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へムたんぱく ガス状リガンド結合の反応速度論

1. ミオグロビンおよび、ヘモグロビン単離鎖の O2結合反応
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SummaJツ Asimple procedure for the determination of the dead time of the stopped 

flow spectrophotometer was developed using the reducing reaction of 2， 6-dichloro 

phenolindophenol CDCIP) by L-ascorbic acid. The use of this simple irreversible reaction 

system made it possible to measure the dead time by a simple graphical analysis. Two 

other methods reported previously were also employed for the measurement. The values 

determined by the present method were in good agreement with those by the previous 

methods. Since the isolated hemoglobin chains as well as myoglobin exhibit no cooper-

ativity in the O2 equilibria， their reactions with O2 are expected to be described by a single 

step reaction mode. The kinetics of the reaction with O2 of freshly prepared myoglobin 

from chicken gizzard and isolated chains from human adult hemoglobin CαA and βりwere

studied with the stopped-flow method. The rate constants of O2 association and dissocia 

tion were determined and the O2 affinity， expressed as the O2 pressure at half-saturation 

CPso)， was calculated therefrom. The values of PSO calculated from the rate constants agree 

well with those obtained directly from the O2 equilibrium measurements. 1 conclude that 

the reaction with O2 of myoglobin and isolated hemoglobin chains is a single-step reaction. 

Index Terms 

dead time， stopped-flow spectrophotometer， myoglobin， isolated hemoglobin chains， 

kinetics 

まえおき

ヘモグロピン(Hb)やミオグロビン(Mb)はO2やco
のようなカやス状リガンドと可逆的に結合することができ

る.このようなリガンド結合反応に関する研究は，ただ

に血液による O2運搬や筋における O2の効率的利用とい

った生理機能の解明に重要なだけでなく，ひろく機能た

んぱくの働きを理解する上でも重要である.ところで，

リガンド結合反応に対するアプローチとしては平衡論的

立場からのものが大半で，速度論的視点からのアプロー

チは比較的少ないのが現状である.

Hb， Mbのリガンド結合反応は非常に速い反応なの

で， このような高速反応の速度論的研究には，ストップ

トフロー(stopp巴d-flow)法1)，温度ジャンプ(T-jump)
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法2)，フラッシュフォトリシス (flashphotolysis)法3)など

特殊な手法が必要となる.なかでもストップトフロー法

は最も取り扱いが簡便で，適用範囲も広い一般的な高速

反応測定法である.その原理は簡単で 2つの反応試料

溶液を高圧 N2ガスで高速に駆出して混合することによ

り反応を開始し，その反応経過を吸光度や蛍光などで連

続的に検出，記録するものである.ただこの場合，混合

された試料溶液が混合点から観測セノレに至るまでの間

(不感時間 deadtime)に進行した反応は観測されないと

いう制約がある.不感時間(td)は装置によって異なり，ま

た同じ装置についても，観測セノレの光路長や駆動圧によ

って異なるので，実験に使用する装置の tdを正確に評価

することは，反応を解析する際にきわめて重要である.

ストップトフロー装置の td測定法については，これまで

にいくつかの報告がある4-10) 最近， BrisseUeら10)は，

Mg2+と8-hydroxyquinolineのキレート生成反応を用

いたしの測定法を報告しているが，この反応は可逆反応

であるため，測定結果の解析がやや複雑となる点で難が

ある.そこで，今回，テスト反応として，単純な不可逆

反応である Lーアスコノレピン酸による 2， 6 -dichloro 

phenolindophenol (DCIP)の還元反応を用いることによ

り， Brissetteらの方法10)の簡便化を図った.

