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高感度測定法による� Lp(a)フェ ノタイプの

クリングノレ数による分類法

安 部 彰*1 高 島 美枝子大� 2 

Number of Apolipoprotein (a) Kringle IV Repeats and Mobility of Isofonns in PAGE 

Akira ABE*land Mieko TAκ4SHlMA叫� 

Serum apo (a) isoform sizes were determined by SDS-polyacryl amide gel electrophoretic (PAGEl 
method，fol¥owed by a high sensitive immunoblotting.ηle relation between the number of apo (a) kringle 

rvencoding sequences in the apo (a) gene，as assessed by pulsed field ge1electrophoresis and genomic 

blotting (genotype)，and the apo (a) isoforms (phenotype) in SDS-PAGE was evaluated in 78 individuals. 

ll1e correlation of apo (a) allele number between phenotype and genotype method was high (r=0.513) in 

178 expressed apo (a) al¥eles. This nomenclature is achieved by using standard serum of kringle rv re 
peats. We conclude that this method is an approach to genotyping to designate the phenotypes by kringle 
rvrepeats. []pn] Clin Pathol46 : 283~288， 1998 ] 

合� lD epartmentof Clinical Chemistry，Gifu College of Medical Technology，Gifu 501-3892 

)(a)プロテイン;F !)(Key Worrls] lipoprotein (a) ( ，phenotype (フェ ノタイ プ)，� isoform (アイソフォーム)， 

kringle IV(クリングルIV)，immunoblotting (イ ムノ プロッ ト) 

Lp(a)のアポ蛋白� [apo(a) J は約40~80万のアイソ

フォームが存在し，� Lp(a)フェノタイプとして分類

される。Kr aftら1)によって� F，B，Sl~S4の 6 型の分

類法が沿初に報告� dれたが，この分類法は泳動支持

体の種類によって{多動度が微妙に異なること� 2) ま

たナノレ型が存在するなどの欠点、がある。� 

apo (a)の遺伝子構造が解明されてから，分子サイ

ズ変興性はクリ ング、/レIV榊造の繰り返 し数の変異で

あるとされた功。ク リング、/レ� IVの繰 り返 し数は遺伝

により決定されており ，� Lp(a)血清濃度の大部分を

は冠動脈疾患の発症因子としLp(a)の。規定している� 

て認められ，，� )10) Lp(a)フェノタイ プは辿伝子予や冠動

脈疾患を調査する上で極めて重要な因子である。

本論文では，� Lp(a)フェ ノタイ プのクリ ングル数

による分類?去を検討したので，� genomic DNA分析に

よるジェ ノタイプ法と比較して報告する。

受付� 1997年� 8舟� 13日・受理� 1998年� 1月� 20日� 

1.対象および方法

フェ ノタイフ。の分離操作は既に報告した� SDSポリ

アクリルアミドゲノレ� (PAG)電気泳動法� (SDS-PAGE)

によ るが叫，泳動ノ� fンドのイムノプロット操作はア

ビジン ・ビオチン化 アルカ リフォ スファタ ーゼ� 

(ALP)標識抗体法を応用してフ ェノタイプの検出感

度を高めた。 またフェ ノタイプ解析はクリ ングノレ数

標準血清会用いてクリング、ル数で分類する方法に改

良した。

対象にした検体は医療系短期大学生� 87名(女性，

平均年齢20歳)である。� 

A 電気泳動

フェノタイフ。の電気泳動操作は� Lp(a)フェノタイ

プキッ ト(三和化'戸社)を用いた。

まず，血清検体を還元処理 して� Lp(a)からapo(a)を
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遊隊させるが，検体20μlに還元処理液80μlを加えて� 

