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文論

内

容 要

旨

 ミトコンドリアに沿けるα一ケトグルタル酸(α一Kg)の酸化の濃グアノシン三燐酸(〔}TP)

 の生成がある事はすでに確認されている。このeTPは,①A]⊃Pと反応してATPを生成,②

 AMPと反応してADPを生成③オキザ・酢酸と反応して燐エノールピルビン酸(PEP)を生

 成④脂肪酸の活性化,等の四つの反応によ砂消費される。このうち,脂肪酸活性化反応は無機

 燐酸により強く阻害されるので,その生理的意義は不明セある。ところで,ウサギ肝ミトコンド

 リアをα一助を基質として2,4一ジニト・フェノール(DNP)存在下で反応させると,DNP

 濃度変化に対してPEP生成が多相性に促進される事が報告されている。更にラット肝やモルモ

 ット肝ミトコンドリアに沿いても同様の現象が報告されている。又いずれの報告も,PEP生

 成が基質準位燐酸化反応と特異的関係を持つ事をのべている。然るに,ハト肝ミトコンドリアに

 むいては,PEP生成と基質準位燐酸化反応との間には特異的関係が存在しない事が最近報告さ

 れた。更に,基質準位燐酸化反応由来のATPと呼吸鎖由来のATPとは交流し得ないという見

 解が提出されているが,これに対しては幾つかの有力な反論が提出されている。この様に,基質

 準位燐酸化反応をめぐる知見は必ずしも一致していない。そこで,我々はモルモット肝ミトコン

 ドリアを用い,基質準位燐酸化反応とPEP生成反応との関係をより詳細に検討し,PEP生成

 反応が代謝調節上に沿いて果す役割を解明しようとした。

 材料と'して・・ト,ウサギ,ニワトリ,ラット及びモルモットの肝臓を用い,所定の方法によリ

 ミトコンドiJアを調製して用いた一反応は原則として25℃20分間,有気条件下にむいて行っ

 た。PEPの定量は,酵素的方法によるか,無機燐酸とビルビン酸に分解する方法によった。

 Nucleo8ided.ipho8pha七eKina8e活性は5407見μの吸光度増加を測定する方法

 によったG

 先ず,モルモット肝ミトコンド1ノアを用い,α一Kgを基質としてDNP濃度とPEP集成量の
 コあ  

 関係を検討した免その結果}P}lP生成量はD}iF濃度2・5x10Li及び10蚕の時と最大と

 する多相性変化を示す事が判明した日この点は,すでπ報告されている知見とほほ一致する。又,

 この際酸素消費量もPEP生成量と平行して変化する事が判明した。そこで,.我々は先ずD}ぜP
 -5悼51`

 が10叩Z5x10藁の二場合にお・けるPEP生成促進現象を解1析する事にした。先ずμ一G
ユィ

 グルタミン酸(又は1,5-C一クエン酸)十マロン酸十リンゴ酷なる系において,IP且P
 ムP皿P

 住1成量とαrKg代謝量の比を1糞討i恥.た。その結1果,ip亘IP生成1が最大になる条件では.一.、一一-'
 △α一K.窟

 の1直がほぼ1になる事が辛1」明した。同様の事実力㍉ジクマ目一ル,ペンタクロロフエノール』
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 ATP・ブドウ糖・ヘキソキナーゼ系を用いてPEP生成を促進させた時にも見られた。即ち,

 PEP生成が極大になる条件下では,α一鞭代謝により生成されたGTPがほとんど定量的に

 PEP生成に利用される事が示された。次に,c一ジカルボン酸代謝とP猛P生成の関係を検4

 ユな

 討する為・て,4-C一フマル酸+マ・ン酷なる系において実験を行った・その結果PEP
 エゑ

 生成量とGO発生を指標として測定されたフマル酸代謝量は,α一KgとDNPを「司時に添加2

 ムPE]i〕

 する事によりいちぢるしく増加し,,イの値が1に極めて近くなる事が判明した。又
 ム00 お

 ゼ

 1,5-O一クエン酸一トマ・ン酸なる系にかいても全く同様の現象が観察された。すなわち,

 モルモット肝ミトコンドリアに寿いでは,α一恥代謝とGベジカルボン酸代謝がPEP生成反応

 を介してかなり密接に共役している事が示された。

 次に,外部から添加したA雪Pや,呼吸鎖由来のATPがP皿P生成にどの程度利用され得る

 のかという問題がある。この点を先ず,モルモット肝ミトコンドリアについて検討した。その結

 果モルモット肝ミトコンドリアにカいては,α一陣又はηンゴ酸を基礎とした場合・.PEP生成.

