 示

した。 ラ ッ ト肝臓内 の低分子 抗酸化物質含 量、抗酸 化酵素活性 やDT-aphorase活

性 は 、UQ-10投 与 によ っ て全 く変動 しな か ったが、UQラ ッ トのNADPH-UQ

Reductase活 性 は増加 傾向 にあ った。 そこで、細胞質 を分離 して調 べ た と ころ 、

細 胞質のNADPH-UQReductase活 性 は 、UQ-10投 与 によ り有意 に増 加 している

こ とが認 め られた(Fig.27)。 細胞 質NADPH-UQReductaseが 、肝UQ量 の増加

に対 応 して誘導 される事実 は、本酵素 が細胞のUQ還 元 の主 体 となっている ことを

示唆 しているよ うに思 われる。
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Table 25 

Effect of  UQ  -10  Supplementation on  Antioxidant Contents 

Quinone Reductase Activities in Rat Liver Homogenate

and  Antioxidant  Enzyme and

Control Rats  UQ-10 Supplemented Rats

Low Molecular Weight Antioxidants:

GSH 

GSSG 

Ascorbate 

Ascorbate + Dehydroascorbate 

 a-Tocopherol

 (nmol/mg protein) 

 (nmol/mg protein) 

 (nmol/mg protein) 
 (nmol/mg protein) 

(pmol/mg protein)

6.77±0.33 

0.29±0.02 

1.60±0.19 

1.75±0.11 

 217±11

 6.51±0.85 

0.30±0.04 

1.53±0.22 

 1.81±0  .14 

222±18

Antioxidant Enzymes: 

 Catalase 

 Mn2+-SOD 

 Cu2+,Zn2+-SOD  +  Mn2+-SOD 

 Glutathione Peroxidase 

 Glutathione S-transferase 

 Glutathione Reductase

(pmol/min/mg protein) 

   (NU/mg protein) 

   (NU/mg protein) 

(nmol/min/mg protein) 

 (nmol/min/mg protein) 

 (nmol/min/mg protein)

247±62 

72.8±35.5 

559±218 

805±91 

348±36 

31.0±3.3

 251±8.6 

 71.7±29.6 

566±162 

 832±33 

352±31 

30.9±2.7

Quinone Reductases: 

 DT-diaphorase 

 NADPH-UQ Reductase
 (nmol/min/mg protein) 

 (pmol/min/mg protein)

36.0±13.1 

269±72

34.6±11.4 

 323±55

The values are the  means  ± SD of four rats.
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Fig.27 Effect of  UQ-10 Supplementation on 
Reductase Activity in Rat Liver Cytosol

 NADPH-UQ

The values are the  means  ± SD of four rats. Significant difference 
indicated was  compaired with control rats using  Student's unpaired  t 
test.
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第二 節 ユ ビキ ノ ン・10投 与 ラ ッ トの四塩 化 炭 素 誘 導 肝 炎 抵 抗性 増 大 と、 その作 用 機 序

CC14は 、 そ れ 自身 の 毒 性 が低 い に も関 わ らず 、肝 臓 に対 して 特異 的 に 障 害 を も た

らす こ とが 知 られ て い る。CCI4誘 導肝 毒 性 は 、 ミ クロ ソ ーム のCytochromeP450系 に

よる代 謝 過 程 に お い て 、反応 性の 高 い ラ ジ カル 中 間 体 が形成 され る こ とに よ る141}・142)。

1961年Butlerは 、 肝臓 に お い てCCI4か らTrichloromethylRadical(・CC13)が 生成 す

る こ と を示 唆 した142)。 その 後 、CCI4か らの ・CCI3の 生 成 は 、NADPHを 加 え た ラ ッ

ト肝 ミ ク ロ ソー ム や 分離 肝 細 胞 で起 こ る こ とがSpin-trapping法 を用 い て証 明 され た

143)・144)
。 さ ら に 、 ・CCI3は 、 分 子 状 酸 素 と 反 応 し 、 よ り 反 応 性 の 高 い

TrichloromethylperoxyRadical(CC1300・ 》に変 化 す る こ とが確 認 さ れ て い る145)。 した

が って 、CCI4の 肝 毒 性 は 、 この ・CCigやCCI300・ が生 体 膜 を構 成 す る不 飽 和 脂 質 か

ら水 素 原子 を引 き抜 く こ とに よ り開 始 す る脂 質 過 酸 化 反応 が主 原 因 で あ る と考 え られ て

い る146)。 実 際 、CC14投 与 に よ り誘発 され る肝 炎 は、 肝臓 内 での 脂 質過 酸 化 反 応 を伴 っ

て お り32).33),146)、α一Tocopherolな どの抗 酸 化 剤 の 前投 与 で軽 減 され る147」,148)。

UQ-10の 腹 腔内 投与 は、CCIq誘 導肝 炎 を減 弱 させ る こ とが知 られて い る。 こ れ は、

投 与 したUQ-10の 生 体 内 で の 抗 酸 化作 用 に起 因 す る と言 わ れて い る が 、 そ の作 用 機 序

の 詳 細 は 現 在 知 ら れ てい な い 。 前節 で 、UQ-10の 腹腔 内投 与 は 、 ラ ッ ト肝 臓 中 の他 の

抗 酸 化 因 子 に は全 く影 響 を与 え ず に 、UQH2-10含 量 の 増 加 と細 胞 質NADPH-UQ

Reductase活 性 を有 意 に増 加 させ る こ と を認 め た 。 した が っ て 、UQ-10投 与 に よ る

CCI4誘 導 肝 炎 減 弱 効 果 は 、UQ還 元 系 の 亢進 に よるUQH2同 族 体 含 量 の 増 加 に起 因 す

るの で は な い か と考 え られ た 。 そ こで 、 この 点 を明 らか にす る 目的 で、対 照 群 ラ ッ トと

UQラ ッ トのCCI4誘 発 肝 炎 に対 す る抵 抗性 と肝 臓 内 抗 酸 化 因子 の 変 動 との 関 連 を検 討

した 。

実験 方 法

(1)実 験 動 物 の 前処 理:.

8週 齢(170～:1・)のWistar系 雄 性 ラ ッ ト(SPF動 物,日 本 エ ス エ ル シー株 式

会 社)16匹 を、1群8匹 の2群 に分 け、 そ れ ぞれ を第 六 章 、 第 一 節 、 実験 方 法(1)に

従 い前 処 理 して 、対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ トに した。
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(2)CCI4肝 炎の誘発:

実験方 法(1)で作 成 した 対照群 ラ ッ トとUQラ ッ トを、 さらに4匹 つつの4群

に分 け、 それぞれに以下 の処理 を行 った。

① 対照群 ラ ッ ト(生食処理群)

対 照群 ラ ッ トに、体重100gあ た り0.2mlの 生理食塩水 を腹腔 内投与 した。

② 対照群 ラ ッ ト(CCI4処 理群)

対 照群 ラ ッ トに、体重100gあ た り0.2mlのCCI4を 腹腔内投与 した。

③UQラ ッ ト(生食処理群)

UQラ ッ トに、体重100gあ た り0.2mlの 生理食塩水 を腹腔 内投与 した。

④UQ-10ラ ッ ト(CCI4処 理群)

UQラ ッ トに、体重100gあ た り0.2mlのCCI4を 腹腔 内投与 した。

生理食塩 水 あるい はCCI4処 理 したラ ッ トは、室温21±1℃ 、湿度55±5%の 恒

温 ・恒湿 の施設 中で さ らに15時 間飼育 を続 けた後、実験 に用 いた。 この間 、 ラ ッ

トは絶食 させ、水 槭 菌精 製水)の み を自由摂取 とさせた。

(3)肝 粗細 胞画 分 の調製:

第 一章 、第二節 、 実験方 法(2)① に従 い調 製 した。 また、各 細胞画分 への他 の

画分 の混 入 を、第一章 、第二節 、実験方法(3)一①,③,⑤,⑥に従 いマーカー酵素 を測定

して検 定 した ところ、各細胞画分の純度は、ほぼ以前 に示 した通 りであ り(第 一章 、

第二節 、Table2参 照)、 各画分 の比較に十分使 えることが認 め られた。

(4)血 漿 の調製:

第 一章 、第一節 、実験方法(3)に従 い、腹下大動脈 よ り採取 した血液 よ り血 漿 画

分 を調 製 した。

(5)低 分子抗酸 化物質含量 の定量:

