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緒 言

生体内血色素分解過程中に遊離する鉄の運命に就て

は教室の島村,湯 浅,龍 治,木 戸等の研究があるが,

就中その最終的運命がferritinと しての貯臓鉄であ

るか否かに就ては尚不明の点が多く,教 室木戸は,斯

る意味のferritinの 消長に就て種 々検 討 を 加 え た

が,そ の測定法がGranick, S., Hampton, J. K.の

半定量法に依つた為結論的な成果をうるに至らなかっ

た.処 で最近Heilmyer, L.等 は一連のferritinの

研究に於てapoferritinの 蛋白泳動を基礎に濾紙電

気泳動法による確実と考えらる定量法を提唱した.そ

こで著者は先ず本法における健康家兎の臓器ferritin

の蛋白部分即ちapoferritinの 濾紙電気泳動学的条

件を種々検討し,そ の正常値を算出し,木 戸の成果を

補足する基礎的成果を期待した.

実験材料 及び方法

1. 実験動物

動物は同一条件の下に飼育した健康家兎を用い,可

及的に条件を揃える為体重2.2～2.8kg雄 家兎のみと

した.尚 実験に先立ち器具の清浄には充分留意し,試

薬も可及的純良品を選択し,水 は再蒸溜したものを使

 用した.

2. 被検諸臓器

被検諸臓器は Heilmyer, L等 の方法に従い健康

家兎の肝臓,腎 臓及び脾臓の摘出せ る新鮮臓器組織片

を正確に秤量し(肝 及び腎は2g,脾 は1g)使 用し

た.

3. 濾紙電気泳動装置

濾紙電気泳動装置は小林式濾紙電気泳動 装 置 を 用

い,即 ち本装置は大別すると泳動部分,緩 衝液槽(電

極 を含む)及 び電源装置(整 流 器)の 三部 分 よ り な

る.

4. 血 色 棄量測定法

血 色素量測定にはHeilmyer, L平 出の変法 に従

い測定 を行つた.

5. 易 分離鉄及び血清鉄の測定法

木戸 に依 るBarkan, G. の 変 法,即 ちBarkan,

 G. の 原 法及 び龍治の変法に於け る検 討 を併せ測 定 し

た.即 ち空腹 時乾燥注射器 で耳静脈 よ り採血 しその 中

の1ccをOstwaldのpipetteで 吸 い,予 め再蒸溜水

4ccを 入 れてあ る有栓試験管に注ぎ,充 分振盗混和

せしめた後1.2%の 塩 酸2.5ccを 加 え,よ く混和 して

38℃ の艀卵器 中に16時 間放置 す る.次 いで20%3塩

化 酢酸2.5ccを 加 え,よ く振盛混和後濾紙 で濾過 して

除蛋 白を終 え,そ の濾液4ccに 飽 和酢酸曹達1cc,

 pH4.7の 酢 酸酢酸曹達緩衝液への1%硫 酸Hydrazin

溶 液1cc, 0.1%o-Phenanthrolin溶 液1ccを 順 次

に加 え,室 温 に約1時 間放置 して充分発色 せ し め て

PuliiichのStufenphotometerの 濾 光板S50で 吸

光 係数 を決定 し,求 む る易分離鉄量A(mg%)=0.91

(E-Eo)×10で 計 算す る. 尚 盲験 には血液1ccの 代

りに再蒸溜水1ccを 加 え爾後 の操作は 同様 にす る.

 次 に血 清鉄定量法 としては上 と同様に採血 した血液

を,血 清の分離す る迄 放置 した後充 分遠心沈澱 した.

得 た血 清2ccを 肉 厚縁無 しの小試 験管 に移 し,1.2%

塩 酸1ccを 加 えて振盈混和 し,38℃ の 鱒卵器中 に1

時 間放置 す る.次 いで之に20%3塩 化 酢酸1ccを 加

え室 温に1時 間放置後,約3000回 転15分 間 遠心沈澱

し,そ の上 清2ccに 飽 和酢酸曹達溶液0.5cc,酢 酸 酢

酸 曹達緩 衝液 への1%硫 酸Hydrazin溶 液0.5cc及

び0.1%o-Phenanthrolin溶 液0.5ccを 順 次に加 え,
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呈色後約1時 間室温に放置して上と同様にして吸光係

数 を求め,求 め る血清鉄量A(γ%)=0.91(E-Eo)×

2×1000で 計算する.こ の際盲験には血清2ccの 代

りに再蒸溜水2ccを 使用する.

