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ヒ ト赤血球 に おける 3 － ヒ ドロ キ シア ン トラ ニ ル酸 の

代謝とそれに共役した ヘ モ グ ロ ビ ン の酸化還元反応

金沢大学医学部生化学第
一

講座 く主 任 二 米 山艮昌教授1

白 沢 栄
く昭和6 2 年 2 月1 3 日受付I

ト リプ トフ ァ ン代謝物質 であ る 3 － ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ ニ ル 酸 く3 ． H A T うは と 卜赤血 球 で速 や か に 代

謝さ れ， その 最終代謝産物 は， ス ペ ク ト ロ フ ォ トメ リ ー

，
ペ ー パ ー

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー お よ び 薄層 ク ロ マ

ト グラ フ ィ
ー に よ る分析か らシ ンナ バ リン酸 くC B Al と同定さ れ た．

一

九 3 － H A T に よ り， 赤血 球中の オキ

シ ヘ モ グ ロ ビ ン は半分酸化 型 ヘ モ グ ロ ビ ン お よ び メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化さ れ た． そ の 代謝速度が C B A

生成と同様に 非常 に速 い こ と か ら
，
3 － H A T の 代謝と 赤血球中の ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還元 反 応が 共役 して

い る こ とが 示唆さ れ た． さ ら に ， 3 － H A T が オ キ シ あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の い ずれ に よ っ て も代謝さ れ

る こ と， また
，
オ キシ あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン が この 化合物 に より 各々酸化お よ び還元 を受 け る こ と が

明ら か と なり， 3 － H A T と ヘ モ グ ロ ビ ン の 一

見矛盾し た共役反応 が示 され た
．
な お

，
デ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン

は 3 ． H A T に より 酸化 され な か っ た ． オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 3 － H A T に よ る酸化反応 はイ ノ シ ト ー ル ー6 ． リ

ン 酸 くP 6－i n o sit oll は あ る い は ス
ー パ ー オ キサ イ ド デ ス ム タ ー ゼ くS O Dうに よ り促進さ れ， カ タ ラ ー

ゼに よ

り 抑制 され た． また， 3
－ H A T は好気的， 嫌気的な い ずれ の 条件 の もと で も メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン を還元 し たが，

好気的条件下での 反応 が よ り速 い こ と が示 さ れ た
．
この 3 一日A T に よ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 反応 は P 6 －

i n o si t ol に よ っ て 促進 され たが ， S O D に よ る反 応の 促進 は好気的条件下 に お い て もわ ず か で あ っ た ． こ れ

らの 結果 をも と に ， 赤血球 で の 3 － H A T の 一

見矛盾 した代謝反応と ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還 元 反応 の 機序 に

つ い て考察 した．
そ し て， 糖尿病ある い は膀胱癌患者に お い て ト リプ トフ ァ ン 代謝物質が増加 す ると の 報

告を踏 ま え， こ こ に 示 した ヘ モ グ ロ ビ ン 酸化還元 反 応に 共役 し た 3 － H A T の 赤血球内代謝 の 病理 学的意義

を推論 した ．

K e y w o rd s h e m o gl o b in ， t r y p t O p h a n m et a b olit e ， 3 －h y d r o x y a n t r a nilic a cid ，

O X id o r e d u c ti v e r e a c ti o n
，
e r y t h r o c y t e s

トリ プ ト フ ァ ン お よ びそ の 代謝物質は肝， 脳 な どを

代表と する 多くの 臓器， 組織 で代謝 され る．
この トリ

プ ト フ ァ ン の 主要代謝物 の 一 つ で あ る 3 － ヒ ド ロ キ シ

ア ン ト ラ ニ ル 酸 く3 －h y d r o x y a n th r a n ili c a ci d ， 3 －

E A Tう は こ コ ナ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド

くN A Dう の 前駆体 に な る な ど重要な生理活性物質で あ

るが
，
その 主要代謝経路と して

．
これ らの 臓器 に お い

てま ず 庇 ． ア ミ ノ 一

月
－カ ル ポ キ シ ム コ ン酸一

石
一 セ ミ ア ル デ

ヒ ド くq ．

a mi n o － P
－

C a rb o x y m u c o ni c－e － S e m i a ld e h y d e

l へ 変換さ れ る こ と がよ く 知ら れ るて い る1J
．
また

一

方

A b b r e vi a ti o n s 二 3 － H A T
，
3 － h y d r o x y a n th r a n ili c

に お い て
，
こ の 3 － H A T は

，
M n
十 十
の 存在下で ， ヘ ム タ

ン パ ク質 で あ る カ タ ラ ー ゼ ある い は ヘ モ グ ロ ビ ン に よ

り シ ン ナ バ リ ン 酸 くci n n a b a ri ni c a cid
， C B A J に 変換

され る こ とが 報告さ れ て い る2 刷 ． しか し
，
こ の C 王ヨA へ

の 代謝経路 は現在の と こ ろ十分 に 分か っ て お ら ず
，
そ

の 生 理 的意義 も明ら か に さ れ て い な い
．

一 方
，
ヘ モ グ ロ ビン を酸化 す る多く の 物質が 知られ

て い る が， ト リプ トフ ァ ン 等の ア ミ ノ 酸お よ びそ の 代

謝物 に よる オ キ シ ー あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化

還元 に つ い て は
，
現 在の と こ ろ まだ よ く 分 か っ て い な

a cid ニ C B A ， Ci n n a b a rini c a cid 三 P 6 －i n o si t ol ，

m y o
qin o sit ol h e x a ki s p h o s p h at e ニ S O D ， S u p e r O X id e di s m u t a s e 三 A C D ， a Cid cit r a t e d e x t r o s e i

