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ミトコンドリア膜の凍結障害

III. 凍結融解した肝臓ミトコンドリアの αーケトグルタル罰金

脱水素酵素複合体の失活の要因*

荒木 中，10.、

(低 iZ科学研究所)

(昭和50年 10月受理〕

I.緒 ー= F司

前報1，2)でも述べたように 3 細胞内における膜状構造の凍結障害は生細胞の凍結障害と密

接に関連していると考えられるので， ミトコンドリアを用いて，凍結障害の機構を明らかにす

ることを目的として木実験を行なった。ミトコンドリアを凍結融解すると，その処理条件にも

よるが酸化機能は多かれ少なかれ障害を受け，特に αーケトグノレタノレ酸脱水素酵素複合体の活性

が著しく低下することがみられた2)。

本実験では，このルケトク。ルタル酸脱水素酵素複合体の凍結融解による活性低下の原因を

明らかにするため，抽出した酵素複合体及びミトコンドリアに内在する酵素複合体の活性低下

をもたらす要因を検討した。

II. 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， 0.07M煎糖， 1 mM EDTA， 0.05% 

牛血清アノレブミンを含む 0.02Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.4)中でホモゲナイズし， 日ogeboom

の方法3)で分画調製した。得られたミトコンドリアは 0.25M庶糖-0.02Mトリス塩酸緩衝液 (pH

7.4)に浮遊させて実験に供した。

αMケトグルタル酸脱水素酵素複合体の調製: 家兎の肝臓から Sanadiらの方法的に従って，酵

素複合体を分離し， Hirashimaらの方法5)に従って部分的に精製した。

凍結融解処理: ミトコンドリア浮遊液を 0.5~3.0 mlずつ試験管に入れ，前報2)0こ述べたよう

に，冷却速度 8000C(min又は O.lOC(minで凍結させ，液体窒素の温度まで冷却した。その温度

で充分保持してから， 30
0Cの温浴槽中で，氷品が消失するまで急速に融解した。

酵素活性の測定: ミトコンドリアの αーケトクゃルタノレ酸脱水素酵素複合体の活性を測定する場

合は，予めミトコンドリア浮遊液を pH10.2に修正してから， Artex dismembratorでOOC，

90秒間超音波処理して，活性測定の実験に供した。活性は Sanadiの方法めに従って， 300Cに

おける NAD+の還元を波長 340nmの吸収で測定し，モノレ吸光係数を 6.22X 103 cm -1 M-1とし
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2 荒木忠

て算出した。反応混液 (pH7.2)の組成は燐酸カリウム 200μmol巴S，システイン塩酸 10μmoles，

CoAO.15μmole， NAD+ 1μmole，小ケトグノレタ Jレ酸ナトリウム 5μmoles，アンチマイシン A

6μgと酵素液で，全量を 3.0mlとした。

燐脂質成分の分離と定量: ミトコンドリア及び抽出酵素複合体からの脂質は Folchらの方法7)