56
0
C 10分間加温する。還元処理i夜は0.5M卜リス盗

，グリセ6ml溶液1.10% SDS!， (pH6.8)1m酸緩衝液� 

ローノレ0.8ml，2ーメルカプトエタノーノレO.4ml，0.05% 

ブロムフェノーノレフツレー溶液0.2mlおよび精製水4ml

のそれぞれを混合して調盤する。

前処理した試料5μlを4%のSDS-PAG(8x 8cm，12 

ウエノレ，� 1mm厚，ACI社)に塗布して活気泳動を行

う。ゲ、/レ両端のレー ンに標準血 ii与を塗布した。泳~りj

用緩衝摘は25mMトリ ス，� 192mMグリシンにSDSを� 

0.1%加えた緩衝液(pH8.3)である。プレート� 1枚に

ついて20mAを90分間通電する。� 

B 転写

泳切]後，セミドライ方式でニ トロ セルロース IJ契� 

のアイソフォームを転写する。すapo(a)(こm)，u5(O.4

なわち陽極板上に，緩衝液に浸 した厚手織紙を2枚� 

E重ねて置き，その上に膜とゲルをのせる。さらに緩� 

iJfij液に浸した薄手糠紙� l枚と厚手減紙� 2枚をのせ，

陰極板をかぶせて10V30分1111通電する。転写用の緩

衝液 は�  25mMトリス，� 192Mグリシンの緩衝液�  

(pH8.3)にエタノーノレ20%を含む。� 

C イムノブロット� 

Arnplified A1kaline Phosphatase Immune-Blot 

Kits(バイオラド社)を用いた。� 

1 トリス緩衝生理的食塩水� (TBS)

保存用の10xTBS100mBこ900mlの精製水を加え

て10倍に希釈溶解する。希釈後のTBSの濃度組成は� 

20mM 卜リス，� 500mM NaCI，pH7.5である。� 

2.洗浄液(TIBS)
 
900mlのTBSに450μlのTween-20を加える。
 

3 ブロッキング液
 

100mlの了T'BSに5gのスキムミルクを溶解する。
 

4. 次抗体および二次抗体

一次抗休は抗ヒ卜� apo(a)抗体(ウサギ ;ダコ

社)20μlを20mlのrrBS(こ溶角平する。 一次抗体~j. ピオ

チン化坑ウサギIgG抗体(ヤギ)20μlを20mlのT丁BS

に溶解する。

なお，抗ヒ卜apo(a)抗体(ウサギ)が入手困難であ

る場合，旬(a)フェノタイプキ ットに添付されてい

るヤギ由来の抗体とビオチン化坑ヤギIgG抗体(Vec-

tor社)を組み合わせて操作する。� 

5. ストレプトアビジン・ビオチン化ALP(アビジ

ン;夜)

使用� 1時間前に調整 し，� 30mlの了fBS(こ15μlのス� 
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トレプトアビジンと� 15μlのどオチン化ALPを加え室

