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第1章　 緒 言 お よび 文 献

組織に於 け るpyruvate酸 化 の 様式 と しては,ま

ずpyruvateはacetyl-CoAと な り, condensing

 enzymeに よ りoxalacetateと 縮 合しcitrateを

生 じ,こ れが, T. C. A. cycle,す なわ ちoxalsuc

cinate, α-ketoglutarte, succinate, fumarate,

 malateを 経 て,再 びoxalacetateと な る.こ の過

程 をく り返 すこ とによ りpyruvateは 完 全 に 酸化 さ

れ る.こ のT. C. A. cycleは 各 臓器共通 の反応様式

であ るとしKrebs1)も 脳 はその例外 でないと 記載 し

てお り,こ のT. C. A. cycleの 脳 にお ける存在 は諸

家の間 で定説 となつてい るよ うであ る.1) 2) 8) 4)

しか しT. C. A. cycleの 脳髄 内におけ る活 動を実

証 した 実 験 例は きわめ て 乏 しく, paperchroma

tographyに よつてT. C. A. cycle memberの 各

員 を証明 した ものな ど5)が わずか に有 力な手掛 りとな

つてい るくらい であ る.

最 近 杉田6)はcitrateが 脳 髄の酸素 消費 を増加 させ

ぬこ とをモ ルモッ トのsliceお よ びhomogenateを

用 いて実験 的に確認 して い る.こ の こ とか ら杉 田は脳

髄 におけ るT. C. A. cycleの 存 在 を 否定 して いる

.私 は本 論文 第1編 において正常家兎 および潜在性脳

局 「ア 」家兎の脳mitochondriaに よ るT. C. A

. cycle memberの 酸 化の様子 を検索 し,さ らに第2

編 におい て人脳例 につ いて,真 正癲 癇患者 大 脳 皮質

mitochondriaに つ いて 同様 の実験 を行なつたが,そ

のさい人間例については各memberと も量 的には変

動が あ り,と くにcitrateで は 少 なかつ たが,ま つた

く酸化 されないものは なかつた.し か し 潜 在 性脳局

「ア1家 兎 においては(私 の場合 はmitochondriaを

用 いたのであ るが) citrate, malate, fumarateは

ほ とん ど酸化が認 められない.

この さい,こ の事実 をもつて ただ ちにT. C. A.

 cycleの 存 在 を否定 す るわけには いかず,実 験 条件の

検討が行わ れなければな らない.す なわ ちin vitro

に お け る実験 をもつて ただちにin vivoに お け る反

応方式 にあてはめ るわけにはゆかない.

私 は まずCo-factorと して,本 実験 に不足 してい

るものはないか と考 へてみた.す なわち本実験系 に使

用 した反応系の物質を列記 す ると

0.6ml 0.1M phosphate buffer pH 7.3

0.3ml 0.01M ATP-Na塩

0.2ml 0.02M MgCl2

O.5ml 10-5M cytochrome C

0.2ml 0.1M substrate (T. C. A. cycle member)

0.2ml 2N KOH

1.0ml mitochondria分 散 液

であ り,こ の うちT. C. A. cycleを 完 全 に 廻転 させ

るために不足 して い る物質は何 であろ うか と考 えてみ

た.私 の実験 は家 兎でmitochondria分 画 につ いて

行つてお り,杉 田はモルモッ トでhomogenateお よ

びsliceを 用 いて いるが,い ずれもDPNは 用 いて

い ない.し たがつてDPNが 不 足 してい るのではない

か と考えて, DPNを 添 加して実 験 をおこなつてみ

た.

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　 実験材料

まず予備実験 として第1編 と同様 の反応系の1.0ml

 mitochondria分 散 液の代 りに家兎脳 の10% homo

genate 0.5mlを もち いてcitrateを 基 質 とす る実

験 を行 い,次 に第1編 と同じ反応系 にDPN(純 度90

%以 上) 0.01M, 0.2mlを 加 えてもちいた.

第3節　 実験装 置お よび方法

第1編 と同様に行なつた.
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第3節　 実 験 成 績

第1節　 脳homogenateに よ る酸 化について

まず対照 として杉 田のモルモッ トにおけ る実験 を家

兎 においても果 してそ うであ るかを 確 か め る ために

DPNを 用 いずhomogenateで 行 つてみた .す なわ

ち,表1に 示す ご とく, citrateは 脳homogenate

に よつて まつた く呼吸が促進 され ない こ と がわ か つ

た.

