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2.血 清 蛋 白 の 「 ボ ー ラ ロ グ ラ フ 」 的 研 究(第1報)

1.「 アル カ リ」 変 性 に つ い て

笹 井 外 喜 雄,江 川 昌 男

PolarographicStudiesofSerumProtein。(1)

OntheBrdiこkaDenaturationTest.

ToleioSasaiandMasaoEgatva.

Wehavestudiedthedigestreactionofp61arGgraphiccancertests(Brd-

i6ka,s),regardinqitsfundamentalconditionsofserumdenaturation.Meas-

uringtheheightsofproteindouble-waveobtainedincobaltousammonium

buffersolution,wecalledthemHlandH2respectively.SincetheHIand

H2changedalwayscorrelativelyandthechangeofH2waSgreaterthan

thatofH1,weadoptedthechangeofH2asanindicator,andcalledthe

hjgherone``activated,,and.thelowerond``inactivated,'.Althoughthe

changeoftheheightwasalmostnegligiblewhenserumwasleftatroom

temperatureforaweek,theheightin60。Cwater-bathincreasedabout50%

in2minutesandthendecreased.Incaseofthealka茎inedenaturation(1/

5N.KOH)atroomtemperature,theheightwasatitsmaximuminsminu-

tes,about2timesasthenative,andthengraduallydecreased.After3

hours,theheightb㏄amelowerthanthatofthecontrol.In600Cwater-

baththisalkalineefε ㏄twassorapidthattheheightin10minutescorres・

pondedtothein24hrs.Besidesthetemperature,theslopeofthisdena・

turation-timecurvewasfoundtobeinfluencedregularlybyKOHconcen-

traton;thehighertheconcentration,thesteepertheslorpe.コ

Thequantityofserumproteinactedmetelyasadecidingfactor
,qfmag-

nitudeofthiscurve;butaprotein-corr㏄tedtestonacaseofhypoproteinemia

showedstilllowerwaveheight.Therefore,Brdi6kareactionisconsidered

tobethatofqualitativechangeafterall.Furthermore,wefoundsome

interestingfactsthatthecurveflattenedandthepeak(1naximumactivation)

laggedmthepathologicsera,suchascancerorportalcirrhosis.Fromthe

aboveresults,itmaybesaidthatthedenaturation,especiallyalkalineone,

mightbeacombinationoftwophases,i.e.phaseofactivationandthatof

inactivation,whichwillbecharacterizedbytemperature,agentandthe

natureofserumitself.

緒 言

コラ

1933年Brdickaに よ り発 見 され た,「 ボ ー ラ ログ ラフ」蛋 白波 は コパ ル トの ア ンモ=・一ヤ

綾 衡 液 中 で 出 る一種 の 撲触 撮 元波 で あ り蛋 白のSH基 に 起 因 す る と され て い る.一 定 の変 性
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を行 っ た 後 の 蛋 白 波 は癌lnt清 で は健 康者 の もの よ り低 い とい う経 験 的 事 実 に基 いて 彼 は癌 の
コ 

早期診断法 として報告 した.其 の后多 くの追試があるが残念乍 ら今 日では癌特異性 という点
の

は一・膣i否定 されたがなを臨床的に興昧ある反鷹であることに疑いない.更 にK.Mayer等

は雨t清の除蛋白濾液中の同様の波を桧査 し癌等では逆に反って高 い波の出現をみた.即 ち之

は 「プロテオース」が多いことを示すもので濾液反慮として之亦 多くの追試がある.叉 最近
の

は両反慮を同時 に検査 しその比をとると一暦信顧 しうる成績をうるといはれている。私達は

以萌か ら臨床材料にっいて両反鷹を追求 し目下続行中であるが,一 方蛋白変性の基礎的條件
5)6)

につ い て 「ボ」 研 究 が 不 備 で あ り現在 迄TrOPP,MUIIer等 の 報 告 が あ る に止 り系 統 的 研 究

が な くその 必 要 を痛 感 して い る.

