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緒 言

第 1篇に於いて,著者は潟血並びに輸血が血

清蛋白濃度並びにその分劃に及ぼす影響に就い

て動物実験を行い,小笠原の得た知見の再検討

及び補足を行 うことにより,小笠原 と同様な次

の結論を得ることが出来た｡

即ち,大量潟血後の血清蛋白濃度の減少は如

何に適量の保存血輸血を行っても補購 し得ず,

読

しかもその際の血清蛋白の減少がアルブミン劃

分の減少に基因 していること,及び自家血輸血

によれば血清蛋白の減少を防止 し得ることより

アルブ ミン分劃には個体特異性分屑が存在する

のではない かと推定されること等である｡

扱,アルブミン分割の個体特異性を追求する

に当っては,先ず,アルブミン劃分の分離を行

う必要がある｡そこで,本篇では血清蛋白の分

劃法並びにそれに伴 う変性の有無について検討

を行なった｡

第 1章 血清アルブミンの分劃法

第 1節 各種血清蛋白分割法に関する文献
的考察

血祭蛋白質に就いては1938年 Tiseliusによっ

て電気泳動法が行われる以前より種々の研究が

行われていたが,Tiseliusの電気泳動法出現に

より新時代を画するに到るとともに,他の分割

法も一段と進歩 したのである｡今日行われてい

る血祭蛋白分割法を分類すると次の よ う に な

る｡

1)溶媒に対する溶解度の差を利 用 す る方

法 ;これには溶媒 として塩類溶液を利用する方

法,pH によって溶解度の異る現象を利用する

方法等がある｡

2)蛋白質の分子量の差による沈降速度の差

を利用する方法 ;Sverdberga2'一派により完成

された超遠心法である｡

3)免疫学的特異性の差を利用する方法 ;蛋

- 45-



- 46-

白質の抗原性が各分劃によって特異性を有 して

いる点を利用する方法である｡

4)電場に於ける蛋白質の易動性の差を利用

する方法 ;即ち,電気泳動法である｡

以上 4法のうち,本節では一般に用いられて

お り, しかも著者の目的の一つである大量にア

ルブミン分割を分離するといった意味で塩析法

が最 も適 していると思われたので,これについ

て簡単に述べる｡

A)硫安法･;これは最も古 くか ら用いられて

いる方法で,強い塩析力と高い溶解度を有 し,

しかも温度による溶解度の差が少い｡更に今一

つの利点として得 られたアルブ ミン分割が電気

泳動的にも.又超遠心分析的にも比較的均一な

成分であるということがある｡

B)硫酸ソーダ法 ;塩析効果は硫安より大で

あること,窒素分析の出来ること,及び硫安よ

り毒性が少ないこと等があげられるが,一方そ

の溶解度が低い点及び変性防止のために低温度

で操作する場合,溶解度の低下を来すため,著

者の目的にはそわない｡

C)燐酸塩法 ;本法は硫安法及び硫酸ソーダ

法に比較 して pH を自由に調節出来､又緩衝作

用があるので pH を一定に保つことが出来ると

いう利点があるが,塩析力が劣 り, しかも塩析

の結果得 られたものの純度が低いという欠点を

有する｡

以上,硫安法,硫酸ソーダ法及び燐酸塩につ

きその各 々の長所及び短所をあげてみた｡

一般に適当な塩の存在は蛋白質の変性を抑制

するといわれ,殊にSO4''18)に は この作用が強

いようである｡ しかも手頃で比較的簡単に操作

出来ることか ら,著者の目的に沿 うものとして

硫安法を採用 し,以下の実験を行った｡

第 2節 塩析法による血清アルブミンの分割

第 1項 実験材料並びに実験方法

実験材料 ;正常雑種成犬を用いた｡採血はラボナー

ルを静脈注射して麻酔し,股動脈より行い血液の凝固

阻止のためヘパリンを使用した｡採血 した血液は

2.000回転,30分遠沈を行い,血菜を分離して実験に

供した｡

実験方法 ;上記の血菜に硫安を使用して塩析を行い,

京大結研紀要 第 9巷 第1号

アルブミンを分離したO即ち,硫安を少量ずつ加えな

がら充分贋拝振漬して硫安を加えた際,局所的に高濃

度となるのを防ぎつつ,この操作を硫安の濃度が各々

27%,30%及び32%となる迄行いグロブリンの沈澱を

計 った｡

温度は変性を防止するため 5oCに保つように注意

し,以上の方法で分劃したアルブミンを氷室でNo.400

セロファンで生食水を外液として頻回に交換しながら

透析し,電気泳動法によりそれらの純度を検討した｡

電気泳動装吊は Tiseliusの装置を用い条件は第1篇

に準じた｡

第2項 実 験 成 績

以上述べた実験方法によって得た実験成績に

ついて述べると,硫安濃度が27%では,αグロ

