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　一般に好気的細胞では，必要なエネルギーの大部分

をミトコンドリアで行なわれる電子伝達系に共役した

酸化的燐酸化系によって獲得している．即ち，TCA

回路由来の各種の呼吸基質はそれぞれの脱水素酵素の

作用で脱水素され，この2Hが呼吸一中の電子伝達

成分に移され，それ以後はH（水素イオン）またはe

（電子）が呼吸鎖を移動し各種の電達成分が酸化環元

をくり斎えして最後に酸素（02）に渡されてこれを水

に還元する．この酸化還元反応の際に生ずる遊離のエ

ネルギーが化学的エネルギーに合成される（燐酸化）．

この燐酸化反応は無機リン（Pi）とアデノシン2燐酸

（ADP）から高エネルギー化合物アデノシン3燐酸

（ATP）を合成する反応である．

　このような電子伝達系と酸化的燐酸化系の二つの複

合酵素系はミトコンドリア膜を基盤として構造性をも

って組織化されていると考えられているが，その複雑

性のために，きわめて多くの研究が行なわれているに

もかかわらず，その細部については不明の点が多い．

　ミトコンドリアの電子伝達径路の概略は

基質→フラビン酵素→チトクローム→酸素

であるが，2個の水素あるいは電子が酸素に伝達され

る過程で一電子系のチトクローム系を径由する．二電

子管から一電子系に移る過程にセミキノンを生じ易い

フラビン酵素が位置し，その反応を円滑にしていると

考えられラジカルの測定1）2）が行なわれているがその

反応過程はなお不明である．

　また，電子伝達系と酸化的燐酸化身の共役機構につ

いても明確に把握されておらず，全く立場を異にした

flow　sheet説，　chemi－osmotic説で代表される二

つの機構が提出されている．

　flow　sheet説はLipmanら3）一6）によって提示さ

れたもので，共役因子，X，　Yなどの仮定物質を推定

している．一方chemi－osmotic説の機構（Michel1

7））は電子伝達のエネルギーが高エネルギー化合物を

作り，これがATP合成をもたらすという連続的化学

反応を否定し，電子伝達によってミトコンドリア内の

異なった部位にH＋およびOH一が偏存して蓄積し，

この化学ポテンシャルがATP合成の原動力になる．

したがって，この場合には高エネルギー中闇体の代り

に一種の高エネルギー状態を想定している．

　一方Wang　8）は，　phospholipid－protein膜にお

けるradical機構の可能性を指適し，小田島ら9）は

ミトコンドリアの電子状態の研究から，フラビン酵素

におけるセミキノン　radicalの生成を重要視し，共

役過程でのfree　radicalの関与を観察し，さらに，

これら電子伝達系，酸化的燐酸化系の複合酵素が膜を

基盤として，一定の構造を保持している事実から，膜

に存在する蛋白の活性基などが共役過程に重要な役割

を演じているであろうと推定している．

　この一連の研究の一端として，ミトコンドリアの電

子伝達，酸化的燐酸化過程におけるfree　radica1の

動態を中心にさらに，各種阻害剤による共役過程と

free　radicalの関係について吟味し，　free　radicalの

ミトコンドリア機能における意義について検討した．

実験材料および実験方法

1．ミトコンドリアの分離

　ミトコンドリアの分離はHogeboom－Schneider法

に改良を加えた内海10）の方法に従がつた（表1）．即

ち，成熟ラットを無麻酔下で暫首，潟押し，すばやく

肝臓を別出した．氷冷状態で（以下の操作はすべてoo

～40Cで，できるかぎり迅速に行なった）肝臓を1～

2mm3の細片とし，　Sucrose　I液（0．25M　sucrose，

0．1mM　EDTA，0．01～0．02M　Tris－HCI　buffer，

pH　7．2）に浮游させ，血液成分を取り除くために溶

液を数度変えて洗源した．ついで，肝組織に5倍量の

sucrose　I液を加え，　Potter－Elvehjem型ガラスホ

ESR　Study　on　Rat　Liver　Mitochondria・Teruo　Tanemura，　Department　of　Pathology
（皿）（Director：Prof．　T．Ishikawa）School　of　Medicine，　Kanazawa　University．
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　表1．ミトコンドリア分画法

