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論 交 内 容 要 鷺

生体 内に広 く分布 してい るuわiqui祖o撹 θ(以 下Uα と略)の 生理活性については,・雲猛tりc-

hOudria(以 下M七 と略)に 治ける電子 伝達系の因子 として関与 している ことが推灘され るに

至ったが,Hθ 皿皿i祖gら(略958年)論 よびSeshadriら(1961年)に:よ りhk以 外 の

細胞画 分にも存在することが明らかにな り,uqの 生体 内での役 割が注 目さμ た。 これ に関連 して

eXOgenouSU窺 の 吸収,分 布,排 泄iおよび代謝 に関す る研究が相次いで行われた。 最近では

病的状態でのuqの 役割が論 じられ,さ ちに各種疾患にexOgenOUBuqを 投 与 した場合の効果

も問題視されてきてい るo ..

0

:1:ゆ1詠 鄭
U

Ubiq:uinOnθ 一豆(取 現5,69フ78,9,1〔})

ま たr方 ・U幾 核 の 生 合 成 に つ い て は い ま だ 確 定 さ れ て お らず ・:pheny■alanine(恥 『

と 略)よ ㌻直 接 的 にUQへ 取 り込 ま れ る こ と』が あ る と 考 え る の はoユso識({960),Diaユ 毎一

皿皿eh(1959),0エso塾 ら(1961)で あ る 。Ql60nら(19
.63)は14G。 ρheに

比 し,U-14G一 七yrOsineの 方 炉uq-9べ の と り 込 み が 多 い の はbenzoa七eがUQ生 合 成Q

主 経 路 に な い とい うこ と を示 唆 す る も の だ と 報 告 した 。 更 にOlson(重966)は ラ ツ トを 用 い

て 実 験 を 続 け'プ

ρhθnyユ 群即 　 吻 「Os士nσ → 殉d「.X¥臨.a苫e→ub'QU'　 θ

わG口zoa七e

よ うな$c≧1emeを 提 唱 した。 これに対 し,Wi8s(196歪)は 網G一 皿e▽a■oロa七eと の比

較実験で,ラ ツ トに 独eを 投与 したが殆ん どU免 への と り込みがみ られなかつた と報告 している。

また,A乞otobactoτ ▽iaela撮ii及 び.ラツ ト腎を用いた 良u伽eyand.Par3◎ ロ』

(1ウ65,{964,噌,965,4966)の 一 連の報告は,】 謳一phgや レty'roei箆e(以

茸 ア・朧)よ りは ・嫌 す る酷 物のダ ・…b… 畔 鵡 ・h・d帥 殖 接鍼

さ れ る こ と を 主 張 して い る。 ゼ 、 』 ・
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以上の ようにuqに 関す る研究は多 くの人達 によつて行われて来 たが,そ の生体 内におげ る役割

