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緒 言

1957年, MargoshesとVallee1)に よ って ウ

マ の 腎皮 質か らカ ドミウム(Cd)を 多量に含有

す る低 分 子 蛋 白質 と し て 発 見 さ れ たMetallo

thionein(MT)が,蛋 白化学 の領 域 外 で注 目さ

れ るよ うに な ったの は,こ の蛋 白がCdの 投 与

に よって 誘導 合成 され る こ とをPiscator2)が 示

してか らで あ る.そ の後, MTは 亜鉛(Zn),

銅(Cu),水 銀(Hg),金(Au),銀(Ag),等 で

も誘 導 され る こ とが 明 らか とな り3～8)さ らに は,

この よ うな金属 の 投与 以 外の ホ ルモ ン9)～12)や

種 々の ス トレス13)～22)で もこの蛋 白の誘導 合 成

が起 る こ とが報 告 され るに至 り,中 毒 学 の分野

だ け でな く,生 理 学 の分 野か らも注 目され るよ

うに なっ た.

以 上 の よ うな報告 か ら,現 在で は, MTの 生

物学 的役 割 と して,古 くか ら考 え られ て きた重

金属 の解 毒 蛋 白23)～25)と して の働 きだけ でな く,

亜 鉛や 銅 の代 謝,生 体 内維持 機 構へ の 関与 も考

え られ るに至 って い る26)～28).

一 方
,こ の蛋 白質 の組 織 分布 と して は,主 に

肝 臓,腎 臓,小 腸 とい っ た もの の報 告が 多いが,

この他 に も脳,脾 臓,膵 臓,睾 丸,赤 血球,マ

クロ フ ァー ジ,ガ ン細胞,更 に は微 生物 等 と多

岐 に わた る28)～30).こ の こ とは この 蛋 白の誘 導

合成 能 が種 々 の組 織 に存 在す るこ と を示 して お

り, Metallothioneinの 生 物 学 的役割 が 生物体

内に お い て,き わめ て広範 囲 に 及ん でい る こ と

を示唆 す る もので あ る.

前述 した ように,こ の蛋 白質 は,金 属 の投 与

に よって種 々の 臓器 に誘 導合 成 され るば か りで

な く,種 々 の ス トレス に よって も,主 と して 肝

に その合 成 の誘導 が 認め られ るこ とが 報告 され

て い る.こ れ らの ス トレス としては,温 度 変化

(低 温)14)な どの環 境 条件 の変 化,運 動14),絶 食13)

,手術16),19)やけ どな どの生 理 的条件 の変 化,四 塩

化炭 素へ の曝 露14),麻 酔 剤21)やアルキル化剤17),18)

を含 め た広範 囲の 有機 化 合物 の投与,細 菌感 染15),

 X線 照射20),22),高圧 酸素 曝 露20),22)などが含 まれ

てお り,こ れ らの ス トレスの 多 くが生体 内亜 鉛

維 持機 構へ 影響 を与 え る と考 え られ るこ とか ら,

ス トレ ス→ ホルモ ン系→MT誘 導合 成,あ る い

は,ス トレス→ ホル モ ン→ 血清 亜鉛→ 亜 鉛 と り

込 み→MT誘 導 合 成 とい った機 序 も考 え られ て

いるが,そ の 詳細 については,不 明で ある31),32).

X線 照射 後,生 体 は種 々の変 化 を示す が,非

照射群 に比較 して,照 射 群ではMTが 顕著に ラッ

トの肝 臓 で増加 す る こ とを,青 野20), Shiraishi

ら22)はす でに報告 して い る.こ の現 象がX線 障

害 に対 す る生体 の 防御 反応 の1つ であ る こ とは

推定 で きるが,そ れが どの よ うな防 御 反応 の結

果 なの か,ま たMTの 増 加 とい う現 象 が どの よ

うな過程 を経 た もので あ るか な ど,そ の詳細 は

不 明の ま まで ある.

前 述 した よ うに, MTの 組 織 分布 は 多岐 に 及

ぶ こ とか ら, X線 照 射後,肝 以 外の 臓器 に お い

て もこの蛋 白の増 加 が認 め られ るか 否か,ま た
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生体 での 亜鉛 の動 きを知 る上 で重 要 で あ る血清

中 の 亜鉛 量 は,肝 臓 でMTが 増加 している時 に,

どの よ うな変化 を示す のか,と い った点 を明 らか

に す る こ とは, X線 照射 後 に認 め られ るMTの

増 加 の過 程や その 生物 学 的役 割 を考 え る上 で,

重 要 と考 え られ る こ とか ら,実 験 を行 い若 干 の

結 果 を得 たの で,報 告 す る.

材 料 と 方 法

1)実 験 動 物:実 験 動 物 と して は, Wistar

系 〓 ラ ッ ト(体 重150～200g)を 使 用 し た.な

お,実 験 に 使 用 し た ラ ッ トは,購 入 後,室 温22

℃ ～23℃ 下 で,照 明(螢 光 燈80W,照 明 時 間7:

00～19:00)の 飼 育 室 内 で,飼 料 と して オ リエ

ン タ ル 固 型 飼 料MF,飲 料 水 と して,水 道 水 で

一 週 間 以 上 の 飼 育 を行 っ た
.

2)試 薬: Sephadex G75, Sephacryl S-300

 SF (Pharmacia Fine Chemicals), Ferritin,

 Bovine Serum Albumin, Cytochrome C, (Si-

gma Chemical Company), Dithiothreitol (D-

TT), 5-5´-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)

(DTNB), 1-10-phenanthroline,(半 井 化 学)

亜 鉛,カ ド ミウ ム,銅 標 準 液(和 光 純 薬), Ethy

lenediaminetetraacetate(EDTA)(同 仁).こ

の 他,実 験 に は 全 て,特 級 の 薬 品 を使 用 し た.

