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は じ め に

β2-ミ クロ グロブ リン(β2-MGと 略)は

1968年 にBerggardら1)に よ って腎尿細 管性 タ

ンパ ク尿 を伴 ったWilson氏 病 患者 や慢性Cd

中毒 患者 の尿 から分離 された100箇 の ア ミノ酸

残基 をもつ分子量11800の 低 分子量 タンパ ク質

である.こ の タンパク質 は有核細胞 の表面 にあ

る組織適合抗 原(HLA)の 一 成分であ り2),

イム ノグロブ リン分子 の定常域 と共通 のア ミノ

酸配 列 を もつ3).こ のHLA複 合 体 はHeavy

 chainの 分 解 とLight chainの β2-MGの 生 体

液中への脱落 によ り代謝 回転す る4).

β2-MGの 分 子量 が11800 daltonと い う低分

子量 であることか ら容易 に腎 の糸球体膜 を通過

し,近 位尿細管で再吸収 される.従 って,正 常

な腎では, β2-MGは 糸 球体 においてロ過 され,

尿細管で再吸収,異 化 されるため,尿 中 に排 出

される β2-MGの 量 は少 ない.慢 性Cd中 毒,

 Fanconi症 候 群, Wilson氏 病 な どの ような尿

細管再吸収障害 を伴 う疾患 では, β2-MGの よ

うな低分子量 タンパ ク質の尿 中の値が上昇する

ので,尿 中タンパ ク質の組成 の違 いによ り,糸

球体障害 を伴 う腎疾患 と明瞭 に区別で きる5).

β2-MGは リンパ球 をはじめ,有 核細胞で産

生 され,生 体の免疫機構 と関係 して いるので,

血 中の β2-MG値 は各種 のが ん,例 えば多発性

骨 髄腫 をは じめ と してSLE(全 身 性エ リスマ

トーシス)や 慢性 リンパ性 白血病の ような各種

の免疫疾患 などのマーカー として有用で ある と

されている6～13).ま た,血 清 β2-MGは 腎 移殖

時の病状観察の指標の ひとつと して も利用 され

てい る14～15).し か し, β2-MGの 生 理学 的意

義については現在 まだ充分 に解明 されて いる と

はいえない.

実験動物 の尿中 タンパ ク質につ いては,主 と

してゲ ルロ過 や電気泳動 などによって β2-MG

が 定 性 されている.精 製 され た動物 の β2-MG

を抗 原 として,そ の抗血清作成 し,そ の抗血清

を利 用 したラジ オイム ノア ッセ イ(RIA)に

よ り生体液 中の微量の β2-MGを 測 定するこ と

が出来 る.こ の方法 によ り,正 確 に,し か も簡

単 に β2-MGの 血 清や尿の レベ ルを知 ることが

で きれば,実 験動物 による免疫性疾患や発がん,

また腎移殖 や腎障害の機序に関する実験 におお

い に有用である.

日本における公害病の一つである イタイイ タ

イ病 は慢性経 口摂取 によるカ ドミウム中毒であ
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る とされている.栄 養不足 や妊娠 などの状況下

において,カ ドミウムを長期 間にわたって経 口

摂取 した場合,尿 細管性 腎機能不全が起 こ り,

そ の結果骨軟化症 を発症するという.そ の病因

追求 の ために,数 多 くの動物 実験16)が な され

て きたが,現 在 に至る までその病 因が完全 に解

明 されているわけで はない.

尿 細管性腎機能障害は低 分子量 タンパ ク尿 の

出現 によって同定 されていて,カ ドミウム曝露

作 業者17,18)や カ ドミウム汚染地 区住 民19)な ど

の血清 や尿 の β2-MGレ ベ ルの上昇が報告 され

て い る.し か し,そ の発 症 の メ カ ニ ズ ム や

β2-MG値 の 変動 などの詳細 については不明 な

点が多 い.特 に,ひ とたび腎機能障害が起れ ば,

連 続 的にβ2-MGの 尿 中漏 出が起 る という考 え

に対 して は,疑 問 が持 たれている.

ヒ トと近縁 な霊長類であるサルを使用 して,

種 々の栄養条件下でCdを 長期間経 口投与 した

ときの生体影響 を観察 し,イ タイイ タイ病の病

因解明の基礎 的研究 を試みた.特 に,こ の論文

で は, Cd投 与 によ って誘起 される腎機能異常

を血清,尿 お よび腎臓 中のCdと 血清中お よび

尿中の β2-MGの 変 動か ら検討 した.

各 種動物(マ ウス,ラ ッ ト,ウ サ ギなど)の

β2-MGが 報 告 さ れ て い る が20-23),サ ル の

β2-MGに つ いて はまだ報告 されて いない.そ

こでサ ルの尿 からβ2-MGを 分 離精製 し,そ の

抗血 清 を作成 し, RIA法 を確 立 して,本 実験

に適用 している.

材 料 と実験方法

試薬類

特 記 しない場合 はす べ て特 級 品 を用 い た.

 Sodium chromate, Chloramine T, Metabi

sulphite, Ammonium carbonate,精 密 分析 用

の硝酸,硫 酸お よび過塩素酸,原 子吸光分析用

のMethyl isobutyl ketoneは 和 光 純 薬 製 を,

 Potassium Iodideは 国 産 化学 製 を, Anti rab

bit IgG goat serumはMiles-Yada (Israel)

製 を 用い た. Bovine serum albuminはSigma

 Chemical Company(USA)よ り, Complete

 Freund's AdjuvantはDifco Laboratories

(USA)よ り, 125INaはNew England Nuc

lear, (USA)よ り購入 した.

