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要約

　鰹節の熟成過程で数種類のノ　8pεrg沼認（E獄。蕊μ薦）属真菌が着生し、このことが鰹節のう

まみに重要な働きをしていることが知られている。我々はE獄。磁疏加酌碗。配疏から

benzohydroquinone色素flavoglaucinおよびauroglaucinを単離した。　Flavoglaucinについて

は、これまでに大腸癌抑制作用が報告されている。化学物質によるアポトーシス細胞死誘発機序

の1つにミトコンドリアのイオン透過性変化（permeability　transition）の誘発、チトクロム。

の遊離等．ミトコンドリアの機能への作用が関与していることが知られている。そこで今回、単

離ラット肝ミトコンドリアを用いて、両色素によるミトコンドリアの構造及び呼吸機能への影響

を検討した。その結果．両色素はミトコンドリアの膨潤化誘起作用およびで脱共役作用を示すこ

とが判明した。

Abstract

　　The　epiphytsis　of　／L8pεrgど〃賜8　6配賜ro孟如η⑳　fungi　to　dried　bonito　during　its　aging

process　is　critical　for　the　umami　taste。　We　have　isolated　the　benzohydroquinone

pigments　flavoglaucin　and　auroglaucin　from　the　dried　bonito　fungus　E獄。オ如η急

んε酌α冠。駕珊。Flavoglaucin　is　known．　to　repress　intestinal　carcinogenesis．　The　alteration

of　mitochondrial　function　such　as　permeability　transition　and　release　of　cytochrome　c　is

known　to　participate　in　the　induction　of　apoptosis　by　chemical　compounds．　In　this

study，　we　have　investigated　the　effects　of　flavoglaucin　and　au．roglau．cin　on

mitiochondrial　structure　and　respiratory　function，　using　isolated　rat　liver　mitochondria、
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Both　pigments　were　found　to　induce　mitochondrial　morphological　alteration（swelling）

and　to　exert　the　uncoupling　e：ffect　on　oxidative　phosphorylation．

嘱．序論

　納豆や醤油、みそといった日本古来の食品の多くは、その熟成課程で真菌の働きが大きく関与

している。鰹節は、その熟成過程で数種類のA8pεrg沼欝岬岬。伽副属真菌が着生し、このこ

とが調理時のうまみに重要な働きをしていることが知られている（D。

　真菌が産生する2次代謝産物の中には、肝毒性や発がん性などヒトの健康に有害なものが多種

類発見されているが、鰹節に着生する真菌はそのような有害物質を生産しない。ウサギを用いた

主色素flavoglaucinの毒性実験では大量投与により弱い肝毒性が見出されているのみである（2）。

　Flavoglaucinおよびauroglaucin（Fig。1）は、　A8pεrg認粥四群。磁剃属が産生する

benzohydroquinone色素で構造上飽和炭化水素鎖と不飽和炭化水素鎖を有することで異なり．

現在までにラジカル捕捉作用（3）や抗酸化作用（4）、大腸癌抑制作用（5）等、人の健康に有益であ

ることを示唆する働きが報告されている。
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　　　　　　　　　　Fig．　l　Structures　of刊avoglaucin　and　auroglaucin

　ミトコンドリアの主な働きは、ATP合成と、細胞内Ca濃度の維持であるが、その他に細胞

死の調節、ROS（活性酸素種）生成等も行われる。外因性の化学物質によるアポトーシス細胞

死誘発機序の1つに、イオン透過性変化（permeability　transition）の誘発、チトクロム。の
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遊離等、ミトコンドリアの機能の変化が関与していることが知られている（6）。Flavoglaucinの

