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緒 言

筋 肉 労 働 に よ る疲 労 判 定 の 一 つ の 手 段 と し て

Donaggio反 応1,2)が 一 般 的 に 用 い ら れ て き た.

ま た,こ の 反 応 の 陽 性 物 質 に つ い て は,大 森3),

松 井4)ら に よ っ て 詳 細 に 検 討 さ れ,そ れ ら の 大

部 分 は α1-Acidglycoprotein(α1-AG), α2-HS-

glycoprotein(α2-HS)で あ る こ と が 確 認 さ れ て

い る .

し か し, Poortmans5,6)は 運 動 後 尿 中 に は,

 Triptophan-rich prealbumin, Albumin(Alb),

 α1-AG, α1-Antitrypsin(α1-AT), α1-Antichymo

trypsin(α1-X), α2-Zn-binding-glycoprotein(Zn-

α2), Ceruloplasmin, Haptoglobin, Transfer

rin(Tf), IgG, IgA等 が み とめ ら れ る と,報 告

して い る.

ま た,中 野 等8)は 尿 中 に 出 現 す る 蛋 白 をDisc

電 気 泳 動 法 に よ り分 画 す る と,試 合 前 に す で に

Albumin位 に 蛋 白 を み と め,試 合 後 に は 血 清 蛋

白 と対 比 し て,同 じ分 画 のAlb, α1, α2, β-glo

bulin位, Tfお よ び γ-Globulin位 の 蛋 白 が み と

め ら れ た と報 告 し て い る.

以 上 の こ とか ら 著 者 はDouble Diffusion Test,

 Single Radial Immuno Diffusion Test, Immu

no Electro Phoresis Test並 び に, SDS-Pol

yacrylamidegel-electrophoresis法 に よ り,運

動 前 後 の 尿 成 分 及 びDonaggio反 応 陽 性 物 質 に

つ い て 再 検 討 を行 な っ た.

一 方
,血 清 ム コ 蛋 白 の 測定 法 が 考 案 され た9).

これ は過 塩 素 酸 可 溶 性 の 蛋 白 をCoomassie Bril

liant Blue G-250を 用 い て定 量 す る方 法 で あ っ

て, ASPRO法 と呼 ば れ て市 販 さ れ て い る.こ

の 酸 可 溶 性 物 質 はSDS-Polyacrylamide-gel電

気 泳 動 法 に よ って,五 つ の 分 画 に分 離 さ れ て い

る.更 に,金 森7)ら は ス ル ポサ リチ ル酸 及 び加

熱 処 理 を した 上 清 蛋 白 液 をSDS-Polyacryla

mide-gel-electreophoresisに よ り,分 子 量7.8

万 か ら1.2万 の 間 に 認 め,主 な バ ン ドは6.4

万 と4.5万 か ら5万, 3.7万 か ら4.5万 に 全 体 の

50%の 濃 度 を しめ た と報 告 し,酸 可 溶性 で 熱 凝

固 し ない 物 質 は ム コ蛋 白 で あ ろ う と推 定 して い

る.

そ こで 著 者 はDonaggio反 応 陽性 物 質 と,運

動 前 後 尿 中のASPRO法 に よる 酸 可 溶性 物 質 と

の 比 較 を上 記 の 方 法 で行 っ た の で,そ の 結 果 も

あわ せ て 報 告 す る.

実 験 材 料 お よび 実 験 方 法

A試 料

1.運 動 尿;男 子 高 校 生 の 夏期 合 宿 中 の2日 目

の 運 動 前 後 尿 お よ び,大 森3)の 用 い た 試 料 の凍

結 乾 燥 品 を使 用 した.

2.過 塩 素 酸 可 溶性 蛋 白 〔ASPと 略 〕;大 塚 ア

ッセ イ研 究 所 よ り提 供 され た もの を用 い た.

3. ASPRO法 測 定 キ ッ ト;大 塚 ア ッセ イ研 究

所 よ り提 供 さ れ た もの を用 い た.
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B実 験 方 法

1. Double Diffusion Test〔DDと 略 〕

2. Single Radial Immuno Diffusion Test

〔SRIDと 略 〕

3. Immuno Electro Phoresis Test〔IEPと 略 〕

以 上, 1, 2, 3の 何 れ の 方 法 も大 森 の 方 法3)

に した が っ た.た だ し,寒 天 板 は ガ ラ ス板 を用

い る代 りにGel-bond-film〔FMC-corporation

製 〕 上 に 作 成 した.ま た,沈 降 線 の 確 認 は 反応

終 了 後 に,脱 蛋 白お よ び 水 洗 後 口紙 の 間 で圧 を

加 え て 脱 水,乾 燥 し, Coomassie Brilliant Blue

(CBBと 略)で 染 色 し再 び 乾 燥 後 に 観 測 した.

