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トコンドザtア膜の凍結障害

II. 肝臓ミトコンドリアの酸化系の凍結障害を受ける部位について*

荒木 中
，(ニ品、

(低温科学研究所)

〔昭和47年B月受理〉

1.緒言

前報1)でも述べたように，膜状構造の凍結障害は生細胞の凍結障害と密接に関連しており，

膜状構造における構成成分の配列のどの部位がどのように凍結融解によって変化されるかを調

べることは細胞障害の機構を明らかにする上からも，また膜構造の維持における水の役割を知

る上からも，大きな意味を持っていると考える。

このような観点から，膜を構成している蛋白が酵素活性を有し，その変化を生化学的に調

べることのできるミトコンドリアを用いてゑ膜状構造の凍結障害の機構を明らかにすることを

目的とした。第1報1)ではう ミトコンドリアの酸化機能に及ぼす凍結融解の影響を冷却速度と

の関係で調べ，コハク酸及び α・ケトク、、ルタル酸の酸化系が障害を受けることを示した。このコ

ハク酸及び b ケトク守ルタル酸のような基質はミトコンドリアにおいて，第 l図のような経路で

酸化されるとされている。
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(;ろコ)
第1図 ミトコンドリアの電子伝達酸化系と代表的な

阻害剤(カッコ内)の作用

fs ・Feはコハク酸脱水素酵素， fN"Feは NAD+脱水素酵素， CoQは補

酵素 Q，b-Fe-c1はチトクローム C還元酵素 cはチトクローム C，

a-a3.Cuはチトクローム C酸化酵素を表わす。

本実験では，このコハグ酸及び αーケトグルタル酸の酸化系のどの部位が凍結障害を受ける

かをいろいろな阻害剤や電子受容体を用いて調べ，それらの酸化還元酵素の膜における存在位

置との関連において凍結障害の機構の考察を試みた。
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11. 材料及び方法

