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ABSTRACT

A　specific　protein　which　appeared　in　plasma　after　a　10　km－run　was　de－

tected　using　two －dimensional　electrophoresis ，　and　it’s　properties　were　in－

vestigated ．　This　specific　protein　could　not　be　detected　in　non－eχercising

human　plasma ．　　　　　　　　　　　　　　　　　 ト　　　　　 ト　　　　　　 レ

This　specific　protein　was　also　detected　in　tri・athlon　race，　but　it’s　increase

did　not　definite．

This　specific　protein　was　detected　at　almost　the　same　protein　as　albumin

Oil　two －dimensional　gel　under　non －　denaturing　condition ，　but　it　was　not

adsorbed　to　anti －albumin －Sepharose　column ．

This　specific　protein　was　purified　on　polyacrylamide　gel　electrophoresis，

anti －albumin　affinity　chromatography　and　isoelectrofocusing ．　This　specific

protein　was　detected　at　the　position　of　p1　5　。　0，　molecular　weight　of　about

70 ，000　0n　two－dimensionall　polyacrylamide　gel　electrophoresis　under　non －

denaturing　condition ，　but　it　showed　a　molecular　weight　of　25，000　0n　SDS－



polyacrylamide　gel　electrophoresis。

This　protein　was　stained　periodic　aφd一回hiff　reagent　but　not　with　Sudan

BlackにThis　proein　contained　a　large　amount　of　glutamic　acid　（or　gluta－

mine ），　glycine　and　leucine　residures，　and　did　not　contein　metionine　re－

sidure。　　　　　　　　　　　　　　　　卜

要　　　旨

2 次元電気泳動により10km 走をし た後の血

漿中に特異蛋白質が出現することを確認した．こ

の特異蛋白質は非運動負荷の場合には検出できな

かった．この特異蛋白質はトライアスロン競技後

には顕著に増加した．しかしその変化は一定では

なかった．この特異蛋白質は未変性の2 次元電気

泳動ではアルブミンほぽ同じ位置に検出された．

しかし，抗アルブミン抗体一Sepharose のカラム

で吸収されなかった．　　　　　　　　　　卜

この特異蛋白質をポリアクリルアミドゲル，抗

アルブミン抗体のカラムクロマトグラフィー，調

製用等電点電気泳動によ って精製した．この特

異蛋白質は未変性の2 次元電気泳動で は分子量

70，000，　pi　5，0の位置に 泳勦されたが，　SDS－ポ

リアクリルアミドゲル電気泳勦では分子量25，000

の位置に検出した．この蛋白はShiff の試薬で染

色され，　Sudan　Black　では染色されなかった．

この蛋白のアミノ酸組成はグルタミン酸，グリシ

ンとロイシン残基などが多く，メチオニン残基は

見られなかったに

緒　　　言

人間が健康を維持するためには完全な栄養と適

度の運動ならびに休養が必要とされている．この

ように運動か健康の維持や体力の増進に効果があ

ると考えられているために，近ごろ，多くの人々

が日常生活に積極的に運動を取り入れるようにな

ってきた．しかし，一方において運動が身体にど

のような影響を与えるかという点については体系
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的な研究がなされていない．

