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ｓ細管式答速電気澗法によゐアルベツ蕨の玩勧挙動
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Ｂ細智式答速電気綱法によるフル』ｗ酸の淵1考劫
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|｜芸婚式雪速職泳重ｩ法'二よる〒トロＦ卜や＞の燈

山吋子7Ｗ物、上jf撤育大学ｘ
○島田和予,鳩勝､山口謙二五田公使

Ｌ目的フグ､泰子|-ロドトキラ＞(Ｔｐ<）の定量は主に、マウス|ご縄生物鋤弗隻
去てい毎さ細し'弓。し｡､し、このマI｣7ス蓋'す僻像mあるのてい､他の物瑚仏学的定量該ｳ鴨
懲’kフフある。セミで､我々 I獅謄式顎蝿気泳働法(工P芝）,二よソＴｗ)濯玄試
升仁。また、フグのﾂ雛l批液中'二はTiXハ了ニヒドロエピ体（劫はT1Xの約|/１５℃。）が
/含洲て,１３と言わ1Kて,１Ａ・ゼミ7､､､TIX上了〉ヒドロエピ体(ｴ体）の分別態在
も試』1-1三。

仏方去言絹はフグのﾉii組鋤ら西FiI1iW／一ル流、抽出し､粗抽峨とし仁。このフ
グ粕抽itI表と標草TIXZ工p法'二より濯し、マウス法醐用し在勤物実験の網L上比較
し准○標準T1>e練た塩卿I理寸３とエビ体ｳ性じ了いこと肱しローズ了セテート旗
電f諺iく勘当ぞ確認しＩ三○~､><はＴｌし力l味件下洲解す狐、－７ｹ~、エビ体は守織あき
性1首棚用して、工P義7,、工直焔を態咋。

ﾖ．線標準TIX酬いて鮪永動条件の検討左お刈ﾌ伝線、’'一デイ〉'7.液とし
て、夢-州（Ｈ３①Ｃｌ<-ｑＭｐｏＨ（Pl-l6o)１ｍ％ジオキサン、ｏ､ｚ％トリトン
メーＩＣＯ，ターミ十1噸と_して‘ｌＯｗＨβ-アラニン（pH４．”工使用すきと、‐nXl抑
今才〉叫硫勤加≧（PU=o,ヨユ）ご剛認めz7作｡フグ組拙う夜ＪＷ)T'x'含量徳
､標華nx'亘よる検量線湖!'了凱さｗ三・工P主とﾏｳｽ義1斗捌睦〃、'手'参一
致し仁。

T1Xヒエピ体は工P法湖職-で､”いので､､もしフプ組抽出液中に栂の工琳６N(ｲ写ｲ壬
して''３帆I芋定量性｡吻批考え↓,,』/I』。TIXとエビ体は葱霞性ﾉ条件下了､ヰｲﾘﾃ状態にあ
３億州z1lる。ゼミで'､標拳T1X淵11了‘モデ'し的'二T1Xとエビ体の平循反応lニフ
いて検討した｡－１Ｗ練た､憩竣姓ﾉﾘi≦I牛､蹄下7$'長時附置ねと､エビ伽方i二平愛テ
ウ(蹟''た。しウル．猟り極端r鰯性条件では加え、了エビ体の生成｡岬えz,作。ま
仁‘Ｔ､<ﾊ初濃度'二よ’て両者の撫比'二鯛は融川仇化｡フグ総i沙､z,の錦の
T1X抽出操作は､酢騨固雛ﾉ条＃牛で‘おこ恥了Ⅷ§のず､平ﾘﾘ；了｡壮輔の才へ角化は思
わ赦馴。うこｆ､標準､xの水ﾗ線ならびにフグ､織bttI瀬中のエビ体江F去紛別定
量-す塁と、そ州は剛桐じ割合(約ﾉ４％〉の工巳体｡愉洲てぃ左｡従、て、定量
ｵﾘ詳TIX発表に胴じ､雲il/合のエビ体崎測てし'≦ので'、工P迭によミフブ紬bitりう夜ｷの
-,Xハ瞳性'二は隅柳,,と考え吟岬｡,従来のT1x趨法で､邦マウス法と工p法の
綴批'ｗも値'二差i抑Ⅷ二との､恥謝けz,州。
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ブイ今ン簸（nMｺーｴnositolhexaPhosPhate：〆下工ＨｐＬ増勝する）1ｺ椎２のミキラ11ノヒ薙令
ｗ温(Phytate）測肌、２らにあ蝋のタンパ７質と複合体ｚ威して完熟ｖに殻諦
豆憩中にたくおあＶＺいる。このユう恥倹約と扱販Ｖ孔、腸清内でｴＨＰがCaヤMg､Zn、
Feと締やｖて不料LI/‐こ｡ﾍらミキラⅣの吸収と担辱すぅに油Ｋ、潟/6､にエフ、鼎稚
のミキラ,I/に堂,と糞挺すうここがあると之d'ｗｖ１ろ。このこ剛ら、ミキラ),/代謝に細

