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ラット心筋ミトコンドリアのモノアミンオキシダーゼ（MAO）
活性に対する甲状腺ホルモンの作用について
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Effect of Thyroid Hormone on Rat-Heart Monoamine Oxidase Activity

Kazuo ICHIKAWA

刀ePartment　oアMedicine，　lnstit”te　o∫〃aPtationルtedicine，

　　　　　　　　　s勧3伽翫勿硲吻School　oアハ4edicine

　　　　　　　　　　　（Director：Proノ．　Tahashi　YAMADA）

　　　In　an　attempt　to　study　the　mecha且ism　by　which　in　vivo　administratio且of　thyroxine（T4）i姐u・l

ences　monoamine　oxidase（MAO）activity，　r批ts　underwent　thyroidectomy　and／or　dai！y　administration　of

1000r　200μg／kg　of　T4　for　7－14　days．　MAO　activity　in　rat－heart　outer　mitochondrial　membranes

was　not　altered　by　the　in　vivo　administration　of　T4，　and　T4　did　not　alter　MAO　activity　directly痂

vitro．　But　normal　rat　heart　105，000×g　supematant　fraction　markedly　inhibited　MAO　activity　in

normal　rat－heart　outer　mitochondrial　membranes．

　　　A且alysis　of　hypothyroid　rat・heart　105，000×gsupernatant　by　Sephacryl　S－200　column　chroma・

tography　gave　a　few　fractions　that　showed　slight　inhibition　of　MAO　activity　in　normal　rat　heart

outer　mitochondrial　membranes．1且the　hyperthyroid　state，　three　fractions　contai聡ing　MAO　inhibi－

tory　activities　were　obtained．　Their　approximate　molecular　weights　were　35，000，17，000，　and　8，500，

respectively．　The　smallest　one　was　heat・stable，　but　the　others　were皿ot．　The丘ndings　that　neither

bovine　serum　albulnin，　rat　serum，　and　human　serum，　nor　such　ions　as　Ca2＋，　Mg2＋，　Na＋，　and　K＋

in　Iow　concelltrations　inhibited　MAO　activity　in　rat　heart　outer　mitochondrial　membrans　ruled　out

the　possibility　that　either　serum，　contaminating　rat　heart　105，000×g　supernatanら　or　changes　in

ionic　strength　during　T4　administration　inhibited　MAO　activity　in　the　outer　mitochondrial　membra・

nes．　Fraction　B　obtained　by　Sephacryl　S・200　column　chromatography　inhibited　MAO　activity　when

the　outer　mitochondrial　membranes　were　used　as　a皿enzyme　source，　but　did　not　i曲ibit　the　MAO

activity　of　solubulized　MAO　fraction，　suggesting　that　the　inhibitory　fractions　exert　their　fu黛ction

by　affecting　outer　mitochondrial　membranes．

　　　These　data　suggest　that　T4　administration　in吻o　stimulates　the　synthesis　of　certai豆proteins

whi6h　affect　outer　mitochondrial皿embranes，　resulting　in　inhibition　of　MAO　activity．　Shinshu　Med．　　　　．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20，000×g，90分間遠沈し，2つの層の間に得られた

