
612. 814. 1: 612. 398: 545. 33

髄 液 蛋 白 の ポ ー ラ ロ グ ラ フ 的 研 究
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緒 言

1933年Brdicka1)は, Polarographyを 用 い て,

 Cobaltamine緩 衝液中に血清 を 加 え る事 に 依 り,

 Cobaltの 電 解曲線に続 いて二重 の 極 大を 示す,新

しい電 解曲線を発 見し,之 を蛋白波 と名附けた.此

の蛋白波は 独還元波であつて, Brdickaは 其 の

生機 転を蛋白質中又 はア ミノ酸のacidhydryl grou

の水素についての直接の還元 に帰 している2).

-SH+e→-S-+H

-S-＋AcidH→SH+Base

此 の理論を応用 した蛋白波の生物化学的研究に対

するPolarograpb蛋 白波の利点は,微 量の蛋白 し

か含まない被検物を用いて,そ の中の蛋白質の変性

ができるだけ少ない状態で,極 めて簡 単に而 か も

Spectroaaalysisで 得られる程度の測定 が可能であ

ると言われる点 と,又 質的には,蛋 白分 子中のSH

基の変動に依つてその質的差異を極めて鋭敏に捕え

得る点である.

医学領域では夙に.此の方法を癌の診断に応用すべ

く試みたが3) 4),そ の非待異性の故に 失敗に終つた

ものの,上 述の利点から今日益々その応用範囲は拡

大され.血 清5),リ ンパ液,眼 房 水,人 乳,尿6),

羊水及び脳組織蛋白7)髄 液8)等の研究に用いられて

多太の成果を挙げている9) 10).

さて髄液蛋白の研究については,最 近濾紙電気泳

動張の普及,発 達に依つて,そ の知見は深められ,

血清蛋白質に対し殊に グロブ リン分劃とVorfrak-

tiopに於て特異性が明らかにされて来た.其 れにし

ても髄液蛋白グロブリン分劃と血清蛋白との差異は

τFraktionを除き,グ ロブ リン分劃中の各Fraktion

間の量的差異に基くものであつて,髄 液蛋白分子の

質量的特異性を論ずるには未だ不充分の様に思われ

る.更 に又各種疾患時に於ける髄 液蛋白の所見につ

いては,一,二 の場 合を除 きそれのみによつて疾患

に特異的 とす るに足 る所見は得 られ て な い 様 で あ

る11) 12).

こ う言つた理由か ら,髄 液蛋白分 子中のSH基 の

動向を指 標 として,髄 液蛋白の微細な性状を よ り明

らかに し,更 に各種 精神神経 疾患の際の変化 を検討

す る為に, Polarograph蛋 白 波第一反 応,及 び第二

反応(濾 液反 応)に ついて一連の実験を行 つたが,

本 偏に.於ては先づ髄 液蛋白のPoiarographの 一般

的特性及び分 裂病者髄液のボーラ ログラムについて

述べたい.

実 験 方 法

1)緩 衝液;低 蛋白含有被検材料 の蛋白波実験に

用 いる電 解液 を作 るには,難 波7)の 記 載に従つ て,

次 の原液 を用意す る.

a) CoCl28×10-3M水 溶 液(Co++)

b) Co(NH3)6Cl3(Luteo塩)1×10-2M水 溶

液(Co+++)

c) 1.0MNH4Cl

d) 1.0MNHgOH

上 記 各液を使用の都度次の 割 合 に混 合し, Co++

を含 む ものを第一反応に, Co+++を 含む もの を 第

二反応に用い る.

10.0ccNH4C1+40.0ccaq. dent＋20-0ccCo Cl2+

30.0ccNH40H

10.0ccNH40H＋10.0cc Co(NH3)6C13＋80.0cc

NHyOH

各 原 液を上記の順序に 混 合 し て 最 後 にNH4OH

を加 える.

