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第 1編　絨 毛組織 の琥珀酸酸化酵

　素系 に 及 ぼ す性 steroids 及 び

　合成発情物質 の 影響

　　　　　　　 第 1章 緒　　論

　性 steroids が 生 体 に及 ぼ す顯著な影響を ， 酵素並 に

酵素 系 に及 ぼ す性 steroids の 作用 と し て解明 し よ うと

云 う試 み か ら ， ま ず短期間 に 旺 盛 な 発育能力 を持 ちそ の

生 物学的態度が吉 くか ら多 くの 研究の 対象 と し て選ば れ

て い る もの の 1 つ で あ る絨毛組織 に 就 て Phosphatase

の 消長並 に 之 に 及 ぼ す性 steroids 及 び 合成 発 情物 質 の

影響を実驗測定 し て ， 本誌
S9 ）

に発表 し た所である．引 続

き琥珀酸酸化酵素系 に及ぼす性 steroids 及び類似物質

の 直接的な影響 を檢 討 した の で ， そ の 概要を報告す る 。

　　　　第 2 章　実験材料及び 巽験方法

　§ z　 実驗材料

　1．　 酵素液　実験 に 用 い た 絨毛 組織 は 本誌第 8 巻 第 5

号
謝

に 準 じ ， そ の 詳細 は 重複す る の で 省略す る．但 し 緩

衝液 は M120燐酸緩衝液 を 用 い た・

　2．　 基 　質 　石 津 製 薬 の 瑳 珀酸 ソ
ー

ダ を用 い ， 使 用 に

際 し 蒸溜水 に 溶解 し O．ユN 塩 酸 を 用 い pH　7．2と し た．

　3．　性 steroids 及 び 合 成 発惰 物 質　本 誌 第 8 巻 第 5

号
33 ）

に 準ず．・

　§ 2　実驗方法

　酸 素 吸 収 量 の 測 定 は す べ て Warburg 検 圧 計 を 用 い

37．5℃ で 行っ た 。第 3 章 ・§ 1 の 実 験 に 於 て は ・主 室 に

酵素液 0．5m1
，
　M120燐酸緩衝液 （pH　7．2） ユ．　Omls 側室

に は 0．1M 琥 珀 酸 ソ
ー

ダ 溶 液 0．5m1 を 注 入 し ・ 蒸溜水

を 加 え て 容 器 内 の 全量 を 2．7rn1 と し ， 副室 に 30％苛性

ソ
ー

ダ 溶液 0．3ml を 入 れ 測 定 し た。尚酵 素 の み の 自 家

呼 吸 を 測 定 し 上 記 の 酸素 吸 収 量 よ り差 引 い た ．§ 2 の 実

験 の 塲 合 は ・ 主 実験 と し て は 各種 hormone 溶液 を 夫 々

添 加 し た もの に 就 て 実測 し・対照 と し て hormone の 溶

媒 を 添 加 し た ．

　　足 立 春雄 博 士 ）

Takako　 SUMITAN工

　　　　　　　 第 3 章　実験成績

　§ 1　正常妊娠に於け る絨毛組織の琥珀酸酸化酵素系

の 妊娠月数に依る消長

　1．妊娠月数に依る 琥珀酸酸化酵素活性 の 消長　最終

月 軽，胎見 の 大 き ざ等 よ り判定 し 得た材料 に就 て 1表 に

示 し た よ うな月数及例数 に就 て測定 した．そ の 成績を簡

明を期 す 爲 ，圖表 に依 っ て 示 す と 1表及び 1 圖の 如 くで

あ る．

　2． 小　括　絨毛組織乾燥重量 工   の 號珀酸酸化酵素

活性 は ， 妊娠 2 カ 月に 可成 りの 活性 を 現 し， 3 カ 月 ， 4

ヵ 月．と逐次増加す る が 5 ヵ 月 ， 6 ヵ 月 に は急 激 に低 下 し

6ヵ 月では 2 カ 月の 約半量 とな り ， 7 ヵ 月ではや S 上 昇

す る が 5 ヵ 月の 値迄に 達せ ず以後妊娠末期迄有意の増減

を認めない ．

　§ 2　妊娠初期絨毛組織 （第 3 ヵ 月） の 琥珀酸酸化酵

素系に及 ぼ す性 steroids 及 び 合成発儔物質の 影響

　1．　　（1）　 estrogens ：　 estrone
，　estradiol ，　estradiol

be皿乞oate （est ．　benz．と略記す），合成発情物質 （hexe ・・

strol ，　dZethylstilbestrol） の 終末濃度 5x10 − 3
〕近 か ら 2、

×10− s
皿　Leの 実驗成續は 2 ・ 3表 の 如 くであ る．

　（2）　androgens 　及　　progesterone ：　testosterong，

testosterene　propionate ，
　rnethylandrostenediol （MA

第 1 表　妊娠 月数 に 依 る 琥珀 　　第 工 図 　妊i娠 月 数 に 依 る 琥

酸酸化酵素 活 性 の 消 長　　　　 珀酸酸化酵素 活 性 の 消 長
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第 2 表　妊 娠 初 期 絨 毛 組 織 の 琥 珀 酸酸 化 酵 素 系 に 及 す

　 estrogens （estrone ，
　estradiol ，　estradiol 　benzoate）

　 の 影 響
　　　　　　　　．
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第 4 表 　妊娠初期絨毛紲織の 號珀 酸 酸 化 酵素系 に

　及 す androgenS 及 び pregesterone の 影 響
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D と略記す ）及 び progesterone 等で は 実驗し た範囲 で

は 4 表 e）　k うに特異的 な 影響 を 示 さ な か つ た．

　2 ．小　括　　絨毛組織 homogenate の 琥珀酸酸化

酵素系に 対す る性 steroids の 影響 は 終末濃度 5x10 − s

M か ら 2 ×10『5M
迄 の 範囲 で は estrogen の 或濃度 に の

み 認 む べ き影響 が あ り他 」）性 steroids は直接木酵 ；i　｛一　R
’

羆 をr景彡響 書ヒ與 えぬ もの 諺）様で凌）る．　艮目ち　　estrone 　の 3

×10− 4M
で10％，5 ×IO− 4M ’

ごは 20％ に，　 T × 10− 4
五i

で 30％ に も阻止 作用を示 し た．併 し之 よ り高濃度の 1 ×

ユ0− 3M
で は そ の 阻害作用は減弱し20％に ， 5XIO − SM

で

約 8 ％ に し か認 め られ な か っ た．estradiol で も同様 1）

傾 向が 認 め られ 3 × 1 L ’

