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緒　言

　電気泳動は，生体高分子を分析する標準的な方法として広く用いられている．たんぱく質の
電気泳動は，分析するたんぱく質の状態（未変性，変性状態），分離に用いられる媒体などで
分類されるが，分析法としては，分子量を測定する方法としてSDSポリアクリルアミド電気泳
動が-広く用いられている．この方法は，たんぱく質をSDS存在下，変性状態でポリアクリル
アミドゲル中で電気泳動する方法であり，分子量の差による高分解能の分離が可能である．一
方，未変性状態で分離する方法としては，たんぱく質の表面電荷での分離が可能な等電点電気
泳動法が広く用いられている．未変性状態でのたんぱく質の電気泳動は，たんぱく質の立体構
造や，表面電荷など，たんぱく質の生理的な機能と密接にかかわる性質でたんぱく質を分離で
きる可能性がある半面，一般には高い分解能が得られないため，等電点電気泳動を除くと現在
ではあまり用いられなくなってきている．
　セルロースアセテート膜電気泳動法によるたんぱく質の分析は，ポリアクリルアミドゲルの
ような媒体の調製の必要がなく，また，たんぱく質を未変性で分析するため，生体での性質を
反映させた分析が可能である．血清たんぱく質のセルロースアセテート膜電気泳動法による分
析は，アルブミン分画とグロブリン分画を迅速に分離定量できることから，臨床検査でも用い
られており１，２），医療系の教育課程での学生実験にも広く取り入れられている．血清には，血
清アルブミンや，免疫グロブリンなどのたんぱく質のほか，脂質を含むリポタンパク質も多く
含まれている．血清中のリポタンパク質の存在様式は，脂質代謝に関連した疾病の診断にも使
われることから，リポタンパク質の分析も，医療系の学生実験などにおいて重要な項目と考え
られる．リポタンパク質に含まれるコレステロールの分析については，酵素法などによる簡便
な分析法も知られている．しかし，リポタンパク質そのものの分析法で，学生実験で行えるよ
うな方法については，あまり報告されていない．
　血清中のリポタンパク質の分析については，セルロースアセテート膜電気泳動法による分
析３−５），アガロース電気泳動による分析６）が報告されている．現在臨床検査としても用いら
れているのは，アガロースゲル電気泳動法を用いたものであり，半自動化が可能な装置も販売
されているが７），学生実験に取り入れるには，経済的な観点から不向きと考えられる．また，
セルロースアセテート膜電気泳動法による分析の報告についても，検出方法の簡便さや再現性
については問題があり，学生実験に適した方法については報告されていない．今回，脂質染色
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法の一つであるSudan Red 7Bによる染色を用いて，セルロースアセテート膜電気泳動法によ
る血清中のリポタンパク質の分析法について検討し，学生実験にも使用できる条件を見出すこ
とができたので報告する．

