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　甲状腺について知られている最大の機能は甲状腺ホ

ルモーシを形成し1）2）3），貯蔵し，血行中へ分泌すること

である4）5）6）．甲状腺において，無機沃度からホルモン

の生成される過程を要約すると，第1に血漿中に存在

する沃素イオンが大量に甲状腺に摂取され7）8），次い

がこの沃素イオンが組織内にて酸化せられてサイロキ

シンが合成される過程の9）2つに大別することが出来

る．この両過程は，甲状腺ホルモン生成の上からは実

際上不即不離の関係にあるものであるが，一応別個の

機転によるものと考えられ，それぞれの立場から数多

くの実験報告が行われている．血液中の沃素イオンが

如何なる機構によって大量に甲状腺にとりこまれるか

は明らかではなく，又この摂取された沃素イオンがど

のような形になっているのかも未解決の問題である
10）11）12）13）14）15）16）17）18）

　比較的純粋にイオンの細胞膜透過現象の立場から甲

状腺による沃度濃縮現象を取り上げたものに，Frein・

kel　and　Ingbar　19）の報告がある．即ち，タパゾール

で羊の甲状腺（スライス）の有機沃素化反応を止め，

これに種々の新陳代謝阻碍剤（例えば，一SH基，

Carbonic　anhydfase，　A工kaline・phosphatase，　Pho・

sphate－bond　energy等に対する阻碍剤）を作用させ

た時，甲状腺スライスの沃素イオン濃縮率がどのよう

にかわるかを報告している．

　広義の沃度濃縮作用の立場から見ると，Mortoロand

Chaikoff　20）等は沃素イオンの濃縮現象は無傷の甲状

腺細胞によってのみ高度に営まれるが，ホモジエネー

トにすると最早濃縮作用は行われないと報告し，

Weissは同じくスライスとホモジエネートを用いて諸

種の条件下における酸素消費21）と，沃度濃縮22）につい

て報告している．但し両者の関係にはふれていない．

一方Wyngaarden　23）24）等は甲状腺のホモジエネート

がセロファン膜を通してII31を濃縮することを報じ

た．

　甲状腺による沃素イオンの濃縮と，それの行われる

組織学的部位の探究は，放射性1131の出現以来，

Radio・autographyによって詳しく追究されているが，

L・bl・nd・nd　G・。ss　25）は生理的存在量に等しい1131

を用いて，血清申の沃素イオンは濾胞上皮細胞で先ず

濃縮され，続いて，細胞内で有機化反応が起り，生成

されたホルモンが濾胞腔に分泌され，貯蔵されると述

べ，Gorbman等26），　Wollman　and　Wodinsky　27）等

は1131を大量に投与して最初から1131がコロイド中

に現われるのが，すべての沃素化反応は濾胞腔内で行

われると対立的な意見を述べている．

　とりこまれた沃度がどのような形であるかも不明で

あるが，Tauro9，　Chaikoff　and　Tong　28）等は先ず無

機の状態にあると述べ，Vanderlaan等29）並びに

Wyngaarden等30）は蛋白質と結合しているという．

　何れにしても甲状腺には，mono・iodo－tyfosineから

thyroxi皿eに至る有機性沃素を生成する能力とは別個

に無機の沃素イオンを濃縮する何らかのメカニズムが

存在し，これによって甲状腺は無機の沃素イオンを血

清から速かにしかも大量：にとりこみ固定する．

　私は，教室同人の，甲状腺の無機沃度の濃縮，それ

に続くホルモンの生成，ホルモンの血中への分泌とい

う各過程に対する蕨究部門のうち，純粋な沃度摂取と

いう段階のみに限定せず，それ以後の過程をも含めた

広い意味における沃度濃縮作用をとりあげ，甲状腺の

沃素イオン濃縮作用が甲状腺ホモジエネートを用いた

in　vitroの状態においても，特異的に強度に存在し，そ

の濃縮力はホモジエネート中の特殊な蛋白質二三に基

くものであること，而して，この分劃の沃素イオン濃

縮力に影響を及ぼす各種の条件を検討し，更に分劃に

とりこまれた沃素イオンの結合したこの特殊な蛋白質

がホルモン生成以前のもの即ち，Inono・iodo－tyrosine

以前のものとして性格つけられるべき物質であるとの

成績が得られたので，ここにその実験経過を報告す

　The　Mechanism　of　Iodine　Accumulation　into　Thyroid　Gland．　Osam腿Matsu㎜oto，　Depart－

ment　of　Pathology（Director：Prof．　T．Ishikawa），　School　of　Medicine，　University　of　Kanazawa．
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る．

実験材料並びに実験方法

　1．実験に用いた甲状腺は主に屠殺直後入手した牛

の甲状腺を使用した．

　ホモジエネートは，氷室中において，組織被膜を剥

離し，細切した後に，pH　7．6の0．1M燐酸緩衝液を

加え，Waring　blenderを用いてホモジエナイズした．

Blenaerから取り出した磨砕物は3，000　r．P．m．で10

分間遠心して磨砕残渣を除き，上清を一度濾過したも

のをホモジエネートとして用いた31）32）．通常濃度は被

膜剥離組織量に3倍量の緩衝液を加えたものとした．

　その他に，本実験において用いた臓器はすべて牛か

ら得たもので，ホモジエネートにする処理は甲状腺の

場合と同様に行った．

　2．ホモジエネートの活性測定方法

　a．透析平衡方法

　Wyngaarden　24）の方法を応用して次の如くに行っ

た．

2

3

5

第1図

i．小試験管　（内径：1．5

　cm長＝9cm）
2．硝子管　（内径：4mm
　長・10cm）

3．ゴム栓（硝子管支持，

　固定用）

4．緩衝液

5．ホモジエネート

6．セロファン膜

　第1図の如き装置を用い，試験管内には，2mlの

1131を含んだpH　7．6，0．1Mの燐酸緩衝液を入れ，

セロファン室内にはホモジエネート0．5mlを入れる．

反応進行中液量の変化をきたさないように両者の液表

面は正確に一致させる．被検：物質は機酸緩衝液中に添

加し，その濃度は全液量2．5m1中のモル濃度で表わ

した．

　3。Cに保つた氷室中に24時間実験試料を定置する．・

反応終了後，その内液，外液からそれぞれ0．2mlを

取り，放射性物質計数用試料皿に入れる．1131の気酸

を防止するために0．1N苛性ソーダを1滴加えてから

乾燥する．充分に乾燥した後に，端窓型Geiger・MU1・

1er　counterにて放射能を測定し，内液と外液の1131の

計数値の比，即ち，

H／M』三三t錨1呈。器ts

本

を求めた．H／M値が1．0以上のとき，ホモジエネー

トによる113iの濃縮があると判定される．

　b．有機化値並びにf．r・s・値測定方法

　通常上記反応系を用い，

する．反応終了後，その一部を予め緩衝化した濾紙の

原点に着け，酷酸ブタノール溶媒で展開して，原点，

inorganic，　mono－iodo・tyrosine，　solvent　front，の各部

分の放射能を測定し，濾紙上の全1131に対する各部分

の1131のパーセントを求める．原点とmoロoiodotyro・

sine部分のパーセントの和を，そのホモジエネート

の有機化値とし，solvent　front部分のパーセントを

f．二s．（酷酸ブタノールを溶媒として展開したとき

frontの位置に証明される部分，即ちfront・running

substance）値とする．

　3．ペーパークロマトグラフィー33）

　ホモジエネートの活性測定方法から得られる試料は

ペーパークロマトグラフィーの一次元上昇法を用いて

展開した．

　ペーパーは東洋濾紙No．50を用い，展開溶媒とし

ては次の組成のものを用いた．

　　　　1∵一｝（…）

　ペーパーは予め0・1M，　pH　7．6燐酸緩衝液を噴霧

して乾燥し，緩衝化して置く．反応液を着ける前に，

原点に1Mのハイポ溶液30u1を塗布してクロマト

展開中の沃素イオンの酸化を防いだ．展開終了後直ち

に乾燥して測定に供した，

　放射能測定は原点よりユcm間隔にて行ない，各部

分の計数値の百分率を求めた．第2図はその代表的解

析像をRadioautographyによって示したものである．

　ペーパーの測定は1cm毎に切り離した濾胞片を，

Homogenate　　　　　　　　　　O．2mI

O．1M　pH：7．6　Phosphate・buffer　O．1ml

Carrier－free　I131　　　1・OFc（0．06mlに規正）

0．04M　　　　CuSO4　　　　0．02　m1

0．04M　　　　Tyfosine　　　、0．02叫

　　　　　　　　　　37。Cに2時間，　incubate

第2図

鍵Lム＿∠L＿△＿’
　3。C，24時間，透析平衡法を行い，反応終了後

ペーパークロマトにて展開したpH　4．5等電点沈

澱蛋白質のRadioautogram．
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測定用試料皿に入れて行ったが，この場合には濾胞発

