
低カタラーゼ血液症 および無カタラーゼ血液症の蛍光抗体法

による研究およびヘモグロビン酸化に関す る研究

第2編

Choleglobin生 成 と カ タ ラ ーゼ 量 につ い て

-特 に正 常 血
,低 カ タ ラー ゼ血,無 カ タ ラ ー ゼ血 を中 心 に-

岡山大学医学部公衆衛生学教室(主 任:緒 方正名教授)

岡山大学医学部耳鼻咽喉科学教室(主 任:高 原滋夫教授)

大学院生　 瀬 戸 卓

〔昭和47年3月22日 受稿〕

目 次

Ⅰ　緒 言

Ⅱ　実験材料

Ⅲ　実験方法

Ⅳ　実験成績

Ⅴ　考 按

Ⅵ　総 括

Ⅶ　参考文献

Ⅰ　緒 言

人体内の代謝過程で産出 される過酸化水素(以 下

H2O2と 記 す)は,カ タラーゼ(以 下 「力」 と略称す

る)に よ り,水 と酸素に分解されるもの と考 えられ

ていたが,高 原により無 「力」血液症が発見されて

より,「 力」の人体内における働 きについて,色 々

と疑問が もたれた.無 「力」血液症者の場合の体内

における, H2O2の 処理がいかに行われ,ま た,い か

なる場合に高原氏病,す なわち,口 腔内に潰瘍を形

成するにいたるかなどの問題が生 じた.さ らにまた,

低 「力」血と正常血の 「力」,お よび,無 「力」血

に残存するごく微量の 「力」様物質について も種々

な研究が行われてきた.本 研究は主 として 「力」量

(酵素活性で表わされる.)に より,赤血球のH202処

理機構にいかなる差異を生ずるかについて,試 験管

内において調べたものである.

ヘ モ グ ロ ビ ンに アス コ ル ビ ン酸 を加 え て空 気 酸 化

す る と,ア ス コル ビ ン酸 の 酸 化 に よ ってH2O2を 生

じ, H2O2に よ りヘ ム部 が 酸 化 され,い わ ゆ るcho

leglobinに な る.こ の 場 合,血 液 中 で ヘ モ グ ロ ビ ン

と共 に 「力 」 が存 在 す る と 「力 」 の作 用 に よ り,ア

ス コル ビン酸 の酸 化 に よ って 産 出 され たH2O2が 分

解 され る と考 え られ る.こ のcholeglobin生 成 過 程

に つ い て の 研 究 と して は,本 邦 で は上 代,菊 池 らの

諸 研 究 が あ り,「 力 」 の存 在 す る場 合,し な い場 合,

ア ス コル ビ ン酸 量 と の関 係 な ど につ い て の実 験 が あ

る.ま た, Aebiら はH2O2の 存 在 下 で 正 常 人 血 球,

無 「力 」血 球 を 使 用 して,メ トヘ モ グ ロ ビン, Chol

eglobinの 生 成 に つ い て 実 験 を行 って い る.著 者 は

正 常 血 とそ の約 半 分 の 「力 」 量 しか 有 さな い低 「力 」

血 との 間 で は,ヘ モ グ ロ ビ ン分 解 機 構 に お い て差 が

出 て 来 る もの か ど うか,そ して無 「力 」 血 で は,い

か に な る で あ ろ うか,な ど に つ い て 実 験 を行 っ た.
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Ⅱ　実験材料

1. 正常人血液

2. 低 カタラーゼ血液症者血液

3. 無 カタラーゼ血液症者血液

Ⅲ　実験方法

アス コ ル ビ ン酸(0.4M, 70.4mg)を 蒸 溜 水2mlに

溶 か す.こ の 液 は強 酸 とな り酵 素 が 変 性 す るの で,

 1NのNaOHで 中和 す る. (75%中 和 とな る よ うに

す る.) 0.2M phosephate buffer (PH 7)を 作 る.

