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K・yw・rds：二・ケル（・i・k・1）・a’1マクPグPブリン（・・1－n・Elcl‘・91。b，lin），金属糸船蛋白

　　　　　　（met・1エ・P・・t・i1・），二・ケ・プラxミン（・i・kel。P1・sn，il、），放鰹［1二。ケル

　　　　　　〈radioactive　nickeL　63Ni）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラスミソはHimmelhochら3）によってはじめてヒト
　　　　　　　　　　緒　　雷　　　　　　　　　　　　　1血L清中に存在をみとめられたニヅケル含有金属蛋白と

築者ら！）は先に血中二・ケルの存在形式醐らかに　同一のものと考えられ，またP。，i，iら・）tcよ・）分離

するために，rfil中ニッケルの濃度が高く手頃なi爽験動　　　されたヒトZn一α2－macroglobしIlinと似ているが，こ

物としてウサギを用い，原子吸光分光光度法による二　　　れとは別種の金属蛋白である1）、　　　　　　　’

ッケル測定を指標として分析し　ウサギ1血清中ニッケ　　　　ニッケロプラスミソはウサギおよび人遺血清中ニヅケ

ルは低分子性（透析性）ニッヶル，アルブミン結合性　　　ルのそれぞれ44％，26％をしめ1・5）血中ニッケルの運

ニッケルどマクμグロブリン結合性ニヅケルの3種類　　　搬や生理的機能に重要な役割をもつものと考えられ

の形で存在することを明らかにした。またニッケル結　　　る。従って放射性二、ッケルを利用してニッケロプラス

合マクログPブリソについては各種の蛋白分画法によ　　　ミソの代謝回転を明らかにすることは重要な意義をも

ってほぼ単一成分にまで分離精製し，これをニッケロ　　　っている。

プラスミン（Nickeloplasmin）と命名し．た。その後　　　　Van　S。estbergenら6）は63NiC12の静脈内一一一・回大量

Sundermanら2）はほぼ同様の方法で人1血清からニッ　　　投与後の1血1中および尿中ニッケルの動態を追及し，．血

ケロプラスミンの精製を試み，その存在を確認してい　　　1・i－t　6aNiは大部分アルブミソと結合し，一部透析性二

る。　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　ッケルとして存在するが，，ニッケロプラスミンには

　ウサギ【血清中のニッケμプラスミン1は分子量約70万　　　ほとんど標識されないことを報告している。

でα一マクログロブリソ分画に属し，Schiff反応陽性　　　　今匡il筆者は63Nic12をウサギ静脈に連凹投与し，二

でglycoproteinの一種である。・また本蛋白は一一分：y一　　　ッケロプラスミンの標識化を試み，またニッケロプラ

当り二・ケルを約19肝結合している。勘押プ　スミンの分離同定などを・ついても2，3の知見を加
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えたので報告する。　　　　　　　　　　　　　　　　　いて溶出した。流速は毎時16紹で，4m6ずつ分取し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。

　　　　　　　　　　実験方法　　　　　　　　　　　　　ポリアクリルアミドディスク電気泳『動：装置は

4匹の二。一ジーラソ瞳帥サギ（樋3．4～3・6　Canal・・撒品を使用し，4％および5％ゲ・レを用い

leg）をPurina　laboratory　rabbit　chowと新鮮野　　　て行なった。緩衝液は0．025M　Tris－glycine，　pH　8．6

勲．より鮪し，比放射V。・il・±・5，・96m・Ci／mg・Ni（N・w　で・電圧1。OV詠動時間1騨とした謙齢c°－

E。gland　N、clea，　C。rp，）を樋ん9当りIH4・5μ・　・massi・bl・eによるW・ber－0・b・・nの方法7’媚

Ni（2，6μCi）ずつ4羽のウサギにそれぞれ14日間（2　　　いた。

羽），16日間（1羽），21El間（1羽）連日投与した。　　　　免疫電気泳動：スライドガラス法により1％Noble

投与法は・・NiCl、の必蝿姓理食1盆水（pH　7・0）　・g・・を髄て行なった・緩衝液は0・°5Mノミルビター

（1me前後）に加え耳静脈より注入した。　　　　　　　　ル緩衝液，pH　8．6を使用した。抗血清には抗ウサギ

　最終の63NiCl，静注後24時間して反対側の耳静脈か　　　全血清ウマ　血清（Kallstadt　Lab．　Inc．），抗ウサギ

ら約20me採血して直ちに血清を分離し，各ウサギ血液　　　　（α1＋α2）マクPグPブリソ　ヤギ血清（Dr．　B．　H．

について別々に以下の実験癒行なった。なお採血から　　　Berneより供与），抗ウサギα2マクログPブリソヤ

i蛋白の分画終了まではコールドルーム内で3日以内に　　　ギ1血L清（同上）を用いて行なった。

徹。た．実験鞭肌た水，額試薬，ソ・’ラス器　63Ni轍身翻碇・BeCkm・・社の”チレー卵
具樋析｝歎どについては・。ケ・レの触をさけるた　（1el・i・iにb・・y1－PPD〔2－（4＋b・tylphe・yl）一5｝（4一