3) X線 照 射:ラ ッ ト6匹 あ る い は, 9匹 を

1群 と して,東 芝 製KXC, 18型 深 部X線 治 療

装 置 を使 用 し て,全 身 一 回 照 射 を 行 っ た(69

rad/min).な お,照 射 時 に 使 用 し た ケー ジ 内 に

照 射 群 と同 じ 時 間 だ け 入 れ て お い た群 を対 照 群

と した.

4)亜 鉛 投 与 に よ るMetallothioneinの 誘 導

:亜 鉛 投 与 に よ るMTの 誘 導 は, ZnSO47H2O

(10mg/kg体 重)生 理 食塩 水 溶 液 を3日 間 腹 腔

内 投 与 す る こ とで 行 っ た.

5)臓 器 摘 出:対 照 お よ び 処 置 群 の ラ ッ トよ

り,断 頭 放 血 後,肝,脾,心,肺,腎 の 各 臓 器

を摘 出 し,実 験 に使 用 す る ま で-20℃ で保 存 した.

6)血 漿,赤 血 球 の 調 製:断 頭 放 血 に よ り,

 4%ク エ ン酸 ソ ー ダ 溶 液 存 在 下 で 採 取 し た 血 液

か ら, 3000rpm, 10分 間 の 遠 心 に よ っ て 血 漿 と

赤 血球 とを調 製 した.赤 血球 は,更 に, 0.15MKCl,

 0.5mMDTT-10mM Tris/HCl緩 衝 液(pH

 7.4)に よ り2度 の遠心 洗浄 を行 い,白 血球 の 除

去 を行 っ た.以 上,調 製 した血漿 と赤 血球 は,

実験 に 使用 す る まで-20℃ で保 存 した.

7)血 清 の調 製:断 頭放 血 に よ り採取 した 血

液 を37℃ で60分 間静 置 し,そ の後3000rpm, 20分

の遠心を行い,その上清を血清として実験に使用 した.

8)細 胞 可 溶性分 画 の調 製: -20℃ で保 存 し

て 置 いた 各臓器 を室 温 解氷 後,湿 重 量10g当 り

50mlの0.15MKCl-0.5mMDTT-10mM

 Tris/HCl緩 衝 液(pH 7.4)を 加 えて,ガ ラ ス

ホモ ゲナ イザー に続 いて,テ フ ロ ンホ モ ゲナ イ

ザー を使用 した.二 度 の ホモ ゲナ イ ズに よって,

組織 ホモ ジ ネー トを調 製 した.こ れ らの 組 織 ホ

モジ ネー トか らさ らに4℃ 下 で, 10,000×g30

分 間, 100,000×g60分 間の2度 の遠心に よって

細 胞可 溶性 分画 を得 た.な お,血 漿 の場合 も同

様 に, 4℃ 下 で100,000×g60分 間の遠心 を行 い

その上 清 を実 験 に使 用 した.

9)メ タ ロチ オネ イ ン含 量 の測 定:各 可 溶性

分 画(100mg蛋 白)を セ フ ァデ ックスG75の カ

ラム(2.5×95cm)に 添加 し, 50mM Tris HCl

緩衝 液(pH 8.4)を 流速20ml/時 間 の割合 で流

下 し, 7℃ 下 で ゲル濾過 を行 い(各 分 画 濾液6

ml)溶 出 した メタロチ オ ネ イン分 画 の各 濾液 中

の亜 鉛 量 を測定 す る こ とに よ り,メ タロチ オネ

インの 増加 の指 標 とした.

10)血 清 のSephacryl S-300に よるゲル濾過

:血 清 中 の亜鉛 の分 布 を検 索す るため 血 清5ml

をSephacryl S-300カ ラ ム(2.5×95cm)に 添

加 し, 0.1M NaCl-25mM Tris HCl緩 衝 液

(pH 8.4)を 流速20ml/時 間 の 割 合 で 流下 し,

 7℃ 下 で ゲ ル 濾過 を行 い(各 分 画 濾 液6ml)

分 画 し た 各 濾 液 中 の 亜 鉛 量 を原 子 吸 光 法 に

よ り,そ して 蛋 白量 を280nm分 光 法 に よ り測

定 した.

11)亜 鉛,カ ドミウム,銅 の定 量:各 濾 液中

の 金属 量 は,島 津 原子 吸光 光度 計(AA-640-

13)を 使用 して,原 子 吸光 法 に よ り測定 した.

なお,標 準 液 と して は,和 光 試薬 製,亜 鉛,カ

ド ミウム,銅 標 準 液 を0.05NHCl溶 液で希 釈 し

た もの を用 いた.

12) SH含 量: SH量 の測 定は, Li, et alら

の方 法33)に準 じて行 った.な お, SH量 を求 め
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る 場 合 のTNBア ニ オ ン の 分 子 吸 光 係 数 は,

 13,600を 使 用 した.

13)蛋 白量:蛋 白量 の 測定 は, BSAを 標準物

質 と して, Lowry法34),あ るい は, Biuret法 に

よ り行 った.な お,試 料 の前 処理 は, Bensado

un & Weinsteinの 方法35)に 準 じて行 った .

14) in vitroで のMetallothionein中 の亜鉛

の カ ド ミウム に よ る置換: in vitroで, Metallo

thioneinの 結合 金属 であ る亜 鉛 をカ ドミウ ム と

置 換 させ る ため,可 溶性 分 画(100mg蛋 白)に

DTT(1mM)存 在 下 で カ ドミウム(3mM)

を添加 し, 4℃18時 間 の反 応 を行 っ た.反 応 後,

 100,000×g60分 間の遠 心 を行 い,上 清 中の15ml

を カラム に 添加 し,前 述 した条件 で セフ ァデ ッ

クスG75の カラ ム ク ロマ トを行 い,各 分画 濾 液

中の カ ドミウム 量,亜 鉛 量の 測定 を行 った.

