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へ ミ ク ロ
ー ム は ヘ ム 鉄の 第 5 , 第 6 配 位 座 に イ ミ

ダ ゾ ー

ル な どの 塩基性窒素が 結合し た ヘ ム の 誘導体で

あ るが ,
ヘ モ グ ロ ビ ン か ら誘導さ れ る ヘ ミ ク ロ ー ム は

第 5 位 に グ ロ ビ ン の F ( 8 ) ヒ ス チ ヂ ン
, 第 6 位 に E

( 7) ヒ ス チ ヂ ン が 結合し て い る と考え られ て い る
l)

.

ヘ モ グ ロ ビ ン 由来の へ ミ ク ロ ー ム は生体内で は ハ イ

ン ツ 小体の 成分 と して サ ラ セ ミ ア 血症 ,

⊥

部の不安定血

色素症の 赤血球内 に 存在す る こ とが 確め られ て お り t

ヘ モ グ ロ ビ ン の 変性, 更 に分解 の 中 間体 と 考 え ら れ

る
‖)

･ そ れ故 へ ミ ク ロ

ー

ー ム 生成の 機序を 明らか に す る

こ と は ヘ モ グロ ビ ン の 変性 t 次 い で 起 こ る 赤血球 の 破

壊の 過 程を知る 上に 重要 と思わ れ る .

こ れ ま で i n v i t r o で の ヘ モ グ ロ ビ ン 由来 の へ ミ

ク ロ ー ム 生成 ほ ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト の 自 動 酸

化
一)

, 異常 ヘ モ グ ロ ビ ン の 自動軟化
5)

, ま た は フ ェ リ シ

ア ン 塩 . サ リチ ル 酸塩 など の 酸化剤 に よ る ヘ モ グ ロ ビ

ン サ ブ ユ ニ
ッ トの 酸化

8 )
に お い て み ら れ る こ と が 報 告

さ れて い る ･ し か し , こ れ ら の 報告 は生理 的条件か ら

はず れ た p 日＼ 温度 , あ る い は非生理 的物質で あ る 酸化

剤 の 使用 に よ る実験 に もと づ い て お り , 生体内で の へ

ミ ク ロ
ー

ム 生成 の 原因お よ び過 程を説 明で き ると は考

え られ ない
.

そ こ で生 休内に 生理 的に 存在す る と考え られ る過 酸

化水素お よ ぴ そ の 生成系を用 い て ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ

ニ
ッ ト へ の 影響 をみ た と こ ろ へ ミ ク ロ ー ム 生成が容 易

に 起 こ る こ とが 明らか に な っ た . そ こ で 種 々 の 条件 下

で 過酸化水素に よる ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ トの へ ミ

ク ロ ー ム 生 成を調 べ た . 本報告で は こ れ らの 実験結 果

か ら ･
へ ミ ク ロ ー ム生 成と ヘ モ グ ロ ビ ン 構造 と の 関 阻

へ ミ ク ロ
ー ム 生成 に 対す る ヘ モ グ ロ ビ ン の S 口 基 の 役

割り を検討 し , 赤血球内で の へ ミ ク ロ ー ム 生成の 可能

性と そ の 機構の 解明を試み た .

実験材料およ び実験方法

1 . 実験材料

ヘ モ グ ロ ビ ン は正常赤血球か ら H u i s m a n ら の

方法丁)
で D E A E S e p h a d e x カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

で 精製 した ･ 精製し た標 品は c a t al a s e
,

S u p e r O X i d e

d i s m u t a s e ( 以 下S O D と略記) の 活性 はみ ら れ な か

っ た .

ヘ モ グ ロ ビ ン の α 鎖 . β鎖 は B u c c i の 方法!
)
に 従

い ヘ モ グ ロ ビ ン に p
･

C h l o r o m e r c u ri b e n z o a t e ( 以

下 P C M B と 略記) の 添加 に より 分離し た .
ヘ モ グ ロ ビ

ン サ ブ ユ ニ
ッ トに 結合 し た P C M B の 除去 は T y u m a

ら の 方法
9)

に よ っ た( 以 下遊離の S H 基 を も っ た α 酪

β鎖 を そ れぞ れ a s H , βs H , P C M B の 結合 し た α 鎖 , β鎖

をそ れ ぞ れ α p 帆 βp M 8 と 略記) .

