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緒 言

工業化学物質および環境汚染物 質によるメ ト

ヘモ グロ ビン血症 については,多 くの研究1)が

行 われている.そ の基礎的研究 においてカタラ

ーゼのメ トヘモ グロ ビン生成防御機構 が問題 と

されている.即 ち,試 験管内実験 では,人 の無

カタラーゼ血症血液 の過酸化水素 によ るメ トヘ

モ グロ ビン生成について[折 田2)],ま た人の無

カダラーゼ血症 の赤血球液 に過酸化水素蒸気 を

暴露 した際のメ トヘモグロビン生成,お よびグ

ルタチオ ンペ ルオキシダーゼ によるメ トヘモ グ

ロビン生 成 に対 す る防御 機構 についてOgata

ら3)の 報 告 が な され て い る.さ らに,ヘ モ グ

ロビンの自酸化によ るメ トヘモ グロビン生成 に

対 して血 液 カタラーゼ が抑 制 す るとい う研 究

[Kikuchiら4)]が あ る.し かしなが ら,こ れ ら

の研究 は試験 管内の研究で あり,生 体 内におい

て,外 的因子が加 わ らない場 合の正常時 に存在

す るメ トヘモ グロ ビン濃度 とそれが何 に依存 し

て維持 されてい るかとい う点 についての研究 は

未だ行 われていない.著 者は本実験 において,

アカタラセ ミア,同 型接合体 ヒポカタラセ ミア,

ノーマルの三種類 の雌雄マ ウスを用いてメ トヘ

モグロビン生成 に対 する防御機構 およびメ トヘ

モグロビン還 元機構 につ いて検討 し,特 に血液

カタラーゼ活性度 とメ トヘモ グロビン濃度 の相

関関係 を中心 に検討 した.ま た,生 体 内実験 に

関連 して試験管内実験 としてマウスのアカタラ

セ ミア血を過酸化水素に暴露 した際のメトヘモ

グロビン生成度とグルコース添加によるグルタ

チオンペルオキシダーゼ活性の影響について検

討 した.

実 験 材 料

5～8週 齢,体 重25～35gの 雄 アカタラセ ミ

アマウス(C3H/AnL CsbCsb),雄 同 型接合体 ヒ

ポカ タラセ ミアマ ウス(C3H/AnL CscCsc),雄

ノ ーマ ルマ ウス(C3H/AnL CsaCsa),雌 ア カタ

ラセ ミアマウス(C3H/Anl CsbCsb),雌 同 型接 合

体 ヒポカタラセ ミアマウス(C3H/Anl CscCsc),

雌 ノ ーマ ルマウス(C3H/Anl CsaCsa)の 各 マ ウ

スの眼窩静脈 よ り採血 し抗凝固剤 と してヘパ リ

ンを用 いた.使 用 した アカタラセミア,ヒ ポ カタ

ラセ ミアマ ウスは米国Oaklidgeで 放 射線照射

により作 られた もので,米 国政府の好意 により

Feinsteinよ り供与 された ものであ る.

実 験 方 法

1.溶 血 液 の調整

1-1　メ トヘモ グロビン濃 度測定 用溶血液:

採 血後,直 ちに血液1容 に対 し50容 の溶解 試

薬(pH6.8, 0.1Mリ ン酸緩衝液4容 と1%Tri

ton x-100, 6容 の混 合 液)を 加 えて溶血 し使 用

した.

1-2　血 液 カタラーゼ活性度測定用溶血液:
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アカタラセ ミアマウスの血液 は蒸留水 で10倍

希 釈,ヒ ポ カタラセ ミアマ ウスの血 液 は100倍

希 釈,ノ ーマ ルマウスの血液は250倍 希 釈 して

用 いた.

1-3　グ ルタチオ ンペルオキ シダーゼ活 性度測

定用溶血液:

血 液 を2.5%ク エ ン酸 ナ トリウム を含 む5%ポ

リビニルピロリ ドンの5倍 容量 中 に集 め,遠 沈

分離 した赤血球 を冷生食水で3回 洗浄後, 1容

の赤血球 に冷 蒸留水4容 を加 えて,凍 結氷解 を

3回 繰 り返 して溶血 し,終 濃度 を考慮 して等容

のDrabkin試 薬2倍 強度液(1.6mM KCN, 1.2

mM K3Fe(CN)6, 23.8mM NaHCO3)を 混 合 し,

試 料溶液 とした.

