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本論文の要旨は1967年9．月に第13回生理学中部談話会において発表した．

　血液の緩衝能は体液の酸塩基平衡の維持に重要な働

きを演じているが，血液の緩衝能の重要な部分は赤血

球のそれで占められる．ことにCO2の変動に原因す

るいわゆる呼吸性酸塩基平衡異常に対しては重炭酸緩

衝系の緩衝能はさほどの効果を発揮し得ないから，こ

の際の血色素緩衝系の重要性は相対的には一層増大す

る．

　生理的状態にある赤血球を構成する緩衝物質として

血色素の外に重炭酸系，諸種の有機性燐酸エステル，

細胞基質としての蛋白質等が考えられるが主要なもの

は前2者である．

　血色素や赤血球または全血についてその緩衝能を測

定した研究は表5にまとめたように，少なくない．古

くはVan　Slykeら1）がウマの結晶血色素の水溶液

を強酸または強アルカリで滴定し，その滴定曲線よ

り02HbおよびHbの分子緩衝価を求め，それぞれ

2．64，2．45mM／1．　pHと報告している．

　その後血色素，赤血球等について同様の実験が行な

われているが，その試料の前処置ことに重炭酸含有の

有無，滴定に用いる酸の種類，重炭酸系をふくむ場合

には，滴定時のCO2脱出に対する配慮の有無等，実

験条件が異なるためその成績も当然一致しないがそれ

ぞれ意義が認められる．

　最近では多くの成書において02HbおよびHbの

分子緩衝価を約3．OmEq／乙pHとしている．（Daven－

port　2），　Pitts　3），　Woodbury　4），　Neilら5）），そして

血色素は重炭酸系と全く独立に緩衝能を発揮するもの

として取り扱われてきた．

　しかるに近年Roughtonら6）は興味ある実験所見

を短報で報告している．それによると，CO2の共存

しない条件の下では02HbとHbの滴定曲線は，先

人の所見の通り，生理的pH領域では，平行する直線

とみなし得る．両曲線の間のひらきは02HbがHb

より，より強い酸であることを示している．

　しかし血液のようにCO2が共存する場合には事情

が異なることを指摘した．すなわち02HbとHbは

共にCO2の存在下では，その分子間の特定のNH2

基がCO2と結合してcarbamino酸基となり，これ

が酸として解離するたあpHの増加するに従って，滴

定曲線は急上昇する．かつ，Pco250　mmHgの下で

はpHの増加と共に両曲線は接近し，　pH　7．45で交

叉し，これよりpHの高い領域ではHbが02Hbよ

り強い酸となるためHbの滴定曲線は02Hbの滴定

曲線より高い位置をとるという．

　その後の実験所見に関してはRoughton　7）8）が綜説

を発表し，最近Roughtonら9）は理論的検討を試み

ている．

　これらのRou　ghtonの所見は従来行なわれている

「血液中の02Hbのdeoxygenationによる弱酸化が

CO2の収容による血液のpH低下を緩衝する』とい

う定説の再検討を要請するものと考えられる．

　著者はなるべく自然の状態に近いHb溶液として溶

血した赤血球を試料としてRoughtonらの実験を追

試した．すなわち試料のHbの酸素化および還元し

たものについて，そのPco2を0，38，50　mmHgに

調製し，つつ，強アルカリを以って滴定し，滴定曲線を

作製した．その結果，Roughtonらの所見を追証する

成績を得たので，Hbをmethemoglobin化したり
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COと結合させた場合の所見とあわせてここに報告す