T L C
，
t hi n l a y e r ch r o m a t o g r a p h y ニ O X y H b ， O X y h e m o gl o bi n e 三 m et H b ， m e t h e m o gl o bi n ．



3 ． H A T の 代謝と へ モ ブ ロ ビ ン の 酸化還 元反 応

い ． W e st p h al ら は 3－H A T が オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン を メ

ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸 化す る 事 を 報告 し た
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． ま た，

G o d a ら は 5 － ヒ ド ロ オ キ シ ア ン ト ラ ニ ル 酸 く5－

hy d r o x y a n th r a nil
i c a ci dl が メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン を還元

する こ と を示 し た
5J

．
し か し， ニかノン刀 研究 で は

，
こ の

詳細な反 応様式 を充分明 らか に する こ と は でき ず ，
い

まなお ， トリ プ ト フ ァ ン代謝物質 と ヘ モ グロ ビ ン の 酸

化還元反 応は不明 な 点が 多い ．

著者は， 本研究に お い て ， 3－H A T を と 卜赤血 球と と

いニイ ン キ エ ペ
ー

トし た時， その 細胞内で共役し た 3 －．

H A T の C B A へ の 代謝 と ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 お よ び

還元 反応が 生 ずる こ と を初め て 明 ら か に し た． さら に ，

この 結果 をも と に ， こ の 3 － H A T に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン

の酸化およ び還元 と い う一
一 見矛盾し た 反応 の 詳細 を明

らか に する こ と を目的と して ， 種々 条件下 での ヘ モ グ

ロ ビ ンの 酸化還 元 反 応を調 べ た ．
こ の 結果か ら， 赤血

球に お ける トリ プ ト フ ァ ン 代謝と ヘ モ グロ ビ ン の 酸化

還元 反応の 機序 に つ い て 考察 を加 え， その 生理 的意義

を論じ た．

ヰオ料お よ び 方法

工 ． 材 料

ビ ス ー トリ ス E2 － くbi s－く2 －h y d r o x y e th y り a mi n o ト

2 一 くh y d r o x y m e th yl ト p r o p a n e
－1

．
3－di olコ お よ びイ ノ

シl
l － ル ー6 － リ ン酸 くm y t7 －i n o sit o l h e x a k i s p h o s ph a t e ，

P 6
．i n o sit oり は， シ グマ 社 くS t ． L o u i s ， M i s s o u ri ， 米

国う 製を， トリ プ ト フ ァ ン
，
3－H A T ，

3－ヒ ド ロ キ シ キ

ヌ レ ニ ン
， キ ヌ レ ニ ン ， ア ン トラ ニ ル 酸な どの トリ プ

トフ ァ ン 代謝物 は和 光純薬 く東京I 製 を使用 した ．
カ

タ ラ ー ゼ は べ
－

リ ン ガ
一

社 伸1 a fl rlh ei n l ， 西 ド イ ツプ製

を
，
ス ー パ ー オ キ サ イ ド デ ス ム タ

ー

ゼ くs tl p e r O Xid e

di s m u t a s e
，
S O D l は マ イ ル ス ラ ポ ラ ト リ ー 社

りnd i a n a ， う机即 製 を使用 し た． C B A は B u t e n a n d t ら

の 方法
の
に よ り合成し た もの を使用 し た．

赤血球中 ヘ モ グロ ビ ン の メ トヘ モ グ ロ ビ ン へ の 変頼

は す で に
r

l
l

o m o d a ら に よ り幸ほf与さ れ て い る ノブ法71 に

準じ て 行 っ た
．
ま た

， 分離精製 ヘ モ グ ロ ビ ン 溶液 は

T o n l O d a ら の 方法出で 調製し た．

反 応潜濾 と し て， 赤 血球の 反 応で は ク レ ブ スーリ ン ゲ

ル 溶液 を
，
ヘ モ グ ロ ビ ン の 反J芯で は， 0 ． 05 M t l リ ス

0 ． 1 M N a C l 緩衝液 くp H 7 ． Ol を使用 し た． ト リ プ ト

フ ァ ン代謝物は 0 ． 1 M N a O H 溶蔀如こ 溶解 し た後， O ． 1

M H C l で 巾和 し使用 した．

工工 ． 赤血球 で の 3 － H A T の 反 応

日 本赤 卜字社か ら供与さ れ た ヒ tl A C D 保存血 ほ采

血後3 H うを7 倍の 水冷生理 食塩水 で 4 回遠心 洗浄し，

ヘ ノマ ト ク リ ッ ト 1亡1％ に なる よう 赤血球 を リ ン ゲ ル 溶
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液 に浮遊し た． こ の 血球浮遊液に ， 最終濃度 3 m M の