こ の 方 法 は タ ンニ ン酸 処 理 をす る よ り更 に 感 度

が 高 く,保 存 も可 能 で あ る.

CBB R-250お よ びG-250は 半 井 化 学 の 免 疫 電

気 泳 動 用 を,ア ル コ ー ル,酢 酸,蒸 留 水 〔35:

10:55〕 の 混 液 中 に0.2%の 濃 度 に 溶 か した.

蛋 白 の 標 準 物 質 と し て の, Standard Human

 Plasma, Standard Human Serumな ら び に 以

下 の 抗 体 も す べ て,へ キ ス ト社 の も の を 用 い た.

① Anti-Human Albumin

② Anti-α1-Acidglycoprotein

③ Anti-α1-Antitrypsin

④ Anti-α1-Antichymotrypsin

⑤ Anti-Zn-binding-α2-glycoprotein

⑥ Anti-α2-HS-glycoprotein

⑦ Anti-transferrin

⑧ Anti-Retiol-binding-protein

⑨ Anti-γ-G-globulin

4. SDS-Polyacrylamide-gel電 気 泳 動 〔SDS-

PAGEと 略 〕

分 離 ゲ ル の 調 製

① 29.2% Acrylamide〔 半 井 化 学 〕 と0.8% N,

 N'-Methylenebisacrylamide〔Bisと 略 半 井 化

学 〕 の 比 率 で 調 製 し た 液 を12.5mlと り,水 中 で

冷 しつ つ,(10℃ 以 下)

② 3MのTris-hydroxymethyl-amino-

methane(ト リ ス と 略 和 光 薬 品)塩 酸 緩 衝 液

pH 8.7を3.75ml

③ 10% SDS 0.3mlを 加 え 良 く混 合 し,

④ 22.5mgの 過 硫 酸 ア ン モ ン 〔和 光 薬 品 〕お よ

び,

⑤ TEMED〔N, N, N', N'-Tetramethylene

diamine〔FUTABA SHOJI〕50μlを 加 え て,

蒸 溜 水 で30mlと し,ガ ラ ス プ レ ー トの 間 に 流 し

こむ. 20分 か ら2時 間 以 上 経 た の ち に,つ ぎの

濃 縮 ゲ ル 用 の 液 を上 か ら そ そ ぎ こみ, Sample

の 為 の 櫛 を入 れ る. 3時 間 か ら1晩 放 置 して 後

に櫛 を と り除 き,そ こ に調 製 したSampleを マ

イ ク ロ シ リン ジ を用 い て い れ る.

濃 縮 ゲル

上 記 の① を0.75ml, ② 0.5Mト リス-塩 酸 緩

衝 液1.25ml, ③ 0.05ml, ④ 4mg, ⑤ 10μlに

蒸 留 水 を加 え て5mlと す る.

Sampleの 調 製

90μlのSampleに 対 して ② 10μl及 び メル カプ

トエ タ ノー ル(β-Mercaptethanol和 光 生 化 学

用 〕5μlを 加 え て60℃, 3分-5分 浸 潰 又 は 一

晩 放 置 した もの を用 い た.

泳 動 条件 お よ び装 置

ト リスー 塩 酸 緩 衝 液(pH 8.6μ=0.6)又 は

トリスー グ リ シン 緩衝 液(pH 8,3μ=0.5)に

SDSを 加 え た 液 を用 いて 電 解 槽 液 と し た. 10

mA 40Vま たは20mA 120Vで2時 間-3時 間

泳 動 し,分 子 量 マ ー カ ー は オ リエ ン タル工 業 の

製 品 を用 い た.電 気 泳 動 装 置 は マ リ ソル 製 マ イ

ク ロ ス ラ ブ電 気 泳 動 装 置 を使 用 した.

