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　パ彦アミノ馬尿酸（以下PAHと略す）はフェノー

ルレッド，Diodrast等と共に腎臓機能の臨床検査乃

至基礎的研究のために重要な物質であり，，いずれも血

漿アルブミンと結合する1）2）とされているが，就中

PA：Hは低水準の血漿中濃度においてDiodrastとクリ

アランスが同一であり，化学的定量が簡単であって血

漿及び尿の内因性のBlankが殆んどなく，　in　vivo

で入の赤血球膜を透過せず，それ自体無毒である，等

の長所の故にDiodrastに取って換わるものとして特

に重用されている1）3）4）．

　撫で蛋白質と他の種々の物質との結合を調べる際

に，この結合によって可溶性の複合物をつくる場合に

は（血漿アルブミンとPAHの結合のように），従来

非常に多くの方法が工夫されている．それらに関して

は宇井5），Klotz　6），　Goldstein　7）等の所説の中によく

まとめられているが，そのうち限外濾過法は殊に血漿

（又は血清）水口中の限外濾過性成分を調べるにあた

ってそのwater　phaseを分離採取した上直接分析出

来る方法であり，又一方，腎臓における糸球体濾過の

現象が血圧と糸球体毛細血管壁とによる血液water

phaseの限外濾過にほかならぬことを想起すると，誠

に興味深い手段であるといえよう．

　そこで従来各種の限外濾過装置が考案されている

が，同時に随伴する技術的困難さと短所との故にその

利用範囲は自ら限定されている8）9）．しかしこれらの

限外濾過法の中で従来比較的人々の注意を惹くことの

少なかった“遠心力を利用して加圧濾過する方法”（所

謂遠心限外濾過法）が当教室において採り上げられ，

普通の遠心器を使用し血漿（又は血清）の濾：過に適し

た微量用迅速限外濾過装置が考案され各種の定量的実

験に駆使されている8）9）10）．

　著者はこの遠心限外濾過法を応用して前述の血漿ア

ルブミンとPAHの結合関係を可及的生理的条件下に

定量的に追究し（本法により得られるunmtrable　PAH

はアルブミンに結合して存在するものと仮定する），

化学量論的立場からその生理学的意義を明確ならしめ

ると共にKlotz　6）が述べているように“分子論的な

考え方を生物学的変化に導入する橋”としての“蛋白

質の結合の原理”についてその一端の解明に寄与せん

とした．

　この目的のために，PAHソーダを添加した人，牛，

家兎，犬の各血漿を試料として本装置を応用し，試料

の温度，pH，　pCO2等の諸条件を可及的生理的範囲内

に保持し，しかも僅1々10分間程度の短時面内に遠心限

外濾過を完了し，微量定量法を以て限外濾液及びその

他の分析を実施した．つまりPAHの血流内投与を受

けた生体の腎糸球体における生理的限外濾過の過程を

in　vitroにおいて著しく近似的に再現した訳である．

　如上の実験の結果，犬血漿の場合を除き，他の3者

即ち牛，人，家兎の各血漿について夫々血漿アルブミ

ンとPAHとの結合は生理的条件下においても質量作

用の法則に準拠し化学量論的に取扱われるべきもので

あることを実証1し得た．

　従って又腎機能検査法の一つである尿細管分泌極量

測定に際して必要な遊離の（血漿アルブミンと結合し

ない，換言すれば限外濾過性の）PAHの割合（血漿

中総量に対する）も被検個体の血漿総蛋白濃度，血漿

アルブミン濃度，及び血漿PAH：濃度の3要素を与え

られれば以下理論的にこれを算出し得るに至った．

工　試料，実験装置並びに実験方法

　遠心限外濾過法自体については既に斎藤・蓮村9），

及び菓子井8）10）が詳述しているのでここでは著者の

実験に当って特に配慮された個所について述べること

にする．　　・

　A．試料

　Studies　o且the　Bindings　of　Plasma　Albumins　and　Paraamino－hippurate　by　the　Centrifugal

Ultra丘ltratiorL　Kazuo　Rakuman，　Department　of　Physiology（1）（Director：。Prof．　K．　Saito），

School　of　Medicine，　University　of　Kanazawa．
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　入，家兎，犬の各血漿はAnticoagulant溶液を10

