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大 黒 鼠 脳 組 織 呼 吸 の 活 性 化 エ ネ ル ギ ー

第1篇

未 処 置 大 黒 鼠 全 脳 ホ モ ジ ネ ー ト呼 吸 酵 素 系 の

活 性 化 エ ネル ギ ーに つ い て

岡山大学医学部神経精神医学教室(主任:奥村教授)

薄 井 省 吾

〔昭和32年9月12日 受稿〕

緒 言

ワールブルグ検圧法が考案 されて以来,各

組織の組織呼吸が色々の角度から研究され,

精神神経科領域においても,脳 組織呼吸にお

よぼす精神疾患 ・薬剤 ・治療処置等の影響を

追求する事により,脳 代謝の様相 ・疾患の発

生機序 ・治療処置及び薬剤の奏効機転等を覗

うとする努力が,引 続 き払われて来ている.

組織呼吸を問題にする場合,先 ずホモジネー

トにおいて種々の実験が行われている.勿 論

ホモジネー トは補酵素その他の副要素の破壊

が起つて居 り,生 体内において現実に作用し

ている呼吸酵素系と同一視する事が出来ぬの

は言 うまでもないが,而 も尚その様相を推測

する為の有力な手がか りである事は否定出来

ない.わ たくしは本篇において,大 黒鼠全脳

ホモジネー ト呼吸酵素の活性化エネル ギーを

測定 し,そ の反応速度論的解析を目的 とした

些な研究を行 った.

さて此所に活性化エ ネル ギーに関する簡単

な説明を述べて,緒 言に代 え度 い と思 う.化

学反応速度に及ぼす温度の 影響 はArrhenius

の公式V=Ze-μ/RTに 従 うとされてい る.

此所にVは 反応速度, Zは 或恒 数, eは 自然

対数の底, Rは ガス恒数で約1.987 Calories/

Jegree, Tは 絶対 温度, μ は活性化 エネル ギ

ーである
.

Arrheniusに よる と,そ のエネル ギー含量

が同じ系の同じ物質の全分子の平均エネル ギ

一含量より犬きいような分子を活性分子 と云

い,活 性分子1モ ルのエネルギー含量 と正常

分手1モ ルのエネルギー含量 との差,す なわ

ち1モ ルの正常分子を1モ ルの活性分子に変

化させるに要するエネルギー量が活性化エネ

ルギーである. Arrheniusの 公式は元々経験

則 として提出され, Zの 値は最初実験的に定

められたが,後 化学反応の衝突説により理論

的重要さを加えて来,理 論的に計算されるに

歪つた.尚 活性化エネルギーを理解する上に

非常に重要な進展がEyringの 活性錯化合物

という仮定の導入によりもたらされた.彼 は

熱力学的により有効な自由エネル ギーをその

公式化に取入れている. Sizerに よ る綜説中

には多 くの酵素触媒反応のμの値が表に示さ

れている.大 体その値は1000な いし25000cal.

の範囲内である.又 μの値が多 くの生理学的

現象に対して求められている.例 えば蟻が這

い,こ おろぎ鳴き,螢 が光る速度は,殆 んど

12200 cal.の μの値を示すようにみえ,各 種

の動物の呼吸率や鼓動の速さは16700 cal,と

いう特徴あるμの値を表わす.

明らかにこれらの生理過程は数多 くの化学

反応全体の活性に関係するが, Crozierに よ

ると,全 体の反応速度はこれら個々の反応の

内最 も速度の遅い所謂律速反応によつて規定

され,そ のμの値が全体の温度依存を決定す

ると云 う.わ たくしは複雑な一大複合酵素系

と見做される大黒鼠全脳ホモジネー トの呼吸

酵素系(之 も一連の連続して働 く複合酵素系
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と考え られ る)の μの値 を測定す る事に よっ

てその律速反応を追求 して見た ものであ る.

算 出 方 法

Arrheniusの 公 式V=Ze-μ/RTの 両 辺 の

対 数 を と り変 形 する とlog V=e-μ/2.3RT

〔e=log Zで 恒 数 とな る〕, (log V-e)/

1

/T=

-μ/2 .3Rと な り,縦 軸にlog V,横 軸 に1/T

を 目盛って作図 した直線 のSlopeを 求め ると,

 μ=2.3R×Slope=4.58×Slopeよ り 算 出可

能 である.此 の原理 を適用 しワールブル グ検

圧 法に より,多 数 の異なつた温度に於 ての酵

素 吸收速度V(μl/minで 表 す)を 求め, log V

を 縦軸に, 1/Tを 目盛 る と,作 図に依 り直線

のSlopeが 求 め られ,従 つてμは算 出可能で

あ る.此 所に 同一実験に お い て の各 温 度の

log Vは 縦 軸にそ い,同 一距離だけ,同 一方

向に移動す る事が可能 なのは理論的 に明 らか

な事であ る.