Sephadex G-100, G-75お よ びG-25は

Pharmacia Fine Chemicals(Sweden)製 を,

 DEAE-celluloseはBrown Chemicals(USA)

製 を使用 した.

β2-MGの 分 離精製

カ ニ ク イ ザ ル(Macaca fascicularis, fe

male,体 重 約2.5kg, 2頭)に1頭 当 た り30mg

のSodium chromateを1回 皮 下注射 にて投与

して,急 性 の腎障害 を起 させ,投 与後1週 間の

尿 を氷 冷下 に集 めた.ウ リステ ィクス試験紙(マ

イルス ・三光K.K.)に て タンパ ク尿(+)以 上 の尿

を精製用試料 と し, Ohsawaら の 方法24)に 準 じ

て以下 にように精製 を行 な った.尿 は冷却下 に

遠 心 して 不 溶 物 を除 き,そ の 上 清 を直 ちに

Sephadex G100(カ ラ ムサ イズ; 7.6cm×140cm ,

溶 出 液; 0.02M Ammonium carbonate)を 用

い てゲル ロ過 した .溶 出画分 につ い て280nm

の 紫 外 部 吸収(HITACHI-181 Spectrophoto

 meter)を 測 定 して溶 出 曲線 を作 成 し,ヒ ト

β2-MGの 溶 出位置 を参考 に β2-MG画 分 をわ

け とった.凍 結乾燥 後SephadexG75(カ ラ ム

サ イズ; 5cm×93cm,同 一 溶出液)に て,再 ク

ロマ トグラフィー を行 い β2-MG分 画 を凍結乾

燥 後, DEAE-cellulose(カ ラ ム サ イ ズ; 2cm

×40cm,溶 出 液; 0 .02Mリ ン酸緩衝 液, NaCl

の0M-0.2Mの 濃 度 勾配)に よる イオ ン交換

ク ロ マ ト グ ラ フ ィー を 行 っ た. NaCl濃 度

0.02M近 傍 に溶 出 され る主 区分 をSephadex

 G25(溶 出 液; 0.01M Ammonium carbonate)

に よ り脱塩 して,精 製 β2-MGを 得 た.尿 の処

理 と分離精 製は低温実験室(5-7℃)に て行っ

た.

純 度の検定

精製 した β2-MG標 品 について,ア ミノ酸分

析(JEOL-6AHお よ び-8AH), SDS電 気 泳

動,等 電点電気泳動 および高速液体 クロマ トグ

ラ フィー(JASCO, Trirotor-III)な ど で その

純度 を検討 した.

抗 血清 の作成

精 製サ ル β2-MG(2mg)を0.05Mリ ン酸

緩 衝 液pH 7.5-生 食 液1mlに 溶 解 し, Com

plete Freund adjuvant 1mlと 混 和 し,ウ サ ギ
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(ニ ュー ジー ラン ドホ ワイ ト種)の かか と次 い

で背部 皮下 の数 ヶ所 に1週 間毎 に4回 投 与 し

た.最 終投 与後, 1mgの β2-MGをboosterと

して静注 し,数 日後 に採血 して,抗 血清 を得 た.

 RIA法 の確立

精製サ ルβ2-MGの 標 識化 は常法 に従 って,

 125Iに よ りChloramine T法 で行
った25-26).

標 識 化 β2-MGと 抗 β2-MGウ サ ギ血清 を用

い,二 抗体法 でRIA法 を確 立 した.そ の方法

は次 の通 りである.

精 製 サ ル β2-MG溶 液 又 は 検 体100μl,

 125I-サ ル β
2-MG溶 液(1-2×104cpm/

tube)100μl,希 釈 ウサ ギ血清50μl,お よ

び希釈 抗サ ル β2-MG血 清100μlの 混合 溶液

を4℃ で2日 間反応 させ,さ らに希釈抗 ウサギ

IgG血 清(ヤ ギ)50μlを 加 えて1夜4℃ に放

置す る.反 応終 了後, 3000rpmに て5分 間遠

心(Kubota KN-70)し,そ の沈殿 物 の放射

能(cpm)を ガ ンマー カ ウン ター(Packard

 Auto gamma scintillation spectrometer Model

 5220)で 測 定す る.標 準 曲線 を作 成 し,未 知

検体 のβ2-MG量 を算定 する。

サルのCd経 口投与実験 の条件

ア カ ゲ ザ ル(イ ン ド産, Macaca mulatta,

 female,購 入 時体 重3.85-6.4kg, 4-7歳)40

頭 を以下 のような群 にわけて,実 験 をお こなっ

た27).

No. 1群 お よびNo. 5群(正 常餌群)に 対 し

て は,正 常 餌-カ ル シ ウ ム(0.9%),リ ン

(0.9%),タ ンパ ク質(20%),ビ タ ミンD(240

 I. U.)-を, No. 2群 お よびNo. 6群(低 栄

養群)に 対 して は,低 栄 養餌-カ ル シ ウム

(0.3%),リ ン(0.3%),タ ンパ ク質(14%),

ビ タ ミンD(240 I. U.).を, No. 3群 お よ

びNo. 7群(低 ビタミンD群)に 対 して は,低

ビタミンD餌-正 常餌 か らビタ ミンD(240 I.

 U.)を 減 じた もの-を,さ らにNo. 4群 お よ

びNo. 8群 に対 しては,低 栄養+低 ビタ ミンD

餌 を,そ れぞれ与 えた.

No. 5, No. 6, No. 7, No. 8群 に は最初

の1年 間 は3ppmCdを,そ れ以降 は30ppmCd

をCdCl2の 形 で餌 に混ぜて与えた.