かよび生合成に関 しては依 然と して不 明の点が残されている。また培養細胞 を用いたU窺 の研 究は

ほとん ど行われていない。uq研 究の この ような現状をふ まえ,本 研究は細胞培養 とい う比較的実

験条件を規定 し易い環境に澄け る細胞 レベルでの実験 を主体 とし,特 にeXOgenOusUQの は

たらきを解明せん として行なわれた ものである。

1.ExσgenO可8∵ubiqu・i・nOneの 生物活性

外因性uqが 細胞 レ'ベルに訟いて何 らかの生物活性を示すか ど うかについズ先ず検討 した。正

常培地 にuqを 加えて もσQ無 添加の もの との差がなかつたので,prac財8℃rと 考え られて

い るPhθ,tyrを 欠い た培地での実験を試みた。その結果,両 ア ミノ酸を欠いた場合はほ とん

ど増殖 しないが,uq-9投 与 に よつて増殖能の回復がみ られた。 この増 殖の回復効果は,培 地に

含まれ る他のア ミノ酸,た とえばgユu七a孤ineや&rginineに 澄いてはみ られず,ま た

L-Pheと 乃一Ψyrの 一 方のみを欠広 た場合で も増殖はか なり抑え られ,こ れ にU曳 一9を 添加

す るとやは り増殖力は ある程度まで回復 した。

一方:Phe,Tアrを 欠いた場合
,呼 吸活性はか な り低 く,こ れ にUQ-9『 を添加すると添加後

40時 間前 後で効果が顕著 に表われ,そ れ より短 時間のincubati臼nで はほ とん ど効果がな

かつた。

これ らのことか ら増殖能 の低下及び回復 には少 くとも呼吸活性が関連 して澄 り,外 因性uqは 』

生体 内で不足 したU鳥 を何 らの方 法で補 い得 るもの と考え られる。

2.FM5A細 胞 に診け るUわiquinoロeの 確認とex。genonusUbiquinoneの と り込

み

次にFM5A細 胞 は内因性uqを 含 ん で い るか ど うか,・ ま た外 因性UQは 細胞内へ とり込

まれ るか ど うか を問題 にした。 もしuqを 含まず,し か もとり込みも行なわれない とすれば,外

因性U免 の上記効果 は全 く別の観点か ら考え る必要が ある。少 くとも呼吸活性の大小が関与 して

いるとは考え にくいか らで ある。

細胞か らのU禽 の抽出澄 よび標 準品とのRf値 の比較に より,UDiquinOne陶9を 含んでいる

ることが判明 した。またace七 〇ne処 理 で脂質やU免 を除いたM事 にuqを 加え ると,呼 吸活性の ・

回復がみ られ,こ の細胞のMtに もuqを 含 んでいることを示 した。

次に外因性uqの とり込み を調べた。 まず,オ ー トラジオグラフイ ーで調べ,∬Qは 細胞全般

にほ 冥一 様に分布することを知った。 これだけの実験では細胞顯粒へ の とり込みがはっ きりしな

いので,さ らに5H-uaの 各 画分への とり込み を調べた。その結果 殖 一uq添 加後8hマ 位 で

Mt画 分ぺ の集積が現われ始め,25hr後 で は他の画 分に比較 しM七 へ の集積が 明瞭と竣った。
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前述 したよ'うに浮暇括性の回復が明瞭に:現われ るまでは40時 間前後を要 した ことと合 せ考え る

と遂b外 か ら添加された σ硯は繕砲月葵を通潭 し斑tま でと り込蜜れてそこで効果 を表わす ととが

推察出来 る。 しか しUqは 膜b6tabiユityPを 増 すとい う報告 もみ られ,そ の結果二次的に効

果が現われ ることも考え られる。 しか しいずれ にして も,と り込みと作用との間 に密接 な閨係が

ある ことは確か である。

5細 胞 レベルに於け るUわ 短u加O箆eの 生合 成

こ糠 で'h・ と・¥・ はU鯵 ・・…r・ 。・で あり ・これが欠乏する とU㈲ 生合成が行わ
、

れず,従 つ てびqの 欠乏 をまね ぐと仮定 して来た。果 してそ うであろ うか。 前述 した様 に,U鳥 「

核の生合成につ 仏てはい委だ定説がな くg特 にt7rGsinθ か らの合成が行われるか ど うか興

味 ある点で ある。そ こで精製 したtyros加9-U-14Cを 用いてUQへ の とり込みを調べた。

その結果 はtアros鎚eのuqへ の とり込みは明瞭で,0ユ60nら の 説を支持す る結果が得.

られ た。:Pheか らの・とり込は調べていないが,こ の細胞ではTアrか ら碗 核が合成され ること

は先ず闘違いな喚 と思われる。従つてPheや 聖yrが 欠 けた培地で はuqの 合成 もか な り抑制さ

れると考え るのは妥 当で あろ う。

4.F証5A細 胞のenθrgy生 簸 系

最後に実 験材料 として選んだこの細胞のen町gy生 産 系には何か特性が あるか ど うか を調べ

た。 もし何か変つた特性があれば,上 の結果 は広 く細胞全般 に適用す るこ とけ無理が あると考え

ざるを得 ないか らである。

元来 この細胞はCろHmouseの 乳癌 起源で あるか ら癌細胞の特性の 雪つ と云われるGraわ 一'

.
・rθ繊 の撫 について調べた・その結果・・a・…e蘇 は明ら蓼 見られ ・・曙 越

立牡 癌とし⑩ 犠 を聯 していると言鍋 ・勲 一方 ・醸 駆 法喧 る騎 の蘇 は ・

Succ短ateま た はNADを 介す る基質の両方 を呼吸基質 として利用 し,呼 吸因子の中少 くと

もuq・.,Gγ 鉛chrO珀 θ系 を経て02に 至 る呼吸鎖が あり,さ らにこの呼吸鎖に1】ン酸化反応が

共役 してい ることが推測され る。従つて噌耀 の哺乳類 瓢tと 特 に異つた点はみ られなかつた。

総 括.

