
，
5. Lp(a)アイソフォームの

決定法

安部彰�  

1984年� Flessら1)は密度勾配達心� j去を用いて，� Lp(a)を柿成する アポ� (a)の� 

支が異なり， ま;1の後Lp(a)サイズ変異性を提唱した.すなわち，倒人に よって

た同一人胤泊中でも� 2極頼のアポ� (a)が存{Eすることを報告した. 

1987年には，� Utermannら2)によ ってアポ� (a)のサイズ変異性すなわ ちアイ

ソフォームの分頒法が確立された. Lp (a)をメルカプ 卜エタノールで還元処理

して， 遊離する アポ� (a)をポ リアクリルアミドケ忌ル;1t気泳動� (PAGE)によっ て

アポ� (a)のサイズを分離 し，ウエスタンブ ロ� yト法に よって� 6種類のアイソ

フォ ーム と� 16種類の表現尽� lを報告した.時期を同じくして� McLeanら幻 はアポ� 

(a)の蛋臼一次構造を決定 し，プラスミノケン とのきわめて高し、相同tl:をセン

セーシ ョナルにヰ� R告した.すなわちプラスミノゲン に共通なクリングル� 4およ

び� 5からなるアポ� (a)の蛋白一次構造の報告であった.

その後の研究でアポ� (a)の分子サイズ変異性はアポ� (a)を桝Ii文す るクリング

ル� 4の繰 り返し数に由来すること が解明さ れたへ さらに高分離能の電気泳動

法と倹m法の組み合わせを応円jして，� Gaubatz5i，Kamboh6)，KikuchF)らによ

る多分画なアイソフォームが報告されるに至っている.

」こでは，� Lp(a)アイ ソフ ォーム分知の基本である� Utermannらによる決定� 

j去の実際を述べる.ま た， 新 しいアイソフォームの概念についても ふれる� .

1. アイソフォーム決定法

著者はアイソフ ォーム分� i維の技術叫とそのキャリプ レー ション� 9)について誹� 
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しく報告 しているのー

準じているが，簡易i 

iWI定法の概要を述べ

の検体の前処理� :

的1清あるいは血紫4
理液は� 0.5M トリス話

ル0.8ml，2-メノレカブ� 

0.2mlおよ び精製水� 4 

95"C 10分間加熱する.

②電気泳動� .

前処理した試料� lOt

エル� 1mm厚， テフ:

リス，� 192mM グリシ

トl枚について20mρ

③ウエスタンブ口 、� 

iノ](iJ!J)後，セミドラ ノ

転写す る.陽極危概布� 

J)~~を . つ ぎに ケソレを σ

械をセットして� 10V3(

リシン緩衝泌� (pII8.

一次抗体として抗� 7

来~ (ノ〈イオラド，カタ

④アイソフォーム得

ウエスタンフロ ッ|

フォームを分類する� .

アポ� Bの� Rfの比はそ� 

1.03，F: 1.16である

である が，� Rfの比が]

とになる

この方法で検出で き



i

ムの


蒋成するアポ� (a)の

の密度が異な り，ま

ましfこ.� 

E異性すなわち アイ

タノールで還元処理

力(PAGE)によっ て

て� 6種類のアイソ

刈cLeanら3)はアポ� 

f高L斗、日同'111:を セン� 

kクリングル� 4およ

?構成するクリング� 

5分離能の電気泳動� 

)，Kikuchj7)らによ� 

Dallnらによ る決定

コいてもふれる.

戸ヨン� 9)についてiキ� 

m5 J-;!.: Lp(a)の検向法，測定法- 5. Lp(a)アイソフォームの決定法

しく 報告 しているので参照されたい.分離技術の基本は� Utermannらの方法に

準じているが， 簡易に測定でき るような分析器材を応用 して測定でき る.その� 

it1ll定j去の概要を述べる� .

①検体の前処理� :

血清あるいは血紫検体を前処理 して� Lp(a)からアポ(a)を遊離させる� .tjij処

理液は0.5M卜リ ス塩酸緩衝液� (pH6.8)1 ml，10%SD5 溶液� 1.6ml，グリセロー

ル0.8ml，2-メルカプトエタノール0.4ml，005%フブブ、や、 浴j孜ロムフエノ一ルフブ、ル一i容初液

O.2mn吋1およひ吋叶i

95.C 日1O分問加熱する.

②電気泳動� :

前処理した試料� 10μlを4%の� 5DSーポリアクリルアミ ドゲル(� 8 x 8 cm，10ウ

エル，� 1 mm)享， テフコ社)を用いて電気泳動を 行 う 永 出j用緩衝液は� 25mM 卜

リス，� 192mM グリシンに� SDSを0.1%加えた緩衝液� (pH8.3)を月fいる.プレー

ト1枚について� 20mAを90分間通屯する.

