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緒 言

アカタラセ ミアは, 1947年 高 原1)に よって初め

て報告 された血液中にカタラ-ゼ 活性が極めて

低い(正 常人のそれの約0.1%2))体 質 異常者で

ある.そ の約半数は進行 性顎骨壊疽症 を有す る.

日本人アカタラセ ミアの残余 カタラーゼの熱

に対す る安定性は正常人 と同 じであ り,且 つ網

状赤血球(網 赤血球)と 成熟赤血球のカタラー

ゼ活性度は等 しく分布 していることが緒方らに

より報告3)さ れている.

その後,ス イス人のアカタラセ ミアが, 1961

年, Aebi4)に よって報告 された.そ して,ス イス

人アカタラセ ミアの成因については, Aebiの 報

告51があ る.す なわ ち,ス イス人アカタラセ ミア

の血液カタラーゼは,正 常人の血液カタラーゼ

に比べ て熱,尿 素に感受性が高 く,網 状赤血球

において特 に活性が高い事実 を述べている.そ

のことか ら,ス イス人アカタラセ ミアの血液カ

タラーゼは,構 造上に変化があ り,成 熟に伴 う

活性度の減少が強い と考えられた.

また, 1964年, Feinsteinに よってX線 照射マ

ウスの中に見いだ されたアカタラセ ミアのマウ

スの血液カタラーゼ も,正 常マ ウスのそれに比

べ て,熱 及 び尿素に対する感受性が高かった6),

そ してマウスの瀉血処理 で貧血 を起 こさせ,網

状赤血球 を増加 させ た場合の赤血球中のカタラ

ーゼ活性 も
,ア カタラセ ミアマウスが正常マ ウ

スよりも熱および水素 イオン濃度に対す る感受

性が高かった7).し たがって,マ ウスにおいても

スイス人 と同様に,構 造に変化のあるカタラー

ゼが成熟 とともに活性度が減少すると考えられ

た.

以上の点から,マ ウスのアカタラセ ミアの網

状赤血球中のカタラーゼにおいて も,ア カタラ

セ ミアの熱に対する感受性が成熟赤血球 と異な

るか否か,ま た,正 常マウス とアカタラセ ミア

マウスの血液カタラーゼの熱に対する感受性が

網状赤血球 と成熟赤血球 の問で異なるか否かが

問題 となった.

そ こで,ア カタラセ ミアマウスにフェニルヒ

ドラジン注射法を用いて,網 状赤血球の多 く含

まれている貧血血液をつ くり,そ の中のカタラ

ーゼの熱安定性を成熟赤血球 を多 く含む非投与

群血液のそれと比較 したので,そ の成績 をここ

に報告する.

実験材料および実験方法

1. 実 験 動 物

マウスは,純 系のC3HAnL (〓)の うち,①

正常マウス: C5aC5a,② ア カタラセミアマウス:

 CsbCsb,③ ヒポカタラセ ミアマウス: CsaCsb(正

常 ♀マウスとアカタラセ ミア 〓マ ウスとのかけ

合わせ および正常 〓マ ウスとアカマラセ ミア♀
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マ ウス とのかけ合 わせ によって生 まれた異型接

合 体)の3種 類 を使用 した.そ して,各 々の種

類のマウスについて,フ ェニル ヒ ドラジン投与

群 と非投与群に分 けて,生 後2～11月 齢 で体重

が24～40gの ものを4～6個 体ずつ実験に用い

た.

2. 試 料 調 製

正常,ア カタラセ ミアお よびヒポカタラセ ミ

アの3種 のマウスに, pHを7～7 .4に 調 整 した

1% phenylhydrazine hydrochloride (PHZ)

水 溶液 を1日1回 として3日 間連続皮下注射 し

た. 1回 の注射量は40μg/gBWと した.そ して,

注射後2日 経過後に,マ ウスの眼窩静脈 より採

った血液に蒸留水 を加 えて適宜希釈 した溶血液

を酵素液 として実験に用いた.

