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                               By 
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 The authors measured the activity of respiratory enzymes, mainly of the succinodehydrogenase 

system, in the stria vasularis in each turn of the cochlea by using a Cartesian-Diver. Then we 

observed the effect of KCN on the succinodehydrogenase system. 

 The result was as following. 

 1) The activity of succinodehydrogenase system was strongest in the basal turn of the cochlea, 

gradually weaker in the second turn and third turn and weakest in the apical turn. 
 2) After addition of 0.01 Mol KCN to the reactive solution. 

 The activity of the succinodehydrogenase system in each `turn very apparently weakened in com-

parison with normal state, but still it was strongest in the basal turn and weaker in the second. 
third turn and weakest in the apical turn. 

 The difference of activity in each turn, however, was smaller than in the normal state.

血 管 帯 に お け る 呼 吸 酵 素 に 関 す る 研 究

(主 と して コハ ク酸脱 水素酵 素 系を 中心 に して)
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,,,内耳の複懇 筑妙なる機能を維持遂行す る上 に必要なエ

ネルギーに関する研究は,現 在 まで鷺気 生理学的に,あ

るいは組織化学的に種 々検索 され てきたが,最 近特に生

化学的方面 よりの研 究はめ ざま しい ものがある 。

又特}こTasaki1),Smith2),Dav1s9等 の指摘す るDC

Poとential(DC)の 発生源 とみ なされ る 血管帯に闘 して

は,漸 く内外の研究者の注 日す る瞬 とな り,各 方灘 より

追求されつ 玉ある.

既に組織化学的には,血 管 帯に多糖 類,蛋 白質,各 種

の酵素等の存在がWlttmaack以 ヲ鞍多数の:研究:薪に より

認明せ られ,内 リンパ液 の組成1こ関 しても,血管帯が撰沢
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的 に これ の 吸収 あ るい は 分 泌 を 司 どる とい う研 究 が 電 子

顕 徽 鏡 的 観 察 及び 継 織 化 学 的 に,Ruedi3),Engstrδm4),

渡 辺5),高 矯6},中 山7)等 に よ り行 わ れ て い る.

この よ うに血 管帯 の機 能 が 次 第 に 關 堪され るに従 い,

こ の部 に お け る エ ネ ル ギ ー 代謝 が 聞 題 に 力文るのは 当然

で,そ の 様 相 を追 求 す る こ とは 内耳 代謝 機 購 の一 断 面 を

のぞ 詐}る 点 か ら大い に 意 義 あ るも の と考 え る.

Vo粛en脚)ll〕.1Dlコ 厩 に蝸 牛 迷 路 の 各 顯 呼吸 酵:素群 を系巨織

4ヒマニ的に.険 素 し,コ ハ ク醸珊莞水素 酵 素 及び チ トク ロー ム

オ キ シダ ーゼ が 共 に有 毛 細 胞,血 管 帯,外 螺施 靱蒲:=:等に 分

布 して お り,特 に 血 管 帯 に お い て最 も強 い溜:生度 を示 す

と報 告 して い る,:父Diaphoraseの 存 在 を も証 明 し・TCA
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サ イクルとの蘭連 性を示唆 している.こ のよ うに漸次血

管帯 の エネルギー代謝は 明 るみに 出され る よ うになつ

た ・かつて 日比鯉3)は1血管帯 の呼吸は相当活澄であ ると

報 告 し,!」・出14)は蝸牛 組織 の酸素消費量を測定 し,水 越

ユ5)は種 々の内:耳破壊に よる呼吸量の変化等の測定を行つ

ているが,組 織 呼吸を特 に血管帯における呼吸 に関す る

酵 素系 の分析的検索及び定量的な活性度の測定等 の顧 よ

り追求せん とした ものは,来 だ 全 く報告 せ られていな

い.

そ こで我 々は カーテ シヤ ンダイパー超微量検 圧計を使

用 し,濁 旗 旗管帯の コハ ク酸脱水素 酵 素系を 目標に し

て,そ の正常時におけ る活性度を酸素消費量か ら定量 的

に漏定す ることに より,こ の部 におけ る呼吸代謝 様相 の

一端を窺 うと共に ,更 に進 んで刺戟負.荷時における代謝

の様 相を追求す る基礎 とした く本実験を企 てた.