15)血 清 亜鉛 量 の測 定:血 清 中の亜 鉛量 は,

血清 を蒸留 水 で適 当(1/4～1/3)に 希 釈 後,原

子吸 光 法に よ り測定 した.な お,血 清調 製 中の

溶血 に よ る血球 内亜鉛 の 血清 へ の混 入量 につ い

て 測定 す るため, Markland36)の 血 清ヘ モ グロ

ビン測 定の 方法 を利用 して,血 清へ の血球 か ら

の亜 鉛 混 入量 を算 出 し,原 子 吸光 法 に よっ て測

定 した値か らこ の値 をさ し引 き,血 清亜 鉛量 と

して表 示 した.

16)ラ ッ ト肝Metallothioneinの 分離 精製:

 Metallothionein(MT)は,亜 鉛 投与 ラ ット肝

よ り, Ohら14)の 方 法 に従 って 分離 し, Weser

ら37)の 方 法に 従 っ てMTI, IIを 得 た.

結 果

1)対 照 ラ ッ ト臓 器 で の 可 溶 性 分 画 の ゲ ル 濾

過 に お け る 亜 鉛 分 布

Fig. 1-(A)～(G)は 対 照 群 の 各 臓 器 可 溶 性

分 画 の セ フ ァ デ ッ ク スG75に よ る ゲ ル 濾 過 に お

け る亜 鉛 の 分 布 を示 し た も の で あ る.セ フ ァ デ

ッ ク スG75に よ る マ ー カ ー 蛋 白 の 溶 出パ タ ー ン

は, Fig. 1-(H)に 示 す よ うにVoid volume

付 近 にFerritin(M. W. 480,000)Bovine se

rum albumin(BSA, M. W. 6,600)が 溶 出 さ れ,

続 い てSuperoxide dismutase(SOD, M. W.

 32,000)そ し てCytochrome C(cyt, C, M. W.

 12,500)と な っ て い る,亜 鉛 投 与 に よ り誘 導 し

Fig. 1-(A)

Fig. 1. Sephadex G-75 elution profiles of cyto

sol from tissues of normal rats. 

Cytosol (100mg prot.) prepared from six polled 

tissues was applied a 2.5•~95cm column, and 

eluted with 50mM Tris/HCl buffer, pH 8.4, at 

5•Ž, 20ml/h. 6ml aliquots were collected and 

assayed by atomic absorption for zinc.

Fig. 1-(B)

Fig. 1-(C)
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Fig. 1-(D)

Fig. 1-(E)

Fig. 1-(F)

Fig. 1-(G)

Fig. 1-(H)

た 肝臓 のMetallothionein I(MT I, M. W. 6,500)

はCyt. Cと 同 じ分 画 に 溶 出 さ れ た.こ の 溶 出

パ ター ン を基 に して 各臓器 の亜 鉛 の 溶 出パ ター

ンをみ る と,赤 血球 を除 く他 の臓 器 では, Void

 volume分 画 に可 溶性分.画の亜 鉛 量 の60～100

%の 溶 出が 認め られ た.こ の他 の ピー ク と して

は 肝臓,腎 臓,赤 血 球 な どで,分 子 量30,000の

分画 にSODやCarbonate dehydratase(M.

 W. 31,000)等 に 由来 す る と考 え られ る ピー ク

が認 め られ,こ れ らは 可溶性 分 画亜 鉛 量 の30～

60%に 当 る量 の溶 出 であ った. Metallothionein

が 溶 出 され る と考 え られ る分子 量10,000分 画 で

は,ど の臓 器 にお いて も著 明 な ピー クは 認め ら

れず,こ の 分画 の 占め る亜 鉛量 は 可 溶性分 画亜

鉛量 の7%以 下 で あ った.

2) X線 照射 ラッ ト臓器 での 可 溶性 分画 の ゲ

ル濾 過 にお け る亜鉛 分布

Fig. 2-(A)～(G)はX線 照 射(2,000rad)

72時 間 後の 各臓 器可 溶性 分 画に お け る亜鉛 の 分

布 を示 した もの で あ る.す でに 報告 され て いる

よ うに20),22),肝 臓において はVoid volume分

画,あ る いは分 子量30,000分 画 の 亜 鉛 の ピー

ク以 外 に も分子 量10,000分 画にMetallothione

in由 来 の亜 鉛 の ピー クが認め られ る よ うに なる.

しか も,こ の分 画の 亜鉛 量 は,可 溶 性 分画 亜鉛

量の30%近 くの値 を 占め て い た.肝 臓 以 外の 臓

器 で この分 画に ピー クが認 め られ たの は 腎臓 で,

肝臓 と同 じく30%近 くの亜 鉛量 を 占め て い た.

この 他 の脾 臓,心 臓,肺 臓,赤 血球,血 漿 では

亜 鉛 の ピー クは 認め られず,対 照群 と同 じ く,

この 分画 の 占め る亜 鉛量 は 全体 の10%以 下 であ

った.以 上 の結 果か ら考 えて,今 回対 象 とした

臓器 の 中でX線 照 射 後 にMetallothioneinの
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Fig. 2-(A)

Fig. 2. Sephadex G-75 elution profiles of cyto

sol from tissues of X-irradiated rats.

Cytosol (100mg prot.) prepared from six polled 

tissues of irradiated rats (2000 rad, after 3 days) 

applied a 2.5•~95cm column, and eluted with 50

mM Tris/HCl buffer, pH 8.4, at 5•Ž, 20ml/h. 

6ml aliquots were collected and assayed by ato

mic absorption for zinc.

Fig. 2-(B)

Fig. 2-(C)

Fig. 2-(D)

Fig. 2-(E)

Fig. 2-(F)

Fig. 2-(G)



276 竹 田 芳 弘

増 加 が 認 め ら れ る の は 肝 臓,腎 臓 だ け で あ る こ

とが 示 唆 さ れ た.

