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I 緒 言

カ ドミウムによる慢性中毒は神通川下流域 にお け

るイ タイイタイ病の発生以来注 目を集 めて いる.カ

ドミウムによ る慢性中毒症 状としては,ア ミノ酸尿,

低分子蛋 白尿,高 カル シウム尿症な どが認 め られ て

い る.1)さらにイタイイタイ病 は骨軟 化症及 び高 カル

シウム尿症 を主症状 としている.2)

一方生体 にカ ドミウムを投与 した場合
,ま ず肝臓

中のカ ドミウム量が増加 し,つ いで腎臓 中のカ ドミ

ウム量 が増加す ると報告 されている3)長期 間 カ ドミ

ウムを ラッ トに経 口投与 した場合,肝 臓 には対照群

の約1000倍,腎 臓には約800倍 の カ ドミウムが蓄 積

した と報告 されて いる4).また ラッ トの腹腔 内に カ ド

ミウムを注射 した場合,肝 臓 に投与量の約40%,腎

臓に約7%の カ ドミウムの蓄積 が見 られ たとい う例

もあ る5).一方 カ ドミウムを投与 したラッ トに45Caを

投与 した場合,カ ドミウム投与群 のラ ットにおいて

Mg2++Ca2+ATPase活 性 の減 少 とと もに血清 中

45Ca濃 度の減少が見 られるとい う報告6)が あ り
,カ

ドミウムはカルシ ウム代謝 に対 して何 らかの影響 を

およぼ している もの と思われ る.

我 々はこのよ うな事例 に着 目 し,ラ ットの肝臓 に

対 してカ ドミウムが如何な る作 用をおよぼすか をま

ず肝 ミトコン ドリアにお けるATPase活 性7) 8)を測

定す るこ とによ り検討 を加 えた,そ の結果 カ ドミウ

ム と カル シ ウ ムが ミトコン ドリアのATPase活 性

に対 して強 い相互作用 を持つ ことを見 い出 したので

ここに報告す る.

2 実 験 方 法

2-1 ミ トコ ン ドリア の分 画

体 重200g前 後 の ドン リ ュー系 ラ ッ トの 肝 よ り ミ

トコ ン ド リアを 分 離 して実 験 に供 した.ミ トコ ン ド

リアの 分 離 はHogeboom, Schneiderの 変 法9)で 分

画 した.分 離 液 に は0.25M sucrose, 3mM tris

HCl(pH 7.5) buffer, 0.1mMEDTA溶 液 を 用 い

た.そ して 最 終 的 に0.25M sucrose, 3mM tris

HCl(pH 7.5)に 懸 濁 し実 験 に供 した.な お ミ トコ ン

ドリア の蛋 白量 の測 定 はBiuret法 に よ った.

2-2 試 薬

試 薬 は 全 て特 級 を使 用 し,金 属 塩 に は塩 化 物 を使

用 した.ル テ ニ ウ ム レ ッ ドは和 光 純 薬 製 を, ATPは

シ グマ 社製 を使 用 した.

2-3 ATPase活 性 の測 定

ATPase活 性 の測 定 は0.15MKCl, 10mM tris

HCl(pH 7.5)bufferの 反 応 液 中 に終 末 濃 度2.5mM

のATP及 び約3mgの ミ トコ ン ド リ ァ 試 料 を添 加

し, 25℃10分 間 イ ン キ ュベ ー トし た後,終 末 濃 度

8%の 氷 冷 過 塩 素 酸 を添 加 して 反 応 を停 止 させ た.

そ して 反 応 液 を遠 心 分 離 した 後,上 清 中 の無 機 リン

酸 を高 橋 氏 の 方 法11)で 比 色 定 量 した.

3 実 験 結 果

3-1 ATPase活 性 に対 す る カ ド ミウ ムの 作 用

潜 在 性ATPase活 性 に対 してCd2+が どの よ うな

作 用 を有 す るか検 討 した.反 応 液 中 にCdCl2を 終末

濃度1～10μMに な る よ うに添 加 し,そ のATPase
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Fig. 1 The effects of cadmium and calcium on the latent ATPase act

ivity.

Fig. 2 The effect of ruthenium red on the ATPase activity induced by 

cadmium.
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活性 を測定 した.そ の成績は図1に 示す如 くである.

すなわちCd2+に よるATPase活 性はCd2+濃 度の増

加 と と もに増 加 してい る,こ のことか らCd2+は ミ

トコン ド リアの 潜在 性ATPase活 性 を活性化 させ

る作 用 を有 す ることが確認 された.ま たCd2+に よ

って活性 化 され るATPase活 性 はCd2+濃 度 に対 し

て濃度依存性 を持つ ことが確認 された.

