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緒 言

 Vita皿in E（以不V． Eと略す）の生理作用の1つは生体膜系の構成脂質に対する抗酸化作

用である1）。しかし，この外にも未知の生理作用の存在を示唆する実験が種々報告されてい

る2）～5）。たとへばV．E欠乏症の一種であるウサギの筋ジストロフィーを阻止するには，合成

抗酸化剤では効果が少なく，V． Eのみが効果がある事6），またV．E欠乏の肝ミトコンドリア

の呼吸は正常に比してコハク酸による呼吸活性の低下がみられる事7），更にまたV．E欠乏の

筋ミトコンドリアの呼吸調節能が低下している事8）などである。これらの事実はV．E欠乏症

ではミトコンドリアの機能障害がかなり重要な意味をもつ事が示唆される。

 我々は先に正常ラット肝ミトコンドリアのエネルギー転換系に対するV．Eの作用を検討し，

特異的にK＋依存のDNP－ATPase活性を阻害する事を明らかにした9）。しかもこのV． Eの

阻害作用を誘起するには，K＋によってDNP－ATPaseが活性化される事を必要とする。即
                       り
ちミトコンドリアのエネルギー転換系におけるK＋のATPase活性化作用をV． Eが特異的

に阻害している事を示すものと思われる。この様な実験事実に立脚して本研究ではミトコンド

リアのエネルギー転換系に対するV．EとK＋との関係を検討し，エネルギー転換反応にお

けるK＋の作用が重要な役割をはたしている事を示唆すると同時に，その反応に対してV．E

が作用する事を明らかにした。

方 法

A）ミトコンドリアの分離

 ドンリュウ系ラット（体重約2009）の肝よりSchneiderの変法1G）によって分画し，0．25 M

Sucrose，3mM tris・HCI（pH 7．4）中に懸濁した。

B）酸化的リン酸化反応

 酸素電極（ガルバニー電極）を用いた反応液中の溶存酸素濃度変化を経時的に測定し，RCI，

P／D比を算出した。反応温度25。Cで容量3π！である。反応液は0．25 M Sucrose，3皿M

Tris・HCI buffer（pH 7．4），2．57πM pi buffor（pH 7．4），呼吸基質としてコハク酸ソーダ
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5？πM，リン酸化基質のADPは終末濃度0．15～0．3？πMを使用した。

C）リン酸化反応の測定

 日立一堀場のpHメーターに直流白山器を接続して， ATP合成反応に伴う反応液中のH÷

の減少を測定，西村らの11）方法に従ってATP 1分子当りH＋を0．801として計算した。

D）ATP加水分解反応

 上記のpHメーターを用いてATP加水分解反応に伴う反応液中のH＋の二大より測定し
た。

E）ミトコンドリアの加令処理法

 0．25MSucvose，3皿M Fris・HCI（P且7．4）にミトコンドリアを懸濁し， O oCで24 hrs

加令させた。

F）種々K＋濃度の等張液

 0．25MSucrooeと0．15 M KC1を用いて，浸透圧を一定に保ちながら， K＋の濃度を変化

させて，緩衝液にはトリスー塩酸を用いた。終末濃度は3？πMにした。

G）Vitamin Eの調製

 99％エタノールにVifamin Eを1皿M溶かしたものを50μ1ミトコンドリアを添加後反応

液に添加した。対照には99％エタノールを用いた。

H）蛋白濃度測定

 ビューレット法12）により測定した。

結 果

1．呼吸調節能に対するV．EとK＋の関係

 無傷ミトコンドリアは基質がコハク酸の場合RCIは5～6の値を示すが，反応液にMgが

存在しないとこの値は3～4と若干低下する。この事は酸化的リン酸化反応にMg2＋が要求さ

れるという事実と一致する18）。これにエタノールを終未濃度1．6％加えミトコンドリアに傷害

を与えるとRCIは1。7と極端に低くなる。その様なミトコンドリアのRCIに対して， K＋は
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どの様に作用を及ぼす

かを検討し図1に示す

様な結果を得た。この

図から明らかな如く，

K＋の濃度が低くなる

につれてRCIの低下が

認められ，A． G6mez－

Puyouらの結果と一
致する！4）・15）。即ち高い

RCIを得るにはK＋が

要求される。この様な

ミトコンドリアにV．E

を16μM加えると，こ

のK÷の作用が著しく

増加され，しかもエタ
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ノール添加の対照に比してRCIがより高くなる。即ちV． Eによりエタノールの傷害作用が