Mbは単量体のへムたんばくで 1分子の 02-COと

可逆的に結合する.O2平衡曲線は直角双曲線(rectangu

lar hyperbola)となり， Hbの場合にみられる協同性

(cooperativity)はない. MbとO2の結合平衡は単純な

一段階の反応式で表わされ，平衡定数は，結合速度定数 Pneumαtic 
と解離速度定数の比として与えられる.Hb，MbのO2親 Pressure 

和性は通常， 50 %飽和時の O2分圧(P50)で表わすが，協

同性がない Mbの場合，これは解離平衡定数に相当す

る そこで，速度論実験で速度定数が得られれば，これ

から P50が求められ，平衡実験で直接得られる P50と一

致することが期待される.単量体ではないが，単離した

Hb構成鎖もガス状リガンドとの結合反応に関しては同

様な挙動を示すことが報告されている 11)

Mbおよび Hb単離鎖のリガンド結合に関する速度論

的研究はこれまでにも報告されているが12-1ベ速度定数

から計算した平衡定数と，平衡実験で直接求めた平衡定

数の聞には大きな食い違いがみられる.この食い違いの

原因としては，実際の反応機構が当初予想された反応式

よりも複雑なもので，二分子の結合過程に続いて，おそ

らくは分子内コンフォメーション変化が生ずるためでは

ないか，との考えが提出されている山4). しかし，これら

の実験では主として，市販の Mb標品(一般にかなり不

純物と変性 Mbを含む〉がそのまま測定に供されている

点、からみて， Mb標品の質に原因の一半を求めることも

可能である.

そこで今回，ニワトリ砂嚢平滑筋から抽出，純化した

新鮮な Mbおよび HbA(a2s2)から単離した新鮮な aA

およびβA鎮について，ストップトフロー法により O2結

合反応の速度論的測定を行い，速度定数から P50を求め

たところ，平衡実験で、直接求めた P50とよく一致するこ

とが確認された.

試料および実験方法

(1) ストップトフロー分光光度計のしの測定

1) ストップトフロー装置の td

Fig.lは，ストップトフロー法の原理と不感時間の概

念を模式的に示したものである.別々のリザーパー〔溶液

だめ〉に入れた 2種類の試料溶液 A，Bを高圧の N2ガス

(駆動圧 5 -8 kg/cm2)により急速にミキシング・チ

ェンパー内で混合し，反応を開始させる(M点).流れを

急速停止させた後，観測セル内(0点〉で進行する反応を

吸光度〔その他の物理量〉の経時変化として検出，記録す
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Fig. 1. Schematic representation of the stopped-flow 

apparatus and its dead time (td)目 Twosolu-
tions of reactants (A and B) are rapidly 
mixed in the mixing chamber (M) and the 
reaction is follow巴din the observation cell 
(0). Aobs and Atot d巴notethe actually obser-
ved and total potential absorbance changes， 
respectively. See text for details. 
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る.ここで問題となるのが tdで、ある.試料溶液 A，Bが β メノレカプトエタノーノレおよびゲノレi慮過クロマト法

M点で混合されると同時に反応は始まるが，混合液が観 (S巴phadexG-10)により単離鎖から PCMBを除去し

測セノレ(0点〉に達するまでの聞に既に反応は進行してお た19)，試料 Mb，日A sAの純度はゲ、ノレ電気泳動により，

り，この聞に進行した反応は観測することができない Hb A構成鎖からの PCMB除去は Boyer法制による

混合液が混合点(M点〉から観測セノレ(0点〕に達するの SH滴定によりそれぞれ確認した.単離はco飽和条件

に要する時聞を不感時間と呼び， tdと表わす.実際に観測 下，氷室中(40C)で行った.

