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ず

ヽ
つ
　
　
て

J

そ

に馮岑蝕L繊て

8

応　ミ L
･
-

りン豚tの杭玲が系

び
　
　
の

9ン/ぐ

f
に めにシ

フ笈咄の昶

アン射性

≪･j･るひのと予慌!れる｡

檎若佳峨を利唄し

り了釘我の必斜ヽノ哨しと特級が明ら

良｡　しカ`

でにtJを
し
　
　
以
/

て
　
ぴ

W

-･･

s心

{
Xt

コ
　
献

ト
　
　
呵
｣

護形玖摂構の斜紐ば鵠湘トず

順々の 夕
　
良

ンパク笈につい

○

ず゛

て攻粁IS丸奈がノ£じてい

甜%挟超とその隻肴

　参莉夙で1J､ミトコント‥ノマに肩孔ず5ひ

とつの肪表に着目し､その注哨づリ曳梼の帑哨

乞遺じて&呼租物て

ついて渇聚ずSごと

ぬ
　
E

y
x
ヘ トコ　ンドハノ

回的と -
ー
`

　
{
tr
-

了
　
そ 灯象Q

て汐凱ムミ2Co攻血4を痩心斤･汐政ゐy大

Gクzどクぶ記{J､　ミ　ト　コ　ン　ドリマ剤膜に角危ず

寛孚ノぼ逢玖末ヽ埼幼県で≒　印詐訥り回c力`ら受

う
　
　
リ

奴･R軋子を直跨奈了択肢敷に渡了｡灰ん式



lj )兄のようでヽあゐ｡
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･･-゛

W･〃¶･≒ゝ-←-

　　　4H゛゛　4cyむodlrome⊆(reduced)゛C),2　i°゜さ　………

　　　　　　　　4　cytochりmeジoxidiz£d)t　2　H20
　j%四　　　J　　　　　♂　　　　　　　　J　　　　　　　　　　¶　　　=　　　　　　　　　　　　　Wふ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-¶

生笥の委永フするS気索の祁Xぼ上がこの反たで

滴配ごれる事兜はヽcμ必m鳩aい加徹認の皇岑

佐を泉してい心｡

　斗トクロムば､/925年､ノxエ絢筋の吸吠ス

へ･フト1レ乞軸し祭していたメ《e/　/M　によっ 　て　､｢
い5)

呼啖乞乳斗トクロムjとして発貳でれた｡そ

の夕軋o長い綸`争の末ヽヽこれが双lr飢ぇリ゛)おL唱

していrこ叶吸辞素と同一でヽわ心ことが抗わら

れヽ/94∂斗べに入ってIJじめて印な咄r肺e面面5ご

と呼ぽれうようにりった｡その浚ば紬抱呼吸
　　　　‥　　　　　　　　　　　　　　り6)

の機稿-び咄丿阻となってわ/ハ　吃j/巾　る恥岫匹y

む瓦易1的城こ剃をタ兜じていた｡その攻/り約斗八

のばじめにIJ､量的にt冨/jヴシ1じ筋を豺粁

ヒしてヽ印む�回院トい加心5ごば単紬レ拷駈ごれ

rこ｡しなヽし､その時点t　lJ　辰た抵構.の兪九牛

的吏顛:がビF･じてう構一逝についてばアミノ蘭支縫

哉や次丿帆恥むLに喘jう情掌えしか埓られていり



力`っ7と｡や?`て
　　　　　　(tQ)

會お云犬哨拾でれ

to

sDs゛芦如cワ以卸虎ゲ1レt帆永

廿R､珂隻M/恥のj紋才瓦い活む

誰むド./97j斗になゐと､S法a｡tzらのケ勺レー
(ZO} (ZI)

フQIとTZ列戸o仔らのク川レーフ･かへ　ほぼ`同綺に､

騏母(S匹c旭ry ごes　c詐e丙sほ己)の卯な心?り絢巴c
-　　　　　　　　　-

∂ハたseを鋒暖し､寸フヽヽユニット積或ど咎サデ

ユニヽ･トの生各我部拉E掌良舌し斤･これがハ

卯pフ油ゆ回い]ぬ叙記蔀低の勅才句祀ノ軋の弑い徘

けと句,Fこ｡騏兪の涛かば､私芋會の異句う

ワ稜の刀レフ゛ユニット刀→我/ハ参壬量のダき

Gうす墾のサフヽヽユニソトばミトコンドリフで心

玖jれヽ/吃の4趙ば紐膜丿賢nフン/､ごフ笥か成

駅にJ‘リフくられる｡ご収ばその攻のノ支加ごに
　　　　　　　　　(22)

よ｡てもえ椅jれrこ｡j月仇が進ひalとハ右幼L

蔡ぬ齢試順り嗅は増了ぼなヽリて≒匙子征圭のメ

カニ刄ム､恥万フ゛ユニ･トの設フh朽よび評紬

句払政･庫針遂Jμ鼻､騏奈俳爪にわける顔`虻か

吝旅の段ネ4等について､現瓦､冷≪のを化摩

溶と砂子缶特苧常が邱他を遼めていゐ.

こうしrl中でハ　蔚寄桂愕のCパ0訥Kク司e　反
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色a紐

)
C
　
　
　
し
'
し

い　こ

勾
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し
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卯な沁7az7?e

増カロ
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ク刈袴びあっ　Tヒ｡ごれが卯t∂c砂㎝e£伺面記の缶

会我楕;構｡と辞怖ず3知塙とね､,升｡　‥

　ノ嗚筈糾L繊での印tocわり回い畑叔5eの冶雌L増卯を

名む哨ずる渇む方ばいく　つぴ敗1ニとかバyき3.