ブリンがアルブミン量の約10%含まれている｡

併 し,硫安濃度を30%にするとグロブリンの混

入率は約 5%となる｡32%以上の硫安を用いる

とアルブミンの沈澱が始まる｡

第 3項 小 指

以上血梁蛋白の分離法,更には一般に用いら

れている各種塩析法の昆短所を説明 し,著者が

如何なる理由で硫安法を採用 したかを第 1節で

述べた｡第 2節では硫安法により分劃されたア

ルブミンに就いて,その純度を電気泳動的に検

討 した結果,本アルブミン分劃は5%程度の α

グロブ リンの混入をみるのみであることを知っ

た｡

第 2章 塩析法による血清アルブミン
の変性に関する検討

著者は前節で記述 したように,蛋自分劃の方

法を比較的大量にしかも手頃な方法である硫安

法に求めたが,SO4"は変性を抑制するという報

告があっても,未だ定説ではな く,分離された

アルブミン及びグロブリンが果 して生物学的に

も物理化学的にも変性を来 していないかを検討

する必要があるので,電気的性質及び化学的性

質を利用 して変性の度合を検討 し,併せて生体

注入後の変化をも観察 した｡

第 1節 分割の電気泳動像よりみた変性の
有無

第 1項 実験材料並びに実験方法

実験材料は前章に述べた硫安法により硫安濃度を約
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30%となし,グロブリンを塙析した残 りの上清を使用

した｡

実験方法 ;且斬./'烏こより得られたアルブミン分剖中
にぼ 可成の硫安が合有されているので,4こCの氷室に
於いて No.400のセロ7-,ンを使用,外液を生食水と

して頻回に交換してそれを除去したoLかる後これを

2分して,pH4.8クエン酸燐酸緩衝液で透析し,後半

分を卯相可器内に3日放ITH臭同様のPHで透析し電気泳

動に供した｡

第 2項 実 験 成 績

塩析直後のアル ブ ミンは第 6図に示す ように

電気を負荷す るも動かず, 1時間に してわずか

に中 央部に移動す るのみであ る0

-万多少混在せ る αグロブ リンは第 7図の如

くそれぞれ旦招っれ るが,等電点が pli5.06で外

波の pH が 4.8の燐酸 クエン酸緩衝液のため α

グロブ リンは (+)に荷電し (∫一一)-移動, 時
間を追 うに従って泳動 して行 くので,アル ブ ミ

ン像が鮮明 とな る｡一方肺卵器内に放177.し完全

第6図 pH4.8により塩析直後のアルブミン像

第 7図 泳 動 10分 後
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第 8図 泳 動 20分 後

に変件 せ しめたアルブ ミンを泳動す ると第 8図

のように移動を肌始 し20分 に して, ピン トグラ

ス上では中央邦で重り合って しまう｡

第3項 小 括

塩析によ り得られたアル ブ ミン劃分がその操

作中 に変性を来た しているか否かを,その電気

泳動的性質を利用 し,電気泳動法で検討 してみ

た｡ その姑 果電気泳動像 よ りみ るな らば,低温

で硫安法によ り得 られたアル ブ ミン劃分は,そ

の電気己的件質には変化を来たさないが 37oCの
卵開附則 1に 3Tl開放指 し,対象 と したものでは

明 らかにその泳動像に変化を来たす ことを認め

た｡

第 2節 弱アルカ リ性 ビウレッ ト反応での
検討

第 1項 実験材料並びに実験方法

実験材料は前節と同様に硫安法により得られたアル

ブミン分割で,これを充分に透析,完全に硫安を除去

した後に実験に供したo

実験方法 ;弱アルカリビウレット反応は荒谷2)が靴

告している蛋白変性測定法で炭酸ソ-ダの弱アルカリ

性を応用した方法に準じた｡ビウレット反応の試薬は

'iBA6表の通 りであるo監析直後のアルブミン,及び那

卵語注内に3日放置後のアルブミンを1%の濃度になる

よう稀釈し,これにビウレット試 讃三を加えてから2

分,5分,10分,15分,20分と経時的にビウレット反

応を行い,その変化を光電比色計 (波 長560)で吸光

度を以て測定した｡

第2項 実 験 成 績

新鮮 な血梁の ビウレッ ト反応は第 9図に示す

ようにその反応速度は極めて緩慢である｡

硫安法 によ り得 られたアル ブ ミン分劃波の ビ

ウレッ ト反応の曲線は僅かの増加を示すが,殆

んど新鮮血麓 のそれ と平行 してい る｡一方贈卵

器内に 3日放置 し,高度の変性が招来されてい
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第 9図 弱 Alkali性 Biuret反応

