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Mitochondriaの 構 造 と機能 に 関す る研 究は その

energy transducing mechanismと 関係 して近年 著 し

く進歩 して来 た1).特 に細胞 内 エネルギー 代謝 制御

機構 の研究 は生化学 の分 野に於 け る大 きな課題 であ

り, mitochondriaの 解体再 構成法 とあい まつて, in

tactなmitochondriaの エネル ギー代 謝に 関連 した

形態変化 が注 目され る所 とな つてい る.私 達 は癌細

胞 に於 け るエ ネル ギー代謝調節機構 を研究 す る一つ

の方法 と して, mitochondriaが 示 す酸素消 費をoxy

metricに 測定 し酸化 的燐酸化能 を測 るとと もに,こ

れ ら酸 素 消 費 に と もなつて 示 され るmitochondria

内結合型 のpyridine nucleotideの 酸 化 還 元 及 び

mitochondriaの 構造変 化を 同時 に記録測定 す ること

を試 みその装 置を試作 す ることに成 功 した.本 論文

では主 と して この装 置について記述 し,ラ ッ ト肝 よ

り分離 したmitochondriaで 見 ら れ る酸 素 消 費,

 pyridine nucleotideの 酸化還元,形 態変 化の三者 の

関係 について述 べ る.

装 置 の 概 略

本装 置は反応 液中に溶存 する酸 素張力 の変化,即

ち, mitochondria或 いは遊離細 胞等が示 す酸素消費

量 を測 定す るoxymeterと, mitochondriaのswelling-

shrinkageと して 知 られてい る容積 変化測定 の ため

の90° 光散乱装 置及 びmitochondria内 結 合型py

ridine nucleotide酸 化還元 を測定 する螢光分光 装置

の三 者 よ り構成 されて い る(図1, 2).

1. オキ シ メー ター(oxymeter)

Fig. 1.　 Autline of the apparatus.

tang. lamp: tangsten lamp, monochrometer: Prism

 monochromator, H: half mirror, 650mμ: 650mμ 

filter, 1P22: photomultiplier, D. C. amp.: D. C.

 amplifier, recorder: autorecorder, stabilizer: sta

bilizer, Hg lamp source: mercury lamp source, Hg:

 mercury lamp, 7-54: Corning No. 7-54: or Hitachi

 365mμ filter, 3-73: Corning No. 3-73 filter, grat

ting M. M.: grating monochromator, 1P21: photo

multiplire, Pt: rotating platinum electrode, motor:

 synchronous motor, C. H. cell: caromel half cell,

 oxymeter: oxymeter constructed dy the method of

 Hagihara2).

oxymeterは 萩原氏 考案2)に よる セ ミクロー ズシ

ステ ムの回転 白金電 極に よるポー ラログ ラフ ィック

法に従つ て作 製 した.即 ち,液 漕 は図3の 如 き長方

体 の三面石英 カ ラスよ りな るlight pass 1cm,容 積

2mlのcell中 に 回転 白金電 極を挿 入 し,電 解電 圧

は-0.6Vと し配線 はすべて 萩 原氏法2)に 従 つた.

 Cellは 図3に 示 す如 く一面 及 び上面 にそれ ぞれ2個

の小 穴を も うけ,上 面 の中心 にあ る穴 よ り回転 白金

電 極を挿入 し他の穴 は物 質添加 のために使用,又,

側面 の一 つの穴 はKCl-寒 天橋 によ りカロ メル半電

池 に導 き,一 つの穴 は添加物攪伴 の ため細 い ビニー

ル管で攪拌 用 ピス トンに連結 した.記 録計 は横河電

機製作所 の電 子式大 型記録計(60型ER)を 使用 し
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た.又 試料cellの 外側 は 一定 の 温度に保 て る様恒

温槽 を取 付 けた.こ の よ うに して作 られたoxymeter

は コハ ク酸基質下25° の反応で正 常 ラ ッ ト肝mito

chondria 1mg蛋 白 当 り10μMO2/minの 酸素消 費を

示 しWarburgマ ノ メー ター の測定値 とほぼ 一致 し

た値を 得 る事 が 出来た.又cell内 溶存酸 素 をN2

ガ スにて取 除 き30分 間回転 白金電極 を回 転 し続 けた

状 態に於 て 酸素 の 溶解 は10mμ atoms以 下 で, 10

分以内の反応時間中に於いて溶入する酸素による誤

差はほとんど考慮に入れなくてもよい.感 度その他

は萩原氏考案によるものとほぼ同じ様に製作した.