1-4　NADHジ アフォラーゼ活性度測定用溶血

液:

血 液 をpH7.3, 0.1Mリ ン酸緩衝液-生 食水

で洗浄 後,赤 血球 を亜硝酸ナ トリウム-生 食水

でメ トヘモ グロ ビンとし,リ ン酸緩衝液-生 食

水 で充分洗浄後,処 理赤血 球1容 に対 し蒸留水

19容 を加 えて溶血 し, 3,000回 転 で7分 間遠沈分

離 を行い不溶成分 を除去 し,こ の上清 を測 定用

血液 として用 いた.

2.測 定 方法

2-1　メ トヘモ グロビ ン濃 度の測定(図1):

メ トヘ モグロビ ン量 および総 ヘモ グロ ビン量

は, Van Kampen法5)で 行 った.

1)血 液0.2mlを 溶 解試薬10.0mlに 溶 か し,

そ の3.0mlを1.0cmセ ル に入 れ, 630nmで

吸 光度 を測定す る(E1). 5%KCN 40μlを 加

えて2分 後同 じ波長で測 光す る(E2).

2)残 りの約7mlの 溶 血液 に, 5%K3Fe(CN)6

 40μlを 加 え5分 後3.0mlを セ ル に取 り測 光

して(E3),さ らにKCN 40μlを 加 え2分 反応

後再度測光す る(E4).

注) E2, E3, E4はE1同 様 吸光度 を示す.

3)総 ヘ モグロビ ン量 は, (E4)の 測 定 を終 えた

溶液 を蒸 留 水で5倍 希釈 して541nmで 吸 光

度 を測定 し,標 準液 で作った検量線 から求めた.

4)計 算

メ トヘモ グロ ビン量
/

総 ヘモ グロ ビン量(%)=E1-E2/E3-E4×100

Fig. 1 Procedure of determining methemoglobin and total hemoglobin concen
tration in the blood
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2-2　血 液 カタラーゼ活性度 の測 定(図2):

血 液 カタラーゼ活性度 は, Feinstein6)の 過 ホ

ウ素酸法 によ り測定 した.

1)試 験 管内 に1.5%過 ホ ウ素酸塩 液3.2mlと

pH 6.8リ ン酸緩衝液0.6mlを 加 え, 20℃ と

37℃ の2種 の温度 で保温 しながら,盲 検用 に

は蒸留水 を0.2ml,そ の他 には血液 試 料0.2

mlを 加 えて5分 間反応 させた後,三 塩化酢酸

と2N硫 酸混合液4mlを 加えて反応 を停止す

る.

2)反 応 後 の液 を0.05N過 マ ンガン酸 カリウム

溶液で滴定す る.

3)計 算:

血 液カタラーゼ活性度(Perborate Unit/g Hb)

=0.05×f×(b-x)×c×t

/ Hb

/100

f:過 マンガン酸力リ ウム溶液の力価

b:盲 検用の滴定量

x:試 料の滴定量

c:酵 素液量を1mlに 換算する係数

t:希 釈倍数

Hb:総 ヘモグロビン定量値

2-3　グルタチオンペルオキシダーゼ活性度の

測定(図3):

Pagliaら の方法7)で 測 定 した.

1) pH 7.0, 0.05Mリ ン酸緩衝液2.58ml, 0.15

M GSH 0.1ml, 1.125M NaN3 0.01mlを

1.0cmセ ル に取 り, 8.4mM NADPH 0.1ml,

 GSSG・R 0.01ml,血 液 試料0.1mlお よび2.2

mM過 酸 化水素0.1mlを 加 え攪拌 して反応 を

 開始 させ,反 応 開 始後2～4分 間の間の340

nmに お ける吸光度 の変 動 を測 定す る.盲 検

用には血液試料 の代 りに蒸留水 を用 いて行 う.

2)計 算:

反応 開始後2分 と4分 の吸光度E2, E4か ら次

式 によ り求 める.

