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先に著 者1)はX線 照 射 家 兎肝 よ り抽 出 した不 飽和

脂 肪酸分 画 が 正 常 ラ ッ ト肝mitochondriaに 対 して

極 めて 強 いswelling作 用 が あ り,同 時 にmitochon

driaの 酸 化 的 燐酸 化 を 阻害 す る事 を報 告 した.こ の

現 象 と関連 し教 室 の大 原2)はX線 照 射 家 兎臓 器 の燐

脂 質に 変動 が 起 り,特 にlysophoaphatideが 増 加 し,

またlpsolecithinがmitochondriaの 酸 化的 燐 酸化

を阻害 す る事 を 明 らか に した.さ らに 又,教 室 の稲

葉8)はX線 照 射 担 癌 動 物(Ehrlich腹 水癌 細 胞)の

腹 水 中にEhrlich癌 細 胞 の酸 化 的燐 酸 化 を 阻害 す る

物 質 が発 生 し,そ れ がlipid fractionに ある 事 を究

明 した.此 る教 室 に お け る一 連 の 研 究 か ら明 らかな

如 く脂質 が もつ 生物 学 的活 性 に は極 めて興 味 あ る も

のが あ り,こ れ と癌 細 胞 の 内 発 呼吸 の基質 が脂 質 で

あ る事 を考 え 併 せ,脂 質 の 生 物学 的 作 用 を究 明 す る

事 は癌細 胞 の 代 謝 を 知 る上 に も必要 な 事 と考 え られ

る.著 者 は こ の 脂 質 の 生 物 作 用 の 一側 面 で あ る

mitochondriaのswelling作 用 に 注 目 し,種 々脂肪

酸の ラ ッ ト及 び マ ウ ス肝, Ehrlich腹 水 癌 細 胞 の

mitochondriaのswellingに 及 ぼ す 影 響 に つ い て研

究 し,得 られ た 結果 につ いて 報告 す る.

材 料 及 び 方 法

材 料:実 験 に使 用 したmitochondriaはHogeboom

 & Schneider4),あ る い は萩 原5)等 の 方 法 に基 き,ラ

ッ ト肝,マ ウス肝及 びEhrlich腹 水 癌細 胞(移 殖 後

9日 目の腹 水 型,及 び 筋 肉 内 移殖 後20日 目の 固型

癌)よ り分 離 した もの,更 にLehninger6)等 の方 法

に従 い上 記 の方 法 で 分 離 したmitochondriaを さ ら

に3回0.25M sucrose液 にて 洗滌 した もので,そ れ

等mitochondriaを0.25M sucroseにsuspendし

(ラ ッ ト肝 は1g組 織 量 のmitochondriaを2ccに

Ehrlich癌 で は1g細 胞 当 り のmitochondriaを

0.4ccに)stock mitachondrial suspensionと した.

実験 に使 用 した 脂肪 酸 は 東京 化 製 のlauric acid,

 myristic acid, stearic acid, parmitic acid, oleic

 acid, elaidic acid, richinoleie acid, linoleic acid,

 linolenic acid, docoeanoic acidで,教 室 にお いて 更

に精 製 した もので あ り, ATPはSigma 社 の もの,

 antimycin AはSigma社 の, azide, KCNは 片 山化

学 の, amytalは 山之 内製 薬 の ものを 使用 した.

こ れ ら試 薬 は す べ て0.15M KC1-0.02M Tris 

bufferに て(pH 7.4)稀 釈 し,使 用 した.

又 脂 肪 酸 はNa塩 と して 使用 した.

方 法:

1. mitochondriaのswelling teat:主 と し て

Lehninger6)の 方 法 に 基 い た.即 ち, 0.25M sucrose-

0.02M tris buffer,あ る い は0.15M KCl-0.02M

 Tris buffer pH 7.4の 液4.85～4.4ml中 に 同 じ液

で稀 釈 した1～4mM脂 肪 酸 の0.05～0.5mlを 加 え

(終 未濃 度0.1～0.4mM),こ れ にstock mitochondria

 0.1mlを 加 え,た だ ちにBechman分 光 光 度 計 にて

520mμ の 波 長 で吸 光 度の 変 化 を5分 間 隔 で記 録 し,

 swelling testの 測 定 曲線 を 求 め た.な お,脂 肪 の濃

度 は 実 験 目的 に応 じて 変化 せ しめた.又 吸 光度 測定

時の 温 度 は37℃ と した.脂 肪 酸 に よ るmitochondria

のswelling阻 害 の 実 験 に はamytal(1mM)

antimycin A(10γ/5cc)azide(5mM)KCN(1mM)