 に対するATPの添加効果は極めて小さく,又PEP生成量もDNP添加の場合にくらべては

 るかに小さかった。他方,ハト肝ミトコンドリアにかいては,既に報告されている知見と全く一

 致した結果が得られた。すなわち,リンゴ酸のみを基質とした時にいちぢるしいPEP生成が見

 られ,ATIP添加1てより更に増加するが,D聾P添加に1よりいちぢるしく減少する事が確認され

 た。又,ニワトリ肝ミトコンドリアにおいても,'ハトの場合と同様な現象が観察された。以上の

 事実は,、鳥類肝ミトコンドリアでは基質準位燐酸化反応由来のαTPと呼吸鎖由来のATPとが

 極めて自由に交流し縛るのに対して,モルモット肝ミトコンドリアにむいてはこの交流が極めて

 強く制約されている事を示す。この差異は,ミトコンドリアのMc■eo8iαe乱ipho8Pha七e

 Kina8e活性の差にもとづく可能性が考えられるので,我々は,音波処理ミトコンドリアの10

 万G上清を用いて,Nueleo8i昼ediphospha七eKina8e活性を検討した。その結果・

 この酵素活性はハト肝の場合が最も高く,ラット肝ではハト肝の約%,モルモット肝は約1■幡,

 ウサギ肝は約1/50である事が判明した。又,同時に,ατP嶋MP・P簸08Pha七6τransferase

 活性を測定したが,本爵素の活性ほいずれの動物でも大差がなかった。したがって,PEP生成
 に沿いて見られた・・ト肝とモル屯ツト肝ミトコンドリアの差異は,Nucユeo8i邑eαiphoshate

 Ki丑a8e活性の相違にもとづくものと結論出来よう。更に,この酵素活性がラット肝において

 かなり高い事実は,ラット肝ミトコンドリアに齢けるPEP生成量とGTP生成量との比が1:

 葉9であるという報告をよく説明できる。

 すなわち,Nucleo8idediPhOεp亘a七eKina8e活性がミトコンドリアに冷けるヌ
 クレオチドの交流を左右している事が明示された。又,モルモット肝ミトコンドリアにおいては,

 PEP生成はGTP消費によ,クエン酸園路を詞節する役凱技研基質準位燐酸化反応で生じ

 たエネルギーをミトコンドリア外にひき出す役割を無している事が推察された。
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 審査結果の要旨

 ミトコンドリフ1'こおけるα一ケトグ.ルタール酸酸化は基質準位燐酸化としてGTP生成を伴う

 ことが特徴でめる。一方基質準位燐酸化由来のATPと呼歌鎖由来のATPとは容易に交流し得

 たいという見解も提出されている。したがってGDP供給の難易がミトコンドリアの呼吸吾よび.

 クエン酸回路活動の調節にかなり大きな影響を待つ可能註がある。さらに肝ミトコンドリ'アには

 αTPを利用してオキサ・酢酸から憐エノールピルビン酸(IPEP)を生成するPEPカルボキシ

 キナーゼが存在するので,この糸の活性と基質準位燐酸化活性との共役が注目される。従来もこ

 の点に着目して行われた研究がめったが・その結果は用いられた動向種差によってまちまちであ

 り,今日までその就一的見簿は得られてい攻い。

 皆者の研究はこの問題の統一的解明を目指して行われたものでめつて,材料としてはハ㌧ウプ

 ギ,ニワトリ,ラット,モルモットを用い,広範左比較研究を行っている。その結果讐にモルモ

 ット肝ミトコンドリフでは,呼吸促進等によりαTP生産を促進させると,生じたqTPは殆ん

 どて:1の比率でPEP生成に転用させること,またミトコンドリアの外から添加したATPは

 PEP生成に殆んど利用されないことを示し允,・これに対してハトやニワトリではGTP・ATP

 の相互交流は自由であり,外部から願えたATPもPEP生成によく利用される。著者はこの矛

 盾を酔ぐためにさらにαTP・ATPの交換を触媒するnucユeoβid.edipho8phate

 kinaseおよびGTP-AMP-PhO8Phate七ransfera8e活性を比較した。その結果

 nucleo8id.ediPhO8Plユate活性がハト肝ミトコンドリフては著しく高く,モルモット

 肝ミトコンド11アでは極めて微弱であることを見出し,上記の差異は本酵素活性の差異に帰せら

 れるべきことを明らかにした。

 それらの既発により者者蜘i)nucleo8idediPhOSPha七eKinase活性か生理的丘

 ヌクレオチド交流を支配していること,吻これによってPEP生成に関する従来の矛盾が統一的

 に理解されるようになったこと,(31特にモルモット肝ではPEP生成はαTP消費を介してかな

 り頂接的にクエン酸回路活動を詞節し得ること,また!41PEP生成は基質準位燐酸化のエネルギ

 ーをミトコンドリ'ア外に引き出す被害i1を果すこと,などを推論している。

 以上により,本論文は学位投身に組するものと判定する。
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