2 ･ 過酸化水素に よ る へ ミ ク ロ ⊥ ム 生成

ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト30 ～

5 0 〃M を 含 む

0 ･1 M リ ン 酸緩衡液( p H 7 .0 ) に 過 酸化水素 120 〟M を

加え , H i t a c h i 1 2 4 自記分光光度計 また は ユ ニ オ ン 技

研 S M 40 1 型自記 分光光度計 を用 い 吸収 ス ペ ク ト ル の

変 化 を 波 長 57 8 n m ま た は 500 ～ 6 5 0 n m , 2 4 0 ～

3 2 0 n m に て 2 5
0

c で 測定 し た
.

3 ･ 過 酸化水素生 成系に よ る へ ミ ク ロ
ー ム 生成

酵素に よ る 過 酸化 水 素 生 成 系 と し て Ⅹa n th i n e

O X i d a s e 系お よ び gl u c o s e o x i d a s e 系 を 用 い

た ･
こ れ ら の 系で は 1 m M x a n th i n e , 1 m M gl u c o s e

を 基質 と し て 用 い 0 . 1 M リ ン 酸緩衡液中 , 2 5
0

c で そ れ

ぞ れ3 0 FL M / mi n , 1 5 FL M / m i n の 速度で 過酸化 水素を生

成 し た . こ れ ら の 酵素系 を用い て ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ

ニ ッ ト の へ ミ ク ロ ー

ム 生成を 578 n m の 吸収 の 変 化で

調 べ た .

4 ･ E S R ( 電 子 ス ピ ン 共 鳴 el e c t r o n s pi n

H e m i c h r o m e F o r m a ti o n f r o m H e m o g l o bi n S u b u n it s i n t h e P r e s e n c e of H y d r o g e n

P e r o x i d e ･ K a z u S u g i m ot o
,

T h e F i r st D e p a r tr n e n t o f B i o c h e m i s t r y ､ ( D i r e ct o r : P r of . Y .

Y o n e y a m a ･) ･
S c h o ol of M e d i ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r si t y二
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ー

ム の 生成

r e s o n a n c e ) ス ペ ク ト ル の 測定

E S R ス ペ ク ト ル は0 ･

, 1 M リ ン 酸緩衡液( p H 7 .0 ) 中 ,

室温で a s H ( 0 .6 5 m M ) ま た は βs H ( 0 .7 3 m M ) に 過 酸

化水素 ( 1 .2 m M ) を添加後- そ れぞ れ2 0 分後 , 1 5 分

後 に 日本電子J E S - P E ･ 3 X 電子 ス ピ ン 共 鳴 装 置 を 用

い , X バ ン ドに お い て
-

1 50
0

c で 測定 し た .

5 . P C M B 添 加
■

の 実験

βs H
･

( 2 5 FL M ) お よ び a s H ( 2 5FL M ) に P C M B を 濃度 を

変え て ( 0 -

5 0 〟M ) 添加後 , 過酸化 水素( 120 /J M ) に

よ る へ ミ ク ロ ー ム 生 成速度を 25
0

c , 5 7 8 n m で 測 定 し

た .

実 験 結 果

1 . 過酸化水素に よる ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ トの

酸化
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α s H , α p M 8 , βs H , βp M 白 の 過 酸化水素に よる 可視 部 吸

収 ス ペ ク ト ル の 時間的変化を 図 1 に 示す . 過 酸化水素

に よ り ヘ モ グロ ビ ン の 54 1 n m . 5 7 8 n m の 吸 収 の 山 は

消失し 535 n m に 吸収 の 山, 565 n m に 肩をも つ へ ミ ク

ロ
ー

ム 型 の 吸 収が あ ら わ れ る . こ の さ い 52 5 n m お よ び

582 n m に 等吸 収点 が み られ る . さ ら に 放置す ると へ ミ

ク ロ ー

ム 型 の 吸収 ス ペ ク ト ル の 基線が 上昇して く る が

こ れ は へ ミ ク ロ ー ム は 不安定で あ っ て 沈澱し やすい の

で そ の た めと 思わ れ る . 図 1 ( D ) に 示すよう に βp M B

で と く に 沈澱 生成が 早い . 生成し た へ ミ ク ロ
ー ム 型の

吸 収 は ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ ドで 還元す る と図 1
･

( A )