阻止されしかもその作

用はK＋の濃度に依存

する事が明らかにされ

た。

 ミトコンドリアを24

時間加令すると，図一

2に示す如く初回のり

ADP添加で示されるに

RCIの値が対照では

K＋の作用はほとんど

みられないにもかかわ

らず，V．E添加により

K＋の作用が極めて高

く認められる。この

様な現象は2回目の

ADP添加でより著明

にみられる様になる

（図3）。即ち対照では

全くK＋の作用が認め

られず完全に脱共役し

ているのが，V．E添

加によってK＋の作用
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に著明となり，しかも

エタノールによる脱共

役作用はK＋の濃度に

依存して阻止される様

になる。

 以上の実験結果は

V．E添加によりミトコ

ンドリアの ATPase

活性が抑制されている

事を示唆する。
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2．リン酸化反応に対するV．Eの作用

 ミトコンドリアは，ADP＋Pi＋nH－ATP＋H20で示されるが如く，ATP合成反応にはH＋

濃度の減少を伴なう事より，このH＋濃度の変化を測定する事によって，直接ADPのATP

へのリン酸化量を測定する事ができる16）。この場合n値は0．801を用いた。

 図4は0．15M KC1，3mM TrsHCI（pH 7．4）液中において，新鮮ミトコンドリアにV． Eを

添加する時，ATP合成量及びリン酸化速度共に対照より高くでる事を示す。しかしこれらV．

Eの作用はKCIが反応液に存在しない0．25M Sucrose，3mM Tris・HC1（pH 7．4）中ではほ
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3．ATPase反応に対するV． Eの作用 図6
200

 我々は先にK＋依存一DNP－ATPase反応

をV．Eは特異的に阻害をかける事を報告した

が，この現象が酵素としてのATPaseそのも

のに対しても認められるかどうかを検討する意

                     ハ味で・T「iton x－1000・1％を添加しミト’ン8肇50

ドリアを一部可溶化させてのATPase活髄ε

H＋の放出の初速度より計算しその結果が図6憩

である。反応液は0．15M KC1，3mM Tris一｛l

HCI（pH 7．4）である。この図から明らかな如ε

く，ATPの濃度に無関係にTriton処理されたε

ATP。、e活性はVE｝、よ獺害される事糊ε100

らかにされた。更に先に報告したDNP＿AT著
                     コ
Paseへの作用をK＋の存在する場合としない召

場合について検討した。（図7，8）即ち本実験左

で行なったH＋の放出の測定からも明らかな如竺［ 50

く，先の報告と一致し，K＋のある場合にのみ

V．EはATPase活性を抑制する結果を得た。
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K＋が要求されるという報告は極めて多い14）・17）。     ATP Concentr◎tion（nmo【e）

しかし脱共役したミトコンドリアでも，例えばDNP－AT Pase活性がK＋で顕著な活性上昇
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  が誘起される事が報告されて

  いる18）。また近年ミトコンド

  リアATPaseと内在ATP－
  ase inhibitorとの結合に対し

  K＋は阻害的に作用する事が

  明らかにされた19）。この様に

  K＋はミトコンドリアの共役

  状態，脱共役状態で各々異な

  つた作用を示す事が明らかに

  されている。

   本研究でも図1，2，3，

  に示す如く，K＋濃度に依存

  してRCIの上昇が見られる

  が，V．Eは更にその作用を

  高める。これは恐らくMg2÷

8 のない反応液に1・6％のエタ

  ノールを添加をしたために活
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性化されたATPaseを抑制

するためと考えられる。

 24時間加令によるミトコン

ドリアでの呼吸調節能が初回

と2回目で異なるのは，ADP

添加による呼吸調節と平行し

てミトコンドリア内のATP

量が増大し，ATPase活性が

より活性化される（図6）た

め2回目のADP添加で呼吸

調節が認められなくなるもの

と考えられる。しかしState

4の呼吸が増大しない事か

ら，この点については更に検

討を加える必要がある。これ

に反し，V． E添加ではAT

Pase活性を抑制する事によ

って（図6）RCIが高められ

る。しかもこの時のK＋の要求性は極めて高い。これは図7に示す如くV．EがATPase活

性を阻害するのがK＋溶液中でのみ認められ，Sucrose中では観察されたい事からも明らかで

ある。

 この様にV。Eはミトコンドリア内在ATPase inhibitor同様，ミトコンドリアのエネル
                                         e
ギー転換系に対し重要な調節貸与として作用している事が示唆され，事実中尾らの膜ATPas

特にNa－K－ATPaseを阻害するという報告19）は他の膜エネルギー転換系との関係で注目され

る。

結 論

 ミトコンドリアのエネルギー転換系に対するK＋依存性のV．Eの作用を検討し次の結果を

得た。

1．K＋濃度に依存してRCIの上昇が見られV． Eは更にその作用を高めた。

2．加令ミトコンドリアも上記の新鮮なミトコンドリア同様K＋のRCIに対する作用が見ら

れたが，V．Eの作用は新鮮なものに比較して更に著明に観察された。

3．ADPのリン酸化反応を溶液中のH＋の減少で測定した結果，新鮮なミトコンドリアでは，

対照よりもV．E添加群の方が， ATP合成量及びリン酸化速度共に高い活性を示した。加平

ミトコンドリアでは，対照群はATPase活性増大によると思われるリン酸化反応阻害がみら

れたが，V． E添加ではみられなかった。新鮮及び加令ミトコンドリア両者共にK＋のない場

合には対照とV．E添加との間に差が認められなかった。

4．Triton X－100処理のミトコンドリアATPase活性をV． Eは阻害した。更にDNP－AT

Pase活性をK＋のある場合にのみV． Eは阻害した。

5．以上の結果よりV．Eはミトコンドリアのエネルギー転換系に対し重要な調節因子として

作用する事が示唆さた，これにK＋を必要とする事が明らかされた。
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図1．新鮮ミトコンドリアの呼吸調節能に対するK＋濃度及びV．Eの作用

