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癌 細胞 エ ネル ギ ー 代 謝 の 研 究 はCrabtree (1929)1)

による“糖 添加 に と もな う呼 吸 活 性 の 減 少 ”即 ちCfa

btree effectに 端 を発 して い るが 永 く人 々の 目に 止 ま

らない まま放 置 され て 来 た.し か しKUnら(1951)2

によつて再 び そ の 問 題 が 取 り上 げ られ て 以 来 注 目 さ

れ る と こ ろ と な り, Warburgら(1957)3)は 癌 組

織 のみ がglucose添 加 でWQ (QL/Qo2)が 高 値 を

示 す こ と を 観 察 し た.こ の こ と は癌 細 胞 の 特 性 と

して強調 され るよ うに な つ た. Crabtree effectに 対

す る生 化 学 的解 釈 はADPの 平 衝 状 態 か ら説 明 しよ

うとす るMckeeら の 考 え 方4), ATPの 平 衝状 態 か

ら説明 しよ うとす るChanceら6)の 考 え 方,更 に ミ

トコン ドリア と解 糖 系 酵 素 の “Reconstructed system”

でCrabtree effectを 再 現 しそ れ が 解 糖 系 と ミ トコ

ン ドリアで のADPの 競 争 的 要 求 性 に あ る と す る

Ratherら6)の 考 え 方 を 綜 合 して 考 え て み れ ば,ミ

トコン ドリア が もつ 性 格 が こ のCrabtree effectに

重要な 作 用 を 及 ぼ す こ とは 云 う まで もな い.然 も最

近Sauer (1964)の は エ ー ル リ ッ ヒ 腹 水 癌 細 胞 に

hexokinaseが 多 く,分 離 し た ミ トコ ン ドリア に お

い て もCrabtree like effectがglucose添 加 で 示 さ

れ る こ とが 明 らか に され て い る.一 方, Crabtree ef

feetが 癌 細 胞 の 特 性 で あ るか 否 か は 最 近 のMorris

の “minimum deviation tumor” に お いて はCrabtree

 effectが 見 られ ず,こ れ が癌 細 胞 の 特 性 で な い とす

る考 え方 が 強 い8).し か し 発 癌 機 転 の 研 究 上 か ら考

え れ ばminimum devintion tumorのCrabtree effect

が な い こ とは 重要 な発 見 で あ ると して も, maximum

 deviation tumorに お い て はCrabtree effectは ほ と

ん ど例 外 な く示 され8)矢 張 り癌 細 胞 の生 化 学 的研 究

に とつ て 重要 で あ る こ と は云 うまで もない.こ の よ

うな見 地 に 立 て ば癌 細 胞 の ミ トコ ン ドリ ア の性 格 を

研究 す る こ とは癌 の究 明 に とつ て有 意 義 な こ とで あ

る.

最 近の癌細胞 の生化学的研究の多 くの結果を総合

すれば色 々の酵素活性の変動は極 めて著 しいが,何

れ も癌細胞の特異性 としての決定 的要因 とな り得な

いものがほ とんどで,む しろ,細 胞 自体の代謝調節

機構の撹乱 と解釈 すべき点が多 く,今 後の問題 を提

示す るもの と考 え られる,こ の考え方に立脚 して細

胞のエネルギー代謝調節を観察すれば,そ れが ミ ト

コン ドリアの性格 に依つて調節 され る可能性が大 き

い ことは云 うまで もなか ろう.

著者 は先づ その分離が困難 とされてい る腹水癌細

胞 よ りintactな ミ トコン ドリアを 分 離 す ることを

試み た.本 編ではその分離法及び得 られた ミトコン

ドリアの性状 について報告す る.

実 験 方 法

材料:エ-ル リッ ヒ腹 水 癌 細胞 は マ ウス(DDL

系)に 腹腔 内移植後, 6～9日 目の ものを10～20匹

より採取,又AH-130腹 水肝癌細胞 は雑系 ラッ トに

腹腔内移植後9～12日 目の ものを2～3匹 よ り採取

し,一 実験 当 りに使用 した.腹 水共 々分離 された癌

細胞は採取後直 ちに0～4℃ に保 ち,そ の後の癌細

胞の分離及 び ミトコン ドリアの分画操作は全 てこの

温度下 で行なつ た.腹 腔よ り採取 された腹水及び癌

細胞 は0.25 M Suc正ose又 は0.9%NaCl(い ずれ

も10m M Tria, 0.1mM EDTA. pH 7.4)液 に浮

游,遠 沈法9)を 数回繰返 し,腹 水及 び血球を除いた.

