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メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン ( メ ト H b ) は . ヘ ム 鉄が 3 価 に な

っ て い て , 0 2 と 結合 で き な い ヘ モ グ ロ ビ ン ( H b ) で あ

る . この メ ト Hb は通常正常赤血球中に は全 H b 中 1

% 以下で あ るが , 何等 か の 原因で 数% 以上 に増加 し た

状態を . メ ト H b 血症 と い う . メ ト H b 血症の 原因に は

イ) 遺伝性 チ ト ク ロ
ー ム b 5 還 元酵素欠挽 .

ロ ) ア ス ピ

リ ン , フ ェ ナ セ チ ン , 亜硝酸専の 薬物 に よ る中毒 ,
ハ )

へ モ グ
･

ロ ビ ン M 症が あ るl) . 正常赤血球で は , 酵素的及

び非酵素的な系に よ り , 生成さ れ た メ ト H b が 常時還

元さ れて 2 価鉄の H b と な
'

る . 中で も N A D H -

メ ト

打b 遵元酵素系 ( チ ト ク ロ ー ム b 5 遺 元酵素系) は主 な

遺元系であ る
ヱ)

～

り
. しか し 遺伝性 メ ト Ⅲb 血 症 で は ,

N A D P H
- メ ト H b 還 元酵素系や N A D ( P) H - グル タ

チ オ ン 還 元酵素系 も重要 な遺 元 系と さ れて い る5 ) ･6) . 最

近 . 拇吸ら
7) ･8)
は N A D P H - メ ト H b 還 元 酵素 を精製

し, フ ラ ビ ン 遺元酵素 で ある こ と を 明らか に した . こ

の酵素系に よる 電子 の 流 れ は . N A D P H → フ ラ ビ ン 還

元酵素 → フ ラ ビ ン → メ ト H b で あ る . ま た ヒ ト 赤血球

溶血液 に , リ ボ フ ラ ビ ン ( F R) . F M N , F A D を 加え る

と ,
メ トⅢb の 還 元が 促 進さ れ る こ と も発見 した . 本論

文で は l メ ト H b 還 元 に 対す る フ ラ ビ ン の 効果を , 赤血

球で の N A D PIi - フ ラ ビ ン 遺元酵素 の 役割 と 関 連 し

て 研究し た結果を報告す る
9)

.

材 料 と 方 法

Ⅰ) 材料と 試薬

正常 ヒ ト赤血球 は A C D 血液か ら調製 した .
N A D H

-

チ ト ク ロ ー ム b 5 還 元酵素欠損 ( 遺 伝性 メ ト ロb 血

症) 患者赤血球 は . 患者 の 同意を得て 採血 した血液( ヘ

パ リ ン血) よ り調製 し た . 試薬 軌 ます べ て 市販の 特級

の も の を用 い た .

ヱ) メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン を含 む赤血球浮遊液 の 調製

赤血球内 H b はJ af 柁tO) の 方法 に よ り , 亜 硝酸 ナ ト リ

ウ ム で 酸化 し , メ ト B b と した . 亜 硝酸処理赤血球 は ,

5 倍量 の 0 . 9 % N a C l ( 4 ℃) で 6 回洗醸 し, 等張緩衝液

( 92 . 4 m M N a C l
,
2 4 .3 m M N a 2H P O 4 . 5 .7 m M N a H 2P O 4 ,

5 m M K C l , 1 m M M g C 1 2 .0 . 5 m M C a C 1 2 . pH 7 . 4 ) に 浮

遊 し た . 赤血球浮遊彼 の ヘ マ ト クリ ッ ト値 は33 % と

した . 赤血球内酵素の 基質( D
-

グル コ ー ス , 2
-

デ オ

ヰ シ
ー

D - グル コ ー

ス , 乳酸 ソ ー

ダ) お よ び試薬 ( F

R . ァ テ プリ ン , メ チ レ ン ブ ル
ー ) ほ , あ らか じめ 上述 の

等張液 に 溶解 し て 用 い た .僻置 は 37 ℃ , 空 気中で お こ

な っ た . 詳 し い 実験条件 は図 の 説明を参鼎さ れ た い .

3 ) メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 量 の 測定

赤血球内メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 量の 測定 は, E v el y n ら
‖)

の 方法に 依 っ て お こ な っ た .

