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前 編1)に 於 て濾 紙電 気 泳 動法 に よ る血 清 脂 蛋 白 の

定 量法 につ いて検 討 し,並 に脂 蛋 白の 仮 面 性 につ い

て述 べ た.本 編 に於 て は更 に脂 蛋 白 中の α分 劃,β

分 劃 に於 け る脂 質 の種 類 別 含 有 量 の 測定 法 を 考 案 し,

化 学的 分 析 値 と比 較検 討 し た結 果 に つ いて 述 ベ る.

脂 蛋 白 は血 清 中 に於 て は脂 質 の 運搬 者 と して の み

存在 す ると は思 え な い が,脂 質 の 蛋 白質 へ の 結 合乃

至 は細 胞へ の 移 行 は比 較的 自由 に 行 われ る よ うで あ

る.即 ち最 近 の研 究 で は血 漿 中 の コ レス テ ロー ル と

赤 血 球 の それ との間 の 量 的 平 衡 関係 は37℃, 1時

間 で50%に 達 す る と云 われ る2).従 つ て 血 漿 中の脂

質 の変 動 は細 胞 の 代 謝 と関 連 して か な り 目ま ぐ る し

く動 いて い る もの と考 え られ る.種 々の疾 患 の場 合,

血 清 の コ レ ス テ ロー ル,燐 脂 質 の 含 有 量が 変 化 す

る事 が 知 られ て い る3) 4) 5)が,こ れ 等 の 変化 が病 的

細 胞代 謝 と密 接 に 関 係 して い るで あろ う事 は疑 問 の

余 地が な い.そ の 機構 が どの よ うな もの で あ るか に

つ いて は な お充 分 明 か で は な いが,そ の 解 明 に は先

づ 脂蛋 白 の定 量 的 研究 か ら出発 せ ね ば な らな い事 は

明 かで あ る.脂 蛋 白分 劃 の 化 学 的定 量法 はGofman6)

が超遠 心 分離 法 に よ りそ の 沈降 度 か ら分 劃定 量 を行

つ て い る の を 始 め, Cohn et al.4) 7)の アル コー ル

沈 澱法 に よ る分 離,そ の分 離 法 を 利 用 したBarr8),

 Russ3)等 の 各分 劃 中 の 脂 質 の 定 量 法 等 が あ る.そ

の他Blix等9)は 電気 泳 動 的 に その 分 劃 を 見 て お り,

又Kunkel & Slater10)はZone Electrophoresisに

よ る分析 法 に よ り観察 して い る.

一方 これ等 と異 つ て 非常 に微 量 な材 料 で 分 析 を 可

能 にす る濾紙 電気 泳 動法 に於 て は, Swahn5)が ガ ラ

ス板の 間 に10枚 の濾 紙 を 挾 み 泳 動 し,各 分劃 を 抽 出

し脂 質を定 量 して い る. Chapin11)も 血 清 を 濾紙 電

気 泳動 し,ア セ トンで 抽 出 した 後S. B. B染 色液 で

染 色 しその 定 量値 を燐 脂 質 の 測 定 値 と して い る.し

か も この 濾 紙 法 で 得 られ た 結 果 はCohn4), Kunkel

 & Slater10), Russ3)等 の 行 つ た 化 学 的 分析 値 と非常

に近 い値 を 示 して い る.

著 者 は この 濾 紙電 気 泳 動 法 に よ り,コ レス テ ロー

ル,燐 脂 質 を 半定 量 的 に測 定 す る方法 を考 案 し その

実 測値 につ いて 検 討 を加 え た.更 に そ れ らの抽 出性

よ り脂 蛋 白分 子 内 の脂 質 と蛋 白 の 間 の結 合機 構 の 究

明 を 試み た.

材 料 及 び 方 法

材 料 は冬 期 空 腹 時 の家 兎 よ り,前 編 に述 べ た如 く

溶 血 の起 らな いよ うに採 血 した 血 液 か ら分離 され た

血 清 を使 用 し た.