　　　　肝組織細胞塊
　　　　　　　i

Suc．1による20％ホモジネート
｝5・X＆7分

沈　渣

　　　　　　1

　　　　上清
　　　　　　l

Suc，皿に重層し密度勾配遠心
17・・×島1・分

沈　渣

　1
上清2／3

i5，…×島・・分

沈　渣　　　　　　　　　　上清
lS・じ・5，…一6，…×島1・分

1
沈　渣 上清

lS・q・7・…×島・・分

　　　　　　i

　　　　　沈　渣

（ミトコンドリア分画）

沈　乱 舞　清
is・d9，…×島・・分

上清

モジナイザー，テフロンホモジナイザーを用いて20％

ホモジネーートとした。　このホモジネートは50g，7

分間遠心し，その上清をSucrose　1腋（0．34　M　su・

crose，0．1mM　EDTA，0．05M　Tris－HCI　buffer，

pH　7．2）に重層し，700　g，10分間遠心して粗大爽雑

物を除いた．　この上清を5000g，10分遠心し，比較

的穎粒の大きいミトコンドリア分画を得た．このミト

コンドリア分画をSucrose工液に再度浮游し，6000

910分，さらに7000g，10分遠心洗源した．最後に

得られたミトコンドリア分画をSucrose皿液（0．25

Msucrose，0．01M　Tris－HCl　buffer，　pH　7．2）に

浮游し，9000g，10分遠心洗溝した．洗源したミトコ

ンドリア分画を200mg　wet　weight／mlになるよう

にSucrose皿液に浮游させ実験：に用いた．なお，こ

の浮游液はミトコンドリア蛋白量にして20mg／mlに

相当する（Lowry法11））．

　このように調整されたミトコンドリアはできるだけ

敏速に実験に供したが，さらに，ESR測定前後にオ

キシメーターによって呼吸能（電子伝達能ならびに酸

化的燐酸化能）に異常のないことを確かめた．また，

すべての同一系統の実験はできるかぎり同一ミトコン

ドリアについて行なうようにした．

五，ミトコンドリアの機能の測定

　ミトコンドリアの酸素消費量を測定するため，反応

砂中に溶存する酸素張力の変化を記録するChance
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ12），荻原13）等考案による半閉鎖式回転白金電極法を用

いた．反応容器は石英ガラス製で容量は2．Om1であ

る．陽極には銀一塩化銀電極を用い，その表面は10％

KCIを含む4％寒天板でおおい，銀一塩化銀電極が

直接ミトコンドリアに接触することのないようにし

た．陰極には先端が球状（球の直径は約1mm）の回

転白金電極をコロジオンで処理したものを用いた．

　図1は測定装置の概略図で，陽一陰極電圧は0．7V

とし，反応液の温度は25。Cとした．反応液はstand・

ard　mediumとして0．05M　sucrose，0．02M　KCI，

0．1mM　EDTA，1。OmM　MgCI2，　Tris－HCI　buffer，

pH　7．2を使用した．

　この装置は電気的に安定で，0．6V～0，8Vまでの電

圧変化に対して陰極電流はほぼ一定で，この間の電圧

による電流はmediumに溶存する酸素張力に比例す

ると考えてよい．電流の記録には東亜電波（株）製

Poly　recorder　Model　EPR－3Tを使用した．なお，

外部からの酸素の侵入は反応容器の形を工夫して，ほ

とんど無視してもよいことを確かめた．

皿．ESR測定装置ならびに測定条件

　free　radica1の測定は日本電子株式会社製電子ピ

ン共鳴装置，JES－ME－3Xを用いた．　本装置の主な

仕様は次の通りである．
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図1．酸素電極法のBlock　cliagram