方　法

１．材料
　試料としては，和光純薬より発売されているコントロール血清ワコーⅠ，Ⅱおよび脂質コン
トロール血清セットを用いた．コントロール血清ワコーは血清の臨床検査機器のコントロール
試料として販売されている試薬であり，健常なヒト血清を混合したものにいくつかの臨床検査
で測定される酵素を加えたもので，参照のための臨床検査項目の測定値が添付されている．測
定値の異なる資料として，２種類の製品（Ⅰ，Ⅱ）が市販されている．脂質コントロール血清
セットは，同じく，臨床検査機器のコントロール用に市販されている試薬であり，健常なヒト
血清を混合して作成されている点はコントロール血清ワコーと同様であるが，脂質測定用のコ
ントロール試料として用いるために，LDLコレステロール，HDLコレステロール，トリグリ
セリドなど脂質に関連した臨床検査項目の測定値が添付されている．
　セルロースアセテート膜はザルトリウス社製（Sartorius 11200 Series Cellulose Acetate）
を用いた．電気泳動装置としては，ADVANTEC社製　EPC1054AA型電気泳動装置を用いた．
また，移動用緩衝液は0.06M バルビツールNa緩衝液（pH8.6，和光純薬）を用いた．脂質染色
に用いた，Sudan Red 7BはSigma-Aldrich社製を用いた．そのほかの試薬は和光純薬（株）よ
り購入した．
２．方法
（１）電気泳動の操作
　セルロースアセテート膜を１㎝×６㎝のストリップに切断し，泳動用緩衝液（0.06M バルビ
ツールNa緩衝液，pH8.6）で湿らせたのち，電気泳動装置にセットした．血清試料は，あらか
じめ，100μLあたり，1μLの，１％ブロムフェーノールを１％酢酸に溶解した色素液を添加
した．血清たんぱく質の分析では血清試料1μLを，リポタンパク質の分析については，血清試
料2μLをストリップの端に添付し，１ストリップあたり，0.8 Aの電流値で，定電圧の条件で，
約40分間電気泳動を行った．この時の電圧は，100-110Vであった．
（２）染色方法
　泳動後，たんぱく質の染色については，６％のトリクロロ酢酸に0.8％ポンソー３Ｒを溶解
した染色液に１分間浸し，その後，１％の酢酸溶液中で，１時間から，一晩脱色を行った．
脂質染色については，0.28％のSudan Red 7Bのメタノール溶液と1 M NaOH溶液を使用直前に
３：１で混合して染色液を作成し，その中に，１時間から一晩浸して脂質を染色した．この方
法での脂質染色では，バックグラウンドがほとんど染色されず，脱色操作は不要であった．
（３）定量方法
　染色後，たんぱく質の染色操作を行ったセルロースアセテート膜は，乾燥したのち，キシレ
ンで透明化し，デンシトメーターを用いて，たんぱく質の定量を行った．脂質染色の操作を行っ
たセルロースアセテート膜は，そのままグリセロール：メタノール＝３：１の溶液につけ，表
面についた色素の沈殿物を除いたのち，光学スキャナーを用いて画像をコンピュータに取り込
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み，ImageJ８）を用いて，染色されたリポタンパク質を定量した．

結　果

１．血清中のアルブミン分画とグロブリン分画の分析
　セルロースアセテート膜を用いた血清たんぱく質の分析は，臨床検査としても行われており，
医療系の学生実験でも取り上げられることが多い．典型的なセルロースアセテート膜の染色像
を図１に示す．血清たんぱく質由来の，アルブミン分画，α1-，α2-，β-，γ-グロブリン分画
のバンドが観察された．ポンソーＲを用いた染色では，染色時の色の濃さがほぼタンパク量に
比例することから，デンシトメーターを用いた簡易定量が可能である．デンシトメーターでの
測定の曲線下面積より，全体のたんぱく質中での各分画の比率およびアルブミン/グロブリン
比（A/G比）を計算することができる．コントロー
ル血清Ⅰについて，６回の測定を行った結果を表１
に示す．アルブミン分画の比率は，66.29（SD 0.54），
A/G比は1.97（SD 0.05）であった．ヒト血清中の血
清アルブミンの比率は約60％であり，セルロースア
セテート膜電気泳動におけるアルブミン分画は，大
部分が血清アルブミンであることから，アルブミン
分画の比率は，ほぼ血清アルブミンの比率を示して
いると考えられる．また，健常なヒトのA/G比は1.0
から2.0の間にあるとされており，測定結果は，健
常なヒトの正常値と近い値となった．

２．血清中のリポタンパク質の分析
　血清リポタンパク質の染色については，使用直前に，0.28％の，Sudan Red 7Bのメタノー
ル溶液と0.1N NaOH溶液を３：１の割合で混合し，その溶液にセルロースアセテート膜を，た
んぱく質の付着している面が上になるように浸して行った．Sudan Red 7Bの溶液は，NaOH
溶液と混合すると赤色から，やや黒みがかった暗赤色に変化し，次第に褐色の沈殿を生じた．
一方，セルロースアセテート膜の脂質成分は，明るい赤色に染色され，また，溶液そのものは，
透明に変化した．セルロース膜上の染色像は，染色操作開始後10分程度から現れ，１時間後に

* a b c d e

泳動後、ポンソーＲで染色を行った。＊，血清の添
付位置；
a,γ-globulin fraction; b,β-globulin fraction; c,
α2-globulin fraction; d,α1-globuilin fraction; 
e,albumin fraction. 
図１．�ニトロセルロース膜電気泳動によ

る血清蛋白質の分離

Ex.1 Ex.2 Ex.3 Ex.4 Ex.5 Ex.6 Average S.D.

