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ヒ ト赤血球 の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還元機構 に 関す る研究

金沢大学医学部生化学第
一

講座 ( 主任 : 米山良昌教授)

井 田 雅 祥

( 昭和5 7 年9 月2 2 日 受付)

亜 硝酸ナ トリ ウ ム で 処理 した ヒ ト赤血 球での メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還元 を ,
メ チ レ ン ･

ブル ー 存在下
,

非存在下で
,

3 7
0

C
, p H 7 . 4 に お い て検討 した

.
メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン還元 反 応の分析 は A m ph oli n e ポリ アク

リ ル ア ミ ド平板ゲ ル 等電点電気泳動 で行 っ た . その 結果
,
メ ト ヘ モ グ ロ ビン還元 過程で( α

2 十

β
3 +) 2 , ( α

3 十

β
2 ･

) 2

の 2 種類の 部分還元型 ヘ モ グロ ビ ン が 中間体と して産生さ れ る こ とが 見い 出され た .
こ れ ら部分還元型ヘ

モ グ ロ ビ ン の変動を経時的 に 調 べ た と こ ろ
,

メ チ レ ン ･ ブ ル ー の 有無に か か わ らず, ( α
3 +

β
2 +

) 2 は常 に( α
2十

β
3 十) 2 よ り多く存在 した . こ の 中間体 ヘ モ グロ ビン の 量的な差 は

,
メ ト ヘ モ グロ ビ ン を構成 す る α 鎖･

β鎖

の 酸化還元 電位の 違い に よ っ て説明で き る . また , メ チ レ ン ･ ブ ル ー

の存在下 で赤血球の メ ト ヘ モ グロ ビ

ン 還元 は著 しく促進さ れ た
. 以上 の 結果よ り,

ヒ ト赤血 球 に お ける メ ト ヘ モ グ ロ ビン 還元 の 過程は次のよ

う に進 む と考え られ る .

( α
3 +

β
3 +

) 2

一
一

一
一

一 → ( α
2 +

β
3 +) 2

＼

､

＼ ( α
帥

β
2･

) 2

一
ノ

( α
2 +

β
打

) 2

また
,

メ ト ヘ モ グロ ビ ン還 元中の , 中間体 ヘ モ グ ロ ビン な どの 時間的変動 を分析 してメ ト ヘ モ グ ロ ビン

反応速度定数 を得 た
.

こ の こ と か ら
, 赤血球 中で の N A D H チ トク ロ

ー ム b 5 還元 酵素と N A D P H メ ト ヘ モ

グ ロ ビ ン還元酵素の
,

メ▲ト ヘ モ グ ロ ビ ン 還元 へ の貢献度 を推定 し, メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン還元機構 を細胞 レ ベ

ル で検討 した .

E e y w o rd s ヒ ト赤血球, メ ト ヘ モ グロ ビ ン 還元機構 , メ ト型 中間体 ヘ モ グロ

ビ ン

赤血球 は ヘ モ グ ロ ビ ン ( 以下 H b と 略す) 脚注 を高濃

度 に含 む遊離細胞で あり, 酸素の 運搬を主 な役割と し

てい る こ と はよ く知ら れ て い る .
こ の 働 きが 充分に 発

揮さ れ るた めに は
, 赤血球 中の H b が 還元状態( F e

廿

)

である こ とが必要で あり,
H b が 酸化 され てメ ト H b( F e

≠

) に変化す る と酸素結合能 を失う. H b は 4 個の ヘ ム

をも つ 四量 体 タ ン パ ク 質で あるが , 自動酸化 に よ っ て

メ ト H b に 変化する
.
ヒ ト赤血球 で は1 日の 酸化畳 は全

H b の約 2 ～ 4 % で あ る
1)
と い わ れ る

.
生成 さ れた メ ト

脚注: オ キ シ ヘ モ グロ ビン をオ キ シ H b ある い は( α
2十

β
2+
) 2 ,

( α
2 +

β
3 十
) 2

バ レ ンシ ー
･ ハ イ ブリッ ドを( α

2 +

β
3 +

) 2 ,
( α

3 十

β
2 +

) 2
バ レ ン シ ー ･ ハ イ ブリ ッ ドを( α

3 十

β
2 十
) 2 ,

メ トヘ

モ グロ ビ ン をメ ト H b ある い は( α
3 +

β
3 十
) 2 と示 す

R e d u c ti o n of M e t h e m o g l o bi n i n H u m a n R ed

B i o c h e m is t r y ,
K a n a z a w a U n iv e r sit y S c h o ol of

H b は , 赤血球 中の メ ト還元酵素 に よ っ て還 元塾H b に

戻る
.

赤血 球 に は 2 種類の メ ト還元酵 素が 存在 して おり
,

各々 N A D H ( N i c o ti n e a m id e A d e n i n e D i n u cl e o tid e ,

N A D H と 略 す) 及 び N A D P H ( N i c o ti n e a m id e

A d e n i n e D i n u cl e o ti d e P h o s p h a t e , N A D P H と略す)

を補酵素と して い る2) 3)
. 前者は

, 現在 で は N A D Il チト

ク ロ ー ム b 5 還元酵 素で ある こ とが明らか に なっ ており
㈹

解 糖 系 ( E m b d e n - M e y e rh o f 経 路) で 生 成 さ れる

N A D H と 共役 して メ ト H b 還元 を行 い
,
赤血 球でのメ

ト H b の 全還 元能の 70 % 以上 を担 っ て い る
6)

. 後者は,

N A D P H フ ラ ビ ン還元 酵素 と して 知 られ てお り
7)

,
この

酵素 に よ るメ ト H b の 還元 は通 常 6 % 程度しか働いてい

C ells . M a s a y o s hi I d a , D e p a rt m e nt of

M e di ci n e .
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ない と考えられ て お り
6) 8)

,
メ チ レ ン ･ ブ ル ー

が 少量存

在する と著 しく活性化さ れ る
9)

･

こ れま で
,
これら メ ト H b 還元 酵素系に つ い て は赤血

球か ら分離した酵素を用 い て研究さ れ て き た
･

その 研

究はメ ト 飢 を基質と す る反応度論的解析 が 主で あっ

て
,
分光学的測定法に 頼 っ てい た ･

一 般 に 分光学的に

反応ス ペ ク トル が 等吸収点 を通る こ とは
,

反応過程で

中間体が存在 しない こと を示 してい る ･ メ ト 削 が還元

される場合,
可視部吸収 ス ペ ク トル は等吸収点 を通 る

のでメト H b は直接還元型 H b に 変化し
, 反応 中に 中間

体H b は生成さ れな い と考 えら れ て きた ･

ところが
,

フ ェ リ シ ア ン 化カ リ ウム や 亜硝酸ナ トリ

ウム などの 酸化剤で H b を部分酸化したの ち カラ ム ● ク

ロマ トグラフィ
ー で H b を分離すると

,
メ ト型中間体 H b

が得られる とい う報告が あ る
1 0)1 1)

しか しなが ら,
こ の場

合,
中間体 H b の 分離 と同定が充分に なさ れ てい なか っ

たため
,
メ ト型中間体 H b の 存在 を明確に 示 す ま でに は

至ら なか っ た
.