成 績

〔Ⅰ〕10 m M D -

グル コ
ー

ス 中で , 亜 硝酸処理赤血球

内メ ト H b の 還 元 をみ た 場合

正常 , 患者 ( チ トク ロ ー ム b 5 還 元酵素欠損) い ず れ

の 赤血球 で も . メ ト H b は最 初の 6 時間の 僻置に よ っ

て は ぼ 直線的 に 還 元 さ れて , オ キ ン ヘ モ グロ ビ ン と な

っ た . ま た 0 . 2 m M の F R を加え る こ と に より , 正常,

患者血球 と も メ ト E b の 遺元 が 約3 倍促進さ れ た . そ

して , こ の F R に よ る促進効果 は , 2 m M ァ テ プリ ン の

共存下に 消失 し た ( 図 1 a , 1 b ) . こ の よう な F R に よ る

メ ト H b 遺 元 の 促 進 は, F R の 濃度 に 依存す る結果が得

られ た ( 図 1 c ) .

〔Ⅱ〕10 m M 2 - デ オ キ シ ー D - グル コ ー ス 中で , 亜

硝酸処理赤血球内メ ト H b の 還 元 をみ た場合 .

正 常及 び 患者赤血球で , メ ト H b は〔Ⅰ〕の 場合と同

F l a vi n a n d M e t h e m o g l o b i n e m i a , T a k a s u m i M 8 t S u k i . D e p a r t m e n t o f B i o c h e m i s t r y
(D i r e c t o r : P r o f . Y . Y o n e y a m a , A si s t a n t P r o f . T . Y u b i s u i), S c h o o l o f M e d i ci n e ,
K a n a z a w a u n i v e r si t y .
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様 に 還 元さ れ て オ キ シ H b に な っ た . ま た0 . 2 m M F R

に よ り メ ト Hb の 還 元 が 約 3 倍 促進 さ れ . さ ら に

2 m M の ア テ プリ ン を加え る こ と に よ り . F R に よ る 遺
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元 の 促進 は消失 した ( 図 2 a . 2 b ) .

〔Ⅱ〕10 m M 乳酸 ソ ー

ダ申で ･ 亜 硝酸処理正常赤地
を僻置 した場合

0･ ･ 2 m M F R , ･ 1 〟M メ チ レ ン ブ ル ー に よ る メ ト H b

還 元促進作用 は み ら れ なか っ た ( 図3 ) .

〔Ⅳ〕 亜 硝酸処理 し て い な い 患者赤血球 を 10 血M グ
ル コ ー

ス 中に 僻置 した 場合

0 ･ 1 m M F R 添加 に よ りt 血球 内メ ト 肋 は6 時間の

聞置 で 19 - 2 % か ら7 ･1 % に 減 少 し た ･ こ の 場合 の メ

ト 恥 還元 速度が ･ 亜 硝酸処理血球 より 遅い ( 図1b)
の は ･ 遺 元 系酵素の 基質 と し て の メ ト 恥 洩度が低い

こ と に よ る もの で あ ろ う ( 図 4 ) .

考 察

2
-

デ オ ヰ シ グル コ
ー

ス は ･ 哺 乳 類 の 赤血球 で ,

N A D P H 産 生系 の 基質 と して 利用さ れ t そ の 際に 産生
さ れ る N A D H は は と ん ど無視で き る は ど で ある 肌-3)

つ ま り 2
-

デ オ キ シ グ ル コ ー ス は - F R に よ るメ ト Hb
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図1 ( 1 a , 1 b , 1 c ) : 1 0 m M グル コ ー ス を含 む生理

的溶液中で の 赤血球内メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン還元

a ) 正 常赤血球 , b ) 患者赤血球( △) 対照 , グル

コ ー ス ( -

) , ( ⑳) グ ル コ ー ス ( 十) , ( ○) グル

コ
ー ス ( + ) . 0 . 2 m M リボ フ ラ ビ ン ( 十) , ( D )

グ ル コ ー ス ( + ) , 0 . 2 m M リ ボ フ ラ ビ ン ( + ) ,

2 m M ア テ プ リ ン ( + ) . c ) 正 常赤血球 ( A )

対照 ,(◎) グル コ ー ス ( 十) , (○) グル コ ー ス (

+ )
,
1 2

,
6 0

,
1 2 0

,
3 0 0 〝M リ ボ フ ラ ビ ン ( + ) .
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還元の 促 進 が N A D H に 依存 して い る の か N A D P H に

依存し て い る の か を 知る う えで 一 非常 に 有用 で あ る ･

結果に 示さ れ て い る よう に ･

Ⅰ) 赤血球 を 2
-

デ オ キ シ グ ル コ ー ス 申に 僻置 した

場合も ,F R に よ る メ ト Hb 還 元 の 促進 は同程度で あ ･

る

(図 1 , 園 2 )