されるのはし以後の反応(Aobs)である.いま，速度定数 (3) Mbおよび Hb単離鎖の O2結合~解離速度の測

kappの一次反応を不感時間 tdの装置で観測する場合を考 定

える.実際に観測される吸光度変化を AObS'反応により 速度論実験は前述のストップトフロー分光光度計 RA

生ずべき全吸光度変化を Atotとすると，一次反応に関す 401を使用して行った.ニワトリ砂嚢 MbIのO2解離反

る速度式から次の関係が成り立つ. 応測定には光路長 10mmの観測セノレを用い，他のスト

kapp・td= 2.3031og(Atot/ Aobs) (1) ップトフロー実験では光路長 2mmの観測セルを用い

これから明らかなように， tdが小さいほど，全反応量のう た.駆動圧は 7kg/cm2とした.tdは光路長 2mm， 10 

ち実際に観測される反応量の割合 AObS/Atotが大きく mmのとき，それぞれ 0.9ms巴c，1.9 msecであった.測

したがって，不感時聞をできる限り短縮することが装置 定に先立ち， CO型で氷冷保存された試料溶液は，氷室内

の性能の向上につながることになる. で蛍光燈照射下にO2通気し，オキシ型に変換した.

2) tdの測定 O2結合反応は，Mb，日A鎖， βA鎖のデオキシ型の漆液

L アスコノレピン酸による 2， 6 -dichlorophenolindo- をO2溶液(80-140μM)と急速に混合し，波長 430nm 

phenol (DICP)の還元反応を用いて，ストップトフロー において観測した.各試料のデオキ‘ン型溶液は次のよう

分光光度計 RA-401(ユニオン技研〉のしを測定した.0.1 にして作製した. N2 (住友精化:zero-A)で飽和した

mMのDCIP溶液を種々の濃度(2.5-20mM)のL アス 0.1 M燐酸緩衝液と平衡させた SephadexG-25カラム

コノレピン酸溶液と急速に混合し， DCIPが還元されてそ (0.9 x 25 cm)にへムあたり約 10倍モル過量の dith-

の濃青色が消失する過程を， 524nmにおける吸光度で追 ionite溶液を 0.5ml添加し，沈入後に試料のオキシ型溶

跡した.吸光度の経時変化は接続したコンピュータ 液を添加， N2で飽和した緩衝液で溶出した.溶出した試

(SORD SYSTEM-77)に入力，記憶させると同時にブラ 料溶液は，特製の脱気ーガス平衡装置によりさらに数回

ウン管オシロスコープ(ユニオン技研 RA-453)に映し出 の脱気と N2ガスの通気平衡を反復し，デオキシ化の完

した後，随時 x-Yレコーダ(ユニオン技研 RA-452)に描 結したことを分光学的に確認した後，空気と接触するこ

記させた. L アスコノレピン酸の濃度は DCIPの20倍モ となく測定セノレ内へ注入した.O2溶液の作製にあたって

ノレ過量以上とし，反応は擬一次反応として取り扱った. は，空気と平衡した緩衝液を N，平衡緩衝液で適宜希釈し

装置に接続したコンピュータにより，反応曲線から擬ー た.溶存 O2量は，水溶液に対する O2の溶解度係数叫カミ

次速度定数を求めた.測定にあたっては光路長 10mm ら算出した.

および 2mmの観測セノレを用し、，駆動庄は接続した N2 O2解離反応は，オキシ型の試料溶液を 12mMdith同

ボンベ〔住友精化:zero-A)により 5-8kg/cm2とし ionite溶液と急速混合し，波長 415nmで観測した.

た.恒温槽から恒混水を循環させ，観測セノレ部の温度を 試料溶液の濃度はニワトリ砂嚢 Mbで約 10μM(混合

250Cに保った. DCIPはまず少量のブタノーノレに溶解し 後)， aA鎖およびβA鎖で 2-3μM(混合後〕とした.実

た後，脱イオン水を加えて O.lmM溶液とした.また L 験は O.lMリン酸緩衝液(pH7.0)，200Cの条件で行っ

ーアスコノレピン酸に濃塩酸を加えて DCIP溶液と混合後 た.

のpHが 2.0になるよう pHを調整した.試料溶液は必

ず実験の直前に新しく調製した.