近年,
友田 らは2 種塀の メ ト型中間体 H b

, ( α
3 +

β
2 +

) 2

と( α
2 +

β
3 十

) 2 の存在を平板ゲル等電点電気泳動法を用い

て明らか に した
用

.
これは還元 型 H b

,
メ ト型中間体 H b ,

メト H b の 等電点が 異な る こと を利用 したも の で ある
.

彼らは
,

ヒ ト赤血球 よ り得た N A D H チ トク ロ
ー ム b 5

還元酵素や N A D P H フ ラ ビン 還元酵素に よる メ ト H b

還元反応で は
, 反応の 過程 で上 記2 種類の メ ト型中間

体H b が生成され る こ と を明ら か に した
1 3)1 4)

.
しか しな

がら
,
これらのメ ト ロb 還 元酵素が赤血球 中で どのよう

に働い て い るか は明 らか で な く , 赤血 球 レ ベ ル で の検

討が必要で あ る .

この よう な観点に 基づ い て
, 本稿で は赤血球 に お け

るメ ト H b 還元 反応 をと りあげ
,
と くに 中間体 H b の 存

在状態と その 動的変化 に つ い て 調 べ
,

N A D H お よ び

N A D P H メ ト H b 還元 酵素の 寄与 に つ い て検討す る
.

さらに
,
その 結果 に基 づ い て赤血 球に お け るメ ト H b 還

元機構を明らか に した い
.

材 料 及 び 方 法

実験に用 い た ヒ ト赤血球は, 日本赤十字セ ン タ
ー 金

沢支部よ り得た A C D ( A ci d C it r a t e D e x tr o s e
,

A C D

と略) 血液 を遠 心 分 離 し た
.

セ フ ァ デ ッ ク ス G -

25 (c o a r s e g r a d e) は
,

フ ァ ル マ シ ア社, 平板 ゲ ル は
,

A m ph oli n e p ol y a c r yl a mi d e g el pl a t e s ( p H 3 ･ 5 -

9 ･5 : L K B 社) を用 い た
.

亜 硝酸ナ トリ ウム
,

メ チ レ

ン ･ ブル ー

は和光純薬,
硫酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン は武

田製薬の 製品を用 い た .

方 法

採血後 1 日 の ヒ ト A C D 血液 を遠心 分離 して( 4
0

C に

て 3
,
0 0 0 回 転,

1 0 分間)
,
上清 と顆粒球層を除い て赤血

球 を得た . 得 られた赤血 球を4 倍容量の 0 . 9 % N a C l 溶

液 に浮遊 して
, 前述 の 要領で遠心操作 を行 い 2 回洗浄

した
.
こ の赤血球 を約 9 倍量の 0 . 9 % N a C l 溶液に浮遊

して
,

こ れ に 0 . 9 % N a Cl 溶液に 溶か した 0 .5 M 亜硝

酸 ナ トリ ウ ム を, 最終濃度が 20 m M と な るよう に 加え

た . 室温 (25
0

C) に 3 0 分間放置 したの ち ( こ の操作に

よ っ て
, 赤血球 中の 還元型 は H b はほ ぼ完全に メ ト H b

に酸化さ れ た) , 赤血球浮遊液 を遠心分離 した( 4
0

C に

て 3 , 0 0 0 回 転 10 分間) .
0 .9 % N a Cl 溶液 で洗浄 を 5

回繰り返す こ と に よ り赤血球中の 亜硝酸ナ ト リウ ム を

除い た . この 赤血 球 に グル コ
ー ス を含ま な い リ ン ゲル

液 を 9 倍容量加え た( ヘ マ トク リ ッ ト: 約10 % ) .
こ の

赤血球浮遊液 を以下の実験に用 い た .

(さ) メ ナ レ ン ･ ブ ル ー 非存在下の 実験

赤血球浮遊液(硫酸ス トレ プトマ イ シ ン添加 : 50 m g/

1 00 m l 赤血球浮遊液) を 37
0

C の恒温槽 に 膵置 した . p H

は 0 . 1 M 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液で 7 . 4 に 合わ せ, グ ル

コ
ー ス (最終濃度 10 m M ) を加 えて反応を開始 した

.

反応 中の p H は p H
-

St a t ( 東亜 a u t o
-

b u r e tt e T B S
-

1 0 A ) を用 い て
一

定 に保 っ た . 実験 は 32 時間ま で続 け

た が
,

こ の 間溶血は 全く認め られ な か っ た . 試料 1 m l

を
一 定時間ごと に 採取 して 4 m l の 水冷再溜水 で溶血

し,
4

0

C で
,
1 0

,
0 0 0 回転,

1 5 分間の遠心 を行 っ た . 得

ら れた 溶血液 は平板ゲ ル に の せ
, 等電 点電気泳動 を行

っ た . 泳動終了 後, 平板 ゲル は ゲ ル 画定液(0 . 1 4 M ス

ル フ ォサ リ チ ル 酸,
0 . 7 M トリ ク ロ ル 酢酸, 7 M メ タ

ノ ー ル) で固定 し
,

G ilf o r d s p e c tr o m e t e r 2 5 00 G を用

い て 63 0 n m で吸光度の ス キ ャ ン ニ ン グを行っ た
. 記録

用紙 に 描か れ た オ キ シ H b
,

メ ト型 中間体 H b [( α
2 +

β
3 +

) 2 + ( α
3 +

β
2 +

) 2] ,
メ ト H b の 各分画 は切 り取 っ て

各々 を秤量 し重量% の各評価 を行 っ た .

(b) メ チ レ ン ･ ブ ル ー 存在下 の 実験

前述の 赤血 球浮遊液 を 3アC の 恒温槽に 膵置 し
,

0 .1

M 水酸化ナ トリウム 溶液を用 い て p H 7 . 4 に調整 したの

ち, グ ル コ
ー ス と メ チ レ ン ･ ブル ー

を, 各々 最終濃度

1 0 m Iれ 10 〟M と な る よう に 添加 して反応 を開始 した .