｝tで は其阻害作用は 最 も強 く約

30％に達 し 5 ×10『‘M で26％ 　7 ×10一駈 で 18％の 阻害

を認め 冫rξ：．　est ，　benz ．1，・ま 5　× 10一5M
オ丶ら濃 度σ）高 くな る

に從 っ て 阻止傾向 が 強 く2 ×104M で 30％ で あ る．

叉，脅成 estrogen の hexestrol は cstradio1 と同 じ く

3x10 − 4M
邊 りで30％を ， 5 × 10司 M 〜τ XlO

− 4M
で

22％ 阻害を認めた の に 対 し ， 同じく合成 estrogen の

diethylstilbestro1で は 何等の 影響も認 め な かつ た．

　 上 述の 様 ｝こ 或 濃 度 にの み 阻止 作 用 が 最 も強 く現れ た 事

ほ
一

般 に阻害剤 と呼ぱれ る もの の 影響 と少 し く様 旧が異

つ て お り注 目すべ き
一

知見であ る と考 え られ る．

　　　　　　第 4 章　総括並び に考按

　琥珀駿酸化酵素系は 生 体内酸化 の 終末過程で あ る枸櫞

酸廻酪中 の 重要 な 酵素系の 1 っ で，古 くか ら Thunbe −

r93T ）3s ｝

（
’09）（

’10），

’Szent・Gy6rgyi3E〕 （
’24），

　 Batteli ＆

Stern9 ⊂
ノ10）．Burrisfi

》

（
’49），　Slater

：e〕
（

i49
） 等多・くの

人・itに依り研 究され て い る．且 っ 其 分 布 も甚 だ 廣 く動

値物或は 微生物界 に廣 く存在 して い る．動物体内では

心 臓 ， 肝臓，腎臓 に特に 多 く含 まれ，腦，骨骼筋，肺

臓 ， 網膜 には 少量存在して い る と云 わ れ る ．

　 ヒ ト絨毛 中の 琥珀竣酸化酵素系を測定 し た 報告は比

較的少 く．多 くは 胎盤 の 代謝を窺 う
一

端 として 絨毛組

織 の 組繊呼吸の 測定 の み に 止 っ て い る．先 ず LQeserZD

（
「32），

Wang ＆ He11mann ‘9 》
（

t41
），　Page2T）

（
ノ48）

等は 檢圧的 に測定 して ，妊娠月数の 進むに從 っ て 酸素

消費 の 量と嫌気性解糖作用の 速度 が減少す る事を報告

し て い る し ， 我國 に於て も外山 等
SZ） C56）， 齋藤

29

（
i57

）， 荒川
z）

（
’58）強 口 等

19 ）
（

t59
） が 胎盤 の 鹸素消

費に就 て 邇べ て い る．Wis工ocki ＆ Dempsey5P （
’46）

は 胎盤 の 組織化学的檢索 に よ り， 分 娩期の 屯の では妊

娠早期胎盤 よ り組織呼 吸 量 ぽ 遙 か に減 少す る と云 っ て

い る し ， Villee44＞
（

’53） も分娩期 の 胎盤 は
cc

老 衰の

状態
，，

に ある と逋ぺ て お り ，

1
夊 Villee ＆ Hagerma ．・

nnls
）‘ 5）

（
’53）は妊娠初期絨毛組織及分娩時胎盤 の ho −

mogenate や切片に 依 つ て 種 k の 基即 ：ら，　 glucose ，

pyruvate ，　acetate ，　citrate ，α
一ketoglutarate 等の 酸化

が estradiol 添加 に依 り促進 ざ れ る と説 き， そ の 後

Villee ＆ Gordonli ）

（
ノ
55）は estradiol が Krebs 　cycle

e’♪ α
・keto91utarate と citrate の 間の 酵素系を活性化

す る事を結論して い る．又 Villee＆ GordoniZ ］4n
（
’56），

Villee4s）

（
’57）は胎盤組織切．r

’1’に estradiol 　 4 × 10
− 4M

添加 こ依 り イソ 枸櫞酸脱水水素酵素作用 が 促進さ れ es−

tradio1 以外の est 「 09ens 『
即 est 「 one

’
equilin

’
equi ’

lenin でも
．
同様 の 作用を認 め た と報告 した ．

　夊琥珀酸脱水素酵素 に 就 て は ，植 田 等
4n

（
’56） は ヒ

ト胎盤絨毛組織 を 用い て 組織化学的所見を逐 月比較檢討

し，妊娠 3 ヵ 月 ，4 ヵ 月 で其機能 が 最 も旺 盛で積極的 に

物質代謝 に 関與 す る が 妊娠後半期では其機能が 減退す る

と説い て い る．夊 Kyank20 ，

（
，57） は 20膏1の 正 常 妊娠胎

盤 と30例の 妊娠中毒症の 扉
’
盤 の hOrnOgenateの 琥珀梭

脱水素酵素作 用 を 比 較 し 妊娠中毒症 の 胎盤 homogena −

te の そ れ 1’；ま正 常 妊娠胎盤 homogenate よ り酵素活 ［生が

低 下 して い る 事 を認 め た ．

　本実驗 に 於て も，嘗 て胎盤中の acid 　phosphatase に

就 て 筆 者
ヨ3＞

の 述 べ た の と同 じ傾向 証示 し，estradio1 （3

× 1e− ‘M ），　 estrone （7 × IC− 4M
），

　 est．　 benz．（2 ×

ID
− 4M

），　 hexestro1 （3 × 1C
− 4M

）の 高！農度 で夫．ft　30％

の 阻止 作 用 を 認 め た．之歌 恐 ら く早期 Z）絨毛粗織 ；）増 殖

と phosphomonoesterase ｛｛琥珀 爰酸化酵素系が 密接 な

関連を持っ も の であ ろ う事 を 暗示 す る し，且 っ 絨 毛 組戳

の 発育に estrogen が 大 き な 役割を演 じ ろ だ ろ うと云 う

臨床的知見 に 1 っ の 生 ［ヒ学 的 な 示 唆 を 與 え る も の で あ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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魯