　　　　　　　　　1　緒　　　言　　　　　　　　　　分画を回収し，buffer　Aに懸濁したものを，前記の

　心拍数の増加，心収縮力の上昇はほとんどの甲状腺　　15，000×g沈i査ペレットとともにミトコンドリア分画

機能充進症患者にみられるが，これらの症状は正常人　　として使用した。

にエピネフリンを持続注入した場合にみられるものと　　　このミトコンドリア分画を10mM　potassium

類似することから，甲状腺ホルモソの作用の発揮に，　　phosphate　buffer（pH　7・4）（buffer　B）に懸濁し，

少なくとも一部は交感神経系や副腎髄質が関与するも　　20分問撹搾した後，105，000×g，60分間遠沈し，沈

のと推論されてぎた。しかし，甲状腺機能冗進症では，　査ペレットをbuffer　Bに懸濁後・11・500×9，15分

必ずしも血中，尿中エピネフリソ，ノルエピネフリソ　　間遠沈し，沈査ペレヅトはミトコソドリア内膜の分離

が増加せず，またそれらの代謝物にも著変がないこと　　に用いた。上清をさ6　t／e105，　000×g，60分間遠沈し

から，細胞レベルにおいて甲状腺ホルモソとカテコラ　　た。その沈査ペレットをbuffe「Aに懸濁し，これを

ミγの相互作用について研究がすすめられるようにな　　25．　2％，37．7％，51．　7％W／Vの不連続ショ糖密度

った。事実，甲状腺ホルモソはカテコラミン受容体に　　勾配遠心法を用いて165，　OOO×g，45分間遠沈し，

影響を与え，カテコラミソ感受性を高めることが明ら　　0・25M　sucroseと25・2％sucroseの間に得られた

かにされた1）’4）。さらにカテコラミンの酸化を触媒す　　分画をbu正fer　Bに懸濁後，100，000×g，60分間遠

るモノアミンオキシダーゼ（MAO）活性は，甲状腺　　沈し，この沈査ペレットをミトコンドリア外膜として

ホルモン投与により影響を受けることが知られるよう　　用いた。こうして得られたミトコソドリア外膜は・

になった5）－9）。このような細胞レベルにおける知識の　　一70°Cにて2ヵ月間貯臓してもそのMAO活性は変

集積にもかかわらず，甲状腺ホルモソのMAOに対　　わらなかった。

する作用機序は依然不明であるが，従来甲状腺ホルモ　　　B　可溶化MAO活性の分離方法

ンは蛋白合成を介し，その作用を発揮するとされてお　　　前記のごとく分離したミトコソドリア外膜を，O．4

り，MAOに対する作用も，蛋白合成を介して発現す　　％Triton　X－100を含む10mM　potassium　phosp・

る可能性が考えられるであろう。この推論を確かめる　　hate　buffer（pH　7．4）とともに室温で30分間撹絆し

ため，著者はラット心筋の細胞分画法を用い，甲状腺　　た後，105，000×g，60分間遠沈した。この105，000×

ホルモソが，ミトコソドリア外で産生される蛋白を介　　g上清中に倉まれるMAO活性を，すでに0．4％

し，MAO活性を調節するかどうかについて検討を行　　Triton　X－100を含む10mM　potassium　phosphate

つた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　buffe「（PH　7．4）で平衡したSephadex　G・200

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Pharmacia　Co）カラムクロマトグラフィー（2。0×

　　　　　　　ll研究材料および方法　　　　　　　　50cm）を用いて分離した。それぞれの分画について

　A　ラット心筋ミトコンドリア外膜の分離方法　　　　MAO活性を測定し，活性の得られた単一ピークの部

　ミト，ソドリア外膜の分陥・はWi・t・・羅ラ。卜　分よりさらにT・it・n　X・100を除く酌でAmb・rlite

（体重50～1009）30匹を使用した。ラットを断頭で　　XAD－2（Sigma　Chemical　Co）カラムを用いた。酵

屠殺後，心臓を摘出し，ComteとGautheroneの方　　素の溶出には50mM　potassium　phosphate　buffe「

法10）にしたがい，0～4。Cの条件下で以下の操作を　　　（pH　7・4）を用い・MAO活性を示す分画を可溶化

行った。ラッi・心筋を細切後，0．25M　sucroseを含　　MAO活性として用いた。こうして得られた可溶化

む10mM　Tris．HCI　buffer（pH　7．4）（buffer　A）　　MAO活性C：　－70°Cにて2ヵ月間貯臓しても活性は

でhomogenizeし，　homogenateを4重ガーゼで濾　　変わらなかった。

過した後，1，600×g，10分間遠沈し，その上清をさ　　　C　ラット心筋ミクロソーム分画と，105，000×9

らに，15，000×g，20分間遠沈した。ミトコソドリァ　　　　上清分画の分離方法

粗分画である沈査ペレットをbuffer　Aに懸濁し，　　　　ラット心筋homogenateよりミトコソドリア分画

11，500×g，20分間遠沈し，この操作を2圓操り返し　　を除いた15，　OOO　×g上清を，75，000×g，10分間遠沈

た。一方1，600×g10分間遠沈で得られた沈査ペレッ　　し，その上清をさらに105，000×g，90分間遠沈した。

トを37％sucroseを含む10　mM　Tris・HCI　buffer　　こうして得られた上清を105，000　x　g上清分画として

（pH　7．4）に懸濁し，その上にbuffer　Aを重層し，　　用い，105，000×9沈査ペレットをbuffer　Aに懸濁
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し，さらに105，000×990分間遠沈した。この操作を　　はSigma　Chemical　Co・より，〔14C〕tryptamine