を加 え 測定 す るか,あ る い は ツ ンベ ル グ管 中でN2

ガ スで 置換 して測 定 した.又 脂肪 酸 に よ りswelling

し たmitochondriaのcontractionの 実 験 にはtest

 system中 に5mM MgCl2, 5mM ATP, 2mg/mlの

牛 血 清 ア ル ブ ミン(B. S. A.)を 添 加 し520mμ の

吸光 度 の変 化 を求 めた.

2.酸 化 的 燐酸 化 阻害 実 験:分 離mitochondria

の呼 吸 に対 す る脂 肪 酸 の影 響 は ワール ブ ル グ検 圧 法

にて 次 のincubation mixture中 で行 な つ た.

主 室: 1.92ml mitochondrial suspension(1g肝 組

織 当 りのmitochondria/5ml)

0.3ml, 0.04Mコ ハ ク酸 ソーダ
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0.3ml Krebs Ringer phosphate solution

 (KRP)

副 室: 0.2ml 20% KOH

側 室: 0.28ml 0.4～1mM Na-oleste

(対 照 実験 に は生 理 的 食 塩 水)

気 相 は空 気38℃ に て測 定 した.

mitochondriaの ⊿10Pえ のP32の 取 込 に対 す る脂

肪 酸 の 影 響 は 次 のincubation mixture中 に てtest

した.

2.6ml 0.15M KCl-0.02M Tris buffer pH 7.4

2.5ml stock mitochoadrial suspension

0.6ml 4～1mM Na-oleate(対 照 には 生食)

0.3ml P32を10μc合 むKRP液

気 相 は空 気20℃, 30分incubateし 直 ちに氷 冷,

 0℃ に お いて14000×gに て 遠 心 分離 し, 0.25M

 sucroseに て 洗 滌 後 沈 渣 に5% TCA 3.0mlを

加 え0℃, 30分 放 置 し, 700×gに て遠 心 分 離 し,

そ の上 清1mlを と り高 橋 氏 法7)に てPi及 びP32

の 放射 能 を測 定,さ らに 上 清1mlに1.5N H2SO4

 1mlを 加 え100℃, 10分 加 熱 し,高 橋 氏 法 にてPi,

 P32の 放 射 能 を測 定 し, ⊿10Pの 測 定 を行 な つ た.

3. mitochondria酸 溶 性 燐 酸 化合 物 え のP32の 取

込 限害:脂 肪 酸 に よ るmitochondriaの 酸 溶 性燐 酸 化

合 物 分 画 え のP32の 取 込 阻 害 を 調べ る ため ラ ッ ト肝

mitochondriaを 次 のincubation mixtureに て25℃,

 34分iucubateし,寺 田7)の 方 法 に従 い,酸 溶 性 分 画

を 分 りDowex 1(×4, 200～400 mesh)のformate

型 に吸 着 せ しめ,蟻 酸,蟻 酸 ア ンモ ンに て溶 出 し,

各 分 画 を フ ラ クシ ョン コ レ ク ターに て採 取 し,そ の

中 のP32の 放 射 能 を測定 した.

incubation mixtureは

3ml 0.25M sucroseにsuspendし た5g肝 組 織

に相 当す るmitochondria

1ml KRP液pH 7.4(100μcのP32を 含 む)

1ml 0.2Mコ ハ ク酸 ソー ダ

5ml 0.15M KCl-0.02M Tris buffer pH 7.4に

て 稀釈 した1～4mM Na-oleate

(対 照 に はNa-oleateを 外 い た液)

で あ る.