3-2 ATPase活 性 に対す るカル シウ ムの作用

同様の方法で潜 在性ATPase活 性 に対す るCa2+

の作用 を検討 した.そ の成績は同 じく図1に 示す如

くで あ る.す なわ ち1～10μMの 濃度範 囲 におい

て, Ca2+は 潜在性ATPase活 性 に対 して ほとん ど

作用 を示 さない.

3-3 ATPase活 性に対 するカ ドミウムとル テニ

ゥム レッド(RR)の 相互作用

Cd2+とCa2+の ミ トコン ドリアに対 する相 互作 用

を検討 するため, Cd2+に よる ミトコン ドリアの酸化

的 リン酸化 の脱共役作用 を完全に抑制す ると言 われ

て い るルテニウム レッ ド(RR)12)を 用いてATPase

活 性 を測定 した.す なわちCd2+濃 度 を10μM一 定

に定 め, RRの 濃 度 を1～10μMま で増加 させ,

 Cd2+に よって活性 化 されたATPase活 性 に対 して

RRが どのよ うな作用 を有す るか検 討 した.そ の成

績は図2に 示す如 くである.

Cd2+に よって活 性 化 され るATPase活 性 はRR

の濃 度の増加 に従 って抑制 され る.し か し5μM以

上の濃度 においては,そ の抑制 は一 定値 を示 した.

以上の成績によってCd'*に よって活性化 され たAT

Pase活 性 はCa2+結 合 部 位修飾剤で あるRR13)に よ

って阻害 を受 けることが明 らか となった.

3-3 ATPase活 性 に対す るカ ドミウム とカル シ

ウ ムの相互作用

上 述 の 実験 に よ りCd2+に よ るATPase活 性 は

Ca2+結 合 部位 と関連 があ ることが示唆 されたので,

 Cd2+に よるATPase活 性 に対す るCa2+の 直接相互

作 用 を検 討 す る意味 で, Cd2+濃 度 を10μM一 定 に

定 め, Ca2+濃 度 を変動 させてそのATPase活 性 を

測定 した.そ の成績 は図3に 示 す如 くであ る.

す な わ ちCd2+に よ るATPase活 性 はCa2+濃 度

の増加 とともに抑制 され,そ の抑 制はCa2+濃 度2μM

で最大 とな り,その後Ca2+濃 度の増加 とともにAT

Pase活 性 が回復 す ることが見 い出 された.

Fig. 3 The effect of calcium on the ATPase activity induced by cadm

ium.

4 考 察

慢 性 カ ドミウム中毒 において見 られ る高 カルシウ

ム尿症,骨 塩 の体謝異 常,ま たイ タイイタイ病 にお
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ける骨軟 化症 な ど,カ ルシウムとカ ドミウムの生体

に対す る相互作 用の存在 を伺 わせ る例 は多 い.14)しか

しその生 理的 メカニズムはいまだ不明の点が多 く更

に一層 の検討 が必要 とされている.こ の点 に関 して

カ ドミウムが肝 ミトコン ドリアの酸化的 リン酸化 を

脱共役 させ,ま たK+を 遊 出 させ る作用 を有 して い

ることが報告 されてい る151更にこの事実 を明 らか に

す る意味で酸化的 リン酸化 の逆反応 であるATPase

活性 を測定 した.

今回の実験 によ りカ ドミウムは ミトコン ドリアの

潜在性ATPase活 性 を脱 共 役 させ,ま たカルシウ

ムと強 い相互作用 を営む ことが示 された.以 下詳述

すれ ば次の如 くであ る.

図2に お い て,カ ドミウムによ るATPase活 性

はCa2+結 合 部位 修飾 剤 であ るルテニウムレ ッ ドに

よって抑制 されてい る.こ の結果 はカ ドミウムの酸

化的 リン酸化 に対す る脱共 役作用 をルテニウム レッ

ドが抑制す る16)とい う事実 と一致す る.こ のこ とは

Cd2+のATPase活 性作用部位がCa2+結 合部 位 と関

連 して いるこ とを示唆す る もの と思 われる.

Cd2+に よ るATPase活 性 はル テニウム レッ ドに

よって 完全 には 抑 制 されなかった.こ のことはCd2+

のATPase活 性作 用部 位がCa2+結 合部 位以外 に も

存在 してい るため と思 われ る.(例 えば長谷川 の報 告

したSH基 な どが考 え られ る.7))

図3に おいてCa2+に よってCd2+に よるATPase

活性 が 抑制 され てい るが,こ のことはCat+の 結合

部位 とCd2+のATPase活 性作用部位が関 連 してい

ることを一層強 く示唆す る ものであ る.こ れに関連

して 呼吸 によるCa2+の 能動 輪送がCd2+に よって抑

制 される とい う事実 を野上 が見い出 したが16)この結

果 の詳 細 は現 在検 討 中 で あ る.ま た図3に おいて

CS2+濃 度 の 増 加 によってATPase活 性が再び増加

してい るが,こ の事実 につ いては現在検討 中である.

