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脂質は糖質と共に重要な生体のエネルギー源であ

る.一 方に又脂質は蛋白質と結合して脂蛋白の形で,

細胞の化学的乃至形態学的構成要素として重要な役

割を果 してい る事は衆知 の如 くであ る.例 えば

Green1)そ の他によつてその構造が明かにされて来

た呼吸酵素系と脂質との関係,或 はDanielli2)の 実

験から誘導された細胞膜構造,更 にミトコンドリア

の膜構造に関す る仮説,或 は又Swanson3)そ の他

によるミトコンドリア,ミ クロゾーム等の分析値等

から見れば,脂 質は如何に細胞の構造と密接に関係

し,又 生体内の化学反応に関係 しているかが窺えよ

う.し かし脂質のもつこれ等重要な作用は生化学の

分野でも未だ充分な解明が与えられていない現状で

あり,又 生体内に於ける脂質と蛋白の結 合状態が如

何なるものかについても,必 ずしも充分明かにされ

ているとは云えない.組 織化学乃至細胞化学的には,

これ等は一般に仮面脂質と云う分野に入れられてい

る4).そ してこのような固い結合は,固 定その他に

よつて変化 した形のものである可能性は極めて強 く

(神田5)),組 織化学的検索に当つてもこの点は充分

に注意されねばならない.一 方又諸種の脂溶性ホル

モン,或 はビタミンが極めて類似の構造を示しなが

ら,そ の僅か一部の活性原子団の相違により全 く異

つた作用を示す事等を考える時,酵 素をも含めて蛋

白と脂質はその結合形態に於て又は特異な構成要素

として生命現象の重要な担手である事は想像にかた

くない所である.著 者は血清中の脂蛋白の組織化学

的反応様式が細胞の脂蛋白と非常に類似する事から,

血清を用いて主として組織化学的方法に倣い,脂 質

と蛋白質の結合様式,又 は脂質の種類を究明する事

を企図 し,電 気泳動法による定量法を確立し,之 に

よつて脂質代謝に重大な変化が起ると考えられる癩

患者血清を分析し,新 しい知見を得たのでここに報

告する,報 告の順序は次の如 くである.

第1編　 濾紙電気泳動法の吟味及び改良

第2編　 血清脂蛋白の電気泳動,特 に仮面脂質に

ついて

第3編　 濾紙電気泳動法による脂蛋白分劃中の各

種脂質の定量的研究

第4編　 癩患者血清中の蛋白,脂 質及び脂蛋白の

研究

第　 1　 編

濾 紙 電 気 泳 動 法 の 吟 味 及 び 改 良

Tewett6)に よ つて始 められConsden7)やKunkel8)

等 によ り再発見 された濾紙 クロマ トグラフ法及び濾

紙電気泳動法は,生 化学のあ らゆる分野 に於て大 き

い貢献をなし生化学の領域に長足の進歩をもたらし

た.微 量物質を用いての本法による定性乃至定量分

析的価値については今更云 うまでもない事であり,
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著者はこの点を利用 して血清脂蛋白の分析を企図し

た.然 し実際に行つて見ると従来の方法に種々の疑

問と不完全さを発見し,又 脂質の定量的分析のたあ

には新しい方法を考案せねばならなかつた.濾 紙電

気泳動に関する研究は近年非常に数を増加 して来た

が,こ れ等は必ず しも泳動法自体に対し充分に検討

され,適 確な方法によつて実験されているとは云え

ない.特 に脂蛋白の研究には泳動装置そのものを充

分に吟味する必要がある.以 下著者が改良 した電気

泳動法について述べ る.

実 験 と観察並 に考案

著者は定電圧装置を作り,色 々の濾紙電気泳動装

置を自作 し色素 ・蛋白等を泳動させ,そ の装置の特

性を研究 し本実験のための基礎実験とした.

