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メトヘモグロビン血の酸素平衡について

金沢大学大学院医学研究科生理学第一講座（主任

　　　　　　　　宮　　　下　　　　敏

　　　　　　　　　（昭和44年2月8日受付）

斎藤幸一郎教授）

本論文の要旨は1967年9月第13回および1968年11月第14回生理学中部談話会において発表した．

　ヘモグロビン（H：b）はその1分子中に2価の鉄原子

（ヘム鉄）4個を持ち，これらの鉄原子が酸素と可逆

的に結合して，各組織に酸素を供給するという重要な1

生理作用を営んでいる．

　Hbは酸化されるとメトヘモグロビン（Met－Hb）

を生ずる．赤血球内にMet－H：bの増加する疾患とし

て，異常H：bの1種であるヘモグロビンM症1）”3）（Hb

M症）とMet－Hb血症の2つが挙げられる．

　赤血球内ではHbの酸化還元反応は常時一定の平衡

を保ち，正常赤血球ではMet－HbはHb全量の1％

前後である4）．しかし，この反応が酸化反応の直進，

または還元反応の低下を来した場合，何れの場合も

Met－Hbは増加し蘭6t－Hb血症を生ずる．

　先天性Met－Hb血症患者の血液についての酸素平

衡に関する研究は少くない5）卿8）．

　著：者は試験管内で人工的にMet－Hb血を作り，そ

のHbの酸素平衡および酸化Hbと正常Hb間の
酸化還元反応を検討するため，酸素解離曲線に関する

Hi11式9）のnとP50を指標にして，若干の実験を行

ない，2～3の所見を得たのでここに報告する．

　本論文の用語について，Hbの酸化はMet－Hb化

の意味に用い，また酸化HbはMet－Hb化したHb

を意味し，酸素化Hb（oxygenated　Hb）と区別し

て用いたことを念のため記しておく．

実験材料および実験方法

　実験材料として，ヘパリンを終末濃度3300unit／1

の割合に加えたウシ血液を用いた．

　1．Met－Hbの作成法

　Met－Hbの作成法としては，　K3Fe（CN）6添加法

10），NaNO2添加法10）11），低pO2下におけるHbの

酸性化による方法12）等がある．著者は赤血球膜を容易

に通過して，HbをMet－HbにしうるNaNO2添加

　　Oxygen　Equilibrium　of
Department　of　Physiology（1）
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法を用いた．0．145M濃度のNaNO2溶液（氷点降

下度0．57。C）を使用した．

　　∬．Met－Hbの還元阻止方法

　全血にNaNO2を添加してHbを酸化すると，　Na

NO2添加後時間の経過に伴い，一旦酸化したHbが

漸次還元していく現象を示す．著者はMet－H：bの還

元阻止の目的で，この還元反応のエネルギー源となっ

ている解糖を抑制するNaFを還元阻止剤として用

一い，血液1m1当り3mg以上のNaF添加で目的を

はたすことができた（実験成績参照）．それ故，著者

は実験7～11に用いた血液および血液に添加する生理

的食塩水，緩衝液，NaNO2溶液等全てに5mg／m1

のNaFを加えた．

　　皿1．Met－Hb量の測定法

　　1．正常Hbと部分酸化Hb（Hb分子を部分的に

酸化したもの）の酸素容量の差より算出する方法で，

酸素容量測定にはVan　Slyke＆Nei1の測圧式血液

　ガス分析器を用いた．

　　2．Evelyn－Malloyの方法13）14）により，　H：itachi

　のphotoelectric　spectrophotometerを用いて測定

　した．これはMet－Hbが630　mμで特有の吸収帯を

　持つことを利用したものである．

　　IV．　Hbの酸素解離曲線の作製法

　　図1に示す全体容量約1200m1の血液ガス平衡回

　閑中15）の，中央に隔壁を有する容量300mlのトノメ

　ーターの一側に，予め準備した部分酸化Hb血液ある

　いは完全酸化H：b一正常Hb混合血液を6ml注入す

　る．一方，他側には対照として正常Hb血液を6m1だ

　け入れる．これをCO2－N2－02混合ガスで370C，30分

　間完全に平衡させた．　この混合ガスの組成は，その

　pCO2が血液試料の血漿pHを約7．40および赤血

　球心pHを約7．20にならしめるように，またpO2に

　ついては最初の試料を約20mmHgで平衡させ，次

Methemoglobin－containing　Blood．　Satoshi　Miyas：hita，
　　（Director：Prof．　K．　Saito），　School　of　Medicine，　Kana・
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図1　血液ガス平衡装置
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で回路中のpO2を約10　mmHg高めて2番目の試料