3) Metallothioneinと5-5´-dithiobis-

(2-nitrobenzoic acid)と の 反 応

Metallothioneinは そ の 特 徴 と し て シ ス テ

イ ン を 多 く も つ 蛋 白 質 で あ る こ と か ら,こ の

性 質 を 利 用 し てSH基 を 測 定 す れ ばMetallot

hioneinの 増 加 の ひ とつ の 指 標 と な り得 る と考

え られ る. MetallothioneinとSH基 反 応 試 薬

で あ る5-5´-dithiobis-(2-nitrobenzoic

 acid)(DTNB)と の 反 応 に つ い て は, Liら33)

が す で に 報 告 し て い る.そ こ で,こ の 方 法 が セ

フ ァ デ ッ ク スG75の カ ラ ム 操 作 に よ っ て 得 た 各

分 画 濾 液 中 のSH基 を 測 定 す る の に 利 用 で き る

か 否 か の 検 討 を行 っ た.

Fig.-3は 亜 鉛 投 与 ラ ッ ト肝 よ り,セ フ ァ デ

ッ ク スG75の カ ラ ム 操 作 か ら 得 た 粗Metallot

hionein分 画 とNBTSと の 反 応 を412nmの 吸

光 度 の 変 化 か らみ た もの で あ る. Fig.-3に 示

す よ う に, NBTSとMetallothioneinと の 反 応

は, Liら が 報 告 して い る よ うに 初 め 速 く,序 々

に 遅 くな る傾 向 を 示 して い た.こ の 初 速 度 はO

phenanthroline(OP)やEDTAの 存 在 下 で

は 著 し く促 進 さ れ,ま た 定 常 状 態 に な る ま で の

時 間 も対 照 と比 較 す る と短 く な っ て い た.

Fig. 3. Reaction of 5, 5•L-dithiobis (2-nitro

- benzoic acid) with crude metallothionein.

Crude metallothionein, prepared from livers of rats 

given repeated intraperitoneal injections of ZnSO4, 

was reacted with DTNB (2ƒÊM) in 3ml cuvett at 

25•Ž and at pH 8.4 in 50mM Tris/HCl buffer with

out (•›-•›) and with 5mM EDTA (_??_-_??_) or 

1mMO-phenanthroline (•œ-•œ). The reaction 

was monitered at 412nm.

このOP存 在下 での,定 常 状 態 と考 え られ

る30分 後 の412nmの 吸光 度 変化 量 か らSH量

を計算 し,添 加 蛋 白量 に対 して プ ロ ッ トす る と,

一 定 の相 関が 認 め られ た(Fig .-4).こ の結 果

Fig. 4. Dependency of protein concentration for

 the reaction of DTNB with metallothio

nein.

Crude metallothionein was reacted with DTNB 

(2ƒÊM) in 3ml cuvett at 25•Ž and at pH 8.4 in 

50mM Tris/HCl buffer in the presence of O-phe

nanthroline (1mM). After 30min, the reaction 

was monitered at 412nm.

よ り,ゲ ル 濾 過 後 の 各 濾 液 中 のSH量 を 測 定

す る 方 法 に な り得 る と判 断 し,以 下 の 実 験 に 使

用 し た.

4) Metallothionein分 画 のSH量 の 変 動

X線 照射 後(2,000rad照 射, 72時 間 後)の ラ ッ

ト肝,腎 臓 にMetallothioneinが 増 加 し て い る

こ と を 更 に 確 認 す る た め に,ゲ ル 濾 過 後 の 各 分

画 濾 液 中 のSH基 の 測 定 を行 い, Fig.-5-(A)

～(D)に そ の 結 果 を 示 した
. Fig.-5-(A),

 (C)に 示 す よ う に,対 照 群 の 肝,腎 臓 のSH量

は1～3nmole/ml程 度 の 値 で,し か も 特 定 の

ピー ク は 認 め ら れ な か っ た.一 方,照 射 群 の 肝,

腎 臓 で は6～20nmole/ml,あ る い は4～15n

mole/mlと 高 値 を示 し,し か も 亜 鉛 の 分 布 と ほ

ぼ 一 致 した ピ ー クパ ター ン を 示 し て い た(Fig.

-5-(B)
, (D)).し か も,ピ ー クで のSH/亜 鉛

比(mole/mole)は 肝 臓 で2.7,腎 臓 で3.3の 値

を 示 し,亜 鉛Metallothioneinの 値 で あ る3に
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Fig. 5-(A)

Fig. 5. Thiol and zinc contents of metallothione

 in fraction.

Cytosol (100mg prot.) was fractionated on a Se

phadex G-75 column. 6ml aliquots were collect

ed and 3ml aliquots were used for the assay of 

thiol content. The others were assayed by atomic 

absorption for zinc. Other experimental conditi

ons are described in Fig. 2. and Fig. 4. (•›-•›), 

thiol content; (•œ-•œ), zinc content.

Fig. 5-(B)

Fig. 5-(C)

近 い値 を示 して い た.こ の 結果 か らも,照 射 群

の 肝,腎 臓 にお い てMetallothioneinの 増加 が

起 きて い るこ とは 明 らか であ る と思 わ れ た.

Fig. 5-(D)

5) X線 照 射 ラ ッ ト肝,腎 臓 可 溶 性 分 画 の

Metallothioneinへ の カ ド ミウ ム の 結 合

Metallothioneinの 金 属 に 対 す る 親 和 性 は,

水 銀>銅>カ ド ミウ ム>亜 鉛 の順 に な っ て い る

こ とか ら38), Metallothionein中 の 亜 鉛 は 比 較

的 簡 単 に カ ドミ ウ ム,銅,水 銀 に よ っ て 置 換 さ

れ る.こ の 性 質 を 利 用 して, X線 照 射 後 の ラ ッ

ト肝,腎 臓 の 可 溶 性 分 画 に 存 在 す るMetallothi

oneinへ の カ ド ミウ ム の 結 合 を み た もの が, Fig.

