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ヒ ト赤血球における 3 －

ヒ ドロ キシキヌ レ ニ ン の代謝反応機構

金沢大学医学部生化学第 一 講座 く主任 こ 米山 良昌教掛

山 口 順 退
く昭和6 2 年12 月1 5 日受付う

トリ プ ト フ ァ ン 代謝中間体 で あ る 3－ヒ ドロ キ シ キ ル ニ ン を ヒ ト赤血球浮遊液 に 加 え
， p H 7 ． 0

，

3 7
0

C で イ ン キ エ ペ ー

卜 した と こ ろ， 赤血球中の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン が 増加 した ．
こ の ヘ モ グ ロ ビン の酸化反

応に 共 役 して
，
3 一 ヒ ドロ キ シ キ ヌ レ ニ ン は茶褐色 の 物質に 変化した ．

こ の物質 は3 一 ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン が
2 分子縮合 した キサ ン ト マ チ ン で あ る こと が ， 紫外 ． 可視吸収ス ペ ク トル

， 赤外吸 収ス ペ ク トル ， 高速液体
ク ロ マ ト グラ フ ィ

ー

t 薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

な どに よ る分 析か ら同定さ れ た． 精製 した オ キ シ ヘ モ グ ロ
ビン と 3 － ヒ ド ロ キ シ キ ル ニ ン を反応さ せ る と ヘ モ グ ロ ビ ン は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化さ れ 3 ． ヒ ド ロ キ
シ キ ヌ レ ニ ン は キサ ン トマ チ ン に 縮合さ れ た こ と か ら

，
3 ． ヒ ド ロ キシ キ ル ニ ン の キ サ ン ト マ テ ン へ の 2

分子縮合反応 は ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応と共役 して起 こ る こ とが 示 さ れ た
．
また メ ト ヘ モ グロ ビ ン を含有

す る赤血球浮遊液に 3 － ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン を加 えて同様条件 でイ ン キ ュ ベ ー

ト した と こ ろ， 赤血球内の
メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン は還元 され

，
3 疇 ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン は縮合し て キサ ン ト マ テ ン に 変化 した． 精製 した メ

ト ヘ モ グ ロ ビ ン で も同 じく キサ ン ト マ チ ン が生成さ れ た－
この よ う な キサ ン ト マ テ ン の 生成 は嫌気的条件

下で は み られ な か っ た
． 以上 の 結果は ヒ ト赤血球内で の 3 － ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン の キサ ン ト マ テ ン へ の 代

謝は ヘ モ グ ロ ビン の 酸化還元反応 に 共役 して 起 こ る こ と
，
また そ の反 応に は酸素の 存在が必要で ある こ と

を示 して い る ．

E e y w
r

o r d s ヒ ト赤血球， ヘ モグロ ビ ン， 3 ． ヒ ドロ キシ キメ レ ニ ン， キサ ン トマ テン

ヒ ト赤血球中の ヘ モ グ ロ ビ ン の 生理 的役割は酸素の

運搬 で ある ．
ヘ モ グ ロ ビン の 酸素結合作用 に つ い て は

多くの研究が なさ れ て お り その 構造 と機能に つ い て は

詳しく わ か っ て い る1 ト 3j
． しか しな が ら ヘ モ グ ロ ビ ン

が薬物 ある い は 生理 的化合物 を代謝す る と い う こ と に

つ い て は
，
こ れ ま で ほ とん ど報告さ れ て い なか っ た

．

従来よ り ア ニ リ ン の よ う な薬物 は チ トク ロ ー ム P
4 5 0

によ っ て代謝さ れる こ と が知 られ て い るが 刷
，
ヒ ト赤

血球 に お い て も ア ニ リ ン が 水 酸化 さ れ る こ と を

T o m o d a ら
6，
は見 い 出 した ． M i e y al ら

7，は ヘ モ グ ロ ビ

ンが
，
この ア ニ リ ン水 酸化活性を持 っ てい る こ と を報

告して い る
． 筆者は， ヒ ト赤血 球内の ヘ モ グ ロ ビ ン が

薬物の代謝を行う と い う 観点か ら
， 赤血球に お ける ト

リプ ト フ ァ ン の 代謝中間体で あ る 3 － ヒ ド ロ キ ン キ ヌ

レ ニ ン く3 － h yd r o x y k y n u r e n i n e ， 3 － H K N l との 反応 を

詳しく調べ た
． その 結 果

，
3 月 K N は赤血球内 へ モ グロ

ビン と反応 し
，
ヘ モ グ ロ ビン を酸化ある い は還元 す る

と同時に 自ら は 2 分子縮合 して キサ ン ト マ チ ン と い う

化合物 に 変換 され る こ と を見 い だ した ．
3 月 K N は ヒ

ト体内で は通常肝臓 お よ び 腎臓 で キヌ レ ニ ナ ー ゼ に

よ っ て 代謝 さ れ ， 3 － ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ ニ ル 酸 く3 －

h yd r o x y a n t h r an ili c a cid
，
3 － H A A l に な る か， トラ ン

ス ア ミ ナ
ー

ゼ で 代 謝 さ れ て キ サ ン ツ レ ン 酸

くx a n th u r e ni c a cid I に な る と考 えられ て い る ． 本研究

で は 3 月 K N と 赤血 球 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン と の 反 応

を， 種々 の 条件下で 調 べ そ の 反応機構に つ い て検討 し

た．

材料お よ び 方法

I ． 材 料

1 ． 試薬

3 月 K N は和光純薬 く東京フ製 を用 い た
．
ビス ．

トリ

A b b r e vi ati o n s 二 A C D
，
a Cid cit r at e d e x t r o s e ニd e o x y H b d e o x y h e m o g lo b in i 3

－ H A A ， 3 －

h y d r o x y a nt h r a n ili c a cid ニ H b C O ， C a r b o x y h e m o gl ob in 3 3
－ H K N ， 3 －h y d r o x y k y n u r e ni n e 3 H t ，

h e m at o c rit i H P L C ， hi gh p e rf o r m a n c e li q uid ch r o m a t o g r a p h y ニ m e t H b ， m e th e m o g l o b in i
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ス 亡bi s く2 － h y d r o x y e th yll i mi n o － t ri s くh y d r o x y
－

m e th yll m e th a n eコはシ グ マ 社 く米国l よ り， S e ph a d e x

G －2 5 Cfi n e g r a d e ま た は c o a r s e g r a d el と C M
－

S e ph a d e x C
－ 50 は

，
フ ァ ル マ シ ア 社 くス ウ ェ

ー デ ン1

よ り購入 した． 等電点電気泳動用平板 ゲ ル はア ン フ ォ

ラ イ ン ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル プ レ
ー

ト くp H

3 ． 5 旬 9 ． 引くフ ァ ル マ シ ア ー L K B 社， ス ウ ェ
ー デ ンつを

使 用 し た．
ス ー パ ー

オ キ サ イ ド ジ ス ム タ
ー ゼ

くs u p e r o x id e d i s m u t a s e ， S O D l は マ イ ル ス ラ ボ ラ ト

リ
ー 社 く米国I ， カ タ ラ ー ゼ は ベ ー リ ン ガ

一

社 く西 独1

よ り得た．

2 ． 赤血球 お よび ヘ モ グ ロ ビ ン の 調製

日 本赤十字 セ ン タ
ー 金沢支部よ り得 た採血 後 2 へ 3

日 を経た ヒ ト A C D くa cid cit r a t e d e x t r o s el 保存血 液

を実験に 用い た．
こ れ を遠心 分離 く3 ， 00 0 r p m ， 15 分1

した の ち血祭と額粒球層を減圧吸引 に て 除去 し た．
そ

こ へ 約4 倍容量の 水冷 0 ． 9 ％塩 化ナ ト リ ウム 溶液 を加

えて 洗浄 し た の ち， 遠心分離 ほ，00 0 r p m ， 15 分I に

ょ っ て上浦を除 い た． こ の操作 を 4 回繰 り返 して洗浄

ヒ ト赤血球を得 た．
こ の よう に して得 た赤血 球 をク レ

ブ ス
．

リ ン ガ
ー 液 亡10 m M リ ン 酸緩衝液 くp王1 7 ． 4つ，

0 ． 8 ％ N a C l ， 10 m M K C l ， 2 m M M g Cl 2j に 浮遊 して

実験 に用 い た ．

赤血球中の ヘ モ グロ ビ ン の 酸化 は井 田 の 方法
別
に 従

い 亜硝酸ナ ト リ ウム を用い た．

精製 ヘ モ グ ロ ビ ン は次の 方法で得た
引
． 洗浄赤血 球

に イ オ ン 交換水 を約5 倍容量加 えて溶血 し， 遠心 分離

く10
，
00 0 r p m ， 3 0 則 しゴ

ー ス ト を除き 粗 ヘ モ グロ ビ ン

溶液 を得 た． 得られ た ヘ モ グ ロ ビ ン 溶液 を S e ph a d e x

G － 25 ほn e g r a d e ， 1 0 m M リ ン 酸緩衝液 ， p H 6 ． 3 で

平 衡 化1 カ ラ ム で ゲ ル ろ 過 し た．
つ づ い て C M －

S e p h a d e x C
－5 0 カ ラ ム く10 m M リ ン 酸緩衝液， p H

6 ．3 で平衡化うを用い て精製 した
gl
．
メ ト ヘ モ グ ロ ビン

は精製 ヘ モ グ ロ ビ ン に ヘ ム 濃度の 4 倍 量の フ ェ リ シ ア

ン 化カ リ ウ ム を加 え て得た9I ． ヘ モ グ ロ ビン の実験 で

は緩衝液 は 0 ．1 M N a C l を含む 0 ． 05 M ビ ス ■ トリ ス

塩酸 くp H 7 ． 01 溶液 を用 い た ．

3 ． 3 ． H 壬くN お よ び キサ ン ト マ チ ン の 調製

3 月 K N を 小童 の 1 N 塩 酸 溶液 で溶 か し， つ い で

0 ． 1 へ 0 ．5 N 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液 で p H を中性 に 戻