vo1・％の割合で混合せしめるようにして予め嫌気的

に採血した全血より更に嫌気的に遠心分離され，しか

る後夫4所定量の注射用10％PAHソーダが添加さ

れた．

　牛血漿の場合は，屠殺後直ちに放血される牛全血に

直ちにAnticoagulant溶液を同じく10　vol．％の割

合に混合せしめ，後下心し血漿が分離されたがこれら

の操作はすべて非嫌気的に行われた点が上述の人，家

兎並びに犬の場合とは違っている．

　なおAnf圭coagulantには人の場合においてのみ10％

輸血用絢構酸ソーダ水溶液を用い，他の3者の場合に

はいずれも2％門門カリ水溶液によった．

　B．実験装置

　濾過装置の詳細は殆んど斎藤・蓮村9），及び菓子井

8）10）の述べている通りであるが，唯濾膜を載せる目皿

の辺縁部で濾膜を介してゴムパッキングに接触する部

分には目穴を開けぬようにしたのは勿論更にその他の

部分の目穴の縁も若干削り落して鈍化せしめた．この

理由は，そもそも遠心限外濾過中の試料漏出の原因の

大部分がパッキング部において起り，しかも目皿の全

面に一様に目穴を穿孔するときはパッキングで濾膜を

目皿に対して圧迫する際に目穴に向って膨出しようと

するパッキングゴムと鋭い直角の目穴の縁とによる濾

膜の損傷が最も多いほか，遠心途中においては濾膜が

試料の遠心加圧のために目穴の中へと膨出しようとし

て同じく穴の縁で損傷される恐れがある故である．

　撫で遠心限外濾過に用いられる濾膜の中で，強靱で

且つ取扱いに便利であり特にその濾過の速さにおいて

断然他の追随を許さぬものは当教室の和紙コロヂオン

膜8）10）であり，我々の遠心限外濾過法の長所を最もよ

く発揮させるものであるが，唯これをPAHの限外濾

過に使用するには一応次のような事柄に触れて置かね

ばならない．即ち先ず第一に濾膜中に含まれる水分に

よる濾液の稀釈であり，次には濾膜とPAHとの結合

乃至はH．W．　Smith　2）の述べているように半開コロ

ヂオンのニトロ基によってPAHのアミノ基が酸化さ

れるという懸念等である．けれども要するにこれらの

事柄は実際の定量に当って濾液PAH濃度を血漿中限

外濾過性PAH濃度よりも幾許か過少に見積らせる

（理想的限外濾過が遂行された場合には両者の値は一

致すべきである）原因になるということに外ならな

い．

　従ってこの解決は上述のような濾膜の濾液PAH濃

度に対する干渉の程度を予備実験から求めて置いて測

定値の補正を行うか，或いは又斯かる干渉が実際上無

視し得る程度に迄軽減せられるような濾膜を用意若し

くは調製するか，のいずれかによって与えられる筈で

ある，

　著者は斎藤・蓮村の“改良された和紙コロヂオン膜

（所謂標準濾膜）9）”を用いることによって上述の後者

による解決を得ることが出来た．

　遠心操作のためには恒温箱中で普通遠心器を使用し

た．これによって遠心が余り長時間に亘らぬ限り室温

～37。Cの範囲の任意の温度で遠心限外濾過を行うこ

とが可能である．

　C，実験方法

　濾膜を装着した限外濾過装置の上節に流動パラフィ

ンを2～3cmの高さに注ぎ，この流動パラフィンの

下に試料5又は10m1を嫌気的に収容し，装置を恒温

箱内の遠心器に移して2500R．P．M．×10分間所定の温

度で遠心する．

　室温より高い温度で遠心せねばならぬ場合には試料

自身は勿論装置全体を予め所定の温度に温めておかね

ばならない．

　後に詳述するが，血漿アルブミンとPAHの結合に

及ぼす温度の影響は著しく大きいから遠心の際には温

度の正確な調節が必要である．

　なお非嫌気的遠心（流動パラフィンが試料の上に重

畳されていない）の際には限外濾過装置上町管口部を

ビニールフィルム等で被覆して遠心中における水分蒸

発による試料の濃縮を防がねばならない．

　試料の中で牛血漿の如きは終始非嫌気的操作を行っ

て得られたものであるから，CO2の脱出によってその

pHは正常値よりかなりアルカリ側に傾いている，そ

こでこのような場合には，pCO2若しくはpH：を調節

するために5％（若しくはそれ以上）のCO2を含む

空気と平衡させることにした，著者はこの目的のため

に100m1エルレンマイエルコルベンにゴム栓を施し，

このゴム栓に長短2本の細い硝子管を通し，これらに．

細いゴム管を連結して夫々ガスの出入路となしトノメ

ーターの代用に．供した．

　試料をガスと平衡させるに当って消泡剤として便利

なオクチールアルコールがあるが，これは血漿蛋白と

PAH：の結合を著しく阻碍するので使用出来ない。

　血漿蛋白とPAHの結合に及ぼすpHの影響を調

べる際には，最も血漿のpHの低い所はCO2約20％

を含む空気と平衡させることにより室温でpH　6、8附

近迄得られ，高い所は血漿中に溶存するガス（特に

CO2）を吸引排除することにより室温でpH　8．5附近

迄得ることが出来るので，この範囲で生理的pH領域

をも含めて生物学的には充分なpHの幅を以て検討す
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ることが出来た．

　なお血漿pHの測定は斎藤・本田の微量用1型又は

u型硝子電極16）を使用して室温下に測定を行い，必

要に応じて血漿のpHの温度係数16）（一〇・0110）から

所要温度におけるpH値に換算した．この一〇・0110

という値は人血漿について求められたものであるが，

牛，家兎，犬の各血漿のpHの温度係数も亦これに等

しいとして換算を行った．

　PAHの化学的定量の原理は試料の除蛋白濾液（又

は遠心上清）に塩酸及び亜硝酸ソーダを加えてPAH

をヂアゾ化し，：更にN一（1¶aphthy1）ethylendiamine－

dehydrochlorideと会合発色せしめた後これを光電比

色するに在り，著者はこの原理に基く方法の中でN．

Kalant等11）の微量変法に従った．

　血漿蛋白の定量にはGorna11等12）の改良したBiu・

ret法により，血漿アルブミン定量には23％硫酸ソー

ダを用いて血漿アルブミンを分別し13），然る後Biuret

法に従った．

　なお血漿アルブミンの分子量は人，牛，家兎，犬共

に70．000と仮定した．

　血漿総蛋白濃度がBiuret法によって求められると

血漿水分含有量を簡単に而もかなり正確に算出するこ

とが出来る．

　著者も菓子井8）と同様にMcLean　and　Hastings　14）

に倣い次式①を用いて血漿総蛋白濃度P（gm／d1）か

ら血漿水分含有量W（gm／d1）を算出した．

　　　　W－99．0－0．75×P・…・…・①

　かくして計算されたW値は血漿の場合乾燥重量法に

よって求められた値とよく一致する．

　結合PAH量を知るためには血漿及びその限外濾液

について双方の溶質（PAH）濃度の差を求めねばなら

ぬが，血漿中においては蛋白質が普通その全体積の数

％以上を占めているから血漿とその限外濾液の溶質濃

度を比較するには双方共にこれを“単位水分量当りの

溶質量”mg／100gmH20或いはmg／kgH20等を以て

表わさねばならない．而して血漿のそれは菓子井8）が

述べているように或る溶質の血漿中濃度をamg／dl
とすると一州准mg／1・・gmH・・で表わされることに

なる．

　次に限外濾液のそれは今その濃度がaf　mg／dlで

あるならば，この数値を以て直ちに単位水分量当りの

溶質量af　mg／100gmH20として表わしても差支えな

い．

　これは次のような理由に基く．今限外濾液の比重を

測定し（比重管を用いる微量法15））これをGとする．

そして乾燥重量法による含有水分量の重量％をMとす

ると，求める轍紛量当りの瀬量はa ｻ払m・／

100gmH20で表わされる．

　ところでGの値は普通1．010前後，Mの値は99％前

後であり．しかもG，Mの値はその増減が相反して
いるからGM≒1・・となり，従って讐認0≒・・と

してもそれに基く誤差は実際上無視し得る程度であ

る．

］1実験　成績

　A．血漿アルブミンとPAHの結合に及ぼすpH，

PAH濃度及び温度の影響

　（1）PAHソーダを添加した牛血漿をCO2約5％

Table　1．　Comparison　of　the　amounts　of　bound　PAH　obtained　by　aerobic

　　　　　　　and　anaerobic　centrifu＄al　ultrafiltration

1

2

3

4

Concent．

of　Plasma
　protein
gm／d1

7．6

6．6

6．9

6．2

　Concent．
　of　PAH
　in　Plasma
mg／100gmH20

34．6

38．9

35，0

29．7

Concent．　of

　PAH　in
Ultra創trate

mg／100gmH20

G

G

G

G

30．3

29．2

35．6

34．2

30．5

30，0

25．0

24．2

Bound　PAH

mg／100gmH20

4．3

5．4

3．3

4．7

4．5

5．0

4。7

5．5

　％of
Bound

PAH％
12，4

15．6

8．4

12．0

12．8

142

15．8

18．5

Plasma
　pH
（臨）

8．02

7．36

8．27

7．54

8．04

7．09

Room
temp．
。C

18

17

16

8．14

7．56

17

（一）　aerobic （G）anaerobic
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を含む空気と平衡させたもの（G）と，しからざるも

