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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,



994　 小 柏 道 子

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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Heat stability of catalase activity in the blood 
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Part 1. Heat stabilty of catalase activity after administration 

of phenylhydrazine hydrochloride subcutaneously
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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.