実 験 方 法

酸素吸收速 度V(μl/min)は ワールブルグ

検圧測定に より,予 備振盪時間を10分 とし,

そ の後10分 毎 に6回 読を測定 した.検 圧計容

器 内容は次の如 くである.

主 室　 大黒鼠全脳 の0.2%葡 萄 糖 加Krebs

Ringer燐 酸 緩 衝液 による約15倍 ホモ

ジネー ト2ml.

表1　 酸 素 吸

×,■,●,※,口,△ は 夫 々異 な る大 黒 鼠 を 示 す符 号.

 V(μl/min)は0´ ～40´ 間 の平 均 速度 .

表2酸　 素 吸 收 量

〓,○,▲ は 夫 々異 な る大 黒 鼠を 示 す符 号.

 V(μl/min)は0´ ～40´ 間 の 平均 酸 素 吸收 速度 .
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副室　 20% KOH 0.2ml

側室　 (-)気 相　 空気

而 して成績 の正確 を期 す る為,出 来 る限 り

複試験を用いた.前 述の様な構成で ワールブ

ルグ検圧器3台 を使用 し, 38°, 34°, 30℃ 及

び38°, 36°, 32℃,の1連 の各 温度において

の酸素吸收速度Vを 同時に測定 し,多 数の実

験より求めた3温 度1組 となつたlog Vの 値

を縦軸に 目盛 り,算 出方法の項の記載 し,た手

続によりμ(活 性化エネル ギー)を 計 算 した.

試 科の調製,大 黒鼠に充 分 成 熟 した体 重

130～200gの ものを,少 くとも10日 以上同一

条件下で飼育 して用いた.断 頭後予備振盪開

始迄の時間を40分 に統一 し,そ の間可及的に

氷冷 してをいた.ホ モジネー トの作 製に際 し,

モ ーターの回転速度,ガ ラスホモジナ イザー

の中軸 の上下回数な どを統一 して,細 胞の破

壊 が毎回均一にな るよ うに注意 したが,更 に

不均一部分を除 くためガーゼ濾過 して使用 し

た.

実 験 成 績

38°, 34°, 30℃ の1連 の3温 度 にお い て

の酸素吸收量 を表示すれば第1, 3, 4表 の 如

くであ り,第2, 5表 は38°, 36°, 32℃ の1

連 の3温 度 のそれを表示 した ものであ る.

表1～5に 於 いて大黒鼠を表示す る記号 は

異な る表 で同一 のものを使用 している事 もあ

收 量

表3　 酸 素 吸 收 量

×,※,▲,△,● は 夫 々異な る大 黒鼠 を 示 す符 号．

V(μl/min)は0´ ～40´ 間 の 平均酸 素 吸收 速度 ,
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表4　 酸 素 吸 收 量

口,△,■,●,○ は 夫 々異 な る大 黒 鼠 を示 す 符号. V(μl/min)は0´ ～40´ 間の 平 均 酸素 吸 收速 度.

表5　 酸 素 吸 收 量

×,※,▲ は 夫 々異 な る大 黒 鼠を 示 す 符 号. V(μl/min)は0´ ～40´間 の 平 均酸 素 吸收 速 度.

るが,こ れは同一の鼠である事を意味せ ず何

れ も異 なるものである.こ こに酵素 吸收速度

V(μl/min)は 測定 された60分 間において殆

ん ど直線を示すが, 50分, 60分 頃 低下傾 向を

示す場合が多い為,最 初の40分 間 の平 均速度

を採用 した.即, 10分, 20分, 30分, 40分 後

の夫 々の酵素吸收量の総和 を100分 問 に平均

した もので ある.表1～5に 見 るご とく,既

述の条件 の下で, 38℃ に おい て の 酸素吸收

速度は実験を行つた22匹 で は,最 大3.061

μl/min(100%と す る)か ら最低1.971μl/min

(約64%に 相 当)を 渡 る,個 体差に基づ くか

な りの動揺 を示 してい る.次 に表1～5に 記

載 したVの 対数を表示すれば,表6～10の 如

くであ る.

ここに大黒鼠を表す記号に関する注意は表

表6　 log V
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表7　 log V

表8

表9

表VI-Xのlog vは 少 数 第5位 で4捨5入 し て

い る.

表10

図1

図2
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図3

図5

図4

図6

(註)図2, 4, 6に 於いて同じ高さに横に並んでいる諸点は同一の位置に重なるべきものを作図の都合

上横に目盛つたものである.