Albumin 66.9 66.7 65.8 66.6 65.6 66.2 66.29 0.54

α1-Globulin 2.9 3.3 3.4 3.3 3.0 3.1 3.14 0.20
α2-Globulin 7.7 7.8 8.1 8.0 7.7 7.6 7.82 0.19
β-Globulin 10.3 10.6 11.0 10.3 11.0 10.9 10.70 0.34
γ-Globurin 12.2 11.6 11.7 11.7 12.8 12.2 12.05 0.44
A/G ratio 2.0 2.0 1.9 2.0 1.9 2.0 1.97 0.05

Fraction
Area(%)

表１．ニトロセルロース膜電気泳動による血清蛋白質の定量

　泳動後、ポンソーＲで染色ののち、デンシトメーターにて測定し、ピークごとの定量値を求めた。
Ex.1~Ex.6, Control Serum 1 を試料と用いて分析した場合の各分画の面積比（％）と、A/G比を示す。
S.D., Standard deviation.
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は良好なパターンがみられた．さらに，染色時間を一晩に延長しても染色パターンに大きな変
化は見られなかった．また，一晩染色液につけた場合でも，バックグラウンドはほとんど染色
されず，良好な染色像が得られた．脂質染色に用いられる試薬として，Oil Red Oが知られて
いる．Oil Red Oについても，今回用いたSudan Red 7Bと同じ条件で染色を試みたが，Sudan 
Red 7Bに比べ，バックグラウンドが高く，良好な染色像は得られなかった．また，Oil Red O
については，グリセロール：メタノール＝３：１の溶液で脱色が可能との記載がみられたため９），
Sudan Red 7Bでも脱色が可能か確かめる目的で同様の溶液での脱色を試みた．しかしながら，
染色後のセルロースアセテート膜をグリセロール：メタノール＝３：１の溶液につけたとこ
ろ，表面に付着している褐色の沈殿はセルロース膜からはがすことができたが，染色されたバ
ンドからも色素の流出が認められたため，この溶液で軽く洗う程度の処理が，良好な染色像を
得るのに有効であると判断した．
　染色したセルロースアセテート膜をグリセロール：メタノール（３：１）の溶液で処理した
のちの染色像を図２に示す．セルロースアセテート膜による電気泳動では，リポタンパク質は
α分画，プレα分画，β分画の３分画に分かれるとされており，β分画には，HDLが，プレ
α分画，α分画には，それぞれ，VLDL，LDLが主に含まれているとされている４）．図２に示
したように，今回の分析ではα分画と，β分画の２本のバンドを含む染色パターンが得られた．
次にこれらのバンドについて，光学スキャナーを用いて，画像をパーソナルコンピュータに取
り込んだのち，ImageJを用いて，α分画およびβ分画の定量を行った．その結果を表２に示す．

表２．ニトロセルロース膜電気泳動によるリポ蛋白質の分析

泳動後、Sudan Red 7Bで染色ののち、デンシトメーターにて測定し、ピークごとの定量値を求めた。
脂質コントロール血清セットに含まれるLipid Control Serum １および２について、３回ずつ測定
を行った。

泳動後、Sudan Red 7Bで染色を行った。1, Control Serum 1 WAKO; 2, Control Serum 2 WAKO, 3. 脂質コントロール血
清1; 4. 脂質コントロール血清2.  *, 血清の添付位置; a, β-lipoprotein fraction; b, α-lipoprotein fraction.

図２．ニトロセルロース膜電気泳動によるリポタンパク質の分離

* a b

1

2

3

4

Av. S.D. Av. S.D.