ミトコンドリアの調製: 家兎の肝臓より， Whittakerの方法2)で分画調製したミトコンドリア

を 0.21Mソルピット， O.07M庶糖， 0.01 M トリス塩酸緩衝液 (pH7.4)に浮遊させて実験に供

した。

凍結融解処理: ミトコンドリア浮遊液を0.1-1.0mlずつ試験管(内径9mm)又は平底ステン

レス缶(内径 25mm，高さ 6mm)に入れ，各種の冷却速度で凍結させた後， 300Cの温浴槽に

移し急速に融解させた。冷却速度 O.lOCj分で凍結する場合は，試験管に入れた試料1.0mlを

予め -20Cに冷却しておいたアルコール槽中で、植氷して凍結を開始させ，O.lOCj分の冷却速度

で -40oCまで冷却した。更に，この凍結試料を液体窒素に浸して，その温度 (-1960C)まで

冷却した。冷却速度 5000Cj分で凍結する場合は，試料0.5-1.0mlを液体窒素に直接浸して凍

結させ，その温度まで冷却した。冷却速度約 2000
0
Cj分で凍結する場合は，平底ステンレス缶

に入れた試料 0.1-0.4mlを融点付近の温度(約一150oC)に下げたフレオン 22に浸して凍結さ

せた後，液体窒素に移し，その温度まで冷却した。

ミトコンドリア膜の可溶化: 無処理又は凍結処理ミトコンドリア浮遊液に 0.01mgjmg蛋白

ピタミン E，0.5M塩化カリウム，2mMEDTAを補充し，これに 100mgjmlコール酸ナトリウム

を最終濃度0.3mgjmg蛋白となるように加え， 300Cで撹伴しながら 15分間反応させて膜を可

溶化させた。浮遊液中の蛋白質量は血清アルブミンを標準液として，ピウレット法で定量した。

酵素活性の測定: 呼吸能(酸化系全体としての活性)は萩原の方法3)に従い，半密閉型の自記

呼吸酸素測定装置(柳本製)を用いて 250Cでの酸素の吸収量を測定し， mg蛋白質当りの吸収

される酸素量 natomsで表わした。

コハク酸及びNADH脱水素酸素の活性は電子受容体として 2，6ージクロロフェノールイン

ドブェノール(以下DCIPと略す)を用い，その還元を波長600nmでの吸収の減少によって測

定し，モル吸光係数を 21.0X 103 cm -1 M一1として算出した。反応混液はlOmM燐酸カリウム

(pH 7.4)， 2 mM窒化ナトリウム， 5mgjml牛血清アルブミン， 30μgjml DCIP， 10 mMコハク

酸ナトリウム又は 1mMNADH及び酵素としてのミトコンドリア試料から成る。反応は250C

で基質を添加して開始させた。コハク酸脱水素酵素の活性化はミトコンドリア試料を 50mM燐

酸カリウム (pH7刈， lOmgjml牛血清アルブミン， 40mMコハク酸ナトリウム， 2mM窒化ナ

トリウム混液に浮遊し， 300Cで 15分間瞬置して行なった。

α・ケトグルタル酸脱水素酵素の活性は Kaufman4)の方法に従って， 1μgjmlアンチマイシ

ンAの存在下でNAD+の還元を波長340nmの吸収で測定し，モル吸光係数を6.22X103cm-1

M-1として算出した。

コハク酸及び NADHーチトクローム C還元酵素の活性はフェリチトクローム Cの還元を

波長 550nmでの吸収の増加によって測定し， モル吸光係数を 19.2X 103 cm-1 M-1として算出

した。反応混液は 20mM燐酸カリウム (pH7幼， 2mM窒化ナトリウム， 10μM EDTA， 0.7 

mgjmlフェリチトクローム C(Sigma Chemical Co.)， 10 mMコハク酸ナトリウム又はNADH

及びミトコンドリア試料から成り，反応は 250Cで基質を添加してから開始させた。特に，ロ
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テノン感受性 NADHーチトクローム C還元酵素の場合は予め基質無添加の反応混液に 30μM

ロテノンを加えて 1分間静置後，基質を添加して反応を開始させた。

チトクローム C酸化酵素の活性はフェロチトクロム Cの酸化を波長 550nmでの吸収の

減少によって測定し，モル吸光係数を 19.2X103 cm-1 Mー1として算出した。反応混液は 20mM

燐酸カリウム (pH7.4)， 0.4 mMフェロチトクローム C(Sigma Chemical Co.， type IIIをアス

コルピン酸で還元したもの)及びミトコンドリア試料から成り， 25
0

Cで基質の添加によって反

応を開始させた。

III. 結 果

コハク酸の酸化系: コハク酸の酸化能は無処理対照ミトコンドリアでは 51.7n atoms/mg蛋

白/分であるが，冷却速度 5000C/分で凍結処理したミトコンドリアでは 48.0n atoms/mg蛋

白/分に減少し無処理対照に比べて 93%であった。この冷却速度より大きい約2000
0

C/分で

凍結処理したミトコンドリアでは 45.2n atoms/mg蛋白/分，またこの冷却速度より小さい

0.10C/分で凍結処理したミトコンドリアでは 36.4n atoms/mg蛋白/分の活性を示し，各々無

処理対照に比べて 88%，70%で，凍結融解による活性の低下がみられた。しかも，凍結時の冷

却速度が5000C/分より大きくても小さくても，活性の低下率が大きくなる傾向がみられた。こ

のような，凍結障害がコハク酸の酸化系のどの部位で、起っているかを調べるため，凍結処理し

たミトコンドリアを試料とし，低張な反応液中でコハク酸脱水素酵素及びコハク酸ーチトクロー

ムC還元酵素の活性を測定した(第 1表)。電子受容体DCIPの還元で、測定したコハク酸脱水素

凍結条件

無処理対照

冷却速度
O.IOC/分

冷却速度
5000C/分

冷却速度
約20000C/分

第 1表 ミトコンドリアのコハク酸の酸化系に及ぼす凍結融解の影響

コハク酸の酸化

n atoms/ 
mg蛋白/分 ?る

51.7 100 

36.4 70 

48.0 93 

45.2 88 

コハグ酸脱水素酵素

n moles酸化され
るコハク酸/mg蛋 ヲも
白/分

50.6 100 

43.5 86 

49.1 97 

48.1 95 

コハク酸ーチトク
ロームC還元酵素
何回01田還元される
チトクローム Cjmg蛋
白/分)