3. カ タラーゼ活性の測定

過棚素酸ナ トリウムを基質 とし,過 マンガン

酸カ リ溶液 を用 いて滴定す る松原, Aebi8)ら の方

法に準 じた,酵 素液 として用いた溶血液の希釈

倍数は,正 常マウス血液は250倍,ア カタラセ ミ

アマウス血液は10倍,ヒ ポカタラセ ミアマウス

血液は100倍 とした.カ タラーゼ活性度はヘ モグ

ロビンあた りのカタラーゼ活性(PU/gHb)で

表 した.

4. 網 状赤血球数の計測

検査法は,赤 血球 の染色にニュー メチレン青

を用いるBrecher法9)に 従 い,さ らに染 まり具合

をよくす るために, Giemsa液 に よる後染色を行

った.網 状赤血球数 は,光 学顕微鏡 を用いて15×

100倍 で検鏡 して, 1000個 の赤血球中に含まれる

網状赤血球数 を計測 し,網 状赤血球 数/赤 血球

数×100(%)で 表 した.

5. ヘ モ グロビンの定量

D. L. Drabkin10)の シアンメ トヘモグロビン法

によ り発色させ, 540nmで 吸光度を測定 して,

血液中のヘ モグロビン量(g/dl)を 算 出 した.

6. 熱安 定性

正常,ア カタラセ ミアお よび ヒポカタラセ ミ

アマ ウスの血液 を蒸留水で適宜希釈 して溶血液

に した,上 述の もの と同 じ酵素液 を用 いて熱処

理を行 った. 42～50℃ の間に2℃ 間隔でふ置温

度を設け,溶 血液を各温度で10分 間恒温水槽中

に放置後,残 存するカタラーゼ活性 を測定 した.

そ して,未 処理の血液の カタラーゼ活性を100%

と して,熱 処理後に残余す るカタラーゼ活性を

比較 した.な お,カ タラーゼ活性度の差異の検

定は, t検 定 またはWelchの 検定法によった.

実 験 成 績

1. PHZ注 射 による血液カタラーゼ活性 と網状

赤血球数の変動

Table 1 Catalase activity in the blood of normal, hypocatalasemic and acatalasemic mice after adminis

tration of phenylhydrazine hydrochloride, subcutaneously.

Data are expressed as mean•}standard error.•@ *p<0.05•@ **p<0.005

PHZ: Phenylhydrazine hydrochloride.•@ PU: perborate unit.

Table 1は,正 常,ア カタラセ ミアおよびヒ

ポカタラセ ミアの3種 のマウスについて, PHZ

投 与 および非投与の血液カタラーゼ活性(PU/

ml), Hb濃 度(g/dD及 び カタラーゼの比活性

度(PU/gHb)を 示 したものである. 3種 類の
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マ ウスは,い ずれ もPHZ投 与により溶血性貧血

を起 こし,その結果, Hbは 約1/2以 下 の有意(p<

0.005)の 減 少 を示 した,ま た, PHZ投 与 によっ

て網状赤血球の著 明な増加が認め られた.

血液 中のカタラーゼ活性度は,正 常及び ヒポ

カタラセ ミアマ ウスにおいては,い ずれも有意

(p<0.005)に 減 少 した.正 常マ ウスでは, PHZ

投与 群は非投与群に対 して0.4倍 を示 し,ヒ ポカ

タラセ ミアマウスでは, PHZ投 与群は非投与群

に対 して0.8倍 を示 してお り,前 者は後者よりも

減少の程度が高 い.一 方,ア カタラセ ミアマウ

スでは, PHZ投 与 群は非投与群に比べてカタラ

ーゼ活性は著 しく増加(1 .7倍)し,両 者に有意

(p<0.005)の 差が認められた.