しか し,余 り赤化 してい る腹水癌細胞液 は実験に用

いなかつ た.

ラ ッ ト肝 ミ トコン ドリアの分離:ラ ッ ト肝細胞よ

りの ミ トコン ドリアの分離はUteumiら の報告10)に

よるHogeboomの 変法を用 いた.

ミ トコン ドリアの活性測定方法:種 々の方法で分
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離 された癌 細胞 ミ トコ ン ドリァ は 先 に 報 告 した装

置11)を用いて その性格 を検 当 し,分 離法 の検定 に供

した.即 ち,白 金回転酸素電極法 によ る酸 素消費,

 90゜ 光 散乱に よる ミ トコン ドリアの容積変 化,螢 光

法 によ るピ リジンヌク レオ チ ドの酸化還元,こ の三

者 を同時に測定記録 出来得 る装 置を用 いて種 々の試

薬 によ る変化度合 を求 め,ミ トコン ドリアのintact

さを示す と云われ る酸化的 リン酸化(呼 吸調節比,

 ADP/O比12))を 求め た.反 応 液 と してはSucroee

反応 液(0.05～0.1 M Sucrose, 20mM KICI, 10mM

 Trio-HCI buffer, 0.1mM EDTA, pH 7.4)を 用 い,

これに適 時3mM K-phosphate (PH 7.4), 1mM Mg

 Cl2を 加 え, 25℃ 下,全 量2m1で 測定 した. ADP

は シグマ製をTrie bufferでpH 7.4に し使 用 し

た.

実 験 結 果

腹 水癌細胞 よ りミ トコン ドリアの分離:腹 水癌細

胞 よ りの ミ トコン ドリアの分離 は通常 の ラッ ト肝 よ

りの分離 法で は分離が困難で ある.こ れ は先づ第一

に癌 細胞膜が破壊 され ない ためと考 え られ るので,

細胞膜 破壊の ためにプ ロテア ーゼ(長 瀬産業製)を

用 いた13).即 ち腹水癌 細胞をpackedml当 りmgの

プ ロテアー ゼを含む分離 液(0.25M Sucrose, 10mM

 Trie-HCl buffer, 0.1mM EDTA, 0.05% BSA, pH

 7.4)に0℃15分 間 浮游放 置 後,遠 沈,分 離 液 で

洗滌 した.プ ロテアーゼ処 理 され た癌細胞 は5倍 量

の分離液中でTeflonホ モ ジナイザ ー によ りホモゲ

ナイズ され,こ れを更 に6倍 に分離 液で稀釈,以 後

Hogeboomの 方法14)に準 じて ミ トコン ドリアを分離

した.こ の分離過程 は図1に 示 す如 くで ある.

プ ロテアーゼの処理 はその量及 び作用時間に よつ

て ミトコン ドリア の収量,活 性 に 影響 す るが, 0℃

15～30分(遠 沈 操 作を含めて)の 場 合,収 量 はエ

ール リッヒ腹 水癌細胞に おいて はかな りよ く,こ れ

に比べ てAE-130で は悪 い.こ れ は もと もと細胞の

ミトコン ドリア含量が異な るのか も知 れないが,測

定 された活性か らみれば上記程度 の処理 で最 もよ く

定 常的な活性 を もつ ミトコン ドリアが得 られ た.又,

 BSAを 分離液 よ り除 くと活性の良い もの が得 られ

ず, BSAに よる保護作 用15)が観察 された.

プ ロテアー-ぜを用いて分離 した ラッ ト肝 ミ トコン

ドリアの活性 変化:癌 細胞膜破壊 の目的で使用せ る

プ ロテアーゼを ラ ット肝 よ りの ミ トコン ドリの分離

Fig. 1 Diagram of isolation process of ascites tumor mitochondria. The preperation solution 

contained 0.25M sucrose, 0.1mM EDTA, 10mM trio-HCl buffer (pH 7.4) and 0.05% BSA. 

All processes were carried out at 0•Ž.
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Table 1. Activities of oxidative phosphorylation in rat liver mitochondria and in ascites tumor 
mitochondria linked succinate. The ADP/O ratio was calculated from the amount of oxygen 
consumption by the added ADP and respiratory control index was indicated by the ratio between 
the rates of respiration in the presence of ADP and in its absence.