る．

実　験　方　法

1．赤血球の脱CO2の操作

　ヘパリンを3000unit／1の濃度で加えたウシ血液を

15。～20。Cの室温において，3000r．pm．（半径14cm）

で30分聞遠心し，赤血球を血漿から分離した．その血

球にM／5酷酸とM／5酷酸ソーダを1．9対18．1の

比に混合したpH　5．7の酪酸緩衝液と生食水を等量に

加えた混合液を等量加え，静かに混合した．この混合

液を3～5分間遠心し，酷酸緩衝液と生食水の混合液

を取り除いた．この操作を2～3回繰り返した．その

後その赤血球をさらに，生食水で同様に3回ほど遠心

分離をくりかえしてこれを洗継し，CO2　freeの赤血

球を得た．

　このように悲酸緩衝液と生食水で処理した赤血球は

CO2を殆んど含まないことを，　Van　Slyke　and　Neil

の測圧式血液ガス分析器により確かめた．

　また，最後に赤血球を高速冷凍遠心機にかけ，10，

000r．p．m．3～5分間，遠心分離を行ない，余分の水

分を取り除いた．

　すべての実験は採血後冷蔵庫保存5日以内の血液に

ついて行なわれた．

工1．滴定曲線の作製

　1．CO2の共存しない場合

　　1）02Hbを含む赤血球内容の滴定曲線

　その赤血球内容をあらかじめ充分酸素化し，これを

5～6本の試験管に一定量（3～5cc）ずつ取り，こ

れらに約2NのNaOHを色々の量だけ加え，10％

saponin溶液を少量加えて溶血させ，水を加えてHb

濃度を一定に調製した。これら5～6本の試料につい

て37。CにおけるpHを測定し，これと加えたNaOH

量の関係，すなわち滴定曲線を求めた．

　　2）Hbを含む赤血球内容の滴定曲線

　図1に示すような37。Cの恒温槽内で5～6本の約

20cc容量のトノメーターにCO2　freeの試料をそれ

ぞれ2cc程注入し，約1時間，振盈しながら，　N2ガ

スを流して，試料のHbを完全にdeoxygenateさ

せた．平衡後その試料をトノメーターから5cc注射

器に気密下に取り出し，saponin　10％水溶液を少量

加えて溶血させて，直ちに37。CでpH測定を行な

った．上述の02Hbと同様にpHと加えたNaOH
量の関係，すなわち滴定曲線を求めた．

　2．Pco2＝38と50　mmHgの場合

　Pco2－38と50　mmH：g前後のときの赤血球内容につ

いて，次のようにして，02HbとHbの滴定曲線を

求めた．

　2個のビニールバックに02Hb用に空気，　Hb用

にN2ガスをガスメーターを通して100～150Z正確

に測定して取り，これにCO2を加えてScholander

ガス分析器で検定ししつつPco2＝38と50　mmHg前

後に調製した．赤血球内容を，Pco2一・38と50　mmHg

のときに生理的pH領域になるように約2NのNa

OHを色々の量だけ加え，10％saponin水溶液を少

量加えて溶血させ，水を加えてHb濃度を一回目し

て，調製した．

　Pco2＝38と50　mmHgに調製した空気またはN2ガ

スを37。Cのトノメーター内で，30分～1時間流し

て，試料を完全にoxygenateまたはdeoxygenate

した．平衡後その試料をトノメーターから注射器に気

密下に取り出し，saponin　10％水溶液を少量加え溶

血させて，直ちに37。CでpH測定を行なった．　CO2

の共存しないときの実験と同様に，pHと加えたNa・

OH量の関係，すなわち滴定曲線を求めた．

　3．HbをCO－Hbとした赤血球内容の滴定曲線

　都市ガスをNaOH溶液に通してCO2を除去し，

これを既知量のNaOHを加えてpHを異にした5

本の試料に，1～3分間通じて，そのHbを完全に

carboxyhemoglobinとした，37。CにおけるpHを

測定し，CO2の共存しない場合のCO－Hb含有試料

の滴定曲線を求めた．

次にこのCO－Hb含有試料を37。Cの恒温槽中の

トノメーター内で，Pco2二50　mmHgのCO2とPco

lmmHgのCOを含むN2ガスと30分～1時間平衡
させた．その試料を37。CでpHを測定，　Pco2二50

mmHgのCO－H：b含有赤血球内容の滴定曲線を求め

た．

　4．Hbをmethemoglobin化した赤血球内容の

滴定曲線

　Hbの2価鉄が当量のK3F。（CN）6と反応すること

に基づき，試料のHbを完全にメト化するのに必要な

K3F。（CN）とsaponin粉末を赤血球に加えて，完全

にメト化した．

　なおこの赤血球内容はそのHbをメト化すると粘稠

性を増し，実験操作に困難をきたすので，止むを得

ず，試料をいくちか稀釈して実験に供した．

　また，試料のHbが完全にメト化していることは，

HitachiのPhotoelectric　spectrophotometer（630

mμ）でEvelyn－Malloyの方法10）11）により確かめ

た．

　こうしてHbをmethemoglobinにした試料を約
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　　　　　　　　　　　図　1－1

図1－1は上から見た図，図1－2は横から見た図を示す．
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2NのNaOHで滴定しつつpH：を測定し，　CO2の

共存しない場合の滴定曲線を求めた．

　また，酸素化した赤血球内容を用いた場合と同様

に，試料をPco2＝・50mmHgに調製した空気と37。C

のトノメーター内で30分～1時間平衡させ，37。Cで

pHを測定，　Pco2＝50　mmHgの滴定曲線を求めた．

皿．測　　定

　1．pH測定
　当教室作製の管型ガラス電極12）とpH：meter　model

P（H：oriba　Instruments　Inc．）を組合わせて，37。C

の油恒温槽中で測定した．

　pH測定calibration用には，37。CでpH　7．385

のリン酸緩衝液とpH　6．84のBeckman規準液を

使用した．

　2．Hb濃度測定

　Cyanmethemoglobin法により，　Hitachiの光電比

色計（530mμ）を使用した，

　3．赤血球内容の水分含有量測定

　乾燥法により，乾燥前後の重量差（g）を容積（CC）

で割った値（g／CC）として求めた．

　以下測定値を統計学的に処理して得られた平均値を

薫，これに附随する標準誤差をSE，測定値に附随す

る標準偏差をSD，　nを試料数とする．

実　験　成　績

1．02HbおよびHbを含む赤血球内容の滴定曲線

　1．CO2の共存しない場合

02HbおよびHbを含む赤血球内容の滴定曲線の
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3例の実験成績を図2，3，4に示した．これらの図