温に放置しておく。� 

6 発色液

使用直前に欄整する。30mlの緩衝液(O.lMトリス，� 

pH9.5)に発色液(NBT液:ニ トロブルーテトラゾリ

ウム，0.3mg/mll300μ!と基質液(BCIP液:5-Br-4-

CI-3-indolylphosphate，0.15ml/mD 300μlを加える。� 

apo(a)が転写された膜をブロッキング液10mlに30

分間隔 とう する。次に一次抗体の溶液に60分間振と

うする。� TIBSで3回洗i1t後，二次抗体の液iu(こ60

分間振とうする。 さらにTIBSで3回洗浄後アビジ

ン液に60分間擦 とうする。その後，� TIBSで� 3回洗

浄して発色液に30分間l振とうする。

この反応はストレプ トア ビジン・ピオチン化ALP

による増幅反応であり， 標識ALPの活性を基質BCIP

で、NBTしたインドールをItを用いて反応させて， 遊間� 

発色させる原理である。� 

D. 標準血清

標準血情(三和化学社)に含まれる� 4種のフェノタ

イ プを イムノ社の�  Lp(a)開準血清�  (1ρt No 

GC31OA)を標準に してSDS-PAGE法でクリング、ル数

を決定した。この成績はDr.Utermannlこよって確問、

されたが，� A1lele No.(対立遺伝子ナンバー)は� 6，9， 

12，19の4分画であり，クリング、/レ刊の繰り返し数

としてそれぞれ16，19，22，29である。� 

E フェノタイプの解析

フェ ノタイプの解4斤はコンピュータを利用した。

すなわち， ハードウエアーはマイ クロコンピュータ� 

(Power PC 8100/80AV，メモリ� 65MB，Macintosh 

社)にスキャナー� (G羽� 500ART，エプソン社)を接続

した構成である。ンフ トウエアーはフォトショップ� 

LE(アドビ社)と泳動解析プログラム� (QuantityOne， 

米国PDI枕)である。 

iカく動(象をとスキャナーでTIFFファイノレとして取り込

み，泳lWJ解智子フUログラムにより対立i宣伝子ナンバー

を解説する。すなυら，各レーンのフェノタイプバ

ンドのRf値を計測する。両端レーンの標準血mの対

立遺伝子ナンバーとRf値との検量線から検体のクリ

ングル数を求める。� 

F. ジェノタイプ法

ジェノタイプの測定は，血液リンパ球からgeno-

mic DNAを抽出して，制限酔素KpnIによるDNAフ

ラグメン卜をパノレスフィールド屯気泳動した。次に

ジゴキシゲニンを標識したクリング.ノレIV特異的プロ



ーブでハイブソダイス、して化学発光法で検出した明。� 

G 統計

相関係数の有意性の判定は� t分布表によった。� 

11.結果

本法による解析例をFig.1に示す。 本法は極めて

高感度な発色法であり，� apo (a)抗血清の非特異反応

と恩われるバンドが一部に観察さ れるので，ホモ

型・ ヘテロ型フェ ノタイプのバン ドとして選択する。

最近，クリ ングノレ� W型はDNA復基配列の違し、から� 

1~10の型lこ，さ ら に 2 型はAと B型に分類忘れる。

フェノ タイプはクリングノレ� IV2型の繰り返し変異の

表現型である。Kr� aftらお}はクリ ングソレ繰り返し数の� 

1l ~52個を検出 し ている。 1 型と 3~ 1O型の 1 個す、

つは全てのヒ 卜に存在すると 考えられているので，

っる。、ょ倒て2型の最小クリングル数は� 2
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6分画フェノタイ プとクリング‘ル繰 り返し数，対

立遺伝子ナンバーな らびに頒度の関係は� Table1の

ごとくになる。� 6分画フェノ タイプの鎖度は既に報

告 した頻度耐に近似 している。� Fig.2 !':apo (a)のク

リング、/レ構造を模式化して，クリ ング、/レWの10型分

類と� 6型フ ェノ タイ プと の対応、を示した。� 

87人の健常者を対象にして，本法のフェノタイプ

法(y)とジェノ タイプ法のそれぞれの方法から求め

た対立造伝子ナンバーを比較して� Fig.3(こ示した。

総フラグメ ント数日=� 178，r=0.513，y=0.61x+5.6 

であった。 同法の対立遺伝子ナンバーは有意に相関� 

(p < 0.001)したが，� 15以上で事離する傾向を認めた。

同法のナル型の頻度は� 0%であった。ヘテ ロ型(夕、ブ

ノレバンド)の頻度は本法で� 79.5%であり， ジェノタイ

プ法で� 88.6%であった。

両法のクリ ング、/レ� IVの繰り返 し数の頻度を� Fig.4 
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Figure 1 Detection of isoforms by this method. 

This is automatically achieved by using computerized scanner.Lane number 1 and 12 are standard serum 

contained allele number 19，12，9 and 6. 

Table 1 Relationship between apo (a) isoform and alleles 

11 12 

Isoform F B Sl S2 S3 S4 

Numbers of Kringle < 16 17~19 20~22 23~26 27~30 >31 

Numbers of AJlele く6 7~9 1O~12 1 3~ 16 17~20 > 21 

% of Jsoform 1.1 1.1 5.7 23.9 36.9 31.3 

5'ri ngleI ・V

尽古石京Tn� ZI3141s1617181911011111Z113l旦江主|川 171181191201211221231241251261?ZIz81291IDlWl:ill1313413sllii37J K-VJ Prot.dom .l-

Knngle 2 (A or B type) 3 4 5 6 7 8 9 10 

IVtype 


Std sii' S2 l'S3¥ S4 
Allele No 6 9 12 19 

K円ngleN 16 19 22 29 

『官peats
 

Figure 2 Relationship between an original nomenclature by six types and new nomenclature by allele num 

bers in apo (a) phenotyping. 