ると思われるアルブミンはすでに外見上でも多

少の変化を来 しており,試薬を加えた直後の反

応でも生血梁の状態をはるかにオーバーしてお

り,5分で更に変化の度合を大きくし,曲線に

明 らかな相違が認められた｡

第 3項 小 指

塩析法 (硫安法)で得 られたアルブミン劃分

の変性度をビウレット反応により検討 し,次の

結果を得た｡

即ち,冷室に於いて操作 したアルブミン劃分

の反応曲線は,新鮮血梁のビウレット反応曲線

とほぼ平行するので,変性は来た していないと

思われる｡ 37oC 卵字卵器に放置 した対照の分劃

とは明らかに相違 した反応曲線を示す｡

第3節 生体反応よりみた変性の有無

第 1項 実験材料並びに実験方法

実験動物には正常な雑種成犬を用い,注入したアル

ブミン劃分液は前節と同様塩析して分離した直後のも

のと,それに照卵器内に3日間放置せるものを用い,

loc°/kgの割合で注入した｡この濃度は1.5-2%で

ある｡注入後は10分,50分,3時間と経時的に電気泳

動法並びにビウレット反応によりその蛋白濃度,分劃

及び変性の有無を追究した｡

第2項 実 験 成 績

電気泳動法では新鮮 (塩析直後)アルブミン

劃分輸注群及び変性アルブミン劃分輸注群では

,両者 とも注入後第 6表,第 7表に示すように

京大結研紀要 第 9巻 第 1号

第 6a蓑 弱アルカリ性ビウレット試薬

Na乞Co告

CuSoヰ

KJ

酒石酸 K.Na 1 0.9～
H20ad 【 100.0

第 6b表 塩析直後アルブミン輸液後の分劃変動
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10分にしてアルブミン濃度の上昇がみ られ,こ

の上昇傾向は其の後 3時間以上続いている｡ ビ

ウレット反応では輸注前の変性アルブミンと,

輸注前の新鮮血菜では明らかな相違がみられる

が,この変性アルブミン輸注後の経時的吸光度

をみると第10図に示すように,輸注10分後,揺

血 した血梁にビウレット試薬添加後, 2分, 5

分にして有意の差がみられる｡ しか し試薬添加
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第10図 変性アルブミン輸液後の Biuret反応
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直後では新鮮血菜と殆ど同じ吸光度を示 してい

る｡50分後採血 したものはやや緩慢なカーブを

辿 り, 3時間後採血 したものは殆んど変化をみ

な い ｡

第 3項 小 括

塩析法により得たアルブミン分割液を生体内

に輸注 し,その生体に及ぼす影響を蛋白濃度,

その分割及びビウレット反応にて追求 し次の結

果を得た｡

即ち,冷室で塩析操作 したアルブミン劃分を

生体内に輸液 した場合ビウレット反応では何等

の変化もみられなかった｡ しかし変性アルブミ

ン劃分輸液の場合は明らかな吸光度の差を生 じ

た｡又,電気泳動的には塩析直後のアルブミン

劃分輸液により,アルブミン劃分の増加を認め

た0-万変性アルブミン劃分輸液後の蛋白濃度

並びに分劃の変動は,塩析直後の新鮮アルブミ

ンと変性アルブミンとの問に有意の差を認めな

かった｡

第4章 総括並びに考按

以上述べた処を総括 しながら考按を加えてみ

る｡

先ず血清蛋白の分劃法についてみると,塩析

法,超遠心法,電気泳動法があり,又特殊な方

法としては免疫血清学的方法の 4種類が代表的

なものであり,そのうちで最も一般的に用いら

れているものが塩析法と電気泳動法である｡

塩析法には硫安法,硫酸ソーダ法及び燐酸塩

法等があり,又近時では Cohn5) によるエタノ

ール分剥が盛んに用いられるようになった｡

それ等のうち,大量血梁を分劃するにはエタ

ノール分劃ほ能率的でもあり,且つ分割の純度

が比較的高いので,より望ましい方法ではある

が,操作が複雑であるという理由で,一般的に

は採用 し難い｡それに対 し塩析法は一定の条件

の下に操作するならば比較的簡単に純度の高い

分劃が得 られる｡著者は上記各方法を比較検討

した結果,硫安法を採用 した｡硫安法により得

られたアルブミン劃分を電気泳動像から検討 し

てみると,硫安の濃度を30%前後にすることに

より,αグロブリンがアルブミンの約5%程度
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含まれるのみで,純度が比較的に高いものが得