3 － H A T 溶液 を加え， p H 7 ． 0
，
3 7
0

C で2 時間反 応させ

た． 反応後， 1 m l の 反応液 を3 回 凍結融解する こ と に

よ り溶血 し た． この 溶血液を， 予 め 10 m 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 － 25 ほ n e

g r a d e l カ ラ ム に よ り ヘ モ グ ロ ビ ン画分お よ び ヘ モ グ

ロ ビ ン を含ま な い 画分に 分離し た．

H L 分 離精製 L た ヘ モ グ ロ ビン で の 3 一 正A T の 反 応

3 － H A T く最終濃度500 ノノM l をオ キシ ー ある い は メ ト

■ 1 モ グロ ビ ン溶液 く最終濃度， ヘ ム 量と し て 10 0 メイM う

に 加え
，
好気的ある い は 嫌気的な条件下， 25

0

C で 反応

させ た． 嫌気的な反応は空 気を Q ガ ス くヘ リ ウ ム ニ イ

ソ ブ タ ン こ99 ． 0 5 ニ0 ． 9 5うで 置換 した ツ ン ベ ル グ型 石英

セ ル 中で行 っ た ．
反 応用 量 は2 ． 2 m l で 行 い ， ト リプ ト

フ ァ ン代謝物の 最終濃度は 2 ．3 m M で あ っ た
． 使用 し

た P 6－i n o sit o l ， カ タ ラ
ー

ゼ ， S O D の 濃度は各々 1 m M
，

2 9 u n it s ， 1 3 0 0 u ni ts で あ っ た
．
なお

，
3 － H A T の 光に よ

る分解を防 ぐた め 反応は す べ て遮光下 で 行 っ た ． 反応

終 了 嵐 赤血球 での 場合と同様 に ， 反 応液 をS e p h a d e x

G －2 5 tfi n e g r a d el カ ラ ム に よ り ヘ モ グロ ビ ン両分 お

よ び ヘ モ グ ロ ビ ン を含ま な い 画分 に 分離した ．

I V ．
ヘ モ グ ロ ビン の 測 定お よ び同定

反応中ある い は反応後の ヘ モ グ ロ ビン の 酸化
，
還元

は ヘ モ グロ ビ ン 画分 の ス ペ ク トロ フ ォ トメ リ ー に よ る

45 0
ノ
1 6 50 Tl m の 範囲での 吸光度 を測定する こ とに よ り

行 っ た ． ま た， 既 に T o m o d a らに よ り報告さ れ てい る

方法
射
で
， 平板 等電点電気泳動 くL K B P A G プ レ ー

ト，

p H 3 ． 5 へ 9 ．5う に よ る分析 を行 っ た ．

V
， ト リ プ トフ ァ ン代謝物の 同定と測定

反 応後の ト リ プ ト フ ァ ン代謝物の 同定は ヘ モ グ ロ ビ

ン を 含ま な い 画 分 の シ リ カ ゲ ル 薄層 ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ ー くT L Cプ お よ び ペ
ー パ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ

ー に

よ り 行 っ た ． 展開溶 媒は ブタ ノ
ー ルノ酢酸ノ蒸留水

，
4 ニ

1 こ 1 圧 0り で あ っ た ．
C B A の 測定は ス ぺ ク トロ フ ォ

トメ トリ
ー

に よ り 行 い ， 3 5 仁ト5 5くj n Ill で の 吸光度 を測

定した ．

成 績

I ． 3 ． H A T に よ る 赤血 球中 ヘ モ グ ロ ビン の 酸化

ヒ ト赤血 球をこi ． H A T と とも に 3 7
0

c で 反 応し た時，

血球内 ヘ モ ブ ロ ビ ン は直 ち に 半分酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン

亡く丑
2 ＋

が
十

う2 あ る い は く仔
3 十

月
2 ＋
プ2コお よ びメ ト ヘ モ グ

ロ ビ ン に 酸化さ れた． 図 1 亡a J に 3－H A T と反 応後の 反

応溶血液中 ヘ モ グ ロ ビ ン 画分の 等電点電気泳動像 を示

し た． 図に 示 すよ う に
，
4 本の 泳動 パ タ ー ンが 認め ら

れ た
．
この 泳 動 パ タ

ー ン は各々 オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン，

く甜 2 ＋ 月
3 ＋
1 2 ， くぼ

3 十

月
2 ＋
う2 お よ び メ t

l ヘ モ グ ロ ビ ン を示



3 4 0

す ． 図 1 くbI に この ゲ ル ス キ ャ ニ ン グの 結 果 を示 し た．

こ の 結果 に 示 すよ う に
， 時間と共 に オキ シ ヘ モ グロ ビ

ン は 半分 酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン に 変化 し， その 後， メ ト

ヘ モ グ ロ ビ ン に 変換さ れ た
． し か し， この オ キ シ ヘ モ

グ ロ ビン か らの 半分酸化型 ヘ モ グ ロ ビン と メ ト ヘ モ グ

ロ ビ ン の 生成 は反 応開始直後 の 速 い 反 応 の 後 く反 応

60 分後1 ， 平 衡を保 つ こ とが 示 さ れ た
．

工I ． ヒ ト赤血 球 で の 3 － H A T の 代謝と 反 応産 物 の 同

定

ヒ ト赤血球 に お い て ， 3 － H A T が代謝 され る か 否 か

くa I

く仕 2 ＋ 声 叫 J 2 く什
3 ＋

月
2 ＋
I
2

V

竃
弓

bH

l
1

1
1

m e

ナ
一

ノ
ー

H byXO

1 2 0
，

沢

を調 べ る た め
，
ヒ ト赤血球 と 3－H A T をイ ン キ エ ペ ー

ト した ． 図 2 くaう に は この 反応溶血液 の ヘ モ グロ ビ ン

を 含ま な い 両分 の 吸収 ス ペ ク ト ル く4 40 へ 5 00 n m コ の

経時的な変化 を示 し た
． ま た， 合成 C B A の 吸収波長61

で あ る 4 5 5 n m で の 吸光 度の 経時的変化 を図2 くbう に

図示 し た． 4 5 5 n m で の 吸光度 は時間とと も に 増加し
，

C B A が 生 成さ れた こ とが 示 唆さ れ た． ま た
，
こ の 結果

か ら
，
C B A 生成反 応は 図1 に 示 し た ヘ モ グ ロ ビ ン に 共

役 し た反 応 で あ る こと が 示 唆さ れ た． こ の C B A の 生

成 は非常に 速 く， p H 7 ， 3 7
0

C で の 糖代謝に お ける グル

コ
ー ス の 代謝速度 く赤血球で は約 200 n m olノm り に 匹

敵 した．

図 3 に こ の 反応代謝産 物の T L C に よ る同定の結果

を示 した
，
反 応溶血液の ヘ モ グ ロ ビン を含ま な い 画分

標品 を合成 C B A ， ア ン ト ラ ニ ル 酪 3 － ヒ ド ロ キ シ ヌ レ

ニ ン およ び キ メ レ ニ ン と共 に 展開し た． 標品中の 反応

産物 の R f 値 は 合成 C B A の それ と 一 致 し た． ま た
，

ペ ー パ ー ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に お い て も同様 の 結果を

得た ．
こ れ らの 結果 か ら， ヒ ト赤血球内で

，
3 － H A T が

C B A に 代謝 され る こ と が明ら か と な っ た
．
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H L 赤血 球 に お け る 種 々 の 反 応条件下 で の 3 － H A T

の 代謝

赤血球 で の 3 ， H A T か ら C B A へ の 反 応に つ い て更

に詳し い 性 質を調 べ る た め， 赤血 球内の 様 々 な 条件 で

の C B A の 産 生 を測定し た． その 結果 を図4 に 示 す．

C O ガス に よ り， オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン をカ ル ポ キ シ ヘ

モ グ ロ ビ ン に 酸 化 し た 赤血 球 で は， 3 月 A T か ら の

くa l

ノ

ノ

ー

5

0

5

4

3

t
．

こ
血

圧

．

一

E

七
一

O

E

ユ

E
－

P
一

U

V

U

岩

て
O

q

D

U

亡
一

U

4 5 0 5 0 0

6 0 ほ O

T i m e く m i n I

3 4 1

C B A 生 成速度 は明 ら か に 抑制さ れ た． し か し
，
K C N

ある い は N a N 3 は ばと ん ど影響 を示 さな か っ た ． さ ら

に
，
ヘ モ グロ ビ ン を メ ト ヘ モ グロ ビ ン に 変換し た 赤血
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球に お い て も， 図 3 に 示 す よ う に C B A の 生成 が 認め

られ
，
その 速度が 著し く促進さ れ．る こ と が ホ きj L た．

そし て， こ の反 応は K C N に よ り明 ら か に 抑制 され た．

IV ． 分 離精 製さ れ た ヘ モ グ ロ ビン に よ る 3 － H A T の

代謝

図5 に オ キ シ ー あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン と 3 － H A T

を好気的に 反応させ た後， 反 応液を S e ph a d e x G －2 5 カ

ラ ム で 分離 し た 時の ヘ モ グ ロ ビ ン を含 ま な い 画 分 の

44 0 へ 50 0 n m の 吸収 ス ペ ク ト ル を示 した．
C B A の 吸 収

を示 す 4 5 5 n m に ピ
ー ク をも つ 吸収が 示 さ れ， C王ヨA が

産 生さ れ た こ とが 示 唆され た．

こ の 3 － H A T か ら C B A へ の 変換 は メ ト ヘ モ グ ロ ビ

ンと の 反応の 方が オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン との 反 応よ り 2

倍高 い こ とが 示唆さ れ た．
なお

，
こ の 反応産物 が C B A

で あ る こ と は， 赤血球 で の 場 合と 同様， T L C お よ び

ペ ー パ ー ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ り確認 され た．

V ． 種 々 条件下 で の 3 t H A T に よ る オ キ シ ー

，
デ オキ

シ ー お よ びメ ト ヘ モ グ ロ ビン の 酸化還 元

分離精製 ヘ モ グロ ビ ン で 3 － H A T の 代謝 に 共役 する
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Fig ． 4 ． R a t e s of f o r m a ti o n o f c i n n a b a ri ni c a c id b y