の（一）とに分け，前者を嫌気的に後者を非嫌気的に

遠心限外濾過したもの4例が第1表である．後者の

pHは前者のそれよりかなりアルカリ側に偏してい

る．しかも結合一PAHの割合一（血漿中総量に対する）

は前者の方が有意に大きい．

　同じくPAHを添加した牛血漿5例を使用し，所要

の割合にCO2を含む空気と平衡させることによって

pHを調節して段階的に高低の差をつけ，嫌気的遠心

限外濾過を行いpHの差に基く結合PAHの割合の変

化を調べると第2表及び図1のようになる．

　概観してpH　6．8～8．5の範囲で結合PA：Hの割合

は試料のpHに略ぐ反比例するように見える．しかし

pHの生理的変動の幅（0．2）内における結合PAHの

割合の消長は平均しで僅々0．7％以内に過ぎないか

ら，限外濾過が生理的pHの範囲内で行われるような

場合にはpHの差に基く結合PAH量の変動は実際上

懸念せずに済むものと考えられる．

　次に同様の実験を人血漿5例について体温（37。C）

において梢ζ詳しく試みたところ結果は図2のように

なった・ここに・・「1欝、票感心数であって

結合PAH量のパラメーターとして理論的に最も妥当

なものである．而して図2の（A）は図1の場合に傲

って結合PAHの割合（血漿中総濃度に対する）を試

料pHに対してPlotしたものであり，（B）は同一

実験結果をYと試料のpHとの関係によって表示し理

論的取扱いに便ならしあたものである，

　この実験では前述の牛血漿について行われた場合と

相違してpH　6．4附近からpH　7．8附近の範囲で結

合PAH量はpHに比例すると見倣すことが出来る．

今最小自乗法により回帰方程式を求めると，

　　　　Y一一〇．004561十〇．067606pH一・…②

を得，この際六一〇・067である・しかしながら

pHの生理的変動の範囲内における結合PAH：量の消

長は牛血漿のそれと比較して更に一段と僅微である．

　（2）血漿PAH濃度を調節してその高低に基く結

Fig．1．　Relation　between　the　percentages　of

　bound　PAH　and　pH　in　bovine　plasma

％of

Bo凹nd　PAH
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2
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Table　2．　Relation　between　the　percentages　of　bound　PAH

　　　　　　　　and　pH　in　bovine　plasma

　　　　80　　　　　8575

　　　　　一→Pla81n3　pH

1

2

3

4

5

Concent．

of　Plasma
　proteln
gm／d1

6．6

6．9

6．6

8．0

6．7

　Collcent．　　　Concent．　of

　of　PAH　　　　PAH　in
　in　Plasma　　　Ultramt．
mg／100gmH・O　lmg／loogmH・o

32．5

32．6

31．8

27．9

29．0

27．0

27．3

28．0

28．0

28．2

28．5

29．0
29．2

Bound　PAH

mg／100gmH20

35．9

32．0

ρ
0
ど
り4

3
ρ
0
0
0
n
O
ρ
O

P
O
E
り
4
4

n
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∩
0
8
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Fig・2・（A）Relation　between　the　percentages　of

bound　PAH　and　pH　in　human　plasma　at　37。C
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合PA：Hの割合の消長を調べると第3表及び図3のよ

うになる．試料となった牛血漿6例は，その総蛋白濃

度において平均6・7gm／dlで比較的均等な値を有し，

いずれもCO2約5％を含む空気と平衡させてpCO2，

pHをなるべく生理的に近く調節し，嫌気的に遠心限

外濾過を行った．その際の温度は室温であ’るが，1例

のみ12。Cを除き他の5例は16～18。Cでかなり均等

な温度条件下に在ると考えられる．

　撮て以上の実験条件と照し合せて成績を検討して見

ると，血漿PAH濃度の上昇と共に結合PAHの絶対

量は増加するけれどもその血漿中総量に対する割合は

却って減少する．

　即ち血漿PA：H濃…度20、30mg／100gmH20附近よ

り低濃度に向っては結合PAHの割合は相当急速に増

大し，逆に高濃度に向うと減少して行くが60～70mg

／loOgmH20附近になると漸減の度合はかなり軽度と

なって来る．かかる成績は血漿蛋白とPAHとの結合

関係が生理的条件下に在っても質量作用の法則に従う

ことを予想せしめるものである．

　（3）血漿アルブミンとPAHの結合に及ぼす温度

の影響について牛血漿による予備実験からそれが意外

に大きなものとの見込みがついたので，人血漿6例を

用いて更に詳細に吟味を行った．即ち血漿PAH濃度

Table　3．　Combination　of　PAH　with　protein　at　various

　　　concentrations　of　PAH　ill　bovine　plasma
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　Fig・3・Combination　of　PAH：with　protein　at　　　　撮て如上の条件下で少なくとも17～37。Cの範囲で

　　　　　va「10us　concentrations　of　PAH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　はYと温度（t。C）との間には略ヒ直線関係が成立す
　　　　　　　　in　bovine　plasma
％。f　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ると見倣すことが出来，最小自乗法によって回帰方程

βo加P鮒@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　式を求めると，
1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Yζ0．90804－0．On860　t・・……・③
　25
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を得る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　斯様に温度の影響は著しく大きいから，実験に際し

20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ては温度条件の明確な規定とその厳格な保持を不可欠

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　とする．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B．可及的生理的条件下で行われた人，牛，家兎，
　15
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　犬各血漿による実験

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　前章Aの成績に鑑みて人，牛，家兎，犬の以上4種

10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の各血漿について，温度，pH（pCO2），蛋白質濃度等

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を可及的生理的条件に維持して遠心限外濾過を行い，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿＿一夫々の血漿における血漿蛋白とPAHの結合現象の特
　　0　　10　　20　　50　　40　　50　　60　　70　性及び相互の異同を知ると共に更に本現象が予想の如
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　　ロ　ロセむオ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PAH　i・Pユ細・　く質量作用の法則に準拠して化学量論的に取扱い得る

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mg／100gm　H20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　や否や，若し取扱い得るものならばその適切な方法を

Fig・4・Effect　of　tempefature　on　the　combination　　明らかにし進んでその生物学的，就中生理学的意義を

　　　　　of　PAH　with　plasma　proteiロ　　　　　　　把握せんとした．

「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　そこで実験データの化学量論的取扱いのために各定
f
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二値を夫々モル濃度にi換，算し，1．M．　Klotz等17）に倣
。．7⑰

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つて÷及び〔f，eeきAH〕を計算し÷を〔f，eeきAH〕

