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　　　　　To　estimate　the　level　of　physiologically　active　type　rnetals；zinc（Zn），　calcium（Ca）and　mag－

nesium（Mg）in　human　serum，　the　proportions　bound　with　proteins　were　determined　using　either　a

Sephadex　G－1000r　G－150　column．

　　（1）　Zinc

　　　　　Serum　was　eluted　with　O．15．M　KC1－1mM　Tris　HCI　buffer　pH　8．50r　Tris　HCl　buffer　pH　8．5　in

concentrations　from　1001nM　to　lmM．　With　all　the　bu仔er　solutions　mentioned　above，　the　elution

pro丘les　comprised　two　peaks．　The　second　peak　contained　albumin．　The　proportion　of　Zn　in　the

．second　pe．ak　was　60－70％with　lOOmM　and　101nM　Tris　buffer　as　well　as　withα15M　KCI－1mM　Tris

buffer　pH　8．5．　The　elutiQn　pro且1．e　with　lmM　Tris　buffer　pH　8．5　showΩd　a　second　peak　which　was

complicated．　The　second　peak　may　have　contained　plural　Zn　binding　proteins．

　　（2）　Calcium　and　magnesium

　　　　　Ca　and　Mg　were　bound　very　loosely　with　albumin　and　were　dissociated　from　the　protein　in

O．15M　KC1－1mM　Tris　buffer　pH　8．50r　Tris　bu丘er　pH　8．5　in　concentraions　from　100mM　to　lmM．　In

lmM　Tris　buffer，　it　was，．．however，　possible　to　determine　metals　bound　tQ　albumin　because　the　disso－

ciation　progressed　slowly　in　the　Sephadex　column．　An　attempt　was　made　to　determine　the　metals

bound　to　albumin　from　the　sera　of　16　healthy　adults．　The　proportion　of　albumin　bound　type　was

42．4±6．2（M±SD）％for　Ca　and　40．5±5．4％for　Mg．

　　（3）　Albumin

　　　　　With　O．15M－1mM　Tris　buffer　pH　8．5，　the　elution　volum．e　of　s¢rum　albumin・was　adequate　for

its　molecular　weight　of　6．9×10　f　With　lmM　Tris　buffer　pH　8．5，　the　elution　of　albumin　was　clearly

delayed　as　compared　to　the　elution　with　O．15M　KC1．　This　delay　was　con五rmed　with　authentic

albumin，　crystallized　and　lyophylized　human　serum　albumin（S．ig血a　Chemicals）．　Two　peaks　were

observed　with　this　albumin　in　elutions　with　O．＝15M　KC1－1mM　Tr．is　buffer　and　lmM　Tris　buffer　by

monitoring　the　absorbance　at　280nm．　The丘rst　one　ranged　to　a　molecular　weight　region　higher　than

10ラApart　of　this　sample　may　aggregate　to　dimer，　etc．．
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1緒 言

