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第1章　 緒言 お よび 文 献

脳髄 でpyruvateが よ く酸 化 され る こ とは, 1940

年Peters1)に よつ てす でに 報 告 さ れて い ると ころ

であ り,つ い に はH2OとCO2に まで 酸 化 さ れ うる

もの で あ る. pyruvateは ま ずTPP(thiamine

 pyrophosphate)とMg++の 関 与 に よ り, decarbo

xylaseに よ り 脱 炭 酸 され, acetaldehyde-enzyme

 complex(active acetate)を 生 じ, Co Aの 存在 に

おい てDPNをhydrogen-carrierと し て酸 化 を う

け, Co Aの-SH基 とacetyl基 とはhigh energy

 boundで 結 ばれ てacetyl-Co Aを 生 ず る と考 え ら

れ て い る.次 い で こ れ が 縮 合 酵 素 の は た らき で

oxalacetateと 縮 合 し てcitrateを 生 じ, TCA cycle

の流 れに は い るわ け で あ る2) 3)

さ て,動 物 組織 のTCA cycleの 理 論 は 主 と して

「ハ ト」 の 胸筋 お よび 肝 臓 の 実験 に も とづ い て い る.

脳 につい て は それ ほ ど決 定 的 な研 究 が な され て いな

い が, fumarateな ど の2-carboxylic acid-inter

mediateの 酸 化 が 行 わ れ る こ と,お よびpyruvate

酸化 にお け るfumarate, oxalacetateな ど のTCA

 cycle memberに よ る促 進 作 用 が 知 られ て お り,ま

た,そ の 際citrateや α-ketoglutarateの 蓄 積 す

るこ とな どが 明 か に な つ て い る4) 5) 6).一 方acon

itase7)お よびisocitric dehydrogenase8)な ど の酵

素の 存在 に つ いて も報 告 を見 て い る. malonateは

succinic dehydrogenaseの 選 択 的 なinhibitorで あ

るた め,こ れ を 与 え る とTCA cycleは 中断 され

succinateが 蓄 積 す るわ け であ り, Quastel9)お よび

Greville10)は 脳 で もmalonate阻 害 を 観 察 し て い

るが, Weil-Malherbe11)はhomogenateで は

malonate阻 害 が あ るが,脳 皮 質 のaliceはmalonate

に た い し て抵 抗 が 強 く, succinateの 蓄 積 を 認 め な

い と報告 して い る.こ れは 杉田12)が 脳でcitrateが

酸 化 され な い こ とを報 告 して いる の と相 まつ て脳 の

TCA cycleの 存 在 を 否 定 す る説13)の 根 拠 とな つ て

い る もの で あ るが,こ れ には 種 々の 実 験的 条 件 も参

与 して お り,こ れ ら を も つ て た だ ち に脳 に お け る

TCA cycleを 否 定 す る こ とは で きず,さ らに 今 後

の検 討 に またね ば な らぬ 問 題 で あ ろ う.事 実,わ れ

わ れ の行 つ た実 験14)で もcitrateは 脳 のhomogeate

お よびmitochondriaの 呼 吸 のsparkerあ る いは

primerと な りえ ぬ が,こ の 系 にDPNを 加 え る と

充分 酸 化 され 得 る こ とを 観察 して い る.

一 方 , Frohmanら は15)脳 の組 織 中 にTCA cycle

の す べ て のmemberの 存 在 す る こ と をpaper-

chromatographyで 証 明 し て い る し,私 も 一 応

Krebs16)と 同 樣 に 脳 に も他 の 組 織 同樣 にTCA cycle

が 存在 し, pyruvateは 次 図 の 如 き経 過 を経 てCO2+

H2Oに まで 酸化 され る で あろ う と考 え て い る.

次 に,脳 のmitochondriaに つ いて はChristie17)

ら お よびGallager18)ら に よ る報 告 が あ るが,一 般

にmitochondria中 には 溶解 性 酵 素 と しては 単 離 で

き な いsuccinic dehydrogenaseやcytochrom C

oxydaseお よ び脂 肪 酸 酸化 酵 素 の ほか,溶 解 性 酵 素

と して 単 離 で き るmalic dehydrogenase, fumarase,

 aconitaseお よびglutamic dehydrogenaseな ど の

ご ときTCA cycle上 の 中 間 代 謝 産 物 の 酸化 に関 係

し た諸 酵 素 が存 在 して い て,組 織 のTCA cycleの

研 究 に は 極 め て好 都 合 で あ る.