-6で あ る . Fig. 6-(A), (C)に 示 す よ うに,

対 照 群 のMetallothionein分 画 の カ ドミウ ム 結

合 量 は0.05μg/ml程 度 の 低 値 を 示 し て い る の

に 対 して, X線 照 射 群(2000rad照 射, 72時 間

後)で は, Fig. 6-(B), (D)に 示 す よ う に,

肝 臓 で0.15～0.29μg/mlの,腎 臓 で0.10～0.23

μg/mlの カ ド ミウ ム の 結 合 が 認 め られ た.し か

も カ ド ミウ ム の 結 合 が 認 め られ る の に 対 し て,

亜 鉛 の 結 合 は 認 め られ な い こ とか ら, Metallo

thioneinの 亜 鉛 が 全 て カ ド ミウ ム に 置 換 し て い

る こ と が 示 唆 さ れ た.

6) Metallothionein分 画 に 認 め ら れ る 金 属

の 種 類 に つ い て

以 上 の よ う に, Metallothioneinに 結 合 し て

い る亜 鉛,あ る い はSH基 の 検 出,そ して カ ド

ミウ ム で の 置 換 等 の 多角 的 な 実 験 結 果 か らX線

照 射 に よ りMetallothioneinは,確 実 に 増 加 す る

こ とが 明 ら か とな っ た の で,こ の 蛋 白 に 結 合 す

る 金 属 の 種 類 に つ い て もそ の 検 索 を 行 っ た.

Fig. 7-(A), (B)に 示 す よ うに, Metallothi

onein分 画 の ピー ク に 肝 臓 で は 亜 鉛 以 外 の 金 属

は 認 め る こ と が で き なか っ た が,腎 臓 で はMe-
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Fig. 6-(A)

Fig. 6. Conversion of zinc-thionein into cadmium

 thionein in vitro.

Cadmium (3mM) was added in vitro to the cy

tosol (100mg prot.) in the presence of dithiothrei

tol (1mM) and the mixed solution was incuba

ted at 4•Ž for 18hr. After incubation, the solu

tion was centrifuged at 100,000•~g for 60min at 

4•Ž. The cadmium treated supernatant was ch

romatographed on a Sephadex G-75 column as 

described in Fig. 1.. 6ml aliquots were collected 

and assayed by atomic absorption for zinc and ca

dmium. (•œ-•œ), zinc content; („O-„O), ca

dmium content.

Fig. 6-(B)

Fig. 6-(C)

Fig. 6-(D)

Fig. 7-(A)

Fig. 7. Sephadex G-75 elution profiles of zinc,

 copper and cadmium in the cytosol of

 liver and kidney from X-irradiated rat.

Cytosol (200mg prot.) prepared from six polled 

livers and kidneys were applied a Sephadex G-75 

column. Experimental conditions are described 

in Fig. 2. (•œ------•œ), protein content; („O-„O), 

zinc content; (•œ-•œ), copper content; (_??_-_??_), 

cadmium content.

Fig. 7-(B)

tallothionein分 画 の ピ ー クに 亜 鉛(6.24ng/mg

蛋 白)以 外 に,銅 の 存 在 も認 め られ た(0.73ng/

mg蛋 白).し か しガ ド ミウ ム は 検 出 で き なか っ た.
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この結 果か ら推 定す ると, X線 照 射 後 に増 加 す

るMetallothioneinに 結 合 している金 属 は,主 に

亜鉛 で あ り,こ れ に 少量 の 銅が 存 在 して い るの

で はな いか と考 え られ る.

7)ラ ッ ト肝,腎 臓 にお け るMetallothione

inの 増加 と照射 線 量 につ い て

2,000rad全 身一 回照 射, 72時 間 後に 肝,腎

臓 にMetallothioneinの 増加 が 認 め られ た こ と

か ら,増 加 に 対す る線 量 の 影響 に つ いて検 討 し

た. Fig. 8-(A)の 肝臓の結果 では, 250,500rad

Fig. 8-(A)

Fig. 8. Effects of various doses of X-ray on the

 content of metallothionein in liver and 

kidney.

Whole body irradiation was administered at vari

ous doses of X-ray. The rats were killed 3 days 

after irradiation. The metallothionein content in 

liver and kidney were estimated from each eluti

on profiles on Sephadex G-75 column as described 

in Fig. 2. Data are presented as means•}S. D. 

(n=3-6)

Fig. 8-(B)

照射 では対 照群 と比較 して その値 に増加 は認 め

られ なか った が, 1,000rad照 射 か ら増加 傾 向

が 出 現 し, (2.659±1,160μg亜 鉛/100mg可 溶

性 蛋 白), 1,500, 2,000radと 上 昇 が 認 め ら れ,

 (9.0±1.98, 15.0±1.96), 3,000radで は 低 下

傾 向(11.4±4.63)を 示 し た.一 方,腎 臓 で は,

 Fig. 8-(B)に 示 す よ う に1,000radま で は 増加

を 認 め な か っ た が, 1,500rad, 2,000radで は

対 照 と 比 較 し て 値 の 増 加 が 認 め られ た(9.76±

0.68, 10.14±1.11).そ し て, 3,000radで は

若 干 低 下 し た(7.13±1.76).

8)一 回 全 身 照 射 時 に お け るMetallothione

inの 増 加 の 経 時 的 変 化 に つ い て

一 般 的 に 肝Metallothioneinの 誘 導 増 加 は 速

くエ ン ド トキ シ ン39),肝 切 除16),麻 酔 剤 投 与21)

の 例 な ど で は,処 置 後3～6時 間 で 肝 臓 のMT

が 増 加 す る と報 告 され て い る.こ れ ら の 実 験 例

とX線 照 射 に お け る 時 間 的 推 移 を 比 較 す る 目的

で,照 射 後 の 肝 臓 お よ び 腎 臓 に お け るMTの 経

時 的 変 化 に つ い て 検 討 し た.