を平衡させた．このように平衡毎に回路中のpO2を

約10mmHgつつ高めていくことにより，20～50

mmHg範囲内でpO2を異にする4点の試料を得る

ように，試行錯誤的に調製した．最：後に，回略中にて

37。Cの空気と30分間平衡させ，完全に酸素と飽和し

た血液試料を作り，酸素容量を測定した．

　それぞれの平衡ガスはガス採取管に採り，pCO2お

よびpO2測定に供した．また，それぞれの平衡血液試

料は，予め水銀で死腔を満たした注射器に気密下に採

り，そのpCO2，　pO2およびCO2，02含有量，　pH

の測定に供した．平衡ガスのpCO2，　pO2はScho－

1anderガス分析器で2回つつ測定，平衡血液試料の

pCO2，　pO2，　pHはそれぞれBeckman　physiologi・

cal　gas　analyzer　model　160のCO2電極，02電

極，ガラス電極で，37。Cにて2回つつ測定した．血

液CO2および02含有量，酸素容量の測定には，Van

Slyke＆Nei1の血液ガス分析器を用いた．

　このようにして得た測定値より，血液に対する酸素

のBunsenの吸収率を0．023716）として，それぞれ

の試料の酸素飽和度（sO2％）を求めた．個々の血液

試料のpHは7．30～7．50の間にあって必ずしも，

7．40ではないから，Bohr効果係数17）dlog・PO2／d

pH＝一〇．5418）を用いて，　pH　7．40におけるpO2を

求めた．また，Hb溶液を試料とした場合には，その

pHは7．10～7．30の間にあり，測定されたpO2はこ

のBohr効果の値：を用いて，　pH　7．20における値に

補正を行なった．

　部分酸化Hb血液，完全酸化Hb一正常Hb混合血

液および正常Hb血液の酸素容量をsO2＝100％とし

て，それぞれのpO2に対する結合02含有量をsO2

％で示すと，酸素解離曲線はHi11の経験式9），

　　1ぎ0一、畢齢n　　　　　（1）

で表わせる．ここでyはsO2％，　Pは平衡pO2　mm

Hgである．（1）式はまた，次のように書き表わされ

る．

　　1・gP一÷1・9士＋÷1・g、。認6、（2）

sO2が50％の時のPをP50で表わすと，

　　1・gP－1・gP・・＋÷1・9、。認巻2　（3）

となる．

…が2・く…く8・の鞭内にある時は，1・9、認1。2

と10gPの間に直線関係が成立する（図5参照）．実

験成績より最小自乗法により，この直線の方程式を求

め・…5・％・すなわち，1・9、農。、が・なる蘇上

の点よりP50を，この直線の10gP軸に対する傾斜よ

りnの値を算出した．nはヘムヘム相互作用を表わす

定数，P50はH：bの酸素親和性を表わす尺度となる．

　V．血液の溶血度測定法

　血液試料を8000r．p．m．10分間遠心分離し，その上

清をとり，Hitachiのspectrophotometerを用いて，

cyanomethemoglobin法でH：b濃度Aを測定する．

次に同一試料そのもののHb灘Bを測定し，1・・x含

を以ってその試料の溶血度（％）として表わした．
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実　験　結　果

　工．Hbの酸化還元反応

　NρNO2でHbを部分的に酸化した全血および溶

血血液を，37。C恒温槽内のトノメー四一に入れて，

酸素が充分存在する場合と全く存在しない場合の2通

りの条件下において，Hbの酸化還元反応を比較検討

した．Met－Hb量測定にはEvelyn－Malloyの方法

を用いた．

　　実験1：部分酸化Hb全血の酸化還元反応

　全血に，そのHbの60％前後を酸化しうるだけの

NaNO2を加え，溶血しないように二二して二分す

る．一方を空気で，他方をN2ガスで充分平衡させな

がら，5時間にわたり1時間毎に試料を採取して，

Met－Hb量：を測定した．

　その結果，図2－aに示す如く，時間の経過に伴な

い，Met－Hbがかなり一定した速度で還元していっ

a

図2　部分酸化Hb血の還元および酸化速度
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た，NaNO2添加直後より5時間にて，全Met－Hb

量の約1／2～1／4が還元した．また，酸素の有i無は

Met－Hbの還元速度に，明白な差異を生ぜしめてい

なかった．

　　実験2：部分酸化Rb溶液の酸化反応（1）

　実験1と同様の方法で酸化した血液を，最小必要量

のsaponinで溶血し，消泡剤としてoctyl　alcohol

を数滴添加して，実験1と同様の実験：を行なった．

　図2－bに示すように，NaNO2添加後の時間の経

過に伴ない，実験1とは逆にHbの酸化が進行してい

った．とくに添加直後より1時間に，Hbの酸化はかな

り急速に進行するが，3時間以上保温していると，酸化

への進行は減退もしくは停止してくる．この際，酸素

の存在の有無によるHbの酸化程度の差異は著明で，

無酸素状態に保温した方が酸化の進行が大きかった．

　　実験3：部分酸化Hb溶液の酸化還元反応（2）

　溶血血液において酸化が進行するが，それが血漿混

入に起因するか否かを検討した．

　遠心分離により血漿を除去し，生理的食塩水で置換

したものをsaponinで溶血した後，実験2と同様の

図3　部分酸化Hbおよび正常Hb溶液の酸化速度
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b図の×印は濃厚なHb溶液の測定値を示す．
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測定を行なった．

　その結果（図3－a），NaNO2添加後の時間の経過に

伴ない，Hbの酸化が進行していった．また，無酸素

状態で保温した方が酸化の進行が大であった．

　　実験4：正常H：b溶液（溶血血液）の酸化還元反応

　全血をsaponinで溶血して同様の実験を行なっ

た．その結果（図3－b），時間の経過に伴ない，正常

Hbが漸次酸化していったが，この場合においても無

酸素状態の方が酸化の進行程度はやや大であった．

　　実験5：濃厚なHb溶液の酸化還元反応

　Hbの濃度が酸化Hb発現速度に関与するか否かを

検する目的で，血液を遠心分離して血漿を除去した赤

血球を，saponinで溶血した．しかるのち空気と平衡

させ，実験4との異同を検した．その結果を図3－b

の×印で示したが，実験4の成績とほぼ一致した．

　∬．Met－Hbの還元阻止剤としてのNaFの効果

　全血に含まれるMet－Hbの還元を阻止する目的

で，解糖阻止剤の1つであるNaFのMet－Hb還元

阻止効果を検した．

　　実験6：NaF添加量による還元阻止状態

　予めNaFを血液1m1当り1～10　mgつつ加え，

さらにNaNO2を適当量加えて，そのHbの30～80

％を酸化したのち，37。Cトノメーター中にて空気で

平衡させながら5時間保温して，Met－Hbの還元程

度を酸素容量を指標にして検した．

　その結果，血液1m1当り1mgのNaFでは依然

としてMet－Hbの還元を認めるが，3mg以上では

30～90分以後には全く還元を認めなかった．その実験

例を図4－aとbに示した．この図はNaF添加に伴

なうMet－H：bの還元の有無を，酸素容量の時間の経

過で表わしてある．

　皿．部分酸化Hb全血および完全酸化Hb一正常Hb

混合（溶液，全血，赤血球浮遊液）の酸素解離曲線

　Hi11式のnとP50を指標にして，酸素解離曲線の

形および位置，さらに完全酸化Hbと正常Hbの相互

間の酸化還元反応について検討した．

　　実験7：部分酸化Hb全血の酸素解離曲線

　全血にNaNO2を適当量滴下して，任意の程度の

部分酸化Hb全血を作り，トノメーターの一側に注入

した．他側に正常全血を対照として入れて，実験方法

の項で記した要領で実験を行なった，その酸素解離曲

線よりnとP50を求めた．

　表1はH：bの部分酸化の程度が2．5～78．5％にわ

たる実験例を，酸化程度の順に列挙したものである．

2．5％部分酸化Hbのnは2．81，　P50は29．7mmHg

であり，対照の正常全血のnは2．89，P50は29．6

下

a

b

図4　NaF添加量とMet－Hbの還元速度の関係
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mmH：gである．　nとP50について部分酸化Hb全血

を対照の正常全血の百分率で表わすと，nは97．6％，

P50は100．3％となる．この百分率は部分酸化Hbと

正常HbのnとP50を相対的に表わすもので，それ

ぞれの測定値を比較するのに適している．それ故，以

下のすべての実験例について同様の記載を行なった．

　図5－aは1実験例の酸素解離曲線を図示したもの

である・bは糊・1・9、謬1。、を横軸に1・9P・・

をとってaを表わしたものである。bの直線の傾斜は

n値を示し，sO250％なる直線上の点よりP50を求め

た．

　表1，図6はH：bの部分酸化が増加するに伴ない，

nおよびP50ともに漸減していくのを示している．
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図中の点線（以後この点線で表わした曲線を，nおよ