Fig. 2.•@ Photographs of the apparatus. Fig. 3.　 Photograph of a cell for polarographic,

 90° light scattering and fluorometer.

2. 90° 光散乱 装置

図1, 2に 示す如 く,光 源 は 定電圧電 源 を もつ タ

ング ステ ン灯 をプ リズムモ ノクロメー ターにて分光

し650mμ の光 線をcellに 導 き,そ の光 に対 し90°
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方面 に図4に 示 す650mμ の フ ィル ターを置 きpy

ridine nucleotideの 螢光(440～445mμ)3)を 完全 に

取除 き,図5に 示 す様な感度 曲線を もつ光電増 巾管

1P22に て 受 光 し直流増 巾器 にて 増 巾,横 河電機 製

作所 の電 子大型記 録計(60型ER)に て記録, 650mμ

による90° 光散乱 を百分率 にて示す よ うに した.

Fig. 4.　 Typical transmittance curve of filter

 for registration of 90° light scattering at

 650mμ.

Fig. 5.　 Typical r lative response curve of

 photomultiplier 1P22 for registration of

 90° light scattering at 650mμ.

Fig. 6.　 Relation between the optical density at

 520mμ and wet weight of mitochondria in equal

 protein contents. Rat liver mitochondria (0.5g

 tissue equivalent) were added to 50ml of

 0.15M KCl-0.02M Tris-HCl buffer (pH 7.4)

 containing Na-oleate ranging from 0.001 to

 0.005 per cent and were incubated at 25° for

 40 minutes. The changes of optical adsorbancy

 after incubation at 520mμ were measured using

 1.0cm cell. The mitochondria were collected

 by centrifugation and wet weight were deter

mined.

此 の 装 置 で 示 され るmitochondriaのswelling-

shrinkage度 合 は520mμ の 吸 光 度 に よ る 膨 潤 収 縮

度 合 や520mμ の90° 光 散 乱 で 示 さ れ るそ れ と 完 全

に 平 行 し,図6, 7に 示 す 如 く650mμ で 示 さ れ る

90° 光 散 乱 の 値 はmitochondria内 含 水 量 の 変 化 を

示 す もの と 考 え ら れ る.(注,こ の場 合mitochondria

量 が3mg protein/mlを 越 え る時 は90° 光 散 乱 値 と

膨 潤 収 縮 度 合 は 直 線 的 関 係 か らは ず れ る)4).

Fig. 7.　 Relation between the changes of optical

 absorption at 520mμ and changes of 90° light

 scattering at 650mμ of mitochondria. Mito

chondria were incubated in 2ml of 0.05M

 sucrose, 40μM EDTA, 20mM KCl, 20mM

 K-phosphate buffer (pH 7.4) at 24°.

3. 螢 光分光装 置

Fig. 8.　 Typical transmittance curve of filter

 Corning No. 7-54 for excluding visual radia

tion above 410mμ. It was used for excita

tion light.

オ リンパ ス光学 製の紫外 線顕微鏡用 の 水銀灯 を光

源 と し,図8に 示 す如 き可 視光線 不透過 のCorning 

7-54 (9863)あ るい は 日立 製 作 所 の365mμ フ ィル

ター に て 主 と して365mμ の 輝 線 を 励 起 光 と し,

 650mμ の 光 路 に 半 鏡 を 挿 入 しcellに 導 く. Cell内

のmitochondriaのpyridine nucleotideの 発 す る螢
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Fig. 9.　 Typical transmittance curve cf filter

 Corning No.　 3-73 for excluding ultraviolet ra

diation above 410mμ. It was placed befor

 grating mirror monochromator to climinate

 direct primary scatter and possible second order

 ultraviolet transmission above 430mμ.