もう一度榊返し，得られた沈査ペレ・陸b・ff・・A　（30mCi／mm・1）はN・w　E・g正・・d　Nu・lea「よ購

に懸濁し，ミクロソーム分画として用いた。　　　　　　入した。

　D　MAO活性の測定方法　　　　　　　　　　　　　　統計学的分析はStudent’s　tテストにより行った。

　buffer　B　200μ1に50μ1の酵素分醐すなわちミト　　p値が0．05未満のとき統計学的に有意であるとした。

コンドリア外膜（蛋白量にして0．1～0．25μg）または
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿　結　　　果
司溶化MAO活性（蛋白量にして0・01～O・02Ptg）・

25μ1の〔14C〕tryptamine（0．45～O．75μCi／25μ1；30　　　A　ラット心筋ミトコンドリア外膜におけるMAO

mCi／mmo1）を加え，34°Cで20分間インキュベーシ　　　　活性

ヨソを行った。2N　HC10，2mlを加えて反応を止め，　　　MAO活性はミトコソドリア外膜に存在することが

さらに2m1のトルエソを加えてよく振盈混和し，　　知られており，今回の実験においても，　Table　1に

1，000×g5分間遠沈した。上暦のトルエン分画1m1　　示すごとくミトコソドリア外膜分画に高いMAO活

を液体シンチレーター〔0．4％2，5・diphenyloxazole　　｛茎1三を認めた・しかし，ミトコソドリア内膜分画，ミク

and　O．・01Ae　1，4－bis・（5・phenyloxazole－2yl）・benze・　　ロソーム分画，105，000×g上清分画においてもわず

ne　in　toluen　and　Triton　X－100（2：1）〕に加え，シ　　かながらMAO活性を認めており，これらの分画に

ソチレーションスペクトロメーターで放射能の計測を　　もわずかにミトコソドリア外膜が混在しているものと

行った。非特異的活性は，MAO酵素分画を熱処理　　考えられた。

（・96°　clo分間）し不活性化させた標品を用い求め　　　Fig．1・Aにミトコソドリア外膜の蛋白濃度と，20

た。この値をそれぞれの計測値から差し引いた値を，　　分間のイソキュベーションで測定したMAO活性と

MAOにより特異的に酸化された〔14C〕tryptamine　　の関係を示した。　Fig．1－Bに0．25μgのミトコンド

の量とした11）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リア外膜を酵素源とした時の0°Cと．34℃における

　E　その他の方法　　　　　　　　　　　　　　　MAO活性の時間経過を示した。以後の実験において・

　ラット血中Ts，　T4は屠殺時ラットの心臓鐸刺を行　　MAO活性は，34℃20分間のインキ＝ベーションに

い血液を採取し，その血清を用いてラジオイムノァッ　　おいて，特異的に酸化された〔14C〕tryptamineの量

セイで測定した。蛋白濃度はLowryらの方法12）で測　　であらわした。

定した。L・Thyroxine（T4），　cytochrome　c，　bo－　　　B　ラット心筋ミトコンドリァ外膜におけるMAO

vine　serum　albumin（BSA），およびovalbumin　　　　活性に対する105，000×9上清分画およびミクロ

Table　1．　Locali乞atio且of　MAO　activity　iロnormal　rat　heart

［14Cコtryptamine　oxidized　　　．　　　　　．
　　　　　（nmoles／0．25μg　proteln　per　20mln）

Treatment　　　　MAO　activity

Aunheated　　Bheated　　　（A・B）

…er　m…ch・nd…1m・m・・an・｛：1；：l　ll：19　1：91　11：鍔　　，

・一・・m・t・・h・・d…1m・m・・a・・ o：ll：l　l：1：　1：：1　｝：29

M・cr…m・ @　｛：葦；：l　Ii28　1：Sl　｝：ll
・・5・・…9・upern・・… @｛：難：l　l：墓　1：Sl　l：ll

Fractions　prepared　from　normal　rat　hearts　were　preincubated　at　O°C（A　unheated）or

at　96°C（B　heated）for　10　min　before　measuring　MAO　activity．　Data　are　the　mean　Qf

triplicate　determinations．
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Fig・1MAO　acti・ity　in・ut・・mit。・h。・d・i・1　m・mbra・es・bt・i・・d　f・。m・・rm・1・at　hea’ Ct，．　Fig．

　　1・Ashows　the　relation　between　MAO　activity　a且d　the　amount　of　outer　Inembranes，

　　　The　time　course　of　MAO　activity　of　the　outer　Iuembranes　is　showll　in　Fig．1・B．　Assay　for