した ． ク レ ブ ス
．

リ ン ガ
ー 液 また は 0 ． 0 5 M ビス

．

トリ

ス 塩 酸緩衝液 くp H 7 ．0う で 希釈 し て 15 m M に 調整 し

た
．
キサ ン ト マ テ ン は B u t e n a n d t らの 方法1 01 に 従 っ て

合成 し た． ま た 3 月 E N の モ ル 吸 光係数 は， ど37 0 n m こ

4
，2 4 0 く0 ． 0 2 M リ ン酸緩衝液， p H 7 ．31

川
を
，
キ サ ント

マ テ ン に つ い て は ど4 4 0 n m
ニ 1 3

，
2 0 0 く0 ． 1 5 M リ ン 酸緩

衝液， p H 7 ． 0
1 2I を用 い た

．

I工 ． 赤血 球 と 3 一 正E N と の 反 応 条件 お よ び反 応生

成物の 分 離

1 ． 赤血球 と 3 月 K N との 反応

洗浄赤血球は ヘ マ トク リ ッ ト くh e m a t o c rit J 川 を

15
へ 2 0 ％ とな る よ う に ク レ ブ ス ． リ ン ガ

ー 液に 浮遊し

た
．
3 － H K N 溶液 く最終濃度 3 m M l を加 え たの ち p H

7 ．0
，
3 7

0

C で反応さ せ た．

2 ． 反応生成物の 分離 ． 分析

一 定時間毎 に 反 応溶液 の
一 部 く0 ． 5 へ 1 ．O m りを取り

凍結融解で溶血 し たの ち ， 遠心 く10 ，
0 00 r p m ， 5 分1 し

赤 血球膜 を除 い た．
上 清 く0 ． 2 旬 0 ． 5 m lう を20 へ 100

m M リ ン 酸緩衝液 くp H 7 ．01 で平衡化 した S e p h a d e x

G －2 5 U i n e g r a d e ， 0 ． 5 X l O c m l カ ラム に か けて ヘ モ

グロ ビ ン 分画 と 3 月 K N お よ び反 応生成物分画 を分取

した． 得ら れ た ヘ モ グ ロ ビ ン溶液 を等電点電気泳動し，

それ を二 波長 T L C ス キ ャ ナ
ー く島津 G S －9 0 01 で ゲル

ス キ ャ ン ニ ン グ く630 n m う して オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン，

部分酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン ， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 割合を

求め た81 ．

3 ． H K N の 反応生成物 に つ い て は可視吸収 ス ペ ク ト

ル く3 60 ル 5 0 0 n m う を測定 し経時的 に そ の 変化 を追跡

した ． ま た そ の 分 画 に 1 ％ア ス コ ル ビ ン 酸 を加えて還

元 し同様 に 可視吸収 ス ペ ク トル く360
へ 55 0 n m う を調

べ た
．

上 記の 反 応を アザ イ ド くa zid e ， N a N ，， 最終濃度5

m M l ま た は
一

酸化 炭素 くc a rb o n m o n o x id e ， C O I ガ

ス 存在下 で行い こ れ ら の 反 応 へ の 影響 を調 べ た ．

H L 赤血 球 に よ る 3 － H K N の 代謝 産物 の 同定方法

1 ． 反応生成物の 精製

前述と同様 の方法 で 得ら れ た反 応生成物 を含む溶液

に 最終濃度が 1 ％に なる よ う に ア ス コ ル ビ ン酸ナトリ

ウ ム を加 える と 赤紫色の 結晶が析出 した ．
こ の溶液を

遠心 分離 く軋 000 r p m ， 1 5 分う し結晶 を沈澱さ せ 回収

した
．
0 ． 1 N 塩 酸溶 液 で洗 い 再び遠心分離で 回収する

洗浄操作 を数 回繰 り返 し た．
こ れ に よ り 未反 応の 3 ．

H K N と リ ン 酸 を除 く こ とが 出来る． 得 ら れ た還元物

質 をメ タ ノ
ー ル 塩酸か ら再結晶

州
して 反応生成物を得

た
．

2 ． 赤外吸収 ス ペ ク トル

o x y H b o r H b O 2 ， O X y h e m o gl o bi n 3 Q ， q ui n o n e f o r m of 3
－ h y d r o x y k y n u r e ni n e 三 R B C ， r ed bl o od

c ell ニ S Q ， S e m iq u in o n e f o r m of 3
－ h y d r o x y k y n u r e n in e ニ S O D ， S u p e r O X id e dis m u t a s e ニ T L

C
，

th i n l a y e r c h r o m at o g r a p h y ニ U V ， ult r a vi 01 et ニ V ， V Olu m e ニ X T ， X a n t h o m m ati n ．
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赤外分光光度計 く日本分光I R － 81 0J で還元 型 の 反応

生成物の 赤外吸収 ス ペ ク トル くK B r 法1 を測定 した．

3 ． 紫外 ．

可 視吸収 ス ペ ク ト ル

0 ．2 M リ ン酸緩衝液 くp H 7 ． OI お よ び 5 N 塩 酸溶液

中で の 紫外．可視吸収 ス ペ ク トル く20 0 へ 6 0 0 n m l の 測

定 は高感度分光光度計 くユ ニ オ ン 技 研 S M ． 4 01う で

行っ た ．

4 ． 高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー

ゲル ろ過 に て ヘ モ グ ロ ビ ン を除 い た反 応液 をア ス コ

ル ビ ン 酸 で 還 元 後 ， 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

くbig h p e rf o r m a n c e li q uid c h r o m a t o g r a p h y ， H P L C ，

東 ソ
ー H L C －8 0 3 Dユ で 分 析 し た

．
カ ラ ム は 東 ソ ー

の

O D S－12 0 T ， モ ニ タ
ー は東 ソ ー

の U V －8 M o d el 王I を使

用した．

5 ． 薄層 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー

薄層ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー くth i n l a y e r c h r o m a t o ，