表1　 脳homogenateに よ るcitrateの

酸 化について

第2節　 脳mitochondlaに よ る酸化につ いて

その結果は表2に 示 すご とくであ り,ま ず基質 を添

加 しない場合 には, DPNの 添 加によつて呼 吸の増加

はほ とん ど認 め られな い.つ ぎにcitrateを 基 質 とし

た場合 には, DPNを 添 加 しない 場合に は 脳mito

chondriaに よ つてcitrateは 平均7.2μl程 度 でほ

とんど酸化 を受 けないが,こ れ にDPNを 添 加 す ると

平均12.5μlと な り, citrateは 脳mitochondriaに

よつ てDPNの 存 在の もとに酸化す るよ うにな ること

がわか る.

第2表　 脳mitochondriaに よ るcitrateの

酸 化 につ いて

第4章　 総 括 な らび に考 按

第1編 においてT. C. A. cycleのmemberの うち,

 citrateの み は特 異な態度 をとり,脳mitochondria

に よつ て酸化 されないことが知 られた.そ こで私は本

編緒 言において述べ たよ うに,こ の反応系 にDPNを

加 えたならばど うな るか とい うこ と をみ る目 的 で本

編の実験 を試み た.す なわちまず予備実 験 として,

 citrateを 基質 とす る家 兎脳homogenateの 組 織呼吸

を検 した所,や は り杉 田 の 実験 と同様 にまつたく酸

化 されなかつた.つ い でDPNを 加 えて脳mitochon

driaの 組 織呼 吸を検 したところ ,ま ずcitrateを 添

加 しな い場合にはDPNに よ る影響はほ とん ど認め ら

れないか, citrateを 基 質 としてDPNを 添 加 すれ

ば, citrateは 相 当 に酸化 され るよ うにな ることを見

出 した.

以 上の事実か らcitrateが モ ルモッ ト脳 において

は酸化 されな いと報告 して いる杉田6)の 実験,あ るい

は私が第1編 において行なつた家兎脳mitochondria

を用 いた実験 のcitrateが 酸 化 され ない理 由は , DPN

が 不 足してい るためであろ うと考 え られ る.

い まT. C. A. cycleでDPNを 要 求す る酵 素 として

はoxalosuccinic dehydrogenase, α-ketoglutaric

 acid dehydrogenase, succinic dehydrogenase
,

 malic dehydrogenaseな どが考へ られ る.

citrateの 酸 化はその第1段 階においてはDPNを

必 要 としないけれ ども,何 故citrateを 基 質 とす る呼

吸にはDPNが 必 要なの であろ うか.こ の問題の説 明

については現在 の ところではなん らその根拠 とな るべ

き理論 をもちあわせ ていない.

またcitrateは モ ル モッ ト,家 兎では酸化 されにく

いが,人 ではsuccinateに 比較 すればその 量 は少い

けれ ど,か な り酸化の傾 向が認め られ るの で,動 物の

合種類によ るこ とも考え られ る
.

第5章　 結 論

第1編 にてT. C. A. cycleのmember中, citrate

は 脳mitochondriaに よつ て 酸化 され ない 理 由 が

DPNの 不 足 にあ るのではないか と考 へて ,こ れ を確

かめ るために正常家兎につ いてcitrateを 基 質 とす る

酸素消費 を測定 して次の こと を明 らかにした.
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1) 脳homogenateで もcitrateを 基 質 とす る組

織呼吸はほ とん ど認め られ ない.

2) 脳mitochondriaで はcitrateを 添 加 しない

場 合にはDPNを 加 えても影響がないが, citrateを 附

加 して, DPNを 加 え るとcitrateの 組 織呼吸 は著明

に上昇 す る.

稿を終るに当り御懇篤なる御指導および御校閲を賜

つた恩師陣内伝之助教授に深謝する.
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Part III. Addition on the oxidation of the citrate

By 

Shinnosuke HIGUCHI

The normal rabbit brain mitochondria or homogenate dose not oxidize the citrate in the 

experimental system generally used, but the brain mitochondria can oxidize the citrate on 

addition of DPN.


