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要

免疫電気泳動法と赤外螢光眼底カメラを組み合わせた

方法により,イ ンドシアニングリーン(ICG)色素が結合

する血清蛋自の同定 を試みた。健常人 (n=3)に ICGを

静脈内投与した後に採取 した血清試料を免疫電気泳動法

で分画 し,ICG螢光眼底 ビデオで観察 した.抗 ヒト血清

を使用 した免疫電気泳動法ではβ領域近傍に免疫沈降

線の赤外螢光が一本だけ観察され,抗 β̈ リポタンパク

(Lp)抗体でも同一の螢光沈降線が得 られた。次に,血清

Lpの構成々分であるアポ蛋白とICGと の親和性につい

て電気泳動法 を用 いて検討 し ICGは 各種アポ蛋 白
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約

(‐ AI,‐ B,‐ CIII)の 中でアポーB蛋白とだけに結合するこ

とがわかった。以上から,ICGは赤外螢光造影の条件下

において血中で主にβ‐Lpに結合 していると判断され,

また,ICGが各種血清 Lpの中で特にβ‐Lpと 結合 しや

すい理由として,ICGの アポーB蛋白に対する高親和性

が示唆された。(日 眼会誌 100:617-623,1996)
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Abstract

Binding characteristics of indocyanine green
(ICG) to human serum were investigated, with a

combination of immunoelectrophoresis and an ICG
fundus video system. Serum samples were obtained
from three healthy volunteers, 1 minute after intra-
venous administration of 50me/2 ml ICG, and then
fractionated immunoelectrophoretically on agarose
plates. Electrophoretic patterns on these plates

could tre observed with an ICG fundus video system

as well as an immunoviewer. Using anti-human
sera, only one infrared fluorescent line showing the
ICG binding immunoprecipitate was recognized near
the area of B fraction, which was also identified by
the use of anti-F-lipoprotein (Lp) antibody. We also

studied the affinity of ICG for apolipoproteins (Apo)

AI, B, and CIII, which were the main protein com-

ponents of serum Lps. Electrophoresis showed that
ICG bound only to Apo-Ii, but not to the others.
These results indicated that ICG mainly bound to
p-Lp in the blood, and that ICG angiographic pat-
terns were directly reflecting the dynamics of serum

Lps, especially for LDL. The high affinity of ICG for
only Apo-B could explain the reason why ICG

mainly bound to B-Lp among several serum Lps,

because large amounts of Apo-B are included in

f -Lp but a little in other serum Lps. (J Jpn Ophthal-
mol Soc 100 : 617-623, 1996)
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I緒  言

インドシアニングリーン(以下,ICG)螢光眼底造影法

の臨床応用が活発 となってきているが,一方,そ の読影法

についてはまだ未解決な点が多い。その理由の一つに,

ICGそ のものの物理特性についての基本的な理解の不

足を挙げることができる。例えば,ICGは従来の螢光眼

底造影法で使用されるフルオレセインナ トリウム と同

様,血中に投与されると血清蛋白と結合することが知 ら

れている。しかし,そ の結合の比率,結合する蛋自の種類

も異なっており,さ らに,最近になって結合に要する時間

も大きく異なることが指摘された1)。 このような,色素の

発する螢光波長だけでなく,種々の点での物理特性の違

いは,造影効果に大 きく影響することが予想される。特

に,ICGと 血清蛋自の結合について具体的に明らかにす

ることは,ICGの 血中動態の把握,組織透過性の解釈 に

おいて重要であると考えられる。

すでに,ICGと 血清蛋自との結合については内科領域

で早 くから検討されており,当初 ICGはアルブミンに結

合すると考えられていたが2),そ の後,血清蛋自分画法の

進歩に伴い,現在ではα‐,β‐リポタンパク(以下,Lp)を

主体 とする血清 リポ蛋白に結合するとの説がほぼ定着 し

ている3)～ 8)。 しかし,従来の報告では,ほ とんどが 物 υ′″θ

での実験系であり,ま た,実験方法についても複数の蛋自

分画法と赤外分光光度計によるICG螢光の測定を組み

合わせて検討されていたため,ICGに結合している血清

蛋自の同定原理そのものが間接的手法であった.