2)電 解装 置;器 械は柳本製作 所製品を使用 し,

毛 細管は何時 も同 じもので大 きな水銀滴の得 られ る
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ものを用いた.

3)被 検材料;一 般的検査法で病的所見を認めな

かつた分裂病者10例 から腰椎 穿刺 で得 た髄液 約

10.0ccを 用いた.被 検髄液は 予め鏡検して赤血球

の混入 していない物のみを用いた.

4)試 料の調製;試 料は実験の目的により次の4

種 を作る. Tab. 1に 示す.

Tab. 1実 験 方 法

i)第 一 反応Native(Nt);髄 液1.0ccにCo++

蛋 白波試験 液5.0ccを 加 える.

ii)第 一 反応Denatured.(D1);髄 夜3.0ccに

6Molの 割 合に尿素 を添加 し20℃30分 放置 し充分

変性 させ た後 そ の2.0ccにCo+++蛋 白 波 試 験 液

5.0ccを 加 える.

iii)第 二 反応Native(N2);髄 液2.8ccに20%

SSA2.4ccを 加 え20℃ 10分 間 放 置後Munktella

 No. 00径7.0cmの 濾 紙で濾過 しその 濾液2.0ccに

Co+++蛋 白 波試験液5.0ccを 加 える.

iv)第 二 反応Deuatared(D2);髄 液3.0ccに

尿 素を6Molの 割 合に添加 し20℃30分 間 放置後其

の2.8ccにNativeと 同 様2.4ccの20%SSAを

加 え20℃10分 放 置後濾過 しその濾液2.0ccにCo+++

Bufferを5.0cc加 え る.

5)波 高 測定;上 記の如 くにして得たポーラログ

ラムに於 て常法に従い. -0.9Voltの 所 に 基線を

引 き之 よ り第一,第 二極大,同 極小の中点迄の高さ

をmmで 表 わし夫 々第一波高,第 二波 高,第 一極

小,第 二極小 とした.

6)蛋 白 量測定;蛋 白染料 で あ るAmidoschwarz

 10Bを 用 い てV. Turgen. Fruhr, Otto-Suelhintz

等 の法 に依 り, Beckmann光 電 比色計(島 津製)を

用いて髄液 中総蛋白量(G)及 び濾液中蛋白量(F)

を測 定 した.

実 験 成 績

A)蛋 白量 と蛋 白波 との関係;上 述 の測定条件に

基き髄液の蛋白濃度を変えた時に ポーラログラム上

に現われ る波形 と波高 との関係 を検討 した.

i)第 一 反応;蛋 白量 が20.0mg%か ら5.0mg%

迄 のPolarogramを 取 つた.(Fig. 1に 示す)蛋 白

Fig. 1第 一 反応交叉現象(分 裂病)

量が20.0mg%で は, Lobalt極 大波が僅かに現わ

れ始めている.蛋 白波はきれいな二重波を示し,第

二波は第一波より梢々高く,又 第二極小は第二極小

よりも高 く典型的な蛋白波形を示す.更 に蛋白濃度

10.0mg%に なると, Cobalt極 大は更に著明となり

蛋白波よりも高 くなる.蛋 白波はまだきれいな二重

波を示すが,第 一,第 二波は同高 となり第二極小は

第一極小よりも逆に低下す る.蛋 白量6.7mg%に

なると,蛋 白波ばかな り不明瞭にな り,殊 に第二波

の低下は著しく,第 一極小も亦明らかでない.第 二

極小は益々低下する.蛋 白量5.0mg%に なると蛋
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白波は益々不明瞭 とな り第一,第 二波高 とも益々低

下する.特 に第二波の低下が著 しい.匠 様に第一,

第二極小も低下する. Cobalt極 大はここでは原点か

ら蛋白波高の約2倍 に達している.第 一,第 二波高

の推移を検討してみると両者の僕係は更に明らかに

なる.即 ち蛋白量20.0mg%の 所では第二波高は第

一波高より高いが,蛋 白量10.0mg%の 所 では両

者は同高とな り,蛋 白量が其以下では逆に第一波が

第二波より高くなる.此 の両波高が丁度逆になる点

を, Tropp14)はCrossing Pointと 呼び,夫 々の蛋

白質に特有なものであるとしているが,髄 液の第一

反応では, 10.0mg%の 所にある事がわかつた.