血液 カタラーゼの比活性度(PU/gHb)は,

正 常マ ウスにおいては, PHZ投 与群が非投与群

に対 して1.1倍 の 増加のみで,両 者に有意の差は

認め られなかった.ヒ ポカタラセ ミアマウスに

おいては, PHZ投 与群 の比活性度が非投与群の

それの1.6倍 に増加 し,両 者に有意(p<0.005)

の差 が認め られた.ア カタラセ ミアマ ウスにお

いては, PHZ投 与群血液 カタラーゼの比活性度

の増加 は最 も著 しく,非 投与群 のそれに対 して

3.4倍 に増加 し,両 者に有意(p<0.05)の 差 を

生 じた.し たがって, PHZ投 与 による非投与群

に対する血液カタラーゼ活性の増加率は,ア カ

タラセ ミアマウス,ヒ ポカタラセ ミアマウス,

正常マウスの順 に高いことが認められた.

2. PHZ投 与 時の血液カタラーゼの熱安定性

1) マ ウスの血液カタラーゼ活性の熱安定性

について, PHZ投 与群 と非投与群 との比

較

Fig. 1 Heat inactivation of catalase in the anemic and non-anemic bloods of 3 kinds of mice
 (difference in catalase between anemic and non-anemic bloods of 3 kinds of mice).

Fig. 1は, PHZ投 与群 と非投与群のマウスの

溶血液に対 して, 42℃ か ら50℃ までの温度につ

いて, 2℃ 間隔の5段 階温度で10分 間の熱処理

を行 った時のカタラーゼ活性 を,マ ウスの種類

別に比較 したものである.図 において, PHZ投

与群マウスは実線で,非 投与群マウスは破線で

示 してお り, x軸 は加温温度を示 し, y軸 は カタ

ラーゼの残留活性度を示 している.こ れよ り,

正常マウスとアカタラセミアマウスでは, 42～50℃

のすべての温度 において,投 与群マウスのカタ

ラーゼが非投与群マウスのそれよ り熱安定性が

高かった.ヒ ポカタラセ ミアマウスでは, 46℃

以上 では投与群マ ウスのカタラーゼが非投与群

マウスのそれより熱安定性が高 くなっていた.

したがって, PHZ投 与群血液のカタラーゼ活性

の熱安定性は3種 のマウスのいずれにおいても,
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非投与群血液のそれより高い傾向が認められた.

2) 3種 の マウス間における血液 カタラーゼ

活性の熱安定性の比較

Fig. 2は,マ ウスの血液カタラーゼ活性の熱

安定性について, PHZ投 与群 と非投与群 に分 け

て, 3種 のマウス間の差を比較 したものである.

この図か らわか るように,血 液カタラーゼ活性

の熱安定性はPHZ投 与群,非 投与群のいずれに

おいて も,ア カタラセ ミア,ヒ ポカタラセ ミア,

正常マ ウスの順に低か った.

3) T50及 びT12.5に お ける差の検定

PHZ投 与 による血液カタラーゼの熱に対する

安定性 を,一 定量の活性が残留す る温度で比較

した.す なわち,正 常及びヒポカタラセ ミアマ

ウスでは,熱 処理後のカタラーゼ活性の50%残

留温度(T50)を 求め,ヒ ポカタラセ ミアマ ウス

及びアカタラセ ミアマウスでは,熱 処理後のカ

タラーゼ活性の12.5%残 留温度を求めて, Table

 2に 示 した.ま ず, 3種 の マウス別にPHZ投 与

群 と非投与群の間の差 を比較する と,正 常マ ウ

スのT50は, PHZ投 与群は48.1℃ であ り,非 投

与群は47.3℃ であって, PHZ投 与 群が非投与群

よ り有意(p<0.05)に 高かった.ヒ ポカタラセ

ミアマ ウスは, T50で 比較すると, PHZ投 与群,

非 投与群 ともに45.8℃ で,両 者の間に有意の差

は認められなかったが, T12.5で比較すると, PHZ

投与群 は48.9℃ で あ り,非 投与群 は48.1℃ で,

 PHZ投 与群が非投与群よ り有意に(p<0.005)

に高 かった.ア カタラセ ミアマウスは, T12.5で

比較すると, PHZ投 与群は45.9℃ であ り,非 投

与群は43.0℃ で あって, PHZ投 与群が非投与群

より高かったが,有 意の差は認め られなかった.