グルタチオンペルオキシダーゼ活性度(μmoles

 NADPH/min・gHb)

=(E2-E4)-盲 検 値

/12.44×Hb(g)

2-4 NADHジ ア フォラーゼ活性度 の測定(図

4):

NADHジ アフ ォラーゼ活 性度 はScottら の

方法8)を,改 変 した三輪の方法9)で 測定 した.

1)蒸 留 水(盲 検 用では2.78ml,測 定 用では

3.25mgメ トヘモグロ ビンに相 当す る液量 を,

 2.78mlか ら減 じた量)を1.0cmセ ルに取 り,

 pH 7.55, 1Mト リス緩衝 液0.05ml, 0.01M

 EDTA-2Na溶 液0.10mlお よ び溶血 液(測

定用 に3.25mgメ トヘモ グロ ビンに相 当す る

液量)を 加 え25℃ でDBI (2.6-ジ ク ロロベ

Fig. 2 Procedure of determining catalase activity in the blood (Perborate method

 by Feinstein5))
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ンゼ ノンイ ンドフ ェノール)水 溶 液0.05ml,

 NADH20.02mlを 加 え混 和 して反応 を開 始

し, 600nmで 吸光度の減少 を20分 間記録する.

2)計 算:

原 著 では, 3.25mg/3mlの メ トヘモ グロビン

を含むときの毎分当 りの吸光度 を求めてい るが,

三 輪の方法 により1g/mlの メトヘモ グロビンの

毎分当 りの吸光度の減 少 を求 める単位 とした.

 NADHジ ア フ ォラーゼ活性 度(△OD/min/

MetHbg/ml)

=(試料の吸光度の差)-(盲 検用の吸光度の差)

/20×3.25×3

2-5　マ ウス赤血球 の過酸化水素暴露 によるメ

トヘモグロ ビン生成

試験管 内で アカタラセ ミアマウス赤血球の過

酸化 水素 によ るメ トヘモ グロビン生成量 をノー

マルマウス赤血球 のそれと比較 した.併 せて グ

ル コース添加 によるメ トヘモ グロビン生成 に対

す るグルタチオ ンペ ルオキ シダーゼ抑制作用の

推定 を行 った.

Fig. 3 Procedure of determining GSH-Px activity in the blood
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1)採 血後,遠 沈分離を行い赤血球 を生食水で

3回 洗浄 したものを用いた.

Fig.4 Procedure of determining NADH dia

phorase activity in the blood

2) Warburgフ ラ スコに生食 水4ml,赤 血 球

懸濁 液0.5ml, 20×10mMグ ル コース0.5ml

を加 えた.(グ ルコース無添加の ものは,生 食

水4.5mlと した.)Warburgフ ラスコの側管

に30%過 酸化水素0.25mlを 加 え,フ ラスコ

はパ ラフ イルムで封鎖 し, 37℃ で振盪 した. 

30分, 90分, 130分 反 応後 に試料0.6mlを 採 取

し,溶 解液2.4mlで 溶 血 し,メ トヘモグロ ビ

ン濃度 を測定 した.

実 験 結 果

1.ア カ タラセ ミア,ヒ ポカタラセ ミア,ノ ー

マルマ ウスの血液 カタラーゼ活性度 お よび三

種マ ウスのメ トヘモグロビ ン濃度 のマ ウス相

互間の差異:

ア カタラセ ミア,ヒ ポカタラセ ミア,ノ ーマ

ルの三種 類の雌雄 マウスから得た血液 について,

カ タラーゼ活性度 とメ トヘモ グロビン濃度 を測

定 した.結 果は(表1)に 示 す.ま たメ トヘ モ

グロビン濃度 につ いてマ ウス相 互間の有意差検

定 を行い(表2)の 結 果 を得た.

血 液 カタラーゼ活性度:(表1),(表2)よ り

雌 ノーマル>雄 ノーマ ル>雄 ヒポカ タラセ ミア

>雌 ヒポカ タラセ ミア>雄 アカ タラセ ミア>雌

アカタラセ ミアの順 に高か った.こ の三種のマ

ウスの血液カタラーゼ活性度の性差は, Feinstein

Table 1 Catalase activity and methemoglobin concentration in the

 hemolysates of normal, homo-hypocatalasemic and acata

lasemic mice(mean±standard deviation)
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Table 2 Difference in methemoglobin concentration between two 
indipendent mouse groups

m=male, fm=female, A=acatalasemic mice, H=homo-hypocatalasemic mice,

 N=normal mice, *: p<0.05, **: p<0.01, -: p>0.05

ら10)の結 果 とよ く一致 していた.