脂 質 の 定 量 は 脂 質 検 出 の た めのS. B. B染 色 液

(第2編1)参 照)を 使 用 し,第2編1)に 述 べ た方 法

に準 じて行 つ た.即 ち脂 肪 を 除 いたCarl Schleicher

の濾 紙(30×4cm2)4枚 を 同 一 泳 動 器 で直 列 に繋

ぎ,ベ ロ ナ ー ル緩 衝 液(pH 8.6,μ=0.1)を 溶 媒

と して110V, 0.3mA/cmで 約7時 間 同 時 に泳 動

した.使 用 血 清 は 各 々0.04ccで,泳 動 後100℃,

 20分 熱処 理 を 行 い4枚 の泳 動 濾 紙 に 夫 々 次 の4種 の

操 作 を施 した.

A) Bromphenol blueで 蛋 白 質 の 染 色 を行 う

(蛋 白 の定 量 用)(図1, A).

B) その ま まS. B. B染 色 液 で 染色 す る(総 脂

質 量 測 定 用)(図1, B).

C) 塩 化 マ グ ネ シ ウム飽 和 の沸 騰 ア セ トンで10

分 宛3回Soahletの 抽 出 装 置を 使 用 して抽 出後,

 S. B. B液 で染 色 す る(図1, C)。

D) 先 づ ア ル コール(約50℃)で1時 間 抽 出 し,

更 に エ ー テル(約30℃)で1時 間 抽 出 した 後S. B. B
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で 染 色 す る(図1, D).

S. B. B染 色 液 は60%エ タ ノ ー ル 中 にS. B. Bを

飽 和 に溶 か し, 100℃, 5分 間加 熱 し た もの を 冷 却,

 2～3日 間 放 置 後 濾 過 した液 で あ る.之 で12～15時

間 染 色 し60%エ タノー ル で15分 洗滌 す る,

図1　 血 清 蛋 白泳 動 像(B. P. B.染 色)及 び 各

種 有 機 溶媒 処 理 後 の 家 兎 血 清 脂蛋 白電 気

泳 動像(S. B. B染 色)

A 血清蛋白

B 無 処 理

C 沸騰 アセ トン30分処理

D 沸騰 アセ トン30分

アルコール60分

エーテル60分 処理

これ等各々の濾紙はデンシ トメーターにかけて吸

光度曲線を求め,プ ラニメータ-で その面積の測定

を行いその積分値を測定値とした(図2).こ れ等の

測定値から各脂質量は次のようにし求める事が出来

る.

図2　 脂 蛋 白の 定 量 曲線(家 兎)

濾 紙 上 の 位 置

B… 無 処理　 B… 総 脂質

C… 沸騰 ア セFン30分　 B-C… ア セト ン可 溶性 脂

D… 沸騰 アセ トン30分　 質(C. N.)

アル コー ル60分　 C-D… 燐 脂質(P)

エ ー テ ル60分　 D… そ の 他 の脂 質(O)

B……… 総 脂 質量

B-C… … ア セ トン可 溶 性 脂 質

C-D… …ア ル コー ル ・エ ー テル 可溶 性 脂質

D……… ア ル コー ル ・エ ー テル不 溶 性 脂質

更 に 脂 蛋 白 の 蛋 白 変 性 に伴 う脂 質 抽 出性 の 変化を

見 る ため に 次 の よ うな 実験 を行 つ た.即 ち一 般に燐

脂 質 抽 出液 と され て い るBloor試 薬(30℃)で 血

清 を2時 間 の 間 に3回 抽 出 し,そ の蛋 白部 を 減圧乾

燥 し再 び生 理 的 食 塩 水 で 溶 解 した もの に つ いて行つ

た電 気 泳動 像 のS. B. B染 色 度 と,未 抽 出血 清の電

気 泳動 濾 紙 を100℃, 20分 処 理 し た後Bloor試

薬 或 は ア ル コ ー ル,エ ー テ ル で 抽 出 した ものの
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S. B. B染 色度とを比較した.勿 論 この場合蛋白量

は同一濃度に調整して実験を行つた.

