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正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン くH e m o g l o b i n AI ， 異常 ヘ モ グ ロ ビ ン

くH e m o gl o b i n K e m p s e y くP 9 9 a s p ぅ a s nJl および

ミ オグ ロ ビ ン の 自動酸化反応機構

金沢大学医学部生化学第
一

講座 く主 任 こ 米山良昌教授1

滝 沢 剛 則

く昭和5 9 年 1 月14 日受付ナ

ヘ モ グ ロ ビン くh e m o gl o b i n ， H b l は空気中で 自動酸化 して メ ト ヘ モ グロ ビン くm e th e m o gl o b i n ，

m et H b l に 変化する が， そ の 反応機構 に つ い て は不明な点が多い ． 本稿では ， 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン A くh e m o
－

gl o b i n A ， H b A l ， P 鎖 に 異常ア ミ ノ酸置換が あ り酸素粗和性の異常 に高
い 異常 ヘ モ グロ ビン K e m p s e y

くh e m o gl o b ir t K e m p s e y ， H b K e m p s e yl くA 9 a S p － a S nl ， お よび単量体
ヘ ム タ ン パ ク質である ミ オ グ ロ ビ ン

血 y o gl o b i n ， M bl の 自動酸化反応機構を等電点電気泳動法を用 い て解析 した．
その結果， H b A お よ び

H b K e m p s e y の 自動酸化反応途中で オ キ シ
ヘ モ グ ロ ビ ン くo x yh e m o gl o bi n ， O X y H bl ． m e t H b 以外に 2

種類の 中間体 H bくa
2 ＋

P
3 ＋

l 2 ， くa
3 ＋

P
2 ＋1 2 が形 成する こ とが 明ら か とな っ た ．

o x y H b A ， O X y H b K e m p s e y

およ び オ キ シ ミ オ グ ロ ビ ン くo x y m y o gl o b i n ， O X y M bl の 自動酸化反応 は， い ずれ も種々 の条件下で
一 次

反応で 進行 し， カ タ ラ
ー

ゼ
，
S u p e r O X id e di s m u t a s eくS O Dl に よ り抑制 され た．

こ れ らの結果か ら， H b お

よ び M b の 自動酸化反応 に H 2 0 2 ， 0 言の 関与す る反応過程が 示 唆され た ．
また， O X y H b A は H b の ア

ロ ス

テ リ ック エ フ ェ ク タ
ー と して知 られ るイ ノ シ ト ー ル 6 リ ン酸くi n o sit ol h e x a p h o s ph a t e ，工H Pl 添加 に より，

自動酸化速度が著 しく促進さ れ た．

一 方
，
O X y H b K e m p s e y の 自動酸化反応は o x y H b A に比 し遅 く， また，

I H P 添加 に よる効果 は ほと ん ど認め られ な か っ た ．
こ れ らの 結果 は， H b の 四次構造が R 状態 くR el a x e d

f o r m
，
O X y H b A の 四 次構造1 よ りも T 状態 くT e n s e f o r m ， d e o x y h e m o gl o b i n の 四次構造l に お い て 自

動酸化速度が速 い こ と を示 して い る ．
また

，
H b K e m p s e y の 自動酸化速度が遅い こ と は， H b K e m p s e y の

四 次構造が R 状態 に偏位 し てい る こと で 説明 で きる ． M b の 自動酸化反応過程 は H 2 0 2 や 0 盲が 関与 して い

る点な ど H b と類似点も あ る が， 単量 体で ある た め中間体の形成が な く， H b の 自動酸化反応の単純 なモ デ

ル と し て有用 と考 えら れ る．

K e y w o r d s A u t o xid a ti o n ， H e m o g l o bin A ， H e m o g l o bi n K e m p s e y ，

M y o g l o b in ．

ヘ モ グ ロ ビ ン くh e m o gl o b i n ， 以 下 H b と略l は空気

中に 放置 して お く と メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン くm e th e m o ．

gl o b i n ， 以 下 m e t H b と田別 に 変化 し， い わゆ る自動酸

化す る こ と が 知 ら れ て い る
1 卜 3，

．
しか しなが ら その メ

カ ニ ズム に つ い て は不 明な 点が 多い ．
W i n t e r b o u r n ら

は 酸素化 ヘ モ グ ロ ビ ンくo x y h e m o gl o bi n ， 以 下 o x y H b

と 略フの 自動酸化反応に つ い て 次真の 反応式 を考 えた ．

これ らの 反応式は
，
単量体 ヘ ム タ ン パ ク質で ある ミオ

グ ロ ビ ン くm y o gl o bi n ， 以下 M b と略l の 自動酸化反

応で 示 唆 され て き た が引， こ れ ら の 反応式 の妥当性 に

つ い て はま だ充分に 検討され て い な い ．

一 方 ， H b は 併 鎖，岸 鎖に よる 4 量体 ヘ ム タ ン パ クで

あ るが ， M a n s o u ri ら は a 鎖，P 鎖の間に 自動酸化速度

の 違い が あ る こ と か ら， O X y王地 自動酸化の 経過中に

M e ch a n is m s f o r t h e A u t o x id a ti o n of H e m o gl o bi n A ， H e m o gl o bi n K e m p s e y く伽 8 S p － 8 S nl a n d

M y o gl o b in ． T a k e n oii T a k i z a w a
，
D e p a rt m e nt of B i o ch e m ist r y くP ， m ir e c t o r ニ P r of ． Y ．

Y o n e y a m aJ ， S c h o ol o f M ed ici n e ， K a n a z a w a U n i v e r sit y ．