反応液中の p H は p H - S t a t を用 い て 一 定に保 っ た . 試

料は 前述の よ う に 一 定時間ご とに 採取 して溶血させ た

の ち 遠心 (10 ,
0 0 0 回転,

15 分) を行 っ た
.

上 帯の溶血

液 に 含まれ るメ チ レ ン ･ ブル ー

は , 1 0 m M , pIi 7 .0 の

リ ン 酸カ リ ウム 緩衝液で 平衡化 した セ フ ァ デ ッ ク ス G

- 2 5 ( c o a r s e ,
1 . 5 × 2 0 c m カ ラム) で 除去 した . こ う

して 得ら れ た溶血液を, 前述の 要領で等電点電気泳動

法を用 い て解析 した .

得 られ た オ キ シ H b
,

メ ト型中間体 H b
,

メ ト H b の
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割 合( % ) は , 次の 徴方程式(1) -(3)[ n o n
-

1i n e a r r e g r e s
-

Si o n a n al y si s ( N O N LI N p r o g r a m
1 5) に よ る繰 り込 ん

で
,

D i gi t a l c o m p u t e r ( F A C O M M
-

1 6 0) で シ ュ ミ

レ
ー シ ョ ン を行 っ た .

m e t H b i n t e r m e d i a t e H b o x y H b

( α
3 ･

β
3 ･
) 2
』 [( α

2 +
β

3 ･) 2 + ( α
3 +

β
2 +
) 21 ら ( α

2 +

β
2･
) 2

fl
=

椚e
● k l t

f 2 瑚 嘉 ( e
- kl l -

e- k2 t) + 附
k2t ･ … … … …

f ｡
= 1 .0 + f望

-

( fl + f2)

こ こ で , f l , f 2 , f 3 はそれ ぞれ , 時間t に お け る全 H b

に 対す る( α
3 +

β
帥) 2 , [ ( α

2+

β
3+

) 2 + ( α
ユ+

β
2 +

) 2] , ( α
2 +

β
2 +) 2 の各割合 ( % ) を

,
また

,
f曾,

f望,
f3 は そ れ ぞれ

,

0 時間に お ける それ ら の値 を示 す .

肋

; 2
M e 七 肋

+

㊤上 据
･

)
2
( 謹

･

,
2

0
十十

Fi g . 1 . I s o el e c tri c f o c u si n g p a t t e rn O f s a m pl e s o n

A m ph oli n e p o l y a c r yl a m i d e g el pl a t e s . G el

ph o t o g r a ph s r el a ti n g t o s a m pl e s o b t a i n e d a t

i n t e rv al s d u ri n g m et h e m o gl o b i n r e d u c ti o n o f r e d

C e11 s i n th e ab s e n c e o f m e th yl e n e bl u e .

成 績

Ⅰ メ ナ レ ン ･ ブル ー 非存在下 で の メ ト H b 還元反応

図 1 は
, 平 板ゲ ル 等電点電気泳動で 分析した赤血球

の メ ト H b 還元 反応 の 時間的推移 で あ る
.

ゲ ル 上 の 4 本の バ ン ドは
, その 泳動位置か ら, ト)

側よ りメ ト H b
, ( α

3 +

β
2 +

) 2 , ( α
2 +

β
3 +

) 2 お よ びオキシ H b

で あ っ た
Ⅰ2)

.
そ の 結果

,
反応開始時 に 大部分を占めて い

たメ ト H b は
, 時間 の 経過 と と も に 減少し

,
2 種類の メ

ト型 中間体 H b へ 変化 した
.
ま た

,
メ ト型 中間体H b の

増減 に と も な っ て オ キ シ Ⅲb が 増加 した
.

図2 は
,

1 6 時間後 に 採取 した縮料の ゲル ･ ス キャ ン

ニ ン グ ･ パ タ
ー ン で あ るが

,
オ キ シ H b と メ ト H b 以外

に( α
2 +

β
3 +) 2 , ( α

3 +

β
2 +) 2 に 対応す る 2 つ の ピ ー

クが存

在す る
.

こ れ ら の分画 は
, 前述 の 重量測定法で 分赤する と

,

各々
, オ キ シ H b : 1 9 . 9 % , ( α

2 十

β
3 +) 2

: 2 1 . 6 % , ( α
3 +

β
2 十

) 2 : 2 6 .4 % ,
メ ト H b : 3 2 .1 % で あ っ た .

こ の よ う な方法で
, 図 1 の結果 に つ い て メ ト H b

,
メ

ト型中間体 H b , オ キ シ H b の 変動 を分析したのが表1

で ある
.

こ の こ とは
, 赤血 球中での メ ト H b の 還元反応は次の

よう に 進む こ と を示 して い る (図 3) .

な お
,

こ の 場合, ( α
3 +

β
2 十) 2 が 常に( α

2 +

β
3 +) 2 より多

か っ た
.

M et H b

㊨ト
ー

F i g . 2 . G el - S C a n n i n g p a t t e r n o f th e s a m pl e s at 16

h r s . T h e 1 6 h o u r i n c u b a t e d s a m pl e i n F i g ･
1 w a s

g e l - S C a n n e d a t 6 3 0 n m ･
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T a b l e l . F r a c ti o n s ( % ) o f rn e th e m o gl o b i n
, ( Q

･
3 + β

2 +) 2 , ( α
2 +β3 寸) 2 a n d o x y h e m o gl o b i n

d u ri n g m e th e r n o gl o bi n r e d u c ti o n i n nit rit e
-t r e at e d e r y th r o c yt e s i n th e a b s e n c e o f

m e th yl e n e B l u e . T h e g e l s s h o w n i n F i g . 1 w e r e s c a n n e d a n d th e f r a c ti o n s o f h e m o ･

gl o b i n d e r i v a ti v e s s u c h a s m e th e m o gl o b i n
, ( α

:i 十β2 →) 2
, ( α

2 + β3 + ) 2 a n d o x yh e m o gl o b i n

w e r e e s ti rn a t e d .

時 間( 時) 0 4 8 1 0 1 6 2 0 2 4 2 8 32

メ ト H b

( α
3 + β2 十) 2

( α
2 +

β
3 + ) 2

オキ シ H b

8 9 . 0 75 . 4 5 6 .9 5 3 . 7 3 2 . 1 1 9 . 4 1 0 . 6 1 1 . 3 5
.
9

8 . 2 1 5 . 9 2 3 , 0 21 . 8 2 6 . 4 2 6 , 9 2 8 . 8 2 6
. 9 2 0 .0

2 . 8 7 . 6 1 6 .1 1 7 .2 21 . 6 2 0 . 1 1 1 . 4 1 2 . 0 1 0 . 0

0 1 . 1 4 .0 7 .3 1 9 . 9 3 3 . 6 4 9 . 2 4 9 . 8 6 4 .1

M etH b Znt e f rT V diat e H b H b O
2

Fig . 3 . S c h e m e s o f m e th e m o gl o b i n r e d u c ti o n b y

th e e n z y m e s y st e m s .