色法の適用が不可能となるので，GeigeかM田ler管の

支持台の底に1cm幅の窓を作り，その間を1cm毎

にペーパーを移動させつつ測定する装置も利用した．

　4．濾紙電気泳動法34）

　甲状腺ホモジエネートの蛋白分劃を解析するたあ

に，濾紙による電気泳動法を用いた，自家製の定電

流，定電圧発生装置を使用したが，電圧は0～400

Volt，電流は0～40mAの発生能力を有する．

　通電溶媒として用いられた緩衝液の組成は次の如く

である．　　一一一

Veronal－Na

Na・一acetate

I（一〇xalate

N／10HC1

難｝

第1表　透析平衡方法による甲状腺

　　ホモジエネートのH／M

実験No．1

　　　　2

　　　　3

　　　　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

　　　　8

内液1・3・［夕腋1・3・IH／M

7226

6787

7072

3440

4408

5032

4480

2366

2087

1812

1864

1260

1262

1176

1883

1245

3．4

3．7

3．7

2．7

3．4

4．2

2。3

1．9

平均値1 （3．1）

Aqua　destにとかして全量を1μとする．
pH　8．9い＝0．1

　濾紙は東洋濾紙：No・50を使用した濾紙の長さは30

cm濾紙幅は同時に流す試料の数に応じて6～10cm

のものを用いた．濾紙を枠に固定した後両端を溶媒に

浸：し，自然に浸透する溶媒が濾紙の中央で合致した後

に電流を通じた．通ずる電流の強さは常に濾紙幅1cm

当り，0．51nA，に規正する．予め10～15分電流を通

じ，その状態が安定した後一度通電を停止して試料を

原点に着けた．その試料は予め通電緩衝液にて12時間

透析して置く．電気泳動は3。Cにおいて20～24時間

行ない，終了後濾紙を取りはずし，直ちに乾燥して発

色させた．

　蛋白確認試薬として用いた染色液の組成は次の如く

である．

罪器『ii｝盤搬騰
　濾紙を染色液に15～20分入れて取り出し，2％の酷

酸溶液で数回洗平した後乾燥して分布に供した．

実験成績並びに考案

　1．透析平衡方法による成績

　1）甲状腺ホモジエネートを用いて，3。C，24時間

透析平衡方法を行なうと，外液に加えられた1131はセ

ロファン膜を通じてホモジエネートによって濃縮せら

れ，第1表に見られる成績が得られた．

　この表に見られる如く，甲状腺ホモジエネートの

HIM値には1・9～4．2の変移がうかがわれる．これ

は甲状腺機能が，性別，飼料，季節，年齢，個体差等

の条件によって若干の差異のあることの現われであ

第2表各種臓器ホモジエネートのH／M

最小　　最大（H／M）

腺
臓
無
限
臓
管
腺
腺

状
　
　
　
　
　
下
下

甲
肝
腎
膵
脾
腸
顎
耳

1．9　～　4．2

LO　～　1．1

1．0　～　1．1

LO　～　1．1

LO　～　1．1

1．0　～　1．1

1．0　～　1．2

1．0　～　1．1

る．

　第2表は，各種臓器別にそれぞれの沃素イオン濃縮

作用をしらべた実験成績である．

　表に見られる如く，肝臓並びにその他の臓器のホモ

ジエネートには沃素イオン濃縮作用が認められない．

特に顎下腺に関しては，教室同入の詳しい研究がある

が（未発表），そのtyrosine・iodinase作用が甲状腺

に比してより高活性であることが明らかにされ，又入

において唾液中に血漿の40倍の沃素が証明されてい

る．これらの事実から，顎下腺ホモジエネートの

H／Mに注目したが，その値が1．2を越えることがな

く，有意の濃縮作用があると判定することは出来なか

った．

　即ち，甲状腺と他の臓器のH／M値を比較すること

によって，各種臓器中ホモジエネートの状態におい

て，セロファン膜を通して沃素イオンを濃縮し得る能

力は甲状腺に特有のものであると結論することが出来

る．

　2）反応自体の吟味，甲状腺ホモジエネートのH／M

　　　値に影響を及ぼす各種の要素

　透析平衡法による甲状腺ホモジエネートのH／M値

は平均3．2の成績を示したが，緩衝液の相違，反応
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液のpH，平衡時間の長短，並びに平衡中の温度等に

よって，その値が如何に変化するかを検討した．

　i）緩衝液の相異

　第3表は緩衝液として0．8％生理的食塩水，リンゲ

ル氏液，クレブスーリンガー氏液を用いた場合の成績

である．

第3表　緩衝液と甲状腺ホモジエネートのH／M

緩　衝　液国M
0．1M　　pH　7．6

燐　酸緩衝液
クレブス・リンガー氏
液

リ　ンゲル　氏液

0．8％　塩　食　水

0
4
8

4
0
0
0
0
0

4
0
◎

ー
ユ
n
口

4
0
0

∩
口
0
0

0
Q
O
O

　表に見られる如く，上記緩衝液によってはHIMに

殆んど変化はなく，その成績は0．1MpH7．6燐酸緩

衝液を用いた時と同等であった，

　ii）　平衡時間の長短

　第4図は平衡時間とH／M値の変化を示したもの

で，時間の経過と共にH／M値は増加し，24時間附近

で最高に達し，その後は僅かに低下の線をたどる．

　iii）反応液のpH

　反応液のpHを変えると，　pH　7．0～7．6に：H／M

の最高値が見出され，pH　3以下及びpH　10以上で

は値が1・0となり，内外液中の1131は平衡状態のまま

にとどまる（第4図）．

　iv）平衡中の温度

　第5図は平衡中の温度を3。C並びに37。Cに保っ

た場合の比較を示したものであるが，最初の数時間は

37。Cの場合が3。Cの時より幾らか高い値を示す．し

第3図

　4，0

竃
＼

3．0

2．0

1．0

平衡法：3。C，反応時間とH／Mとの関係

。

612濯824505642　　　　　時　　間

本

曲4図

　碓。

謬
＼

匿
、

50

2．0

1．o

4．0

5．0

2．0

雪．0

透析平衡法：3。C，24時間pHの変化とH／M

125456ア891011　　　　　　　pH

第5図　透析平衡法：3。Cと37。Cの比較

●

37。C

3。C

6 12

時　　間

18 24

かし24時間では，3。Cの方が遙かに高い値を示した．

37。Cにおいては，最初の数時間を経過するとホモジ

エネ～トに腐敗変性が起り活性が次第に低下して来る

ものと思考される．

　以上の成績によって，甲状線ホモジエネートはセロ

ファン膜を通して沃素イオンを特異的に濃縮すること

が確認せられ，又温度，時間，pH条件等の変化に見

られる実験成績はWyngarrden　6）のそれと大差がな

かった．

　3）甲状腺抽出液の分劃

　セロファン膜を通して緩衝液中の1131を濃縮する

甲状腺ホモジエネートの特異作用が，一体甲状腺ホモ

ジエネート中の何れの分劃に属するかを検：するために

次の如き実験を行った．

　i）　硫安塩析範囲の測定

　先ず硫安塩析範囲の測定を試みたが，塩析後蛋白液

中より透析によって硫安を除く操作中，試料が強く薄

まり，充分な活性測定が不能となり，満足すべき結果

を得ることが出来なかった．

　ii）等電点沈澱による分劃

　30％甲状腺ホモジエネート1m1を10本の試験管に

分注，し0・1～1．0：Nの酷酸を用いて，pHを3．0～7．0

迄の間にそれぞれ規正して3。Cに24時間放置後，

4000r．P・m・10分間遠心してその上清を捨て，沈渣に
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第4表甲状腺ホモジエネートの各pH値における沈澱蛋白分劃のH／M値

pH 13・・i3・514・・14・514・614・815・・15・516・・17・・17・5

Experiment
　No．1
　No．2

　No．3

　No．4

1．0

1．0

1．0

2．0

1．0

2．5

2．5

4．8

4．1

6．0

10．5

8．8

4。2

6．9

10．9

6．6

10．8

6．5

2．5

6。5

6．6

2。0

1．3

2．0

L5

n
U
O

－
響
愚

1．5 1．0 3．0

2．3

1．5

2．9

第6図　各々のpHにて沈澱して来る蛋白分母のHIM

11．0

10，0

9．o

　8．0

　7．0
曇

6。0

5．o

4．0

5．0

2．0

1．0

（原ホモジェネート）

4．0　　　　　5。0　　　　　6．0　　　　　7．0　　　　　8．O

　　　　　PH

pH7．5，1／10N燐酸緩衝液1m1宛を加え，なお1μo

N苛性ソーダを用いてpHを7．5に補正して溶解さ

せた後，透析平衡法によってそれらの活性を検した．

　その結果は第4表，第6図の如くである．

　原ホモジエネートが3．0の：H／M値を示すとき，

pH　5．0等電点沈澱蛋白質はH／M値6．6，　pH　4．8

のとき10．8，pH　4．6では10．9，　pH　4．5では10．5

の値を示した．

　即ち，甲状腺ホモジエネートがセロファン膜を通し

て1131を集める機能は，pH　4．0～5．0の域で等電点

沈澱する蛋白分劃に含まれていることが明らかになっ

た．

　4）ホモジエネート中の濃縮作用阻害物質の存在に

　　　ついて

　ここに1つ注目すべき事実があった．即ちpH　4．5

で等電点沈澱を行ない，遠心分離したとき，上清を取

り除くことなく，三拝して再びpHを7．6に戻しそ

の濃縮度を検すると，原ホモジエネートと同活性を示

す．しかるに一度除いた上清を24時間大量の蒸溜水に

て透析し，それを加えて溶解させ，pHを規正してそ

の濃縮度を検すると，原ホモジエネートより幾分1131

の濃縮力の増加を見た．その成績は第5表に示した．

　又上記実験において述べた如く，沈渣を燐酸緩衝液

を用いて溶解したものは，可成りな高活性を示す．こ

の事実は，等電点沈澱の際に，上清中に溶存せる蛋白

質，並びにその他の種々の溶解物質が取り除かれた後

に，1131濃縮力の増加したことを意味している．

　即ち甲状腺ホモジエネートは，それ自体のうちに

1131の濃縮活性を妨げる生体内阻害物質を含んでいる

ことを証明する．しかし，ホモジエネート操作中に，

或いは阻害物質が生じたのかも知れないという疑問が

起きるが，この物質の性質に関しては教室同人鈴木が

詳しく研究した．この生体内阻害物質の強さは甲状腺

ホモジエネートの1131濃縮力に個体差のある如く，各

々の甲状腺によって異なり，又ホモジエネートの1131

濃縮力と生体内阻害物質の間に一一興した関係は認めら

れなかった．

　生体内阻害物質に関する第5表の成績を解説したも

のが第7図であり，pE：4．5等電点沈電を行った後，

その上清を用いた場合，1131の濃縮力が既に失われて

いることも同時に示した．

　以上の成績に従って，その後の実験には何れも甲状

腺ホモジエネートからpH　4．5にて等電点沈澱して

来る蛋白三軍を用いた．

　pH　4．5等電点沈澱蛋白質を用いた場合の沃素イオ

ン濃縮作用が，緩衝液の相違，反応液のpH，平衡時

間の長短，平衡中の温度等によって受ける影響はホモ

ジエネート自体の受ける影響の成績と一致した．

　5）蛋白量とH／M値の関係

　甲状腺ホモジエネートをpH　4．5で等電点沈澱さ

第5表　生体内阻害物質

Homogenate　HIM

2．7

4．7

3．2

pH　4．5　Sedimentを
Bufferに溶解したH／M

5．1

6。6

5．5

pH　4．5　Sediment
十Supema亡ant。　H／M

2．7

4．8

3．1

pH　4．5　Sedimellt十；透

析Supematant　HIM

3．7

5．3

3。5
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第7図　沃度濃縮に対して甲状腺ホモジエネート

　　　　　　　の保有する阻害作用

ホモジェネート

［コ羅笏・…／M比・
（M）　　　lH）
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　　／＼
　沈　澱