060

0．50

0．40

0

3

0　　　15　　　　20　　　　25 50　　　55　　　40

　　一→「『e皿P．（σC）

を便宜上40mg／d1（腎尿細管分泌極：量測定の際30～

50mg／d1が用いられる）に固定し，4。Cの等温度間

隔で嫌気的遠心限外濾過を行い結合PAH量のパラメ

ーターとしては前々節（1）で用いられたと同じγ値

を採り，実験温度（t。C）に対してYの値をplotした

ものが図4である．なおこの際Y値と試料pHに関し

ては同じく前々節（1）の晶一・・067を用いて・

の値をp：H7．40におけるそれに換算補正した。

に対してplotした．ここにYは既に繰返し用いられ

たものと同一であり，〔free　PA：H〕とは遊離の（蛋白

と結合しない限外濾過性の）PAHモル濃度を表わす．

　そもそも蛋白質と有機イオンの結合に．関してKlotz

等の提出した理論式17）の中で最も簡単な場合は次の通

りである．

　　　　÷義＋÷・・……④

　因みに，K：蛋白質分子（ここでは血漿アルブミン

分子）にある1個の結合部位と小分子Aが結合する際

の解離恒数，即ちintrins童。　dissociation　constantと

呼ばれるものである．n・蛋白質1分子当り結合し得

るA分子の最大数．

　〔A〕＝蛋白と結合しない（遊離の，限外濾過性の）

有機陰イオンAのモル濃度（ここでは〔freePAH〕を

指す）を表わす．

　（1）　牛血漿10例より試料を得てこれらをCO2約

5％を含む空気と平衡させて試料pHをPH　7。23～

7．38に調節し37。Cで嫌i気的に遠心限外濾過を行っ

た実験の成績が第4表及び第5表であり，そのうちで
〔f，ee話AH〕闘応ずる÷の値をP1・・したものが

図5である．

今図5について，K：lotz等に倣い一点に〔freePAH〕

に比例した“重み”を着けて最小自乗調整を施すと相
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関係数＝0．896で回帰直線を求めることが出来る．従

ってこの直線は前述の：Klotzの理論式④に当てはめ

得るものと考えられる．

　非直線の傾斜と位置とからK：，nを求めると，：K＝

406x10－5，　n－1．95が得られ，これらを④式に代入

すると，

　　　　÷「．g畿1量H〕＋漏

となる．

　この式は牛血漿アルブミンとPAHの生理的条件下

における結合関係の特性を化学量論的に表示するもの

と考えられる．

　（2）人血漿10例についてpH　7．22～7。38，37。C

嫌気的に遠心限外濾過を行った実験の成績を第6表及

び第7表に示す．

前節の牛血漿の場合に倣って÷及び〔f，eeきAH〕

の関係をグラフにすると図6のようになる．前節（1）

の場合と同じく一点に〔free　PAH〕に比例した“重

ミ”を着けて最小自乗調整を施すと相関係数＝0．960

Table　4。　The　amount　of　bound　PAH　in　the　bovine　plasma　observed

　　　　　　　　　under　physiological　conditions

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Concent．

of　Plasma
protein

gm／dI

　　Concent．

　of　Plasma
　　albumin
Igm／100gmH20

5．77

5，16

5．19

4．71

5．16

6．48

5．31

4．83

6．34

6．64

2．80

2．52

2．37

2．85

2．78

2。37

2．60

2．88

2，99

2．85

W、t，，IP1。、m。

C鷺e臨aofl・H

　gm／dl　　（37。C）

94．67

95．13

95，11

95．47

95．13

94，14

95．02

95．38

94．25

94．02

7．23

7．23

7．31

7，27

7．30

7．36

7．36
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7．35

7。35
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　　Plasma
mg／100gmH20

31．27

63，8

121．1

238，3
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で回帰直線が求められる．従ってこの直線は前節（1）

の牛血漿の例よりも更によく④式に当てはめることが

出来る．

今K：・nを求めるとK茜760x10－5，　n＝2．55が得

られるから④式に代入すると

　　　　÷一2．516農量H〕＋歳

となる．

　この式は人血漿アルブミンとPAHの生理的条件下

における結合関係の特性を化学量論的に表示するもの

　　　　　　T。bl。5．　E、tim。ti。n。f⊥。nd＿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Y

と考えられる．

　（3）家兎血象7例についてpH　7．45褐7．55，37。

C，嫌気的に遠心限外濾過を行って得た実験成績が第

8表及び第9表で洞じく÷と電撃輌に関す

るグラフが図7である．前例に倣って回帰直線が求め

られ相関係数は0．869である．

　よってこの直線も亦同様に④式に当てはめることが

出来る，K：，　nを求めるとK：＝777×10－5，　n－3．33

を得るから④式に代入すると

〔f，ee協f・・m・h・d・t・・h・w・i・T・b1・4
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71．3
107
163
327

76．9
108
161

331

68．8
115
136
331

　Bound　PAH

×10－5Mol／kgH20

Q
り
ρ
0
8
『
O

Q
U
＝
り
4
『
O

l
Q
U
」
4
ハ
014．0

22．5

23．6

38．6

13．4

19．4

23．7

38，4

O
Q
u
ー
ピ
リ

9
β
4
1
り
召

1
1
Ω
4
Q
U E

O
ど
り
0
0
慶
U

O
n
O
Q
り
4

1
1
1
0
0
14．0

18．4

24．1

38．6

匿
り
0
反
り
1

9
召
n
O
1
8

1
1
9
召
Q
U10．5

14．5

17．9

31．4

7韮．1

119
172
352

138
202
412
803

1L7
16．3

27．2

38．4

10．7

27．1

33．9
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　　　　÷一石．3轟養i輪〕＋歯

となる．

　本式は家兎血漿アルブミンとPAHの生理的条件下

における結合関係の特性を化学量論的に表示するもの

と考えられる．

　（4）犬血漿4例についてP且7．31～7．41，37。C，

嫌気的に遠心限外濾過を行った実験の成績が第10表で

ある．しかしながらこの実験においては（1）（2）（3）

の場合に倣って÷及び〔f，ee跡を算出したカ・・

グラフにしてみると図8の如く成績は大きく分散し
た・従って÷と〔f，eeきAH〕の聞醐確な函獺係

は認め難く，：Klotz等の理論式④を犬血漿の場合に適

用する訳にはいかなくなった．

　附．遠心限外濾過法における温度と濾液量との関係

　　　について

　和紙コロヂオン膜を電離として使用する際に，実験

Table　6．　The　amount　of　bound　PAH　in　the　human　plasma　observed

　　　　　　　　　under　physiological　conditions

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Concent．

of　Plasma
　protein
　gm／dI

4．23

4．85

4．55

4．71

5，54

5．19

5．43

6．52

5．68

5．24

　Co！1cent．

　of　Plasma
　albumin
gm／100gmH20

3．03

3．46

3．08

3．06

3．43

3．27

3．13

3．81

3．30

3．39

　Water
content

of　Plasma
gm／d1

95．83

95．36

95．59

95．47

94．85

95．11

94．93

94．11

Plasma

　pH
（37。C）

7．30

7．32

7．27

7．35

7．30

7．22

7，23

7，38

94．74

95．07

7．32

7．24

　Concen†，　of

　PAH　in
　　Plasma
mg／100gmH20

16．88

32．04
65．53

117．0

　Concent．　of

　PAH　ill
　Ultramt．
Ing／100gmH20

14．63

28．20
58．0

106．2

21．50
31．93
61。9

94．9

17．76

24．17

32．33
56．70

16．55

34．83
47．76
80．1

16．29

24．35
48．08
77．49

17．12

25．18
47．31
80．4

21．86
32．08

70．6

18．25

27．75
55．0

84．9

15．70

2L60
29．00
50．90

14．40

29．50
42．90
75．4

13．98

2L10
42．10
68．8

15．23

22．30
41．75
72．3

19．25

28．15

62．8

16．93

24．55
32．83
43．57

14．75

21．45
28．55
38．60

18．37

25．29
32．88
39．90

17．99

26．03

39．87

16．18

22．40
29．50
35．70

15．08

23．10

35．45

Bound　PAH

mg／100gmH20

2．25

3．84

7．53
10．8

R
U
8

9
回
ー
ユ
Q
U
O

O
O
4
n
O
O

　
　
　
1

2．06

2．57

3．33

5．80

2．15

5．33
4．86

4．7

2．31

3．25

5．98
8．69

1．89

2．88

5．56
8．1

2．61

3．93

7．8

2．18

3．10

4．28

4．97

n
口
Q
り
8
0

1
n
O
O
U
り
召

9
召
9
召
Q
u
42．19

2．93

4．42
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温度の相違によってかなり著しい濾液量の差が生ずる