又こうした蛋白濃度に対す る波高の推移は直線を

示さず, Crossing Point以 上の蛋白濃度では,波 高

は蛋白濃度に比例 して高 くな らず,又Crossing

 Point以 下では波高は急に低下する傾向を示してい

る.

ii)第 二反応;第 一反応 と匠様に蛋白濃 度 と波

高及び波形につき検討した.蛋 白量5.8mg%で は

Cobalt極 大は未だ現治れて いない.第 二波は第一

波よ り梢高い が,両 者の差は著明でなく,又 第一

極大がかな り高いので両波の分離が梢困難である.

波形は全体 としてみる と富士山型を呈する. Fig. 2

Fig. 2第 二反応交叉現象(分 裂病)

に示す.第 二極小は第一極小に比べて非常に低い.

蛋白濃度2.9mg%に なるとCobalt極 大が ごく僅

か現われてくる.蛋 白波は第一,第 二波共に低下す

るが殊に第二波の低下が目立ち第一波よりも低 くな

る.之 れに反し第一極小は其程低下しない為波形は

全体として,第 一波から第二波の方向にゆるやかな

孤を描いて低下している.第 二極 小は同様に低下す

るが,そ の度合は,第 一,第 二波高の減少に比べて

僅かである為第一極小との差が減少 す る.蛋 白量

1.9mg%に なるとCobalt極 大は更に明らかになる

が,ま だ蛋白波を超えるに至らない.こ こでも第一,

第二波の低下がみられる.波 形は全体 として平担に

なり最早第一,第 二波を明瞭に区別できない.第 二

極小は之れに比 し低下しない.蛋 白量が1.45mg%

になるとCobalt極 大は始めて,蛋 白波よりは高 く

なる.蛋 白波は益々平担にはなるが,そ の高さは殆

ど 蛋 白 量1.9mg%の 場合 と変 ら な く なつ て い

る.更 に1.16mg%に な る と蛋白波は全体 として僅

かに低下す る.第 二極小は ここで も変化 しない.

第 一反応同様 に蛋 白星に対す る第一,第 二波高の

推移 を追求す ると,第 一波 と第二波の波高 曲線は正

常 の蛋 白濃度の附近 では夫々直線 を示 し,両 者は蛋

白量3.7mg%の 所 で交 叉 し(Crossing Point)其

よ り以下の蛋白濃度 では第二波高は第一波高 よ り低

下す る. Croeaing Pointは 夫 々の蛋白濃度 に於け る

第I,第II波 高 との関係 よ り作図 によ り求 める.

B)分 裂 病髄 液蛋 白の ポーラログラム

分裂病者髄液につ いてグロブ リン反応陰性,液 圧

正常,細 胞数 正 常値 で 赤 血 球 を混 じ な い10例 の

髄 液 に つ い て 波 高,波 形 と蛋 白 量 の関係 を検討

した.

i)第 一反応;先 づ第一反 応 で は, Tab. 2の 如

く総 蛋白量は12.8mg%か ら35.4mg%の 範 囲に

散在す る.此 の程度の蛋白濃度では, Fig. 3に 示 す

様 に何時 も第 二波が第一波 よりも高 く,第 一波高は

57mmか ら74mm,第 二 波高は61mmか ら88mm

を示 し,第 一波高 と第二波高の差(H2-Hl)は2～

14mmの 間 にある.更 にH2/H1は1.03～1.19平

均1.09±0.01を 示 している.之 等 を 図 示す る と

Fig. 3の 如 く通常分裂病者 に於いては,蛋 白

濃度 と波高 との間にはかな り密 接な関係があ

るが,そ の関係はCrossing Pointの 場合に

示 した様 に直線的 ではない.