実 験 結 果

1) 総脂質量

既に発表した如 く,著 者の方法では総脂質の絶対

量の測定は不可能であるが,そ の近似値とα,β 脂

蛋白の比の変化を知る事は可能である.之 を実際に

測定 して見ると季節によつてかなり大きい変動があ

るが,著 者がこの実験を行つた11月 ～2月 迄の期間

では表1に 示す如 く,α:β=42.3:57.7で あった.

なお表示した値は家兎8匹 について行つた平均値を

示すものである(図2,表1)

表1　 ア セ ト ン 可 溶 性 脂 質(C. N.)

2) アセ トン可 溶 性 脂 質

56℃ の アセ トンで10分 宛3回 抽 出す る事 に よ り,

 S. B. B染 色度 は大 いに 変 化 す る.即 ち アセ トン可

溶性 脂 質 は血 清 中 で は主 と して コ レステ ロ-ル で 中

性脂 質 も之 に入 る.総 脂 質 の約40.6%を 示 し,α で

8.3%,β で32.3%,α ・β=20.4:79.6で あ り,

それ等 は α脂 質 の19.6%,β 脂 質の55.9%を 示 して

い る.即 ち3分 劃 に は アセ トン可溶 性 脂 質 を 多 量 に

含 み,実 験 値 に見 られ る β分劃 の大 きな 変 動 は,主

と して この ア セ トン可 溶性 脂質 の 変 動 に 由来 す る も

の と思 わ れ る.な お ア セ トンに よ る燐 脂 質 の 溶 出 は,

塩化 マ グネ シウム の飽 和 によ り防止 され る事 が 知 ら

れて い る10)の で 上述 の様 な操 作 に よ り燐 脂 質が 失

われ る心配 は な い.

3) アル コー ル,エ ー テル 可 溶 性 脂 質

これ は上 記2)の ア セ トン可 溶 性 脂質 を 除 いた 後,

アル コー ル,エ ー テ ル で抽 出 され る脂 質 で 主 と して

燐 脂 質 に相 当 す る.こ の 際 アル コー ル の みで は抽 出

が 僅か で あ るが,エ ー テ ル に よつ て よ く抽 出 され る.

な お エ ー テル の み で は その 抽 出性 が 悪 い.又 ア セ ト

ンの 処 理 な く直 接 エー テル の み で抽 出 して も殆 ん ど

抽 出 され る脂 質 が な い事 は,本 法 で 見 られ る脂 蛋 白

が 蛋 白 質 とよ く結 合 して い る事 を 示 す.即 ち脂 蛋 白

の 性 質 を示 して い る.扱 て この ア ル コール,エ ー テ

ル 抽 出部 分 は主 と して レシ チ ン,ケ フ ァ リンで そ の

値 は表2の 如 く総 脂質 の27.9%で αが12.2%,β が

15.7%を 示 し α ・β=43.7:56,3で あ る.又 α脂 質

の28.8%,β 脂 質 の27.2%を 示 す.か くの如 くα分

劃の 量が この よ うに 少 量 で あ るの は, 5)に 於 て 述

べ る如 く,熱 処 理 に よつ て アル コー ル,エ ー テル 可

溶性脂 質 の一部 が不 溶 性 にな るた め で あ る.

表2　 ア ル コ ール,エ ー テ ル可 溶 性 脂 質(P)

4) アルコール,エ ーテル不溶性脂質

この脂質についてはどのようなものが存在するか明

かでないが, Chapinは この脂質,をもアル コール,

エーラル可溶性脂質と同一視して燐脂質として測定

している.し かし予めBloor試 薬 で脂 質を抽出し

た血清蛋白の電気泳動像にも,な おS. B. B染 色物

質が残存している事から,理 論的にも之を燐脂質の

み とす る 事 は不合 理 で あ る.し か し5)に 於 て 述 べ

る如 く,　100℃ の熱 処 理 に よ り元 来 アル コール,エ

ー テル 可 溶 性 脂 質で あつ た ものが その 抽 出 性 を 減 じ

て 不 溶 性 に な りう るの で,こ の 中 に も燐 脂 質 が 含 有

され て い る事 は 明 か で あ る.こ の 脂 質 は総 脂 質 の

31,5%を 示 し,α が21.8%,β が9,7%で α ・β=

69.2:30.8で あ る.又 α脂 質 中 の51.6%即 ち半 量 を

示 し,β 脂 質 で は16.9%を 示 す(表3).