　(|)cμ:ocわり旅ド如叙記の必ずフ゛ュニ`'トがミト

コンド･ノフでかぬづれ､縮祗管のツンパプ筑

を爪良lj闇孚し/jい｡

　(2)絃繊伺れ後､ミトコント'りアでか或でれ

S冶性把碩芋(タン/ヤフ笈)ゲ不冶/ぼをとし

てル萩すS印亡�匹回s�叙穴H活性玩了S.

　(3)乙匹oc加∂剖e£QX/血5eの升シ我にtJ肉砂八表が`

閲牛jSが､腱し全ヽ組繊の紹祀内,こ1J､紐脱笈

㈲泉のサ尹ユニットが前駆捧jμjJフ･-Jレと

して一吏t斥在73.そして､ミトコントバ

了e恥のぢフヽヽユニヽ,ト･J､場筈刺丿紅乞を吋鳶

竣､針rこに砂玖でれ､紐総妓tお瓦の玖斥のサ

ヂユニットと心かして洽牡を｡もつ鯖敷と句5.

　醇脊寄に聞了る和%結更む湾戻し､(り､(2)

よりもmの名乙力に奄勿住が恥1と利齢し､

巾の尽む力を祚軋詠ご叱として笑､験淳↑L私を瓦て
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Tこ.ま了≒cy訪c扮㎝eg面必seのサフ゛ユニヅ斗構

哉の勇恥防と1凡抹J｡捕製ず;S目的ぐ秦M<敷と稗‘

駈し､次に､j屏られrこ1瓦膳ヽを用いて缶を成冷践

4鼻の凋jりj｢を似;おた0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　..｡　　.-.｡　　　　　　　　　　　　､
　_　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　J

　茅2章で{J､本､駅秦のオ貢試と性笈打ついて
　　　　　　　　　　　　　　　　　　(20,21)　(Z4へ/26}　(Z{,

這べる･卯1;必7rりme　l　･加面se　‘J肪母
2ワ~3り　　　　　　(3Z)　　　(33)　　　　　　　(糾⌒りt7)

カビ､哺

軋殼､両ま銭､毘ま､そしマ緬鎖なヽら単Ssk　･

楕駝jれてい5が､舶寄硝物から耕軋したの

･J黍ヽ邱帆がねめてであゐ｡生を成機槙則拝肺

ずそ)上てヘサフ゛ユニヽゾト樽我を却ゐごとが良

む重零ねのてへ　その較と砂子量し授すrし7こ｡

そのほな吸j4ヌ､スゲフトIレ､リン脂噴との喘浪

や溢/隻J)影響tlついても検討しにのてリ井t止

べる.欠にヽc匹政扮卯7e豆の(ねゴ心已に対する1氾湊

ゃタンノ､゜ワ貿合成岨省桐､jツいJタンパヮ笥

合玖屹をむつ隼蜀iミトコンドリアと用いて‥

か采の目的であるか駱乳のとを玖楕構の料明

を 油タ乙y｡j　r:　tJ　油瓦ひ･にわい　てISべみrこ｡　こ

の互乞茅う章で･述ぺゐ｡

　最桟に､辰邱夙ほ燎醇栗の性｡賢や生合成礁
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免吠a四

対鳥琉象

乙
　
　
£

へ〕レでヽ把むるというt叛むわると渇乙

ゐ1.植吻紐繊の一剃川レt;刀鮮し 埼省を与

ぱ
　
分
て
　
　
丸

その据休ほt午い啄しら統ける.梼筈組戦

られろ叱象lj､湊苓とい

1る組繊の封応パハフあ

通たパ7やM琲カが無く

ろ
y
　
　
て

れ
　
包

リ
　
ぱ

t
つ
　
　
`
ご
　
　
哉

塀弟杖魅t

む
　
鍵

`}

り　し　斤

びうこ

月

斤

がt
y
し

できない｡構僣反たIJ植愕随繊のt命冶'勧が

肴む雌盾,こ灸われう湯面であ/ハ　その機績を

脊子レヘ1レて゛JE里バ肝万うこ　とiJ丸きら/咄植があ

る｡
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　　　　　　　　　　･　　　　　　　　　魯

20　　40　0　　20　40

　Time　after　Slicin9　(hr)

(リ5.)

　　　　Fig.　1-1.　　Effec七s　of　cyclohexim.Lde　and　chloramphenico1

onj-ncreases　in　cytochrome　c　oxidase　and　succina七e　dehydro'

g色nase　ac七1vities　during　aging　of　slices.　　About　40　slices

were　incuba七ed　for　l　h　in　500　ml　of

pH　6.5.containing　cycloheximideく10

1
5

　
　
　
一

mM　phosphate　bufferf

M)or　chloramphenico1
(6×10‾3M)　a七　room　七empera七ure　wi七h　continuous　stirring･

Control　was　run　with　七he　buffer　con七aining　no　antibiotics.

Crude　mitochondrial　fractions　were　assayed　fol`　cy七〇chromeΞ

oxidase(A)and　succina七e　dehydrogenase(B)activi七ies｡

(○)Contro1,(口)cycloheximide,(△)chloramphenico1.