特に この灘定方法の特 長を生か して,血 管帯を各廻転圃

に=摘出 し演瑳定 したカミ,これをまCochlearfrequency1◎cali-

sat三〇臓 か ら考えて,亀 細胞の饗す る 物理 化学的ユ ネル

ギ ーが各部位に よりかな り差違 があるものと推察 され,

か くすれば当然 これに対応する血管帯 のエネルギ ー代謝

状態 も回転 溺に均等であ るとは考 え難い点に立脚 してい

る,叉 更に チ トクローム系を 阻害す るKCNの 効果 を

もあわせ検索 し,若 干の知見 を得たので報 告す る次第で

あ る.

2.実 験 力 法

爽験 動物 としては,体 璽300gr前 後の海猴で プライ

ユル反尉正常な健慶な る動物 を使 用 した.断 頭後可及的

速かに側頭骨 より中耳骨胞 を分離 し,双 眼実体顕微鏡下

に蝸牛摸様迷路 を露出する.か 玉る後,」血管帯を螺施靱帯

と共に廻転溺 に分離採取す るが,螺 施靱帯 は血管帯 の支

持緻織 として緊密不離 の状態にあ るので,該 靱帯を含め

て血管帯 を嵐 義に解釈 し,実 験材料 とした.こ の操作は

蒸溜水中において行つたが,こ れに要す る時間は一耳 に

つき5'》沿 分間であ る.

酵素活{生度湖定法,血 管帯組織中 の主 として コハ ク酸

脱 水素酵素系に よる酸素消費量を もつて,そ の活 晩度の

示標 とした.こ の超微 量の酸 素消費董測定にはCar電e.

・i・面1・eHe・pi・ ・m・terを 使肌 た .こ の ・e・p…,。.

meterの 理論 及び操 作の詳細は成書12)に ゆつ るが ,こ

れは μ1一δiverと も云われ10『3μ1の 精度で 反応室内の

ガ ス消長 の 測定が可能である.反 応容器であるdiver

中には 趣 く少量 の細胞組織片又は酵素標品 と,そ の反

応試薬 の 一趨 を マイ クロピペ ツ トを 使用 して 充墳 し

た.更 にdiver頸 部には ガス拡散防止 のためのバヲフ

ィ ンォィル シールをほ どこす ・diverの 型はCarsもe婚

laboratoryで 用 いているよ うな 有尾 フラスコ型の療準

型を使用 した ・diver口 部に 加わ る 圧力が一定である

な らぽ,頸 部に 封損 され ている空気 の メニス涛スが,

dlver反 応室 中 の微量 の ガス量 変 勢 こよ り土下に纐
.

す る.即 ち ガス発生 によつ て 上方に,ガ ス消費にょっ

て下方に移動す る・ 測定時 にはd三verを 浮かせてある

浮遊液容器(Hotationvesse1)に 刻 んである環状刻線に

この空気 の上部 メニスカスが一致す るよ うに,莚 部の圧

を調節す る.こ の圧 の調節には 恥tat呈o籠vesse疑こ接続

してあ るマノメーターで行い,液 柱差 は 雛C職 まで読

み とる・diver内 のガ ス量変化に対応 して,10分 毎にこ

の マノ メーターの液柱差 を記録す る.こ の液麓差からガ

ス量:変動を計算 す る・なおマノ メーターの液はブ財 デ

イ氏液 を使用 した.

今 δiverが 所定 の位置 に 頚Qtation.膿dl臨 俄 々

は硫酸 ア ンモ晶ウム比璽:1.225液 使爾)の 中で 浮いてい

る場 合このdiverの 口部 に 加わ る圧力をP,δlvα 肖

の気椙 の量をVと し,次 にガ スの消 費又は発生により

充墳 されたdiver全 体の比重が 変化 した楊合,外 から

diverに 圧力を加減 して,diverを 上記の蕨定位置に浮

かばぜた時,こ の変化 量を △P,気 相 の変化を △Vと

す ると,次 の式が成立す る(但 し温 度は一定)

△v一 へPv

しか るにPは ブローデ イ氏 液 なので 一気圧の場合

1000cmで あ り,△Pも ブ ローディ最液液柱差で翻定し

てい るので

△V「 奏。V

但 しhは 液 柱 差(cm)で あ る.