びP50の対照曲線と名称する）の如く，　nは曲線的

に，P50はほぼ直線的に減少する．ここで，　P50の回

帰直線を求めると，

　Y二99．7－0．449X　（r＝一〇．920）

で表わされる．Yは（部分酸化HbのP50／対照の正

常HbのP50）×100を，　XはHbの酸化百分率を

139

示す．

　また，この実験より，NaNO2により形成されるMet

－Hb量の関係を算出した．表2より，ユMのNaNO2

により作られるMet－Hbの量は1．14±0．24Mとな

った，

　　実験8：完全酸化Hb一正常Hb混合溶液の酸素

解離曲線

表1　部分酸化Hb全血と正常Hb全血のn，　P50値とその百分率

No．

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
皿
1
3
1
4
1
5
1
6
1
7

A）部分酸化Hb全血
M・・Hb（％）1

n

5
0
5
0
9
1
5
1
0
7
0
0
3
9
5
5
5

2
7
7
8
0
3
9
6
0
7
9
2
5
2
8
9
8

　
　
　
1
2
2
2
3
4
4
4
5
5
6
6
6
7

1
8
6
9
4
1
9
2
7
9
7
8
3
1
5
1
1

8
5
6
2
4
1
2
2
8
7
0
1
5
7
5
6
8

2
2
2
2
2
2
2
2
1
1
2
2
1
1
1
1
1

P50

mmHg

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

9
0
9
1
6
0
9
8
7
4
3
5
1
3
7
4
0

2
3
2
3
2
3
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

B）正常H：b全血

n

9
8
1
8
2
6
9
6
7
0
7
6
7
0
0
5
4

8
9
9
7
7
8
8
1
8
6
9
2
3
8
8
7
1

2
2
2
2
2
2
2
3
2
2
2
3
2
2
2
2
3

P50

mmHg

6
1
3
0
9
8
4
0
8
0
7
1
0
5
6
3
8

9
2
1
3
1
1
5
3
2
3
1
3
3
2
6
2
3

2
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

△
B

x100（％）

n P50

6
6
4
4
7
8
2
9
5
8
7
9
6
1
4
5
6

7
6
1
2
9
3
9
9
5
8
9
6
4
1
5
8
7

9
8
9
8
8
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図5　部分酸化Hb全血（Met－Hb量47．7％）と正常Hb全血の酸素解離曲線
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図6　部分酸化Hb全血と正常H：b全血のn，　P50値

　についての百分率
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途一×…（％）のAは部艦化Hb全血の・およ

　び：P50，　Bは正常Hb全血のnおよびP50を表わ
　す．

　……を対照曲線と名称し以後の図に使用した．

　全血に過量のNaNO2を加え，24時間0。C冷蔵庫

に放置して，H：bを完全に酸化した．しかるのち，生理

的食塩水で遠心洗浄することにより，過剰のNaNO2

を除去し，完全酸化Hb赤血球浮遊液（媒質：生理的食

塩水）とした．これをsaponinで溶血して完全酸化

Hb溶液とし，一方，全血の血漿も生理的食塩水で置換

して，saponi皿で溶血して正常Hb溶液とした．こ

の両者を適当比に混合して，完全酸化Hb一正常Hb

混合溶液を作り，酸素解離曲線を描きnとP5Dを求

め，正常Hb溶液のそれと比較した．

　実験2～5において，溶血血液は時間の経過に伴な

い，漸次酸化が進行するのを見た．それ故，酸化の進

行を最小限にするため，今回の実験ではトノメーター

平衡時間を10分間に限定した．また，pO2の測定は試

料溶液につき電極法で測定した．一方，Hbの酸化の

進行程度を知るために，実験前後にMet－Hb量を

Evelyn－Malloyの法を用いて測定した．なお，Met－

Hbの実験中の増加は，表3に示すように3～5％に

とどまる．著者は実験後に測定したMet－Hb量を，

その酸素解離曲線のMet－Hb量として図7を表わし

た．

　表3および図7は混合酸化Hb量の増加に伴ない，

nとP50ともに絶対値および相対値（百分率）の低

下を来しているのを示す．　これを実験7の対照曲線

表2　NaNO2とそれにより形成されるMet－Hbの量的関係

No．

1
’
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2

形成されたMet－H：b量

酸素鶴の緒早刀j1 mM／L

18．76

17．83

15．84

11．73

18．17

14．38

15．82

13．52

15．60

12．63

7．85

15．82

8．38

7．96

7。07

5，24

8．11

6．42

7．06

6．04

6．96

5．64

3．49

7．06

Met－Hb　　　　　（Mo1比）
NaNO2

1．44

1．37

1．22

0．90

1．40

1．11

1．22

1．04

1．20

0．97

0．60

1．22

一
X

1．14

SD・1 0．24

実験7の成績より，NaNO2により酸化されるMet－Hbのモル比を算出した．

0．145M　NaNO2（NaNO21．Og／d1）4m1を100m1の血液（加NaF）に加えると，1M　Na
NO2より1．14±0．24MのMet一：H：bが形成される．
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表3　完全酸化Hb一正常Hb混合溶液と正常Hb溶液のn，　P50値とその百分率

No．

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

A）完全酸化Hb一正常Hb混合溶液

　Met　Hb（％）

実験前　1実験後

14．8

26．0

24．0

25．6

30．2

36．7

49．2

50．1

51．1

52．8

65．3

16．9

27．6

28．0

31．6

32．0

41．9

50．3

51．0

55．8

58．7

68．5

n

2．49

2．03

2．28

2．30

2．20

2．01

2．02

2．12

2．06

1．96

1．71

P50

mrnHg
33．0

27．4

30．9

32，3

28．2

28．7

26，1

28，4

26．4

26．5

22，2

B）正常Hb溶液

n

2．75

2．33

2．92

2．72

2．77

2．57

2．29

2．97

2．59

2．86

2，72

P50

mmHg
35．1

35。1

37．3

36．4

34．5

34．8

25．2

37．1

36．9

37．4

33．3

△
B

×100（％）

n

90．5

87．1

78．1

84．6

79．4

78．2

88．2

71．4

79．5

68．5

62．9

P50

94．0

78．1

82．8

88．7

81．7

82．5

74．1

76．5

71．5

70．9

66．7

図7　完全酸化Hb一正常Hb混合溶液と正常Hb溶
　　液のn，P50値についての百分率
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保存する．一方，分離赤血球には過量のNaNO2を加

え，Hbを完全に酸化した．前実験と同様の方法にて

過剰のNaNO2を除去し，これに保存中の血漿を注

入して，完全酸化Hb全血を作った．これと正常全血

を適当比に混合して，完全酸化H：b一正常Hb混合全

図8　完全酸化Hb一正常Hb混合全血と正常Hb全
　　血のn，P50値：についての百分率
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　合全血の，Bは正常Hb全血のn，　P50値を表
　わす．