り 沢

H bく0 2l ． － m e t H b ＋4 0 2
－

H bく0 21 ．＋4 0 2
－

＋8 H
＋ 一

m et H b ＋40 2 ＋4 H 2 0 2

2 H b く0 2l ．＋4 H ，0 2 ＋ 8 H
＋ － 2 m e t H b ＋8 0 2 ＋8 H 2 0

H b く0 ，1 ．十4 H
＋ －

m e t H b ＋3 0 2 ＋2 H 2 0

くぼ 鈷 ダ
＋I 2 と くぽ

3 ＋

月
2 ＋

1 2 の 原子 価雑種 ヘ モ グ ロ ビ ン

く以下原子価雑種 H b と開削 が 生成 す るだ ろう と推定

した
引
．
最近 T o m o d a ら は等電点電気泳動を用 い る こ

と に よ り くぼ
2 ＋

ダ
＋1 ゎ くぼ

帥

月
2＋1 2 の 原子 価雑種 H b を

同定し， 種々 の酸化剤 に よ る o x y H b の酸化反応の経

過中 に 上記 2 種の 中間体 ヘ モ グ ロ ビ ン く以下中間体

H b と略I が 生成 さ れ る こ と を証明 した
佃 l

．
しか し，

R b の 自動酸化反応の途中で こ れ ら中間体 H b が で き

る か どうか に つ い て は ， 明 らか で は な か っ た ． 本稿で

は
，
い 正 常 ヒ ト赤血球 よ り得 ら れ た ヘ モ グ ロ ビ ン

くh e m o gl o bi n A ， 以下 H b A と 晰 ，
2 1 酸素親和性

性が非常に 高く 4 量体 の高次構造が R 構造 くR el a x e d

f o r m ． o x y H b A 構造I に 偏位 して い る
ヘ モ グロ ビン

K e m p s e y くh e m o gl o bi n K e m p s e y くJ％98 SP － 8 S nl
l Ol 1 11

，

以下 H b K e m p s e y と田糾 お よび 31 単量体で ある M b

の等電点電気泳動 を種々 の 条件下 で検討 した．
そ して ，

くぼ
帥

月
糾うゎ くぼ

旺

タ
2 ＋

I 2 な どの中間体 E b の存在 を 等電

点電気泳動法で明 らか に す る と と もに ， これ らの 時間

的変動を許 しく しら べ た．
こ れ ら の結果か ら， H b ， M b

の 等電点電気泳動 に H 2 0 2， 0 2
－

が関与 して い る こ と，

中間体 H b が形成 され る こ と， そ して， E b 自動酸化反

応が 打b の高次構造 と密掛 こ関連 し て い る こ と を 明ら

か に し
，
H b お よび M b の 自動酸化機構 を検討 した 一

材料 お よ び 実験方法

1 ． o x y M b の調製

ウ マ M b 粉末 くSi g m a 社 ， 米E削 を蒸留水に 溶解 し

不溶物 を遠心分離 した． 得 られ た 上清 は 10 m M リ ン

酸 緩 衝 液p H 6 ．8 で 平 衡化 し た C M
－

S e p h a d e x C

一

別 く生化学工業， 東京I く2 X 5 c m l カ ラ ム に 吸着さ

せ た
．
以下の カ ラ ム 操作はす べ て 4

0

C で 行っ た ．
上記

顔衝液と 10 m M K 2 H P O 4 溶液そ れ ぞ れ 100 m l ず
つ の

p H 勾配 で溶出 し， メ トミ オ グロ ビ ンくm e t m y o gl o
b i n

，

以 下 m e t M b とW 酎 を 精 製 し た ．
得 ら れ た m e t M b

げe
8 ＋う溶液に過剰の ジオ チ ナイ ト く和光純薬， 東京う

を加え， 還元型 M b くF e
2 ＋l に変換 した ． 次に， 5 0 m M

リ ン 酸緩衝液くp H 6 ． 6 ， 7 ．0
，
7 ． 4

，
7 劇 で 平衡化 した

S e p h a d e x G
－

2 5 くc o a r s e g r a d e ， P h a rm a Ci a 社 ， ス

エ ー デンコ く2 X 2 5 c m l カ ラ ム に 還元型 M b くF e
2 ＋うを

通 して試料を得 た．

2 ． M b の 自動酸化反応の測定

前述の溶出液 に つ い て実験 を行 っ た ． す な わ ち， 小

試験管 に 試料を分注 し， カ タ ラ
ー

ゼくE C ．
1

．
1 1 ． 1 ．

61 くB o e h ri n g e r M a n n h ei m 札 西 ドイ ツl ， S u p
e r O X id e

di s m u t a s eく以下 S O D とF酎 くE C l ． 1 5 ． 1 ． 11 くSi g m a

社 ， 米国1 存在下 また は非存在下 で， 3 7
0

C に お い て自

動酸化反応を しら べ た ． 約5 叫 l の 試料 を
一 定時間 ご

と に と り 出し， A m p h o li n e p ol y a c r yl a m id e g elくL K B

社， ス エ
ー

デ ン1 にの せ等電点電気泳動げ C ， p H 3 ．5
．

9 ． 引 を行 っ た ． 電気泳動終了後ゲル を トリ ク ロ ロ 酢酸

溶液で固定 し， O X y M b ， m et M b の 割合 を下記の H b と

同様 の方法で求 めた ．

3 ． H b A と H b K e m p s e y の調製

H b A
，
H b K e m p s e y は M a t s u k a

w a らの 方法
1 2
服

従い ，
H b K e m p s e y の患者溶血液 を D E A E

－

C ell ul o s e

くD E 3 2 W h a t m a n 社 ， 英 軋 く2 X 60 c m l カ ラ ム に通

す こ と に よ り分離精製 した． H b A と H b K e m p s e y の

純度 は A m p h o li n e p o l y a c r yl a m id e g el 等電点電気泳

動くp H 3 ． 5
－

9 ．5うで検定 した が， 両者 の混合 はま っ た

く認 め ら れ な か っ た ．
こ れ ら の H b 溶液 は， D o w e x

I X 8 く室町化学， 東京1 く1 X 5 c mうカ ラ ム に 通 し2 ，

3 － ジ ホ ス ホ グリ セ リ ン 酸 を除い た ． さ ら に 10 m M リ

ン 酸 緩衝 液 p H 7 ． 0 で 平 衡 化 し た S e p h a d e x G
－

2 5 くc o a r s e g r a d el く2 X 2 5 c m l カ ラ ム に 通 した． 溶

出 掛 こは カ タラ
ー ゼ，S O D 清性は認め られ な か っ た ■

4 ． H b A
，
H b K e m p s e y の 自動酸化反応の 測定

H b A 溶液くヘ ム 濃度450 JL M l ， H b K e m p s e y 溶液

くヘ ム 濃度 370 ノJ M う を それ ぞれ 小 試験管 に 分注 しイ

ノ シ ト
ー ル 6 リ ン 酸 くin o sit o l h e x a p h o s p h a t e 以下

IH P と田割 くSi g m a 社 ， 米 卸 存在下， 非存在下， ま た，

カ タ ラ
ー ゼ

，
S O D 存在下， 非存在下 で 3 アC に おい て自