Fig. 9-(A)に 示 す よ うに 肝 臓 で はX線 照 射

後6時 間 で す で に,対 照 群 のMT分 画 の 亜 鉛 量

に 比 較 して3倍 の 増加 が 認 め られ て い る(1.794±

0.334亜 鉛 μg/100mg cytosol protein→6.392

±1.188).そ して,そ の 後, 12時 間(9.808±

2.576), 24時 間(12.360±2,100)と 増 加 傾 向 を

示 し, 72時 間 で は 対 照 群 の 値 と 比 較 し て8.3倍

の 値 を 示 して い た(14,880±1.820).一 方,腎

臓 で はFig. 9-(B)に 示 す よ うに,肝 臓MT

の 変 化 と異 な り,照 射 後12時 間 ま で は 増 加 を 示

さず(0.410±0.254, 1.429±0.257),照 射 前 の

値(1.173±0.660)と 差 が 認 め ら れ なか っ た.照

射 後, 24時 間(4.178±0.850)で 増 加 が 認 め ら

れ,有 意 の 差 を示 し72時 間 で さ らに 著 明 に 増 加

し た(10.427±1.149).

以 上 の 結 果 か ら考 え る と, X線 照 射 に よ るMT

の 誘 導 や 合 成 は,肝 臓 で は 極 め て 速 く,こ れ に

対 し て 腎 臓 で は 遅 れ て お り, X線 照 射 に よ る 障

害 や 誘 導 能 の 違 い が 示 唆 さ れ た.

9) X線 照 射 に よ るMetallothioneinへ の 亜

鉛 の 蓄 積 と血 清 亜 鉛 の 変 動 に つ い て

X線 照 射 後 に ラ ッ トの 肝 臓 や 腎 臓 中 にMeta

llothioneinの 増 加 が 認 め ら れ る が,こ の 時 のMT

に 蓄 積 す る 亜 鉛 量 の 動 態 は ま た 興 味 が もた れ る .

即 ち,種 々 の ス トレ ス 下 に お け るMTの 誘 導 と
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Fig. 9-(A)

Fig. 9. Changes in the metallothionein con

tent in liver and kidney after X-irra

diation.

Whole body irradiation was administered at 

a dose of 2,000rad. The rats were killed at 

various time after irradiation. Other expe

rimental conditions are described in Fig. 8. 

Date are presented as means•}S. D. (n=4-6)

Fig. 9-(B)

血清 亜鉛 の変動 につ い ては, Ohら が報 告 し て

い るが14),低 温,運 動,四 塩 化炭 素曝 露 な どの

ス トレス に よってMTの 誘 導 と血清亜鉛の低 下

が 示 されて お り,血 清 亜 鉛の 肝 臓 ある いは 腎臓

へ の 移動,そ してMTへ の蓄 積 とい っ た 流れ

が 示 唆 され て い る.

X線 照射(2,000rad)72時 間後 に おけ る各 組

織 可 溶性 分画 の亜 鉛 量 とMT分 画 の亜 鉛 量 を

Table Iに 示 す.こ の 条件 下 で対 照群 と比較 す

る時,可 溶性 分 画 で亜 鉛 の変動 が 認め られ るの

は,心 臓,肝 臓,血 漿 で,特 に肝 臓,血 漿 では

対 照群 と比 較 して有 意 に増 加 して いた.一 方,

他 の 臓 器で は変 化 は認 め られ ず,腎 臓 ではMT

分画 に亜 鉛 の蓄積 が 認 め られ る に もかか わ らず

大 きな変 化 を示 して いなか った. MTが 増加 し

て い る条件下 での血 清 亜鉛 の値 を測定 して み た

が, Table IIに 示 す よ うに, X線 照 射 後,ど の

時間 に お いて も有意 の 変化 を示 さなか った.

10) Sephacryl S-300に よる ゲル濾 過 に おけ

る血 清亜鉛 の分布

血 清亜 鉛 量に つ いて は,照 射 後 の変 化 が認 め

られ な か ったが,照 射 後,血 清 蛋 白の 含有 組 成

に変 化 が生 ず る こ とが知 られ てお り40)～49)血清

亜鉛 の 質的変 化 も考 え られ る こ とか ら,対 照群

とX線 照射群(2,000rad, 72時 間後)と の 血清

の ゲル濾 過 を行 い,亜 鉛 量 の比較 検 討 を行 った.

その 結果 をFig. 10-(A), (B)に 示 す.溶 出 し

た亜 鉛 の中 で,フ ラ クシ ョン番号30か ら60ま で

に全体 の90%以 上 の 亜鉛 が認 め られ,こ の 分画

以外 に は,検 出 で きなか っ た.ま た,亜 鉛 の溶

出パ ター ンを見 る と近 接 してい るが, 3つ の ピ

ー ク を示 してい た(Fig . 10-(A)).こ の よ うな

亜 鉛 が,ど の よ うな 蛋 白に由 来す るのか 十 分 な

検討 は行 ってい ない が,現 在 まで報告 され た結

果 を考慮 す る とこの 溶 出 され て い る亜 鉛 の大 部

分 は, Albuminや α2-マクロ グロブ リン由 来 で

は ないか と考 え られ る50)～54). Sephacryl S-300

カ ラム に よる溶 出パ タ-ン か ら考 える と,フ ラ

クシ ョン番号50か ら65に かけ てAlbumine (M.

 W=66,000)が 溶 出 されて お り,さ らに この分

画 に 注 目 してみ る と,対 照群 と比 較 して照射 群

では亜 鉛 量 の低 下 が認 め られ て い るこ とが 明 ら

か で あ る(Fig. 10-(A), (B)).こ の点 を詳 し

く検討 す るため,フ ラ クシ ョン番 号30か ら40,

 41か ら50,そ して51か ら65ま での 総亜 鉛 量 を カ

ラム クロマ トの 溶出結 果か ら算定 した(Table

 III).