   反応液 2．5mM Pibuffer（pH 7．4）51nMコハク酸ソーダ，0．3mM ADP，及び方法

       に従ってK＋濃度をかえた。2η夢蛋白／㎡存在（ミトコンドリア）

   対照は1．6％エタノール，V．Eは16μM添加してある。反応容量3π！で反応温度は

   25。Cである。

図2．24時間加令ミトコンドリアのADP添加による初回目の呼吸調節能に対するK＋濃度及

   びV．Eの作用

   反応条件は図1に同じ。但しADPは0．15mM添加。

図3．24時間加令ミトコンドリアのADP添加による2回目の呼吸調節能に対するK＋濃度及

   びV．Eの作用

   反応条件は図2に同じ。

図4．新鮮ミトコンドリアのリン酸化反応に対するV．Eの作用

   反応液 0．】5M KC1，3mM Tris－HCI buffer（pH 7．4）2．5mM Pi，5mM Na－Suc－

       cinate，450 n moles ADP／錫！，ミトコンドリア蛋白は0．25昭加！である。

   反応容量は3〃6，反応温度25。Cである。対照は1．6％エタノール及びV． Eは16μM

   添加。

図5．24時間加令ミトコンドリアのリン酸化反応に対するV．Eの作用

   反応条件は図4と同じ，但し添加ADP量は225 n moles／π！である。

図6．Triton X－100処理ミトコンドリアのATPase活性に対するV． Eの作用

   反応液，0．15M KC1，3mM Tris－HCI buffer（pH 7．4）

   反応容量は3π‘，反応温度25。Cである。

   対照は1．6％エタノール，V．Eは16μM添加。ミトコンドリア蛋白は1解伽！であっ

   た。Triton処理は3騨多蛋白／雇のミトコンドリア懸濁液1籠‘にTriton 1％を10μ1添

   卸したものを用いた。

図7．DNP－ATPase活性に対するV． Eの作用

   反応液0．25M Sucrose，3mM TriS一：HCl buffer（pH 7．4）， DNP 6×10－5M， ATP

      lmM

   ミトコンドリア蛋白は1η野π！であった。

   対照は1．6％エタノール，V．Eは16μM添加。

図8．DNP－AT Pase活性に対するV． Eの作用

   反応液0．15M KC1，3mM Tris－HCI buffer（pH 7．4）， DNP 5×10－5M， ATP l mM

   その他の条件は図7と同じ。

文 献

1）The Fat－Soluble Vitamins：ed． H． F． Deluca，」． W． Suttie：Univ． Wisconsin Press．

  P．P．369－74

2） Lucy， J． A．， D呈ngle， J． T．，：Nature 204，156，（1964）

3）Murty， H． S．， Caasi， P．1・， Brooks， S． K．， Nair， P． P。：J． Biol． chem．245，5498，（1970）

4）Brown， R．G．， Button， G． M、 Smith， T． R．：J． Nutr，9エ，99（1967）

5）01son， R． B， Carpenter， P． C．：Advan． Enzyme， Regu15，325（1967）

6）Wasserman， R． H．， Taylor， A． N，，：Ann． Rev． Biocheln．41，182（1972）

一15一



7)

8)

9)

1O)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

Carabello, Fran K.B･, Bird, John. W.C･, : Biochem. Biophys. Res. Common. 34, 92

 (1969)

Grigor'eva, V.A･, Shchukina, L.V･, :Ukr. Biokhim. Zh. 39, 366 (1967)

Hasegawa. T, Ogata, M･, Utsumi, K.:geasrp

 Utsumi, K-:Acta. Med. Okayama 17, 259 (1963)

 Nishimura, M･, !to, T･, Chance, B. : Biochim. Biophys. Acta 59, 177 (1962)

Layne, E. :Methods in Enzymol. 3. 447 (1957)

 Maclennan, D.H', Tzagoloff, A.:J. Biol. Chem. 241, 1933 (1966)

G6mez-Puyou. A･, Sandaval. F･, Tuena. M-, Senh' , A･, Chavez, E･, : Biochim. Biophyo.

 Res. Commun. 36, 316, (1969)

 G6mez-Puyou, A･, Sandaval, F･, Tuena, M･, Senh', A･, Chavez, E･, : J. Biol. chem. 245.

 5239, (1970)

 Ito, T. : eeklt{l}2J･'Y$9VA i;ftsc 13, 97, (1661)

 Harris, E,J･, Sressman, B.C･, : Biochemistry 6, 1348, (1967)

 Amons, R･, Von den Bergh, S.G･, Slater, E.C･, : Biochim. Biophyo, Acta. 162. 452,

 (1968)

Kawai. K･, Nskao, M･, Nakao, T･, Katsui, G･, : Am. J. Cclin-Nutr. 27, 987, (1974)

-16-