さて私 ど もの教 室 で,て んか ん 的 素 因 あ るい は痙

攣 準 備 状 態 を附 与 され た ことを 実 験 的 に証 明 され た

潜 在性 脳 局所 ア ナ フ ィラ キシ イ家 兎(以 下脳 局 「ア 」
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家兎 と略す)の 大脳皮質の代謝について現在までに

なされた業績はすでに陣内教授19) 20)によつて発表さ

れているところである.私 もこれらの研究の一環と

して脳局 「ア」家兎のTCA cycleに つ いて研 究を

行い,い ささかの知見を得ることができたのでここ

に報告する.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験動物

体重2.5kg以 上の健康な成熟白色家兎を使用し

た.

第2節　 抗原の作成方法および感作の方法

第1項　 牛血清の作成法

新鮮な牛血液を数時間室温に放置して後,遠 心器

にて血清を分離し, 54℃, 30分 間,重 湯煎にて非

働性となし, 0.5%の 割 合に石炭酸を加えて作成し

た.

第2項　 新鮮牛脳灰白質燐脂質(以 下年脳灰 「ホ」

と略記する)加 牛血清の作成法

新鮮な牛脳の軟膜を脳表面の血管とともに剥離し,
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次に表面の灰白質のみを取り,乳 鉢にて摺磨して泥

状とし,こ れに多量の局方酒精を加えて,時 々攪拌

しながら1週 間室温に放置して後,遠 心器で上澄を

分離し,重 湯煎にて40℃ にて減圧蒸溜すると,黄

褐色の粘調な残渣となる.こ れに少量のエーテルを

加えて振盪,溶 解する.こ れの上澄をとり,ア セ ト

ンを大量加えて白色の沈澱を得る.こ れを蒸発乾燥

して,ア セトンを除去 しさらにエーテルを加えて溶

解し,そ の上澄に再び多量のアセ トンを加え40℃

に加温,冷 却してアセ トンを放出する.こ の白色沈

澱物を褐色瓶に入れたアセ トン中に保存し,用 に臨

んでデシケーターで乾燥し,第1項 で得た非働性牛

血清2ccに10mgの 割合 に混 合 し,室 温に数時

間放置し時々まぜて牛脳灰 「ホ」のエムルジオンを

作成する.

第3項　 感 作 方法

家兎 の耳靜 脈 内 に 牛脳 灰 「ホ」 をpro kg 1ccの

割合 で2回2日 間 連 続注 射 し, 12日 後 に アル ツス反

応を検 し,そ の 陽 性 の もの のみ え らび,同 量 の 牛脳

灰 「ホ」 を2週 間 間 隔 で5回 注 射 した.

第3節　 mitochondriaの 酸 化 力 測 定 に 用 い

た基 質

TCA cycleの 中 間 代 謝 産物 とし て, pyruvate,

 citrate, α-ketoglutarate, succinate, fumarate,

 malate, oxalacetateを 用 い た.濃 度 は いず れ も0.1

Mの もの を用 い た.

第4節　 mitochondriaの 分 離 法

家兎 の頭 蓋 骨を 破 壊 し,可 及 的 速 か に(10～20秒

以内)0℃ の 生食 液 中 に移 し,脳 軟 膜,血 管 を 剥離

し,灰 白質 の みを 取 出 し, 0.25Mの 蔗 糖 液 を媒 質 と

して, Potter-Elvehjemのhomogenizerを 使 用 し

てお よそ10%のhomogenateに し,冷 凍 遠 心 器 で

10分 間, 600×gで 遠 沈 す る.上 澄 を 取 り,さ らに

この沈澱 を蔗 糖液 で分 散,遠 心 して 上 澄 を と り,こ

れら の上 澄 を 集め る(未 破 壊 細胞,細 胞 核,血 球,

軟膜等は 沈澱 と し除 去 され る).こ れ を8500×g, 10

分間で遠 沈 して,沈 澱 を取 り,蔗 糖 液 で再 分 散 し,

さらに8500×g, 10分 間遠 沈 して 生 じた沈 澱 を さら

に0.25Mの 蔗 糖 液 で分 散,浮 游 液 と して 用 い る.こ

の沈 澱 は 顕微 鏡 で検 す る とほ とん どmitochondria

のみを 含有 す る.全 経 過 を 通 じて0°～3℃ の条 件 を

厳 守 しなけ れ ば な らな い.