その 結果,フ ラ クシ ョン番号30か ら40に か け

ては,対 照群 よ り照射群 の方 が高 値 を,フ ラ ク

シ ョン番号41か ら50に か けて も高 値 を示 してい

たが,フ ラ クシ ョン番 号51か ら65に か けて は,

逆 に低 値 を示 してお り,照 射 に よ り血清 中 の亜

鉛 に何 らか の影 響 が でて い る こ とが示 され た.

特 に,フ ラ ク シ ョン 番 号51か ら65に か け て の
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Table I . Effect of X-irradiation on accumulation of zinc in metalloth

ionein fraction in liver and kidney of rat.

Zn content were estimated from each elution profile on the Sephadex G-75 column as shown in

 Fig. 1. and Fig. 2. All numbers show mean value•}S. D. (n=4-8). *Values are micrograms zinc 

in 100mg of cytosol protein. **Values are micrograms zinc in metallothionein fraction per 100

mg of cytosol protein. O***, Not detected; N. S., Not significant differences (P>0.05)

Table II. Effect of X-irradiation on zinc levels 

in sera of rats

All numbers show mean•}S. D. (n=4-12)

N. S., Not significant differences (P•„0.05)

Table III. Distribution of zinc in sera of normal

 and X-irradiated rats

Zn content were estimated from each elution profile on the 
Sephacryl S-300 column as shown in Fig. 10.

All numbers show mean value•}S. D. (n=3-4)
* Significantly different (P<0.05) from control.

** Significantly different (P<0.02) from control.

Albumin分 画 で亜鉛 量が低下 して い るこ とは,

肝 臓や 腎臓 でのMTの 増加 が他 の研 究の報告 で

あ った よ うな血 清亜 鉛 の低 下 を伴 うMTの 増加

と同様 の 機構 に よる こ とを示唆 す る ものか もし

れ ず,更 に 詳細 な検 討が 必要 と思 われ る.

Fig. 10-(A)

Fig. 10. Sephacryl S-300 elution profiles of sera 

prepared from normal and X-irradiated

 rats.

Sera (5ml) prepared from six (normal) and 

twelve rats (irradiated) were applied a 2.5•~95

cm column, and eluted with 0.1M NaCl-50mM 

Tris/HCl buffer, pH 8.4, at 5•Ž, 20ml/h. 6ml 

aliquots were collected and assayed by atomic 

absorption for zinc. ( •œ-•œ), protein content; 

(„O-„O), zinc content.
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Fig. 10-(B)

考 察

MTは 現 在 まで に数 多 くの生 物 種か ら見い 出

され てい る蛋 白質 であ り,その範囲は,藍 藻,酵 母,

ア カパ ンカビ等微生物 か らヒ トに まで及んでい る.

28),55)～57)
.セ キ ツイ動 物 で,こ の 蛋 白質 の 存在

が報 告 されて い る もの と して は, Human, Mon

key, Horse, Bovine, Calf, Sheep, Pig, Dog,

 Hamster, Rat, Mouse, Seal Chicken, Fishと

い っ た ものが あ り多岐 に 及ん で い る28).臓 器 と

して は,肝 臓,腎 臓,小 腸 とい った もの の報告

が 多いが,脾 臓,脳,膵 臓,睾 丸,マ クロ フ ァ

ー ジ,腫 瘍 といっ た もの につ いて の報告28)～30)

もあ り極 め て広範 囲の生 物 種,組 織に 存 在す る

蛋 白質 と言 え る.

しか し,正 常 な状 態 で は 多量に 存在 す る蛋 白

質 で は な く,上 述 した ような報 告 も,そ の 多 く

は,重 金属 を投与 した り,あ る いは 自然環 境 レ

ベル の重 金属 を体 内に取 り込 んで,増 加 したMT

につ いて で あ る.現 在 までに知 られて い るMT

を誘 導 または 高 濃度 に 存在 させ る条件 を大 き く

分類 す る と次 の よ うに な る.

(1)胎児や 新 生 児のMT:妊 娠 後期 の 胎 児で は,

肝MT濃 度 が高 くな り,新 生 児で も高 いが そ の

後,急 激 に減 少す る58)～65).

(2)重金属 の投 与:亜 鉛,銅,カ ドミウ ム等 の

投 与 に よ って, MTが 誘 導 され る3)～8).

(3)ホル モ ン:グ ル コ コル チ コイ ドの 中 で も特

に,合 成 品 で あ るデ キサ メサ ゾン にはMTの 誘

導 能 が 強 い こ とが知 られ て い る9)～12).

(4)ス トレス:温 度変 化 な どの 環境 条 件 の変 化,

絶 食,手 術,や け どな どの生 理 的条 件,麻 酔 剤,

ア ル キル化 剤 を含 め た広 範 囲の 有機 化 合物 の投

与,細 菌感 染 な ど広 い意 味 での ス トレス13)～22)

.この 中 で(1)と(4)は,何 らか の 形 で ホル モ ン系

と結 び つ きが あ るこ とが考 え られ る.

青 野20), Shiraishiら22),そ して今 回報 告 した

X線 照 射後 に起 きるMTの 増 加 は こ の 区 分に

従 えば(4)に入 る もの と考 え られ るが,他 の例 と

同様 に ホル モ ン系 の関 与 を考 え る必要 が あ ると

思 われ る.

X線 照射 に よ る生体 の コル チ コス テ ロイ ド含

量 に対 す る影響 につ いて は, Flemming66)に よ

って報告 され て いるが, 1000Rの 全 身照射 後,

 5分 で す でに血 中 コル チ コ ステ ロイ ドが 著 し く

上昇 す るこ と,そ して その 後減 少 し, 12-24時

間 であ らたに増加 す るこ とな どを示 して い る.

ところ で,現 在 ま でに報告 され て い るス トレ

ス下 で のMTの 誘 導 あ るいは増加は肝 臓 につ い

て の報告 が 多 く,他 の 臓器 につ いて は,ほ とん

どな されて い ない.