12.8 

3ラ.4

13.0 

19.4 

酵素の活性をみると，冷却速度500
0Cj分又は約20000C/分で凍結処理した試料でも各々 49.1，

48.1 n moles/mg蛋白/分で，無処理対照ミトコンドリアの活性 50.6n moles/mg蛋白/分と殆

んど変化は認められなかった。僅かに凍結融解による活性の低下がみられたのは，冷却速度

O.l
OCj分で凍結処理した場合で，その活性は 45.5n moles/mg蛋白/分に減少し，無処理対照

に比べて86%の活性であった。

コハク酸ーチトクローム C還元酵素の活性は冷却速度 5000C/分で凍結処理した場合 13.0

n moles/mg蛋白/分で，無処理対照ミトコンドリアの活性 12.8n moles/mg蛋白/分と殆んど

同じであるが，冷却速度約 20000C/分又は O.lOC/分で凍結処理した場合，その活性は各々
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19.4， 35.4 n moles/mg蛋白/分で無処理対照の活性の約1.5倍及び2.8倍に増加した。以上の結

果は，電子受容体又は基質の酵素えの接近が膜によって影響されているとも考えられるので，

凍結融解したミトコンドリアをコール酸ナトリウムで可溶化してから，コハク酸脱水素酵素，

コハク酸チトクローム C還元酵素及びチトクローム C酸化酵素の活性を測定した。

凍結条件

無処理対照

冷却速度
O.IOCj分

冷却速度
5000Cj分

冷却速度
約20000Cj分

第 2表 凍結処理後コーノレ酸で、可溶化したミトコ γ ドリアの

コハク酸酸化系に関与する各酵素の活性

コハタ酸脱水素酵素
(n moles酸化されるコハグ
西宮jmg蛋白/分)

活性化

87.4 126 

89.6 132 

93.4 129 

90.8 120 

コハク酸チトクロ
ーム C還元酵素
(n moles還元され
るチトクローム Cj
mg蛋白/分)

84.6 

85.7 

82.5 

84.9 

チトクロームC酸
化酵素
(n moles 酸化され
るチトクローム Cj
mg蛋白/分)

214 

218 

188 

204 

その結果は第2表に示すように，コハク酸脱水素酵素の活性はコール酸で、の可溶化によっ

て増大し，無処理対照の活性は 87.4n moles/mg蛋白/分で，可溶化しない場合 (50.6)の約

1.7倍に増加した。凍結融解したミトコンドリアでも，可溶化によって， この酵素の活性は無

処理対照の場合と同じように増大するが，凍結融解による活性の低下は認められなかった。こ

の酵素は基質存在下， 30
0
Cでの僻置という前処理によって活性化され，その比活性が増大する

ことが知られている。そこで，無処理対照と凍結処理したものとで同じ活性を示しても，質的

な違いが考えられるので，基質による酵素の活性化を調べてみた。しかし，無処理対照と凍結

処理したものとで，この酵素の活性化に差は認められなかった。

コハク酸ーチトクローム C還元酵素の場合にも， コール酸による可溶化で酵素活性の増大

がみられ，無処理対照のものの活性 (84.6n moles/mg蛋白/分)と凍結処理のものの活性 (85.7，

82.5， 84.9)とで差は認められなかった。

チトクローム C酸化酵素の場合でも，無処理対照のものの活性は214n moles/mg蛋白/分

で，凍結処理したものの活性は各々 218，188， 204 n moles/mg蛋白/分で差はみられず，凍結

融解による酵素活性の低下は認められなかった。

以上のように，ミトコンドリアを凍結処理してから可溶化した場合の各酵素活性に可溶化

した無処理対照の活性との差が認められないことから，可溶化しないミトコンドリアのコハク

酸脱水素酵素の凍結による僅かな活性低下は，酵素蛋白自身が失活するのではなく，基質と酵

素蛋白との接近が妨げられるような変化によって起ると考えられる。

ルケトグルタル酸の酸化系: ιケトグルタル酸の酸化系全体としての活性は，凍結融解によっ

て，処理条件により度合は異なるが低下することがみられた。無処理対照ミトコンドリアで

は， その活性は 18.1n atoms/mg蛋白/分であるが，冷却速度 O.l
OCj分で凍結処理したミトコ

ンドリアでは7.2n atoms/mg蛋白/分に減少した。また，冷却速度500
0

C/分及び約2000
0

C/分
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で凍結処理したミトコンドリアでの活性は各々 16ム11.2n atoms/mg蛋白/分に低下した。こ