①UQお よびUQH2同 族体 の抽 出な らびに定量:

第一章 、第一節 、実験方法(4)に従 い行 った。

② α一Tocopherolの 抽 出 な らびに定量:

第 六章 、第一節 、実験方法(3)一② に従 い行 った。

③Ascorbateお よび総Ascorbateの 抽 出な らびに定量:

第 六章 、第一節 、実験方法(3)一③ に従い行 った。

-102一



④GSHお よ びGSSGの 抽 出 な らび に定量:

第 六 章 、第 一節 、実 験 方 法(3)一④ に従 い行 っ た。

(6)抗 酸 化 酵 素 活 性 測 定 法:

①Catalase活 性 測 定 法:

第 六章 、第 一 節 、実 験方 法(4)① に従 い測 定 した 。

② 総SODお よ びMn2+-SOD活 性 測 定 法:

第 六章 、第 一節 、 実験 方 法(4)一② に従 い測 定 した 。

③GlutathionePeroxidase活 性 測 定 法:

第 六 章 、 第 一節 、実 験 方 法(4)一③ に従 い測 定 した。

④GlutathioneS-transferase活 性 測 定 法:

第 六 章 、第 一節 、実 験方 法(4)一④ に従 い測 定 した 。

⑤G量utathioneReductase活 性測 定 法:

第 六 章 、第 一 節 、実 験方 法(4)一⑤ に従 い測 定 した 。

(7)AspartateAminotransferase活 性 測 定 法:

ラ ッ ト血 漿 中 のAspartateAminotransferase[=Glutamic-oxaloacetic

Transaminase(GOT),EC2・6・1・1亅 活 性 は、GOT-UVテ ス トワ コ ー(和 光 純 薬)を

用 い て測 定 した 。GOT活 性 はKarmenら の 指 定 した条 件 下(25℃)149)、 波 長340

nmに お け る吸 光 度 が1分 間 あ た り0.001減 少 した時 の 活 性 を1KarmenUnitと 定

義 し、血 漿1mlあ た りの 活 性(KarmenUnits)と して示 した 。

(8)AlanineAminotransferase活 性 測 定 法:

ラ ッ ト血 漿 中 のAlanineAminotransferase[=Glutamic-pyruvicTransaminase

(GP1),EC2.6.1.2】 活 性 は、GPT-UVテ ス トワ コー(和 光 純 薬)を 用 い て測 定 した 。

GPT活 性 はKarmenら の 指 定 した条 件 下(25℃)149》 、波 長340nmに お け る吸 光 度

が1分 間 あ た り0.001減 少 した 時 の活 性 を1KarmenUnitと 定 義 し、 血 漿1mlあ

た りの活 性(KarmenUnits)と して示 した。

(9)NADPH-UQReductase活 性 測 定 法:

第 二 章 、 第 二 節 、実験 方 法(2)に 従 い測定 した。

O◎DT-diaphorase活 性測 定法:

第 二 章 、第 二 節 、実験 方 法(3)に 従 い測 定 した。
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(11)過 酸 化 脂 質 測 定 法:

実 験 方 法(3)で 得 られ た 粗 細 胞画 分 を洗浄 し、20mg!mlの 蛋 白質 量 とな る よ う

に適 当 量 の1,15%KCIを 含 む50mMTris-HCI,衝 液(pH7.4)に 懸 濁 した も の を

TBARS含 量 測 定 用 試 料 と した 。 過 酸 化 脂 質 生 成 の指 標 と な るTBARS含 量 は、

Ohkawaら の方 法150)に 従 い 測 定 した。試 料 中 のTBARS含 量 は 、Ohkawaら の示

した測 定 条 件 下 、試 料 の代 わ りに 定 量 的 に赤 色 呈色 物 質(Malondialdehyde)を 生 成

する1,1,3,3-Tetraethoxypropaneを 用 い て あ らか じめ作成 した検 量線 よ り算 出 し、

試料 中 の蛋 白質1mgあ た りのTBARS含 量(nmol/mgprotein)と して示 した。

(12)蛋 白質 量 の 定 量:

第 一 章 、 第 一 節 、実 験 方 法(5)に 従 い定 量 した 。

実験結果

(1)CCI4処 理 に よる肝炎の誘発 とUQ-10前 投与の効果

生食処理 では、肝炎発症 の重要 な指標 となる血 漿GOT活 性 とGPT活 性 は極
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めて低 く、対 照群 ラ ッ トとUQラ ッ ト間 で全 く差 が な かっ た(Fig .28)。 一方 、

CCl4処 理 では、対照群 ラッ トの血漿GOT活 性 とGPT活 性 は、生食処理 に比べて、

それ ぞれ約100倍 と70倍 に上昇 した。 また 、CCl4処 理 によ る血 漿GOT活 性,

GPT活 性 の上昇 は、UQラ ッ トでも認め られたが、対照群 ラ ッ トの50～70%程 度

で、有意 に低 か った。 これ らの結果か ら、CCI4処 理 はラッ トに肝炎 を誘発 するが、

このCCIq誘 発肝炎 はUQ-10の 前投与 に より有意 に軽減 されるこ とが確 認 された。

(2)CCI4処 理 による肝重量の増加 とUQ-10前 投与の効果

CCI4処 理 による肝炎発症 では肝浮腫 が起 こるこ とが知 られ てい る151)。そこで、

CCI4処 理 による肝重量の増加 と、それに対 するUQ・10前 投与 の効 果 を検 討 した。

生食処理 では、対照群 ラ ッ トとUQラ ッ トの肝重量に差 はなか った(Fig.29)。 一方 、

CCI4処 理 で は、両 ラ ッ ト共 に肝重 量 の増 加 が認 め られた が、UQラ ッ トの肝重 量

の増加 は対 照 群 ラ ッ トの50%程 度 であ り、有意に抑 制 されて いた。 これ らの結 果

か ら、CCI4処 理 により引 き起 こされる肝浮腫 は、UQ-10の 前投与 によ り著 しく軽

減 され ることが明 らか とな った。
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(3)CCl4処 理 に よる肝臓過酸化脂質の増加 とUQ-10前 投与 の効果

CCI4処 理 による肝臓過酸化脂質の増加に対 するUQ-10前 投与 の効果 につ いて

検討 した。結 果 はFig,30に 示 した。生食処理 では肝臓TBARS含 量 は、対照群 ラ ッ

トとuQラ ッ トで全 く差 がなかった(Fig.30A)。 一方 、ccI4処 理 では、対照群 ラ ッ

トの 肝臓 一・… 含量 は、 生食 処理 の約2倍 に増加 した が、UQラ ッ トの肝 臓 内

TBARS含 量 は、ほ とん ど増加 しなかった 。これ らの結果 か ら、CCI4処 理 によ り誘

発 され る肝臓 の脂 質過酸 化反応 は 、UQ-10前 投 与 によ り防止 されるこ とが明 らか

となった。

また、CC14処 理 によ る肝臓 の脂質過酸 化反応 は、主 と して ミ トコ ン ドリア 膜

とミク ロソーム膜 で起 こるこ とが報告 されている32)。 そ こで、CCI4処 理 によ るミ

トコ ン ドリア画 分 お よ び粗 ミ クロ ソー ム 膜 画 分 の 過酸 化 脂 質 の 増 加 に対 す る

UQ-10前 投与 の効果 につ いて検討 した。生 食処理 では、対照群 ラ ッ トとUQラ ッ'

トの間 で、 ミ トコ ン ドリア画分 と粗 ミクロソーム膜画分 のTBARS含 量 に差 がな かっr

た(Fig.30B,C)。 一方 、CCI4処 理 では、対 照群 ラ ッ トの粗 ミクロ ソーム膜 画分 の
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TBARS含 量 は 、生 食処理 の 対 照 群 ラ ッ トの約2倍 に増 加 した が 、UQラ ッ トで は 、

