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哺乳類網赤血球 は生理 的に核の脱 出を起 した赤芽

球の細胞質で あ り,赤 芽球乃至一般の細胞 の細胞質

にみ られ る全ての細胞質 内小器官を有 しDNA, RNA

の新 たな合成 は行われな い1,2)ま で も,蛋 白合 成

(ヘモグ ロビン合成)3,4,エ ネル ギー代 謝5,6)等 の代

謝は十 分行 われてい る.然 し網 赤血 球の成熟 と共 に

これ らの全ての細胞質 内オルガネ ラは消失 し,こ れ

らの オルガ ネラに依存す る全 ての機 能が失 われ る.

即 ちこの核を失つ た細胞質 は所謂成熟 と云 うその代

謝系 に画期的な変換 が行 われ る.之 等 の中エ ネルギ

ー代謝 に関す る最 も大 きな変化 は ミ トコン ドリアの

崩壊 消失 に伴 う呼吸系, TCAサ イ クル の 消失 で あ

り,酸 化 的燐酸 化反応 は失われて エネルギー代謝 は

専 ら解糖系 へ と大 きな変換を起す7).之 等 の 現象 は

核の支配 を離れた細胞質の運命 と伝 う 問 題 と共 に

cell differentiationとspecializationのmechanismと

い う観 点 か ら も非 常 に興 味 あ る又 重 要 な 問題 を 含 ん

で い る.網 赤 血 球 の 成 熟 過 程 に お け る エ ネ ル ギ ー 代

謝 に関 して は,例 え ばO2 uptakeは 細 胞 の 好 塩 性

に平 行 して い る とい うWarburgの 研 究8)以 来,解

糖 系 の諸 酵 素, TCAサ イ ク ル の 諸 酵 素,呼 吸 系 酵

素 等 は 次 第 に 低 下 し7,9), glycine, formats等 の低 分

子 化 合 物 か らのpurie核 のde novo合 成 能 も低下

す る こ とが 報 告 され て い る10,11,12).一 方 成 熟 赤 血 球

の エ ネ ル ギ ー 代 謝 に 関 して は 例 え ばBishop13), La

chhein et al.14)は 保 存 血 に お い てglucoseを 除 くと

hypoxanthineが 生 成 す る こ とを 報 告 し,同 様 な 報

告 は 網 赤 血 球 に お い て もSchweiger et al.15), Miya

hara et al.16)等 に よ つ て もな され て い る .又 赤 血球

の解 糖 に つ い てTsuboi17)は 解 糖 の 速 度 が 細 胞 の

adenine nucleotide levelと 平 行 して い る事 を,ま た

Nakao et al.18)はadenine存 在 下 でinosineを 加 え

る と解糖 の 速 度 が速 くな る こ と を 報告 して い る.ま

たLowy et el19), Whittam20), Gabario et al21)は

inosine等 のnucleotidesはgiucoseの 代 りに 解 糖 系

の 基 質 と して 有 効 で あ る事 を報 告 して 居 り,成 熟 赤

血 球 の 解 糖 系 は そ のnucleotide代 謝 と密 接 な 関 係 が

あ る こ とが 示 唆 され て い る.著 者 は 第 一編22)に お

い て,網 赤 血 球 の 成 熟 過 程 で はnucleotide levelが

次 第 に低 下 してhypoxanthineが 生 成 され,こ の反

応 は ミ トコ ン ド リア をblockす るagentsで 更 に促 進

され る こ とを 報 告 しエ ネ ル ギ ー代 謝 とnucleotide代

謝 が 密 接 な 関 係 が あ る事 を 報 告 した.

本 編 においては更に この二者 の代謝系 の関係を 明

らか に し,網 赤血 球 の成熟過 程 において 全nucleo

tidesの 大部分を 占め るadenine nucleotidesが 次 第

に分解減少 してい く途 中 で,そ のpentose部 分 が

glucoseと 同様 に有効 に解糖 系の基質 と して 再 利 用

されて い く事を明 らかに し,ま た この過程 はい かな

るmechanismに よつて起つ てい るか について 考 察

を加 えた.

