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〔シンポジウム: 2 次元電気泳動法の活用と問題点〕

2D-CAME 法

戸田年総人 大橋望彦本 - 藤田敬子ネ ・吉田光孝料 .新保靖志料

棲林都之介*料 .藤田清貴T ・山田博豊tt

は じめ に 原理

臨床検査において血液の検査は必須であり ， 自動分析 本大会のシンポジウムで取り上げられた 2 次元電気泳

機によるノレーチン化が進んでいる . その検査項目の一つ 動の中で， 他の五つの方法はゲノレを支持体とするのに対

と してセ ・ ア膜電気泳動 (CAME) による血清蛋自分画 し， 本法の特徴はゲ〉レをいっさい使用しない点にある .

が位置づけられており ， 乙れまた自動化が進んでいる . したがって，分子量の違いでは分離できない. それにも

そしてζ と数年は複数の研究グループによりコンピュー かかわらず敢えてセ ・ ア膜を支持体に選んだのは 2 次

タによる分画パタ ー ン波形解析も試みられ， 他の電気泳 元電気泳動の分解能を臨床検査に導入したいと考えたた

動に比べ必ずしも分離性能的に勝っているとはいいがた めである.それで第 1 次元自では， 従来の 5 分画法の結

い 5 分画像から ， できるだけ多くの情報を引き出そう と 果と対比しやすい『濃縮電気泳動』を，第 2 次元自では

する努力が続けられている . 乙れはセ・ ア膜電気泳動が 分離性能で勝る『等電点電気泳動』を実施するとととし

ノレーチン検査に適した簡便な方法であるからにほかなら た (図 1 ). 

ない.しか し ， いかなるデータ処理を施そうとも ， 本来 5 第 1 次元自の『濃縮電気泳動』は， プラスチックで裏

分菌、法では分離されない微小な分子異型(II\ icrohetero - 付ちされた帯状のセ ・ ア膜 (10mm 幅iζ切断されたタ

genity) の分析は原理的に不可能である . イ タン ][)の上で実施される . 図 2-A K濃縮電気泳動

それに対し O'Farrell 法などのポリアクリ Jレアミドゲ 装置の模式図と不連続緩衝液の配置を示す. 濃縮段階は

Jレ 2 次元電気泳動法は， 分離性能の点で 5 分画法よりは 移動度の大きい塩素イオンを先導イオン(leading ion), 

るかに勝っているにもかかわらず， 臨床検査ではほとん 移動度の小さいアJレギニ ンイオンを終局イオン (te rmi -

ど利用されていない . その最大の原因は， O'Farrell 法 nating ion) とする等速電気泳動 (i sotachophoresi s) で

の煩雑な操作性にある と恩われる . ある.この条件では， 蛋白質は塩素イオンとア Jレギニ ン

われわれが開発 した 2 次元 セ ・ ア膜電気泳動 (2D- イ オンの作る界面の位置に濃縮され， シ ャープなゾー ン

CAME)ト3) は，セ ・ ア 膜 の簡便性と 2 次元電気泳動の となる(図 1 の A-1) .

高い分離性能を折衷させた ものであり ， 従来の 5 分画法 次K ， 陰極槽と陰極側架橋議紙をリン酸緩衝液を含む

では分離が困難であった微小な分子異型を伴う患者血清 ものに交換すると蛋白質の等速電気泳動状態は破られ，

蛋白 lζ対し， 今後の臨床応用に期待がもてる pH7.5- のりン酸緩衝液系におけるゾー ン電気泳動lζ移

行する(図 1 の A-2). それ以後は従来のセ ・ ア膜電気

Two-dimensional cellulose acetate electrophoresis. 
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泳動とほぼ同じ条件で分離される . したがって 5 分画

法データとの対比が容易である.

第 2 次元自では， 電気浸透のないセパラックス EF 膜

(60x ll0 mm) 上で『等電点電気泳動』が実施される

(図 2 の B ). 第 1 次元自のタイタンEからセパラックス

EF への蛋白質の転写は， 単iζ膜面を密着させて通電す

るだけでよい.等電点電気泳動の原理は，すでによく知

られているので詳しい説明は双書に譲るが， pH7. 5 で

はほとんど同じ移動度を示すものの，わずかずつ等電点

の異なる微小異型蛋白質(リン酸化や，シアノレ酸の付

加， ポリアミンの結合などの場合に見られる)は，第 2

次元自の等電点電気泳動で初めて分離される(図 1 の

B ) . したがって 5 分画法では同じ fast -r K泳動され

る単クローン性の M-蛋白などを，さらに等電点異型と

しての観点から分析し直すこともできる .