ことに気づいたので，犬血漿及び0，005gm／d1コンゴ

ロー1・水溶液を夫々試料としてこの点を吟味した．

　試料量はすべて10m1とし，濾膜としては和紙コロ

ヂオン標準濾膜を用い，操作は非嫌気的とし，遠心条

件は2500R．P．M．×10分置犬血漿），2500　R・P．M・×5

分（コンゴロート水溶液）で，実験温度は13。C，21。C，

29。C，37。Cの4段階に調節し，各温度における濾液

量を測定した．

　その成績は第11表に示す通りであって，実験温度が

13。Cから37。Cに上昇すると濾液：量は2倍乃至それ

以上にも増加するが，この原因は濾膜の濾過能率が実

験温度の上昇と共に向上することに在ると考えられ

る．

皿　考 ．按

　蛋白質と種々の小分子イオンが結合する場合にこれ

を理論的に考究するためにはGoldstein　7）が述べて

T。b1。7．　E、tim。ti。n。f」＿。nd　　　　　　　　　　　　　　　　＿1一＿f，。m　th。　d。t。、h。wn　in　Table　6
　　　　　　　　　　　　γ　　　　〔free　PAH〕

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

　Concent．　of

　　Plasma
　　albumin
×10－4Mo1／kgH：20

4．33

4．94

4，40

4．37

4．90

4．67

4．47

5．44

4．71

4．84

　COIlcen、t．　of

　　PAH　in
　　Ultrafilt．

×10－5Mol／kgH20

75．4
145
299
547

94．0

143
283
437

80．9

n1
149
262

74．2

152
221
388

72．0
109
217
354

78．5
115
244
372

99．2

145

324

76．0
111
147
199

83．4

115
152
184

8L4
119

183

Bound　PAH

xIO－5ム妊01／kgH20

ハ
0
Ω
U
n
O
ρ
U

一
一
9
8
ピ
0

1
1
0
0
賃
U
16．7

21．5

35．5

51．5

ρ
0
り
召
9
召
Q
U

O
Q
U
7
・
Q
U

1
1
f
i
Ω
4 －

」
K
U
O
Ω
4

ー
ユ
ワ
8
配
り
4

1
9
召
り
召
9
ρ

1L9
16．7

30．8

44．8

7
5
8
ρ
0
ワ
8

Q
り
4
0
0
i

　
1
9
召
4
13，4

20．2

40．2

11．2

16．0

22．1

25．6

0
0
9
」
4
ρ
0

1
4
ワ
謬
1

1
具
1
1
9
召lL3
15．1

22．8

－
「
Y
5

3．73

2．19
1．12

0．78

2．96

2．30
1．39

0。96

4．15

3．33

2．56
1．47

3．94

1．59

1．75

1．81

4．12

2．93

1．59

1．09

4．81

3．16

1．63

1．12

3．34

2．21

1．11

4．86

3．41

2．46

2．16

7
ρ
0
1
具
8

1
ー
ワ
8
豊

4
0
0
0
4
0
4

4．28

3．21

2．12

　　1
〔free　PAH〕

　×io3

1．33

0．69

0．334

0．183

1．06

0．699

0．353
0．229

1．24

0．901

0．671

0．382

1．35

0．658
0．452

0．258

1．39

0．917
0．461

0，223

1．27

0．869
0．409

0．269

1．Ol

O．690

0．309

1．32

0．901

0．680
0．502

1．20

0．870
0．658

0．543

1．23

0．840

0．546
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Fig. 5. Relation between
1
   and
1'

1

(free PAH)
of bovine plasma
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Table 8. The amount of

          under

bound PAH in the rabbit

physiological conditions

plasma observed

1

2

3

4

5

6

7

Concent,
of Plasma
 protein
 gm/dl

4.94

3.53

4.53

4.59

3.80

4.00

3.64

   Concent.
  of Plasma
   albumin
gm/100gmH20

3.05

2,11

2.08

2.08

2.48

2,60

2.34

  Water
 content
of Plasma
 gm!dl

95.30

96,35

95.60

95.56

96,15

Plasma

 pH
(370C)

7.49

7.52

7.45

7.47

7.55

96.00

96.27

7.54

l

7.45

 Concent. of
   PAH in
   Plasma
mg/100gmH20

25.24
34.16
 65.37
118.4

40.84
63.31

 33.32
48.69
 82.53
115.1

 32.86
 48.72
 80.05
111.4

 32.14
 39.31
 64.53
240.5

 32.45
 40.10
 58.02
232.1

24.98
32.10
41.60
75.1

 Concent. oz`
   PAH in
   Ultrafilt.

rng/100gmH20

22.05
29.75
57.5
93.8

36.75
57.00

 29.50
 43.50
 74.7
106,5

Bound PAH

mg/100gmH20

 3.19
 4.41
 7.87
24.6

4.09
6.31

3.82
5.19
7.83
8.6

 29.65
43.25
 73.0
101.8

3.21
5.47
7.05
9.6

 29.00
 35.70
 59.30
231.2

3.14
3.61
5.23
9.3

 27.35
 35.70
 54.55
219.0

21.85
29.25
37.35
68.4

 5.10
4.40
 3.47
13,1

3.13
2.85
4.25
6.7
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Fig. 6, Relation between
1

v
and

1
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Table 9. Estimation     1of

'Y
and

1

1

Cfree PAH)
from the data shown in Table 8

1

2

3

4

5

  Concent. of
    Plasma
   albumin
× 1 0 - 4MollkgH20

:

4,36

3.01

2.97

2.97

3,54

6

7

3.71

3.34

  Concent, of
    PAH in
   UltrafiIt.