く
下言Eの；容液に再溶解
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・i）燐酸緩衝液pH　7．6

ii）エーテル可溶分画

iii）透析上清

11
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：第6表　蛋白量とHIMの関係
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×
　
×
　
×

　
　
ジ
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モ
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原

14．2

6．5

4．1

2．9

L8
1．2

3．9

3．0

2．8

1．9

せ，上清を除いて再び0．1M燐酸緩衝液を添加し溶

解してpHを7．6に規正せんとするとき，燐酸緩衝

液の加える量を除いた上清より少量とする．即ち等電

点沈澱蛋白質溶液の濃度を高くすると，その1131濃

縮力は増加し，私の行った実験の最高値は14．2の

HIM値を示した．このとき加えた緩衝液の量は原ホ

モジエネートに比べ％容になる場合のものであった．

反対に，加える緩衝液の：量を増加して，原ホモジエネ

ートより増量するとH／M値は次第に減少する．その

1つの実験例を第6表に示した．

　pH　4．5等電点沈澱蛋白質は2～3回，等電点沈澱

の操作を繰返すと，その後の1】31濃縮力が比較的安

定し，3。Cの氷室内に保存すると最初の1週間は，活

性に大なる変化がなく使用に耐え得るが，その後は徐

々に活性が低下して成績が不安定となる，なお保存中

はpHを4．5に保ち，用に臨みpHを必要な点に規

6

5

　4ミ

　5

2

1

第8図　pH　4．5等電点沈澱蛋白質の

　　保存状態による活性値の変化

　　㍉、　3。C，　pH　45

　　　　、、、

30C，　pl」　76　　　　　 、、

5 10 15（日）

正して実験を行った．

　第8図は保眼中のpH：を4．5と7．6に保った場

合の活性の変化を両者について比較したものである．

　6）透析平衡法に及ぼす金属イオンの影響

　透析平衡法による甲状腺ホモジエネートの1131濃縮

作用に金属イオンが如何なる影響を示すかを検するた

めに，次の如き実験を行った．即ち銅イオンとして硫

酸銅，その他の金属として硫酸亜鉛，硫酸マグネシウ

ム，塩化マンガン，塩化カルシウムを用い，全量2．5

m1における最終濃度が10一3Mとなる如くに加えた．

H／Mに作用して，これに促進的な影響を与えたのは

銅イオンのみであった．銅イオンによる促進作用の成

績は第7表の如くであった．

　7）抗甲状腺剤並びに2，3のイオンが透析平衡法

第7表　透析平衡法の銅イオン（CuSO4）による促進

い軌1い軌2 Nα3いα4
1）甲状腺ホモジエネート

　　（10－3M）CUを加えた場合

2）pH　4．5等電点沈澱蛋白質

　　（10昭M）C廿を加えた場合

3）上　　　清

　　（10－3M）C廿を加えた場合
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↓
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↓
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第8表抗甲状腺剤並びに種々のイオンのHIMに対する影響

対　照　H／M
Methiocil

　Thiourea

　KCNS一・一

Ahiliih一＝　　一

　PAS一一　一一

一＝ oよA宕BポA；

Silver－acetate

Mefcuri－aceta†e

0

2．7

2．7

2．7

2．7

2．7

2．7

2．7

2．7

2．7

10－7

1．8

1．8

2．6

2．5

2．6

2．6

2．1

1．8

10－6

1．8

1．5

2．4

2．0

2．3

2．5

1．6

1．5

10－5

1
1
0
2
0
9
1
2

1
1
2
1
2
1
1
1

104

1．0

1．0

1．9

1．0

1．3

1．4

1．0

1．0

10－3

0
0
3
0
2
1
0
0

1
1
1
1
1
一
1
1
1

10－2

1．0

1．0

1．0

1．0

1．0

1。0

1．0

1．0

　．一に及ぼす影響について茄）36）37）馨）39）40）

　甲状腺機能に影響する抗甲状腺剤が，透析平衡法に・

よる甲状腺ホモジエネート1131の濃縮作用に如何なる

影響を及及すかを検討するために，次に述べるような

2，3の抗甲状腺剤をとりあげた．

　Thioureylen基を有する化合物としては，　Methy1・

thiouraci1，　Thiourea，　Aminobenzen化合物としては，

PAS，　PABA，並びに野Aniline，硫シアン化合物として

はKalium　Thiocyanate141）

　その他の物質としては，酷酸銀，酷評水銀等の作用

を検した．

　上記各物質』の10倍稀釈液を燐酸緩衝液に加え，3。C，

24時聞透析平衡法を行った．それぞれはホモジエネー

トの1131集積能に対し阻害作用を示したが，各々の場

合のHIM値の推移，並びに1131集積完全阻害の濃

度は第8表の如くであった．

　即ち，Methioci1，　Thioureaは10－4Mの濃…度で完

全に阻害作用を現わし，PAS，　PABAは10－2Mの濃

度で，：KCNSは10一2M，又アニリン，酷酸銀，酷酸

水銀等は10－4Mの濃度において甲状腺ホモジエネー

トの1131濃縮作用の阻害剤なることが明らかになっ

た．

　8）濃縮沃素のペーパークロマトグラフフィによる

　　　解析

　これまでの実験経過から，甲状腺ホモジエネートの

沃素濃縮作用は，pH　4．5等電点沈澱蛋白分劃によっ

て行われていることが確かめられたが，このときセロ

ファン膜を通して蛋白分劃にとりこまれた沃素イオン

が如何なる状態にあるのかを知るために，透析平衡法

終了後の反応液をペーパークロマトグラフィーによっ

て展開し，解析した．

　この実験に用いられた実験系の試料は，甲状腺ホモ

ジエネートからpH　4・5にて等電点沈澱する蛋白質

分劃を10一1M燐酸緩衝液で原ホモジエネートと等量

になる如く再溶解し，pHを規正したものを対照群と

して，

　銅イオンを反応系に加えた場合

　チロヂンを加えた場合

　チロヂン並びに銅イオンを加えた場合

　以上3者について先ず基本実験を行った．その実験

成績は次の如くである．

　i．基本的解析

　a．pH　4．5等電点沈澱蛋白質面心のみの場合のペ

　　　ーパークロマトグラフィー

　透析平行法終了後の反応液を酷酸ブタノール溶媒で

展開し，放射能を計測すると，セロファン室内の1131

はinorganic－1131，　monoiodotyrosin－1131，並びにfront・

running　1131として特徴づけられる3つの部分に分か

れる．その数例を第9表に示した．この表に見られる

ように，30％～50％はinorganicの部分に存在する

が，この部分は水に対して透析を行なうとセロファン

室から取り除くことが出来るし，又反応終了後反応液

をP：H4．5として等電点沈澱させると上清に含まれ

る部分であって，これは反応終了後，物理的に平衡状

態にある内，外両液中の1131に相当するものである．

　Monoiodotyrosineと同定される部分の1131は概ね

2％～4％程度に現われるが，第3の部分として40％

～60％程度にfrontの位置近くに現われる1131の部

分がある．通常ffO夏tの位置に証明される1131は

iodineと同定される部分であるが，この場合iodine

とするには：量的に了解することが出来ないので，ffont

の位置に証明される部分の1131の本態に興味がもた

れた．

　frontに現われる1131は反応終了後，；透析を行っ

ても依然として証明されるので，透折によってもセロ

ファン室より流出することのないことが明らかになっ

た．この事実は反応終了後の反応上中においてfront

部分の1131が，何らかの形において蛋白質分劃と結
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第9表　ペーパークロマトグラフィーによる1131の分布

No．1

　2
　3
　4
　5
　6
　7

原　　点

17．5（％）

12．2

15．8

10．0

6．0

16．1

17．6

Inorganic

　I131

48．5（％）

32．5

12．7

35．3

43．8

40．8

35．9

Moiodotyrosine
　　1131

4．0（％）

5。6

4、0

2．9

3．5

4、0

Frontrrunning
　　I131

30．0（％）

49．7

67．5

54．7

47．3

39．2

42．5

H／M

3．4

4．0

10．3

4．1

3．8

4．0

4．1

合した状態にあるべきことを意味する．従って展開し

た場合に原点に止まるべきである．この点に関しては

後にふれる．

　以上の成績から甲状腺ホモジエネートによってセロ

ファン室とにりこまれた沃素イオンの存在状態が明ら

かとなった．

　原点の吟味

　ペーパークロマトグラフィーを用い：た展開像におい

て，原点に止まる部分はそれ以下の解析結果にかなり

の影響を与えるが，第9表に見られる実験成績におい

ても6％～20％の開きが観察される，原点に止まる部

分は蛋白質と何らかの形において結合した状態にある

ため，展開溶媒では分離して来ないと考えられるの

で，この部分の帰趨を判定するたあに反応液を加水分

解した後に展開した．加水分解は蛋白水解酵素ナガー

ゼを用いて遂行した．反応終了後の液にナガーゼを加

え，25。Cにおいて，24時間行った．

　加水分解終了後の展開成績と原反応液の展開成績の

比較は第10表の如くである．

　アルカリ加水分解も行ったが，この場合加水分解の

進行と共に反応液が次第に石鹸液状に変化し遂には飴

状となって，反応終了後展開に供することが不可能と

なった，

　透析平法終了後の反応液をナガーゼ加水分解する

と，原点の1131は大凡そ2～4％の範囲に落着く．

このとき原点以下の分布の変化を検討すると，inorga・

nicの部分には認められるような変動はなく，　front・

runningの部分は原点の1131の減少に応じた増加を示

した．mono・iodotyfosineの部分も著明とはいい難い

が幾分の増加を示す．従って原点に止まる1131は，そ

の大部分がfront・runningの部分に相当すべきもので

あることが明らかになった．

　一方，各サンプルのH／M値を検討すると，第9表

においては意味づけに困難iを感じるが，第10表におい

ては明らかにH／M値の大小がサンプルのfronレrun－

ning　I131の多少と平行関係にあること，同時に又，

それがinorganicの部分の多少とも関係を有すること

が明らかになる．

　以上の成績を綜合すると次の如くに結論することが

出来る．

　pH　4．5等電点沈澱蛋白緑園によってセロファン膜

を通して濃縮された沃素イオンは，水に対する透析態

度から，この蛋白面心に結合し，懸鼻ブタノール（脂

肪溶媒）で展開すると比較的容易に蛋白分劃から離れ

第10表　透析平衡法終了後　反応液そのままと水解した後に展開した場合の1131分布

No．1
水　解

No．2
水　解

No．3
水　解

No．4
水　解

No，5
水　解

原点（％）

15．8

2。6

17．5

3．8

12．2

2．0

10．0

4．0

16，1

3．2

Inorganic
I131（％）

12．7

12．0

48．5

47．9

32．5

32．1

35．3

35．0

40．8

41．0

Mo且oiodotyの
rosine　I131　（％）

0
Ω
4

4
」
4

0
1

」
任
4

ρ
O
n
O

一
◎
ビ
0

0．9

ぼ
0
り
召

0
0
Q
U

Ffont－running
　I131（％）

67．5
81．2

30．0
44．2

49．7

60．3

54．7

60．1

39．2

52。2

HIM

10．3

3．4

4。0

4．1

3、8
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てfrontの位置に現われる．しかしてその量は蛋白