破線 に 示す よう に 55 8 , 5 2 8 n m に 吸収の 山を も つ へ モ

ク ロ ー

ム 様物質が 得 られ る . こ れ ら の 図よ り過酸化水

素 に 対す る反 応性 はβp M 8 > α p M B > α s H > βs H の 順 に

高 い こ と が わ か る .

5 0 0 6 0 0

く n m )

･1 過酸化水素 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ トの 時間的変化

A ) α SIl (4 8 / 上M ) 過酸化水素添加後 0
,
0 . 5

,
2 , 5 分後

B ) α P M B (4 7 . 9 /上 M ) 過酸化水素添加後 0
,
0

. 5 ,
2

,
4 分後

C ) βs I i ( 46 . 7 〝 M ) 過酸化水素添加後 0
,
0 . 5

,
2

,
1 0 分後

D ) βp M B ( 5 2 .7 〃M ) 過酸化水素添加後 0 , 0 . 5 ,
2

, 5 分後
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図2 過酸化水素に よ る ヘ モ グ ロ ビン サ ブ ユ ニ ッ トの 時間的変化

A ) α 叩 (4 9 . 0 〃M ) 過酸化水素添加後 0
,
0 . 2

,
1

,
3 分後

B) βs E (4 7 . 0 〟M ) 過酸化水素添加後 0 , 1 , 3 分後

過 酸化水素に よる 吸収 の 変化 は紫外部領域に お い て

も 観察 され る( 図2 A . B ) . 2 7 4 . 5 n m の 吸収減少 は チ ロ

シ ン お よ び トリ プ ト フ ァ ン の 分解を 意味す る と患 われ

る . こ れ ら の 吸収 は へ ミ ク ロ
ー ム に 特有で あ る こ とが

知 られ て お り t
ヘ モ グロ ビ ン サ ブ ユ ニ

ッ ト は過酸化水

素に より へ ミ ク ロ ー ム に変化す る こ とが 紫外都債域 に

お い て も認め られ る .

過 酸化水素に よ る へ ミ ク ロ
ー

ム 生 成 反 応 は 100 0

u n i t c a t al a s e に よ り 完全 阻害 さ れ る が
,
3 0 u n it

S O D に よ る影響 は全く み られ な い .

2 . 過酸化水素生成に よ る へ ミク ロ ー ム 生成

X a n th i n e o x i d a s e 系と gl u c o s e o x i d a s e 系

は過 酸化水素を生成す る こ とが 知 られ て い る が , こ れ

ら の 酵素系に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン
■
サ ブ ユ ニ

ッ トの へ ミ ク

ロ
ー ム の 変化を 578 n m の 吸収 で 測定 し た ( 図 3 ) .