のように，凍結処理したミトコンドリアでの αーケトグルタル酸の酸化系全体としての活性は冷

却速度が 500
0C/分より大きくても小さくても著しく減少した。この酸化系のどの段階が凍結

融解によって障害を受けるのかを調べるため，凍結処理したミトコンドリアを用い， αーケトグ

ルタル酸脱水素酵素群及び、 NADH脱水素酵素の活性を低張な反応溶液中で測定した(第3表)。

II ミトコンドリア膜の凍結障害

トコ γ ドリアの小ケトグルタノレ酸の酸化系に及ぼす

凍結融解の影響

第 3表

NADH脱水素酵素

(n moles酸化され
る NADH/mg蛋
白/分)

日ーケトグノレタノレ酸
脱水素酵素群

n moles還元され
る NAD+/mg蛋
白/分

日・ケトグノレタノレ酸の酸化

n atoms 0/ 
mg蛋白/分

凍結条件
?る?も

152 100 4.04 100 18.1 無処理対照

161 35 1.41 40 7.2 冷却速度
O.IOC/分

146 90 3.63 90 16.3 冷却速度
5000C/分

162 日22.10 62 11.2 冷却速度
約20000C/分

無処理対照ミトコンドリアでの αーケトグルタル酸脱水素酵素群の活性は， 4.04 n moles/mg蛋

白/分で酸化系全体としての活性 (18.1n atoms/mg蛋白j分)に比べて 22%と著しく低かった。

しかし，冷却速度 O.l
O
C/分で凍結処理したミトコンドリアでは，この酵素活性は1.41に低下

し， c冷却速度 500
0
C/分及び約20000C/分で凍結処理したミトコンドリアでは各々 3.63，2.10 n 

atoms/mg蛋白/分に低下し，酸化系全体としての活性の場合と同じ傾向で低下することがみ

られた。これに反して， NADH脱水素酵素の場合，無処理対照ミトコンドリアでのこの酵素

活性は 152n moles/mg蛋白/分で，いずれの凍結処理をしたミトコンドリアでも，この酵素活

性は 146-162n moles/mg蛋白/分で，凍結融解による活性の変化はみられなかった。これら

の無処理又は凍結処理ミトコンドリアをコール酸ナトリウムで可溶化してから，各酵素の活性

を測定した結果を第4表に示す。

小ケトグルタル酸脱水素酵素群の活性は，無処理対照のもコール酸で、膜を可溶化すると，

凍結処理後コーノレ酸で可溶化したミトコンドリアの

小ケトグノレタノレ酸の酸化系に関与する各酵素の活性

第 4表

T、~ADHーチトクローム C還元酵素

(n moles還元されるチト
クローム C/mg蛋白/分)

ロテノン ロテノン
感受性 非感受性

45.2:1: 7.6 

46.9 

46.3 

日・ケトグノレタノレ酸脱水素酵素群

n moles還元され
る NAD+/mg蛋
白/分

件条結凍

19.1 :1:6.1 

18.4 

ヲも

100 

39 

2.48 

0.98 

無処理対照

冷却速度 O.IOC/分

冷却速度 5000C/分

冷却速度約20000C/分 48.7 

20.5 

17.8 

81 

73 

2.02 

1.82 
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のでも 2.48n moles/mg蛋白/分に減少し， コール酸処理による失活がみられたが，凍結処理