6. 血清bilirunの 測定法

血清bilirubinの 測定にはJendrassik, L. & Cl.

 eghorn, R. A.の 方法に従い,対 照血清液にはDiazo

第一液 を混 じて,存 在する血色素をHamatinと し

て調整を計つた.

実験 成績 並 に考 按

1. 各粗臓器中のapoferritin測 定法の検討

1.1. 試料作成

試料作成に当つてはHeilmyer, L.等 の方法に従

い肝,腎 及び脾の各々その摘出せる新鮮臓器組織片を

正確に秤量 し,(肝及び腎は2g,脾 は1g)各 々その

小片に倍量の蒸留水 を加え乳鉢中でよく擢り潰 し均質

化 して室温に2時 間放置する.次 で3000回 転15分間遠

心沈澱して濾過する.残 渣にもう一度同量の蒸留水を

加え同様に遠沈濾過 し,両 方の濾液を一緒にしてそれ

を常に撹拝しながら水温中で80℃ まで加温(加 温に

際して濾液中に含まれる蛋白の殆んど大部 分抜 け去

る)し 濾過する.次 にその濾液に硫酸アンモンを15%

の割合に加え同様に遠沈濾過する.そ の最終産物をセ

ロファン紙にて24時間透折後,40℃ ～60℃ に加温し

た水浴中で約30～40分 間水流ポンプで殆んど乾燥する

迄濃縮し,そ の一定量を試料として濾紙上に塗布し,

濾紙電気泳動を行つた. Heilmyer, L.等 は24時 間透

折後流動水にて真空減圧下,殆 んど乾燥す る迄濃縮し

たが,乾 燥濃縮迄に長時間を要し,比 較的一定試料を

得難い欠点があるので著者は試料変性をさ け るた め

40℃～60℃ に加温 した水溶中では乾燥濃縮までの種

々時間を検討した所,約30～40分 の時間が一定試料を

得るにも適当であつた.