にみられるようにCO2の共存しない場合における

02HbおよびHbを含む赤血球内容の滴定曲線1，

∬は生理的的pH領域では，直線とみなし得るから，

そのpH軸に対する傾斜より分子緩衝価（ヘモグロビ

ン1M当りの緩衝価を意味する）を求めた．表1

は23～24例について得られた実験成績であって，こ

こに示されるように，02Hbを含む赤血球内容の分

子緩衝価の平均値は，2．39mM／乙pH（n＝24，　SE二

〇．049，SD＝0．242）となり，赤血球の単位水分含有

量当りの値は3．20mM／乙H20．　pHとなった．

　また，H：bを含む．赤血球丙容め分子緩衝価は2．42

mM／1．一pH：（n＝・23，　SE＝0．045，　SD』0．216）で，

赤血球の単位水分含有量当りの値は3．22mM／1．　H2

0．pHとなった．

　2．Pco2＝38と50　mmHgの場合

　図2，3，4に示すようなPco2＝38と50　mmHgの

ようにPco2の高い場合には，02HbおよびHbの

滴定曲線1”，皿”はpHの増大と共に接近し，大
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表1　02Hb及びHbを含む赤血球内容
　　　の分子緩衝価（mM／1．　pH）
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多数の例では遂に交叉するに至る．それ以後はHb曲

線が02Hb曲線よりも上位を占める．すなわち02

Hbより強い酸として振舞iう．

　実験17壷中，Pco2＝38　mmHg，　pH　7．5～8．0で6

例において，両曲線が交叉し，1例については交叉し

なかった．また，Pco2＝50　mmHgでは，8例が交叉

し，2例が交叉しなかった．

　図2，3，4に示された破線1’，皿’はPco2が

38または50mmHgに高あられた場合，赤血球内容

に生ずるHCO3一の濃度をHenderson－Hasselbalch

の式によりPco2とpHの値から算出し，これを

Pco2＝・0なる場合の02HbおよびHbの滴定曲線

1，五の上に上積みしたものである．この計算に用い

られたpK1’は前報13）で得た6．15を用いた．

　CO2の共存する場合にも　02HbとHbがPco2＝

0の場合と同様の多価の弱酸として振舞iうならばCO2

存在下の赤血球内容の滴定曲線は1’，11’となる筈で

ある．しかるに，実測の滴定曲線1”，皿”と工’，

E’の間に明らかなひらきを生じるのはCO2の存在

により02Hb，　Hbは共により強い酸に変化すること

を意味している．CO2の存在下に認められる02Hb

とHbの強酸化の本態に関してここで論ずることはで

きないが，著者の所見はRoughtonの実験所見と一

致するから，彼らにならってCO2とHbまたは02－

Hbの間にcarbamino化合物が形成される結果と一

応考え，曲線1’，皿’と1”，皿”の間の垂直の距

離が形成されたcarbamine酸の中和に要したbase

の量と理解する．CO2共存下における02HbとHb

の強酸化（carbamino化合物生成）はpHが大きく

なるほど顕著であり，また02HbよりHbにおい

て，より顕著であることは，図2，3，4からも明ら

かである．また表2では12例の実験で02Hbおよび

HbのpH　7．5，7．6，7．7，7．8，7．9におけるCO2

存在による強酸化がとりまとめて示されている．02－

HbとHbの強酸化の程度にはすべてのpHにおい
て有意の差（1％の危険率）が認められる．

皿。CO－Hbを含む赤血球内容の滴定曲線

　1．Pco2＝0の場合

　CO－Hbを含む赤血球内容のCO2の存在しない場

合の滴定曲線は図5の■印のように表わされた．CO－

Hbを含む赤血球内容の分子緩衝価は02Hbおよび

Hbを含む赤血球内容のそれと，殆んど変りなかっ
た．

　2．Pco2＝50　mmHgの場合

　Pco2－50mmHgの場合におけるCO－Hbを含む赤

血球内容の滴定曲線は図5の▲印に示されるように，
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i表2　Pco2＝38と50　mm　Hg，　pH　7．5～7．9のときのR（deoxygenated　Hb）と0