め繭報・）胴様の腿鮒な。たもの鞭肌た。　biphenyl）1・・3・・4－・x・diaz・1・〕8・と”Bi°s°1ve　N°・

S，phad。x　G．2。。カラ…マ1・グ・・、一・Se－　3”・5・醜溶1解したもの）12・e入りのバイアル瓶｝こ

ph。d，x．G．．2。。（m，d・。m。、e，h，　Ph。・mac・…ne　馳清暢舘・・1・eを，…’？トグラフ・　一一分磁

Ch，mical、1。，．）納径2．騙高さ75，　85、mのA，　の場舗2・6を加え・22℃の室温セこ1°時間放融・

B2本のカラムec上向幽・セ。トし溶出には0，1M　Beckman社の液体シソチレーシ・ソスペクト”’－

T，宝，－HC1緩衝液，，H　7．4を使用した．各力弘は　ター・LS－・100型により縦した・計数効率は63NiCl・

Sephadex　G－200の充填時および再使用前には溶出　　　内部標準法で測定した。計数誤差は土5％である。

灘誌灘欝編繋潔1麟跳　　　実騰
謝で28。。mの吸収をモ・・一したのち・meずつ分　1・63NiCl・の血中濃度・63NiCl・4・5・・g／feg／日を14

画採取した．カ，。Aによる・…”トグ・・、一は　．～2・日間連購脈内週愛机，2塒醸のウサ粕清中

・・Niのピー，の所在部位を知るための・・イ・。トと　・・Ni瀕を63Niの上ヒ放射瀦から計算した齢1・9

して使用し，これを指標としてカラムBによるクロマ　　　～3・3μg／4，平均2・　4μg／4で先に報告した1）ウサギの

トグラフィーの溶娼液中63Niの最初のピークに相当　　　平均血L清ニッケル濃度9・　3Pt9／6の約抵であった。

する都舳プー・・した（・～12・e）．・れを・M－1・…　　S・ph・d・xG－2°°カラムク゜マト㌘フ・鯛に

ルロースメンブランをつけたArnicon社限外濾過装　　　よる血清63Ni含有成分の分離：図1に亦すように

置MC．8型により約・．・s・7neに濃縮した。　　　・・Ni舗成分は3頒に分離され，第1頒はカラ

DEAE一セル。一スカラムク。姓グラ・、一・　ムの・・id・・1・m・に近い獅0翻から76翻のフラ

DEAE一セル。一ス（fi。e　mesh，吸着容量O．・95　〃・ソに存在するマ夘グ・ブリソに齢している

mEq／。，　Sigm。　C・。m．　C。．）を1．・・22・m（b・d・・1一　成分で，備の63N聡鵬1灘の゜・8～1・4％鞠

ume　39mののカラムに充填し，0．25M　Tris－－HCI緩　　1・2％に相当している。第2分画は第96番目から140

衝液pH　8，6で2昼夜洗浄して用いた。また再使用前　　　番目のフラクショソにみとめられる成分で，アルブミ

は1M　T，i、．HCI緩鰍pH　8．6で18時間ついで0．25　ソ結錐・・Niによるものであり，備総棚柵生の

MT，i，．－HCI緩衝液で6時間洗浄した。　S・ph・d・x　88～95％，平均92％に相当している・第3分画はカラ

G－200クロマトグラフィー後のプールの濃縮試料1．5　　　ムのbed　volumeのあとに溶出する成分で，第192

碗添加し，T，i，－HC1緩鰍，　pH　8．6を・．25Mか　翻から216翻のフラ妙・ンにみとめられる・こ

ら1，0Mまでの直線的濃度勾配により総最200紹を用　　　れは限外濾過性の63Niの含有分画で，1飢清総放射活
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性の4．1～10．5％，平均6．5％に相当している。　　　　　フラクショソのディスク電気泳動所見は図3に示すご

　3．DEAE一セルロースカラムクロマトグラフィー　　　とくで，先に報告したニッケロプラスミンと1司様に単

による精製：Sephadex　G－・200クロマトグラフィ・・’・の　　　一の蛋白帯としてみとめられた。

第1頒を濃縮後DEAE一セ・レ・一スカラムク・マ　　4・精製二、・ケ・プラスミソの免疫電気泳動｝こよ

トグラフィーで分離した結果em図　2のごとくで，　fi3Ni　　　る分折：精製ニッケロプラスミン・の各獅抗、［血清による

の含有分画は1つのピークとして第17番目から20番N・　免疫電気泳動所見は図4に示すごとくで，抗ウサギ

のフラクションにみとめられた。このうち第18番日の　　　（α1－＋α2－）マクログロブリン抗体との間に単一の7完
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図1　セファデックスG　一・200カラムクロマトグラフィーによるウサギ

