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電気泳動法によるリポ蛋白分画測定の基礎的検討
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概要

今回，アガロースゲル電気泳動法によるリポ蛋白分画測定の検討を行った．泳動条件は，検体塗布量 4~ 5咸，泳動時

間30分，固定時間 5分，脱色時間 5~ 7分，染色時間 7分が最適であると考えられ，染色液の保存期間は 3週間までは測

定可能であった．この条件下で測定した結果，同時再現性において，比較的良好な成績を得ることができた．

また，検体保存の影響について検討した．室温保存では，変性が著しく測定可能な保存期間は 2日間であった．冷蔵保

存では，徐々に pre-/3リポ蛋白の減少が見られ，測定できるのは 4日以内であると判明した．冷凍保存では， 14日間の保

存でも大きな変化はみられなかったことから，長期保存に適していると思われる． リポ蛋白検査では，脂質の量的異常だ

けでなく， リポ蛋白の質的異常も見出すことを目的としているため，検体の保存の方法には十分注意する必要があると考

えられた．

本実験に用いた BECKMAN社製 Paragonリポ蛋白分画測定法は，各分画の分解能も優れており， リポ蛋白分画を学

生実習に導入するにあたり ，適した方法だといえる．

はじめに

脂質は生体にと って不可欠な成分であり，各臓器の

エネルギー源として，また，細胞膜の構成成分やホル

モンの前駆体として重要である 1)．血清脂質成分には，

コレステロール，トリグリセリド (TG)やリン脂質(PL)

がある．これらの脂質は疎水性が強く水に溶けにくい

ため，水と油の両方に親和性のある蛋白質（アポ蛋白）

に結合し，水に馴染みやすい安定な リポ蛋白を形成し

て血液中に存在する．

リポ蛋白の基本構造は， きわめて強い疎水性を示す

TGとコレステロールエステル (EC)が中心に位置し，

その外殻には両親媒性の PL，遊離コレステロール(FC)

が一層の単分子層で覆い，さらにアポ蛋白が表層脂質

に結合する形を成している 2,3)• 

このリポ蛋白にはいくつかの種類があり，各リポ蛋
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白は比重，荷電，粒子サイズ，脂質とアポリポ蛋白の

組成比などが異なる不均ーな粒子群である．各分画の

リポ蛋白は起源，機能，構成成分が異なり 種々の障害

により変化するため， リポ蛋白分画を測定することで

脂質代謝異常の病態や原因の解析に利用される．脂質

代謝異常の中でも高脂血症は日常診療でよくみられる

もので，高脂血症がどのような状態で起こったのか見

極める必要がある 4)．したがって，脂質検査で総コレス

テロール (TC)や TGなどの脂質代謝異常が見られ

たら，つぎにどのリポ蛋白に異常があるのかを知る必

要があり， リポ蛋白分画の測定が重要になってくる．

現在，附属病院中央検査部においては， リポ蛋白分

画測定は外注検査のため，実施されていない．我々は，

臨床検査科の学生実習において， リポ蛋白分画測定を

体験させることが必要であると考えている．今回，電

気泳動法によるリポ蛋白分画測定のため BECKMAN

社製 ParagonLIPOを学生実習に導入するにあたり，

測定条件の設定や検体の保存方法などについて，基礎

的検討を行ったので報告する．

1. リポ蛋白測定法

血清中リポ蛋白の比重による分類法として超遠心分
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離法が用いられ，リポ蛋白の分類の基準となっている．

リポ蛋白は組成の違いによって比重が異なり， 5つに

分類されている．カイロミクロン，超低比重リポ蛋白

(VLDL)，中間比重 リポ蛋白(IDL)，低比重リポ蛋白

(LDL)，高比重 リポ蛋白 (HDL)がそれである．

また， リポ蛋白は脂質とアポリポ蛋白の複合体であ

るため，各分画の荷電による易動度の違いによって判

別することができる．その方法として，主にアガロー

ス電気泳動法が用いられ，泳動位置により a—リポ蛋白

(HDL), pre/3ーリポ蛋 白 (VLDL),/3ーリポ蛋白

(LDL)，カイロミクロン｛塗布原点｝に分類される．

その他，粒子サイズによる分類法であるポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動法 (PAGE法）やカラムクロマ

トグラフィー法(HPLC法を含む），沈殿法などがある列

これらの測定法の中で，簡単にリポ蛋白の質的異常を

知る方法として電気泳動法（リポタンパク分画）が挙

げられる．

今回，アガロース電気泳動法によるリポ蛋白分画の

測定法について検討を行った．

2.実験方法

1)電気泳動原理

電場にある リポ蛋白が，荷電の違いにより，陰極ま

たは陽極のいずれか一方に移動する性質に基づいてい

る．賜極側より a リポ蛋白 (a分画）， pre-/3リポ蛋

白 (pre-/3分画）9/3リポ蛋白 (/3分画），カイロミク

ロン（原点）の順に分画測定される（固 1).