　　　　（oxygenated　Hb）を含む赤血球内容のcarbamine酸の中和に要した

　　　　　　　　　　　　　baseの量mM／1．　mM〔Hb）

pH

7．5

7．6

7．7

7．8

7．9

No．

Hb

R

0

R

0

R

0

R

0

R

0

・12 13i4151617 8 1g11・1・・112

carbamine酸の中和に要したbaseの量mM／1．mM〔Hb〕

0．6

0．7

1．0

0．9

1．4

1．2

1．9

1．6

2．6

2．2

0．55

0．6

0．85

0．75

1．45

1．1

2．0

1．8

2．8

2．6

0．35

0

0．5

0．1

0．7

0．3

1．2

0．7

1．1

0．7

1．5

0．8

1．9

1．2

2．3

1．6

2．9

2．3

2．3

2．1

2．4

2．3

2．6

2．5

2．8

2．7

3．1

3．0

0．4

0．2

0．5

0．3

1．9，

1．5

2．4

1．9

0．55

0．3

0．7

0．5

1．2

0．8

2．9

2．4

3．4

2．9

4．1

3．5

1．0

0．8

1．4

1．1

1．7

1．4

2．2

1．8

2．6

2．1

0．3

0．2

0．4

0．2

0．5

0．3

0．7

0．3

0．9

0．4

1．4

0．8

1．7

1．2

2．2

1．7

2．8

2．2

3．5

2．8

0．4

0．3

0．7

0．4

1．0

0．5

1．4

0．7

1．9

1．0

1．0

0，8

1．4

1．1

1．7

1．4

2．1

1．7

2．6

2，2

一
X

1．0

0．8

1．3

0，9

・1．5

1．2

1．9

1．4

2，5

2，0

02Hbを含む赤血球内容の滴定曲線と同じようであっ

た．この図より，また，CO－Hbとした赤血球内容の

carbamine酸の中和に要したbaseの量は02Hbの

それとほぼ同じ量と考えられる．

皿．methemoblobin　lを含む赤血球内容の滴定曲線

　1．CO2の共存しない場合

む赤血球内容の滴定曲線は図7，8の×印のように表

わされた．この図の破線1’は図2，3，4と同様に

してPco2＝50　mmHgめとき，赤血球内容に生ずる

HCOゴの濃度を算出し，’滴定曲線1に上積みしたも

．こので1ある，一一一一一一…二一一一　一一一

一ま．な表4では6例の実寸でmethemoglobinとH：b

を含む赤血球内容：の．一．pH　7．4，7．5，7．6，7．7，7．8

冨におけ一るCO2存在による強酸化（carbamino化合

物生成）がとりまとめて示されている．

　MethemoglobinとHbの強酸化の程度は，すべて

図6　CO2の共存しないときのmethemoglobinを含
　　む赤血球内容の滴定曲線

　Methemoglob　inを含む赤血球内容の滴定曲線は図名3

6，7，8の1に示されるように，02HbおよびHb　　2

の場合と同様に生理的pH領域では直線とみなし得　厳1

る．その分子緩衝価は表3に示されるように，平均
すると2．67mM／乙，H（・一11，　SE一・．・9q　SD－6・76・86・97・07・17・27・37・47・57・67・77’ P”98’0

0．298）となった．これと02HbおよびHbを含む

赤血球内容の牙子緩衝価2．39と2．42mM／1．　pHと

一高孝欄られなかった・　　図7満餓辮膿，温翻謬縣
　2・Pco2＝50　mmHgの場合　　　　　　　　　　　　血球内容の滴定曲線

　Pco2轟50　mm耳gになると，　methemoglobinを含
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ig
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・／
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図8　Methemoglobinを含む赤血i球内容の滴定曲線：

　　Hb量14．OmM／’，1はCO2の共存しないときの

　　滴定曲線，1’は1にPco2瓢50　mmHgのときの
　　HCOゴの濃度を上積みした滴定曲線，×はPco2

　　＝50mmHgのときの実測値
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表3　Methemoglobinを含む赤血球内容の
　　　　分子緩衝価（mM／1．　pH）

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

文

SE

SD

Hb濃度

mM／1

9．22

14．09

14．09

9．49

14．03

14．03

16．81

16．81

12．44

9．87

10．68

12．87

0．790

2．619

met化した赤血球内容の
　　buffer　value
〔met－HbkHb〕〕mM／1．　pH

3．06

2．23

2．34

3．17

2．85

2．40

2．67

2．43

2．94

2，49

2，75

2，67

0．090

0．298

表4　Pco2＝38と50　mm　Hg，　pH　7．4～7．8のときのMet（methemoglobin）と

　R（deoxygenated　Hb）を含む赤血球内容のcarbamine酸の中和に要した
　　　　　　　　　　　　baseの量h1M／1．　H20颯M〔Hb〕

No． 1 2 3 4 5 6

pH Hb lca・b・mi・・酸の中和漏したb・・eの量mM／1・H・・mM〔Hb〕マ

7，4

7．5

7，6

7．7

’7．8

Met

R

1．2

Met

R

Met

R

Met

R

Met

R

0．8

1．6

1．1

2．0

1．4

2．6

1．7

3．2

2．1

0．5

0．2

0．8

0．5

1．2

0．8

1．5

1．2

1．9

1．6

’0．8

0．2

0．8

0．3

0，9

0．4

1．0

0．5

1．4

0．7

3，0

1．0

3．5

1．5

4．2

1．8

5．0

2．2

5．8

2．7

1．1

0．8

1．7

1．3

2．4

1．7

3．4

2．2

4．8

2．8

1．3

0．2

1．8

0．4

2．6

0．7

3．5

1．0

4，6

1．5

1．3

0．5

1．7

0．9

2．2

1．1

2，9

1．5

3．6

1．9

のpHにおいて，　Hbよりも血ethemo910binでよ

り著明で，有意の差が認められる．

　図9のように，carbamine酸の中和に要したbase

の量は，me伽emoglobin，　Hb，02Hbの順であっ

た．　　　　　　　　　　　　　，

考 察

　血液の酸塩基平衡において赤血球の果す役割は極め

て大きい．したがって，従来，赤血球や血色素の緩衝

能を測定した研究は少なくない．表5はこれらの成績

と著者の成績を取りまとめたものである．

　ここにみられるように，試料として各種動物の血色
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図9　02Hb（×），　Hb（●），Met－Hb（○）を