× lO-5Mol/kgH20

114
153
296
483

  Bound PAH

× iO-5Mol/kgH20

 16.4
22.7
40.5
127

l89
294

l

152
224
385
549

153
223
376
524

 149
 184
 306
1191

 141
 184
281
1128

113
I51
192
352

21.1
32.5

19.7
26.7
40.3
44.3

16.5
28.2
36.3
49.5

16.2
18.6
26.9
47.9

26.3
22.7
17.9
67.5

16.1
14.7
21.9
34.5

1

Y

2.66
1.92
1.08
O.34

1.43
O.93

1.51
1.11
O.737
O.670

1.80
1.05
O.82
O.60

2.19
1.90
1.32
O.74

1.41
1.63
2.07
O.55

2.07
2.27
1.53
O.97

1

(free PAH)

  × 103

O.880
O,652
O,338
O.207

O,528
O,34l

O.658
O.446
O.260
O.182

O.655
O,449
O,266
O.191

O.669
O,544
O.327
O.084

O.710
O.544
O.356
O.0886

O.888
O,664
O.520
O,284
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of rabbit plasma
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Table 10. (A) The amount
 under

of bound PAH in the canine

physiological conditions

plasma observed

1

2

3

 Concent.
of Plasma
 protein
 gm/dl

4.90

5.08

4.17

4 4.81

  Concent.
 of Plasma
   album;n
gm!100gmH20

 Water
 content
of PIasma
 gm/dl

2.83

l

95,33

PIasma

 pH
(370C)

2.53

2.71

7.37

95.19

95.87

7.31

7.33

2.08 95.39

1

7,41

 Concent. ox"
   PAH in
   Plasma
rng!1OOgmH20

 Concent, of
   PAH in
   Ultrafilt.

mg/1OOgmH20

29.95
64.57
80.03
121.3

31.25
39.00
78.0
104.6

 Bound PAH

mg/100gmH20

 32.46
 49.27
 79.63
113.4

-1.30
25.57
 2.03
 16.7

 30.90
47.25
75.6
107.9

f

 30.25
 46.1O
 75.41
109.1

 29.00
45.00
 74.4
105.8

1.56
2.02
4.03
5.5

1.25
1.10
1.01
3.3

31.45
 63.95
 93.20
123.2

' 30.70
 61.60
91.2
119.9

O.75
2.35
2.00
3.3

(B) Estimation
    1
of
    'x'

and -
1

(free PAH)
--- from the data shown in Table IO (A)

1

  Concent. or"

   Plasma
   albumin
× lo-4Mol/kgHL,O

4.04

 Concent, of
   PAH in
   Ultrafilt,
x 10- :-)Mol/kgH20

161
-201

402
539

  Bound PAH

× 10-5Mol/kgH20
l

1

Y

-6.7
132
 10.5
 86

-6.03
 O.306
 3.85
 O.470

    1
(free PAH)

  × 103

O.621
O.498
O.249
O.186
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2

3

4

3．61

3．87

一2．97

159
243
389
556

149
232
383
545

158
317
470
618

8．04

10．4

20．8

28，3

6．44

5．67

5．20

17．1

3．86

12．1

10，3

17．0

4．49

3．47
1．74

1．28

－
n
δ
4
n
O

O
6
0
4
り
召

（
b
n
O
ヴ
謬
9
召
7．69

2．45

2．88
1．75

0．628

0．411

0．257
0．180

0．669
0．431

0．261

0．183

0．632

0．315

0．213
0．重62

Fi昏aR・1・…nb・・ween ?Endで議獅
　　　　　　　　of　canine　plasma

　　1
　
　
ロ

ア
↑
8

6．0

4．0

2．0

o

■

●

■

●

●

●

o

0 0．2 0．4　　　0．6　　　0，8

　　　　1　　　×10－3
　　　〔free　PAH〕

いるように化学量論的に取扱わねばならないが，この

問題に先鞭をつけたものが1・M．Klotz等17）の研究

である．即ち彼等は小分子有機陰イオンとしてアゾ色

素を用い，セロファン膜透析法によって牛血清アルブ

ミンとの結合関係を調べ，この実験的裏附けの下に質

量作用の法則に基く理論式を提出したが，その最：も簡

単な場合として若し小分子Aが蛋白質分子の表面に比

較的散在する同種の基と結合し，しかも先に結合した

A分子が次のA分子の結合に対して静電気的艶本を示

さぬ時は，前章で著者が既に自らの実験成績の理論的

鰍励めに応新たところの÷一。〔垂〕＋÷

……… Cという大変簡潔な形の理論式が成立すること

を示した．従って上述の仮定に該当する場合には，実

験的に鋳た古と÷との髄獺係が成立しこ

の直線の位置と傾斜とからK，nを定め得る訳である．

　撫でKllotz等によって発展させられた透析平衡法

は血漿蛋白質と他の小分子物質の結合を調べるために

Table　11．　Effect　of　temperature　on　the　amounts　of　ultrafiltrate　in

　　　　　　　　　the　centrifugal　ultrafiltration

　　　　　A）canine　plasma（Totalpro†ein：4．5　gm／dl）

温　度（。C） 13

濾液量（m1）

平均濾液量（ml）

1

2

0．22

0．23

0．23

21

0，23

0．25

0．24

29

0．30

0。30

0．30

37

0．40

0．39

0．40

B）Congored　solutio11（0．005　gm／dl）

温　度（。C）

濾液量（m1）

13

1

2

0．58

0．55

　　　　　　　　1平均濾液量（ml） 0．57

21

0．75

0．65

29

1．30

0．67

0．70 0．99

37

1．20

1．25

1．23
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最も一般的な方法とされているが，これを実施するに