第　2　章

サツマィモcyto面'ome⊆c副dおe

の錆製とその付賞

z6

w　r--　■fW7

　卯toc加㎝e£の(/心se　lJ　ヽ｣竟瓦最む冷くの和鶴

渚を引き伺け､最む冶絡に加躬が追釣られて

いる肪素でJりゐ｡そして､その祀免吠灸､弟

に舗嗜Jい1呼ダ超,しJ叱けていう駱敷でヽ&あゐ｡

ロ釦]既を行うをてめ異枝t聊のミトコンドり了

同瞭に荏在し､紺痢の紬脆貰卵Lにも回j:教の緋

秦が恭在15･乙μひ油りme豆の(j叙seに闇心Eい

rごく甜収刄,J左化学方た〕了て-･J句く､進化俘

､胞物吻瓊や､命乎生特孚桂嶋n辞鵠尨レ舎

aれ心.ぞして辞凭n回貯も今オ気でヽあむ｡た

今くほなの斗っに柘I了bことがで=きう｡

　巾　t子扱ま敷のひとつの構成回子として

のcμ匹吋ク削ej⊆ox/ぬ5eとヽ槙まと機胞にっいて



W　--ゝ･7

/7

明らがにずうこと｡具休幻ちレち更鮭としてほ

てフユニットJ蚤或と各､ずフ･ユニッ乍め花舶1､

　　　　　　　　　　　　　　　　-r%W=¶　　¶　　　　　　W　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

cytz紗ye!力＼ら醗支､匙経子に乾子が良され5限
　-　　　　　-　･　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　♂　　　　　-

のcμ匹砂クz7'e　!　o　x�むe同碁βにわ17む鮑子旅ヽま･､の

翔丿鼻の群明句どひわう｡1rこ気道い,J､t手

根虔と雌､化的りン自支化の鉢知/;沁吠頑lが袈級論ヽの
　　　　　　　　　(39,j4り

的ヒり7て　わ`りヽCドQこ加ク堺elクx/(ゴ心引てついて

ば こKがH゛-ガンフ･と　してむ拝勧している
　　　　　　(4ひ‐仙3)

か呑びが吉毎争中でヽあろ｡

　(2)オUtね僕緋粟やミトコンドリアμ=1膜の

肘成稗律を解哨1'るS的で､卯a順フり回g

QX/おjeの生各或と形或の棋摘-を凭斗萌‘Jる｡か

誹最の咎万フ･ユニットが故とミトコンいノフ

pがAのい↑れにえill已でれ1いるのか､まrこ､

その豺紬な/肪玖音引立とそこ　がらミ　トコ　ンド゛り

了内眺へのオ多挙刀糾べ陥､､そ　して膜上での正:刈拍

肪乳ぷト壬の冊多玖の携づ芋が聞是1点でわる｡最也

でt10尋背らと-を｡用いてミトコンド″ノ了Dハ/為の

ま板壬t屯閲の耳軋む遊L約られてい心｡一力てヽヽ

ほヽミトコンド'ノ了と.権の違汰僕卓艮祀却Lに朽



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　/&

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rr7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　=　　　　　　　　　　　　　　　吻　　.　J〃rW¶-♂･　　　　-

　　　　r･r-〃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-%7

t7ゐ舶亙プ調節の機構で　各サフ゛ユニヽ,ドのを

玖の鵠導,磯俤に蘭へJ.苓t5奸夙盾も今い｡

　(3)　　膜糾素の失型としてのc芦効り四D加ぬse

の狗裡化ノ宇妁性隻と硬討ず5ごと｡漸むぼ､

ヘテロ7jサブユニヴトカヽら玖5穫豺恥の護中

での立泳配置､リン諮饗が駱索に瓦ぼ1彰響

句とJリ升帆ず1変とね5.ゲいしロ遺やt気冰勒

に朽ロう奏酵免n苓勧についても疎す1きれて

いb｡

　(4)基末的り餌裳として奏く圧｡籾界に舟在

ずsことかう､叱おこまjし学やJL化t化/掌6対

寮として荷凭1る･いく9かのボクcわりぺ!

りx/心s`eのヽ雌マの/£何のcμ促妙me£に対jS

反た妊U叱討才ることにJリ､進たの差1じ
　　　(j4,¥ぷ)

を刹しsこ　と句とヽヽ1jこめ｣列でめ5｡

　このJうにj茶々り目㈹のために､今オ重ダLの

ノ主mな`らcyな)c加り四ぷQX/心5`eが単萬良べ精凱さ政

夕7くのごとが刈吋Rf　j　れていり｡私酵爽の各梢

面について､そ献ぞれ数､籾lの但U乞が書かれて

いる･｡長迩書がれaものについて述べ政ぱ､



オ表竪活､ヤ府`埓力汰にっいて1J(φワ~4り､

/ぼ逢ひをわ斤梼追と機玖に腿して

/9　　レ

　　　　¥　-　j

　　t子

{J(49~タワジ

まrこ生合成堺葎ヤまな､子闇冰にっい

ぷ肌ろ∂)勾とが萱け

ンヴムの諭支軋とし

り
　
　
て

れる｡ このぱ力

印Z佩ぷ/~ぷ3)な

氷付怖乙･了､吠上の植､題詮ヽて

了さことば万可能乙

1･内答を莉=t怖の中心

に聞逢15事祁]りで

こ　と Lこ

あ･)aの乙

と　し　て､(1

に

ど
　
　
つ

む

て
　
　
シ

わ
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Table　2-エ.　　Purifica七1on　of　sweet　potato　cytochrome

Fraction

SUbmitochondria1

particles豆

Deoxychola七e

extrac七

First　DEAE-cellulose

eluate

Second　DEAE-cellulose

eluate

(NH4)2SO4　fraction

Tota! To七a1　　　Recovery

protein　　activity

m9

144

11.5

3.70

2.14

1.46

un1七s

466

292

337

289

214

S

100

62.7

72.3

62.0

45.9

C
一

oxidase

SPecific　　　Purifica七ion

activity

units/mg
Protein

　　　3.24

25.4

91.1

135

147

-fold

1

7.8

28.1

41.7

45.4

勿he　particles　were　prepared　from　3.2　kg　of　sweet　pota七〇　root　tissue　and

　stored　at　aPProximately　-80°C　until　used.