αs H , βs H い ずれ の 場合も こ れ らの 酵素 系の 添加後 ∴経

時的に 578 n m の 吸収 は減少す る . 最終生成物 の 可視部

2 0 0

吸収 ス ペ ク ト ル は過酸化水素 に よ る酸化生成物と 一 致

す る の で こ れ ら の 反応系 で 生成する 物質 は ヘ ミ ク ロ
ー

ム で あ ると 考 え ら れ る .
こ れ ら の 反 応 系 で は 10 00

u n i t c a t al a s e に よ り約 88 % の へ ミ ク ロ
ー ム 生 成 の

阻害が み ら れ る が
, 3 0 u ni t S O D の 存 在 下 で は

Ⅹa n th i n e o x i d a s e 系で い く 分促 進効果が あ っ た ･

3 . E S R による ヘ ミク ロ
ー ム の 同定

過 酸 化水素に よる ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト の 酸化

生成物が へ ミ ク ロ ー ム で あ る こ と をさ ら に 同定するた

め に ES R を 馴 ､ た . 図 4 は α s H t βs H に 過 酸化水素を

加え て か ら そ れ ぞ れ 20 分後 , 1 5 分後の E S R ス ペ ク ト

ル で あ る . g = 2 . 4 5 , 2 . 2 9 , 2 .0 5 に 吸収の 山が み られ ･

g = 6 付近の 高 ス ピ ン 領 域に は吸 収 はみ られ な い ･
こ

れ は へ ミ ク ロ
ー ム の 典型的な E S R ス ペ ク ト ル と し て

報 告さ れ て い る も の 引
と よく 一 致し て い る ･

αs H に お い て 特 に み られ る g = 2 の 大 き な 吸収 は

本実験で 特異的に 観 察さ れ るが ,
こ れ は ス ー パ ー オキ
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図3 過酸化水素生成系 に よ る ヘ モ グ ロ ビン サ ブ ユ ニ
ッ トの 酸化

A ) グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ系に よる α S H ( 4 2 . 7 〃 M ) の 変化

B ) キ サ ン テ ン オ キ シ ダ
ー

ゼ系に よ る α S H (4 2 . 7 〃M ) の 変化

C ) グル コ
ー ス オ キ ン ダ ー ゼ系に よ る βs H (4 2 . 0 〃M ) の 変化

D ) キサ ン テ ン オキ シ ダ ー ゼ系 に よ る βs H (4 2 . 0 /上 M ) の 変化

681



6 8 2 杉

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

( g G u S S )

図 4 過酸化水素添加後の ヘ モ グ ロ ビン サ ブ ユ ニ ッ

トの E S R ス ペ ク ト ル

α S H ( 0 .6 5 m M ) ,βs H (0 . 7 3 m M ) に過酸化水素

(1 . 2 m M ) を添加後 それ ぞれ20 分後,
1 5 分後

サ イ ド ラ ジカ ル の E S R ス ペ ク トル と し て知 ら れ て い

る g 値
叩
と 一 致 す るが , しか しそ の 本体に つ い て は明

らか で な い .

4 . へ ミ ク ロ ー ム 生成と S H 基

図 1 に 示す よ う に αs H . βs H に比 し αp M β . βp M 8 で は

へ ミ ク ロ ー ム生 成が 速 い . こ れ は ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ

ニ ッ ト の S H 基 に P C M B の 結 合が へ ミ ク ロ ー ム 生 成

に 関係 して い る こ とを示唆す る . そ こ で S H 基 へ の

P C M B 添加の 比率 と ヘ ミ ク ロ
ー ム 生成 速 度 の 関係 を

α 鎖 お よ び β鎖に つ い て 調 べ た ( 図 5 ) .

S H 基 へ の P C M B 添加 によ り へ ミ ク ロ ー

ム 生成速 度

は P C M B の 濃度に 比 例 して 上昇し , 1 分子 の α 鎖 に

対し 1 分子以上の PC M 王〕, 1 分子 の β鎖 に対 して は

2 分子以上 の P C M B の 存在下で へ ミ ク ロ ー ム 生 成 速

度 は最大に達する .
こ の 最大値 は αⅢ帽 お よ ぴ βp 肌 の

速度と 一 致 し , 最大速度 を持 つ と き は α 鎖 に 存在す る

1 個の S H 基 ･ β鎖で は 2 個 の S H 基 に対 し P C M 甲

2 5 5 0 7 5

P C M 8 ( 巨M )

図5 βs H ( ○ 欄 ○) お よ び αS Il ( ⑳-
-

- ◎) の

P M B 化と へ ミク ロ
ー

ム 生 成速度
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図6 過酸化水 素濃度の 影響

が 飽和し て い る こ とが わ か る . 以上 の こ と か ら α s H と

αp M 8 の 反応速度 の 差お よ び βs H と βp M 8 の 反応 速 度の

差 は P C M B の 結 合に よ っ て 生 じる と い え る .