各 群のサルの頭数は1群5頭, 2群4頭, 3

群4頭, 4群4頭, 5群5頭, 6群4頭, 7群

4頭, 8群10頭 と した.

分析試料検体

実験 開始時 から7年 間(84ヶ 月)の6ケ 月毎

に血清 を, 3ヶ 月 毎 に一 日尿 を集め て検体 とし

た.測 定 に供す るまで, -20℃ に凍結保存 した.

尿 中のカ ドミウムの定量

尿20mlを 分 解管 にと り,硫 ・硝酸湿式灰化後,

 methyl isobutyl ketoneで 抽 出 して フ レー ム原

子 吸 光 計(HITACHI 170-50ま た は

HITACHI 6000)に て 定量 した.

血 清中のカ ドミウムの定量

血清 を0.13N硝 酸 に て希 釈 して フ レーム レ

ス原子吸光計(HITACHI 180-80)で 定 量 し

た.

臓 器(腎 臓)の カ ドミウム分析

生検例 は0.8～4mgの 腎 臓小片 を乾燥 後秤量

し,剖 検例 は採取 した腎臓 皮質の小 片の重量 を

はか り,硝 酸 ・過塩素酸湿式灰 化後 原子吸光計

にて測定 した.

尿 の β2-MGの 定 量

実験開始30ヶ 月 目以降の尿検体 について,必

要 に応 じて生理 食塩 水で希釈 して上 述 のRIA

法 に よ り測定 した.

血清 の β2-MGの 定量

実験 開始30ヶ 月 目以降の血清 につ いて,生 理

食塩水 で16倍 に希釈 して上述 のRIA法 に よ り

測定 した.

実 験 結 果

精製 β2-MGの 収 量 と純度

抗体作成用 にサ ル原尿150mlか ら2.3mgの 精

製 β2-MGを 得 た.収 量 は約20%で あ った.等

電点電気 泳動 で単一バ ン ドを得,そ の等電点 は

pH 6.9で,ヒ ト,ウ サ ギなどの等電点 と異 な っ

ていた. SDS電 気 泳動か ら分子量 は10500と 算

定 された.

ア ミノ酸分析の結果 からAsp(12), The(5),

 Ser(7), Glu(9), Pro(8), Gly(8-9),

 Ala(2), Cys(2), Val(6), Met(2),

 Ile(3), Leu(6), Tyr(5), Phe(5),

 Trp(2), His(4), Lys(8), Arg(5)

計99-100個 の ア ミノ酸組成 が推定 された.高 速



324 小 瀧 規 子

Figure 1. -a, b, c, d

Urinary Cadmium of Experimental Monkeys. 

(ƒÊgCd/day)

No. 1-8は 群 を, no. 101-140は サ ル個 体 番 号 を,

また 白 丸(〓)は 群 平 均 値 ±SDを 示 す.図1-d中

の 黒矢 印(a)は 栄 養 条 件 の 改 善 と ビ タ ミ ンD投

与 に よ る治 療 開 始 時 期 を示 す.

図 お よ び 表 中 の 各 群 の略 号 を下 記 に示 す.

No. 1: basal(-)Cd=正 常餌 群, No. 2: (-)Ca,

 P, Prot. (-)Cd=低 栄 養 餌 群, No. 3: (-)Vit. D

(-)Cd=低 ビ タ ミンD餌 群, No. 4: (-)Ca, P,

 Prot. Vit. D(-)Cd=低 栄 養+低 ビタ ミンD餌 群,

 No. 5: basal(+)Cd=正 常 餌+Cd群, No. 6:

 (-)Ca, P, Prot. (+)Cd=低 栄 養 餌+Cd群, No.

 7: (-)Vit. D(+)Cd=低 ビタ ミンD餌+Cd群,

 No. 8: (-)Ca, P, Prot. Vit. D(+)Cd=低 栄 養+

低 ビ タ ミ ンD餌+Cd群.

液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(カ ラ ム, Toyo

 Soda 120T,溶 出 液; 50%ア セ トニ ト リル

(0.05% TFA含 有)に 対 して80%ア セ トニ ト

リル(0.05% TFA含 有)の グ ラジエ ン ト,流

速1ml/min)で は,単 一 ピークを示 した.

尿 中 カ ドミウム排 泄

3ヶ 月毎 の検体 について測定 した尿中カ ドミ

ウムの値 を図1-a, b, c, dに 示 す.

群 別 に栄 養条 件 に違 い はあって も, Cd(-)

群 の全頭 はこの飼 育期 間を通 して尿 中へ のCd

の排泄 はほ とん ど認 められなかった.

Cd(+)群 で は,全 群(No. 5-No. 8群)

で,初 めの1年 目(12M)ま で は,尿 中への

Cd排 泄 は,ほ と ん ど認 め られ なか ったが,

 30ppmCdを 含 有 す る飼料 に換 える と,栄 養条

件が苛酷 な群 ほ ど早期 にCdが 尿 中に認 め られ

る ようになった.

即 ち, No. 8群(低 栄養+低 ビタ ミンD餌+
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Cd)〔1-d〕 で は, 15ヶ 月(図 中 白矢印)を

経過 した時点 か ら尿 中Cd排 泄 が徐々 に増加

し, 30ヶ 月 時点 には50μg/dayを 越 える個体

(No. 136,図 中 §印)も あった.

No. 6群(低 栄養餌+Cd)〔1-b〕 で は,

 No. 8群 と同様 に尿中Cd量 の上昇が観察 され

た. 4-5年 目(48M-60M)か らは尿 中Cd

量 が増大 し, 200μg/dayを 越 える レベル(図

中*印)も 認 められ,増 減 を くりか えしていた.