β
3 十
) 2
舅[( α

2 +

β
3 ヰ

) 2 , ( α
3 ･

β
2 十
) 2] 些( α

2 ･

β
2 十

) 2 の よ う に

進行すると仮定し
, 微分 方程式(1)

, (2 ), (3) に 表 1 の 値

を入れて コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

で シ ュ ミ レ
ー

卜 した もの で あ

る
.

その 結果,
メ ト H b

,
メ寸 型中間体 H b

,
オ キ シ H b

の各実験値は この 曲線 に よ く の っ て い た .
コ ン ピ ュ

ー

タ ー によ る解析で 求めた 2 つ の 反応速度定数ki ,
k ; は

,

各々 . (1 . 13 8 ±0 . 0 3 8) × 10- 3
m i n- 1

,
( 0 .8 0 2 ±0 . 0 3 0) ×

10~ 3
m i n~ 1 で あ っ た .

ⅠⅠ メ テ レ ン ･ ブル ー 存在下で の メ ト H b 還元 反応

メ チレ ン ･ ブル ー 存在下 で メ ト H b 還元 反 応を行うと,

この場合も 反応経過中 に 平板 ゲル 上 に 4 本の バ ン ドが

認められ[図5 : 各( - ) 側よ り ,
メ ト H b

,
( α

3 +

β
2 十) 2 ,

( α
2+

β
3 +) 2 お よ び オキ シ H b で あ っ た] ,

時間と とも に変

動した
.

こ の結果を
, 前述の よ う に ゲ ル ･ ス キ ャ ン ニ ン グ を

行ない
,
こ れらの H b の 全 E b に 対する割 合を算出 した

797

ん 8 12 16 2 0 24 2 8 3 Z

T im e( h o u r)

Fi g . 4 . F r a c ti o n al c h a n g e s i n rn eth e m o gl o b i n ,

i n t e r m e d i a t e h e m o gl o b i n s
,

a n d o x yh e m o gl o bi n

d u ri n g th e r e d u cti o n o f m e th e m o gl o b i n i n th e

a b s e n c e o f m e th yl e n e b l u e . T h e r e s u lt s i n fi g . 1

w e r e a n al y z e d b y s c a n n i n g a t 6 3 0 n m a n d th e

f r a c ti o n s o f m e th e m o gl o b i n
,
i n t e r m ed i a te h e m o

･

gl o b i n s a n d o x y h e m o gl o b i n w e r e pl o tt ed a g ai n s t

ti m e . ( ●) : m eth e m o gl o bi n
, ( ○) : ( α

3 +

β
2 +) 2 +

( α
2 十

β
3+) 2 , ( ○) : 0 Ⅹ yh e m o gl o b i n . T h e c u rv e S

d r a w n t h r o u gh th e e x p e ri m e n t al p o i n t s w e r e

O b t ai n e d b y th e c o m p u t e r a n al y s IS .

( 表2) .

そ の 結果,
メ ト H b 還 元反応は 80 分で ほぼ終了 し,

メ チ レ ン ･ ブ ル ー

が存在しな い場合 に比 べ メ ト H b 還元

反 応が著 しく促進 され て い る こ と が明ら か に な っ た .

ま た ,
2 種類の メ ト型 中間体 H b は

,
( α

3 十

β
2 +) 2 の 方が

( α
2 +

β
3 +

) 2 よ りも常 に 多く存在 した .
これ らの結果か ら

,

メ テ レ ン ･ ブ ル ー 存在下でもメ ト H b 還元反応は図 3 に

示 した コ
ー ス を た ど っ て進 むと考 えら れる

.
さ らに こ



7 9 8

馳 0
2

M e 七 馳

･J +

十十

( α
2 +

β
3 +

)
2
( α

3 +

β
2 +

)
2

Fi g . 5 . I s o el e c tri c f o c u si n g p a tt e rn O f s a m pl e s o n

A m p h oli n e p ol y a c r y a m i d e g el pl a t e s ･ G el p h ot o ･

g r a p h s r el a ti n g t o s a m pl e s o b t a i n e d a t i n t e rv al s

d u ri n g m eth e m o gl o b i n r ed u cti o n o f r ed c ell s i n

th e p r e s e n c e o f m e th yl e n e bl u e ･

れ ら の 値 を, 反応 が( α
3 +

β
3 ･

) 2
ぢ [( α

2+

β
3 モ

) 2 , ( α
3+

β
2 ･

) 2] ぢ( α
2+

β
2 +) 2 の よ う に 進 むと考 えて, 微分方程

式(1)
,
(2)

,
(3) に 代入 し コ ン ピ ュ

ー

タ
ー

で シ ュ ミレ ー

卜

した . そ の結 嵐 メ ト H b
,

2 種類 の メ ト型 中間体H b

およ び オ キ シ H b の 各実験値 は
, 期待値(実線) によく

合 っ た (図6 ) .

4 0 6 0

Ti m e ( m i n )

0

0

6

ん

む

∈
む

〓

ち
｡

､
-

Fi g . 6 .
F r a c ti o n a l c h a n g e s i n m e th e m o gl o bi n

.

i n t e r m e d i a t e h e m o gl o bi n s
,

a n d o x y h e m o gl obi n

d u ri n g th e r e d u cti o n of m eth e m o gl o b i n i n th e

p r e s e n c e o f m eth yl e n e bl u e . T h e r e s ult s i n fi g ･ 5

w e r e a n al y z e d b y s c a n ni n g a t 6 30 n m a n d th e

f r a c ti o n s o f m et h e m o gl o bi n
,
i n t e r m edi a t e h e m o

･

gl o bi n s a n d o x yh e m o gl o bi n w e r e pl o tt e d a g ai n st

ti m e . (●) : m e th e m o gl o b i n
, ( ○) : ( α

3 +

β
2 +) 2 +

( α
2 十

β
3 十

) 2 , ( ○) : 0 Ⅹ y h e m o gl o b i n ･ T h e c u r v e s

d r a w n th r o u gh th e e x p e ri m e n t a l p o i n ts w e r e

o b t ai n e d b y th e c o m p u t e r a n al y si s ･

T a b l e 2 . F r a c ti o n s ( % ) o f m e th e m o gl o bi n
, ( α

3 十β
2 十) 2 , ( α

2 +

β
3 十) a n d o x yh e m o gl o b i n

d u ri n g m eth e m o gl o b in r e d u c ti o n i n th e n it rit e
-t r e a t e d e r yth r o c yt e s i n th e p r e s e n c e of

m eth yl e n e B l u e .
A ft e r i s o el e c tri c f o c u si n g of th e s a m pl e s o b t ai n e d d u ri n g th e r ed u