5 . 過酸化水素濃度との 関係

ヘ モ グロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ トと過酸化水素の 反応様式

を知 る た め に . 過 酸化水素の 濃度 を 120 ～ 1 2 0 0 〝M の

範 囲で 変 え ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト( α sH , βs H) の へ

ミ ク ロ ー ム 形成の 初速度を 測定し た . 図 6 に 示すよ

う に へ ミ ク ロ ー ム 生成の 初速度は過酸化水素濃度に 比

例する . こ の 比例 関係 は へ ミ ク ロ ー ム 生成が ヘ モ グロ

ビ ン サ ブ ユ ニ ッ ト中の ヘ ム 鉄と 過酸化水素 と の 二 次反

応で あ る こ と を示 す . 二 次反応と し て α s H , βs H の 反応

速 度 定 数 を 計 算 す る と そ れ ぞ れ 9 .2 × 1 0
2
M

~ -
･

m i n

~

l
, 3 . 8 2 × 1 0

2
M

-

l
● m i n

~

1
と な る . こ れ らの 結

果か ら ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ ト申の ヘ ム 鉄 1 分子

は 過 酸化 水素 1 分子と 反応し て へ ミ ク ロ
ー ム を 生 成

す る と 推定さ れ る .
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考 察

B r u n o ri ら
4)
は ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ

ッ トの 自動酸

化 ,
R a c h m i l e w i t z ら
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は フ ェ リ シ ア ン 塩 な ど の 酸

化剤を 用 い た ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト の 酸化 にさ い

して へ ミ ク ロ ー ム の 生成が み ら れ る こ と を 報告 して い

る . こ れ らの 研究者 は ヘ モ グ ロ ビ ン が 四 量体の 状 態で

は へ ミ ク ロ
ー ム が得 られ な い こ と も示 して い る .

一 方 ,

ヘ モ グ ロ ビ ン 四 量体 は過酸化水素 に よ りメ ト ヘ モ グロ

ビ ン を形成する こ と を E y e r ら
l り

が 報告 して い る .

著者ら ( 未発表) も 正常 ヘ モ グ ロ ビ ン 四量体 に 過酸化

水素を作用 させ た 場合 はメ ト ヘ モ グロ ビ ン を形成する

こ と を み , E y e r ら の 報告 を確め た .

こ れ らの こ とか ら正常 ヘ モ グロ ビ ン 四量体 と ヘ モ グ

ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ トと で は 酸化 に対す る 反応様式の 遠

い が あ ると 考え ら れ る . そ し て こ の 反応様式 の 差異 は

ヘ モ グ ロ ビ ン の 構造 と関連が あ ると 思わ れ る . す なわ

ち ヘ モ グ ロ ビ ン 四量 体 は い わ ゆ る ヘ ム 間相互作用が あ

り こ の 相互作用の 発現 に は α 鋭 , β鎖間接触面が 重要

な こ とが 知 られ て い るが , こ の α
｡ β鎖間接触面 は ま

た ヘ ム に も近く ヘ モ グ ロ ビ ン の 過酸化水素と の 反応 に

も α 鎖 , β鎖 より な る ヘ モ グ ロ ビ ン 四 量体と 同種 の 鎖

より な る サ ブ ユ ニ
ッ ト と の 間 に 差異 を生ず るの で あ ろ

う . つ ま り 四量体内で α 鎖 , β鋭が 配置す る こ と に よ

り E ( 7 ) ヒ ス チ ヂ ン の ヘ ム 鉄第 6 配位を 妨 げ , そ の

た め へ ミ ク ロ
ー

ム 生成が 起らず ヘ ム鉄 の 酸化 の みが 行

なわ れ て メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン が生成さ れ る と い え よう .

一 方 ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ トで は α 鎖 , β鏡の 同

種鎖 の み より な る の で E ( 7 ) ヒ ス チ ヂ ン は ヘ ム 鉄第

6 他 に 容易 に 結合で き ,
へ ミ ク ロ

ー ム の 生成に い た る

と考 え られ る .

不安定血色素で は そ の はと ん ど が ヘ
ム 鉄 近 傍 の 変

異 ,
一 部は α

･ β銀 閣接触面近く に 変異が あ る が そ の

ため 過 酸化水素 に よ る 酸化 に よ っ て E ( 7 ) ヒ ス チ ヂ

ン の ヘ ム 鉄 と の 結合が 容易と なり へ ミ ク ロ ー ム を 生成

し , 最終的に は ヘ モ グ ロ ビ ン の 変性物 で あ る ハ イ ン ツ

小体生成を み る と思 われ る .