ほ とん ど増 加 しな か っ た(Fig.30c)。 また 、 ミ トコ ン ドリア画 分 のTBARs含 量 は 、

CCI4処 理 時 で もUQラ ッ ト、対 照 群 ラ ッ ト共 ほ とん ど増 加 しな か った(Fig .30B)。

こ れ らの結 果 か ら、CCI4投 与 に よ り誘発 され る肝 臓 脂 質 過 酸 化 反 応 は 、主 に ミ ク

ロ ソ ー ム 膜 で起 こ って お り、UQ-10前 投 与 は 、 こ の ミ ク ロ ソ ー ム膜 に起 こ る脂 質

過酸 化 反 応 を防 止 す る こ とが明 らか とな った。

(4)CCI4投 与 による肝臓抗酸化因子 の変動 とUQ-10前 投与 の効果

① 水溶性低 分子抗酸化物質含 量 に対 する影響

生食処理時の肝臓Ascorbate含 量 とGSHお よびGSSG含 量 は、対照 群 ラ ッ

トとUQラ ッ トで差 が なかった(Table26)。CCI4処 理 で は、肝臓Ascorbate含

量 とGSH含 量 は、生食処理 時 と比較 して有意 に減少 したが、この減少 は、対照

Table26

EffectofCCI4TreatmentonAntioxidantContentsandAntioxidantEnrymeandQuinoneReductase

ActivitiesinControlandUQ-10SupplementedRatLivers

ControlRats UQ-10SupplementedRats

+Saline +CCI4 +Saline +CCI4

乙owル 狛伯C惚Wb匁 力fAη 跖ox耐aηf窃

'GSH(
nmol/mgprotein)

GSSG(nmot/mgprotein)

Ascorbate(nmol/mgprotein)

Ascorbate+Dehydroascorbate(nmol/mgprotein}

a-Tocopherol(pmol/mgprotein)

6.760.31

0.290.01

1.6010.19

1.750.11

21711

3.89土0。36‡

0.290.03

0.4910.05#

0.5310.09#

131x10#

6.500.85

0.300.03

1.530.22

1.81xO.14

222士18

4.0110.20t

O.290.03

0.5110.16$

0.53xO.16#

161sllt•E§

AntioxidantEnzymes:

CatalaseWmoVmin/mgprotein)

Mn2+-SOD{NU/mgprotein}

CiR+,Zn2+・SOD+Mn2+-SOD(NU/mgprotein)

GlutathionePeroxidase(nmoUmin/mgprotein)

GlutathioneS-transferase(nmoVmin/mgprotein)

GlutathioneReductase(nmol/min/mgprotein)

247x63

72.8x35.5

5591218

805圭91

348137

31.0±3.3

243士44

75.423.0

5581148

792135

270圭10*

28,8士1.1

251士9

71.7x29.6

566士162

832圭34

352圭31

30.9±2.7

261273

65.5±13.6

5211172

809圭87

324圭36§

30.2±2.6

QuinoneReductases:

DT-diaphorase

NADPH-UQReductase

(nmoVmin/mgprotein)

(pmol/min/mgprotejn)

36.Ot13.1

269圭73

37.8112.2

141110串

34.611.4

32355

35.3忠5。2

154士19†

ThevaluesarethemeanstSDof3-4rats.

*・t,‡Signifi・antdiff・ ・ence・atlevel・ ・fP・0
.05,P・0.005andP・0.001・e・p・ ・tively,as・ ・mpg,edwith

saline-administerdrats(+satin)inthesametreated-groupusingStudent'sunpairedttest .

ｧSignificantdifferencesatlevelofP<0
.05ascompairedwithcontrolratsusingStudent'sunpairedi

test.
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群 ラ ッ トとUQラ ッ トで 全 く差 が な か っ た。 また 、Ascorbate含 量 とGSH含 量

の 減 少 に 相 応 したDehydroascorbate含 量 やGSSG含 量 の 増 加 は起 こ ら な か っ

た。 これ らの 結 果 か ら、CCI4処 理 に よ り引 き起 こ され る水 溶性 低 分 子 抗酸 化 物

質 含 量 の 減 少 は 、UQ-10を 前 投 与 して も防 止 す る こ とが で き ない こ とが 明 らか

とな った 。

② 脂 溶 性 低 分子 抗 酸 化 物 質(¢-Tocopherol)含 量 に対 す る影 響

肝臓a-Tocopherol含 量 は生 食 処 理 で は影響 されず 、対 照群 ラ ッ トとUQラ ッ

ト間 で も差 が な か った(fable26&Fig.31A)。 一 方 、CCI4処 理 で は 、対 照 群 ラ ッ

ト、UQラ ッ ト共 にa-Tocopherol含 量 が有意 に減 少 したが 、UQラ ッ トの 減 少

量 は 、 対 照 群 ラ ッ トよ り約30%少 な く、UQ-10の 前 投与 が α・Tocopherolの 消

費 を有 意 に 抑 制 して い る こ とが認 め られ た。

ミ トコ ン ドリア画 分 と粗 ミ ク ロ ソー ム膜画 分 のa-Tocopherol含 量 に対 す る

UQ-10前 投 与 の 効 果 はFig,31B,Cに 示 した 。生 食 処理 は、 ミ トコ ン ドリア 画 分

と粗 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 画 分 の α一Tocopherol含 量 に全 く影 響 を与 え な か った が 、

CCiq処 理 は 、対 照 群 ラ ッ トの ミ トコ ン ドリア画 分 と粗 ミク ロ ソ ー ム膜 画 分 の
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α一Tocopherol含 量 を有 意 に低 下 さ せ た。 しか し、 この 減 少 量 は 、UQラ ッ トの

ミ トコ ン ドリア画 分 と ミ クロ ソ ーム 膜画 分 で は20～30%少 な く、UQ-10の 前投

与 が α一Tocopherolの 減 少 を防止 す る こ とが認 め られ た。

③ 抗 酸 化 酵 素活 性 に対 す る影 響

肝 臓 の抗 酸 化 酵 素 活性 は、対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ ト間 で差 が な く、 ま た 、

生 食 処 理 に よ る影 響 もな か った(Table26)。CCI4処 理 で は 、抗 酸 化 酵 素 活 性 の

うち 、GlutathioneS-transferase活 性 の み が 対 照 群 ラ ッ トで有 意 に低 下 したが 、

UQラ ッ トで は、 その よ うな低 下 は認 め られ な か っ た。他 の 抗 酸 化 酵 素 活 性 は 、

対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ ト共 に、CCI4処 理 の影 響 を全 く受 け な か った。

④ キ ノ ン還 元 酵 素 活 性 に対 す る影 響

DT-diaphorase活 性 は、 対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ トで 差 が な く、 生 食 処 理

お よ びCCI4処 理 の 影 響 を 全 く 受 け な か っ た(Table26)。NADPH-UQ

Reductase活 性 も 肝 ホ モ ジネ ー トで比 較 す る と、対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ トで

有意 な差 は な く、 生食 処 理 の影 響 も受 け なか った(Table26&Fig,32A)。 しか し、
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CC14処 理 で は 、対 照 群 ラ ッ ト、UQラ ッ ト共 にNADPH-UQReductase活 性 は

生 食 処 理 時 の50%程 度 ま で有 意 に低 下 した。 ま た 、対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ ト

間 で 活 性 の 有 意 な差 は認 め られ な か った。

細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 に つ い て検 討 した結 果 はFig,32Bに 示

した 。UQラ ッ トの 肝 細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 は、対 照 群 ラ ッ トと比

較 し有 意 に 高 く、 この 活 性 は 、生 食処 理 で は全 く変 化 を受 けな か った(Fig.27&

Fig.32B)。 一 方 、CC14処 理 で は 、 対 照 群 ラ ッ ト、uQラ ッ ト共 に 細 胞 質

NADPH-UQReductase活 性 が 生食 処理 時 の40～50%近 くまで有意 に低 下 した。

しか し、UQラ ッ トの 活性 は、 な お対 照群 ラ ッ トの 約1.5倍 の高 値 を保 って い る

こ とが認 め られ た。

(5)CCI4投 与 に よ る肝 臓UQ同 族 体 含 量 の変動 とUQ-10前 投与 の効 果

UQ-10投 与 は、 肝臓 粗細 胞 画 分 のtUQ-9含 量 とUQH2-9含 量 に は全 く影 響 せ

ず 、tuQ-10含 量 とUQH2-10含 量 の み を2.8～6.4倍 高 め た(Fig.26参 照)が 、 こ

の状 態 に対 し 、生 食 処 理 は な ん ら影 響 しなか っ た(Table27&Table29)。 一 方 、

CCIq処 理 は 、 対 照 群 ラ ッ トお よびUQラ ッ トの 各 粗 細 胞 画 分 のUQH2-9お よ び

UQH2-10含 量 の 有 意 な減 少 と、 そ れ に伴 う還 元 比 率 の 有 意 な 低 下 を引 き起 こ した

(table28&30)。 しか し、tUQ-9お よ びtUQ-10含 量 に は なん ら影 響 を与 えず 、

CCI4処 理 に よ ってUQH2-9お よ びUQH2-10のUQ-9お よ びUQ-10へ の酸 化 が

起 こっ て い る こ と を示 した 。 な お 、CCI4処 理 したUQラ ッ トのUQ同 族 体 の還 元

比 率 は 、対 照 群 ラ ッ トと比 較 し、有 意 に高 値 を保 って い る こ とが認 め られ た(Table

28&30)0
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Table 27 

Distribution of Ubiquinone and Ubiquinol Homologues in Control Rat Livers

Intracellular 

Fractions

UQ-9 Contents 

 (ng/mg protein)