-

cti o n of m e th e m o gl o bi n i n th e p r e s e n c e o f m e th yl e n e B l u e
,
th e g el pl a t e w a s fi x e d

a n d w a s th e s c a n n e d a t 6 3 0 n m . B y th i s p r o c e d u r e th e f r a cti o n s o f m eth e m o gl o b i n
,

( α
3 + β

2 + ) 2 , ( α
2 +

β
3 十) 2 a n d o x yh e m o gl o b i n w e r e e s ti m a t e d ･
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これらの 変化は典型的な
一 次の遂次反応 で あ り , メ

トH b はメト型 中間体 H b を経てオ キシ H b に 逐次的 に

変化すると考 えられ る .
こ の場合の反 応速度定数 kT ,

k言は
, 各( 37 . 4 7 ±0 . 3 6) ×10- 3

m i n
- 1

, (2 9 . 2 9 ±0 . 2 7) ×

10
- 3

m i n
~ 1
であっ た .

考 察

ヒト赤血球で は ,
E m b d e n

- M e y e r h o f 系 と P e n t o s e

ph o s ph a t e 系の 2 つ の代謝系しか存在せ ず
,
グル コ

ー

ス

はこれらの反応系で代謝 され る. 赤血 球中のメ ト H b 還

元反応は, グ ル コ
ー ス が 存在 しない 場合 に は ほと ん ど

進行しない(井 田
,
未発表) . 今 回の 実験 の よう に グ ル

コ
ー ス存在下でメ ト H b 還元反応が進む とい う こ とは,

赤血球のメ ト H b 還元 反応 が解 糖 系お よ び P e n t o s e

p h o sp h a t e 回路と共役 し てい る こ と を示 し て い る ( 図

7) .

S c o tt
8)ら に よ る と

, 赤血球溶血液 での メ ト H b の還

元に 対す るメ ト H b 還 元酵素の 貢献度 は
,

E m b d e n -

M e y e rh of 経 路 を 利用 す る N A D H メ ト 還元 酵 素 が

73% で
,
P e n t o s e p h o s ph a t e 回路 を利用 す る N A D P H

メ ト E b 還元酵素が 6 % で あると い う .
こ れ らの 推定が

そのま ま赤血球 に あて は まるなら ば,
N A D P H メ ト H b

還元酵素活性は,
メテ レ ン ･ ブル ー 非存在下で は

,
N A D H

メト H b 還元酵素の 約 1/ 12 と い う こ と に な る .

一 方 ,

メチ レ ン ･ ブル ー

の 添加 に よ り赤血 球の メ ト H b 還元活

性は大幅に促進さ れる が
,

こ れ はメ ナ レ ン
.

･ ブル ー

に

より赤血球の P e n t o s e ph o s p h a t e 回路が特異 的に活性

化され
, その 結果 P e n t o s e ph o s p h a t e 回路 と共役 した

N A D P H メ ト H b 還元 酵素系が充分に 働 きう るよう に

なっ たためである
.
これ を裏付ける証拠と して,

P e n t o s e

ph o sp h a t e 回 路の 鍵酵素であるグル コ
ー ス ー 6 - リ ン酸水

素酵素が欠損 した患者 (先天性 G - 6- P D 欠損症) の

799

赤血球で は
,
メ ト H b 血症が 引き起 こされた場合で もメ

チ レ ン ･ ブ ル ー

の 投与効果が な い こと があげられ る
1 6)

.

正 常の赤血球 の 場合 は
, 本実験で示 した ように メ テ レ

ン ･ ブ ル ー が ひ じょ う に大 き な効果 を示 す
. 本実験 に

よ っ て, メ テ レ ン ･ ブル ー 存在下[kて= (3 7 . 4 7 ±0 . 3 6) ×

1 0
-

3
m i n

-

1
,
k言 = (2 9 . 2 9 ±0 . 27) ×1 0

~ 3
m i n

. 1

] で の メ ト

H b 還 元 活 性 は
,

.

メ チ レ ン ･ ブ ル ー

非存 在下 [ ki =

(1 , 1 3 8 ±0 . 0 3 8) ×10
~ 3

m i n
~ 1

,
k ; = (0 . 8 0 2 ±0 . 0 3 0) ×

10
~ 3

m i n~ 1

] に 比 べ て約 30 倍程促進されて い る こ とが明

らか に な っ た
.

こ の こ と は
,

メ テ レ ン ･ ブル ー 添加の

効果は, 実際の赤血 球中で は約400 倍に も な っ て い る

こと を示 して い る
.
そ れ故, 遺伝的に N A D H チ ト ク ロ

ー ム b 5 還元酵素が 欠損 した メ ト H b 血症1 7)
の患者 に メ

チ レ ン ･ ブ ル ー

が投与さ れ る こ と があるが
,

こ れ は残

存 してい る N A D P H メ ト B b 還元 酵素を活性化 して い

る こと に ほか な らな い
.

また , 図 1
,
2 に 示 した よう に, 赤血球の メ ト H b 還

元 に さい し て 2 種類 の メ ト型中間体 H b [( α
3十

β
2+) 2 ,

( α
2 +

β
3 +) 2] が生成さ れ る こ とが明 らか に な っ た . 特 に

( α
3 +

β
2 +) 2 の レ ベ ル は( α

2 十

β
3 +

) 2 よ りも 常に 高く存在 し

たが
,

こ の こ と は メ ト H b 還元に さい し α 鎖よ り も β

鎖の 方が N A D H お よび N A D P H メ ト H b 還元 酵素に

よ っ て還元 さ れや す い こ と を示 してい る
.