実 験 結 果

A DDに よ る結 果

Table 1に 示 す とお り運 動 後 尿 〔EXU〕 で は

Alb, α1-AG, RBP, α1-AT, α1-X, Zn-α2, α2-HS,

 Tfお よび γ-Gの 存 在が 確 認 され た.ま た, EXU

を酢 酸 でpH 5に 調 製 し加 熱 除 蛋 白した もの(BAU

 pH 5)に つ い て は, α1-AG及 び α2-HSの 他 に

α1-AT, α1X, Tfの 存 在が 確 認 され た.ま た,

 ASPで は α1-AGが 多 く認 め られ,そ の 他, Alb

も少 々 存 在 し て い る事 と α1-AT, RBP, α1-HS

等 が 認 め られ た.(Fig. 1)ま た, pH 4に 調 製

し加 熱 処 理 した もの(BAU pH 4)に つ い て は,

 α1-AGお よ びα2-HSは 大 森 の報 告 と同様 に 減少

し て い た.更 に 運動 前 後 尿 のASPRO法 に あ ら

われ る 陽性 物 質 に つ い て も検 討 した.こ の 場 合

は数 名 の 高校 生 の 運動 前 後 尿 につ い て 検 討 した

が,前 尿 に 比 較 して 後 尿 に α1-AGが 多 くな って

い る こ とが 見 られ た .な お,こ れ ら実 験 で は 抗
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Table 1. Pretipitated line by Double diffusion test (DD).

HS: Human serum (or HP: Human plasma)
ASP: Perchloric acid soluble glycoprotein.
EXU: exercised urine.
BXU: boiled acidified urine after exercuse.
ASPu-B: Perchloric acid soluble protein from urine before exercise.
ASPu-A: Perchloric acid soluble protein from urine after exercise.

Fig. 1 Double Diffusion Immuno-Phoresis Assay. 

1, 2: ASP 3: EXU 4: BAUpH5 5, 6: Standard

体 と抗 原 との 量 的 な差 が 余 りに も 多過 ぎ る場 合

に は,抗 原 の 存 在 確 認 が 出 き な い場 合 が あ る.

判 定 が 不 確 実 な場 合 に は 濃度 を変 え て再 確 認 を

行 っ た.な お 標 準 物 質 は α1-AGお よび α1Xの

場 合 に の み, Human Plasma(HP)を 用 い た.

そ の 他 はHuman Serum(HS)を 用 い た.

B SRIDに よ る定 量

Human Serum又 はHuman plasmaを 標 準

とし て,任 意 の 濃 度 の 希 釈 液 を用 い て得 られ た,

沈 降 線 の 直径 の 二 乗 を用 い て 検 量 線 を作 成 した.

それ ぞ れ のSamplの 示 す 沈 降 線 の 直 径 を 測 定

し,上 記 の検 量 線 よ り算 出 した.濃 度 は 各ml
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Table 2. Analitical results by Single radial immuno diffusion.

HS: Human serum (or HP:: Human plasma)

ASP: Perchloric acid soluble protein

EXU: exercised urine

BAU: boiled acetic acidified urine after exercise

ASPu-B: perchloric acid soluble protein from urine before exercise

ASPu-A: perchloric acid soluble protein from urine after exercise

Unit: (Subfraction mg/ml/Protein mg/ml)•~100

Fig. 2 The confirmation of Transferrin by Immuno Electro

- Phresis.

1: Humanserum, 2: ASP, 3: EXU, 4: BAUpH5, 

5: BAU+Human Serum
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中のmgを 用いたが, ASP及 びBAUは 凍結乾

燥品なので,適 当な濃度にうすめて試料 とした.

従 ってすべて総蛋白量に対する%に 換算した.

測定結果はTable 2に 示 した.な お,運 動前後

尿の過塩素酸処理 した もの(ASPu-B, ASPu-

Aと 略)に ついては,新 しく高校生の運動尿を

処理後,透 析 し凍結乾燥 したものを用いた.

ま た, α1-AGや γ-G, Alb等 はSample中 の

含 量 の差 が大 きい の で,一 枚 の 寒 天 板 で は抗 原

量 と抗 体 量 の バ ラ ン スが 不 適 当 な 場 合 も生 じた

の で,再 度 測 定 をや り直 した. EXUお よびBAU

 pH 5, BAU pH 4に つ い て は,大 森9)が 用 い た

の と同一 の もの を使 用 した.な お, ASPに つ い

て は,中 嶋9)ら が 主 成 分 の α1-AGお よび α1-AT

につ い て は 言 及 して い るが,著 者 は そ の他 に α1-

X, α2-HS, Tfな らび に γ-Gの 存 在 を認 め た.