又Vは 各diverに お い て 次 の計 算 式 で求 め られる、

V-G・+V・ ψ・+Vwψw-V・ ψ皿一V晦 一G蜘1や91
ψ温

GD:diverの ガ ラス全:重 量

V";パ ラフ イ ンオ イ ル の容 量

Vw反 応 液 の 容 量

ψ。・ψw,幅 ψ$1

パ ラ フイ ンオ イル ,反 応 液,浮 遊 液,ガ ラス各々の

比 重

反 応 液 組 成

PH7.40.1m。1燐 酸緩 衝 液2βml

O・lmolメ チ レ ン青O .3m!

0・5molコ ハ ク酸 ソー ダ0 .3職!

蒸 溜 水 ….0鵬}

黛一蒲
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上記反応液を 塩管帯 組織 片 と共 にdiver反 応室 に3

μ1注入し,パ ラフイ ンオイル6μ1でdiver頸 部を充墳

した.な お我 々の使用 したd三veτ のVは 約20μ1前

後のものであ る。

反応条件

25。Cの 恒温槽中に ,丑otatlonvesse1を 入れ δ圭vef

を 壼αationmedium中 に浮かばせ てか ら5分 後に灘建

を閑始 し,10分 毎 に測定記録 し約9Q分 間観察 した.

反 応原理

反応液中 のコハ ク酸 ソーダに血管帯 に存:在す るコハ ク

酸脱 水素酵素が 作用 して 脱水素 し,そ の一部 の 賀2は

チ トクロームbを 経て反応液中の メチ レン脊 に徴達 さ

れ る.又 一 部のH2は,slaterfactorを 経 てチ 卦ク纏

一ムcに も伝達 され るもの と考 えられ るが
,メ チ レン青

の酸化還 元電位は チ トクロームcよ り低いので,diver

反応室中の 気相 の 酸素は 一部 分還元 メチ レン青に よ り

消費 され る。又 メチ レン青 より酸化還元電位 の 低い乳

酸,焦 性 ブ ドー酸等の代謝機構か らの水素も メチ レン青

に よ りとられるもの考え られ るので,コ ハ ク酸脱水素酵

素のみの働 きをみ てい ると断定す ることは困難であ る.

しか し,細 胞 内の諸籠質に よつ て行われ る代謝は,外 か

ら牽分な ロバ ク酸を与え られ てい るコハ ク酸脱水素酵素

に よる代謝 より代謝活動は 少い もの と想像 されるが,

この点に つ いては 次 の実験に ゆだね る ことに した.又

25。Cと い う特殊 な 状態では,細 胞 内 呼吸が ほとん

ど揮 綱され てい ると考 え られ るので,細 胞内呼吸 をほ と

ん ど考慮に入れず に,還 元 メチ レン青 の自酸化による酸

素消費量を測定で きる と考えたが,こ の点に関 しては,

なお37。Cに おけ る自家呼吸及び還元 メチ レン青 の自家

酸{ヒと比較 する 必要がある。 又TCAサ イクルに 関係

す る代謝が この温度条件及び メチ レン膏を添加す ること

に より,ど の ように変化す るか とい う事は検討を要する

ことで,こ れ らの問題に関 しては今後の実験において解

決す ることに した.

次に基質液にKCNを 添加す る と,CN鱒 は チ トクロ

ームォキ シダーゼを 可逆的に阻害す るので,CN一 の充

分存在 している条件ではチ トクローム系を通 じての酸 素

消費量を殆 ん ど完全 に除外できるが,同 時に重金属 イォ

ンの 闘与 しているTCAサ イクルの 代 謝機 構を も阻警

して しまうので,こ の系か らメチ レン青を通 じて消費 さ

れ る酸素 も除外す ることがで ぎる.そ こで我 々は0.01

1R◎1のKCNを 基質 液に加えた実験を行つ てみた.

3,実 験 成 績

愈管帯 組織片に よる 酸素消費量は 全て 血管帯の長 さ

1揖瑚 につ き換算 し比較検討 した 。

%1® Schematic drawing of measuring 

   apparatus and diver

励

第2図
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その結果 各廻転に よ り酸素消 費量 に差異 のあ る事を認

めた.即 ち基礎廻転が もっ とも多 くの酸素を消費 し,第

2廻 転,第3廻 転,先 端廻転に行 くに従 い,順 次その酸

素消費量が低 下 して行 く所見を第3図 の如 く認めた.反

応はいつれの廻転において も最初は殆 んど直線的に進行

し,約60分 以 内では大体 その傾 向を と り,そ れ以上 時

間がたつ と,反 癒室内気相の酸 素喰 い切 り現象のためか

反 徳状態 は不規則 な乱れ を生 じて くる.

