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〔原 著〕

酵素結合性免疫グロブリン検出への免疫固定法の応用*

須藤加代子 ・菅野 剛史**

嵯峨実枝子 ・堀井 康司 ・加野象次郎***

大内 淳****

Summary

   The combination of both the electrophoresis and the immunofixation and of the thin layer gel 

filtration and the immunofixation followed by enzyme activity staining on antigen-antibody complexes 

were applied to detect and identify the enzyme-linked immunoglobulins which were observed as mac-

romolecular enzyme complexes in human sera. For any given antigen-antibody system, the optimum 

concentration of antigen in the serum to be analysed must be given experimentally. Moreover, remo-

ving of unreacted proteins must be carefully performed with the solution which will protect the 

activity of the enzyme to be detected.

   In the cases of LDH- and amylase-linked immunoglobulins the detection of minimum enzyme 

activities on Cellogel membrane were limited by staining sensitivity. Thus, two to ten times concent-

ration of commercially available antibodies was required to give the optimum concentration of antigen-

antibody complexes. In the cases of alkaline-phosphatase-linked immunoglobulins, the detection of the 

enzyme activity was easily amplified by the elongation of the incubation period. Thus, the optimum 

concentration of antigen was given without concentration of commercial antibodies.

   In the studies of macromolecular enzyme complexes in human sera, the immunoprecipitation tech-
nique and enzymo-immunoelectrophoresis were conventionally carried out to identify the enzyme-linked 
immunoglobulins. Some cases, however, still ramain ambiguous because of unskilled and unstable 
techniques used for analysing these macromolecular enzyme complexes. Thus, these immunofixation 
techniques followed by enzyme activity staining (enzyme immunofixation), described in this paper 
can facilitate the detection and identification of such macromolecular complexes as enzyme-linked 
immunoglobulins.

   Key words: immunofixation technique, enzyme-linked immunoglobulin, macroamylase, enzyme 
immunofixation, macromolecule enzyme.

ヒト血清中に存在する高分子酵素の.1つ である酵素結

合性免疫globの 検索は,従来Sephadexな どによるゲル

炉過を用いた分子サイズの検討がなされ,結 合蛋白質の

検索としてimmunoprecipitation1)に より結合免疫glob

の確認がなされるか,寒 天2～4)あるいはCellogel膜5～7)を

用いた免疫電気泳動を実施し,そ の免疫沈降線を酵素活

性染色する方法が用いられた.

電気泳動支持体上での免疫沈降線を染色する方法は,

試料量および抗血清の量が比較的少なくてすむ優れた検

出方法であり,最 近の酵素結合性免疫globの 検 出の報

告はほとんどがこの方法に基づいている.し かし,ALP

お よびアミラーゼ結合性免疫globに おいては必ずしも

この方法が確実な検出法ではな く,ALP VIマ クロアミ

ラーゼの中には免疫globの 結合が証明されずに,高 分

子酵素の血中での存在様式が不明のままに終っている例

が認められる.こ の問題は検出方法に基づ くものと考え

られ,よ り容易な確実な酵素結合性免疫globの 検出法

が望まれていると思われる.
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我々は,堀 井ら8)により報告されたimmunofixation

electrophoresis(IFE)を 七ルロースアセテー ト膜を支持

体 として実施する方法を用い,膜 上に固定された蛋白質

に酵素活性染色を実施 し,血 清中の微量の酵素結合性免

疫globの 確認を行った.こ の方法は酵素と結合した微

量高分子複合体の検索に非常に有効な方法であると考え

られたのでここに報告する.

試薬および方法

1.抗 血 清

抗 血 清 はDakopatts社 製,抗IgG,抗IgA,抗lambda

(titre500μg/ml),抗kappa(titre500μg/ml)を 用

い た.

2.電 気泳動

支持体としてCellogel膜(Chametron社,生 化学工

業扱い),ベ ロナール緩 衝 液pH8.6(μ0.07)に て,

5mA/cm定 電流にて約45分 間電気泳動を行った.ア ミ

ラーゼを対象とする場合にIFEに て結合免疫globの 検

出のみを目的とする場合は同様の緩衝液にても可能であ

るが,ア イ ソザイムの易動度との対比を行いたい場合に

は既に報告したKohn9)の 不連続緩衝液を用いるア ミラ

ーゼアイソザイム分析法10)と同様な泳動分析を行った.