Redox Ratios 

of tUQ-9 b) 

  (%)

 UQ-10 Contents 

(ng/mg protein)

 tUQ UQH2  tuc) UQH2

Redox Ratios 

of tUQ-10 b) 

 (%)

Homogenate 347±35 342±32 97±5 34.9±3.8 30.7±2.4 89±12

Nuclei & Cell Debris 

Mitochondria 

Crude Lysosomes 

Crude Microsomes 

Cytosol

 446±28 356±38 

 1,620±240 1,100±65 

 696±75 444±25 

 139±17 80±11 

 13.1±2.2  9.2±1.2

80±9 

64±5 

64±6 

58±5 

 71  ±11

 33.5±5.0 27.3±3.9 

214±25 139±16 

104±8 62±3 

25.0±3.5 14.5±3.5 

 2.6±0.7 1.9±0.1

80±17 

65±6 

60±6 

58±9 

74±17

The values are the  means  ± SD of four rats. 
a) The sum of oxidized and reduced forms of UQ of each of the homologues . 
b)  (UQH2/tUQ) x 100 .

Table 28 

Distribution of Ubiquinone and Ubiquinol Homologues in Control Rat Livers Treated with CCI4

Intracellular 

Fractions

UQ-9 Contents 

(ng/mg protein)

Redox Ratios 

of  tU  Q-9 b) 

  (%)

 UQ-10 Contents 

(ng/mg protein)

 tUQ UQH2  tUQ UQH2

Redox Ratios 

of tUQ-10 

 (%)

Homogenate 344±20  171  ±36  t 50±9 §  35.1±0.8  16.2±3.8 46±11  t

Nuclei & Cell Debris 

Mitochondria 

Crude Lysosomes 

Crude Microsomes 

Cytosol

 462±36 

 1,620±100 

 638±32 

 146±32 

 16.6±1.7

137±7 § 

 630±110  § 

 254±36  § 

 26±11  1 

 6.3±1.0 *

28±7 § 

39±5  t 

40±5  t 

18±5 § 

39±5 *

40.4±6.8 

 218±19 

103±7 

26.0±7.9 

 3.0±0.5

 12.0±1.6  t 

 83±20 t 

 32±8 § 

4.8±3.0 * 

 1.1  ±0.4 *

 31  ±8 

42±10 * 

 31  ±13  t 

22±19 * 

36±11 *

The values are the means  ± SD of three rats. 
a) The sum of oxidized and reduced forms of UQ of each of the homologues . 
b)  (UQH2/tUQ) x 100 . 

 *,  t.  t.  § Significant differences at levels of P<0
.05, P<0.01,  P.<0.005 and  P<0.001 respectively, 

     compaired with control rats (in Table 27) using Student's unpaired ttest .
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Table 29 

Distribution of Ubiquinone and Ubiquinol Homologues in UQ -10 Supplemented Rat Livers

Intracellular 

Fractions

UQ-9 Contents 

(ng/mg protein)

Redox Ratios 

 of  tUQ-9 b) . 

 (%)

 UQ-10 Contents 

(ng/mg protein)

 tUQ UQH2  tua UQH2

Redox Ratios 

of  tUQ-1  0 b) 

 (%)

Homogenate 328±34  313±36 95±3 155±33 $ 135±31 $ 87±3

Nuclei & Cell Debris 

Mitochondria 

Crude Lysosomes 

Crude Microsomes 

Cytosol

 441±68 

 1,780±430 

704±100 

 140±22 

 17.5±6.9

 392±70 

1,120±225 

 453±53 

  84±20 

 11.5±3.7

89±4 

 64±12 

 65±12 

60±6 

 68±14

 216-129 $ 

1,250±430 $ 

 610±70 $ 

88.3±27.7 $ 

 7.4±2.1 $

182±30 $ 

 830±270  $ 

365±59 $ 

49.9±20.3 $ 

 5.6±2.3 $

84±6 

66±5 

60±4 

56±8 

72±13

The values are the means ± SD of four rats. 
a) The sum of oxidized and reduced forms of  UQ of each of the homologues . 
b)  (UQH2/tUQ) x 100 . 
$ Significant differences at level of P<0 .001 compaired with control rats (in Table 27) using Student's 

 unpaired ttest.

Table 30 

Distribution of Ubiquinone 

Treated with CCI4

and  Ubiquinol  Homologues in  UQ-10 Supplemented Rat Liv ers

Intracellular 

 Fractions

 UQ-9 Contents 

(ng/mg protein)

Redox Ratios 

of  tUQ-9 b) 

  (%)

 UQ-10 Contents 

(ng/mg protein)

 tUQ  a) UQH2  tUO  a) UQH2

Redox Ratios 

 of  tUQ-10  b) 

  (%)

Homogenate 320±95  191  ±22 69±10  t,11  193±70  $ 124±9 $ 70±11  *,11

Nuclei & Cell Debris 

Mitochondria 

Crude Lysosomes 

Crude Microsomes 

Cytosol

 462±36 

 1,810±220 

736±129 

 148±34 

16.5±3.3

174±20  §,II 

 900±13511 

 403±65  H 

 54±1611 

 8.4±1.4

38±7 

 50±4 II 

 55±3  It 

 39±16  *.H 

52±11

 216±9 $ 

1,110±110 $ 

 663±115 $ 

96.9±30.8 $ 

 7.5±1.2 $

109±23 *,$ 

 640±100  $ 

352±34 $ 

40.5±20.6 $ 

 3.0±0.6 $

50±8 §,II 

 57±4  H 

54±6 

42±17 II 

 40±10

The values are the means ± SD of four rats. 
a) The sum of oxidized and reduced forms of UQ of each of the homologues . 
b)  (UQH2/tUQ) x 100 . 

    § Significant differences at levels of P<0 .05, P<0.01, P<0.005 and  P<0.001 respectively, 

     compaired with  UQ-10 supplemented rats (in Table 29) using Student's unpaired ttest. 

    $ Significant differences at levels of  P<0 .05, P<0.01, P<0.005 and P<0.001 respectively, 

     compaired with control rats treated with  CCI4 (in Table 28) using Student's unpaired ttest.
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第三節 考察 および小括