g r a p h y ， T L Cl に よ り 3 － H K N の 反 応生成物 の 同定を

行っ た ．
プ レ イ トは A VI C E L S F くフ ナ コ シI を使用

し展開溶媒 は コ リ ジ ンノ0 ． 2 M K 2王1 P O 4
ニ 2 ニ 3 くvノ

vう を用 い た．

1V ． 3 欄 K N と精製 ヘ モ グ ロ ビン と の 反応条件

3 － H K N に よ る精製 ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 お よ び還元

を調べ る ため ， 精製 ヘ モ グ ロ ビ ン溶液 くメ ト ヘ モ グ ロ

ビン ま た は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン
， 最 終 ヘ ム 濃度 100

JL M J に 3 － H K N 溶液 く最終濃度 1 m M l を加 え嫌気相

下くQ ガ ス ニ ヘ リ ウムノイ ソ ブタ ン ニ 9 9 ． 0 5 二0 月51 ま

たは好気相下 で 25
0

C で 反応さ せ た． 嫌気的反応 で は石

英セ ル 付き ツ ン ベ ル グ管を使用 し た． 反 応は 4 5 0 へ 6 5 0

n m で の ヘ モ グ ロ ビン の 吸 収 ス ペ ク トル の 変化に よ り

追跡し た． こ の 場合 カ タ ラ ー ゼ く最終濃度 29 u n it sI ，

S O D く最終濃度 130 0 u n i tsl 等を加 えて それ ら の 影響

も調 べ た
．

V ． 精製 ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る 3 月 瓦N の 反 応 生 成

物の 分析

ヘ モ グ ロ ビ ン け キ シ ヘ モ グ ロ ビン あ る い は メ ト ヘ

モ グロ ビ ン
， 最終 ヘ ム 濃度 630 ノノ M ト溶液に ，

3 － H K N

溶液 億終濃度 2 ．4 m M l を加 えて p H 7 ． 0 ， 3 7
0

C で反

応させ た． 反応開始後 一 定時間毎 に 試料 く0 ． 2 m lつ を

取っ た
．
0 － 1 M リ ン酸緩衝液 くp H 7 ． 01 で 平衡化 した

S e ph a d e x G － 2 5 くfi n e g r a d el カ ラム で ヘ モ グ ロ ビ ン

と反 応生成物 を分離 し， 3 6 0 へ 5 0 0 n m で 反 応生成物 の

吸収ス ペ ク ト ル の 変化 を調 べ て そ の 生成 量 を検討 し

た
．
さらに アス コ ル ビ ン酸 で還元型 に した の ち

，
36 0

－

5 50 n m で の 吸 収ス ペ ク ト ル の 変化 を調 べ た ．

精製オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃度と反 応産物の生成量

との 関係を，3一日K N の 最終濃度 は 2 ． 3 m M と し
，
ヘ モ

グロ ビ ン の 濃度 ト ム 演劇 は 1 へ 8 0 0 メM の範囲 で

調 べ た
． 反 応は p工i 7 ． 0

，
3 7
0

C で 4 時間行っ た ．

精製 オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン の 酸化の 経時的変化と 反応

産物の 生 成量 の 経時的変化と の 関係に つ い て は次の 条

件下 で 行 っ た ． 3 ． H K N く最終濃度 は2 ． 4 m M l と オ キ

シ へ モ グ 占 ビン く最終濃度 は 1 83 声M フと を， p H 7 几

37
0

C で 反応 させ た
．

ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 は 630 n m の

吸光度の 変化 で 経時的に 追跡 し， 反 応産物の 生成量 は

同 一 時間に 反 応液よ り 一 定量 をサ ン プ リ ン グ しゲ ル ろ
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ヒ ト赤血球 に よ る 3 － ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の代謝

過で ヘ モ グ ロ ビ ン を分離除去後， 36 0 へ 5 0 0 n m の 吸 収

スペ ク トル を測定 し て調べ た．

成 績

1 ． 赤血球 と 3 － H K N と の 反 応

図1 に ヒ ト赤血 球と 3 － H K N と の 反 応 で得 られ た ヘ

モ グ ロ ビ ン の 等電点電気泳動パ タ ー ン を示 した
．
こ の

泳動パ タ
ー ン か ら見る と

，
赤血球内の ヘ モ グ ロ ビ ン は

3 月 K N に よ っ て 酸 化 さ れ くぼ 3 ＋声
2 ＋

う2 や く此 2 十月
3 ＋

フ2

のよう な 半分酸化塾 ヘ モ グ ロ ビン に
，
さ ら に 完全酸化

型ヘ モ グ ロ ビ ン くぽ
3 十

月
3 ＋

フ2 で あ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

にと変化して い く こ とが 分か っ た
． 図2 は こ の 電気泳

動パ タ ー ン をゲ ル ス キ ャ ン で 分析 し ヘ モ グ ロ ビン の 酸

化の 度合の 時間的経過 を示 した も の で ある
． 反応開始

と共に オ キシ ヘ モ グ ロ ビン は減少し それ と 同時 に 部分

酸化塾 ヘ モ グ ロ ビ ン が 増加 し た
． 反 応開始後 2 時 間

た っ た頃か ら メ ト ヘ モ グ ロ ビ ンが 増加 し始 め たが 部分

酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン は
一

定と な っ た ．
こ の こ と はオ キ

シ ヘ モ グ ロ ビ ン が部 分酸化型 ヘ モ グ ロ ビン を経て メ ト

ヘ モ グ ロ ビン に な っ て い る こ と を示 して い る．
こ の よ

うな 3 月 K N に よ る ヘ モ グ ロ ビン の 酸化作用 に つ い て

は これ まで 知ら れ て い な か っ た
．

一 方 ， 3 － H K N と赤血

球との 反応溶液 を S e p h a d e x G － 2 5 カ ラ ム に 通す と， ヘ

モ グ ロ ビ ン 分画 と異な っ たと こ ろ に 茶褐色の 物質が得

られる．
こ の 分画の 時間的変化を可 視吸収 ス ペ ク トル

髄0 へ 5 0 0 n m ぅ で 調 べ た く図 3 1 ． 反 応 開始時 の 3 －

H K N の ス ペ ク ト ル は
，
時間と 共 に 44 0 n m 付近 に 肩

を持つ も の に 変化 し， 8 時間後に は 4 4 0 n m に 明 か な

ピ ー ク を示 す も の に 変化 した．

工工 ． 反応生成物の 同 定

図4 は再結晶 に よ り精製 して 得 られ た還元 型の 反応

生成物の 赤外吸収 ス ペ ク ト ル で あ る
．
こ の ス ペ ク トル

は B u t e n a n d t らの 報告 し て い る ハ イ ド ロ キサ ン ト マ

チン の 赤外吸 収ス ペ ク ト ル1－り1 31 と よ く 一 致 した ． こ の

結束， ヒ ト赤 血 球 に お け る 3 － H E N の 代 謝 物 は3 ．

H K N が 2 分子縮合 した キ サ ン ト マ ナ ン で あ る と考 え

られる． 還元 型 の 反 応生成物 を 0 ．2 M リ ン 酸緩衝液

くp王1 7 ． 0うお よ び5 N 塩酸溶液に 溶解 し， しば ら く空気

下で 放置 して 置く と酸化型 に な る の で
，
こ の 試料 に つ

いて 紫外 ． 可視吸 収ス ペ ク トル を測定 した． 図 5 に 示

すよう に
，
こ の 反 応生成物の 紫外 ．

可 視吸収 ス ペ ク ト

ル は合成 キ サ ン ト マ チ ン の 紫外 ． 可視吸収 ス ペ ク ト

ル 川 と
一

致 した．

さ らに
， H P L C に よ る 反応生 成物 の分 離 パ タ ー ン を

検討した く図6 フ． ヒ ト赤血球と 3－H K N を反応 させ て
一

定時間ごと に 得た溶液を ゲル ろ過 して 3 － H K N の 反

応生成物 を得 た． 反応 生成物に 1 ％ア ス コ ル ビン 酸を

120 9

加 え還元型 に した後 H P L C に よ っ て分析 した． そ の結

果， 反 応後 3 時間 め と 5 時間め に 得 た サ ン プ ル で は

H P L C パ タ
ー

ン に 新 し い ビ ー

タ が現れ
，
しか も時間と

と も に そ の 量 は 増加 し た． そ の H P L C の 保 持時間

くr e t e n si o n ti m e I は合成 ハ イ ド ロ キサ ン ト マ ナ ン を

H P L C に か け て得 られ た保持時間と 一 致 した．
こ の結

果か ら も ヒ ト赤血球 に お け る 3 月 E N の代謝物質 は キ

サ ン トマ テ ン で ある と 考え ら れる ． ま た T L C で も 3 ．

H K N 代謝産軌 合成キ サ ン ト マ チ ン の Rf 値 は と も に

0 ．2 5 と
一 致す る結果が得 られ た く図7 う．

2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0 6 0 0

2 0 0 3 0 0 ヰ0 0 5 0 0 6 0 0

ーn m J
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くAl ， a b s o r p ti o n s p e c t r a of 3 － H K N m et a b olit e a n d
a u th e n ti c x a n th o m m a ti n i n 5 N H C I s o l u ti o n ．

T h e d o tt e d li n e s h o w s 3 － H K N m et a b o lit e ． T h e
S Olid e li n e sh o w s a u t h e n ti c x a n th o m m a ti n ．

くBl ， a b s o r pti o n s p e ct r a o f 3 － H K N m e t a b olit e a n d
a u th e n ti c x a n th o m m a ti n i n O ．2 M p h o s p h a t e

b u ff e r
， p H 7 ．0 ． T h e d o tt e d li n e s h o w s 3 ． H K N

m e t a b o lit e ． T h e s o lid li n e s h o w s a u th e n ti c

X a n th o m m a ti n ．
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以 上 の 結果 は， 赤血球 に お け る 3 月 K N の 代謝産物