血 液 は,無 「力 」血 と低 「力 」血,正 常 血 各1mlず つ 取

り,遠 心 沈 澱 して,上 清 をす て る.次 に0.9% NaCl

で3回 洗 滌 後,沈 渣 の4倍 量 の 蒸 溜 水 を 加 え る.こ

の血 液 を表1に 示 す よ うに6群 に 分 け る.次 い で こ

れ らの 群 を0分, 45分, 90分, 180分 に測 定 す る群 に

分 けて, 37℃ の 恒 温 槽 中 に三 角 コル ベ ン に入 れ て浸

す. 0分 の群 は 直 ち に, Na2S2O4を 少 量 添 加 して 反

応 を止 め,そ の 後1% NaOH 8ml(全 量 の2倍)を

加 えて,分 光 光 度 計(Hitachi-Perkin-Elmer 139

UV-VIS Spectro Photo meter)に よ り, 618mμ,

 557mμ, 760mμ の 各 波 長 で 測 定 す る.他 の 群 につ い

て も反 応 時 間 の終 了 後 同 様 な 方 法 で 測 定 を行 う.上

記 の 方 法 で得 た, alkalihemochromogenの557mμ,

 alkalicholehemochromogenの618mμ お よ びal

kaliverdehemochromogenの760mμ の 吸 光 度 の 値

を,上 代,菊 池 らに よ る, Hemoglobin-Ascorbin

酸-O2系 に よ る 反応 の過 経 に 伴 う吸 収 像 の 変 化 曲 線

よ り得 られ た以 下 の 方程 式 を用 い て 算 出 す る.

表1.　 測定する溶液

Nor. Blood, Nor. Blood + VC., Hypo. Blood, Hypo. Blood + VC., Acat. Blood, Acat. Blood + VC.

Total　 4.0ml　 4.0ml　 4.0ml　 4.0ml　 4.0ml　 4.0ml

Σ557=x+0.5y+0.25z

Σ618=0.03x+y+0.37z

Σ760=0.01x+0.10y+z

こ の 式 に お け るx, y, zと は,

x; alkaliprotohemochromogenの み に よ る, Σ557

y; alkalicholehemochromogenの み に よ る, Σ618

z; alkaliverdohemochromogenの み に よ る, Σ760

こ の 式 よ り, x, y, z,を 求 め

x=1.016Σ557-0.501Σ618-0.069Σ760

y=1.052Σ618-0.028Σ557-0.382Σ760

z=1.039Σ760-0.007Σ551-0.100Σ618

こ の Σ557, Σ618, Σ760に 各 々 の 測 定 値 を 代 入 し て,

 x, y, z,を 求 め グ ラ フ を 画 く.

Ⅳ　実験成績

37℃ 恒温槽内の三角コルベン中で反応が始 ってか

ら45分 後,図1,お よ び,表2に 示 す よ うに,ア ス

コル ビン酸 を加 え た正 常 血,低 「力 」 血 ,無 「力 」

血 の 吸 光 度 の 間 に 明 瞭 な 差 異 を認 め た.す な わ ち,

 alkaliprotohemochromogenの 減 少 の 程 度 は無 「力 」

血>低 「力 」 血>正 常 血 の 順 に 大 で あ り,「 力 」 の

含 有 量 の 少 い ほ どヘ モ グ ロ ビ ンの 分 解 が さか ん で あ

る こ とが わか る.ま た, alkalicholehemochromogen

の生 成 は,無 「力 」 血>低 「力 」 血>正 常 血 の 順 で

大 で あ る.一 方 対 象 と して ア ス コル ビ ン酸 を加 え な

図1.　 Choleglobin生 成 反 応 図 式
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い もの は,反 応 は 非常 に弱 く,無 「力」 血 にお い て

も, alkali protohemochromogenの 減 少 を極 くわ ず

か に認 め たの み で あ る.し た が ってcholeglobinの

生 成 もほ とん ど認 め られ な か った. 90分, 180分 後 の

choleglobinの 生 成 量 の 割 合 も45分 の 場 合 と ほ ぼ 同

様 で あ った.

表2.　 Choleglobin生 成 の 時 間 的変 化

0　 45　 90　 180min.

protohemochromogenの%

〔 〕 内Chleglobin生 成 の%

Ⅴ　考 按

人体内に発生するH2O2の 分解は「力」 により行わ

れろものと考えられていたが,無 「力」血液症のよ

うな 「力」がほとんど無い場合,ま た低 「力」血液

症のように 「力」 を正常人の約半分の量しか もって

いない場合 もあ り,特 に無 「力」血液症の場合には

口腔内に潰瘍を生 じる者 と,全 く症状の出ない者 と

があり, H2O2の 分解機構に関 して種々の疑問を生ず

る.現 在多少 ともH2O2の 分解能力を有するもの とし

て,「 力」の他に,ペ ルオキシダーゼ,メ トヘモグロ

ビンなどが考えられているが,こ れらのどれ も「力」

と比較すれば,そ の 「力」様作用は,は るかに弱い

ものである.た とえば比較的作用の強いといわれて

いるペルオキシダーゼ も人血中では赤血球中のgl

utathion peroxidaseを の ぞいては白血球などに微

量含まれているにすぎない.