　　MAO　activity　was　doロe　at　34°C（一・一）or　at　O°C（一。一），　Points　are　the　mean　of．　duplicate

　　determinatioロs．

Table　2．　Effect　of　the　cytosolic　and　microsomal　fractions　on　MAO　activity　in　outer

　　　　　mitochondrial　membranes

・…p譜瓢…F「ac賭dded黙藍讐聾・艦〉…1・・

A5　buffer　　22．4：ヒ0．18
・　・　m捻6灘柵ct’°且　・8．・±・．・7　A・・B・＜・，・・5

C　5　c耀’謎鵬゜n　　1…±・．・4　A・・C・＜・．・・5

Outer　mitochondrial　membranes，　microsomal　and　cytosolic　fractions　were　prepared　from

untl’eated　rat　hearts．　Data　are　the　mean±SEM．

　　ソーム分画の影響　　　　　　　　　　　　　　　除術を行って後10日目より7日間200μg／kg／日のT4

　Table　2に示すように，ラット心筋ミトコンドリ　　を投与したラットについて血中T4濃度を測定してみ

・ア外膜におけるMAO活性に対し，ミクロソーム分　　ると，それぞれ0．48±0．05μg／100m1，28．8±1，8μg／

画，105，000×g上清分画はともに有意に抑制効果を　　100m1．と前者は甲状腺機能低下状態を，後者は申状

示したが，105，　OOO×g上清分画において，より著し　　腺機能尤進状態を示していると考えられた。この両者

かった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　においてミトコンドリア外膜におけるMAO活性を

　C　甲状腺ホルモン投与によるミトコンドリアタト膜　　比較してみると有意の差は見出されなかった（Table

　　のMAO活性に対する影響　　　　　　　　　　　3）。しかし，ラット心筋のhomogenateにおいては

　甲状腺摘除術を行って10日後のラットと，甲状腺摘　　甲状腺機能によってMAO活性が影響を受けること’
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Table　3．　Effect　of　T4・administration　on　MAO　activity　in　outer　mitochondrial

　　　　　　　membranes　and　the　cytosolic　fraction

T「eatment @　i・・se・um（μ9／1・・ml）O・・er　mit・ch・nd・i・1　Ct。、。li。　f，acti。n

T、　c。ncent，。ti。n　MAO・・ti・ity（nm・les°・25／Ptg・P・・t・in　pe「　2°min）

membranes　　　　　y
Thyroidectomy＊　　　　　　0．48±0．05　　　　　　　　28．7±1．4　　　　　　　　0．72±O．01

Thyroidectomy＊＊十T4　　28．80：ヒ1．18　　　　　　　　27．6±1。2　　　　　　　　0．68±0，02

＊5rats　were　thyroidectomized　and　used　10　days　after　operation．

＊＊T4（200μg／kg）was　administered　to　5　rats　subcutaneously　once　a　day　for　7　days　beginning

　　10days　after　thyroidectomy．　Data　are　the　mean±SEM．　There　is　no　siglli丘cant　difference

　i且MAO　activity　between　the　two　groups．
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Fig．2Changes　in　geほItration　pro丘le　of　MAO　inhibitory　activity　during　T4　treatment　in　rats，

　　　　　　　Rats（5　animals）were　thyroidectomized．105，000×gsupernatant　of　heart　homogenate　was

　　　prepared　10　days　after　operation．　Cytosolic　fraction（480　mg　of　protein）was　applied　to　a

　　　Sephacryl　S－200　column（2．0×60cm）which　had　been　equilibrated　with　10mM　potassium
　　　phosphate　buffer（pH　7．4）．　The　activity　of　MAO　in　the　outer　membranes　was　assayed　in　the

　　　presence　or　absense　of　each　fraction（Fig．2－A）．　The　ge正filtration　profile　of　inhibitory　activities

　　　in　cytosol　derived　frorn　T4（100μg／kg　daily）－treated　thyroidectomized　rats　is　shown　in　Fig．2・B

　　　（T4　adnユinistered　for　7　days）and　in　Fig．2－C（T4　admillistered　for　14　days）．480　mg　of　protein

　　　was　applied　in　each　case．　Fig．2・D　shows　a　ge1丘ltration　prQfile　of　inhibitory　activities　in

　　　heart　cytosol　prepared　from　T4（200　ug／kg　daily　for　10　days）・treated　rats　which　had　previ－

　　　ously　undergone　a　sham　operation．　In　this　case，320　mg　pr◎tein　6f　cytosol　was　applied　to

　　　the　column．　The　MAO　activity　in　each　fraction　was　found　to　be　in　the　same　position　as　in

　　　Fig．2・D．　Total　activity　indicates　enzyme　activity　in　the　absence　of　cytoso1．　　　．　　　　　’
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・・上脚離・，その48・m・を・・ph…y1　S－2・・濫21，、謡d曽、誌識c盤1；e（dilutedpH　7．4）ユ、ll

