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トコンドリア膜の凍結障害え

1. 凍結融j拝した肝臓ミトコンドリアの酸化系の変化について

荒木 qコ
パ二五、

(低祝L 科ー学研究所)

〔昭和 45年8月受理〕

I.緒 -
E
 

生細胞は凍結融f鮮によって障害を受け，その障害を受けた細胞の細胞膜は半透性を失って

いることが良く知られている。この細胞膜の障害が細胞の凍結障害の原因であるか結果である

かについては未だ不明であるが，細胞の凍結障害に密接に関連していることは多くの研究者に

よって示唆されている。著者1，2)も酵母細胞を凍結処理すると，細胞膜や細胞内のミトコンドリ

アが障害を受けることから，膜状構造の凍結障害を重調している。従って，このような膜状構

造に於いて，構成々分の配列のどの部位が構造的にどのように変化するかを捉えることによっ

て，凍結障害の機構を解明することができると考えている。そのためには，細胞のような複雑

な系ではなく，できるだけ単純な膜構造の系で調べる必要があろう。その点， ミトコンドリア

は殆んど膜構造から成っていて細胞膜と同じように選択的透過性を有しており，生体内に於い

て代謝機能に重要な役割を果しているものであること，また，膜の分子構築についても比較的

良く調べられておりトヘ酸化的燐酸化系の各構成々分の配列や構造の変化と膜構造の変化を

結びつけ易いことから最適な材料であろう。このミトコンドリアの凍結障害についてはいくつ

かの報告町)があるが，殆んどがミトコンドリアの形態又は P/O比を調べたもので，凍結処理

による膜構造の変化については Lusena8)によってグルタミン酸脱水素酵素及び、かヒドロキシ

酪酸脱水素酵素の脱離が調べられてし、るにすぎない。

以上の観点から，ミトコンドリアの膜構造の凍結障害を分子レベノレで究明する一環として，

本実験では，凍結融解によるミトコンドリアの機能の障害と冷却速度との関係を調べ，更に，

膜構造を成す酸化系の構成々分のどの部分が凍結融解の影響を受けるかを検討した。

11. 材料及び方法

ミトコンドリアの調製: 家兎の肝臓を 0.21Mソルピット， 0.07 M庶糖， 1mMエチレ γジアミ

ン四酢酸 (EDTA)， 0.05%牛血清アルブミンを含む0.01M トリス塩酸緩衝液 (pH7幼中で五m

片に切りきざみ， テフロンホモゲナイザーでホモゲナイズし， Whittaker9)の方法で分画調製

した。 得られたミトコンドリアは 0.25M煎糖， 0.2 mM EDT A， 0.05%牛血清アルブミンを含
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む0.01M トリス塩酸緩衝液 (pH7.4)に浮遊させて実験に供した。 浮遊液の惨透濃度を変える