　……は対照曲線（図6参照）を示す．

　　●は混合直後，○は2日後の測定を表わす．
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表4　完全酸化Hb一正常Hb混合全血と正常H：b全血のn，　P50値とその百分率

No．
A）完全酸化Hb一正常Hb混合全血

Met 浮P・1（　P50mmHg）1溶喉）

B）正常Hb全血

・1（m畠9）1餐野

会×100（％）

n P50

1 23・512・5g131・・12・・12・6313・・31・・51g8・511・2・3

2 27・712．7413・・91・・512・84131・61・・4196・5197・8

3 48・612．89131・112・112・7813・・11・・411・4・・11・…

4 5・・3｝2・9113・・513・・13・・司32・212・・195・・｝94・6

5

5ノ

6

6，

7

7’

8

8’

9

9ノ

10

10’

11

11’

24．5

22．8

26．0

23．8

45．0

42．0

46．4

43．8

50．3

48．6

53．1

51．6

54．5

48．3

2．61

2．54

2．80

3．09

2．38

2．54

3．30

2．76

2．99

3．10

2．58

2．59

2．90

3．03

30．2

27．0

30．0

26，1

30．6

27．9

30．4

27．2

32，5

26．5

32．8

23．8

30．6

26．5

1．2

1．6

1．8

2．8

3．0

3．6

1．1

1．4

0．9

2．0

2．1

2．3

0．7

0．7

2．65

2，70

3．00

2．89

2．33

2．61

3．37

2．84

3．21

3，05

2．85

2．93

2．91

2．96

31．8

30．4

30．2

28．9

32．7

31．6

31．5

31．1

31．0

31．6

33．9

32．0

31．3

33．6

1．6

2．0

0．0

0．7

2．5

2．8

0．4

0．6

1．3

1．9

1．2

1．2

0．2

0．3

98．5

94．0

93．3

108．8

102．1

97．3

97．9

97．2

93．0

101．5

90．5

88．4

100．0

102．3

95．0

88．7

99．3

90．3

93．6

88．3

96．5

87．5

105．0

83．8

96．8

74．3

97．8

78．9

No．1～11は混合直後の測定，　No．5’～11’は混合後2日間冷蔵保存後における測定を表わす．

血を作成し，対照の正常全血とについて酸素解離曲線

を・描き，P50とnを算出した．

　実験条件として，できるだけ溶血しないように，血

液試料を充分に注意して取り扱った．すなわち，血液

と接触するすべての容器をシリコネートし，トノメー

ター平衡時間を10分間に限定して，撹伴二一による溶

血をさけた．試料のpO2は電極法（Beckmanの装

置）で測定した．また，血液試料の溶血程度を実験前

後に測定した．

　表4のNo．5～11の7例において，完全酸化Hb一

正常Hb混合全血および対照の正常全血ともに，全く

同一試料につき，2日の間隔をおいて2回酸素解離曲

線の測定を行なった．第1回目の測定は混合直後に，

第2回目の測定は2日間冷蔵保存後に行なった．ダッ

シュつきNo．は2回目の測定結果を示す．表4およ

び図8より，混合直後ではnおよびP50ともに正常

全血とほぼ同値（n：97．0±4．1，P50：98．1±3，4）を

示すが，2日後の測定ではP50は明らかに低下（Met

－H：b量約25％で89．1±1．1，約50％で82．6±5．6）

し，図中の対照曲線（図6参照）とほぼ一致した．し

かるに一方，nは混合直後の値とほぼ同値（98．5±

6．5）を示すにとどまった．

　　実験10：完全酸化Hb一正常H：b混合赤血球浮遊

　液の酸素解離曲線

　実験9の血漿の代りに，燐酸緩衝液でpHを7．40

に調製した生理的：食塩水を用いて，完全酸化Hb赤血

球浮遊液および正常赤血球浮遊液を作った．この両者

を適当比に混合して，完全酸化Hb一正常Hb混合赤

血球浮遊液とし，正常赤血球浮遊液を対照に用いて，

酸素解離曲線を描いた．

　燐酸緩衝液添加生理的食塩水とは，

　0．25MKH2PO4：0．25MNa2丁目O4：0．9g％NaC1

　＝2：9：30

の比率で混合したもので，この混合液にもNaFを加
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表5　完全酸化Hb一正常H：b混合赤血球浮遊液と正常Hb赤血球浮遊液のn，　P50値とその百分率（1）

No．

1

1’

2

2ノ

3

3’

4

4ノ

5

5’

6

6ノ

7

7’

A）完全酸化Hb一正常Hb混合
　　　　赤血球浮遊液

Met 倹ｨ［nl（　P50mmHg）i溶興魏）

23．2

22．7

27．0

25．2

47．9

43．6

49．1

46．7

52．0

51．2

52。5

49．5

54．0

51．0

3．50

2．84

2．74

3．04

2．54

2．76

3．43

3．62

2．77

3．37

2．70

2．69

3．09

2．96

27．8

28．4

28．4

25．2

25．0

26．8

24．1

25．2

25．0

24．9

28．6

27．3

25．9

26．4

1．3

1．5

0，8

1．4

2．0

2．4

0．4

1．0

0．8

2．1

0．7

1．2

1．0

1．8

B）正常Hb赤血球浮遊液

・1（　P50mmHg）1溶直家）

3．80

2．68

2．86

2．93

2．76

2．95

3．46

3．80

3．07

3．37

2．85

2．79

3．03

3．15

28．3

27．8

27．0

26．7

26．1

26．7

’25．7

26．5

26．7

28．0

28．2

27．7

28．0

26．9

0．0

0．5

0．4

0．7

0．3

1．0

0．0

0．5

0．1

0．8

0．0

0．3

0．3

0．6

途一×100（％）

n P50

92．1

106．0

95．7

103．8

92．0

93．6

99、1

95．3

90．2

100．0

94，7

96，5

102．0

94．0

98．2

102．2

105．0

94．2

95．8

100．0

93．8

95．0

93．6

88．9

101．4

98．5

92．6

98．0

図9
　常Hb赤血球浮遊液のn，　P50値についての百分率
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表6　完全酸化Hb一正常Hb混合赤血球浮遊液と正常Hb赤血球浮＝遊液の
　　　　　　　　　　n，P50値とその百分率（2）

乳

酸

ア
ス
コ
ル
ビ
ン
酸

還
元
グ
ル
タ
チ
オ
ン

lA）完扇面麟H眠合
No．
　　　Met　Hb
　　　　　（％）

n

1

1ノ

2

2’

3

3’