るⅢ側に閲祁獅彪が盛'(ﾉに進豹ら01'１７､､』が､観たに至るろでいHPの正確力､つ闇
更ぃ走曇玖力蝿立芝肌ず、Ⅲﾊｲ揃澗易の進ﾉ彫浬うたげ７､,､た。
そこで箔姑ら1J、エHP自体と直涛測灸するﾉI~法ＷＺ細着式射邑電鼠泳ﾘｩb法（ｴsotacho）
の過綱と試み､細〔ﾛのⅢ定_墨『汎比較燐寸I/に。’劃工に、鬼准閉ぃら脈､､る、卸走
号去並涙に締らが検討と脈に方遂違騰z/'ﾉに。絞物中のエHPと細ｼ)ろ叩剛赫Ｌ
で鮎座',に後に①渡イオン女換ﾉ樹Ｉ旨を閑いてⅢと分離して分解し、ｍｎＰ２定号す
る．抽虫瀬にFeCl3液と加加Fe-Phytate加ソ、こ脱N測淑でｴＨＰとＦｅ(肌)３に分
離して、②ｴHP疏鮮,ﾉｒＰｚ燭する，きた､③Fe(OH)3のFe3+を是号する．この①
、②、③の方法が現准”服01ﾍている〆こぃら伽う匠肌からエＨＰＺ逆算して韮鵬

間峨賎淑抑ﾉ、エHP以外のりン蔽化桃の影琴で、Ｆｅ_”tate中ハFe/;､借比がー是
し伽二ｔ雌の建息がある。ところﾉ‘‘近年、④-…、陰イオン雛う麦で分離I/庭皿
芝HPｴpで直ﾉ)雑最する方法が報帯ごＣＭてv,ろ。’/ﾉｳ､|/‐いず‘|Ｍ報捨におv,Ｔｔ,mがＶｂ

虹くに荊え1ﾉ？おり、皿例ｲ呆狩に問題ﾉ6.あり、検物中のｴＨＰの測定Iこ閉いるに灯不過当
で川上宏ららｌｋ３。

〕》ｿUこのご吐走息!/て‐①‐②､③.④‐…、③‐…ヒエHPの測是にｴsotacho洲
1,1辰④‐ｴsotacho、⑤‐ｴsotacho-①‐IsotachOと笑旋Ｖに。