動酸化反応 を し ら べ た ． 約 50 メ1 の 試料 を
一 定時間 ご

とに と り 出し， A m p h oli n e p ol y a c r yl a mi d e g el に の

せ 等電点電気泳動 げ C ， p H 3 ． 5
－

9 ． 5う を行 っ た ． 電

気泳動終 了後ゲル を トリ ク ロ ロ 酢酸で固定 し， ゲ ル ス

キ ャ ン く島津 二 波長 tl c ス キ ャ ナ
ー L S－90 01 を 行 っ

た
刷

． o x y H b ， 原子 価雑種 H b 亡くぽ
2 ＋

ガ
帥コ2 ，くぼ

3 ＋

斤
2 十う2コ，

メ ト ヘ モ グロ ビ ン くm e th e m o gl o b i n ， 以下 m e t H b と

晰 の割合 はチ ャ
ー ト用紙 を切 り取り， 各重量を測定

す る こ とに よ り求め た． 得 られ た値 は以下の式 に あ て



H b A
，
H b K e m p s e y お よび M b の自動酸化反応

は め た． S c h e m e に 示 す 反 応速度 定 数 を 用 い て

o x y H b ， くa
2 ＋

P
3l 2 ， くL r 3 ＋P

2 ＋l 2 ， m e t H b の変動値 をく1さ

句 刷式の よう に あら わす こ とが で き る
9I

．

仁S ch e m eコ

くぽ ＋ 2月
2＋

う2

くぼ
2 ＋

が
＋フ2

十
一一

ニ

ーテご

主こ言
－

1

－．
．
．
1．

7三
くぼ 3＋声

2＋

う2

f l
ニ
e

－

くk ＋1 ＋ れ 3I

f 2
ニ

k ＋ 1

k ＋1 ＋ k ． 3
－

k ＋ 2

k ＋ 3

k ＋ 1 ＋k 十 さ
－

k 吊

仁e
－ k ＋ 2t －

e
－

く抽 1 十 k ＋ 桝コ

L e
－ k ＋ 4t

－

e

－

くk ＋1 ＋ k ＋ 帥
コ

f．
こ 1 ．0

－ くf l ＋f 2 ＋f ，l

く仔 紬斤
3 ＋

う2

く41

反応速度定数 k ．． へ k ． 4 は ，く1 トく4I式を用 い て実測値と

最 も適合す る値を 最小 二 乗法に よ り求 めた
9I

．

成 績

1 ． M b 自 動酸 化 に お よ ぽ す カ タ ラ ー ゼ お よ ぴ

S O D の 影響

り M b 自動酸化反応の等電点電気泳動法 に よ る分

析

M b を p H 7 ．0
，
3 7
0

C に おい て 4 時間膵置す る と， M b

の 自動酸化は部分的 に進行す る． こ の 試料 に つ い て等

電点電気泳動法で分析 したく図1 くall ． 対照の o x y M b ，

m e t M b が ま っ たく異 っ た位置 に 泳動 され る の で ， こ

れ ら の M b が 等電点電気泳動法で充分 に 同定 で き る

こ と が明 らか に な っ た ．
この 電気泳動の 結果を ゲル ス

キ ャ ン で 分析 し た も の が 図1くbl で あ る． そ れ ぞ れ の

ピ ー

ク か ら o x y M b ， m e t M b の割合 を求め， そ れ ぞ れ

44 ．2 ％， 5 5 ． 8 ％で あ っ た ．

2 う M b 自動酸化に お よ ぽす カ タ ラ
ー

ゼ， S O D の影

響

p H 7 ． 0 に おい て
，
カ タ ラ ー ゼお よ び S O D 存在下，

3

非存在下 で o x y M b の自動酸化反応を等電点電気泳動

で しら べ た
．
その 結果， O X y M b は m et M b へ 経時的に

変化 し， その 反応 は
一 次反応で あっ たく図 2つ． これ ら

の結果か ら， 見か けの 一 次反応定数くk o b sうを求 め た．

カ タ ラ ー ゼ
，
S O D 非存在下 で はk o b s ニ

ー

0 ．1 5 3 b
． 1
で

あっ た
．

一 方， カ タ ラ
ー

ゼ存在下 で は k o b s ニ ー 0 ． 1 0 5

b
－ 1
であり 酵素が存在 し な い 場合 に比 し31 ％の減少，

S O D 存在 下 で は k o b s ニ ニ
ー

0 ． 1 3 7 h
－ 1
で あり 10 ％の 減

少， 両酵素存在下 では k o b s ニ
ー

0 ． 10 0 b
－ 1
で あり 35 ％

の 減少が み られ た．

II ． E b A
，
H b E e m p 8 e y の 自動酸化に お よ ぽす

ー

上
寸

0
．

0

凸

0

丁

や卜す O

Fi g ． 1 ． I s o el e c tri c
－

f o c u si n g p a tt e rn O f p a rti al l y

a u t o x i di z e d m y o gl o b i n くM bl

くal P r o t ei n b a n d p a tt e rn O f p a rti all y a u t o x id i z e d

M b くiil c o m p a r ed w ith th a t o f a u th e n ti c o x y M b

くil a n d m e t M b くiiiI ．

くbl
．

G e トs c a n ni n g p a tt e m o f p a rti all y a u t o x idi z ed

M b p e rf o m e d at 63 0 n m w i th a g el s c an n e r ．



4

カ タ ラ
ー ゼ

， S O D お よ ぴ I H P の 影響

I l 部分的に 自動酸化 した H b A
，
H b K e m p s e y の

等電点電気泳動パ タ ー ン

図 3 に種々 の 条件下で H b A ， H b K e m p s e y の自動

酸化 を行いく30 時間I ， それ らに つ い て等電点電気泳動

法で しら べ た結果 を示 す． そ の結果， O X y H b ， m e t H b

の み な らず 2 種類 の 中間体 H b ， す な わ ち くぼ2 ＋ダ
＋

1 2

と く庇 3＋月
2＋I 2 の 原子 価雑種 H b が 存 在 して い る こ と

が 示 され た．
こ れ らの原子 価雑種 H b は等電点電気泳

動終了後 の位置 か ら， 陽極側 よ り くぼ2 ＋が
＋う2 ， くぼ

神

戸
2 ＋う2 で ある

1 3ナ
． 図 3 のう ち H b A く＋E n zっくカ タ ラ ー

ゼ
， S O D 存在下の も のうの 等電点電気泳動ゲ ル ス キ ャ

ン した も の が図 4くal ，く可で ある． M b の場合 と同様 に そ

れ ぞれ の ピ
ー

クの 両横か ら o x y H b ， くぼ
2 ＋

月
3 ＋う2 ， くぼ

帥

夕
鈷I 2， m et H b の 割合く％I を求め る こ とが で き る．

こ

の場合， O X y H b は 29 ． 7 ％， くだ 鈷 ダ
＋1 2 は 2 2 ． 9 ％， くぼ

3 ＋

P
2＋

1 2 は 2 7 ．8 ％， m e t H b は 19 ． 6 ％で ある こ と が 明 ら

か と な っ た く図 4くalう．

2 う o x y H b A の自動酸化反応で の経時的変化

図 5 は種 々の 条件下 にお ける o x y H b A の経時的変