9

ゆ

る．testosterone，　test．　prop ．，　progesterone ，　MAD の

如 き非 フ ェノ ール 型 桂 steroids や合成発情物質の 中で

も diethylstilbestrel力主何等 の 影響 を 示 さ な か つ た事

は ， 單に 性 hormone の 構造 の 相違の み に 帰す る と して

も，阻害 の 詳細は 将 来 の 研 究 に俟っ 所 が大 き い と思惟 さ

れ る ．他 方 ，唯 estrogen の 或 濃 度 にの み 見 ら れ た 此 の

阻害作用 は ， 妊 娠 の 末期 にユ血 中の estrogen が 著し く増

加す る事 と，妊娠末期 の 胎盤 で 琥珀 靉酸化酵素 の 活性 が

減少す る 事と胎盤の 機能が低下す る事実 との 問 に何等か

の 生 物学的意義 を 持 つ もの で あ ろ うと推論 され る ．

　　　　　　　 第 5章 結 　 　論

　妊娠2 カ 月 乃 至10 カ 月の ヒ ト絨毛組織 honlogeuateを

用 い ， 71例 に就 き Warburg 檢圧計 に よ り，琥珀酸酸

化 酵素作用を 定量し ， 併せ て in　 vitro で 正 常妊娠 の 初

期絨毛組織 の 酵素作用 へ の 各種性 steroids の 影響を檢

索 し た．

　1． 琥珀駿酸化酵素 の 活性 は ， 妊娠前半期 に高 く妊娠

第 4 カ 月に 最高値を示 し ， そ の後次第 に下降 し第 6カ 月

で最も低値 を示 し第 7カ 月で は や S 上昇す る がそ の後妊

娠 末期ま で有意の 増減 を認め な か つ た．

　2． 琥珀駿酸化酵素に対す る性 steroids の 影響は ，

終末濃度 5 × 蔦
一
髄 か ら 2 × 10

− 5M
の間の 実驗範囲では

estrone 　 7　x10 − 4M
で30％，　 estradiol 　 5 ×10− 4M

　rf26
％，3 × 1D− 4M

！で30％の 阻止作用 を 示 し ，
　 est ．　benz ．の

2 × 1G冖喚1近〜1 × 10『4M

で 30％〜20％ の 阻 止 作用 を示 し

た●　叉　hexestrol　で ｝ま　7　x10
− 4M 〜　5　× 10− 4M

で22％，
3 × 10− 4M 〜1 × 10− aM

で30％〜20％ の 阻止 作用を 示 し

た．他方 diethylstilbestrol，　androgens 及 び proges・

terene で は 有意の 影響を 認 め な か っ た。

第 2 編 性 steroids 及 び 合成発情

　物質に 依 る動 物組織琥珀酸酸化

　酵素系の 活性化 作用

　　　　　　　 第 1 章 緒　　論

　第 1編 に 引 続 き種々 の 動物 組織を用 い て 前囘 と同 じ く

性 steroids 及び合成発情物質 の 添加実驗を行 い ，特 に

牛 心 臓筋肉蕚 琥珀 駿酸化作用 に特異的な活性化作用を 見

た の で ， 其本態を窺知す る 目的で最 も著明 に活性化が認

め られ た hexestrol と心 職筋肉を 用 い て 檢討 を 加 えて

2 ，3 の 成績を得た の でそ の 概要を報告す る．

　　　　 第 2 章　実験材料及 び実 験方法

　§ 1 　実驗材
’
串斗

　 1．　 酵素材 料 及 び 酵 素 液　 〔1） 酵 素 材料
一

食 牛 の 心

臓・肝臓 ・ 脾臓 ・ 子 宮 ・ 卵巣 ・ 黄 体 等 を 用 い ・ 其 の 他牛

以 外の 動 物 組 織 と し て は 家 兎 の 心 臓・脾臓 ， 肝 臓 ， 副

腎 ・ 骨 骼 筋 ； 白鼠 心 臓 ・ 骨 骼 筋 ・ 脾臓・肝 臓 ；鳩 の 胸

筋 ・ 心 臓 ；及 び豚 心 臓 を 使 用 し た．　   　酵素液
一

屠殺

後 可 及 的 速 か に 入 手 し た 上 記 動 物 組 織 の 脂 肪 ・ 結 合 織 を

除 去 し た 後 ・之 に 4 倍 重 量 の M ん、冷 燐 酸 緩 衝 液 を 加 え て

冷 却 し っ swaring 　blender で 磨砕 し て 其 れ を 冷却 遠 心

分 離器 で G ℃ ，
ユIOO × 9 ，

5 分 闇遠 心 分 離 し て 得た 懸 濁 液

を 粗 酵 素 液 と い 之 を 更 に 冷 却 し な が ら 1N の 醋酸 で pH
5．8 と し た 後 生 じ た 沈澱 を 冷却 遠 心 分 離器 で D °C・1100

× 9 ， 15分 間遠 心 分 離 し て 集 め た もの を 酸 性沈澱酵素液

と し た
z6 ）．尚蛋 白沈澱 は 最初 の 筋 肉1009 当 り，100ml の

割 に M 偏燐酸緩衙液 に 懸 濁 しpH　6．8 に 調 整 し 実 験 に 供 し

た ・

　 上 述 の 様 に 作 成 した 酵素 液 は
一部 ミ ク ・ キ

ー
ル ダ

ー
ル

法
 

に 依 丁
？　G 白 窒 素 量 を 測 定 し て 7 凡 て の 実 験 戍 績 を 蛋

白窒 素 1   が 単位時 間 内 に 消 費す る酸 素 吸 収 量 に 摸 算 し

て 比 較検討 し た ．

　 2．　 基質一 第 1 編 に 準 ず．

　 3．　 性 steroids 及 び 合 成 発 清 物 質 　e8trone ，　 estra −

diol，　 testosterone，　 progesterone ，　 MAD ，　 hexestro】，
diethylstilbestrol等 の 結 晶 を 用 い ，使用 に 際 し て ace ・

ton に 溶 解 し た 。

　 § 2　 実驗方法

　 第 1 編 に 準ず．但 し 此 の 場 合 は 各種 hormone の ace ・

ton 溶液 は 予 め 検圧 計 の 主室 に 注 入 し ，　 aceton を 蒸発

させ た 後 対 照 と 同様 な 実験 を 行つ た ・又 恒温槽 の 温度 は

35．0℃ で 測 定 し た 。

　　　　　　　 榮 3章 　実験成績

　§ 1　 各種性 steroids 及 び 合成発情物質が 心筋の 琥

珀發酸化酵素系に及 ぼす 活 性 化作用

　酸 性 沈澱酵素を用 い 性 steroids 及 び合成 発情物質 は

夫 々 終末濃度 2 × 10冖生M に な る 様 冫ご添 加 した．実雛成績

は 5 表 の 様 に hexestrol に 最 も活性 化作用が強 く約 200

％ で あ つ た．　　　　　　　　　　　　　　　　　
“

　§ 2　 hexestro1添加量 に依 る活・
豊化作用の 変動

　前節で hexestrol を用 い た場合に活 陸化作用が最も強

く認め られ た の で，添加量 との 関係を窺 う爲 hexestr（＞1
を 終末濃度2 × 1 

一’3M
か ら 1 × 10一うM に至 る 種々 の 濃身

に就 て実驗を繰返した．

　そ の 成績は 第 6表の 様 で 終宋濃度 1，5 × 10− SM 〜2 ×

10『薈M の 間では活 性化作用は 240％〜180％ に及ぶ が 濃変
が 高 くな っ た り或は よ り低 い 場合 には殆 ど影響を與えず

2 × 10− SM
の 様な高濃度では 反 つ て 阻害作用 を 認めた．

　§ 3　種 k の 動物組織 に 於ける琥珀 蛩酸化酵素系に及

ぱす hexestrolの 影響

　1． 牛の 心筋以 外 の 組織 に 於ける hexestrolの 影響

　牛心筋以外の 臓器 よ り調製 し た 酵素 で も上 逋 と同 様の

結果を得る か否 か を檢す る爲，活
．
陸化作用 の 最 も薯 羽で

あ っ た hexestrol （2x10
− 4M

）を添加 し 2 圖の 様な種

k の 組織 を 用 い て 実驗 した．そ の 成績は心筋 以 外 の 狙識
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第 5 表 　各 種 性 steroids 及 び 合 成 発 情 物 質 の 心

　筋 の 琥珀 酸 酸 化 酵素 に 及 す 活 性 化 作 用

睡 鵬 鵬 ＿ ％

座 弓。警 磨 讐憎1鰌響 甥
・
騨 艷細

　 　 　 　 　 　 　 　 Igo％i60 ％　 i56％ 　 20θ彫

第 6 表　hexestrol添 加 量 に 依 る活 性化作用 の 変動

対 照 12×1画 苫5x伽 1x1σ
一
3
醐 1酬 2κ棚 嬬 熟1別 動 2切秘1 御 II

嬾 1201 ω 5
』

．　　　↓ 歪20
　　鬥
26 ∫

1275290255
．．ヒ． 24フ　 147　135

効 果 mσ刎 66％ 183％ 22膨 122

％ 241％ 2彪％ 26膨 ／2〃％ 〃 ％」

第 2 図　 hexestro1 牛 の 心 筋 以 外 の 組 織 に

　 於 け る hexestro1 の 影 響
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票

吸
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量．

の 琥 珀 駿酸化酵素系で は hexestro1 添 加 に 依 り有 意 差 を

認 め ず，寧 ろ肝臓，脾臓，腎臓等で は 阻害の傾向を示 す

事 を 知 つ た．

　 2． 牛以外 の 動物組織 に於 1ナる hexestro1 の 影響

　1，と同様 の 実驗を牛以 外 の 2 ， 3の 動物の 心 臓筋肉其

他 に就 て 繰返し ， 動物の 種蜀及 び 臓器 の 特異性 を檢討 す

る爲 3圖の 様 な種々 の 組織を用 い て 実驗 し た．そ の 成績

は 牛の 場合と同 様，心筋 の み が hexestro1 に よ り 150％
〜 250％に及ぶ活性化作用 を示 し， 其他の 臓器では有意

差 を認め ず 寧 ろ阻害 作用 を認め た．

第 3 図 　家 兎 ， 白鼠 ，豚，塢等 の 組織 の 琥 珀 酸

　酸 化 酵素 系 に 及 す hexestrel の 影 響

4齎

盡・・o

護ユσo

鑾loo

　 θ

ロ助 823i6
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匚コ hexestrel添 加 （終末濃 度2x！〇
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朋
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撫 農 農lll 鴛
　§ 4　性 steroids に 近似の構造を 有す る他 の 有機化