（Ph・rmac・a　C・）カラムク・マトグラフ・《2・0×　ad」u，t・d　t・30μ9／ml　i・fi・・1・。・…t・ati・n　i・

60cm）で分離し，それぞれの分画について正常ラッ　　the　incubation　medium．　Data　indicate　the　mean

ト心筋ミトコンドリア外膜のMAO活性に対する抑　　of　duplicate　determinations・

制効果をみた。

　第1群のラットにおいて，．血中T4，　Tsはそれぞれ　　抑制効果を示す分画はさらに著明になった。

0．29±0．15μ9／IOOml，0．40±0．21　ng／m1と低く，　　　第4群のラットにおいて，血中T4，　Taはそれぞれ

甲状腺機能低下状態を示していると考えられた。　　55．3±10．8μg／100ml，17．8±2．4ng／m1であり，著

Fig．2－Aに示すごとく軽度のMAO活性抑制効果　　明な甲状腺機能充進状態を示していた。　Fig・2・Dに

を認めた。図においてv．v．はvoid　volumeの位　　示すごとく，さらにMAO活性抑制効果が著明とな

置を，Alb，　cyt　cはそれぞれ，　BSA，　cytochrome　c　　り，　Aで示した抑制効果を示す分画が，　B，　Cの溶出

の溶出された位置を示した。　　　　　　　　　　　　される以前に溶出された。この図において明らかなよ

　第2群のラットにおいて，血中T，，Tsはそれぞれ　　うに，105，　OOO×g上清分画に含まれるMAO活性は，

0．84±：0．18μ9／IOOml，1。62±O．24　ng／mlであった。　　MAO活性抑制効果を示す分画とは別の分画（void

Fig．2・Bに示すごとく，B，　Cで示した2つのMAO　　volumeの位置）に溶出された。

活性抑制効果を示す分画が得られた。　　　　　　　　　　D　ラット心筋ミトコンドリア外膜のMAO活性

　第3群のラットにおいて，血中T4，　T3はそれぞれ　　　　におよぼす血清蛋白の影響

11．53±2．23μg／100m1，3．66±：0，44　ng／mlであった。　　これらのMAO活性抑制効果が，105，000　x　g上清

Fig．2・cに示すごとく，　B，　cで示したMAO活性　　中に混在する血清蛋白による可能性がある。しかし，

が知られているので，次にミトコソドリア外の物質が　　Table　4．　Effect　of　serum　and　bovine　serum　a1・

甲状腺機能によって影響を受け，それがMAO活性　　　　　　bumm．o皿MAO　actlvエty　m　Qute「mito’

欄節して、、る可能i生を考え揃言己喉験で示したラ　　ch°nd「ユal　me皿b「anes

ッ1・心筋105，000×9上清分画のMAO活性抑制効果　　　Added　substances　　　　　％inhibition

についてさらに詳しく検討した。　　　　　　　　　　　　　Buffer　　　　　　　　　　　　　O．0

　ラットをそれぞれ5匹つつ4群に分け・第1群は甲　　　　Fraction　B　　　　　　　　　　56．9

状腺摘除後10日口より7日間，生食を皮下に投与し，　　　　Fraction　C　　　　　　　　　　41．6

第2群は甲状腺摘除後10日目より7日間，100μg／kg／　　　　BSA　　　　　　　　　　　　　　O，6

日のT4を皮下に投与し，第3群は甲状腺摘除後10日　　　　Normal　human　serum　　　　　O．4

目より14日間，100μ9／k9／日のT4を皮下に投与し，　　　　Normal　rat　serum　　　　　　　1・2

第4t．一はラットの前頸部に偽手術を行って後10日目よ　　　Fractions　B　and　C　were　obtaind　by　Sephacry1

り10日間，200μg／kg／日のT4を皮下に投与した。　　　S・200　gel創tration　of　T4（100μg／kg　daily　for　14

　第1群より第4群までのラットにつき，心筋105，000　　days）－treated　thyroidectomized　rat・h？art　cyloso1

Table　5．　Effects　of　Ca2＋，　Mg2＋，　Na＋，　K＋，　and　EGTA　on　MAO　activity

Added　ions　　　　　　　　　　　　　　　　　　％of　MAO　activity

C・ncent・ati・n（mM）　0．020．040．070．140．280．57　1．142。27

CaC12　　　　　　　　　　　　　　98．9　　103．6　　 97．1　　 90。7　　 91．8　　 92．8　　 92．7　　 90．6

MgC12　　　　　　　　　104．4　99．1　98．0　100．4　105．8　　99．8　100．4　　89．4

NaC12　　　　　　　　　　　　－　　　一　　　一　　96．8　　　－　　　　一　　　一　　98．6

1（Cl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　一　　　　　　一　　　102，8　　　　　－　　　　　　一　　　　　　一　　　　99．6