ミトコンドリア呼吸系への影響は、既に河合らにより検討されており、低濃度で顕著な脱共役作

用を示すことが確認されている（7）。しかしauroglaucinのミトコンドリアへの影響については

いまだ詳細に報告されていない。そこで．本研究ではラット肝ミトコンドリアを用いて、

auroglaucinのミトコンドリアの構造および機能への影響についてflavoglaucinと比較検討し

た。

艶。実験材料および実験方法

D実験試薬

　Flavoglaucinおよびauroglaucinは、　E解。磁疏勉酌碗。配薦から単離、精製した（3）。両色

素は、実験にはNヂNdimethylformamide（DMFA）溶液として用いた。

Tris《Hydroxymethyl）aminomethane（Trisと略記）、　ADPおよび牛血清アルブミン（BSA，

fractionV）は．　Sigma　Chemical　Co．よりそれぞれ購入した。その他の試薬は、全て市販晶特

級試薬を用いた。

2）実験方法

2）一1　ラット肝ミトコンドリア画鈴の調製

　ミトコンドリア画分は、基本的にはSchneiderの方法（8）に従い、河合らにより一部改良され

た方法（9）に従って．ラット肝ホモジネートから調製した。調製用溶液として0。5mM　EDTA、

10mM　Tri3HCIを含む0。25M　sucrose（pH7。4）を用いた。操作は全て4℃以下で行った。調製

したミトコンドリア野分は、2～3mlの冷ショ糖溶液に懸濁し、氷已下に保ち2～3時間以内に

実験が終了するように使用した。

2）遭　ラット肝ミトコンドリアの呼吸活性の測定

　ミトコンドリアの呼吸活性はGalvani型酸素電極（飯島電子工業）を用いて測定した。呼吸

活性測定用反応液はOJ5M　KCI．5mM　MgC12．1mM　EDTA．5mM無機リン酸および20mM

Tri3HCI（pH7．4）を含み、使用30分前から30℃恒温槽中で温度および溶存酸素量を平衡化した。

ミトコンドリアは等張反応液に懸濁させ、呼吸基質（グルタミン酸またはコハク酸）を添加し、

その後ADPを加えるとリン酸化反応が始まり、呼吸は加速される。この状態をstate　3呼吸と

呼び、ADPが消費されて呼吸が抑制された状態をstate　4呼吸と呼ぶ。このstate　3呼吸と

state　4呼吸の比率をrespiratory　control（RC）比として、また添加ADP（nmoDと消費酸

素量（natom）の比率からADP／0比をそれぞれ求めた。　RC比およびADP／O比の低下は脱共

役作用を示す。State　3呼吸の阻害比はコントロール値を100として計算した。　State　3呼吸の阻
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害はミトコンドリア内膜のイオン透過阻害や電子伝達（呼吸鎖）阻害等複数因子により影響され

るため、呼吸鎖酵素への直接の阻害を表しているものでは無い。

2）3　ラット肝ミトコンドリアの膨潤化の測建1

　ミトコンドリアは膨潤化に伴って光散乱性が低下（吸光度の低下）することから、Tedeschi

とHarrisの方法G⑪）に従い、550nmの吸光度の減少をBeckman自記分光光度計DU－70を用い

て測定した。測定用反応液は0．15M　KCI．20mM　Tris－HCI（pH7．4）を含み、室温で測定した。

2）蝿　タンパク質の定量

　タンパク質は標準物質としてBSAを使用し、：Lowryらの方法（n）により測定した。

3．実験結果

D　FI鯉◎蜘u伽および繊uro蜘uclnによるミトコンドリア膨潤化の誘起

　Fig。2にflavoglaucinのミトコンドリア膨潤化誘起作用を分光学的に検討した結果を示した。

KCI等張液に懸濁したミトコンドリアにflavoglaucinを加えると、550nmの吸光度が急速に低

下した。このことは、flavoglaucinがミトコンドリアの膨潤化を誘起したことが示唆された。

Flavoglaucinによるミトコンドリアの膨潤は透過性遷移阻害剤であるcyclosporin　Aにより完

全に阻害された（Fig。2）。膨潤化の速度およびスケールは、　flavoglaucinの濃度の増加に依存し

て増大した（Fig．2）。次にAuroglaucinによるミトコンドリアの膨骨化誘起作用を測定した。

Auroglaucinの添加によりミトコンドリアは三明化を引き起こしたが、膨下野は継続すること
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　Fig．21nduction　of　mitochondrial　swelling　by　flavoglaucin　in　isotonic　KCI　medium

The　reaction　medium　was　composed　of　O、、15　M　KCI，20　mM　Tris－HCI，　and　O、、22　mg　oヂ

mitochondrial　pmtein　in　a　final　volume　oヂ2。5　m：L（pH7、、4）．　The　numbers　at　the　end　of

each　curve　show　the　final　concentrations　of　flavoglaucin．　CA　indicates　cychrosporin　A．
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なく途中で停止した（Fig3）。　Auroglaucinによる膨潤化反応の停止後にflavoglausinを添加

すると反応は再進行した（Fig3）。結果には示さないがAuroglaucinの作用もcyclosporin　A

の添加により完全に阻害された。
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　Fig．31nduction　of　mitochondrial　swelling　by　auroglaucin　in　isotonic　KCI　medium

O．18mg　of　mitochondrial　protein　was　contained　in　a　final　volume　of　2。5　mL　reaction

medium（pH　7．4）。　Reaction　conditions　were　the　same　as　in　Fig。2。

2）　Fl釧◎蜘uclnのミトコンドリア呼吸系への影響

　ミトコンドリアのNAD系呼吸へのflavoglaucinの影響について酸素電極を用いて検討した

（Fig．4）。調製したミトコンドリアはオキシグラフのコントロール曲線で示したように呼吸鎖と

リン酸化系が強く共役した呼吸活性を示し、明瞭なstate　3呼吸とstate　4呼吸が認められた。

RC比とADP／O比はそれぞれ6．6と2．7であった。　Flavoglaucinをstate　4呼吸に添加すると、

その後のstate　3呼吸がわずかに抑制される一方、　state　4呼吸が著しく加速された。このことか

らflavoglaucinがミトコンドリアの呼吸系に対して脱共役作用を有することが示唆された。

Fig。5にflavoglaucinの濃度依存性のRC、　ADP／○比およびstate　3呼吸への影響を示した。

Flavoglaucinを添加するとState　3呼吸が抑制される一方State　4呼吸は加速され．　RC比が顕

著に低下した。ADP／O比も濃度依存的に低下したことからflavoglaucinが脱共役作用を有す

ることが示された。
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　　　　　　　Fig．4Effect　of　flavoglaucin　on　mitochondrial　NAD－linked　respiration

