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緒 言

尿を使 った,ス ポーツや肉体疲労に伴 う生体

負担度 を定量的に分析する方法の一つ に, Dona

ggio反 応(以 下D反 応 と略)が あ り,以 前 より

一般 的な方法 として広 く使用 されて きた
.

加 熱除蛋白下において, D反 応陽性 をもたらす物

質については緒方.望 月1),加 美 山 ・道岡2),

 Poortmans3)そ して著者4)は α1-acid glycopro

tein(以 下 α1-AGと 略)が その主たる物質 とし

て同定 した.し か し純粋な α1-AGの 単 品は入手

し難 く, α1-AGの み を使 ってそのD値 を求め る

こ とは困難であった.

著 者は低温低 イオン強度アルコール分別法5)

(Cohn's fractionation)を 用 いて得 られた人血

清Cohn VI分 画(以 下Cohn fr. VIと 略)中 に有

す る α1-AGと α2-globulinを 生 澱 粉 を用い

た電気泳動によって分離 し,得 られた純度の高

い α1-AGを 使 ってD値 を求めたのでこれを報告

す る.

方 法

1. Cohn fr. VI

α-globu1in(以 下glob.と 略)を 約93%含 有 す

るCohn fr. VIはSIGMA〓 製(No. G 2134)を

使 用 し た.そ の50mgを 水 溶 し,酸 性 加 熱 除 蛋

白 し てalbumin(以 下alb.と 略)を 除 去 し た.

そ の 後 生 澱 粉 に 溶 解 しFig 1.のsampleの 所 へ

注 い だ.

2. Cohn fr. VIの 分 離

α-glob.中 に 主 と して 含 有 さ れ る α1-AG及 び

α2-glob.の 分 離 に は 生 澱 粉 を用 い たzone elect

rophoresis6)を 使 用 し た.そ の 分 離 法 の 詳 細 は 前

報7)と 同 様 で あ る.

3.抽 出

泳動後1cm幅 に切 断 した生澱粉 を微アルカ リ

溶液(pH=8, NaHCO3液)で2度 抽出 し,

蛋 白量 を測定 した(後 記4).そ してD反 応測定

のため凍結乾燥法に よって濃縮使用 した.

4.蛋 白量の測定

各々のsectionか らの抽出液について,蒸 留

水に溶解 したCohn fr. VIを 対照 として, Lowry8)

の方 法によって測定 した.

5. D反 応値 の測定

3.に よ り凍結乾燥 した抽出液 を再 び水溶 しD

値 を測定 した.使 用 したD反 応 は前報8)と 同様

であ る.厳 密に検討するため溶液は1.3倍 稀 釈

とした.

6.含 有蛋 白の同定

加熱後のCohn fr. VIの 水 溶液について(濃 度

5g/dl程 度 に溶解)し てセ ルロー ス ・アセテ

ー ト膜電気泳動 及び 免疫 電気泳動 で分離 した
.

使 用 した方法 は前々報4)と 同様 である.使 用

した標 準血清 はBehring〓 Standard Human

 Serumを,抗 血清 は抗 ヒ ト全血清(ウ サ ギ血清,

 Hyland〓 Co.製 を用いた.
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Fig. 1　生澱粉を使用した電気泳動(模 式図)

2.に よ って分離 されたsectionの 蛋

白成分を定性的に同定するために,併

せて免疫電気泳動法4)を 使用 した.

又 各sectionに 含 まれるa1-AG量 及

びa2-glob.領 域 で主 として含有される

と推定され る α2-glycoprotein(α2-HS

と略), Zn-binding α2-HSglycoprotein

 (Zn-α2と 略)量 を 同 定 す る た め 一 元 免

疫 拡 散 法9)(SRIDと 略)を 使 用 し た.

使 用 し た 抗 血 清 は 抗 ヒ ト単 一 特 異 細 分

画 血 清(ウ サ ギ 血 清, Behring〓 Co.

製)を 使 用 し た.

結 果

1. Cohll fr. VIの 分 離

生 澱 粉 に よ るzone electrophoresisに
Fig. 2　 セ ル ロー ス ・アセ テー ト膜 電 気 泳 動

Fig. 3　 免 疫 電 気 泳 動
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先 立 っ て実 施 した 加 熱 後 のfr. VIの セ ル ロー ス ・ア セ

テ ー ト膜 電 気 泳動 では α1-glob.と α2-glob.の 分 離

を示 した.血 清 を対 象 と して 泳 動 し た 結 果 をFig.

 2に 示 す. densitometry後 の α1-gl.と α2-gl.の

比 は 約3:2で あ っ た.

2.蛋 白 成 分

生 澱 粉 に よ るzone electrophoresisで 分 離 し

た 蛋 白 を 各 々 のsectionに つ い て 抽 出 し,そ の

蛋 白 濃 度 を 測 定 した. SRIDに よ っ て各section

の α1-AG濃 度 及 びZn-α2, α2-HS濃 度 に つ い て

Tab. 1に 示 す. Tab. 1に 示 さ れ る様 にsection

 No. +18は ほ ぼ 純 粋 な α1-AGを 含 有 す る もの と推

定 さ れ る.こ れ を 免 疫 電 気 泳 動 法 に よ っ て そ の

成 分 を確 認 し た が,抗 α1-AGのbow以 外 にbow

は見 られなか った.

同様にsection+8に つ いては α2-HSが ほ ぼ86

%程 度 を占める もの と推定 された.