考 察

投与 されたUQが 、生体内で抗酸化作用 を発現 するためには、UQH2へ と還 元 され

ね ばな らない。Reahal&Wrigglesworth41》 は、ラ ッ トに投与 したUQが 、UQH2と し

て肝臓内 に蓄積 す る こ とを報告 し、Takada&Watanabe40》 もモル モ ッ トを用 い て同 様

の こ と を確 認 して い る 。 著 者 の 結 果 もUQ-10の 腹 腔 内 投 与 が ラ ッ ト肝 臓 内 の

UQH2-10含 量 とtua-yo含 量 の増加 を引 き起 こす ことを確認 した。 しか も、UQ-10の

還元比率 は、 ほぼ 一定 に保 たれた。 また、UQ-10投 与 は、肝臓 内の他 の低 分子 抗酸 化

物質含量 や抗酸 化 酵素活性 に は何 ら影響 を与 えず、肝細胞 質NADPH-UQReductase

活性 を有 意 に上 昇 させ た。換言 すれ ば、UQ-10投 与 ラッ ト(UQラ ッ ト)は 、肝臓 内 に

お けるUQH2の 抗酸化作用 と細胞質NADPH-UQReductaseの 役 割 を検討 す る上 で極

めて有用 なモデル であるこ とが判明 した。

CCI4処 理 は肝 炎 を誘発 し、 しか も、それ に伴 う肝臓 過酸化脂 質 の蓄積 を引 き起 こ

した。丁BARSの 蓄積 は、主 と して ミクロソ ーム膜 内で起 こ り、CC14が この画分 に存 在

す るNADPH-cytochromeReductaseに よ り、反応性 の高 い ・CCI3やCCI300・ へ と

代謝 され た後 、脂 質過酸化 反応 を引 き起 こす とい う報告146》と一致 した。CCI4誘 導肝

炎 は、UQラ ッ トにおいて有意 に軽減 された。 すなわ ち、UQ投 与 は、CCI4誘 導肝 炎に

伴 う血漿GOTお よびGPTの 上昇 、肝 重量増 加、およ び肝臓過 酸化脂質 生成 を有 意 に

抑制 した。

水 溶 性 抗 酸 化 物 質含 量 の変 動 を見 る と、CCI4処 理 は肝 臓 内GSH含 量 お よび

Ascorbate含 量 を有意 に低下 させた。 しか し、対応量 の酸化型の増加 は見 られなか った。

CCIqか ら派 生 した ・CCI3は 、GSHと 容 易 にラジカル複 合体(GS-CCI3)を 形成 す ると

報告 され てい る152),153)の でGSH含 量 の低 下がGSSGの 増 加 を伴 わないの は、 ラ ジ

カル複 合 体 の 生 成 を意 味 して い る もの と思 われ る。CCI4処 理 に よ るGSH含 量 や

Ascorbate含 量の低 下 は、UQ前 投与 で は全 く防止 されなかった。 この こ とは、UQH2

が主 と して細 胞の脂溶性画 分、すな わち膜 画分に局在 し、水 溶性領域 では有効 な抗酸 化

剤 とな り得 ないこ とを示 してい るよ うに思 われる。

CC14処 理 は、 また 、GlutathioneReductaseラ 舌性やGlutathionePeroxidase活 性
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に影 響 を与 え ず に 、GlutathioneS-transferase活 性 を低 下 させ た。 同 様 の 結 果 は 、

Danniら154》 の ラ ッ ト分 離 肝 細 胞 を用 い た検 討 で も認 め られ て い る。CCIq処 理 に よ る

GlutathioneS-transferase活 性 の 低 下 は 、UQラ ッ トで は 有 意 に 抑 制 さ れ た 。

GlutathioneS-transferaseは 生 体 内解 毒 機 構 の一 つ で あ るGlutathione抱 合 を触 媒 す

る酵 素 で あ り155》、 しか もGlutathionePeroxidase活 性 も有 す る こ とが報 告 さ れ て い る

156》
。 しか しな が ら、肝 臓 内 のGlutathioneS-transferaseの 基 質 で あ るGSH含 量 や

GiutathioneReductase活 性 は、対 照 群 ラ ッ トとUQラ ッ ト間 で差 が な い こ とか ら、

UQラ ッ トがCCI4誘 導 肝 炎 に 対 して 高 い抵 抗 性 を持 つ の は 、UQ-10投 与 に よ る

GlutathioneS-transferase活 性 低 下 の抑 制 が主 原 因 で あ る と は考 えに くい 。 キ ノ ン還

元 酵 素 活 性 で は 、細 胞 質NADPH・UQReductase活 性 の み がCCI4処 理 に よ って低 下 し .

た 。 ま た 、 こ の 低 下 はUQラ ッ トで 有 意 に 抑 制 さ れ た 。 こ こ で 注 目 す べ き は 、

NADPH-UQReductase活 性 が肝 ホ モ ジ ネ ー トで 測 定 さ れ た 時 に は 、UQ-10前 処 理 に

よ る有 意 な効 果 が認 め られ な か った こ とで あ る。 ミ トコ ン ドリア酵 素 も含 め た細 胞 全 体

のUQ還 元 活 性 に差 が な い の に 、UQ-10を 前 投 与 した ラ ッ トでCCI4毒 性 に対 す る抵

抗 性 が増 した こ とは 、 と り も な お さ ず、 細 胞 質NADPH-UQReductaseが 、細 胞 全 体

のUQ還 元 に 大 き く貢 献 して い る こ と を示 唆 す る よ うに思 わ れ る。

脂 溶 性 抗 酸 化 物 質 で は 、全 て の 細 胞画 分 のUQ-9お よ びUQ-10の 還 元 比 率 が

CCI4処 理 に よ り低 下 した 。 この低 下 はUQラ ッ トで 有 意 に抑 制 され た。 こ れ らの 結 果

はUQ-10投 与 に よ り増 加 したUQH2-10が 、抗 酸 化作 用 を発 現 した結 果 で あ る と思 わ

れ る。 ま た 、肝 臓 内 の α一Tocopherol含 量 もCCI4処 理 に よ り低 下 したが 、 この 低 下 も

ま たUQラ ッ トで有 意 に抑 制 され た 。 これ は 、UQH2の 優 先 消 費 でa-Tocopherolが 節

約 され た と 考 え られ る が 、 ま た、 α一TocopheroxylRadicalの 再 生 にUQH2が 働 い て い

る こ と も考 え られ る。Matsuraら158)は 、 ラ ッ ト分 離 肝 細 胞 を用 い た 実験 で 、細 胞 内 の

UQH2同 族 体 が α一Tocopherolと 相 互 作 用 す る こ とな しに直 接 的 に 脂 質 過 酸 化 反 応 を

阻 止 す る こ と を確 認 し て い る。 また 、a-Tocopherolは 、 脂 質 膜 中 に生 じた 脂 質 ラ ジ カ

ル を 消 去 す る こ と に よ り 、 そ れ 自 身 は α一TocopheroxylRadical 、 さ ら に

α一Tocoquinoneへ と酸 化 さ れ る が、UQH2同 族 体 は この α一TocopheroxylRadicalを

再 び α・Tocopherolへ 還 元 す る こ とで 間 接 的 に 脂 質 過 酸 化 反 応 を防 止 す る こ と もin

vitroで 認 め られ て い る(Fig.19)25》,30),31)。

今 回 の検 討 よ り 、UQ-10の 前投 与 は 、抗 酸 化作 用 を有 す る肝 細 胞 内UQH2-10含
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量 の 増 加 と細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 の み を上 昇 させ る こ と が 判 明 した 。

CCI4処 理 に よ るUQH2同 族 体 の 還 元 比率 の低 下 は 、UQラ ッ トで有 意 に抑 制 され 、 し

か も、 同 時 に 、CCI4誘 導脂 質 過 酸 化反 応 に よる各 種 障 害 を軽 減 す る こ とが認 め られ た 。

こ れ らの 両 事 実 を連 結 す る と、UQ-10投 与 は肝UQH2-10プ ー ル と細 胞 質NADPH-UQ

Reductase活 性 を上 昇 させ 、 この こ とがCC14に よ る ラ ジカ ル性 肝 炎 を軽 減 した との 結

論 へ 必 然 的 に導 くよ うに 思 う。

小 括

(1)UQ-10の 腹 腔 内 投 与 は 、 ラ ッ ト肝臓 内 の低 分 子 抗 酸 化 物 質 含 量 や 抗 酸 化 酵 素 活 性

に影 響 を与 え ず に 、UQHZ-10お よびtUQ-10含 量 の増 加 と、 細 胞 質NADPH-UQ

Reductase活 性 の 上 昇 を導 き、 肝臓 内 のUQ還 元 系 を活 性 化 す る こ と を確 認 した。

(2)UQ-10の 腹腔 内 投 与 は 、CCIq処 理 に よ る肝 炎 と、 それ に伴 う肝 臓 内TBARS含 量

の 増 加 お よび ミク ロ ソ ーム 膜 内TBARS含 量 の 増 加 を有 意 に抑 制 した 。

(3)CCI4処 理 は、肝 臓 内水 溶 性 抗 酸 化 物 質 含 量 の低 下 とGlutathioneS-transferase活

性 の 低 下 を 引 き起 こ した が 、 他 の抗 酸 化 酵 素 活 性 に 全 く影 響 を与 え な か った 。

UQ・10の 腹 腔 内投 与 は 、CCI4処 理 に よ る肝 臓 内水 溶 性 抗 酸 化 物 質 含 量 の低 下 を防

止 せ ず 、GlutathioneS-transferase活 性 の低 下 の み を有 意 に抑 制 した。 しか しな

が ら 、GlutathioneS-transferaseの 基 質 と な るGSH含 量 やGlutathione

Reductase活 性 は 、UQ-10の 腹 腔 内投 与 の有 無 で差 が な い こ とか ら、UQ-10の 腹

腔 内 投 与 に よ るGlutathioneS-transferase活 性 低 下 の防 止 が 、UQ-10の 腹 腔 内 投

与 に よ るCCI4誘 導 脂 質過 酸 化 反 応 抑制 の 直接 的 な 原 因 で な い と判 断 さ れた 。 こ れ

らの 結 果 か ら、UQ-10投 与 に よ るCCI4誘 導 脂 質過 酸 化 反 応 の防 止 に 、 肝臓 内 の抗

酸 化 酵 素 や水 溶 性 抗 酸 化 物 質 は貢献 して い な い こ とが示 唆 され た 。

(4)肝 臓 の 各 細 胞 画 分 のUQ-9お よびUQ-10の 還 元 比 率 のCC14処 理 に よ る低 下 は、

UQ-10を 前 投 与 した ラ ッ トで 有 意 に 抑 制 さ れ た。 さ ら に 、肝 臓 内 α一Tocopherol

含 量 の 低 下 もUQ-10を 前 投 与 した ラ ッ トで有意 に抑 制 された。 これ らの結 果 か ら、

UQ-10の 腹 腔 内 投 与 は 、肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseを 活 性 化 す る と共 に 、