 C IEPに よ るTransferinの 確 認(Fig. 2)

Table 1に 示 す とお り,運 動 後 に は尿 中にTf

が存 在 す る こ とを確 認 した が,更 に 本 法 で確 認

を した. Human Serumで は最 上 段 に示 す よ う

に わづ か に 沈 降 線 が 見 られ たが,次 のASPで

はTfの 存 在 は認 め られ な か っ た.し か し,運

動 尿 で は 明 確 な沈 降 線が 見 られ た. pH 5尿 お よ

びpH 5加 熟 除 蛋 白尿 にHuman Serumを 加 え

た も の に は 沈 降 線 が み とめ られ た.た だ し,後

者 の 場 合 に は 沈 降 線 が や や ず れ た位 置 に 見 られ

る事 に は 疑 問 が 残 る.

D SDS-PAGEに よ る確 認

中嶋 ら9)はASP中 に分 子 量 約2万, 4万 か

ら6万 の もの が あ り,そ の うち 約4万 の もの40

-50%を 占め る と報 告 して い るが,本 実 検 で も

同様 の結 果 が 得 られ た.し か し 尿 を 用 い て の

Sampleで は,血 清 の 場 合 とは 異 な って い て,

主 と して2万 か ら5万 の 間 に 巾 広 く存 在 して い

る こ とが 認 め られ,又,運 動 前 後 尿 の 比 較 で は,

運 動 後 にAlbが 増加 して い る こ とが 明 確 に み と

め ら れ た.更 に これ 等 の試 料 のpH 5加 熱 除 蛋

白 した もの と,過 塩 素 酸 で 除 蛋 白 した もの との

比 較 を した.そ の 結 果Albは 殆 ん ど除 去 され て

い る事 が み とめ られ るが,分 子 量 がAlbよ りや

や 多 い もの が 前 者 に は残 存 す る こ とが 確 認 され

た.そ の他 の 蛋 白質 につ い て は,分 子 量 が 同 じ

であ っ て も量 的 な差 異 が 認 め られ た.し か し,

この場合には蛋白の種類は決定できない.ま た,

これ等の試料は除蛋白処理後, 24時 間透析,つ

づいて凍結乾燥 したものを泳動に適 した濃度に

調製 したので,尿 中の蛋白量 としての定量的な

議論はできない.

Table 3. Quantitative analysis results of 

proteinuria before and after exercise by 
ASPRO method. (mg/dl)

ASPu-B: Perchloric acid soluble protein 

in urine before exercise.

ASpu-A: Perchloric acid soluble protein 

in urine after exercise.
** : Differnce between correlated 

samples means was signifi
cant than 2%.

E運 動前後尿のASPRO法 による定量

Table 3に 示すように18名 の高校生(バ スケ

ット部員)の 練習前後の尿を採取 し, ASPRO

法による定量の結果,運 動後に糖蛋白の増加 を

認めた.な お,対 応のある検定の結果, 1%の

危除率で有意の差があることを確認した.ち な

みに,全 貝の総蛋白量測定の結果でも何れ も運

動後の測定値が有意に増加していることを認めた.
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Fig. 3 Presumption of protein urine by SDS-PAGE

ASP: perchloric acid soluble glycoprotein

BAU: boiled acidified urine before (B) and after (A) exercise

ASPu-: perchloric acid soluble protein in urine before (B) 

and after (A) exercise

考 察

す で にPoortmans6)や 中 野 ら8)に よ って,運

動 尿 中 に 現 わ れ る 蛋 白に つ い て は 電 気 泳 動 に よ

り確 認 され て い る が,大 森4)も ま たサ ッカー に

よ る 生体 負 担 後 の尿 蛋 白に つ いて, SRIDに よ

りAlb, α1-AG, α1-X, Zn-α2, α2-HSお よび α1-

ATの 増 加 を認 め て い る.な お,酸 性 加 熱 除 蛋

白処 置 に よ っ て も尚 残 存 す る 蛋 白は, α1-AG,

 α1-AT, Zn-α2, α2-HSで あ りそ の 他 に は 一 部 の

除 蛋 白 され て い な いAlbで あ ろ う と推 察 して い

る.し か し,大 森 はDDな らび にSRIDに よ っ

て3)α1-AG, α2-HSの 存 在 を確 認 して い るにす ぎ

な い.な お,加 熱 に よ り抗 原性 の 失 わ れ る もの

は,免 疫 電 気 泳動 法 で は 同定 で きない と,述 べ て

い る.著 者 は 上 記 の 二 方 法 に よりα1-AT, α1-X,

 α2-HS, Zn-α2お よ びTfの 存在 を確 認 した.そ

の 結 果 はTable 1,及 びFig. 2に 示 す 通 りで

あ る.