Table　2-エエ.　　Absorbance　of　polyacrylamide(Je1

s七ained　with　Coomassie　brillian七　blue　a七

565　nm　and　440　nm

Protein　band

Cy七〇chrome　c　oxidase

Subuni七　工

Subunit　工工

Subun1七　工工工

Subunit　工V

Subunit　v

Bovine　serum　albumin

Ovalbumin

Cy七〇chrome　Ξ

　Absorbance　at

565　nm　　　440　nm

(A565)

O｡560

0.860

0.100

0.204

0.400

2.92

2.00

2.22

(A440)

O｡022

0.036

0.016

0.015

0.060

0.110

0.080

0.356

A440

(46)

A565

O｡ 04

｡04

嚇

●

●

●

●

●

16

07

15

04

04

16

0

0

0

0

0

0

0
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Table　2-エエI｡　Subuni七s　s七ructure　of　cytochrome　c　oxidase　from　different　sources

●

　　　　　●　　●

〇rlgエn

NO｡
　Ge1

system

Sweet　potato

1　　　SDS-urea

Pea

2　　　SDS-urea

Beef　heart

つ
.
}
　
‘
4
″
　
r
`
J
　
r
Q

SDS-urea

SDS-urea

SDS-urea

　　SDS

Rat　liver

フ　　　SDS-urea

8　　　　.SDS

Number

　　of

subuni七s

5

5

フ
　
フ
　
Q
w
　
″
'
n
w

7

12

xeno　us　laevis皿_

9　　　　　SDS　　　　　　　6

Hammerhead　shark

10　　　　SDS　　　　　　　7

Dog　fish

11 SDS

Locusta　mi

12 SDS

　　　　　　フ

ratoria
-

　　　　　　7

21.

22.

21.

20.

13.

13.

W1　¶･

Molecular　wei9h七s　of　subuni七s(x　iO‾3)

39.0　　33.5　　26.0　　20.0

39.0　　33.0　　28.5

44.6

47.5

43.0

0

フ

0

4

35.3　　25.2

　　　　　　23.5

37.0　　26.0

16.2

16

16

18

14

｡2　　12.2

.9

.0　　15.5

.5　　14.5

34､0　　26.8　　23.7　　17.0

27.0　　25.7　　16.2　　10.7　　　9

44.0　　33.0　　23.0

5.7

8.0　-　6.0

　9.

10.

11.

9.

8.

｡1　　8

4

0

0

5

1

1

6.

7.

5.

5.

7

6

4

0

6.0

17.0

5

0

12.5

12.0　　　9.5

34.0　　23.0　　20.0　　17.5　　13.0　　10.0

35.1　　23.1　　21.3　　17.9

38.0　　24.0

11.6　　　8.75

19.0　　14.5　　12.5　　10.0　　8.0

3.

4.

4.

3.

4.

3.

4

3

5

6

7

9

4.6

Reference

This

study

76

7
　
Q
}
　
Q
り
　
n
フ

フ
　
フ
　
つ
″
　
つ
`

79

n
v
　
　
　
　
　
2

只
y
　
　
　
　
　
1
}

81

81

33
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　‘　　●　　希

Orlgln

　　　　　Ge1
No‘　system

Number

　　of

subunits

Molecular　weigh七s　of　subunits(x　10‾3) Reference

Saccharom

{
j
　
j
4

'
上
　
1
一

Neuros

″
`
J
　
/
り

'
1
　
1
↓

SDS

SDS

〇ra　craSSa

SDS

SDS

Candida　utilis

17

BO七r
-

18

SDS

竺包

　SDS

eS　cerevlslae

{
/
　
　
7

7
　
.
｢
/

6

40

42

｡0

｡4　　34.1

41.0

27.3　　25.0

　　　　　　24.7

28.5

36.0　　28 ｡0

21.

20.

0

0

49.0　　32.0　　28.0　　20.0

1odia　theobromae

フ 41.0

13.

14.

16.

14.

8

6

0

0

13.

14.

i4.

13.

0

6

0

0

13.5

10.

12.

1

1

1.

1.

2

3

5

0

　9.

10.

10.

　8.

5

6

0

0

8.0

28.0　　19.0　　14.8　　12.8　　11.5　　　9.3

`
上
　
Q
ノ

つ
`
　
　
つ
`

4
‘
　
Q
J

{
ノ
』
　
り
/
`

26

82
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　　　　　Fi9.　2-1.　　Solub主1iza七ion　of　cy七〇chrome　c　oxidase　from
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

submitochondrial　particles　from　swee七　potato　root　七issue　w1七h

various　concentrations　of　deoxychola七e.　　The　submi七〇chondria1

par七icle　suspension　at　a　pro七e主n　concen七ra七ion　of　3　mg/ml　was

七rea七ed　with　七he　indicated　concentrations　of　deoxychola七e　in

七he　presence　of　1.0　M　KC1.　　Af七er　centrifugation　a七　80z000豆

for　l　h｡　七he　supernatant　and　Precipitate　were　assayed　for

pro七ein　content　and　enzyme　ac七ivi七y.　(○)Cytochro゛e　Ξo)(idase

activ1七y　in　the　supernatant,(●)pro七ein　in　the　superna七an七,

く△)pro七ein　in　七he　precip1七ate.
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　　　　Fig　.　2-2　.　　Sepharose　6B　column　chroma七〇graphy　of　a　purified

enzyme　prepara七ion.　　Enzyme　solu七ion(1.5　m1;　o｡6　mg　of　protein/

111)from　s七ep　4　was　placed　on　a　Sepharose　6B　column(1.56　×　70

cm)and　then　elu七ed　as　described　under　Ma七erials　and　Methods｡

Fractions(2　m1)were　collected　and　assayed　for　cytochrome　c
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

oxidase　activityく○)and　pro七ein　con七ent(●〉｡
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　　　　　Fig.　2-3.　　Sucrose　density　gradien七　cen七rifugation　of

cytochrome　Ξoxidase｡　　(A),A　mix七ure　of　the　enzyme　prepara一

七ion　from　S七ep　4(O｡06　mg)and　catalase(O｡4　mg)in　10　mM

Tris-ace七ate　buffer,pH　フ.5　r　containing　O　.　1宅　Triton　x-100

was　aPplied　to　a　5-ml　linear　su.crose　density　gradient.