は キサ ン ト マ チ ン で あ る こ と を示 して い る o

H I ． 種々 の 条件 下 に お け る 赤血 球 と 3 － H K N と の

反 応

図 8 は アザ イ ドお よ び 一 酸化炭素が オ キ シ ヘ モ グ ロ

ビン 含有赤血球と 3 － E K N と の 反応に どの よう に 影響

す る か 調べ たも の で ある．
コ ン ト ロ ー ル で は キサ ン ト

マ チ ン 生成 に 一 時間程度の タイ ム ラグ くti m e l a gl が

観察 され 2 時間め 以降か ら生成が増加 した．
こ の 赤血

球浮遊液に 予 め アザイ ド を加 え てお い ても キ サ ン ト マ

チ ン 生成は ほ と ん ど影響さ れ な か っ た ．
オ キ シ ヘ モ グ

ロ ビ ン を含む赤血球浮遊液に 一 酸化炭素 を吹き込 んで

H b C O に 変換 した の ち好気相下 で 反 応 させ て 調 べ る

と
，
3 ． H K N か ら の キサ ン ト マ テ ン の 生成 は著 し く阻

O h r

くりH l h 幻

l t l

l I

8 h r

くり く2，
く3 I

l l l

u
5 h r

川 く2 I く3 I

l l l

口

害さ れ た．
ま た H b C O 含有赤血 球 と 3－H K N を

d

酸化

炭素気相下 で反 応さ せ た場合は ， こ の 反 応 は全く起き

な か っ た
．
3 － H K N 自 身は空 気中 で 自動酸化さ れ て少

量 な が ら褐色物質に 変化 し た． しか し
，
こ の 自動酸化

反応 は 2 時間以 降は 非常 に 小 さく な っ た ． また デ ー

タ

に は示 さ な か っ たが オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン含有赤血球と

3 － H K N との 反 応は嫌気的条件f くd e o x y H bl で はほ

と ん ど進行せずキサ ン ト マ テ ン は生成 しな か っ た
．
こ

の よう に と 卜赤血 球 に お ける 3 ． H K N の 代謝に は酸素

の 存在が必要で あ る こ と が 分か っ た ．

一 方， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 含有赤血球 と 3 ． H K N と を

反応 させ る と， オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン を含む 赤血 球の場

合と同様 キサ ン ト マ チ ン が 生成 さ れた ． しか し図9 に

示 さ れ る よう に メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン含有赤血球で はオキ

O 1 0 2 0 3 0

E I uI i o n I i m e I m i n J

O 1 0 2 0 5 0

E 山Ii o n H m e l m i n l

Fi g ． 6 ． S e p a r a ti o n o f 3
－ H K N m et a b o lit e b y H P L C ．

T h e s a m pl e s c o n t ai n l n g 3
－ H K N an d 3 － H K N m et a b olit e w e r e o b t ai n e d a s

d e s c rib ed i n th e l e g e n d t o F i g ． 1 ． B ef o r e a p pli c a ti o n o
n a r e v e r s e p h a s e

c ol u m n くO D S －1 2 0 T l ， S a m pl e s w e r e r ed u c e d b y a d di n g a s c o r b i c a ci d ． T h e

s oI v e n t s y st e m w a s こ P h a s e A ， 4 ％ a c et o n it ril e i n O ．1 M N a 2 H P O 4 くp H 2 ．51 ，

a n d p h a s e B ， 5 0 ％ a c e t o n it ril e i n O ．1 M N a 2 H P O 4 くp H 2 ．51 ． T h e g r a d i e n t

くp e r c e n t a g e B i n A I w a s di s c o n ti n u o u sl y c h a n g e d w ith ti m e ニ 2 0％ くO m i nl ，

5 0 ％ く2 m i n l ， 6 0 ％ く1 0 m i nl ， 1 0 0 ％ く12 m i nJ ， 1 0 0 ％ く20 m i nl ． T h e fl o w r a t e

w a s m a i n t ai n e d a t O ．5 m ll m i n ， a n d th e a b s o rb a n c e w a s m o ni t o r e d a t 2 4 0

A
，
th e el u ti o n p a tt e rn a t O ， 3 ， 5 h o u r s ． A s c o r b i c a cid w a s a d d e d t o th e

s ol u ti o n o f 3 － H K N a n d it s m et a b oli t e w h i c h w e r e o b t ai n e d b y g el filt r a ti o n ．

P e a k く1ンi s a s c o rb i c a ci d ， p e a k く21 i s 3 － H K N a n d p e a k く31 i s 3
－ H K N

m e t a b oli t e ．

B
，
th e el u ti o n p a tt e rn Of h y d r o x a n th o m m a ti n w hi c h w a s o b t a i n e d

b y th e

r ed u c ti o n o f s y n th e si z ed x an th o m m a ti n w i th a s c o r b i c a cid ． P e a k くil i s

a s c o r bi c a ci d a n d p e a k くiりi s h y d r o x a n th o m m a ti n ．



ヒ ト赤血球 に よ る 3 ． ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の代謝

シ ヘ モ グ ロ ビン 含有赤血球の 時に 比 べ キサ ン トマ チ ン

の生成量 は， 反 応開始後 8 時間めの 生成量 で み ると約

半分で あ っ た ． ア ザイ ドの 存在下 で メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

含有赤血球 と 3 － H K N と をイ ン キ エ ペ
ー

トす る と キ サ

ン トマ テ ンの 生成 は さ ら に 阻害され た ．

I V ．
3 － H K N に よ る精製 ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化と 還元

表1 ， 2 に 好気的及 び嫌気的条件下 での 3 － H K N に

よる ヘ モ グ ロ ビ ン の酸化ま た は還元 反応 を示 した
．

ヘ

モ グロ ビ ンの 酸化速度ま た は 還元速度に つ い て は 578

n m の 吸収の 増減 に よ り算出 した
1 51

． 好気的 条件下 で

は3 月 E N は オキ シ ヘ モ グ ロ ビン の 酸化お よ び メ ト ヘ

モ グロ ビ ン の 還元 作用 を有 して い る． 3－H K N に よ る

F r o n す

S I 8 r書

Fig ． 7 － T L C p a tt e rn O f 3
－ H K N m e t a b olit e ．

3 － H K N m et a b oli t e a n d a u th e n ti c x a n th o m m a ti n

W e r e o b t ai n e d a s d e s c rib e d i n th e l e g e n d t o F i g ． 4 ．

S a m pl e s w e r e s p o t t ed o n a c e11 u l o s e T L C pl a t e

くA V I C E L S F
，
F u n a k o sh i

，
T o k y oJ an d d e v el o p e d

W ith c ollid i n e1 0 ．2 M K 2 H P O ． く2 ニ3 ， V I vl ． A ， 3 －

H K N m e t a b olit e 芸 B ， a u th e n ti c x a n th o m m a ti 町
C
，
3 － B K N ．

12 1 1

オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化速度 は 0 ．5 2 声M ノm h ， メ ト

ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 速度 は 0 ． 3 1 JL M l m in で あ っ た ．

一 方
， 嫌気的条件下で は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 反応

は み られ た が キサ ン ト マ テ ン の 生成 はほ と ん ど起 こ ら

ず， その 還元 速度 も 0 ． 1 2 ノf M ノm i n と好気相下 の 1ノ3

に 減少 して い た ． また 3 月 E N に よ るデ オ キ シ ヘ モ グ

ロ ビ ン の 酸化反応 は全く起 こ ら な か っ た
．

次 に 0 2 の ス カ ベ ン ジャ ー

で あ る S O D や H 2 0 2 の

ス カ ベ ン ジ ャ
ー

である カ タ ラ ー ゼ を予 め反応液 に 加 え

て 3 一 日K N に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の酸化還元 反応 を調べ

た く図 1 0 A
，
Bう， S O D は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 3 ．

H K N に よ る酸化を促進 し， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元

を 阻害 した．
カ タラ

ー

ゼ ほ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン の 酸化
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Fig － 8 ． E ff e c t s o f N a N 3 a n d C O g a s o n

X a n th o m m a ti n f o r m a ti o n in e r y th r o c y t e s ．

E r y th r o c y t e s c o n t ai n l n g O X y h e m o gl o b i n w e r e

i n c u b a t e d wi th 3 － H K N く2 ．5 m M l i n K r e b s － Ri n g e r
，

S S Ol u ti o n くH t ニ 1 1 ％1 a t 3 7
O

C
， p H 7 ．O a ft e r th e

a d d iti o n o f N a N 3 く5 m M l o r b u b b li n g w ith C O

g a s ． T h e s a m pl e s w e r e t a k e n o u t a t i n d i c a t ed

i n te r v a l s
，
a n d s u bj e c t ed t o th e m e a s u r e m e n t o f

a b s o rb a n c e a t 4 40 n m af t e r g el fil t r a ti o n ．

F o r m a ti o n o f x a n th o m m a ti n くp m oI sl m l ． R B C I
W a S C a l c u l a t ed b y u s in g 8 ．4。n m

こ 1 3
，
20 01 M I c m 1 21 ．

0
，
C O n t r O l i

ロ
， ＋ N a N 3 く5 m M h 書 ， e r yt h r o c yt e s

C O n t ai n i n g H b C O くT h e i n c u b a ti o n w a s p e rf o r m e d
u n d e r C O g a s c o n d iti o n s h の ，

e r y th r o c y t e s

C O n t a in i n g H b C O くT h e i n c u b a ti o n w a s p e rf o m e d

u n d e r a e r o b i c c o n d iti o n sI ニ ー ， a u t O X i d a ti o n o f 3 －

H K N ．
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T a bl e l ． R a t e s o f o x id a ti o n o f o x y－a n d d e o x y h e m o gl o b i n b y 3 － H K N