分劃の沃素イオン濃縮活性即ちH／Mに比例する．

　b．銅イオンとチロヂンを夫々単独に加えた場合

　銅イオンを加えた場合

　銅イオンを加えるとpH　4．5等電点沈澱蛋白分劃の

H／Mは著明に増加する．

　チロヂンを加えた場合

　H／M値に変化は見られない．

　両者の場合のペーパークロマトグラフィーは第11表

の如くである．

　銅イオンを加えた場合にはH／Mが増加したが，同

時にffont・running　I131にも増量が認められた．第11

表（ii）に見られる如く，チロヂンのみを加えた場合，

：H／Mに変化が認められないのみならず，その他の部

分にも有意の量的変化は認あられない．

　monoiodotyrosine　I131は銅イオンを加えた場合に

有意と認むべき増量がある．但しその絶対量は僅少で

ある．チロヂンを加えた場合では，この部分に有意と

第11表（i）Cuイオンを加えた場合のペーパークロマトグラフィー
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：第11表（ii）Tyrosineを加えた場分のペーパークロマトグラフィー
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第12表　銅イオンとチロヂンを共に入れた場合の解析
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認められる変化は現われなかった．

　c．銅イオン並びにチロヂンを共に加えた場合

　夫々を単独に加えた場合の成績は上述の如くである

が，続いて両者を共に加えた場合の影響について検討

を行った．加える銅イオン並びにチロヂンの濃度は最

終濃度10口3Mに規正した．第12表はその実験成績を

示したものである．

　表に見られる如く，銅イオンとチロヂンを共に加え

た場合に，H／M値が増加し，それに伴なうfront－

running　I131の増量：と，　monoiodotyrosine　I131の増加

が認められた．しかし表に対比して示した如く，夫々

の部分の増加は銅イオンを単独に加えた場合の成績と

は，本質的には全然変らない．

　ペーパークロマトグラフィーによる基本的解析の実

験成績から次の結論が得られた．

　甲状腺ホモジエネートがセロファン膜を通して沃素

イオンの濃縮を行なうとき，その主役を演ずるもの

は，pH　4．5等電点沈澱蛋白質である．濃縮された沃

素イオンはこの蛋白分劃と結合した状態にあるが，酷

酸ブタノールを溶媒として展開すればfrontの位置に

現われる，蛋白分劃の濃縮活性，即ちH／Mに平行し

て，ffont・runningの沃素イオンは増減するが，銅イ

オンは濃縮活性を促進し，同時にmonoiodotyrosine

部分の生成にも関与する．しかしチロヂン単独では何

れの作用にも影響を及ぼさない．又銅イオン，チロヂ

ン両者を共に作用させた場合，その影響は銅イオンを

単独に用いたときと同等の成績を示す．

　ii．抗甲状腺剤を作用させた場合の解析

　抗甲状腺剤が甲状腺ホモジエネートの沃素イオン濃

縮作用を阻害することは既に明らかであるが，濃縮作

用即ちfront－running　substanceの消長と阻害作用の

関係を見るために，次の如き実験を行った．

　即ち各種の抗甲状腺剤の段階的稀釈液を作り，夫々

の実験系に加えて，37。C，2時間，　incubate法を行な

い，反応終了後，各4について酷似ブタノール溶媒を

用いたペーパークロマトグラフィーを行ない，その分

析像を比較検討した．

　第13表並びに前述の第8表から観察されるように，

抗甲状腺剤の作用はホモジエネートの沃素イオン濃縮

活性，即ちH／Mを阻害し，その段階的稀釈液の作用

はf・r．s．の消長と平行している．　H／Mは1．0にな

るとf・r・s．は消失し，次第に活性が回復すると共に，

f・r・s．の量は増加する．monoiodotyrosineの部分は

f．r．s．が現われると証明されるようになる．但し，何

れの薬剤を用いてもf．r．s．が証明されずにmonoiodo・

tyfosineの証明されることはなかった．　monoiodo・

tyrosineの証明される場合の消長を第14表に示した．

　次に抗甲状腺剤の作用を綜括的に述べると，Methi・

oci1，　Thioureaは10－4Mの濃度において，透析平行

法の沃素濃縮活性を完全に阻止し，それを37。C，2時

間incubate法で行なうとf．r．s．は消失している．

　KCNSは10－2Mで，　PAS，　PABAも10－2M，又

第13表抗甲状腺剤とf・Ls．一1131の消長のペーパークロマトグラフィー

　　　　　　　　　　（370C．2hrs，　Incubate）

巨・一・M

Paper　Chromatography

Methiocil
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94．8％

　　29．0

　　　　　70．065．5

85．。12●3

64．’2⑩譜

10－4

f．r．s

　】131

10－3 10－2

f．r．s

　I131

inorg．1131　　　　　inorg．113t

1。。％0％

　　12．0

86．0

　　　6．0

　　　　　　　　　　93．0

59．’9．0試∴
6。．。382

＼ゑLS、

inorg．1

100％

0％
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第14表　Monoiodotyrosineの消長と抗甲状腺剤（37。C，2hrs，　Incubate）

P．A．B．A

＼
対照

10－6

10－5－

10－4

10－3

Inorganic
I131（％）

　58

　72

一一一 W0－

　70

　91

Monoiodo匿
tyrosine　l131

90

v
』
』
下

4
4
4
1
以

f．r．s．

1131

0
0
1
」
O
O
O
O

3
0
4
1
9
β

酷　酸　銀

＼
対照

10－7

10－6

10－5

10－4

Inorganic
　I131

44．5

49．5

49．4

52．9

100

Monoiodo・
tyrosine　I131

5．6

5．0

5．0

3．1

／

f．r．s．

1131

49．7

38．1

38。2

38．0

／

ア革リン，酷酸銀，酷酸水銀等は10畷Mで完全に透

析平行法の濃縮活性を阻害し，37。C，2時間incubate

法のf．r．s．出現を抑える．濃縮活性が回復すると

f．r．s．が現われ，同時にmonoiodotyrosineも現われ

る．

　従って，抗甲状腺剤は甲状腺ホモジエネートのpH

4。5等電点沈澱蛋白舷舷が沃素イオンを結合する能力

を阻害すると結論することが出来る．この事実は逆

に，蛋白分劃が結合している1131の恐らくその大部

分はfront・running　substance　I131として表わし得る

形で存在することを意味する．何故ならばF．r．S・が消

失したとき，それ以外に証明される1エ31のすべては

inorganicの形で存在するからである．

　9）透析平衡法による実験成績の小括

　甲状腺ホモジエネートがセロファン膜を通して沃素

イオンを濃縮し得ることが確かめられた．濃縮作用を

現わすためには種々の条件が関与するが，pH　7．6，

1／10N燐…酸緩衝液を用い，3。C，24時間透析平衡を行

った場合に最高の活性度を示す．種々の金属イオンの

うち，銅イオンは甲状腺ホモジエネートの沃素濃縮作

用を著しく促進するが，他の金属イオンには促進作用

が認められない，

　等電点沈澱法を用いて甲状腺ホモジエネートの濃縮

作用を営む分劃が畑打せられ，pH　4．5等電点沈澱蛋

白質の分劃にあることが見出された．pH：4．5等電点

沈澱蛋白分劃による沃素イオン濃縮作用は，pH，温

度，平衡時間等によって影響されるが，そのときの成

績は甲状腺ホモジエネートの成績と一致し．銅イオン

によって著しく促進される．

　等電点沈澱法の操作成績から，甲状腺ホモジエネー

ト中に生体内阻害物質の存在が見出され，それは水に

対して透析を行なうによってホモジエネートから除去

することが出来る，甲状腺ホモジエネート中の生体内

阻害剤め存在は一定しない．

　種々の抗甲状腺剤は甲状腺ホモジエネート，換言す

れば，pH　4・5等電点沈澱蛋白質の沃素イオン濃縮活

性を阻害する。

　ペーパークロマトグラフィーを用いて，濃縮された

沃素イオンの存在状態を分析するとinorganic，　mono・

iodotyrosine，　front・running　substanceの3者に大別

される．　，

　f「ontイunning　substanceにPH：4・5等電点沈澱蛋

白質の沃素イオン濃縮活性が高まると　f・r・s．は増加

し，抗甲状腺剤によって濃縮活性が阻害されると，同

時にf．r・s．も消失する．又濃縮活性の復活と比例して

現われる．

　front－running　substanceとして現われる沃素イオ

ンは，酷酸ブタノールで展開する前に，水に対して透

析を行っても流出して失われることはない．又反応液

を加水分解しないで展開したとき，原点に止まる沃素

イオンが加水分解後にはf・r．s．の位置に．現われて来

るので，f．r．s・の沃素イオンは蛋白質と結合している

が，酷酸ブタノールによって比較的容易に蛋白質と切

り離されるために，frontの位置に流れるのであろ

う．即ち，この沃素イオンは蛋白質の保有する基のう

ちで酷酸ブタノールによって蛋白から切り離されて来

る物質と結合した状態になっている（f・LS．）．若し，

1ipoproteinをここに想定して，そのlipid基の部分

に沃素イオンが結合しているとれば，酷酸ブタノール

で展開を行なうとき，沃素イオンを結合したIipid部

分が切り離されfrontの位置に現われて来る可能性

がある．

　2．fronレru獄ning　substanceの抽出

　酷酸ブタノールを溶媒として反応液をペーパークロ

マトグラフィーで検すると，front・running　I131とし

て証明される分劃は最先端へ流れる．この事実は

f・r．s．1131がブタノール易溶性であることを示してい

る．そこで，n一ブタノールによるfront・rumlillg　sub・

stance　I131の抽出を試みた．

　1）fエs♂1131の抽出

　甲状腺ホモジエネートのpH　4．5等電点沈澱蛋白質

に，1131並びに銅イオンを加えて，37。C，2時間反応
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第15表　各層クロマトグラフィーによる分析