Fig. 2 The aging effect on rat liver mitochon

dria. Swelling-shrinkage change (trace A), 

oxygen consumption (B) and oxidation-reduction 

of pyridine nucleotides in relative fluorescence 

intensity (C) were measured simultaneously in 

the medium contained 0.1M sucrose, 0.02M 

KCI, 1mM MgC12, 0.1mM EDTA and 10mM 

Tris-HCI buffer, pH 7.4 at 25•K. Uper traces 

refer to control mitochondria and under traces 

to mitochondria isolated from proteinase treated 

liver. Left traces were recorded at the time of 

one hour aging and right traces at 20 hours 

aging on 0•K in 0. 25M sucrose.

過程に用いてその影響を観察 した.即 ち,ラ ッ ト肝

細胞を軽 くあら目にホモ ジナ イズ した のち,と れに

プロテアーゼを細胞1g当 り1mgの 量で加え, 0℃

15分作用放置後,対 照にプ ロテアーゼを加 えない も

のをとり,両 者 より同時に別個の遠 沈管で ミトコン

ドリアを分離 した.正 常の ラ ット肝 ミトコン ドリア

のコハク酸基質下の酸 素消費,90。 光散乱変化,即

ち膨潤収縮及びピ リジンヌクレオチ ドの酸化還元の

traceは図2に 示す如 くで ある.こ の場 合, ADP添

加により測定せ られ るADP/0比 及び呼吸調節比は

それぞれ2.1, 3.8で あ る.一 方プ ロテネー ス処 理

画分の ミトコン ドリァのそれはADP/0比2.1,呼

吸調節比3.5で あつて,著 しい 変化 は み られ ない

(図2).又 種 々の試薬によ る膨 潤収縮 及 び ピ リジ

ンヌク レオチ ドの酸化還 元の度合変化 も両者間で著

しい差はみ られなかつた.し か し24時 間0℃ 0.25M

 Sucrose中 でのaging効 果 は対照 ミ トコン ドリアで

はADP/0比2.0と 分離時 と同様の活性がみ られ,

構造的観察の指針 と もな り得 る呼吸調節比は2.5と

約半分に減少 したに過 ぎなかつ たが,実 験 群 ミトコ

ン ドリアではuncouplingが み られ呼吸調節比 は1.2

とな り僅か の調 節 比 しか み ら れずADP/O比 は

osymetricに は 測 定 出来難 くなつた.こ のagingに

ともなつて膨潤収縮変化及 びピ リジンヌクレオチ ド

の酸化還 元変化 もその差 が対照 と実験群に観 察され

た(図2).こ の結果 か ら,分 離過程 に おける プ ロ

テアーゼの処理 は分離 された ミ トコン ドリアが単時

間内に使 用 されれば,正 常分離 の ミ トコン ドリアと

同様の酸化的 リン酸 化能 が認 められ,又 同時に膨潤

収縮,ピ リジ ンヌ クレオチ ドの酸化還元変化 も正常

分離 ミ トコン ドリア と同傾向同程度認め られ,そ の

活性面 においてintactと 云え ることが 明 らかとな

つ た.

腹水癌細胞よ り分離せ る ミトコン ドリアの性状:

プロテアーゼ処理によつてエール リッヒ腹 水癌細胞

よ り分 画 され た ミ トコ ン ドリア の コハ ク 酸, α-ケ

トグル タール酸,ア ス コル ビン酸基質下の酸素消 費,

膨潤収縮変化,ピ リジ ンヌ クレオチ ドの三者の同時

測 定 記 録 を 図3に 示 す.コ ハ ク 酸, α-ケ トグル タ

一ル酸アス コル ビン酸基質下 のADP/O比 は理論値

2:3:1で あ るが エ ー ル リ ッ ヒ ミ トコ ン ド リア の

ADP/O比,呼 吸 調 節 比 は コハ ク酸基 質 下2.0, 3.2,

 α-ケ トグ ル ター ル 酸 基質 下2.8, 3.5,ア ス コル ビ

ン酸 下1.5, 1.5を 示 し, ADPに よ る これ ら 傾 向

は膨潤収縮変化 と又,ピ リジ ンヌ クレオチ ドの酸化
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Fig. 3 The records of oxygen consumption (trace A), swelling-shrinkage change (B) and 
relative fluorescence intensity change (C) in mitochondria isolated from Ehrlich ascites 
tumor. Incubation medium are as shown in Fig. 2 except 0.05M sucrose.