、培養細胞FM5Aを 用 いexogenOu6σ わi"ui捻ono(uqと 略)の 生理活 性,uq核 と)生

合成並びに細胞のOnergy生 産 系について検討 し次の よ うな結果を得た。

亀 猛・。・・・… 晦 の生理瀧D・P… ア・・・・・…(Ph・ と略 》 よび.・y畑i・ ・

(Tγrと 略)欠 除培地に澄いて低下 した増殖能力はuqの 添加によ 玖ある穆度 まで回復され る。

lDPh◎ ・Tyr欠 除培 地に論いて低下 した呼吸活性はU免 一9添 加 後45時 間 前後で明瞭に回復 ・

一18一



される。

aF駈5A細 胞に診けるuqの 確認と砿Og臼 捻04ε ワqの と身摯みDEM3A細 胞には

u郎9が 含まれるDacet。 畑 麺琿M七 の呼吸活性はu幡 加によ姻 復される。

　1加 ・・h・U・U・は初め・:U…na伽 ・移 く・晦 前歓 晦 ㌻・・h・瞬 キ・(・ 比

略)べ の縮 が目立ち始め、を晦 で陣 ・酌 が他の醗 ・り縫 の降 ・靴 多摯む・

乙 細胞レペルに凝け るuq核 の生合成

轍 さ娠 レ 蟹 ・・i・θ一ポ4Gの ・飴 のとり込み醐 らか瞬 らち ・磁・即 ・鞠

の百魚核生合成への関与を示唆した。

疏 ・・5・ 欄 の・…gy生 蘇D・ 頚5A細 胞は・・・・…e効 果騨 勿'に 示 し諦
.

細胞の特性を保持レてい友。 の 嘩乳類搬 にみら乳 る電子稼達系因子を有レ ゴζれに共彼し

た酸化的球ン酸化機構の存在も暗示された。

…9・nd・ ・ 即 生理灘 並びにとり込みにっいて若干の知見を縁 ζと賜 因樋 ρ

生理的意卸)み ならず 同内因性uqの 生体内での意義 も同時に示唆すうも(孕であり意義深熔 と考え

られる・蜘 … 即 ・がuqゆ ・・・・… 。吐 的 得ること糊 ら郷 随 ζと.は1絃

だ確定されていないuqの 生合成過程の解明に役立つ ものξ思われる。
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は,嬉 養細胞に対 する外部か らの呼吸因子u.bi⑳ino覧eの,主 として叡 込み澄 よび生合

成に 関する もので あるポ'・ 、

材料 として もちいたFM3A細 胞はマ ウスの 乳ガン起源の もので,管 内に澄い て細胞培養が可能で

あり,継 代培養 により,ガ ン性は な澄保持 して海 り特殊 な もマ)と考え られる。 また.ub⑩uinong

(UQ、)に 関 レ(は 微生物 や哺乳勃物の各岨職に変 ける取込 みや生合成は,Rudneyら6963/66)

の研 究があるカ㍉ 培養綿胞に澄け る研究は本 論文 が始 めてである。

その結果 として まず第1に.外 西性のuqが 漏焔されるか否かを検討 したが,前 駆物質 と:考えられ

るL-Phθ やL-Tyrを 欠除 した培地 を もちいた培養に凝いてU免 一9の 添加は,増 殖 齢よぴ呼 吸活

生物 回復 を示すが,効 果はかな りお くれて発現 し大体4G時 醐前 後である。 この点か ら外囲性Uα も

よく取込まれ利用 されることを証 明 した。'

第2に 同 じことを5H一 でラベ ル したU娩 一9を もちい,オートラジオグ ラフイーで も細胞穎粒への取込

みが証 明できたが,8hr,位 で ミ トコン ド婆アへの集 中がみ られ.25hr.位 では他 の画分への移

行 も:浄こなわ れた。

第5に この培養細胞に語ける生合成の三愚程 を適 求,し,14cラ ベルのL-Tアrを もちい てなQの生含

戌をしらべたところ,明 らかにL-Tアrが 前駆吻質 となる ことを証明した。 この結果か らL-Tアrか

uqの ペ ソゼン核 をヲ吻1す ることは間違いない もの と思 われる。

第4にFM5A細 胞のCrabtree効 果をしらべ,そ の存在が明 らか となり,ガ ン細胞と しての特

性を保持 してい ることを認め,ま た酸素竃庵法 による解析の結果は8UCc地a七 θまたはNADを 有

する基 質の両方 とも呼吸に利用し,臓 やCアtOChrOIne系 を経 て02に 至 る呼吸チエインを有 し,

さ らにこれ とリン酸化 反応が共役 していることを推測 した。

以上の如 くθXOgeロo競su禽 の培養細胞に亥握ると参込みと生理活性,並 びに細胞内での生合成につ

いて種々の新 しい知 見を得て澄 り,こ れは培養細胞の 生理面に輸いて もまたU免 の生化学に語いても

大いに意義ある もの と考え,学 位論文 として充分価値 ある もの と認 める。
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