合物及び そ の 他 の 2〜 3の 物質の 琥珀駿酸化酵素系に及

ぼ す影響

　構造式と活 性 化作用 との 関連性 を 探究す る爲 に性 ste一

OH

hexestror

　　 第　 7　 表

sodium 　 chola 士e

OONa

i

れi　cot　i　n α爪 　de

〔認 臙
・・朗 り （£ぎ議

d
編 1‘飜

仔
り

◎
咄

　　　　　　 C2H5

・・《ン ・
一と・《〉。H

　　　　 C2H5

　 　 　 α 阻 ［nocordine

　　　需
一Nく：：昌：◎。

’

roids に近似 の 構造を有する有機化合物即第 7表 に示 し

た様 に sterin 核 を 有す る sodium 　 cholate を 叉 前節迄

の 実驗で心筋の み が 陸 steroids に JI．り著しい 活性化作

用を示 す事 を 知 つ た の で 生 理 作用上の 興味 か ら強心循

環剤 とし て 用い られ る aminocordin を ， 叉穣i造式 と生

理 作用上 の 興味 か ら　digitalis配糖体 を 用い hexestrol

（2 × 10− 4M
） と 夫 ft 等 モ ル 濃 度 に な る 様 に 添加 し 実

驗 した．そ の 成績 は第 4 固 の 様 1こ sodium 　 cholate で｝よ

ユ52 ％ に aminocordin で ｝ま 150％ の 活 陸化 を 示 した カ 

digitalis配糖体で は 対照 と殆ど 差 を 示 さ な か つ た．

aminocordin が 150％ に 屯活 性 化 を 認 め た の で之 と類似

の 構造を有す る 即 ち pyridin 核 を もっ nicotinamide に

就 て も同様の 実 驗を併せ 行 っ た が 此 の 場合 に は 対照 と殆

ど差 を 示 さ な か つ た．

　§ 5　 琥珀駿酸化酵素系の 活 性化作用部位の 檢討

第 4 図 　性 steroid に 近 似 の 構 造 を 有 す る 他 の

　有機 化 合 物 及 び そ の 他 の 2〜3 の 物質 の 號 珀

　 酸 酸 化 酵素系 に 及 す 影 響

惹

鐸
鸛
量 1

鶚

Q・蟹
b．310C
，275d
，2ア0a

．干．180，f79
ε．庁 5

　 　 　 　 20　　4σ　 60毋
　 　 　 　 　 時 間 →

畠
　　 呪．対 照

　 　 b．　hexes仁roli忝力囗

　 　 C．50d 悶 mc 圃 αte添 加

　 　 d．aminOCDrdin 添 加

　 　 e．di7i亡副 5 配糖 体 添加

　 　 f．nlcot 廊 加 de添 加
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第 5 図 Vitamin　K ， を

水素受容体 と し た 塲 合 の

號 珀 酸 脱 水 素酵素に 及 す

hexestro1の 影 響

1握 1
　 　 　 20　 40　 60分
　 　 　 巨≒1噛］→

　 a．対 照

　 b，　hex／．s亡ro ］∫烝カロ

　 c．青酸 加 里　〃

　 c　 c＋
1
〆i歐ワLmk3 〔5μ．moies ）

　 f．c＋ 　 〃　　（5μ．〃）
　 　 　 ＋hexe5tro1

第 6 図 　 メ チ レ ソ 青 を 水

素受容体 と し た 場 合 の 琥

珀 酸 脱 水 素 酵 素 に 及 ぼす

hexestrolの 影響

　 擢

1セ 舗1
　 　 　 20　406 σ
　 　 　 日寺哨酉（分〉→

　 A．対 照　　　 ：青酸加 里ぼooμ．moies〕
　 　 　 　十 〇．03勢メテレン青0．3me
　 　 　 　添 刀ロ

β．A ＋ hexestrol

第 7 図 cytochrome 　 oxidase に

及 す hexestrol の 影 響
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C，対 照

d ．hexestrol添力己

第 8 図　 グ リ セ ロ燐酸 脱 水 素 酵

素 に 及 す hexestrolの 影響

　 罵 　　　　　　　　a 対 照

1絵 驚
　 G
　 　 　 20406e
　 　 　 時 囿吩｝

→

第 9 図　llpase に 及 す 性 steroids 　 第 8 表　蛋 白 分 解 酵素 に 及 す hexes一

及 び hexestrol の 影 響 　　　　　　trol の 影響

μ
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ロ
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ロ
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o
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o

コ　
　
　

　　　　イ
　

↑
炭
酸
ガ

ス

発
生

量

a．対 照
b、　hexestrol5忝力口“
C．testOS†erone添加

d、εs亡rpne．添 加

亡r7butyrin；gneO．ime

　 　 　 　 〔pH1．s）
5％ Co2−9S9．　i丶i2充塞

騰
　 　 ア ミ ／ 窒 素 量

撫
，。r備鋸膨1褊 ，7

2．04　 　 2．04　2，％　 　 　 　 　 　 　 2．06 ：2．o∂

驪i 、鷹飆 蹴 羝 繼 鐸驫 ．1編 烈εi課
踊 繍 濾 譱 鱇 獅碧騨 瀚 羅鰕 蹶灘 齢

zo　 4060
時 「司〔分）一》

　琥 珀 竣酸化酵素系 は 下 式
3エ）

の 如く説明され て い るの

で，

　Succinate⇒ Cytochrome 　 b≠ Factor→ Cytochrome　 c

　　　　　　　　　　　　　　　　　→ Cytochreme　 a

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　 Cytochrome 　a3
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ↓

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 02

本研究に際し て は 琥珀…駿脱 水 素酵素 と cyt ・ chr 。 me

oxidase の 2 者 に 就て ．
　hexestrol が之等酵素に及ぼす

影響を追究 して こ の 酸化酵素系へ の 侵襲点を窺っ た．

　1． 琥珀酸脱水素酵素に及 ぼす hexestro1 の影響

　青酸加 里 で cytochrome 　 oxidase を阻害 し Vitamin

K 押 或 は メチ レ ン 青を 水素受容体 とし て 琥珀酸脱水素

酵素に 就 て 実驗 し ，
hexestrol 添 加 に依 る 変勲を檢 し た

所 5， 6圖 の 様 に hexestrol添加 に 依 て 寧 ろ 阻害作用を

認め た．

　2． cytochrome 　exidase に 及 ぼ す hexestrol の 影響

　hexestro1 添加 に依 る cytochrome 　 oxidase の影響

を知る爲 に直接 cytochrome 　c に結び つ い て 酸化 され

る hydrequinon の 酸化作用へ の hexestrolの 影響を

檢索 した ．そ の 成績は 7圖の 様 に hexestrQ1添加 に依る

変化は 認 め られ な か つ た ．

　3． グ リセ ロ 燐酸脱水素酵素系 に及ぼす hexestrol の

雇 蜘 之反応甲 止 しn ．夫畑 懸 洩 瀬 をO℃，1鵬
5分 周速 心分 雕 して 得 尼 上油 液 了了「ユ劇二 つ い て 夫R
の アミ／窒 素量 を測 定 した。