実験材料及び実験方法

網 赤 血 球 のpreparationお よ びincubationの 方

法:実 験 に 供 す る網 赤 血 球 のpreparation並 び にin

cnbationの 方 法 は 第 一 編 に報 告 し た方 法22)に 準 じて

行 わ れ た.但 しincubationの た め のcell suspension

の 構 成 はwashed and packed , cell 1容 に 対 し 正 常

家 兎 血 清1容,及 び8容 の 塩 類 溶 液(90mM NaCl,

 700μM KCl, 150μM CaCl2, 91μM MgCl2, 20mM

 phosphate buffer, pH 7.40を 含 む)の 割 合 で あ つ

た.ま た 基 質 実 験 の た め の基 質 に はglucose, adeno

sine-5'-phosphate (ADP), inosine-5'-monophosphate

 (IMP), inosine, ribose-5-phosphate (R-5-P)及 び

hypoxanthineを 用 い た.ま た 呼 吸 阻 害 剤 と し て

antimycin A, amytal,酸 化 的 燐 酸 化 反応 の 共 軛 阻 害
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剤 と して2, 4-dinitrophenol (2, 4-DNP),阻 害 剤 と し

てoligomycinを 用 い,そ れ らの 解 糖 系 中 間 代 謝 物 の

変 化 に対 す る影 響 を み た.

実 験 結 果 の 分 析 法:第 一 編 に お いて 記 載 し た如 く

37℃ でincubateし た 後 各 実 験 群 のincubation mix

ture 0.5mlを 分 離 し,網 赤 血 球 の 成 熟, RNAの 変

化 は前 報 の 方 法22)に よ り, U-V absorbing materials

の 変 化 は260mμ に お け る吸 収 の 変 化 に よ り追 跡 し

た.

解 糖 系 中 間 代 謝 物 の変 化 に つ て は, glucoseと そ

の 燐 酸 化 合 物 及 びfructoseと そ の 燐 酸 化 合 物 はan

throne reaction23)に よ つ て, inosine, R-5-P等 の

pentose化 合 物 はorcinol反 応23)に よ つ て,また 乳

酸 はBarker and Summersonの 方 法24)に よ つ て 測

定 し,夫 々 のincubation前 の 値 とincμbation後 の

値 を 計 算 しそ れ ら の差 をper ml cell suspensionで

現 した.

実 験 結 果

網赤血球 の成 熟の途 中で,人 為的 に ミトコン ドリ

アの機能を種 々の呼吸阻害剤 や共軛阻害剤等 で阻止

した場合, Fig. 1. Fig. 2に 示 され る様にnucleotide

代謝並 に解糖系 に 多 大 の 変 化 を ひ き お こ し た.

nucleotide代 謝 に対す る影響 はFig. 1に 示 され る如

く,阻 害 剤が存在 しな い 場 合 に はU-V absorbing

 materials含 量 は増加 し,またpentose化 合物が増加す

る に もか か わ らず,阻 害 剤 を 加 え てincubateし た

場 合 に はU-V absorbing materials, pentose化 合 物

は 著 明 に減 少 しHypoxanthineが 多 量 に 蓄 積 し て

E252/E262が 増 した16).ま た 解 糖 系 に対 す る これ ら

agentsの 作 用 はEig. 2に 示 され る如 く阻 害 剤 を 加

え な いoontrolの 場 合 のglucose消 費 量(1.12m

 moles/ml cell suspension)を100%と す る と呼 吸 阻

害 剤 や 共 軛 阻 害 剤 を 加 えてincubateし た 全 て の 場

Fig. 1. Effects of respiratory inhibitors and uncouplers for oxidative

 phosphorylation on the nucleotide metabolism by rabbit reti
culocyte suspension (RC: 80% of whole red cells) in vitro