③ウエスタンプロッ卜:� 

i永動後，セミドライ方式で、ニトロセルロース膜� (0.45μm，バイオラド社)に

転写する. 陽極電筏板上に緩衝液に� i受たした� i感紙を� 3枚LI!.:ねて喧き， その上に

膜を，つぎにゲルをのせる.さ らに緩衝i{ flに浸し た泊、紙を� 3枚のせ， 陰極'111:極

板をセットして 10V30分 1m通~す る.転写用の緩衝液は25mM 卜 1) ス ， 192M グ

リシン緩衝液� (pH8.3) にエタノール� 20%を合む.

一次抗体として抗アポ� (a)ウサギ抗体と，金コロイド標菰イムノア ッセイ 試

楽(バイオラド.カタログ� N0.170-6510)をj応用してアイソフォームを』食出す る� .

④アイソフォーム解析;

ウエスタンプロ ット泳動像からアポ� Bの移動度を基準に して� Lp(a)アイソ

フォーム を分類す る.すなわち著者の成績によると，各アイソフォームの� Rfと

アポ� Bの� Rfの比はそ れぞ れら:� 0.28，53: 0.47，S2: 0.65，SI: 0.88，B: 

1.03，F:1.16であるので判読の参考に されたい. アポ� BとBはほぽ同じ位器

であるが，� Rfの比が1.03であ るので� Bのバンドの(まうがやや速く 移動するこ

とになる.

この方法で検出できない� “� 0"の頻度は� 35.0%であり，� B，51，S~， S3，54の頻� 

329 



Lipoprotein(a)一基礎と臨床ー

表 | 4%SDS-PAGEによるアイ ソフォ ームの移動度，頻度ならびに推測分子孟i 
30 

アイソフォ ム� F B S， S2 Sl S， 

Rfアホ� (a)/Rfアボ� B 1.16 1.O~ 0.8 0.65 o47 0.28 

Rfアポ� (al 0.21 o 16 0. 14 o }O 007 0.04 

~t J.lt ( %1 * 
ぅ士子1，((kDal 400 

J.7 

460 

5.6 

1ilO 

24 5 

520 

39.2 

560 

290.

600 
20 

分 子Eはファル7 シア7 ーカー(J 7-0615-0l)を怯棋にした保有IIIf，1(である. 
hucω
コ 
h
L 

σω1・0"=356%を除いた修1E3ii皮である.
』 

1，4.，2度はそれぞれ1.� の頻度を除いた修..oであっ た.“25.2. 17.7%，16.8

正頻度は表� |のごとく にな る.このんー法をさらに簡易化したキ� y トが市版きれ

ているので，その利Hjが勧められる.アイソフォーム頒j主はわれわれの方法と

比車交して笈わらない成1立をえ ている� 10) 

II.新 しいアイソフ ォームの概念� 

Kraftら11)は血液から� DN̂ を抽出して，� Kpn IWJj限酔ぷで切断処町してえ

た D 八断片をパルスフィール ド1広告i泳宙jで分離して，プラスミ ドから えた ク

リングル梢造とハイブリダイ ゼーシ ョンしてジェノタイ プを決定する方法を報

告した. この操作はきわめて繁雑て‘ある し，ハイブリダイゼーシ ョンに用いる

プロープが容易に入手できない問題を残 して いる.Gaubatzらめ は1.5%アガ

ース支持体を用いるきわめて高分解能の電気泳動を応用してアイソフォ ーム

をアリール� No.で分類している.将来， この ような両分解能の泳動法の利用と

クリングル数表示の標準凪liiiを応用する;[[Ij定法が勧め られる.すでに イムノ社

からはクリングル数を表示した棋準血清-が捷供されている.

10 

健常人のア リーノ

タイフ"は号比較{

ノレ� 4の繰り返 し量

アイソフォーム標i

む.これらのアイソ‘

，の繰 り返 し数は4/レ

はアリール o.とし

る� 

No.米するア リール|判の繰り返し数に4去をよりいてクリングルj，支検出!:;....'j

として表現する方法について述べる� 

目立� 

IJl'4a

87人の健常者を対s 
，，してジェノタ イつ� 

1立気泳副Jは� Lp(a)フェノタイ プ分析キ ット ((悌二和化予)を.ウエスタンブ� J版度はifG感度検出法L

ロ� y トは� AmplifiedAlkaline Phosphatase Immune Blot Kits (カタロ グ� O が.ジ ェノタ イプ法て

]70-6412，バイオラド社)を それぞれ用いる.アイソフ ォームの解析は� Power すごとく きわめて近作

¥1acintosch 8100/80A Vにオンラ インした� FASシステム(来洋紡社)で解析す にも近似 しており川，� I 

る.泳動f集を勘影 し，その像をi永到IJf� 析フ ログラム� QuanlityO ne (Pdi，東 フェノタ イプ分類� tU宇 .

洋紡社)を応用してアリール� Noを読みとる. してい るが，著者のフ� 
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百)5耳i :Lp(a)の検IJ¥i1:.ml!i:年法一 5. Lp(a)アイソフ 才一ムの決定法

頼度ならぴにHt洲分子E 

S2 Sl S4 
30 

0.65 

0.10 

!4.5 

520 

0.47 

0.07 

3リ2 

560 

t~l仕摺I!frfìて・ある . 