5.燐 酸 化合 物 え のP32の 取 込 阻 害: Na-oleate

に よ るmitochondriaのorganic-phosphate com

poundえ のP32の 取 込 阻害 の実 験 に は次 のincuba

tion mixtureに25℃ 30分 間incubateし, Schmidt-

Thaahauaer-Schneider9)法 に てPi+acid soluble

 phosphate compound, phospholipid, RN-phosphate,

 phosphoprotein分 画 に分 け高 橋 氏 法7)及 びAllen7)

法 にてPiの 定 量 を, P32の 放 射 能 はGM counter

(神 戸 工 業131型)に て測 定 した.

incubation mixtureは

0.5ml Na-oleate 10mM(0.15M KCl-0.02M

 Triaに て 稀釈)

4.5ml 0.15M KCl-0.02M Tris buffer pH 7.4

3ml 0.25M中 にsuspeudし た5g当 りの ラ ッ ト

肝mitochondria

1ml P32 100μcを 含 むKRP液

1ml 0.2Mコ ハ ク酸 ソーダ

を 使 用 した.

6. mitochondria内K含 量 の測 定:脂 肪酸 に よ る

mitochondriaのswellingに と もな うmitochondria

内K量 の変 動 を測 定 す る 目的 で次 に示 すincubation

 mixtureに25℃ 30分incubateし, 0.25M sncrose

に て2回 洗滌 し,沈 渣mitochondriaを2mlの 脱

イオ ン水 にsuspendし,よ く撹 拌 し,そ の0.1ml

をtween 80, 0.08mlと 共 に撹 拌,脱 イ オ ン水 にて

5mlにvolume upし 炎光 光 度 計 に てK量 の 測定 を

行 なつ た.

incubation mixtureは

2ml 0.15M KGl-0.02M Tris buffer pH 7.4に

400mgラ ッ ト肝 組 織 量 のmitochondria

をsuspendし た もの

2ml 0.2mM Na-oleats(0.15 MKCl-0.02 M Tris

 bufferに て稀 釈 した もの.対 照 に はoleate

を除 いた もの)

で あ る.

7.血 清 蛋 白 とoleic acidの 結 合:

脂 肪酸 は蛋 白 と結 合 しlipoproteinを 形成 す る事 が

考 え られ,そ の 結合 状 態 を観 察す る 目的 で牛 血 清 と

Na-oleateを10:1の 割 合 で 混 じ25℃ 30分 間 マ グ

ネチ ッ クス ター ラー にて よ く撹 拌 し(対 照 に は牛血

清 と生 食10:1の 割 合 で 混合 し同 様 に 撹拌 す る)PH

 8.4のveronal buffer(μ=0.1)を 泳動 溶 媒 と し,

 110Vに て 濾紙 電 気 泳 動 を 行 な い, BPB及 びSudan

 black Bに て染 色 し,デ ンシ トメー ター にて 各 蛋白

分 画 の変 化 を 調 べ た.

実 験 結 果

1.脂 肪 酸 に よ る正 常 ラ ッ ト肝 及 びEhrlich腹 水 癌

細 胞mitochondriaのswelling:

脂 肪 酸 は一 般 にmitochondriaあ る いは細 胞 の 酸 化

的 燐 酸 化 をuncoupleす ると いわ れ,又 生 物膜 構造 に
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破壊的 に 作用 す る事 が 知 られ て い る10) 11) 12).こ の事

はmitochondiaのswellingを 誘 起 す る事 を 示 唆

す る.又 炭 素数12～22の 飽 和 酸 及 び 炭 素数18の 不 飽

和酸(0.1mM)に よ る正 常 ラ ッ ト肝mitochondria

のswellingの 度合 を比 較 して 見 る と,図1及 び 表1

の如 くで あ る.即 ち,飽 和 酸 につ いて見 る と炭 素 数

14のmyristic acidがswelling作 用最 も強 く, lauric

(C12), Parmitic(C16), stealic(C18), docosanoic(C22)

acidの 順 に 作 用 は弱 い.一 方 炭 素 数18の 不 飽 和 脂

肪酸 につ いて比 較 す る と, linoleic aciaが 最 も作 用

強 く, linolenic acid, richinoleic acidの 順 に作 用 は

弱 い.こ れ らはcis型 で あ る がoleic acidのtrans

型で あ るelaidic acidはoleic acidよ りさ らにswell

ing作 用 は 弱 い.然 し,こ れ ら 不飽 和 酸 のcis型,

 trans型 の 差 も37℃ 30分 のincubationに お いて

はすべ て 同程 度 のswelling作 用 が 示 され,各 脂肪 酸

でのkineticsを 異 に す る と いえ る.又 不 飽 和 脂酸 と

飽和 脂 酸 を 比 較 す る 時,明 ら か に 不 飽 和脂 酸 の

swelling作 用 が 強 い 事 は すべ ての 不 飽 和脂 酸 につ い

ての共 通 な所 で あ る.