に従って， クロロホルムーメタノール (2:1)で抽出した。これを予め 1200Cで 1時間活性化し

たシリカゲ、ノレHの薄層(J享さ 0.30mm)にスポットし， クロロホノレム・メタノール・酷酸・水

(25 : 15 : 4 : 2 v/v)の溶媒系で展開して分離した。燐脂質の同定は同時に展開した標準燐脂質と

の比較によってなされた。 これら燐脂質成分は，有機溶媒で溶出してから， Shibuyaらの方

法8)で有機燐を測定して定量した。

III.結果

前報2)では， ミトコンドリアの αーケトグルタノレ酸脱水素酵素複合体 (α幽KGDCと略す)の

凍結による活性低下の傾向は αーケトクソレタル酸の酸化系金体としての活性低下の傾向と同じ

であることから， αーケトグノレタノレ酸の酸化系全体としての活性低下は α-KGDCの失活に由来

すると考えられた。そこで， ミトコンドリアから抽出精製した α・KGDCに及ぼす凍結融解の

影響を調べた。第 1表は凍結処理による α-KGDCの活性変化を示す。 ミトコンドリアの b

KGDCの活性は凍結融解によって低下し， その活性低下は急速凍結の場合 (800oC/min)より

緩慢凍結の場合 (O.lOC/min)の方が著しく，無処理対照の 68%までに低下した。 これに反し

て， ミトコンドリアから抽出した ιKGDCの活性は殆んど凍結融解の影響を受けず，緩慢凍

結の場合でも低下率は 12%であった。 この両者の障害度の違いは酵素複合体の存在状態の違

いによる可能性も考えられるが， ミトコンドリアの α-KGDCが凍結処理後酵素活性を測定す

るまでの間及び測定中にも漸減することから， ミトコンドリアの α-KGDC活性が凍結によっ

て低下することは酵素蛋白の変性以外の要閣が重複していることが示唆された。

第1表 日-KGDC活性に及ぼす凍結融解の影響

日-KGDC活性
試料 凍結条件

n mole NAD+f分fmg蛋白 ?も

無処理対照 42.1 100 

ミトコンドリア 急速凍結 (8000Cfmin) 39.8 95 

緩慢凍結 (O.IOCfmin) 28.6 68 

無処理対照 128.9 100 

抽出した小KGDC 急速凍結 (8000Cfmin) 130.4 101 

緩慢凍結 (O.IOCfmin) 114.5 88 

ミトコンドワアに内在するルKGDCの活性低下に及ぼす温度及び pHの影響を調べた。

第 1図に示すように， 無処理対照ミトコンドリアを 30
0
Cで 40分間野置しても， α-KGDCの

活性に変化はみられないが，処理ミトコンドリアを 30
0

Cで解置すると， α-KGDCの活性低下

がみられた。急、速凍結ミトコンドリアでは，勝i置による α-KGDCの活性低下は小さいが，緩
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慢凍結ミトコンドリアでは，時間の経過につれて，小KGDCの活性が著しく低下し， 40分後

には 50%に低下した。超音波処理ミトコンドリアを 300Cで解置すると， a-KGDCの活性低

下は一層著しく，僻置20分後完全に失活した。第2図はミトコンドリアの α-KGDCの失活の

温度依存性を示す。無処理対照ミトコンドリアを OoCから 400Cまでの温度で5分間階置して

も， a-KGDCの活性に変化はみられないが，凍結処理ミトコンドリアでは， 250C以上の温度

で、の解置による α-KGDCの失活が著しくなった。抽出した α・KGDCの失活は 320C付近まで
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第1図 ミトコンドリアにおける a-KGDC活性の解置による経時的変化

pH 7.4， 300Cにて勝賞
酸素活性(%)は癖誼前の酵素活性に対する勝置後の酵素活性の百分率で‘表わす

0-0，1，尿処理ミトコンドリア;⑩ー悦急速凍結ミトコンドリア;・-e，緩慢凍結ミ↑コンドリ
ア oーo，超音波処理ミトコンドリア

|¥  
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温度 (Oc)

第 2~ a・KGDCの活性低下の温度依存性

40 

小 KGDC(pH 7.4)は各混度で5分間翼手資してから， 300Cで酵素活性を測定した
0-0，無処理対照ミ tコンドリア;⑩-ct，急速凍結ミトコンドリア;・-e，緩慢凍結ミトコン
ドリア oー@，超音波処理ミトコンドリア x…X，抽出精製した日-KGDC
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はみられなかった。 320C以上の温度での小 % 

KGDCの失活は既に報告している Hirashi-

maらの実験結果5)と一致する。

第 3図はミトコンドリアにおける α-

KGDCの失活に及ぼす pHの影響を示す。緩

慢凍結ミトコンドリアを pH9.5以上で300C

15分閥解置しでも， α-KGDCの活性の変化

はみられないが， pH 6.5から 8.1までの間で

解置すると，活性は著しく低下した。

α-KGDCの失活が混度及び pH依存性

であることから，失活に酵素反応の介在して

いることが示唆された。ミトコンドワァ膜は

殆んど蛋白質と脂質で構成されているので，

それぞれの分解酵素反応を阻害又は促進する

物質の α-KGDCの失活に及ぼす影響を検討

した(第 2表)。蛋白質分解酵素の阻害剤であ

るフェニノレメチルサノレホニル弗化物 (PMSF)
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及びハイドロキシマーキュリフェニノレサノレホ 第3図緩慢凍結ミトコンドリプにおける
日ー・KGDCの失活と pHの関係

ン酸 (HMSA)を添加して，緩慢凍結ミトコン
緩慢凍結ミトコンドリアは各 pHで， 300C 15分間勝

ドワアを解置した場合， α-KGDCの活性低下 置してから， pH 7.2 ~こ修正し ， a-KGDCの活性を測
定した

は PMSF又は HMSAの存在しない場合と

同程度で，低下率は 35.2~42.9~らであった。一方，遊離脂肪酸との結合力が強くミトコンドリ

アの安定剤である血清アノレブミンの存在下では， α-KGDCの活性低下が僅かに抑制され，低下

第2表 日-KGDCの活性低下に及ぼす各種添加物の影響

日-KGDC活性
(月 moleNAD+/分/mg蛋白)