場合は，上記組成の溶液のうち，前璃j農度を 0.1M又は 0.5Mとしたものを用いた。

凍結融解処理 ミトコンドリア浮遊液を 0.2-1.0mlずつ試験管;(内径9mm)又は平底アルミ

ニュウム缶(内径 30mm)に入れ，各種の冷却速度で凍結させた後， 300Cの温浴槽に移し振置

しながら急速に融解した。冷却j速度0.1-500C/分で凍結する場合は，試験管管;に入れた試料 1ml

を予め一2γOC に冷l去却却~I引11 して jおお、芯、いたアルコ一ノレ叶j曹中で

一4剖OoCまでで、冷去却pした。吏に，この凍結試料を液体窒素に浸して，その温度まで冷却した。冷却l

速度 100-1500oC/分で凍結する場合は， 平成アルミ缶に入れる試料の量を適宜に変えて， そ

れをドライ・アイスーアルコール又は液体窒素に浸して凍結させ， 液体策素の温度まで冷却

した。なおこれらの冷却j速度を測定するために， 直径 O.lmmの銅・コンスタンタンで作った

熱電対を試料中に挿入しておき，温度記録計に自記させた。

呼吸能の測定: ミトコンドリアの呼吸能は萩原の方法10)に従い半密閉型の|当記呼吸酸素測定

装置(樹木製)を用いて， 250Cでの酸素の吸収量で測定した。状態IIIの呼吸は基質及び ADP

を添加した定常状態IIIのときのHヂ吸速度を求め，無処理対照に対する百分率で表わした。 呼

吸調節率及び ADP/O比は Chanceand Williamsの方法11)に従って呼吸能の測定のとき向

記させたポーラログラムから計算して求めた。呼吸調節率は基質のみを添加して ADPの存在

しない定常状態IVのときのl呼吸速度に対する基質及び ADPの存在する定常状態 IIIのl呼吸

速度の比で表わした。 また， ADP/O比は添加した一定量の ADPが消費つくされるまでの酸

素吸収量に対する添加 ADP量の比で、表わした。

α"ケトグルタル酸脱水素酵素の活性の測定: 無処理又は凍結処理ミトコンドリア浮遊液を

56，000 x g， 30分間遠心分離して，上清部分と沈溢部分とに分け， 上清部分はそのまま，沈澄

部分は 0.25M 1詑糖溶液で最初の容量に再浮遊させてから，それぞれに 0.05Mラウリル硫酸ナト

リウムを最終濃度1.2mg/mg蛋白伎となるように加え，酔素を可溶化させて酵素活性の測定に

供した。浮遊液中の蛋白質量は血清アルブミンを標準溶液として，ビウレット法で定量した。

供ケトグルタル酸脱水素酵素の活性は 1μg/mlのアンチマイシン Aの存在下で， Kaufman 

の方法12)に従って NAD→の還元で生ずる NAD廷を 340mμ の吸収で測定した。得られた測定

値から， NADHの340mpに於けるモル吸光係数を 6.22>く106cm2jmoleとして，そのモル濃度

を算出した。

III.結果

家兎の肝臓から採り出したミトコンドリアでは， コハク酸を基質とした場合，状態IIIの

i呼吸能は 72-94mμatom0/分/mg 蛋白質で乎l汲調節率及び ADP/O 比はそれぞれ 4.01~

4.44 及び1.82~ 1.96 であり， また， ιケトグルタル駿を基質とした場合，状態IIIの呼吸能は

11.1-21.6 mμatom 0/分/mg~白n で， 呼吸調節率及び ADP/O比は各々 5.18-5.90，2.58-

2.72で調製日によって相当活性が異なった。このように元の活性の異なるミトコンドリアであ

っても，O.l
O
Cj分-15000Cj分間の各種の冷却速震で -1960Cまで、凍結し， 融解後の活性を測

定して無処理対照に対する百分率で、表わすと，その変化はし、ずれの試料でも同一傾向を示した。
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処理すると，呼吸調節率及び ADPjO比

の低下がみられた。その低下の度合は基

質によって異なり，基質が小ケトグルタ

ル酸のとき特に大きかった。長Ilち，小ケ

トクールタル酸のとき 5.5のl呼吸調節率が

3.3までうまた2β のADP/O比が1.7まで低下したの凍結時の冷却速度が小さくなれば，呼吸

調節率及び ADPjO比の低下する度合も大きくなる傾向がみられた。例えば冷却]速度 O.lOCj分
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第1図