Fig. 4 Effect of large amount of oleate on 

Ehrlich ascites tumor mitochondria. Conditions 

of measurement are as shown in Fig. 3 except 

that incubation medium does not contain MgC12.

Figs. 5 and 6 Simultaneous traces of swelling

shrinkage (A), oxygen consumption (B) and 

relative fluorescence intensity (C) of rat liver 

mitochondria (Fig. 5) and of AH-130 mitochon

dria (Fig. 6). These traces were recorded at 25•‹ 

in the medium contained 0.05M sucrose, 0.02M 

KC1, 1mM MgC12, 0.1mM EDTA and 10mM 

Tris-HC1 buffer, pH 7.4.

還元状態 と共 軛 して観察 され,ラ ッ ト肝 ミ トコン ド

リア と同一傾 向が 示 さ れ た.し か しphase1に お

け る膨潤収縮16)は正常 ラ ット肝 ミ トコン ドリア より

もかえつてADPに よる感受性が大 きい ように観察

された.又, phase IIの 膨潤16)は 正常 ラッ ト肝 ミ

トコン ドリアと異 な り,例 えば図4に 示 す如 く多量

のオ レイン酸 による膨潤 は誘起 し難 い.又 ピ リジン

ヌ クレオチ ドのPiに よる酸化度合がやや低 く,基

質 によ る還元度合が大 き くみ られ た.オ レイン酸 に

よ る酸 化度合 も多量 に添加 して も起 き難い.

図5はAH-130腹 水癌細胞 よ り分 画 せ る ミトコ

ン ドリァの記録を示す. AH-130は その起源が ラッ

ト肝 の故 に,正 常 ラ ッ ト肝 ミトコン ドリアとの比較

が 可能 とされ るが,そ の呼吸活性 は若干ADP/O比

1.8,呼 吸調節比3.0と 低 く観察 された.又, phase I

の 膨 潤 収 縮 及 び ピ リジンヌク レオチ ドの酸化還 元

度 合 変 化 も あ ま り大 差 は 認 め られ な か つ た が,し か

し多 量 のuncoupler(オ レイ ン酸, Ca++)の 添 加 に

よ るphase IIの 膨 潤 は エ ール リ ッ ヒ腹 水 癌 よ りの

ミ トコン ドリア 同様 誘 起 し難 た か つ た.
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考 按

癌細胞より分離 された ミトコン ドリアについての

研究はその組成に関す る研究 と解糖 と呼吸の関係,

即ちCrabtree eff㏄tか ら種 々の見地 で 観 察 され,

その含有物質及び活性には若 干の量 的変化はあ るが

ほとんど正常 のもの との差が認め られていない.最

近,癌 ミトコン ドリアが種 々の膨潤試 薬に対 して極

めて反応 し難い ことが報告 されてい るが17) 18),ミ ト

コンドリアのintactさ を示 す酸化 的 リン酸化能 に

ついての関係は明 らかでない.一 般 に癌 細胞よ りの

ミトコンドリアをintactな 呼吸調節能 を 有 す る状

態で分離することは困難 とさ れて お り,は た して

得 られた ミトコン ドリアがその もの 固 有 の 性 状 を

有 しているものか,分 離過程 におけ る変化を受けて

いるものか充分検討す る必要 があ る.し か も ミ トコ

ン ドリアの示す形態変化は酸化的 リン酸化 の中間体

と密接な関係が認められ る19) 20)ことか らも充分考え

ねばならぬ点 と云える.又 癌 ミ トコン ドリアと正常

のそれとを比較するにして も,対 照 と起源を一 とす

るものでなければあま り意味を もたぬか も知れない.

この点 ミトコン ドリア として よ く研究 されてい るラ

ット肝 ミトコン ドリア とAH-130ミ トコン ドリアを

比較することは意義が ある.著 者 はこの 目的で著者

ら考案の酸素消費, 90゜ 光散乱に よる ミ トコン ドリ

アの容積変化,還 元型 ピリジンヌク レオチ ドの変化

を三者同時に測定 し得 る装 置11)を用 いて腹水癌細胞

よりの ミトコン ドリアの分離方法 の検討を行なつて

来たが一応定常的な状態 の ミ トコン ドリアの分離 に

成功した.し か し,こ れで もまだ収量等 の点で不充

分であり,更 に研究 を進 める必要が ある.