4

4ノ

5

5ノ

6

6’

49・8i2・91

43．・12．65

51．0

45．6

53．0

49．4

58．2

55．0

49．8

40．9

50．0

41．0

2．82

2，59

2．61

2．59

2，93

2．85

2，81

2．41

2．66

2．73

P50

（mm
Hg）

24．3

23．4

24．9

24．3

23．8

23，1

22．0

21．2

25．7

25．5

24．9

26。6

溶血度

　（％）

0．8

1．7

1．1

2．6

2．2

2．9

1．0

1．6

2．0

3．3

1．5

2．9

B）正常Hb赤血球浮遊液

n

P50

（mm
　Hg）

溶血度

　（％）

A　　×100（％）
B

7

7’

8

8’

9

9’

10

10’

54．0

46．5

42，7

40．6

48．2

46．4

56．8

50．7

2．64

2．52

2．65

3．01

2．76

2．60

2．92

3，05

25，9

26．1

26．9

25．7

25．7

24．6

27．0

25．2

2．85

2．77

2．49

2．84

2．78

2．70

3．08

2．70

2，96

3．04

2．88

3．33

2．・i2・78

2．8｝3．・・

2．2

3．0

2．9

3．7

2．0

3．5

2．98

3．36

3．13

2．91

3．24

2．79

27．2

26．0

27．4

27．8

27．3

27．0

27．2

26．2

28．1・

27．0

28．1

30．4

27．9

28．5

29，3

27．7

27．1

26．9

27．8

29．4

n

0，5

0．9

0．6

1．7

1．3

1．7

1．2

1．5

1．2

1．5

L2
1．8

1．6

1．9

1．0

1．6

1．2

1．8

1．3

1．9

102．1’

95．7

112．8

91．4

93．8

95．7

95．1

105．6

94．9

79．3

92．4

82．0

95．0

83．6

88，9

89．6

88．2

89，4

90．1

109．3

P50

89．3

90．0

90．9

87．4

87．2

85．5

80．9

80．9

91．5

94．4

88．6

87，5

93。3

91．6

91．8

92．8

95。2

91．4

97．1

85．7

No．1～10は混合直後の測定，　No．1’～10’は混合後2日間冷蔵保存後の測定を表わす．

えた．pH：は7．38～7．40である．

　この実験に際しても溶血を極力さけ，また，血液の

溶血度を実験前後に測定した．

　表5および図9より，nおよびP50ともに混合直後

（n：96．2±4．4，P50：97．2±4．6），2日間冷蔵保存

後（n：98．5±4．9，P50：96．7±4．7）に拘らず100を

中心に分布し，正常赤血球浮遊液とほぼ同値を示し

た，

　　実験11：完全酸化Hb一正常Hb混合赤血球浮遊

　液の媒質に，還元物質を加えた場合の酸素解離曲線

　実験10の燐酸緩衝液添加生理的食塩水に，乳酸，ア

スコルビン酸，還元グルタチオンを加えて同様の実験

を行なった．

　血液中の乳酸，アスコルビン酸，還元グルタチオン

の正常値19）は，それぞれ，0．4～1．8mM／1，0．4～1．5

mg／100　m1，26．5～31．9mg／100　m1である．著者は

乳酸4mM／1，アスコルビン酸5mg／100　ml，還元グ

ルタチオン100mg／100　m1の割合で，前記処方の燐

酸緩衝液添加生理的食塩水にそれぞれ加えて，3種類

の媒質を作り，完全酸化Hb一正常Hb混合赤血球浮

遊液の媒質とした．　これら3種類の完全酸化Hb一正

常Hb混合赤血球浮遊液の酸素解離曲線を描き，　nと

P50を算出し，表6と図10に表わした．

　乳酸添加の場合，混合直後は，n：101．0±8．7，　P50：

87．1±4．4であり，2日後の測定では，n：97。1±6．0，

P50：86．0±3．0であった．アスコルビン酸添加の場
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合直後の測定では，n：94．1±1．5，　p50：g1．1±4．0，

2日後の測定で，n：81．6±2．4，　P5091。2±3．5であ

った．還元グルタチオン添加の場合，混合直後は，n：

90．1±1．0，P50：94．7±2．7，2日後の測定で，　n：

96．1±7．9，P50：90．0±3．8であった．

　図10より，P50は何れも混合直後より幾分低下して

いるのを見ることができる．一方，nに関しては，ア

スコルビン酸添加は2日間に著明な減少をもたらして

いるが，乳酸および還元グルタチオン添加の効果は明

白でなかった．　　一

　　　　　　　　考　　　　　察

　Met－Hbは正常人赤血球の全Hb量の1％前後を

占め，Hbとの間に酸化還元平衡が成立っているもの

と考えられる4）．この平衡状態は各種の酸化還元系の

：影響を受けているが，正常赤血球内では強い還元系の

作用によって，平衡は著しく還元方向に傾いている，

それ故，正常血液中のMet－Hb量は響くわずかな値

を示すに過ぎない．しかし，正常赤血球も一度溶血す

ると，還元作用を失い酸化方向に平衡が傾き，時間の

経過に伴ない，漸次Met－Hbが増加していく20）．

　Jande1ら21）は何ら試薬を加えることなく，37。Cに

保温した正常人赤血球は7日後に約70％のMet－Hb

を含んでいたが，溶血赤血球は5日間で完全に酸化さ

れていたと報告している．

　Greenberg　11）やDarlingら10）は全血にNaNO2

を添加してH：bを酸化すると，添加後時間の経過に伴

ない一旦酸化したHbが，漸次還元する現象を観察し

ている．また，Jaff622）は人赤血球において，酸素

化Hbの方が還元Hbより酸化に対して抵抗性が大で

あると述べている．

　著者は以上の知見に対して，若干の実験的検討を試

みた．実験1（図2－a）はHbが赤血球内にある状態，

すなわち全血にNaNO2を加えて，　Hbを部分的に酸

化した場合，時間の経過に伴ないMet－Hbが漸次還

元していくのを示している．NaNO2添加直後に約60

％のMet－Hbを含有していた血液が，5時間後に約

40％前後のMet－Hbに減少していた．また，この実験

においそ酸素の有無とMet－Hbの還元速度の間に，

明白な関係を認めることができなかった．一方，実験

2（図2－b）は部分酸化したHbが溶血により，実験

1とは逆にさらに酸化が進行していくことより，還元

機序が失われ酸化方向に平衡が移動しているのを示し

ている．実験2と実験3（図3－a）の成績を比較する

と，溶血血液におけるHbの酸化の進行に対して，血

漿混入の有無は特別の影響を有していないのが分る．

実験4（図3－b）は正常全血も一旦溶血すると，一定

の速度で酸化Hbが増加していくことを立証してい

る．すなわち，溶血直後1～2％であったMet－Hb

が5時間保温している間に約4倍に増加していた．ま

た，実験5（図3－bの×印）はHbの酸化速度とHb

濃度の間に特別の関係がないことを示している．さら

に，実験2～4の成績より，溶血血液におけるHbの

酸化速度に対する酸素の有無の影響は著明で，無酸素

状態の方が酸化の進行が大きいのが分る．

　赤血球内におけるHbとMet－Hbの酸化還元機序

は単一なものではなく，その充分な解明な未だ得るに

至っていない20）22）．　　　　　　　　　　’