第 1区IAにみられるように，ミトコンド

リアを約 10000C/分の冷却l速度で凍結す

るとラ 処理ミトコンドリアの呼吸能(状

態 III)の障害の度合は基質がコハク酸

のときでも αーケトグルタル酸のときでも

同じで，無処理対照に対して 80-85%

の値を示すが，凍結の際の冷却速度が小

さくなるにつれて， 状態 IIIのH乎吸能の

障害の度合は大きくなる。その低下の度

合は基質がコハク酸のときよりも小ケト

グルタル酸のときの方が著しい領向がみ

られた。例えば，冷却速度O.lOC/分の凍

結処理では，基質がコハク酸のときの状

態 IIIのl呼吸能が 62%であるのに対し

て，ιケトグノレタノレ酸のときのl呼吸能(状

態 III)は 25%に減少した。 実験方法の

項で述べたように，この呼吸の測定で得

呼吸調節率

及び ADPjO比を算出し，そのー汐'IJを第

11玄IBに示した。 無処理対J1なミトコン

ドりアの呼吸調節率は，基質がコハク酸

のとき 4.2で αーケトグルタル目立のとき

5.5であり， ADP/O比は基質がコハク酸

のとき1.8で αmケトグルタル酸のとき

らオ工たポーラログラムカミら，

このようなミトコンドリ

の凍結処理ではどちらの基質の場合でも呼吸調節能を示さなくなった。

ハク酸のとき1.2近くまで， ι ケトクツレタル酸のとき1.6ぐらいまで低下した。このように凍結

の際の冷却速度の違いによって，それぞれの基質での呼吸能，呼吸調節率及び ADPjO比の障

害の度合が異なることがみられた。

ADPjO上七もコまたタ
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第2図 A. 0.5 M燕糖溶液に浮遊したミトコンドリアの呼吸

(状態 III)に及ぼす各種冷却速度の凍結融解の影響
0，コハク酸，・，日ーケトグノレタノレ酸
B. 0.1 M熊糖溶液に浮遊したミトコンドリプの呼吸
(状態 III)に及ぼす各種冷却速度の凍結融解の影響
0， コハク酸;・，日ーケトグノレタノレ酸

そこで，凍結前のミトコンドリの形態が異なっていても同じ傾向がみられるかどうかを検

討してみた。 ミトコンドリアの容積及び形態は浮遊外液の庶糖濃度の変化と共に変ることが報

告13)されているので， ミトコンドリアの機能には殆んど影響しない範囲内で浮遊液の庶糖濃度

を変えて， ミトコンドリアの収縮又は膨潤した状態と凍結時の冷却速度との関係を調べてみた

結果を第2図に示す。 0.5M煎糖溶液に浮遊したミトコンドリアを各穏冷却速度で凍結処理し

た場合，その処理ミトコンドリアの状態 IIIの呼吸能は等張溶液の場合(第 l図A)と殆んど同

じ障害の度合及び傾向を示した(第2図A)o 0.1 M TI¥;糖溶液に浮遊したミトコンドリアを凍結

処理した場合，基質が αーケトグ、ルタル酸のときの呼吸能が急速凍結(冷却速度 100~ 10000Cj分)

で著しく障害を受け 37~42% にまで低下した(第 2 悶 B)。それ以外は殆んど等張溶液の場合と

変りなかった。このように凍結時の冷却速度が小さいとき，凍結障害の度合は凍結前のミトコン

第1表 凍結処理ミトコンドリアの小ケトグノレタノレ

酸酸化に及ぼすNAD+の効果

日ーケ卜 Fノレタノレ酸の酸化

処 理 条 件
(mμatom 01分Img蛋白質)

増加率

無添加 INAD+添加

無処理対照
I 21.1 21.1 1.00 
II 18.8 18.8 1.00 

急速凍結(120町分) 占 16.7 16.7 1.00 
15.6 15.7 1.01 

緩慢凍結 (0.20CI分) I 5.3 7.2 1.46 
II 4.7 6.1 1.40 

イ民張溶(1液20浮Ooc遊/後分急)速 I 
6.7 6.7 1.00 

凍結 II 5.6 6.0 1.07 

I及び IIは調製日の異なる試料を用いた実験である
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ドリアの収縮又は膨潤した状態と関係なく殆んど同程度であるのに対して，冷却速度が大きく