対照 癖置後

低下率

(%) 

36.8 

35.2 

39.0 

42.9 

37.6 

29.8 

23.7 

18.1 

67.9 

1m， 添 力百 30.4 19.4 

フェニノレメチノレサノレホニノレ弗化物 (0.3mM) 29.8 19.3 

1/ (1.5 mM) 25.4 15.5 

ハイドロキシマーキュザフェニノレサノレホン酸(1.5mM) 31.5 18.0 

// (3.0mM) 30.9 19.3 

10 mg/ml牛血病アノレブミン 30.2 21.2 

1 mM  EGTA 15.6 11.9 

20mM MgS04 24.3 19.9 

5 mM  CaCl2 40.2 12.9 

緩慢凍結処理ミトコンドリアをよ記添加物の存在下で 30oC，10分間勝置した
対照億一勝慢後の値

低下喜界 (70)= "":;'~ 向 日 XI00 
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率は 29，89らであった。また，ミI トコンド

リアのホスホリバーゼ、 Aを阻害すると

報告9)されている EGTA或は MgS04

の存在下では，活性低下が抑制され，低下

率はそれぞれ23.7%，18.1~らであった。

% 

100 

反対に，ホスホリパーゼ Aの活性を促進 50 

する CaClzの存在下では， α-KGDCの

活性低下は著しく，低下率は 67.9%で

あった。

第2表の結果から， ミトコンドリア

における α-KGDCの失活にはホスホリ O 

ノfーゼ、 Aが関与していることが考えら

れるので， ミトコンドリアへの蛇毒ホス

ホリパーゼAの作用が小KGDC活性に

どのように影響するかを調べた。第4図

に示すように，緩慢凍結ミトコンドリア

に蛇毒ホスホリパーゼ Aを作用させる

と，時間の経過につれて，小KGDCの活

性が低下し 15分後には完全に失活し

た。このとき，蛇毒ホスホリパーゼ、 Aと

第4図

i桁 在t 11寺 ml (分)

ミトコンドリアにおける α-KGDC
の活性に及ぼす蛇育4ホスホリパーゼ

Aの影聖書

蛇議ホスホリパーゼ A (0.01 mgfmgミトコンドリア

蛋白)及び 10%牛血清プノレブミンの存在下， pH 7.4， 

300C iこて勝置

無処理対照ミトコンドリア o…0，無添加 0-0，
ホスホリパ{ゼA添加

緩慢凍結ミトコンドザア e.・.e，無添加;・一色ホ
スホリパーゼ A添加，⑩-()，ホスホリパーゼA及
びlUl.清アノレブミン添加

5 

同時に血清アノレブ、ミンが存在すると， α-KGDCの失活が部分的に抑制されることがみられ

た。無処理ミトコンドリアに蛇毒ホスホリパーゼAを作用させると，約5分間 α-KGDCの活

性に変化はみられないが，その後時間の経過につれて，徐々に活性の低下がみられた。

このホスホリパーゼAによる小KGDCの失活の促進が，酵素活性を担害する物質の産生

によるのか3 或は α-KGDCが直接ホスホリパーゼ、Aによって分解されることによるかを検討

するため， 抽出した小KGDCに蛇毒ホスホリパーゼAを作用させて， 小KGDCの活性変化

と燐脂質含量の変化との関係を調べた(第 3表)。抽出した a:-KGDCを 300Cで 30分間解置し

第3表 蛇主義ホスホりパーゼ Aによる小KGDCの
活性及び燐脂質の変化

処理条件

無処理対照

300C， 30分間勝置

蛇存ホスホリパーゼA存在下で 300C，30分間員事官室

蛇議ホスホリパーゼAi
牛血清アノレプミンj存在下で 300C，30分間勝置

酵素活性

(n mole NAD+f分fmg蛋白)

129.6 (100) 

116.8 (90) 

35.2 (27) 

71.3 (55) 

燐脂質合金

(μg Pi/mg蛋白)