生物物理化学
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初期の装置はわれわれで自作したが，現在は市販の装

置(アオキ医理化製) を使用している . 構造上重要な点

は，濃縮電気泳動装置では，セ ・ ア膜上で不連続緩衝液

境界が再現的K形成できるととであり，等電点電気泳動

装置においては高電圧条件下での電気泳動に耐える十分

な冷却能と ， 外気を遮断できる密閉性である.試薬類の

調製法や，操作手)1買については，新版電気泳動実験法

(電気泳動学会編， 文光堂， 1989) に詳しく書かれてい
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図 1. 2D-CAME 法の原理
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2D・CAME 法に用いる装置の基本構造と緩衝液の配置
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図 3. 2 D.CAME 法による健常者血清蛋白質の標準パタ ー ン

るので省略する . ただし， 第 2 次元自の通電は， [í高圧

セ ・ ア膜等電点電気泳動4) JI の条件， すなわち 300 V で

30 分， 500V で 30 分 ， 1, 500 V で 90 分 IL変更された.

血清蛋白 2D・CAME パターンの読み方

図 311: ， 血清蛋白 2D-CAME パタ ー ン(健常者の標

準パタ ー ン)を示す. 電気泳動学会では ， ü'Farre ll 法

を例 IL 取って 『右を塩基性等電点側， 左を敵性等電点

側， 上を高分子量{則 ， 下を低分子E側』 にするように

提案しているため， われわれもそれにならって 2 D・

CAME パタ ー ンは， 乙のように縦が第 1 次元自の濃縮

電気泳動 (上が陰極， 下が陽極で， 泳!lI)J方向は上から

下) ， 横が第 2 次元自の等電点電気泳動(右が塩基性等電

点、制1]， 左が酸性等電点側で， 泳動方向は右から左)とな

るように置く乙とにしている . 乙乙 lζ示されたおもな蛋

白質の分布より明らかなように ， 第 1 次元自の分離は従

来の 5 分画パタ ー ンに近い . したがっ て， 自動電気泳動

装置で検出された 5 分画パタ ー ン上での異常性を， さら

に詳しく再検査する 目的で本法を利用するとき ， 相互の

位置関係を対比する乙とができて便利である .

応用例

多発性骨・髄腫患者の Mー蛋自に見られる異常な IgG

分子の解析に本法が大変有効であり ，特長がよく 引 き 出

さ れるので，以下 11: 実際の応用例を紹介する . 本症例

は ， 腰痛を主訴と して 名古屋披済会病院内科 11:来院 し

た 53 歳の女性で，セ ・ ア膜による蛋自分画像で fast -r

位 lζ M-蛋白を認め(図 4 ) ， 細胞診の結果， 多発性骨
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図 4. 健常者血清および骨髄腫患者血清蛋白質の
1 次元的セ ・ ア膜電気泳動ノマタ ー ン

髄腫と診断された症例である.その後， カラムクロ 7 ト

グラ フ ィ ーによる精製と免疫化学的分析によって， 乙の

Mー蛋白はH鎖の分子量が小さい異常分子 IgG である

乙とが明らかにされた夙そ ζでわれわれは， 乙の異常

分子 IgG の分析に 2D-CAME を応用 してみた . 乙の

症例のように 5 分商法では均質に見えた M-蛋白も

2D-CAME では， 広い範囲lζ等電点具製をもっヘテ ロ

な集団である乙とがわかる(図 5-A ) . とくに正常な

IgG IL は見られない酸性等電点領域(本来は正常な

IgA が分布する領域) に数多くのスポッ ト が存在した .