h u m a n e r yth r o c y t e s u n d e r v a ri o u s c o n di ti o n s ．

T h e e r yt h r o c y t e s 仁R B C 三 wi th o x y 一 くo x y H b l o r

m eth e m o gl o b i n くm et H blコ w e r e i n c u b a t e d a t 3 7
O

C

f o r 2 h wi th 3 － H A T
，
af t e r t h e a d d iti o n of K C N o r

N a N 3 0 r b u b b li n g w i th C O ． T h e n th e r a t e s of

f o r m a ti o n o f ci n n a b a ri n i c a c id w e r e d et e r m i n ed

b y m o n it o ri n g th e c h a n g e s i n A 4 5 5 a S d e s c rib e d i n

th e l e g e n d t o F i g ． 2 ．

沢

ヘ モ グロ ビ ン の 酸 化 お よ び還 元 反 応 を傾討 した． 測定

は反 応 液の ヘ モ グロ ビ ン 画分 の 吸 収 ス ヘ ク ト ル に お け

る 各々 の ヘ モ グ ロ ビ ン J ブ吸光度よ り 行 っ た ．

表 1 に 3 － H A T よ る オ キ シ ー お よ び デ オ キ シ ヘ モ グ

ロ ビ ン の 酸化に つ し ユ て ， そ の 結果 を示 し た． 好気的な

条件 で の ヘ モ グロ ビ ン の 酸 化 け な わ ち， オキ シ ヘ モ

グロ ビ ン の 自動酸化l は進行し， P 6Ti n o si t o l の 添加で

促進 し た．
3 ． H A T が ヘ モ グロ ビ ン 溶液 に 加 えら れ た

時
，
オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン の 酸化は非常に 速 く進行し た．

4 5 0 5 0 0

入 く n m I
Fi g ． 5 ． A b s o r p ti o n s p e c t r a o f th e s a m pl e s o b t ai n e d

b y th e r e a cti o n o f o x y h e m o gl o bi ll O r m e th e m o－
gl o bi n w i th 3

－ H A T ．

A f t e r o x y
－

O r m e th e m o gl o b i n w a s all o w e d t o

r e a c t w ith 3－H A T a t 2 5 C f o r 9 O m i n ， th e r e a cti o ll

mi x t u r e w a s p a s s e d th r o u gh a c o l u m n of

S e p h a d e x G
－2 5 tfi n e g r a d eケ． T h e o r a n g e－C Ol o u r

，

e d p o rti o n o f th e effl u e n t w a s c o 11 e ct e d a n d

m e a s u r e d s p e c t r o p h o t o m e t ri c all y b e t w e e n 4 4 u

a n d 5 0 0 n m ．
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さ ，うに ， ニ レり醇化反 吐ぺ P 6－i n o sit ol で 促進 さ4 L た ． 嫌

気的な 状況 下 で は， ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化は 起 こ ら な

か っ た ．
すな わ ち， テ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン で は， 3－H A T

によ む反 応 は起 こ ら な か っ た ．

表2 に ， 紆 気的あ る い は 嫌 気的な 条件 で の 3
－ H A

r

l
l

によ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還 元 に つ い て 示 し た ．
し1

ずれJ う条－
モ
ー二に お い て も， 3－H A

r

l
l

は メ t l ヘ モ グ ロ ビ ン

を還 元 し， この 反 応は P 6
．i n o s汗 01 で 促進 した ． し か し

，

こ の 反応 は好気的な条件 よ り ， 嫌気的 な 方が よ り反 応

は綬傾で あ っ た ．

さら に ， 3
． H A l

l

に よ る オキ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化

反応に つ い て ， 図6 くaコに は 3 ． H A T の 濃度依存性を，

沌フ に は ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度の 影響 を 示 し た． オ キ シ ヘ

モ グロ ビ ン は 3 － H A T の 濃度に 依存 し 酸化 され た．
こ

の 結果 か ら， 3 － H A
ノ

1
1

レフ ヘ モ グ ロ ビ ン 酸化反 応の 反 応

定数をオ キ シ ヘ モ グロ ビ ン の テ tl ラ マ
ー

と して の 分 子

量 をもと に 算出し た と こ ろ， P 6 ，i n o si t o l の 非存 在下は

7 1 M－1 ．

11 血一l で あ り
， 存在 卜で は 4 2 0 M －

1
．

m iTIW l で

あ っ た ．

3 4こう

1V ． ト リプ ト フ ァ ン 代謝物に よ る オ キ シ ー あ る い は

メ ト ヘ モ グ ロ ビン の
■

酸化 還元反 応 に お よ ぽ す酸

素 ラジ カル 除去 酵素の 影響

こうー H A
〆

l
l

の オ キ シ ．あ る い は メ トヘ モ グロ ビ ン の 反応

に 対する 酸 素 ラ ジ カ ル 除去酵素， す なわ ち カ タ ラ
ー

ゼ

お よ び S O D の 影響 を検討し た．

図 7 に タ カ ラ
ー ゼあ る い は S O D の 3

－ H A T に よ る

オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化に お よ ぼ す 影響 を5 78 n m

の 吸 収 を測定 す る こ と に よ り 検 討し た結果を 示 す．

S O D い 添 加に よ り 酸化反応 は非常 に 促進 し た． し か

し
，
カ タ ラ

ー

ゼ で は， こ 山 反応烏 抑制さ れ た．
ま た

，

S O D と と も に カ タ ラ
ー ゼ を加 え た場 合 に も 反 応 の 抑

制が認 め らj L た ．

一一 方， 3 － H A T に よ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 に 対

す る カ タ ラ ー ゼ ある い は S O D の 影響 に つ い て も 検討

し， 図8 に その 結果 を示 し た．
S O D は3 ． H A T の メ ト

ヘ モ グ ロ ビ ン の 還元 をや や抑制し たが そ の 程度は わず

か で あ っ た ． また， カ タ ラ
ー

ゼは ま っ た く影 響を お よ

ぽさ なか っ た ．
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本研究に お い て
，
ト リ プ ト フ ァ ン 代 謝物 で あ る3 －