濾紙電気泳動法を用いて分析を行う場合,泳 動物

質の分子の大きさとその荷電,電 流 ・電圧 ・液相の

pHと イオン濃度,温 度 ・湿 度 ・泳動濾紙の傾斜

角 ・電極の分極性等が泳動の状態に著 しい影響を与

える9)事は明かであり,正 確な値を得るためにはこ

れらの条件を最小限の一定範囲内に止めて実験を行

う事が必要である.著 者はすべての実験を水平法で

行つたので,こ の場合についての吟味を次に述べる.

a) 泳動装置の吟味　 濾紙を水平に張つて之を

空気中に於て物質を展開させ る場合には,空 間の大

きさが泳動に著 しい関係をもち,空 間が広いと濾紙

の内部抵抗による発熱によつて水分が蒸発 し,両 極

の槽から毛管現象によつて水分が中心に向つて流れ,

この流れが泳動を支配する.実 験の結果濾紙を取 り

まく気相を濾紙の上下5mm程 度にする場合は,泳

動中の濾紙の周囲に充分な湿度が保たれ通電の際に

生ずる熱のために水分を蒸発する塩が少 く,蒸 発に

よつて起る濾紙上への溶媒の流れを最小限に止めろ

事が出来る.又 通電の際に起る分極は通電中に濾紙

上のイオン濃度の変化を来たし,泳 動速度に時間的

変異を与える要因 とな る.こ れは電極として硫酸

銅 ・塩化カリの不分極電導 子を使用する事によつて

解決される.こ のようにして分極を防 ぐとベロナー

ル緩衝液は40～50回 の使用に堪える(普 通の方法で

分極を防がねば5～6回 で使用 不能になる).又 緩

衝液には屡々細菌が繁植するが之は微量のマーゾニ

ン添加によつて防がれろ.

b) 泳動条件の吟味:泳 動に当つて濾紙に予め

定められた原点に鉛筆で線を引き濾紙全体を緩衝液

で湿して両極間に張 り,原 点の部分を吸取紙で押え

て水分を取 り,こ こに厳密に一定量の液(試 料を小

ピペ ットで取り之を一定の速さで1回 に原線上の端

から端まで動かして完全にな くなる量)を 取つて塗

り泳動を開始する.原 点は常に一方の極から一定の

距離に置く.電 庄は130V, 0,55mA, 7～9時 間

泳動を行つた.な お濾紙は出来るだけ一直線に張 り

水平で,傾 いていてはいけない.傾 いていると傾斜

した側の方がよ く仲び泳動像が乱れる,

このようにして細心の注意を払つて組立てた装置

を用いて充分注意して血清蛋白を泳動 し,泳 動時間

と泳動距離の相関関係を調べて見ると図1の 如 くに

なる.即 ち時間と共に泳動度が低下し,泳 動距離と

泳動時間の関係は鋤物線を以つて示される.こ の現

象はToluidin blueを 濾紙上の陽極側 ・陰極側 ・中

心等の種々の点に原線を置いて泳動する場合に明か

に認められた.即 ち原線を泳動方向の極に近い所に

置いたもの程泳動距離が短かくなる,こ の事は上記

の如 く濾紙上の溶媒の水分が蒸発し,そ れに従つて

溶媒が両極から流れて来 る事 によるものと思われ

る,

図1　 濾紙電気泳動装置及び泳動時間と距離の

関係

泳 動 時 間(時 間)

130V, 0.55mA, pH 8.4(燐 酸 緩衝液), 27℃

家 兎血清蛋白質

濾紙から水分の蒸発を防ぐにはガラス板の間に濾

紙を挾む方法や,ト ルオール等の疎水性溶媒中で泳

動せしめる方法等があるが,実 験の結果は流動パラ
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フィン中で泳動させ る方法をとる場合に於て最 も理

想的な状態が観察された.即 ち空気の層を流動パ ラ

フィンで置きかえて水の蒸発を完全に防止すると図

2の 如く泳動距離と時間の間に直線的関係が成立す

る.な お緩衝液槽の高さと流動パラフィン中の濾紙

の高さを同一にすれば,サ イホン式機構による液流

をも防ぐ事が出来る.こ のようにして泳動中に起 る

液流を完全に防ぐ場合には泳動速度は一定 しガラス

板法によるよりも鮮明な蛋白分離像が得られる.