　　含む赤血球内容のPco2＝50　mmHgにおけ

　　るcarbamine酸の中和に要したbaseの
　　量mEq／1．　H20．mM〔Hb〕

7

6

5
　
　
　
　
　
4
　
　
　
　
　
3
　
　
　
　
　
2

〔
ρ
＝
〕
芝
∈
・
o
・
ミ
器
論
で
§
邸
σ
鴇

1

o

6

o　　●　o

　　　　o
　　　　　　　　　　．　．X　　　oo

・　　　£～♪，・轡．罵

　　隻冨。’・メ磁x隻9．．κ蛋●

　　　減　　　　　　　●

o

　　　　　　　●
　　　●　　　　o
　　　　　　　●o
　　●　　。ど　o　　x　　　冨

　o　　　　　　　　　　　　　　・

●　　x

o

轟

6．86．9　7．07．1　7．2　7．3　7．4　7。5　76　7．7　7．8　7．98．O

　　　　　　　　　　　　　　　　pH

素，赤血球が用いられ，その実験条件，測定法もまち

まちである．したがって得られたHblmM当りの

緩衝価（分子緩衝価と仮に呼ぶ）もまちまちであるボ

ここに血色素1分子は習慣上Fe　1原子を含むもので

あることはいうもでもない．

1．強酸または強アルカリおよびCO2滴定法による

　分子緩衝国

　1．Hb結晶の滴定曲線

　Van　Slykeら1）はウマのHb結晶で，　Hhと酸

素化の程度とHbに結合した塩基の量との関係を次

のようにあらわした．

Hb〔BHb〕＝βo〔02Hb〕〔pH－a〕十βR〔HbR〕〔pH－b〕

＝2．64〔02Hb〕〔pH－6．59〕＋2．45〔HbR〕〔pH－6。80〕

　ここで〔BHb〕はHbと結合した総塩基，2．64と

2，45は02HbとHbの分子緩衝価で，6．59と6．80

は定数である．

　Hastingら14）はVan　Slykeら1）と伺様，ウ’マと

イヌの不活性Hb結晶でCO2の方法により，分子緩

衝価を求めた．pHはHenderson－Hasselbalchの

式より算出した．表5はpH　7．3のとぎの分子緩衝

価を示した．

　Stadieら15）16）はウマのHb結晶で，・強酸とCO2に

よる滴定法とで，分子緩衝価を求めて比較している．

　　　　　表5　02HbとHbの滴定曲線による分子緩衝価（mM／1．　pH）
但し，河野，西田の値では，全血及び赤血球Hb量を9．3，20　mM／1として算出した．

実　　験　　者　　名

Van　Slyke　et　a1．（1922）1）

Hasting　et　al．（1924）14）

Hasting　et　a1．（1924）14）

Stadie　et　al．　　（1931）15）

German　et　a1．（1937）17）

Stadie　et　a1．　　（1937）16）

Stadie　et　al．　　（1931）15）

Stadie　et　a1．　　（1937）16）

Stadie　et　a1．　　（1937）16）

Adair　　　　　（1925）18）

Van　Slyke　et　a1．（1923）19）

Dill　eta1　　　（1937）20）

西田（1957）21）
西田（1957）21）
著　者　の　実　験　成　績

Van　Slyke　et　al．（1933）22）

河野（1934）23）

動物名 材　　料

晶
晶
晶
晶
晶
晶
晶
液
液
液
球
球
容
容
容

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
内
内
内

結
結
結
結
結
結
結
溶
溶
溶
血
血
球
球
球

b
b
b
b
b
b
b
b
b
b
　
　
血
血
血

H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
赤
赤
赤
赤
赤

マ
マ
ヌ
マ
マ
マ
マ
シ

ウ
ウ
イ
ウ
ウ
ウ
ウ
ウ

シ
ト
マ
ト
ト
ギ
シ

　
　
　
　
　
サ

ウ
ヒ
ウ
ヒ
ヒ
ウ
ウ

全
全
ヌ
マ
イ
ウ

血
血

滴　　定　　法

強酸又は強アルカリ

強酸又は強アルカリ

強酸又は強アルカリ

　強　　酸（HCl）

強酸又は強アルカリ

強酸又は強アルカリ

　　　CO2
　強　酸（HC1）

　　　CO2
強酸又は強アルカリ

　　　qo2
　　　CO2
強酸又は強アルカリ

強酸又は強アルカリ

強アルカリ（NaOH）

　　　CO2
強酸又は強アルカリ

　除
HCO3一
処　理

）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）
）

＋
＋
＋
＋
＋
＋
［
＋
一
＋
一
7
一
一
＋

（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（

）
）
［
一

（
（

Hb量
mM／1

6．92～8．87

　5．19

　4．3

4．94～5．92

　3．11

　10，1

　6．26

　10，1

　10．1

　18，9

　5，53

　19．6

　（20）

　（20）

　16．87

7．20～10．0

　（9．3）

分子緩衝即

02Hb

2．64

2，7

2．4

Hb

約

2．41

2．47

3．6

3．425

　2．45

　2．6

　2．0

　2．46

3，0

　2．70

　2．44

2．37

2．29

2．31

3．35

3，125，

　（3．08）

　（3．80）

2．39　　　　2．42

2，70’

