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〔原 著〕

親 和 吸 収 と 自 動 電 気 泳 動 に よ るM成 分416検 体 の 同 定

右田俊介＊・竹上美也子＊・奥村次郎＊＊・永井康雄＊＊＊・橋本寿美子＊＊＊＊

大竹皓子†・芝紀代子††・小西奎子†††・瀬崎達雄††††

SUMMARY

M-components of immunoglobulin in the sera have been classified by immunoelectrophoresis,
a delicate and time consuming procedure. A new method, affinity absorbed electrophoresis, was
described with advantages of easy, rapid (40min) and economical procedure. Instead of antisera,
Omnibind A/G, Jacalin and dithiothreitol as specific reagents for IgG, IgA and IgM, respectively,
were taken into three microtips and lyophilized. Each 10μl sera was taken into these tips and

then applied for automatic electrophoresis. Either disappearance, or decreased concentration, or
more rapid or slower migration of M-component than original was estimated as positive reaction
with the reagents. Then the heavy-chain classes of M-component were discriminated. Three
hundred eighty-four M-components out of 416 sera (92.3%) were easily identified. Corresponding

patterns of the other 32 sera containing IgD, IgA2, L-chain and heavy-chain M-component,
respectively, were also described, but not distinctive. However, affinity absorbed electrophoresis
is good to identify M-component class as a routine analysis.

Key words: M-component, affinity absorbed electrophoresis, omnibind.

は じめ に

血清タンパク分画の電気泳動による臨床検査は, セル

ロースアセテー ト膜 (セ・ ア膜) を用いる全自動電気泳

動法の普及により, 毎 日多数例について行われている.

そのなかには約1/100例 の割合でM成 分 (モノ クローナ

ル成分) の存在が疑われる場合がある. それがM成 分で

あるのか否かの判定は, Bリ ンパ球系の腫瘍性増殖であ

るのか, 反応性増殖であるのかの判別となるので, 見過

ごす ことはできない. M成 分 の判定は通常免疫グロブ リ

ンに対 す るクラス特異的抗血清を用 いて, 免疫電気泳

動, または免疫固定法により行われる1). これには抗血

清を必要とするし, アガロース電気泳動を準備して, 1

日以上の日程がかか り, この方面の技術的経験 も必要で
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ある. したがって現実にはM成 分が疑われ る場合にも

全例について, クラスの判定まで行 っているところは少

ない.

われわれはそのギャップを埋めるために, 抗血清を必

要とせず, セ・ア膜の全自動電気泳動装置を用いて, 通 常

のタンパク分画の操作とほとんど同様にして, M成 分 の

クラスを判別する親和吸収電気泳動を考案した2). この

方法は免疫グロブ リン各クラスに特異的な試薬 として,

Omnibind A/G3) (ブ ドウ球菌の protein A, レンサ球

菌の protein GのIgG結 合部位遺伝子を組み合わせた

人工遺伝子の産物), Jacalin4) (jack fruit の種子から抽

出されるレクチンでIgA結 合能をもつ), dithiothrei-

tol (IgMのSS結 合を解離させる) の3種 を用いた. こ

れらを3本 の100μl用 Eppendorf マイクロチップに一

定量 (10μl) ずつ とって凍結乾燥したものを準備した.

M成 分を含む血清をこの3本 のチ ップにとり, 通常のチ

ップにとった対照 と並べて, 全 自動電気泳動すれば, ど

のチップによってM成 分の様子が変化するかで, M成 分

のクラスを判定することがで きる. これを用いて, 416

例 のM成 分含有血清を分析し, M成 分のクラスの判別を

行 った. その結果, これを用いる場合の注意点, 限界な

どが明らかになった.

実験材料および方法

M成 分含有血清は, 国立岡山病院より102例, 日大板

橋病院54例, 金沢大附属病院33例, 慶應 大病院62例,

東京医歯大病院20例, 金沢 医科大病院83例, 金沢 国立

病院56例, 石 川県立中央病院25例 の計435例 で, これ

らは使用時まで-70℃に 保存した. 保存期間は採血後

最長6年 にわたるものもあったが, M成 分 のクラスのタ

イピングには影響がなかった.