to　E［ectrode

　1．検：出感度：5×1013spin／gauss（100KHz変調）

　2．分解能：1×10－5以上

　3．信号周波数：9，400MHz

　4．磁界変調：0．02～20gauss

　5．磁界掃引：±0．25～±5000gauss

　6．磁場可変範囲：～6000gauss

　7．磁界設定精度：Coarse　10　gausse，　fine　O．1

　　　gaUSS

　8．磁界均一度：1×10－5

　9．空洞共振器：TEo11

　測定条件は小田島ら9）の方法に従った．即ち，

　1．マイクロ波

　クライストロンの周波数は約9400Mc／秒（波長3．O

cm）でX帯を用いた．但し，温度可変装置を用いた

場合は約9150Mc／秒である．

　2．測定磁場掃引範囲

　free　radica1測定のたあに，3270　gaussを中心に

±100gaussの磁場掃引を行なった．測定磁場を正確

に規定するために，磁場マーカーとしてMnOを用い

た，

　その他，modulation，　power，掃引時間等は小田

島ら14（の方法を参考にした．なお，特殊な測定を行な

ったものについてはその都度条件を記入するようにし

た．

　3．資料管

　石英硬質ガラス製の内径0．45cmの資料管を用い，

あらかじめ異常信号のないことを確かめた．

　4．測定温度

　誘電損失の大きい水溶液系の測定では空洞のQが低

下し，検出感度が著明に低下する．

　そのために水溶液系の測定では温度が問題になる．

to　Recorder

この実験では附属の温度可変装置を用い，主に一80。C

で測定した．

　なお，小田島ら14）によると，凍結測定では超微構造

の消失する不便さはあるが，低温による検出感度の増

加（spin量の増加），反応一定時聞後に凍結すること

により，そのときのspin量の同定が可能となる利得

がある．また，ミトコンドリアのfree　radica1の測

定では一200C～一80。Cと温度の低下と平行して，

spin量は増加するが，一80。C以下ではsignalの波

形やspin量に著しい変化のないことを確認してい
る．

　5．波形の解析

　電子スピン共鳴装置で得られるのは微分波形である

が，これを積分波形に変換し，その面積を測定した．

一方あらかじめspin数の決まった資量と対比して相

対的spin量を算出した．

　また，資料管内に封入されたミトコンドリア濃度と

実際に測定された容積からミトコンドリアmg蛋白量

あたりのspin数を算出した．

実　験　結　果

1．正常ラット肝ミトコンドリアの酸素消費量，

　ADP／0比，呼吸調節率（RCI）

　図2は正常ラット肝より得られたミトコンドリアの

酸素電極法による呼吸機能を測定したものである．

medium　l　ml中に490　mμatomsの酸素が溶存し

ているものとして記録を行なった．

　陽一陰極間に0．7Vの電圧を負荷し，電流が安定す

るのをまって氷冷下で保存したミトコンドリア浮游液

をmedium　l　m1あたり100μ1（2．Omg蛋白量の

ミトコンドリアに相当する）を加えると，急激な温度
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図2．正常ラット肝ミトコンドリアの呼吸機能 図3．ミトコンドリアの電子スピン共鳴吸収
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変化やミトコンドリア浮游液の無酸素状態のための酸