0z　Cy七〇chrome　c　oxidase　ac七ivi七y,□:　catalase　ac七1vity･
　　　　　　　　　　　　　-

(B),The　enzyme　solution　from　S七ep　4(0.12　mg)was　cen七ri-

fuged　as　described　under　Ma七erials　and　Methods,except　that

the　to七al　volume　of　七he　sucrose　density　9radient　was　5　m1.

0:　Cytochrome　c　oxidase　activ1七y,●s　pro七ein　content｡
　　　　　　　　　　　　　一
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　　　　Fig.　2-4.　　AbsorPtion　spectra　of　sweet　pota七〇　cy七〇chrome

£o゛idase｡　　The　enzyme　solu七ion　from　Step　5　was　dilu七ed　to

make　a　concentra七ion　of　O.4　mg　of　pro七ein　per　ml　wi七h　50　mM

Tris-aceta七e　buffer,pH　フ.5f　con七aining　O.1S　Tri七〇n　x-100

and　O.1　M　KC1.　　(A),Spectra　of　the　air-oxidized(-----)

and　sodium　dithioni七e-reduced　forms( ) of　七he　enzyme｡

(B),Difference　spec七rum(d土thioni七e-reduced　minus　air-

oxidized)｡
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　　　　　Fig.　2-5.　　(A)SDS-urea　polyacrylamide　gel　electro一

phoresis　of　cytochrome　c　oxidase　subuni七s.　　The　enzyme

solution　from　Step　5　was　treated　with　the　SDS-urea　solution

as　described　under　Ma七erials　and　Methods.　A　101　acrylamide

ge1(acrylamide　=　bisacrylamide　=　10　:　1)was　used.

　　　　　(B)Rela七ive　electrophoretic　mobilities　of　cy七〇chrome

c　oxidase　subunits　and　standard　proteins.　　Ca七alase
-

(60,000),ovalbumin(45,000),alcohol　dehydrogenase

(41,000),myoglobin(17,200),cytochrome　Ξ(12,300),and

cyano‘(Jen　bromide　cleavage　products　of　myoglobin(工z　8270;

工工,6420;　工工工,2550)and　cy七〇chrome　･c　(工工,2780)were　used

as　molecular　weigh七　markers.　　The　apparent　molecular

weights　of　the　subunits　are 奉
一 工,　39,000;　工工,　33,500;　工工工,

26,000;　工V,20,000;　and　v｡5700.
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　　　　Fig.　2‘6.　　SDS-urea　polyacrylamide　gel　electrophoresis

of　cytochrome　c　oxidase　subuni七s.　　The　gel　was　s七ained　wi七h
　　　　　　　　　　　　　一

Coomassie　brillian七　blue　and　scanned　a､t　565　nm(A)and

440　nm　(B).
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　　　　Fig.　2-7.　　(A)Effec七　〇f　potassium　Phosphate　on

cytochromeΞoxidase　activity.　　Theenzyme　prepara七ion　from

Step　4　was　used.　　The　enzyme　ac七ivi七y　was　assayed　at　pH　フ.5

in　the　presence　of　phosphatidylcholine　micenes(6.6　μg　P/

assay　cuve七七e)and　in　七he　absence　of　Triton　x-100.

　　　　(B)Effect　of　KCl　oll　cy七〇chrollle　Ξoxidase　activity･

The　enzyme　preparation　from　Step　4　was　used.　　The　enzyme

activity　was　assayed　in　15　mM　potassium　phospha七e　bufferl

PH　7.5,con七aining　Phosphatidylcholj-ne　micelles(6.6μg　P/

assay　cuve七te)and　no　Tri七〇n　x-100.
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　　　　　Fig.　2-8.　　工“hibi七ioll　of　cytochrome£oxid3se　activity

by　Triton　x-100.　　The　enzyme　preparation　from　Step　4　was

usedf　aりd　the　ac七ivity　was　assayed　in　15　mM　potassium

phosphate　buffer,pH　7.5.con七aining　phosphatidylcholine

micelles(6.6μg　P/assay　cuvet七e)｡

(5ワ)
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　　　　Fig.　2-9.　　Stimulation　of　cytochrome　c　oxidase　ac七ivity
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

by　Phospholipids.　　An　aliquot　of　the　enzyme　solu七ion　from

S七ep　4　was　added　to　七he　assay　medium,pH　7.0,con七aining　七he

indicated　amounts　of　Phospholipid　micelles.　　The　activity　is

expressed　as　the　percentage　of　the　enzyme　activi七y　relative

七〇　tha七w主七h　egg　yolk　phosphatidylcholine　at　a　concen七ration

of　6.6μg　P/assay　cuve七七e.　0=　Egg　yolk　phosphatidylcholine,

□:　soybean　phosphatidylcholineダ　△‡　phospha七idylethanolamine.
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　　　　　Fig.　2‾10.　　Stimulation　of　cytochrome　Ξoxidase　ac七iv1七y

by　Tween　80.　　An　aliquot　of　七he　enzyme　solution　from　Step　4

was　added　to　七he　assay　mediu皿,pH　7.0,con七aining　O.051

Triton　x-100　and　七he　indicated　amoun七s　of　Tween　80.　The

activity　is　exPressed　as　the　percen七age　of　the　enzyme

activity　relative　to　七hat　with　egg　yolk　phospha七idylcholine.
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　　　　　Fig.　2-11･　　pH　dependency　of　cy七〇chrome　c　oxidase

activity　in　the　presence　of　different　kinds　of　phospholiPids.