UQH2-10含 量 を増 加 させ 、結 果 と して 、 こ の増 加 したUQH2同 族 体 が直 接 的 に 、

あ る い は肝 臓 の同 じ脂 溶 性 領 域 に存 在 す る α一Tocopherolの 再 生 を介 して間 接 的 に
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脂質過酸化 反応 を抑 制す るこ とによって、CCI4肝 障害 を軽減 す るこ とが示唆 さ れ

た。
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第 七 章 総 括

ミ トコ ン ドリア外UQの 生理作用 としては、invitroの 検 討 よ り、ゴル ジ体膜8)や 細

胞膜18)で 電子伝達体 として働 くこと、PhosphoIipase処 理 に対 す る膜抵抗性 の増 大17)、

膜流動性 に対 する影響16)な どが示 唆 されている。 さ らに、還元型 のUQH2は 、生理的

濃度 で十 分 強 い抗 酸化作用 を発 現 し うること27)か ら、生体内 抗酸化物 質 と して働 いて

いる可能 性19x29),32)-39》が示唆 さ れてい る。 しか しなが ら、 ミ トコン ドリア以 外 の全 て

の オル ガネラがUQを 含 むば かりでな く、UQ合 成系 まで も持 つ生理的必然性 を説明す

るに足 る明確 な解 答 は得 られていな い。近年 、Abergら15》 やReahal&Wrigglesworth

41》によ り
、ラ ッ ト生体 内 に存在 するUQの 一部が 、還元型のUQH2と して存 在 す るこ

とが報告 された。 また、 ヒ トや動物 に投与 されたUQは 、その かな りの部分 が還元型 の

UQH2へ と変 換 す る こ とが認 め られて い る。 したが って 、 ミ トコ ン ドリア外UQが

UQH2の 形 で生体膜 の脂質過酸化 に対 して抗酸化剤 と して働 くとす る説 は、合理性 が あ
ノ

るよ うに思 われる。そ こで、 ミ トaン ドリア外UQの 生理作用解 明の一端 と して、ラ ッ

ト組織 や細 胞内のUQH2同 族 体 含量な らびにUQ還 元酵素活性 の分布 を調べ た。 その

結果 、細 胞 質 に新規のNADPH-UQReductaseの 存在 を見 出 し、 これ と共役 した膜 内

UQ還 元 系が生体 内抗酸化系 と して重要 な役割 を演 じてい ることを明 らかに した。

著者 の測定 で は、ラ ッ ト生 体内 には、主UQ同 族体 のtUQ-9の 他 、そのおよ そ11

～52%量 のtUQτ10が 存在 した。 しか も、 これ らtUQ-9とtUQ-10の 還元比率 は、互

い にほぼ同 じレベル であ り、肝臓 や血 漿 において は70～80%、 心臓 、腎臓 、脾臓 にお

いて も10～30%に の ぼること を認 めた。そ こで還元比率 の高 い肝臓 と低 い腎臓 を用 い

て、各組織 の細胞画 分 にお けるUQ同 族体の分布 と、その還元比率 につ いて調べ た とこ

ろ、UQ同 族体 はミ トコ ン ドリア以外 にもあ らゆる細胞画分 に存 在 し、 しかも、 どの細

胞画 分 で も、その還元比率 は組織全体の還元比率 とほぼ等 しいことを認 めた。

生 体 内 に存 在 す るUQ還 元 酵 素 と して は 、 ミ トコ ン ドリア 呼 吸鎖 のNADH

Dehydrogenaseお よびSuccinateDehydrogenaseが 知 られている79)。 しか しなが ら、

これ らのUQ還 元酵素 は、 ミ トコン,ドリア内膜 に存在する酵素 であ り、外膜 を隔 てた他

の細 胞画 分 に存在 す るUQを 直接還元す るとは考 えがたい。 したが って、 ミ トコン ドリ

ア以外の細 胞画分 がUQ同 族 体 の一部 を酸化 されやすいUQH2同 族体 と して恒 常的に

保持 す るには、 ミ トコン ドリア以外 にもUQを 還元 ・維持 する何 らかの機構 が存在 す る
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はず であ る と考 え た 。 そ こ で 、 この 考 えに基 づ き、高 い還元 比 率 のUQ同 族 体 を有 す る

ラ ッ ト肝 臓 に つ い て 、UQ還 元 活 性 の 検 索 を行 っ た と こ ろ 、 肝 ホ モ ジ ネ ー ト中 に

NADPHあ る い はNADHを 電 子供 与 体 とす る強 いUQ-10還 元 酵 素 活 性 を認 め た 。 この

UQ-10元 酵素 活 性 は、 電子 供 与 体 と してNADHよ りNADPHを 用 い た 時の方 が 強 く、

明 らか に ミ トコ ン ドリア 呼 吸酵 素 とは異 な る酵素 活性 で あ った。 そ こで 、電 子 供 与 体 と

してNADPHを 用 い た 時 のUQ-10還 元 活 性(NADPH-UQReductase活 性)を 指 標 に 、

肝 細 胞 画 分 のNADPH-UQReductase活 性 の 分布 を調 べ た と ころ 、細 胞 質 に高 い比 活

性 のNADPH-UQReductaseが 認 め ら れ た 。 しか も 、 こ の 画 分 のNADPH-UQ

Reductase活 性 は 、 肝 全 体 の活 性 の 約68%を 占 め た こ と か ら、細 胞 質 の 酵 素 で あ る こ

とを確 認 した 。

と ころ で 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質 に は 既 知 の キ ノ ン還 元酵 素 と してDT-diaphoraseが 存

在 す る80),93),97》。 しか もDT-diaphoraseはUQ-10を 還 元 す る との報 告 が あ る85)。 そ こ

で 、細 胞 質 に 認 め たNADPH-UQReductaseが 、DT-diaphoraseと 同一 で あ る か ど う

か検 討 した が 、 要 求 す る電子 供 与 体 の違 い 、StimulatorやInhibitorに 対 す る挙 動 や 安

定 性 の違 い な ど か ら、DT-diaphoraseと は性 質 が明 確 に異 な る こ と を確 認 した 。 しか も

両 酵 素 活 性 はCibacronBlue-bindingAgaroseGelChromatographyに よ り完 全 に 分 離

され る こ とか ら、NADPH-UQReductaseはDT-diaphoraseと は 互 い に異 な っ た酵 素

蛋 白質 で あ る こ とが わ か った 。 さ らに、他 の細 胞 画 分 に存 在 す る こ とが確 認 され て い る

キ ノ ン還 元 酵 素 の混 入 の 可 能 性 も検 討 した が 、 こ れ まで報 告 され て い る種 々の キ ノ ン 還

元 酵 素8),18),77),90),91),94),95》とはStimulatorやInhibitorに 対 す る挙 動 が異 な る こ とか ら、

著 者 が細 胞 質 に 見 出 したNADPH-UQReductaseは 、 これ まで に 報 告 さ れ た、 どの キ

ノ ン還 元 酵 素 と も異 る、 新 規 のUQ還 元 酵 素 で あ る こ とが判 明 した。

ラ ッ ト肝 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 極 めて 不 安 定 で 、現 在 の と こ ろ精 製 に

