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緒 言

ミトコンドリア (Mtと略す)の機能 の中で

最も代表的なものは,呼吸及びエネルギー代謝

に関するものであり,この点に関して Mtはす

べての生物に普遍的な生命活動を営んでいると

言える｡ しかしながら,その個々の様式につい

て比較 してみると,決 して単一のものではなく,

背景となる生物種,生育環境等 で種々の 変異

がみられ,Mtもまた他の細胞内小器官と同様

に系統発生的に分化 して来たことが示されてい

る｡

Mtの呼吸系 (電子伝達系)には 図 1に示さ

れるように多くの系路が存在する11'｡この中で

最も分化 していると考えられているのは,呼吸

基質やNAD(P)から与えられた電子がチ トク

ロム系を通 り,チ トクロムオキシダーゼによっ

て02に伝達される系である｡ この系によって

晴乳動物の心筋 Mtをはじめ,多くの好気的細
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胞は最も能率良 くエネルギーを獲得 している｡

さて,このような好気的生物を地球上に出現

させる原因になったのは02の発生であるが,そ

の結果必然的に発生 したであろうH202を代謝

する機能も当然出現 したと考えられる｡その一

つとして Mt内ではチ トクロムペルオキシダー

ゼがあげられる｡この酵素は分子量約35,000で

プロ ト- ミンを有する-ム蛋白質の一種で18),

H202存在下に還元型チ トクロムCを特異的に

酸化する働きがあるが,生理的意義はいっさい

不明である｡ 現在までに,Mt内での存在が確

認されているのは,酵母 Saccharomycescere-

visiael,12',S.carsbergensisのチ トクロムCペ
ルオキシダーゼ17'のみで,動物界での存在及び

分布は全 く知 られていない｡

本研究の目的は,チ トクロムペルオキシダー

ゼの動物界での分布,生理的役割及び系統発生

的な変異性を調べることで,Mtの分化につい
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図1 電 子 伝 達 系 の 分 化11)
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て,一つの指標を与えようとするものであり,

また高等動物の Mt,特に心筋 Mtの機能をよ

り良 く理解するための一助にしようとするもの

である｡

以上のような考えから,分類学上最下等の原

生動物について検索を開始 したO検索の･一つの

目安として,予備実験で呼吸活性を測定 し,好

気的生活者であるにもかかわらず,チ トクロム

オキシダーゼ活性の低い種類について目標を し

ぼることにした｡その結果,偶然,繊毛虫の-一

種で好気的なテ トラヒメナが上記の条件に一致

する性質を有することが判明したので,細胞化

学的検索を行なったところ, Mtにペルオキシ

ダーゼ活性が局在することが見出された｡本研

究では,電顕細胞化学的及び生化学的方法によ

り,テ トラヒメナのMtペルオキシダーゼ活性

について解析を試み,同酵素がチ トクロムペル

オキシダーゼである可能性について考察を加え

る｡

美食材料 ･実験方法

1. 細 胞 培 養

テ トラヒメナ (Tetrahymenapyriformis,W

樵)を2% のプロテオーズペプ トン, 1%酢酸

ナ トリウム及び 1%グルコースを含む液体完全

培地 (pH7･2)で静置培養 (28oC)し,培養6日

冒 (静止期)の細胞を竃昼網田胞化学的検索に供

した｡生化学的実験には,毎分 100サイクルで

水平振至培養 した3日目 (後対数期)の細胞を

用いた｡

2. 電顕細胞化学6)

Aversのチ トクロムペルオキシダーゼ活性検

出のための反応液1)を,テ トラヒメナ用に少 し

改変 した液に生細胞を入れ,室温で3分間反応

させ,す早 く洗った後,3%グルタルアルデヒ

ドと1%オスミック酸で固定 した｡固定試料は

アルコール脱水後,エポン812に包埋 した｡超

薄切片の作製及び観察には,LKBウル トラ ト

ーム及び日本電子製 JEM-7A 電子顕微鏡を使

用 した｡

酵素反応液の組成は,24mg% p-アミノジフ

ェニルア ミン, 30mg%p-メ トキシーp′-アミノ

ジフェニルアミン,0･008% H202,0･35M マン

ニット,0･05% (W/v)牛血清アルブミン,0･1mM

EDTA 及び 10mM トリスー塩酸緩衝液 (pH

7.5)から成る｡

3. 生化学的分析

小林の方法8'で Mt画分を得, 分光学的に酵

素活性を測定 した｡

a. Mt画分の調製8)