、塗

図工

イオン:女

IHp＋|vllNERALsFOOD

、ﾐェ

'２細漕式箸)』ﾋﾉ電気泳動郷工５食物キフィケン縦のﾉ是量

ノート,,ﾉダﾑ素､ザ(r紙琴○蔭i橋正梢・諸永胴．有森具糾

soTAcHooRHPLC

族去

①交換

ＩＨＰ

Ｉ,⑤
ISOTACHO

州
喰 IHＰ
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〔方法〕エsotachoの分伽磯にレエ島津１P‐,Ｂ型分苅装置お〃,P‐鯉I電ｲｶ勾卿食
歩器皇津PGA-l理乏使闘レ、mefloncapillarytube（0.5mnx20cm）ユ50ﾉ（'Ａ→50組、
ﾕ/ﾕ28attenuatioM)条件で、先行霞購求に0.0ﾕＭ弧、ⅢjLstidine（餌5.0)､１麦）i瀦角擁に
0.0]LＭｎ毛aPricacid（P園3.4)酬いに。五た、図エの方法7.ｍと処蒐陥に昨ソー標
lX，にNa-Phytate（S工GMAな製）、試料とlﾉ胡けぽの蔵玄米（剛統）．j越隻７剛;に､0,画X
l-X8、Ｃ１ｆｏｒｍ(２００４００meSh)、DCWVEX50W~X8、Hfonn(ﾕOO200mesh）を飼いｋ・ごらにエsotacho

粉離した玄糾エ剛｡－７の|詞迄に伽値ﾋｴHPの分懲蕗索Phytas。（ＳｴGMA転製）を
胴１，に。ⅢPのｍｐにユる分震雄豊にロⅢ／GPC244型、Proteincoﾕumｴー6０（7.8mInx30
cm）、Ｒｴ絵広係､瀞勤組にトリエ今11/アミソフオス乃イト（甑2.5）、ラ雄ﾕ.0,ﾕ/ininZ通
W1Uに。

〔赫果〕IsotachoでｴＨＰの標品Ｚケノ|とI｢I/た溝果、ＰＵ値1.0.23汀（C趣）二0.3ﾕ63Ｘ十
0.0597、（メニ〃/㎡）の直練と得_定母性州るこ1Ｊﾝ確認で芝に。ご弓に、エsotacho

Kユる班の,‘９－フnPhytaseにユラて消失ワるこＭ弓、Ⅲ単一勅管のピークで肥ご
とが示ごｗこ・五ｋ工HPの標雌顛ｎＺ図工に示(/に矛オ諺て沌斑長号しにらころ、②
この－Isotachoで'００〆の回ﾙﾀL幸7~伽産が､①でこ肌に血＜、④一エsotachoで値ｴⅢの

分解産物飼司是芝Ｍ、IHp遠道排測長すうに、笠L川､､上宏泌‘鵬．⑤にユフ７ｍと
鋤-鴨着渉胞②‐④－Isotachoに兇ぺてＦｅ／P兇が一足し侭いいに、問題"汐v､賎
叛であるこしが再確認で芝に。、ｆｗ、玄米試料乏隅､、〔l劃工の方法で添加回収試験邸、

４版処躍I/に．②と④－Isotachoで厄練品で行ったヒミヒ1司縄に１００７/もの1ﾖ収孝を永'／

に。さた①r･皿以夕卜のリン激化/鋤御鴇零が_④一ｴsotachoI唇、‐ｴsotachoで皿と
剛瀞賊と刷未狗物槙,噸馳肌とも,に過_メミ値と示'ﾉ、試料の如壬嚇上ＶＭ不通
である。１fして、ェsotachoでおﾉI:1Ｗ雁④と＠の値と…に”④、伽麻果と州､ｆＷ上
駿卵ヒーHPIcに”試料中皿の分離何可溌で肥が､測足毒牙に閑長賊加と茜z’‘；
肌工sotachoの約1/１０の回喰幸でん農。

〔赫諭〕（１）縮i此の試料のIＨＰ江sotachQ久I川洲Ⅷ７麗祁湯榊前処死
去と(ﾉて、ノ(オン女挨法とFe‐Phytate/ﾘ6､必叛州蚤が､棚の回I|畔脇<ｲ蔓洲､､農
，（２）エsotacho諺にユる皿の走錯はＦｅ‐Phytate中のＦｅハ是号の鴻今エリ画捧長量一
が可凝で、,/4,t,高頂吹孝でんに。（う）エsotaChOうゑとⅧﾉ圏『海比較祷才Ｖに燐
果、現段帝で、,)ソ賊ＩＭ－ｴnositol可nonophosphate、nwo-ｴnositoHiphosPhate、Ｉ､ﾉ｡-工nositol-

hex柳sphate雌ｴsotachoｼ玄で分離が可能で》')ソ、校旗汲界につ､､ても正宏に比勺sotachO
弦てぐ,o怜烏,6,つ度。
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'５箸i撰Z姉永弥云の畳白質例ｉＷ),/銅