素消費につづいて，内部呼吸による酸素消費（Chance

ら15）のstate工呼吸）がみられる（2図の（1）～（4）

はChanceらのstate　I～IV呼吸に相当する）．3

mM　Piを添加すると1～2　mμatoms　oxygen／mg

protein／min．の酸素消費がみられる（state皿呼吸）．

　これに呼吸基質として3mM　succinateを加える

と酸素消費は促進され（20mμatoms　oxygen／mg．

protein／min．　Chanceのstate　IV呼吸），さらに，

ADP（400μm）を添加すると呼吸はstate皿状態に

なり，酸素消費：量は著明に増加もる　（100mμAtoms

oxygen／mg．　protein／min．）．ADPが消費されると

呼吸はstate　IV状態となり，この間に消費された酸素

量と加えたADPの量からADP／0比が計算される
（ADP／0＝1．85）．

　また，呼吸調節率（RCI）はstate皿：／state　IVで

示されるが（この例ではRCI＝5．0）ESRの測定に

用いられたミトコンドリ’アはすべてADP／0比1．8

以上，RCI　4．0以上である．

　なお，基質，Pi，　ADPの添加順序を変えても呼吸

機能に異常はなく，また，ミトコンドリアの濃度に比

例して単位時間あたりの酸素の消費量は増加するが，

一ADP／O一目，呼吸調節率は程んど変化しない．

皿．free　Radicalの測定

　1．正常ラット肝ミトコンドリアのfree　radical

　測定mediumなどは呼吸機能測定の場合と同じ条

件で行なった．　ミトコンドリア濃度はMedium　O．8

mlに対して20　mg　protein／mlのミトコンドリア

浮游液を200μ1添加し，測定時の最終濃度が2mg

protein　Mit／m1となるようにした（Chanceのstate

I呼吸に相当する）．

　図3はその実測例で，ほぼ3300gaussを中心に

　20G

40～60gaussの拡がりをもつ微分波形が観察される．

このg値は2．0055，△Hmslは9．O　gaussである．

この状態での測定値の平均は表2に示されるように，

それぞれg＝2．0056，△Hmsl＝10．1gaussで誠みに

相対的なspin数を概算すると6．0±0，15×1013spin

／mg・protein・Mitである．

　室温放置によって，呼吸機能（電子伝達能，酸化的

燐酸化鳥）が失なわれたいわゆるagingミトコンド

リアではg値＝2．0049，△Hms1は10gaussでspin

量はほぼ1／3に低下する．また，図4に示すようにミ

トコンドリアのstate　I呼吸におけるfree　radica1

表2．正常ラッi・ミトコンドリアのSpin
　　（相対値）g－Values，△Hms1

Spinの相対値

4．75

5．38

3．311

3．88

4．14

4．18

3．825

2．025

1．995

4．33

（4．14）

9－Values

2．0046

2．0052

2．0061

2．0061

2．0056

2．0046

2．0055

2．0058

2．0064

2．0061

（2．0056）

△Hms1（gauss）

10．0

12．0

9．0

9．0

10．0

10．0

13．0

10．0

8．0

10．0

（10．1）

（　）内は平均値表
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図4．呼吸機能とfree　radica1
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はADP／0比，呼吸調節率の異常とはっきりした相

関を示さないことが知られている16）．従って，ミトコ

ンドリアには呼吸機能に関与しないfree　radicalの

存在が考えられるので，以後の呼吸状態における

free　radicalの減少あるいは増加は相対値で記載す

るようにした．

　2．呼吸状態とfree　radical

　state　I呼吸のミトコンドリア浮游液に3mM　Pi

を加えると酸素消費が僅かに増加してstate皿呼吸に

移行する．この状態ではg値，△Hmsl，微分波形の型

には変化はないが，spin数は著明に減少し，　state皿

／state　Iの比は0．39である．

　つぎに，基質として3mMのsuccinateを添加す

ると呼吸は進みstate　IV呼吸となる．　free　radica1は

急激に増大し，state　I呼吸に対する比は1．6で，9

値は2．0056，△Hms1は12．56　gaussで僅：かに増加

する（表3）．

　さらにADPを添加したstate皿呼吸では，図4
にみられるように酸素消費は急激に増加し，ADPを

消費すると，再びstate　IV呼吸に移行する．　ADP添

村

3．State］V呼吸によるg－Values，

　△HmslおよびSpin相対値

9－Values

2．0058

2。0052

2．0058

2。0055

2，0052

2．0055

2．0058

2．0055

2．0058

2．0058

（2．0055）

△Hms1（gauss）

10．0

14．0

14．0

13．0

13．5

12．0

14．0

12．0

11．0

13．0

（12．6）

State　lV／State　I

1．66

1．75

1．50

1．60

2．264

1．134

1．12

1．60

1．76

1．60

（1．60）

加量によっても異なるが，この実験系ではADP消費

までの時間は約4分である．そこで，図5に示すよう

にADP添加後，1分，2分，3分（図5のA，　B，

C，に相当する）でそれぞれ反応液を液体窒素で凍結

し，その時のfree　radica1を測定した．表4に示す

ようにspin量はstate　IV状態に比して，反応1分

では10％，2分では30％，3分では約50％まで減少

する．また，反応の初期ではg値，△Hms1に異常は

ないが，反応3分ではg値は2．0061，△Hmslは20

図5．ミトコンドリアのstafe皿呼吸
鷲it
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表4．State皿：呼吸による時間経過と9－Values，△H：msl，相対Spin．量の変化