セ・ア膜電気泳動はオ リンパスAES 300とAES 600

を用い, 付属 の50ま たは25μlず つ のサンプル トレー

に, 試料は20ま たは10μlず つを添加し, セパ ラック

スMA 1220ま たはザル トリウス11,200の セ・ア膜を

用いて, 定法どおり実施した. 以下にはAES 600を 用

いた場合をおもに述べる.

親 和吸収用チップ

Omnibind A/GはInFerGene社 (富士薬品), Jaca-

lin は Pierce 社 (富士薬品), dithiothreitol (DTT) は

和 光純薬のものを用い, 1チ ップ10μlあ た り Omni-

bind A/Gは, 40μg, Jacalin は180μg, dithiothreitol

は30μgず つを溶かし, さらに識別のために bromphe-

nol blue, Ponceau Sな どの色素を加えて吸引して, そ

のまま凍結乾燥 した. DTTは 揮発性であるた めチ ップ

の両端を溶融パ ラフィンとパ ラフィルムでシールした.

さらに密閉容器に乾燥剤, 脱酸素剤 とともにいれ, 4℃

に保存した.

親和吸収電気泳動

M成 分の濃度 は個 人差 が あ り, 5mg/mlか ら100

mg/ml以 上 にも及ぶ. チ ップの試薬量は限られてい る

ため, 明確な結果を得るためにはM成 分の濃度の高い試

料は, 濃度に応 じて2倍 から8倍 程度, 生理食塩水など

で希釈 した. M成 分 が認められるが, 総免疫グロブ リン

としては正常濃度の程度では試料は希釈せずに約50μl

(10μl×5) が必要で ある. 30穴 のサ ンプル トレーに6

試料を5回 ずつ繰 り返して添加した. 5回 繰返しとは,

原血清, 希釈血清, 希釈血清を Omnibind A/G, Jacalin,

DTTの チ ップにそれぞれ10μlず つとって, サ ンプル

トレーに注入することをいう. チ ップ内の試薬はただち

に溶解するので, チ ップに吸引後, トレーに排出するま

で反応を待たなくてもよいが, もしチ ップ内に色素が残

るようであれば, トレーに排出した試料をもう1度 吸引

して, 再排出した. それ以後は通常の全自動電気泳動と

同様に行 った.

免疫電気泳動と免疫固定法

M成 分のクラスの確定のためには従来のアガロースを

支持体として抗血清を用いる免疫電気泳動, または免疫

固定法を実施した1).

実 験 結 果

1. 結果の判定

結果の判定は対照の希釈血清または原血清に対して,

試薬と接触して泳動された三つの lane において, M成

分がどのように変化したかによる. これを表現するため

にはFig. 1の よ うに, M成 分 の消失, 減少, 陽極側への

移動度のずれ, 陰極側へのずれ, 変化なしをそれぞれ1,

2, 3, 4, 5と して, Omnibind A/Gに よ りM成 分の消

失があり, Jacalin とDTTで 変 化がなければ155,

Omnibind とDTTで 変化がな く, Jacalin のみでM成

分が減少しておれば525, Omnibind と Jacalin で変化

がな く, DTTの みでM成 分の移動度が陽極寄りに変わ

っておれば553と い うように表した. 従来の免疫電気泳

動, または免疫固定法による判定の結果 との関連を示す

と Table 1に なる.

a) M成 分 が3本 のチップの一つとのみ反応する場

合が411例 中に390例, 94.9%を 占めた.

b) 単一 のM成 分であるのに2本 のチップと反応す
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る場合が12/411例, 2.9%.

c) 3本 のチップのいずれとも反応 しない場合が9/

411例, 2.2%で あ って, そ の 内訳 は Teble 1に 述 べ

たが, b) とc) は例外的な反応であった.

d) Teble 1の 外に2 peak 型 のM成 分を示す5

例があったが, 後 にのべる. 総数は416例 となる. この

方法はセ・ア膜の電気泳動において明確なM成 分を認め

ることが前提条件になる. したがってM成 分が認められ

るとして提供を受けた試料でも, 事前にしらべてMバ ン

ドが明確でなかったり, IgD骨 髄腫のように保存中に分

解を受けてM成 分が消失した試料など435例 中の19例

については同定にはとり上げなかった.