A u t o x id a ti o n r a t e s o f O x id a ti o n r a t e s o f

h e m o gl o b i n くp M J
，
m i n I h e m o gl o bi n くJI M ノm i n l

く
－

I 3－H K N く＋1 3 － H K N

O x y h e m o gl o bi n

D e o x y h e m o gl o b i n

0 ．04 4

0

T h e r e a c ti o n m i x t u r e c o n t ai n e d o x y
－

O r d e o x y h e m o gl o bi n く1 00 JI M i n h e m el
a n d l m M 3 － H K N ． T h e r e a c ti o n s w e r e p u r s u e d a t 2 5 C ． T h e o x i d a ti o n

r a t e s b y 3－H K N w e r e c a l c u l a t e d f r o m th e a b s o r b a n c e c h a n g e s a t 5 7 8 n m
15l

，

2 4 6 8

T i m e I h り
Fi g ． 9 ． E ff e c t o f N a N 3 0 n m e t a b o li s m o f 3

－ H K N i n

h u m a n e r y th r o c yt e s c o n t ai n i n g m e t H b ．

H e m a t o c rit o f e r yth r o c yt e s u s p e n si o n s w a s 1 7 ％．

C o n c e n t r a ti o n o f 3 － H K N w a s 2 ．5 m M ．
0
，

e r y th r o c y t e s c o n t ai ni n g o x y H
b くc o n t r o IJ i 中 ，

e r y th r o c yt e s c o n t a i n in g m et H b ニ A ， ＋N a N 3 く5

m M l a n d e r yth r o c yt e s c o n t ai n i n g m e t H b 三 Y ，

a u t o x id a ti o n o f 3 － H K N ．

を著 しく抑 えた が， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の還元 は抑制 し

なか っ た ．
S O D と カ タラ

ー

ゼ の 両方 を加 え た場合オ キ

シ ヘ モ グロ ビ ン の酸化は著 し く抑 え られ た．

V
． 精製 し た ヘ モ グ ロ ビン と 3 － H R N と の 反 応

次 に 精製 した ヘ モ グ ロ ビ ン と 3 － H E N と の 反応 に つ

い て 調 べ た ． 反応産物 は赤血球 の場合と同様， キサ ン

ト マ テ ン で ある こ とが 吸収ス ペ ク トル 等の 検索 に よ り

明らか に な っ た ． 図 11 に オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン お よ びメ

トヘ モ グ ロ ビン と 3 － H K N の 反応の 時間的経過 を示 し

た． 赤血 球と の 反応の場合 に み ら れ た よう な著 しい 反

応開始の遅れ は ない ．
メ ト ヘ モ グ ロ ビン に よる キ サ ン

T a b l e 2 ． R a t e s of r e d u cti o n o f m et h e m o gl o bi n

bァ 3
－ H K N

R e d u c ti o n r a t e s of
h e m o gl o bi n くFL M l mi nl

く＋うO x y g e n O ．31

ト1 0 x y g e n O ．1 2

T h e r e a c ti o n m i x t u r e c o n t a i n e d m e th e m o gl
－

O b i n く1 0 0 p M i n h e m el a n d l m M 3－H K N ．

トマ チ ン の 生成 量 は赤血 球の 場合と は異 な りオ キ シ ヘ

モ グ ロ ビ ン と 同程度 で あ っ た ．

3 － H K N の 最終濃度 を 2 ．3 m M と し
，
オキ シ ヘ モ グ

ロ ビ ン の 濃度 を変 え て くヘ ム 濃度 に して 1 へ 8 00 ノJ M

うキ サ ン トマ ナ ン の生 成 を調 べ た く図 12う． 図に 示され

る様 に 6 ノノM 以下 の ヘ ム 濃度 で は その ヘ ム 濃度に 比例

して キ サ ン ト マ テ ン の 生成量が増加 した ．
5 0 メM 以上

の ヘ ム 濃度 で は キサ ン トマ テ ン の 生成量 はほ ぼ
一

定で

あ っ た ．

VI ．
ヘ モ グ ロ ビン の 酸 化量 と キ サ ン トマ テ ンの 生成

量と の 関係

オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化量 と キサ ン ト マ ナ ン の 生

成と の 量 的関係 を調 べ た く図 1 3う． 図に 見ら れるよ う

に ヘ モ グロ ビ ン の 酸化に は二 つ の 段階が み られ た．
30

分ま で の 急速に 進 む酸化と そ れ以 降に 見ら れる綬徐な

酸化で あ る．
こ れ は 3 － R K N に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の酸

化 に お い て， ぼ 鎖と 月 鎖の 酸化速度の 差 に よる もの と

考え られ る
1 6 抑

．

一 方
，
キ サ ン トマ テ ン の 生成 は最初き

わ め て少 なく ， 反応 開始 5 分 頃よ り生 成が 始まり 20 分

後か ら急激 に 増加 した．
こ の よ う に キサ ン トマ ナ ンの

生成 に は タ イ ム ラ グ が 明 ら か に あ り， こ の こ と は3
．

H K N か らす ぐに キ サ ン ト マ チ ン が合成 され る の で は

な く ，
い く つ か の 中間段階を経て キ サ ン ト マ ナ ン が合

成さ れ て い る可能性 を示 唆し て い る ．

考 察

ヘ モ グ ロ ビ ン は酸 素 を運搬 す る タ ン パ ク 質で ある

が ， 生体 内で物質代謝に も関与 して い る ら しい こ とが



ヒ ト赤血 球 に よ る 3 － ヒ ド ロ キ シ キヌ レ ニ ン の 代謝

近年 わか っ てき た．
F it z p a t ri c k ら

湖
は
，
プ ロ ス タ ブ ラ

ン ジ ンの
一 種 で あ る ロ イ コ トリ エ ン A 4 が ， ヘ モ グ ロ

ビ ン に よ っ て 5 H P E T E く5T h y d r o p e r o x y －

eic o s a t et r a e n o i c a cid l よ り合成 さ れ る こ と を報告 し

た
．
ま た Y a m a b e ら

1 叫は L － ド ー バ が ヘ モ グ ロ ビ ン に

よ っ て脱 炭酸され る こ と を示 した． しか しな が ら ヘ モ

グロ ビン の 薬物の 代謝に つ い て は充分に 解明 さ れ て い

ない ．

一 九 3 － H K N や 3 － H A A な どの トリ プ ト フ ァ ン

代謝物は N A D の 前駆体と し て重 要で あ るが
，
これ ら

の物質が 赤血球申で どの よ う な変化 を受 ける か と い う

こ とに つ い て は 明 らか で は な か っ た ． 3 － H K N は通常

3 ． H A A に 代謝さ れ る の で あ る が， ヒ ト赤血 球で は 2

分子縮合の 反応 で キサ ン トマ チ ン と い う 褐色の 物質に

代謝 さ れ る こ と が 本研究 で 明 ら か に な っ た く図4 ．9

う． とく に 赤血球内の ヘ モ グ ロ ビ ンが こ の 反応 に 直接関

与する こ と く図 11つ， ま た ヘ モ グ ロ ビ ン自 身は3 ． H K N

に よ っ て酸化 を受 け た り還元 され た りす る こ とが 示 さ

れた く図 10 A ， 別 ．
こ の よう な 3 月 K N の キサ ン ト マ

チン ヘ の 代謝反応 は高等動物の 細胞 で は今 まで報告が

なく， 昆虫の 眼色素の 合成反応と し て知 られ て い る 抑
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12 1 3

の み で あ る
．
そ こ で今 回 の 実験結果 を基 に して ， 3 －

H K N に よ る ヘ モ グ ロ ビン の 酸化還元 反応の メ カ ニ ズ

ム と
， 3 － H K N か ら い か に し て キサ ン ト マ チ ン が 生成

さ れ る か右耳つ い て以 下に 考察す る．

図1 に 示 した よう に 3 月 K N は と 卜赤血球内の ヘ モ

グ ロ ビ ン を酸化 した ． また，3 － H K N は赤血球内の メ ト

ヘ モ グ ロ ビン の 還元作用 を持 っ て い る こ と も明 らか に

な っ た ． こ の よう に 3 － H K N は赤血球内の ヘ モ グ ロ ビ

ン の 酸化還元作用 を有す るが ， 精製 ヘ モ グ ロ ビ ン で も

同様の 結果が得ら れ た く図101 ． ま た， こ のよ う な ヘ モ

グ ロ ビ ン の 酸化還元 反応 に とも な っ て
，
3 月 K N は キ

サ ン ト マ テ ン に 代謝さ れ た く図111 ． こ の 3 ． H K N の

キ サ ン ト マ テ ン へ の 縮合反 応 に つ い て は B u t e n a n d t

ら
2 11 に よ っ て 図14 の よ う な プ ロ セ ス が示 さ れ て い る ．

こ れ に よる と
， 3 月 K N はま ず脱水素 に よ り キ ノ イ ミ

ン を生 じ
，
こ の キ ノイ ミ ン が 3 － H K N と縮合反 応 を起

こ し
，
ア ミ ノ 基 が は ずれ て 側鎖が環 を巻き ハ イ ド ロ キ

サ ン ト マ ナ ン が 生じる ． さ ら に 2 原子 の 脱水素に よ り

キサ ン ト マ テ ン が出来る．

そ こ で
， 本研究の 実験結果と従来の 報告を考慮 し，

3 月 E N に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還 元 反 応と そ れ に
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Fi g ． 1 0 ■ E f f e c t s of S O D an d c a t al a s e o n th e o x id a ti o n o f o x y h e m o gl o bi n o r th e r e d u c ti o n o f
m e th e m o gl o b in w i th 3 － H K N ． T h e o x i d a ti o n a n d r ed u c ti o n r a t e s w e r e rn e a S u r e d
S p e C t r O ph o t o m et ri c a ll y b y th e d e c r e a s e o r i n c r e a s e i n a b s o r b a n c e a t 5 7 8 n m

l 封
，
r e S p e C tiv e

－

1 y ． T h e r e a c ti o n mi x t u r e c o n t a i n e d o x y
．

o r m eth e m o gl o b i n く80 p M i n h e m el a n d 50 0 p M
3 － H K N ． S O D a n d c a t a l a s e w e r e u s ed a t 1 3 0 0 u n it s a n d 2 9 u n it s