Blocks of 24，27~29 are B type and the nucleotides differ from another repeats in kringle IV2 type. Vertical 

lines in the box of phenotypes express standard isoforms(allele No. : 6，9，12，19) 
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Lp(a)の臨床的意義に関する報告として， ドイツ

のゲッテ イ ンゲン地方の 40~60歳の住民約 6 ，000人

を5年間にわたる大規模な調査がなされた。その結

果，冠動脈疾患に対する危険因子として，LDLコレ

ステロ ーノレが最も有力であり，Lp(a)は� 5孫自の順

位であ った。 しかし，Lp(a)にLDLコレステ ローノレ

とHDLコレステ ローノレの� 3項目を組み合わせると 心

筋使丞-発症率に辰も高い格闘性を示 した問。Kra丘ら

巧は冠動脈疾I レの繰り返 し数22以患者は クリ ング、/目、10 15 20 25 30 35 

Genolype. AJleJe 

Figure 3 Relationship for number of apo (a) kringle 

rvrepeats between this methocl ancl geno-

type(n=178，r= 0.513，y=0.61x十5.6) 

に示 したが，チロ ル人の頻度に近似 した九 すなわ

ち，分布は� 2峰性を示し，頻度はクリングノレWの繰

り返し約30に多く占めた。

ダブルバンドの うち移動度の遅い大分子対立遺伝

千ナンバーまたは移動度の速い小分子i宣伝子ナンバ

ーと 血清Lp(a 幾度と の相関性を検討したところ，)i

前省と� r=0.044であり， 後者 とr=一0.383であ った� 

(Fig. 5). Lp(a)血 清濃度は小分子対立泣伝子ナン

ノくー と有志な逆中日間性(p<O.OOl)を示 した。� 

下のフェ ノタイプに多いこ とを報告している。

著者 らηは従来の分類法によるナノレ型10例をジェ

ノタイ プ法で確f2，した ところ， クリ ングノレ繰り 返し

数は19から34まで分布 しており，ナル型は必ずし も

高分子型フ ェノタ イプである と限らなかった。血清

濃度はapo(a)遺伝子の転写と小胞体から蛋自分泌の� 

2つの効率によって規定されることを，Whiteら11)は

ヒヒの肝細胞精義の実験で述べている。

本法の対立逃伝子ナンバーはジェノタイ プ法と相� 

こキッ ト化さlIlL1丙は既Iレや探準/ゲ，関性が高い。また

れているので，比較的容易に実施でき る特徴を有すυ

クリング‘/レ繰り 返し数の大き いフェノ タイ プ悩域

でジェノタ イプ法と軍阿佐する例があるが， これは本

法が大分子フェノタイ プの分離能に問題を残ナと思

われる。� Marcovina9
)はsosーアガロース電気泳動によ
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Figure 5 Relationship between the number of alleles and 1心� (a)serum concentration in 78 individuals 

left: slow band allele，r=0.044 ;right: fast band allele，r= -0.383 
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よるアイソフォーム分類法を報告 しているき1.5%ア

ガロースを用いて� 18時間のサブマリン電気泳動を行

う方法であるが，さ らにこの方法への応用を検討し� 

fこし、。� 

~噌何IV.結 百亘� 

Lp(a)のフ� L ノタイ プは冠動脈疾患の研究におい

て血清濃度の測定と併せて重要である。アガロース

電気泳動法l二比較 して操作の簡易なSDS-PAGEf':よ

るクリング、ノレ数表現によ るフ ェノタイプ分類法を検

討したと ころ，ジェノタイ プ法に有意に相関寸る分

煩が可能であった。フェノタ イフ‘分類法の標準化案

として提示できると思われる。

標準血rwの検定はD r.G. Uterman日夕らひ1こD r.H.G. 

Kraft(オーストリア・インスブルク大学)の好意によ る

ものであ り感割れ、たしま寸し
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日本臨床病理学会では「日常初期診療における臨床検査の使い方� J小委員会で、臨床検査の効率的

な利用法について検討を重ね、 現在下記の小冊子を発刊致しております。

日常初期診療における臨床検査の使い方

基本的検査� (案� ) 定価� 500円(税込� )

-臓器系統・病態別検査一

腰原病・ 自己免疫疾患(改訂第� 2版) 定価� 800円

肝.JlQ .牒疾患(案) 定価� 650円

内分泌疾患(案 ) 定価� 900円

血液・ 造血探疾患(案) 定価� 800円

腎疾息� (案� ) 定価� 850円

循環器疾患� (案� ) 定価� 600円

糖尿病(案� ) 定価� 650円

呼吸器疾患� (案� ) 定価� 650円

血清脂質異常と痛風(案� ) 定価� 650円

購入ご希望の方は下ぶまでご連絡下さい。� 

〒104-0042 東京都中央区入船� 3-3-3

臨床病理刊行会� 

TEL 03-3552-0931 . FAX 03-3552-0770 

-288一