加 熱除蛋 白後のCohn fr. Wに は α1-AGの 他

にα2-HSに つ いてはbowが 認 め られ,そ の含有

が確認 された.

3. D値 の 測定

Cohn fr. VIを 単独 で水溶 した もめと,凍 結乾

燥後の各sectionを 水 溶 した もののD値 を1.3

倍 稀釈法で測定 した. Tab. 1, 2に ま とめた.比 較

のためhuman albuminに つ いても同様にD値

を測定 し,併 せ てTab.2に 記 した.こ のTab.か

ら逆算 して,各 蛋白1mg/(並 あ た りのD値(無 加

熱)をTab. 3に 示 した.

Tab. 1　 各 セ ク シ ョン に於 け る蛋 白量, Donaggio値

痕 跡<0.1
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Tab. 2　 1.3倍 稀 釈 に於 け るDonaggio反 応

Tab. 3　 各 蛋 白1mg/dlあ た りのDonaggio値

考 按

D反 応 について考えると,殆 んど純粋の α1-

AG溶 液 で占め られていると考えられるsection

 No. 18に つ いて,そ の抽出水溶液(凍 結乾燥 した

もの を再 び更に水溶した もの)で は0.49～0.63

mg/dlの 稀 釈 までD反 応が存在 した.即 ちα1-AG

 1mg/dlあ た りのD値 は 計 算 上1.59～2.13程 度

で あ る. Tab.2に 示 す 様 にCohn fr. VI及 ひhuman

 albuminを 水 溶 し た 液 でD値 を測 定 す る と各 々

蛋 白1mg/dlあ た りCohn fr. VIで1.2, alb.で0.9

程 度 で あ る.こ の 結 果 は 著 者 の 前 報7)の 結 果 と

ほ ぼ 一 致 し て い る.

一方溶解液にD値 を示 さない(即 ちその溶解

液のD値 が1を 示 さない)限 外濾過尿 を使用す

ると,各sectionのD値 はTab. 1に 示 す値 より

上昇する可能性がある.こ の理由については今

後検討す る必要がある.

運動後尿中D反 応について,酸 性(酢 酸酸性)

加 熱(100℃10分 間)除 蛋白後,著 者たちが得

た成績10)で は1.29/mg/dlで あ った.今 回のCohn

 fr. VIで の成績 と一致す るものである.

Tab. 3に 示す様に単位重量あた りα1-AGよ り

Cohn fr. VIの 方 がD値 は低 いというこ とは,間

接的 なが らD値 は α1-glob.>α2-glob.で あ る と

い うことを証明す るこ とであると考えられる.

これは前報7)の 生体 負担後尿 で得た成績 とよ く

一致する実験結果である
.

a1b.は α1-AGよ りD値 はやや低 い値 を示すが

この理由は今後検討 を要す る.同 様にCohn fr.

VIの値はa1-AG, α2-HSの 値 より計算上やや低い値を

示 した. D値 測定の際1.3倍 稀 釈法 を使用 した

が,今 後分光光度計による精密測定 を採用 し検

討す る必要があろうと思われる.

結 語

1. Cohn fr. VIを 生澱粉電気泳動にて泳動分離

 しほぼ純品の α1-AGを 得 た. α1-AGの 水 溶

液1㎎/dlあ た りのD値 は加 熱除蛋 白後1.6～

2.1程 度 であった.

2.同 様 に 加 熱 除 蛋 白後 のCohn fr. VI全 体 で は

1.2, human alb.で は0.9,更 に α2-HSで は

0.8程 度 と推 定 さ れ た.

3. Cohn fr. VI中 に 含 ま れ る α1-glob.と α2-glob.

で はD値 は α1-glob.>α2-glob.で あ る こ とが 証

明 さ れ た.

4.運 動 後尿の酸性加熱除蛋白した状態(酢 酸

酸性pH=5, 100℃10分 間)とCohn fr. VI

のD値 は,そ の蛋 白単位重量 あた り殆ん ど等

しかった.

稿 を終えるに当り,御 指導,御 高閲を賜った恩師

緒方正名教授に深甚の謝意 を表す次第でございます.
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Donaggio reaction positive substances 

derived from serum protein (Cohn fraction VI)

Sachio OHMORI

Department of Public Health, Okayama University School of Medicine

(Director: Prof. M. Ogata)

Up to date Donaggio reaction positive substances derived from serum protein have been 

shown to be from the ƒ¿1-globulin region, mainly ƒ¿1-AG. One purpose of this study was 

to purify ƒ¿1-AG from Cohn fraction VI of human serum by means of starch block electro

phoresis and to measure the Donaggio titer in it. The other purpose was to compare ƒ¿1-AG 

with the other protein subfraction.

The results were:

1) Pure (about 98%) ƒ¿1-AG was obtained from Cohn fraction VI after heating. The Donaggio

 titer of ƒ¿1-AG solution was 1.7•`2.2/mg/dl. Whole Cohn fraction VI was 1.2, human

 albumin was 0.7 and ƒ¿2-HS was 0.8.

2) The Donaggio specific activity was indirectly proved to be in the order of ƒ¿1-globulin

>ƒ¿2-globulin contained in the Cohn fraction VI. This result supports the previous re

port.

3) A solution of Cohn fraction VI was almost equal in Donaggio titer per the same concen

tration of protein to urine after exercise, after treatment by heating at 100•Ž for 10

 minutes and acidification to pH. 5 by acetic acid.

4) ƒ¿1-AG was concluded to have the highest Donaggio titer of the whole protein subfraction.