No．1
：No．2

No．3

No．4

Butano1

1皿organ1C
　II31

42（％）

41

38

45

Monoiodo・
tyfosine　I131

1

　
　
）

1
渇
感
1

　
0
痕

　
　
（

Front－r－S

　I131

56（％）

57

61

53

Water

1norgan1C
　I131

98（％）

99

98．5

98

Monoiodoty
　　I131

　
）
1
1
跡
1

　
痕
　
（

l　　F．r．S，

　　1131

1（％）

0．5

1．0

（痕跡）

させる，反応終了後反応液に，2～3mlのn一ブタノー

ルを加えて充分に溶溶振盗する．10分間3，000LP．m．

にて遠心を行った後，試験管を取り出して観察する

と，3層に分離しているのが観察される．第1層は，

帯黄色のブタノール層，第2層は蛋白質層，第3層

は，軽く白濁する水層の3層から構成される．

　ブタノール相，蛋白相，並びに水相の各々につい

て，先ず定性的に放射能の有無を検査すると，3相共

に1131の存在することが認められた．それで各相に

含まれる1131の状態を検討するために，夫々の相に

ついて立面ブタノールを用いたペーパークロマトグラ

フィーを行った（第15表）．

　ブタノール相についての分析結果は，38～45％の

inorganic　I131と53～61％のfront・running　I131の両

者であって，反応系にmonoiodo・tyrosine　I131が存在

すると．抽出操作中ブタノール相に僅かの量にとけ込

んで来るものが証明された．しかるに，水相について

証明出来る1131の大部分はinorganic　I131で，　ffonし

running　I131は1％或いはそれ以下であった．蛋白質

は，ブタノール抽出操作中品固し，ペーパークロマト

グラフに適用出来なかった．蛋白部分の成績は表示さ

れていないが，front・funning　I131は殆んど完全にブ

タノールによって抽出されることが明らかとなった．

抽出操作後，ブタノールは黄に出色するか黄色が増加

すると1131のパーセントの増えるのが認められた．

　ブタノールに抽出された五r．S．1131分劃をブタノー

ルが完全に流出する迄，大量の蒸溜水によって透析を

行なうと，ブタノールに置換した水相中に，僅かに黄

色に着色した架状物質の浮游するのを認めた．架状物

質を含む液を濾紙を用いて濾過し，濾液と濾紙上物質

の夫々についてその放射能を検すると，濾液には放射

能が殆んど認められず，濾紙上に全部の放射能が計数

された．即ち，ブタノールに抽出されたf．LS．一1131、を

透析する．ブタノールは水と置換されるが，五r．S．一1131

は架状物質として透析膜内に浮游し，膜外に出て行か

ないことが明らかとなった．濾過後，濾紙を乾燥して

再びブタノールで抽出し，そのブタノールについて放

射能を測定すると，1131の存在が明らかであるので，

これについてペーパークロマトグラフィーを行った．

展開終了後1131の分析行なうと，放射能はfrontの位

置にのみ著明に証明され，その他の如何なる部位にも

放射能の存在は認められなかった．

　透析膜中の架状物質を含んだ水相液にブタノールを

加えて再描出を行なうと，二心後，分離して来る水相

には既に架状物質は認められず，ブタノール相は黄色

に着色している．両者を夫々展開して放射能を分析す

ると，水相には放射能がなく，ブタノールにはfront

の位置にのみ放射能を証明し，ブタノールによって容

易に水から再抽出されることが明らかとなった．とれ

迄の操作の結果によって次の如くに結論が下された．

　37。C，2時間incubate法の反応終了後，反応液に

ブタノールを加え充分に振点して遠心分離する．分離

した第1回ブタノール抽出液を水に対して透析を行な

い，ブタノールが完全に水と置換すると架状物質が生

ずる．これに再びブタノールを加え第2回の抽出を行

なうと，架状物質に容易にしかも完全にブタノール相

に移行する．かくしてfront・running　substance－1131

のブタノール抽出液が得られる．

　透析平衡法を行った場合の反応液からも同様にして

ブタノール抽出液が得られるが，前者に比し，この方

法は反応に長時間を要する．

　37。C，2時間incubate法，或いは3。C，24時間，

透析平衡法による反応液からfront・funning　substance

をブタノールを用いて抽出する手続を各段階における

抽出液のペーパークロマトグラフィーの成績を加味し

て，第9図に示した．

　2）抽出方法に対する検討

　甲状腺ホモジエネート或いはそのpH　4．5等電点沈

澱蛋白分附から，f・r・s」一1131を抽出するために，ブタ

ノールを用いたが，その他の溶媒，エチルアルコー

ル，エーテル，クロロホルム，アセトン等について

も，その抽出能力を検してブタノールの抽出力と比較

した．

　先ずブタノールを用いてf・LS．一1131の第1回抽出を
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第9図　f．r．s．の抽出

甲状腺ホモジニネート＋113皇＋銅イオン

　9　　反応：　2時間，呂7。C

　2）透析軍衝●24時間3。C

ブタノール層

沈　1殿　層

水　　　層

t　
出

　
殖

　　べ一バークロマトケラフ4一

無機一1135　　　　　　　　　　　　F．r．S．一1i31

　　　41％　　　　　　　　　　　59％

　　　92％　　　　　　　　　　　1％

　　7タノー，レ分画

透　析　（プタノ簡ル兜全除去）

↓
ρ

　　　〇．5％　　　　　　　　　　98％

アルカリ　加水分鵤

（100。C，　2分間）

　　　　　　　　　　　　2％　　　97％

行ない，水に対して透析し，架状物質の形とし，架状

物質について各々の抽出力を試験した．溶媒のうち水

に溶解し，分離しないものがあるので，架状物質を濾

過し，乾燥してf．r．s．一1131の固着した濾紙を材料とし

て，それを充分量の溶媒に浸し，1分間面取り出して

濾紙上の残存放射能を測定した．

　残存量は，ブタノールに最少，エーテル，アセト

ン，クロロホルム，エチルアルコールの順に増加し，

又，エチルアルコール，エーテル混液を加えても完全

に溶解しなかった．即ち抽出液としてぽn一ブタノール

が最良であることが明らかとなった．

　3）抽出f・r・s．の沃素イオン濃縮活性

　1エ31を加えて反応させた後にブタノールで抽出する

　以上の成績から，

f．r．s．は，

有しないと結論することが出来る．

　4）小　　括

　甲状腺ホモジエネートの沃素イオン濃縮作用に対す

る追究は，pH　4．5等電点沈澱蛋白分劃の分離を導

き，本実験においては，pH　4．5等電点沈澱蛋白質に

とりこまれた沃素イオン結合物質，即ちf．r．s．を紫状

物質として単離し得る段階に達した．

　セロファン膜を通してホモジエネートにとりこまれ

た沃素イオンは，平衡状態に達して無機の状態にある

もの以外は殆んど大部分のものが，pH　4．5等電点蛋

白分劃と結合した状態にある，蛋白に結合した状態に

　　　のと同様な方法によって，未反応活

　　　性溶液からブタノール抽出を行ない

　　　，水に対して透析すると，外見上全

　　　く同一の架状物質の沃素イオンとの

　　　反応能力を検：討した．

　　　　第16表の如くに，f・r・s．ブタノー

　　　ル抽出液，架状物質浮游液，10。C，

　　　5分間で濃縮活性を失った甲状腺ホ

　　　モジエネートに墾状物質を浮游させ

　　　た液等を用いて夫々37。C，2時間

　　　反応させ，そのペーパークロマトグ

　　　ラフィーを検討したが，何れの場合

　　　にもf．f．s．一1131を証明することが出

　　　来なかった．以上の反応を透析反応

　　　法で行っても結果は同じく否定的で

　　　あった．f．r．s．抽出操作中，払いた

　　　溶液の蛋白質はブタノールによって

　　　凝固変性を起こし，架状物質を加え

　　　た場合の濃縮力の回復，非回復は追

　　　話することが出来なかった．

　　　　　ブタノールによって抽出された

それ単独でば沃素イオンを結合する能力を

第16表fば・s．の沃素イオン結合力の検定

1 ［五・・B・・…1・x・・a・・ 国・・3・＋B・ff・・1

、2．

Butanorextract
　　　　　↓
Dialyse　against　water
　　　　　↓
Froculating　Substance

Froculating　Substance
　　　　　↓
Butanol　extract

＋II・3・＋B・ff・ヨ

3．

＋［・3・＋B・ff・・」

4

370C　2　hrs

　　　↓
Paper　Chromatgraphy

1柵 ］
Inorganic　　F．r．S

Boild　Homogenafe

Froculating　Substance 十 1131十C廿 1
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あるこの沃素イオンは，ペーパークロマトでfrontの