Reaction　time

1．0分

2．0分

3．0分

9－Values

2．0055

2．0058

2．0061

ムHms1（gauss）

12．0

12．0

20．0

相対lSpin量

0．947

0．736

0．562

gaussとなる．

　ADP消費後のstate　IV呼吸ではspin量の増加

はなく，ADP添加以前の約｝6，即ち，　state皿呼吸

の最終状態と同じで呼吸機能と必ずしも一致しないこ

とを示している．

皿：．ミトコンドリアの呼吸系阻害剤とfree　radical

　次に各種の呼吸系阻害剤を用いて，ミトコンドリア

のstate　I～IV呼吸状態における阻害効果を中心に

free　radicalの動態を検討した．

　図6，7，8，はミトコンドリア呼吸機能に対する

各阻害剤の効果を図化したものである17）．

　電子伝達系阻害剤としてはアンチマイシンA（10－8

M），Na2S（10－3M），マロン酸（10－3M），脱共役剤

としてはDNP（10－5M），エネルギー転移阻害剤と

しては塩化トリブチルチン（TBTC）（10－6M）を用

いた．これら阻害剤の阻害濃度は測定ミトコンドリア

についてあらかじめ酸素電極法によって確かめたもの

である．

　1．電子伝達系阻害剤の作用

　図6にみられるように電子伝達阻害剤は燐酸化との

共役とは無関係に，基質から酸素えの2Hあるいは電

子の伝達を阻害するものである．

　ミトコンドリアのstate　I呼吸にマンチマイシンA

を作用させるとspin量は｝6以下に低下し，　g値には

異常はないが，△Hmslは16　gaussと増加する．

　state　IV呼吸ではg値は2．0058，△Hmsl　14．8

gaussで，　spin量は約疹以下となる．しかし，　state

皿呼吸にアンチマイシンAを作用させた場合はfree

radica1に著変慮なく，　spih量は僅かに増加する（表

5，　6，　7）．　　　　　　　　　　　　　　　，

　サイトクロームオキシダーゼに作用するNa2Sはア

ンチマイシンAとほぼ同じ傾向を示すが，SDH拮抗

剤であるマロン酸は呼吸阻害とは無関係にspin量の

変化はみられない．

　2．脱共役剤の作用

　正常ミトコンドトアに呼吸基質を添加すると，state

W呼吸になるが，さらにADPを加えて燐酸化を行

なわせると，state皿呼吸に移行する．　DNPはこの

燐酸化系と電子伝達系を脱共役させるため，電子伝達

は燐酸化と無関係に進み，ATPの合成は停止する．

即ち，図7に示されるように，state］V呼吸にDNP

を添加すると，state皿：呼吸と同じ程度に呼吸は増加

する．

　state　I呼吸にDNPを作用させても呼吸の増大は

みられないが，free　radica1は著しく変化し，　spin

量は約％，g値は2．0061，△Hmslは12　gaussと増

加する．state　IV呼吸に対する作用は表7に示すよう

にg値は2．006，△Hms111．8　gaussでspin量は

約60％低下する．

図6．電子伝達系阻害剤によるミトコンドリア
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表5．State工呼吸に対するミトコンドリア呼吸系阻害剤の影響