メ トヘモ グロ ビン濃度:雌 アカ タラ セ ミア>

雄 アカタラセ ミア>雌 ヒポ カタラセ ミア>雄 ヒ

ポカタラセ ミア>雄 ノーマル>雌 ノーマ ルの順

に高 かった.そ して血液 カタラーゼ活性度 と逆

の順序 を示 した.

また メ トヘモグロビン濃度 につ いては,性 別

間(雌 ア カタラセ ミアと雄 ア カタラセ ミア間)

お よび種別 間(ア カタラセ ミア,ヒ ポカタラセ

ミアおよびノーマル間)に 有意 な差 があること

が認め られた.

2.血 液 カ タラーゼ活性度(常 用対数値)と メ

トヘモ グロ ビン濃度の相 関関係

ア カタラセ ミア,ヒ ポ カタラセ ミア,ノ ーマ

ルの三種類 の雌雄マ ウスの血液 カ タラーゼ活性

度の常用対数値 とメ トヘモ グロ ビン濃度 との相

関関係 を(図5)に 示 す.

両者 間には直線関係が認 め られ,血 液 カタラ

ーゼ活性度 が増加す るにつれて血液 中のメ トヘ

モ グロ ビン濃度比が減少 しているのが認め られ

た.そ して血液 カタラーゼ活性度 の常用対数値

(x: log Pu/gHb)と メ トヘモ グロ ビン濃度比[y

: (Met Hb/T・Hb)×100]の 間 には負の相 関 関

係(r=-0.88)が 存 在 し,一 次 回帰式y=-0.556

x+2.45を 示 した(n=45).そ してt検 定 により

0.1%以 下 の危険率 で母相 関 係数 が零の仮 定は

否定 された.

この成績 は, Feinsteinの 原 法6)に 従 って37℃

で5分 間測 定 した血液 カ タラーゼ活性 度で ある

が,一 方Aebiら11)は ア カタラセ ミアマ ウスの

血液 カタラーゼ活性 度 を20℃ で5分 間測 定す

ると, 37℃ で5分 間測定 した値 よりも高いこと

を報告 して いる.こ の点よ り過 ホウ素酸法 にお

いて血液 カタラーゼ活性度 を20℃ と37℃ の2

種 の温 度で測 定 した.そ の結 果20℃ での測 定

値 は, 37℃ で測定 した値の,そ れぞれアカタラ

セ ミアで2.13±0.15,ヒ ポカタラセ ミアで1.21

±0.03,ノ ーマルで1.09±0.06倍 の値 を示 した.

こ の事 実 を用いて(図5)の 成 績 を20℃ の カ

タラーゼ測定法 に換算 した もの を(図6)に 示

した.即 ち, 20℃ の測 定値 によ る活性 度の 常

用対数値(x)と メ トヘモグロビン濃度(y)の 間 の

相関関係 を調べ た結果,相 関係 数r=-0.87で

よ い相関 が認め られ,そ の際の一次 回帰式 は,

 y=-0.675x+2.82を 示 した.そ してt検 定 に

よ り0.1%以 下 の危険率で母相 関係 数が零 の仮

定 は否定 された.

3.血 中 メ トヘモ グロビ ンレベル に影響 す る血

液 カ タラーゼ以外の酵素の活性 度

グル タチオ ンペ ルオキ シダーゼ活性度:雄 ア

カ タラセ ミアマ ウ スは10.00±0.76NADH・

μmoles/mingHb,雄 ノーマルマウスは10.54±

0.63で,両 者 間には有意差は認め られなかった.