なると，膨潤したミトコンドリアの ιケトグルタル酸の酸化系が凍結障害を受け易くなった。

この αーケトグルタル酸酸化能の凍結による低下がどうして起るかを検討してみた。小ケト

グノレタル酸の酸化には NAD'が関連しており， ミトコンドリアに存在する NAD'が凍結処理

によって何んらかの変化を受けるために酸化能の低下がもたらされることも考えられる。そこ

で，処理ミトコンドリアの αーケトクマルタル離の酸化に及ぼすNAD+の影響を調べた。 第 l表

に示すように，無処理対照及び急速凍結処理ミトコンドリアでは， NAD+の添加によって αーケ

トクゃルタル酸の酸化の促進は認められなかった。また，低張溶液に浮遊したミトコンドリアを

急速凍結した場合でも， NAD+の添加による酸化促進はみられなかった。しかし，緩慢凍結処

理ミトコンドリアでは， NAD<の添加によって αーケトグルタノレ酸の酸化速度が無添加の場合

に比べてl.40~ 1.46 倍に促進された。このことから，緩慢凍結した場合， ミトコンドリアにも

ともと存在している NADτ が反応、に寄与できないような存在状態の変化が凍結処理によって

引き起されていると考えられる。しかし，いずれの凍結処理ミトコンドリアでも， NAD→が充

分に存在するときの ιケトクールタル散の酸化能は無処理対照の場合に比べて小さいことから，

αーケトグルタル酸の酸化系の酵素が障害を受けていると考えられる

この品ケトグルタル酸の酸化系のどの部分が凍結障害を受けているかを検討するため，処

理ミトコンドリアを 56，000xg，30分間遠心分離して，上清部分と沈澄部分とに分け，それぞ

れのルケトクツレタル離脱水素酵素の活性を調べてみた。等張溶液に浮遊したミトコンドリアを

緩埠凍結した場合と，低張溶液に浮遊したミトコンドリアを急、速凍結した場合で、は ιケトクツレ

タル酸の酸化系(状態 IIIの呼吸)がより顕著に凍結障害を受けるので，両者の凍結試料での

実験結果を第2表に示す。 αーケトクゃルタル酸脱水素酵素の活性は急速凍結によって 75%に低

下するが，緩慢凍結によっては著しく低下し， 20%近くまで減少した。この酵素活性は，どち

らの凍結条件で処理しても，全部56，000x g， 30分の遠心で沈澱する部分に認められ，上清部

凍結条件

仮処理

冷却速度
0.2
0
C/分

冷却速度
(12000C/分)

第2表 ミトコンドリアの日ーケトグノレタノレ酸税水素酵素

活性に及ぼす凍結融解の影響

試 料
l蛋肉質濃度 町田ケトグノレタノレ酸脱水素酵素の活性

、トコンドリア浮遊液
30.9 12.93 (4.18)* 

(0.25M熊糖)

ミトヨンドリア浮遊液
30.9 2.64 (0.85)* 

(0.25M熊糠)

上 清 10.7 O 

沈 i盗 21.4 2.66 (1.24)* 

ミトコンドリア浮遊液
30.0 9.07 (3.23γ 

(0.1 M 際糠)

一七 清 5.3 。
i先 澄 25.1 10.58 (4.21)* 

* t古狐内は日ーケ 1グノレタノレ酸脱水量号酵素の比活性 (mμmoleNADH/分/mg~白質)
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分には全く認められなかった。 このように， ミトコンドリアを急速凍結した場合， ιケトグノレ