（2．28）

2．54
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　Germanら17）はガラス電極を用いて，　CO2　free

で，25。Cのとき，ウマのHb結晶で，02HbとHb

の滴定曲線をpH　4．3～9．5の領域で求あている．両

曲線を数式で示すと

　　〔02Hb〕mEq＝βo〔02Hb〕mM（pH－pIo）

　　〔Hb〕mEq二βr〔Hb〕mM（pH－pIr）

　〔　〕mEqは負荷電の濃度，〔　〕mMは総濃度，

βoもβrも2．8～3．1となる．pIoとpIrはそれぞ

れ6．6，6．8とすることができる．

　2．Hb溶液の滴定曲線

　Adair　18）はヒトのHb溶液で脱HCO3一処理を

行ない，NaOH滴定法で，分子緩衝価を求めている．

　Stadieら16）はウシのHb溶液でHCIとCO2に

よる滴定法とで，分子緩衝価を求めている．CO2滴

定法とHC1滴定法とで分子緩衝価はほぼ一致し，

CO2滴定法ではcarbamateがCO2と結合して存在

することを確かめた．

　3．赤血球の滴定曲線

　Van　Slykeら19）はウ』マの赤血球で，　CO2滴定法

により，02HbとHbの分子緩衝価を求め，それぞ

れ，3．6と3．35mM／乙pHであった．　Van　Slyke

ら1）のウマHb結晶の分子緩衝価2．6と2．45mM／

乙pHよりも緩衝価が大きいのは，結合リン酸のよう

な，他の非拡散性物質によるものだと述べている．

　Di11ら20）はヒトの赤血球で，　co2滴定法により

滴定曲線を求めている．02Hb滴定曲線より

　　BPc＝02Hb〔一〇．5（pHc）2十10．625pHc－48．46〕

また，Hb滴定曲線より

　　BPc講Hb〔一〇．24（pHc）2十6．207pHc－31．97〕

という式が成り立つとしている．

　BPcはHbおよび他の赤血球非拡散性物質に結合

した塩基の量でmEqで表わされる．

　ここではpHが7．20のときの分子緩衝価を表5

に示した．

　西田21）はヒトとウサギの赤血球内容について，除

HCO3『処理を行なわないで，流動パラフィン下で，

強酸または強アルカリ滴定法より，緩衝価を求めてい

る．

　4．全血の滴定曲線

　Van　Slykeら22）はCO2滴定法で，イヌの全血で

02HbとHbの分子緩衝価を求め，イヌの全血の緩

衝価はウマの全血のそれよりも少ないと報告してい

る．また，ウマとイヌの全血の緩衝価の差はそれらの

Hbの緩衝価の差と近似しているという．なお，緩衝

価を一d〔BHCO3一〕b／dpHであらわし，〔HCO3一り

は〔CO2〕Tと〔CO2〕との差としでいる，

川

　河野23）はウマの全血で，ガラス電極を用いて強酸

または強アルカリ滴定法で，流動パラフィン下で緩衝

価を求めた．血漿の緩衝価と算出した赤血球の緩衝価

を比較している．

　従来の成績をみると，結晶（Van　Slykeら1），

Hastingら14），　Stadieら15）16），　Germanら17）），

Hb水溶液（Stadieら16），　Adair　18））の分子緩衝価

は赤血球（Van　Slykeら19），　Dillら20），西田21））

のそれに比して小さい傾向が認められ，この差は，

Van　Slykeら19）やDi11ら20）が非拡散性物質に

よるというように，赤血球Hb以外の構成成分の緩衝

価に基因するものと考える向きもあるが，著者は重炭

酸イオンを完全に除去した赤血球を強塩基で滴定した

場合には表1のように02HbとH：bを含む分子緩衝

価はそれぞれ，2．39および2．42mM／1．　pHで，結

晶Hbのそれと殆んど差を認めなかった．

　したがって，CO2　freeの赤血球の緩衝能はその殆

んどすべてが血色素の緩衝能に依存するものと考えら

れる．一方従来赤血球で得られた大きな緩衝価（Van

Slykeら19），　Dillら20），西田21））はこれに含まれ

る重炭酸緩衝系に原因するものと推定される．この表

5の赤血球の成績にみられるとおり，生理的状態にあ

る赤血球では緩衝物質としてHbの外にHCO3『を

多量に含有するからこれを無視することはできない．

この除HCO3『処理を行なっていない赤血球はHb

単独の緩衝能よりははるかに大きい緩衝能を示して

いる．

　CO2による滴定と強酸・強塩基による滴定の成績

（Stadieら15）16））は重炭酸塩をあらかじめ除去された

Hb溶液については差を認めない．この所見は一見著

者の所見（例えば図2，3，4の所見）と矛盾するよ

うに思われるが，CO2による滴定の場合には，試料

のPco2の上昇に伴いHbのcarbamino化合物形

成が増大する．反面pHの低下に伴いcarbamino化

合物の形成は減少し，両者の効果が相殺して，Pco2

の変動によるcarbamino化合物の量に著変を生じな

いものと考えられる．

II．　Pco2＝38および50　mmHgのときの滴定曲線

　次に滴定に用いる試料のPco2二38または50　mm

Hgの水準にほぼ一定に保った場合，得られる滴定曲

線は図2，3，4の1”，皿”のようになり，pHの

高い領域では両者は一般に交叉する．これらの所見は

Roughtonらの得た成績と定性的に一致した．

　CO2共存下の試料においてもHbや02HbがCO2

freeの場合と同様の多価弱酸として滴定に反応する

ものとすれば，CO2共存下の試料の滴定曲線は1’，
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皿’となる筈である．　これらの予測曲線と実測曲線