第5節　 呼 吸測 定 の実 験 装 置 お よび 方 法

Warburg検 圧 装 置 を用 い,検 圧 計は 単 一 検 圧 計

を,容 器 は 円 錐 状 器 を 用 い,恒 温 槽 を37.5℃,振

盪 速 度1分 間90回 転,振 盪 時 間60分,瓦 斯腔 は 大気

と して,好 気 性瓦 斯 反 応 の変 化 を 記 録 し た.

反 応 系 と しては 須 田 お よび 原21)の 方法 に 従 い,次

の 如 き試 薬 を 用 いた.

0.6ml 0.1M phosphate buffer pH 7.3

0.3ml 0.01M ATP-Na塩

0.2ml 0.02M MgCl2

0.5ml 10-5M cytochrome C

0.2ml 0.1M substrate以 上 主 室 内

0.2ml 2N KOH中 央 副 室 内

1.0ml mitochondria分 散 液(最 後 に 主

室 内 に)

さ らに 中央 副 室 内 に3sq・cmの 濾 紙 片 を 入 れ る.

 mitochondriaは 基 質 の 存在 に よつ て 安 定 性 を保 持

す る か ら,基 質は 初 め か ら主 室 中 に入 れ て お き,分

散液 を 加 え て10分 間 空振 りし, 60分 後 の酸 素 消費 を

読む.空 振 り10分 間 の 酸素 消 費 量は 最 初 の10分 間 の

値 に 等 し い と して計 算 す る. 1.0mlの 浮游 液 の 乾

燥 重 量 を化 学 天 秤 で 秤 量 し て,計 算 に よ りmitoc

hondriaの 乾 燥 重量100mgに 対 す る 酸 素 消 費量

を もつ て成 績 と した.

第3章　 実 験 成 績

pyruvateお よびTCA cycloの 中 間代謝産物を

基質として(第2章,第3節 に述べた)脳 のmitoc

hondriaの 酸素消費量を正常家兎および脳局 「ア」

家兎についで検索した結果,次 のことが明かになつ

た.

1)と くに基質を附加しない場合のmitochondria

の酸素消費量は第1表 に示す ごと くであつて脳局

「ア」家兎においては正常家兎より一般に低下を示

しており平均値において約1/2の 値を示している.

2)pyruvateを 基質として与 えると第2表 のご

とく酸素消費量の上昇は正常家兎群では平均11.6μl

であるが脳局 「ア」家兎群では平均6.8μlに すぎ

ない.

3)citrateを 基質として与えると,第1表 のご

とく脳局 「ア」家兎群および正常家兎群ともに酸素

消費の増加を認めず,正 常家兎群では逆に呼吸の抑

制を認める.

4)α-ketoglutarateを 基質にした場合では,第

4表 に示す ごとく脳局 「ア」家兎群および正常家兎

群ともに酸素の消費が増大する.こ の場合,呼 吸の

増加は正常家兎群では平均20.9μl,脳 局 「ア」家

兎では平均3.0μlで あり,正 常群の増大は著明で
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表1　 mitochondriaに よる正 常 呼 吸

表2　 pyruvate添 加 に よ る呼 吸変 化

表3　 citrate添 加 に よ る呼 吸変 化

表4　 α-ketoglutarate添 加 に よ る呼吸変

化

あ るに反 し,脳 局 「ア 」群 では 極 め て少 い.

5) succinateを 基質 に した場 合は 第5表 の ごと

く両 群 と もに著 明に 増 加 し,正 常 群 では 平均42.1μl,

脳 局 「ア 」群 で は 平均29.8μlで あ る.