無 「力」血液症の場合,わ ずかに残存する 「力」

様物質(正 常血中の 「力」量の1/500～1/1000)お よび

前述のペルオキシダーゼ,メ トヘモグロビン等によ

り,正 常人の代謝過程 に異常を来たさない程度の速

さでH2O2が 処理 されているのではないかと考えら

れる.た だ何 らかの外的原困(細 菌感染等)で 体内

にH2O2の 異 常 発 生 が起 きた 場 合 に の み,高 原 氏 病

が発 生 す るの で は な い か と思 わ れ る.

本 研 究 の 主 た る 目的 は,「 力 」 の量 的 差 に よ り,

体 内 に お い て 実 際 にH202に よ る ヘ モ グ ロ ビン の酸

化 作 用 に 相違 が 出 る もの か ど うか を, Hemoglobin

-Ascorbin酸-O2系 に お け るヘ モ グ ロ ビ ンの 分 解 系

で 調 べ た もの で あ る が,こ の 機 構 図式 は大 体 図2に

示 され て い る様 な もの と され て い る.す な わ ち,ア ス

コル ビ ン酸 が 酸 化 され る こ と に よ りH2O2を 生 じるが,

これ がHbFe++に 作 用 し, Choleglobin変 っ て行 く

過 程 で, H2O2が 「力」 に よ り分 解 され,そ の た め

にcholeglobinの 生 成 が 遅 れ る もの と考 え られ る.

図2.　Choleglobin生 成 の時間的変化
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図2で(x)と あ るの は,上 代5)ら が 仮定 した ヘ モ

グ ロ ビン分 子 の 変 形 した もの で あ り, choleglobin

生 成 反 応 に重 要 な 役 割 を は た して い る と考 え られ て

い る.こ の様 な ヘ モ グ ロ ビン の酸 化 分 解過 程 が 「力 」

の 量 に よ っ て 支 配 され,無 「力 」 血>低 「力 」 血>

正常 血 の 順 に 分 解 が 強 くな っ て い る こ とが 本 研 究 で

明 らか と な った.

Ⅵ　 総 括

正 常 血,低 「力」 血,無 「力 」 血 に つ い て,試 験

管 内 にお い て, Hemoglobin-Ascorbin酸-O2系 に

お け るヘ モ グ ロ ビ ン分 解 系 で, choleglobinの 生 成

量 お よ び,反 応 速 度 に つ いて 実 験 を行 っ た.そ の結

果,「 力 」 の 多 い順 序 す なわ ち,正 常 血,低 「力 」

血,無 「力」血の順でヘモグロビンの分解が抑制 され

ていることが明 らかになった.特 に無 「力」血の場

合は 「力」の欠損によ りH2O2の 分解が明らかに遅

れ,ヘ モグロビンの分解速度が大であることが認め

られた.こ の結果からして,生 体内においてもこれ

ら3者 の間において, H2O2に よ るヘモグロビンの酸

化速度の差があることが明 らかとなった.

稿 を終わるに臨み,ご 指導 とご校閲を賜 った恩師

緒方正名教授および高原滋夫教授に深 く謝意 を表 し

ます.さ らに実験に協力下さった耳鼻咽喉科教室黒

田泰生技官ならびに公衆衛生学教室技術員各位 に感

謝致 します.
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STUDIES ON THE CATALASE IN HYPOCATALASEMIC AND ACATALASEMIC 
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11. The Ouantitative Representation of the Reaction Processes of Choleglobin Formation from

 Normal, Hypocatalasemic and Acatalasemic blood.

The oxidation of hemoglobin with ascorbic acid gives formation to choleglobin. In these 

reaction processes, catalase decomposes H2O2 and inhibits choleglobin formation. In this experiment, 

we compared the degree of hemoglobin oxidation in human acatalasemic blood to that in human 
hypocatalsemic and normal blood.

Results obtained were as follows:

Choleheme increased with decrease in protoheme at the initial stage. After a certain time of the 

reaction, however, the formation of choleheme remained stationary and the formation of choleglobin 

was lower in the hypocatalasemic blood than the acatalasemic blood and in the case of the normal 

blood it was the lowest.