Fig. 3　 第 一反応波高 と蛋 白量

ii)第 二反応;次 に.第二反応 につい て第 一 反応

に於ける と同様の事を検 討 し た. Tab. 3に 示 す様

に濾液中蛋 白量は4.2～9.4mg%の 間 に.第 一波高

は48～90mmの 間 に,そ して第二波高は51～100mm

の間 に散在 してい る.

H2-H1は3～12mmの 間 にあ りH2/H1の 値 は
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Tab. 2　 第 一 反 応 波 高 及 蛋 白 量

H1… … ……第 一 波 高

H2… ………第 二 波 高

Tab. 3　 第 二 反 応 波 高 及 蛋 白 量

平均1.10±0.01を 示 しCobalt極 大は現われない.

第一反応同様第二波高と蛋白量について検討する

とFig. 4の 如く第一反応に対し第二反応 では,梢

密接な関係を以て変動する事が判つた.し かし蛋白

濃度のゆるやかな上昇に対 して波高の増大は急であ

る.

c)蛋 白波に及ぼす蛋白変性剤の影響;

髄液蛋白の性質を更に別の方向から検討する目的

で,尿 素変性によるPolarogram上 の態度をみた.

既述の方法で尿素変性を した髄 液蛋 白のPolaro

gramを とつてみるとFig. 5, Fig. 6に みる如く,

第一,第 二反応 ともに波高の著しい変動を認めた.即

ち第一反応では, H1, H2と もに低下し,殊 にH2

の低下が目立つ.そ の為H2-H1は 未変性の ものよ

り小となつてくる.又 第一極小は より明らかになり

Fig. 4　 第二反応波高と濾液中蛋白量
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Fig. 5　 第 一反応 ポー ラログ ラム

Fig. 6　 第 二反応 ポーラログラム

反対に第二極小は第二波に比べて僅か しか低下しな

く不明瞭となつてfinaleに 続 く.

第二反応では変性により軽度の波高の上昇を認め

たが, H1, H2,第 一極小,第 二極小共に同程度 に

上昇するので,波 形の上から未変性のものと区別で

きない.

考 察

一定量の血清が呈する蛋白波の高さが
,癌 や,其

の他の病的血清では,健 康者の其れに比べて低 く,

特に変性すると其の差異がはつきりする9).之 がポ

ーラログラフ癌反応の原則であり
,ひ いてはPola

rographyが 医学領域に利用せられ るきつかけ とな

つた.此 の反応には全血清を用いる第一反応 と,酸

及び熱非凝固の蛋白を対象とする第二反応のある事

は緒言で述べた通りである.

第一反応の医学的意義に就いては,今 日次の如く

考えられている.即 ち血清の第一反応に現われた結

果は,蛋 白の量と質との二要素についての表現をも

たらした もので,其 の変動は血清中のAlb.とGlb.の

量比が主体である10).之 に 依つて蛋白波形(第 一波,

第二波,第 一,第 二極小)は 変化す るものであ ると

考えられている.更 に第 二反応は よ り鋭敏且つ安定

なものとして登場 し,其 の本態は ムコイ ド体 とも言

われ, Wiazler, Mayer16)笹 井16)等 に 依 つ て其の

物理化学的性状が明 らかにされ ていいる.