Fig. 10.•@ Typical relative responce curve of pho

tomultiplier 1P21 for registration of fluores

cence light.

Fig. 11.　 Fluorescence emission spectrum of reduced

 pyridine nucleotides of rat liver mitochondria

 suspended in the medium of 0.1M sucrose,

 20mM KCI, 5mM Tris-HCl buffer (pH 7.4),

 50μ MEDTA, 1mM MgCl2, 3mM K-phosphate

 buffer (pH 7.4) and 3mM Na-succinate. The

 curve was obtained by excitation at 365mμ

 using Farrand fluorometer.

Fig. 12.　 Excitation spectrum of reduced pyridine

 nucleotide fluorescence of rat liver mitochondria

 in the medium ae described in Fig. 10. The

 curve was obtained by registration at 450mμ 

using Farrand fluorometer.

光 は445mμ に 最 大 螢 光 を 示 す.従 つ て こ の 螢 光 を

得 るた め, Corning 3-73 (3389)(図9)に て 励 起

光 を 完 全 に 取 除 き,更 にFarrand Optical Co. INC.

のgrating monochromatorに て 分 光 し445mμ の 螢

光 の み を 受 光 部 に 導 い た.こ の よ うに して 得 られ た

光 を 図10に 示 す 如 き450mμ 附 近 に 最 も 高 い 感 度

を もつ光電子 増倍管1P21で 受光 し,直 流増 巾器に

て増 巾 し東亜電 波工業 の 高感度 記 録計EPR-2T型

で記録 した.従 つて この 装置 によ り365mμ で励起

されたpyridine nucleotideは440～445mμ の螢光

を発 し励起光 の爽雑 な しに440～450mμ の螢光度 を

測定 出来 る. Farrand螢 光分光 光度計 によ り測定 さ

れ たmitochondriaのpyridine nucleotideの 螢 光 と本

装 置を使 用 して測定 され たそれを比較 し本装 置の依

頼度を確 かめて見 た.即 ち, Farrand螢 光光 度計の

cellに 自動 回転攪拌棒 を挿入 し外側 か ら試 薬 を 導

入 す る 様 考 案 し,光 学 系 は クセ ノンランプ の 光 を

Corning 7-54に て 可 視光を 取除 き, grating mono

chromatorに て 分光, cellか ら出る螢 光 はCorning

 3-73に て 励起 光を 取 除 き螢 光 の みを 取 出 し,更 に

grating monochromatorに て 分光,光 電 管1P21に

て 受光 し東亜 電波工 業の 高感度記録 計EPR-2T型

にて記 録 した.こ の よ うな光学 系を もつ螢光分光装

置に ラッ ト肝 よ り分 離 したmitochondria約0.5mg

 proteinを0.1M sucrose 3ml中 に 懸 濁 し,励 起 光

を360mμ と してmitochondria内pyridine nucleo

tideの 螢 光 を 分 光 す る と 図11の 如 く445～450mμ

に 最 大 螢 光 を もつ420～620mμ の 広 い螢 光 を示 す.

勿 論 こ の 場 合, 410mμ 以 下 の 励 起 光 の爽 雑 は な い.