The　reaction　medium　contained　O．15　M　KCI，5mM　MgC12，5mM　inorganic　phosphate，0．5

mM　EDTA，20mM　Tri鋭HCI，　and　O。8　mg　of　mitochondrial　protein　in　a　final　volume　of
2。O　m：L（pH7。4）．　The　reaction　was　carried　out　at　30℃．
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Fig．5Uncoupling　e鐸ect　of　flavoglaucin　on　mitochondrial　respiration

　　　　　　　　　　R㈱ction　conditions　were　same　as　in　Fig．4．

3）Aw◎蜘u伽のミトコンドリア呼吸系への影響

　Fig。6にauroglaucinのミトコンドリアのNAD系呼吸への影響を検討した結果を示した。コ

ントロールではミトコンドリアは明瞭なstate　3呼吸とstate　4呼吸を示し、　RC比とADP／O比

はそれぞれ12と2。9であった（Fig．6）。　State　4呼吸に添加したauroglaucinは、その後のstate
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3呼吸を抑制しstate　4呼吸を加速させることでRC比およびADP／0比を顕著に低下させ、そ

の作用は濃度依存的であった（Fig。7）。これらの結果からauroglaucinはflavoglaucinと同様

に脱共役作用を示すことが明らかとなった。
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　　　　　　　Fig．6Effect　of　auroglaucin　on　mitochondrial　NAD－linked　respiration

O、、45mg　of　mitochondrial　pmtein　was　contained　in　a　final　volume　of　2、、5　mL　reaction

medium．　Other　reaction　conditions　were　the　same　as　in　Fig．4．
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Fig．7Uncoupling　effect　of　auroglaucin　on　mitochondrial　respiration

　　　　　　　　Reaction　conditions　were　the　same　as　in　Fig。6．
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羅．考察

　Flavoglaucinとauroglaucinについてミトコンドリアの構造に及ぼす影響を検討したところ、

等張KCI溶液に懸濁されたミトコンドリアは、低濃度のflavoglaucinで顕著な膨潤化を誘発し

た。Auroglaucinはflavoglaucin同様、膨二化を起こしたが、膨潤化の過程がflavoglaucinと

異なることを示唆する結果が得られた。立体構造の差によるものなのか、脂溶性の相違に基づく

ものなのかについては不明であるが、二重結合がミトコンドリアの構造変化（膨潤化）には直接

関与しないことが示唆された。

　両物質のミトコンドリアの膨潤化に関する分子機序が異なることを示唆する結果が得られたこ

とから、ミトコンドリア呼吸系への影響について酸素電極を用いて比較検討した。Flavoglaucin

とauroglaucinは、　NADおよびコハク酸酸化系呼吸のstate　3呼吸を抑制する一方state　4呼吸

を加速させる（脱共役作用）ことでミトコンドリア呼吸系を損傷することが剖明した。脱共役作

用を示す化学物質のほとんどが脂溶性の弱酸に属し、ミトコンドリア内膜を介するH＋濃度勾配

藍∠］p田を消去する性質を有することが明らかにされているがq2）、両色素による脱共役作用

の分子機序は、その化学構造から生理的pH環境でH＋の解離を伴うことは考えられない。その

ため両色素がミトコンドリア内膜の構造変化を起こし、H＋のリークを発生させたことによると

思われるが、その機序の解明には更なる実験が必要である。Auroglaucinはflavoglaucinと比

較してstate　3呼吸抑制作用が強く．抑制された呼吸はミトコンドリア呼吸鎖の阻害剤

antimycin　Aおよびrotenoneの阻害部位を越えた電子伝達バイパスを形成するN，N，N，N

tetramethyLP－phenylenediamine（TMPD）により開放されたことから、脱共役作用に加えて

電子伝達阻害作用も示すことが示唆された。詳細な阻害機序に関しては今後さらに検討する必要

がある。

　現在までに、酸化的リン酸化の脱共役作用を示し、ミトコンドリアの膨干割を誘発するカビ毒

や薬物が多数見出されているがq3）、脱共役作用と膨潤化誘起作用とは必ずしも平行しないこと

から、flavoglaucinとauroglaucinの除共役作用と膨潤化誘起作用の関連性については今後更

に詳細に検討する必要がある。本研究によりflavoglaucinおよびauroglaucinがミトコンドリ

アの構造と機能に対して傷害作用を示すことが明らかとなったが、単離肝ミトコンドリアを用い

たin　vitro実験であり、またかなり高濃度下での実験であることから、本結果は直接両色素の

in　vivO肝毒性を示唆するものではないと考えられる。
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