そ こで,今 回 私建 は健 康 人iht清を用 い種 々な変 性 作 用 に よっ て お こる 「ボ」 蛋 白 波の 変 化

を追 跡 した.先 づ 変 性 方 法 と して 最 も よ く使 用 され て い る 「ア ル カ リ」 変 性 の 場 合の 成 績 を

報 告す る.

実 験 方 法

(1)試 瞼 液 の 組 成 はM廿llerに 從 いCoCl21.6×10輔3mol.NH4Cl10'imol.NH40HIO-1

mol.の 混 合 液 で 原 液 か ら実 駒 の 度 毎 に新 た に調製 す る.詳 細 はMttllerの 帳 告 を参 照 され

た い.

(2)使 用 した 血 清 は同 一 人健 康 血清8,0、8.2g/dlの もの で その0.1c.c.を 試 験 液20c.c.

に混 和 し,た だ ち に感 度1/200で0.8～2.Ovoltの 闇 で 「ボ」 蛋 白 波 を と り2つ の 極 大波

にっ いて それ の コパ ル ト波 よ りの 波 高 をmmで 言1・測 し それ ぞれHIH2と した.(1図5.)

tl

/ノ/認

Fig.1.PolarograhicProteinwaves

1.NativeSerum(0.1%).5.Nativeserum(Control).9.5・denaturatedinN/5KOH,

24hrs;20。C.

2.〃(0.01%).6,5.denaturatedin60。C;10.〃inN/5KOH;10!;600C.

2minutes.

3.〃(0.005%)。7。 〃in900C;15ノ.11.クinFormalin.

4.TestSolution.8.クinN/5KOH;5ノ;200C・
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H,H2が 生 【伽清 の 慣 か ら どれ だ け変 位 した かの 度 合 を以 て 変 性 慶 と した.波 がrlく な る こ

とは 見か け上 濃 度 の 高 まっ た現 象 で あ るか ら之 を活 性 化(Activation)と し反対 に低 くな る

の を不 活 性 化(lnactivation)と 簡 軍 に規 定 した.

勿論 今の 場 合 変 性 現 象 を 「ボ」 的 変 図三だ け に限 定 し た わ け で あ り,そ れ は 波 の 発現 機 構 が

木 質 的 に解 明 され る まで は 今の と ころ活 性 慶 を條 牲:的に表 現 す る もの と漠 然 と想 定 して お

く.

扱 て 実 験 全 般 を通 じてH1及 びH2の 変 動 は相 関 性 を イ∫し特 にH2の 変 化 度 はHlよ1)

大 き い.こ の 事 は紫 外線 に よる変 性 の 時 も同 様 な 維 果 を得 て い る.そ れ 故 主 と して 変 化 の大

き いH2を 目標 に撰 び そ の 比 を も併せ て 問 題 と した.蛋 白波 の 波 形 も作 川 に比 例 して 崩れ て

くるが こSで は参 汚に止 め た.(1図)

(A)対 照 実 験 及 び熱 変性

1.実 験 の 都 度,木 処 置 血清 にっ いて 対 照 を と り之 と比 較 したが 先 づ 生 血清 の 陳 旧 効 果 か

ら観 察 す る と生 血清 は その まま室 浬 内 に放 置 す る時 は 一 週 開 内 の 波 高 の 変 動 は極 めて 軽 微 で

あ り誤 差 範 囲 内 に あ る,即 ち 「ボ」 変 性 を認 めす 從 っ て この 間 の 一 蓮 の 実 瞼 に対 し対 照 とな

りう る.(2図.K.)但 し稀 釈 した 血清 を放 置 す る時 は数 日内 に あ る程 度 の 変 性 は お こ る.

2.90・)100。Cの 沸 騰 浴 中 に 入れ る時 速 か に波 は 下 降 し3C分 で は,そ の ゲ ル化(gelifica-

(糧

瓢。

qo

■o

・。

範

20

2'b'10'2。'30'臼o'5a'6'O'3伝92鰯s

Fig.2.Denaturation-TimeCurves.

」〈=Control・(innativestate;200c)c:Densturatedinn/5KoH;60。C.

a:Denturatedinn/5KOH;20しC.tt:クin90。C(adedwithUrea).

b=〃in600Cwaterbath.e:〃in900C(none).