は一般に試料（血漿，血清又は血清蛋白結晶等）を緩

衝液で大幅に稀釈し（Klotzが最初用いた試料は牛血

清アルブミン結晶を0．1％の濃度に緩衝液に溶解した

ものであった），且つ非常な長時間（通普2～3昼夜）

を必要とする，従ってわけても血漿或いは血清等生体

から採取された材料を直接実験試料に供する場合に

は，体温下の実験を行うことも容易ではない上に，そ

もそもその蛋白質濃度を始めとして諸成分濃度，溶存

ガス分圧等は全く生理的条件からかけ離れているのが

普通である．

　又島尾18），楠19）等の行った分光々度計を用いて透

析を行わず分光吸光曲線によるメタクロマジー測度を

行う方法も，その用途は蛋白結合の相手に色素を使用

するという場合に限られており，蛋白との結合を色素

と競合しその競合の度合は分光吸光曲線による色素の

メタクロマジー測定から知り得るというような特殊の

例外を除いては色素以外の物質を用いる場合に応用出

来ない．

　その他各種の方法5）6）7）について見ても既に度々繰

返しているように可及的生理的条件下で10分間前後の

極短時間内にというような注文を附けられてもなお且

つ用に耐える程の方法は極めて稀である．

　これらと比較する時，著者が応用した遠心限外濾過

法は誠に合目的的な方法であるといえよう．即ちイ）

Anticoagulant及び僅少のPAH：ソーダ溶液の添加以

外に血漿の稀釈は行われない．従って血漿中の諸成分

濃度が生理的範囲外に遠く逸脱することがない．　ロ）

嫌気的操作が行われるために溶存ガス分圧の著しい低

下，殊にCO2脱出に伴うpHの変動が防止される．

ハ）極めて短時間（10分間前後）内に限外濾過が完了

する．二）限外濾過温度は体温を含めてかなり任意に

調節出来る．ホ）微量定量法と組合せて相当精密な定

量実験が可能である．

　又従来限外濾過法は濾過の進行中に絶えず試料蛋白

質濃度が変化して行くこと，及び濾膜表面に蛋白質が

蓄積されるという理由から透析平衡法と比較して精密

な定量的研究の手段としてはより劣るともいわれてい

るようであるが7），著者の応用した遠心限外濾過法に

在っては，和紙コロジオン膜（標準機膜）の卓越した

濾：過性能と微：量定量法との組合せによって，濾過前後

の試料蛋白濃度差を僅々数％以内に留めると同時に濾

膜表面の蛋白蓄積もかなり軽減されていから前述の諸

長所と併せて考慮すると，可及的生理的条件下におけ

る定量実験の手段としては寧ろ遙かに優れているとい

えよう．

満

　著者は前々章皿Aに示された通り，血漿アルブミン

とPAHの結合に及ぼすpH，血漿PAH濃度，及び

温度の影響を検：毒して本現象の定量的なoutlineを知

り，次いで前章亘Bのように入，牛，家兎，犬から試

料を得て可及的生理的条件下における結合現象を主と

して化学量論的見地から更に精細に追究し，これら入

及び他の3種の動物の中で犬を除く入，牛，家兎の各

血漿アルブミンとPAHとの結合現象は，生理的条件

下においても質量作用の法則に準拠して化学量論的に

取扱われるべきものであり，しかも都合の好いことに

はKlotz等の提出した理論式の中でも最も簡単な場

合であるところの÷一義＋÷…一④によ

って容易にしかも理論的に厳密に処理し得ることを実

証した．

　では如上の事柄は生理学的に如何なる意義を持つで

あろうか．

　そもそもPAH：は大体3～4mg／dl以内の血漿中濃…

度では腎臓に運ばれて糸球体で限外濾過され，その残

りは次いで尿細管から殆んどすべて排泄される．従っ

てこの場合のPAHのクリアランスを求めれば即ち有

効腎血漿流量を得るが，更に血漿PAH濃度が5mg／

d1を超えるようになると尿細管からの分泌は不完全

となり血漿PAH濃渡の上昇と共に分泌量は増すけれ

ども最後には一定値に達して固定してしまう．

　この最大分泌量を求めるのが尿細管分泌極量の測定

であって，この際血漿PAH濃度は30～50mg／dlが

適当とされ，現在腎分泌機能検査法の中でも最も大切

なものの一つである．

　而して尿細管分泌極量（Tm）の計算は次式によっ

て行われる．

　　Tm＝UPAHV－PPAH・FW・CF……・・⑤

　　但し　UPAH：尿中PAH濃度

　　　　　　V：分時尿量

　　　　　PPAH：血漿PAH濃度
　　　　　　CF：糸球体濾過量（G．F．R．）

　　　　　　F　：PfpA　H／PpAH（PfpAH＝限外濾液

　　　　　　　　PAH濃度）

　　　　　　W：血漿水分量（PPAH／PWPAH）

　　　　　　　　（∵PWPAH＝PPAH／W）1）

　ところでこのFW値を求める理由は，血漿中のPAH：

の一部がアルブミンと結合して糸球体で限外濾過され

ないところがら，その補正を行う必要があるためであ

ることは今更いう迄もないことであって，普通実験的

に求められた平均値を一つの常数と見徹して間に．合せ

ている，

　先ずSmith　and　Smith　2）はコロヂオン嚢を使用
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ける各項の定義に従えば

　FW‘PfpAH／PpAH・PpAH／PwpAH＝PfPAII／PwPAH
　　一〔free　PAH〔PWPAH〕〕…・一⑥　　　，。

である．従って鳴る血漿（入，三又は家兎）の総蛋白

濃度，血漿アルブミン濃度及び血漿PAH濃度（P

PAH）の3つが与えられると，イ）先ず総蛋白濃度か15

ら①式に従ってWを知り，ロ）血漿アルブミン濃度及

びPPAHを単位水分量当りのモル濃度に換算する．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10
ハ）これらの数値及び然るべきK，及びnの値を④

式に代入し〔free　PAH〕を未知数としてこれを算出

すれば，二）⑥式よりFW値は容易に求められる．　Oo

　今人血漿を例にとり，標準的な場合として総蛋白濃

度7gm／dl，血漿アルブミン濃度4．4gm／dlと仮定

し，PpAHを20，30，40，50，60各mg／dlとした

場合のFW値を理論的に計算して見ると，　FW値は

夫々，0．832，0．840，0．847，0．853，0．859（PpAHと

同順）を得る．

　これはSmith　and　Finkelstein等3）の求めたFW

－0・83と略ミー致するが，計算の根拠は全く相違し，

著者の方法は質量作用の法則に準拠した化学量論的基

礎の上に立つたものであって，血漿総蛋白濃度，血漿

アルブミン濃度，及び血漿PA：H：濃度（PPAH）の値

の変動に応じて常に適用可能である．

　去てここにおいて腎機能検査の際に血漿PAH濃度

が結合PAHの割合に及ぼす影響について化学量論的

立場から振返って見るのは望ましいことである．

し，in　vitroにおける犬及び入の血漿の限外濾過性　　　五A（2）において述べられた牛血漿を使用する実

PAH量を測定し，それからこのFW値を導出すべく　　験の成績を再検すると次のことに気づくであろう．即

試みたが再現性ある成績が得られなかった．　　　　　　ち腎機能検査の際に常用されている血漿PAH濃度は

　そこでSmith　and　Finkelstein　3）等はin　vivoで　　有効腎血漿流量測定の場合には3～4mg／d1，尿細管分

血漿PAH濃度を逓減させる（ユ00mg／d1→25mg／d1）　　泌極量測定に際しては30～50mg／d1であることは既

途中においてUPAHVをCFPPAHに対してPlotし，　　述の通りであるが，実はこれらの常用至適濃度こそ又

：最小自乗調整によって得られた回帰直線の傾斜から直　　明らかに結合PAHの割合が最も左右され易いような

接にFW値を求め，人血漿についてFW躍0・83とい　　濃度領域の一部をなしている．

う値を報告しているが，化学量論的取扱いは見られ　　　従ってこの成績からのみ推量するならば，PAHを

ず，又Smith　1）もこういう方法では未だ重大なる誤　　使用して腎機能検査を行う際には血漿PAH濃度に余

差が介入する余地のあることを認めている．　　　　　　程注意せぬ限り軽視し得ぬ誤差が介入し得るのではな

　次いでTaggaftはViskingセロファンチューブ　　いかという懸念もあながち否定出来ない．

を用いた透析実験からFW値を算出し，入血漿におい　　　しかしながらこの問題も亦④式を適用することによ

て血漿アルブミン濃度5・Ogm／d1，　PpAH　30～50mg／d1　　って化学量論的に解決出来るのである．

の場合，FW二〇．78～0．79（W＝0．90）を得たという

が1），詳細な実験条件及び理論的な取扱いについては　　：Fi9・9・Effect　of　PPAH　on　the　Pe「centage　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　bound　PAH，　derived　theoretically
不明である．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　from　the　equation④
　謙って著者は既に入，牛，家兎の各血漿について，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あび
PAHの血漿蛋白結合の現象が生理的条件下において、B・・nd　PAH