Ohら14)の 報 告 で も,低 温,熱,運 動,四 塩

化炭 素曝 露 とい った もの で肝MTが 誘 導 さ れ

るのに対 して,腎 臓で は低 温 でわ ずか に誘 導 が

認め られ るに過 ぎない.今 回 の結 果 で も2000rad,

照射3日 後 とい う条件下 でMTの 増 加 が 認 め

られた のは,肝 臓 と腎 臓だ け であ り,他 の臓 器

で は認 め られ なか った.ま た,肝 臓 と腎臓 の 増

加 に して も,照 射線 量 に対 して の 増加 に は大 き

な違 いは認 め られ なか っ たが,照 射 後 の増 加 の

経 時的 変化 に は違 いが 認め られ,肝 臓 で のMT

の増加 が照 射後6時 間 で認 め られ るの に対 して,

腎 臓で は24時 間 後 とな って い た.こ の よ うな差

異が 何 に起 因す るのか今 後 更に 検討 す る必 要 が

あ る.

もうひ とつの 問題 点 と してMTに 結 合 して

い る金属 であ る亜鉛,銅 の 生体 内 に おけ る動 態

が あ る.

MTが 増加 す る種 々の ス トレス下 での血 清 亜

鉛 の動 きに つ いて はOhら14), Webbら32)が 報

告 して い るが,低 温,運 動,四 塩 化炭 素曝 露,

 Endotoxin15), Hepatectomy16)な どのス トレス
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下 で の血 清亜 鉛 の低 下 を示 して い る.ま た,他

の 例 と して,担 ガ ン動 物 で血 清亜 鉛 の 低 下 と

MTの 増加 につ い ての報 告 もあ り67)血清亜鉛 が

MTに 結 合 して い る亜 鉛 の源 であ る可能 性 を示

して いる. X線 照 射 後に お いて も同様 な現 象が

生 じて い る こ とを予 期 したが,今 回の結 果 では,

血 清亜 鉛 の低下 は認 め られ なか っ た,し か し,

 Sephacryl S-300の ゲ ル濾過 での亜 鉛 の溶 出パ

ター ンか ら推 察す る と血 清亜 鉛 に 質的 変化 が生

じて い るこ とが,推 定 され た.

一般 的 に血 清 中の 亜鉛 の 大部 分 は
, Albumin

にそ して α2-macroglobulinに 存 在 して い る と

報 告 され,特 にAlbuminに 結 合 して い る亜鉛

は, loosely bound zincで ある こ とか ら51)こ の

分 画 の亜 鉛 の動 きに注 目す る必 要 が あ ると思 わ

れ る.今 回 の結 果 では, Albumin分 画以外では,

照射群 で亜鉛 の増加 が 認 め られ る こ とか ら, Al

bumin分 画の 亜鉛 が 肝 臓や 腎臓 へ移行 してい る

と考 え られ るが,さ らに 詳 し く分 析す る必要 が

あ る と思 わ れ る.

MTの 生 物学 的役 割 につ いて は,現 在 もな お

模 索 が 続 いて い る段 階 で あ るが, ① 重 金属 の解

毒, ② 亜 鉛や 銅 の代 謝 へ の関 与, ③SH基 の 反

応性 とい った もの が推 定 され て い る68)～70). X線

照射 後 に,増 加 す る肝 臓,腎 臓のMTの 役 割

を推 定 す る こ とは 困難 であ るが, X線 の生 体 に

対す る障害 とい う点か ら推定 す る とX線 照射 後,

ホ ルモ ン 系 を経 由 して,あ るい は直接 に生 じた

障害 に よって亜 鉛 あ る いは銅 の恒 常性 が みだ さ

れ,そ れ に よって 生ず る亜鉛,銅 の代 謝 異常 に

対す る役 割 と してMTの 増 加 が 認め られ るよ

うに な る と思 われ る.

今 後の 問題 点 としては,照 射方 法や 領域 に よ

って この 蛋 白質の 変動 が どの よ うに な るか,ま

た血清 中の亜 鉛の 動態 につ いて詳 細 な分析 等 が

残 され て い る.

要 旨

(1)ラ ッ ト肝Metallothioneinが 増加 す る2000

rad, 72時 間 後にMTの 増 加 が 認 め られ るの は,

腎臓 のみ で他 の臓 器(心 臓,肺,脾 臓,赤 血球,

血漿)で は認 め られ なか った.

(2)肝,腎 臓 のMTの 照射 線 量に対 する増加 に

は差が 認め られ なか った.

(3)照射 後の 経時 的変 化 では,肝 臓 が6時 間か

らその 増加 が 認め られ るの に対 して,腎 臓 では,

 24時 間 と大 きな違 いが 認め られ た.

(4)照射 後の 血清 亜鉛 量に低 下傾 向 は,認 め ら

れ ないが, Sephacryl S-300の ゲル 濾過 の結 果

では, Albumin分 画の亜鉛量 に低 下傾 向が認 め

られ,血 清 亜 鉛に 質的変 化 が生 じてい る こ とが

示 唆 され た.
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Increase in metallothionein content in rat tissues

 induced by X-irradiation
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The amount of metallothionein in rat liver and kidney was increased 72hr after irradia

tion by a high dose of X-irradiation (2,000 rad), but in other tissues the amount of metalloth

ionein was not increased. An increase in metallothionein contents in rat liver and kidney was 

induced 72hr after irradiation when rats were exposed to a single dose between 1,500 and 

3,000 rad. Below a single 1,000-rad dose, the increase in metallothionein content was not 

observed. An increase in the metallothionein content in the liver was observed 6hr after 

irradiation (2,000 rad). In kidney, the increase in the metallothionein content was observed 

24hr after irradiation. Although the zinc content in serum did not change significantly 

after irradiation (2,000 rad), the zinc content of the albumin fraction decreased slightly.