こ れに比べて, No. 5群(正 常餌+Cd)〔1

-a〕 とNo . 7群(低 ビタミンD餌+Cd)〔1

-c〕 で は
, 24ヶ 月(図 中白矢 印)以 降,ゆ っ

くり上昇 し,変 動 は比較的小 さか った.

No. 8群 につ いては, 36ヶ 月 を過 ぎた頃か ら

衰弱が ひどくな り,ビ タ ミンD治 療(正 常餌+

CdのNo. 5群 の餌 に換 え,多 量 の ビタ ミンD

を経 口または皮下注射 によって投与,図 中黒矢

印)を 開始 した ところ,尿 中のCd排 泄 は増減

は認め られる ものの,ほ ぼ5群 にみ られるよう

な低値 を保持 するようになった.

血 清Cd量 の 推移

6ヶ 月毎 の検体 につ いての測定結果 を図2-

a, bに 示 す.

尿 検体 と同様, Cd(-)群 で は全期 間 を通 じ

て,血 清中 にCdは ほ とんど認 められなか った.

 Cd(+)群 で は, 12Mを 経 過 した ころから,

徐 々に血清 中にCdが みとめ られるようになっ

た.

正 常 餌+CdのNo. 5群 〔2-a〕 で は,実

験 開始1年(12M,図 中 白矢 印)経 過時点 で

は血清 中に ほ とん どCdが 認 め られな かっ た

が,以 後徐 々にその レベ ルの上昇が観察 された.

しか し他 のCd群 と比較する と低 い.

低 栄養餌+CdのNo. 6群 〔2-a〕,低 ビタ

ミンD餌+CdのNo. 7群 〔2-b〕 お よび低

栄養+低 ビタミンD餌+CdのNo. 8群 〔2-b〕

の 栄養条件 の悪 い群で は,実 験 開始 の比較的初
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Figure 2. -a, b

Serum Cadmium of Experimental Monkeys. 

(ng/ml)
No. 1-8は 群 を, no. 101-140は サ ル個 体番号を

示す.図2-b中 の黒矢印(〓)は 栄養条件の改善

とビタミンD投 与による治療開始時期 を示す.

期(6-12ヶ 月)か ら,血 清Cdレ ベ ル の 上 昇

が み ら れ,以 後 高 低 を く り か え し て い る.

2年 目(24M)の 血 清Cdの 平 均 値 ±SDは,

 No. 5群 で は12.2±4.4ng/ml, No . 6群 で は

28.5±7.1ng/ml, No. 7群 で は18.9±3.9

ng/ml, No. 8群 で は41.7±12.7ng/mlで あ っ た .

 No. 8群 に は50ng/mlを 越 え る 個 体 も あ っ た.

(図 中 † 印)そ の 後 は,各 群 と も血 清Cdレ ベ

ルは増加 していたが,特 にNo. 6群 に100ng/ml

に も及 ぶ個 体が 出現 した.(84ヶ 月 のサ ルNo.

 122, 2-a中 ††印),

3年 経 過後栄養条件の改善 とビタ ミンDの 投

与 による治療 をうけたNo. 8群 で は血清Cdレ

ベ ルが 治療 前 よ り低値 を示 す傾 向 が観察 され

た.

腎 臓 中のCd含 有 量

実験 開始 よ り12, 18, 36, 50お よ び63ヶ 月 目
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Table 1 Cd Concentration in Kidneys of Experimental Monkeys from Biopsy and Autopsy samples

(ƒÊg Cd/g of wet weight)

nd; not detectable. M; experimental months.

[]内 の数値は剖検試料,そ れ以外は生検試料の分析値を表す.

[乾 燥重量から湿重量への換算]試 料 をP2O5存 在下で48時 間真空乾燥.

(乾燥重量)=(湿 重量)×0.25で 計算.

の 生検個体 または剖検個体 の腎臓 中の カ ドミウ

ム含有量(μg/g湿 重 量)を 表1に 示す.

Cd非 投 与 群 の 餌 中 に は ご く徴 量 のCd

(0.05-1.28ppm,平 均 ±SD; 0.26±0.11

ppm, n=45)が 含 まれているので,こ の実験

にお けるCd(-)群 で は, 18ヶ 月 時 には検索 し

た個体全 頭の腎臓 にCdが 検 出 された.栄 養条

件 の最 も苛酷 な低栄養+低 ビタミンD餌 のNo.

 4群 で は,他 の群 に比べ てやや高い腎臓 中の カ

ドミウム値 が観 察 された.(表 中 ア ンダー ライ

ンの値).

Cd(+)群 で は検索 した いずれの個体 にもCd

が検 出された.特 に,低 栄養+低 ビタ ミンD餌

+Cd群(No. 8群)に は3ppmCdで12Mの

飼 育期 間で も腎臓 中Cdが200μg/g湿 重 量 を

越 えた個体があ った.(サ ルNo, 132,表 中 ※印).
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Figure 3. -a, b

Urinary ƒÀ2-Microglobulin levels of Experi

mental Monkeys. (ƒÊg/day)

No. 1-8は 群 を, no. 101-140は サ ル個体番号 を

示す.図3-b中 の黒矢印(a)は 栄養条件の改善

とビタミンD投 与による治療開始時期 を示す.
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12お よ び18ヶ 月 目のCd(+)群 の 腎臓 中Cd

量 によれば, Cd単 独 投与群であるNo. 5群 は,

低 栄養 や ビタミンDの 条件下 にあるCd投 与群

のNo. 6, No. 7, No. 8群 と比較 して腎臓 に

蓄積 されるCd量 が少ないこ とが認め られた.