，
r e S p e C ti v ely ． T h e

C O n t r Ol i n th e fi g u r e sh o w s th e e x p e ri m e n t w ith 3
－ H K N a n d wi th o u t e n z ym e ．

くA I ． O x i d a ti o n o f o x y h e m o gl o b i n wi th 3－H K N i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e of c a t al a s e o r
S O D

．

くBl ． R e d u c ti o n o f m e th e m o gl o b i n w it h 3 月 K N i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f c a t al a s e o r
S O D ．
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共役 して起 こ る 3 － H K N か ら キ サ ン ト
マ ナ ン へ の 代謝

反 応 と して 次の よう な プ ロ セ ス を考 え た く図15う．

3 － H K N は ， ハ イ ド ロ キ ノ ン 化合物が
一 般 的に そう

で あ る様 に ， 酸素存在下 で は自動酸化反応 に よ っ て セ

ミ キ ノイ ミ ン ラ ジ カ ル くs e m i q ui n o i m i n e r a di c al ， 3 －

H K N の S e m i q ui n o n e 軌 S Q
．

1 に 酸化 され る．
こ の反

応 は，

3 ． H K N ＋ 0 2
－ ， S Q

．

十く方十 H
＋ くい

と い う 式 で表 さ れ る ．
0 2 の 水溶液 へ の 溶解度 は低い

が
，
こ こ に 2 価鉄 の ヘ モ グロ ビ ン が存在す ると ヘ モ グ

ロ ビ ン に 0 2 が 結合 して ， 0 2 の溶存量 は 飛躍的に 高ま

る
．
その 結果3 － H K N は ， オ キ シ

ヘ モ グ ロ ビ ン よ り解離

した 0 2 と 反応 しセ ミ キ ノ イ ミ ン
へ と酸化 さ れ る． 0 2

は
一

旦 還 元 さ れ る 餌 に な る が， さ ら に 不 均化反 応に

よ り H 2 0 2 に 変化す る．

く芳＋く方十2 H
＋ 一 B 2 0 2 ＋ 0 2 く21

こ れ らの 反応は，

H b O 2 さ B b ＋ 0 2 ほう

の 平衡 が右 へ ずれ る こ と に よ り 0 2 の 供給 を受 けて

次々 に 進行す る こ と に な る．
セ ミ キ ノイ ミ ン は 0 2 と

の 反 応性 が 強 い の で 0 2 と 反 応 し て キ ノ イ ミ ン

くq ui n oi m i n e ， 3
－ H K N の q u i n o n e 型， Q l に さ らに 酸

化さ れ る ．
こ の反応は ，

S Q ＋ 0 2一寸 Q ＋ 窃 ＋ H
十 く41

と い う 式で 表さ れ る．
この よ う に して オ キ シ ヘ モ グロ

1 2 3 5 1 0 5 0 1 0 0 5 0 0 1 0 0 0

H e m o g I o bi n くFL M i n h e m e I

F i g ． 1 2 ． R el a ti o n sh
i p b e t w e e n t

h e f o r m a ti o n o f x a n th o m
m a ti n a n d c o n c e n t r a ti o n

o f

3 － H K N く2 ．3 m M I w a s i n c u b a t e d w i th v a ri o u
s c o n c e n t r a ti o n s of o x y H b く1

へ 8 0 0 p M l

f o r 4 h o u r s a t 3 7
0

C
， p H 7 ．0 ． X a n th o m

m a ti n f o rm a ti o n w a s d et e r m i n e d b y
th e

i n c r e a s e i n o b s o r b a n c e a t 44 0 n m －



ヒ ト赤血 球 に よ る 3 － ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の 代謝

ビ ンよ り解離 し た 0 2 と 3 － H K N が 反応 して キ ノイ ミ

ンが生 成 し， こ れ が 3 － H K N と さ ら に 縮合反 応 をす る

こと で キサ ン ト マ ナ ン が 生 成され る と 考え られ る
．
こ

二
王

E
こ
亡

三
雲
－

ロ

O

E
む

雲
0

芝

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0

T i m e － m i n I

F i g ． 1 3 ． R el a ti o n sh i p b e t w e e n f o r m a ti o n o f

X a n th o m m a ti n a n d o x id a ti o n o f h e m o gl o bi n ．

O x y H b く18 3 J L M I w a s i n c u b a t ed w it h 3 － H K N く2 ．4

m M l a t 3 r C ， i n O ．0 5 M bi s ．t ri s b u ff e r くp H 7 ．01 ．

H e m o gl o bi n o x id a ti o n w a s m e a s u r e d f r o m th e

C h a n g e i n a b s o rb a n c e o f th e r e a cti o n m i x t u r e a t

6 3 0 n m
1 51

． X a n th o m m a ti n f o r m a ti o n w a s

m e a s u r ed b y th e i n c r e a s e i n a b s o rb a n c e a t 4 4 0 n m

Of th e s a m pl e s w hi ch w e r e s e p a r a t e d f r o m

h e m o gl o b i n b y g el fil tr a ti o n ． 0
，
h e m o gl o bi n こ

0
，
X a n th o m m a ti n ．

0 H

州

O

H

H
－
い
．

爪

か
－
－

－
叫

2H

H

C
－

C
－

C
－

C

ーい

－ 2 H
． ．．i

－

12 1 5

の 間オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は 0 2 を解離す る こ と に よ り

デオ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン に な る が
，
く方の 不 均化反応 で生

成され た H 2 0 2 と速 い 速度で 反 応 し メ ト H b に 変化す

る
2 2I

．
こ の よう に ヘ モ グ ロ ビン は 3 ． H K N に よ っ て 直

接酸化され るの で は なく， 3 － H K N と 0 2 との 反応 に 続

い て 生 成 した H 2 0 2 に よ っ て 酸化さ れ る と 考 え ら れ

る
．
こ の こ とは 酸素が存在 し ない 場合 3 － H 重くN に よる

ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応が進行 しない こ と く表 1 フ， そ

し て カ タ ラ
ー

ゼ存在下で は酸化反応が非常に 抑 え られ

る こ と
， S O D 存在 下 で 反 応が 促進 さ れ る こ と く図

10う， な どで裏付 け られ る．

一 方， 3 － H E N と メ ト ヘ モ グ ロ ビン との 反 応で も キ

サ ン ト マ テ ンが 生 成され るが
，
こ の 反応 は 3 ． H E N と

メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン と の 直接反応で 開始す る と考 えら れ

る
．
すな わ ち，

3 － H K N ＋ m e t H b っ S Q
．

＋ H
＋
＋d e o x y H b t51

の よ う に 反応 は進行し， 生成 され た セ ミキ ノ イ ミ ン は

さ ら に 前述の よ う に 0 2 と 反応 し て キ ノ イ ミ ン へ 変化

する と考 えられ る ．
この こ と は 3 価 の ヘ ム 鉄と 結合す

るア ザイ ドが メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 含有赤血球での 反応 を

抑え た こ と か らも 支持さ れ る く図 91 ． 3 － H K N の キ ノ

ン 型 は 図1 4 の 反 応 で 3 － H K N と 縮合反 応 を起 こ し て

キサ ン ト マ チ ン へ 変化す る と考 えら れ る． 図15 下段 に

示 され る よ う に 第 一 段階の 3 － H K N と の反応で メ ト ヘ

モ グ ロ ビ ン は好気的条件下 で は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン

に
， 嫌気的条件下で は デ オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン に 変化す

る く表 1 ， 表2 1 ． 妖気的条件下 で は 3 － H 重くN よ り の キ

サ ン トマ テ ン へ の 生成 は起 こ ら な い が ， それ は 0 2 が

且 姦ご
H

＋ 泄 或 盟
00 H

H y d r o x o n サh o m m o Ii n

R ニ ー C O － C H 2
－

C H ■ f N H 2 トC O O H

X q n I h o m m 8 Ii n

F i g － 1 4 ． P o s sibl e m e c h a n i s m o f x a n th o m m a ti n f o r m a ti o n f r o m 3 － h y d r o x y
－

k y n u r e n i n e
2 1I

．

りり sh o w s 3 － H K N ．
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存在 しな い た め仰式の反応が進行 しな い こと に よ る と