影響

　心筋 中に 含まれ て い る 酸化還元酵素 の 1 っ として 琥

珀酸酸化酵素系 と同 じ く，メ チ レ ン 青或 ｝ま cytodhrom θ

c の 関與す る グ リセ ロ 燐酸脱水素酵素を選 び之 に及ぼす

hexestrol の 影響 を み た． グ リセ ロ 燐酸脱水素酵素は

Green の 方法
9〕

に準 じて Warburg 瞼圧計に よ り測定

し た ．そ の 成績は 8圖 の 様 に hexestro1に依 る 活性化作

用 は な く，寧 ろ65％に も及ぶ 阻害 を 呈 し た ．

　§ 6　其他 の 活性化機構 に 関す る檢討

　前節 の 実驗結果 か ら琥珀 駿酸化酵素系 に直接影響を 興

える様で も な い の で，本酵素系 に 関連す る 他の 酵素系を

活性 夂 は 不活性化す る 爲 に 2 次的 に 本酵素系を活性化 す

る 様 に 見える の で は な い か と考 え ， 次の 2 ， 3の 酵素 に

就 て檢討した．

　1。 Iipase に及 ぼす性 steroid 及び hexestrolの 影

響　琥珀酸酸化酵素中 に は多量 の Iipidを含 ん で い る と

さ れ る が hexestro1 が こ の 1ipid を 分解す る爲 に上述

の 活性化作用が現われるの ではない かと考 え lipase に

及 ぼ す 性 steroids 及 び hexestrol の 影響をみ た．基質

は Rona ＆ Lasnitzki29】
の 提唱す る trybutyrin 溶液

（Merk 製）を用い Warburg 檢圧計に よ り炭酸ガ ス 発

生 量 を測定 した ．そ の 成績は 9 圖の 様に何れ の 場合に も
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有意差を認 め な か っ た．

　 2・ 蛋白分解酵素 に及 ぼす hexestrol の 影響 　次
1
い で hexestro1 に依 る 琥珀 酸 酸化 の 活 瞳 化作用 は ，

．本来 の 酵素 と結合 して い る 巨大蛋白が 分 解 され る 爲

．に ，そ の 結果 と して 瑳珀撥酸化酵素系が活性化 さ れ

るの では な い か と 考 え， 牛心 筋 の ア ミ ノ 窒 素量 の

恥exestro1 添 加 に 依 る変動企 Van　Slyke 氏法
43 ）

に

よ り測 定比較 して ， 蛋 自 分 解酵素 に 及 ぼ す hexes−

trol の 影響を窺つ た．そ の 方 法及 び 成績は 8表 に示

す 様 に hexestrQl 添加 に よ る 影響｝ま認 め られ な か つ

、た 。

　 § 丁　酵素調製後の 時間的経過及び酵素材料の 新

鮮度 に よる 変動

　 L 　屠殺直後の 牛 心 筋 か ら 調製 し た hexestro工に

・依 る活性化作 用 を示 す 酵素 を攝氏 5度 の 氷 室 に 24時

聞 ，
48時 間，72特問保存 し同様 の 実驗 を 試み た 処 ，

10鬪 の 様 に調製直後 に 見 られ た hexestrol の 著しい

話 徃化作用 は保存時間 の 経過 と共に 漸次減少 し 72時

間 後では 反 つ て 阻警作用が 現 れ る 事を 認めた．

　 2． 叉牛心筋を 予 め擁氏 5度 の 氷室 に 24時間，48

特 間 ， 72ag間放 置し た後に，夫 攻 か ら調製し た 場合

は，摘出後短時間内 に 調製 した 酵素で著 しい 活性化

’作用を認 め た 場合で も ， 72時 間後 に 調製 した 酵素で

は阻害作用を示 し前項 と全 く同様 の 傾向で あ っ た の

で 圖表 を省略す る ．

　§ 8　反 応前の 保存侍間に 依 る活性化作用 の 変動

　 前節で酵素調製後時聞を経たもの では hexestro1

に依 る活 性 化作用 が現れ な い 事を 畑 っ た が ，之は活

魅 化を受 け る 因子 が保存時間 の 経過と共に 自動的に

活 性化され る の で は ない か と考 え更 に 次の 様 な 実驗

を行 つ た ．即 ち 調製直後 に 活性化作用を認め た 酵素

第10図　酵素調 製後 の 時 問 的経 過 に ょ る 活 性 化作 用 の 変動
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及 び之を認め な か つ たもの を ， 夫々
一
定時間，一

定温度

に 保 ち其後 に於け る此 の 現象り変動を檢索 した．

　1・　新鮮 な 牛 心筋よ り調製し た hexestro1 に 依 る活性

北 作用を 示 す酵素 を 5等 分 し 40℃ の 恒温槽中で夫 々 工5

分，30分，60分， 120分 保 っ た 後 ， 夫 々 の 琥珀 駿酸化酵

素作用 と ， そ れ に対す る hexestrol添加 の 影響 を比 較 し

た．そ の 成績 は 11圖 の 様 に保温処 理 した 酵素 の 琥珀竣酸

化作用 は 15分 ， 30分 ， 60分 ，　120分と保温時間 の 長い も

の 程漸次増大す る （11鬪 A ，B ，C，D ，E 圖 a 曲線）． 併 し

夫 ＊ の 酵素 に hexestrgl を添加 し た場合の 酸素 吸 牧 量 は

（11鬪 ，
A ，B ，C ，D ，E 圜 b 曲線），促温処 埋を しな い 酵素

に hexestrol を添 加 し た 場合の 値 （第11鬪，　 A 圖，　 b 曲

線） と大差 な く， 保温 特 間 に よ る増加 は認 め られ な い ．

根」ち 保温処 理 をしな い 酵素で hexestrolに 依 る 活・性 fヒ
作用 が 140％ に も認め られ た もの でも （第 11圖 ， A 圖），

第 12図 　保 温 処 理 時間 に 依 る活 性化作用 の 変動 （
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120分 間保温処 理 を し た酵素で は hexestrol 添加 に 依 り

見 か け上 は 寧 ろ 阻害効果を示 して い る． （11圖 E 圓）

　2．一（1） hexestro1に 於け る活性化作 用 の 認 め られ

な い 牛 心 筋 よ り調製 した酵素を上 と同様 亘温槽に保 ち同

様 つ 実驗 を繰返 し た．保温処理 し た酵素の 琥珀駿酸化作

用 は 60分迄 1，±保温処理 時問の 経過と共 に増大す るの は 前

項 と全 く同 じ傾向を 示 す が 90分 ， 120分 でぽ 僅 か に 低 ド

を認 め た （12圖，A，B ，C，D ，E 圖 a 曲 線）．夫 k の 酵素 に

hexestrolを添 加 した 場合 の 酸素吸收 量 は 時 間の 経過 と

共 に 低 下 して い る （12蹟1，A，B ，C，D ，E 囲 b 曲線）．即 ち

保 温処理 し な い 酵素 に hexestro1 添 加 した 場 合 に 僅 か 8

％ の 阻害であ つ た も の が （12圖A 圃）．ユ20分保温処理 酵

素の 場合は ，
hexestr・1 添加 に よ 1り78％に も阻害効果 を

示 して い る事に な る （12圖，E 圖）．
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　（2） hexestrolに依る活性化作用 の 認め られなか つ