られる｡ 元来 アルブミンと αグロブリンは電

気泳動像的にもしばしば連続 しているもので,

物理化学的性状からも殆んど同じであり,これ

を完全に分離することは塩析法では殆んど不可

能と考えられるので,この実験で得 られたアル

ブミン劃分に5%程度の α グロブリンの 混入

があっても止むをえないと考えられる｡

更に塩析操作時の変性をアルブミン分割の電

気●的性質及び化学的結合状態から検 討 して み

た｡蛋白質は NH2とCOOHの両基のバランス

の下に各々特有の等電点を有 している｡従って

今,pH4.8というアルブミンの等電点の pHで

のクエン酸燐酸緩衝液を用いて泳動する時,仮

に変性を来 していたとすれば陽,陰何れか-の

荷電を生 じていると考えて大過ないと思われる

ので,それに相応 した反対極-向って泳動する

筈である｡

第 2茸に於ける実験成績からみると,塩析直

後のアルブミンは殆んど泳動 しないが,卵字卵器

内放置アルブミンは電流を負荷すると,陽極-

泳動 してゆき,像は約20分後には重 り合ってし

まう｡このことは NH之とCOOHの荷電のバラ

ンスがくずれ,アルブミンは卵字卵器内放置によ

りpH4.8の状態では (-)の荷電を示 し,すべ

て等電点は若干酸性側の方に移行 していると考

えられる｡αグロブリンは pH5.06が等電点と

いわれているが,媚卵器内放置によりアルブミ
ンと共に若干酸性側の方-移行 していると推定

される｡ しか しpH4.8では陽に荷電 して陰極-

泳動 していることからこの等電点は,5.06から

4.8の問にあることは確かである｡このことか

らもし卵字卵詳言内牧胃により,アルブミンが αグ

ロブリンと同じ程度に移行 したとするならば,

pH4.8から慢性側に 0.26の範囲で移行 したと
考えられる｡因みにpH4.6のクエン酸鱗慢緩衝

液にて電気泳動を行うと,20分経っても泳動 し

な い ｡

以上の事からアルブミンの変性状態に於ける

等電点の移動が変性-の証明となり得る事から

して,塩析缶後のアルブミンは電気泳動的にみ

て変性をおこしていないと思われる｡
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変性を定義するということは極めて難 しい問

題であるが,著者はWu39)と同様な見解をもっ

ている｡即ち,蛋白質の結合を立体的な構造と

解釈 し,ペプチッド鎖が緊密に折りたたまれて

一定の形状に固定されているが,種々な作用で

2次的な結合がきれて折りたたまれたペプチッ

ド鎖がほぐれて,生の時の一定の規則正 しい形

状からもつと乱雑なものに変るような現象であ

る｡塩析直後のアルブミンを主体に輸血 した場

合には,その吸光度からするビウレット反応で

は殆んど変化はないが,生理的副作用を現わさ

ない程度の変性アルブミンを輸液 した場合,揺

血 した血祭にビウレット反応試薬添加後の吸光

度に変化をうけていない事は,生体内で変性ア

ルブミンが体液で稀釈されるためか,或いは体

内特に肝の酵素により生蛋白-の回復が図られ

るかいずれかであると解釈される｡ しかしビウ

レット試薬添加後 2- 5分の間には,多少の吸

光度の増加をみることから,塩析直後のアルブ

ミンに比べて依然として変性 し易い状態におか

れていると考えられる｡これらから考えるに生

理的副作用の起らない程度の変性アルブミンを

輸血 した場合には,二次的なH結合が容易にも

どり,もとの立体構造に復 し易いことが考えら

れる｡変性アルブミン輸血後 3時間を経た血祭

は,ビウレット反応での吸光度は完全に生の状

態に復 していることから体内に注入された変性

アルブミンは比較的に短時間で元の状 態 に戻

り,再生も簡単に行われるのではなかろうか｡
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まして等電点のかわらないしかもビウレット反

応でも殆んど変化のみられない状態にある塩析

直後のアルブミンを注入 した場合は,ほぼ完全

なる生蛋白の状態にあると解される｡多少変性

されたアルブミンですら輸血後の蛋白濃度及び

それらの分劃には生蛋白輸液後 1- 3時間では

有意の差を認めないことからも,塩析後のアル

ブミンが何等実験に支障のないことがうかがえ

る｡ しかしこれのみにて変性の解釈がなされた

わけではな く,今後研究の余地が充 分 に あ ろ

う ｡

結 論

各種血祭蛋白分劃法を比較検討 し,更にそれ

により得た劃分の変性の有無を検討 し次の結論

を得た｡

1)硫安による塩析法は比較的大量の血祭蛋

白を分離するには操作が簡単であり,しかも得

られた劃分の純度が比較的高いことより,実験

に利用するには簡便にして分離 しやすい方法で

ある｡

2)更に塩析法により得られたアルブミン劃

分につき電気的性状,化学的性状,及び生体反

応の各面より検討を加えてみるに,その性状の

変化を認めなかった｡

3)以上より硫安法により得られたアルブミ

ン劃分は殆んど変性を来たしていないと考えら

れる｡