Norma1

Antimycin　A

DNP
TBTC

9－Values

2．0056

2．0056

2．0061

2．0056

△Hms1（gauss）

10．1

16．0

12．0

12．56

相対Spin量

1．0

0．331

0．55

1．0

表6．State皿呼吸に対するミトコンドリア呼吸系阻害剤の影響

Norma1

Antimycin　A

DNP

TBTC

9－Values

2．0058

2．0058

2．0056

△Hms1

12．0

12．0

12．8

1．0

Spin低下阻止

Spin低下阻止

表7．State　IV呼吸に対するミトコンドリア呼吸系阻害剤の影響

Normal

Antimycin　A

DNP
TBTC

9－Values

2．0055

2．0058

2．0060

2．0058

△Hms1

12．6

14．8

11．83

12．0

1．0

0．435

0．34

1．024

　3．エネルギー転移阻害剤の作用

　TBTCは燐…酸化と共役した呼吸のみを阻害し，電

子伝達系は阻害しない．図8にみられるように，state

IV呼吸にTBTCを加えても呼吸の促進はなく，　ADP

添加によってもstate皿えの移行はみられないが，

DNPによって三共役される．また，　ADPを添加し

たstate皿呼吸にTBTCを作用させると，直ちに

呼吸は抑制されstate　IV呼吸となる．すなわち，　TB

TCはDNPと異なり燐酸化反応を直接阻害するた
めである．

　TBTCはstate王，　IV呼吸に対しては全く作用せ

ずfree　radica1も有意の差はみられない．また，

state　IV状態にTBTCを添加し，さらにADPを
作用させてもstate皿：呼吸えの移行はないが，　free

radicalの波形，9値，ムH：ms1，　spin量などの変化

はみとめられない．

　正常ミトコンドリアのstate皿呼吸では，表4に

示すようにADP添加の時間と共にspin量は低下

し，g値，ムH：mslは増加する．　同じように，　ADP

を添加し，1分，2分，3分後にそれぞれTBTCを

図8．エネルギー転移阻害剤による

　ミトコンドリア呼吸機能の阻害
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添加すると，それ以後時間と平行してのfree　radica1