(表3)

NADHジ アフォラーゼ活性度:雄 アカタラセ

ミアマウスは, 2.19±0.47△OD/min/Met Hb・

g/ml,雌 ア カ タラセ ミアマ ウスは2.14±029,

雄 ノーマ ルマ ウス は2.37±0.45,雌 ノ ーマ ルマ

ウスは2.20±0.17で それぞれの間 に有意差 は認

め られ なか った.
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Fig. 5 Correlation between logarithm of catalase activity and methemoglobin

 concentration(37•Ž)

Normal mice (_??_: •œ, •Š: •›), homo-hypocatalasemic mice (_??_: •¡, •Š: • )

 acatalasemic mice (_??_: •£, •Š: •¢)

Fig. 6 Correlation between logarithm of catalase activity and methemoglobin

 concentration(20•Ž) 

Normal mice (_??_: •œ, •Š: •›), homo-hypocatalasemic mice (_??_: •¡, •Š: • )

 acatalaemic mice (_??_: •£, •Š: •¢)
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Table 3 Glutathione peroxidase activity in the hemolysates
 of normal mice and acatalasemic mice

Table 4 NADH diaphorase activity in the hemolysates of normal
 and acatalasemic mice

4.試 験 管内 におけ るマウス赤血球液の過酸化

水素暴露 によるメ トヘモ グロビン生成:

(図7)に 示 す よ うに,ア カタラセミアマウス

の赤血球 はグル コース無添加の状況 においてノ

ーマルマ ウス赤血球 に比べ て明 らか にメ トヘ モ

グロ ビン生成速度 の早 いことが認め られた.従

って試験 管内における過酸化水素 によ るメ トヘ

モ グロビン生成 は血液 カタラーゼによって抑制

されてい ることが認め られた.

また,ア カタラセ ミアマウス赤血球 および ノ

ーマルマウス赤血 球共 にグルコースを添 加 した

ものにはメ トヘモ グロ ビン生成の抑制が認 め ら

れた.こ の ことは赤血球内 に存在す るグル タチ

オ ンペ ルオキ シダーゼの作用 によるもの と考 え

られ る.し か し,グ ルコースの存在下,即 ちグ

ルタチオ ンペ ルオキシダーゼ作用下 において も,

アカ タラセ ミアマ ウスのメ トヘモ グロビ ン生成

量 はノーマ ルマ ウスに比べ て多かった.

総 括並び に考案

正常時メ トヘモ グロ ビンレベ ルとメ トヘモ グ

ロビ ン血症:

赤 血球 は酸素 を運搬 す る作用 をもつ細胞 であ

Fig. 7 Effect of hydrogen peroxide on methe

moglobin content in normal and acata

lasemic red cells incubated with or with

out glucose
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り,且 つ酸化,還 元の活発 な細胞 であ るといわ

れている.正 常赤血球 のメ トヘモグロビン量 は極

めて低いといわれ, Bodansky12)に よればガス分

析法では全ヘモグロビン量の1～2%, cyanide-

spectrophotometryに よ る測 定 では0～2.4

%で あ ったと報告 してい る.こ れは赤血球中 に

メ トヘモグロビン生成 に対す る防御機構 として,

カ タラーゼ,グ ルタチオ ンペ ルオキ シダーゼが

過酸化水素 を酵素的 に分解除去す る事 実および

メ トヘモグロビン還 元機構 と してNADHジ ア

フォラーゼ などの酵素的還元 に加 え,ア スコル

ビン酸,還 元型 グル タチオ ンなどの非酵素的還

元の機構 が存在するためである.一 方,遺 伝的

にメ トヘモ グロビン血症 を起 こす疾患 として,

 ① 遺伝性 メ トヘモ グロビン血症, ② HbM症 が

ある.遺 伝性 メ トヘモ グロ ビン血症 は,メ トヘ

モグロビン還元酵素 の欠損 によつて起 こり, HbM

症 は,ヘ モ グロビンを構成す るタ ンパ ク分子の

構造の変異によって起 こる.例 えばHbMIwateは

α 鎖の87番 目の ヒスチ ジンがチロジンに変化 し

たものであ り, HbMBostonは α鎖 の58番 目 のヒ

スチ ジンがチロジンに変化 した ものである13).

以 下,各 項 に従 って述べ る.