The　enzyme　ac七1vity　was　assayed　in　15　mM　po七assium　phosphate

buffer　con七aining　O　.　051　Tri七〇n　x-100　and　sufficient　amounts

of　PhosPholipids.　　The　activity　is　expressed　as　the　percen-

七age　of　activity　at　a　given　pH　relative　七〇　that　at　pH　7.0

wi七h　egg　yolk　phosphatidylcholine.　　0s　Egg　yolk　phosphatidy1'

choline(6.6μg　P/assaycuv6tte),□=　soybean　phospha七1dy1-

choline(9.7μg　P/assay　cuve七七e),△=　Phospha七idylethanolamine

(6.9μ9　P/assay　cuvette)｡
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　　　　　Fig.　2-12.　　Arrhenius　plots　of　cy七〇chrome　c　oxidase

activ1七y　in　swee七　potato　mitochondria.　0z　七he　activity　in

mitochondria　from　in七ac七　root　tissuez　　●,the　activity　in

mitochondria　from　roo七　七issue-slices(3　mm　in　七hickness)

a9ed　for　2　days　at　29°C　af七er　slicing(wounded　tissue)=

口,七he　activity　in　leaf　m1七〇chondria.　　The　arrow　indj-cates

the　transi七ion　temperature　and　七he　figuref　the　ac七1va七ion

energyくkca1/mo1).
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　　　　　Fig.　2-14.　　Arrhenius　plo七s　of　the　activi七y　of

purified　cytochrome　Ξoxidase　fl7om　sweet　potato　roo七　tissue｡

The　actj,vi七y　was　assayed　in　the　presence　of　egg　yolk

pho･sphatidylcholine　(○),soybean　phospha七idylcholine　く□)o『

both　soybean　phosphatidylcholine　and　bovine　serum　albuminく▲).
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　　　　　Fig.　2-15.　　Arrhenius　plots　of　the　activi七y　of

purified　cy七〇chrome　c　oxidase　from　swee七　potato　root　七issue.
　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

The　enzyme　ac七ivity　was　assayed　in　the　presence　of　DPPC(△),

DMPC(□)or　no　exogenous　phospholipids(○)｡
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ribosoma1　RNAi　tRNAj　七ransfer　RNA;　mtDNA,mi七〇chondria1

DNA;　ncDNA,nuclear　DNA;　工M,inner　membrane;　OM,outer

membrane｡
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Table　3-エ.　　Fractiona七ion　of　submitochondrial　particles

into　Sup　工　and　Sup　工工

Fraction

Submitochondria1

particles嚢

Sup　工

Sup　工工

Protein

mg

16.6

8. 28

｡63

Cytochrome

c　oxidase

units

82.0

O｡

87.

94

5

嚢　The　submi七〇chondrial　particles　were　prepared　from

500　g　of　intact　tissue.　　女女　n.d･,not　de七ermined.

Heme a
一

nmo1

n｡d｡女女

0

5.38



Table　3-皿.　　Changes　in　cy七〇chrome　c　oxidase　activi七y　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

heme　a　content　in　Sup　皿during　a9in9　of　slices
　　　　-

Time　after

sllcln9

h

n
w
　
　
　
″
ゴ
　
　
　
j
q
　
　
《
U

　
　
　
　
　
I
一
　
　
　
つ
`
　
　
　
4
‘

Cytochrome

c　oxidase
-

units

22.

18.

32

45

5

1

｡2

● 0

Protein

mg

O｡581

0.544

0.891

1.20

Heme　a
　　　　　-

nmo1

1.

0

1

2

13

｡81

● 61

15

Specific

ac七ivity

い20)

units/nmo1
of　heme　a
　　　　　　　一

　　19.9

　　22.3

　　20.0

　　20.9

Each　sample　was　prePared　from　200　9　of　roo七　七1ssue.



Table　3-エIエ･　　孟丑,££!EEΞ2　protein　syn七hesis

by　isolated　swee七　po七a七〇　mi七〇chondria

Fraction

Mi七〇chondrial　membrane

21　Tri七〇n　x-100　ex七ract

lmmunoprecipita七e　by

　　　　　antiserum

工mmunopreciPi七ate　by

　　　　　con七rol　serum

Radioactivity

　incorpora七ed

　　dpm

281,000

173,000

7,120

56

(12　1　)
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　　　　Fig√3-2.　　SDS-urea　polyacrylamide　gel　electrophoresis

of　cy七〇chrome£o)(id8･se　from　il‘l七act(A〉orwounded　tissue(B).
　　　　　　　S

The　enzyme　Preparations　used　were　of　purifica七ion　step　5;

namely　preparations　after　sucrose　density　9radient　centri‾

fugation.
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　　　　Fig.　3-3.　　Sucrose　dens1七y　gradient　centrifuga七ion　of

cytochrome£oxidase　from　wounded(A)or　intact　tissue(B).

0f　Cytochrollle　Ξoxidase　ac七ivity　exPressed　as　decrease　in

absorbance　at　550　nm　per　min　per　ml　of　fraction.　　□f　Catalase

activity　expressed　as　decrease　in　ab･sorbance　a七　240　nm　per

min　per　ml　of　fraction.
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　　　　　　Fig.　3-4.　　工den七1fica七1on　of　cy七〇chrome　c　oxidase

polypeptides　synthesized　during　aging　of　slices.　　Purified

mi七〇chondria√fraction　from[3H】-1eucine　labeled　slices　was

trea七ed　with　O.061(w/v)deoxychola七e　con七aining　1　M　KCl　and

celltrifllged　3七　80f000　1　for　l　h･　　The　pellet`″as　e゛tl78.cted

wi七h　ll　Triton　x-100　con七aining　O.2　M　KC1,and　七he　extract

was　七rea七ed　with　an　optimal　amoun七〇f　immunoglobulin.