又, 450mμ を 受 光 光 と し 励 起 光 を 変 化 せ しめ る時

図12に 示 す 如 く, 330～340mμ の 光 で 最 もよ く励

起 され るが 可 視 部 の 爽 雑 はCorning 7-54で 完 全 に
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取除 かれ る.即 ち,こ の光学系 に於 いてmitochondria

のpyridine nucleotideは 励起光 の 光 散乱 の爽 雑を

全 く受 けず螢光 の強度 を示す事 が明 らかで あ る.試

作 の装 置につ いて365mμ を励起光 と した場合 も図

13に 示す如 くほとんどFarrand螢 光分光光 度計 と

同一 の螢光 曲線 を得 ることが出来た.こ の場合螢光

の スペ ク トラム は440～450mμ に 最 大 エ ネル ギー

を見 た.従 つ て実験 に 当つては 螢光 は440～455mμ

で受光 した.今,同 時 に 分 離 さ れたmitochondria

を同一 の反応液 中に懸濁せ しめ,Farrand螢 光分光

器及 び試作 の螢 光分光器 に より同一 の反応を行 わ し

め,そ のpyridine nucleotideの 酸 化 還元 を 記 録 し

比 較す ると 図14の 如 く全 くその反応 様式 は封合 し,

本 装置で 充分に 還元 型pyridine nucleotideの 量的

変 化を 測定 出来 る 事が 明 らか になつた. (こ こで注

意 すべ きは添加 剤の360mμ の吸収 に よるquenching

であ る)

Fig. 13.　 Fluorescence emission apectum of reduced

 pyridine nucleotides of rat liver mitochondria

 in the medium as described in Fig. 10. Curve

 was obtained by excitation at 365mμ using the

 apparatus constructed by 'he authors.

以 上の事 か ら試 作の装 置に よ りpyridine nucleotide

の螢 光 と90° 光散乱 を 同時 に 二 つの 波長 で測定 出

来 る可能性が 示唆 され るが,実 際両者 を同時に測定

し,各 々の光 源を点 減 して その 影 響 を み ると 図15

に 示 す如 く90° 光 散 乱 に は360mμ の 励 起 光 や

pyridine nucleotideの 螢光 は 全 く関 係 せ ず,又,

 650mμ の90° 光散 乱用光線 はpyridine nucleotide

の螢 光に全 く関与 しない ことか らも二つ の光源で そ

れ ぞ れpyridine nucleotide及 び90° 光 散 乱 を 同 時

に測 定 し得 ることが明 らかに され た.

Fig. 14.•@ Comparison of curves of fluorescence 

intensity of pyridine nucleotides in rat liver 

mitochondria obtained by using fluorometers of 

Farrand and the constructed apparatus. Mito

chondria were suspended in the medium as 

described in Fig. 10 except K-phosphate and 

Na succinate. Added reagents were 3mM K-

phosphate, 3mM Na-succinate and 100μM ade

nosine-diphosphate (ADP).

Fig 15.　 Fffect of excitation light or fluorescence

 emission light on the 90° ligh scattering at

 650mμ and 650mμ light for 90° light scatter

ing on the fluorescence emission ligh.

本 装 置 を 使 用 し測 定 した 実 験 の 一 例

前 報 で 述 べ たHogeboomの 変 法5)で 分 離 さ れ た

ラ ッ ト肝mitochondriaを0.1M sucrose, 20mM KCl, 

5mM Tris-HCl buffer (pH 7.4), 50μM EDTA,

 1mM MgCl2よ りな るcell内 のincubation mixture
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に 懸 濁 す る と,図16に 示 す 如 く 内 発 呼 吸 に と も な

うpyridine nucleotideの 螢 光 及 び ゆ るや か な 膨 潤 が

示 され る. 1分 後 に3mMのK-phosphate (pH 7.4)

を 添 加 す る と 酸 素 消 費 は 僅 か に 増 加 し, pyridine

 nucleotideの 急 激 な 酸 化 と比 較 的 ゆ るや か な膨 潤 が

示 され る.更 に1分 後 に3mMのNa-succinateを

添 加 す る と,呼 吸 はGhance's state 46)と な り,

 pyridine nucleotideは 著 し く還 元 さ れ,同 時 に 膨 潤

度 合 は増 加 す る.更 に1分 後, 100μMのadenosine-

diphosphate (ADP)を 添 加 す る と,呼 吸 はChance's

 state 36)と な り 呼 吸 調 節 能(respiratory control

 index) 3.7が 示 されpyridine nucleotideは 再 び 急

激 に酸 化 され, mitochondriaは 収 縮 す る.添 加 さ れ

たADPが 燐 酸 化 されadenosine triphosphate (ATP)