EGTA　　　　　　　　　　　　95．2　　93，8　　92．3　　99，0　　95．1　　84．5　　　－　　　一

Outer　mitochondrial　membranes　obtained　from　normal　rat　heart　were　used　as　enzyme　source．

Data　indicate　the　mean　of　duplicate　determinations。
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Fig．3Effect　of　inhibitory　fractioll　B　on　MAO　activity．

　　　　　　　　Hearts　of　T4（100μg／kg　daily）・treated　thyroidectomized　rats　were　used　as　the　source

　　　　　of　inhibitory　fraction　B（inhibitor）which　was　obtained　by　gel　filtration．　Actions　of　inhibitor

　　　　　on　outer－membrane－associated　MAO　activity（Fig．3－A）and　on　solublized　MAO　activity

　　　　　prepared　from　the　outer　mitochondrial　membranes（Fig．3－B）are　shown．　The　MAO　activities
　　　　　ny　　　　　ln　outer　membranes　and　in　solublized　fraction　were　23．8nmoles　oxidized　tryptamine／0，25

　　　　　μgprotein　per　20　min　arld　147　nmoles　oxidized　tryptarnine／0．25μg　protein　per　20　mi且，

　　　　　respectively．

Tab1・6・Effect・f　T・。n・MAO・acti・ity・in　in　T・bl・7．　Effect・f　heati・g。n　the　acti。ity。f
　　　　　　　　ロ　　　　　　　vitro　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MAO　inhibitory　fractions

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H　　　　　　　　　・AddedBTg（ng／m1）％°fMﾝlct’v’ty溜・・ε論・…T・ea・m・n・響゜

0．05　　　　　98，4　　　　Buffer　　O　　　　　100．0
0．10　　　　　　　　98．2　　　　　　Fraction　A　　62　　unheated　　72．2

0．50　　　　　　　　98．2　　　　　　Fraction　A　　62　　　heated　　97。8
1．00　　　　　　　　　　　　　98．2　　　　　　　　　　Fraction　B　　　48　　．　　unheated　　　　57．2

5．0　　　　　　　　98．6　　　　　 Fraction　B　 48　　　heated　　98．1
10，0　　　　　　　　　　　　　91．4　　　　　　　　　Fraction　C　　　22　　　　unheated　　　63．8

50．0　　　　　　　　　　　　　　　　　98．6　　　　　　　　　　　　Fraction　C　　　　22　　　　　　　heated　　　　　60．4

　　Outer　mitochondrial　membranes　obtaind　from　　　Fractions　A，　B，　and　C　were　obtained　by　Se－

normal　rar　heart　were　used．　Before　the　meas．　　phacryl　S－200　gel丘1tration　of　hyperthyroid　rat・

・urem・nt・f　MAO　acti・ity，　m・mbra。。　f，acti。n　hea・t・yt…1（Fig・　2・D）・E・・h　f…ti・n　w・・i・・

was　preincubated　with　various　concentrations　　cubated　at　96°C　Cheated）or　at　O°C（unheated）

of　T3　for　30　min，　at　34・C．　Data　indicate　the　　for　10　min・MAO　activity　in　outer　mitochondrial

mean　of．duplicate　determinations，　　　　　　　　　membrane　was　measured　in　the　presence　of　these
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　inhibitory　fractions．　Data　indicate　the　mean　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　duplicate　determinations。

BSA，正常ヒト血清，正常ラット血清の正常ラット

心筋ミトコンドリア外膜に対する影響をみたところ，　　　E　ラット心筋ミトコンドリァ外膜のMAO活性

これらは30μg／mlの濃度においてもMAO活性に　　　　におよぼす電解質の影響

影響しなかった（Table　4）。　　　　　　　　　　　　　Ca2＋，　Mg2＋，　Na’，　K＋，　EGTAの正常ラット心’
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sephacryl　S－200ヵラムクロvトグラフィーを用い

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て，前の実験で得られた抑制物質のおおよその分子最

　IO5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を推定すると，35，000（分画A），17，　OOO（分画B），

　　　　　　　　°BS岱valb、m、n　　　8，…（分画C）であ・た（・・g・・）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分画AとBは96°C，10分間の熱処理によりMAO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　活性抑制効果は消失したが，分画Cは同様の熱処理に