次 にKICNを 反応液に 添加 した場合に おける團転別

の酸 素消費量は第4図 の如 くで,前 図 と比 較 して廻転溺

の差 は少 いが,や は り基礎 回転 よ り,第2,第3,難 糖

転 への順 に酸 素消 費量 は低下 を示 している.

4.総 括 及 び 考 按

血 管帯 におけ る細胞 エ ネルギー代謝状態 を観察するの

に,特 に生 化学 的手段 を用いる場 合には,当 然生体内で

の状態 を十 分考慮 におかねば な らない ・特に組織片とし

て取 り出 して,こ れを生化学的に研究す る場合には,勿

論 圭nvivoと 同 じ状態 ではないか ら,invitr◎ の結果を

もつ て 直 ちにi烈vivOの 状態を 推 測する ことは危険で

ある.例 えぽ血管帯は生体 内で は内:耳液 圧を受け,内 リ

ンパ液の 特殊 な 成 分に接 し,更 に細胞膜電位,滲 透圧

等物 理化学的にみても,生 体 の他の組織器官 と異なった

特 異な状態 にあ り,そ の本来 の解 剖学的構造を破壊 して

嵩 ネルギー代謝 を検索す る とい うこ とは,あ るいほ劉険

であるか も繍れない.し か しなが ら一方で き得 る眼り実

験条 件,手 段等を 同一に して,内 耳 の種 々の病醜状態に

おける血管帯 のエネル ギー代謝 を比較す ることは,緬 胞

機 能の様相 を知 る上に寄与す る点が多 いと思われる.父

少 くともinvivOの 状態 の 何等か の反映を とらえる事

は可能 と思われ る.倦 て血管帯 は先 に述べた如 く,様 .々

」

の機 能を有す る と思われ るが,特 に最近DCが 爽管帯

に 蓄積 された エ ネルギーに基づkと 云われてお り,、Dq

とCMと の間には 緊密 な関係 があ る と.されている.郎

ちB6k6sy19}はmechanicalな エネルギーが蝸隼におい

てelectr至calな エ ネルギ ーに変換 され る際に,そ のエネ

ルギーにか な りの増幅が認め られ,単 に音の物理釣な振

動 エ ネルギーのみが,electricalな エネルギ ーに変換す

るのでは ない と 報告 し,こ の機構 にDCエ ネルギーが

閥 与す る と述べてい る,更 にGisselssonエ6)はKCN

を海翼 の 頸動脈 内に注射 して,DC,CM共 に低下する

こ とを 認 めてい るが,Vosteenユ7)も 同様iにKCNを{吏

用 し,そ の影響を観察 し,血 管帯にお ける呼吸酵素淵 生

度 が著 明に低下 してい る ことを組織化学的に証賜してい

る.し か しなが ら毛細胞 の酵 素活 性度は障碍 されず ・こ

の事 よ り推察 して,CMの 発 生源 と されている毛緬胞

が無変 化であるにもか 玉わ らずCMの 低下をみたこと

は,こ のエネルギー供給源 であるDCエ ネルギーの猛

下邸ちそれは血 管帯のエ ネルギ ー代謝 の障碍に賜因する

もの としてお り,CMとDC及 び血管帯 のエネルギー

第3図

第4図
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代謝 との間には霜互に緊密な関係のあ ることを記載 して