タル酸の酸化系金体としての活性は 40%前後まで低下する(第2図 B)にも拘らず，小ケトグ

ルタル酸脱水素酵素の活性は75%にしか低下しないことから，脱水素反応以後の酸化系に変

化が起っていると考えられる。 これに対して，緩慢凍結の場合は，小ケトクボルタル酸の酸化系

全体としての活性も αーケトクールタル酸脱水素酵素の活性も 20~25% に低下することから， 酵

素自身が失活しているか，または基質と反応できないような膜構造の変化が起っていると考え

られる。

IV. 考察

ミトコンドリアの凍結障害の機構を明らかにするためには，凍結処理後，その機能がどの

ように変化しているかを知らねばならないであろう。実験の結果，凍結融解したミトコンドリ

アでは凍結時の冷却速度によって異なった凍結障害がみられた。

大きな冷却速度で凍結処理した;場合，コハク酸及び ιケトグルタル酸の酸化系は障害を受

け，特に低張溶液に浮遊したミトコンドザアほど， α皿ケトグルタル酸の酸化系の障害が顕著で、

あるが， NAD'を補足しても呼吸の促進は認められない。このように，ルケトクールタル酸の酸

化系全体としての呼吸の低下は著しいのに比べて， αーケトグノレタル酸脱水素酵素の活性の低ド

は僅かである。しかも，凍結処理後56，000xg，30分間の遠心上清部に小ケトグルタル酸脱水

素酵素の活性は認められない。従って，急速凍結によってミ卜コンドリアにもともと存在する

NAD+の存在状態の変化及び膜からの αーケトクザルタル酸脱水素酵素の脱離が起るほどではな

いが，小ケトグルタノレ酸の脱水素反応によって生じる電子が電子伝達系にスムーズに伝達され

ないような膜構造の変化が起っていると考えられる。 lnabaら14)は0.05M r~\;糖溶液に浮遊した

ミトコンドリアをドライ・アイス アセトンで凍結融解を 3回繰り返してから遠心分離すると

144，000Xg， 30分間の遠心上清部分に小ケトグルタル酸脱水素酵素の活性の 77%が認められ

るが， ミトコンドリア内膜の破片に相当する 33，000xg，15 分 ~144，000xg， 30分の部分に残

り23%の活性がみられることを報告している。 従って，低張溶液に曝らされて膨化したミト

コンドリアは内部の水分量が橋加しているために大きな冷却j速度で凍結されれば，急速な脱水

でミトコンドリア膜内を急激に水が移動することによって膜の破壊が起り断片化されることが

予想される。しかし一般に生細胞でみられるように，膨化したミトコンドリアの内部に氷品

が形成される可能性もあり，それによって膜の破壊が起ることも考えられる。

これに対して，小さな冷却速度で凍結処理した場合，冷却速度が小さいほどコハク酸及び

αーケトグルタル駿の酸化系の障害の度合は大きくなる。 小ケトクツレタル酸を酸化するとき，

NAD十の添加で呼吸が促進されること，また， αーケトクοルタル酸脱水素酵素のミトコンドリア

l良からの脱離はみられないが，活性が著しく低下することがみられた。従って， ミトコンドリ

ア膜に於し、て NAD+の存在状態が変化するとともに，小ケトグノレタル酸脱水素酵素の失活又

は基質と反応できないような膜構造の変化が起っていると考えられる。この緩慢凍結による膜

構造の変化がどうして起るかを考察するとき，次のような実験事実から，その変化の原因が示

唆されるであろう。 1)緩寝凍結による障害は凍結前の浮遊液の庶糖濃度 (0.1M~0.5 M)には無
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関係である。 2)急速凍結したミトコンドリアを -250Cに保持すると，短時間のうちにH子吸調