そ の理 由と

して は
,
これ らの酵素系の メ ト H b の最終電子供与体で

ある チ トク ロ
ー ム b s とメ チ レ ン ･ ブ ル ー の 酸化還元 電

位が H b の α 鎖 , β 鎖よ り も低い た めで あ る こ とが 考

え ら れ る [(β 鎖 = 0 . 1 1 3 v ) 叫 > ( α 鎖 = 0 .0 5 2 v) 瑚 >

( チ トク ロ
ー ム b 5

= 0 . 02 v) 1 9) > ( メ テ レ ン ･ ブ ル ー =

0 .0 1 1 v )
1 9)] . 友 田 ら

Ⅰ 3)1 4) は
, 赤 血 球 よ り 精 製 し た

N A D H チ トク ロ
ー ム b 5 還元酵素と N A D P H フ ラ ビ ン

酵素を用 い て メ ト H b 還元 を調べ
,
この こ とを明らか に

して い る
. 因み に

, 酸化還元電位が β鎖と α 鎖の 中間

に ある アス コ ル ビン酸( E乙[ Ⅴ] = 0 . 0 5 8) 2 0) による メ ト ロb

還元 反応で は
, 中間体 と し て( α

鈷

β
鈷

) 2 しか 存在 しな

い
1 2)2 1 )

な お
,

遺伝性 N A D H チ トク ロ
ー ム b

5 還元酵素欠損

症 の 患者赤血球で は( α
3 +

β
2 +

) 2 と( α
2 +

β
3 +

) 2 が高い 濃度

で 存在し て い る こ と が明 らか に な っ て い るが
2 2)

,
こ の 場

合も( α
3 十

β
2 +) 2

> ( α
2 +

β
3 +) 2 と い う関係が成り立 っ て い

る .
この 赤血 球で はメ ト H b 還元 系が ほと ん ど働い て い

なし ゝの で
,
こ れ らの メ ト型中間体 H b は H b の 自動酸化

に よ っ て 生 じたも の と 考えられ,
こ の 場合 は H b の α 鎖

の 方が β鎖 よ りも 酸化さ れ や す い こ と を示 して い る
.

ま た
, ( α

3 +

β
2 十) 2 や( α

2 十

β
3 +) 2 の よう な メ ト型中間体

H b は還元型 H b[( α
2 +

β
2 +) 2] よ り も酸素親和性が 強い

が
2 3)

,
これ はい わ ゆ る D a hl in g R o u gh t o n 効果24)

と し

て説明が つ く . す な わ ち
,
メ ト型 H b が 増加す る に つ れ
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て酸素親和性が 高くな る と い う もの で あ る .
こ の こ と

か ら ,
メ ト E b 血症の赤血球の酸素運搬能は比較 的良い

と考 えら れ る . こ の場合
,

赤血球 の 酸素放 出能 は逆に

低下 して い る と考え られ , 生理 的に は不都合で あ る .

しか し ,
V e r s m old ら

25) は
, 遺伝性 N A D H チ トク ロ

ー

ム b 5 還元酵素欠損症の 患者赤血球の 2 , 3
- ジホ ス ホ グリ

セ リ ン酸(酸素化 H b に 結合 して 酸素放出 を促 す) が正

常赤血球の 約2 倍存在す こ と を示 して おり,
メ ト H b 血

症で の メ ト型中間体 H b の 増加 に よ る赤血球酸素放出

能 はか な り回復 して い る こ と を示 唆 して い る
.

以 上
,
N A D H チ トク ロ

ー

ム b 5 還元 酵素,
N A D P H メ

ト H b 還元酵素 に よりメ ト H b が赤血球 にお い てどの よ

う に 還元 され るか を調 べ た が
, 反応 中の メ ト Ⅲb

,
メ ト

型 中間体 H b
,
オ キ シ H b の 変動 は コ ン ピ ュ

ー

タ
ー

に よ

る期待値 と よく
一 致 して お り,

い わ ゆる
一 次遂次反応

で進行す る こ とが明 らか に な っ た
.

また
,

メ テ レ ン ･

ブ ル ー

の存在下で も非存在下 で も , k l と k 2 の間 に あま

り 差が ない こ と か ら [ メ チ レ ン ･ ブ ル ー ( + ) : k T =

(3 7 . 4 7 ±0 .3 6) ×10
ぺ

m i n~ 1

, k言 = (2 9 .2 9 ±0 .2 7) ×1 0
~ 3

m i n
~ 1

; メ テ レ ン ･ ブ ル ー ( -) : k ; = (1 ,1 38 ±0 . 0 3 8) ×

10
-

3
m i n

- 1

,
k ; = (0 . 8 0 2 ±0 .0 3 0) ×1 0

~

3
m i n

~ 1

] ,
メ ト H b

とメ ト型中間体 Ⅲb の 間に は基質と しての反 応性に あま

り差が ない と考 えら れ る .

今後,
こ れ らの メ ト E b 還元 系が種々 の 病態に お い て

どの よう に働 く か を詳 しく検 討す る必要が あ る と思わ

れ る .

結 論

ヒ ト赤血球 中で お こ る メ ト H b 還元反応を生理 的条

件下 ( 3アC
, p H 7 .4) に お い て 調 べ

,
その 反応 の 変化

を平板 ゲ ル 等電点電気泳動法 を用 い て 分析 した .

1 . ヒ ト赤血球中の メ ト H b は ,
メ ナ レ ン ･ ブ ル ー

の

有無に かか わ ら ず
,

2 種類 の メ ト型中間体 R b [( α
3 +

β
2 +) 2 , ( α

2 +

β
3 十) 2] を経て オ キ シ Ⅲb に 還元 され た .

2 . メ チ レ ン ･ ブル ー の 有無 に か か わ らず,
2 種類

のメ ト型 中間体 H b の 量 的関係 は常 に( α
3 +

β
2 +

) 2 の方が

( α
2 +

β
3 +) 2 よ りも 多か っ た .

これ ら の 量 的関係 を経 時的

に 調べ 反応速度定数 を推定 した .
こ の よう な量的関係

は酸化還元電位に よ っ て説明 され る
.

3 . メ チ レ ン ･ ブル ー 存在下 で はメ ト H b 還元 反応は

著 しく進行 した
.

こ の 促進 は
,

P e n t o s e p h o s ph a t e 回

路 と共役 した N A D P H メ ト H b 還元酵素系が活性化さ

れ る こ と に よる と考 えら れ, 赤血 球中で は約 400 倍活

性化さ れ て い ると推定さ れ る
.

謝 辞

稿 を終 る に あた り, 御指導, 御校閲 を賜 っ た
, 米 山良昌教

授 に深 甚の 謝意 を表 します
･ また , 本研究 を遂行す るにあた

っ て
, 御教示 を 掛 - た友田 樺夫助教 授をは じめ

, 第 →

生化
学教室 員各位 に 厚く御 礼申 し上げ ます .

さ らに
, 反応 の 動的解析 に 際 し

, 貴 重な御助言, 御協力を
頂 い た , 本学薬学部, 辻彰教授 に深く感謝 い た します

.

文 献

1 ) B o d a n s k y ,
0 ･ : M e th e m o gl o b i n e m i a a n d

m e th e m o gl o b i n
-

p r O d u ci n g c o m p o u n d s . P h a

C Ol . R e v
リ
3

,
1 4 4

-

1 9 6 (1 9 51) .