(2) Mbおよび HbA構成鎖の調製

Mbは新鮮なニワトリ筋胃平滑筋から，熱変性ーゲノレi慮

過(SephadexG-75)ークロマトフォーカス法1川こより単

離，純化し，主成分(Mb1)を用いた.HbAの構成鎖(配A

とβA)の単離は，酸性下p-chlorom巴rcuribenzoate

(PCMB)を用いる Bucci-Fronticelli法18)iとより，また

需産 果

(1) ストップトフロー分光光度計の不感時間の測定

L アスコノレピン酸(!;)と DCIP仰の反応は次のように

表わされる.

k 
A十D→ A'十D' (2) 

ただし， kは二次速度定数， A'， D'は反応生成物を示す.
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DCIPに比べ， L-アスコノレピン酸が大過剰に存在すると れ，その勾配ー(ktd/2.303)とFig.2aから得られた k

き([AD[D])，反応は擬一次反応として取り扱うことが の値から tdを求めることができる.Fig.2bにlogAobsと

でき，見かけの一次速度定数 kappはLアスコノレピン酸の [A]の関係を示す.光路長 10mmの観測セノレを使用

濃度 [A]に比例する. し，駆動圧 7kg/cm'のときの tdは1.8ms巴C と算出さ

kapp = k [A] (3) れた. さらに，駆動圧および観測セノレの光路長を変えて

kappを [A]に対してプロットすると Fig.2aに示すよう しを測定した.その結果を Table1 iこ示す.駆動圧が大き

に直線が得られ，その勾配として二次速度定数 kが求め く，観測セノレの光路長が短いほど，不感時聞は短くなる.

られる. (3)式を用いて(1)式を書き直すと 光路長 2mmの観測セノレを使用し，駆動圧 7kg/cm，の

logAobs二一(ktd/2.303) [A] + logAtot 
を得る.Lアスコルビン酸と DCIPの反応は(2)式に示す

ように不可逆反応なので， AtotはDCIPの濃度によって

のみ決まる.つまり， DCIPの濃度を一定に保つ限り，

[A]を変えても A出は一定である.したがって， (4)式よ

り， logAobsを [A]に対してプロットすれば直線が得ら
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Fig. 2. Reducing reaction of 0.1 m M  2， 6-dichloro-
phenolindoph巴nol CDCIP) by ascorbic acid 
(A). Plots of kapp (a) and log AObS (b) against 
[A] . Experiments were carried out at pH 2 
o and 25'C. Driving pressure : 7 kg/cm'， Opti 
cal path length : 10 mm 

(4) ときしは 0.9msまで短縮することができた.

上述の logAobsvs. [A]プロットに加え，従来から報告

されている以下の 2つの方法によるし測定を試みた.1)

反応曲線から得た kapp，Aobsと別途静的な測定から得た

Atotを用いて，(1)式よりし=(2. 303/kapp)log(Atot/ 

AObS)としてしを計算した4.6). 2) [A]を変えたときの反

応曲線の一次反応プロットを t=0以前に外挿すると一

点で交差し，これは反応開始時刻に相当する.この交点
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Fig目 3.First-order plots of reduction of DCIP at 
various concentrations of ascorbic acid. The 
concentrations employed were : (a) 2.5 mM， 
(b) 5 mM， and (c) 10 mM. (At -Aoo) repre】

sent the differ巴ncebetween the absorbance at 
time t and the final on巴 Allexperiments were 
carried out at pH 2.0 and 25'C. Driving pr巴S
sur巴 5kg/cm'， Optical path length: 10 mm 
S巴etext for explanations 
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と観測開始点(t=0)の時間間隔がらに当たる明)(Fig 

3 ). 

本論文で述べた logAobsvs.[AJプロット法および上述

の2つの方法で、測定したねの値を Table1に一括，比較

した.三者の間にはよい一致がみられた.