節能を失い，徐々ではあるが状態 IIIの呼吸能が低下する。但し， -40oC以下の温度ではその

ような変化はみられない15)0 3) Lusena8) はミトコンドリアを _50~-20oCに凍結保存するこ

とによるグルタミン酸脱水素酵素の脱離と各凍結温度で濃縮される濃度に相当する庶糖溶液に

浮遊したミトコンドリアからのグルタミン酸脱水素酵素の脱離がほぼ一致することを報告して

いる。 これらの事実から，冷却速度が小さい場合の凍結障害は -40oC以上の比較的高い温度

で濃縮された溶液中に長時間曝されることによると考えられる。このことは，高濃度の庶糖溶

液によるグ、ルタミン酸脱水素酵素の構造及び活性の変化が報告16)されていることから支持され

る。しかし，緩程凍結によって障害を受けたミトコンドリアと非常によく似た現象が臓器の虚

血状態又はエイヂング (Ageing)によって障害を受けたミトコンドリアでみられている。 これ

らの障害はミトコンドリアに内在するホスホリパーゼAの作用で生ずるリゾレシチンによっ

て引き起されることが示唆17，18)されている。従って，凍結融解過程で内在するホスホリパーゼ

Aが作用して障害を引きおこすことも考えられるが，この点に関しては今後の検討に侠ねばな

らない。

v.摘要

ミトコンドリア膜の凍結障害の機構を明らかにするため，凍結融解による膜構造の変化を

捉える観点から， ミトコンドリアの酸化系の変化を凍結条件との関連におし、て調べた。

1) 凍結融解によるミトコンドリアの呼吸障害は冷却速度が小さいほど大きかった。その

度合はコハク酸の酸化系と ιケトグルタル酸とで異なることがみられた。

2) 凍結前のミトコンドリア浮遊液のj参透濃度を変えて凍結処理した場合，低張溶液に浮

遊したミトコンドリアの ι ケトクールタル酸の呼吸能は急速凍結によって障害を受け易いが，コ

ハク酸の呼吸能は急速凍結でも等張裕液のときと同じであった。緩慢凍結による障害の度合は

等張漆液のときと殆んど同じで，診透濃度に無関係であった。

3) 無処理又は急速凍結処理ミトコンドリアの ιケトク守ルタル酸の酸化速度は，低張溶液

の;場合でも， NAD の添加によって促進されないが，緩慢凍結処理ミトコンドリアでは NAD+

の添加によって酸化速度の促進がみられた。

4) 低張溶液に浮遊したミトコンドリアを急速凍結した場合では， αーケトク、、ルタル散の酸

化速度の低下ほど αーケトグルタノレ駿脱水素酵素の活性低下は認められないが，緩慢凍結したミ

トコンドリでは ι ケトクツレタル酸の酸化速度の低下と小ケトクツレタル離脱水素酵素の活性の

低下が殆んど同じであった。 しかし，いず、れの凍結処理でも， αーケトクツレタル酸脱水素酵素の

活性は 56，000xg，30分間の遠心上清部分に認められなかった。
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Summary 

In order to elucidat巴 .themechanism of freezing injury sustained by the mito-

chondrial membrane， one of th巴 mostimportant intracellular m巴mbran巴ousstructures， 

changes in th.e oxidation systems were examined und巴rvarious fre巴zingconditions The 

results obtained from th.is experiment are as follows 

1) Mitochondrial r巴spiration (State III) was more or less hindered by freeze-

thawing， dep色ndingupon th.e cooling rate; th.巴 respirationrat巴 d巴creas巴das th.e cooling 

rat巴 becameslow. In comparison to substrates of succinate andα-ketoglutarate， th巴

most noticeable r巴ductionof the respiration rate was found in the 1旦ttersubstrate in 

slow freezing. 

2) Mitoch.onclria， suspended in hyper-(0.5 M) and hypotonic (0.1 M) sucrose solution， 

showecl no change in respiration in comparison to the suspension in isotonic solution， 



トコンドザア膜の凍結障害 I 9 

except for the fact that the respiration with α帽ketoglutaratewas reduced by rapid 

freezing. 

3) 1n the examination of the 巴妊ectof addition of NAD+ in the assay system， the 

oxidation rate of a-ketoglutarate was accelerated after slow freezing， whereas no change 

was s巴巴nin the control and rapidly frozen“thawed sp巴cimens.

4) Th巴 activityof α-ketoglutaric dehydrogenase showed a higher reduction by slow 

freezing than by rapid freezing. According to the centrifugation test of the frozen and 

thawed specimens it was shown that there was no release of α“ketoglutaric dehydro-

g巴naseinto the supernatant fluid. 