3.Immunofixation(IF)

7×50mmのSeparax片 に抗 血 清 を しみ こ ませ,気 泡

が 入 らな い様 に泳 動 の終 了 したCellogel膜 表 面 に これ を

重 ね,泳 動 箱 内 に て30～60分 間 反 応 させ,膜 上 に 抗 原 抗

体 沈 降物 を 固定 した.

4.未 反応蛋白質の除去

反応終了後0.9%塩 化 ナ トリウム水溶液中または1mM

MgCl2な どの酵素活性の賦活化剤を加えた溶液中で未反

応蛋白質を洗い流すか,あ るいはCellogel膜 に未反応蛋

白質を吸着させた.後 述するがこの操作は免疫固定後の

酵素活性染色に重要なものであり,充 分に未反応蛋白質

を除去する必要がある。

5.酵 素 活 性 染 色

ALP活 性 は1m腿 のMgCl2を 含 む2-methyl1,3-

propandiol,pH9.5の 緩 衝液 に て 職aphthol AS MX

phosphate0.35mMを 基 質 と し,こ の溶 液 を5×6cm

の2枚 重 ね の炉 紙 に含 ませCellogel膜 を 気 泡 の入 らな い

様 に重 ね 合 せ,37℃ に て保 温 後fast blue RR saltを 含

む 炉 紙 上 に て ジ ア ゾ染 色 した.LDHお よび ア ミ ラー ゼ

の 活性 染 色 はisoenzymeと 同 様 な 条 件 で 実 施 し,10,11)活

性 値 に よ り保 温 時 間 を調 節 した.

6.薄 層 ゲ ル炉 過 後 のimmunofixation(IF)

通 常 の方 法 に てSephadex G-200 superfineに よ る薄

層ゲル炉過を行った後,2枚 重ねのSeparax膜 に展開蛋

白質を吸着させ,そ の1枚 に通常の酵素染色を行い,も

う1枚 は抗血清をしみ込ませたSeparax膜 上に気泡の入

らないように静かに重ね,免 疫固定法を実施し4.の 未反

応蛋 白質の除去および5.の 酵素活性染色を行った.

結果および考察

1.抗 原 抗 体 比 の 問 題

1)Fig.1に5例 の ア ミラー ゼ結 合 性 免 疫globの

Cellogel膜 のzymogramを 示 した.こ の よ うに 酵 素 結 合

性 免 疫globは,種 々の 異 な った 易 動 度 を 示 す こ とか ら

免 疫 固 定 を 実 施 す る場 合 に バ ッ ク グ ラ ウ ン ドに 共存 す る

免 疫globの 濃 度 が 問 題 に な る.IFEは 免 疫電 気 泳 動 に

比 して,抗 血清 に対 す る 抗 原 の 最 適 濃 度 幅 が 狭 い.M蛋 自

質 の 検 出 の場 合 に は 抗 血 清 の 力 価 に 応 じて抗 原 の濃 度 を

調節 す る が,8)酵 素 結 合 性 免 疫globの 検 出 の場 合 に は 酵

素活 性 の検 出 限 界 以上 の試 料 が必 要 で あ る.従 って,抗

血清 の 濃縮 が 必 要 に な る場 合 も あ る.Fig.1のpatient

K.Su.は 従 来 のenzymo immunoelectrophoresisに て

はheavy chain, light chain共 に検 出 され ず,2-メ ル カ

プ トエ タ ノー ル処 理 で 始 め てlight chainの み が検 出 さ

れ た 例 で あ る.7)こ の 例 に お い て 抗 原 抗 体比 を 考 慮 して

Fig. 1. Zymograms of amylase-linked immuno-

      globulins.
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Fig. 2 (a). Zymograms of amylase-linked immunoglobulin obtained immunofixation electrophoresis 
         followed by amylase activity staining. 

 Amylase-linked immunoglobulin was fixed on the Cellogel membrane with anti-IgA and anti-
lambda antibodies. 

Fig. 2 (b). Thin layer gel filtration zymograms of amylase-linked immunoglobulin. 
 The activity of the macromolecular amylase was fixed on Separax membrane with anti-IgA and 

anti-lambda antibodies.