1～5に おけ る場合 と同一であ る.

表6と 表7,表8と 表7,表9と 表10を 夫

々一組 とし,そ のlog Vを 縦 軸に, 1/Tを 横

軸に 目盛つた ものが,図1, 3, 5,で あ り,

図1, 3, 5,に お ける夫 々の点を縦軸にそつ

て適 当に移動 して作 図 した ものが,図2, 4,

 6で あ る,但 し図3, 4の ■,□,○,は 夫々

表7の 〓,▲,○,に 相 当す る もの鳩 これ

は図示の都合上記号 を変更 した為であ り,他

の図中に用い られた記号 は表 中に用いられた

もの と同一あ る.図2, 4, 6に お ける移動方

法は図2, 4, 6に 夫 々記載 してある.図2, 4,
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6に 明 らかな如 く,算 出 され た μの値 は約

10900 cal.約11000 cal.約10500 cal.,す な

わち11000±500 cal.と な つた.

考 察

Hoaglandは 文 献に記載 されたin Vitroの

細胞呼吸に対 する74組 のμの値を整理 した と

ころ,夫 等は6群 を形成 してお り,就 中その

27%は16500±500 cal., 18%は11500±500

cal., 5% 8500±500 cal.に 夫 々帰属 し, 3

主要値 の存在す る事を指摘 してお り,そ れ よ

り以前Crozierは 変 温動物の心膊数,呼 吸運

動等のArrheniusの 公 式に従 う広範な全理活

動に対す る約360の μの分布を検討 し,そ の

27%が16500±1000 cal.に, 12%が11500

±1000 cal.に, 9%が8000±500 cal.に 属

する事を報 じてい る.又Hoaglandは 進行麻

痺患者の体 温をDiathermyに よ り変化 させ

て脳波を測定 し, α 波の周波数(彼 は これを

主 として脳内の呼吸活動 に依存す る もの と解

しているので あ るが)を 測定 し, Arrhenius

の 公式を適用 して,初 期進行麻痺患者及び普

通人に対 し, 8000±200 cal.,中 等 度 に進行 し

た進行麻痺患者 に対 し11000±300 cal.,高 度

に進行 した患者に対 し16000±300 cal.,な る

μの値を算出 している.以 上を綜合す ると,

呼吸に対 して 約16000 cal. (A),約11000

 cal. (B),約8000 cal. (C) ,な る3主 要値

が存在す る事は明 らかであ り,本 篇において

得られたμの値は11000±500 cal.と な り,

ワールブル グ検圧法の精 密度を考慮 に入れ る

と,こ れは3主 要値の内Bに 属するものと考

えられる. Hoaglandは 更 に牛 心筋 より抽 出

した琥珀酸酸化酵 素系 を 用 い て のin Vitro

の実 験において, 1100 ocal.は 琥 珀 酸脱水素

酵素系に関聯 した値 で あ り, 16000 calは チ

トクローム,チ トクローム酸化酵素系に関与

するものとし, 8000 cal.に 対 しては銅を含 む

酵 素 の 関 与 を 推 定 し て い る. Sizerは 総 説 中

で,多 くの μの 値 を 示 し て い る が, 11000 cal.

の 値 に 対 し てRootperoxidase[0° ～30℃,

 Substrate: Hydrogen-peroxideleacomalachite-

green,], Ycast-invertase[pH. 4.5～5.2, 0°

～40℃ , Substrate: Rabbinose, Sucrose]と 前

記 のHoaglandのSuccinic-dehydrogenase

[pH. 7.4, 20° ～40℃, Substrate: Succinate.]

を 挙 げ て お り,且bacteriaのSuccinie-dehy-

drogenase[pH. 7.6, 25～50℃, Substrate,

 Succinate]に 対 し, 167000 cal.と い う値 を 挙

げ て い る.従 つ て こ の11000 cal.の 値 に 対

す る 意 味 づ け は 尚 未 解 決 の 問 題 で あ り,今 後

の 検 討 に 俟 つ べ き と ころ で あ る.而 し16000

 cal.の 値 を チ トク ロ ー ム ・チ トク ロ ー ム 酸 化

酵 素 系 に 関 与 す る もの と し た 彼 の 推 定 は か な

り の 根 拠 を 有 し て お り,こ の 点 に 関 し て は 第

2篇 に お い て 検 討 し て 見 た い,勿 論8000 cal .

の 値 を 銅 を 含 む 酵 素 と関 係 ず け たHoagland

の 推 定 は 現 在 の 酵 素 化 学 の 段 階 か ら は 根 拠 に

乏 しい.