今oleic acidに 例 を と り,こ れ らmitochondria

Fig 1. The mitochondrial swelling stimulating 

activities of saturated fatty acids as function 

of carbon chain length.

Standard test system (5cc) contained 0.25M 

sucrose, 0.02M Tris, pH 7.4, and 50mg tissue 

equivalent rat liver mitochondria were added. 

Saturated fatty acids were added at 0.1mM and 

the decrease of optical density at 520mƒÊ at 

37•Ž was observed.

Table 1. The effect of unsaturation on mitochondrial swelling activity of C18 fatty acids

のswelling作 用 を その 濃 度及 び時 間 的520mμ の吸

光 度変 化 で観 察 す る と,図2, 3に 示 す 如 くoleic

 acid濃 度 の 増加 に と もな いswelling作 用 は 強 く,

特 に初速 度 が 早 くな る.然 しLehninger6)等 も示 す

如 くincubation mediumを0.25M sucrose-0.02M

 Trie buffer pH 7.4に す れ ばswellingの 度 合 は強

く阻害 され, 0.15M KCl中 で0.04mM oleic acid

に よ りswellingす るmitochondriaも0.25M sucrose

中 で は ほ と ん どswellingは 示 さ れ な い.次 に

glutathione, cysteine, Co-Aの 如 き還 元剤 に よ る

swelling以 外 の 他 の試 薬 に よ る多 くのmitochondrial

 swellingはATP, Mg++, B. S. A.で 強 いcontraction

を示 す事 が 明 らか に され て い る が13) 14), oleic acid

に よ りswellingせ しめ られ たmitochondriaも これ

らATP, Mg++, B. S. A.に よ りcontractionが

示 さ れ(図4),又 あ らか じ めB. S. A.やATP

を 加 え たmedium中 で はoleic acid添 加 に よ る

swellingは 阻害 され る.扨 この様 にoleic acidは 正

常 ラ ツ ト肝mitochondriaに 対 し強 いswelling作 用

を示 す が 正常 マ ウス肝, Ehrlich癌(腹 水 型.固 型 癌)

mitochondriaに 対 す るoleic acidのsmelling作 用

を比 較 して見 ると,図5に 示 す 如 く,正 常 マ ウ ス肝

>担 癌 マ ウス肝>腹 水 型Ehrlich癌>固 型Ehrlich

癌 の順 にswellingは 強 く,固 型 癌 に 於 て は む しろ

mitochondriaのcontractionが 示 され る.勿 論 この

様 なmitochondriaは そ れ ぞれ 吸 呼 活性 を異 に し癌
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Fig 2. The effect, of oleic acid on the mitochon

drial swelling in the medium of 0.15M KCl

- Tris buffer (PH 7.4) solution at 20•Ž.

Fig 3. The effect of oleic acid on the mitochon

drial swelling in the medium of 0.25M sucrose

- Tris buffer (pH 7.4) solution at 20•Ž.

細 胞 の それ は 極 めて 弱 く.一 見 呼 吸 活性 とswelling

の度 合 は平 行 して い る様 で あ る.こ の 様 な現 象 に 多

くの 人 々15) 16)が 示 唆 して い る 如 く, mitochondria

Fig 4. Reversal of oleic acid inducing swelling 

of mitochondria by ATP and serum albumin in 

KCl medium.

Fig 5. The effect of oleic acid (0.2mM) on the 

mitochondrial swelling of Ehrlich ascites tu

mor cell (solid and ascites types), tumor bearing 

mice liver and normal mice liver.

のswellingと 呼 吸 は 極 めて 密 接 に 関係 して い る 事

か ら も考 え 得 る所 で あ る.こ の 様 な 理 由 か らoleic

 acidに よ るラ ッ ト肝mitochondriaのswellingに

対 し呼吸 阻 害 剤 が どの 様 に 作用 す るか を実 験 測定 し
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Table 2. Effects of respiratory inhibitors on the swelling of mitochondria in various substrates. The 

medium was consisted with 0.15M KCl-0.02M Tris pH 7.4 and 50mg tissue equivarent rat 

liver mitochondria. Substrates and inhibitors present at zero time and incubated at 

20•Ž 30 minutes. The data indicates the rate of absorbancy at 520mƒÊ.