た 心筋以 外 の 臓器と して 牛肝 臓を 選び （1）と同様の 実驗

を 行 つ た．モ の 成績は13鬪 の 様 に酵素の み の 琥珀駿酸化

作 用 （13圖 A，B ，C，D ，E 圜 a 曲線）も hexestro1 添加 の

場合 も （13圖 A
，
B

，
C

，
D

，
E 圖 b 曲線）共 に保温処理時聞

の 経過 に從 っ て 低下 した．

　§ 9hexestrol に依る 活 性化 の 見 られ る 区分 の 分

離

　以 上前節迄の 実驗で hexestrolに よ る活性化作用は，

琥珀竣酸化酵素系自俸の 作用部位 の 儉討 に於 て もそ の 侵

襲点を明 か に し得ず，夊 琥珀 駿酸化酵素系以 外 の 酵素 系

と本活性 化作用 との 関連性 を も究明出来ず ， 夊前節の 実

驗で 明か な様に 反應前 の 保 温時間 に よ る 活性化作用 と

hexestro1添加 に よ る活性化作用 ともそ の 機構を 異 にす

る様であ る．從つ て 次 に 酵素調製法 を 種攻 に 変化 し て

hexestrolに よる活性化の 見 られる区分を檢討する日的

で次の 様 な実驗 を行 つ た．

　粗酵素液 に hexestrol を添加 した場合の 成績 は 14鬨 の

様 で ，約 122％ に 活 性化作用を示 して い る．

　次 に 粗酵素液 か ら 比較的沈澱し易い 区分 を 遠心 分 離

（2500 × g ，15分 聞） し （此沈澱 を A 沈澱 とす る），こ s

に得られ た 懸濁液 か ら 10，000xg ，15分間 で沈澱す る

もの を 得 （此を B 沈澱 とす る ），此懸濁液 か ら 20，000

× 9 ，15分 間で沈澱す る もの を分離 し （此 を C 沈澱 とす

る ），更 にそ の 懸 濁液 を 25
，000 × g ，

15分間遠 心 分 離 し

た （此 沈澱を D 沈澱 とす る ）．A，B ，C，D の各沈澱 は M120
冷燐酸緩衝 液 に 懸濁 して 実驗 に 供 した ．之等 の 酵素 の

hexgstrolに よ る活性化作用 は 第 9表 に示 す様 に A
，
　 B

の 沈澱で は 147％〜 227％ の 活性化作用 が見 られ た が C

沈澱では有意差を認 め ず，D 沈澱では 寧 ろ阻 害作用 を呈

した．

　更 に hexestro1に 依 る 活性化作用 の 見 られ る 区分 に就

て の 知見 を 深 め る爲 に 丗 を 変 化 させ て 同様 の 実驗 を行

っ た ．即 ち 粗酵素液を冷却 し な が ら 工N の 酷酸で 最初

画 5 ．8と し た 時 生 じた 不 溶性物質 を 冷却遠心分離器で

0℃ ，1100 × g ，
15分 閲遠心分離 し（此 を E 沈澱 とし た）

更 に 此 の 懸濁液 を 闘 5．2と して 生 じた沈澱 を （此 を F 沈

　第 14図　粗 酵素 液 に 及す　第 9 表　hexestro1に 依

　hexestrol の 活 性 化作 用 　 る 活 性 化 の 見 ら れ る 区分
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1116− 100 琥 珀 酸 酸 化 酵 素 系 に 及 ぼ す 性 steroids 及 び 合 成 発 情 物 質 の 影 響 日産 婦 誌 11卷 8 号