扨本実験の ような条件下での全脳 ホモジネ

ー トの組織呼吸は
, Embden-Myerhof-Schema

か らT. C. A-cycleを 経 るもの と,多 くの権

威者は考えてお り,一 部shunt-path wayと

してWarburg-Dickens-Path wayを 経 由す

る可能性 も完全に否定 されてはいない.此 の

動的な,多 くの酵素反応連鎖の各成 分酵素単

独 の活性化エネルギーが決定 されて居 るわけ

で な く,ま して部分的な,或 いは完全に近 い
,

此 の系の再構成 と,そ のin Vitroに お いて

の温度効果の研 究が 殆ん ど存在 しない現在 ,

本 篇において得 られた組織呼吸の μの解析が

不可能 に近 いのは, Sizerの 指 摘を俟つ まで

もない事で ある.酸 素吸收 に関聯す る末端電

子伝達系におけ る電 子伝達 の系路は従来次 の

如 く考 えられて来た.

末端電子伝達系に於ける電子伝達の系路

[E. C. Slater: Bicchem. J ., 46, 495(1950)に よ る]

代謝物質…→PPNH→Diaphorase

 Succinate〓Cytb

 Factor→Cyt. C→Cyt. a→Cyt , a3→O2
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この模式では2つ の触媒 の間 の電子の授受は,

両 触媒 分子 間の熱運動的衝突反応 によると,

暗 黙の内に想定 されてお り,従 つ てそ こでの

電子伝達の全過程は古典 的反応論で扱わ れる

よ うな化学反応 の連 鎖 と考 えられてい る.ま

ずSuccinate或 はDPNHが 脱 水素酵素(夫

々琥珀酸脱水素酵素或はDPNR脱 水 素酵素)

に よつ て酸化 され る.次 に数種のヘム蛋 白が

先頭の脱水素酵素 と分子状酸素 との間で働 く.

そ の際Cytochmmの 正 しい排列順序に関 して

はCyt. aが 分 子状酸素 の直前に位置 している

事が一般 に認め られ てい る以外,意 見が まち

まちで ある.此 のSchemaに お いても,電 子

伝達 の速度,従 つ て酸素吸收速度を決定す る

ものは,そ の内の最 も速度の遅い律速反応で

ある筈であ り, ChanceはSuccinateが 心 筋

標品 より得 られ た琥珀酸酸化酵素 によつて酸

化 され るときの定常状態においては,還 元型

Cyt. a3か らO2え 電 子が移 動す る事 によつて,

 Succinateか らCyt. bえ 電 子が引つぱ られて

進 んで行 く,即,脱 水素酵素 の方が律速反応

となつ て い る 事 を 示 し てい る.而 し最 近

Green等 が ミトコン ドリヤを用 いた色々の実

験 より,仮 説的な ものでは あるが画期的な意

味 を持つ,新 しい電子伝達模型 を呈出 してを

り 〔関聯が薄いので詳細は略す〕,ワ ールブ

ル グ検圧法に よ り得 られた μの値 に対 して,

余 り高度の意義ずけを試 みる事は,無 意味で

あるばか りでな く,無 謀で さえ.ある.又 ホモ

ジネー ト中ではDPNが 急 速に破壊 され る事

は よ く知 られてお り,し たがつ て本篇のμの

値が,比 較的 多量に存在す ると考 え,られ るチ

トクローム ・チ トクローム ・酸化酵素に関係

す るらしい16000 cal.に 属 しなかつ た事は寧

ろ 当然の事 と考えられ る.

結 論

大黒鼠全脳 ホモジネー トの呼吸の活性化エ

ネル ギーをワール ブル グ検圧法を用いて測定,

次 の よ うな結 果を得た.

(1)実 験 条件の下では,大 黒鼠全脳 ホモジ

ネー トの酸 素吸收はArrheniusの 公 式に従 う.

(2)そ の活性化エネル ギーは約11000±500

 cal.で あ り,そ れが如何な る反応 に関係 する

値であ るかは,今 の所末定で ある.
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Activation Energh for Rat's Brain Tissue Respiration

I.

Activation Energy for Respiration Enzym System of Untreated

Rat's Whole Brain Homogenate

By

Seigo Usui

Department of Neurology & Psychiatry, Okayama University Medical School

(Director: Prof. N. Okumura)

The author measured the activation energy of the respiration of whole brain homogenate 

of rats by a Warburg's manometer and obtained the following results. The oxygen absorption 

of the whole brain homogenate of rats under the experimental conditions was determined 

following the Arrhenius equation; and the activation energy was found to be about 11
,000

•} 500 cal. However, with what reaction this value might be associated remains still uncer

tain.