成 功 して い な い た め 、 分 画 直 後 の 細 胞 質 を用 い て 、 そ の 諸 性 質 を明 ら か に した 。

NADPH-UQReductaseの 至 適pHは7.4、 至 適 温 度 はNADPHを 電 子 供 与 体 と して用

い た時 は37℃ 付 近 、NADHを 電 子 供 与 体 と した時 は28℃ 付近 で あ った 。 ま た 、 電 子

供与 体 が 存 在 しな い と20℃ 以上 の温 度 で速 や かに失 活 す る易 熱性 酵 素 で あっ た。 ま た 、

細胞 質NADPH-UQReductaseは 、他 の多 くの キ ノ ン還元 酵素 が そうで あ る108)よ うに、

フラ ビ ン酵 素 で あ る こ と が示 唆 さ れ た 。 さ らに電 子 供 与 体 の 検 討 よ り 、NADPH-UQ

Reductaseは 、細 胞 質 に 高 い還 元比 率(NADPHINADP+=71.4)で 存 在 す る102》NADPH
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を最 も良 い電子供与 体 とするNADPH依 存性の酵素 であるこ と、また、電子受容体 の検

討よ り、ラ ッ トの主UQ同 族 体であるUQ-9を 最も良 い基質 とす る ことを明 らかに した。

さらに、KineticParameterの 検討 よ り、NADPH-UQReductaseのNADPHとUQ-9

に対 するKm値(fCmforNADPH=14.4±2.5uM,KmforUQ-9=2.66±0.48μM)は 、細

胞 質のNADPH濃 度 《97.1±13μM103》)や 肝臓 中のUQ-9濃 度(132±3μM)よ り十分

小 さい こ とか ら、生体 内環境 で内因性UQ同 族体 の還元 を行 うの に非常 に適 した条件 を

備 えてい る酵素 である ことが明 らかになった。

ところで、NADPH-UQReductaseは キ ノン還元酵素 であるが故 、1電 子還 元酵 素

で あ る か2電 子 還 元 酵 素 で あ る かが重 要 な問 題 に な って くる。 今 回 の結 果 で は、

UQ-10,1molの 還 元 に対 し、1molのNADPHの 酸 化 が 認 め られ る こ と 、 さ らに

UQ-10還 元 に伴 っ た02;の 産 生 が 認 め られ な い こ と か ら 、 ラ ッ ト肝 細 胞 質

NADPH-UQReductaseに よるUQの 還元 は、2電 子還元機構 である と推測 された。1

電子還元酵素 に よるキノ ン化合物 の還元 で はセ ミキノンラジカルが生成 するが、 この セ

ミキ ノンラ ジカルは好気性条件下 、酸化還元サ イクルによ り有害 な活性酸素種 を生成 し、

しば しば重篤 な細胞傷 害 を引 き起 こす可能性の あることが知 られている83L84》。 したが っ

て、NADPH-UQReductaseが2電 子 還元酵 素 で あ るこ とは 、抗酸 化作 用 を有 す る

UQH2の 生成 とい うことの他 、セ ミキノンラジカルの生成 に伴 う活性酸素種 の生成 を防

ぐとい う意味 で も、極 めて合 目的性 を持 ってい るよ うに思 われ る。

生 体内 に存在 す るUQは 、その脂溶性 のため、主 に生体膜 中に存在 す る。 したがっ

て、NADPH-UQReductaseが 生体内UQ還 元 の主体 であるとす るな らば、脂質膜内 に

存在 す るUQ同 族体 を還元 する能 力が必須 とな る。 そこで、 この点 について検討 した と

ころ 、 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、NADPHの 存 在 下 、 リボ ソ ー ム 膜 中 の

UQ-10だ けでな く、肝 ミ クロソーム膜 中の内 因性UQ-9を 還元 す る ことを認 めた。 こ

れ らの結 果 よ り、各細胞画分の脂質膜中に存在 するUQ同 族体 が、 どの画分 におい ても

ほぼ一定の還元比率 で維持 されているの は、あ らゆる細胞画分(オ ルガネラ)に 接 してい

る細 胞質 中 のNADPH-UQReductaseが 、 これ ら脂質膜 中のUQ同 族体 を還元 す るた

めで あるこ とが示唆 された。そこで、ラッ トの各組織中のUQ-9の 還元比率 と、 その組

織 の細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 との関連 を調べた ところ 、両者 の間に正 の相

関 関係 が得 られ た。 この結果 は、細 胞質NADPH-UQReductaseが 、あ らゆ る細胞画

分 の脂質膜 に存在 す るUQの 還元 に対 して、中心的役割 を演 じている との考 え を支持 し
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た。

1966年,Mellors&Tappel19)に よ りUQH2の 抗 酸 化 作 用 が 報 告 さ れ て 以 来 、in

Mlfm20ト29L31)やinV%VO32}39)に お い てUQH2が 抗 酸 化 作 用 を有 す る とい う報 告 が 数 多

くな され て い る。 しか もUQH2は 、α一Tocopherolに 匹敵 す るほ ど強 い抗 酸 化 作 用 を有

し25),27)28)、生 理 的 濃 度 で十 分 強 い抗 酸 化 作用 を発 現 す る こ と も確 認 され て い る27》。

UQH2は 、α一Tocopherolと 同様 、 脂質 膜 内 に存 在 す る こ とに よ り、 そ こ で生 じた 脂 質

ラ ジカル(あ る い は脂 質 ペ ル オ キ シラ ジ カル)を 消 去 す る、 い わ ゆ る ラ ジ カル 連 鎖 反 応 停

止剤(ChainBrakingAntioxidant)と して働 くこ とが確認 され て い る26),29)0し た が っ て 、

細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、脂 質 膜 内 のUQの 還 元 を介 して脂 質 過 酸 化 反 応 を

抑 制 す る とい う、新 規 の生 体 内 抗 酸 化 系 を形 成 してい る こ とが期 待 され た。 そ こ で 、 こ

の可 能 性 を検 討 した と ころ 、 細 胞 質NADPH-UQReductaseは 、NADPHの 存 在 下 、

UQ-10含 有 リボ ソ ー ム膜 内 のUQ-10の 還 元 を介 して 、脂 質 膜 に誘導 した 脂 質 過 酸 化 反

応 を抑 制 す る こ と を認 め た。 同 様 の結 果 は 、肝 ミク ロ ソー ム膜 に誘導 した 脂 質 過 酸 化 反

応 の 場 合 に も 得 ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り、 細 胞 内 で は 、 細 胞 質NADPH-UQ

Reductaseに よ る 、 脂 質 膜 内UQH2リ サ イ ク リン グ と い う新 た な 生 体 内 抗酸 化 系 が機

能 してい る こ とが示 唆 され た(Fig.33)。

生 体 膜 内 のUQH2は 、生 体 膜 内 に 生 じた脂 質 ラ ジ カル や脂 質 ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル

を消 去 す る こ とに よ りラ ジ カル 連 鎖 反 応 を阻 止 し、 そ れ 自身 はUQH・ とな る と考 え ら

れ る。 このUQH・ がNADPH-UQReductaseの 基 質 とな る か ど うか は現 在 の と こ ろ不

明 で あ る が 、UQH・ は比 較 的速 や か に 水 相 中 の 酸 素 分子 に電 子 を渡 し、NADPH-UQ

Reductaseの 基 質 と な るUQへ と酸 化 され る と考 え られて い る29》。 実際 、UQH2含 有

リボ ソー ム膜 に誘 導 した 脂 質過 酸 化 反 応 に対 し、UQH2の 消 費量 とUQの 生 成 量 とは等

しい こ と157),158)や 、UQH2が 理 論 的 に ラ ジカ ル を消 去 す る た め に与 え る こ とが で き る

電子 の数(StoichiometricFactor)が2で あ るに も関 わ らず 、実験 的 に求 め られ た リボ ソ ー

ム膜 内 のUQH2-10のStoichiometricFactorが お よ そ1で あ る とい う報 告 は25),27》、 こ

の考 え を支 持 す る もの と思 わ れ る。

invitroで のUQH2の 抗 酸 化 作用 に つ い て は数 多 くの報 告19}29),31)が あ る が 、著 者

が得 た、 リボ ソ ー ム膜 や 肝 ミク ロ ソー ム膜 に誘 導 した脂 質 過 酸 化 反応 が 、UQ還 元 系 の

存 在 下 に 抑 制 され る とい う結 果 も、 それ らの報 告 を裏 付 け る もの で あ った 。 しか しな が

ら、 この よ うな細 胞 質NADPH-UQReductaseに よ る生 体 膜UQ還 元 系 が 、 実 際 にin
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Fig・33Possめ'eMechanismofUb'q跏o'Recyc〃hginB/omembranes