われわれは運動が身体に与える影響を調べる目

的で運動負荷後の血液成分の変化を研究している

が，この中で血清蛋白質の変動を2 次元電気泳動

により検討したところ特異蛋白質の出現すること

を観察した．この特異蛋白質とトライアスロンと

の関係，この特異蛋白質を簡易に測定できるよう

にするために，蛋白の精製純化，性質などについ

て今回は報告する．

試料および実験方法

1．　実験対象者，運動負荷および採血

対象は年齢が20～24歳までの健康な体育専攻男

子学生6 名ならび体育非専攻の学生とした．運動

負荷は400珥 のトラックを25周（10km ）．時間は

40～50分間で走行させた．採血は運動開始後30分

前と運動終了後にヘパリン加工した真空採血管を

用いて行った．また，他の試料として最も過激な

スポーツとして知られるトライアスロン競技者の

血清も試料とした．

運動特異蛋白質を精製するための試料は運動を

負荷したボランティアの体育大学学生の血清をプ

ールしたものを使用した．

2． 試　　　薬

両性担体 はLKB 社のAmpboline 　（pH　3．5～

10．0，　pH　4．0～6．5，およびpH　5 ．0～8．0）を用

いた．アクリルアミド，　N，N’－メチレ ンビスアク

リルアミド，　n，n，n≒N’－テト ラメチルエチレン

ジアミン（以上電気泳動用特製試薬），　SDS，

メルカプトエタノール（以上特級）は和光純薬か

ら購入したものを使用した．　　 ∧
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3． 方　　　 法

3－L　2 次元電気泳動：血清（または血漿）蛋

白質の2 次元電気泳勦はKadofuku らの方法を用

いた．すなわち√1 次元目は4 ％ポリアクリルア

ミド一2 　％　Ampholine を 用いた 等電点電気泳

動，2 次元目は4 ～21 ％の直線濃度勾配ポリアク

リルアミドゲルとした．なお，2 次元目の泳動時

間は20 時間 とした．　　　　　　　 十

3 ―2．　pH 勾配 および 分子量の測定：pH 勾配

は1 次元目の等電点電気泳勦を各試料2 本ずつ行

い， その内1 本を 電気 泳動終了後10 　mm ずつ切

り取って試験管にいれ， 蒸留水1mZ を加えて室

温で2 時間放置後pH メータ ーで測定した．

3 －3 ．　分子量測定にはcytochrome　c 　（12 ，

400），　carbonic　anhydrase　（30 ，000），　oboalb －

umin 　（45 ，000），　bovine　albumin　（68 ，000），卜

phospholylase　a　（94 ，000），　rabbit　muscle　my －

osin　（220 ，000）を標準蛋白として使用した．

3―4，染色および脱染色：電気泳動後のゲルは

0・．0253？コマシブリリアントブルーR ―250 ―50＄

メタノールー7 ％酢酸中で一晩染色した．脱染色

は3（）％メタノールー7 ％酢酸中で行った． ‥卜 ．I

4ご アミノ酸分析：精製した蛋白質のアミノ酸

組成は蛋白質を6N　HCl　 中で2t〕時間，110 ゜Cで

加水分解した後， 日立アミノ酸分析計 （835　－　50

型）を使用して分析した．　　　　　　　　 ◇

5 ．調製用等電点電気泳勦：LKB 社のカラム等

電点電気泳勦装置を用いた．‥

結果および考察

同一の被験者について運動負荷の前後の血漿蛋

白を2 次元電気泳動を行うたものの1 例を図1 に

示す．写真中には2 次元電気泳動後の蛋白の位筐

を知るためにIgM ，　IgG，　Tf，　Hp ，　Alb の位

置を示した．運動前と運動後の血漿の2 次元電気

泳動像を比較してみると 等電点（pi）　5．0分子量

約70，000の位置（アルブミンの位置の上）に運動

前には検出されず，また通常の蛋白質の泳動像と

は異なるロケット状に泳動される蛋白質（図1 の

黒枠内の矢印で示した蛋白）が運動後に著しく増

加していることが観察された．そこで，われわれ

はこの運動に関係すると思われる蛋白質に注目し

て以下の実験を遂行した．

体育専攻男子学生6 名に対 して10km 走を行

い，その運動前後の血漿を2 次元電気泳動を行い

前記の運動特異蛋白質が泳動された部分（図1 に

黒枠で示した）ヽ のみを 拡大したものが 図2 であ

る，いずれの被験者もこの特異蛋白質は運動後に

著しく増加していることか観察された．しかし，

T ．T．やY ．I．のように泳動像が2 峰性になるもの

や，　H．K．のように 運動前にもかなり多量にこの

特異蛋白質が検出される場合もありその変化は一

様ではなかった．　　　 二

図2 の結果の対象となった被験者はすべて体育

専攻学生であり，体育非専攻学生に比べて普段か

ら運動量がかなり多いことが考えられる．そのた

めに運動前にもこの特異蛋白質が検出されるとも

考えられる．そこでわれわれは体育非専攻学生の

6 名について血漿中に特異蛋白質が存在するか，

否かを調べた結果，これらの学生の運動前の血漿

では運動特異蛋白質を匍察することはできなかっ

た（電気泳動像省略）．

次にこの運動特異蛋白質が運動とどのように関

係するかを検討するために，現在最も過激なスポ

ーツとして知られるトライアスロンについて検討