化 を等電点電気泳動法で分析した 結果である．
o x y H b

A は条件 に よっ て反応速度 に適い は ある が， す べ て
一

次反応で 減少 した ． カ タラ ー ゼ
， S O D 両酵素と も に な

い 場合 で は， O X y H b A ゐ自動酸化速度くk o b sl は IH P

存在下で 顕著 に 促進 した亡k o b s ニ
ー

7 ． 0 6 X l O
－ 2
b

－ 1

ト 1

H 円 ， － 1 4 ． 0 2 X l O
－ 2
b

－ 1く＋1 H P H ． カ タラ
ー

ゼお よび

S O D の添加 に よ り o x y H b A の 自動酸化速度 は， 1

O

q

王

を
0

－

O

I

U

巴
L

む

d

0 2 4 6 8 1 0

T i m e く h r I

Fi g ． 2 ． S e m il o g a rith m i c pl o t o f f r a c ti o n s o f

o x y m y o gl o bi n くo x y M bl d u ri n g a u t o x id a ti o n

T h e a u t o x i d a ti o n o f M b w a s s t u di e d a t p H 7 ．0
，

a t 3 7
0

C 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

く13 00 u n i t sl a n d s u p e r o x id e d i s m u t a s e くS O D H 2 9

u ni t sJ ， A ， C O n t r Ol ニ A ， S O D く十1i 書 ， C a t al a s e

く＋h O ， C a t al a s e ＋S O D く＋1

T h e p e r c e n t a g e f r a cti o n s o f o x y M b d u ri n g th e

a u t o x i d a ti o n o f M b w e r e d e t e r m in e d b y a n al y si s

b y i s o el e c t ri cT f o c u si n g el e c t r o p h o r e si s ．

沢

H P 存在下で は 43 ． 6 ％ くk o b s ニ ー

3 ． 9 8 X l O
－ 2
b

－ 1う
， 非

存在下 で は 28 ． 5 ％ くk o b s ニ ー 10 ．0 2 X l O－2b
－ 1う 酵素 を

添加 しな い 場合に 比 し減少 した
．

31 H b A 自動酸化反応 で の o x y H b ， 中間体 H b お

よ び m e t H b の経時的変化

種々 の 条件下 に お い て
，
H b の 自動酸化反応 を等電

点電気泳動法で詳 しく検討 した． o x y H b ， 中間体 H b ，

m e t H b は図 6くa トくbJ に 示 す よう に 変化 した．
い ずれ の

Fi g ． 3 ． I s o el e ct ri cT f o c u sl n g p a tt e rn O f p a rti a11 y

a u t o x i d i z e d h e m o gl o bi n A くH b AJ a n d h e m o p

gl o b i n k e m p s e y くH b K e m p s e yl

T h e s a m pl e s H b A a n d H b K e m p s e y a t 3 0
－

h o u r

O b t a i n e d f r o m th e p a r ti a ll y a u t o x id i z e d H b

S Ol u ti o n s E H b A
，
4 51 FL M h e m e 三 H b K e m p s e y ，

3 6 9 JL M h e m e ，i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f b o th

C a t al a s e く13 00 u n it sl a n d s u p e r o x id e d i s m u t a s e

くS O Dl く29 u nit sJ ， W i th o r wi sh o u t i n o si t ol h e x a －
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A m p h oli n e p ol y a c r yl a m i d e g el pl a t e くp H 3 ．5－9 ．51 ．

T h e i s o el e c tri c－f o c u si n g w a s p e rf o r m e d a t 4
O

C

f o r l ．5 h o u r s
，
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，
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l ニ B
，

ニ H b K e m p s e y ，

e n z y m e s く1 ，
I H P く＋1 三 C こ H b A ， e n Z y m e S く＋1 ，

I H P く
－

1 ニ C
，

こ H b A
，
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，
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H b A
，
H b K e m p s e y ぉ よ び M b の 自動酸化反応

条件で も o x y王正b が減 少す る に つ れ て 中間体 H b が 増

加 し， さ ら に m e t H b が増加 した． そ して
， 中間体 H b

の 中で も くぼ
3＋

ダ
2 ＋

I 2 が く庇 2 ＋が
十

1 2 よ りも 常に 多く存在

して い た． o x y H b か ら中間体 H b を経て m e t H b に い

た る 反応 は， カ タ ラ ー

ゼ， S O D に よ り阻害され たく囲

6くCII ． ま た1 日P に よ り促進され たく図 6くbI ， くdうI ． 材

料お よ び実験方法 で述 べ た f． 句 f 4 式 を用 い て得 られ る

曲線 く実線う は， 実測値 と い ずれ もよ く 一 致 した． こ

れ ら の結果か ら， 各 ス テ ッ プの反応速度定数 k ． 1 へ k ． 4

を求 め た く表1 フ．

4 l o x y H b K e m p s e y の 自動酸化反 応で の 経 時的

変化

種 々の 条件下 に お け る o x y H b K e m p s e y の 経 時的

変化 く％J を図 7 に 示 し た
．
H b A と 同様 o x y H b

K e m p s e y は ， い ずれ の 条件下で も 一

次反 応 で 減少 し

命 ト ー

O
Fi g ． 4 － G el－S C a n n i n g p a tt e r n o f p a r ti all y a u t o x ト
di z ed h e m o gl o b i n