2) 検体，試薬および装置

① 検体：健常検体（低濃度）…健常人新鮮血清

異常検体（高濃度）…市販異常管理血清ネスコー

ルA

② 支持体：アガロースゲル0.5%，バルビタールバッ

ファー0.1% 

③ 試薬：・泳動バッファー… B-2バルビタール

バッファー (pH8.6, 0.05イオン強度）

•染色液…リポ蛋白染色液 (0.07％ズダ

ンブラック B色素）

・固定液…使用アルコール180mt,脱イオ

ン水90mt, 氷酢酸30mt（使用アルコー

ル→ 5 ％メタノール： 95％エタノール＝

1 : 19に混合したもの）

・脱色液(I, II, III)…45%メタノール

④ 泳動装置： BECKMAN社製泳動装置

⑤ デンシトメーター：島津 CS9300 PCデンシト

Bリポ蛋白 aリポ蛋白分画
g g 

(-） 1 | | | | | | |」 I(+)

n pre-(3リポ蛋白

カイロミクロン（原点）

図 1 リポ蛋白分画図

メーター

3) 電気泳動の方法

① パラゴン電気泳動槽の陽極 ・陰性側にそれぞれ

B-2 バルビタールバッファー45m€ を注入する．

② リポ蛋白測定用のゲルを取り出しペーパータオ

ルの上に置き，ゲルブロッター（薄いろ紙）で軽

く乾燥する．

③ サンプル塗布テンプレートをゲルの上に置き，

穴に沿って検体を一定量 (5成）注入し， 5分間

放置する．

④ テンプレートブロッターを用いてテンプレート

を軽く拭く．

⑤ ゲルの“+”と“-”が電極に一致するように

パラゴン電気泳動層に入れ，出力をlOOVで30分間

泳動する．

⑥ 泳動完了後，ゲルを固定液中に 5分間浸す．

⑦ ゲルを固定液から取り出し，ゲルの裏側の余分

な水分を拭き取りドライヤーで完全に乾燥させる．

⑧ 乾燥したゲルを以下の溶液で順次処理する．

リポ蛋白染色液： 7分間

脱色液 (I, II, III槽共に45％メタノール使用）

→ I槽： 3回， II槽： 3回， III槽： 7分間脱色

⑨ 処理後，ゲルの裏側の余分な水分を拭き取り，

ドライヤーで完全に乾燥させる．

⑩ ゲルを肉眼で観察し，デンシトメーターを用い

て630nmでスキ ャンする．

4)実験の検討項目

(1) 泳動条件についての検討

①血清塗布量，②泳動時間 ③固定時間 ④脱

色時間 ⑤染色時間 ⑥染色液の保存期間

(2) 同時再現性について

①単ーゲルにおける同時再現性

②ゲル別同時再現性

(3) 検体保存によるリポ蛋白分画への影響

①室温保存 ②冷蔵保存 ③冷凍保温
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3.結果および考察

1)泳動条件について

｛使用アルコール｝

使用アルコールには，染色性が最も優れていたメタ

ノール添加95％エタノールを用いて泳動条件の検討を

行 った．

(1) 血清塗布量の検討

健常検体血清と異常検体血清を 1成～ 5成の 5種類

に塗布量を変えて泳動した． 1成・ 2凪は塗布量が少

ないためバンドが蕩<, 3 ~ 5成は泳動分離されてい

たが， 5μ£がより pre-(J分画がシャープに分かれるた

めよいと思われる．今回の実験では 5成を最適として

用いた．

(2) 泳動時間

泳動時間を20分， 25分， 30分， 35分， 40分と変えて

泳動し，その泳動距離を測定した．a リポ蛋白～原点

および aリポ蛋白 ~(Jリポ蛋白までの泳動距離を測定

すると医 2に示す通り，泳動時間を長くすると泳動距

離も長くなった．逆に時間が短い20分，25分泳動では，

距離
(mm) 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

゜

→-B→ a間

量原点→a間

20 30 35 40 
泳動時間（分）

図 2 泳動時間の変化

25 

A B
 

A B
 

← aリポ蛋白