H A T が赤血 球内 ヘ モ グ ロ ビ ン と 反応 し 代謝さ れ る こ

とが 見 い ださ れ た
．
ま た， ニ の 反 応に 伴 い オ キ シ ヘ モ

グ ロ ビ ンが 酸化され
，
メ ト ヘ モ グ ロ ビ ンが 還元 さ れる

と い う
一

見矛盾 し た現 象が 見 い 出さ れ た
．
さ ら に この

現象を解明す る た め
， 分離精製 した ヘ モ グ ロ ビ ン で の
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C i n th e d a r k ． くal E x p e ri m e n t w ith

V a ri o u s c o n c e n tr a ti o n o f 3 － H A T ． T h e c o n－
C e n t r a ti o n s o f o x yh e m o gl o b i n w e r e l OO JL M i n

h e m e ． くbl E x p e ri m e n t s w it h v a ri o u s c o n
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C e n t r a ti o n s of o x yh e m o gl o b i n ． T h e c o n c e n t r a －

ti o n s of 3 － H A T w e r e 5 0 0JL M ．

沢

種 々 の 条件下 で の 反 応 を行 い その 性質を調 べ た ． 以 F

に こ れ らの 結果に つ い て
，

一

連 の 反 応機構を考察する
．

ヒ ト赤血 球 を3－H A T と と い こ反 応さ せ た 時， 血 球

内オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン は 直ち に 半分酸 化型 ヘ モ グロ ビ

ン 亡く此 2 十月
3
り 2 あ る い は く此

3 十

月
2 十

J 2コ に 酸化さ れ， 引

き続 き， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化さ れ た． しか し
， ニ

の 反 応 は反応 60 分以 後平衡 に 達 し， 3 一 日A T が オ キ シ

ヘ モ グ ロ ビ ン に よ ると 同様 メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に も共役

し て反 応す る可能性が 示 唆され た く図 1 う．

一 方
， 赤血

球 あ る い は分離精製 され た ヘ モ グ ロ ビ ン で の 3－H A T

の 代謝産 物は C B A で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ． こ

の 結果か ら， 3 － H A T の 代謝反応が
，
す でに その C B A

へ の 酵 素 的変換 の 研究 で報 告 さ れ て し 1 る 反 応経

過10，
11 －
， す な わ ち

，
図9 に 示す オル トキ ノ イ ミ ン体 を中

間代謝物と し た酸化縮合 に よ り C B A に 変換す る 反応

であ る こ と が示 唆さ れ， ヘ モ グ ロ ビ ン との 反応が こ の

過程 に よ る こ とが 示 され た． ま た， こ の 3 － H A T が 分離

精製 され た オ キ ン ー ある い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン と の 反

応に お い て， その い ずれ に も 共役 し て 反 応 し C B A 生

成す る こ とが 示 さ れ く図 5 1 ， トリ プ ト フ ァ ン代謝物 に

よ り オ キ シ ． あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還 元 の

生ずる こ とが 示 唆さ れ た
．
な お

，
こ の 3－H A T の C B A
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3－H A T の 代謝と ヘ モ グロ ビ ン の 酸化還元反 応

の 代謝は カ タ ラ
ー

ゼ に 触媒 さ れ る こ と が 知 ら れ て お

リ
2一
， 赤血 球内で の 反応 もそ の 可能性が 考え得る が， 強

力な カ タ ラ
ー ゼ阻害物質で ある K C N に よ る 反 応阻害

は生 じな か っ た く図 4 L

以上 の 結果 をさ ら に 明 確に す る た め， トリ プ ト フ ァ

ン 代謝物 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化還元 反 応 を調 べ

た ． 好気的条件下で オ キ シ ヘ モ グロ ビ ンが 3一日A T に

より 酸化を受 ける こ とが 示 され た く反 応定数71 M ．1 ．

m i n－
1

，
図 6う． しか し

，
デ オ キ シ ヘ モ グロ ビ ン で は反

応は起 こ ら な か っ た く表 い ． ま た ， 好気的あ る い は嫌

気的条件の い ず れ に お い て も， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン は こ

れら の 化合物 に よ り還元 さ れ た く表2 ン． こ こ に 示 さ れ

た酸化は 既 に W i n t e r b o u r n ら に よ リ
1 21 報告 の あ る メ

ナ ジオ ン くm e n a di o n el が オ キ シ ー お よ び メ ト ヘ モ グ ロ

ビ ン を各々 酸化 ある い は還元 する が， デ オ キ シ ヘ モ グ

ロ ビ ン と は反応 しな い との 研究結果と非常 に似 か よ っ

た結果 で あ っ た ．
さ ら に

， 本研究で 示 さ れ た 3 ． H A T の

オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応 が S O D に よ り促 進

し
，
カ タ ラ

ー

ゼ に よ り阻害さ れ る く図 7う， ま た
，
S O D

によ り メ ト ヘ モ グ ロ ビン と 3 － H A T の 反応 が阻害さ れ

ると い う 結果 く図8 う も メ ナ ジオ ン と ヘ モ グ ロ ビン と
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r e a c ti o n m i x t u r e c o n t a i n ed m e th e m o gl o b in く10 0

JJ M in h e m eI a n d 5 0 0 p M 3－H A T ，
0
， C O n t r O l三

口
，く＋1 c a t a l a s e こ 書 ，く＋1 s u p e r o x i d e d i s m u t a s e ニ
A
，く＋l c a t al a s e pl u s s u p e r o x id e d i s m u t a s e ．
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の 反応 に 一