T h e s a m pl e s i n th e p r e s e n c e o f c a t al a s e a n d

S u p e r O X id e di s m u t a s e くS O DJ in F i g ． 3 くC a n d Cつ
W e r e g e トs c a n n e d a t 630 n m ．

くal I H P く十H bl I H P く＋1

5

た
． しか し， O X y H b A と異 なり

，
カタ ラ ー ゼ

， S O D

両酵素の な い 場合
，
O X y H b K e m p s e y 自動酸化速度に

お よ ぼす 工H P の影 響は ほ とん どみら れ なか っ た ． しか

しな が ら， カ タ ラ ー ゼ， S O D を加 え た 場合 o x y H b

K e m p s e y の 自動酸化速度 は か な り 抑制 さ れ た ト

I H P ニk o b s ニ
ー

5 ． 3 9 X lO
－ 2h

－ 1 ト E n zl
，

－

3 ． 1 3 X l O
－ 2

h
－ 1

く＋E n zl ， ＋I H P 二k o b s ニ ー 5 ． 2 9 X lO
－ 2
h

－ 1 ト E n z

う， れ

4 － 0 1 X H 卜
2
b

－ 1

什 E n 幻コく－

E n z は カ タ ラ ー ゼ
，

S o D を加え て い な い 場合， ＋ E n z は カ タラ ー

ゼ
，
S O D

を加 え て あ る 場創 ． 両 酵素 の 阻害効果 は 一

王H P で

41 ． 9 ％， ＋工H P で 2 4 ． 2 ％であ っ た ．

5 1 H b K e m p s e y 自動酸化反応で の o x y H b ， 中間

体 H b
，
m e t H b の 経時的変化

図8 くa トくd は ，種々 の 条件下での H b K e m p s e y の 自

動酸化反応に お ける o x y H b ， 中間体 H b ， m e t H b の経

時的変化 で ある． こ れ ら H b 誘導体 の変動 は
，
H b A の

場合 と 同様 に 遂次的 で あ っ た
．
ま た

， く庇 帥声
打う2 が

くぼ
2 ＋

月
3 ＋I 2 よ り常に 多く 存在 し た． しか し

，
H b A と異

なり カ タ ラ
ー

ゼ
，
S O D を加 えな い 場合

，
こ れ ら H b 誘

導体 の 変動 は工H P 添加 で も ほ と ん ど影響さ れ な か っ

たく図8 くb 仇 カ タ テ ー ゼ
， S O D を加 える こと に よ り， 一

王H P
，
十I H P い ずれ の 場合 で も 自動酸化反応の 進行が

抑制され たく図8 くcl ， くdIJ ． H b A の 場合と 同様， 最小
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E

駕
王
巾

ち
l
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占
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0
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3 7

0

c i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f b o th c a t al a s e

a n d s u p e r o x id e di s m u t a s e くS O Dl ， wi th o r w ith o u t
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f r a c ti o n s o f o x y H b A d u ri n g th e a u t o x id a ti o n o f

H b w e r e d e t e r mi n e d b y a n al y si s wi th i s o el e c t ri c －
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0 二 e n Z y m e S く．I ， I H P 卜J 三 A 二 e n z y m e s く －

1 ，
I H P

． 什 h 争 ニ e n Z y m e S 什1 ， I H P 卜1 ニ A こ
e n z y m e s く＋1 ， I H P く＋J



6 滝 沢

M b O 2 － m e t M b ＋0 2
－

M b O 2 ＋ 0 2
－

＋2 H
＋ 一

m e t M b ＋ 0 2 ＋ H 2 0 2

2 M b O 2 ＋ H 2 0 2 ＋2 H
＋ － 2 m e t M b ＋2 0 2 十2 H 2 0

4 M b O 2 ＋4 H
＋ － 4 m e t M b ＋3 0 2 ＋2 H 2 0

くニ M b O 2 ＋H
＋ 一 m e t M b ＋31 4 0 2 ＋ 11 2 H 20 1

二 乗法 に よ り各実測値 に 最も適合 す る曲線 を求 め， 実

線 で示 した ． 得 られ た反応速度定数を表 2 に 示 した．

考 察

M b は H b が 4 量体 タ ン パ ク質で あ るの に 対 し て単

量体 タ ン パ ク質で ある ． それ ゆ え， M b の自動酸化反応

機序は H b の自動酸化反応 を考 える う えでモ デ
ル と な

りうる ． 図 1 で は， 等電点電気泳動法が M b の自動酸
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一

々

20

人

U

化反応 を定量的に 評価す るう えで 有用であ る こ とを示

した．
さ ら に

，
図2 で は こ の 方法 を用 い て種々 の 条件

下で M b の 自動酸化反応 を分析 した．

こ れ ら の結果か

ら
，
M b の自動酸化反応 に お け る

一 次反応定数を得た ．

そ して， こ れ らの 反応速度定数 を比較す る こ とに よ り，

M b の自動酸化反応機構 が推定で き る ． W i n t e r b o u r n

らの M b の 自動酸化 に つ い て の反応式
け
を用 い る と，

M b の自動酸化は上の よ う な反応過程で あ らわせ る．

この 刷式の化学量論的関係 は， B r o w n ら に よ っ て実験

的に 示 さ れ た
釘

．

こ れ ら の反応式に したが えば， O X y M b

の 自動酸化 はカ タ ラ ー ゼ存在下で はく3I式が 除去さ れ る

の で 50 ％， S O D 存 在下 で はは1式 が 除去 さ れ る の で

25 ％， 両酵 素存在下 で はく2ン， く封式が 除去 さ れ る の で

75 ％減少する こ と が理論的に 考え られ る． 実験的 に得

られ た 反応定数の比較 に よ り p H 7 ． 0 で の 結果 くカ タ

Ti m eくh r sI
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H b A
，
H b K e m p s e y およ び M b の自動酸化反応
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7