LH,Phospholipidscontainingunsaturatedfattyacids;L・,lipidradicals;

LOOH,lipidperoxides;LOO・,lipidperoxylradicals

VIVDで も機 能 す る か ど うか は明 らかで な い。 そ こ で、UQ投 与 に よ って生 体UQH2プ ー

ル を拡 大 した動 物 を作成 して、UQ還 元 系 が ラ ッ ト体 内 で機 能 して い る か検 討 した。

UQ-10の 投 与 は 、 肝 臓 内 低 分 子 抗 酸 化 物 質 含 量 や 抗 酸 化 酵 素 活 性 、

DT-diaphorase活 性 に 影 響 を与 え ず 、tUQ-10含 量 の 増 加 と 細 胞 質NADPH-UQ

Reductase活 性 の み の 上 昇 を 導 い た 。 し か も 、tUQ-10含 量 の 増 加 は 、 主 と して

UQH2-10含 量 の増 加 で あ っ た。 この結 果 よ り、UQ-70を 投 与 した ラ ッ トは 、生 体 内 で

のUQの 抗 酸 化 作 用 や 、細 胞 質NADPH-UQReductaseに よ るUQ還 元 系 のinvivoで

の 役 割 を検 討 す る上 で 非 常 に有 用 なモ デ ル 系 であ る こ とが判 明 した。 そ こで 、UQ投 与

がCC14に よ る脂 質 過 酸 化 反 応 を伴 っ た肝 炎 を軽減 す る とい うinvivoで の報 告32),33)に
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基 づ き、 細 胞 質NADPH-UQReductaseに よ るUQ還 元 系 が、 ラ ッ ト生 体 内 で機 能 し

てい る か ど うか を、UQ-10投 与 ラ ッ トを用 いて検 討 した。

これ ま で に報 告 さ れ た よ うに32),33)、UQ-10の 前 投 与 は、CCI4誘 導 肝 炎 を有 意 に

抑 制 した(血 漿GOT活 性 、GPT活 性 の上 昇 や 肝湿 重 量 の増 加 の抑 制)。 さ らに 、 そ れ に

伴 う肝 臓 過 酸 化 脂 質 の蓄 積 も有 意 に抑 制 した 。CCI4処 理 は、水 溶 性 低 分 子 抗 酸 化 物 質

含量 の 低 下 を導 い た が 、 この低 下 は 、UQ-10の 前 投 与 に よ り防 止 され な か った 。 ま た、

GlutathioneS-transferase活 性 も低 下 した が 、 この 活性 低 下 はUQ-10の 前 投 与 に よ り

抑 制 さ れ た 。 しか しな が ら、GlutathioneS-transferaseの 基 質 と な るGSH含 量 や

GlutathioneReductase活 性 に差 が認 め られ な い こ とか ら、UQ-10の 前 投 与 に よ って

GlutathioneS-transferase活 性 の低 下 が防止 され た と して も、CCi4誘 導 脂 質 過 酸 化 反

応 を抑 制 す る直 接 的 な 原 因 で はな い と推測 され た 。一 方 、CCI4処 理 に よ るUQH2-9や

α一Tocopherolな どの脂 溶 性 抗 酸 化 物 質含 量 の 減 少 は 、UQ-10を 前 投 与 した ラ ッ トで は

有 意 に抑 制 され た 。 また 、細 胞 質NADPH-UQReductase活 性 は 、CCI4処 理 に よ り低

下 した が 、UQ-10を 前 投 与 した ラ ッ トで は、低 下 は そ れ ほ ど著 し くな か った 。invitro

の 検 討 で 、UQH2は 、 抗 酸 化 作 用 の 結 果 生 じ たa-TocopheroxyiRadicalを 、 再 び

a-Tocopherolへ と還 元 す る こ とで 、α一Tocopherol倹 約 効果 を示 す こ とが認 め られ てい

る25),30),31)。 し た が っ て 、UQ-10を 投 与 し た ラ ッ トで は 、 細 胞 質NADPH-UQ

Reductaseの 活 性 上 昇 と、 そ れ に 伴 っ たUQH2の 増 加 が 、 ラ ッ ト肝 臓 内 に お い て 、

CCI4に よ り生 じた脂 質 過 酸 化 反 応 を直接 的 に 、 あ るい は 、a-Tocopherolの 再 生 を介 し

て間接 的 に 抑 制 す る こ とに よ り 、CC14誘 導 肝 炎 を減 弱 した と推 論 さ れ た。 なお 、今 回

のinvivo実 験 で 明確 に な っ た こ とは 、UQH2は 細 胞 内 の 膜 画 分 内 で の 脂 質 過 酸 化 に は

極 め て有 効 な抗 酸 化剤 で あ る が 、水溶 性 画 分 での ラ ジカ ル消 去 に は殆 ど働 か な い こ と が

示 され た 。

これ ま でUQ-10投 与 が種 々の 薬 物 に よ るinvivoで の脂 質過 酸 化 反 応 の 抑 制 に有 効

とす る 報 告 は 多 い が32)-39)、 今 回 の 結 果 か ら類 推 して 、 そ れ らの 報 告 に つ い て も

UQ-10投 与 に よ る肝 臓 内 のUQH2-10含 量 な らび にNADPH-UQReductase活 性 の 上

昇(UQ還 元 系 の活 性 化)が 、脂 質 過酸 化 反応 抑 制 の主 原 因 とな って い る もの と思 わ れ る 。
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第 八 章 結 論

ラッ ト組織 や細胞画分 のUQ同 族 体 とUQH2同 族体 の分 布 な らびにUQ還 元 酵素

活性 の分 布 を詳細 に調べ 、 ミ ト:コン ドリア外UQの 還元機構 とその生理作用 に関 し、以

下の結論 を得 た。

(1)UQ・9お よびUQ-10は 、 ラ ッ ト組織 の あ らゆ る細胞画 分 に存在 し、 しか もその一

部 は還元 型 のUQH2同 族体 である こ とを認 めた。 また、各 細胞画 分の還元 比率 に

は差が な く、組織全体 の還元比率 と同 じであ った。

(2)肝 臓 のUQ-10還 元 活性 の大半 は細 胞質 に局在 し、 その本体 は新規 のNADPH依 存

性 キノン還元酵素(NADPH-UQReductase)で ある ことを明 らかに した。 また、本

酵素 はラ ッ トの主UQ同 族体 であるUQ-9を 最 も良 い電子 受容体 とす る酵素 である

ことを明 らかに した。

(3)肝 細胞 質NADPH-UQReductaseは 、脂質膜内 のUQ同 族体 をも還 元 す るこ とを

明 らかに した。 しかもこの酵素 は組織 中のUQ同 族体の還元比率 の維持 に対 し、中

心的役割 を演 じていることが示唆 された。

(4)肝 細胞質NADPH-UQReductaseは 、脂質膜 内 のUQの 還元 を介 して脂 質膜 に誘

導 した脂質過酸化 反応 を抑制 す ることを明 らかに し、この酵素 が生体内 で新規 の抗

酸化系 を形成 している可 能性 を示 した。

(5)UQ-10の 前投与 は、生 体 内抗 酸化物質 含量や抗 酸化酵 素活性 に影響 を与 えずに 、

肝細胞質NADPH-UQReductase活 性 の促進 に よるUQ還 元 系 の活性 化 と、 それ

に伴 う肝臓 内UQH2-10含 量 の増 加 を引き起 こす こ と を明 らかに した。 さらに、

CCI4誘 導 ラ ッ ト肝 炎 のUQ-10の 前投 与 に よ る 減 弱 は、 この よ うな 細 胞 質

NADP卜1-UQReductaseと 共役 したUQH2再 生 系の増 強 が、肝臓 での脂質 過酸化

を抑制 するためであ ることを明 らかに した。

以上 、細 胞 内 オル ガネ ラに 広 ぐ分 布 す るUQは 、細 胞 質 に存 在 す る新 規の 酵 素,

NADPH-UQReductaseと 共役 してお り、UQH2と して脂質膜 内で起 こる脂質過酸 化反

応 に対す る抗酸 化剤 と して働 い ている こ とをinvitroお よびUQ-10を 前投 与 した ラ ッ

トを用 いたinvivo実 験 を通 して明 らかに した。
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