5) 100℃, 20分 処 理 に よ る脂質 抽 出牲 の 減 退

予 めBloor試 薬で 脂 質 を 抽 出 した 血清 蛋 白 の濾

紙 電 気 泳動 像 が示 すS. B. B染 色 物質 は,大 部 分 が 燐

脂 質 以 外 の もの と考 え られ る(非 常 に強 い結 合や,蛋
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白質にまきこまれた形のものも考えられ, Bloor試

薬で完全に燐脂質が抽出出来るとの考 は危 険で あ

る).之 に対して,濾 紙上に血清蛋白を電気泳動 し

た後に100℃, 20分加熱処理を して, Bloor試 薬或

はアルコール,エ ーテルで抽出した泳動濾紙の示す

S. B. B染 色性は,同 一材料 の同一蛋白量に於て前

者の約1.9倍 高い値を示す.こ の事 は熱処理によつ

て脂質が蛋白との結合を強め,不 可逆的にエーテル,

アルコール不溶性 となるためと思われる.し かもそ

の傾向がαで大である.之 は前述の如 く,こ の不溶

性脂質中に主として燐脂質が混入 している事を示す.

又同時にChapinが 示 した燐脂質の定量値が正 しく

ない事を意味する.し かし熱処理によつて不溶性に

なる部分を除いても,な お特にα分劃に不溶性脂質

がかなり認あられる.こ の事はα脂蛋白分劃に極め

て強固な結合を有する脂質が存在する事を示すもの

と考えられる.

表3　 アル コー ル,エ ー テ ル不 溶性 脂質(O)

LはLipid

考 案

扨 て 血清 脂 蛋 白 の アセ トン可 溶 性 部 分 は コ レステ

ロール が 主 体 をな して お り,家 兎 血清 で は総 脂 質 の

約40%を 示 し て い る.之 はZone Electrophoresin

でKunkel & Slater10)が 示 した 人 血 清の 値 に近 い.

し か もLever12), Ruse3), Pearsall13)等 が 示 し た

如 く,こ の 脂 質 の α と βと の比 は年 令 によ る差 は あ

るが 略 々13乃 至14の 間 に あ り,著 者 の 成 績

と よ く一 致 す る.

次 に アセ トンに よ る抽 出後 エ ー テル,ア ル コー ル

に よつ て抽 出 さ れ る部 分 は燐 脂 質 が主 体 で,主 と し

て レシ チ ン,ケ フ ァ リンで あ る事 は脂 質 の 一 般 的性

格 か ら明 か で あ る.こ の部 分 の αと βとの 比 は略 々

2・3で 人 血 清 の 場 合のRues3)等 の結 果 に一 致 す

る.又 以上 の2種 の 脂 蛋 白 即 ち コ ステ ロー ル(C)と

燐 脂 質(P)と の 比 を 各 分 劃 に つ い て 見 ると,α 脂 蛋

白 で はC/P=20/29〓0.7でRuss3)の 示 した0.81～

1.02の 値 に,β 脂 蛋 白 で はC/P=56/27〓2.1で

Rues3)等 の 示 した2.2～2.5に や や近 い.即 ち 家 兎

に 於 て も人 と これ 等 の 値 は ほほ 等 しい と云 え る.

アルコール,エ ーテル不溶性脂質は前述の如く,

之は主として極性の強い燐脂質の如きものが乾燥に

よる蛋白変性に伴つて蛋白との結合が強化されたた

あに残つたものと考えられ,そ の大部分は燐脂質に

属するものと見て差支えない.只 之がα分劃に特別

に多 く出現し,β 分劃に少い事から,燐 脂質の大部

分はα分劃の蛋白と結合しているものと考えられる.