思 わ れ る．

図1 3 で示 した よう に ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 さ れ る 時

間 と キサ ン ト マ テ ン の 生成さ れ る時間 に は大き なずれ

が ある．
す な わ ち， キ サ ン ト マ チ ン の生成に は タイ ム

ラ グ が存在す る．
こ の こ と は赤血球内の 反応で も 同じ

で ある く図 8 ， 9 フ． こ の よう な キサ ン ト マ チ ン 生成の

タイ ム ラ グ は 3
， H E N よ りキ ノ イ ミ ン の 生成が 定常状

態 に 達す る ま で の 時間と考え る こ とが 出来る．
ま た図

12 に 示 し た よ う に キ サ ン ト マ チ ン の 生成速度 は， 6

声M ト ム 演劇 以下の オ キ シ
ヘ モ グ ロ ビ ン濃 度で は

オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃度 に 依存 し て増大 し て い る

が
，
これ は ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度 の増加 に よ り反応溶液中

の 酸素の溶存量が増えた た め と考 え られ る．
な お ， ヘ

モ グロ ビ ン の 1 叫 M 以上 の ヘ ム 濃度の 存在下で は酸

素濃度は 3 － H K N に 対 して充分量存在す るの で ，
キ サ

ン ト マ チ ン 生成速度 は
一 定に な る と 考 え ら れ る く図

12フ． こ の 結果 は図15 に 示 した よ う に 3 月 E N が オ キ

シ ヘ モ グロ ビン と直接反応す る の で は な く， オ キ シ ヘ

モ グロ ビ ン よ り解離 した酸素 と反応 して キ サ ン ト マ テ

ン ヘ と 代謝 され る こ と を意味す る．
3 － H K N は体 内で

は主 と して肝臓， 腎臓な どの臓器 で 3
－ H A A に 代謝さ

れ， さ ら に N A D へ 変化す る． し か しな が ら， 本研究で

示 したよ う に 3 － E K N は ヒ ト赤血球内に お い て は ヘ モ

グロ ビン と反応 して キ サ ン ト マ テ ン と い う褐色の 色素

に 変化し た． こ の キサ ン トマ テ ン の 生理 的意義 は， 現

在 の と こ ろ明 らか で は ない ． 糖尿病 の 患者
2 軋や膀胱癌

患者細 の血液中に 3 月 E N が 高濃度 に 存在 し て い る こ

口

とが 知 られ て お り， こ れ ら の 患者 の血 液中に は赤血球

中で 3 － H K N が 代謝さ れ て キ サ ン ト マ チ ン が存在する

可能性が あ る．
ま た先天 性代謝疾患で あ る ヒ ド ロ キシ

キヌ レ ニ ン尿症は ， 肝臓 お よ び腎臓の キ メ レ ニ ナ ー

ゼ

活性の 欠損 ま た は低下 に よ っ て起 こ る
2 51

． ま た W e s t－

ph a l ら
2 6，に よる と

， 便秘 に な る と赤血 球中 に メ ト ヘ モ

グ ロ ビ ン が 増加 す るが ， こ れ は腸 内細菌 に よ り産生さ

れ た トリ プ ト フ ァ ン代謝物が 血 液中に 吸収 され て起こ

る と い う． その よう な場合 に も， 血液 中に キサ ン トマ

テ ン が蓄積 し てい るか も知 れ な い ．
H e y n i n g e n

2 7 I
は ，白

内障患者の レ ン ズ に 3 － H K N が 高濃度 に 依存す る こ と

を示 した ． T o m o d a ら
2 81 は最近褐色白内障 レ ン ズの 褐

色物質 は 3 － H K N 由来の キ サ ン ト マ テ ン で あ ろ う と推

測 して い る． 糖尿病白内障 で は レ ン ズ が褐色 に 着色し

て い る こ とが 知 られ て い るが ， こ れ は 3 － H K N の キサ

ン ト マ テ ン ヘ の代謝異常と い う こ と で 説明 が つ く かも

しれ な い ． こ の よう に 生体内に お け る 3 1 t K N の キサ

ン ト マ テ ン ヘ の 代謝反応の 意義に つ い て は ，
今後種々

の病態 と関連 して解明 され ると 期待 され る．

結 論

1 ．
ヒ ト赤血 球浮遊液 に 3 － H K N を加 え て， 3 7

0

C ，

p B 7 ．0 で イ ン キ エ ペ
ー

卜 す る と 3 月 K N は 2 分子縮

合 して キサ ン ト マ チ ン に 代謝さ れ た．
こ の 反 応に は赤

血球内の ヘ モ グ ロ ビ ン が関与 して お り ，
ま た酸素の 存

在が必須 で ある こ とが 明ら か に な っ た ．

2 ． 3 ． H K N は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び メ ト
ヘ モ

グロ ビ ン に よ っ て キサ ン ト マ テ ン に 代謝 さ れた ．
この
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ヒ ト赤血球 に よ る 3 － ヒ ド ロ キ シ キ ヌ レ ニ ン の 代謝

反応は オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反応， メ ト ヘ モ グ ロ

ビン の 還元反応 と共役 して い る こ とが 示 さ れ た．

3 ． 3 月 K N に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還元 反 応及

び ヘ モ グ ロ ビ ン に よ る 3
－ H K N の 代謝 に は 0言や H 2

0 2 な どの 活性酸素が関与して い ると 推測され る．
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ph o s p h a t e o n h e m o gl o bi n o x i d a ti o n b y n it rit e a n d

1 2 1 7

f e r ri c y a n id e ． B i o ch e m ． B i o ph y s ． R e s ． C o m m u n ．
，
74

，

14 6 9 ，1 4 7 4 く19 7 7う．

1 01 B u t e n a rLd t ， A ．
，
S c hi e d t

，
U ． 也 Bi e k e r t ， E ． ニ

U b e r o m m o c h r o m e
，
III ． M i tt eil u n g こ S y n th e s e d e s

X a n th d m m a ti n s ． Li e bi g s － A n n ． C h e m ．
，
5 88

，
1 0 6 － 11 6

く19 5 41 ．

1 11 D al gli e sh ， C ． E ． こ T h e r el a ti o n b e t w e e n

p y rid o x i n a n d t r y pt o p h a n m e t a b oli s m ， St u di e d i n

th e r a t ． B i o c h e m ． J ． ， 52 ， 3 ．1 4 く19 52I ．

1 2I B 1 1t e n a n d t ， A ． ， Bi e k e r t ， E ．

，
K u bl e r

，
H ． 鹿

L i n z e n
，
B

． 二 U b e r O m m o c h r o m e
，
X X ． Z u r

V e r b r e it u n g d e r O m m a ti n e i m ti e r r ei c h n e u e

M e th o d e n z u ih r e r I d e n tifi zi e r u n g u n d q u a n ti
．

t a ti v e n B e sti m m u n g ． H o p p e
－ S e yl e r

，

s Z ． P h y si ol ．

C h e m ．
，
3 1 9

，
2 3 8 －2 5 6 く19 6 0ン．

1 3I B u t e n a n d t ， A ．， S c hi e d t ， U ．

，
B i ek e r t

，
E ．

K o r n m a n n
，
P ． 二 U b e r o rn m O C h r o m e

，
I ． M itt eil u n g こ

I s oli e ru n g V O n X a n th o m m a ti n ， R h o d o m m a ti n u n d

O m m a ti n C a u s d e n S c h l u p f s e k r e t e n v o n V a n e s s a

u r ti c a e ． L i e bi g s
－ A n n ． C h e m ．

，
5 8 6

，
21 7 － 22 6 く19 5 4I ．

1 4I B ll t e n a n d t
，
A

．
，
B i e k e r t

，
E ． 鹿 L i n z e n

，
B ． ニ

U b e r o m m o c h r o m e
，
VII ． M itt eil u n g ， M o d ell v e r s u c h e

Z u r B il d u n g d e s X a n th o m m a ti n i n v i v o ． H o p p e
．

S e yl e r
，

s Z ． p h y si ol ． C h e m ．
，
3 05

，
2 8 4 －2 8 9 く19 5 61 ．

1 51 v a n A s s e n d elft ， 0 ． W ． 鹿 Z ijl s t r a ， W ． G ． ニ

E x ti n cti o n c o e ffi ci e n t s f o r u s e i n e q u a ti o n s f o r th e