Fig. 2 Heat inactivation of catalase in the anemic and non-anemic bloods of 3 kinds of mice 
(difference in catalase among normal, hypocatalasemia and acatalasemia).
N: normal mice, H: hypocatalasemic mice, A: acatalasemic mice

次に, PHZ投 与群 と非投与群 とに分 けて, 3

種 のマウス間の差 をみ ると,以 下のようであっ

た. T50は, PHZ投 与 群及び非投与群 のいずれ

において も,正 常マウスが ヒポカタラセ ミアマ

ウスより有意(p<0.005)に 高かった.ま た,

 T12 .5は,非 投与群において,ア カタラセ ミアマ
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ウ ス が ヒ ポ カ タ ラ セ ミア マ ウ ス よ り も有 意(p<

0.005)に 低 か っ た.

Table 2 Thermal stabilities of nomal, hypocatalasemic and acatalasemic mice.

T50 or T12.5: temperatures, showing 50% and 12.5% of catalase activities remained after heat treatment 

for 10 minutes, respectively. 

Data are expressed as mean•}standard error.•@ P<0.05•@ **p<0.005

PHZ: phenylydrazine hydrochloride.

考 察

ア カタラセ ミアマ ウスの残余 カタラーゼは,

放射線によって生成 され,ま たスイス人のアカ

タラセ ミアと同じように,網 状赤血球 に多く,

且つ熱安定性が正常マ ウスのカタラーゼ より低

いことか ら,残 余 カタラーゼの構造の変異が推

定 されている.

本研究の結果,ア カタラセ ミアマウスの網状

赤血球の カタラーゼの熱安定性が成熟赤血球の

カタラ-ゼ のそれよ り高いことは,成 熟赤血球

がさらに崩壊 しやすい状態にあ ることを示す と

思われる.

ア カタラセ ミアマ ウスにつ いて,現 在 までの

知見は,成 熟赤血球 中の残余 カタラーゼに熱安

定性が低い6に と及び網状赤血球のカタラーゼ活

性が高い7)こ とである.今 回の報告 では,網 状赤

血球 の熱安定性が高いことが明か となった,す

なわち,ア カタラセ ミアマウスの血液の残余 カ

タラーゼは,生 成 した時にすでにカタラーゼに

変異があ ると考 えられる.一 方,網 状赤血球 中

のカタラーゼ活性が成熟赤血球 中のカタラーゼ

活性よ り熱安定性が高いことについては,以 下

の事実が関係 あると思われる.す なわち,成 熟

赤血球の カタラ-ゼ に比べて,網 状赤血球の カ

タラーゼはDEAEカ ラムでABCfractionに 分

けた場合に,網 状赤血球ではA,成 熟赤血球で

はCfractionが 多いということができる結果 を

Thorup11)は 報告 している.こ の点から考えると,

カ タラーゼの成分は,網 状赤血球 と成熟赤血球

とは異なると考えられる.Thorupは 成熟に従 う

カタラーゼのSH残 基の減少を推定 している.

あ るいは, Cfractionの 熱安定性がAfraction

よ り悪いか もしれない.こ の点は,今 後の研究

により明かに したいと考えている.

結 論

正常,ア カタラセ ミアおよびヒポカタラセ ミ

ア(異 型接合体)の3種 のマウスに, 1回 投 与

量 として40μg/gBWのphenylhydrazine hydro

chloroide (PHZ)を, 1日1回 で3日 間皮下注

射 して貧血 を起こさせた.そ して,最 終注射の

2日 後に眼窩静脈か ら採った血液について調べ

た.ま た,血 液 カタラーゼ活性の熱安定性は,

 42℃ か ら50℃ までについて ,2℃ 間隔で10分 間

加熱処理後の カタラーゼ活性 を測定 した,そ し

て,次 のような成績が得 られた.