3.47 

3.49 

2.45 

2.44 

無処理対照は蛇毒ホスホワバーゼ Aの存在下で勝置しない場合のもの。抽出した α-KGDC(20 mg 蛋
白)に蛇議ホスホリパーゼ A (1 mg， 200 Unit)を加え， 300Cで 30分間反応させた
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ただけでは，活性の低下も僅かで、あり，燐脂質含量に変化は認められなかった。蛇毒ホスホリ

ノTーゼ、Aを 300Cで30分間作用させると，燐脂質含量が減少し，酵素活性も著しく低下して，

対照に対して 27%であった。これに反して，蛇毒ホスホリパーゼ、Aと共に血清アルブミンが

存在すると，燐脂質含量が血清アルブミンの存在しない場合と間程度に減少するが，酵素活性

は 55%に低下したにすぎなかった。 血清アルブミンが α・・KGDCの失活を部分的に抑えるこ

とが明らかである。

第4表 ミトコンドリアにおける a-KGDC活性及び燐脂質の変化

酵素活性 燐 日旨 質 (μg Pi/mg蛋白)
試 料 算手置条件 (nmole NAD+ 総 LPysLo-

/分/mg蛋白) 燐脂質 PE CL PC その他

無処理対照 41.7 9.48 0.09 3.12 1.26 4.17 

ミトコ γ ドワア 300C， 30分 40.8 9.49 0.10 3.09 1.27 4.20 

緩慢凍結 29.2 9.46 0.15 3.04 1.25 4.15 

ミトコンドワア 300C， 30分 12.5 9.31 0.36 2.77 1.17 4.18 

Lyso-PL: リゾホスフアタイド， PE:ホス 77チジノレエタノーノレアミン， CL:カノレジオリピン，
PC:ホス 77チジノレコリン

0.85 

0.83 

0.87 

0.83 

第 4表はミトコンドリアにおける a-KGDCの活性変化と燐脂質成分の変化との関係を示

した。ミトコンドリアを緩慢凍結すると， α-KGDCの活性は70%に低下するが，全燐脂質合

量の変化は認められなかった。僅かにホスファチジルエタノーノレアミンの減少に反比例してリ

ゾホスファタイドの増加がみられた。緩慢凍結ミトコンドリアを 300Cで 30分閥解置すると，

α-KGDCの活性が著しく低下するとともに， 全燐脂質含量の減少が認められ， フォスファチ

ジノレエタノーノレアミンとカジオリピンの減少及びリゾフォスファタイドの増加が著しかった。

これに反して無処理ミトコンドリアを 300Cで30分間僻置しても，a-KGDCの活性変化も，燐

脂質成分の変化も認められなかった。

IV.考察

肝臓ミトコンドリアを緩慢凍結すると，その小KGDCの活性が低下するとともに，燐脂

質成分が僅かに変化することがみられた。 しかも，凍結処理ミトコンドリアをお℃以上の温

度で卵子置すると， α-KGDCの活性が更に著しく低下するとともに， 燐脂質の減少が著しかっ

た(第 4表)。 ミトコンドリアにおける a-KGDCの失活は温度及び p狂依存性を示し(第 2，3

図)，ホスホリパーゼ、Aの活性を促進する条件のもとで，失活は著しかった(第2表)。更に，抽

出した小KGDCは凍結融解によって殆んど失活されないが，蛇毒ホスホリパーゼの A作用で

活性低下が著しかった(第3表)。しかも，ホスホリパーゼ、Aによる燐脂質の変化が同じでも，

血清アルブミンが存在すると， α-KGDCの失活は不完全ながら防御されることがみられた。

以上の実験結果から，ミトコンドリアに存在するホスホリパーゼAが緩慢凍結によって活

性化され， 膜の燐脂質を分解するようになる。その結果， ホスホリパーゼAによる分解産物

(遊離脂肪酸とホスファタイド)か，或は，a-KGDCの存在する付近の膜構造の変化によって，
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α-KGDCの活性低下がもたらされると推論される。この推論は，コール酸又はホスホリパーゼ