フ
ェ リ シ ア ン塩 な ど の 酸化剤 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン サ

ブ ユ ニ
ッ トの へ ミ ク ロ

ー

ム 生成時に は中間体と して メ

ト ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト が存在す る こ と が 吸収 ス

ペ ク ト ル と E S R ス ペ ク ト ル か ら 同定さ れ て い る
6 I

. 過

酸化水素に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ トの 酸化に お

い て は 図 1 に み ら れ る よ う に 混淘 を 原因 と す る 基 線

の 上昇 以 外に は等吸 収点の ず れ は み ら れず 吸収 ス ペ ク

ト ル か らは メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ ト の 存在は 考

え られ ない
. E S R ス ペ ク ト ル か らも メ ト 型 へ モ グ ロ ビ
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ン に 特有な g
= 6 付近の シ グ ナル は反応の 過 程 中 ま

た は反 応後に も検 出され な か っ た .

過 酸化水素に よ る へ ミ ク ロ
ー

ム の 生成 はメ ト ヘ モ グ

ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト を中間体 と し ない と考え る の は以

上の 結果 に 加え て シ ア ン 塩存在下で の へ ミク ロ ー ム 生

成の 実験 に よる . メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト に シ

ア ン が配 位 した シ ア ン 化メ ト ヘ モ グロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ

トは 安定 で あ っ て フ ェ リ シ ア ン 塩ま た は過 酸化水素に

よ っ て へ ミ ク ロ ー ム を生成 しな い . シ ア ン 塩存在下で

の フ ェ リ シ ア ン 塩に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ ト の

酸化で は シ ア ン 化 メ ト ヘ モ グロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ ト が 最

終生成物で あ り .

へ ミ ク ロ
ー ム の 生成はみ ら れ ない

1 2)

と こ ろが過 酸化水素 に よ る ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ ト

の 酸化で は シ ア ン 塩 の 有無に か か わ らず 生成する の は

へ ミ ク ロ
ー ム で あ り . メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ

ッ ト ,

あ る い は シ ア ン 化メ トヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト の 生

成は全く み ら れ なか っ た .

こ れ らの 事実か ら過酸化水素に よる ヘ モ グ ロ ビ ン サ

ブ ユ ニ
ッ トの 酸化は フ ェ リ シ ア ン 塩な ど の 酸化剤に よ

る酸化と違 っ た 反応過程艮 と る の で あ っ て メ ト ヘ モ グ

ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ トの よう な中間体 は存在 しな い と い

え よう .

a ま た は β鎖の S H 基 を P C M B 化 す る と へ ミ ク ロ

ー ム 生成は速く な る (図 1 ) . ま た へ ミ ク ロ ー ム 生成

速度 は ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト の P C M B 化 に 比 例

す る ( 図 5 ) . こ れ らの こ と は ヘ モ グロ ビ ン サ ブ ユ ニ

ッ ト に 存在 す る S H 基が過 酸化 水素による酸化反応 に 影

響 を も つ こ と を示す . S H 基 の P C M B 化は ヘ モ グロ ビ ン

の 三 次構造の 変化を容易 に すると 考え ら れる .

へ ミ ク ロ ー ム 生成 の 際 ,

一 部 の S H 基が 酸化さ れ る

と い う 報告が あ る
5 ･14I

. ま た S H 基の 酸化が へ ミ ク ロ ー

ム な い レ ､ イ ン ツ 小体生成に 関係す る と い う説
15 1

も あ

る が
, W i n t e r b o u r n ら

一4)
は S H 基 の 簡イヒと へ ミ ク

ロ ー ム 生成と は直接関係が な く ,
S H 基は フ リ ー ラ ジ

カ ル の ス カ ベ ン ジ ャ
ー と して 働く の で は な い か と 述 べ

て い る .

ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ トの 自動酸化

4 1
. 異 常 ヘ モ グ

ロ ビ ン の 自動酸化
川)

で は S O D に よ り酸化が 阻 害 さ れ

るが
, 本論 文で は図 3 に み られ る よう に S O D に よ り

阻害 は認 め ら れず む し ろ 促進が み ら れ た . S O D は ス ー

パ ー

オ キ サ イ ドか ら過 酸化水素を 生成す る反応を 触媒

す るが , 生成し た過 酸化水素が ヘ ミ ク ロ
ー ム 生成反 応

に 関与す る た め S O D が へ ミ ク ロ
ー

ム 生成を促 進 す る

結果と な る も の と思 わ れ る . X a n th i n e o xi d a s e 系

で S O D 促 進効果が みら れ た の は x a n th i n e o x i d a s e

系が過 酸化水素の み な らず ス
ー パ ー

オ キ サ イ ドを生成
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す る た め と考え られ る.

過 酸化水嚢生成系に よ る へ ミ ク ロ ー ム 生 成 は 図 3

に 示す よ う に C a ta l a s e に よ り 完全に 阻害さ れ る も

の で は ない こ と . c a ta l a s e の 過 酸 化 水 素 に 対 す る

K m が 高い こ と
16 知 ら c a t al a s e 活性の 高い 赤 血 球

内に お い て も c a t aI a s e に よ る分解 をま ぬ が れ た 過

酸化水素が ヘ モ グ ロ ビ ン を 酸化す る 可能性 は大き い
.

こ と に サ ラ セ ミ ア 血症の よう に 過 剰 の α 鎖 ま た は β

鎖が 存在する場合 , 過酸化水素 に よ る 持続的酸化が へ

ミ ク ロ ー ム 生成 を もた らす も の と 考え られ る .

結 語

1 .

ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ
ッ ト は過酸化水素お よ び

Ⅹa n thi n e o x i d a s e 系 , gl u c o s e o x i d a s e 系 な ど

の 過 酸化水素生成系に より 低 ス ピ ン 三価鉄化合物に 酸

化さ れ た .
こ の 酸化物 は吸収 ス ペ ク ト ル と E S R と か ら

へ ミ ク ロ ー

ム で ある こ とが 明 らか に な っ た . こ の へ ミ

ク ロ ー ム 生 成反応 は C a t al a s e に よ り 阻害 さ れ る

が . S O D で は殆ん ど影響が な い .

2 .
ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ

ッ ト の1過 酸化水素 に よ る

へ ミ ク ロ
ー ム生 成は 伽 M B と β帥 B の 反応速度 が α s H と

βs H の それ より 速か っ た .

こ れ ら の へ ミ ク ロ ー ム は直接 2 価 の オ キ シ サ ブ ユ

ニ
ッ ト よ り生成さ れ , その 間に 3 価の メ ト型 を経由し

な い .

3 .

ヘ モ グ ロ ビ ン サ ブ ユ ニ ッ トの 過酸化水素 に よ る

へ ミ ク ロ
ー ム 生成の 二 次反応速度定数は αs H で 9 . 2 ×

1 0
2
M

~

1
● m i n

~ 1 ･

βs H で 3 . 8 2 × 1 0
2
M

-

1
. m i n

-

1
と な

っ た .

4 . 正常 ヘ モ グ ロ ビ ン 四 量体 は過酸化水素 に よ り メ

ト ヘ モ グ ロ ビ ン に 酸化さ れ るが
,

ヘ ミ ク ロ ー ム は生成

しな い こ とが 知 られ て い る .
ヘ モ グ ロ ビ ン 四量体で は

α
･ β鋭 の 四量体内配置の た め に へ ミ ク ロ

ー ム 生成を

み な い もの と思わ れ る .

5 . こ られ の 成績 に も とづ き異常 ヘ モ グ ロ ビ ン 血症

や サ ラ セ ミ ア 血症 に お け る へ ミ ク ロ ー ム 生成 に過酸化

水素が関与し う る こ と を 論 じた .

終始御懇篤 な る御指導と御校閲を観 い た 米山良昌教授に 深

く感謝い た します .

また , 御教示と御助力を戴い た 友田輝夫藷師は じ め第
一

生

化学教室風各位 に厚く 御礼 申し上げ ます .
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