(SerumConcentration:0.2voL%.)
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tion)に 一'致して 完 全 に 波 は消 失 す る(2図e)

この 時 血 清 に尿 素(30%)を 加 え た場 合 は ゲ ル化 を防 ぎ波 の 下 降 に 対 し も保 護 す る(同d),

3.之 に 反 し60。C水 浴 中 に保 つ 時 は2分 に して最 大 に活 性 化 され(波 高 約1.5倍)つ い

で 次 第 に低 下 し3(}分位 で比 較 的 安 定 にな る(同b)但 しそ の 度 は さほ ど著 明 で な く波 の変

形 も見 られ な か っ た.(1図6.)こ の 様 に600Cと90。Cの 作 用が 正反 対 で あ る こ と並 び

に 下 降 の 経 過 よ りして 加 熱 変 性 に は2っ の異 っ た.}戯 稚 が 抱 括 され て い る もの で 軍 ・一な 変 化

㌦ とみ な され な い.そ して60-》800Cの 闇 に飛躍 的 変 化
ん 勤期

畦Oを お こす 所が あ る様 で あ る.
・oo

9。OAHIH2の 関係は3図 △印で示 した檬にその相関性の

存在而 してH2の 変化度の よい大 きいことを示してい
eoOA

oム る.
アむ ヘロら

コ 

△ この 成 績 はTrOPPに 一 致 しMifllerの それ に 反 し

60

H。 ているが后者の実験は蛋白以外に試験液全体の濃度変

50

。 。 酬 化を撚 し魁 ころに相異がある・
嚇o

△oAtvatineDenot

3。一 参 隠a麟1(B)ア ルカリ(苛 性 カリ)変 性

、_。 皇 、。 。 畔(・)遡 でNノ ・KNHの 欄 の経過は ・分の附近

Fig.3.RelationbetweenHlandに 活 性 の 極大(波 高 約2倍)が あ りこの 点 を界 と して

H,'inDenatu「ation'上 昇 の相 と下 降 の 相 とが 明瞭 に 区 別 され る 曲線 を 呈す

る.(2図a)下 降 の 相 は3時 間 で ほぼ対 照 に等 し くな り以 后更 に下 降 す る.

変 性 過 程 が2つ の 段 階 を 有 す る こ とは熱 変 性 の場 含 と同 様 で あ るが 「ア ル カ リ」 変 性 に於

て は よ り著 明 で あ り変 性 度 も波 形 の変 化 も強 い.(1図8,9,10)

HIH2の 関 係 は こXで も熱 変 性 の場 合 と同様 の傾 向 を有 して い る.(3図)

な ぼ興 味 あ る現 象 と して 附 記 す る こ とは 同 一條 件 同 濃 度 の 卵 ア ル ブ ミンの 「ア ル カ リ」 変

性 に於 て は 血 清 と相 異 し不 活 性 相 だ け しか 認 め られ な かっ た こ とで あ る.

(2)KOH変 性 を60。C水 浴 中 で行 う時(2図c)10分 闇 で不 活 性 相の 出 るの を認 めた.

即 ち曲 線aに お け る場 合 と反 対 に低 下 しその 変 化 度 及 び 波 形(1図10)の 類 似 か ら考 え,

温 度 に よっ て 反 慮 が 促 進 され て比 較 的 安 定 な不 活性 波が 急 速 に現 れ た と推 測 され る.

(3)「 ア ル カ リ」 度 の 影 響O.06・-O.5N.の 闘 に於 て その 影 響 を み た結 果 「ア ル カu」 度の

大 な る程 この 曲 線 は早 く上 昇 し早 く下 る,即 ち極大 の 移動 が お こ る事 実 を み と めた.

以 上 熱 ア ル カ リ度 の2要 素 は 変 性 ～時 闇 曲線 に於 て その傾 烈(速 度)に 関係 す る こ とが わ

か る.そ れ 故KOH変 性 反慮(Brdi6.ka反 磨)は 之等 の 條 件 を一 定 に し一 定時 間 に検 査 動
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る必要がある・欝 の実験跡 劃 ・1酪淀 であるが 副 二.