また, pH 4に 調 整 した 場 合 は α1-AGお よび

α2-HSに つ い て は,大 森 と同様 に 減 少 の 傾 向 が

観 察 され,そ の 他 の 蛋 白 も減 少 また は 消 失 し た.

この 結 果Donaggio反 応 を実施 す る時 に はpH 5

を厳 守 しな け れ ば な ら な い(Fig. 1).し たが っ

てpH 5付 近 の わず か な 変 動 に よ る蛋 白質 の 溶存

の状 態 を詳 細 に 検 討 す る 必要 が あ る.し か し実

際 に 尿 試 料 を正 確 にpH 5に 調 整 す る事 は 非 常

に 困 難 で あ り,結 果 の判 定 も正 確 さが あ い まい

で あ る.そ の 点, ASPRO法 で は その 測定 成分

がDonaggio反 応 陽 性 物 質 とほ ぼ 同 様 に糖 蛋 白

で あ る上 に, pHの 調 整 も不 必 要 で あ り,操 作

が 簡便 で あ る.し たが っ てASPRO法 に よる 尿

中 の 蛋 白の 定 量 も ま た疲 労 度 の 測 定 に 有 効 な 手

段 で あ ろ う と考 え,実 際 に運 動 前 後 の 尿 をAS

PRO法 で 測 定 し, Table 3に 示 す通 り前 後尿 の

蛋 白量 に,有 意の差 が あ る事 を確 認 した. ASPRO

法 は尿 中 の ム コ蛋 白 を直 接 定 量 出 来 る利 点 を有

す る.な お, Tfに つ いて は,生 体 負 担 後 に増 加

す る こ と をFig. 2に 示 す 通 りIEPに よ っ て も

確 認 した.ま た, pH 5加 熱除 蛋 白 した もの は 原

尿 よ りも減 少 して い る こ とが わ か っ た.

佐 野 ら11)はデ イ ス クSDS-PAGEに よ る尿 蛋

白を8つ に 分 画 し,そ れ ぞ れ 分 子 量 を推 定 して

い る .ま た正 常 尿 で100%出 現 す る の は分 子 量
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13,000の み で,そ の 他94,000の もの が95%出 現

す る と報 告 して い る.こ の 場 合 尿 試 料 を凍 結 乾

燥 また は ア ミコ ン を用 い て 濃縮 して か ら泳 動 し

て い る.本 法 で は 直 接 尿 試 料 を泳動 し,運 動 前

後 の 尿 成 分 の 比 較 を した(Fig. 3).そ の結 果

Alb, Tf, α1-AGと 推 測 さ れ る部 分が 運 動 後 に増

加 して い る事 が 明 瞭 に 認 め られ た.勿 論,塩 濃

度 が 高 い と考 え られ る もの に つ いて は,透 析 後

に 凍 結 乾 燥 して 用 い た.

Fig. 3に も見 ら れ る 通 り尿 蛋 白 の 成分 は 血 清

蛋 白成 分 に 似 て い る とい うこ とか ら, ASPの 泳

動 像 と運 動 前 後 尿 お よびDonaggio反 応 陽性 物

質, ASPRO反 応 陽性 物 質 等 の 泳 動 像 を比 較 検

討 した.

中 嶋 等9)の 報 告 と同 じ くASPに は 分 子 量4

万 か ら6万 の部 分 に 蛋 白が 存 在 して い るの が み

とめ られ た.ま た,そ の他 の もの に つ い て は 分

子 量 約40,000付 近 に 泳 動 像 が 観 測 され た.し か

し濃 度 は非 常 に うす い. ASPで 見 られ る分 子

量69,000付 近 の もの は,運 動 尿 で は や や 濃 いが,

 ASPRO法 お よびDonaggio反 応 法 に よ る処 理

を した もの に つ い て は,透 析 後 凍 結 乾 燥 し た も

の を用 い た の で や は り泳 動 像 が わづ か に 見 られ

た.

ま た, ASPRO法 とPH 5加 熱 処 理 した もの

との 比 較 に つ い て は,明 らか に 分 子 量90,000近

くの もの が わ づ か に 残 って い る こ とが 確 認 され

た.そ の 他 の 分 子 量 と蛋 白質 との 推 定 に つ い て

は, Fig. 3に 示 した.併 し蛋 白の 確 定 的 な 同定

は免 疫 法 に よ る検 討 が 必要 であ る.