0. 28 

0 04 

290.

600 
20 

hu 
cω

ロGenotype .Phenotype 

コワ
 

ω』
比

il]	

うられる，すでにイムノ社

三.� “ の頻度をltいた修0" 5;'

3化 したキッ トがTIJU反され

ら頻度はわれわれの方法と� 

限酵来てL切断処瑚してえ

二 フ。ラ スミ ドから えた ク� 

Pイプを決定する方法を制

}ダイセ‘ー シ ョ ンにm ~ 、る 

Gaubatzら5)はl.5%アガ� 

~ JZ用してアイソフ ォーム

詰分解能の泳1rJJ法の平I]JIJと

ごいる.

に由来す るアリ ール O 

F日化学)を，� ウエスタ ンブ

10 

D 
1 6 11 	 16 21 31 

AlleeNol

図 | アホ� (a)の� A lIeleNo頻度

飽市;人のアリ ー I~ )J o 頒皮を~感度アイソフ すーム法 ( フ ェ ノタ イ プi1;)と シ ェ ノ

タイ フu;を比較した.分布1:1:2由針生をぷ し.その頻度{;tアリ� Yレ� No20(;7リング

ル 4 の繰 り 返し数 ~O) を中心に集中する . 

アイソフ ォーム標唱血清((悌三和化学)は� F，B. SI，S3のアイソフォ ームを含

む. これらのアイソフォームはイムノネ|ーの標準血清ーから険定すると， クリ ング

ル� 4の繰 り返 し数はそれぞれ16，19，22，29であ る. これ らのアイ ソフォ ーム

はア リール� Noとして， それぞ1れ6，9，12，19に相当する� 12)ことを標機にす� 

る.� 

87人の健常者を対象に して， この高感度フェノタ イプ法と，血液からDNAを

抽出 して ジェノ タイ プを決定す る方法を比較 した.フェノタイ プ法の� “0"の

頻度は高感度検出法によっ て� 0%となった.ヘテロ型の頻度は79.5%であった

BlotKits (カタ ログ� No. が，ジェ ノタイ プ法で88.6%であった.ri1J法のアリール� Noの頻度は図� I，こ1'，1

フォ ームの解4斤は� Power すごと くきわめて近似してい る.ヒスト グラ ムは� 2峰牲を示 しチロル人の頻度

テム (東洋紡社)で解析す にも近似しており� 11).13にこの決定法の価値は高いと考える.

与� QuantityOne (Pdi，持4 フェ ノタイプ分類 とアリ ール� No.との関連性につ いて は� Kraft11)らが報告

し て い る が， 符~のフ ェノタイ プ法と少し差がみられる(図2).こ れは， '，1!気 
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， 

L叩叩rolein<a)- .と臨床，JtIit!

KpnI 	 Kpnl ~pn l 

Saown~td [ |B  I5，I5，Is:! S， 

| 

同� munosld.[ FIB I5，Is，IS3 I s. 
GC310A 

図� 2 アポ(a)のクリングル� 4構造とアイソフォーム標酷血清

のノマターンモデル� 

アポ(a)はシグナルペプチドークリ ングJレ4.クリングル5.プロテアーゼ領J点から構成さ� 

342iは23. 25-262の4レJを示す.クリングiによる主な切断簡而Kpn1版画手本11れる事 - 聞

のヌク レオチドか ら な り ， 繰 り 返し教による変災.性を示す ~P; と ンャドウのクリングノレ 4 

I:t.~なる性質を示すと考えられ る ー

イムノ社と骨骨三和化学の原猶j血治についてアリーノレNoに対応するアイソフ ォームを不

す.

表� 2 高感度アイソフォーム決定法による鋪j支

〔文 献〕� 

1) Fless，G. M.，F 

lipoprotein(a). 1< 
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3) Mclean，J.W.，T 

Scanu，A. M.， 

homologous to ~ 

4) Lackner，C，BOE 

basis of apolipo[ 
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制度 (%) 1.1 1.1 5.7 23 36.9 31司� 3 in apolipoproteir 

i永f)J条件 の進 いか ら生 じたものと想像される.こ の分類法におけ るフェ ノタ イ

プ， 対応する アリール� No.な� Gびに頻度は表� 2のごとくである .ζ の頻度は表� 

|の場合と近似するが， 対象を異 にするので� F型か1.1%検出さ れてい る.

おわ りに� 

Lp(a)の血 中濃度は常染色体優先追伝す るこ と，その血清濃度は ク リンクル� 

4の数の繰 り返し数 ときわめて高 い逆相関性があ るこ と，な どの事実か ら，ア

イソ フォーム決定にlト 中濃禁 心が寄せられているが，クリングル繰り返 し数がJIIL

度 に寄与 する 率は55%とされる.� 1.1')(近，� Trommsdorffらリ)は，アポ�  (a)造伝

子の� 5'領域 の �  5つの塩基 配列繰 り返 し数の変異 が血中濃度 に14.3%寄与する

こと を報 告 した. 将来. これらの変異 と併せての研究が亙要にな ってくると忠

つ. 
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