‡) 哺乳類赤血球内で N A D H を産 生 し , N A D P H を

産生しな い 乳酸 の 存在下
川
に 赤血球 を僻 置 した場合 ,

F R で も メ チ レ ン ブ ル
ー に よ っ て も , メ ト H b 還 元 の

促進が 認 め られ なか っ た ( 図3 )

Ⅲ) 正常赤血球 ば か りで なく N A D H
- メ ト H b 還

元酵素の欠損 して い る 患者赤血球 で も 同様 の 結果が得

られた( 図1b , 図2b ) . 以上 の こ とか ら , リ ボ フ ラ ビ ン

( F R) に よ る メ ト H b 還元 の 促進は , N A D H 生成系で

はなく . N A D P H 生成 系に 依存し て い る と考え られ る .

先に指吸ら
7) ･8)
は N A D P H

-

メ ト H b 還 元 酵 素 が 一

種の フ ラ ビ ン 還 元 酵素で あ ると 報告 した . こ の 場合前

述の よ う に N A D P H よ り フ ラ ビ ン 還 元 酵 素 に よ っ て

0 2 4 6

h o u r s

2 3 5

フ ラ ビ ン に電子が 移り, 還 元 フ ラ ビ ン が メ ト H b を還 元

す る わ けで あ る . 実 際, ヒ ト溶血液や こ の 酵素の 再棲

成系で は , フ ラ ビ ン 添 加に よ りメ ト R b 還元が 促 進 さ

れ る
丁) ･8)

. と こ ろが , Ⅰ) 赤血球内の 正常の フ ラ ピ ン の

急が 1 ～

2 〟M な の に 対し て , N A D P H - フ ラ ビ ン 還元

酵素 の フ ラ ビ ン に 対 す る ミ カ エ リ ス 定数 .
E m は 約

50 fL M
7) で あ る こ と

, 2 ) N A D P H や N A D P + の こ の 酵

素 に 対す る解離定数( K d ) が い ずれ も約 Ⅳ 8M で
, あま

り 差 が な い こ と
削
な どか ら , 生理 的状態で は こ の 酵 素

が あ ま り メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還 元 酵素と して は作用 して

い ない と も考 え られ る . しか し , リ ボ フ ラ ビ ン が 赤血

球膿を遠遠 し , 赤血球内濃度が増す こ と に よ っ て , こ

の N A D P H
-

フ ラ ビ ン 還 元 酵素が 活性化 さ れ る こ と

が 想 像さ れ る . 図 1 に み ら れ るよ う に
,
F R に よ るメ ト

H b 還 元 の 促進が . 脛 置 液中 の F R 濃 度 ( 12〟M ～

3 0 0 〟M ) に 依存 して お り , 又 F R の 括抗剤 で あ る ア テ

プ リ ン に よ っ て メ ト 8 b 還 元 の 促進が 消失す る こ と か

ら , 1 ) 赤血球中の F R 濃度が 添加 した F R に よ っ て 増
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図2 (2 a , 2 b) : 1 0 m M 2- ヂオ キシ ー グル コ ー ス を含む生理 的溶液中で の 赤血球内メ ト ヘ モ グ ロ ビン

還元

a ) 正 常赤血球 , b ) 患者赤血 球 ( 息) 対照 ,
2- デオ キシ グ ル コ

ー

ス (
-

) , ( ⑳) 2 - デオ キシ
ー

グ

ル コ ー ス ( + )
,
( ○) 2 -

デオ キ シ ー グ ル コ ー ス ( 十) , 0 . 2 m M リ ボ フ ラ ビ ン ( + )
, ( □) 2 - デ オ キ

シ ー ダ ル コ ー ス ( + ) / 0 . 2 m M リ ボ フ ラ ビン( + ) .
2 m M ア テ プリ ン ( 十)
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如し , Ⅰ) そ の
.
結果 N A D PIl - フ ラ ビ ン 遼元酵素が活

性化さ れ . メ ト H b 還 元 が促進 さ れ る と考え ら れ る . し

か し , 赤血球内の フ ラ ビ ン 酵素 で あ る N A D P H q

グル

タ チ オ ン 還 元 酵素
9)
が . フ ラ ビ ン に よ るメ ト H b 還 元 の

促進 に 関与し て い る 可能性 も全 く は否定で き な い .

チ トク ロ ー ム b 5 還 元酵素欠損症 や中毒 性 メ ト H b

血症 患者で は, N A D P H -

メ ト H b 還 元酵素( N A D P H

- フ ラ ビ ン 還元 酵素) が メ ト H b の 還 元に 一 定 の 役 割

を に な っ て い る
5) ･ 8)

. そ の た め こ れ らの 患者の 治療 に は

ア ス コ ル ビ ン 酸 や メ チ レ ン ブ ル ー

が 用い られ て き た .