← pre-/3リポ蛋白

← /3リポ蛋白

←カイロミクロン｛原点｝

10秒

B：健常検体

図 3 固定時間の検討

/3リポ蛋白分画と pre-/3リポ蛋白分画のバンドの距離

がせまく， きれいに分離されていなかった． 30分泳動

では各バンドがきれいに分離され，最もシャープであ

り最適であった．

(3) 固定時間

まず固定時間を 1分， 3分， 5分と変えて行ったが

すべてきれいに染色でき， 1分という短い時間でも固

定されることがわかった．さらに固定時間を10秒， 20

秒， 30秒と短くして行ったが， 10秒でも染色結果に変

化はなかった（凶 3)．このことから， リポ蛋白は瞬時

に固定されるのではないかと考えられる． しかしマニ

ュアルで 5分と設定されているのは，異常低値や異常

高値，一部高値の検体などで染色結果が損なわれるた

めではないかと思われる．今回は 5分を固定時間とし

てその他の検討を行った．

(4) 脱色時間

脱色時間を 1分， 3分， 5分， 7分， 10分， 15分と

変えて行った． 1分でもゲルの backgroundはぬけ

たが，むらなく脱色されるためには 5~ 7分が適当だ

と思われる．今回は 7分を脱色時間として検討を行っ

た．

(5) 染色時間

染色時間を 1分， 3分， 5分， 7分， 10分， 15分と

変えて染色した． 1分， 3分では染色性が弱<, 5分

では pre-f3リポ蛋白分画の染まりがシャープではなか

った． 7分からそれぞれのバンドの染まりがよい結果

とな ったため，染色液が新しい場合 7分が最適である

と考えられる．

(6) 染色液の保存期間

染色液の保存期間を当日調整， 1週間， 2週間， 3 

週間， 6週間と変えて染色した．当日調整から 1週間，

2週間までは，染色性が良好であり， 3週間目で少し

B
 

A B
 

A B
 

A 

5分

A：異常検体

当日 3週間 6週間

A 異常検体 B 健常検体

図4 染色液の保存期間の検討
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染色液の劣化が認められたが測定可能だった． 6週間

保存では， 7分染色で染まりがかなり弱く，染色時間

を15分に延ばして染色したが， 3週間保存と 比べて染

色が不鮮明であった（図 4)．従って，新しい染色液ほ

ど染色性がよく，多少古くなるにつれ染色時間を延長

すれば各分画の染色は可能で， 3週間までは使用可能

である． しかし，それ以上の保存は染色能劣化のため

使用できなかった．古いものは水分などが混入して濁

った溶液になりやすいため，新しい染色液を調整する

必要があると思われる．

以上の(1)~（6)の泳動条件について検討した結果より，

最適の条件を使用して，以下の検討を行った．

2)同時再現性について

(1) 単ーゲルにおける 同時再現性

図 5はリポ蛋白分画電気泳動後のデンシトメーター

パターン図である．健常検体①を単ーゲル上で 8回分

析した各リポ蛋白分画の分析結果を表 1に示した．各

リポ蛋白分画割合の変動係数 ：CVは，a分画で5.2%,

pre-f3分画で9.4%,/3分画で4.6％であり，良好な結

果が得られた．

(2) ゲル別同時再現性

健常検体②のリポ蛋白分画について，ゲル10枚で 1

0.716 

0.600 

0.500 

0.400 

0.300 

0.200 

0.100 

0.000 

["pre-P [ I 
八 ：／` ＼＼ 1 

戸 ．l
, i 

100.0 105.0 110.0 115.0 120.0 125.0 130.0 

Stage Y (mm) 

図 5 デンシトメーターによるリポ蛋白パターン図

｛塗布原点｝~

゜
1 2 

ゲル 2重測定し，合計 n=20の同時再現性を調べた．

各 リポ蛋白分画は， a分画で CV6.5% （平均土SD:

37.8土2.5), pre-f]分画で CV13.6% (7.8土1.1),

g分画で CV3.3% (52.8土1.7) となり比較的良好な

結果が得られた．

3)検体保存によるリポ蛋白分画への影響

(1) 室温保存

健常検体および異常検体の室温保存 (0日～14日ま

で）日数の違いにおけるリポ蛋白分画の変化を調べる

と，易動度に著しい変化が見られた．図 6に示すよう

に 1日目から分離に変化がみられ， pre-fJリポ蛋白分

画と fJリポ蛋白分画の分離が可能であるのは 2日保存

までであった． 4日以上の保存では分離不能となり，

変性が著しいことが判明した．

特に，採血当日の検体では， pre-gリポ蛋白分画と

¢リポ蛋白分画の中間に比較的シ ャープなバン ドとし

てリポ蛋白 Lp(a)（約30mg/di以上のとき検出可能）を

表 1 同時再現性

a(%) pre(3（％） fJ (%) 

1 34.8 19.5 45.653 

2 33.5 19.8 46.688 

3 38.9 19.3 41. 833 

4 38.0 15.8 46.160 

5 36.5 19.1 44.313 

6 37.0 16.0 47.059 

7 36.0 16.4 47.559 

8 38.9 18.3 42.782 

平均 36.71 18 03 45.256 

SD 1.925 1.688 2.081 

CV% 5.2 9.4 4.6 

健常検体泳動像
(+) 

- 9~'., i 「!
ピ←→ ーカ直己心 三 こ ー
4 6 8 10 12 14 (-) 

（保存日数）

図 6 室温保存によるリポ蛋白分画の変化
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検出すること がある といわれている6).Lp(a)は1963年に

ノルウェーの遺伝学者によ り9 /3リポ蛋白の遺伝的変

異型として報告され，シアル酸を多く含む リポ蛋白で

ある 7,8)．ただし，Lp(a)は採血し た当日でないと検出で

きないことが多いため，こ のような遺伝性 リボ蛋白検

出のためには，なるべく早く リポ蛋白分画測定をする

必要があると考えられる．

(2) 冷蔵 (3~ 5℃)保存

a リポ蛋白 ～j3リポ蛋白分画までのピーク距離は 0

~14日まで変化がなかった． しかし，泳動像の各分画

変化を調べると健常検体はきれいに分離されるのは 4

日目まであった． 6日目以降は pre-/3リポ蛋白の減少

が認められ，pre-/3リポ蛋白分画の易動度が変化 して

おり ，保存 日数がたつにつれ j3 リポ蛋白分画と pre-

/3リポ蛋白分画の距離が狭くなり分離不能であった（図

7). 

pre-/3リポ蛋白は，脂質成分として TGを多く含ん

でいる．数 日以上冷蔵保存 した場合， pre-/3リポ蛋白

が減少したのは，血清中のわずかな リパーゼの存在に

より， TGが水解されたため と考えられる．従って，

（ピーク距離）各分画間の距離変化
(mm) 

14 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

゜゚ 2 4 6 8 10 12 14 

（保存日数）

冷蔵保存の場合， 4日以内の測定が重要である と判明

した．

今匝使用 した異常検体では，pre-f3リポ蛋白分画が

認められないため，その変化はわからないが，室温保

存と比較すると ，aリポ蛋白分画や f3リポ蛋白分画の

易動度に大きな変化はなかった．

(3) 冷凍 (-20℃)保存

健常検体（図 8-1)，異常検体ともに14日保存まで

大きな変動はみられなかった．また，電気泳動像をみ

ても pre-f3分画の易動度の変化は認められず，鮮明で

良好な分離が得られた（図 8-2)．長時間保存する場

合，ー20℃以下の冷凍保存が適当である ことがわかった．

ただし， 血清塗布に時間がかかると初めに塗布した

血清が拡散してしまうため，血清塗布はすばやく行う

必要がある．

脂質代謝異常の診断や病態把握のためには， TCや

TGなどの脂質測定だけでなく ， リポ蛋白分画測定が

重要と考えられ，測定にあたっては，検体保存の方法

に十分注意する必要がある．

学生が脂質代謝異常の知識を深めるためには，脂質

リポ蛋白分画の泳動像
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検査に加えて， リポ蛋白分画検査の実習が大切になっ

てくる．今回検討したアガロース電気泳動法によるリ

ポ蛋白分画測定法は，比較的簡単に精度よく測定でき

る方法であり，学生実習導入にあたり十分適した方法

であると思われた．
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