Fig. 2. Effects of respiratory inhibitors and uncouplers for oxidative

 Phosphorylation on the glycolysis by rabbit retioulocyte sus

pension (RC; 79% of whole red cells) in vitro

 cell counts: 71×104/mm3 incubation mixture. HK=9%
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合 にお い てglucose消 費 量 は150～230%ま で 増 加

した.乳 酸 生 成 量 はcontrolの 場 合(2m moles/ml

 cell suspension)を100%と した 時,阻 害 剤 を 加 え

てincubateし た も ので は 約200～300%に 増 加 し著

しい 解糖 速 度 の 促 進 が 起 つ た.こ の 場 合 に お け る生

成 乳 酸 量 に 対 す る消 費 され たglucoseの 比 は, control

で は 約1.7で あ るが,呼 吸 阻 害 剤,共 軛 阻 害 剤 を 加

え た もの で は, 2.2～3と な り, glucose以 外 の 物 質

か ら も乳 酸 が 生 成 され て い る事 が 示 唆 され た.そ し

て この場 合, Fig. 1に 示 され て い る様 に これ らagents

でU-V-absorbing物 質 及 びpentose化 合 物 がactive

に代 謝 され て い る 事 か ら これ らnucleotidesのpentose

部 分 か ら乳 酸 が生 成 され て い る事 が示 唆 され た.

そ こで 種 々 のnucleotides, nucleoside, Riose-5-phos

phate等 のpentose化 合 物 を 網 赤血 球 のsuspension

に添 加 しglucoseを 添 加 してincubateし た 場 合 の

網 赤 血 球 の成 熟 と乳酸 生 成 を 比 較 した.そ の結 果 は

Table Ⅰ に 示 され る 如 く, glucoseの 代 りにADP

加 え てincubateし た もの で は, RNAの 減 少,乳 酸

生 成 共 にenergy源 を 全 く加 え な か つ た もの と 殆 ん

ど同 じで,外 か ら加 え たADPそ の も の はglucose

に 代 り得 な か つ た. R-5-Pはcell suspensionか ら減

少 して い くが3時 間 のincubationで はADPと 同 様

殆 ん どenergy源 と して 利 用 され な か つ た.と ころ

がIMP, inosineを 加えた ものでは,そ れ ら化合物

のpentose部 分 はactiveに 代謝 されRNAの 減少,

乳酸生成が著 明に増大 し,特 にinosineを 添加 した

ものでは, glucoseを 添加 した もの より もRNAの

減少,乳 酸生成 共に大で あつ た.そ こで網 赤血球 の

成熟 及び乳酸生成能 をglucose存 在 下 とinosine存

在下 とで比較す る とTable Ⅱ に示 され る様 な 結果

を得た.即 ち一定 量のglucose存 在下 において 添加

す るinosineの 濃 度を変 えて も,ま た逆 に一定 濃度

のinosineの 存在下で添加 す るglucoseの 濃度 を変

えて も,乳 酸生成 並び にRNAの 減少 は殆 ん ど変 ら

ず,網 赤 血 球 はinosineのpentose部 分 もglucose

もほ ぼ 同 等 に網 赤 血 球 の成 熟 過 程 に お け る エネ ル ギ

ー源 と して 利 用 され る事 が 明 らか に され た .し か し

こ の場 合inosineのpentose部 分 の消 費 量 は 共 存 す

るglucose量 が 多 けれ ば それ だ け 減 少 し,逆 にglucose

の消 費 量 はinosineの 濃 度 が 高 くな つ て も あ ま り影

響 を 受 け な か つ た.ま たfructoseレ ベ ル は 添 加 す

るjnosineの 濃 度 が 高 くな る と 増 大 し,添 加 し た

glucoseに よ つ て は 変 化 しな か つ た.glucoseとinosine

が ほぼ 同濃 度 に 共 存 す る 系 にantimycin Aを 加 え

てincbateし,そ の ミ トコ ン ドリア の 機 能 をblock

して 人 為 的 に 解 糖 だ け を 行 う成 熟 赤 血 球 の代 謝 系 と

同 一 条 件 に した 場 合, RNAの 減 少 は 阻 害 され た が

Table 1. The metabolism of adenine nucleotides and its decomposed compounds and RNA degradation
 by reticulocyte suspension (RC: 86% of whole red cells) in vitro