1”，皿”の間に明らかなひらきを生じたのは02Hb

やHbがCO2の存在下ではより強い酸に変化し，

したがってその中和により多くの塩基を要したことを

意味している．この強酸化はRoughtonらのいうよ

うにHbのN．H2基がCO2と結合してcarbamine

酸塩基を生じたためであろう．元来02HbはHbに

比してより強い酸として振舞iい，これは02HbとHb

の滴定曲線の上下のへだたりで示されるが，このへだ

たりはCO2の共存によって減少し，　pHの高い領域

ではその位置が逆転する．この事実はCO2共存下に

おけるHbの強酸化の程度は表2，図9のように，

02Hbの強酸化より強いこと（Fergusonら24）25），

Stadie　16），　Wyman　26），蓑口27）を意味し，またpH

の高い領域ではH：bが02Hbより強い酸となること

（Roughton　6）8）9））を物語るものである．

　成書では組織毛細血管がCO2を収容する際に生ず

る血液の酸性化が02Hbの還元による弱酸化によっ

て大いに消却されると述べているが，この説明には無

CO2状態における02HbとHbの酸としての強さ
の差すなわち滴定曲線のひらきを論拠としている．し

かし生体内ではほぼ40～45mmHgのPco2が維持さ

れているから，このような環境下では02HbとHb

の酸としての強さの差すなわち滴定曲線のひらきの差

は決して大きくない．したがってこの説明の論拠は薄

弱となる28）．

皿．COを含む赤血球内容の滴定曲線

　Stadieら15）は，　CO2滴定法とHC1滴定法とで，

CO－Hbの分子緩衝価はほぼ一致したという所見を報

告してい．る．著者の実験でも，赤血球をCOと接触

させてそのHbをCO－H：bとして，上と同様無CO2

状態およびPco250　mmHgの下で滴定曲線を求めた

結果は図5のように，02Hbの場合と全く同一であっ

た．

IV．　methemoglob　inを含む赤血球内容の滴定曲線

　H：bを酸化してmethemoglobinとした場合無CO2

状態における滴定曲線のslope　2．67mM／1．　pH（n＝

1L　SE＝0．090，　SD＝0．298）には02HbやHbの

分子緩衝価2．39と2．42mM／1．　pHとの間に有意の

差を説明し得ないが，CO2共存下における強酸化の

度合には，表．4，図9のように02HbやHbのそれ
と比較して大きく，有意の差を認めた．（蓑口27））

　その理由は明らかではないが，hemeのFe＋＋の酸

化によってHb分子内の一NH3＋の解離が促進され

るか，或いはcarbamino化合物生成が促進されるの

かも知れない。

総 括

　ウシの溶血した赤血球を試料としてRoughtonら

の実験を追試した，試料のHbの酸素化および還元

したものについてそのPco2を0，38，50　mmHgに

調製しつつ，強アルカリで滴定し，滴定曲線を作製し

た，その結果，Rou　ghtonらの所見を追証する成績を

得た．また，methemoglobin或いは一酸化炭素he－

moglobinを含む赤血球内容の滴定曲線を上と同様の

方法で作製した、

　1．重炭酸イオンを完全に除去した赤血球のヘモグ

ロビンの分子緩衝価は結晶Hbのそれと殆んど差を

認めなかった．02HbおよびHbを含む赤血球内容

の分子緩衝価は2．39と2．42mM／乙pHとなった．

　2．Pco2＝38と50　mmHgで02HbとHbを含
む赤血球内容の滴定曲線はpH増大と共に急激に増大

し，かつ次第に接近し，pH　7．5～8．0で交叉し，そ

れ以後はHb曲線が02Hb曲線よりも上位を占め

る．すなわち，Hbが02Hbよりも強い酸として振

舞う．

　3．CO2の存在しない場合，　CO－Hbおよびme・

themoglobinを含む赤血球内容の分子緩衝価は02・

HbやHbを含む赤血球内容のそれと有意の差を認

めないが，CO2共存下で強酸化の度合を比較すると，

methemoglob　inを含む赤血球内容が02HbやHb

のそれよりも大きく，CO－Hb含有赤血球内容の強酸

化の度合は02Hbの場合と同一であった．

　稿を終るに当り，御指導と御校閲を賜わった恩師斎藤幸一郎教

　授並びに佐川一郎教授に心から感謝します．さらに有益なる御助

　言と御協力をいただいた本田良行助教授，高野成子博士，安田実

　博土および第一生理学教室員諸氏に感謝いたします．

文 献

1）Van　Slyke，　1）．　D．，　皿asting，　A．　B．，

Heidelberger，：M．＆Nei1，」．　M．3　J・BioL

Chem，，54，481（1922）。　　　　2）Davenport，

H．W．＝The　ABC　of　Acid－base　Chemistry，

4th　ed．，　p．43，　Chicago，　The　University　of

Chicago　Press，1963．　　　　3）Pitts，　R．　F．3

Physiology　of　the　Kidney　and　Body　Fluids，

p．152，Chicago，　Year　Book　Medical　Publi・

shers　Incorporated　1963．　　4）Woodbury，

F．W．：Physiolgy　and　Biophysics，　Ruch，

T．C．＆Patton，　H，　D．（Ed．），9th　ed．，　P．901，

Philadelphia　and　London，　W．　B，　Saunders

Co．，　1965．　　　　　5）　K：eele，　C．　A．。　＆　Nei1，　】巨】・　：



Samson Wright's Applied Physiology, IIth

ed., p. 170, Oxford, Oxford University Press,

1965. 6) Rossi, L. & Roughton, E J.
W.: Boll, Soc. Ital. Biol. Sper., 38, 1677

(1962). 7) Roughton, F. J. W.:
Oxygen in the Animal Organism, Dickens,

F. & Neil, E. (Ed.), p. 18, London, 1963.

8) Roughton, F. J. W.: Handbook of Phy-

siology, p. 767, Washington, D.C,, American

Physiological Society, 1964. 9) Rossi-

Bernardi, L. & Roughton, F. J. W.: J.
Physiol., 189, 1 (1967). 10) Everyn, K.