抗IgAを3倍 に濃縮してIFEを 実施すると,Fig.2(a)

に示す様にisoenzymeの 易動度と同じslow-γ位 にア ミ

ラーゼ結合性免疫globが 固定された.Fig.2(b)に 示す

薄層ゲル炉過後のIFに ても抗IgA,抗lambdaの 沈 降

物がア ミラーゼ染色され,抗kappaと の沈降物は染色さ

れなかった.

Fig.3に は抗原過剰のために最適比が得られず,膜 上

の抗原濃度の高い部分で抜けが生じた例を示した.こ の

ような場合当然のことながら酵素活性は染色されず,酵

素結合性免疫globは 証明されなかった.こ のように,

ア ミラーゼ結合性免疫globの 証明しに くいマクロアミ

ラーゼの例においても,IFEに て抗原抗体比が適合して

いることを蛋白染色にてきちんと確認しつつ酵素染色す

ることにより,明 確に免疫globの 結合が証明できるこ

とが示された.

2)抗 原抗体比をあわせるためには,抗 血清の力価に

応じて抗原の濃度を低 くする必要がある.こ の場合に検

出するものが酵素活性であるので,酵 素活性染色の検出

感度を上げることにより,抗 原抗体比を合わせることが

可能である.ALP,LAP,γ-GTPな どでは,炉 紙に基質

を充分 しみこませ乾燥しない様に水を含んだスポンジな

どを保温箱に一緒に入れ,保 温時間を長 くすることによ

り長時間の酵素反応を行わせ検出感度を上げ,抗 血清の

Fig. 3. Immunofixation electrophoregrams of ex-

       cess antigen.

力価に応 じた抗原濃度での免疫固定が可能である.Fig.

4(a)はALP VIの 例 であるが,保 温時間を58時 間にす

ることによりはっきりと検出できた例である.ALP VI

は従来から高分子であること12)は示 されていたが,免 疫

globと の結合が証明きれに くく判定が困難であったが,

この方法を用いることにより明確に証明できるものと考
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Fig. 4 (a). Zymograms of alkaline phosphatase-
         linked immunoglobulin and of immu-

         nofixation electrophoresis followed by 
         alkaline phosphatase activity staining. 

 Alkaline phosphatase-linked immunoglobulin 
was fixed on the Cellogel membrane with anti-
IgG and anti-lambda antibodies. 

Fig. 4 (b). Thin layer gel filtration zymograms 
         of alkaline phosphatase-linked immu-

         noglobulin. 

  The activity band of the large molecule was 
fixed by anti-IgG antibody.

える.と ころが ア ミラーゼにおいては 通常の 染色法10)

に ては保温時間をあまり長 くするとバ ックグラウン ドが

染色されたり,唾 液その他からの微量のア ミラーゼ汚染

により膜が染色されてしまう.同 様にLDHに おいても

MTT,PMS系 を用いて染色11)している場合,バッ ク

グラウンドが染色されてきてしまうのであまり長い保温

はできない.又,保 温時間延長によっての検出感度の上

昇にも限界があることが示され,こ れ らの酵素で検出感

度を上昇させる方法の必要性が認められる.

2.未 反応蛋白質の除去

微量の酵素蛋白質の検出を目的としているために保温

時間を長 くしているので,未 反応蛋白質の除去は充分に

行われなくてはならない.生理食塩水1～21中 にCellogel

膜 を入れ,よ く攪拌 しながら時々溶液を変え,1昼 夜以

上未反応蛋白質の除去を行 う.ま た別法として,Cellogel

膜 よりひとまわ り小さいSeparax膜 に未反応蛋白質を吸

着させる方法も有効である.こ の場合,20回 か ら30回位

Separax膜 をとりかえることにより短時間に未反応蛋白

質の除去が可能となる.ALPな ど生理食塩水中にてあま

り長時間未反応蛋白質の除去を行 うと酵素が失活してし

まう場合には,こ の方法が有効である.ま た,酵 素の失

活を防 ぐために,目 的の酵素に応じたMgCl2な どの酵素

賦活剤などを選んで用いることに より長時間の未反応蛋

白質除去が可能 となる.IFEはisoenzymeで 泳動された

位置に一致して酵素結合性免疫globが 免疫固定され,検

出されるのが特微であるため,未 反応蛋白質の除去が不

完全であると固定されていない酵素蛋白質が染色され,

免疫固定されたと同じように いわゆるisoenzymeを 検

Fig. 5 (a). Zymograms of LDH-Linked immuno-
         globulin obtained by immunofixation 

         electrophoresis followed by LDH ac-
         tivity staining. 