（日本化薬）加獅夫

〔Ｉゴじめに〕

細看式専遠電気)永動が､がス７Ｗトグ､ラかや話'歪救捧７ロマトブ､ラルにつずくﾗｒ３
の分高吻茄宏とし“の'杵登命し帆釆,/齢今荷電朔滴ｋかて肌迅逮で､,漁恥
榊ｧ千歳で伽：とが､,汐〈の茄玩箔のｉＷＩ亨端例で明ラカ､叫ソ，不易芸の肩'ｆＩ惟が実証
芝肌てぞ〆。しかし，′鼓ｲｮ頓分称への庇I手'ばとうであうっが？〕Ｍ伽旅’ノヵ､ｗ７坪

に血zz>肴蛋白煩へ動祇馳報ぞし、人家,リ度の堤鉱脈縦)千Ｗ；､い物Ｍﾉi市t看にざ
.’て；愛ljfl抑てI3いるが（雌斌九に糸)千が見腕/Ｍいﾉ｡i,､の力､実状て渦ろ’．この
〈川，一方でｗ浦刀絢荊伽河'意ｲ蔓ｌＭも,のてル雌示祁勿であ３が〉アン1派ソン
茜スルヴーとして恥分喬戯屋伺上北仰独，“/j,t‘‘A‘'/;@噸ｓ伽跡惣''７１､と

い刑蝿';j妄誕が詫分で符､､衆)噛浸”美している。
端'榊ａ”シン,漁ツウムヵ､う畳卸亘の鰍の耐乏ﾉ稀ｒ１｢洲葺'ﾉ，酸性錨種とし
ｚカリクレぅンＵ<ﾉ，スーハ'一ﾉrキシⅣスムターセ帳(SODﾉ，又』蕊在詠J壇ｚし（ウロ
キナーセＷＫﾉｚパ葱徽帆して壁び>墓榔ﾜﾉ儒｢乙川て縦。妹Iで前)星I,ﾐﾗﾗ､で
，スハＰ－ワーとしてアン抑ン乙種ﾉt7用いず",旭分ラペフ０ケ卜･やアミノ熊巧ど之痢､､t<z・

芝の釜ﾉﾖj重ｗう鮎を蹴微面の学雛し『捲鋤岬､､て祷釘脈。叉睦'零緋｝:ｉＲ'､検

撫灘瑚縦燃撫綿繍i噸郷鯛厳‘
勿呼交し/含ゼ狩フＫので瀦秀卵。
〔懐登］

号速健紬勃瀦(c-Z7Pノ：』調ﾖ細蹴専逮'鍬細瀦ｚ剛,zj，、型徹幾
：紫ﾀﾄ紳伽漆玄騰ＵＴＤ－ｊＭ剛卿／漕艇勾面旅盆器ＰＧｐ－２，分敢付加蝿,zl'P‐
淵

等藤電気泳動（師ノ：マリソル産業(獄ﾉks伽服垂マクク,zスラブ･しアル;耐猛
覆，定瞳抗定'彫莞稲ｱﾄー ㈱コンスヌハ0ワーガー'’6夕里，LKBマルナフォーラ能脇泳効
陵置
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'６等蹴気球勧該のタンパク質今折への応用