* A•cActivation. I•cInhibition

た結 果表2に 示 す如 く, azide, antimycin A, anaero

biosis, CNでswelling阻 害 が 示 され, azideの そ れ は

特 に著 しい事 が 明 らか に され た.こ れ に対 しamytal

はむ しろ促 進 的 で あ つ た.又 呼 吸 とswellingの 関 係

に 関連 し 呼 吸 基 質,例 えば β-hydroxibutylate(B-OH

). succinate, glutamate, α-KG等 に よ るswellingに

対 し呼 吸 阻害 剤 の 作用 を測 定 した結 果, amytal, anti

mycinA, azide, CN等 す べ て に よ り阻害 が 示 され た.

次 にoleic acidに よ るmitochondriaのswelling

がB. S. A.に よ り阻 害 さ れ る 原 因 と してB. S. A.

がoleic acidと 結 合 し,膜 構 造 の変 化を 軽 減 す る と

か,あ るい は呼 吸 基 質 に な り易 くす る結果 と考 え ら

れ るので,牛 血 清 とoleic acidの 結 合状態 を濾 紙電

Fig 6. A paperelectrophoretic pattern of 

normal cow serum

Fig 7. A paperelectrophoretic pattern of cow 
serum after mixed with 1/10 volum of oleic 

acid. Centrifuged supernatant.

気 泳動 法 に て検 索 し た 結 果 図6, 7に 示 す 如 く,

 oleic acidが 特 に グ ロ ブ リン 分 画 中 γグ ロ ブ リン に

結 合 す る事 が 明 らか に され た.然 も 結 合 したlipo

proteinは 泳動 原点 に存 在 し, Sudan black Bに て濃

染 され る.即 ち明 らか にoleic acidはproteinと 結

合 しlipoproteinの 形 を取 る もの と考 え られ る.

2.酸 化的 燐 酸 化に 対す るoleic acidの 作 用:先

に もの べ た如 く脂肪 酸 は一 般 的性 格 と して細 胞,あ

るい はmitochondriaの 酸 化 的燐 酸 化 を 阻害 す る.

 0.04mMのoleic acidに よ る ラ ッ ト肝mitochondria

の 呼 吸 は コハ ク酸基 質 下38℃ のincubationに お い

て 図8に 示 す如 く反応 初 期 にお いて は 呼 吸の 増大 が

示 され, incubation 15分 以後 で はfall offの 現 象 が
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Fig 8. The effect of oleic acid on the respiration 

of normal rat liver mitochondria. 

Mitochondria was aged 3 hours at 0•Ž in 0.25M 

sucrose solution

示 され る.然 し この様 な 現 象 はrespiratory control

の 高 いmitochondriaに 限 り 示 され る現 象 で あ る.

この様 な 条 件 下 でmitochondria ⊿10Pえ のP32の

取 込 に対 す るoleic acidの 作 用 を検 討 して 見 ると表

3に 示 す 如 く明 らか にmitochondriaの ⊿10Pえ の

P32の 取込 はoleic acidに よ り著 しい阻 害 が示 され

て い る.従 つ て上 記 呼 吸 活性 がoleic acidに よ り反

応 初 期 にお いて 増加 した 現 象 はrespiratory release

か らuncouplingえ とmitochondriaの 性 格 の 変 化 が

起 つ た事 を 示 す.

(注20℃ 0.1mM oleic acidの 作用 と38℃ 0.04mM

 oleic acidの 作 用 とほ ぼ等 しいsewlling作 用 を 示 し

呼 吸 と ⊿10Pの 測 定 実 験 は比 較 出来 る)

3. mitochondriaの 酸 溶 性燐 酸 化 合 物 え のP32の

取 込 阻害:

上 記 の如 くoleic acidはmitochondriaのd10P

えのP32の 取 込 を著 し く阻害 す るが,こ れ らlabile

Table 3. The effect of oleic acid on the P32 incorporation into ‡™10P fraction of rat liver mitochondria