位置に流れる物質，所謂front・running　substanceに

含まれ，ブタノールによって容易に蛋白分劃からf．LS．

一1131の形で抽出される．

　3．froRt・running　substanceの染色

　front・running　substanceが代表的な脂肪溶媒であ

るブタノールに極めて容易に溶ける点から，この物質

は脂質か，それに類する物質の可能性がある．かかる

想定の下に，脂質，並びに脂肪酸を中心とする発色反

応を次の如くに行った．

　甲状腺ホモジエネートからブタノールで抽出される

f‘．s・を発色用試料として用いたのであるが．等電点

沈澱操作中，上清に含まれて来る種4の物質が予め除

去出来る利点があるので，pH　4．5等電点沈澱分劃か

ら第1回目のブタノール抽出を行なうようにした．

　第1回ブタノール抽出液を水で透析して架状物質と

して，第2回目の抽出を行った．第2回目のブタノー

ル抽出液を，酷酸ブタノールを溶媒としたペーパーク

ロマトグラフにて展開し，乾燥した後発色させた．

　抽出に用いるn一ブタノールにしばしば含まれて来る

脂肪酸が発色反応に障碍を及ぼすことがある故，試薬

として用いるブタノールは，10％NaOH：液を加えて

振雨後，発生する沈澱物質を分別して蒸溜したものを

用いた．

　1）B．P．B・染色

　a）B．P．B．蛋白確認試薬

　L組　　成

　B．P．B．蛋白確認試薬は濾紙電気泳動法の結果の解析

に不可欠の染色液で，その組成は第1章，実験方法に

述べた．

　ii．染色方法

　濾紙を染色液に15～20分入れて取り出し，2％の酷

酸溶液にて数回洗面した後，乾燥．

　iii．染色の結果

　甲状腺ホモジエネートを展開した濾紙は，この染色

にて原液のみが発色し，その他の部分には発色点を見

ない．1131でラベルしたホモジエネートを用いて1131

の証明出来るf．f・s．の部分に発色は見られない．

　甲状線ホモジエネートそれ自体を展開させた場合，

溶媒として論説ブタノールが用いられているので，蛋

白質は凝固し，或いは濾紙に吸着して，原点に止まる

のは当然である，

　frontの部位のこの染色液に対する態度から，　f．二s．

が既に蛋白質分劃から離れたものであると結論するこ

とが出来る．

　ベロナール緩衝液による甲状腺ホモジエネートの電

本

気泳動的解析像は別項に詳しく述べられるが，BこP．B・

蛋白確認試薬によって，6～7の蛋白分劃に分かれるこ

とが確認された．しかし，1131を利用すると，強酸ブ

タノールで展開したものは，原点に蛋白分劃はととま

るが，1131即ちf．r．s．一1131はfrontに流れて，明ら

かに蛋白分劃から離れて来るにも拘らず，電気泳動で

は，6～7に分かれる蛋白分劃のうち，原点にとどまる

蛋白分劃以外に1131を証明することが出来なかった．

この事実は共に存在することを意味する．

　pH　4．5等電点沈澱蛋白質を展開したものは，甲状

腺ホモジエネートの場合と同様であったが，電気泳動

法の解析像は，ホモジエネートの場合とは異なった．

　即ち，原点にとどまる蛋白分劃以外には，B．PB・蛋

白試薬に染まる蛋白分劃が存在せず，1131を利用する

と原点の蛋白分劃に放射能証明せられた．

　以上の成績から，f．r．s．はBP．B．蛋白質確認試薬

によっては染まらないことが明らかになった．

　b）B．P．B．脂肪酸染色

　f．爲．が蛋白確認試薬で染まらないことが明らかに

なったので，蛋白分劃の：影響を除き成績判定を単純化

するために，f．玲．のブタノール抽出物を試料とし，

同時にr31を利用してf．r．s．の濾紙上の位置を確か

めながら，脂肪並びに脂肪酸染色液に対する染色態度

を検討した．

　L　BPB．脂肪酸染色液の組成

　Bfomphenol　blueの0．64％エチールアルコール溶

液，溶解後クエン酸でp：H5．0に調製する．

　ii．染色方法

　ペーパークロマトにて展開後乾燥した濾液を5～10

分間染色液につけて乾燥する．

　iii．染色の結果

　適量ブタノールで展開した濾紙はこの染色液に対し

て，濾紙全体が強く黄染した．これは判定を非常に困

難にする．

　濾紙全体の強い着色による判定の困難性を排除する

ために，種々の染色液で展開後染め出される部分が

焦s．であることを確認し易いよう，試料を原点につ

けて乾燥し，展開に先立ってこの濾紙を染める．試料

スポットが試薬に呈する色とを比較すると判定が正確

となる．

　試料スポットの場合，B．P．B．アルコール溶液に対し

て帯緑青色に鮮かに染まった．しかし，上述の如く展

開したものは濾紙全体の黄染が強く，充分乾燥した後

に淡く緑色に染まることがあったが讐確認出来る程の

ものはなかった．

　2）B．艦B．脂肪酸染色
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　i．組　　成

　Bromthymol　blueの0．04％の水溶液，溶解後，苛

性ソーダにてpH　7．5とする．

　ii．染色方法

　濾：紙を5分聞染色液に入れて取り出し乾燥．

　iiL染色の結果

　B．T．B．水溶液に対して，試料スポットは黄色に染ま

り，展開した後も，濾紙全体の緑の地色内に，front

の位置に一致して黄染する部分が明瞭に認あられた．

　3）B．GP．脂肪酸染色

　i．組　　成

　Bromcresol　purpuleの0．04％ホルマリン，エタノ

ール（1：5volume）溶液，溶解後，0．1N苛性ソーダ

にてPH　5．0に調製する．

　ii．染色方法

　濾紙を5分間染色液に入れて取り出し乾燥．

　iii．染色の結果

　B．C．P．ホルマリン，エタノール溶液に対して，試

料スポットは帯緑黄色に染まるが，展開後には，濾紙
　　　　　　　ノ
全体が強し緑黄色に染まるので，frontの位置に濃淡

の差を認めることが出来なかった，

　4）Sudan皿，　Sudan　black染色

　i．組　　成

　Sudan皿並びにSudan　blackのアルコ～ル飽和溶
液．

　ii．染色方法

　濾紙を5分間染色液に入れて取り出し乾燥する．

　iiL染色の結果

　Sudan皿：，　Sudan　blackのアルコール溶液に対し

て，試料スポットは夫4帯黄紅色，黒色に染まり，又

Sudan皿の場合は展開後にも，　frontの位置に一致

して，ペーパー全体の染度に比して明らかに強く紅色

に染まる部分が認められた．

　5）アンモニア性硝酸銀並びにP．A．S．反応，　P，A．S，

反応

　非常に鋭敏に反応する．展開後の濾紙を反応液に入

れると，frontの位置に一致して直ちに色が現われ

た．長時間反応させると濾紙全体が強く鮮紫紅色に染

まりfrontの位置が確認出来なくなった．

　アンモニア性硝酸銀

　アンモニア性硝酸銀に対して，試料スポットは乾燥

後100。C　5分間で明らかに黒褐色を呈する場合と，

時には逆に濾紙が黒変しても試料スポットが白し残る

場合とがあったが，展開後にはfrontの位置に限定

された発色を見出すことが出来なかった．

　6）小　　括

　酷酸ブタノールを溶媒としたペーパークロマトグラ

フを利用すると，甲状腺ホモジエネートは展開後

B・P．B．蛋白確認試薬によって原点の位置のみが染め出

され，frontの位置には発色が見られなかった．

　pH　4．5等電点沈澱蛋白質を展開した場合も蛋白確

認試薬に対する成績は同一であった．

　濾紙電気泳動法で展開を行なうと，甲状腺ホモジエ

ネートはB．P．B．蛋白確認試薬によって，6～7の曲直

に分かれることが確かめられた．しかるにpH　4．5等

電点沈澱蛋白分点は展開後にも原点から泳動しないこ

とが蛋白試薬によって明らかになった．

　f．LS．はペーパークロマトグラフィーではffontの

位置に流れて来るが，電気泳動法では原点の位置の蛋

白分劃，即ちpH　4．5等電点蛋白分周と共に泳動し

なかった．

　ブタノールでかくも容易に抽出されるf．LS，に脂

肪酸，或いは脂肪の染色反応を行なうと，Sudan皿，

Sudan　black等の脂肪染色に対して陽性の成績が得ら

れた．又脂肪酸染色，即ちB．PB．一アルコール溶液，

B・T㌧B“一水溶液，BCP一ホルマリン・アルコール溶液に

対して試料スポットは何れも明瞭に陽性の染色態度を

不した．

　代表的糖反応の一種であるアンモニア性硝酸銀に対

しては不定の反応を示したので，還元基の存在を論ず

ることが出来なかったが，P．A．S反応には強陽性に

強く反応した．

　以上の実験成績から，f．LS，は脂質に類する物質で

あること，又同時に還元作用基を有する物質であると

結論することが出来た，

　f．r．s．はp：H　4．5等電点沈澱蛋白質と共に存在した

状態，即ちprotein－f．r・s．の状態で，始めて沃素イオ

ン濃縮活性を発揮する．而して濃縮された沃素イオン

は，Pfotein－f・鶴s譜1の形で存在する．ブタノールで

抽出するとfぼ．s－1の形で容易にproteinから離れ

て来る．

　f．r．s．がブタノールに易溢泌で水には溶けず，油脂

性の架状物質を形成し，脂肪酸，並びに脂肪呈色反応

に対して陽性なる成績から，f．二s．に．脂質に類する物

質（1ipo一）この性格を附与することが出来るので，原蛋

白質と結合した状態，即ちprotein－f．r．s，を次のよう

に書き直すことが出来る．

pH　4．5等電点沈澱蛋白質はlipo・proteinである．

　更にf．r．s．のP．A．S．反応に対する成績からf．r．s．

に還元基，即ち糖質の存在を想定するなれば，protein

、焦s．を総称して，91yco・1ipo・proteinと呼ぶことが

可能であろう．
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　4．濾紙電気泳動による解析

　甲状腺ホモジエネムトの沃素イオン濃縮作用を透析

平衡法，37。C　2時闘incubate法，並びにクロマト

グラフィー等を応用して種々検討し，解析を加え，色

々の成績を得ることが出来たが，更に濾紙電気泳動法

を行ない，その主役蛋白分劃の解明を試みた．

　濾紙電気泳動法に用いた，定電流定電圧発生装置，

濾紙，緩衝液，並びに実験の実施方法等については，

既に実験材料並びに実験方法の項において詳述した通

りであるが，電気泳動に関する全操作は，すべて3。C

の氷室内において実施した．

　電気泳動による実験成績を次に述べる，

　先ず最初に燐酸緩衝液による電気泳動を試みたが，

電流を通ずる条件を色々に変えて見でも試料の分離状

態が極めて悪く，原点より陽極に向う少量の蛋白分劃

の流れを認めるのみで，大部分の蛋白は原点にとどま

った．通電時間を延長し，電流を強めても，流れる少

量の蛋白分劃の泳動距離が僅かに延びるのみであっ

た．

　従って蛋白の電気泳動に一般的によく利用されるベ

ロナール緩衝液を使用することにした．最初に使用し

たベロナール緩衝液の組成は，次のもの即ち

を用いた．しかし，このベロナール緩衝液を用いて

も，燐酸緩衝液と同様の解析像しか得られず，最：終的

には実験方法の項に述べたベロナール緩衝液を用いて

好結果を得た．

第10図
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　1）甲状腺ホモジエネートの濾紙電気泳動

　甲状腺ホモジエネートのベロナール緩衝液による電

気泳動の結果は，第12図がその典型的解析像である．

　甲状腺ホモジエネートは電気泳動法に用いられる一

般的通電時間，即ち7～8時間では，僅かに分劃の移

本

　第11図　甲状腺ホモジエネートの濾紙電気

　　　　　　泳動による蛋白分劃

Veronal　buffer，　pH　8．9，1具壽OJ．0，5mAlem

1，8時間

　㊥　　　　　　　1＼／＼　　θ

　　　　　　　　　　　　　　　　屡

2，’