ラ ー ゼ で 31 ％， S O D で 10 ％， 両者で 35 ％の減少I は，

低値で ある が 理 論値 をか な り み た し て い る と 思 わ れ

る． ま た， こ れ らの 結果 は M b の自動酸化反応に 0 2
一

，

H 2 0 2 が 関与 して い る こ と， そ して， その反応が
一

連の

反応く1 トヰ訂で進行する こ と を強く示 唆 してい る．

これ らの連鎖反応で は， 反応は シ グモ イ ド状 に進行

す る はずで 一 般的 に は 一 次反応で進行 しな い と考 えら

叫る．
しか し， く2I ， く3 拭 はく1 杭 に比 し反応が非常 に速

い1 机 SIた め に ， 見か け上川式の み に 依存 した
一 次反応

で 進行 して い く と考 えられ， 実験的に も それ が う らづ

けら れたく図2 う． こ のよう に M b の自動酸化反応はくM

式 に依存 した反応である と考 え られ る． ま た， 理 論式

く1 トく4 は 種々 の条件下で実験的 に得 られ た値が か な り

よ い 対応関係 を 示 す の で， M b の 自動酸化反応 はく1さ

へ 仰式 の よう に進行す る こ と が考 えられ る．

こ れ ら の考 え を H b A の自動酸化反応 に つ い て も

導入 して検討 して みた． 図 3 ■ 1 6 に 示 すよ う に H b A

の 自動酸化反応 で は ， 1 う o x y H b が 2 種類 の 中間体

H b くa 2 ＋P
3＋l 2 ， くa 3 ＋P

2 ＋J 2 を経て m et H b に酸化 され

る こと
，
そ して

，
2 コ カ タ ラ ー ゼ

，
S O D に よ．り 自動酸

T a b l e l ． R a t e c o n st an t S e S ti m a te d b y n o n
－1i n e a r l e a st － S q u a r e a n a l y si s f o r th e a u t o x id a ti o n o f h e m o

，

gl o bi n A u n d e r v a ri o u s c o n diti o n s a t p H 7 ．O

T h e v al u e s r e p r e s e n t th e a p p a r e n t fi r s t
．

o rd e r c o r p t a n tt lO x r a te c o n st a n t くh r
－

1

月士S ． D ． ． T h e r a te

C O n St a n tS k ＋ 1
，
k 十2

，
k ＋3 ， k ＋4 b e s t fi tt in g t o all e x p e rl m e n t al p oi n t s w e r e o b t ai n e d b y th e u s e of N O

．

N L I N c o m p u te r p r o g r a m くM e t zl e r ， 1 9 69I a n d e q n s ． く1 トく4I i n th e e x p e ri m e n t al s e c ti o n ．

R a t e c o n s ta n t
ト1 E n z ym e S く＋1 E n z ym e S

ト1工H P く＋1 工E P トJ工H P く＋1工H P

k 十 1 3 ． 5 3 士0 ． 2 0

k ＋ 2 2 ． 8 5 士0 ． 1 4

k ＋3 3 ． 5 3 士0 ． 1 8

k ＋ 4 2
．
4 0 士0 ． 1 6

6 ．7 0 士0 ． 6 0 1 ． 8 2 士0 ．1 0 3 ． 5 1 士0 ． 2 9

6 ．3 1 士0 ． 5 2 1 ． 9 2 土0 ． 08 4 ． 4 4 士0 ．．34

7 ．3 2 士0 ． 3 3 2 ．1 6 土0 ．1 0 6
，
5 1 士0 ． 3 3

1
．
7 6 士0 ．
2 1 1 ． 9 8 士0 ． 09 2 ． 8 6 士0 ． 2 4

E n z ym e S こ C a t a l a s e a n d s u p e r o x id e d i s m u t a s e

I H P こi n o sit ol h e x a ph o s圃 a t e

T a b l e 2 ． R a t e c o n st a n t s e sti m a te d b y n o n
－1i n e a r l e a st － S q u a r e a n a l y si s f o r th e a u t o xid a ti o n of h e m o gl 0 －

bi n K e m p s e y u n d e r v a ri o u s c o n diti o n s a t p H 7 ．O

T h e v al u e s r e p r e s e n t th e a p p a r e n t 丘r st
r

o r d e r r a t e c o n st a n t tlO x r a t e c o n t a n t くh rLLIJコ士S ． D ． ．

R a t e c o n s ta n t
ト1 E n z ym e S く＋ンE n z ym e S

ト H H P く＋H 月P トI 工H P く＋ン工H P

k ＋1 2 ． 3 7 士0 ． 1 4

k ＋2 2 ． 0 6 士0 ．1 2

k ＋3 3 ． 0 2 士0 ． 1 3

k ＋ 4 1 ． 7 5 士0 ．1 4

2 ．1 7 士0 ． 2 5 1 ． 0 5 士0 ． 1 4 1 ． 4 9 士0 ． 1 3

1 ．8 0 士0 ，
2 3 1 ． 2 2 士0 ． 14 1 ． 6 6 士0 ． 1 8

3 ．1 2 士0 ． 2 6 2 ． 0 8 士0 ． 17 2 ． 5 2 士0 ． 1 2

1 ．7 3 士0 ． 2 8 1 ． 5 6 士0 ． 1 8 1 ． 0 3 士0 ．
1 4

E n z ym e S こ C a t al d s e a n d s u p e r o x id e di s m u t a s e

I H P こi n o sit o l h e x a p h o s p h a t e



沢

化が抑制 さ れ る こ と を実験的に 示 した． こ れ ら の結果

か ら
， 次の よう な反応式が B b の 自動酸化反応 に

つ い

て 考え られ る．

H b く0 2う4 一寸 工n t H bく0 2う2 ＋2 0 2
－

2 0 2
．

十2 H
＋ － H 2 0 2 十 0 2

H bく0 2う4 ＋ H 20 2
一 寸 1 n t H b く0 2う2 ＋2 0 2 ＋2壬i 2 0

I n t H b く0 2l 2
一 寸
m e t H b ＋2 0 ，－

20 2．十2 H
＋ っ H 2 0 2 十 2 0 2

l n t H b く0 2l 2 ＋H 2 0 2
－ ナ m e t H b ＋2 0 2 ＋2 H 2 0

H bく0 2l 4 ＋ 4 H
＋ っ

m e t H b ＋3 0 2 ＋2 H ，0
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こ れ ら の反応過程 で は， H H ， くV う， く1工Iう， くVい式は