しか し, Cd投 与 の期 間が長 くなれ ば,腎 臓 中

のCd量 にCd単 独 投 与群(No. 5群)と 低栄

養や低 ビ タ ミンDの 条件 下 にあ るCd投 与群

(No. 6, No. 7, No. 8群)と の区別はつか

ない. 50ヶ 月 検索時 には1000μg/g湿 重 量 に

達す る個体 も出現 した.(表 中#印)

RIA法 に よる β2-MGの 測 定

精 製 β2-MGを 用 い た標準 曲線 か ら10-500

ng/mlの 範 囲で直線性 が見 られた.

尿 中 β2-MG値

実験 開始時 よ り30ヶ 月か ら84ヶ 月 目までの各

3ヶ 月毎 の尿 中 β2-MGをRIAに て 測定 した

結果 を図3-a, bに しめす.

Cd(-)群 の全頭, Cd(+)群 の なかのNo. 5

(正常 餌+Cd)とNo. 7群(低 ビタ ミンD餌

+Cd)の 全 頭 は, 30ヶ 月 か ら84ヶ 月 まで尿中

への β2-MGの 漏 出 は, 2, 3の 例 外 はみ られ

る ものの,僅 かであ った.

36ヶ 月 の頃 に, No. 8群 のサルで健康状態 の

悪化 が観察 され,尿 中 β2-MGの 漏 出が多い個

体(サ ルNo. 129, 131, 132, 133, 136)が 出

現 した 〔3-b, 〓印 〕.腎 機能 の異常 を反映 し

て, β2-MGが 漏 れ出て きた と推測 され た.し

か し,こ の尿 中β2-MGの 漏 出 も栄養条件 を改

善 しビタ ミンDの 投与(図 中黒矢印)を 開始す

ると早期 に止 まり,正 常 の レベ ルにまで戻 り,

低 値 を保持 してい た.

No. 6群(低 栄 養餌+Cd)〔3-a〕 で は,

 48ヶ 月 目(図 中白矢印)を 過 ぎた頃 より4頭 中

の2頭(サ ルNo. 120, 121)に 尿 中 へ の

β2-MGの 漏 れが増 え,そ れ以降は増 減 をくり

かえ した.一 時期12000μg/day(60M)に も

達 し,時 には600μg/day(66M)に 戻 る とい

うよ うな現象 が観察 された(サ ルNo. 120).一

時期 腎機 能異常 を示す もの のその修復が行われ

ている ものと考 え られる.他 の2頭(サ ルNo.

 122, 123)も75M経 過 時 点(図 中 ↑印)か ら

徐 々 に尿 中 β2-MGレ ベ ルが高 くなる傾向がみ

られた.

No. 6群 とNo. 8群 の なかで, β2-MGの 漏

出の時期 に差がみ られるの は個体差 による もの

と思 われる.

血 清 のβ2-MG値

実 験 開始 時 よ り30ヶ 月 か ら84ヶ 月 目 まで の

6ヶ 月毎 に採 取 さ れた血 清 の β2-MGをRIA

法 にて測定 した結 果 を表2に 示 す.

サ ル血清 のβ2-MGの 正 常 レベ ル(No. 1群

;最 小値0.80-最 大 値3.74mg/l,表 中 ア ンダー

ライ ン,平 均値 ±SD; 1.69±0.42mg/l)は ヒ

トの血清の β2-MG正 常 レベ ル(0.9-3.0mg/l)

と 同程 度 の レベ ル を示 して いた28-29).実 験 期

間中の血清 β2-MGの レベル は低栄養餌 のNo.

 2群 で は1.79±0.35mg/l,低 ビ タ ミンD餌 の

No. 3群 で は1.71±0.44mg/l,低 栄 養+低 ビ

タ ミンD餌 のNo. 4群 で は1.59±0.50mg/lで,

ほ ぼ正常 レベ ル範 囲であった.

Cd(+)群 で は,正 常 餌+CdのNo. 5群 で

は最 小値0.64-最 大 値2.88mg/l(表 中 アンダー

ライ ン), 1.59±0.38mg/lで,前 記 の正常 レベ

ル範囲であ った.低 栄養餌+CdのNo. 6群,

低 ビタ ミンD餌+CdのNo. 7群 お よび低栄養

+低 ビ タ ミ ン餌+CdのNo. 8群 の 血 清

β2-MGレ ベ ル はそ れぞれ2.30±0.54mg/l,

 1.96±0.36mg/l, 1.86±0.39mg/lで,前 記 の

正常 レベ ル を大 きく逸脱 しているとは考 えられ

ない.

本 実験 で は, Cd摂 取 によ って,ま た低栄養

条件 下 のCd摂 取 に よっ て,特 に 血 清 中 の

β2-MGレ ベ ルが変動 したとは考 えにくい。

考 察

サ ル尿 か らβ2-MGを 分 離 精製 し,そ の抗血

清 を用 いて高感度 のRIAを 確 立 して, Cd経 口

投与実験 のサルの血清 と尿の β2-MG値 を実験

開始30ヶ 月Elか ら84ヶ 月 目まで測定 した.