The　Precipita七e　was　dissolved　in　a　solution　con七aining　SDSz

urea　and　mercaPtoethanol　and　subj　ec七ed　七〇　gel　electro-

phoresis　as　described　under　Ma七erials　and　Methods　in　Chap七e｢

2.　　The　Roman　numerals　mark　posi七1on　of　七he　subunits　of

purified　enzyme.
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　　　　Fi9.　3‾5.　　SDS-urea　polyacrylamide　gel　elec七rophoresis

of　immunoPrecipitates　of　Sup　工工　fractions　from　100　g　of　in七act

七issue(A)and　5･O　g　of　wounded七issue　aged　for　24　h(B)｡

To　each　Sup　工工　frac七ion(1　m1)was　added　O.15　ml　of　immuno-

globulin　G　fraction(10　mg/m1)and　l　ml　of　20　mM　Tris-ace七a七e

buffer,PH　7.5,containing　O｡71　NaCl　and　O｡01急　NaN3‘　　Af七er

incuba七ion　a七　4°C　for　24　h　the　mixture　was　cen七rifuged　a七

3000゛rpm　for　30　min.　　The　pelle七　was　washed　七hree　times　wi七h

20　mM　Tris-ace七ate　bufferz　pH　7.5f　containing　O.71　NaC]り　O.011

NaN3　and　O｡11　Triton　x-100.　The　resulting　pellet　was

subjec七ed　to　SDS-urea　polyacrylamide　gel　elec七rophoresis.



○｡3

02

　
　
　
　
　
　
-

　
　
　
　
　
　
○

Q
U
c
o
ぞ
○
芯
4

○
400 　　　　　500

Wovelen9↑h(nm)

600

(126)

　　　　　Fig.　3-6.　　Absorption　spectra　of　七he　air-oxid主zed(---)

and　sodiu皿di七hionite-reduced　formsく一一-)of　Sup　エ　frac七ion

(o｡66　mg/m1)prepared　from　intac七　七issue-mitochondria.
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　　　　　Fig,3-7.　0uchterlony　doubLe　immunodiffusion　tests　of

Sup　l　from　in七act　tissue.　The　pla七es　were　prePared　with

0.81　agar　in　20　mM　Tris一acetate　buffer,　pH　7.5,containin9

0.71　NaC1,0.41　Triton　x-100　and　0.01急NaN3'　Each　well　was

filled　wi七h　15μ1of　a　sample.　After　incuba七ion　for　40　h

the　plates　were　washed　and　then　stained　with　Coomassie

brillian七blue　R.(A)Center　we11;　immunoglobulin　to　cyto-

chrome　c　oxid°se゛　゛ells　lf　2･3　aild　4;　12r　6･1･5　8nd　O.8芦g
　　　　　　　-

of　purified　cytochromeΞo)(id3ser　respecti゛ely･　(B)Center

we11;　immuno91oblllin　to　cytochl7olile£oxid8ses　we11　11

pulified　cytochroi゛e　S　o)(idase(6芦9)s　wells　2　and　3;　the

Sup　l(22芦g)=we11　4;　submitochondrial　particles　treated

with　2急Triton　x-100.
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　　　　Fi9.　3-8.　　Sucrose　densi七y　gradient　centrifugation　of

Sup　l.　　Sup　エ(O｡5　m1)and　purified　cytochrome　c　oxidase(o｡5

m1)from　intact　tissue　were　separa七ely　loaded　on　5-ml　linear

sucrose　density　gradients　from　5　to　20急　con七aining　O.19;　Triton

x-100　and　O.1　M　KC1.　　After　centrifuga七ion　a七　40z000　rpm

(115r000　1)for　14　h　a七　4　°C　r　f゛゛lct10ns　were　assayed　for　protein

conten七(口)1n　the　case　of　the　Sup　工　and　for　cy七〇chrome　c

oxidase　activity(○)in　the　case　of　purified　cy七〇chromeΞ

oxidase.　　十z　Protein　forming　precipitin　lines　a9ainst　anti-

cytochrome　c　oxidase　was　de七ected　by　immunodiffusion　tests

wi七h　fractions　from　the　Sup　l｡



02り)

　　　　　Fi9.　3-9.0uchterlony　double　immunodiffuslon　tests　of

Sup工prepared　from　tissue　slices　aged　for　various　periods.

The　pla七e　was　prepared　as　9iven　in　Fig.　3-7.　Center　we11;

i゛゛1゛oglob111ill　to　cytoch゛ome£o゛idase:　wells　1,2　and　3;

sup工prepared　from　tissue　slices(1g)incubated　for　0,40

and　66　h,　respectively･
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　　　　Fig.　3-10.　　Pheny1-Sepharose　column　chromatography　of

SuP　工　fraction　from　in七act　七issue.　　The　Sup　工　fraction(40

m1)was　dialyzed　aga主ns七　50　mM　Tris-acetate　buffer,pH　7.5,

and　applied　to　a　pheny1-Sepharose　column(1.2　×　2　cm)｡

The　column　was　washed　with　20　ml　of　the　same　buffer　con七ain-

ing　li　sodium　cholate,and　then　with　45　ml　of　the　buffer

con七aining　2i　Triton　x-100.　　Each　fraction(2.2　m1)was

ass°yed　folr　cy七〇chro°eΞo`idase　activi七y　and　Pro七ein　con七ent,

and　subj　ected　to　immunodiffusion　七est｡　十z　fractions　formin9

a　precipi七in　line　with　anti-cy七〇chrome　Ξoxidase　imrnuno-

91obulin.
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　　　　　Fig.　3-11.　0uchterlony　double　immunodi　ffusion七ests　of

llA"　fraction.The　plates　were　prepared　as　described　under

Materials　and　Methods.　Each　well　was　filled　with　15　μ1　of　a

sample.　(A)We111,"A¨fraction;　we11　2,　purified　cyto“

chrome　c　oxidase;　we11　3,　immunoglobulin　to　cy七〇chrome　c
　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

〇xidase.　(B)Antibody　to　cytochrome£o)(id゛1se　゛゛as　°i)ced

with　purified　enzyme(5μg)or　with　¨A¨fraction(30μg

protein)and　then　incubated　for　l　h　at　O°C.　The　mixture　was

applied　into　we11　1(antibody　plus　purified　enzyme)or　we11

2(antibody　plus　¨AI'　fraction),We113.antibody　with　neither

purified　enzyme　nor　llA"　fraction;　we11　4　,　purified　enzyme.