(2) Mbおよび Hb構成鎖 0，結合の速度論

今回の実験で用いたニワトリ砂嚢平滑筋から分離した

MbIは，ゲノレ電気泳動上均質で、不純物は全くみられない

(Fig. 4). また， HbAから Bucci-Fronticelli法18)で分

離，脱 Hg19)した aA鎖， βA鎖での SHタイターは，それ

ぞれ 1.15SH/ chain， 1.89 SH/ chainとなり，ほぼ完

Tabl巴1.Values of the dead time at various 

pneumatic pressures d巴terminedby 

different methods 

Pneumatic Dead time (ms) 
Pressure 
(kg/cm2) a b C 

5 2目3土0.1 2.3 2.3士0.2
6 l.9士0.1 2.3 2.0土O目2
7 l.8土0.1 l.7 l.9土0.2

0.9土0.1* 

8 l.7土0.1 l.8 l.8土0.1

a ; a plot of log AObS vs. [A] 
b ; extrapolation of first-order plots 
c ; (2. 303/kapp) log (Atot/ Aobs) 
* ; Optical path length : 2 mm. The other measure-

ments with the path length of 10 mm 
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Fig. 4. Starch gel electrophoresis of chicken myog-
lobin. Main myoglobin component (Mb I) 
from th巴skeletalmusc1e (b) and gizzard (c) 
The raw myoglobin preparations from th巴
skeletal musc1e (a) and gizzard (d) are also 
shown. Tris-EDTA-Borate buffer system 
(pH 8.6) and Amido Black 10B stain w巴r巴
used. 

仁

全に脱 Hgされていることが確認された.

Fig.5に，今回ストップトフロー法により観測したニ

ワトリ筋胃 Mb1における O2一結合ならびに一解離反

応経過の実例を示す.

Mbおよび Hb構成鎖と 0，の反応は次のように表わ

される.

k'， 

Fe+O，ずFeO， K二川 (5) 

ここで， k'， kはそれぞれ結合および解離速度定数， Kは

結合平衡定数， F巴は各へム蛋白である.デオキシ型の試

料溶液と O2捺液を混合したときの反応の速度式は，

d[FeJ/dt=k'[Fe][O，J-k[FeO，J (6) 

となり， Feに比べて 0，が大過剰の場合，擬一次反応と

して扱うことができる.また， kに比べて k'は十分大き

く， [O，Jも十分大きいので， k [Fe02Jの項は事実上無

視でき， (6)式は

一dln[FeJ/dtニ kapp=k'[O，J (7) 

と書ける.一次反応プロットの勾配から見かけの一次速

度定数 kappが得られ， これと [O，Jから k'を求めること

ができる.Fig目 6aは，ニワトリ砂嚢 MbIと0，(70μM)
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一山Fig. 5. Reaction traces of 0， association (upper) to 
and 0， dissociation (lower) from chicken 
gizzard myglobin 1 (main component)目 0，
association : [MbJ 13μM，[O，J70μM，observed 
at 430 nm. 0， dissociation: [MbO，J 11μM， 
[N a，S，04J 6 mM， observed at 415 nm. Both 

巴xperimentswere made in 0.1 M phosphat巴
(pH 7.0)， at 20'C. 
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との結合反応の一次反応プロットである.反応の初期部 れた.この勾配から kappを求め，[02J =70μMから， O2 

分はしのため観測できなかったが，速度定数を求めるの 結合速度定数 k'ニ18X 106M-1S-lが得られた.

に十分な吸光度変化は検出でき(Fig.5)， (7)式の擬一次 オキシ型試料溶液を dithionite溶液と混合すると，遊

反応速度式に従ったほぼ直線の一次反応プロットが得ら 離の溶存 O2はdithionit巴によって速やかに除去される
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ので，解離方向のみの不可逆反応

Fe02主Fe十(02)

となり，一次反応の速度式

dln[F巴02J/dt=k

(8) 

(9) 

で表わされる.したがって，一次反応プロヅトをとれば，

その勾配から kが求められる.ニワトリ砂嚢 Mb1につ

いて， Mb02 (22μM)をdithionite(12mM)と混合した

ときの O2解離反応の一次反応プロットを Fig.6bに示

す. (9)式に従った直線の一次反応プロットが得られ，こ

の勾配から O2解離速度定数は k=18S-1と算出された

以上のようにして得られたニワトリ砂嚢平滑筋 Mb1 

および配AβA鎖の速度定数ピ， kの値を Table2に一

括した.