　著者は爾後の実験の必要上，1赤血球内のMet－Hb

の自発的還元を阻止する方策を検討した．

　Warburg　23）は赤血球にブドウ糖を与えるとMet－

Hbの還元が起ることを，　Gibson　24）はMet－Hbの

還元にはブドウ糖のみならず乳酸も有効であると報告

している．一方，Met－Hbの還元阻止に関して，0．002

Mモノヨード酢酸の添加はブドウ糖に起因するMet－

Hbの還元を阻止したが，0，01M　NaFの添加はその

還元を阻止しえなかったとの報告がある20）22）．

　著者は解糖がMet－Hbの還元機序に関与している

と考え，Met－Hbの還元阻止の目的をもって，解糖阻

止剤の一つであるNaFを用いて，その効果を実験6

（図4のaとb）において検した．その結果，血液m1

当り1mg（0．024　M）濃度のNaF添加では依然と

してMet－Hbの還元を認めるが，3mg（0．072　M）

以上の濃度のNaF添加にてMet－Hbの還元は完全

に阻止されるのを見た．

　試験管内実験において，Hbに対するNaNO2の酸

化作用は複雑で，その結果産生されるMet－Hbの量

はNaNO2の濃度，　pH，酸素の有無，還元剤の有無

恥で変化するという10）．

　著者は実験7（表2）より，血液（加NaF）に加

えた1MのNaNO2より1．14±0．24　MのMet－Hb

が形成されるのを見たが，Greenbergユ1）は1Mの

：NaNO2より2MのMet一：H：bが，また，Barcroftら

25）は2MのNaNO2より1MのMet－H：bが形成さ

れると報告している．Van　Slykeら26）は1MのNa

NO2が1MのHbと反応して1MのMet－Hbを形
成するというし，Austinら27）はその比が0．5～0．7

であると報告している．以上列挙した如く，NaNO2

とそれによって形成されるMet－Hbの間の：量的関係

にはあいまC・な点が残されている．

部分酸化Hbの酸素解離曲線ついてのDarlingら

10）の研究は．Hbの部分酸化により酸素運搬能の低下
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のみならず酸素親和性の増加および酸素解離曲線の双