に な りstate 4に 帰 る とpyridine nucleotideは 再

び 還 元 され 形 態 も 膨 潤 に 変 る.こ の 場 合pyridine

 nucleotideの 酸 化 はADP添 加 で 極 め て 急 激 に酸 化

さ れ るがstate 3に あ る 間 で も一 定 の レベ ル 以 上 は

酸 化 され ず 次 第 に還 元 され る傾 向 を示 し, state 4に

帰 る と 同 時 に急 激 な 還 元 を 示 す.次 に この よ うな 条

件 下 で 酸 化 的 燐 酸 化(oxidative phosphorylation)の

共 範 阻害 剤(uncoupler)で あ るNa-oleate (0.16mM)

を 添 加 す る とuncouplingに と も な い 呼 吸 は 解 放 さ

れ, pyridine nucleotideは 激 し く酸 化 状 態 とな り,

形 態 は 収 縮(shrinkage)状 態 へ と 変 化 す る.

Fig. 16.　 Simultaneous measurement of oxidation-

reduction of pyridine nucleotides, respiration

 state and 90° light scattering st 650mμ in rat

 liver mitochondria in the medium of 0.1M

 sucrose, 20mM KCl, 5mM Tris-HCl buffer

 (pH 7.4), 50μM EDTA and 1mM MgCl2 at

 25°. Arrows show an addition of substance.

 Uppertrace refer to the oxygen concentration

 in the medium, middletrace to the 90° light

 scattering at 650mμ and undertrace to the

 fluorescence intensity of pyridine nucleotides.

 The time moves from left to right and down

ward deflections indicate oxygen consumption,

 swelling and oxidation of pyridine nucleotides.

以 上 の 如 きmitochondria内 に お け るpyridine

 nucleotideの 現 象 は す で にChance一 派 に よ り くわ

し く研 究 され て い るが,本 装 置 を 使 用 す る こ と に よ

りChanceら の 結 果 に,さ らに90° 光 散 乱 に よ る

mitochondria形 態 の 変 化 を 同時 に 記 録 出来 る よ うに

な つ た.今 此 処 に示 した 三 者 の 相 関 々係 を 理 解 す る

た め, Lehninger7)及 びSlater一 派8)のphosphoryla

tion sequenceを 合 せ 考 え て 次 の様 なphosphorylation

 sequenceを 提 出 し以 上 の現 象 に考 察 を 加 え る.

Aox+Bred〓Ared+Box… …(1)

Ared+ME〓Ared-ME… …(2)

Ared-ME+Cox〓Aox～ME+Cred…(3)

Aox～ME+Pi〓Aox+P～ME… …(4)

P～ME〓ME～P… …(5)

ME～P+ADP〓ATP+ME… …(6)

Aox～ME+φ →Aox+φ-M+E… …(7)

P～ME+φ →P+φ-M+E… …(7′)

φ-M〓 φ+M… …(8)

今A, B, Cは 電 子 伝 達 系 の 酸 化 還 元 物 質 を 示 し,

 MEはcoupling enzymeを 示 す.又 φ はuncoupler

を 示 し, M+Eはlooselyにuncouplingし たmito

chondriaのcoupling enzymeを, Piは 無 機 燐 を示

す.こ のsepuenceは 我 々が 色 々のuncouplerやion

 transportに 関 す る実 験 結 末 か ら 誘 導 した もの で あ

る.