2. Omnibind A/GとM成 分の反応

Omnibind は凍結乾燥すると白い粉末であるが, 溶解

性はよ く, 再溶解 した ものは凍結乾燥前と変わらない

IgG結 合性を示す. M成 分がIgGで あれば全例 Omni-

bind との相互作用が見 られ た. その結果, 結 合して不

溶性となればFig. 1の1の 反応となり, 原点に不溶性

沈澱がみられた. 希釈不十分などでM成 分が全量吸収さ

れないときは2の 反応 となった. この場合は希釈率を高

めて再検すると1の 反応 となるので1と2は 質的な差で

はない. さらに結合物がなお可溶性のときは3の 反応と

なった. Omnibind A/G単 独では α1と α2の中間の移

動度を示すので, M成 分 との結合物はそれとの中間の移

動度を示した. さらにIgG以 外でもIgAのM成 分の

6/81例, 7.4%, IgMのM成 分の4/17例, 24%, L鎖 型

の2/5例, 40%, H鎖 病 の1例 も Omnibind との結合

を示し, Omnibind との結合がただちにIgGと 判定で

きるものではなかった. しかし反応が155, 255, 355の

場合の合計300/304例, 98.7%はIgGと 判定された.

残 りの4例 は Table 1の よ うにIgAとL鎖 型であっ

た. Fig. 2に はIgG M成 分 の155, 255, 355型 の反

応を示した.

3. Jacalin とM成 分との反応

Jacalin のあるロットでは凍結乾燥後, 溶解性がやや

悪いものがあった. そのときはチップに試料吸引後, 1

分 ほど待って トレーに排出した. IgAのM成 分 との反

応は515, また は525と なるものが50/81例, 61.7%,

535は12/81例, 14.8%で あった. 遊離 の Jacalin は

γの移動度であるので, 可溶性結合物が陰極側に動 くの

は首肯できるが, 12例 で は逆に陽極側に動いた. しかし

IgA M成 分以外で Jacalin と3の 反応を示したものは

なかった (Teble 1). また5/81例 はIgAで あ るのに

Jacalin によって変化がなく, これはIgA2と 後に確か

Fig. 1. Change of M-component by affinity absorbed electrophoresis (C).

Pattern of original serum (O), that of the diluted serum (D). The diluted serum
was taken into reagent contained microtips and then applied for electrophoresis.
Changes of M-component are classified into 5 types. 1, complete disappearance
with a precipitate on the starting point; 2, decreased concentration; 3, mobility
increased; 4, mobility decreased; 5, no change, as seen in right.

1 2 3 4 5
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められた. IgA以 外でも Jacalin と反応するのはIgD

の2/5例 であった (Fig. 5). IgAのM成 分から見ると

68/81例, 84%は Jacalin によ って同定され るが, そ

のほかIgAで あ って Omnibind とも反応する6/81例,

DTTに よって影響 を受 ける4/81例 があった. その場

合 Omnibind とはいつ も3の 反応で可溶性複合体の形

成であり, さらに Jacalin とも反応している. したがっ

てM成 分が2種 の試薬と反応す る ときはQmnibind と

の反応を副反応 と見なし, もう一方を判定の主反応とす

ればよい.

4. DTTとM成 分の反応 (Fig. 4)

DTTめ チ ップは10μlに 溶解すると, 2.0Mに なる

Table 1. A comparison between the identified results of M-component in 411 sera obtained
by immunoelectrophoresis (IEP) and affinity absorbed electrophoresis (AAE).

Fig. 2. Patterns of IgG M-component by affinity absorbed electrophoresis.

IgG M-component shows either change of 1; disappearance; 2, decrease of the con-

centration or 3, increased mobility by Omnibind tip (OM) associated with no changes
by Jacalin (JA) and DTT (DT) tips. These patterns are expressed as 155, 255 and

355, respectively. Cellulose acetate papers used here are Sartorius Typ 11,200 in the
left and Separax MA 1220 in the middle and the right. Apparatus used are AES 300

in the right and AES 600 in the middle and the left.