葛　　　　　　　　　　　　　　cyt．。　　　　　　よってもMAO活性抑制効果は認められた（Table

’91°4　　　　　　　　　　7）。
董

8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1V　考　　　察
書

Σ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　甲状腺ホルモン投与により，ラット心筋ミトコソド

　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　外膜に存在するとされ，今回の実験においてもミトコ
　　　　　　Tube　number　from　void　volumθ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ソドリア外膜に高いMAO活性が認められた。　MAO

Fig・4Calibration　of　the　molecular　weights　of　　は基質に対する特異性と阻害剤の違いにより，AとB

　　　’nh盤ll。，　T、（、。。μ9／、9、。ily）．、rea、，dの・ub・yp…分け・・L13）一一15），それぞれ・・甲状墜機能

　　　rats　were　used　as　the　source　of　the　inhi．　　状態により異なった影響を受ける・甲状腺機能几進状

　　　bitors，　Bovine　serum　alubumin（BSA；mol．　態により抑制を受けるMAOはBtypeであるとさ
　　　wt，68，000），　ovalbumin（皿01・wt・46・OOO）・　　れている5）。この実験においては，　A，　Bどちらの

　　　譜ec欝瀦。；綴゜；m°1’wt・12・3°°）・yp・のM・・・…寸・て獺・な・得…yp・a－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mineを基質として選んだ13）14）16）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　まず，種々の甲状腺機能状態で，ミトコソドリァ外

筋ミ1・コソドリア外膜のMAO活性に対する影響を　　膜におけるMAO活性がどの様な変化を受けるかを

調べたが，これら電解質は2。27mMの濃度において　　観察したところ，ミトコソドリア外膜自体のMAO活

も何ら影響をおよぼさなかった（Table　5）。　　　　　性は影響を受けないことが判明した。これは今までの

　F　ラット心筋ミトコンドリァ外膜のMAO活性　　諸家の報告が，組織のhomogenateなどの粗な分画

　　におよぼすin　vitroでのTsの影響　　　　　　　を用いたのに対し，精製されたミトコソドリア外膜を

　甲状腺ホルモソが直接心筋ミトコンドリア外膜に作　　使用したことによると考えられる。したがって，諸家

用してMAO活性を抑制する可能性を検討するため・　　の報告が正しいとするならば・甲状腺機能充進状態と

in　vitroにおいて，　T3を50hg／ml加えたが，正常　　することにより，ミトコソドリア外の環境に変化が生

ラット心筋ミトコソドリア外膜のMAO活性はまつ　　じ，これがミトコソドリア外膜のMAO活性を変化

たく影響をうけなかった（Table　6）。　　　　　　　　させている可能性が考えられた。

　Gラット心筋105，000×9上清よリ得られたMAO　　　そこで，正常ラット心筋ミトコンドリア外膜に正常

　　活性抑制の機序についての検討　　　　　　　　　　ラット心筋105，000×g上清を加えたところ，明らか

　前の爽験で得られたBの分画について，その蛋白濃　　にMAO活性は抑制された。この105，　OOO×g上清に

度とミトコンドリア外膜のMAO活性に対する抑制　　おけるMAO活性抑制効果が，甲状腺機能状態でど

効果の関係を示したが，濃度依存性の抑制である事が　　の様に変化を受けるかをさらに詳しく検討するため，

明らかである（Fig．3・A）。しかし，分画Bは可溶化　　種々の甲状腺機能状態における，ラット心筋105，000

MAO活性に対しては何ら抑制効果を示さなかった　　×9上清を，　Sephacryl　S・200カラムクロ’Tトグラ

（Fig．3・B）。同様の結果は，分画A，　Cを用いた実　　　フィーを用いて分離し・検討したところ，甲状腺機能

験でも得られた。　　　　　　　　　　　　　　　　　低下ラットに比べ，T4を投与したラットにおいては，

　H　ラット心筋105，000xg上清よリ得られたMA・　　Fig．2・B，　cに示したごとく，2つのMAo活性抑

　　　0活性抑制物質にっいての検討　　　　　　　　　制分画が得られ，さらに大量のT4を投与したところ，
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分画B，C以外にAに示したMAO活性を抑制する
分画が得られた（Fig，2－D）。また，これらの分画は　　　　　　　　　　　V　結　　　語