した．競技者の競技の前と後，ならびに1 日後の

血清について2 次元電気泳動を行った．数例につ

いて分析を行ったが，その内の男女各々1 例ずつ

の結果を図3 に示す．　　卜

男性の被験者R ．K．の場合には同じ量の血清中

において，競技前日には少ししか観察されなかう

たこの特異蛋白は競技終了直後には顕著な増加を

示し，翌日にはその量が低下している結果が得ら

れた．女性の被験者Y ．O．でも同様に，競技後に



図1　Tyo ・dimensional 　electrophoretic　patterns　of　plasma　proteins ．　（A ）　Before

experiment 八B ）　after　10　km －run 　physical　eχercise ．　Fifty μZ　of　plasma　was

used　fo ＝r　each　run ．　Protein　which　appeared　remarkably　after　the　exerc18e

was　indicated　by　arrows ．　　　　　　　　　　 －

lgM ：　immunoglobulin　M ，　IgG ：　immunoglobulin　G ，　α2M ：as －macroglo －

卜bulin ，‥Hp ：　haptoglobin ．　Tf：　transfe町 畑 ，A 踟 ：albumin ． 十　　　　　 ＼
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図2

Before ………
Exercise

After ………I　△∧

い　E χe ・1‘cise ・

Enlarged　figures　of　two　－　dimensional　jiil　sections　containing　the　plasma

protein　which＼lippear4きd　remarkably　after　10　km－run　physical　eχercise．

Plasma　proteins　before　and　after　the　eχercise　were　analyzed　by　two－di－

raensional　gel　electrophoresis　and　the　gel　sections　containing　the　protein

which　appeared　re血arkably　after　the　exercise　are　shown．　The　area　and

the　position　in　two　－　dimensional　electrophoretic　pattern　are　indicated　i＝n

Fig．　1．　FiftyμZ　of　plasma　畄as　used　for　each　run．

は多量の特異蛋白が検出され，翌日には競技前日

のレベルに戻ることが観察された，‥‥ ‥‥

以上の結果からこの特異蛋白質は運動を負荷す

ることによって血中に出現するもので，運動の影

響によ俯て血中の蛋白質が他の物質と結合したも

のか，またはいずれかの組織からの逸脱によるも

のであることが考えられる．

卜しかし，トライアスロンという過激なスポーツ



B
万efore　l　day

Just　after

After　l　day

Subject：　し

R．K．，　mate

Subject：

Y ．O．，　female

図3　Changes　of　specific　protein　in　triathlon　race ．　Plasma　proteins　obtained

before　l　day，　ju斗after ，　and　after　l　day　were　analyzed　by　two－dimensional

gel　electrophoresis ．　The　ge ］i　sections　containing　specific　protei，na狎

shown ．　The　area　and　the　positio耳in　two 　－　dimensional　electrophoretic

二　pattern　aye 鈿dicated　in　Fig．　1、Fifty μZ　of　plasma　was　used　for　each　run．

にしては競技後の増加量が少な く√競技者にも差

が見られた．＝そこで2 次元電気 泳勦の位置ならび

分子量の点から考えてアルブミンIに他の物質か結

合することによってテT リレングをしたロケット状

の泳動パタゞ ンを示したとも考えられるので，抗

アルブミン抗体Sepharose のカラムを使用して

試料の血清中のアルブミンを大部分除いたあと，

2 次元電気泳動を行った．その結果この特 異蛋白

は除かれず，アルブミンが除かれたためにロケッ

ト状を示すこの蛋白の染色像が大きく出現した．

このことからこの蛋白は少なくとも血中のアル

ブミンに何か他の物質が結合したものではないこ

とが示唆される，また現在までに運動負荷により

組織から血中に逸脱する蛋白質としてはミオグロ

ビ ン，　CPK などが報告されて い る が，これらと

は等電点，分子量等も異なる，これらについて2

次元電気泳動を行ったところ，泳勣位置，泳勦パ
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ターンなどとともに異なるものであったので，ミ