しかし又一方では,蛋 白波波形及 び波高は各種蛋

白就 中精製蛋 白で も,其 の種 類に依 り異つた もので

あ り17),そ のCrossing Pointは 各 蛋白質につ き一定

している事が明 らかにされた14).こ う言つた事実が

髄 液蛋白について も言 えるか ど うか,私 は此等 の点

を明 らかにす る為,分 裂病者の髄液蛋 白を ポーラロ

グラ フ的に検討 した.被 検材料を分裂病に求めたの

は,此 の疾患 では今 日迄髄液蛋白分劃に病的所 見は

認め られ ていないからである.さ て第一反応 につい

て先づ血清の第 一反応 の波形 と比べ る と髄液及び血

清の間には何等特異的差異を認めなかつた.し か い

文献に現治れた血 清 のCrossing Pointを,髄 液 の

其 と比 較 し て み る と,血 清 で は, 172.0mg%と

19.0mg%の2ケ 所 にあ り14),之 に 対 し髄 液 で は

10.0mg%の 点 に現 われ てい る.又Glb.は12.5mg

%よ りは高い蛋白濃度に, Alb.は 其 よ りも低い蛋白

濃度 の所 に現われ てい る.即 ちCrossing Pointの

点 か らみ ると髄液第 一反応に関す る蛋 白は,血 清の

グ ロブ リン,ア ルブ ミンの夫等 と質的に相違 した も

のである事が判つた.此 の事は電気泳動的所見 と比

べて も,す でに明 らか な事実 であつて今更付言を要

しないが11) 12) 18),重 要 な事は髄 液に於け るPolara

graph的 所 見 と,電 気泳動所見 とどの点で一致 して

いるか と云 う所である.質 的な面か ら言 うと髄液蛋

白の血清蛋 白に対す る,電 気 泳動的相違点は,云 う

迄 もな く前者にはVorfraktionと τ波 が存在 してい

る事 であ り,次 には蛋白中の各要素の含有量の差異

である.此 の何 れ もが ポーラログラム上の相違点 と

なつ て現われる筈 であるが,血 清 の 場 合Globulin

及 びAlbuminの 量 的変化は主に波高差 に於いて現

われ るのに反 し10), Crossing Pointは 寧 ろ 波 高 差

とは無関係 に蛋 白各分劃に対 して特異的 な点から14),

私は 血清蛋白に対す る髄液蛋 白第 一反応の特 異性 を

その特 有な蛋 白分劃の存在か,又 は もつ と本質的 な

蛋 白 粒 子 の差 異に帰 したい と思 う.し か し此の問

題 の最終的解明は,蛋 白の電気泳動に よつて分離 し

た各ComponentのPolarogramを 比 較す る事に依

つて達せ られる もの と思 う.

第 二反応につ いても,第 一反応に 於け る と同様 な

事が言える,即 ち人 の血清ではCrossing Pointの

極 小波高 と第一,及 び第二波高 との平行関係が無 く,

波高 が低 くなつて も高 くなつて も,波 型は同一方向

に変化す るか らCrossing Pointは 現 われ ない筈 で

あるが,髄 液 は3.7mg%の 所 で交叉 す るとい う点
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に於いて,殊 に血清 と髄液蛋白の著 しい相違点を見

出すのである.

又第一反応 と違つて第二反応の場合は,波 形に於

いても血清に対し明瞭な相違を示し,一 方髄液の第

二反応波形はむしろ胃腺 ムコプロティン及び, Mu

copolipeptideの 夫れに極めて類似しているのは興

味がある.

こう云つた相違は,名 種 臓器の抽出液,尿,唾 液

等でも確かめられていて,そ の原因を矢張 り蛋白の

構造上の相違に帰している様である.

第二反応にあつ か る物質,即 ちMucoid体 は,

 Mucoproteinと 云われその化学的組成も明らかにさ

れている一種の低分子量の糖蛋白であるが16),髄 液

濾液物質が電気泳動上に於ける各Componeatの ど

れ と最も関係が深いか と云つた点については,他 の

方法による決定をまたわばならない.し かし何れに

せよ,以 上の事実は髄液蛋白が血清蛋白のそれと量

的ばか りでなく,蛋 白の構造殊 にそ の一つ一つ の

Componentの 構造上の相違に基 くものであつて,こ

の事か ら髄液蛋白の由来について,重 要な手懸 りを

与えるものと思われる.