2 ) S c o t t ･ E ･ M ･ & H o s ki n s
,
D

･ I) ･ : H e r e dit a r y

m e th e m o gl o b i n e m i a i n A l a s k a E sk i m o s a nd

I n d i a n s . B l o o d
,
13

,
79 5 - 8 0 2 (1 9 5 8) .

3 ) E i e s e
,

M ･ : D i e R ed u k ti o n d e s H 畠mi gl obi n s .

13i o c h e m . Z .
,
3 1 6

,
2 6 4

-

2 94 (1 94 4) .

4 ) S 11 gi t a
,

Y ･
,

N o m u r a , S ･ & Y o n e y a m a
,
Y . :

P u ri fi c a ti o n of r e d u c e d p y ri di n e n u cl e o tid e d e .

h y d r o g e n a s e f r o m h u m a n e r y th r o c yt e s a n d m e th e
.

m o gl o b i n r e d u c ti o n b y th e e n z y m e . J . Bi ol . C h e m .
,

2 4 6
,
6 0 7 6 - 6 0 7 8 (1 9 71) .

5 ) P a s s o n
,
P . G . & H u lt q ui st

,
I) . E

. : S ol ubl e

C yt O C h r o m e b
5

r e d u c t a s e f r o m h u m a n e r yth r o c yte s .

B i o c h i m . B i o ph y s . A c t a .
,
2 7 5

,
6 2- 73 (1 9 7 2( .

6 ) S c o tt , E . M .
,
D u n c a n

,
I . M W . & E k st r a n d

,

V
. : T h e r e d u c e d p y ri di n e n u cl e o ti d e d eh yd r o ･

g e n a s e o f h u m a n e r yth r o c y t e s . J . B i ol . C h e m .
,
240

,

48 1 - 4 (1 96 5) .

7 ) Y u b i s n i
,

T .
,

M a t s u k i
,

T . T a ni s b i m a
,

E .

T a k e s h it a
,
M . & Y o n e y a m a

,
Y . : N A D P H 8 a vi n

r ed u c t a s e i n h u m a n e r y th r o c yt e s a n d th e r ed u cti o n

O f m e th e m o gl o bi n th r o u gh a a v i n b y th e e n z ym e .

B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
,
74

,
1 4 69- 1474

(1 9 7 7) .

8 ) Gi b s o n
, Q . H . : R ed u c ti o n o f m eth a e m o gl o bi n

i n r e d bl o o d c ell s a n d s t u d i e s o n c a u s e o f idi o p athic

m e th a e m o gl o bi n a e m i a .
B i o c h e m . J .

,
4 2

,
13- 23

(19 4 8) .

9 ) H u e n n e k e n s
,
M . E .

,
K e r w a r

,
G ･ K ･ & E ajit a

,

A . : H e r e d it a r y d i s o r d e r s of e r y th r o c yt e m e ta b o
■

1i s m
. ( B e u tl e r

,
E . e d) p .8 ト 1 0 1

,
G r u n e a n d S tr att o n ･

N e w Y o r k
,
1 9 6 9 .

1 0) B u n n
,
H .

F . & D r y s d a l e
,
J . W . : T h e s e p a r a

･

ti o n of p a r ti all y o x i di z ed h e m o gl o bi n s ･ B i o c hi m ･

Bi ph y s . A c t a .
,
22 9

,
5 1 - 5 7 (1 9 7 1) ･

1 1) H u i s m a n
,
T

. H . : S t u di e s o n th e h e t e r o g e n eity

o f h e m o gl o bi n . A r c h . B i o c h e m .
,
1 1 3

,
4 2 7

- 43 4 ( 19 66) ･

1 2) T o m o d a
,
A .

,
T a k e sh it a

,
M . & Y o n e y a m a

,
Y ･ =

C h a r a c t e ri z a ti o n o f i n t e r m e d i a t e h e m o gl o bin



ヒ ト赤血 球の メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン還元機構 801

p r o d u c e d d u ri n g m e th e m o gl o bi n r e d u c ti o n b y

a s c o rb i c a ci d ･ J ･ B i ol ･ C h e m
･ ･
2 53

,
74 1 5 - 7 4 1 9 (1 9 7 8) ･

13) T o m o d a
･

A ･
･

Y u b i s u i
,

T ･
,

T s uji ･
A ･ &

Y o n e y a m a
,
Y ･ : K i n eti c st u di e s o n m e th e m o gl o b i n

r ed u cti o n b y h u m a n r e d c e11 N A D H c y t o c h r o m e b 5

r ed u ct a s e . J ･
B i ol ･ C h f m ･

,
2 54

,
3 1 1 9 q 3 12 3 (1 9 7 9) ･

14) T o m o d a
,

A ･ , Y u b i s u i , T ･
,

T s u ji ･ A ･ &

Y o n e y a m a
,

Y ･ : C h a n g e s i n i n t e rm e d i a t e h a e m o ･

gl o bi n s d u ri n g m e th e m o gl o b i n r e d u c ti o n b y

N A D P fi fl a vi n r e d u ct a s e ･ B i o c h e m ･ J ･
,
1 7 9

,
2 2 7

-

231 (19 7 9) .

1 5) M 血 1 e r
,
C ･

M ･ T e c b n i c al R e p o rt n o ･ 72 92/ 6 9/

7 29 研 05
,
ロpj o h n

,
E al a m a z o o ･

1 6) R o s e n
,
P ･ J ･

,
J o h n s o n

,
C ･

,
M c G e h e e

,
W ･ G ･ &

B e utl e r ,
E . : F a il u r e o f m e th yl e n e b l u e t r e a t m e n t

in to xi c m e th e m o gl o b i n e m i a . A n n . I n t e rn . M ed .
,
7 5

,

83
-

86 (19 7 1) .

17) S c o tt
,
E .

M
.
: T h e r el a ti o n of d i a p h o r a s e of

h u m a n e r y th r o c y t e s t o i n h e rit a n c e o f m e th e m o
-

gl o bi n e m i a ･ J ･ C li n ･ I n v e st
リ
3 9

,
1 1 7 6 - 1 1 7 9 (1 9 6 0) ･

1$) B a n e rj e e
,
R ･ & C a s s ol y , R ･ : P r e p a r a ti o n a n d

pr o p e r ti e s of th e i s ol a t e d al ph a a n d b e t a c h ai n s o f

h u m a n h e m o gl o b in i n th e f e r ri c st a t e ･J . M ol . B i ol ･
,

42 ,
33 7

-

3 4 9 (1 9 6 9) ･

19) V eli c k , S . F . & S t ri t t m a t t e r , P ･ : T h e o x id a
･

ti o n
-

r ed u cti o n st oi c h i o m et r y a n d p o t e n ti al of

m i c r o s o m al c y t o c h r o m e . J . B i o l . C h e m .
,
2 2 1

,
26 5

-

275 (1 95 6) .