いる.こ のよ うに毛緬胞 と血管 帯 との間には相互に密接

な関連性が存在す ると共 に又一面にお いては,こ れ ら各

部位における代謝機構に種 々なる特異性 もあ るもの と推

察される・しか してか 」る問題 を生化学的に検討す る場

合,先 づ毛細胞 と血管帯 とを別 々に分離 し,そ の各 々の

代謝機饒を 追求す ることは 大いに 興味 ある ことを考え

る.特 に先に述べた よ うな種 々の考慮 の下 に,カ ーテシ

ャンダイパーといつた娼 き趨微 最測 定の装置 の特 長:を生

かして,こ れを活1月す ることは意義ある事の ように思え

る.次にCochlearffequencyIocalisationか ら推測 し

て,毛 細胞が各部位で その機能を遂行す るためには,そ

の手ネルギーの消費量 が部位に よ り異な る筈 であ り,こ

の事は結局それに紺応す る部位の血管帯のエ ネルギー代

謝にも関係 す るもの と考え られ る.高 僑6)は 組織 化学

的に各種の物質が血管帯において,基 礎回転で高濃 度に

分布し,上 方園転程それが減少 している ことを認めてい

る,叉 中山η の電子顕微鏡 所見 より,血 管帯細胞の微細

構遣が基礎回転 程密であ り,上 方回転程粗 となつ てい る

事からも血管幣の機能は回転 別に,あ る程度差異あ るも

のと考えられる.一 方Beckエ8)は 核酸代謝 の研究 よ り,

やはり蝸牛基礎 回転 において,最 高のエネルギー代謝を

営んでお り,先 端回転はそれが低下 している事 を認め,

更にDavis,Weber等 の 蝸牛電気現象の 観察 にもとず

けば,基 礎圏転隠綿音,複 合音の別な く,高 音低音共 に

唄らかなるCMの 発生を認め 得 ることか らお して,基

礎回転は常に潮戟を感受 し,こ れに伴 うエ ネルギ ーの消

費も他回転に比 して大であ り,細 胞の代 謝 も活 濃であろ

うと推察 しこている.

本実験において得 られた所見で も,上 方廻転 よ り下方

廻転に行 くに従つて酸素消費量が大で,基 礎廻 転で最 大

であることが認め られた.本 実験においては先 に述べた

ように基質 にメチ レン青 を入れてあ るので,チ トクロー

ムc以 下の呼卿 こよる 酸素消費は 一応ない もの と考 え

てもよいが,メチ レン青 の還元要素 と しては,コ ハ ク酸酸

化酵素の他にDPNDiaghorase,TPNDiaphoraseに

つながるTCAサ イクルの 酸 化還元系が 存在す るか も

知れないので本実験 におけ る酸素消費量:から決 定的な事

は勿論歎えない.叉 墓質 にKCNを 与えた場 合には,

どの酸化還元系が障碍 され海か不明で あ るけれ ども先 の

結果より酸 素消費量は減少 し,し か も上 方廻転,下 方廻

転での差が少な くなっ てい る.こ れ らの事は廻転別 に呼

吸を介 しての 代謝機 構に 差異 のあ る 事を 示唆す ると共

に・KCNに より阻害 され る機構 に も廻転別 の差異 のあ

るものと考 えることができ る.

以上血管帯における呼吸,特 に酸化還 元機構 に関す る

2,3の 実験結果を 述べたが ,多 元方程式 の僅 か一式 を

作 り得ただけで,解 を 得 るまでには 残 された 問題が多

い.今 後 細胞 内呼吸 の 問題,チ トクローム系 の解湧,

TCAサ イ クルの酸化還元の様相 の解明,又 これ らが各

種刺載に よ り,ど の ように変化す るか等 々,一 歩一歩検

索 しなけれぽな らないが,と もあれ廻糊 旺に相 当に呼吸

代謝 の様相が異な ることが本実験に よ り明 らかになった

のであ り,今 後の この方面 の 努力 もなされねば な らな

い.

5.結 語

我 々は海狸内耳血管帯におけ る呼吸酵 素系 を活性度観

察す る潤的で,カ ーテ シヤ ンダイバー超微量 検圧計を使

絹 して酸素消費量を測 定 した.な お基質液 としては メチ

レン青添加 コハ ク酸液を 使 用す る と同時に,一 部には

KC鍍 を添加 してその影響 もみた.

1.XCN非 添加例,KCN添 加例両者 とも,基礎廻転

において酸素消費量が最大で,第2,第3,先 端廻転に行

くに従い,そ の量は低下す る.そ の廻転相互 の差はかな

り朗白であるけれ ど,KCN添 加例では非添加例に銘 し

てその差が少い ・

2.KCN添 加例では非添加例に比 して,各 廻転共酸

索消費量 は低下 している.又 上 方廻転 より下方廻転の方

が低下が大であ る.

以上の ことよ り血管帯 の呼吸代謝は基礎廻転程活澄で

上方に 行 くに 従 い低下 していると 推論 しても よい と思

う.
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