の変化はみとめられない．

　表5，6，7は呼吸系阻害剤の作用を要約したもの

である．

考 察

　正常ラット肝臓から分離したミトコンドリアを一

80。Cで凍結し，電子スピン共鳴装置で測定すると，

磁場3270gauss附近に軽度の異方性を示す特有な

signalが観測される．この条件での測定では超微構造

はみとめられず，g＝2．0056，ムHms1は10．Ogauss

である．理想的なfree　radica1（g冨2．0023）の中心

磁場より幾分低磁場であるが，△Hms1値やミトコン

ドリアの複雑性（TCA回路系酵素，電子伝達酵素，

酸化的燐酸化系酵素が特殊な構造性をもって組織化さ

れている）から考えて，この吸収曲線（signal）は

free　radica1と同定してもよいと考えられる．

　この吸収曲線はこれまでのBienertら18）によって

測定されたサブミトコンドリア粒子の磁場3300gauss

を中心としたCu2＋による（g値一2．0046）吸収曲線

やFe2＋によるg値＝1．94の信号とは△Hms1値な

どから明らかに異なるものである．この測定系では，

Cu2＋，　Fe2＋の吸収曲線は観測さわていない．これは

測定条件，とくに測定におけるミトコンドリアを対象

とする私共の実験系ではCu2＋，　Fe2＋等の重金層の

直接の関心をとくに考慮する必要はない．

　測定された吸収波形からfree　radica1の絶対spin

量を算出することは困難であるが，試みに，あらかじ

めspin量の計測されたfree　radica1の標準資量と

対比して，ミトコンドリアmg　pretein当りのspin

量を概算すると，6．0±0．2×1013spinでかなり多く

のfree　radicalが存在していることを示している．

　しかし，表1に示すように，同じように分画された

ミトコンドリアでもChanceのいわゆるstate工呼

吸ではspin量の相対値：，9値，△Hmslはかなりの

バラつきがみられる．教室同人阿部19）はfree　radical

の相対spin量とミトコンドリア呼吸機能（ADP／0

比，RCI）の関係について検討し，両者の間にはっき

りした比例関係のないことを指摘している．

　また，ミトコンドリアのagingを検討した三井16）

の実験によると，室温放置の時間経過と共に呼吸機能

は　1．電子伝達系と酸化的燐酸化系の脱共役．2．

state　W呼吸の促進．3．呼吸機能停止．の順でaging

は進む．spin量は室温放置時間と共に減少するが，

基質や呼吸系阻害剤添加に対して，増加あるいは減少

がみられる，しかし，呼吸機能停止の状態ではspin

量は正常に比して約％以下に減少し，基質，呼吸系阻

害剤の添加による増加あるいは減少はみられない．

　これらの事実は，電子スピン共鳴装置で観測された

ミトコンドリアの吸収曲線には，呼吸機能に直接関与

しないfree　rad　ica1がかなり含まれていることを示

すもので，state　I呼吸状態による相対spin量のバ

ラつきはこの原因によるものと推定される．

　state　I呼吸状態のミトコンドリアにPi，呼吸基

質としてsuccinateを添加すると，呼吸は促進し

state　IV呼吸に移行する．　この酸素消費の増加に平

行してfree　radica1は約1．6倍，△Hms1も13．O

gaussと増加するが，　g値は2．0056で程んど変化し

ない．　このことは，free　radicalが呼吸系の電子伝

達反応に関与していることを示すものである，　この

free　radica1が電子伝達系のいずれの酸化，還元過

程に関与しているかについては多くの問題を含んでい

る．Hollocherら2。）はコハク酸脱水素酵素（SDH）

によるコハク酸の脱水素反応はfree　radicalを伴う

ことをみとめ，Ehrenberg　2Dはフラビン酵素の還元

過程で生ずるセミキノンのfree　radicalを確認して

いる．また，単離されたチトクロームCの酸化型や還

元型でのfree　radicalは確認されていない9）．この

ように単離された酵素系の実験をそのままミトコンド

リアの複合酵素系反応に適用できないが，呼吸系に由

来するfree　radica1が，　SDHの脱水素の過程やフ

ラビン酵素の反応過程で生ずるセミキノンに由来する

ことは吸収波形のg値，△Hms1値からほぼ確実であ

るとしても，電子伝達系の後半に存在するチトクロー

ム系の酸化還元過程に関しては，なお検討を要する．

　ADPを添加したstate皿：呼吸状態では，時間と共

にfree　radicalは急激に減少する．反応時間は液体

窒素温度による凍結までの時間によって多少のずれは

あるが，ADP添加後1分以内の反応ではg＝2．0058，

△Hmsl＝12．O　gauss，相対spin量はstate　IV呼吸

に比して10％程度の減少である．反応時間2分では，

g値，△Hmslに変化はなく相対spin量は30％の減

少を，反応時間3分では，g値は2．0048，△Hms1は

20gaussで，相対spin量は更に減少して約50％と
なる．

　ミトコンドリアの機能測定ではADP添加によっ

て，酸素消費は時間に対してほぼ直線的に増加する

が，これとほぼ平行してfree　radicalが減少する．

このことは電子伝達系に共役しての燐酸化過程にra－

dica1反応が関与していることを示すものである．し

かし，時間と共にfree　radicalが減少する現象は，

これまでに提示された共役因子（X，Y）による燐酸
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化機構3）一6）やWang　8）のradicalを含む共役因子