による活性の低下は，可溶化しない場合の酸化系全体としての活性及びルケトグルタル酸脱水

素酵素群の活性の凍結による低下(第3表参照)と同一傾向を示し， 凍結時の冷却速度が 500

OC/分より大きくても小さくても，失活の度合が大きかった。

これに反して， NADHーチトクローム C還元酵素の場合には，ロテノン感受性及び非感受

性の両者とも測定値のフレは大きいが，凍結融解による活性の低下は認められなかった。特

に， ミトコンドリア内膜に存在し IX-ケトグルタル酸の酸化で、生じる電子の伝達に関与すると

考えれるロテノン感受性 NADHーチトクローム C還元酵素の凍結処理による失活は認められ

なかった。

以上のように，凍結融解による b ケトグルタル酸の酸化系全体としての活性低下は αーケ

トク。ルタル酸脱水素酵素群の失活によると予想される。

IV.考察

ミトコンドリアを凍結融解すると， コハク酸及び小ケトク、、ルタル酸の酸化系が障害を受

け，凍結時の冷却速度が 500
0
Cj分より大きくても小さくても，その障害の度合が大きくなる

傾向がみられた。このような凍結障害が酸化系のどこのところで起るかを調べるためには，膜

構造に内蔵されている各酵素蛋白を遊離させて，基質や電子受容体及び問害剤等の酵素との接

近が反応速度を限定しないようにしなければならない。そこで，その一方法として， 0.5M塩

化カリウムの存在下でコール酸によって可溶化してから，各酵素の活性を測定した。測定され

た各酵素の活性の聞に差があり，速度論的考察は不可能であるけれども， コハク酸の酸化系に

関与する各酵素， コハク酸脱水素酸素， コハク酸ーチトクローム C還元酵素，チトクローム C

酸化酵素等では，凍結処理による活性の変化は認められなかった。一方，膜を可溶化しないミ

トコンドリアにおけるコハク酸脱水素酵素の活性は，酸化系全体としての活性の場合ほど，凍

結による低下率は大きくないが，小さな冷却速度での凍結処理によって活性の低下がみられ

た。以上の結果から， コハク酸脱水素酵素蛋白自身は凍結融解によって失活されないが，膜に

存在するこの酵素蛋白は基質との接近が妨げられると考えられる。また，可溶化しないミトコ

ンドリアでのコハク酸チトクローム C還元酵素の活性は凍結融解によって増加することか

ら，外から加えられるチトクローム Cに対する膜の透過性が増していると考えられる。 αーケト

グルタル酸の酸化系で、は， ミトコンドリアを可溶化したときもそうでないときも， ιケトク、、ル

タル酸脱水素酵素群の凍結融解による失活がみられた。しかも凍結処理によってこの酵素の

活性の低下する傾向は酸化系全体としての活性の凍結による低下傾向と同じであった。一方，

NADH脱水素酵素及びロテノン感受性NADHーチトクローム C還元酵素等の電子伝達系の各

酵素の凍結融解による失活は認められなかった。従って， αーケトグ、ルタル酸の酸化系全体とし

ての活性の低下は αーケトグルタル酸脱水素酵素群の失活によると考えられる。しかし，この酵

素の活性は酸化系全体としての活性に比べて非常に小さいので，この点に関しては，今後の検

討に侯ねばならない。また，酸化系に関与する各酵素の活性をコール酸で、可溶化してから測定

したとき，小ケトグルタル酸脱水素酵素群やコハク酸及びNADHーチトクローム C還元酵素の
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活性は，可溶化しないミトコンドリアの酸化系全体としての活性に比べて小さかった。このこ