今,図16に 示 した実 験 結 果 を こ のsequenceに あ

て は あ て 考 え る とsteady ststeへ のPiの 添 加 に と

も な うpyridine nucleotideの 酸 化 は, Fi添 加 に と

も な うわ づ か の酸 素 消 費 か ら も 明 らか な如 く内 発 呼

吸 を 内 在 基 質 酸 化 以 上 に 増 加 せ しめ る た め と考 え ら

れ(1)式 の 反 応 以 上 に(4)式 の 反 応 が 増 加 す る こ

と に よ る.又state 4に お い て は 呼 吸 の増 大,即 ち

(1)式 の反 応 と あ い まつ て(3)～(4)式 で 形 成 され

た 中 間 体 の 増 大 に よ りsuccinateか らpyridine

 nucleotideへ のreversal electron transport9)に よ る

も の で,こ れ と 平 行 して こ の 中 間 体(P～ME)の

増 大 はmitochondriaのswellingを 誘 起 す る4) 10).

 State 3に お け るpyridine nucleotideの 酸 化 は 呼 吸

の 増 大 か ら も 明 ら か な如 く,基 質 酸 化 即(1)式 の 反

応 よ りは(6)式 の 反 応 の 方 が 反 応 速 度 が 早 い た め と

理 解 され,さ らにADPに よ りP～MEの 減 少 を き

た しmitochondriaはshrinkageを 示 す.然 し こ の

場 合,添 加 のADP量 の 燐 酸 化 に よ りstate 4に 帰
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る場 合 は 先 づpyridine nucleotideが 還 元 され る が

これ は(2)～(6)式 の反 応 が(1)式 よ り ゆ るや か に

な るた めreversal electron transportが 増 大 す る た

め と 考 え られ る.こ れ に 次 い で 中 間 体 が 増 加 し

mitochondriaは 再 びswellingす る.さ ら にun

couplerの 添 加 に と もな い φ-Mの 形 式(7′)(8)式 で

呼 吸 は 解 放 さ れP～MEの 形 成 は な く従 て これ ら中

間体 の エ ネ ル ギ ー を使 用 して 示 され るsuccinateか

らpyridine nucleotideへ のreversal electron trans

portは 示 され ずpyridine nucleotideは 一 方 的 に 酸

化 状 態 へ と近 づ くが 一 定 レベ ル 以 上 の 酸 化 は容 易 に

起 ら な い.又,P～MEの 減 少 は 形 態 的 に もshrinkage

と して 現 わ れ る よ うに な る.

以 上 の 如 く 試 作 の 装 置 を 使 用 す る こ と に よ り

mitochondriaの 機 能 と 形 態 を 種 々の 角 度 か ら観 察 出

来 る こ と が 明 ら か に され た.

結 論

癌 細 胞 エ ネ ル ギ ー 代 謝 調節 機 構 を 解 析 す る一 方 法

と して エ ネ ル ギ ー 転 換 機 構 の場 で あ るmitochondria

の形 態 と 機 能 の 関係 を 研 究 す る た め, mitochondria

の 酸 素 消 費 とpyridine nucleotideの 酸 化還 元 及 び

90° 光 散 乱 に よ る形 態 変 化 を 同 時 に 測 定 出来 る装 置

を 試 作 し た.

反 応 液 中 のmitochondriaに よ る 酸 素 消 費 は 萩 原

氏 法 を 改 良 し 本 装 置 の 光 学 系 に 石 英 ガ ラ ス の 液 槽

(Cell)を 組 入 れ,そ の 中 に 回 転 白 金 電 極 を もつ ポー

ラ ロ グ ラ フ ィ ッ ク法 に よ り 自動記 録 せ しめ た.

Mitochondriaのswelling-shrinkageは650mμ の

90° 光 散 乱 測 定 に よ つ て 観 察 され 得 る.こ の 装 置 は

プ リズ ム分 光 に よ り650mμ の 光 を 液 槽 に 照 射 し,

 90° 方 向 に650mμ の 赤 い フ ィル ター を 置 き,光 電

増 倍 管1P22に て 受 光 し増 巾,自 動 記 録 出来 得 る.