平野冒疹（東レ、Ｗ一チゼンター）

１．は（~めＦ

等逮/電気泳動茨iま電荷をもう物質なら，低分子イオンヤ､多核蕨，タンパク質Iくいたる
純の物質をそれ州の移動度の差Ｉ<墓ﾌーv､て分譲マツる。ぞ（て食品,医薬品，化成品
等のェ業製品ヤ生体戒分抑多比較的低分子の，擬綴方ぷ姉鱗イオン↓<ワいてばぞの分
称例が曹加（クフある。（ヵ､（分子量が/川ＣＯ以上のタンパク質↓<クいてば，ぞの総′
度が,I､ざく州[′咽鐙脈め,根Ｍ六範囲て壷(ず､厨いられていずＭが翻定である。
本締で-ばぃパグ質令対沃と（ての等逮電気泳動茨I<間（，その剰羅生*､（犬測
定向象Iくういてﾌ検訂（派。
Ｚ・材料と方法
装置I鳩譲絢管式等腕気泳動装置（IP-2Aノに紫外線吸収搬器（加穴猟）を装
箸（て使用（六・電解茨系ば，ソーディング茨と（て夕州/'ｲES､，／伽/'州附ecIiol，
0./５．％〃>'cA"１．Ｗ〃〃/例e昨/Ｃｅルノｏｓｅ′〃ｏを，まブ:ダーミナル戒と（て/o州
２－伽伽岬”/ｃａｃｊｏｌ（ヌばけ伽伽ａＷｙ//ｃａｃｉｏＩノ，／O剛/Ｗｲ川eOIﾉＣｌ，
Ｂａ(鮒ﾉ２ＰＨﾉo､ｇの忽乃合わせ詮用い大。スペーサーイオンばアンボライン′〃苅
一ﾉｏヌはＰ〃ター庁，トラ，ターノノ（ＭＢ御を用いて調製Ｍ・令対I〃ち｡ｃて”
僻,,､，まずブ'Ｍラムて票川/Ｍ，/２分FW粉離を綱，六後,分雛カラムて術/Ｍ
等速勿､薙術なワ穴。検出〃〃脈のルパグ吸収Iくよう派。
３．籍集と考察
（')j各種ウシ血清の令姉
ウシ１３〔胎児牛，新生児牛，仔牛，威､午の頓I<ﾉﾘ帳’髄〃.,ぞ,Ｍ細迩着況‘s､，

Eigo11sotachogramsofJ℃Ｓ（Ieft） aｎｄＢＳ (Rigd1t）



了c's，ＮＣＢ，Ｂ,s､ｌくういて令苅を行なう六・図１１<了c’s､，ａｓ,の分薙パターンを示魂
丈きく三領滅Ｍ,Ｂ,ｃ）↓<分けられ,Ａ領域ばアルプ､ミン，ハブ・トグロプグン，Ｂ領域
ば卜ランズフエグン，’ｗクログワプル等，Ｃ領域ばイム／グロプル頚ｩγ在すると

矛えら化。ウシ血清ルパク質燭の沃長I<伴い,８領鮒箸（〈漕加ずろ。ま派壷生
後の熊の過倫一触細るイハ／グロプグンの含量（ｃ領域ﾉの漕榊反荻（ていろ。
(2)ウシ血清アルブミン（師ＡＭ御i・

市販の精製BMMzi緬州Ｗｗ)４８mﾉﾉzeoノノを分材すると，パンＦば浮迩(だ戒
分諌グ戒グ，（IノのjA領域"令議とよく一教ずろ。Ｓ〃ボグアク'ノルアミＦケル電気泳動
抑よ雑震栽えて~ば，分子髪〃川の革一パンＦてず在す脈め，剛齢字量胸侭
ば均－て割あうても椎質（等電幻の宴する戎細Wli･ることが稚定さ〃・このこと豚，
胴の会合(やす､/､樫質を反竣（て､/､ろと考える畑。
(3ノイム／グロプグン母（恥ノの綴検定
タンパク質の瀞裂j雌附けろ耗演1険室への応ﾉ洲言示す。図２ばマウズ腹水字で産

潔:靴１縦縦懸雫蹴撚鮫三伽羅
ざ叔永。

(4ﾉ客電迄今薙沃と（ての等箆電気球誘沃

等蓮電気j;繊妖ばその原理よｿ，不鍾乾なＰＨ勾伽戒､りくよる一種の等電硯気赫，
該とり考え州，詞伽“存下で詞タンパク質ばＰ工値の頓'て分葱紬ろ２と'捌痔州
ろ。苧２で手瀞飯のＰ工マーカーの分難き行季､/､，各ピークの同定を試み六。
４．おわＷ〈