　近年，原子吸光光度計の普及により，金属元素の測

定が容易となった．微量金属についても多くの知見が

えられ，各種疾患の患者におけるこれら金属の動態，お

よびその意味について論議がなされている岬

　今回，患者血清中のzinc（Zn），　calcium（Ca）お

よびmagnesium（Mg）の蛋白との結合比について検

討する機会があり，予備実験として，健康人血清中の

これら金属をSephadexカラムで同時に分離定量する

ことを試みたので報告する．

2　方 法

　健康人（男10名，女6名，年齢47±9歳）よりプラ

スチック注射筒で上腕静脈より採血し，遠心分離した

血清を同日内にSephadexカラムにかけた．ガラス器

具はすべて，10倍希釈した硝酸で洗浄後，使用した．

十分に膨潤させたSephadex（medium，　Pharmacia

製）G－100あるいはG－150を1．8×62．Ocmのカラムに

つめ，溶出用緩衝液（0．15MKCI－1　mM　Tris塩酸緩

衝液pH　8．5または100　mM，10　mM，1mM　Tris塩

酸緩衝液pH　8．5）で一日洗浄した後，血清あるいは各

種の蛋白質溶液2．Om1をカラムにのせた．溶出液は

Sephadex　G－100の場合2．Oml，　G－150の場合3．1

mlに分けて集めた．

　溶出液中のcalcium（Ca），　magnesium（Mg）は

最終濃度0．5％のstrαntium共存下で，またzinc

（Zn）とcopper（Cu）は特別の処理なしに原子吸光光

度計（日立208型）で測定した．使用波長はそれぞれ，

422．6nm，284．9nm，213．9nm，324．2nmであっ
た．

　溶出液中のalbumir1はcellulose　acetate膜による電

気泳動で検出した．またalbuminの流出位置について

検討を加えるため，G－100カラムで分子量測定用蛋白

（myoglobin，　ovalbumin，　globulin；Schwartzmann

社），sucrose，　blue　dextranで検量線を作成し，精製

されたalbumin（結晶化，凍結乾燥したヒト血清albu－

min，　Sigma　Chemicals社）の溶出を試みた．

3　成績および考察

3・1　Zinc

　各栄養素の充足度は，その血中濃度から評価される

ことが多く，金属もその例外ではない．多くの疾患に

ついてZnの欠乏は，血清Znの低下として確認されて

いるが劉血清Znの存在状態と疾患の関係を検討した

例4）は非常に少ない．一般に血清Znのおよそ％は

albuminにゆるく結合し，％はα2－macroglobulinに強

く結合しているとされておりf各疾愚における血清Zn

の存在状態を吟味することは，Znの欠乏を考察する上

で重要と思われる．

　今回の予備実験では，まず蛋白分子量の決定に際し

広く使われている5）0．15MKCI－1　mM　Tris緩衝液

pH　8．5で血清蛋白の分画を試みた（Fig．1A）．　Znの溶

出パターンは，280nmにおける吸光度と一致した二峰

性を示し，溶出液を電気泳動にかけたところ，一番目

のピークにalbuminはほとんど認められず，二番目の

ピークは大部分がalbuminであった。

　次に1mM　Tris緩衝液pH　8．5を溶出液とした時

（Fig．1B），　Zn－IIピークは流出がおくれ，かつピーク

幅が広がって単純なピークとはならなかったが，この

場合もZn－IIピークの蛋白質はほとんどがalbuminで

あった．Zn－IIピークの遅れをSephadex　G－150カラム

でTris緩衝液濃度を変えて検討してみたが，いずれの

場合もZnは二峰性であり，　Zn－1ピークとZn－IIピー

クの間の緩衝液所要量は，100mM（Fig．2A）で28

ml，10　mM（Fig．2B）で46　ml，1mM（Fig．2C）で

62mlとなった．なお，この実験でピーク1とIIの間に

認められた小さなピークは，Cuのピークと一致し，こ

の部分のZnはCu蛋白であるceruloplasminに結合し

ている可能性がある．

　Parisi　and　Vallee6）は，透析可能なZnを除去した

後，Sephadex　G－100，100　mM　Tris緩衝液pH　8．5

を使い，血清Znのおよそ30～40％がα2－macro－

globulin中にmetalloproteinとして存在し，残りの大

部分がalbuminとcomplexを形成するとしている．今

回，健康人血清を100mM，10mM　Tris緩衝液で分

画した例でも，albuminを含むピークIIのZnは
60～70％となった．しかし，澱粉ゲル電気泳動やcellu－

lose　acetate膜による電気泳動で各分画中のZnの定量

を試みた例ろ8）では，α，β，γ910bulinの各分画にもか

なりの量のZnが認められている．1mM　Tris緩衝液

で溶出したFig．1－Bの図中で，　Znの溶出パターンが複

雑になったのは，albumin，α2－macroglobulinの他に

複数のZn結合蛋白が存在することを示すものと思われ

る．

3・2　CalciumとMagnesium

　血清中のCaとMgについては長い研究の歴史があり，

半透膜や超遠心分離を利用した実験例から，30～40％

がalbuminに結合し，生理活性があるのは非結合型で

あることが知られている9今回の実験で0．15MKCl－1
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bance）×（albumin　content，　estimated　by　cellulose　acetate　electrophoresis）．　Column　conditions

were　described　in　methods．

Fig．1　Elution　profiles　of　human　serum　Inetals　with　a　Sephadex　G－100　column．

軽
。
α



§

雪

帽

Σ

20

ユ．0

o

●

／

医 ●

●

§

月

苗

Σ

2．Q

ユo

o ●

民

。

■

o

o　　●

o

■

●

　　　　　　　　　　　　．　　5

　　　　　　　●　　　　・

　3．0　　　　　η0　　　　　50

Frac七ion　　　　number

10mM　Tris　buffer

震

）

旧

盆

婁

20

1Q

8

●

　　　　　　　　　　　　　　　　0

20　　　　　　　　30　　　　　　　 匂0．　　　　　　　　50

　　　　　　FI・aG七ion　　　　number

（A）　100mM　Tris　buffer

6．0

20

（B）

郎

溶
o

o

60

　瞬

50

ら
。
㊦

o

20

（C）

　3Q　　　　　　如O

Fraction　　　 nUlnめe，

1mM　Tris　buffer

60

Ca（●），　Mg（○），　Zn（0）and　Cu（×）contents　of　each　frac．tion　are　represented　as

percentage（％）to　total　amount　recovered　from　the　c．olumn、　The　scale　of　the　ordinate

for　Cu　is　l／5，　compared　to　the　other　metals．

Column　conditions　were　described　in　methods．

Fig．2　Changes　in　elution　pro丘les　of　serum　metals　on　a　Sephadex　G－150　column　depending　on