20) B all
,
E . G . : S t u d i e s o n o x id a ti o n r e d u c ti o n

.

J . Bi ol . C b e m .
,
1 1 8

,
2 1 9

-

2 3 9 (1 9 7 3) .

2 1) T o m o d a
,

A . ,
T 島再i

,
A .

,
M a t s u k a v 孔, S .

,

T a k e B hi t a , M .
& Y o n e y a m a

,
Y . : M e c h a ni s m o f

m eth e m o gl o b i n r e d u c ti o n b y a s c o rbi c a ci d u n d e r

a n a e r o bi c c o n d iti o n s . J .
B i ol . C h e m .

,
2 53

,
74 2 0 -

7 4 2 3 (1 9 78) .

2 2) T o m o d a , A . , I m o t o , M . , H i r 乱れ 0 , M .
&

Y o n c y a m a
,

Y . : A n al y si s o f m e 巨 f o r m h a e m o ･

gl o bi n s i n h um an e r y th r o c yt e s o f n o r m a l a d ult s a n d

of a p a ti e n t w ith h e r e d it a r y m eth a e m o gl o b i n a e m i a

d u e t o d e fi ci e n c y o f N A D H
-

C y t O C h r o m e b 5 r e d u c ･

t a s e . B i o c h e m
. J .

,
5 0 5 - 5 0 7 (1 97 9) .

2 3) N a g a i , K . : T h e efE e c t o f f e r ri c li g a n d s o n th e

o x y g e n a ffi ni ty o f th e f e r r o u s s u b u n it s i n v a l e n c y

h y b ri d h a e m o gl o b i n s . J .
M o l ･ B i o l .

,
11 1

,
41 - 5 3

(1 9 7 7) .

2 4) D a rlir L g , R . C . & R o u g h t o rL
,
F . J . W . : T h e

e ff e c t o f m e th e m o gl o b i n o n th e e q u ilib ri u m

b et w e e n o x y g e n a n d h e m o gl o b i n . A m . J . P h y si o l .
,

1 3 7
,
5 6 - 6 8 (1 9 4 2) .

2 5) V e r s m ol d
,
H .

,
H o h n e

,
E . , R i e g el , E .

,
B e t k ち

R . & K l eih a u e r , E . : O x y g e n c a r r yi n g f u n c ti o n s o f

b l o o d i n h e r ed it a r y m eth e m o gl o b i n e m i a : A m bi -

v al e n t e ff e c t s o f 2
,
3 - d i p h o s ph o gl y c e r a t e . p 1 7 1

L

1 7 4 . I n E . G e rl a c h
,
K . M o s e r

,
E . D e u t s ch & W .

W il m a n n s (e d .) ,
E r yth r o c y t e s

,

■

T h r o m b o c yt e $
,

L e u k o c y te s
,
G e o r g T h i e rn e P u b li s h e r s

,
S t u tt g a r t

,

1 97 3 .

R ed u c ti o n of M et h e m o gl ob i n i n H u m a n R ed C e 山s M as a y o shi Id a
,
D e p a rt m e n t of Bi o -

Ch e m ist r y ,
S c h o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U niv e r sit y , K a n a z a w a

, 9 2 0 - J ･ J u z e n M e d ･ S o c ･
,
91 ,

7 9 4 - 8 0 2 (1 9 8 2)

K e y w o r d s: H u m a n r e d c ell
,
M et h e m og lo bi n , M eth e m og lo bi n re d u cti o n ,

I n t e r m e di at e h e m ogl o bi n .

A b st r a c t

T h e r e d u c ti o n o f m et h e m o g l o b i n i n t h e n it rit e t r e at e d h u m a n r e d c ell s w a s st u d i e d i n t h e

p r e s e n c e o r a b s e n c e o f m e t h y l e n e b l u e u n d e r t h e p h y si ol o gi c al c o n d iti o n s ( p H 7 . 4
,
3 7

0

c ) .

It w a s f o u n d t h at t h e t w o i n t e r m e d i at e h e m o g l o b i n s s u c h a s ( α
2 +

β
3 +

) 2 a n d ( α
3 +

β
2 '

) 2
W e r e

p r o d u c e d d u ri n g t h e r e d u cti o n o f m et h e m o g l o b i n
,

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

p h o r e si s o n A m p h o li n e p ol y a c r y l a m i d e g el p l at e s . R e g a r d l e ss o f t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f
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mf t h y l e n e b l u e
,
t h e c o nt 叫 S O f( α

3 +

β
2 +

) 2 W e r e al w a y s g r e a t e r t h a n t h o s e o f( a
2 +

p
3 +

) 2 d u r in g th e

r id u c ti o n ･ I n t h e p r e s e n c e o f m et h y l e n e b l u e
,
t h e r e d u ct i o n o f m e t h e m o gl o b in i n t h e c ell s w e r e

C 叩 Si d e r a b l y a c c el e r at ed ･ T h e d i ff e r e n c e s i n t h e c o n t e 皿t S O f th e i n t e r m e d i at e h e m o g l o b i n s w e r e

e x p l a in e d b y t h e d if f e r e n c e s i n r e d b x p o t e n ti al s o f α a n d βc h ai n s i n m e t h e m o gl o b i n . F r o m t h e se

r es u lt s, t h e c o u rs e o f m e t h e m o g l o b i n r e d u c ti o n i n h u m a n r e d c ells w a s s u g g e st e d a s f o n o w s ;

( α
2 +

β
3 +

) ユ

( α
3 +

β
3 +

) 2 (㌔
+

β
2 +

) ユ

( α
3 +

β
ユ+

) 2

T h e a ct u al c o n t ri b u ti o n o f m et h e m o g l o b i n r e d u ci n g s y st e m s i n cl u d in g N A D H c y t o c h r o m e b
s

r ed u ct a s e a nd N A D P H m et h e m o g l o b i n r e d u c t a s e w a s e sti m at e d b y t h e c o m p a ri s o n o f th e r e ,

a c ti o n r a t e c o n st a n t s o f m et h e m o g l o b i n r e d u cti o n ･ O n t h e b a si s o f t h e s e r e s u lt s
,
t h e m e c h a n is m

O f m e t h e m o gl o b h r e d u c ti o n in h u m a n r e d c ells w a s d i s c u s s e d .