オグロビン，CPK 以外の蛋白と考えられる．

われわれはこの特異蛋白質と運動ならび健康と

の関係を検討することを考えた，そのためには血

漿中の特異蛋白質の測定法の開発の必要かおり，

それには定量性，測定操作の繁雑さからも前述の

2 次元電気泳動よりも，この特異蛋白質の抗体に

よる免疫学的な測定法が適切であると考えたノ

そこでわれわれはまずボランティアの運動を負

荷した体育専攻学生のプールした血清から嚇1異蛋

白質の分離精製を試みた．最初のステップとして

血清を7 ％ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行

った．泳動終了後，最も先端に泳動されるアルブ

ミンの後からトランスフェリンより稍の部分のゲ

ルを切り取り生理的食塩水中で抽出する．

次いで2 番目のステップとして，この抽出液を

抗アルブミン抗体をSepharose に結合させた抗ア
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ルブミン抗体一Sepharose のカラムを通過させ，

抽出液中の大部分のアルブミンを除いた．　I

図4 のA は特異蛋白の精製に用いた試料となる

血清の2 次元電気泳勁像で あ り，B はステップ

－2 終了後の泳動像で あ る，jステップ一3 セは

LKB 社の 調製用心カジム等電点電気泳勁を使用

した．使用したpH 範囲は4～6．5のアンホライン

を用いたレ泳動終了後にファクションコレクター

図4　Two 　－　dimensional　electrophoretie　patterns

of　specific　protein　after　respective　purifica・

tion　procedure ・　固before　purification ，

（BDtep　1 ＞　（Ci　step　3．　Specific　protein

lo ダ　was 　indicated　by　arrows．‘　．・・．・．　　　・・・

により分画のあと，各分画のPH ，　OD　280nm　の

吸収を 測定した（図省略）．　この各分画について

2 次元電気泳動を行ったところpH　5 ．0付近 の分

厠 に目的とする特異蛋白質が存在した．　　　 つ

こめ時点では120m ／の血清から 約2mg の 精

製特異蛋白質が得 られた．この分画の2 次元電気

泳勦が図4 のC である．電 気泳動像中ではほとん

ど特異蛋白質のみと考えられるが，よく観察する

と極くわずかに他の蛋白質の混入が見 ら れ た の

で√ との分別についてSDS －ポリアクリルアミド

電気泳動（10％PAG ）を行った 結果を 図5 のA

に示す．同時に泳勦した分子量既知の標準蛋 白質

から算出した 特異蛋白質の 分子量は25 ，000であ

うた≒．………

A ……B

W・10～3

68

45

30

12．4

図5 SDS －polyacrylamide　gel　electrophoresis　of

specific　protein ．　（A）　step　3， （B）purified

protein ．

また たメルカプトエタノール 存在下で 行った

同じ電気泳動でも同じ分子量を示したので，この

特異蛋白質は生体内では分子量25 ，000またはその

重合体で存在しているもめと考えられる．またこ

の蛋白を2 次元電気泳勦を行うたあとPAS 染色

では 染色され，　Sudan　Black　染 色では 染色され

なかった ．この特異蛋白質は 血中 で は 糖を結合

しy 脂質とは結合していないと考えられ・るi・’　・‥



表I　Amino　acid　composition　of　specific

protein

amino　acids mol 　％

Asx

Thr

Ser

Glx

Pro

Gly

Ala

Val

Cys ／2

Met

lie

Leu

Tyr

Phe

Trp

Lys

His

Arg

9．0

4 ．3

6．7

16．7

4．0

12．0

7．0

5．7

0．6

0．0

2．6

11．4

2．2

3．6

N －D－

6．6

1，8

5．8

＊　Purified　protein　was　hydrolyzed　in　6N　HCl　at

110 °C　for　20h．　　　　　　－　　　＼　　　卜

＊＊N ．D．，not　determined ．

SDS －ポリアクリルアミド 電気泳勦後の 分子量

25，000の部分 のゲルを切り取り，ゲルから抽出

し，再泳勦したものか図5 のB である．この完全

に純化した特異蛋白質をゲルから抽出し，この蛋

白質を加水分解したのちアミノ酸組成を測定した

のが表1 である．この蛋白質はGlx ，　Glyおよび

Leu 残基の含量が比較的高く，　HisおよびCys

残基の含量が低かった．またMet 残基はまった

く含まれていなかった．現在この蛋白を家兎に免

疫してこの蛋白の抗体を作製し，血清中の特異蛋
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白質 の 測 定 系 の 確 立を し ， 種 々 の 運 動 と の 関 係 を

検 討 中 で あ る ．
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