等逮電気泳動談のタンパク質分材への添用ば〃て別，ぞの原因と（てぅｩ､護iで一ク
の同定方よ淵プラグ”ンの郷が困難城が上Iブ別'(ろ。（､（鍾着タンパク賃の分
耕や，ダンパク質の鮒1；t定等の緬剛齢便ﾉＷざそルペルバぁグ，今後畷鯛が期
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供血一'ず一斗一命際
Ｈｇ、２１sotachogramsofcrudelgG（Ieft）andpurifiedlgG（R噂１t)．
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イヌ血清酸性糖蛋白質の遺伝的変異の細管式等速電気泳動による検出

自治医大○吉田治弘、池本卯典、富田功

イヌの血液系遺伝標識には赤血球型、白血球型、血清蛋白、酵素型、赤血球蛋白、酵素型などがあり、すでに約

50種が報告されている。演者らはかつてイヌ血清をSDS-デイスクポリアクリルアミドゲル電気泳動法により泳

動し、アルブミンよりも陽極寄りに認められる分子量約34000の蛋白質の個体変異を見い出し、その表現型および

遺伝子頻度を明らかにしている。この蛋白質の個体変異の検出は免疫電気泳動によっても可能で、自家製の抗イ

ヌ全血清を用い、沈降線を形成させると、アルブミンの一部からα,域にかけての沈降線の有無を見い出せた。さ

らに、細管式等速電気泳動装置を用いて検出したところ、検出時間は短縮され、分離能も良好であり、この変異蛋

白の確認試験としても極めて優れた検査法であったので紹介する。

材料と方法：イヌ血清は雑種犬100頭と輸血用供血犬として日本獣医畜産大学に飼育されている５家系(20頭）

について検査した。SDS一デイスクポリアクリルアミドゲル電気泳動法はWeberらの方法に従い、免疫激動法は

Graberらの方法に従った。細管式等速電気泳動装置は島津IP-2Aを使用し、電解液系は(1)Delmotte(1977)のリ

ーディング液は５mM-MES，１０mM-アメジオール、0.4％－IrMC-15000混合水溶液、ターミナル液は10ｍＭ－６アミノ

カプロン酸、１０mM-アメジオールの混合水溶液を水酸化バリウムでpH10.8に調整した。（11）日根(1982)の報告を

わずかに変更し、リーディング液は５mM-HCl、１０mM-アメジオール、0.2％HPMC-15000とし、ターミナル液は(1)

と同じものを使用した。スペーサ溶液はvaline，glycine、alanineの３種のアミノ酸に(1)ではｐＨ５～８，８～

9.5,9～11のAmpholineを混合し、（11)ではpH3.5～9.5のAmpholineを混合した。

結果：演者らの見い出したイヌ血清の遺伝的変異蛋白は糖蛋白質であり、免疫電気泳動によってはα,域に認め
られた。そこで、単離した変異蛋白をデイスクポリアクリルアミ臆ゲル電気泳動、澱粉ゲル、等電点および二次

元電気泳動を行ったところ、トランスフエリンよりもわずかに速い易動度を示し、等電点は4.1～4.2で酸性を示す

糖蛋白質であった。二次元電気泳動によってはハプトグロピンではなかろうかと推定された。そこで、細管式

等速電気泳動では分離能、検出時間と併せてヒトのハプトグロビン型との比較対照試験を実施した。（')の条件

での陽性例と陰性例を図に示した。Albのすぐあとの矢印で示す部位が変異蛋白分画である。図でわかるよう

にトランスフエリン域の分離も良く、トランスフエリン変異の検討も期待される。（11)の条件ではPrealb，Ａｌｂ

域の分離は良いがトランスフエリン域は狭く、トランスフエリン域の検討には不適当のように思われる。
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図．イヌ血清の細管式等速電気泳動パタ ン
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