-70-



Vol. 36. No. 6. 1992 (391)

ように準備されている. DTTは ペ ンタマーIgMの 分

子間SS結 合 を切断してモノマーに変えるが, 不溶性に

変えるのではない. 電気泳動時にはその結果, 3の 反応

となる場合が多く5/17例, 29.4%. 1の 反応は3/17例,

17.6%に 見 られた. これはモノマーIgMが ど こに移動

したかが不明になったものである. 2の 反応が2/17例,

11.8%こ れ はモノマーとなっても元 と同じ移動度をも

つが, 分子量的に均一になって細いバンドに変わる場合

であろう. 3/15例 は4の 反応となった. これはモノマー

となって正荷電の増加となる場合 であろ う. IgM以 外

でもDTTに よ る変化の見られる場合がIgGに2/312

例, IgAに4/81例 あ ってそのうちIgAはIgA2の 場

合が3例 あった.

dimer の形 をとるL鎖 の場合にもダ イマーからモノ

マーへの変換が考えられるが3), それ はセ・ア膜電気泳

動では確認されなかった. 一方, IgMで Omnibind と

も反応する4/17例 の内訳は153, 352の 反応が1例 ずつ

と, 253が2例 であった. この場合も Omnibind との反

応は副反応とみれば, DTTと の反応を主反応として,

IgMと 判定すべきである. DTTは またSS結 合 の多い

アル ブ ミンに も働 い て, 移 動 度 を α1に 変 え る. DTTは

長 期 保存 に よ り活 性 を失 う可 能 性 もあ るの で, ア ル ブ ミ

ンの 変 化 はDTTの 活 性 の 指 標 と し て, アル ブ ミ ンに

変 化 の な い チ ップ は廃 棄 して, 更 新 し たほ うが よ い.

5. 特 殊 なM成 分 の反 応

IgDのM成 分 の5例 は555の3例 と535の2例 で あ っ

て, Jacalin はGalβ1-3 GalNacと 結 合 す る ので, 分子

内 に そ の糖 鎖 を もつ か否 か に よ って, 反 応 性 が左 右 され

た と考 え られ た (Fig. 5).

L鎖 型M成 分 は3種 のチ ップ によ り影 響 の ない場 合 が

3/5例, 60%で あ っ たが, 2/5例, 40%は Omnibind

に 反 応 し た. Omnibind と反 応 す るL鎖 の タ イプ は κ鎖

1例, λ鎖1例 で あ った.

γ鎖 病 (HCD) のM成 分 は1例 だ けで あ った が, 253

の 反 応 で γ鎖Fc部 分 が Omnibind お よ びDTTと 反

応 す る妥 当 な結 果 で あ った (Fig. 6).

2峰 性 のM成 分 はIgG, IgA型 の3例 で はIgGは

Omnibind と, IgAは Jacalin と反応 し て155と515の

組 合 せ とな った (Fig. 7). 2峰 性IgGの 場 合 (2例)

で は, と もに Omnibind と反 応 す るの で155と155,

Fig. 3. Patterns of IgA M-component by affinity absorbed electrophoresis.

Since Jacalin bind with IgA1 subclass, the most of IgA M-component shows either pattern of 515, 525, 535 or

545. Whereas M-component of IgA2 subclass is found as 555. Cellulose acetate paper used is Separax MA
1220.

Fig. 4. Patterns of IgM M-component by affinity absorbed electrophoresis.

Since dithiothreitol cleave easily the disulfide bond of IgM pentamer, either 551, 552 or 553 is a
characteristic pattern of IgM M-component. However, Omnibind also bind a part of IgM clone, 253

or 353 is also observed. Cellulose acetate papers used are Separax MA 1220 in the left and Sartorius
11,200 in the middle two and the right.
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または155と355の 組 合せとなった. IgG+BJP, IgA

+BJPの2峰 性はアガローズ電気泳動では認め られ る

が, セ・ア膜電気泳動ではBJPが 確認できないので,

ここに取り上げることはできなかった.

6. 親和吸収電気泳動により判定不能の場合

M成 分が認められるのに Omnibind, Jacalin, DTTの

いずれによっても変化が認められず, 555の 所見となる

場合が9/411例 あ り, IgA 23例, IgD 3例, L鎖 型3

例 (κ鎖型2例, λ鎖 型1例) で あった (Fig. 3, 5).

これ らの場合には抗血清と組 み合 わせた 同定法により

補って, タイピングできた11).