た場合 は，燐酸 イ ォ ン 濃度 に 関係な く琥珀駿酸化作用 の

測 定値 ぽ 大 き く，hexestrol 添 加 に依 る活 性化作用 の 程

、度 は 115％〜 170％の 問 に あ る．無機燐 を 含 ま な い 炭 酸

重曹緩衝液で抽出 し た 場合 の 成績 は ぞ の 濃度 が M110 の

場 合 に は hexestrolに よ る活性 化作用 が 現れ ず に却 つ

て 阻 害作用 を呈 した ． 酵素抽出及溶 解 にM120 燐酸緩衝

漉 を 用 い ， 0．25M 蔗糖液 を測定時緩衝液 とした 場合酸性
’
沈澱酵素 で は活性化を 示 した の に反 し ， 工0，000 × g ，

で の 沈澱酵素では 僅 か に 阻害作用を認め た．Mf20 　 Tris

緩衝液で測定 した場合にも活性化作用 は 認め られな かつ

た．叉 pHの 影響 として は 此実驗 の Pl｛ 6．4〜rH　 8．5の 間で

は活性化作用 の 低下を認め ず緩衝液の 種類に依 り左右 さ

れ る様であ り ， 抽出液 と し て M14G 炭酸
一重曹緩衝液を

酵 素の溶解及測定用 とし て M140 塩化加里
一

炭酸重曹緩

・
衝液の 組合せ で 行 っ た場合に は10表 に みられ る様に 活性
・
化作用が最 も強 く 364％〜 675％ に も達 して い る の を認

め た．

　　　　　　第 4 章　総括並び に考按

　 牛 物 に 対 す る性 hormones の 作用 を檢 討す る 手 段 と

して in　vitro に於 ける酵素 に及ぼす homlones の 直

接 的 な 影響 が 漸次 追求 さ れ始 め た ．併 し 現在 迄 に hor −

mlones が 或 る特 定 の 酵素 系叉は 酵素 を活 性 化 した と云

う成績は ， 之 を阻膂 した とい う報告 に 比較して 少な く，

Villee ＆ Hagerman45 ）
（

’53），
　 Villee44〕a6 ♪

（
’53）（

’55），

Villee ＆ Gordon12 ）47 ）

（
t56

），　Villee4s｝ （
ノ57）等の

一
部

の 成績 を 除い て は ，
Meyer ＆ McShanz2 〕zu 〕24 》

（
t47t50

”53），
HoChster ＆ Quast瓠 14）

（
’49），

　Wigllt ＆ Burkso ）

（
’49），Kalman ］5）

（
’53），河 田

17 ）

（
’54）等の 成績は 凡

て 阻害的で あ る．從 っ て 本実驗に 見 られ た様 に 牛，白

銀 ， 鳩 ， 豚 ， 難等の 動物組織 の 内 ， 心筋の 琥珀駿酸化酵

素系の み が estrogen 特に hexestro1 に依 っ て 著 しい

．
活性化作用を受 ける事は確 か に特筆すべ き現象であ る と

信 じ る．併 し其活性 化 の 詳細は 凡 て 明確であ る とは 云え

な い が ， 添加 した hormone の 種類，　 hormo ロ e の 添加

量 ，酵素源 ， 酵素の 新鮮度 ， 酵素 の 調製状態等 に よ り発

現 の 程度が 異 な り ， 先ず添加 した hormQnes と活性化

作 用 の 関係は § 1 ，§ 2 の 如 く此実驗 の 範囲内では he−

xestrol の 2 × エe− ‘M が 最適で そ れ よ り低濃度 で は 其

作用 が低 ドし，1 ×1 一5M
で は殆 ど皆無とな る事 は，以

前桂
ls）

（
’54）が犬の 心筋 の 琥珀駿鹸化作用 に 及 ぼ す種ft

の 濃 度 の thyrOxin の 影響 を 観察 して thyroxin 濃 度

O．1〜1．Oμg／ml の 範囲では酵素 の 活性化 を 来 し ， 0．06

縄 1m1以 下では 無影響，5〜 6μg！m1 で は強 い 抑制作用

が見 られ た と報 じて い る 如 く添加 した hormone の 量 に

左 右 さ れ る事 も明瞭であ る．

　 他方 hormones の 構造式 と酵素 に及 ぼ す 影響 との 関

漣を説 い た の は Meyer，　Mc 　Shan ＆ ErwayZ2 ）
（

’47）

等 で，自鼠 肝臓 homogenate 中の 琥珀駿脱水素酵素が

合成 発情物質及び estrone 等に よ り阻害され る事 は 此 等

物 質 の phenol 基の 存在 に依 る もの と して ，　 phenol 基

を 持 た ぬ estrone の 硫酸塩 で は 此 の 様 な 阻害作用が

な く夊 hexestro1 の
一

方 の phenol 基を　acetyl 化す

る と阻害効果が ヲ、 に 低下す る と述べ た ．其後 Wight

＆ Burkm 〕
は 腫瘍 hornogenate 　 k りの mitochondria

区分 の 実驗で琥珈峻脱水素酵素 が diethylstilbestfolで

阻簪 さ れ，此現象が progesterone や testosterone を

同時 に 添加す る 事に よ り減弱又 は消失す る として 單 に

構造式 か ら では な く hormone の 生理 作用 の 拮抗性 か

らの 説明を企 て た．然 し KalmaniS｝

（
t53

）は白鼠肝臓

homogenate を用 い て testosteroneの 阻害作用 を認 め

て い る し，曽て 河 田
17 ｝

（
ts4

） も家兎肝臓 ho皿 ogenate

での 実驗で estrogen の み な ら ず progesterone に 依つ

て も 阻害 され る 事を 見 て い る事 からも單に phenol 基

を有す る 合成発情物質 の み に 特異的 な 杢 の で な く， in

vitro では必ず し も　testosterone や progesterone が

常 に estrogen に 拮抗的 な 結果 を示 すとは 云 い 得ない 様

であ る．本実驗でも § 1 及 び § 4 で明 か な様 に sterin

核を有す る estrone ，　 estradiol ，　progesterone ，　testoste−

rone ，　MAD 等 の hormones 或 は sodium 　 cholate の

如 き有機物質或は steri エ1 核 を 持 た ぬ hexestrol，　dieth−

ylstilbestrol でも此の 様 な 活性化作用が認 め られ る事は

sterin 核 の 存在 の み に 活性化 を 帰す る 事も無理 であ る．

叉 benzo1核 に近 い pyridin 核を持 っ arninocordin が

150％ の 活性化を 示 し た の に 対 し 同 じ 核 を有す る nico −

tinamide で は 此作用 が 見 ら れ な かつ た 事及 estradioi ，

hexestrol，　diethylstilbestrol，　teststerone，　progestero−

ne ，　MAD 等 の 如 く各 ・対匕学構造式並 に 生 理 作用 の 異

つ た hormones に依つ て 活性 化作用 を 示 す 事 は 此 等

hormones の 生 物 学的特 異作用 や 構造式 の 差異 に 依 つ

て は 直 ち に 説明す る 事は 困難 で あ る．

　次 に hormones の 作用部位 に就 て で あ るが ， 之 に 関

して Case ＆ Dickens ’｝

（
’48） は 白鼠肝臓を用 い て 研究

し ， 1，（4
’−hydroxy −pheny1 ）2−phenylethane が琥珀

酸酸化酵素系全体 の 酵素作用 を 阻舌す る と1司時 に cy −

tochrome　 oxidase 及 び琥珀駿脱水素酵素を 夫 々 阻害 す

るの に 対し，4，4
’・dihydroxy −stilbene は 琥砧 駿 酸化酵素

系全俸 を 阻霽す る 丈 に止 ま り，
cytochrome 　 oxidase や

琥珀 駿脱水素酵素の 作用 に影響 せ ぬ 事か ら，此作用部位

は cytochrome 　 oxidase の 前段階 に あ る 未知 の 部位

に存す るの であ ろ う と推論 して い る．又 Gordan 等
1の

（
！51） は 白鼠腦 を 用 い 琥珀 狡脱 水素 酵素 に 及 ぼ す sti1 −

bestrol の 阻害 が methylene 　 blue で防止 出来 るが ，

glucose を 基質 に選 ん だ 実驗 で は不 可能 で あっ た 事 か ら

stilbestro1 の 侵襲点 は cytochrorne 系 よ り前 の flavo一

N 工工
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Protein よ り先 にあ る と し て い る．最近 Ball ＆ Wolff3〕

（
，5T） が　thyroxin の 添加 に 依 っ て 琥珀駿酸 化作用 を

著し く活性化 した事を述べ 之は琥珀駿脱水素酵素 の 有力

な 阻害物であ る オ キ ザ ロ 酷酸の 形成が thyroxin に よ り

防止 され る爲であるとした．本実驗で も活性化作用部位

は琥珀酸脱水素酵素 とは 考えられ ず （§5．1．），叉 Cy−

toch 「ome 　 oxidase 　と も考え られ な い （§5．2，3）．兩

者でな い とすれぱ Case ＆ Dickens の 述ぺ る様に米知

の 段階の Slater　factor に 在 る の か も 知 れ な い し 叉

Ba11 等 の 述べ る 様 に 琥珀酸脱水素酵素を阻害す る 物質

例え ば林擒酸 ， オ キ ザ ロ 酷酸の 産生 を阻害す る爲 に 2次

的 に此酵素系を活性化す る の か も知れ な し丶 叉 Claudea）

（
「49），

Swanson ＆ Artom35＞ （
「5e），

　 Sumner34｝ （
’52），

Tulpule ＆ Williams40） （
ノ55）は mitochondria 中1⊂ 高

濃度 の 1ipid物質を認 め 酵素活 性 に何等か の 関係が あ る

もの として い るの で，hexestrolが琥珀駿酸化酵素系に

結 び っ い て い る 1ψidを 融解す る爲 に ， 其酸化 が活性化

され る の で は無い か とい う点で §6 ， 1 の 実驗を行 つ た

が結果 は 否定的であっ た．更 に本来 の 酵素が 蛋白質 に

mask され て お り此蛋白質 の 分解が活性化作用の 本態で

あるの では な い か と云 う可能性も 同 じ く 2 の 実驗で否定

出来 る （§　6），

　 以 上 の 様に 此活性化現象 の 機序 の 解明は容易で な い が

引 統 き之 を 檢討 す る爲 に酵 素 調製 法 を種女 に 変化 し て 活

性化 の 見 られ る 区分 に 就 て 行 っ た 実 驗 は § 9で明 か な

様：・C 　Pt　5．8として 得 られ た沈澱では hexestrol に よ る 著

しい 活性 化 作用が 認 め ら れ る の に 反 し ， Ptl　5．2の 酵素 で

は 此 様 な 作用 が 認 め られ な い 事は 後 者の 場合に は 酵 素 の

琥珀 酸酸化 酵 素系の 活性 が 既 に 充分現れ て い る爲 ， 之 に

hexestro 工 を添 加 して も其 れ 以 上 の 活 性 化 が 認 め られ な

オ P た の で は な い か と信 じて い る ．叉2500Xg ， 1000 
× 9 で の 沈澱区分 で は hexestr ・1 に よ る著 しい 活性化 作
．
用 を 有す る の に 2QOOO × 9 ， 及25000 × 9 で の 沈澱部分 に

は 此 の 様な 作用 を 示 さ な くな っ た事は 活性化の 促進 さ れ

る 因子 が 細胞構 造 と相当強固に結合して い る もの で あ る

事 を 暗示 す る．更 に 此事 に 就 て 詳 し く追求する 目的で酵

素抽出用緩衝液，調製酵素溶解用緩衝液 ， 活性測定用緩

衝液等の 種類及濃度 に 就 て 檢討を加え た．此問題 に就て

は 銑 に Slaterso〕（49）ヵ豊調製時の 緩衝液，金矚 イ オ ン の 影

響 を 研究 し ，
Bonner5 〕

（50
’