A. & Malloy, H. T. : J. Biol. Chem., 126,

655 (1938). 11) Henry, R. J. : Chlinical

Chemistry, p. 753, A Hoeber-Harper Interna-

tional Reprint 1965. 12) fima$---RB･2IgM

Nfi : H;gefeetli?E, 42, 167 (1955). 13) EJII

fiE : +aeefkllS, 77,(1968). 14) Hasting,

A. B., Van Slyke, D. D., Neil, J. M.,

Heidelberger, M. & Harington, C. R. : J.

Biol. Chem., 60, 89 (1924). 15) Stadie,

                               '

    The experiments of Rossi and
 bovine red cells. The titration curves

 absence of C02, at Pco2=39 and
 and the observations of Roughton et
 curves of red cells containig

 absence of C02 and at Pco2==50 mmHg.
    1. Molar buffer value of Hb in
 ions was approximately similar to
 values of Hb in oxygenated and
 respectively.

    2. Extending to more alkaline pH
 curves were steepened up, closed and

 8.0. Above this pH range, the reduced
 than more acid when oxygenated at
 of carbamino-bound C02 in reduced
 cells.

    3. In absence of C02, molar
 boxyhemoglobin or methemoglobin
 reduced red cells. In presence of
 C02 in red cells containig
･reduced red cells, while the amount of

 carboxyhemoglobin was similar to that

 Jll

W. C. & O'Brien, H.: Biochem. Zschr.,

237, 290 (1931). 16) Stadie, W. C･ &
O'Brien, H.: J. Biol. Chem., 117, 439 (19

37). 17) German, B. & Wyman, J.:
J. Biol, Chem., 117, 533 (1937). 18)
Adair, G. S.: J. Biol. Chem,, 63, 517 (19

25). 19) Van Slyke, D. D., Wu, H. &
McLean, F. C. : J. Biol. Chem., 56, 765 (19

23). 20) Dill, D. B., Edwards, H. J. &

Consolazio, W. V.: J. Biol. Chem., 118,

635 (1937). 21) paMtmeRB: HJ2IsctslilllkS,

19, 32 (1957). 22) Van Slyke, D. D. &

Sendroy, T. J.: J. Biol. Chem., 102, 505

(1933). 23) injYpt=- : ]i(S S, 31, 567

(1934). 24) Ferguson, J. K. W. &
Roughton, F. J. W.: J. Physiol., 83, 87

(1934). 25) Ferguson, J. K. W.: J.
Physiol,, 88, 40 (1936), 26) Wyman, J. :

jiZwt27) .} ljBiJiN, 27) gN =: -i-eee

f2ikig, 65, 49 (1960). 28) Mma!-RB:
opWtaE, 15, 193 (1967).

      Abstract
       Roughton were reexamined as to hemolyzed
           of oxygenated and reduced red cells in
     50mmHg were obtained by strong alkalimetries
        al. were confirmed. Moreover, the titration
 carboxyhemoglobin or methemoglobin were made in
          The results obtained were as follows.
       hemolyzed red cells in absence of bicarbonate
       that of crystallyzed hemogloin. Molar buffer
     reduced red cells were 2.39 and 2.42 mM/1'pH

         and Pco2--38 to 50mmHg, the two titration
        crossed each other in th.e pH range of 7.5 to
          red cells actually goes more alkaline rather

        constant Pco2--38 and 50mmHg. The amount
       red cells was greater than in oxygenated red

     buffer values of Hb in red cells containig car-
      were similar to those of Hb in oxygenated and
      C02, however, the amount of carbamino-bound
methemoglobin was greater than in oxygenated and
         carbamino'bound C02 in red cells containig
         of oxygenated red cells.