曲線化病，Hbの機能面での基本的性質に著明な変化

が起ることを指摘している．Hbの部分酸化の程度

と，残された酸化されていないHbの酸素平衡の量的

関係に関しては，稀薄なHb溶液を用いた徳井28）の報

告がある．

　著者はHbがなるべく自然に近い状態，すなわち赤

血球に含またた状態で，Hbを部分酸化した場合の酸

素解離i曲線を求め，その形と位置を表わすHill式の

nとP50を算出した．　Hbの部分酸化の程度と，これ

らp註ameter（媒介変数）の関係は表1および図6

に示す通りである．図6の点線の如くH：bの部分酸化

の進行とともに，nは曲線的に，P50は直線的に減少し

ていった．著者および徳井28）の実験成績より，Hbが

赤血球に含まれた状態，あるいは溶液の状態の如何に

拘らず，部分酸化が進行するに伴ない，nおよびP50

ともに低下していくのが明らかとなった．

　Hbの部分酸化に伴なう酸素解離平衡に関するnと

P50の低下，すなわち，ヘムヘム相互作用の減弱と酸素

親和性の増大は，Adair　29）のHb酸素化に関する中

間体説にならって，次のように理解されよう．H：b分子

には4個の2並幅原子（Fe＋）があって，それぞれ酸

素1分子を結合する能力を有する．一一方，Conant　30）

やTaylorら31）によりHbとMet－Hbとは一つの

酸化還元系を形成することが立証されているから，

Hbに酸化要因が働く；場合，　Hbの4個のFe升は

次の式のように順次酸化されて

H：b（Fe4静）⇒Hb（：Fe3朴Fe1柵）≠Hb（Fe2晋Fe2柵）⇒Hb（Fe1什Fe3帯）⇒H：b（Fe4帯）

　　三　　　　1

　　完全還元Hb　　　　　　　　中間酸化体

F酬となり，同時に酸素結合能力を失っていく．し

たがって，Hbの酸化は4段階を経て最終的に完全酸化

Hbに到達するが，不完全酸化の段階では溶液中には，

3種の中間酸化体が共存する筈である．そして，この中

間酸化体の存在が酸素解離曲線の変形をもたらす原因

と考えられる．すなわち，H：bの4個のFe朴の酸化が

進行するにつれて，残ったFe什の酸素親和性が増大

するとともに，Fe督の酸素化が他の：Fe井の酸素親和

性におよぼす影響，すなわち，ヘムヘム相互作用は小

さくなると考えられる．

　これに関連して興味あることは，異常Hbの1種で

あるHbMである．HbMには色々の種類がすでに報告

されている1）”3）が，その特徴はグロビン分子を構成す

るα鎖またはβ鎖の何れかのアミノ酸構成に1個所異

常があって，これに接続するヘム鉄がFe冊となって

いる．すなわち，Hb分子中4個のヘム鉄の中，2個が

Fe骨，2個がFe帯となり，　Met－Hbのような褐色を

呈するものである．ところがHbMの酸素平衡は，正常

Hbを酸化剤で部分的に酸化したものの酸素平衡とは

異なり，表7に示すようにα鎖に異常のあるHbMで

は，nはほぼ1に近く，P50は正常Hbより大きい．

一方，β鎖に異常のある場合にはまた異なった酸素平

衡を呈する，故に，Hbの酸素平衡は単にヘム鉄の状

態ばかりでなく，グロビンの分子構造によって強く影

響されることを了解しなければならない．

　従来報告されているMet－Hb血の酸素解離曲線に

ついては，諸家の見解は必ずしも一致しない．Dar1・

ingら10）はNaNO2を投与したイヌについて，　Met－

Hb血の発生に伴ない血液の酸素解離曲線は，試験管内

で作成されたMet－Hbの実験所見と同様の変化を生

ずるという，然るに，先天性Met－Hb血症患者の血液

の酸素解離曲線については，Ederら5）は約40％Met－

　　　　　　　　　　　　　　　　Hbを有する先天
1　　　　乳　i　　　　　　　性Met－Hb血症患

　　　　　　完全酸化Hb　　　者1例について，

また，Waismanら6）は24％Met－Hbを有する先天性

Met－Hb血症患者1例について，いずれも正常血液

の酸素解離曲線と全く変りない酸素解離曲線を得てい

る．この2報告のいずれの家族にも患者以外のMet－

Hb血症患者は存在せず，遺伝関係についての特別の

表7　各種Hb　Mおよび先天性Met－Hb血症の比較

n P50 Bohr効果 障礪係

異常ヘモグロ
ビン

先天性メトヘ
モグロビン血
症

Hb　Mosaka

Hb　Mlwate

Hb　MKurume

Eder　et　aI

Waisman　et　al

Gibson　et　aI

Baikie　et　a1

1．2～1．3

ほぼ1．0

ほぼ1．0

常
常

　
　
小

正
正

　大

　大
ほぼ正常

常
常

　
　
小
小

正
正

ほとんどなし

ほとんどなし

　やや　大

あ
あ
あ

い
ソ
り
玩
り

明
明
明
り

不
不
不
あ
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記載はない．一方，Gibsonら7）は1家族9人兄弟中

5人に特発性Met－Hb血症患者を（ただし両親は異

常なし），また，Baikieら8）は親子2世代にわたり4

人の遺伝性Met－Hb血症患者を見出しているが，こ

れらの患者の血液の酸素解離曲線は正常血液のものと

異なり，いずれも酸素親和性は増大していた．Gibson

らの症例ではその酸素解離曲線は直角双曲線化されて

いたとされているが，Baikieらの症例ではその点に

関する記載はなされていない．

　このような実験所見の不一致はMet－Hbの成因の

相違によるものかもしれない．しかし，上掲のEder

らおよびWaismanらの報告のように，Met－Hb血が

あるにも拘らず正常な酸素解離曲線が得られるという

実験所見は，これらの症例においては血液中に部分酸

化されたHb，すなわち中間酸化体は存在せず，血液

中のHbは一部分は完全に酸化された全く不活性の

Met－Hbであり，　i残りのHbは正常のHbであって

両者が1つの血液中に共存し，そして正常な酸素解離

曲線は後者により顕現されることを推論せしめるもの

である．

　’このような完全酸化Hbと完全還元Hbの2者の

みが1つの血液中に果たして共存しうるものであろう

か．著者はこの問題について実験的検討を試みた．

　実験8（表3，図7）では完全酸化Hbと正常Hb

を有する2種の赤血球浮遊液を作り，これらを溶血し

て混合し，直ちにその酸素解離曲線を測定した．その

P50とnを算出し図6の対照曲線と一緒に描いたもの

が図7である．　ここに明らかな通りP50は対照曲線

と一致し，nは対照曲線に近接しているが，いくらか

高い値を示した．　この所見より完全酸化Hbと正常

Hbが1っの溶液に混合される時は，相互間に酸化還

元反応が速やかに進行して，中間酸化体が形成される

ものと考えられる．したがって，1つの赤血球内に完

全酸化Hbと正常Hbの2者のみが共存しうるとは考

えられない．

　次に，完全酸化Hbと正常Hbとがそれぞれ別個の
赤血球に含まれている血液では，一 褐ﾝ間に介在する血

漿を通して両種のHbの間に，酸化還元反応が起りう

るかどかかが問題になる．もしこの反応が起らなけれ

ば，Met－Hb血が正常の酸素解離曲線を示すという

こともあり得る訳である．これを検証するために実験

9（表4，図8）を行なった．この実験は血液の赤血

球の1部門取り出し，そのHbを完全酸化Hbにして

元の血液に戻し，その直後と2日後に酸素解離曲線を

測定した．直後に測定した酸素解離曲線より算出され

たP50とnは，ほぼ正常Hb血の酸素解離曲線のそれ

と一致した．この事実より，それぞれの赤血球内に閉

じこめられた完全酸化Hbと正常Hbとの間には，短

時間の接触では認めうる程の酸化還元反応は進行せ

ず，したがって中間酸化体もできていないと考えられ

る．しかし2日後においては，その酸素解離曲線のP50

は著しく低下しほぼ対照曲線に一致しているが，nの

値には著変が認められない．この所見と図8の所見を

合わせて考えると，P50の低下（Hbの酸素親和性の増

大）とnの低下（ヘムヘム相互作用の低下）は必ずし

も同時に平行して発現しなことより，この2つの変化

は別個の機転で起るものと推測される．2日後に見ら

れたP50の低下は明らかにHb分子に何らかの変化が

生じた結果であり，対照曲線と良く一致している点よ

り，別々の赤血球に含まれている完全酸化Hbと正常

Hbの間に酸化還元反応が行なわれたため生ずる，Hb

の中間酸化体の産生の結果と考えられる．これに反し，

nはHbの中間酸化体の産生の方法その他不明の条件

により，その値が変化するものではないかと考えられ

る．この実験では試料は2日間冷蔵保存されたもので

あって，生理的条件とは著しくかけ離れている．した

がって，この所見をそのまま生体に当てはめて論ずる

ことはできないが，個々の赤血球内容の間に酸化還元

反応が成立することを強く暗示するものである．

　以上の事象から，赤血球間に介在する血漿に，赤血球

相互間の酸化還元を媒介する物質の存在が推定され

る．そこで，これを除去する実験，すなわち実験9にお

ける試料の血漿を生理的食塩水で置換して，同様にP50．

とnを測定する実験10（表5，図9）を行なった．こ

の実験においては図9の如く，両種赤血球の混合直後

はもとより2日後においても．その酸素解離曲線のP50

とnはほぼ正常Hbの値に止っている．換言すれば，

ある赤血球に含まれている正常Hbと他の赤血球に含

まれている完全酸化Hbの間には相互作用はなく，し

たがって中間酸化体も産生されなかったと考えられ

る．それ故に，正常の血漿中には赤血球間の酸化還元

反応を媒介する物質が含まれいるものと推定される．

　血漿中の仲介還元物質として，ブドウ糖，乳酸，アス

コルビン酸および還元グルタチオン等の存在が一般に

考えられている22）が，ブドウ糖についてはすでに記し

た如くである，著者は実験11（表6，図10）において，

乳酸，アスコルビン酸および還元グルタチオンを血中

正常値の約2倍量を生理的食塩水に添加して，実験10

と同様の測定を行ない，個々の赤血球に含まれる完全

酸化Hbと正常Hbの相互間における酸化還元反応

に，これらの物質が如何なる影響をおよぼすかを検索

した．図10よりP50はいずれも混合直後よりいくらか
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低下していることから，ある程度の酸化還元の仲介を