とは Sing巴r等が報告しているように， NADH脱水素酵素や NADH-チトクローム C還元

酵素は可溶化の処理方法によって活性が異なるとし、う事実5)及び NADH脱水素酵素は尿素や

プロテア{ゼ処理によって NADHーチトクローム C還元酵素に転換するとし、う事実6)から，膜

の可溶化によって，これらの酵素蛋白が変化を受け，正常な膜構造を成しているときと異なる

ためとも考えられ，今後に残された問題で、あろう。

次に，凍結障害を受けるこれらの酵素の膜における存在位置から，凍結処理によるミトコ

ンドリア膜の障害を受ける部位について考察してみた。酸化系に関与する酵素群の膜における

存在位置については数多くの報告があり， Jagow等7)はコハク酸脱水素酵素がミトコンドリア

の内膜内側の比較的表層近辺に存在し，内蔵されているチトクローム Cは内膜の外側に存在し

ていると報告している。 また IX-ケトク、、ルタル酸脱水素酵素群の存在位置について， Green 

等自ー10)はミトコンドリア外膜に存在すると報告しているが，稲葉等11)は低張溶液に曝らしたミ

トコ γ ドアをドライ・アイスーアルコール中で 3回凍結融解を繰り返し遠心分画すると，内膜の

破片に相当する画分に23%近い活性が認められることより，内膜表面に弱く結合していると

想像しており，一般には，他のクエン酸回路の酵素群と同様マトリックス内に可溶性で存在す

るか，或いは，内膜の内側にゆるく結合していると考えられている。このようなことから，

トコンドリアは凍結融解によって，外から加えられるチトクローム Cが内膜外側に接近できる

ような外膜の変化を受けると共に， αーケトク守ルタル酸脱水素酵素群の失活及びコハク酸脱水素

酵素への基質の接近が妨げられるような内膜内側の表層構造の変化を受けると予想される。

v.摘要

膜状構造の凍結障害の機構を明らかにすることを目的とし，凍結処理によって活性の低下

がみられるミトコンドリアの酸化系の障害部位を検討するため，その系に関与する各酵素群の

凍結融解による活性の変化を調べた。

コハク酸の酸化系の場合，凍結融解してからコール酸で、可溶化したミトコンドリアでは，

コハク酸脱水素酵素，コハク酸ーチトクローム C還元酵素，チトクローム C酸化酵素等の酵素

活性の低下はみられなかった。一方，可溶化しないミトコンドリアでは，凍結融解によってコ

ハク酸脱水素酵素の活性が減少すること，及びコハク酸チトクローム C還元酵素の活性が増

加することがみられた。

αーケトグルタル酸の酸化系の場合，凍結融解してから可溶化したミトコンドリアでは，

NADH脱水素酵素及びNADHーチトクローム C還元酵素の活性の低下はみられなかった。一

方，凍結処理ミトコンドリアを可溶化してもしなくても， αーケトグノレタル酸脱水素酵素群の活

性の低下がみられ，その活性低下は小ケトクゃルタル酸の酸化系全体としての活性の凍結処理に

よる低下と同一傾向を示した。

以上の実験結果及び各酵素群の存在位置から， ミトコンドリアの凍結障害は凍結融解に

よって内膜内側の表層近辺の構造が変化を受けることによると考えられる。
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Summary 

Mitochondrial membrane is one of the typical cellular membrane systems. consist-

ing of oxidative enzymes. In order to determine susceptible sites in oxidation systems 

to freeze-thawing， biochemical changes in enzymes related to oxidative reactions were 

examined under various freezing conditions. The results obtained are as follows. 

1) Activities of systems oxidizing succinate and α-ketoglutarate in mitochondria 

were decreased by fr町 ze-thawing. The decrease in these activities was lowest at a 

cooling rate of 5000Cjmin. 

2) The activity of succinic dehydrogenase， one of the enzymes taking part in the 

oxidation of succinate， was slightly decreased by freeze-thawing， while that of suc-

cinate-cytochrome c reductase was markedly increased. When freeze司thawed mito司

chondria was solubilized by cholate， on the contrary， activities of these enzymes (suc-
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cinic dehydrogenase， succinate司cytochromec reductase， cytochrome c oxidase etc.) were 

hardly changed by freeze-thawing. 

3) Activities of th巴 α占巴toglutaricdehydrogenase complex and oxidizedα-ketoglu-

tarate were decreased by freeze-thawing， in particular， a marked decrease was found in 

the case of slow freezing. There was no change in activities of NADH dehydrogenase 

and NADH-cytochrome c reductase by freeze-thawing even though freeze-thawed mito-

chondria was solubilized. 

It was suggested that alterations of the internal layer of mitochondrial inner mem-

brane may be involved in the freeze-thaw damage to oxidation systems. 