RA: Relative activity, SA: Specific activity

Fig 9. Incorporation of P32 into acid soluble fraction of rat liver mitochondria (500mg) after 

incubation 30 minutes at 25•Ž. The incubation mixture consisted with 3ml of mitochondrial 

suspension, 1ml of KRP solution (containing 100ƒÊc P32), 1.0ml of 0.2M sodium 

succinate and 5.0ml of 0.15M KCl-0.02M Tris buffer (pH 7.4).
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Fig 10. The effect of sodium oleate on the incorporation of P32 into acid soluble fraction of rat 

liver mitochondria. Incubation mixture containing 0.5mM sodium oleate.

phosphate compounds中 どの 物質 え のP32)の 取 込 阻

害が大で あ るかを 明 らか にす る 目的 で5g当 りの ラ

ッ ト肝mitochondriaを 使 用 し,反 応 液10m1, 0.5mM

 Na-oleateに て25℃ 30分 間 処理 しmitochondriaの

酸溶性 燐 酸 化 合物 分 画 を カ ラム クロ マ トグ ラ フイ ー

にて分 画 し各 分 面 え のP32の 取 込 を 調 べ た結 果 図9, 

10に 示 す如 くATP, ADP, UDPG, GTP等 の 分画

えのP32の 取 込 は無 処 理 対 照群 に比 して 著 しい 阻

害 が示 され て い る事 が 明 らか に され た.

4. mitochondriaのphosphate compoundsえ の

P32の 取 込 阻害:

Judah17)等 の研 究 に よ れ ばmitochondriaの

swellingはmitochondria内phosphoproteinの 減 少

によ るた めで あ る とい わ れ る.今 ラ ノ ト肝500mg当

りのmitochondriaを0.02Mコ ハ ク酸 ソー ダ 基 質 下

に0.5mM Na-oleateに て25℃ 30分 作 用せ しめ,

後Schmidt, Thanhauser, Schneider法 に よ り,酸 溶

性燐 酸 化合 物, phospholipid, RNA-P, phosphopro

tein分 画 に分 け,そ れ ら分 画 え のP32の 取込 を測 定

して見 る と 表4に 示 す 如 くoleic acid処 理 に よ り

phosphoproteinえ のP32の 取 込 は66%に, phos

pholipidえ の取 込 は60%に 低 下 せ しめ られ,然 もこ

Table 4. The effect of sodium oleate on the incorpo

ration of P32 into organic phosphate of rat liver 

mitochondria. The incubation mixture was 4.5ml 

of 0.15M KCl-0.02M Tris pH 7.4, 3ml of rat 

mitochondrial suspension containing 500mg mito

chondria, 1ml of KRP solution containing 100ƒÊc 

of P32, 1ml of 0.2M sodium succinate and 0.5ml 

of 0.01M sodium cleate.

れ ら分 画 の量 も減 少 して い る.勿 論 この分 画 方法 は

完 全 な もの で はな いがoleic acid処 理 に と もな う各

分 画 の変 化 の傾 向は明 らか に示 す もの で あ る.

5. mitochondria内K量 の 変動:

mitochondriaのswellingはactive transportの
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変 動 に よ る とす る考 え 方 が あ るが,そ の 原 因 は イ オ

ン のactive transportに と もな う水 のpassive trans

portに よ る もの でmitochondria内K含 量 の変 化 が

示唆 され る.今0.1mMのoleic acidに よ り

swellingし たmitochondria内K量 を 測 定 し て 見

る と 表5に 示 す 如 く, 0.15 MKCl液 中25℃ 30分

Table 5. The effect of sodium oleate on the potassium concentration of mitochondria . The 

incubation mixture was 0.15 M KCl-Tris pH 7.4, containing 0.1 mM sodium oleate

 and 400mg tissue equivalent mitochondria and incubated at 25•Ž 30 minutes.

incubationに と もな いspontaneousに は ほ と ん ど

mitochondriaのswellingが 示 されな い に もか かわ ら

ずK量 は増 加 し, oleic acid処 理 群 に お い ては 著 しい

swellingと 共 に 顕著 なK量 の 増加 が 示 さ れ る.然 し

Lehninger18)等 によ り示 され た如 く, 520mμ で測

定 したswellingはmitochondriaの 容 積 と ほ ぼ平 行

して い る事 か らmitochondriaの 容 積 に 対 す るK量

を算 出 して 見 るとoleic acid処 理 でswellingし た

mitochondria内K量 は む し ろ 減 少 し て い る が,

無処 理mitochondriaに お い て は容 積変 化 が 起 らない

以前 にK量 の 増大 が示 され て い る事 は興 味 あ る現 象

とい わ ね ばな らな い.