カ タ ラ
ー

ゼ， S O D に よ っ て 阻害 され る が， こ れ らの 酵

素存在下 で は 反応阻害率 は 理 論的 に 50 ％と 考 えら れ

る ． 実験的 に は， O X y H b A の自動酸化速度 はカ タ ラ
ー

ゼ
，
S O D 両酵素 を加 える こ と に より 約 44 ％阻害さ れ

た く一 工H P ニk ． 1 十k ． 3
ニ

ー

7 ． 0 6 X l O－1b．1 ト E n z L －

3 ． 9 8 X l O
－ 2
b

－ 1く十E n z H 図 5 I ． これ らの値 は， 上 記の

反応過程 よ り類推さ れ る理 論値と ほ ぼ
一 致 して お り

，

上 記の 反応式 の妥当性 を支持す る ． また
，
O X y H b A の

自動酸化反応は o x y M b と同様
一 次反応 で 進行 し た．

こ れ は
，
H い

，
くIIIl ， くV l ， くVIl 式に 示 す o x y H b と
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7 0 ．
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w a s u s e d i n

th e pl a c e o f o x y H b A ．

0 こ O X y H b ， ム こく庇
2＋

ガ
3 ＋

う2 ， 0 こく戊
3＋

月
2 ＋

1 2 ， 争 ニ

m et H b

くaJ ニ e n Z y m e S く
－ J ， I H P く－1 ニくbI 二 e n Z y m e S く

－

1 ，

I H P く十J i くCトL e n z y m e s く＋1， 工H P 卜1 i くdl こ

e n z y m e s く＋l ， I H P く＋J



H b A
， H b K e m p s e y お よ び M b の 自動酸化反応

0 2．， H 2 0 2 との 反応 が非常に 速い 川 舟 た め に ， 反応全体

が見か け上 H l ， H V 式 に依存 した 一 次反 応で進行す

る もの と 考 えられ る ．

W ei s s は o x y H b が 次 の 平 衡 状態 に あ る と 考 え

た
岬

．

H b F e
2
t ＋0 2

－ － H b F e
3t －
0 2－

そ して
， 自動酸化が次の よ う に起 る こ と を示 唆した ．

H b F e
2 t
－0 2

職 ナ H b F e
3 ＋
＋0 2－

こ の 反 応 は上 記の H H
，
く王Vl 式に 相当し てい る． それ

ゆ え， カ タ ラ
ー ゼ

，
S O D 存在下 で の 自動酸化 反応 は

仁仁トトくIVう式の 和で 進行し てい る と考え られ る．

ま た
，
非常 に 酸素親和性 の 強い H b K e m p s e y の 自動

酸化反応 に つ い て も詳 しく検討したく図7
，
8くa トくdブコ．

こ の 場合， 1 1 山 吹反 応で 自動酸化反応が進行す る こ

と
，
2 う 反 応過程で 2 種類 の 中間体 H b く戊

2 ＋

声
3 ＋

ン2 ，

侵
3 十

月
2 ＋

1 2 が 生成す る こ と， 3 プ カ タ ラ ー

ゼ
，
S O D に

よ り反 応が 抑制 され る こ とが 明らか に な っ た ．
これ ら

の 結 果 は H b K e m p s e y の 自動 酸化 反応 に お い て も

H b A と同様の メ カ ニ ズム で反応が 進行し てい る こ と

を 示唆 し て い る ． し か しな が ら， H b K e m p s e y の自動

酸化速度 は o x y H b A の 場 合 と 比 べ 有 意 に 遅 か っ

た ．

h

I H P の 場 合
，
O X y H b K e m p s e y で はk ．． ＋k ． 3

ニニニ ー 5 ．3 9 X l O
， 1hM lく － E n zl ， －3 ．1 3 X l O

－ 2h
－ 1 く＋ E n zl

で あ る の に 対 し．
o x y A で はk ．． 十k 1 3

ニ ー7 ． 0 6 X l O－2

hL l ト E n zl
，

－

3 ．9 8 X l O－2h
， 1
く＋E n zl で あ っ た

．
こ の

適い は H b の 4 次構造の 違い に よ っ て説明 で き る． す

な わ ち
，
O X y H b K e m p s e y の 4 次構造が R 状態に 非常

に 偏位 してお り
1 01 川

，
R 状態 で は H b は 自動酸化 し に

く い た め と 考 え ら れ る．
こ こ で

，
R 状 態 くR el a x e d

f o r m l と は o x y H b A の 四 次 構造 を あ ら わ し，

d e o x y H b くd e o x y h e m o gl o b i nl の T 状 態 くT e n s e

f o r m l と対応 するくP e r u t z l 1 7l ． R 状態 の 特徴 と して は，

り a 鎖問お よび a ， P 鎖間を結ぶ 塩 橋くs a lt b rid g el

が 切 断さ れ て い る ． 2 う ヘ ム 鉄は 酸素 と遠位 ヒ ス チ ジ

ン 側で 結合し， ポル フ ィ リ ン平面内に あ っ て 低ス ピ ン

状態 に あ る．
T 状態の 特徴と して は， 1 1 甜 鎖問お よ

び ぴ
， 月 鎖間を結 ぷ塩 橋が 結合 して い る ． 2 う 酸素は ヘ

ム 鉄 よ り 離れ， ヘ ム 鉄 は ポル フ ィ リ ン平 面 よ り近位 ヒ

ス チ ジ ン 側に 突出 した高 ス ピン 状態に ある こ とな どが

知 られ て い る 川 ．

I H P は H b の ア ロ ス テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ
ー と し て