　　血清の分画と放射能測定による63Niの分布
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　　図2DEAEセルロースカラムクロマトグラフィーによるニッケρプラスミンσ）分離および
　　　　放射能測定による各分画中の63Niの分布
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縫難灘　　図戴齢㌶？讐贈雑血
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　清，中央の穴はニッケPプラスミン分画（DEAE
　　　　　　　　　　　“　　　　　　　　　　クロマトのフラクション18），．ヒと下の溝に抗（α1

　　　　　　　　　　　’　　　・　　　　　＋・2）マクログPブリソ血清，中央の溝には抗a’2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マクPグロブリソ血清を加えた。

　　　　　　鵬蕪　　繋　　　　1．・。ヶ・プ・…の1織と体内・・ケル代謝
　　　　　　顯　騰職　　　’』　　°　　　　　　　　　について：ウサギおよびヒト血清中のニッヶルの存在

　図3　ニッケロプラスミンのディスク電気泳動像　　　　様式は前述のごとく透析性ニッケル，アルブミン結合

　　DEAEセルロースカラムクロマトグラフィー　　　　性ニッケルとニッヶロプラスミン結合ニッケルの3

勃携残鶏∫蕊譜、1雰流　成分にわけ・れ諌らはウサギでは備・・ヶルの
　た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　それぞれ16％・40％44％に相当し1），人血清では40

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％，34％，26％に相当している5）。したがってニッケ

降線を形成し，抗α2．一マクログロブリン抗体とは全く　　　ロプラスミンは血中ニッケルの主要な担体の1つとし

反応していないことから，ウサギ血清中のニッヶロブ　　　てニッケルの運搬や生理活性に重要な役割をもつもの

ラスミンはα1一マクログロブリンに属するものと判定　　　と考えられる。筆者ら1）は血清にin　vitroでNiClz

された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を平衡透析により添加した場合は大部分アルブミソと

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結合し，ニッケロプラスミンには全く結合しないこと

　　　　　　　　　　考案　　　　をみとめた。またVan　Soestbergenら6）はウサギに
　さぎに筆者ら1）が行なったニッケロプラスミンの分　　　63Nic12をO．　24mg／leg一回静脈内投与し，経時的に

離精製においては各種の分画試料中のニッヶルを原子　　　6nNiの動態を追及し，24時間後の血中には投与量の2

吸光分析法により測定したが，検出感度と試料中ニッ　　　％のみが存在し，この90％がアルブミンと結合し，約

ケル含量の関係から1回の実験に約150meのウサギMr　　　lO％が透析性であるが，ニッケロプラスミン分画には

清が必要であった。今回の63Niの放射能測定を指標　　　ほとんどみとめられないことを報告している。今同の

とした分離操作では血清量は6meで十分であり，した　　　4・5μg／leg毎日2～3週間連続静脈内投与実験でも最

がって個々のウサギからの採取試料について別個に実　　　終投与後24時間後の血清中の63Niは2．4μg／IOomeで

験を行なうことができ，また精製操作の簡易化が可能　　　ウサギの生理的ニッケル濃度9．3μg／IOOmeの砥程度

であった。以下本実験の結果から，ニッケロプラスミ　　　であり，また血中63Niの大部分がアルブミン結合性

ンを中心とした生体内ニッケルの動態について考察し　　　で，ニッケロプラスミンには約1％が検出されたのみ

てみよう。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　である。これを分子量70万のニッケロプラスミン1分
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子中の＝ッケルとして計算すると，fi3Niとしては8×　　　はtum－over　ratとのきわめてゆるやかな蛋白と考え