表5　 succinate添 加 に よ る呼吸 変化

6) fumarateを 基 質 と した 場 合は 第6表 の ごと

く正 常 群 に お い て も酸 素 消 費 の 増 加 は極 め て少 く

(7.1μl),脳 局 「ア 」群 では ほ とん ど増 加な 示 さな

い.

7) malateを 基 質 と した場 合 は 第7表 の ごと く

両 群 いず れ も 酸素 消 費 の増 加 を認 め な い.

8) oxalacetateを 基 質 とした 場 合は 第8表 の ご

と く正 常 群 で は 平均13.0μl,脳 局 「ア」 群 では 平

均3.1μlの 増 加 を 示 して い る.
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表6　 fumarate添 加 に よ る呼吸 変 化

表7　 malate添 加による呼吸変化

表8　 oxalacetate添 加 に よ る呼 吸変 化

9)以 上 総 括 して 表 示す れ ば第9表 に 示す ごと く

で,正 常 家兎 群 では 酸 素 の 消 費 の増 加 はsuccinate,

 α-ketoglutarate, oxalacetate, pyruvate , fumarate

の 順 で あ り, citrate, malateに よ つ て は 酸 素 消 費

の増 加 は 起 ら な い.一 方,脳 局 「ア 」 群 で もsuc

cinate, α-ketoglutarate, oxalacetate, pyruvate

の 順 で あ る が, fumarate, citrate, malateの 場 合

は 酸 素 消費 増 加 を 認 め な い.ま たmalate, citrate

の 場 合 を除 き,他 の何 を 基質 と した場 合 で も,脳 局

「ア 」 群 では 正常 群 に 比 し酸 素 の 消 費 が 抑制 され て

い る.

第4章　 総括 な らび に 考按

正常 家 兎 お よび脳 局 「ア 」家 兎 大 脳皮 質 神 経 細胞

のmitochondriaに つ いてpyruvate, citrate, α-

ketoglutarate, euccinate, fumarate, malateお よ

びoxalacetateの 酸化 の 能 力 の程度 を比 較 し,正 常

家 兎 で はsuccinate, α-ketoglutarate, oxalacetate,

 pyruvate, fumarateの 順 に 酸 素 消費 の 増 加 をみ と

めcitrate, malateに よつ ては 酸 素 消費 の 増 加 を認

め な い こ と,脳 局 「ア 」家 兎 で はsuccinate, α-

ketoglutarate, oxalacetate, pyruvateの 順 に酸 素

の 消費 の 増 加 を 認 め, fumarate, citrate, malate

では 酸 素 消費 の 増 加は 認 め な い こと,ま た酸 素 消費

の増 加 量はcitrate, malateの 場 合 では ほ とん ど差

は な いが,そ の他 の いず れの 基 質 を附 加 した 場 合 で

も脳 局 「ア」 家兎 では 正 常家 兎 よ り低 い こ とを観 察

した.

さて,脳 のmitochondriaに つ いては 今 日 まで に

Christieら お よ びGallagerら のrat brainに つ

い ての 報 告 が あ る.一 方 脳homogenateお よ び

sliceを 用 い たTCA cycleの 研 究 では 杉 田12)の報 告

が あ る.杉 田 の報 告 に よれ ばbrain homogenateを

用 い る とpyruvate, α-ketoglutarate, glutamate

お よびsuccinateは 酸素 消 費 増加 効 果 を 有す るが,

 malateお よびfumarateは 上 昇 率 が 極 め で少 く,

 malateに よるsliceの 酸 素 消 費 の増 加 は全 く認 め

な い.ま た, citrateは 脳 ではhomogenateお よび

sliceと も 酸素 消費 増 加は 全 く欠 除 す る と報 告 して

い る.こ の成 績 は 私 のmitochondriaを 用 い た成 績

と きわ め て 類 似 して い る,杉 田はcitrate, malate

お よびfumarateが 酸化 され に くい と い う成 績か ら,

脳 にお け るTCA cycleの 存在 を む しろ 否定 的 に 考

え てい る が,脳 のmitochondriaはglucoseお よび

glucolysisのintermediateを 酸 化 す る酵 素 系 を も
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表9　 基 質 附 加 に よ る 酸 素 消 費 量