S p e C t r O ph o t o m e t ri c a n al y s I S O f h a e m o gl o b i n

m i x t u r e s ． A n a l ． B i o c h e m ．
，
6 9

，
43 －4 8 く1 97 51 ．

16I 友田繕 夫 ， 米山 良昌 こ メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 生 成と

還元 反 応． 蛋 白質核酸酵素， 32
，
8 4 2 －8 5 3 く1 98 7I ．

17I B ll n n ， H ． F ． 及 F o r g e t ， B ． G ． 二 H e m o gl o b i n こ

M o l e c ul a r
，
G e n e ti c a n d Cli n i c al A s p e c ts ， 1 st e d ．

，

p 6 3 4 －6 6 2 ， W ．
B

． S a u n d e r s C o m p a n y ， P hil a d el ph i a ，

1 9 8 6 ．

1 8I F i t z p a t ri c k ， F ．
，
Li g g e t t ， W ．

，
M c G e e

，
J ．

，

B u n ti n g ， S ．
，
M o r t o n

，
D ． 及 S a m l l el s s o n

，
B ． こ

M e t a b oli s m o f l e u k o t ri e n e A 4 b y h u m a n e r yth
－

r o c y t e s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 59

，
1 14 0 3 － 11 4 0 7 く19 8 4J ．

1 91 Y a m a b e
，
H ． 及 L o v e n b e r g ， W ． こ D e c a r b o x yl a

－

ti o n of 3
，
4－di h y d r o x y p h e n yl a l a n i n e b y o x y h e m o －

gl o b i n ． B i o c h e m ． B i o ph y s ． R e s ． C o m m u n ． ， 4 7 ， 7 3 3
－

73 9 く19 7 21 ．

2 0I B u t e n a n d t ， A ． こ W i rk s t o ff e d e s I n s e k t e n r e iT

C h e s ． N a t u r w i s s ．
，
4 6

，
4 61－471 く19 5 91 ．

2 1I B u t e n a n d t ， A ．
，
S c hi e d t ， U ．

，
Bi e k e r t

，
E ．

C r o m a r ti e
，
R ． J ． T ． 二 U b e r O rn m O C h r o m e

，
I V ．

M i tt eil u n g こ K o n s ti t u ti o n d e s X a n th o m m a ti n ．



12 1 8

L i eb i g s A n n ． C h e m ．
，
59 0

，
75 ． 9 0 く19 5 礼

22I T o m o d a
，
A ． 皮 Y o n e y a m a ， Y ． ニ O n th e

r el a ti o n s hi p of h e m o gl o bi n o x id a ti o n w ith th e

C O n f o r m a ti o n o f h e m o gl o b i n ． E x p e ri e n ti a ， 3 5 ， 1 5 －1 6

く19 7 91 ．

2 3I K h a tt a b ， M ． ， A b l11 － F a dl ， M ．
，
K h al a f a11 a h

，

A ． 鹿 H a m z a
，
S ． ニ U ri n a r y e x c r e ti o n o f c e rt ai n

t r y p t o p h a n m et a b olit e s i n di a b e ti c s ． J ． E g y p t ． M e d ．

A s s o c ．
，
5 5

，
53 ト54 1 く19 7 2I ．

241 T e uli n g s ， F ． A ． G ．

，
P e t e r s

，
H ． A ．

，
lI o p ， W ． C ．

J ．
，
F o k k e n s

，
W ．

，
H ai j e ， W ． G ．

，
P o r t e n g e n ， H ． 及

V a n d e r W e rf － M e s si n g ， B ． ニ A n e w a s p e c t o f th e

u ri n a r y e x c r eti o n o f t r y pt o p h a n m e t a b olit e s i n

p a ti e n t s w ith c a n c e r o f bl a d d e r ． I n t ． J ． C a n c e r ， 2 1
，

fコ

1 4 0 －1 4 6 く19 7 軋

25I 川 村正彦 こ ヒ ド ロ キ シ キ メ レ ニ ン 尿症． 先天性代

謝病免疫病 ハ ン ド ブ ッ ク 仙 村雄
一

監
， 荻 田善 叫

， 大

浦敏明編I ， 第 一 版， 3 9 2 －3 9 4 頁， 中山書店
，
東 乱 1982 ．

2 6J W e s t p h a l ， R ． G ． 及 0
，

M e a r a
，
T ． M ． こ V i t a m i n

E a n d o x id a ti v e d a m a g e b y tr y p t o p h a n m e t a b olite s

i n e x p e ri m e n t al e n t e r o g e n o u s c y a n o si s a n d

a n a e m i a ． B ri t ． J ． H e m a t o l ． ， 2 6 ， 5 4 3 －5 4 8 く19 7 4I ．

2 7ナ v a n H e y n i n g e n ， R ． ニ Fl u o r e s c e n t gl u c o sid e i n

th e h u m a n l e n s ． N a t u r e
，
23 0

，
3 9 3 － 3 94 く19 71J ．

2 81 T o m o d a
，
A

．
，
Y o n e y a m a ， Y ．

，
Y a m a g u c h i ， T ． ，

K a k i n u m a
，
R －

，
K a w a s a k i

I E ． 鹿 Y o n e m u r a
，
D

． ニ

S p e c t r o s c o pi c st u d i e s o f b r u n e s c e n t c a t a r a c t o u s

l e n s e s ． F E B S l ett ．
，
2 1 9

，
4 7 2 －4 7 6 く1 98 7I ．

M e t a b olis m of 3 － H y d r o x y k y n u r e n i n e i n H u m a n E r y t h r o c y t e s J u n d o Y a m ag u c hi ，
D e p a r t m e n t o f B i o c h e m i st ry くり ，

S c h o o l o f M e d i c i n e
，
K a n a z a w a U n i v e r sity ， K a n a z a w a 9 2 0

－ J ．

J u z e n M e d ． S o c ．
，
9 6

，
1 2 0 5 － 1 2 1 8 り9 8 71

K e y w o r d s ニ h u m a n e ry th r o c y t e s ， h e m o g l o b i n ， 3 － h y d r o x y k y n u r e n i n e ， X a n th o m m a ti n

A b s t r a ct

M e t h e m o gl o bi n w a s s l g n ifi c a n tl y l n C r e a S e d i n h u m a n e r y t h r o c y t e s ， W h e n th e r e d b l o o d c ell s

W e r e i n c u b a t e d wi t h 3 － h y d r o x y k y n u r e n i n e ， a m e t ab o lite o f t r y p t o p h a n ， a t p H 7 ■0
，
3 7

0

C ． 3 －

h y d r o x y k y n u r e n i n e w a s m e t a b oli z e d t o a b r o w n c o m p o u n d i n a r e a c ti o n c o u p l e d w i th th e

O Xi d a tiv e r e a c ti o n o f h e m o g l o b i n ． T h i s c o m p o u n d w a s i d e n tifi e d a s x a n th o m m a ti n w h i c h w a s a

d i m e ri z e d fb r m o f 3 － h y d r o x y k y n u r e n i n e b y v a ri o u s a n al y s e s s u c h a s u l tr a v i o l e t a n d vi sib l e

S p e Ct r O P h o t o m et r y ， i n f h r e d s p e ct r o p h o t o m e t ry ， h i g h p e rfb r m a n c e li q u id c h r o m a t o g r a p h y a n d

th i n l a y e r c h r o m a t o g r a p h y ． W h e n p u rifi e d o x y h e m o gl o b i n w a s i n c u b a t e d w i th 3 － h y d r o x y
－

k y n u r e n i n e ， h e m o g l o bi n w a s o x i d i z e d t o m e th e m o g l o b i n a n d 3 － h y d r o x y k y n u r e n i n e w a s d i m e ri z e d

t o x a n t h o m m ati n
，
S h o w l n g th a t th e m e t ab oli s m o f 3 － h y d r o x y k y n u r e n i n e i s c o u p l e d w ith th e

O X i d ati o n o f h e m og l o bi n ． O n th e o th e r h a n d
，
W h e n m e t h e m o g l o b i n

－

ri c h e r y th r o c y t e s w e r e

i n c u b a te d w it h 3 － h y d r o x y k y n u r e n i n e ， m e t h e m o gl o b i n i n t h e e ry th r o c y t e s w a s r e d u c e d a n d 3
－

h y d r o x y k y n u r e n i n e w as d i m e ri z e d t o x a n th o m m a ti n ． P u ri 凸e d m e th e m o g l o b i n w a s f b u n d t o h a v e

a c a p a c l ty Of m e ta b oli z i n g 3
－ h y d r o x y k y n u r e n i n e t o x a n th o m m a ti n a s w ell ． H o w e v e r

，
th e

fo r m ati o n o f x a n th o mm ati n d id n o t o c c u r u n d e r a n a e r o b ic c o n d iti o n s ． T h e s e r e s u lt s s u g g e s t th a t

th e m et a b oli s m o f 3 － h y d r o x y k y n u r e n i n e i n h u m a n e r y th r o c y te s i s c o u p l e d w ith th e o x i d o
－

r e d u c ti v e

r e a cti o n s o f h e m o g l o b i n a n d th a t o x y g e n i s i n d i s p e n s a b l e f b r th e r e a c ti o n ．