さて以上述べた事は普通の蛋白濃度以下の所見で

あるが,実 際に実験を進めるについて,正 常蛋白濃

度 と思われるあた りで測定してみると,第 一反応で

は余 り定量的意味が無かつたが,第 二反応では.そ

の意義を認める事が出来た.此 の事は血清16)及び大

黒鼠脳髄7)の 第二反応について明らかにされている

事であつて,各 種の濾液物質に共通した性質の様に

思える.

以上で私は髄液蛋白のPolarograph的 特性 につ

いて述ベたが.更 に之を裏づけるもの として変性時

のPolarogramが 血清の其よ り異つている点 を指

摘 したい.即 ち人血清の第一反応では,健 康人及び

癌患者の何れも血清を変性す る事に依つて,波 高は

著しく上昇 し,第 二反応では,逆 に下降するもので

ある16).之 れに対 して髄液蛋白では,此 の関係が全

く逆になつている事を認めたのである.変 性に依っ

て波高が変化す るのは,蛋 白分子に於ける構造上の

変化に由来するもので,蛋 白分子の解絡 に依 って,

 Polarograph的 活性SH基 が表面に現われて,そ の

為波高が変化すると説明されている19) 20).それであ

るから,変 性時のPolarogramの 差異から逆にその

蛋白,易 にその分 子構造に相違がある事が認められ

るものであつて,か かる点からも髄液蛋白は,血 清

の其 と異つたものであると言えよう.

上述の如くH2-H1,及 びH2/H1値 は第一,第

二反庇共に本実験のみでは之から何等かの結論は出

せなかつた.以 上髄 液蛋白Polarogramの 一般的特

性について述べたが,最 後にPolarograpbyの 利点

について述べると,其 は最近,頓 に利用度の増した

電気泳動法,殊 に濾紙電気,泳動法のそれに,特 に定

性的研究では勝るとも劣らぬ有用な方法である事を

強調したい.

結 論

1) TroppのCrossing Pointは 第 一反応では

10.0mg%,第 二反応では3.7mg%を 示す.

2)分 裂病者髄液のPolarogramに ついては,第

一反応は明確な二重波を示し常にH2>H1で ある.

第二反応では波形は一段 波 に近 くなるが矢張 り

H2>H1で あり,尿 実変性により第一反応ではH1, 

H2と もに科低下し第二反応では軽度の上昇を認め

た.

3)髄 液中の第一及び第二反応にあずかる物質は

いずれも血清中の其等 とは質的に異なる事を明らか

にした.
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Polarographic Studies on Proteins of the Cerebrospinal Fluid

Part 1. Studies on General Characteristics of the Cerebrospinal

Fluid Wave and the Same in Schizophrenics

By

Hidehiko Fujita

Department of Neuro-Psychiatry Okayama University Medical School
(Director: Prof. Nikichi Okumura)

The author carried out polarographical studies on proteins of the cerebrospinal fluid, 

and also investigated general characteristics of the wave of the cerebrospinal fluid proteins 
by the routine polarography, using the cerebrospinal fluid of schizophrenic patients as the 

material. The results are as follows:
1. Tropp's crossing point proved to be 10.0mg% in the primary reaction while it was 

3.7mg% in the secondary reaction.
2. As for the polarogram of the cerebrospinal fluid of schizophrenia, the primary 

reaction clearly shows a two-step wave, being always H2>H1. In the secondary reaction the 
wave form approaches close to the single wave, but still it is H2>H1. By the urea denatu-
ration both Hi and H2 somewhat decrease in the primary reaction, whereas both increase 
slightly in the secondary reaction.

3. It has been clarified that the substances involved in the primary and secondary 
reactions in the cerebrospinal fluid are different from the similar substances in the serum.