メ トヘモグロビン生成 に対す る防御機構:

血 液カタラーゼ:(人 の試験 管内実験)過 酸化

水素 に対す る防御機構 には,血 液 カタラーゼが

考えられる.折 田2)は,日 本人の無 カタラーゼ

血症血液 に過酸化水素 を作用 させた時のメ トヘ

モグロビン生成の割 合は,正 常人の血 液に作用

させた場合 よ りも大 きかつた と述 べてお り,過

酸化水素の分解 に血液 カ タラーゼ が重 要な役割

を果 していることを示唆 している.ま た, Aebi

ら14)もス イス人の無 カタラーゼ血症血 液で,同

様の結果 を報告 してい る.ま た,血 液 カタラー

ゼの重要性 について国分15)は,日 本人の無 カ タ

ラーゼ血症血液 にヒ ドロキシルア ミンを作用 さ

せてハ インツ小体 の形成 を認 め,血 液 カタラー

ゼの作用 が抑制 または不活性 化 された場合 に血

球成分の酸化変性 か ら起 こると述 べてい る.

(マ ウスの試験管 内実験)著 者は,マ ウス赤血

球 に過酸化 水素 を暴露 してメ トヘモ グロビン生

成 を時間経過 によって調べ た.そ の結 果アカ タ

ラセ ミアマ ウスの赤血球 はノーマルマ ウスの赤

血球 よ りもメ トヘモ グロビン生成速度 が早 いこ

とが認 められた.こ の ことは過酸化水素 によっ

て赤血球 中にメ トヘモ グロ ビンが生成 し,赤 血

球 中のカタラーゼ がこれ を抑 制す るとい うこと

を実証す る事実で ある.

(生体 内実験)著 者 は,カ タラーゼ活性 の異 な

るアカタラセ ミア,同 型接合体 ヒポ カタラセ ミ

ア,ノ ーマルの三種類 の雌雄マ ウス から得 た血

液 につ いてカタラーゼ活性 およびメ トヘモグロ

ビン濃度 を測 定 した.そ の結果,マ ウス血 中の

メ トヘモ グロビン濃度 は,雌 アカタラセ ミア,

雄 アカ タラセ ミア,雌 ヒポカタラセ ミア,雄 ヒ

ポ カタラセ ミア,雄 ノーマ ル,雌 ノーマルの順

序 に減少 した.こ の順序 は血.液カタラーゼ活性

度 と逆 の順序 を示 した.そ して血液 カタラーゼ

活性度 の対数値 とメ トヘモ グロビン濃度問 に有

意 な負の相関関係 を有す ることが認 められた.

このこ とは,正 常血 中のメ トヘモ グロビ ン濃 度

は,血 液 カタラーゼ によって も支配 されてい る

ことを示 している.

グル タチオ ンペ ルオキ シダーゼ:血 液 カタラ

ーゼ以外の過 酸化水素 に対する防御機構 として
,

マ ウス血液 中の グルタチオ ンペ ルオキシダーゼ

活性度 の測定 を行 い,ア カタラセ ミアマ ウス と

ノーマルマウス間に有意差は認め られなかった.

この成績 は,血 中 メ トヘモ グロ ビン濃度の増加

は主 として血液 カタラーゼによつて抑制 されて

い ることを生体内実験 で確認 したもので ある.

また試験管内実験で,マ ウス赤血球液 にグル

コース添加時 および無添加時 に,過 酸化水素 を

暴露 してメ トヘモ グロビン生成 を時間経過 によ

って調べた成績 では,グ ルコースの存 在下 では,

ア カタラセ ミアマ ウス,ノ ーマルマ ウスの両赤

血球 ともにグルコース無添加 に対 してメ トヘモ

グロビン生成 が抑制 された.こ の結果 は,グ ル

コース添加 により赤血球内 にNADPHが 増加 し,

グ ルタチオ ン還元酵素 が作 用 して酸化型 グルタ

チ オンより還元型 グルタチオ ンが生 じ,グ ル タ

チ オンペルオキシダーゼ による過酸化水素の消

失 がお こるためであ り16),こ の 結 果 か ら,メ ト

ヘモ グロビン生成 に血液 カタラーゼのみでな く

グルタチオ ンペルオキシダーゼ も作 用 してい る

事実が推 定 され る.ま たグルコース添加例 で,
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アカタラセ ミアマ ウス赤血球 のメ トヘモ グロ ビ