のスキームでは説明困難である．基本的にはエネルギ

ーの一時的な蓄積を考慮したMiche17）の高エネルギ

ー状態におけるATP合成の機構や膜をエネルギー

蓄積の場と考える小田島9）らの結果に関連して追求さ

れるべきものであらう．

　次に各種の呼吸系阻害剤について検討する．

　電子伝達系阻害剤であるアンチマイシンAをstate

工呼吸状態のミトコンドリアに作用させると，free

radica1は約％に低下する．　state］V呼吸では△H：ms1

が増加し，free　radicalの相対spin：量もほぼ｝6に

低下するが，state皿呼吸ではむしろ増加する．傾向
L

を示す．

　Na2Sをstate　I呼吸，　state　W呼吸に対して作用

させても，g値，△Hmsl，相対spin量は程んど変化

しない．

　アンチマイシンAは電子伝達系のチトクロームbと

チトクロームC1間の阻害であり，チトクロームbよ

り基質側の電子伝達系は還元状態となり，酸素の存在

下ではチトクロームより酸素側の成分が酸化型となっ

て電子伝達は停止する22）．Na2Sはチトクロームオキ

シダー・ゼを阻害し，ミトコンドリアが好気的条件にお

かれても電子伝達系の全成分は還元状態で電子の流れ

は停止する．

　この点を考慮して，ミトコンドリアのfree　radica1

は電子伝達系の還元状態に関係するが，一方，電子伝

達系を阻害し，電子の伝達を停止させても相対spin

量には変化がない．従って，ミトコンドリアのfree

radica1はミトコンドリアにおける反応のprocess

で億なくstateに関係があと考えられる．アンチマイ

シンAはstate　I呼吸に作用して，相対スピン量を

減少させるが，これまでのチトクロームbとチトクロ

ーム。間の阻害のみでは説明が困難でなお検討を要す

る．

　脱共役剤であるDNPの作用機序はなお明らかでは

ないが，燐酸引導の中間体を水解して，ATPの生成

を阻害すると考えられ，膜の脂質溶解性24），蛋白結合

23）などが論じられている．DNPはstate　I，　state

IV呼吸に対して，ほぼ同様に作用し，吸収波形の中心

は低磁場（9－2．0061）に移動し，△Hmslの増加，

spin量の低下がみられる．アンチマイシンAでは，

state　IV呼吸に作用し電子伝達を阻害し，　DNPは脱

共役によって呼吸を促進するが，結果的には同じよう

に相対spin量の低下を示す．また，エネルギー転移

阻害剤であるTBTC　25）は，　site　I，■，皿に共通

に作用してATPを阻害するが，　state　IV呼吸に同

村

用させてもfree　radicalには異常はなく，　ADP添

加によるstate皿：呼吸に作用させると，呼吸はstate

IVに移行し，呼吸の時間的経過に対するfree　radical

の減少を阻止する．

　以上の結果を統一的に理解することは困難である．

ミトコンドリアのfree　radica1は単に電子伝達系や

酸化晶系の反応過程のみに関係するとは考えられず，

電子伝達系で誘起されたfree　radica1が何らかの形

で蓄積されて，燐酸化系によってADPからATP
を合成するのに重平な役割を演じているものであら
う．

結 ム
田

一一

ｬ

　正常ラット肝より分離したミトコンドリアについ

て，電子スピン共鳴吸収の測定を行い，ミトコンドリ

アの呼吸状態（state　I～IV）におけるfree　radical

の動態，および各種の呼吸系阻害剤による呼吸阻害と

それによるfree　radica1の変化を中心に，電子伝達

系，酸化的燐酸化系におけるfree　radicalの役割を

検討した．

　1．正常ラット肝ミトコンドリアでは，磁場3270

gaussを中心に，特有な．吸収波形が観測され，　g値は

2．0055，△Hms1は10．O　gaussであった．ミトコン

ドリアのmg．　protein量に対するspin量を概算す

るとほぼ6．o±o．2×1013　spinであった．

　2．この吸収波形は中心磁場，△Hms1からfree

radica1であることが解った．

　3．ミトコンドリアに呼吸基質を添加したstate　IV

W呼吸ではfree　radica1の相対spin量は増加した

が，g値，△Hmslには著しい変化はなかった．

　4．ミトコンドリアのstate皿呼吸では，　ADP添

加後の時閥に比例して相対spin量が低下し，全反応

過程でspin量は渥以下に減少した．

　5．電子伝達系阻害剤であるアンチマイシンAを作

用させると．ミトコンドリアのstate　I，state　IV呼

吸でfree　radicalは著明に減少した．

　6．脱共役剤DNPをミトコンドリアの種々の呼吸

状態で作用させると，呼吸状態に無関係にfree　radi・

calは減少した．

　7．エネルギー転移阻害剤TBTCではfree　ra・

dica1の減少はみられないが，　ADP添加によるstate

皿呼吸の経時的な相対spin量の低下を阻害した．
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                                   Abstruct

   The electron spin resonance of the intact rat laver mitochondria was studied
 mainly as to the respiratory function.

   1) In the intact rat liver mitochondria, the E.S.R. signal was observed with
 magnetic field =3270 gauss as the center.

   The g-value was 2.0055 and AHmsl was 10 gauss.
   It was proved from the analysis of g-value and AHmsl that this signal was a
 free radical.

   2) The relative spin value of free radical was markedly increased in the state 4
 by adding respiratory substrates.

   3) In the state 3 by adding ADP, free radical was decreased with time and at
 the end of the whole reaction, the spin volume was less than one half of the state 4.

   4) The electron transfer inhibitor and the uncoupler of the respiratory function
 lad to a remarkable decrease of the free radical and the energy transfer inhibitor
 prevented the decrease of spin volume in the state 3.