10－39原子であり，ニッケロプラスミン1分子の結合　　　るか，あるいはその生合成にさいして利用されるニッ

ニッケル童0・829原子の約1％にしかすぎない。なお　　　ヶルの供給源（プール）と血中ニッケルとの交換がぎ

この計算に当ってニッケロプラスミソ量は280nmの　　　わめておそく複雑な機序が関係するものと考えられ

吸光度から求め，ニッケロプラスミン中の総ニッケル　　　る。この点にっいて極めて興味ある報告としてVan

含量についてはこの場合試料が微母で原子吸光分析に　　　Soestbergenら6）はウサギ血清中の透析性ニヅケルは

よる直接測定が不可能なため，さきに筆者ら1）が報告　　　Sephaclex　G－25で5分画に分離されるニッケル低分

したニッケPプラスミンのニッケル結合比をそのまま　　　子複合体として存在し，遊離のニッケルはほとんどな

用いた。このように63Niによるニッケロプラスミソ　　　く，そのうち3分画は尿中にも排泄されることから，．

の生体内標識化が困難である原因を体内ニッケル代謝　　　低分子性のニッケル復合体は血液から細胞外液への二

と関連して考察してみよう。　　　　　　　　　　　　　ッケルの運搬や尿中排泄に重要な役割をもつものと考

　ヒトおよび各種動物に溶解性のニッケル塩として　　　えている。今後これらニッケル低分子複合体の構造，

投与されたニッケルはすみやかに，きわめて能率よ　　　性質，機能などの研究によってニッケロプラスミソへ

く体外に排泄されることがしられている。すなわち，　　　の血中二1ソケルの取込の機序が明らかになるものと期

Sundermanら8）はラットに1mg63NiCI2／んg静脈内投　　　待している。

与し，24時間に尿中に87％，4日間に尿中に平均90％，　　　　生体内ニッケルの生理的意義については現在不明の

糞中に平均3％が排泄されるとしている。Smithら9）　　点が多いが，　Nielsenら12）により二、ワトリによ．るニッ

は体重平均2189のメスラットに0・74μ963Niおよび　　　ケル欠乏症の実験が行なわれ，躁関節の腫脹，脚部の

1・47μ863Niを塩化物として静注し，経時的に血中，尿　　　皮虜炎，肝脂質の減少とトレーサーとして投与した

中，各種臓器中の63Niの動態を追及し，3日間に尿　　　63Niの肝，脾，大動脈への蓄積がおこるとされてい

中に60％以上・糞中に6％以下が排泄され，48時間後　　　る。Sundermanら13）の追試では脚症状ばおこらな．い

にはthL中に放射活性をみとめず，また72時間後には腎　　　が，血中および肝のニッケル濃度の有意の低下と肝細

以外の諸臓器中に有意の放射能の残存をみとめず，腎　　　胞の粗面小胞体の拡張がみられている。このような二

の放射活性は含有尿に由来するものであろうとしてい　　　ッケル欠乏動物を利用して63Niの再投与によるニヅ

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ケ戸プラスミンの標識化を試みることは極めて興味あ

　Van　Soestbergenら6）はウサギにO．　24mg／kg静脈　　　るll瓠題である。

投与後約80％が1日尿中に，数％が胆汁中に排泄され　　　　最後にニッケロプラスミンの結含ニッケルは2価の

ることを報告している。ヒトにニッケルを経口投与し　　　ニッケルと考えられるが，3価のニッケルの可能性に

た場合はほとんど吸収されず，90％は糞申Vt　6％が尿　　　ついても今後追及すべきものと思われる。

中に排泄され10），また人の生理的条件では糞中排泄が　　　　2．ニッケロプラスミソの性質と生理的意義につ．い

ニッケルの体外排泄の主なルー一トをなしている11）。以　　　て：ニッケμプラスミンの性質の一部についてはすで

上の体内投与ニッケルのすみやかな体外排泄ほニッケ　　　に筆者ら1）が報告したが，当時ウサギαrまたはα2一

ロプラスミソの標識化のむずかしい1つの理由であろ　　　マクログロブリソの特異抗体がえられなかったために

う・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　引ウサギ全血清に対する抗体を用いる免疫電気泳動によ

　つぎに血中ニッケル濃度は動物種によりかなり異な　　　り，ニッケロプラスミンの沈降線の性状とその位蹴か

るが，それぞれの動物種では比較的狭い範囲内にあ　　　らcr2一マクログPブリソと考えたが，今回ウサギの

り，またヒトでは出生より老人にいたるまで変化が少　　　（α1＋α2）マクログロブリソおよびαrマク゜グPブリ

なく，性差や妊娠による変動もみられない5）が，その　　　ソに対する2種類の特異抗体を使用することにより，

恒常性の機序にはニッケロプラスミンが重要な関係を　　　ニヅヶvプラスミソがα1一マクログr・tブリンに属す蛋

もっていると考えられる。現在ニッケPプラスミソの　　　白であることが判明した。

代謝についてはほとんど解明されていないが，63Niの　　　　Picardら14），　Knigh亡一Dray15），　Vonneら16）の報告

連続投与によっても標識化の少ないことから，血中の　　　によればウサギ血清中にをよCtl一およびα2mマクPグP

ニッケロプラスミンに結合したニッケルと投与した　　　ブリンが存在し，αrマクログロブリンはヒトのα2一マ

63Niの交換がおこらないとすればニッケロプラスミン　　　クログロブリンに相当するもので，炎症性反応におい
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