5 結 論

潜在性ATPase活 性 に対 す るカ ドミウムとルテ

ニウム レッ ド及 びカル シウ ムの相互作 用 を検討 し次

の成績 を得 た.

(1) Cd2+に よるATPase活 性 はCd2+の 濃度に依存

して 活 性化 された.そ してCd2+は ミトコン ドリァ

の酸 化的 リン酸化を脱 共役 させ る作用 を有す ること

が確認 された.

(2) Cd2+に よるATPase活 性 はCa2+結 合部位修飾

剤 であ るルテニ ウムレ ッドによ り阻害 された.

(3) Cd2+に よるATPase活 性 はCa2+に よ り阻害 さ

れた.

(4) これ らの結果か らミトコン ドリアにおけるCd2+

のATPase活 性作 用部位 はCa2+結 合 部位 と密接 な

関係が あることが示唆 され た.
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す.

6 文 献

1) 三 浦 豊 彦 他,:「 新 労 働 衛 生 ハ ン ドブ ック」,:労 働 科 学 研 究 所,東 京. 787-789, 1974.

2) Thines, C. H. and Haley, T. J.: Clinical Toxicology,: Lea & Febiger, Philadelphia, 187-

188, 1972.

3) 4) 5) 早 津 彦哉 他,:生 体 濃 縮,:講 談 社,東 京. 41-42, 1975.

6) 管 原 直毅,管 原 千枝 子,三 宅 浩 次,:小 腸 刷 子 縁 酵 素 と カル シ ウ ム吸 収 に対 す るカ ド ミウ ムの作 用,:産

業 医 学. 23, 29-30, 1974.

7) Cereijo-Santaro, R: Mitochondrial pearmeability and ATPase activity,: Canad: J. Biochem. 

45, 897-909, 1967.

8) Cereijo-Santaro, R: Monovalent Cations and mitochondrial ATPase activity,: Canad: J. Bio

chem. 46, 55-61, 1968.

9) Utsumi, K: Reaction between mitochondrial swelling induced by inorganic phosphate and acc

umulation of P32 in mitochondrial Pi fraction,: Acta Med. Okayama. 17, 259-271, 1963.



ミ トコ ン ド リアのATPase活 性 に対 す る カ ド ミウ ム,ル テ ニ ウ ム レ ッ ド及 び カ ル シ ウ ムの 相 互作 用255

10) Layne, E: Method in Enzymal., Ed. by Colowick, S. P. and Kaplan, N. O. Academic Press,

 New York: 3,447, 1963.

11) 高 橋,:組 織 中 の無 機 リン酸値 とCreatine燐 酸 の 定量 法 及 び豚 精 子 のphosphamidas Creatine phos

phakinaseの 作 用 につ い て,:生 化 学, 26, 690-698, 1955.

12) 長 谷川 亨,野 上 祐 作,緒 方正 名,:環 境 汚 染 物 質(重 金 属 な ど)の 生 体 膜 に対 す る作 用,第3報 カ ド ミウ ム

とル テ ニ ウム レ ッ ドの 相 互作 用,特 に ミ トコ ン ド リアの酸 化 的 リ ン酸 化 に対 して,:岡 山医 学 会 雑 誌,投

稿 中.

13) Utsumi, K: ActaMed. Okayama, 17, 259-271, 1963.

14) 三 浦豊 彦 他,:「 新 労 働衛 生 ハ ン ドブ ック」,:労 働 科 学 研 究 所,東 京. 787-789, 1974.

15) 長 谷川 亨,:環 境 汚 染 物 質 の生 体 膜 に対 す る作 用,:岡 山 医学 会 雑 誌, 89, 1～8, 1977.

16) 長 谷 川亨,野 上 祐 作,緒 方正 名,:環 境 汚 染 物 質(重 金 属 な ど)の 生 体 膜 へ の 作 用,第3報:岡 山 医 学 会 雑

誌,投 稿 中.

17) 長 谷 川亨,:岡 山医 学 会 雑誌, 89, 1～8, 1977.

18) 野 上祐 作,:未 発 表.



256　 劔 持 堅 志

The mutual effects of Cd2+, ruthenium red and Ca2+

 on the mitochondrial latent ATPase activity

by
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The mutual effects of Cd2+, ruthenium red and Cd2+ on the rat liver mitochondrial latent 

ATPase activity were studied and the following results were obtained.

(1) The mitochondrial latent ATPase activity was stimulated by Cd2+, and higher concent
 ration of Cd2+ added to the reaction mixture showed higher ATPase activity.

(2) The ATPase activity induced by Cd2+ was inhibited by ruthenium red, having the high 
affinity for the Ca2+ -binding site of mitochondria.

(3) The ATPase activity induced by Cd2+ was also inhibited by Ca2+.
(4) In conclusion, the site of mitochondria, on which Cd2+ activates latent ATPase, will be 

related with the Ca2+ -binding site of mitochondria.