次にγグロプリン分劃の脂質はJames2)が 人に於

て分析した結果によれば,コ レステロールと燐脂質

の比が3.7乃 至5.7で β分劃のそれが2.2乃 至2.5であ

るのに比してコレステロールが多い.し かしその総

脂質に対する比は僅 か3%で あり2),泳 動像の上で

は明確にβ分劃と分離する事が困難で,そ のためβ

分劃と一緒にした.

扨て溶媒に対する純脂質の可溶性と脂蛋白よりの

脂質抽出性を比較すれば,脂 質と蛋白の結合状態を

ある程度窺う事が出来 る. Macheboeuf2)に よれば,

エタノール9.6%を 含むエーテルで血清の脂質を抽

出する場合,完 全抽出(是 は脂質の全部を抽出する

事は出来ない)を 行うに2時 間を要したが,エ ーテ

ル中のエタノールの濃度 を下げ7.7%に すると10時

間を要し, 6.7%に て22時 間, 5.75%で45時 間を要

した.こ の事は疎水性溶媒による抽出が困難である

事を示しており,脂 蛋白が単に脂質の無極原子団と

蛋白のそれとが融合しているような状態ではな く,

電気的な極性結合の存在を考えさせる.或 は両者の

間に水が入つて結合に関与しているかも知れない.

即ち蛋白のアミノ酸残基の疎水原子団に脂質の脂酸

の尾部が接している他に,脂 質の極性群が水分子を

介し又は直接に蛋白の極性原子団に結合しているよ

うな構造 と考 え られ る. McFarlane14)に よれば,

-60℃ に於ては,ア ルコール を含まないエーテル

によつて容易に脂蛋白の脂質を抽出する事が出来る.

この事は低温に於ける荷電の低下乃至氷結晶の形成

によ る脱水 が関 係 して い る と考えられる.神 田

等15) 16)に よれば凍結 乾 燥組織からは極めて容易に

脂質が抽出されるので,や はり水分 子が脂質と蛋白

の極性分子の間に介在すると考えた方が妥当である.
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Harvard2)は 単純な乾燥により,脂 蛋白の脂質の不

可逆的な不溶性が起る事 を見ており,神 田15) 16)も

同様な現象を報告している.こ の事は脱水によつて

蛋白と脂質の極性基が直接結合する事を示唆してい

る.

一方又本実験に示した如 く,乾 燥は著しく脂蛋白

のS. B. B染 色性の低下を示す.こ の事は蛋白膜が

脂質の表面に形成される結果と考えられる. 110℃,

 20分の熱処理が脂蛋白の脂質の一部の抽出性を減少

する一方S. B. B染 色性を増す事は,蛋 白膜の破壊

を一方に起し他方脂質と蛋白の結合を強化するとい

う事によつて理解されよう.

結 論

濾紙電気泳動法により血清脂蛋白を測定 した.冬

期正常家兎でα脂蛋白とβ脂蛋白の比は42.3:57.7

であつた.又 泳動濾紙を110℃, 20分処理を行いア

セ トン抽出,ア ルコール,エ ーテル抽出を試みて後

S. B. B染 色を行い,ア セ トン可溶性脂質(主 とし

てコレステロール),ア セ トン不溶性脂質,ア ルコ

ール,エ ーテル可溶性脂質(ケ ファリン,レ シチン

等の燐脂質),ア ルコール,エ ーテル不溶性脂質等

に分けて測定 した.そ の結果α脂蛋白には燐脂質,

β脂蛋白にはコレステロールが多い事が示された.

又種々の処置による抽出性の変化から,脂 蛋白は脂

質と蛋白の極性原子団の間に水分子が介入して結合

が起つているのであろう事を示唆した.

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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In rabbit serum it has been found that the quantitative ratio between those lipids found 

in a and j globulin fractions was 42 .3/57.7 (the value obtained in winter). By estimating 

the quantity of lipids after treating with various solvents , aceton, ethanol, ether and ether

alcohol, and staining with S. B. B , it has been proved that the lipids found in ƒ¿-globulin 

fraction are mainly of phospholipids , cephalin, lecithin and others and those of ƒÀ-globulin 

fraction are mainly of cholesterol and its esters.