致 し た結果 で あ っ た ．
こ れ らの こと か ら

，

本研究 に お ける 3 ． H A T と ヘ モ グ ロ ビ ン と の 反応 が メ

ナ ジオ ン で 示 さ れ た反 応機序と ほ ぼ同様の 機序と して

説明 され る もの と考え得る．

す なわ ち， ま ずオ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反 応に つ

い て以下 に 述 べ る ． 3 － H A T は図9 に 示す よ う に 反 応

液中で その オ ル トキ ノ イ ミ ン 体と平衡化さ れ る．
こ の

オ ル ト キ ノ イ ミ ン 体はさ ら に 3 － H A T と反応 し， C B A

を生成するこ とが示 され た
．

ニの 反応中， オキ シ ヘ モ グ

ロ ビ ン は オ ル ト キ ノ イ ミ ン体 と以下 に 示 すよ う に 反応

し， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化 され る．

3 月 A T の オ ル ト キ ノ イ ミ ン 体 十 オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ

ン 1 3 － H A T の セ ミ キ ノイ ミ ン体 十 メ ト ヘ モ グ ロ ビ

ン L lコ

3 － H A T の セ ミ キ ノ イ ミ ン 体＋ 0 2
一
寸 3 － H A T の オ ル

ト キ ノイ ミ ン 体＋0 2－ ． L 2コ

こ の仁2コの 反応 は S O D に よ り過酸化物質が除去 され

る と右辺に 傾き ， オル ト キ ノイ ミ ン体の 再生 成が進行

し
，
オキ シ ヘ モ グロ ビ ン の 酸化が 促進す る．

図7 に 示

した よう に ， S O D に よ り 3 一 日A T の オキ シ ヘ モ グ ロ ビ

ン 酸化反応が 促進した こ とは， こ こ に 示 し た反応 に よ

る こ と を示唆す る．

一 方
，
3 － H A T に よる メ ト ヘ モ グ ロ ビ ンの 還 元 反応

は以下 に 述 べ る機序が 考え得る． す なわ ち， ヘ モ グ ロ

ビ ン を メ ト化 した赤血球 に お い て 3 － H A T が非常 に 速

く C B A に 酸化さ れ く図4 1 ， ま た， 分離 ヘ モ グロ ビン

の 好気的， 嫌気的 い ずれ の 反 応に お い て も 3 一 日A T に

よる メ ト ヘ モ グ ロ ビン の 還元 が非常に 遠い こと が 示 さ

れ た．
こ れ らの 結果 お よ び メ ト ヘ モ グ ロ ビン が 酸素と

の 反応性の なし1 こ と か ら， こ の 反 応に 酸素ラ ジカ ル が

茹ごニ2 望L芭ニH ＋

lり 川I

3
－

H A T o － Q u i n o i m i n e

茹ご二2 エ 成三選ニH2
いl 川り

3
－

H A T
C i n n a b a ri ni c a cid

Fi g ． 9 ． T h e p r o c e s s of ci n n a b a ri n i c a cid f o r m a ti o n

f r o m 3 － H A T ．

T h e s c h e m e w a s d e ri v e d f r o m th a t of S u b b a

R a o 8 t V aid y a n a th a n o n th e m e t a b oli s m of 3
－

H A T t o c i n n a b a r in i c a ci d b y c a t al a s e ．
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関与す る こ とが 考え られ る． す な わ ち
，
3 － H A T の オ ル

トキ ノイ ミ ン 体が， その 3－H A T と メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン

の 反 応 に よ っ て 生 じ た オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン と 反 応 す

る
，
そ し て

， 反 応亡1コ お よ び仁2コ に 示 し たよ う に ，

3 － H A T の セ ミ キ ノ イ ミ ン体 と ス ー パ ー

オ キ シ ドが 形

成 され るで あ ろう． 今 回 の 結果 に お い て， S O D が 3 －

H A T と メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 反 応 をわ ず か で は あ るが