 LDH-linked immunoglobulin was fixed by anti-
IgA and anti-kappa antibodies. 

Fig. 5 (b). Zymograms of LDH-linked immuno-
        globulin. 

Fig. 5 (c). Thin layer gel filtration zymograms 
         of LDH-linked immunoglobulin. 

  The large molecular LDH activity was obser-
ved between GM region.
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出してしまうことになる.こ の未反応蛋白質の除去の操

作を充分に行 うことは当然であるが,さ らにその確認の

ため必ずブランク反応を実施する必要がある.すなわち,

染 色されているとい う確認だけでな く,他 の抗血清にて

は固定染色されないことを確認する必要がある.Fig.5

にLDH結 合性免疫globの 検出例を示した.い わゆる

III型ブロー ドのLDH isoenzymeパ ターンを示す例で

あるが,IFEに より抗IgA,抗kappaと の沈降物がIII型

の位置にLDH活 性染色された.そ して 抗IgG,抗la-

mbdaと の沈降物は酵素活性が染色されていない.こ の

免疫沈降反応を利用した方法には一般的であるかも知れ

ないが,こ の様に他の特異抗血清では反応 しないという

盲検に相当する操作が重要であると思われる.こ のよう

に膜上で拡散を行わず,そ の免疫globの 泳動された位置

を確認できることは,今後酵素結合性免疫globの 分離,

再 結合などの実験においで 免疫globあ るいは酵素と

結合 している状態での免疫globの 易動度の確認が可能

であり,こ れ らの研究に有効な情報を与える方法である

と考えられる.

3.抗 血清中の酵素の問題

抗血清中には動物由来と思われる種々の酵素が混合し

ている.ロ ットによっては:400～1,000Somogyi unit

の ア ミラーゼの混入している抗血清も認められた.こ れ

らの酵素も抗原抗体反応後は未反応蛋白質に含まれるの

で,未 反応蛋白質の除去をより充分にすることによりこ

の干渉は除去できる.こ の操作が不充分であると,抗 血

清をしみ込ませたSeparax片 と同じ型に酵素活性が染色

されてしまうことになる.

4.薄 層 ゲル炉過後のIF

Fig.2(b)お よびFig.4(b)に 薄層ゲル炉過(TLGC)

後 にIFを 実施し,ア ミラーゼ およびALP活 性染色を

行 った例を示した.こ の方法によって展開された2つ の

ALPの うち高分子のALPが 免疫globと 結合 している

ことが証明された.酵 素結合性免疫globはTLGCに て

はglobの み より高分子位置へ展開されるため,バ ックグ

ラウソドのglob濃 度が減少し,抗 原抗体比を適合 させる

ことが容易となる.又,分 子サイズと結合免疫globの

固定が同時に確認できるという特徴を持っており,ア ミ

ラーゼ結合性免疫globの 検索等にこの方法を用いるこ

とはさらに解析が容易となることが考えられる.こ の場

合,結 果1,2,3に 述べた問題はすべて同様であり細心

の注意が必要である.

ま と め

1.酵 素結合性免疫globの 検出が免疫固定法を用い

ることにより,確 実に実施できることを示 した.

2.M蛋 白質においての免疫固定 と同様に抗原抗体比

を適合 させることが重要である.こ のために抗体の濃縮

または酵素活性検出限界の上昇による抗原の微量化のい

ずれかの方法が必要である.

3.IF後 の未反応蛋 白質の除去は充分に行 う必要が

ある.

4.こ の方法は そのまま薄層ゲル炉過後のIFに も適

応可能である.

5.こ れ らの方法は,酵 素と結合 した微量の高分子複

合体の検出に非常に有効な方法であると考えられる.

本論文の一部は第28回 電気泳動学会春季大会にて報告

した.
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