Mbは単量体で，協同作用〔ヘム間相互作用〉がないの

で， O2親和性を表わすた。 (02平衡曲線における 50% 

飽和時の O2分圧〕は解離平衡定数に相当し，解離平衡定

数と結合平衡定数 Kは互いに逆数の関係にある.したが

って，速度定数の比 k/lどとしてた。を算出することが

できる.

P 50 = l/K = k/k' (M) (10) 

P5o，k/k'はともに濃度の次元をもっ.ふつう P50はO2分

圧(mmHg)で表わされるので， P印の算出にさいしては，

200Cにおける O2の溶解度係数 0.03102ml/ ml/760 

mmHg21)を用い 1mmHg=1.82μMとして換算した.

120 ニワトリ砂嚢 MbIについて，速度定数から計算した P回

の値と，同条件下O2平衡実験で直接求めた P50の値川は

Fig田 6.First-ord巴rplots of O2 association (a) to and それぞれ平均 0.54mmHgと0.50mmHgと良好な一致
O2 dissociation (b) from chicken gizzard 一
myoglobin 1. Experimental conditions ar巴the を示した(Table2). また，速度定数から求めた P50=

sam巴asin Fig. 5. 0.54 mmHgを用い計算によって得た O2平衡曲線を，実

Table 2. The kinetic constants and P50 calculated therefrom as compared with P50 deter 

min巴dby oxygen equilibria. Chicken myoglobin and isolated subunits of Hb A 

Kinetic Equilibria 

k' k P50 P，O 

(xl0-6・M-l・S-I) (S-I) (mmHg) (mmHg) 

Chicken Gizzard 
18土1.3(6) 18 ::1=0.4(6) 。目54土0.04(10) 0.50::1=0.01 (9)17) 

Myoglobin 1* 
α A 38土5 (6) 19.3士1.5(6) 0.28土0.04(10) 0.33士0.01(7)間

βA 42士4 (6) 12.3土0.4(6) 0.16士0.0100) 0.16土0.01(11)22)

* ; the main component. 0.1 M potassium phosphate (pH 7.0)， 20oC. Figures in parentheses ar巴no.
of determinations. 
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Fig. 7. O2 equilibrium curve for chick巴n gizzard 
myoglobin (Mb I) calculated from kinetically 
determin巴dP50 as compared with th巴 equilib
rium data actually obtained. The curve was 
drawn using the P50 value of 0.54 mmHg. 
Equilibrium exp巴riments: 0.1 M Tris-HCI 
o M CI一(0)，-0.5 M CI-(・)， pH 7.5 and O. 
1 M potassium phosphate， pH 7.6 (ム)， 200C， 

[Mb] 1. 7X 10-4 M目

験的に得たO2平衡データと比較すると両者は互いによ

く一致した(Fig目7).

Mbとは異なり HbA構成鎖 aA，βAは，単離状態下，

単量体ではなくそれぞれ単量体-2量体の平衡状態およ

び4量体として存在することが知られている 11) しかし

ながら，カ事ス状リガンドとの反応に関しては，協同作用

その他のアロステリック機能を全く示さないなど， Mb 

と同様な挙動をとることが報告されている 11).したがっ

て，上記Mbの場合と全く同様に，速度定数から P50を算

出することができる.Table 2から明らかなように，aA 

鎖については速度法で平均 0.28mmHg，平衡法で 0.33

mmHg，βA鎖については 0.16mmHgと0.16mmHg叫

と両法問で満足すべき一致が得られた.また，sA鎖につ

いて速度定数から理論計算により摘記した O2平衡曲線

は，平衡実験から実際に得た結果とよく一致した(Fig.