阻害し た こ とか ら， 3 ． B A T の セ ミ キ ノ イ ミ ン 体と 過

酸化物質が好気的条件下 で の 3 － H A T と メ ト ヘ モ グ ロ

ビ ン の 反 応の 一 部 を担 っ て い る可能性 が 示 唆 さ れ た

くS u tt o n ら
1 3I は

，
ス ー パ ー

オ キ シ ドが メ ト ヘ モ グ ロ ビ

ン を還元 す る能力を有す る こ と を示 して い るう． ま た，

嫌気的条件下 で は， 3 － H A T と メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 反

応 は セ ミ キ ノ イ ミン 体と ス ー パ ー オ キ シ ド の 関与な し

で 直接反応 す る こ とも 考え られ るで あ ろう
．
そ して

，

こ の 場合は， ゆ っ く り で は あ るが 完全に ， メ ト ヘ モ グ

ロ ビン はデ オ キ シ ヘ モ グ ロ ビン に 還元 さ れ る もの と思

わ れ る．

さ ら に
， 反応の あ る部分で は， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン は

3 － H A T お よ び長時間の 反応 に よ り生 じる ヘ モ グ ロ ビ

ン の 変性に よ り還元 を受 け る こ とが 考え られ る ． す な

わ ち
，
3 ． H A T に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 あ る い は還

元 反応 は P 6 －i n o sit ol に よ り著 し く促進さ れ た く表 1 ，

2う． こ の 反 応 は ヘ モ グ ロ ビ ン タ ン パ ク 質 へ の P 6 －

i n o sit ol の 結合 に よ る オ キ シ ー あ る い は メ ト ヘ モ グ ロ

ビ ンの コ ン プ オ メ
ー

シ ョ ン 変化 粗 相 で説明 さ れ る
．

以上 ， トリ プ ト フ ァ ン 代謝物質 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン

の 酸化 お よ び還元 と い う
一

見矛盾 し た反応 の 詳細 な機

序 に つ い て 示 唆 し た． す で に
，
W e s tp h al ら隼お よ び

G o d a ら
5Iに よ り ヘ モ グ ロ ビ ン の 3 － H A T に よ る 酸 化

お よ び 5 － H A T の 還元 が 報告さ れ て い るが ， 本研 究で

示 し た よう な ヘ モ グロ ビ ン の 酸化還 元 反 応 に お け る

3 － H A T を 含む トリ プ ト フ ァ ン 代謝物質の 役割， あ る

い は そ の 化合物 の酸化還元的代謝 の 詳細 な機序 は未だ

明 らか に さ れ て い な か っ た ． 本研究 の 結果明 ら か と

な っ た反 応機序 をま と めて 図1 0 に 示 した．
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－
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r ed u c ti o n o f h e m o gl o b i n ，

沢

こ こ に 示 し た研究結果 か ら
，
トリ プ ト フ ァ ン 代謝物

と ヘ モ グ ロ ビ ン の 反 応機序を明 ら か に す る こ と が で き

た が
，
さ ら に

，
ヒ ト赤血 球中で こ れ ら 化合物と ヘ モ グ

ロ ビ ンの 酸化還元反 応の 生 じた こ とか ら
，
生体 に お け

る病理 学的意義に つ い て 考え て み る．
す な わ ち

， 糖尿

病患者1 隼あ る い は膀 胱癌患者 用 に お い て 3 － H A T を含

む ト リ プ ト フ ァ ン代謝物が 上昇 す る こ と が既 に 報告さ

れ て お り
，
そ の 患者血 球中に メ ト ヘ モ グロ ビ ン と とも

に C B A が 増加す る 可能性は十分に 考え 得る こ と で あ

ろ う
．
そ し て

，
こ の C B A は ミ トコ ン ドリ ア の 組織呼吸

を阻害 する 瑚 な ど生体内酸化還元反 応 に 伴う 病理 に 関

わ る代謝物質で あ る こ と が知 られ てい る
． 赤血球に お

け る代謝反応は生体全体で は非常 に 大き な潜在量 とな

る こ と を考 え合わせ ると
，
こ の 血球中の トリ プ ト フ ァ

ン代謝が 生理 学的， 病理 学的に 重要な意義を有す るも

の と考 え る．

結 論

本研究 に お い て， ト リ プ ト フ ァ ン 代 謝物 で あ る 3 ，

H A T が赤血 球内 ヘ モ グ ロ ビ ン と 反応 し代謝 され る こ

とが 見 い 出さ れ た． また ， こ の 反 応に 伴 い オ キ シ ヘ モ

グ ロ ビ ン が 酸化され ， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン が還元 さ れる

とし 1 うー
一 見矛盾し た現象が見 い 出さ れ た

．
こ の 現 象を

解明 す る ため ，
さ ら に 分離精製さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ンの

種 々 の 条件下で の 反 応 を行い その 性質を調 べ ， 以 下の

結論 を得た ．

1 つ ヒ ト赤血球 あ るい は分離精製さ れ た ヘ モ グロ ビ

ン と 3 － H A T を反応 した 時， 赤血球中あ る い は分離精

製 さ れ た ヘ モ グ ロ ビ ン で 3 ， H A T が C B A に 代謝さ れ

る こ とが 明 ら か とな っ た ．
こ の 結果 か ら， 3 － H A T の ヘ

モ グ ロ ビ ン に よ る代謝反応は オル トキ ノイ ミ ン体 を中

間代謝物と した酸化縮合 に よ り C B A に 変換 す る反応

で あ る こ と が 示唆さ れ た ．

2 フ ヒ ト赤血 球で 3－H A T よ り ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化

還元 反 応が起 こ る こ と が 明 らか と な っ た ． さ ら に
，
こ

の ト リ プ ト フ ァ ン代謝物 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸 化還

元反 応 を調 べ ， 好気的条件下で オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン が

3一口A T に よ り 酸 化 を 受 け る く反 応 定数 71 M－
1 ．

m i n－1 に と が示 さ れ た． しか し
，
デ オ キ シ ヘ モ グロ ビ

ン で は反 応は起 こ ら な か っ た ． ま た
，
好気的あ るしユは

嫌気的条件の い ずれ に お い て も ， メl l ヘ モ グ ロ ビ ン は

この 化合物 に よ り還 元 さ れ た
．

3 J こ の 3 － H A T の オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化反応

が S O D に よ り促進 し， カ タ ラ ー ゼ に よ り阻害され た．

また S O D に よ り， メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 3 － H A T に よる

還元 が わ ず か で はあ る が阻害さ れ た．

以 上 の 結果 か ら
，
トリ プ ト フ ァ ン代謝物質 に よ る へ



3 一 日A T の 代謝と ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化還元 反応

モ ブロ ビ ン の 酸 化還ノ亡機序 を明 ら か に し
，
さ ら に

， そ

の 生理 学的 ， 病理 学的意義を考察し た．
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