考 察

新しい親和吸収電気泳動法によるM成 分のクラスの同

定を416例 について行 った. その内訳はIgG型312例,

75%, IgA型81例, 19.5%, IgM型17例, 4.1%,

IgD型5例, 1.2%, L鎖 型5例, 1.2%, H鎖 病型1例,

0.2%, 2峰 性型5例, 1.2%で あ った. これ らの割合は

骨髄腫のタイピングの統計例6), IgG, 55.7%IgA, 21.6

%IgM, 7.1%IgD2.8%L鎖11.9%H鎖0.6%

2峰 性, 0.2%と 正常免疫グロブ リンの クラス別比率7)

IgG75～85%IgA7～15%IgM5～10%IgD0.3%の

中間であった. ここにとり上げられた症例は, 良性単ク

ロー ン免疫グロブ リン症 (BMG) と骨髄腫を含 ん で い

た. BMGは Adams らの804例 で はIgG70.9%IgA

13.8%, IgM12.3%, 2峰 性1.5%, L鎖 型1.5%と

ほぼ正常量の割合でおこるが8), 骨髄腫はやや相違する

ので, ここに得 られた百分率は両者の中間というのが妥

当であって, 日常出会うM成 分の比率を表していると思

われる.

この方法の特徴は従来の免疫電気泳動, 免 疫固定法に

よるタイピング と比べ て, 短時間 (40分) で完了し,

セ・ア膜全自動泳動装置があれば, このために新しく装

置を購入する必要はない. 特別の練習なしに, 誰 にでも

簡単に実施できるところにある. さらに高価な抗血清を

必要 としない. ここに用いた Omnibind A/G, Jacalin

は抗体 よ り高い結合効率 を もち, Omnibind 1mgは

IgG 11mgと 結合 し, Jacalin 1mgはIgA約6mgと

結合する結果が得られている. 先 に報告 した類似の免疫

吸収電気泳動10)とくらべて, 試薬量はより微量で十分で

あり, 経済的でもある. さ らに これ に加えて抗血清で

はできない分類が可能であった. 1) Omnibind A/Gは

protein Aと protein Gを 合わせ た性質を示す. これ

らはIgGのCH2とCH3の 接 合部 の糖鎖 に結合

Fig. 5. Patterns of IgD M-component by affinity

absorbed electrophoresis.

A half of IgD clone bind with Jacalin and the

others do not, as shown in 535 or 555. Cellulose
acetate paper used is here Sartorius 11,200 in

Figs. 5 and 6.

Fig. 6. Patterns of M-component of light-chain

or heavy-chain diseases by affinity absorbed

electrophoresis.

Light-chain M-component, either kappa or lambda
type, shows either 155 or 555 pattern. One heavy-

chain M-component is 253 pattern as shown here.

Fig. 7. Patterns of two M-components types,

either two IgG types or IgG and IgA type,

by affinity absorbed electrophoresis.

Two IgGs were absorbed with Omnibind in left.

IgG and IgA were absorbed with Omnibind or

Jacalin, respectively in right. Cellulose acetate

papers used are Sartorius 11,200 in the left and
Separax MA 1220 in the right.
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するが, レクチンの特異性は抗体ほど明確 ではな い.

Sikkema によ ると9), ニ トロセルローズ膜に各種免疫グ

ロブ リンをドットブロットし, ペ ルオキシダーゼ標識の

protein A, protein G, Omnibind を反 応 させ ると,

IgG1～4は3者 と反応し, IgMは protein A, Omni-

bind ともある程度反応 し, IgAも protein A, Omni-

bind と弱 く反応する成績が得 られている. L鎖 のテス

トは行われていない. protein Aに 結合しないといわれ

るIgG3もELISAの よ うな鋭敏 な反応でみると他の

IgGと 同様に protein Aに 結合 した. Sikkema では

IgM, IgAの ポ リクローナル標品が用いられているが,

われわれ のモ ノクローナルIgMで は4/17例, IgA

で は6/81例, L鎖 の2/5例, HCD蛋 白の1/1例 が

Omnibind と結合を示し, Sikkema の成績 の一部を裏

づけた. これはIgA, IgMでIgGと 同 じ糖鎖 を もつ

クローンの割合であるが, この意味が明らかになればい

ままでに報告されていない分類にな る. さらにIgGで

Omnibind に3の 反応を示すM成 分はIgG2とIgG4

が多いことも判明している. 2) Jacalin はIgAのIgA1

とIgA2を 識別できることが, 別 に発表予定のモノク

ローナル抗サブクラス抗体を用いた酵素免疫固定法11)に

よ って確かめられている. Jacalin でIgA M成 分 が陽

極側に動 く3の 反応が12/81例 に見られたことは, 結合

して不溶性になっていない状態であるので, 1) Jacalin

の量 が少なくて, 2) 反応 時間が短 くて, 可溶性 complex

が できた可能性を, 再検により確かめた. その結果2)