P2時悶

　① O

3，18時間

　　㊥

原
点

O
原
点

動が見られる程度で，，解析に供することは出来なかっ

た．通電時間を延長する，それと平行して移動する距

離も延長し，12～16時間の通電でその移動距離は概ね

6～7cmの長さに達し，分劃の状態が幾分明瞭となっ

て来た．20～24時間に1して始めて最良の分離像が得ら

れ解析に供することが出来た．第11図は通電時間差に

よる分離状態を8時間，12時間，18時間の3つの場合

について比較したものである．

　甲状腺ホモジエネートの典型的解析像は，第12図の

如く，20～24時間の通電にて始めて得られたが，分離

されて来る蛋白分劃を検討すると次の如くである．

　即ち陽極に最も近く蛋白確認試薬B．P．B．に淡く染

まる分知（1）；続いてそれに接して極めて濃厚に染ま

第i2図　甲状腺ホモジエネートの濾紙電気泳動像

㊥

／

撫

↑

e

1　　2 54　5　1フ
ペロナール緩衝液pH　8．9，0．5mA／cm，24時間
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る分劃（2）；少し離れて原点に近く非常に淡く染まる

分配（3）；（4）；及び原点に接して中等度に染まる分

劃（5）；原点にとどまる分劃（6）；最後に，原点に接

して陰極側に染まる唯一の自恕（7）；の各分劃を解析

することが出来た．

　2）pH　4・5等電点沈澱蛋白の電気泳動

　ベロナール緩衝液を用いた濾紙電気泳動法によって

得られた甲状腺ホモジエネートの各分劃は更に次の順

序によって分析が進められた．

　沃素イオン濃縮に主要な．る役割を演ずるpH：4．5等

電点沈澱蛋白質が，果して何れの分劃に属するもので

あるかを解明するために次のような方法を試みた．

　即ち，1枚の濾紙上に甲状腺ホモジエネート，pH

4．5等電点沈澱蛋白質，並びにその上清を並べて原点

に着けて電気泳動法を行った．この方法によって得ら

れた電気泳動像は第13図に示す如くであって，次の如

く解析にすることが出来た．

第13図　甲状腺ホモジエネートとpH　4．5

　　　　により沈澱及び上清との比較

（ベロナール緩衝液：No．2，　pH　8．9，24時間）

1）甲状腺ホモジτネート　　　　　　　　　　　原点

　　㊥k一■』＿」L9
　　　　1　　　　　　　　　　2　　　（5，4，5、　　　　　　　　　6　　7

2）　pH　4．5　∫兎　　蓋殿

3、pH　4．5ヒ清
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6

1　　　　　　　？

　　　　　　喜

（54，5｝　　　　　　　　　6　　7

第14図　甲状腺ホモジエネートと精製した

　　　　　　pH　4．5沈澱の比較

（ベロナール緩衝液：：No．2，　pH　8。9，24時間）

1）甲状腺ホモジェネート　　　　　　　　　　　原点

　　㊥L』L』．＿一L9

2）Pm　45　ず5む　澱

　　　　（糟製）　　　　　　　　　　　　　↓

　pH　4．5等電沈澱蛋白質の電気泳動像を甲状腺ホモ

ジエネートの泳動像と比較すると，（2）と（6）の分

画のみが認められ，それ以外の分劃は消失し，しかも

（2）の分劃は極めて淡い．一方上清の像には（1，2，

3，4，5）と（6）に淡く，（7）の各分劃が認められ

た．

　pH　4．5等電点沈澱蛋白質を2～3回洗淫すると，

その泳動像は第14図の如く，甲状線ホモジエネートに

認められる（1），（2），（3），（4），（5）及び（7）の各

分劃は消失しており，（6）の羊雲，即ち原点から移動

しない分劃のみとなった．

　甲状腺ホモジエネートの電気泳動的解析によって，

甲状腺ホモジエネートは6～7の分劃に分かれるが，

沃素イオン濃縮活性を保有するpH　4．5等電点沈澱蛋

白質は，pH　8．6ベロナール緩衝液を用いた電気泳動

では，原点の位置より移動しない蛋白図心であること

が明らかになった，

　3）1131を利用した甲状線濾紙電気泳動

　pH　8．9ベロナール緩衝液を用いて行った甲状腺ホ

モジエネート及びpH　4．5等電点沈澱蛋白質の電気泳

動の結果を，放射性沃度1131を加えて反応させた液を

用いて更に詳しく分析した．

　分析に供した試料は，透析平衡法，並びに，37。C，

2時間，incubate法を用いて反応させ，反応終了後の

試料を12時間，ベロナール緩衝液で透析したものを用

いた．

　20～24時間電気泳動した後，直ちに濾紙を乾燥し

て，原線の中央から縦に切断する．一片は蛋白確認試

薬B．P・B・にて染色し，現われる分劃と対比しながら，

染色しない他の一片の1131の放射能を測定した．染色

したものの放射能が，非染色濾紙の放射能に比して染

色操作中殆んど失われることのないことが判明したの

で，染色後，電気泳動にて分けられる各区度毎に正確

に切断し，その部分の放射能をも検した．　　・

　上述の実験方法によって得られた成績は，第15図の

通りであった．この時には泳動像が甲状腺ホモジエネ

ートが反応以前に示すような明瞭な分劃に．分かれなか

ったが，解析には支障がなかった．

　反応液を展開し，乾燥後8．PJ3，で染色すると泳動

した各面劃が現われる．各分劃の放射能を計測する

と，原点にとどまる蛋白分劃が最高のカウントを示し

た．pH　4、5等電点沈澱蛋白質を反応液として展開す

ると，原点のみに放射能が認められたので，沃素イオ

ン濃縮に主役を演ずるP：H4．5等電点沈澱蛋白が，ベ

ロナール緩衝液による電気泳動法では原点にとどまる

こと，同時にこの蛋白分劃にセロファン膜を通してと

りこまれた沃素イオンが結合していることが再確認さ

れた．

　甲状線ホモジエネートは，分溜（6）によって強く

沃素イオンを濃縮していることが，上述の実験成績の

：解析から明らかになったが：第15図に見られる如く，
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第15図　甲状腺ホモジエネート・十Ctr●十Tyrosine

　　十1131→36。C，2時間反応→濾紙電気泳動

　（ベロナール緩衝液：No．2，0・5mA／cm）

1）12時問

2）18時間

3）24時間

原
点

（6）以外の分劃にも僅かの放射能が認あられた．これ

らの沃素イオンが単なる吸着か，或いは有機的結合を

したものかは実験的には明らかにされなかったが，こ

れ迄の実験成績から単なる蛋白質による吸着一と断定し

ても大なる間違いはないと思われる．

　2～3回洗蘇した後，電気泳動を行なうと等電点沈

澱蛋白質が濃縮した沃素イオンを蛋白分劃と一致して

証明することが出来る（第16図）．

第16図　pH　4．5沈澱＋Cu”＋Tyrosine十1131→

　　　37。C，2時間反応→濾紙電気泳動

（ベロナール緩衝液：No．2，0．5mA／cm，18時間）

原
点

本

　4）五LS．の濾紙電気泳動

　f・二s・を保有する蛋白分劃が原点より移動せず，そ

れがpH　4．5等電点沈澱蛋白質であることが明らかに

されたが，この分劃を更に，電気泳動的に分別しよう

との試みを色々の条件下に行った．

　2～3回洗返したpH　4．5等電点沈澱蛋白質を試料

として，通電時間，電圧，電流強度，緩衝液常を色々

に変化，組合せて電気泳動を行ったが，この蛋白分域

を原点より移動させること，心添に細かい分一に分け

ることはことごとく不可能であった，このとき1131に

てラベルしたしr．s．の行動をも同時に追究したが，

常に蛋白分劃と共にあることが明らかになった．

　唯1例，ペーパークロマトグラフを用いてfront・

running　substance発見の動機となった酷酸ブタノー

ルを通電溶媒として用いたときに，原点より僅かに陽

性側に放射能の存在を認めたがこのとき，電圧を400

コ口ltにあげても濾紙幅1cm当り0．1mA以上の電流

を通ずることが困難であった．これをB．P．B・蛋白試

薬で染色すると，原点は青に強く染まって蛋白質の存

在することを示し，放射能の認められる部分は黄染し

た．この成績は，一応，fエs．が蛋白から離れたこと

を意味するが，f品s．が電気泳動によって本当に蛋白

質から離れて来たものと結論することは困難であっ

た．何故なれば，1131を証明し，B．P．B．で染め出され

た部分が原点に非常に近く存在して，しかもスポット

の形が原線上の蛋白分劃と平行した状態に存在せず，

不規則であった．それは何如にも酷酸ブタノールを浸

した濾紙上にpH　4．5蛋白質を着けたとき，　f．r．s．が

濾紙のブタノール中に溶け込み広がったような印象を

与えた．

　f・LS．のブタノール抽出液を試料とし，　f・r．s．単独

の電気泳動を行ったが，成績pH　4．5は等電点沈澱蛋

白質の場合と同様であった．

　5）吟　　味

　種々の溶媒を用いた場合の電気泳動の成績から，沃

素イオン濃縮作用を演ずる蛋白分劃がそれ以上の細か

い分劃に更に分かれないこと，並びに原点から何れの

極側へも移動しないことが明らかになったのである

が，この原因を蛋白質』自体の電気的性質に帰すべき

か，或いは又，濾紙の蛋白質吸着現象による泳動の阻

害に帰すべきかは未解決である．

　濾紙による吸着が泳動阻害の主要原因であるか否か

を検するために，澱粉を用いた電気泳動法を行った

が，常に原点の部分に活性が認められ，澱粉使用によ

っても原点から移動することがなかった．

　又，連続濾紙電気泳動法による分別も試みたが，結
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論を下せるような満足すべき結果が得られなかった，