ヒ トをは じめと し,ウ シ,ウ サ ギ,モ ルモ ッ

ト,マ ウスなどの β2-MGは 既 に分離 精製 され,

化 学 構造 も明 らか に され ている22,30-34).ヒ ト

の β2-MGのRIAは 広 く臨床 検査 に利用 され

てい るが35),動 物 の β2-MGのRIAは まだ動

物 実験 に適 用 されて いる例 が ない. RIAは ゲ
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ル ロ過 や電気泳動法 による分析法 と比較 して,

そ の方法 の簡便 さや感度,精 度の点 から,動 物

実験に とって極 めて有用であることは論 をまた

ない.

著 者 の開発 したサル の β2-MGのRIAは,

 Cd経 口 長 期 投 与 サ ル の血 清 お よ び 尿 中 の

β2-MGの 微 量 測定 を可能 にした.

Cdに よ る生体影響 とされている イタイイタ

イ病 の病因 を解明する基礎的研究のために,ヒ

トに近縁 な霊長類サ ルを用 いたCdの 長期曝露

実験 を行 った.実 験で は,栄 養要 因 によ るCd

の生体影響の修飾について検討 した.

実 験群;投 与 する餌 の成分組成 を正常餌(カ

ルシウム0.9%,リ ン0.9%,タ ンパ ク質20%,

ビ タ ミンD 240IU),低 栄 養餌(カ ル シウ ム

0.3%,リ ン0.3%,タ ンパ ク質14%,ビ タ ミン

D 240IU),低 ビ タ ミンD餌(カ ルシウム0.9%,

リ ン0.9%,タ ンパ ク質20%,ビ タ ミンD無 添加)

お よび低 栄養+低 ビタ ミンD餌(カ ルシ ウム

0.3%,リ ン0.3%,タ ンパ ク質14%,ビ タ ミン

D無 添加)と して, Cd(+)群 で はそれぞれの

対 照 群 の餌 に 初 め の1年 間 は3ppm,以 後

30ppmのCdを 添 加 した.実 験 開始後7年 間

にわた り種 々の検査 を行 い,そ の生体影響 を観

察 した.特 に この論文 ではCdの 血清 および尿

中の レベ ル,腎 臓 中のCd蓄 積量 さらに血清 お

よび尿 中 β2-MGレ ベ ル の変動 につ いて報告

し, Cdの 慢 性曝露 による腎機能障害 の発現 の

様子 を明 らかにした.

血 清中のCd量 と尿 中へ のCdの 排 泄; Cd非

投 与群 ではほ とん ど認 められないが, Cd投 与

群で は,栄 養条件 の違 いによ り血清 中のCd量

と尿 中へ のCd排 泄量 に差がみ られる.低 栄養

条件が加 わ った群で は,加 わ らない群 とくらべ

て,血 清Cd量 の 上昇 と尿 中へ のCdの 排 泄が

早 く(12ヶ 月 頃)観 察 され,低 栄養+低 ビタ ミ

ンD餌+CdのNo. 8群 と低栄養餌+CdのNo. 

6群 が 最 も早 く,つ いで低 ビタミンD餌+Cd

のNo. 7群,正 常餌+CdのNo. 5群 の順で あっ

た.

生 検 およ び剖検例 の腎臓 中のCd;分 析 結 果

か らCd投 与初期で,低 栄養餌 やビタ ミンD餌

条件 の群(No. 6, No. 7お よ びNo. 8群)で

は正常餌 にCdが 添加 されていた群(No. 5群)

よ り腎臓Cd濃 度 が高 かった.低Ca食 は 高

Ca食 よ り腎へ のCd蓄 積 が高い ことは ラ ッ ト

な どで確認 されているが36-38),サ ル の場合 も,

低 栄養餌 条件下 でCdが 投与 されると腎臓 によ

り速 やか に蓄積 されることが確 認 された.し か

し,こ の場合実験頭数 が少 ない ため, No. 6,

 No. 7お よ びNo. 8群 間 での蓄積の速 さの差異

を論 ずることは難 しい.

実験 経過 とと もに, Cdの 腎臓 へ の蓄積 は増

大 し, No. 8群 で は, 36ヶ 月 経過時点で,腎 皮

質濃度が1000μg/gを 越 える個体 が出現 した.

そ の時点でのNo. 5, No. 6お よ びNo. 7群 の

実測値がないので,こ れ らの群 でどの程度蓄積

があ ったか判 らないが, No. 5お よ びNo. 6群

と も50ヶ 月経過時点でNo. 8群 とほぼ同程度の

濃 度の 腎臓Cdを 有 する個体 が観 察 され て い

る.こ の時 期 には, Cd投 与 群 のNo. 5, No.

 6お よ びNo. 7群 で は腎Cd濃 度 が飽和値 に達

している と推察 される. No. 8群 で は, 3年 経

過時点での栄養条件 の改善 とビタミンD投 与 に

よる治療後 もCd投 与 は継続 されていて,飽 和

値 を保持 して いた と考 え られ る. 3ppmCd 1

年 間つ いで30ppmCdを 連 続経 口投与 されて い

たサ ルの腎皮質Cd濃 度の飽 和値 は約1000μg

/g湿 重 量 であ ると推定 される.

No. 6群 の一 頭(No. 121)の 腎 皮質Cd濃

度 が63ヶ 月 目で極端 に低 くなっているが,こ れ

は腎機能障害が発症 し,蓄 積 されてい たCdが

多量 に漏出 していることを物語 っている.腎 臓

では摂取 されたCdは 蓄積 を重 ねなが ら,や が

て飽和 値 に達 し,腎 障 害 の発 症 と共 に尿 中へ

Cdを 急速 に放出 し,腎Cd濃 度 が 減少 したよ

うに観察 される.こ の現象 はラ ッ トなどの動物

で も確認 されている39).