The data show the changes during 3hr-incubation at 37℃. Cell counts; 66×104 per mm3

 incubation mistuse, Hk (hematokrit); 9%
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Table 2. The effects of inosine and glucose on the lactic acid formation and reticulocyte

maturation (RC; 67.1% of whole cells) in vatro

The data show the changes during 3hr incubation at 37C. Cell counts: 72×

104/mm3 incubation mixture, Hk=8.5%

* The cell suspension was contained 5γ/ml antimycin A
.

Table 3. The competition of glucose and inosine 

in their consumption and lactic acid 

formation by mature red cells in vitro. 

The data show the changes during 3

hr-incubation at 37℃. Cell counts; 117

×104 per mm3 incubation mixture,

 Hk; 9%

glucose消 費量は約2倍 に増加 し, inosiueのpentose

部 分の消 費量 はglucoseの それ よ りも高 く約3倍 に

増 加 した.ま た この時 の乳酸生成 量は2.3倍 に増加

した.一 方 ミトコ ン ドリアが完全 に消失 し,解 糖 だ

け行 う成熟赤 血球 について のglucoseとinosineを

添 加 した時 のエ ネル ギー代謝 はTable Ⅲ に示 され

る様に,乳 酸 生成量 は一定 濃度 のglucoseが 存在 し

て いて もinosineを 加 え ると更 に乳酸生 成量 は増加

す るが,逆 に一定 濃度 のinosine存 在下 で更に 添加

す るglucoseの 濃度を上 げて も増加 しなかつ た.ま

たその時 の両 基質の競 争的消費は網赤血 球の場合 と

異 つて,　glucose消 費量 は同時 に添加す るinosineの

濃 度を高 くす ると減少 し,逆 にinosineの 消費量 は

glucose濃 度 が高 くなる と阻害 され た.

考 察

著 者 は 第 一 編 で 網 赤 血 球 の成 熟 過 程 で は次 第 に酸

溶 性nwcleotidesが 減 少 す る が そ の 中で も主 にATP

 levelが 次 第 に低 下 す る と共 にhgpoxanthineの 蓄 積

が 起 り,こ の現 象 は ミ トコ ン ド リア の機 能 をblock

す るagents,例 え ば, antimycin A, 2, 4-dinitrophe

nolで 更 に 促 進 され る こ と を報 告 した.そ して これ

らの現 象 か ら網 赤 血 球 の 成 熟 に 伴 つ て 起 る.nucleo

tidesの 減 少 は ミ トコ ン ド リァ の機 能 の 漸 次 的 な 低

下 に よ つ てexcessのpurine nucleotidesが 分 解 して

hypoxathineに な る事 が示 唆 され た.

本編 において網赤血球 の成熟過 程で次第に 分解減

少 す るnucleotides,主 と してpurine nucleotidesは

hypoxanthieeに な り残 りのpentose部 分はそ の成熟

過 程でglucoseと 殆ん ど同様に解糖 系の基 質 として

有効 に再利用 され ることが明 ら か と な つ た.ま た

purine nucleotidesが 成 熟 赤 血 球 の 乳 酸 生 成 の 基 質 に

な り得 る と い う報 告 はLowy et al.19), Gabrio et al.21),

 Whittam20), Lionetti et al.25)等 に よ つて な され て い

る が,こ の 事 実 は 成 熟 赤 血 球 ば か りで な く網 赤 血 球
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で も行 われ る ことが証 明 され た.