その異常に低い等電点と ， 等間隔で連なった等電点異型

性よりシア Jレ酸の結合が強く示唆された(図 5-B) 本

法では数枚のセ ・ ア膜を重ねて一度IL泳動できるので，

それぞれに対し種々の特異抗体を用いて免疫染色を施し

た結果， 本症例の M-蛋白はすべて A 型の IgG である

と判定された (図 6 ) . さらに ノイラ ミ ニダーゼ処理を

施した後で再度 2D-CAME を実施 した結果， それらの

酸性等電点スポッ ト は消失し， 代わって塩基性等電点側
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関 5. 骨髄股忠者および健常者血清蛋白質の 2 0-CAME 像

A ， B: 忠、者血清， C, D 健常者血消 A, C ク 7 ジー染色，
B , D: PAS 染色.

Anti-λHRPO stdin' 
A. 

T' 

開閉

Ahti-γHRPO stain 
B 

図 6. 2 0-GAME 後のセ ・ ア膜lζ 対する直接免疫
染色による 1 鎖および T 鎖の検出

!C新たな一都のスポッ ト が出現した(関 7 ) . ζ のこと

より ， 木患者血清の M-蛋白が fast - T 位 lζ出現した理

巾は IgG の等電点が酸性化したからであり ， それは ，

おもにシア Jレ般の結合lとよるものと判定された .

すでに藤田ら引は， 本 M-蛋白が異常分子 IgG であ

り ， T 鎖の CH 2 ドメイ ン欠損例である可能性の高い

ζ とを報告している . しかしその一方， 細胞診などの結

果では多発性であると診断されており ， ζ の分子量異;常

がすべての等屯点、異型スポット lζ共通する性質であるか

否かは， 発癌の過程を考える上で大変に興味深い. そ乙

で木 2 0-CAME 法を用いて，乙の問題の解析を試み

た . 2 次元電気泳動後， 2 枚の膜を常法どおりク 7 ジ ー

染色し， 図 8-A の 1 から 11 の等屯点異型 IgG スポ

ットをメスで切り取った . ζ れを 2ーメノレカプ トエ タノ

-)レを含む SOS一試料処理液中 !C 5 秒間浸 してからミク

ロ遠心チューブ!ζ移し ， i弗騰水浴中で 1 分間インキュベ

ート 後， 既製の SOS-PAGE 用ミニスラブゲJレ(第一化

学製など) 2 枚の試料構!C膜切片どと投入 して SOS 電

気泳動した . 1 枚はそのまま銀染色し(図 8-B ) ，も う

1 枚はニトロセルロース肢に転写後， HRPO 標識抗ヒ
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異常分子 I gGの系統的分析法(所要日数約2 日)
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図 9. 異常分子 IgG の系統的分析(流れ図)

ト A 鎖抗体を用いてえ鎖を特異的IL検出し(図 8-C ) ，

続いて同じ膜に対し HRPO 標識抗ヒ ト T 鎖抗体を用い

て T 鎖を特異的 IC検出 した (図 8-D ) . その結果， 等電

点が高く， r 位IL分布する IgG は正常な分子量 (50kDa) 

の 7 鎖をもつのに対し， 等電点が低く ， fast -r 位lζ分布

する IgG はすべて T 鎖の分子量が約 44kDa とやや小

さい乙とが，明らかとなった. との結果は， 本患者は正

常な(少なくとも分子量や PAS-染色性の点で) r 鎖

を産生する正常な形質細胞と ， 分子量および PAS-染色

性の点で異常な T 鎖を産生する形質細胞癌を合わせても

っており，この異常性の獲得が癌化の過程で起こったも

のである可能性が高い.

乙の{也，本 2 D-CAME 法では酵素活性や， 蛋白質分

子聞の会合状態を維持したまま泳動する乙とができるの

で， 酵素結合性免疫グロプリンの分析も可能である . 以

上の特長を加味 し， われわれは図 9 に示すような『系統

的な異常分子 IgG の分析法』を考案した. 今後さらに ，

骨髄腫患者の形質細胞の定性分析手段として利用できる

か否かを検討する予定である .

本法の欠点と将来性

本 2D-CAME 法の特長はセ ・ ア膜を用いるので簡便

である点にあるが， すでに述べたように『分子量では分
けられない』という欠点もある . しかし上述のように，

得られたスポッ トを切り抜いて SDS-PAGE にかける

乙とができるので， さほど重大な欠点とはならない. む

しろ第 l 次元自の分離が従来の 5 分画パタ ー ンによく似

ているととは臨床応用を進める上で便利であり ， 将来と

のような等電点異型蛋白質の分子異常を分析するための

有効な手法となりうるものと考える .
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