8 ). 

考 察

仁

1.0 

Y 

0.5 

O 0.4 0.6 

P02 (mmHg) 

Fig. 8. O2 equilibrium curve for the isolated subunit 
βA of hemoglobin A (a2Aβ'，A) calculat巴dfrom 
kinetically determined P50 as compar巴dwith 
the equilibrium data actually determined. 
The curv巴 wasdrawn using th巴 P50valu巴 of
0.16 mmHg. Equilibrium experiments : 0.05 
M Bis-tris-O M Cl-(・)， -0.4 M Cl-(0)， 
and -0.7 M Cl-(δ)， pH 7.3， 200C， [Hb] 1. 7 X 
10-4加L

0.2 

過を追跡するストップトフロー法は，高速反応の速度論

的研究においては極めて有用な研究法で，広い分野で用

いられている.ただ，方法の節でも述べたように，混合

によって反応を開始するため，観測できる反応量は不感

時間(td)という「空白の時間」によって制約される. (1)式

から明らかなように， tdが短いほど，その間に失われる反

応量は少なくなるので，しはできる限り短くすることが

望ましい.

不感時聞を短くするためには，駆動圧を上げて流速を

速くするか，観測セルの光路長を短くして流路の容積を

小さくすればよいが，駆動圧が高すぎるといわゆるキャ

ピテーション(cavitation)が生じて混合能率が低下した

り，観測に際してノイズが増大する等の不都合が生ずる.

また，光路長が短かすぎると高濃度試料が必要になるこ

とと相まって，流路の低抗が増し混合能率の低下を招く.

通常の市販装置では光路長 2mm，駆動庄 7-8 kg/ 

cm2が限界である.今回使用したストップトアロー分光

光度計については，光路長 2mmの観測セノレ，駆動圧 7

(1)ストップトフロー装置の不感時間の測定 kg/cm2のとき，tdは0.9msであった.

試料溶液を急速に混合して反応を開始し，その時間経 tdの測定法については，これまでにし、くつか報告され
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ている 4-10) Brissetteら10)の Mg'トと 8-hydroxy 

quinolineのキレート生成反応を用いたら測定法は， (4) 

式と同様の考え方による方法であるが，可逆反応である

ため Mg2+の濃度に依存して Atotが変化し， logAobsを

[Mg2+ ]に対してプロットしたとき直線が得られない.

そこで，直線プロットを得るためには(4)式をさらに変形

しなければならない. log(A山 /Atot)を [Mg'+]に対し

てプロットすれば直線が得られ，その勾配から tdを求め

ることができるが， この場合Atotを別途に測定しなけれ

ばならない. この点を考慮し，今回，Lアスコノレピン酸

による DCIP還元反応を用いて Brissetteらの方法10)の

改良を図った.L-アスコルビン酸と DClpの反応は不可

逆反応であるから， DCIPの濃度を一定にすればアスコ

ノレピン酸の濃度 [A]とは無関係に Atotは一定である.そ

こで(4)式から， logAobsを [A]に対してプロットすると

直線が得られる.その勾配からしが求められ Atotの測定

は不要である.また，Lアスコノレピン酸， DCIPは容易に

入手でき，取り扱いが簡単な点においても， tdの測定法と

して，より実用的であるといえる.

従来から報告されているしの測定法 td=(2.303/

kapp)log(A出/AOb，)として計算する方法と同，一次反応

プロットの外挿から求める方法同ーにより tdを求め，今

回述べた logAobs vs. [A]プロット法で、求めた tdと比較

すると，これらの値は互いによく一致し，本法の有用性

が示さわした(Table1). 