ン生成量 が,ノ ーマ ルマウス赤血球 に比べ て多

い ことは,グ ルタチ オンペルオキ シダーゼ作用

下 においても,血 液 カタラーゼの欠損 によ るメ

トヘモ グロ ビン生成 を完全 に抑制す ることはで

きない とい うことを示 している.即 ち,in vivo

にお け ると同様 に血 液 カタラーゼ がメ トヘモグ

ロビン生成 を抑制す ることは, in vitroに お いて

も同様 と考え られる.人 赤血球の試験 管内実験

においてOgataら3)は,無 カタラーゼ血症 患者

の赤血 球懸濁液 を使用 し, Azideお よびグルコー

ス添加 有無 の場合の過酸化水素 によるメ トヘモ

グロビン生 成につ いて検討 し,メ トヘモグロ ピン

生成の抑制は血液 カタラーゼ活性度 に強 く依存

し,さ らにグルタチオンペルオキシダーゼ も若

干の抑制効果のあることが認 め られたと報告 し

ている.

SOD: Suttonら17)の60Cobaltに よ る照射実

験 で示す よ うに生成す るスーパ ーオキサ イ ドア

ニオ ンによって赤血球内でメ トヘモグロビ ン生

成 が起 こるが,こ の生 成はSODと 血 液 カタラ

ーゼによって分解除去 され
,メ トヘモ グロ ビン

生成 は抑制 されている.

な おSOD活 性 については, Nodaら18)は ア

カタラセ ミアマウスはノーマルマウスに比べ約

10%増 加 していた と報告 してい る.メ トヘモ グ

ロビ ン生成 に関 してはSODが 関 与 していると

すれば,ア カタラセミアマウスの ノーマルマウスよ

り高い血 中SODは 血 中 メ トヘモ グロ ビン濃度

を抑制す る方向 に作用 してい ると推定 され るが,

今後 さらに検討の必要があ ると思 われる.

メ トヘモグロビン還 元機構:

赤 血球 が酸化 され るとメ トヘモ グロビンが生

成 されるが,メ トヘモ グロ ビンを還元 して赤血

球 を正常 に保つ系が存在 する. Scottら19)は 生

成 したメ トヘモ グロ ビンの還元作用の強 さを比

較 し,そ の寄与の程度 はNADHジ ア フォラー

ゼ(73%),ア ス コルビン酸(12%),還 元 型 グ

ルタチオン(9%),そ の 他の還元酵素(6%)

と述 べ ている,ま たSchwarts20)は,メ トヘモ

グロ ビン量は遺伝性 メ トヘモ グロ ビン血症 によ

り示 されるよ うにNADHジ ア フ ォラーゼ活性

度 に依存す ると述 べてい る.し か しながら本研

究ではNADHジ アフ ォラーゼ活 性 度 は,ア カ

タラセ ミアマウス,ノ ーマ ルマ ウス間に有意差

は認め られず,ア カ タラセ ミアマウスのメ トヘ

モ グロビン量 が ノーマルマ ウスよ り多い事実 に

NADHジ アフォラーゼが関係 している とは考 え

られなかった.

正 常時メ トヘモグロ ビンレベ ルとメ トヘモ グ

ロビン血 症の生成 のバ ックグラウ ン ドレベ ルに

関す る考察:

以 上の成績 よ り,血 液 カタラーゼ以外のメ ト

ヘモ グロビン生成 に対 する防御機構 およびメ ト

ヘモ グロビン還元機構 が正常 レベ ルである場合

には,生 体 内の正 常時 に存在す るメ トヘモ グロ

ビ ン濃度は,血 液 カ タラーゼ活性度 に強 く依存

して抑制 されてい ることが認 め られた.従 って

ノーマ ルマ ウス に比べ,ア カタラセ ミアマウス

および ヒポ カタラセ ミアマウスに工業化学物 質

で あるortho-Aminophenolあ る いはNOxを

作 用 させた場 合 にメ トヘモグロビ ン生成の起 こ

りやす い事実は,血 液 カ タラーゼの欠損 あるい

は低下 によ り無作 用の時すでにメ トヘモ グロビ

ン濃度の1亘常性が乱 されてお り,メ トヘモ グロ

ビン生成物質の作用 しやすい準備状態 であると

考 えられる.今 後 さらにortho-Aminophenol,

 NOxに よ るメ トヘモグロビン生成 に関 して研究

が行 われ,両 者の関係 が明 らかに されるもの と

考 える、

結 論

カタラーゼ活性 の異 なるア カタラセ ミア,同

型接合体 ヒポカタラセ ミア,ノ ーマルの三種類

のマウスか ら得 た血液 について,カ タラーゼ活

性度及 びメ トヘ モグロビン濃度 を測 定 し,メ ト

ヘ モグロ ビンレベ ルに関係す る酵素 と して グル

タチオ ンペルオキ シダーゼ及びNADHジ アフォ

ラーゼ活性度 を測定 した.ま た試験管内でマウ

スの赤血球 にグルコース添加,無 添加 の条件 下

で,過 酸化水素 によ るメ トヘモ グロ ビン生成量

を測定 し,以 下 の結 果 を得 た.

1.マ ウス血液 中の メ トヘモ グロ ビン濃度 は雌

アカタラセ ミア,雄 ア カタラセ ミア,雌 同型

接合体 ヒポカ タラセ ミア,雄 同型接 合体 ヒポ

カタラセ ミア,ノ ーマルの順 に減 少 し,こ の
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順序 は,血 液 カタラーゼ活性度 と逆の順 を示

した.そ して メ トヘモ グロ ビン濃度は,性 別

間(雌 アカタラセ ミアと雄アカタラセ ミア間)

および種別間(ア カタラセ ミア,ヒ ポ カタラ

セ ミアおよびノーマル間)に 有意 な差の ある

ことが認 め られた.

2.血 液 カ タラーゼ(E. C. 1. 11. 1. 6)活

性 度(常 用対数値)と メ トヘモ グロビン濃 度

の 間 に有意 な負の相関が認 め られた.

3.メ トヘモグロビ ンレベルに関係す る酵素 の

活性度 の検討 を行 い,グ ル タチ オンペルオキ

シダーゼ(E. C. 1. 11. 1. 9)お よびNADH

ジアフォラーゼ(E. C. 1. 6. 4. 3)の 活性

度 についてはアカタラセ ミアマ ウス とノーマ

ルマ ウスの間に有意差 は認 め られなかった.

4.試 験 管 内でマ ウスの赤血球液 に過酸化水素

を暴露 した時の,メ トヘモグロ ビン生成量は

グルコース添加時,無 添加時 いず れにおいて

もアカタラセ ミアマ ウスはノーマ ルマ ウス よ

りも多 かった.ま た,ア カタラセ ミアマ ウス

および ノーマルマ ウス赤血球 ともに,グ ルコ

ー ス無添加時の メ トヘモ グロ ビン生成速度は

添加時 に比べ速 かった.

5.以 上 の成績 よ り,正 常時 に存在 する血中 メ

トヘモ グロ ビン濃度 は血 液 カタラーゼ活性度

に依存 してい ることが認 め られた.
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Relationship between catalase activity and methemoglobin

 concentration in the blood of acatalasemic, homozygous

 hypocatalasemic and normal mice.

Hiroharu KOBAYASHI

Department of Public Health, Okayama University Medical School, Okayama

(Director: Prof. M. Ogata)

Correlations between catalase activity and the methemoglobin concentration in the

 blood of acatalasemic, homozygous hypocatalasemic and normal mice were investigated.

 The formation of methemoglobin by hydrogen peroxide in the red cells with or without the 

addition of glucose in vitro was also studied. Levels of methemoglobin concentrations in

 the blood were decreased in the order of female acatalasemic, male acatalasemic, female

 homozygous hypocatalasemic, male homozygous hypocatalasemic and normal mice. A good 

negative correlation were observed between the logarithm of catalase activity and methe

moglobin concentration in the blood of acatalasemic, homozygous hypocatoalasemic and 

normal mice. No significant differences in glutathione peroxidase activity and NADH

 diaphorase activity among acatalasemic and normal mice were observed. The amount of 

methemoglobin formed by hydrogen peroxide from hemoglobin in acatalasemic mouse red 

cells with or without the addition of glucose was more than that in normal mouse red cells. 

The amount of methemoglobin in normal or acatalasemic mouse red cells without the addi

tion of glucose was more than that in red cells with the addition of glucose. From the above 

results, the methemoglobin concentration appears to be mainly controlled by the blood 

catalase activity.