　　　　　　the　concentration　of　Tris　buffer　pH8．5

き

園
訓



50　（6）　1981 ヒト血清中Zn，　Ca，　Mg，　AlbuminのSephadexカラムからの溶出 497

mM　Tris緩衝液pH　8，5を溶出液とした場合，　Caと

Mgはalbuminから解離し，すべて非結合型として単

純なピークを示した（Fig．1A），　Caのalbuminに対す

る親和性（解離定数K：7．8×10－3Mg））はZn（K：10－7

Mloりより小さく，イオン強度の高い環境では解離する

ものと思われる．このことはTris緩衝液濃度を変えて

血清蛋白を流した実験で確認された．すなわち，！00

mM　Tris緩衝液pH　8．5（Fig．2A）でCaとMgは完

全に非結合型の一つのピークとなり，1mM　Tris緩衝

液pH　8．5（Fig．2C）で二つのピークに分かれ，中間の

10mM　Tris緩衝液pH　8．5（Fig．2B）ではこれらパ

ターンの移行型が確認された．

　1mM　Tris緩衝液（Fig．1A）の場合にもCaとMg

の一番目のピークはZn－IIピークより明らかに遅れ，

albuminから解離していることが，280　nmの吸収曲線，

および電気泳動の結果から明らかとなったが，この解

離はカラム流下中にゆっくりおこるものと思われる．

　健康人血清16例をSephadex　G－100カラム，1mM

Tris緩衝液pH　8．5で分画したところ，　Ca－1ピークは

42．4±6．2（M±SD）％，　Mg－1ピークは40．5±5．4％

となり，従来の報告と考え合せ1）ピーク1のCaとMg

はalbumin結合性と思われる．

3・3　Albumin

　今回の実験では，albuminの溶出位置も注目される．

Tris緩衝液濃度が，100　mMから10　mM，1mMと低

くなるにつれ，Zn－1ピークとZn－IIピークの間隔が広

がり，albuminの溶出が遅れて，標準蛋白による検量

線から大きくずれることであった．この点を，精製さ

れたヒト血清albuminを使って確認した．すなわち，結

晶化されたalbuminを血清中と同程度の濃度（40　mg／

mJ）に調整し，血清の場合と同量の2．01n1を
Sephadex　G－100カラムにかけた（Fig．3）．280　nmの

吸光度で追跡して0．15MKC1－1mM　Tris緩衝液

pH　8．5での溶出パターンは二つのピークを示し，後方

2．O
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Crystallized　and　lyophiUzed　human　serum　albumin（Sigma
Chemicals）was　dissolved　in　a　concentration　of　40mg／mJ　with

O．15M　KCI－1mM　Tris　buffer　pH8．5（○）or　lmM　Tris　buffer

pH8．5（●）and　was　eluted　with　each　buffer，　respectively．

Column　conditions　were　described　in　methods．

Fig．3　Delayed　elution　of　serum　alburnin　from　a　Sephadex　G

　　　－100column　with　lmM　Tris　bu藍er　pH8．5
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のピークは標準蛋白による検量線から分子量6．9×104

の位置として妥当であった．前方のピークは分子量105

以上であり，albuminが重合している可能性がある．

　1mM　Tris緩衝液を使用した場合も，280　nmの吸

収曲線は二峰性を示し，後方のピークは，0．15MKC1

－1mM　Tris緩衝液の場合より34　m♂言遅れた位置

に一門出したが，ピーク1，blue　dextran，　sucroseの流

出位置はKC1の存在に関係なく一定であった．なお，結

晶albuminを1mM　Tris緩衝液に溶かしpolyacry1－

amideゲルで電気泳動した場合には，3本のバンドが認

められた．

　Sephadexゲルはカルボキシル基を含むため，荷電溶

質とゲルの相互作用を抑えるには，イオン強度0．02以上

の溶媒を使う必要があり，低イオン強度の環境では負

に荷電した溶質の流出は早まり，正に荷電した溶質で

は遅れるとされている｝1｝pH　8．5の条件でalbuminは負

に荷電しているはずであるが，実際には，0．15MKCl

が共存する場合に比べて1mM　Tris緩衝液単独では流

出が遅れ，上記原則での説明は困難と思われる．

4　結 論

　ヒト血清中のZn，　Ca，　Mgと蛋白質との結合割合を

同時に知るために，Sephadex　G－100，　G－150によるゲ

ルろ過を試みた．

4・1　Zinc

　O．15MKCI－1　mM　Tris緩衝液pH　8．5と100

mM，10　mMのTris緩衝液pH　8．5いずれの条件で

も，Znの溶出パターンはこ峰性となり，後方のピーク

はalbuminに一致した．このalbuminを含む分画への

Znの分布は60～70％であった．1mM　Tris緩衝液で

の溶出パターンは単純でなく，Zn－IIピークは複数のZn

結合蛋白に分離される可能性を示した．

4・2　CalciumとMagnesium

　上記いずれの緩衝液を使用した場合にも，母lbuminと

Ca，　Mgの結合が切れてしまうことがわかった．しか

し，1mM　Tris緩衝壷中では解離がゆっくり進むため，

albumin結合型，非結合型に分離でき，健康人16例

の血清を分析したところ結合型Caが42．4±6．2（M±

SD）％，結合型Mgが40．5±5．4％となった．

4・3　Albumin

　血清を0．15MKCI－1　mM　Tris緩衝液pH　8．5で

溶出すると，分子量6．9×104に相応した位置に流出す

るが，1mM　Tris緩衝液pH　8，5では流出が遅れる．

この遅れは，結晶化したヒト血清albuminでも確認さ

れた．また，結晶albuminの場合，重合体と思われる

位置に280nmの吸収が観察された。
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