図2　 流動パラフィンを使用した泳動装置及び

その泳動時間と距離の関係

泳 動 時 間(時 間)

130V, 0.55mA, pH 8.4(燐 酸緩衝液), 27℃

家 兎血清蛋白質

c) 同時に数枚の濾紙を使用する場合の吟味:

次に同一材料について色々な処理を施しその影響を

同一条件下で比較観察するためには,同 時に数枚の

濾紙を用いて展開を行 う事が理想的である.現 在時

間の節約を主目的として多数の材料を一時に展開す

る装置が作られているが,そ の多くは同一緩衝液か

ら3～4枚 の濾紙を平列に連結するか,広 い濾紙を

使用してそれに多くの試料を展開 している.こ のよ

うな方法では全 く同一材料を展開する場合にもその

泳動像は必ずしも常に同一のものが得 られるとは限

らず,個 々の濾紙にかなりの差異を生ずるのが普通

である.そ の原因は個々の濾紙或は濾紙の各部に於

ける僅かの湿 り具合の差によつて,部 分的にイオン

濃度に差を生 じ電流をよ く通す部分と通さない部分

が出来るためである.こ のような状態を避けるため

には,濾 紙を直列に連結し各濾紙を通る電流の量を

一定にすればよい.

以上のような条件を総て満足するような装置を作

れば,定 電圧装置の下に於ては,少 くとも同時に数

枚の濾紙を理想的な同一条件下に試料を展開する事

が出来 る,以 上の理論と実験結果に基いて著者は図

3に 示すような装置を考案し,之 を血清蛋白の展開

に用い理想的な結果を得る事が出来た.

図3　 直列式濾紙電気泳動装置

上記は一般血清蛋白の展開のために著者が考案 し

た最良の方法である.し か し脂蛋白の展開には,流

動パ ラフィンその他の有機溶媒を使用する事は出来

ない.有 機溶媒の使用は脂蛋白の脂質を溶出させる

結果になると共にズダン色素で染色 した像が非常に

乱れるので,以 下の実験には止むを得ず濾紙の上下

に5mmの 幅の湿室を作つて空気中で展開 した.

結 論

濾紙電気泳動法に於ける泳動像を左右する要因を追

求し,理 想的な結果を得るために泳動装置の改良を

試み,図3に 示すような装置を用いる事により常に

正確に且つ一様な泳動像を得る事が出来た.

稿を終るに臨み本研究に当り終始御懇篤なる御指

導と御校閲を賜わ りました妹尾教授に深甚の謝意を

表します.
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Studies on Serum Lipoprotein

1. Tests and Improvements of the method of Electro

paperchromatography

By

Mataharu TOKURA

Department of Pathology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. S. Seno)

The pictures of the serum protein extended by electropaperchromatography show varieties 

being greatly influenced by the distance of start line from the pole and the space surrounding 

the paper, even if other conditions, the electric strength, the time for extension, the pH 

of the buffer and others are kept in constant. The reason is the added effect of the liquid 

stream occurring on the paper to the movement of the charged protein molecules for the oppo

site pole. The liquid stream on the paper stretched horizontally is caused by the evaporation of 

water from the paper warmed by electric streaming. This can be diminished by filling the 

space with liquid paraffin. The pictures of the extended protein on the several papers arrang

ed parallel between to poles show the different patterns from each others. This is caused by 

differences of the water content in each paper by which electric streaming varies. Serial 

arrangement of the papers between two poles gives always good results, yielding almost the 

same picture in each paper. From those observations the author designed and constructed a 

new apparatus for electropaperchromatography for serum protein. Using this apparatus (Fig. 

3) filling the whole space with liquid paraffin, 4 papers gave always constant results which 

enabled the comparison of the components of serum and the other paraffin insoluble frac

tions.