Fig. 1,及 びFig. 2に お い て 網 赤 血 球 の成 熟 過 程

で ま だ ミ トコ ン ド リア がactiveに 働 い て い る 時 期

に人 為 的 に ミ トコ ン ド リア で のATP合 成 をblock

す る様 な 種 々の 呼 吸 阻 害 剤 や共 軛 阻 害 剤 を 加 え て

incubateす る と+△lactate/-△glucose ratioが 増

大 す る と共 にATP, ADP, AMP等 のnucleotidesの

分 解 が起 りhypoxanthineの 生 成 が 促 進 され るが そ

の 時releaseさ れ るpentoseは 蓄 積 しな い で 著 明 に

消 費 さ れ 乳 酸 の 生 成 を 伴 う事 か ら も上 記 の こ と は十

分 に 推定 され る と こ ろ で あ る.こ の 事 実 はanti

mycin A等 で呼吸を阻害 した場 合,細 胞 は ミトコ

ン ドリアで合成で きな くなつ たATPを 解糖系 でか

せ ぐべ く解糖 の速度が早 くな ると考 え ち れ,Table

 2及 び3に 示 され る如 く非常 に利 用 さ れ 易 い

nncleotidesのpentose部 分を解糖系 の基質 と して利

用する もの と考え られ る.ま た外 か ら加えた種 々の

nucleotides, nucleosides, pentoseがglucoseの 代 り

にenergy代 謝の基質 にな り得 る か否 か の 実 験 は

Table Ⅰ に示 され る如 くIMP, inosineは 非 常 に有

効に網赤血球の成熟並 びに 乳酸 生成 に利用 され たが,

 ADP, AMP, R-5-Pは 殆ん ど利用 されな かつ た.し

か しこれらの利用 され なかつ た物 質 は,真 に利用 さ

れでいないので はな く,こ れ ら燐 酸化合 物 は中尾に

よつて報告 されて いる26)如 く細胞内 にとり 込 ま れ

に くいためで あるとも考 えれ る.

nucleotidesの 分 解 経 路 に関 与 す る諸 々 の酵 素 につ

いて は 全 て 現 在 まで 成 熟赤 血 球 を 用 いて 報 告 され て

居 り27,28),網 赤 血球 の 成 熟 過 程 に伴 つ て 減 少 す る

nucleotidesも 成 熟 赤血 球 の 場 合 と 同様 な 分解 経 路 を

と る も の と 考 え ら れ, purine nucleotidesか ら の

hexose-phosphate, triose-phosphateの 合 成 は, ade

nylic acid deaminase29,30), 5'-nucleotidase, purine

 nucleoside phospholylase31,32), phosphoribomutase33),

 ribose-5-phosphate isomerase34). ribose-5-phosphate-

3 epimerase35), transketolase36,37), transaldolase36)に

よ つて 媒 介 さ れ る と考 え られ る.

網赤 血球の成熟過 程に伴 うnucleotidesの 分 解 減

少のmechanismは 次 の様 に考 え られれ.即 ち この

過程は ミトコン ドリアの漸次 的な分 解が起 り呼 吸能

の低下 と共に相対的に解糖能が増大 してい く過程 で

あ るので,解 糖 系によ る乳酸 の生成 は次第 に増加 し

て くる.こ の乳酸の生成能が漸次 的に増大す るにつ

れて起 るpHの 酸性 側への移行 は 解 糖 系 のhexo

kinaseに 比べて, adenylic acidか らpentoseサ イ

クルの間に介在す る種 々の酵素 のoptimum pHが 酸

性側 にあ る事を考 える時,網 赤血球 の成熟 に伴つ て

起 る相対的な乳酸 生成 によるpHの 低 下 はpurine

 nucleotides, nucleosidesの 分解 を促進 させ るで あ ろ

うとい う事 は十分 に考え られ る ところで ある.

Tabl 1, 2及 び3に 示 さ れ た 如 くinosineの

pentose部 分 は,極 め て 有 効 にenergy源 と し て 利

用 され るの で 網 赤 血球 の 成 熟 に 伴 う乳 酸 生 成 能 の 相

対 的 な 増 大 に よ るpHの 低 下 は,生 理 的 な範 囲 内 で

pHが 低 下 す れ ばす るだ け, glucoseを 分 解 す るhexo

kinase反 応 の 速 度 を 低 下 さ せ,一 方 で はpurine

 nucleotidesの 分 解 を 促進 させ,そ れ に よつ てrelease

さ れ るpentose-phosphateは 極 め てactiveに 代 謝 さ

れ て 乳 酸 生 成 に 関 与 す る よう に な る と考 え ら れ る.