而 し臨床材料に於て血清蛋白量を一定に保つことは必 函,

す しも寡易でない,癌 等で変晦皮の低いのは輩に低蛋 わ.

白症の合 併のためだという論難の生する所以もこ玉に

ある.㌦ 。で次ぎ喚 康備 と病ド,勺鯖 とについて実`・

験 し た.so

(4)「 ア ル カ リ」 変 性 に 対 す る蛋 白 量 の 影 響40

一捷 濃 度 の 「ア ル カ リ」 の 下 で 血 清 蛋 白 量02～0ゆ9・ ・
。。 す 一 右一 罰 出

Vol%の1桐 の 変 動 は4図 の 檬 に 変 性 波 は 対 慮 す る 生Fig .4.SerumConcentration

血 清 の 波 高 に 対 し 著 明 に 高 くil.つ3C分 と6G6}の 慎 が ・?andWaveHight・

ぐ・・f・ffして い る.こ の 事 は 蛋 白 量 と い う要 因 は 変 凶速 ・・Alk・liDenatu・ation30'
b。 〃60,.

度 で な く反 慮 の 大 き さ に の み 関 係 す る もの だ と い えc.NativeState.

α 。ゆ騨

コOO

70

60

←0

2'ら 幽lo')o'3e'EO・ ・

Fig.5,AlkalineDenaturation・ ・TimeCurve.(PathologicCase)

a:HealthySerum(ProteinConc.8.02g/dl).

b:CorrectedTestofCasecforproteinConc.from6.39/d且to9.09/dl).

c:AcaseofGastricUlcer(ProteinConc.6.39/dl).

d:AcaseofPortalCirrhosis(ProteinConc.6.79/dl).

る.実 際 病 的 例 に 於 て 用 う る 前旺清 量 を 加 減 し て み て も こ の 事 が 実 証 さ れ.る の で あ る.(5図

b.c.)
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そ れ 故 一 定 時 闇 に お け る変 性 波 の 高 低 の み を 問 題 と す る時(Brdi6ka反 慮)に 於 て は 当 然

血 清 蛋 白 の 含 有 量 に 対 し 充 分 考 慮 を 梯 う必 要 が あ る.叉 一 方 蛋 白 量 の 少 い もの 必 ず し も 常 に

変 性 波 は 低 い と 限 ら ぬ 例 え ば5図 で そ の 量 の 多 いd例 がc例 よ り も低 い.

更 に 波 高 以 外 に 就 い て 見 る と,病 的 例 に 於 て は 曲 線 の 傾 斜 從 っ て 又peak〔 ピ ー ク〕(変

性 の 最 大 波 の 点)位 置 が 遅 れ て い る.こ の 様 な 「す れ 」 は 今 迄 の 成 績 で は 温 度 「ア ル カ リ」

度 に よ つ て 規 定 され る 筈 だ っ た.聞 る に こ の 條 件 の 一 定 の 下 で も な お,か 玉 る 変 位 の あ るの

は 血 清 蛋 白 自 身 の 質 的 変 化 に 帰 さ ね ばkら な い.亦 変 性 過 程 が 活 性 化 と 不 活 性 化 の2つ の 相

か ら 成 る と い う 上 述 の 観 察 か ら して この 質 的 変 化 と い う の は 当 然 両 相 の 欺 態 変 化 と して 把 握

され る.卵 「ア ル ブ ミ ン」 の 場 合 は 活 性 相 を 欠 い た 極 端 な 場 合 と し て 甚 だ 暗 示 に 富 む,血 清

蛋 白 のAlbuminGiobulin組 成 と の 関 係 は 今 后 の 課 題 で あ る.

要 す る ・に,Brdicka変 性 反 慮(Digestreaction)は 蛋 白 量 に よ る動 揺 が あ る に も拘 らす

一4つ の 質 的 反 慮 で あ り不 安 定 な 変 性 過 程 を 観 察 す る も の で あ る と い え る
.今 后 は2相 を ふ く

ん だ 泄 程 と い う点 を 重 覗 し て 動 的 な 観 察 が 必 要 で あ ろ う.
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