知 ら れ て い る が
，
I H P が H b に 結合 す る こ と に よ り

o x y H b A の 四 次構造が R 状態か ら T 状態 に 移る こ

とが す で に報告さ れ て い る
1 Bl

．
T o m o d a ら は種々 の 酸

化剤 に よ る H b A の 酸化反 応を しら べ ， I H P 添加 に よ

り酸化速度が促進す る こ と を明ら か に す る とと も に ，

T 状 態 の ロb の 方 が R 状 態の H b よ り も酸化 さ れ や

す い こ と を示 した
6171

．
H b A の 自動酸化反応 の 場合で

も 1 H P を加 え る こ と に よ り 反応が著 し く 促進 した

ト E n z こ k ． 1 ＋k 十 ， ニ
ー

7 ． 0 6 X l O－2h
－ 1 く － I H P l ， －

1 4 ．0 2 X l O
－

2h
－ 1

く＋工H Pうっ．
こ の よう なI H P に よ る H b

の 自動酸化反応の促進 は， T 状態の H b の方が R 状態

の 場合 より も自動酸化 されや す い こと を示 して い る．

また
，
R 状態に よ り偏位 した H b K e m p s e y の 自動酸化

反応が H b A よ りも遅 い こ と は上 の 考 えを 示 持 し て

い る
． ま た こ の 場合， 工H P の 効果が ま っ た くみ ら れ な

か っ た ト E n z ニk 十1 ＋k 十 3 ニ
ー

5 ． 3 9 X l O
－ 2
h

． 1 ト工H P

う
，

－

5 ．2 9 X l O
－ 2
b

－ 1く＋工H Pうっ．
こ れ は1 H P の 結 合 に

よ っ て も H b lくe m p s e y の 四 次構造が R 状態の ま ま で

あ る
1 0 n H こ と で説明で きる ．

さ らに
，
酸素親和性が低く

著 しく T 状態 に偏位 して い る H b K an S a Sく月I O 2 a s ， － t b r

コ の 自動酸化速度 は， H b A よ り も非常 に 速 か っ た

くT a ki z a w a ， 未発表デ ー

タl ． こ の こ とも， H b の高

次構造が E b 自動酸化反応 に 密接 に 関与 して い る こ と

を示 唆 してい る．

一 方
，
H b A お よび H b K e m p s e y い ずれ の 場合 も

自動酸化経過中 く庇 3 ＋岸
2 十う2 の 割合が くぽ

2 十

が
＋1 2 の 割

合よ り も常 に 多く存在した く図6くa トくdl ， 8くa トくdll ．

こ の こ とは り グ 鎖 の方が 月鎖よ り自動酸化速度が速 い

ため と考 えられ る． 表 1 ， 2 よ り ば 鎖の自動酸化速度

を示 す k ．3 と 斤 鎖の 自動酸化速度を示 す k ．1 を比 較 す

る と
，
H b A ， H b K e m p s e y とも に ほと ん ど常に k ． 3 ン

k ．1 が成立 す る．
ま た

，
王H f

，
の効果は H b A の 場合 ぼ

鎖， 月 鎖ほ ぼ同 じ程度 に み られ た ． フ ェ リ シ ア ン カ リ
，

フ ェ リ チ ト ク ロ ム C な ど に よ る H b A の 酸化反応 の

場合
， 斤 鎖の 方が 打 鎖よ りも酸化 しや す く ，

工E P に よ

る 酸化促進効果も月鎖 に 顕著で あ る こ と が 明 ら か に

さ れ てい る
6 け1

．
こ れ らの 事実 は， H b 自動酸化反応は酸

化剤に よる H b 酸化反 応と は異な っ て い る こ と を示 唆

して い る ．

以 上述 べ て きた よ う に
，
H b の 自動 酸化反応 は， 単 量

体 ヘ ム タ ン パ ク質 で あ る M b と 同様 H 2 0 2 ， 0 2－を生成

す る反 応 と， こ れ らの 活性酸素が関与す る反 応 よ り

な っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た ． H b の 自動酸化 反

応 で は， O X y H b は くぽ
3 ＋

月
2 ＋
う2 ， くぼ 2 十月

3 十う2 な どの 中間

体 H b を へ て m e t H b へ 変化す る こと が 示 さ れ た ． ま

た， H b の 自動 酸化に は， その 四次構造が 重 要で ある こ

と を異常 H b で あ る H b K e m p s e y や H b の ア ロ ス テ

リ ッ ク エ フ ユ ク タ
ー

で あ るI H P を用 い て 明 ら か に し

た．

結 論

H b A
，
酸素親和性の 異常 に 高い H b K e m p s e y お よ

び M b の 自動酸化反応機構 をカ タラ ー ゼ
， S O D 存在下



1 0 滝

ま た は非存在下 で検討 した．
また

，
H b の 場合， B b の

ア ロ ス テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ
ー

と して 知ら れ る I H P の

効果 も しら べ た ． こ れ らの 自動酸化反応の経時的変化

の解析 に は， 等電点電気泳動法を用 い た． そ の結果，

下記の こ と が明 らか に な っ た ．

い H b の 自動酸化反応 で は， 途中経過 で o x y H b ，

m e t H b の み な ら ず2 種類 の 中間体 H b くa
2 ＋

P
3 ＋

1 2 ，

くだ 3 ＋月
2 十1 2 が 存在 した．

2l o x y H b A ， O X y H b K e m p s e y お よ び o x y M b い

ずれ も
， 種々 の 条件下で

一 次反応で 自動酸化が進行 し

た ． また ， カ タ ラ
ー ゼ， S O D に よ り い ずれ も 反応が抑

制 され た ．
これ らの結果 より ， そ の 反応機構 は M b の

場合侶 句く41式， H b の場合く工1
へ く耶tl 式が 妥当と考 え

ら れ た．

31 H b A の 自動願化反応 は工H P に よ り著 し く促

進 した ．
H b K e m p g e y の 自動酸化 は H b A に 比 し遅

く
，
工H P に よ り促進 しなか っ た ．

こ の こ とよ り
，
H b 自

動酸化 は H b の 四次構造が T 状態 の と き の 方 が R 状

態 の とき よ り も速い と考 え られ た．

4 1 H b 自動酸化反応の経過中， H b A ， H b K e m p －

s e y い ずれ も く戊
3 十

月
2＋う2 の 割合 が く此

鈷

が
＋

う2 の 割 合

よ り も常に 多く存在し た．
こ の こ と よ り

，
ぼ 鎖，月 鎖の

間に 機能的差異がある と考 えら れ た．

5 う M b 自動酸化反応は ， H b 自動酸化反応の よ り

単純 な実験系と し て有用 なモ デル で あ る．
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