α-Lipoprotein 35.0 32.1 31.9 33.0 1.7 31.1 40.8 38.8 36.9 5.1

β-Lipoprotein 65.0 67.9 68.1 67.0 1.7 68.9 59.2 61.2 63.1 5.1
β/α ratio 2.7 2.1 2.1 2.3 0.3 2.2 1.4 1.6 1.7 0.4

Fraction
Lipid Control Serum 1

Area(%)

Lipid Control Serum2
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考　察

　セルロースアセテート膜電気泳動は，従来から血清たんぱく質の分析法として広く用いられ
ている．医療系の教育機関での学生実験でも，生化学関連の分析法として取り上げられること
が多く，本学の食物栄養学科の生化学実験でもセルロースアセテート膜電気泳動による血清た
んぱく質の分析を取り入れている．ここでは，本研究で分析したリポタンパク質と泳動度を比
較するため，ニトロセルロース膜電気泳動による血清たんぱく質の分析についても検討を行っ
た．ポンソーＲによる染色で，アルブミン分画及びα-からγ-グロブリン分画の明確な分離パ
ターンが得られ，ヘキサンよる透明化ののち，デンシトメーターでスキャンすることで，各ピー
クの定量化を行うことができた．同一の試料を繰り返し分析した場合の再現性は，最も大きな
アルブミン分画のピーク割合について，C.V.値として0.81％であった．セルロースアセテート
膜電気泳動は，同じくたんぱく質の分析法であるSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動などに
比べ，たんぱく質のバンド幅が広くまた，泳動時にバンドがゆがみやすいことを考えると，良
好な再現性が得られていると考えられる．また，それぞれの分画の定量値からA/G比を求めた．
A/G比の計算には，グロブリン分画の比較的小さいピークまで計算に入れるため誤差が出やす
いが，ヒトの標準値である1.0から2.0の間に相当する結果を得た．試料として用いたコントロー
ル血清ワコーは，臨床検査機器のコントロール用に市販されているものであり，健常なヒトの
血清を混合したものに，特定の酵素を添加した模擬血清試料である．さらに，脂質コントロー
ル血清セットには，脂質関連物質の定量値が分かっている２種の模擬血清試料が含まれている．
これらの試料は，たんぱく質とリポタンパク質及び脂質成分については，ヒト由来のものを含
んでいるので，正常なヒトのコントロール試料としても用いることができると考えられる．た
んぱく質の分析パターンは正常なヒト血清と同等であり，A/G比の値も再現性よく正常値を示
すことから，学生実習でのコントロール試料として使用可能なことが確認できた．
　脂質の分析については，セルロースアセテート膜電気泳動での染色条件について検討を行っ
た．脂質を選択的に染色する方法としては，これまでにオゾン処理をしたのちに染色する方
法３），Oil Red Oを用いて染色し，バックグラウンドを漂白剤で除去する方法４）などが報告さ
れているが，いずれも手間のかかる方法で，時間的制約を伴う学生実習などで行うには不適当
であった．今回，Sudan Red 7Bにより，アルカリ条件下で染色することにより，2μLという
少量のヒト血清試料でも，短時間でバックグラウンドの低い良好な染色像を得ることができた．
染色される脂質としては，Sudan Red 7Bが主に疎水的な相互作用により脂質と特異的に結合
することが考えられるため，中性脂肪，コレステロール及びリン脂質などが染まっていると考
えられる10）．コントロール血清を用いたSudan Red 7Bによる染色では，主に２本のバンドが
染色された．リポタンパク質の電気泳動による分析では，その表面電荷の違いにより，α-リ
ポタンパク質分画，プレβ-リポタンパク質分画，β-リポタンパク質分画の３つに分かれるこ
とが報告されている．これまでに報告されているセルロースアセテート膜電気泳動でのヒト血
清リポタンパク質の分離パターとの比較から，泳動の早いバンドがHDLを主に含むα-リポタ
ンク質分画に相当し，遅くやや濃く染色されるバンドが，LDLを多く含むβ-リポタンパク質
分画に相当すると考えられる４）．パターンはやや異なるが，これまでに報告されている，セル
ロースアセテート膜電気泳動で血清を分離したのちSudan Red 7Bで染色したパターンとも一
致した５）．一方，血清リポタンパク質をセルロースアセテート膜電気泳動で分離した場合に，
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β-リポタンパク質分画よりやや泳動度の大きいバンドとして観察されるプレβ-リポタンパク
質分画は，今回の電気泳動では観察されなかった．プレβ-リポタンパク質分画は主にVLDLを
含むとされている．今回，この分画に相当するバンドが検出されなかった原因としては，分離
が不完全で，β-リポタンパク質分画と分離できなかったことが第一に考えられる．そのほか
の要因として，VLDLはLDL，HDLに比較して血清中の量が少なく，比較的量の多い男性でも
HDLの1/2程度しか血清に含まれていないこと11），また，主に中性脂肪の運搬に関与しており，
その含量も個人差が大きいことから，今回用いた試料中のVLDLの量が少なかった可能性も考
えられる．
　脂質染色での定量性を確認するため，パーソナルコンピュータに画像を取り込んだのち，
バンドの濃さを定量しα-リポタンパク質分画とβ-リポタンパク質分画の比率を求め，試料
として用いた脂質コントロール血清のHDL-コレステロールおよびLDL-コレステロールの測
定値から計算されるHDL/LDL比との比較を行った．試料として用いた脂質コントロール血
清セットの血清試料１のHDLコレステロール及びLDLコレステロールの測定値は，それぞれ
88 mg/dL，42.5 mg/dLであり，脂質コントロールセットの血清試料２については，それぞれ
121 mg/dL，59.0 mg/dLであった．この値から，HDL-コレステロール/LDL-コレステロール
（HDL-C/LDL-C）の値を計算すると，2.07および2.05となった．HDL-C/LDL-Cの値は，動脈
硬化指数とも呼ばれ，最近では突然死との関連も報告されており，臨床検査値としても注目
されている12）．HDLおよびLDLの脂質の総量に対するコレステロール含量はともに40-60％
であるため11），脂質染色により求めたそれぞれの分画の量比もこの値に近くなることが予想さ
れる．実際，３回の測定値の平均として得られたβ-リポタンパク質/α-リポタンパク質の値（表
２のβ/α ratio）は，脂質コントロール血清１について2.3（S.D. 0.3），脂質コントロール血清
２については，1.7（S.D. 0.7）となり，それぞれの試料のコレステロール測定値より計算した
値と近い値となった．臨床試料においても，今回計算したβ/αリポタンパク質分画の比率が，
HDL-C/LDL-Cと同等の値を示すかについては，試料として正常値の範囲にあるものしか用い
ていないため，今回の研究からは判断できないが，血清中のリポタンパク質の意義について学
習する教材としては有用であると考えられる．
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要　約