1.2. 濾紙電気泳動法

濾紙電気泳動法には小林式濾紙電気泳 動 装 置 を用

い,泳 動部分に於ける保持枠は濾紙を水平に張つて実

験する為試料は電場に於て同一条件によつて移動し,

結果の再現性 も良好で成分の分離精度が著しく高く,

緩衝液にはveronal緩 衝液を用い2～3回 毎に用時

調製した. Holtのveronal緩 衝液,

次に電極は銀一塩化銀電極を用いた.銀 電極を銀塩

化銀電極 とするために大型シャ-レ に飽和塩化カ リ水

溶液を入れ,こ の中に銀塩化銀電極としたい電極を陽

極に,他 の銀棒を陰極として5～10mAで30分 位電解

を行い塩化銀が黒色に附着したものを用いた.又 濾紙

は試料塗布線上に集まる濾紙中の不純物の多寡,紙 質

の均質性,分 別帯の非散逸性,濾 紙の吸着力の強弱等

の点より最 も好都合 と認められたSchleicher&Sc

hull No. 2043aを 用いた.電 源装置は小林式A型 整

流器で真空管整流による直流電源装置で定電圧,定 電

流の何れも使用出来 るが常に定電圧電流として使用し

た.扱 て実際に電気泳動を行 う場合,電 解による緩衝

液のpH及 び電解質組成の変化を防ぐ為に緩衝液槽 と

5%の 塩化カリ電極槽とを別にし5%の 塩化カリに3

%の 割合の寒天ブリッジで両者を結ぶ様にした.又 緩

衝液を常に一定量用い,そ の液面より濾紙の水平部分

までの距離は常に3cmと なる様にし,試 料もSahli

血色素用ピペッ トにて一定量を保持枠の陰極側上端よ

り5cmの 所に一直線上に塗布した-そ の際塗布に先

立ち濾紙を一度緩衝液中を通して濾紙全面を湿らした

後別の濾紙上に1～2分 放置して余分の緩衝液 を除き

濾紙上の緩衝液の分布が平衝状態になるのを待ち,そ

れを予め用意してある保持枠に濾紙が水平になる様に

ピンと張り,然 る後格納箱中の緩衝液槽に載せた.そ

して両側の濾紙端が夫々緩衝液中に浸していることを

確めた上,サ イフオンの役目をしているゴム管をピン

チコックで止め格納箱の硝子の蓋をする.こ の際格納

箱の水蒸気密度を一定にする為100ccの 水を常に入れ

て置いた.次 で所要の電流を約10分 通じて通電初期に

見られる抵抗を除き再び保持枠を取り出し試料塗布線

上を2～3回 別の濾紙にて良く吸い取りただちに一定

の試料を塗布し再び本格的濾紙冠気泳動を室温にて行

った.健 康家兎の場合に於て,緩 衝液の濃度,緩 衝液

の液面から濾紙水平部分迄の距離.濾 紙の長さ及び幅,

試 料 等 は すべて同一条件である事は勿論,Heilm

yer. L等 はWhatmann Nr. 1の 濾紙幅4.5cm

に対し, veronal緩 衝液(pH.8.6)を 用い,110

volt定 電圧下14時 間泳動を行つたが,泳 動時間が長

く,蛋 白部分の散逸性大なる為定量に不都合なので著

老は出来るだけ散逸性を少 くするため種々濾紙幅につ

き定電圧値を検討した所,濾 紙1枚 の幅4cmの もの

3枚 即ち,幅12cmに 対し,300 volt 4時 間 の条件

が最適であつた.(濾 紙幅1cmに つき25volt)

1.3. 染色及び固定法

電気泳動終了後直ちに濾紙を乾 燥 器 に て,100℃
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5分 間 乾燥 した後染色 を行つたが,染 色はDurrum,

E. Lのbromphenol blueの 染 色液即 ち

を用い,適 当な容器に入れ,約30分 位染色した後取 り

出し,こ れを0.5～2%位 の酷酸溶液中に入れ,時 々

軽 く濾紙を動かし乍ら酷酸液を数回取 り変えて良く洗

源し,蛋 白質の存在する部分以外が全 く操作中に真白

に洗い落されるまで行うた.次 に再び乾燥器にて乾燥

し染色された蛋白部分をそのまま定量すれば蛋白部分

の退色及び濾紙の均質性等の点より定量は不確実をま

ぬがれないので著者は正確を期す為アンモニアガスに

て一層発色せしめ直ちに加熱熔融した固型パラフィン

中を1回 のみすみやかに通し染色部品を空気中にて乾

燥固定し半透明としたので測定は便且つ明確に行 う事

が出来た.著 者は染色には, Durrum, E. L.のB.

 P. B.染 色液 を使用したが,染 色に用いる色素の種

類,酸 の濃度,昇汞 等種々の染色色素をどんな溶媒で

蛋白質の染色を行うのがよいかは尚考慮を要す る問題

である.

1.4. 定 量 法

定量には小林式濾紙光電光度計V型 にて直接定量:法

を用いた.勿 論直接定量の場合出来るだけ濾紙を透明

にすることが望ましく,この為キシロ-ル,或 は流動パ

ラフィンと α一プロムナフタリン混合液等に濾紙を浸

して半透明とした後定量するが,加 熱熔融したパラフ

ィン中を通し半透明固定したものが便且つ結果が良好

であつた.測 定に際し光源からの光は反射鏡により集

光されブイルター(55mμ)ス リッ ト(2mm間 隔で

移動した)を 通して濾紙に当て,こ の際の透過光を光

電池が受け光電流の強弱としてメ-タ-で 読み取つた

値を縦軸に,濾 紙上の位置を横軸に取 り,そ れをグラ

フに表し,プ ラニメ-タ で各々その面 積 を 測 定し,

肝,腎 及び脾に於ける相対比を数値的に表現した.勿

論肝及び腎において1/2の値,即 ち1g中 のそれとして

測定するのが好都合であつた.