………… 正常家兎平均値〓 局ア家兎平均値

○ 正常 家兎 〓 平均値
● 局「ア」家兎 × 平均値
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つな どの他 の組 織 とは異 つ た態 度 を 示 す こ とが 知 ら

れている し,ま た 一 方 私 の行 つ た実 験 系 にDPNを

附加す るとcitrateも 酸化 され 酸 素 消 費 の上 昇 を き

たすにい た る 事 実14)か ら,や は り 脳 に お い て も

TCA cycleが 存在 して い る と思 わ れ る.こ の 問題 は

脳のTCA cycle存 否 に 関 す る問 題 で あ り,さ らに

検討を要す ると思 わ れ 目下検 索 を続 け て いる.

一方,脳 局 「ア 」家 兎 のglucose代 謝 の 問題 につ

いては,教 室 の兼 松22),清 水23)に よ り解 糖作 用 の低

下する こと,ま たpyruvateの 酸化 力 も低 下 して い

ることが 明か に され てお り,最 近,山 田23)に よつ て

hexokinase活 性 も低 下 して い る こ と が 明 かに なつ

た.こ れ に私 の 成 績 を も 加 え て総 括 す れ ば,脳 局

「ア」家兎 にお いてはglucose代 謝 は 全般 的 に低 下

してい る もの と考 え て よ い と思 う.

第5章　 結 論

正 常家 兎 お よび脳 局 「ア」家 兎 につ い てpyruvate

およびTCA cycleの 各memberを 基 質 と す る 酸

素消費をWarburg検 圧 装 置を 用 いて測 定 し,次 の

ことを明 か に した.

1)と くに 基 質 を附 加 しな い場 会のmitochondria

の酸素消 費量 は,脳 局 「ア 」家 兎 にお いて は正 常 家

兎 の約1/2で 一般 に低 下 を 示 して い る.

2) pyruvateを 基 質 とす る呼吸上昇は,脳 局

「ア」家兎では正常家兎の約1/2である.

3) citrateを 基 質とす ると,脳 局 「ア」家兎,

正 常家兎ともに酸素消費の増加を認めない.正 常家

兎ではむしろ抑制的に作用する.

4) α-ketoglutarateを 基 質 とした場合は,正 常

家兎では著しく呼吸の増加をみるが,脳 局 「ア」家

兎ではきわめて少い.

5) succinateを 基質とした場 合は,両 者 とも著

明に増加するが,正 常家兎では脳局 「ア」家兎より

増加が著しい.

6) fumarateを 基質とした場 合は,正 常家兎に

おいても酸素消費増加は極めて少く,脳 局 「ア」家

兎ではほとんど増加を示さない.

7) malateを 基質とした場合は,両 者とも酸素

消費の増加を認めない.

8) osalacetateを 基質とした場合は,正 常家兎

でかなり著明に,脳 局 「ア」家兎ではわずかに増加

な示す.

9) 一般に,脳 局 「ア」家兎では正常家兎にくら

べ,呼 吸の増加の割合が低下している.

稿を終るに当り,御 懇篤なる御指導および御校閲

を賜わつた恩師陣内伝之助教授に深謝する.
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Studies on the TCA Cycle in the Brain Mitochondria.

1. 

On the Normal Rabbit Brain and the rabbit Brain with Latent 

Cerebral Local Anaphylaxis.

By

Shinnosuke Higuchi,
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(Director: Prof. D. Jinnai)

1. The respiration of mitochondria was measured by the Warburg's manometer and the 

intermediates of the TCA cycle were used as the substrates.

2. The O2-uptake of the normal rabbit brain mitchondria is about twice of the rabbit 

mitochondria with latent cerebral local anaphylaxis.

3. On the stimulation of the substrate; 

The succinate, ƒ¿-ketoglutarate, oxalacetate and pyruvate accelerate the O2-uptake in both 

cases, but the O2-uptake of the normal brain is always more than that with anaphylaxis.

4. Fumarate stimulates the O2-uptake of the normal brain, but does not stimulate that 

with anaphylaxis.

5. Citrate and malate do not accelerate in both cases.