　本研究では，セルロースアセテート膜電気泳動による血清リポタンパク質の分析条件につい
て検討した．血清たんぱく質の分析と同様にバルビツールNa緩衝液を用いて電気泳動を行い
Sudan Red 7Bで染色することにより良好な染色像を得た．バンドの濃さから，HDL，LDLを
含むα-およびβ-リポタンパク質分画を定量し，その比率を求めたところ，臨床検査値として
も注目されているHDL-コレステロール/LDL-コレステロール値と近い値を得ることができた．
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セルロースアセテート膜電気泳動法による血清リポタンパク質の分析条件の検討

セルロースアセテート膜電気泳動による血清リポタンパク質の分析は，用いる血清試料が2μ
Lと少量で行うことができ，全体の操作も２時間程度で終えることができることから，医療系
教育機関での学生実験の項目としても有用であると考えられる．
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Abstract

　Electrophoresis using cellulose acetate membranes as support media is widely used 
for clinical examination of serum protein.  In this study, analytical conditions of serum 
lipoprotein with cellulose acetate electrophoresis were investigated.   Similar to the analysis 
of serum protein by cellulose acetate electrophoresis, a good separation and stained image 
was obtained by cellulose acetate electrophoresis using sodium barbital buffer solution and 
staining with Sudan Red 7B.  Based on the measurement of the density of the bands of α- 
and β-lipoprotein fractions including HDL and LDL, respectively, the α- and β-lipoprotein 
fraction ratio（α/β ratio）was calculated. This value was found to be close to the HDL-
cholesterol / LDL-cholesterol value, which is attracting attention as a clinical test value 
related to a risk factor for sudden cardiac death.  Because analysis of serum lipoprotein by 
cellulose acetate electrophoresis established in the report can be performed with as little as 
2μL of human serum sample and the whole procedure can be completed within 2 hours, it 
is considered to be a valuable program for an experimental course in medical education.