(Table 2及 び3)

上 記 の 様 な 考 察 はOvergaard-HaneenのEhrlich

 ascites tumor cell suspensionにglucoseを 加 え た 場

合 呼 吸 が 一 過 性 に 低 下 す るが,一 そ れ はglucose添 加

に よ るhexokinase反 応 の 活 性 化 に よ つ て 生 成 さ れ

るH+に よ つ てpHが 低 下 し,と のpHの 低 下 が

nucleotidesをhypoxanthineま で 分 解 す る反 応 を 活

性 化 す る とい う報 告38)に よ つ て 支 持 さ れ る.ま た

Dishe et al.39), Bishop40,41)等 の 保 存 血 に お け る

ATP levelの 低 下 が 乳 酸 生 成 に よ るpHの 低 下 に原

因 す る と い う報 告 に よつ て も支 持 され る.

結 論

1. 家兎 網赤血球 の成 熟過 程 における酸溶性nucleo

tides代 謝 とenergy代 謝 との関係 を追求 し次 の様 な

結論 を得 た.

2. 網 赤 血 球 の 成 熟 に 伴 つ て 起 る酸 溶 性nucleotides

の 分 解 は 呼 吸 阻 害 剤 で あ るantimycin A, amytal,

酸 化 的燐 酸 化 反 応 の 共 軛 阻 害 剤 で あ る2, 4-dinitro

phenol, oligomycin等 に よ つて 促 進 さ れ る.

3. この 様 な条 件 下 に お い て はhypoxanthineの 蓄

積 が 増 大 す る がreleaseさ れ たpentose-phosphate

はactiveに 代 謝 され て乳 酸 を 生 成 す る.

4. 網 赤 血 球 の 成 熟, RNAの 減 少,乳 酸 はglucose

の 代 り に外 か らinosine monophosphateやinesineを

加 え る と極 め て 活 発 に亢 進 す る.し か し, adenosine

 diphosphateやribose-5-nhoaphateは この 様 な 反 応

に は 直 接 関 与 しな か つ た.

5. 網 赤 血 球 の 成 熟 に 伴 う 酸 溶 性purine nucleo

tidesは そ の分 解 の 途 中 で 遊 離 され たpentose phos

phateがglucoseよ り もactiveに 解 糖 系 の基 質 と し
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て利用 され る様 にな る.

稿 を終 るに臨み,御 こん切 なる御 指導,御 校 閲を

賜つた恩 師妹尾左知 丸教授に深甚 の謝意を捧 げます.

また本実験に 際 して常に 御 厚意 ある御 指導,御 協力

をいただ いた宮原正信助 手に深甚 の謝意を捧 げます.
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The Transformation of Energy Metabolism during the Maturation 

of Reticulocytes

2. The Relationship between Nucleotide Metabolism and Energy 
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The present paper reported the relationship between nucleotide metabolism and energy 

metabolism during the maturation of rabbit reticulocytes and the following results were ob

tained:

1. The gradual degradation of adenine nucleotides during the maturation of reticulocytes 

was stimulated by the respiratory iuhibitors, antimycin A and amytal, or an uncouples of 

oxidative phosphorylation, 2, 4-dinitrophenol and an inhibitor, oligomyciin.

2. In these conditions the pentose moieties of adenine nucleotides were metabolized rapidly 

with the very large accumulation of hypoxanthine and lactic acid.

3. The processes of maturation of reticuloc t s, RNA decreases and the glycolysis were 

promoted by adding inosine and also by inosine monophosphate as well as by glucose. Theexo

genous adenosine diphosphate and ribose-5-phosphate were hardly utilized for reticulocyte ma
turation.

4. The data suggest that pentose moieties of adenine nucleotides are reutilized effectively 

than glrcose during the reticulocyte maturation.