よ りも1) が考えられたが, 再 検によって3か ら1の 反

応に変わる試料 もあったことは, Jacalin の溶解性のロ

ット差に問題があるかもしれない. しかしIgAの 判定

には3が あっても問題はないと思われる.

次 にこの方法の欠点を挙げると, 判定が抗血清による

判定ほど決定的ではない. 155の 結果でもIgGで ある

とは限らない. しかし Table 1を 見 ると Omnibind,

Jacalin, DTTと 反応する例がIgG, IgA, IgMに 対応

する率は, 97.2%, 97.3%, 70.8%で あ った. 1, 2,

3, 4の いずれか一つの反応をした場合 のみ をとり上げ

ると, Omnibind のIgG均 中率は98.7%, Jacalin と

IgAで は97.1%, DTTとIgMで は81.3%と な る

が, それで全体の381/411例92.7%を 占める. したが

って一つのみ陽性のときに有効に判定できるとすれば,

実用的な誤差範囲かもしれない.

次 にL鎖 のタイピングができないという欠点がある.

それは必要であれば現在論文準備中の酵素免疫固定法を

用いれば解決するが11), 一般 にはM成 分のL鎖 のタイプ

は臨床上それほど必要 としないことが多い.

次に操作上に希釈の過程があることも一つの欠点とい

える. 最初 これにはM成 分の完全な消失を目標としなく

ても, M成 分 の減少, あるいは移動度の変化をデンシ ト

メトリーによって判定することを試みた. しかしデンシ

トメトリーは肉眼より判定の感度が劣 ることが判明し

た. この点は現在, チ ップ内の試薬の量を多 くすれば,

試料血清を希釈せずに用いられないか検討している.

さらに抗血清を用いた判定では, M成 分 に結合した抗

体との和の形で微量M成 分でも増幅されて検出できるの

と比べ, この方法は試薬による吸収であるので, 通常の

泳動によるパターンとの差の形 となる. したがってM成

分がやっと認められる場合には吸収による差が明確では

な く, 用いることができない.

サ ンプルの注入量は25μlの トレーに10μlを 注入し

ても問題はなかった. ただ夏には乾燥のおそれがあるの

で, トレーに注入後, 積 み重ねて実施が遅 れない よう

に, 速 やかに行 ったほうがよい.

判定の注意 として, 3と4の 判定の基準がある. 1mm

くらいのずれは水分の蒸発によっても起こるのでとり上

げない. 3の 所見は明確であるが, 4は 境界鮮明なまま

(-) 極側 に動 くのではなく, (-) 極側が幅広く濃 くなる

が, この意味はまだよくわか らない.

以上の点を注意すれば, M成 分の容易なクラスのタイ

ピング法として広 く利用されてもいいと考えられる.
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要 旨

M成 分の同定用の免疫電気泳動または免疫固定法には

欠点が多い. 親 和吸収電気泳動ではクラス特異的試薬と

して Omnibind, Jacalin, dithiothreitol を3本 のチッ

プにとって凍結乾燥 した. これに試料血清を吸引して,

サ ンプル トレーに入れ全自動電気泳動すると, どのチッ

プによりM成 分のパタンが変化 したか によ り, IgG,

IgA, IgMを 同定 した. この方法は全自動泳動装置があ

れば短時間 (40分) で, 初 めての人でも容易にタイピン

グすることができた. そ こでM成 分血清416例 を分析

し, 384例, 92.3%に つ いて正しく同定できた. 残 りは

比較的稀なIgA2, IgD, L鎖 型, H鎖 型などで, 特定の

パタンにはならなかった. さ らに微量のM成 分は判定に

困難な場合があった. そのほか実施する上での注意点を

のべた. この方法は抗体を使わないM成 分タイピングで

あり, 経済的でルーチンの検査法 として広 く用いられて

もいいと思われる.

-74-