）は 測定用緩衝液に就 て 実驗

し ， 燐酸緩衝液を使用すると炭酸緩衝液 の 場合 に 比 して

5倍 以 上 の 酸素吸牧量 を認 め，更 に燐酸緩衝液に globin

を 添加すれば 其活性 は 尚
一
層強 くなる と逋ぺ て い る．

Altmann ！〕
（

’53） も 叉 燐酸緩衝液 に Vesene を附加す る

と同様の 現象が み られ る の み な らず酵素中の 重金屬 イ オ

ン ：こ 依つ て も影響 され Ca＋ ，　Alm ，　C丗 では 有意差を 認

め な い が Cu升 ，　Zn ＋ 等 で は 可成 りの 活性 化 を 認め る と

報告 レた．Kearney 　￥
コs〕

（
’55）も此等 に就て 実驗し，彼

女
19 ）

（
’57）は 牛心筋 の 琥珀酸脱水素酵素の 活性化物質 と

し て燐酸 を あげて い る し ， 叉
一

定時間，一
定温度に保つ

事 に依 っ て も活性化を 増加す る事を述べ て い る．

　本 実驗 は 琥珀駿酸化酵素系 に 就 て 行 っ たもの であ る

が ，此 場合には 蔗糖溶液，Tris 緩衝液を使用す る と琥

珀酸酸化作用は 最 も強い に も拘らず hexestrolの 影響は

寧 ろ阻害的 で あ る．之 は hexestro1 に よ り活性化を受 け

るべ き因子 が 之等の 緩衝液で は 甑 に 十分 活用し盡 され て

い る故 にそ れ 以 上 hexestrol に よ る 活性化 が 見 られず ，

見 か け上僅 か に 阻止作用 を 示す の では な い か と考 えられ

る．他方 燐酸緩 衝 液 を用 い て hexestrolを添 加 す れば 上

に反 して hexestro1の 活性化作用 が見ら れ る．但 し燐酸

の 濃度 と活性化作 用の 問 に は 平行関係は認 め られ な か つ

た．hexestrolの 活性化が最も顯著 に現れ た の は M40塩

化 加 里一炭 酸重曹緩衝液 を 用 い た場合で ，此 時 は対照 の

酸 素 吸 收量 が 非常 に 少 い に も拘らず hexestro1 の 活性化

作用 が 約 700倍 に及 ぶ 酸素 吸 收 量 と して 認め られ た の は

恐 ら く此 緩衝 液中では hexestrolを添加 しな い 場合 に

は ， 活性化 を受 け る 因子 が 極 め て 活 用 さ れ に くい 状態 に

あ る爲渉も しれ な い （§10）．

　最後 に 摘出直後 の 心 臓 か ら調製 し た 酵 素で は hexes −

tro1 添加 に よ る活性 化作用 が 認 め られ る が
一

定時間放

置 した 酵素で は 此様な 作用 が 消失す る 事及肝臓では 常 に

hexestrolに依 り阻止 作用を認 め る 事｛
v
，は一

應 次 の 帳定

に 或程度の 示唆を與える もの と考え る （§ 7）． 即 ち屠

殺直後 の 心筋 か じ調製し た酵素中に は 本来の 琥珀駿酸化

酵素 の 前段階 と して 存す る 物質
一一一

假 に プ ロ 酵素 と呼ぶ

一一 が あ り， 之 を hexestrol が 速 か に 本来 の 酵素に変化

させ得る もの であ る の か も知れ な い ．從 っ て hexestrol

は比假定的 な プ ロ 酵素が 所謂活性型酵素 に変化す る過程

を 促進す る 事に よ り琥珀 駿酸化酵素系 の 活性化を惹起

し， 翫 に 活性型酵素 とな っ た もの 例えば肝臓 そ の 他 の 組

織中の 酵素 に対 し て は却 て 阻害作用 を 示す と考 えれ ば
一

應今迄の 実驗成績を説明す る に足 りる と思考す る．併 し

現在 に至 る 迄 プ ロ 酵素そ の もの を 証明 して い な い の で此

点 の 詳細は 尚 将来 の 研 究 に俊っ べ き も の で あ る と信じ

る．

　　　　　　　　第 5 章 、結 　　論

　第 1 編に 引続 き牛心繊筋肉を用 い 琥 珀 酸酸化酵素系に

及す性 steroids 及合成発情物質の 影響を み た 処 ， 之等

物質が 著 しく其酵素作用を高 め 特 に hexestro1 に よ り著

明 に促進さ れ た の でそ の作用機序に就て檢討し た．・

　（1） 琥珀 酸酸化酵素系の 活 性 化 は性 steroids 及合成

発情物質 に依 つ て 現 れ る が，hexestrol に 最屯著 しい 事

を認 め た ．　 （2） hexestro1に 依 る 活性化作用 は 終宋

濃度 1．5× ユO
− 3M

か ら 2 × 10
−fiM

の 実驗範囲で 2 × 10
− 4
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1118− 102 琥 珀 酸酸化酵素系 に 及 ぼ す性 steroids 及 び 合 成 発情 物 質 の 影 響 日 藍重帚誌、11卷 8 圭｝
凾

M 添力rlに よ り最 も強 く誌 め られ ．之 凝 り低濃度では殆ど

影響 な く，夊 2 × 10−：M の 如 き高濃 度では 却 て 阻害作用

を 認 め た．　 （3）　此活性化作用 は 動物 の 種類 に 度係 な

く心筋に の み特異的で あ っ た ．　 （4）　hexestro1 に依 る

活
」
卜生化伶 用 に 似 た 現象 が sodium 　cholate ，　aminocordin

等でも認め られ た が ，
digitalis配糖体 ，

　 nicoti 皿 amide

に は此 様 な作用 を認め な か っ た．　 （5） hexestrol に よ

る 琥 珀 酸酸化酵素 系 の 活
．
陸化 作 用 は 琥 珀 酸脱 水索 酵素 及

cytochrome 　 oxidase の い ず れ の 部位でもな い ．　 （6）
t
卜心筋中の Iipase，　protease ｝こ 対して hexestrol　l・：1：何

等 の 影 響 も與 え な か つ た． （7） hexestro1 に よ る 活
．
性

化作用 は 屑殺直後 の 牛心筋 よ り調製 した 酵素 に最も強 く

時間 の 経過 と共に低下 し72時間では 却 て 阻害作用を 示 し

た．此様な傾向は 調製酵素を長時間放置 し た場合及屠殺

後時間を経 た牛心筋よ り調製し た酵素に も認められ た・

（8） 上 逋の 経過を人爲的 に 短時間 に 実驗 し，即屠殺直

後 の 牛 心筋 よ り調製した hexestrolに よ る 活性化作 月1を

認め る酵素で も40℃恒温槽 に 60分以上置けぱ hexestrol

添加 に よ る 活性化作 用 は消 失す る．　 （9） 本活性化作

壻に 酵 素調製状態に よ り異 り，粗酵素液及 洲 5．8の 沈澱

区分 に 著し く，pH　5。2の 沈澱区分 では 消 失 す る．又 2500

× 9 ，10000× 9 の 遠心分離区分で上 記 の 活性化作用が

認 め られ る が，2000D × g の 沈 澱区分 で は 此 様 な作 用 は

示 さ なか っ た．　 （1の　酵素抽出用緩衝液 として M14。炭

酸
．．一

重曹緩衝 液 を，調製酵素溶解用 及 び活性測定用緩衝

液 と して M ！4。塩化加 里一炭酸重曹緩衝液を用 い た 場合 に

は hexestrol添加に よ る 活1生化作用 が最も強 く約 364％
〜 6T5％ に 達 して い る ．

　稿を 終 る に 臨 み ， 終始御懇篤 な 御指導 と 御校 閲 を頂 き

ま し た 大 阪 大 学 薬 学 部 生 化 学 敦 室 上 原 教 授 並 び に 部 長 足

立 博 士 に 心 か ら深謝 致 し ま す と 共 に 種 々 御助 言 を 賜 つ た

大 阪大 学医 学部生 理 学 教 室 久 保教 授 に 感謝致 し ま す ．
’

　 又 熱 心 に 御 協 力 下 さっ た 生 化 学 教 室 菅 野 学兄 及 び 生 化

学 教 室 員 の 皆様 に 感 調致 し ま す 。
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