考 按

形 態 と機 能 の 研究 で 最 も 発 展 して い るmitochon

driaは 細 胞 内 エ ネル ギ ー産 生 の 場 と して 重要 な細胞

内小 器 官 で あ り,そ の形 態 変 化 が細 胞 の 代謝 制 御 機

構 と関 係 して い る事 はや うや く人 々の注 目す る所 と

な つて 来 た.即 ちKaufman19), Corwin15), Emmelot16),

 Hunter20 25)等 はmitochondriaの 形 態 変 化 と呼 吸活

性,或 い は酸 化 的燐 酸 化 との 関係 に つ い て多 くの研

究 を報 告 し, mitochondriaのswellingは 呼 吸活 性

と極 め て密 接 に 関 係を 有 して い る事 が 明 かに され た.

本 研究 に示 した 脂肪 酸 のmitochondrial swellingに

対 す る作 用 は 脂肪 酸がmitochondriaの 酸 化的燐 酸化

共 役 阻 害 を す る と同時 にmitochondrial swellingの

作 用 を有 す る事 に 於 て極 め て興 味あ る問題 を 提 出 し

て い る.先 づ 種 々の飽 和 脂 肪酸 及 び炭 素 数18の 不飽

和 脂肪 酸 の 同一 モル 濃 度 に よ り ラ ッ ト肝mitochon

driaのswellingに つ いて 得 られ た結果 はPresman &

 Lardy21)ら がlatentATPase活 性 に対 す る種 々脂 肪酸

の影 響 に い つ て得 た結 果即 ち, C14のmyristic acid

が 最 もlatent ATPase活 性 をstimulateし,又trans 型

よ りcis型 不 飽 和 脂肪 酸 が よ りよ くATPase活 性 を

stimulateす る と云 う結 果 と全 く一 致 し, ATPase活

性 のstimulationとswelling作 用 が 平 行 す るの は極

めて興 味 あ る現 象で あ り,膜 構 造 の 変化 がATPase

活 性 をstimulateす る と も考 え られ る.又swelling

したmitochondriaはATP, Mg++, B. S. A.等 に よ り

contractす る 事 は,最 近 大西22) 23)等 に よ りmito

chondria内 に ア ク ト ミオ シン 様 蛋 白の あ る 事が 明

らか に さ れ, Green25)等 のstracture proteinと 関 係

し, mitochondria構 造 に収 縮 性 蛋 自 が一 定 の配 列 を

取 つ て存在 す る事 を示 唆 し,こ れ らmechanoprotein

は構 造 と密接 に 関 係 し てswelling～contractionを

行 い,同 時 に酸 化 的燐 酸化 に 関 与 して い る考 が示 さ

れ る.即 ち, Pullman & Racher26) 27)ら は酸 化 的燐 酸

化 のcoupling factorがATPase活 性 を有 し,こ れ

が 一 部 swelling～contractionに 関与 す ると も考 え ら

れ る.又mitochondiaのswelling が 呼 吸 と密接 に 関

係 してい る事 はす で に 述べ た 所 で あ るが,こ れ と関

連 して 脂 肪 酸 に よ るmitochondiaのswellingが 呼 吸

阻害 剤 で部 分 的 に阻 害 され,少 な くと も 脂 肪 酸 が

mitochondria呼 吸基 質 とな つ てい る事 は確 か で あ る.

又癌 細 胞 のmitochondriaはEmmelot17), Arcos28)等

が示 す如 く一 般 に 種 々の ラ ッ ト肝mitochondria に

対 す るswelling agentでswellingし に くい事 が 明

らか に され て い るが,脂 肪 酸 によ つ て も同 様swelling

は軽 度 で,こ れ が常 法 で分 離 した癌 のmitochondria

の 呼 吸 活性 の 弱 い事 と 関 係 し て い る様 に考 え ら

れ る.次 にphosphoprotein量 のswellingに と もな

う減 少 はJudah17)に よ り実 験 され た結 果 で あ るが,

 oleic acid処 理 に よ るphosphoproteinの 減 少,或 い

はP32の 取 込 低 下 は, ATP合 成 の 阻害 に 基 く事 も

考 え られswellingとphosphoproteinの 関 係 は 明

らか で な い.又 脂肪 酸 に よ るmitochondria内K含
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量の増 加 は, ion active transportが 脂 肪 酸 に よ る

mitochondriaのATPase活 性 増加 の 結 果 と し て起

るもの との 考 え も成 立 す る が,こ のion transportは

10-4Mのouabainで 全 く 阻害 されずswellingが

ion active transportの 結 果 で あ る か否 かを 決 定 し

得な い.