低 栄 養餌 条件 下でCdを 投 与 されていたサル

は, Cdを よ く腸 管 か ら吸収 し,血 清 中のCd

濃 度 も高 くな り,腎 臓 に蓄積す ると推察 される.

し たが って正常餌条件下でCdを 摂取 していた

サ ルよ りもCdの 腎蓄積 はよ り速 く飽和値 に達

す ると考 え られ る. Cdに よ る腎機 能へ の障 害

の起点 は まだ明 らかに されてい ないが, Cdに

よ って誘導 されたメ タロチ オネイン(こ の タン
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バ ク質と結合 したCdは 無毒化 され るといわれ

ている)が 細胞 質にたまって しまった結果,各

種 の代謝が順調 に行 なわれ なくなるとか,メ タ

ロチオネイ ンに結合 してい ないCdが 増加 し代

謝反応 を阻害 して いるとか, Cdに よ る腎機能

障害の発 症が考 え られる.証 明されているわ け

ではないが,食 餌 中の低Ca,低P,低 タ ンパ

ク質な どの影響 に対 するバ ラ ンス保 持の ため

に,無 理 な代謝 を している生理状態 も推定 され

る.両 者合 いまってこの低栄養条件下 にあるサ

ルで はCdに よ る腎機能 障害 が起 る ので あろ

う.

血 清 β2-MG値;本 実験で測定 したサ ル血清

β2-MGの レベルは ヒ ト血清 の β2-MG正 常 レ

ベ ル とほぼ 同 じ範 囲に あ り, 3ppmCd 1年 次

いで30ppmCdの 計7年 の飼 育期 間では血清 の

β2-MGレ ベ ル に変動 を及 ぼす よ うな β2-MG

の 産生 はないと考 えられる.

水 銀 な どの重 金属 によって,リ ンパ球 か ら

β2-MGが 産 生 される とい う報 告 が あ り40),

 Cdに よ る効果 も推察 されるが,本 実験 では,

血 清 中のCd濃 度が100ng/mlに 達 したような

No. 6群 の サ ルNo. 122で さ え も,必 ずし も血

清中の β2-MGの レベルの上昇 はみ られていな

い.従 って,本 実験 でみ るかぎ り, Cd経 口投

与サ ルで はCdに よる血清 β2-MGの 産 生 の促

進はみ られない.

尿 中 β2-MG; Cd非 投 与群(No. 1-No. 4群)

で は,尿 中への β2-MGの 漏 出 はほ とん どない.

また, Cd投 与 群で も正 常餌 を与 え られている

No. 5群 お よび低 ビタミン餌 のNo. 7群 に は,

ほ とんど尿 中へ の β2-MGの 漏 出がみ られてい

ない.腎 皮質 のCdの 蓄積 が飽 和 値 と な り,

 Cdの 排 泄 があ りなが ら, β2-MGの 漏 出 がな

いことは,こ れ らの腎臓 はまだ充分 に機 能 し,

尿 細管性腎機能異常 を引 き起 こしていない とい

えよ う.

低 栄養+低 ビタ ミンD餌+Cd群 で あるNo.

 8は9頭 中3頭 に1000μg/dayに も 達 す る

β2-MGの 尿 中漏 出がみ られるので,腎 機能異

常 が出現 したと推定 される.し か し, No. 5群

と同 じ餌で ビタ ミンDの 多量投与 によ ってこの

β2-MGの 漏 出が消失 したことか ら,発 病 した

腎障害は極めて軽度のものと考えられる.ま た,

低栄養餌群のNo. 6群 でも48ヶ月経過時点から

尿中にβ2-MGを 大量にだす個体が2頭 出現 し

た.高 いレベルは12000μg/dayに も達 し,腎

機能異常の発症が認め られたが,後 には600

μg/dayの レベルに低下することもあり,こ

のような増減が繰 り返された.従 って, Cdの

蓄積によって腎障害が発現するとはいえ,そ の

異常の修複が行われていることが示唆された.

尿中へのβ2-MGの 漏れは腎の再吸収 に異常

が生じた結果と推定できる.こ こには示してい

ないが,腎 機能の検索(例 えばクレアチニンク

リアランス, PSP排 出試験, %TRP並 びに生

検や剖検検体の病理学的所見など)41)で は,

重篤な腎病変がみられなかったことから,こ の

β2-MGの 尿への漏れは腎の機能異常の初期に

観察される生体影響のサインといえる.お そら

くこの病状が重篤なものになれば, β2-MGの

尿への漏れは持続し,増加傾向を示すであろう.

尿細管性腎障害の指標として尿中のβ2-MGの

レベルをとりあげる場合には,断 片的でなく,

連続的な観察が必要であることがわかる.少 な

くとも, Cdに よる腎障害 は軽度の場合には修

復作用を受けるのではないかと推定される.

尚,イ タイイタイ病が経産婦に多い点につい

てはカルシウム代謝と関係すると考えられる

が,今 後の検討を要する.

結 論

アカゲザル(メ ス)40頭 を正常餌,低 栄養餌,

低 ビタミンD餌,低 栄養+低 ビタミンD餌 の4

種類の餌 〔Cd(-)群 〕 とそれぞれの餌にCd

を初めの1年 間は3ppmそ れ以降は30ppm添

加 した餌 〔Cd(+)群 〕で7年 間にわたり飼育

し, Cdに よる慢性経口投与実験 をおこなった.

そして血清 と尿中のCd,腎 臓中のCd測 定 と

開発 したβ2-MGのRIA法 による血清 および

尿中のβ2-MGレ ベルを測定 し, Cdに よる腎

機能障害の発現の様子を検討した.