メ チ レ ン ブ ル
ー

は五単糖回路 を活性化 し . N A D P H の

僕給を 増す の で 有効で あ るけ) . しか し溶血性貧血 な ど

種 々 の 副作用 も強 い .

一 方 ア ス コ ル ビ ン 酸は , メ ト H b

の 遺 元 速度が 遅 い う え に . 尿路結石を お こ しや す い 人

や下痢患者 . そ して 妊婦 な どで は長期間の 連続投与が

で きな い
19)

. ま た0 .1 m M メ チ レ ン ブル ー 又 は 10 m M

ア ス コ ル ビ ン 酸 ソ ー

ダを添加 した10 m M グル コ ー スを

含む等張緩衝液中で 赤血球 を 2 時間碑置し た実験で .

僻置液の 一 部 を採取 して 得た溶血液 に 67 仙 m に 吸 収榛
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図 3 1 0 m M 乳 酸 を含 む 生理 的溶液中で の赤血球

内メ ト ヘ モ グロ ビ ン 還元 (正 常赤血球) ( ▲)

対 照 , 乳 酸 (+ ) , ( ○( ) 乳酸 ( + ) , ( ○) 乳

酸 ( + ) . 0 . 2 m M リ ボ フ ラ ビ ン ( + ) t ( ▽) 乳

酸 ( 十) , 1 〆M メチ レ ン プ/レ ー ( 十)

大 を も つ ･ 変性 ヘ モ グ ロ ビ ン を示 す 吸 収 が あ ら わ れ

る
加)

･ こ の 吸収 は 300 〟M F R 添加6 時間辟置で は見い

出さ れ な い .

ま た 最近'K a pl a n ら2‖は 2 例 の 遺伝性 メ ト H b 血圧

患者 で t リ ボ フ ラ ビ ン 投与に よ る治療 を試み , 良い 成

績を得 て い る ･ 水溶性 ビ タ ミ ン と は い え . 長期連用に

よ る 副作用 があ るか どう か は こ れ か ら の 問題 で あ ろ

う .

以上 の こ とか ら , 生理 的物質 の 水溶性 ビタ ミ ン で あ

るリ ボ フ ラ ビ ン は
. 場合 に よ っ て は メ チ レ ン ブル ー

や

ア ス コ ル ビ ン 酸 より も , 遺 伝性メ ト B b 血症や中毒性

メ ト H b 血症 の 治療 に有用で あ る と 思わ れ る .

結 論

1 ･ 正 常あ る い は遺伝性 メ ト ヘ モ グロ ビ ン 血症患者

よ り の 赤血球 の ヘ モ グロ ビ ン を酸化 し,こ れら の 赤血球

を , グ ル コ
ー ス あ る い は 2

-

デ オ キ シ グル コ ー ス を含

む 等張緩衝液に 浮遊す る と , リ ボ フ ラ ビ ン の 添加によ

り . リ ボ フ ラ ビ ン の 濃度 に 依存し て ,
メ ト ヘ モ グ ロ ビ

ン 還 元 の 促 進が み ら れ た .

2 .
こ の フ ラ ビ ン に よ る メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還元の促

進 作用 は . N A D P H - メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還 元 酵素

( N A D P 甘
-

フ ラ ビ ン 道 元酵素) 系を 活性化す るこ とに
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図4 亜 硝酸未処理
t
患者赤血球内メ ト ヘ モ グ ロ ビ

ン還元 (◎) 10 m M グ ル コ ー ス 添加
,
(○) 10 m M

グ ル コ
ー ス

.
0 . 2 m M リ ボ フ ラ ビン 添加



フ ラ ビ ン と メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 血 症

よると 考え られ る .

3 . 水溶性 ビ タ ミ ン で あ る リ ボ フ ラ ビ ン は , 遺 伝性メ

ト
ヘ モ グ ロ ビ ン 血症 や 中毒性 メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 血症の

治療に 有用 で ある ･

弥導 , 御校閲を戴 い た , 米山良昌教授 ･ 並び に指吸俊次講
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第
一

講座友田 講師その 他の 方々 . 患者血液 の 入手 に御援助頂

い た第1 内科小林講師 , 谷博士 . 名古屋保 健衛生大学内科平

野助教授等の方々 に感謝 い たし ます .

ま た 本 研 究 の
一

部 は 文 部 省 科 学 研 究 費

(N o .2 12003 .2 8703 2 ) . 厚生省難病研究費 . 三 島梅雲記念財
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