結 論

種 々脂 肪 酸 に よ る ラ ッ ト肝 及 びEhrlich腹 水癌

細 胞mitochondriaのswelling及 びcontractionに

関 し種 々の実 験 を行 ひ 次 の結 果 を 得 た.

1)ラ ッ ト肝mitochondriaは 飽 和 脂 肪 酸 中C14

のmyristic acidに よ り最 も著 し く.又C18不 飽 和

脂 脂酸 に於 て はcis型 の も の に よ り強 くswelling

せ し め ら れ,そ の 度 合 は こ れ ら 脂 肪酸 のlatent

 ATPase活 性 のstimulationと 全 く平行 す る.

2)oleic acidに よ る ラ ッ ト肝mitochondriaの

swellingはoleic acidの 濃 度 に 比 列 して 増加 し,そ

のswellingし たmitochondriaはATP., B. S. A.,

 Mg++で 再 びcoatractし,又 そ のswellingはanaero

biosis, CN-, azide, antimycin Aで 阻 害 的 に 作 用

され る.

3)oleic acidに よ るmitochondriaのswellingの

度 合 は マ ウ ス肝>Ehrlich担 癌 マ ウス肝>Ehrlich

腹 水癌>Ehrlich固 型癌 の順 に 強 く,こ れ らは 呼吸

活 性 と比 例 す る

4)oleic acidに よ りswellingし たmitochondria

は処 理 直後 呼 吸 の増 大 が示 され,特 にATP合 成 は

著 し く減 少 し,酸 化 的 燐酸 化 の 共役 阻害 が 起 る.

5)olelc acid処 理 肝mitochondria内K量 は

swelling初 期 に於 て増 加 し, swelling後 はむ しろ容

積当 りの量 に於 て減 少 す る.

6)oleic acidに よ りmitochondriaに よ るATP,

 ADP, UDPG, GTP合 成 が 阻害 され る.

稿 を 終 るに 当 り御 懇 切 な る御 校閲 を 載い た 山 本教

授 並 びに 直接 御 指 導 を頂 い た内 海助 教 授 に深 甚 の謝

意 を表 し ます.
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The effects of fatty acids on swelling and contraction of mitochondria 

taken from rat liver and Ehrlich ascits tumor cells.

By

Hiroyuki Urakami

Department of Biochemistry, Cancer Institute of Okayama University
Medical School. (Director. Prof. M. Yamamoto)

The effects of fatty acids on swelling and contraction of mitochondria taken from rat 
liver and Ehrlich ascites tumor cells are studied and the following results were obtained.

1. The swelling of rat liver mitochondria is induced most effectively by myristic acid 

(14carbon chain compound) among the saturated fatty acids and by cis form unsaturated fatty 
acids more than trans form. These effects are proportional to the degree of stimulation on
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latent ATPase activity by fatty acids.

2. The degree of swelling of rat liver mitochondria is proportional to a concentration of 

oleic acid and is inhibited by anaerobiosis, cyanide, azide or antimycin A. These swollen 

mitochondria can be contracted reversibly by ATP, bovine serum albumin and magnesium ion.

3. The swelling action of oleic acid is stronger in the following order on mitochondria 

taken from mouse liver, liver of Ehrlich ascites tumor bearing mouse, Ehrlich ascites tumor 

cells and solid tumor. The degree of swelling parallel to respiratory activities in those mitochon

dria respectively.

4. The increase of respiration, decrease of ATP synthesis and inhibition of oxidative 

phosphorylation are observed in swollen mitochondria induced by oleic acid.

5. The amount of phosphoprotein and phospholipid in mitochondria decreases by oleic acid 

and the turnover of phosphate in bothe compounds also decreases.

6. The amount of pottasium in mitochondria increases slightly soon after adding of oleic 

acid but rather decreases later on.