細胞を氷冷 したマンニット液 (0.35M マンニ

ット,0･05% (W/v)牛血清アルブミン,0･1mM

EDTA 及び 5mM の トリス緩衝液,pH7･2を

含む)に浮遊させ, テフロン回転棒つきのガラ

スホモジナイザーで静かに摩砕 し,6,000gで5

分間遠沈 して,沈殿物を Mt画分とした｡純度

の検定は主に電顕的観察によったが,目立った

他の細胞内小器官 の混入は見 られず, ほぼ 均

一にMtのみから成立っていた｡ しか しながら

Mtの約30%のものに,膨潤及び外膜の破損が

みられた｡

b.酵素活性測定

i) p-フェニレンジア ミンの酸化 :

分離 Mtの酵素活性は,1cm の光路程を持つ

ガラスセル中で,自記分光光度計を用いて測定

した｡即ち,480nm の吸光度の変化から,ペル

オキシダーゼ活性によって,基質 (H202)と電

子供与体 (p-フ ェニレンジアミン)から酸化色

素が30oCにおいて生成される速度を得た｡ 反

応液は,50･OmM p-フェニレンジアミン, 149

〝M H202,0･35M マンニット,0･1mM EDTA

及び0･05% (W/v)牛血清アルブミンから成って

おり,反応液のpH は5mM リン酸緩衝液 (pH

6-8)か 10mM サク酸緩衝液 (pH5)で調製 し

た｡

反応液 から H202除 くことによって,p-フ

ェニレンジア ミンを基質とするオキシダーゼ活

性を測定 した｡

ii) 還元型チ トクロムCの再酸化16) :

H202存在下にMtによるウマ心筋及び縁濃

菌の還元型チ トクロムCに対する再酸化能をそ

れぞれ 550nm 及び551nm の吸光度の変化によ



- 56- 平 井

り測定 した｡反応液は,0.25mM の還元型チ ト

クロムC,15〃･M H202及び6mM リン酸衝液

を含んでいる｡還元型チ トクロムCは酸化型標

品を少量の亜ニチオン酸ナ トリウムで還元 し,

蒸留水及び リン酸緩衝液に対 し透析 して得た｡

平均還元度は98%であった｡

iii) ピロガロールの酸化 :

Chanceらの常法3'に従 って,室温で 1mgの

Mtが H202存在下 5分間に生成す るプルプロ

ガ リン量を測定 し,PZ値(プルプロガ リンNo.)

を算定 した｡

実 験 結 果

1. 電顕的処見6'