したものと推測される．しかし，混合後の時間の経過

に伴なう特別の効果は認められなかった．一方，nに

関してはアスコルビン酸添加は2日間に著明な減少を

もたらしているが，乳酸および還元グルタチオンの特

別の効果は認められなかった．この実験成績より，こ

れらの物質は赤血球間の酸化還元の仲介にいくらか役

立っているものと推量される．

　最後に，以上の諸実験の成績より，Gibsonら7）およ

びBaikieら8）の報告した先天性Met－Hb血症の血

液の酸素解離曲線が正常血液と異なることは充分理解

しうるが，Ederら5）およびWaismanら6）の報告し

た先天性Met－Hb血症の酸素解離曲線が正常血液と

全く一致した点については，少なくとも著者の行なっ

た試験管内実験からは説明しがたい．これらのMet－

Hb血が存在するためには，赤血球の自発性Met－Hb

還元能の欠如と，血漿中に介在する酸化還元反応物質

の欠如とが同時に成立せねばならない．あるいはHb

自体の異常に基づくものかも知れない．

総括および結論

　NaNO2でウシHbを赤血球に含まれた状態，ある

いは溶液の状態で，部分的に，あるいは完全に酸化

し，その酸化還元反応，Met－Hbの還元阻止方法お

よびMet－Hb血の酸素平衡等について検索した．

　1．正常全血のHbをNaNO2で部分的に酸化する

と，NaNO2添加後，時間の経過に伴ない一旦酸化し

たHbが漸次還元していった．酸素の有無は酸化Hb

の還元速度に対して明白な影響をおよぼさなかった．

　2．1を溶血した場合，1とは逆にNaNO2添加後，

時間の経過に伴ない酸化がさらに進行していった．こ

の際，血漿混入の有無，Hbの濃度は溶血血液のHbの

酸化への進行に対し特別の影響を有していなかった．

一方，酸素の有無によるHbの酸化程度の差は著明で，

無酸素状態の方が酸化H：bの進行が大であった．

　3．全血における酸化：Hbの還元を阻止するため，

NaFを還元阻止剤として用い，血液1m1当り3mg

のNaF（0．072　M　NaF）の添加で，その目的をはた

すことができた．

　4．NaNO2で全血のHbを酸化する場合，1Mの

NaNO2より1．14±0．24　MのMet－Hbが形成され
た，

　5．Hbが赤血球内にある状態，すなわち全血の状

態でHb分子を部分的に酸化した場合の酸素平衡につ

いて，H：i11式のnとP50を指標として検した．その

結果，Hbの部分酸化の増加に伴ない，　nは曲線的

下

に，P50は直線的に漸減した．

　6．完全酸化Hbと正常Hbを溶液の状態で混合し

た場合，酸化Hbの増加に伴ない，nおよびP50は共に

漸減した．これを5の対照曲線と比較すると，P50は

略一致しているが，nはやや高い値を示している．

　7．完全酸化H：bと正常Hbを全血の状態で混合し

た場合，短時間の接触では認めうる程の酸化還元反応

は進行していなかったが，2日後においてP50は著る

しく低下していた．しかし，nについて著変は認めら

れなかった．

　8．7における試料の血漿を生理的食塩水で置換し

て，P50とnを測定した．三種赤血球の混合直後およ

び2日後において，P50とnは共に，ほぼ正常Hbの

値と一致した．7と考え合わせると，正常血漿中には

個々の赤血球内容間の酸化還元を仲介する物質が存在

するものを考えられる．

　9．8の生理的食塩水に乳酸，アスコルビン酸およ

び還元グルタチオンをそれぞれ血中正常値の約2倍量

添加して，同様の方法にてP50とnを測定した．いず

れの場合も，P50は混合直後よりいく分低下していた．

nに関してはアスコルビン酸添加は2日間に著明な変

化をもたらしていたが，乳酸および還元グルタチオン

の特別の効果は認められなかった．

　10．Hbの酸化還元に伴なう酸素平衡に関する，ヘ

ムヘム相互作用と酸素親和性の変化は必ずしも平行し

てなかった．

　11．先天性Met－Hb血症の示す酸素解離曲線につ

いて考察した．

稿を終るに臨み，終始御懇篤なる御指導，御鞭撞を載きかつ御

校閲を賜りました恩師斎藤幸一郎教授に深く謝意を表します。さ

らに有益なる御助言と御協力を戴いた本田助教授，高野講師およ

び第一生理学教室員諸兄に感謝致します。
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                                Abstract

  Bovine hemoglobin was partially or completely oxidized to methemoglobin by
adding sodium nitrite to whole blood or to laked blood.
  Using the methemoglobin solution thus obtained, oxydation-reduction reaction in

the relationship to reduced hemoglobin, the inhibitory effect of sodium fluoride on

reducingm ethemoglobin, and oxygen equilibria were studied.

  The results obtained were as folblows; L
  1) Methemoglobin produced by adding nitrite was gradually reduced in the
whole blood, but further oxidized in the laked blood in course of time.

  2) Oxyhemoglobin was more resistant to oxidation than reduced hemoglobin in
the laked blood, but this was not always the case with the whole blood.

  3) Hemoglobin concentration showed no influence on the rate of methemoglobin
formation in the Iaked blood.

  4) The reduction of methemoglobin to hemoglobin in the whole blood was comp-
letely inhibited by sodium fluoride amounting 3 mg per ml blood.

  5) One mol nitrite was found to form 1.14±O.24 M methemoglobin in the whole
blood.

  6) Studies on oxygen equilibria of partial!y oxidized hemoglobin in the whole
blood showed that increasing the degree of oxidation resulted in an elevation of
oxygen affinity and decreasing heme-heme interaction when evaluated at constant
pH 7.4.
  7) Normal and completely oxidized hemoglobin solutions were quickly mixed.
The oxygen equilibria of this mixture also exhibited an elevation of oxygen affi-
nity and decreasing heme-heme interaction as the degree of oxydation increased.

  8) Mixtures prepared by quikly mixing normal and completely oxidized hemog-



lobin of the whole blood showed a normal feature of the oxygen dissociation curve.

However, it gradually altered as time elapsed, i. e. oxygen affinity increased though

heme-heme interaction remained normal.

  9) On the other hand, in the mixtures from normal and completely oxidized
hemoglobin, which are contained in erythrocytes suspented in the saline, the oxygen

dissociation curve remained normal with the lapse of time.

  10) Effect of lactic acid, ascorbic asid and reduced glutathione on oxydation-
reduction reaction was studied in the erythrocyte suspension decribed in the pre-

ceding item. All the chemicals studied showed a certain degree of increasing
oxygen affinity, and heme-heme interaction was remarkably decreased by ascorbic

asid alone. ･  11) In the study of oxygen equilibria of the methemoglobin-containing blood,
a parallel was not always seen in changes between heme-heme interaction and
oxygen affinity.