プロテアーゼを用 いて定常的 に分離 され得 る癌 ミ

トコンドリアの呼吸活性 は分離後単時間 内に使用す

れば,分 離過程 中のagingを 全 く考慮 外 に お くこ

とは出来ないが,充 分intactな ミ トコン ドリア と

して実験材料 とな り得 るものと考 え られ る. AH-130

及びエール リッヒ腹水癌細胞 よ りの ミ トコン ドリア

の呼吸活性は正常 ラッ ト肝 ミ トコン ドリアの呼吸活

性と極 めて類 似 して お り, Hela細 胞 よりの ミ トコ

ンドリアの如 きADP添 加時 の緩 慢 な呼吸13)は 認

め られ な か つ た.し か しADP/0が 若干低い よう

に観 察 され た,こ の ことは先に報 告 したDABに

よる発癌部 位 と非 癌 部 位の 肝 ミ トコン ドリア の比

較 において も認め られてい る21).し か し,代 謝調節

と密接 に関係 があ るとされ る ミトコン ドリアの容積

変化 において16) 19) 20),酸 化的 リ ン酸 化 能 とcouple

してphase Iの 膨潤収 縮 は正 常 ラ ッ ト肝 ミ トコ

ン ドリアのそれ と余 り差がな い に も か か わ らず,

 unconperで あ る オ レイ ン酸22), Ca2+23)ら の薬剤 に

よるphase IIの 膨潤 が著 しく起 り難 い ことは,上

記AH-130,エ ール リッヒ腹水癌及 びDAB発 癌部

肝 より分離 された ミトコン ドリアに観察 され,共 通

な性状 と考え られ る.こ のphase IIの 膨潤度合 に

ついての観察 は後述の論文 が追求 す る.又 癌 よ り分

離 の ミ トコン ドリアは概 して分離直後 の還元型 ピ リ

ジンヌクレオチ ドの状 態が正常 ラッ ト肝 ミ トコン ド

リアのそれよ りも低 く,基 質 による還元能が大 き く

異な るように見 受け られ るが,こ れ は今後の詳細な

測定を試みなければなん とも云 えない.

総 括

1)エ ール リッヒ腹 水癌細胞及 びAH-130腹 水肝

癌細胞 よりの ミトコン ドリァの分離を種 々の方法で

行ない,そ れ らの分離 法を ミ トコン ドリアの酸素 消

費, 90゜ 光散乱によ る容 積変化,ピ リジンヌクレオ

チ ドの酸化還元 変化 を同時測定 出来得 る装置を用い

て検討 した.

2)癌 細胞 をプ ロテアー ゼ処理 により破壊 し,ミ

トコン ドリアを分画 す る方法で定 常的 にintactと

云 える酸化的 リン酸 化能,呼 吸調節能を有 す る ミト

コン ドリアが得 られた.

3)腹 水癌細胞の ミトコン ドリアを正常 ラッ ト肝

ミ トコン ドリァ と比較 した時,呼 吸調節能 は同程度

で あるが若干ADP/O比 が低い.

4)腹 水癌 ミトコン ドリアのphase 1の 膨潤収縮

変化及び ピ リジンヌ クレオチ ドの酸化還元変化度合

は呼吸変化 と平行 して,正 常 ラッ ト肝 ミトコン ドリ

アと同傾 向にみ られ大差 は認 められなかつた.

5) Uncouplerに よ るphase IIの 膨潤 は癌 ミト

コン ドリアにおいてはその変化度合が低 く,誘 起 し

難 い.
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Studies on the energy metabolism of ascites tumor cells 

I. A method to isolate the mitochodria from tumor cells 

and their biological activities

By

Keiko NISHI KAZE

Department of pathology, Okayama University Medical School

SUMMARY

The method of separation of tumor cell mitochondria (Ehrlich ascites cell and rat hepa 
toma cell, AH 130) by treating tumor cells with proteinase, by which the mitochondria are 
retained in a biologically active state, has been reported. The mitochondria thus obtained 

proved to have the normal activities of oxidative phosphrylation and respiratory control. 
The respiratery control of these mitochondria was nearly the same as those of liver mitochond
ria from normal rat but rather low in ADP/O ratio than the later. The tumor cell mitochondria 
also showed nearly a normal potency in the swelling at phase I and the oxidation-reduction 
of pyridine nucleotide, but the swelling at phase II which is induced by adding uncoupers 
such as oleate and Ca++, was markedly low as compared with that of rat liver mitochondria.