に曝らされたミトコンドリアにおいて，血清アルブミンか又はミトコンドリア脂質のミセ Jレの

存在が α-KGDCの最大活性を得るのに必要であるという Allmannらの報告10)及び α-KGDC

と構造的に似ているピノレピン酸脱水素酵素複合体の失活が血清アルブ、ミンによって完全に防御

されるという Wielandの報告11)をも説明可能であろう。更に，ミトコンドリアの老化過程で，

DNPによって促進される ATPaseの活性低下や呼吸調節能の低下が遊離された長鎖脂肪離に

よってもたらされるとしづ事実山3)， 及び虚血状態の臓器中でミトコンドリアの機能が遊離脂

肪酸によって妨げられるとし、う事実1めからも支持されるであろう。

Linnは α・KGDCがプロテアーゼによって各構成酵素に解離され，その活性が低下するこ

と，そのプロテアーゼは低張溶液でミトコンドリア膜から脱離され，至適 pHが 6.5-7.5で，

600C， 5分処理で失活し， HMSAによって完全に阻害されることを報告している 15)。 また，

Waiteらは pH8.8付近で燐脂質を分解するホスホリパーゼAがミトコンドリアに存在するこ

とを報告している 9)。これらの事実を考え合せれば，緩慢凍結で誘発されるホスホワパーゼ A

の活性化によって燐脂質が分解され，膜構造が変化されるためプロテアーゼ、が α-KGDCv;こ接

近可能となり，その活性を低下させることも考えられる。しかし，<x-KGDCの失活が HMSA

(ブロテアーゼ阻害剤)によって防御されないこと，及び抽出した α-KGDCの活性が蛇毒ホス

ホリパーゼ、Aの作用によって低下することから，プロテアーゼによる小KGDCの失活の可能

性は薄いであろう。この点に関しては今後の検討に侯ねばならない。いずれにしても， ミトコ

ンドリアは緩慢凍結によって内在するホスホリパーゼAの活性化が誘発され，膜構造の変化と

ともに， α-KGDCの活性低下及び呼吸調節能，酸化的燐酸化能等の諸機能の低下がもたらされ

ることは明らかであろう。

v.摘要

ミトコンドリアの凍結障害の機構を明らかにするため，凍結融解によってもたらされる

αーケトクソレタノレ酸脱水素酵素複合体の失、活の要因を膜を構成する燐脂質の変化との関連におい

て検討した。

1) ミトコンドリアのル・KGDC活性は凍結処理によって低下し， その活性低下は急速凍

結より緩慢凍結で著しし 30%以上であった。これに反して，ミトコンドリアから分離精製し

た α-KGDCを緩慢凍結しても，酵素活性は約 109るしか減少しなかった。

2) 無処理対照ミトコンドリアを 300Cで解置しでも α-KGDCの活性低下はみられない

が，凍結処理又は超音波処理ミトコンドリアでは， 300Cでの解置による α-KGDCの失活が更

に著しかった。この <x-KGDCの失活は温度及び pH依存性を示した。

3)α・KGDCの温度依存性失活は CaC12の存在で促進され，EGTA， MgS04，血清アル

ブミンの存在下で部分的に阻止された。

4) ミトコンドリアに蛇毒ホスホリバーゼAを作用させると， <x-KGDCの失活は著しく

促進された。

5) 抽出精製した小KGDCに蛇毒ホスホワパーゼ Aを作用させると，酵素活性が 27%
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に減少するとともに燐脂質の分解がみられた。このとき，血清アルブミンが存在すると，燐脂

質の分解度は同程度でも，酵素活性は 55%にしか減少せず，ホスホリパーゼ Aによる失活が

アルブミンによって防御されることがみられた。

6) ミトコンドリアにおいても，凍結及び解置による ιKGDC活性の低下とともに，燐

脂質成分が分解されることがみられた。
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Summary 

The inactivation of α.ketoglutarate dehydrogenase complex (KGDC) by freeze酬

thawing was examined along with alteration of m巴mbranephospholipid in order to 

elucidate the mechanism of freezing injury in mitochondria. 

The decrease in KGDC activity was dep巴ndentupon the rate of freezing. KGDC 

activity in slowly frozen and thawed mitochondria decreased to 68% and further 

decreased during incubation. This inactivation during incubation was dependent upon 

the t巴mperatur巴 andpH. Furthermore， when intrinsic phospholipase A was either 

inhibit巴dor stimulated， there was a respective decr巴aseor increase in KGDC inacti-

vation. KGDC activity in mitochondria was markedly inhibited by exog巴nousvenom 

phospholipase A， and this inhibition was partial1y prevented with bovine serum albu-

立l1n.

The activity of the partial1y purifIed KGDC decreased slightly after slow freezing， 

but remained constant during incubation. How巴V巴r，th巴 activityof this enzyme com酬

plex was markedly r巴ducedwhen incubatεd in the pres巴nc巴 ofvenom phospholipaseん