④式縦う所以醐らかにした．而して又，⑤式にお↑　　　　。＿＿＿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ムー　Human　plasmg
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、●馬
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　馬●、

、、●L

「●h

、o、

、●、

、噛隔 怺u，

10　　　　20　　　　50 40 50　　　　60　　　　70

　　一一→PPAH（mg’dD

　図9は便宜上総蛋白濃度7gm／dl，アルブミン濃度

4．4gm／dlの入並びに牛の血漿を仮定し，生理約条件

（体温37。C，　pH　7．30附近と仮定）で問題の血漿PAH：

濃度領域に．おける結合PAHの割合の消長を④式によ

って理論的に算出した結果であって，計算方法は先に

述べたFW値算出の場合に準ずる．

　直ちに分ることは，丑A（2）の図3に比較すると

全領域に亘って結合PAHの割合が遙かに安定してお

り，これを腎機能検査に必要な常用至適濃度範囲の夫

々即ち3～4mg／dl又は30～50mg／dl附近に限って

見るときは，実際上略ζ一定と見倣しても差支えない

程である．

　このことは入血漿の場合には特によく当てはまるの

であって当初の懸念はこれで解消した訳である．
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　細図3と図9の間に認められる著しい相違の原因

は，血漿アルブミンとPAHの結合に及ぼす温度の影

響にこそ求むべきであろう．

　即ち皿A（3）の実験成績はこの温度の影響という

ものが著しく大きいことを物語っており，又④式は体

温より10。C～20。C低い温度でも勿論成立すると考

えられるから，かかる比較的低い温度における実験の

成績と体温下におけるそれとを較べた場合，夫々の解

離恒数Kの値の間に大差が考えられることは蓋し当然

であろう．

　撫で一般に血漿アルブミンと陰イオンの結合に対す

る温度の影響についてはKlotzの論説6）の中でも述

べられているように，多くの研究がこれを衰微なもの

と見倣しているようであるが，著者の実験結果によれ

ば，こと血漿アルブミンとPAHの結合に関する限

り，斯様な見解は簡単に受入れる訳にはいかぬようで

ある．

　唯一般に血漿蛋白と他の小分子物質の結合に関する

実験の条件は概して生理的条件から遙かにかけ離れた

ものが多いように見受けられる．従って独り温度の影

響の問題に限らず，違った実験成績を比較する場合に

は先ず夫々の実験条件に充分注意すべきであろう．

　血漿アルブミンとPAHの結合に及ぼすpHの影響

については皿A（1）の成績から明らかなように，一

般に軽微であり殊に血漿pHの生理的範囲に限って見

るときは，pHの差に基く結合PAH量の変動は実際上

これを考慮の外に置きうる程度である，しかも人血

漿の場合においては論一…67というよう舗正係

数も求められたのであるから，特に精密な実験条件を

要求せられるような場合にも充分これに応じ得る筈で

ある．

　唯少しく立入って見た場合，牛血漿の場合と入血漿

のそれとでは僅かながらその態度に相違が認められる

ようである．即ち両者は相互に結合PAH量とpHの

間の相関が逆であって，このことは動物の種の相違に

基く血漿蛋白の微妙な個性差の一端を示すものかも知

れない．

　以上著者は牛，入，家兎の各血漿について血漿アル

ブミンとPAHの結合現象を主として生理学的意義を

中心として解明したが，特に生理的条件下においてな

お且つKlotz等の提出した理論式の中で最も簡単な

場合であるところの④式が成立する所以を確認し得た

ことは，“分子論的な考え方を生物学的変化に導入す

る”ために多少なりとも寄与し得るものと思われる．

　又これらの血漿蛋白質並びにPAHの分子構造を顧

みるとき，如上の事がらは独り両者の結合現象の場合

満

にとどまらず広く血漿蛋白と他の小分子イオンとの生

理的条件下における結合関係についても恐らくかなり

の類例を予想させるものである。

　最後に，著者が実験の試料を得た牛，人，家兎，犬

の中で犬血漿のみは前3者の場合と相違して質量作用

の法則に準拠した化学量論的取扱いを適用し難い結果

となった．

　従って少なくとも生理的条件下においては，その

FW値を理論的に導き出すことは出来ない．

IV　要 約

　（1）当教室の遠心限外濾過法によって腎糸球体にお

ける生理的限外濾過の過程をin　vitroにおいて著しく

近似的に再現することが出来た．

　（2）本法を応用して人，牛，家兎の各血漿について

生理的条件下における血漿アルブミンとPAHの結合

関係には：Klotz等の提出した理論式の中で最も簡単

な場合であるところの④式が適用し得ることを実証し

た．

　（3）従って腎尿細管分泌極量の計算に必要なFW値

は④式から理論的に厳密に算出することが出来，しか

も入の場合，かくして算出せられた値はSmith『の求

めた値と略ヒー致する．

　（4）入及び牛の各血漿を使用して調べたところで

は，血漿アルブミンとPAHの結合に及ぼす温度の影

響は意外にも著しく大きい．

　この点に関する限り血漿アルブミンと陰イオンの結

合に関する一般の見解とは相容れないように思われ

る．

　（5）犬血漿については血漿アルブミンとPAHの結

合関係に対して少なくとも生理的条件下では化学量論

的取扱いを適用することは困難であり，従ってこの場

合FW値を理論的に算出することは出来ない．

平筆に当1り，終始御指導並びに御校閲を賜った恩師斎藤幸一郎教

授に厚く御礼申し上げます．
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                                   Abstract
  Studies were made in vitro on the combination of para amino hippuric acid (PAH) with

albumin in plasma by using the centrifugal ultrafiltration method devised in our laboratory.

As experimental materials, human, bovine, rabbit and canine plasma were used. The results

were as follows:

  1. Effect of pH on the combination of PAH with albumin was found to be negligibly
small, so that it is unnecessary to pay a close attention to the pH-control in medical practice.

  2. Temperature proved to have a marked effect on the combination of PAH with albumin,

The amount of PAH combined was Iineally in inverse proportion to temperature within
the range of 17 to 370C.

  3. The pattern of the combination of PAH with albumin under physiological conditions

with regard to pCO,,, pH and temperature was found to be expressed by the Klotz equation,

             I K I             r == n(A-) + n,

where K is the dissociation constant of PAH-albumin, r is the number of PAH molecules

combined wjth each molecule of albumin, n is the maximum combining capacity of albumin

and (A) is the concentration of free PAH in plasma. The values of K and n estimated

from our data are as follows: 760×10m5, 2.55 for human plasma, 406×10-5, 1.95 for bovine

plasma,:and 777×10-5, 3.33 for rabbit plasma respectively. For canine plasma, the data

were not so reproducible as to permit theoretical consideration.

  4. From the data on human plasma, estimation was made of the percentage of free PAH

in plasma on the assumption that the contents of protein and albumin of plasma were res-

pectively 7 and 4.4 gm,'dl. The percentage of free PAH varies slightly in proportion to

the varing concentrations of PAH and amounts to 84% for 30 mg/dl PAH, which agree
well with the value obtained by Smith with in vivo experiments.