　ミトコソドリァ外膜のMAO活性を抑制するが，可　　　ラット心筋ミトコンドリア外膜におけるMAO活

溶化MAO活性に対しては何ら抑制効果を示さなか　　性が，甲状腺ホルモン投与によりどのような影響を受

った。すなわち，この抑制物質は直接MAO活性を　　けるかを調べた。

低下させるのではなく，ミトコンドリア外膜に影響を　　　まず，甲状腺機能の変化によりラット心筋ミトコン

与え，2次的にMAO活性を抑制するものと考えら　　ドリア外膜自体のMAO活性は変化を受けないこと，

れた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　また勿vitroにおいてTsは直接ラット心筋ミトコ

　A，B，　Cの各分画に含まれるMAO活性抑制物質　　　ンドリア外膜のMAO活性を変化させないことが判

の分子量を推定すると，AはBの，またBはCの2倍　　明した。

であり，AはBの，また，　BはCのdimerである可能　　　そこでラット心筋105，000×g上清をラット心筋ミ

性が考えられた。また，Cは熱処理後にも依然MAO　　トコンドリア外膜に作用させるとMAO活性は著明

活性抑制効果を有する点から，CはMAO活性抑制　　に減少し，何らかの抑制物質の存在が推測された。

物質の最小単位としてきわめて安定した構造を有する　　BSA，ラット血清，ヒト血清，　Ca2＋，　Mg2＋，　Na＋，

ものと考えられた。データは示していないが，分画B　　K＋，EGTAを用いてこれらのMAO活性に対する

はトリプシン処理によりそのMAO活性抑制効果を　　影響を観察した結果，105，　OOO×9上清におけるMAO

失った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　活性抑制効果は，混在していた血清によるものであっ

　甲状腺ホルモンの作用により，ミトコンドリア内外　　たり，甲状腺ホルモン投与によるミトコンドリア内外

のイオン環境が変化することも知られている17）。　　　　のイオン環境の変化の結果である可能性は否定され

　このイオソ環境の変化がMAO活性に影響を与え　　た。そこで種々の甲状腺機能状態のラットにおいて，

る可能性を検討するため，Ca2＋，　Mg2＋，　Na“，　K＋，　　心筋105，000×9上清におけるMAO活性抑制効果を

EGTAの影響を調べたが，何の影響もみられなかっ　　Sephacryl　S－200ヵラムクロマトグラフィーを用いて

た。次に，ラット心筋105，000×g上清分画に混在す　　さらに詳しく分析すると，甲状腺ホルモソは，まず分

る血漕の影響を考慮したが，血清はMAO活性に影　　子量約17，000（分画B）と分子量約8，500（分画C）

響しないものと考えられた。さらにT8をミトコンド　　のMAO活性抑制物質を産生し，さらに大量の甲状

リア外膜に直接加え，伽痂zoでその作用を検討した　　腺ホルモンを投与すると，分子量約35，000（分画A）

が，ほとんど影響はなかった。　　　　　　　　　　　のMAO活性抑制物質を産生することによってMAO

　甲状腺ホルモンは細胞の核に作用し，蛋白合成系を　　活性を低下させていることが推測された。

刺激していると考えられている18）－23）が，この刺激系　　　この物質は，ミトコンドリア外膜のMAO活性を

と甲状腺ホルモンによる特有な生物反応系との間の直　　抑制するが，可溶化MAO活性に対しては影響しな

接的証明は未だ成されていない。本実験はMAO活　　いという事実から，ミトコンドリア外膜に対してまず

性抑制物質の合成におよぼす甲状腺ホルモンの直接的　　影響をおよぼし，ひいてはMAO活性を低下させて

作用については説明してはいないが，甲状腺ホルモソ　　いると考えられた。

が何らかのMAO活性抑制物質を合成する可能性を　　　分画A，　Bに得られた抑制物質は，熱処理により不

示した。さらに，甲状腺ホルモソにより合成された物　　活化されるが，分画Cに得られた抑制物質は不活化さ

質がMAO活性そのものにでなく，ミトコンドリァ　　れない性質を有するものと考えられた。

外膜に直接作用し，ミトコソドリアの機能全体に重要

・な影響をおよぼしている可能性が示されたことにより，　　本稿の要旨は昭和56年10月，第54回日本生化学会，

甲状腺ホルモソが生体にとって重要な調節的役割を果　　　昭和57年6月，第55回日本内分泌学会総会，昭和57年

たす蛋白の誘導を行っている可能性が示された。今後，　8月，7th　Asia　and　Oceania　Congress　of　Endo・

これらの甲状腺ホルモソに誘導される物質の精製，お　　crinologyで発表した。

よびそれらの他の代謝系への関与などを解明すること　　　御指導と御校閲を賜った，恩師　山田隆司教授なら

が課題であろうと考えられる。　　　　　　　　　　　びに橋爪潔志助手に深く謝意を表します。
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