写真2,3,4に示 したように,Aversのチ トク

ロムペルオキシダーゼ 反応液 に浸 した 細胞で

は,その Mt内の電子密度が,反応 させなかっ

た細胞(写真 1)と比較 して高 くなっていること

か ら, Mtにベルオキシダー活性が存在するこ

とが示唆された｡反応液からH202を除 くと,

Mtの酸化活性は明瞭に弱 くなったが, なお存

在 していた｡ しか し, この場合は,10mM の

NaN3あるいは lmM の KCN で完全に反応

は陰性になったので,恐 らくチ トクロムオキシ

ダーゼによる活性と思われる.一方,H202存

在下のペルオキシダーゼ活性は,写真 5に示さ

れるように,10mM の NaN3で陰性にならず,

従って両者の反応は各々別の酵素反応によるも

のであった｡ペルオキシダーゼ活性の場合,戻

応時間を 1分間にしても常に Mt内に沈殿物が

京大胸部研紀要 第6巻 第1号

見 られることから,同酵素活性が Mt内にある

のほほほ確実であろう｡

グルタルアルデヒドやアセ トンで前固定 した

細胞 では, ペルオキシダーゼ 活性 が消失 し,

70oCの熱処理にも感受性を示 した｡10mM の

31ア ミノ-1,2,4-トリアゾ-ルでは 阻害 されな

かった｡

Mt内でのペルオキシダーゼ 活性の微細な局

在性に関 しては,写真3,4,5から小管状クリス

テと関係があるらしいが,反応酸化物の電子密

度が低 く,また拡散 し易い性質のため,深 く考

察す ることは出来なかった｡反応時間を3分間

より長 くす ると, Mt内の沈澱物が小浦状に凝

集 したり(写真 5),Mt外-拡散 したり,脂肪

滴-の吸着等が見 られ,方法的にも十分信頼で

きなかった｡従って分離 Mtによる生化学的実

験の必要が生 じ次の実験を行なった｡

2. 分離 Mtの酵素活性

a.p-フェニレンジア ミンの酸化

表 Ⅰに各 pH におけるMtの酵素活性及 びア

ジ ドによる阻害を示 した｡この表か ら,テ トラ

ヒメナの Mtにオキシダーゼ活性と区別される

ペルオキシダーゼ活性が存在することは明 らか

であり,その至適pH は7付近にあった｡アル

カリ側ではアジドによる阻害はなく,酸性にな

るに従ってペルオキシダーゼ活性は強 く阻害さ

れた｡これはアジ ドイオン(N3つ による阻害で

なく, アジ化水素 (HN3)によるものであるこ

とを示 している｡表 ⅠⅠに2,3の阻害剤による

酵素活性-の影響を示 したが,ベ ルオキシダー

写 真 説 明

写真2を除いた他は酢酸ウラニウムとクエン酸鉛による電子染色を施してある｡
写真1 テトラヒメナの細胞表面近くの電顕写真
小管状構造のクリステを有するミトコンドリア(mt)と mucocyst(mc)がみられる｡

倍率 ×29,200
写真2,3,4 pH7.5のチトクロムペルオキシダーゼ活性検出液中で3分間反応させた細胞

酵素反応によってミトコンドリアの電子密度が高くなっている｡写真3,4で円形のクリ

ステの断面に,反応産物の沈澱が見られる｡
倍率 写真2 ×8,000,写真3 ×75,000,写真4 ×56,000

写真5 10mMのアジドを含むpH7.5のチトクロムペルオキシダーゼ活性検出液中で3分間反応さ

せた細胞
ミトコンドリア(mt)のペルオキシダーゼ活性はアジドで阻害されなかった｡写真の下方の

2つのミトコンドリアでは反応産物が小滴状に凝集している(矢印)｡ 倍率 ×47,200



昭和47･12 テ トラヒメナのチ トクロムペルオキシダーゼ清作についての研究 -



- 58- 平 井 京大胸部研紀要 弟6巷 第1号

表Ⅰ. 各 pH におけるMtの酵素活性およびアジドによる阻害

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
L

比 活 性 阻 害

NaN3 のない場合

5･O 15･9± 9･21

6･O 41･7±11･25

7.0 147.0±16.92

7.2 141.9±12.07

7.5 115.3±11.29

7.8 101.6± 9.63

8.0 22.9± 5.87

NaN3 のある場合 %

0.0

1.7± 6.92

73.5±19.70

92.6± 9.30

92.3± 7.23

100.6± 9.84

22.5± 5.62

オ キ シ ダ ー ゼ

比 活 性

･a云 3 のある場合 lNaN3 のある場合

も

100.0

95.9 0.0

50.0 21.0±16.21

34.6 ■ 46.4±11.99

19.9 48.6± 7.10

1.0 36.2± 5.36

1.7 1 18.2± 3.01

0.0 100

0.0 100

0･1 99･8

日･1 1川)

0.0 100

基質:50.OmM p-フェニレンジアミン 149J⊥M H202(ペルオキシダーゼの場合)

測定湯度 :30oC
比活性 :480nm における吸光度の変化/0.01/mg蛋白/分

表ⅠⅠ. Mtの酵素活性に及ぼす阻害剤の影響

ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

阻 害 剤 比 活 性

△吸光度480/mg/分0.01

オ キ シ ダ ー ゼ

比 活 性

仝堅塁昼型型 /mg/分0.01

阻 害

な し

NaN3 10.OmM

KCN 1.OmM

3-アミノー1,
2,4-トリアゾ-ル10.OmM

9

8

2

1

2
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1

1
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±

±

±

±
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3

5

2

5

4

1

9

1

1

r:

:

9

6

(uU

9

6

0

1

8

基質:50.OmM p-フェニレンジアミン 149FLM H202(ペルオキシダーゼの場合)

測定条件 :30oC,pH7.5

ゼ活性 は3-ア ミノ-1,2,4-トリアゾ-ルで 阻害

されなかったので, カタラーゼ4,5)や他の 組織

(白血球等)のペルオキシダーゼとは性質を異に

していた｡ これ らの処兄は,前述の電顕的観察

と一致 していた｡一つの問題は,他のペルオキ

シダーゼには見 られないコハク酸による色素の

酸化抑制が, ここでは見 られたことである (表

ⅠⅠⅠ)｡一つの可能性 として,酸化還元電位の低

いコハ ク酸か ら,電子伝達系を通 して電子がペ

ルオキシダーゼに流れたために,色素の酸化が

桔抗 されたと考えることが出来 る｡ コ- ク酸に

よって色素が直接還元されたのではないかとい

う疑いは, Mtを含まない反応液での実験か ら

完全に否定されている｡

b. ピロガロールの酸化

準嫌気的条件下で Mtによるピロガロールの

酸化能(H202を要求)を測定 したところ,0.977

mgの Mtが 5分間に0･2165mg のプルプロガ

リンを生成 し, PZ値は0.2215と計算 された｡

この反応は 10mM の3-ア ミノ11,2,4-トリアゾ

-ルで何 ら影響 されなか った｡

C. 還元型チトクロムCの再酸化
表 ⅠⅤ に,二種類の還元型チ トクロムCを基

質にしたときの,Mtによる再酸化活性を示す｡

縁濃菌 のチ トクロムCを 基質 に した 場合の方

が,ウマ心筋チ トクロムCに対す るより強いペ
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表ⅠⅠⅠ. アジドの存在下に色素を基質とした
ときの Mtのペルオキシダーゼ活性