After　incubation　for　24　h.These　plates　were　washed　and

stained　with　Coomassie　brilliant　blue.
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　　　　　Fig.　3-12.　1mmunoelec七roPhoresis　of　fraction　"AI≒

Fraction　"A'l　was　firs七subjected　to　electrophoresis　on　a　7.51

Polyacrylamide　ge1,　then七he　gel　was　cut　len9thwise　into　two.

The　half　of　the　ge1(a)was　placed　on　0.8　1　agar　plate　along

the　groove(b)at　intervals　of　2　mm,　which　was　filled　with

antibody　to　cytochrorneΞoxidase.　The　a9ar　plate　contained

0.71　NaC1,　0.41Triton　x-100,0.011NaN3and　20　mM　Tris-acetate,

pH　7.5.The　plate　was　incubated　at　25°C　for　40　h　and　then

stained　with　Coomassie　brilliant　blue　after　washing･
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　　　　　Fig.　3-13.　SDS-urea　polyacrylamide　gel　electrophoresis

of　x-protein　and　cytochrome　c　oxidase.　Electrophoresis　was
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

carried　out　as　described　under　Materials　and　Methods.

(a)The　main　protein　band　was　cut　out　from　polyacrylamide　ge1

after　electrophoresisof　fraction　゛IA"　on　the　9el　and　stainin9

with　Coomassie　brilliant　blue,　and　then　subjected　to　SDS-urea

polyacrylamide　9el　electrophoresis.　(b)Purified　sweet　pota七〇

cytochroiile£o゛id゛lse(30μg).
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　　　　　Fig.　3-14･､　De七erminationof　七he　molecular　weight　of

x-protein.　　Elec七rophoresis　was　carried　ou七　by　the　Laemmii　'　s

method(see　Ma七erials　and　Methods)｡　Bovine　serum　albumin,

catalase,ovalbumin　and　aldolase　were　used　as　molecular

weight　markers.
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〔Cμ�M)回g･フx励s臼り恣性増加と挑明万ゐ3

つの考之｡力]

　島恥ぼ樗｡貯蔵組峨､冲｣匹rサツフィモ虎

校やジマがイモ腹茎ば､馮害糾徽に対して代
　　　　　　　　　　　　(/39-Z4り

謝竟勧い苧う技々な対たと示､仁瘍答に坪う

ロ乎ロ疑洽性め増制]tJその一面ぐあり､≒y｡g,1�

陛帰)雨仙)汽″と呼ぼ゛れう.この心財7dうぞs抑丿面a

ばtとしてミトコン片り了の条汀竺･升シ旅によ
(4./4aつ

うことが既に尺曖プれていう｡,傷善紅繊こ〕J

X
X
X トコンド川了のフンノ?フ賢むリン時慎&恣

聡､にか政jれ､ミトコンドり了黛良数ゴド馳じ々の

む,のが増扨]していう｡

とニうび

ア升今旅の湯をにIJ､内膜副ヒ敷のがとつであう

乙yて匹わ心堺eざタx/ぬ2の冷住増祢ばヽ緋母涛の

刑とGJ対郷的にヽ紹胞慌でヽのタンげフ暇合成

乞丸亭としていない(図1づj)｡祁ぬ八s如/s､
　　(9j

M抄ちいが呉にし尺2のj晩象IJヽか回o莞顛ゾ
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エ千レンと今む屯気中でヽベンキ

トしrこ揚筈組徴にわいて£痙認でれた｡

　ヤツマイモ塊昶､の傷各組微にわいて

　ほヽ卯ト章苓でy述ヘダられている6のとば吟ダ熹

　な7a4哉葬レによ乙)cμクご:匹クmeg　o沁面5ぞの治性が

　嶮加了うむのと方え､浄諭て･述へづ7ようにう

jつの可貧ヒ往を窓たrこ｡

　　丁な幻う､(1)本駱希の必ての勺フヽヽユニッ

|トほミトコンドり了でヽ冶ヽ或ごれ心｡(2)系治

シ汪型の辰醇素が心影啓網激､1こより洽性化1沁う｡

　ミトコンド/ノうのyン/ぐク籤か成糸がlの洽

　任ノ叱に硲与了る｡(3)ノ漣必紐｡締け)紐月芭内|いa

　､が副感筑Eむ采のサアユニット4斤IJその前房ふ

　坏､が適剰に貯むシれていう｡戻上･うっの坂

　説でヽおる｡私加%で(D､(2)の可貪乱作が呑

　定リれ､心)の考えカダj鳥善組ダ似にわljる坊

　･庄僧邸を於,哨jう槙頴匹ある二　とが示でれr=.

〔頑じ必勺褐苔肉維繊のc抑ヅ四回G匹旅S已の叱

較と鱈索曼の増加について]
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　j島奢組象凱ミトコンドり了に舎jれる才往型
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のc匹り&りme　s　ox心匹eの湿｡度広､路/圧とル油e所ら
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