Mitochondria結 合 型 のpyridine nucleotideの 酸

化 還 元 は 螢 光 分 光 々度 計 に よつ た.即 ち,水 銀 灯 の

365mμ の 輝 線 をCorning 7-54フ ィル タ ー あ るい

は 日立 製 作 所 製 の365mμ の フ ィル ター に て分 離 し,

プ リズ ム分 光 器 と試 料 液 槽 の 間 に 半 鏡 を 置 い て 液 槽

に365mμ の 光 線 を 照 射 し,還 元 型 のpyridine

 nucleotideに よ り 発 せ られ る 螢 光 を90° の 方 向 に

Corning 3-73フ ィル タ ー を 置 き 励 起 光 の散 乱 光 を

取 除 き, grating monochromatorに て445mμ の 螢

光 を 分 離 し,光 電 増 倍 管1P21に て 受 光,増 巾後 自

動 記 録 せ しめ た.

こ の 方 法 に よ り一 つ の 試 料 に つ い て 同 時 に酸 素 消

費, 90° 光 散 乱,螢 光 の 三 者 が 測 定 記 録 出来, 90°

光 散 乱 の た め の650mμ の 光 は 螢 光 に全 く影 響 を 与

え ず,逆 に650mμ の 散 乱 光 に 対 して360mμ の 励

起 光 やpyridine nucleotideの 螢 光 は 影 響 の な い こ

と が 明 ら か に され た.

最 後 に ラ ッ ト肝mitochondriaのpyridine nucleo

tideの 酸 化還 元,呼 吸 活 性, swelling-shrinkageの

三 者 の 相 関 々係 を 本 装 置 に よ り測 定 記 録 した 結 果 を

示 し それ に対 して 若 干 の 考 察 を 加 え た.

お わ りに の ぞ み 測 定 器 具 作 製 の た め御 助 力 を戴 い

た 難 波 毅 氏 に深 謝 の 意 を表 し ます.
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An apparatus for simultaneous measurement of 90° light scattering,

 pyridine nucleotide fluorescence and oxygen consumption 

of mitochondria

By

Kozo Utsumi,

Goki Yamamato

Hiroyuki Urakami

(Department of Biochemistry, Cancer Institute of Okayama University Medical School, Okayama, Japan)

and

Keiko Nishikaze

(Department of Pathology, Okayama University Medical School)

An apparatus for simultaneous measurement of 90° light scattering, pyridine nucleotide

 fluorescence and oxygen consumption of mitochondria was designed and constructed for the pur

pose to study the mitochondrial structure and function.

Oxygen consumption was measured by rotating platinum eleotrode by the modification of

 Hagihara's method, attached in the cell of the apparatus .

Mitochondrial swelling and shrinkage were measured by 90° light scattering at 650mμ.

 The monochrome light was made by plism monochromator and was led to the cell of the appa

ratus. Scattered light of 650mμ at 90° was filtered through the filter trasmitting 650mμ,

 excluding visual and ultra-violet radiation under 600mμ . Then the scattered light was regi

stered by photomultiplier tube 1P22 which is a good choice for measurement of the light near

 red end of spectrum.

Relative reduced pyridine nucleotide concentration was measured by fluorometry. Fluoro

meter was constructed as follow: For excitation
, a bright light at 365mμ line of marcury

 lamp was isolated from other bright light by passing through the Hitachi interference filter

 (365mμ) or Corning No. 7-54 (9863) which transmits ultraviolet light and excludes visual

 radiation above 410mμ and was led to the cell by half mirror at a position of light path

 between the monochromator for 90° light scattering and the cell. The fluorescence light was 

passed through the filter of Corning No. 3-73 (3389) which transmits visual radiation at ap

proximately 440mμ. Then the fluorescence intensity in the spectral interval set by the gra

ting monochromator was registered by photomultiplier 1P21 which has good signal-to-noise ratio,

 and is suitable for measurements of compounds that fluoresence between 350 and 650mμ.

The scattered light at 650mμ was not affected by excitation light and fluorescence light,

 and fluorescence intensity was not by scattered light at 650mμ.

The simultaneous measurements of the oxidation-reduction of p_??_ridine nucleotides, the

 respiration states and the change of 90° light scattering is given as an example of the per

formance of the present apparatus.