に及ぼすコ-ク酸の影響

比 活 性

△吸諾些9/mg/分≡%

対 照 92.3±7.38
コ-ク酸 25mM 65.2±7.ll
コ-ク酸 50mM 32.5±2.84

コ-ク酸 125mM 23.8±2.10

コ-ク酸 125mM
+アンチマイシンA0.2mM 28.2±4.59

100.0

70.0

35.2

25.8

30.6

基質:50.0-M p-フェニレンジアミン
149FLM H･202
10mM NaN3

測定条件 :30oCノ pH7.5

表ⅠⅤ.Mtのペルオキシダーゼによる還元
型チトクロムCの再酸化

基 質
比 活 性

nmolesチトク
ロムC/mg/分

チトクロムC･Fe2+(550,ウマ心筋)l 12･6

チトクロムC･Fe2+(551,緑濃菌) 22.95

+NaN3(10mM) 14.ll
1

測定条件 :28oC,pH7.2,15I▲M H202

ルオキシダーゼ 活性が検出された｡ pH7･2で

10mM のアジ ドによる反応阻害は38.4%と計

算され,p-フェニレンジアミンを基質にしたと

きの同 pH における阻害34.6%(表 Ⅰ)と近似 し

ている｡オキシダーゼ活性については,ウマ心

筋還元型チ トクロムCについて測定 したが,0.2

mM の ADPを加えてもほとんど見 られなか

った｡

考 察

電顕的な酵素活性測定と,高純度に分離され

たMt画分を用いての生化学的な酵素活性測定

の両方によって,テ トラヒメナのMtに動物で

は初めて特殊なペルオキシダーゼ活性の存在が

立証 された｡ この酵素は,縁濃菌のチ トクロム

C及び,それよりは活性が劣るが,ウマ心筋の

チ トクロムCに対 し反応性を有することか ら,

チ トクロムペルオキシダーゼの一種と考えられ

る｡ この酵素活性が他の酵素や,金属による非

特異的な触媒作用によるものでないことは,熱

処理や同定剤に対する感受性,阻害剤に対する

反応性等 か ら明らかである｡ 3-ア ミノ-1,2,4-

トリアゾ-ルに耐性であるので,テ トラヒメナ

のベルオキシゾ-ムに局在するカタラーゼ2'の

関与 も否定された｡Mtによるp-フェニレンジ

ア ミンの過酸化的酸化が,コ-ク酸によって抑

制されることは, ペルオキシダーゼ活性がMt

の電子伝達系と関連 していることを暗示 してい

るのであろう｡ また,Mtのピロガロール酸化

鰭 (PZ値0.2215)は,精製された白血球ペルオ

キシダーゼの PZ値 1220に比べて低いが7) (本

実験では精製 していない点もあるが),一般にチ

トクロムペルオキシダーゼの特徴である16'｡

今までに,チ トクロムペルオキシダーゼがMt

に局在 していることが確められているのは,1,

2の酵母 についてのみであるが1,12･17), 細胞内

小器官の発達がない縁濃菌に同酵素活性が証明

され9',硫黄細菌か らは 酵素 が抽出されスペク

ト ルの分析がされている14㌦テ トラヒメナのMt

ペルオキシダーゼ活性は酸性側でのみアジ トに

よって強 く阻害されたが,縁濃蘭のチ トクロム

ベルキシダーゼの性質 (10mM のアジドで pH

5･5では95%阻害されるが,pH 7･5では不明瞭)9'

及び酵母のそれ (pH 6で完全阻害)16) と極めて

良 く類似 している｡

Mt(電子伝達系)の分化を考えるとき,チ ト

クロムペルオキシダーゼの持つ意味はまだ分ら

ない｡哨乳動物の心筋 ･肝にはチ トクロムペル

オキシダーゼはないという'7㌦ 果 して下等な生

物のみにあって 高等な 生物 には 分布 しないの

であろうか｡ しか し少なくともテ トラヒメナの

Mtペルオキシダーゼ (チ トクロムペル オキシ

ダーゼ)に関 しては,進化論的に通性嫌気性菌

である酵母や縁濃菌とそう遠 くない位置にある

のであろう｡山中は比較生化学的研究で13,15',
テ トラヒメナのチ トクロムCは細菌型(縁濃蘭)

であることか ら,両者は比較的近い類遠関係に

あるのであろうと述べている｡分類学的には,
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テ トラヒメナが動物の範暗に入ることは,繊毛

による運動性,哨乳動物の培養細胞 と非常によ

く似た栄養要求性 10'等か ら一応 うなずける｡従

って,生物の進化の過程の中で,嫌気的生命の

次に好気的生命が出現 し,そこか ら動物 と植物

とが進化 して行 ったとすれば,その分岐点近 く

の呼吸の機能を, この原生動物は Mtの中に維

持 し続けているのではないだろうか｡

要 約

1. 原生動物テ トラヒメナのペルオキシダーゼ

活性について,電顕細胞化学的及び分離 Mtに

よる生化学的研究を行なった｡

2. 電顕処兄では,ペ ルオキシダーゼ活性はMt

に局在 し,クリステの部分との関連が強かった｡

活性はpH 7.5で 10mM のアジ ドに耐性を示 し

たが, 固定操作や 60oCの熱処理に感受性であ

った｡

3. 高純度に分離 された Mtで, H202存在下

にp-フェニ レンジア ミンが酸化 された｡アジ ド

による阻害は pH 依存性を示 し,pH 7･8以上で

は阻害 されず, pH 7･5で19.9%,pH 7･0で50

%,pH 610で95.9%阻害 された｡カタラーゼの

阻害剤 3-ア ミノ-1,2,4-トリアゾ-ルでは 影響

されなかった｡また色素の酸化活性はコ-ク酸

によって括抗的に抑制 され, Mtのペルオキシ

ダーゼ活性の 電子伝達系 との 関連 が示唆され

た｡

4. 分離Mtのペ ルオキシダーゼ活性によって,

ウマ心筋還元チ トクロムC及び縁濃菌還元チ ト

クロムCが酸化 され,後者の場合,10mM のア

ジ ドによる酸化抑制はpH 7･2で 38.4%であっ

た｡ これ らのことか ら,テ トラヒメナの Mtペ

ルオキシダーゼはチ トクロムペルオキシダーゼ

の一種と思われる.

5. テ トラヒメナの Mtにはチ トクロムオキシ
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ダーゼによると思われるオキシダーゼ活性があ

ったが,アジ ドで完全阻害 され,ペルオキシダ

ーゼ活性 とは明瞭に区別 された｡
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