　6）甲状腺ホモジエネートの派分劃が蛋白確認試薬

　　　B．P．B．に示す染色態度

　電気泳動終垂垂，蛋白分劃を確認するために，濾紙

をB・P・B・蛋白試薬で染めるときに，隠語劃の試薬に

対する染色態度に，注意を喚起される一つの事実があ

った．

　ベロナール緩衝液で電気泳動を行ない，分かれて来

る各分劃は，乾燥した濾紙をB．PB．染色液に入れた

とき，原点以外の分劃には直ちに染色液が浸透して染

め出される．

　しかるに，原点の分劃のみは最初に染色液をはじい

て液が浸透せず，その部分に染色液が次第に浸み込ん

で行く状態が明らかに観察された．従って，他の各誌

劃は染色開始直後から，B．P．B．に対して固有の色調を

強めて行くが，原点の部分に染色液が完全に浸透する

迄に数分間を要した．この時，原点は一度黄色に染ま

り，その後は次第に蛋白質の色調を現わしてその濃度

が増加した．

　この現象は，原点にとどまる蛋白盤面が疎水性の構

成部分を保有していることを暗示する．ここにおい

て，ブタノールに極めて溶け易く，酷酸ブタノールを

用いたペーパークロマトグラフィーで，f．r．s．として

証明される物質が想起される．

　即ち，原点に止まる蛋白質に含まれるfぼ．s．が，原

点部分の染色態度を決定するのであろう．この想定を

確認するために，pH　4．5等電点沈澱蛋白質に1131を

結合させ，n一ブタノールで抽出した五r．s．を試料とし

て電気泳動を試みた．その結果1131は原点に証明さ

れ，最初，染色液をはじき，次第に浸透して20分後に

はその部分が淡い青色に染まった．しかして濾紙上に

原点以外に染まる他の分劃も，又放射能をも見出さな

かったので，ブタノールで抽出される物質はf．r．s．の

みであると結論することが出来た．この場合淡く染ま

るのは抽出中，同時に少しく溶け込む蛋白質であろ

う．この時，試料としてブタノール抽出f・LS．を水

で透析して愚状物質とし，再びブタノールで抽出した

ものを流すと，原点には1131が証明されても，B・P．B．

液に染まることはなかったし，他の如何なる分劃も見

出すことはなかった．

　かくして，甲状腺ホモジエネートの三分劃のうち，

原点にとどまるp且4．5等電点沈澱蛋白質のB・EB・染

色液に対する態度を決定するものが，その構成一部分

としてのfぼ．s．であることが確かめられた．

　又甲状腺ホモジエネート，或いは，pH　4．5等電点

沈澱蛋白質を試料として電気泳動を行った場合に，疎

水性，脂溶性の構成部分即ちf．聡．が影響を現わし

て，各面劃のうち，pH　4．5等電点沈澱蛋白と同定さ

れる霜気を原点にとどまらせるのであろう．このこと

は五r．s．が電気泳動的にも，又一方，酷酸ブタノール

以外を溶媒としたペーパークロマトグラフィーでも原

点から動かない事実が証明する．

　上述の実験成績から，沃素イオン濃縮に決定的な役

割を演ずるf二s．が甲状腺ホモジエネート中のpH

4．5等電点沈澱蛋白質の側鎖的構成分子であると結論

づけることが出来た．

　7）小　　括　　　　　　　’

　0．1μpH　8．9ベロナール緩衝液を用いて甲状腺ホ

モジエネート，pH　4．5等電点沈澱蛋白質，並びに

front・running　substanceの電気泳動を行った．

　甲状腺ホモジエネートは濾紙幅1cm当り，0．5mA，

20～24時間の電気泳動で6～7の蛋白分劃に分かれ

る．この分劃のうち，原点の位置にとどまる部分が，

pH：4．5等電点沈澱蛋白質であることが証明せられ

た．

　放射性沃度1131を利用すると，電気泳動法によって

も，セロファン膜を通じて甲状腺ホモジエネートによ

って濃縮された沃素イオンが，pH　4．5等電点沈澱蛋

白質に結合していることが確認せられた．更に又，

pH　4．5等電点沈澱蛋白質と結合している沃素イオン

は，酷酸ブタノールを用いたペーパークロマトグラフ

でfrontに流れるf．LS．と結合しており，そのf．LS．

がpH　4．5等電点沈澱蛋白質の側鎖的構成部分であ

ることが明らかとなった．

　電気泳動終了後，B．PB・蛋白確認試薬に対して各分

劃の示す染色態度から，pH　4．5等電点沈澱蛋白分劃

の有する疎水性が，五r・s・単独の電気泳動の成績から，

側鎖として有するf・r．s・の性質に基づくことが確認さ

れ，それが又，この蛋白質が電気的に原点から動かな

い性質を助長していることを推定させる．fご．s．がpH

4．5等電点沈澱蛋白の疎水性，並びに蛋白の電気的性

質を幾分左右するという成績は，ペーパークロマトグ

ラフ及び，f．r．s．の抽出，染色等の項に亘って論ぜら

れて来たf‘．s・が“1ipo”であるとの想定を裏書き

し，益々その確実性を附与する．

結 論

　主として甲状腺ホモジエネートを用い，沃素イオン

（1131）と反応した後に，酷酸ブタノール溶媒でペーパ

ークロマトグラフィーを行った際，溶媒前端に現われ

る沃素を含んだ物質，即ちf瓜s．について追究を進

め，下記の結果を得た，
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　1．透析平衡法によって沃素イオンの濃縮能を検し，

それが甲状腺に特異的であることを確認し，等電点沈

電法により甲状腺ホモジエネートから強い濃縮能を示

す分劃を分離し得た．又同時にこの濃縮能を阻害する

物質が，そのホモジエネート中に存在することを見出

した．

　ここに分離iした蛋白分劃を用いて，沃素イオンの濃

縮能が，溶媒前端に現われるf．r．s．に起因すること

をいい得た．

　2．f．r．s．一1131結合体を反応液からn一ブタノールで

抽出し，勲状物質として取り出した．その性状は脂質

に類し，沃素の結合状態は，NaOHアルカリで容易

に解離することより，薄弱な結合であると判定した．

　f．r．s．一1131を抽出するのと同様な方法にて抽出した

f．r．s．と沃素イオンを反応させても，もはや沃素イオ

ンと結合する能方を有しなかった．

　3．ペーパークロマトグラフィーで展開した後の

f．r．s．の染色結果は，脂肪並びに脂肪酸染色に対し，

明瞭に陽性であった，

　4．甲状腺蛋白質を濾紙電気泳動法により泳動させ

て，それが6～7回分劃に分かれることを認めた．こ

のうち沃素濃縮に関与する分身は原点より泳動しない

蛋白であった．pH　4．5で再度沈澱させて精製した蛋

白分劃は，ほぼ単一に迄精製され，それは非泳動性の

蛋白と一致した．沃素と反応させた後の沃動像と1131

の保有量は原点に一致して見られ，nativeな状態に

おける，沃養濃縮に関与する物質は，f・r．s，一1131とし

て示される．Iipidと蛋白が結合した状態の“1ipo－

Pfotein”であることを推察させる．

　最後に，このf・r・s・がTauro9等が推論している

ような，有機沃素形成の中間的な物質ではないことを

証明した研究同仁渡辺の成績を考慮に入れるならば，

この物質が甲状腺の“iodine　trap”に関与している可

能性をより強固にする．

稿を終るに臨み終始柳懇篤なる御指導並びに御校閲を賜った恩

師石川教授並びに渡辺博士及び教室員諸兄に深甚な感謝の意を表

する・
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 '" ''' Abstract ' I have been able to prove that the iodine-concentrating function of thyroid tissue can be

 found also, in vitro, in the experiments using homogenate of the thyroid tissue, and this

 function is attributed to the specific protein fraction present in the homogenate. Further-

 more I have investigated every sort of conditions influencing the function, and carried out

 the analytical studies on the binding state of iodine incorporated into this specific protein

 fraction, and concluded that the specific fraction is supposed to be a chemical substane dif-

 ferent from the thyroid hormone, in another words, a substance prior to mono-iodo-tyrosine.

   1. After confirming the specific iodine-concentrating function of homogenated thyroid

 tissue by mean$ of the equilibrium technique, the specific fraction having strong iodine-con-

 centrating power has been separated from the homogenate by means of isoelectric sedimen-

    . tatlon.

   In the homogenate, also, a substance which inhibits the accumulation of iodine has been

 obtained. In the paper chromatographic development of this separated protein fraction, a

 substance which is found on the anterior border of the developmental picture is supposed to

 cause the iodine concentrating function of thyroid tissue, and named "front running sub-

 stanee." (Er.S.)

   2. The Er.S. tagged with i3il can be extracted with butanol from the homogenate incu-
 bated with i3il and obtained as flocky substance. The property of the F.r.S. is similar to

 fatty substances and its binding with iodine is co.nsidered to be loose because iodine can be

 easily dissociated in alkali solution with NaOH.

   The extracted and refined F.r.S. can not incorporate iodine without the help of the homo-

 genate.
   3. The F.r.S. developed by means of paper chromatography reacts positively on the stain-

 ing dyes for fat and fatty acid.

   4. The protein of the thyroid tissue has been investigated by means of paper electropho-

 resis and can be divided into six or seven fractions. The fraction which is related with the

 iodine concentrating function of thyroid tissue do not migrate from the original point.

   The protein fraction which is sedimentated at pH 4.5 and refined to be pure, corresponds

 with this non-migrating fraction.

   In the electrophoretic picture of F.r,S. tagged with i3il, i3il is detected only around the

 original point.

   Viewing from these experimental results, the substance which is related with the iodine-

 concentrating function of thyroid tissue is surmised to be a kind of lipo-protein.

   Taking Watanabe's report into consideration that the F.r.S. can not be assumed as a in-

 termediate substance in the process of the production of thyroid hormone against the conclu-

 sion of Taurog et al, the substance may play a important role in the mechanism of trapping

 iodine into thyroidal tissue. '