1)尿 中Cd排 泄; Cd(-)群 では,尿 中への

Cd排 泄は認められなかった. Cd(+)群 では,

全頭に尿中へのCd排 泄が認められ,低 栄養+

低ビタミンD餌+Cdの 群,低 栄養餌+Cdの
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群>低 ビタ ミンD餌+Cdの 群>正 常餌+Cd

の群 の順序 で出現 した.長 期 間にわたる観察結

果では 低栄養餌 の群 に200μg/dayを 越 える レ

ベル も認め られた.

2)血 清 のCdレ ベ ルの変動; Cd(-)群 で は,

血 清 中にCdは ほ とん ど認 め られ なか った.

 Cd(+)群 で のCdの 血 清 レベル は徐 々 に上 昇

し,低 栄養+低 ビタ ミンD餌+Cdの 群>低 栄

養餌+Cdの 群>低 ビタ ミンD餌+Cdの 群>

正常餌+Cdの 群 の順 に高か った.

3)腎 臓 中 のCd蓄 積;生 検 や剖 検 によ る腎

Cd量 の測定 によれ ば, Cd(-)群 で もわず かな

が らCdの 蓄積が認 め られた. Cd(+)群 で は,

大量 のCdの 蓄 積がみ られ,そ の飽和値 は1000

μg/g湿 重 量 と考 え られ た.特 に低 栄養餌 群

の方 が早 く飽和値 に達 した.

低 栄養 条件 下では摂取 したCdの 体 内へ の取

り込みが増 大 し,血 清 中のCdレ ベ ル も高 くな

り,腎 臓へのCdの 蓄積 も早 まると推察 した.

4)尿 β2-MG; Cd(-)の 全 群,正 常 餌+Cd

お よ び低 ビタミンD餌+Cdの 群 にはこの実験

期 間では尿 中への β2-MGの 漏 れはほ とんど認

め られ ないか,僅 少 であ った. 3ppmCd 1年

間30ppmCd 6年 間 にわ たる長期 間のCd摂 取

によって もこれらの群のサルでは,尿 細管性腎

障害 につながる腎機能異常 は発症 していなか っ

た.

低 栄養+低 ビタ ミンD餌+Cdの 群 では36ヶ

月 頃か ら,ま た低 栄養餌+Cdの 群 で は48ヶ 月

頃か ら多量 の β2-MGの 漏 出 の認め られる個体

があ った.し か しこの漏 れは栄養状態が良 くな

る と消 えることや高低 を繰 り返す ことか ら,腎

機能異常が修復 されることを物語 っている.

5)血 清 β2-MG値;血 清 の β2-MGレ ベ ル は

Cdの 有 無 や栄養 条件 の違 いによ って変 動 はみ

られず,ヒ トの血清β2-MG正 常値 とほぼ同じ

範囲にあった.

以上の結果から, Cd長 期経口摂取による腎

障害について下記のような推察を行なった.

Cdが 添加 されていて栄養条件の悪い餌 を長

期間にわたって経 口摂取 していたサルは, Cd

が添加されているにもかかわらず,栄 養条件の

良い餌を摂取 していたサルに比べて,腎 臓によ

り早 くCdが 蓄積する傾向が認められた.栄 養

条件の良い場合,腎 臓のCd蓄 積が飽和値に達

し,さ らに長期間Cdを 摂取 しつづけても尿中

β2-MGの 漏出は観察されなかったが,栄 養条

件の悪い場合,蓄 積飽和値に達 してから比較的

早い時期から尿中β2-MGの 漏出が観察され,

尿細管性腎臓障害の発症が予測された. Cdの

影響と悪い栄養条件下の生体内環境によりこの

腎機能異常 が出現 したものと考えられるが,

 β2-MGの 漏出が修復 されているので,こ の障

害は回復可能であり,従 ってまだ軽度であると

推定した.
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Serum and urinary ƒÀ2-microglobulin levels of monkeys orally 

exposed to cadmium under malnutritional conditions
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Urinary and serum cadmium levels as well as cadmium contents in kidneys of female rhesus 

monkeys given a cadmium (Cd)-containing diet and subjected to malnutrition were slightly 

elevated during the experimental period of 7 years. Particulary, greater excretion of cadmium 

in urine, elevation of serum cadmium and greater accumlation of cadmium in kidneys were 

observed early in the malnutritional groups (groups No. 6, 7 and 8) as compared to the basal 

diet group (group No. 5). One monkey in the low-nutritional and low-vitamin D group fed 

with Cd (group No. 8) accumulated over 1000ƒÊg of Cd per g wet weight in the kidneys even at 

36 months.

No remarkable changes in serum ƒÀ2-microglobulin were observed in the Cd-treated groups 

(group No. 5 to No. 8) nor in the non-Cd treated groups (groups No. 1 to No. 4) during the ex

perimental period. Although no significant leak of urinary ƒÀ2-microglobulin was seen among 

the basal diet group fed with Cd (group No. 5), the basal diet and low-vitamin D group fed 

with Cd (group No. 7) and the non-Cd treated group (groups No. 1 to No. 4), much urinary 

ƒÀ2-microglobulin began to leak at 36 months in the low-nutritional and low-vitamin D group 

fed with Cd (group No. 8) and at 48 months in the low-nutritional group fed with Cd (group 

No. 6).

The high levels of urinary ƒÀ2-microglobulin seen in group No. 8 reverted to normal with 

medical treatment, and the high levels observed in group No. 6 sometimes decreased. These 

observations suggest mild renal dysfunction among the malnutritioned monkeys (groups No. 6 

and No. 8) exposed to Cd.