1.5. 試料の変性 とapoferrifinの 濾紙電気

泳動法との関係

試料が古いか,そ の調製時変性したかの場合には上

述の濾紙電気泳動法を行 うと,一 部濾紙に吸着され,

正確なapoferritinの 測定が困難である.従 来それ

らの欠点を除くため,例 えばBucherは 低温濃縮を

行い, EwerbeckはKollidon或 はアラビアゴム等

の濃厚溶液を外液 として透析した後Esserら と同様

に限外濾 過法 によ り濃縮 し使用 してい る. Heilmeyer

の方 法は一応 この点の考慮 が払われ てい るが,一 定の

試料を得難 い欠点が あ る.著 者 の行つ た方法 は40～

60℃,30～40分 の加温操作が加わつたが,え られた

試料について濾紙電気泳動法 を行 うと,泳 動 は円滑に

行わ れ,変 性時 にみ られ る欠点は毫 も認め られなかつ

た.従 つ て被験材料 を新鮮 な中に著者 の方法 で処理す

るのが望 ましい-

2. 健 康 家兎の各臓器apoferrltin量,血 液易 分

離鉄量,血 清鉄畳,血 清bllirubin量 に ついて

 健 康家兎5例 につ き臓器apoferritin量 を,肝,

腎,脾 に就て上記の検 討した方法に依 り測定 してみ る

と,第1表 の通 りであ る.即 ち肝では平均7.6,腎

で は平均7.8,脾 では平均6.4で あ っ ,た.こ れ を

Granick, S. やHampton, J. K,が 行 った半定量法

を用 いて行つ た教室木戸の成績 と比 較 してみ ると,木

戸 の成績 ではferritinは 肝 にはないか,あ つて も極

く僅か であ るが,腎 では常に少数 に,脾 では常 に多数

にみ られ るとの ことで,著 しく異つてい る.こ の こと

はGranick, S.ら の方 法は半定量 法で,僅 少 のfe

rritinの 場 合 では誤差の成績 をえ易い し,著 者 の行

つた方法はferritin中 のapoferritinを 測 定 した

方法 であ るこ とによ るもの と思われ る.

尚家兎の血色素量の平均値は12.59g/dlで あ り,

血 液 易分離鉄量は1.55mg/dl,血 清 鉄量 は166γ/dl,

血 清bilirubin値 は0で,こ れ らの成績は教室の島

村 らの成績 と一致 す る.

結 論

生体内血色素分解過程に遊離 す る鉄の運 命 をferr

tinの 臓 器内分布状態 より追及す る準備 として,臓

器内ferritinの 定 量 法 としてのHeilmeyer, L.ら

のapoferritin定 量 法 に検 討を加え,更 に健康家 兎

の肝,腎,脾 臓内apoferritin量 を測定 し次の結果
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をえた.

1. 試 料 は最終段階 において40～60℃ に 加温 した

水浴 中で約30～40分 間 水流ポ ンプで殆ん ど乾燥す るま

で濃縮 したものを使用 す るのが適当 であ る.

2. 濾 紙 電気泳動の 条 件 と し て,Schleicher&

Schull No.2043aの 濾 紙の幅1cmに 対 し25 voltの

定 電圧 で24時 間泳動の場合が最 適であつ た.

3. 濾 紙 を固形 パラフィンで固定 す る前 に染色 され

た蛋 白部 分 をア ンモニアガスに よって一層発 色 させて

測定 を便且つ明確 にす るこ とが 出来 た.

4. 試 料 の変性 はapoferritinの 濾 紙電気泳動 に

誤差 を生ぜ しめ るが,本 改良法に よつた試料では,こ

れ らの誤差は全 然み られなかつた.

5. 健 康 家兎におけ る肝,腎,脾 の臓器1g中 の

apoferritin出 現 率は7.6,7.8,6・4で あつた.
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Conclusions

With the preparation to study on the fate of iron isolated from the decompostion process 

of hemoglobin in vivo since the distribution of ferritin in organs, the apoferritin quantitative 

method by L. Heilmeyer and others, as a quantitative methode of ferritin in organ, was inv

estigated and the apoferritin dosis in the liver, kidney and spleen of healthy rabbits were 

measured. And the results were as follows.

1. The material was suitable to use that concentrated for 30-40 minutes by the water 

jet pump until it was almost dried, in boiling water at 40-60•Ž., at the end step.

2. As for the condition of paper electrophresis, it was the most suitable to make the 

migration by the fixed electric pressure of 25 volt to the 1 cm width of filter-paper of Schl

eicher & Schull No. 2043a for 24 hours.

3. The measurement became easy and accurate by the farther coloring of the stained 

area with ammonia gas before the fixation of filter-paper by solid paraffin.

4. The degeneration of material made an error on the paper electrophoresis of apoferri

tin, but the error was not observed on the material by this improved method.

5. The appearance rate of apoferritin in lg of liver, kidney and spleen of healthy 

rabbit was 7.6, 7.8, 6.4.