分 子 量31,000-28,000お よび16,000に つ い て

は, A. Blankら の報 告 に よれ ば 尿 中のRNase

で あ る と帰 属 して い る.し たが って,本 実 験 で

も観 測 され る こ の 分子 量 の もの は,同 様 にRN

aseで は な い か と考 え て い る.林14)はRNase

は高 次構 造 が 強 固 に保 持 され て いて,そ の ま ま

で はSDSと 結 合 しに くい が,還 元 剤 に よ っ て

S-S結 合 を切 る とSDS量 が増 加 し, 1対1.4の

複 合 体 とな る と報 告 して い る.本 実 験 で は環 元

剤 と して,メ ル カ プ トエ タ ノー ル を用 い た.し

か し,こ のRNaseに つ い て は 詳 細 な検 討 が 必

要 で あ る.

結 論

血 清 中 のAlbuminや γ-Globulinお よび ム コ

蛋 白が 肉体 負担 後 の尿 中 に 出 現 す る こ とは既 に

よ く知 られ て い る が,こ れ 等 の 尿 中 の 蛋 白量 を

測 定 す る こ とに よ っ て 肉体 負 担 度 を知 る こ とが

可 能 で あ る.そ して そ の 目的 の た め に,ム コ 蛋

白に 基 づ く と言 は れ て い るDonaggio反 応 が 用

い られ て き た.そ こ で,著 者 は 本 反 応 陽 性 物 質

の 同 定 を試 み た.ま た,同 様 に ム コ蛋 白 を測 定

す る とされ て い るASPRO法(過 塩 素 酸 可 溶 性

の 蛋 白 をCoomassie Brjlliant Blueと 反 応 さ

せ,吸 光 度 測 定 をす る方 法)に よる 運動 前 後 尿

の 測 定 な らび に そ の反 応 成 分 に つ い て検 討 を し

以 下 の 成 績 を得 た.

1. Donaggio反 応 陽性 物 質 は既 知 のAlbumin,

 α1-Acidglycoprotein, α2-HS-glycoproteinが あ

るが,そ の 他 にZn-binding-α2-glycoprotein,

 α1-antitrypsin, α1-antichymotrypsinお よびtr

ansferrinの 存 在 を, Double Diffusion, Single

 Radial Immuno Diffusion, Immuno Electro

 Phoresis等 の 方 法 に よ り確 認 した.

2.同 様 にASPRO法 に お け る反 応 物 質 に つ い

て も検 討 した結 果,上 記 とほ ぼ 同 じ蛋 白成 分 で

あ る こ とを確 認 した.し か し, Donaggio反 応

陽 性 物 質 と, ASPRO法 の場 合 にCoomassie

 Brilliant blueと 結 合 す る物 質の 構 成比 の差 異 を,

 SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresisに

よ り認め た.
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Studies on determination of urinary protein

Part IV. Identification of Donaggio reaction positive substances 

and perchloric acid soluble protein in urine

Yukiko TANAKA

Departmemt of public Health, Okayama University Medical School

 (Director: Prof. M. Ogata)

It is well known that serum albumin, ƒÁ-G-globulin and glycoprotein increase in urine 

after physical load. There are two ways, the Donaggio reaction and ASPRO method 

(a new acid soluble glycoprotein assay using coomassie brilliant blue G-250), to measure 

glycoprotein and other acid soluble protein for estimating the physical load. This inve

stigation was performed to identify the composition of protein detected by the Donaggio 

reaction (DRPSu) and of perchloric acid soluble protein detected by the ASPRO method 

in urine (ASPROu). In DRPSu, albumin, ƒ¿1-acidglycoprotein, ƒ¿2-HS-glycoprotein, 

Zn-ƒ¿2-glycoprotein, ƒ¿1-antitrypsin, ƒ¿1-antichymotrypsin and transferrin were recognized 

by double diffusion, single radial immunodiffusion and immunoelectrophoresis. In ASPROu, 

the same proteins as above were recognized according to the same immunological 

methods. However, a different ratio of protein components was recognized between 

DRPSu and ASPROu by SDS-PAGE. The perchloric acid soluble protein in urine before 

and after exercise from high school boys was measured by the ASPRO method, and a 

significant difference was recognized between before and after exercise.