(2) Mb， Hb A単離鎖の 0，結合速度論

Mbおよび Hb単離鎖は，その 0，平衡において協同

性， Bohr効果，アニオン効果等のホモトロピックならび

にヘテロトロピックなアロステリック機能を示さず， (5) 

式のような l段階 2分子反応で反応を記述することがで

きる.このとき，結合平衡定数Kと速度定数 k'，kはK=

k'/kで関係づけられる.ヘモグロビン，ミオグロピンの

0，親和性は一般に， 50%飽和時の 0，分圧(P50)で表わす

が， Mbおよび Hb単離鎖ではへム間相互作用がないの

で，ただ 1個の平衡定数で反応を記述することができ，

その P日は解離平衡定数〔すなわち結合平衡定数の逆数〉

に相当する.したがって，速度定数から k/k'として計算

した P50は平衡論的な実験で直接求めたた。と一致する

ことが期待される.

今回，HbAの aA鎖， βA鎖，ニワトリ砂嚢平滑筋の Mb

主成分(Mb1)について速度定数から計算したた。と平

衡論的に求めたた。はよく一致した(Figs.7 & 8， Table 

2). Mb， Hb単離鎖における 0，結合の速度論的研究に

ついては，ストップトフロー法， フラッシュフォトリシ

ス法，温度ジャンプ法等によりこれまでにも報告されて

いるが12-16>，速度定数から計算した平衡定数(=k，/k)

と平衡論的に直接求めた平衡定数Kではかなりの相違

がみられる.すなわち，軟体動物の一種であるアメブラ

シ(Aplysia)Mb聞については，速度論と平衡論の結果は

互いに一致しているが，ウマ Mb12-14)，マッコウクジラ

Mb15)では k'/kから求めた値が Kの約1.5倍の値を示

している.aA鎖， βA鎖14-16)についても， k'/k値はKイ直

に比べ，約1.5倍および2-3倍の値となっている.速

度論と平衡論による結果の相違については，反応中間体

の存在やコンフォメーション変化などとの関連が論議さ

れてはいるが12，14)十分納得できる説明とはいえず，実証

的根拠が示されているわけでもない.また Brunoriらに

よる温度ジャンプ法の結果は15)，Mb， Hb単離鎖と O2の

結合が単純な一段階二分子反応で，これ以外の一分子過

程は存在しないことを示している.今回のストップトフ

ロー測定の結果に関する限り ，aA鎖，sA鎖および、ニワト

リ砂嚢 Mb1で，速度定数から算出したた。と平衡論的

に直接求めた P501主よく一致しており，これらへムたん

ぱくとガス状リガンドとの反応は単純な一段階二分子反

応であると結論することができる.従来の諸報告におけ

る不一致の原因は不明であるが， Mbに関していえば不

純物ないしは変性たんぱくをかなり含む市販品をそのま

ま使用していることが，すくなくとも一つの理由として

あげられる.今回の結果は，新鮮筋から抽出，純化した

nativeな新鮮標品を用いて得られたものである.また，

Hb単離鎖についての既報での不一致は，おそらく単離

鎖からの PCMB除去不完全がその原因の一半をなすも

のと思われる.今回の測定においては， SH滴定により

Hgがほぼ完全(95-115%)に除去されていることを確

認しえた新鮮標品を実験に供した.

結 語

ストップトフロー装置不感時間の簡便な測定法を考案

した.また，ストップトフロー法により， リガンド結合

平衡において協同効果を示さないミオグロピンおよびヘ

モグロピン単離日鎖， β鎖の 0，結合反応を速度論的観

点から検討した.

(1) 単純な不可逆反応である， Lアスコノレピン酸によ

るDCIPの還元反応を用いることにより， Brissetteらに

よる不感時間の測定法10)を改良， より簡便なものとした.

従来から報告されている他の測定法との比較により，本

法の有用性が示された.

(2) ニワトリ筋胃平滑筋から単離したミオグロピン，

HbAから単離した aA鎖， βA鎖の新鮮標品を用いて，と

れらへムたんぱくの 0，解離および結合速度定数をスト
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