1. PHZ投 与 により,血 液カタラーゼの比活性

は,正 常,ヒ ポカタラセ ミアおよびアカタラ

セ ミアの3種 のマウスのいずれにおいても,

非投与群に比べ て増加 し,ア カタラセ ミアマ

ウス とヒポカタラセ ミアマ ウスでは有意の差

が認め られた.そ して, PHZ投 与群の非投与

群に対する血液カタラーゼ比活性の増加率は,
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アカタラセ ミア,ヒ ポカタラセ ミア,正 常マ

ウスの順に高か った.

2. 網 状赤血球 を多 く含有するPHZ投 与群のマ

ウス血液のカタラーゼ活性の熱に対する安定

性を,非 投与群のそれ と比較す るために,正

常および ヒポカタラセ ミアマウスにおいては

加熱後の活性が50%残 留す る温度(T50),ア

カ タラセ ミアおよび ヒポカタラセ ミアマウス

においては加熱後の活性が12.5%残 留 する温

度(T12.5)で 比べた.そ の結果,正 常マウス

ではT50に お いて,ヒ ポカタラセ ミアマウスで

はT12.5に お いて, PHZ投 与群が非投与群 より

有意に低 いこ とより,正 常およびヒポカタラ

セ ミアマ ウスのPHZ投 与群血液のカタラーゼ

活性の熱安定性はいずれ も,非 投与群血液の

それより高いことが認め られた.

3. 正 常 マウスの血液 は, PHZ投 与 群,非 投与

群のいずれにおいても,ヒ ポカタラセ ミアマ

ウスの血液よ りT50が 有 意に高かった.ま た,

ア カタラセ ミアマウス血液はPHZ投 与群,非

投与群のいずれにおいてもヒポカタラセ ミア

マウス血液よ りもT12 .5が低 く,非 投与群では

有意差が認め られた.こ れよ り,血 液カタラ

ーゼの熱安定性は
, PHZ投 与群,非 投与群の

いずれにおいても,ア カタラセ ミア,ヒ ポカ

タラセ ミア,正 常マウスの順に低い といえる。

以上 の成績から,フ ェニルヒ ドラジン投与に

より誘導 された網状赤血球中の カタラーゼは,

成熟赤血球 中のカタラーゼ と種族差については

差がないこ とが推定された.

稿 を終えるに臨み,懇 篤なるご指導,ご 校閲を賜

りました緒方正名教授に深甚なる謝意を表します.

なお,本 論文の要旨は,日 本人類遺伝学会第31回

大会(昭 和61年11月,東 京)に おいて発表した.
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(Director: Prof. M. Ogata)

In order to investigate the heat stability of catalase in immature and mature erythrocytes 

of normal, acatalasemic and heterozygous hypocatalasemic mics, phenylhydrazine hydrochlor

ide (PHZ) was administered to these mice at a dose of 40kg/g of body weight subcutaneously 

daily for 3days Anemic blood rich in reticulocytes was obtained 2days after final injection. 

Thermostability of catalase in the non-anemic and anemic bloods was compared and the 

following results were obtained.

1. Specific catalase activity (catalase activity/amount of hemoglobin; PU/g Hb) in anemic 

blood from acatalasemic mice was significantly higher than that in non-anemic blood. Specific 

catalase activity in anemic blood from normal mice was a little higher than that in non-anemic 

blood from normal mice.

2. The residual catalase activity in the hemolysate after heat treatment was compared with 

that from before treatment in which hemolysate containing catalase was incubated at 42, 44, 

46, 48 and 50•Ž for 10 minutes in a water bath. At any temperature, catalase activity in 

immature red blood cells of normal and acatalasemic mice was more stable with heat than that 

inmature red blood cells.

3. In mormal mice, the T50 (the temperature at which 50% of the catalase activity remained 

after heat treatment) in anemic normal blood was statistically higher than that in non-anemic 

blood. In the acatalasemic mice, the T12.5 (the temperature at which 12.5% of the catalase 

activity remained after heat treatment) in anemic blood was statistically higher than that in 

non-anemic blood.