今回我々は,ICGと 結合する血清蛋白を,よ り直接的

かつ臨床条件に近い形で同定するために,ICGの静脈内

投与後に採取した血清試料 (グπυグυθ)を 単一蛋白に分離

可能な免疫電気泳動法で分画した後に,赤外螢光眼底 ビ

デオ装置で直接観察する方法を新たに考案した。本実験

系により,ICGと 結合する血清蛋自の同定およびその詳

細に関する検討を行った結果,興味ある知見が得 られた

ので報告する。

日眼会誌 100巻  8号

II 方  法

1.ICGと結合する血清蛋白の同定

眼科臨床でのICG螢光造影検査と同条件で,ICG水溶

液 (50 mg/2 ml)を 健康人の有志者(n=3)に 静脈内投与,

その 1,3分後に採血し,遠心器で血清に分離 したものを

試料 として用いた。

1)血清蛋自電気泳動法

電気泳動の支持体 として寒天ゲル (ア ガロース)を 用

い,上記の血清を各 2 μl塗布 して電気泳動を行った後,

ポンソ3R染色(蛋白染色)お よび Fat‐ Red 7 B染色 (脂

肪染色)で各血清蛋自分画 と各血清 Lpの位置を観察し

た。また,同条件で電気泳動 したものを赤外螢光ビデオ装

置で観察し,ICGの存在領域をこれらと比較 した。

2)血清蛋白免疫電気泳動法,特 に血清 Lpに ついての

検討

ICGの静脈内投与 1分後の試料についてのみ行った。

電気泳動で分離した後,抗 ヒト血清を用いて約 12時間,

湿潤状態,4°Cで放置 した後,immunoviewerを 用いて

全血清蛋自の免疫沈降線を肉眼的に確認 したが,こ のう

ち Lpの免疫沈降線を同定するため Fat‐ Red 7 B染色を

行った。また,こ れと同条件で免疫電気泳動したものを赤

外螢光 ビデオ装置で観察 した。さらに,抗 β―Lp抗体を用

いて同様に免疫電気泳動 したものを immunoviewerお

よび赤外螢光ビデオ装置で比較観察した。

2.アポ蛋白および脂質 とICGと の親和性

図 1に示すように,Lp分子の表面には,複数のアポ蛋

白と多数の リン脂質(phospho■ pid:以 下,PL)お よび

遊離コレステロール (free―cholesterol:以下,Ch― F)が存

在し,内部に多数の中性脂肪 (triglyceride:以 下,TG)と

コレステロールエステル (cholestero卜 ester:以 下,Ch―

E)が閉じ込められている9)。 我々は,ICGが血清 Lpと 結

合する部位を推定する目的で,こ れら血清 Lpの 構成々

分であるアポ蛋自および脂質とICGと の親和性につい

て検討 した。

1)ICGと アポ蛋白との親和性

表 1に 示されるように,血清 Lpに は主に 6種類が知

硼Dアポ蛋白

()=コ リン脂質

‐ ■■D遊離 コレステロール

r  ヽ コレステロール~   
エステ ル

●  中性脂肪

図 1 リポタンパク(Lp)の 分子構造.

文献 10)か ら引用,一部改変

造

内部構造



平成 8年 8月 10日 ICG色素と結合する血清蛋自分画・斉藤他

表 1 血清 リポタンパクの分画
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キロミクロン VLDL II)L LDL HDL2 HDL3

比 重 <0.96 0.96´ヽ1.006    1.006´ ヽ́1.019    1.019～ 1.063    1.063´ヽ́1.125    1.125′ ヽ́1.21

分 l´
|lt 1～ 10× 109  5～ 100× 105  3～ 4× 106   2～ 3× 106   18～ 36× 104   15～ 18× 101

直径 (nm)  80～ 1,000 30～ 75 22～ 3() 19～ 22 8.5～ 10 7.0´ ンヽ8.5

電気泳動位置    原点 preβ 中間バンド β

T(1 85% 55% 24% 10% 5%

Ch‐F 5% 12% 37% 18% 12%脂
　
質 Ch‐E 2% 7% 13% 8% 6% 3%

PL 6% 18% 12% 22% 29% 23%

蛋白質 2% 8% 18% 23% 42% 58%

アポ蛋白
組成

A(12%)
B(23%)
C(65%)

B(37%)
C(50%)
E(13%)

B(78%)
(ア ポC)

(ア ポE)

B(98%) A‐1(67%)

A-2(22%)

C(8%)
(ア ポE)

アポA
アポC

(ア ポE)

PL
Ch―F
Ch‐E
TG

図 2a 血清蛋自の電気泳動 .

上段 :ポ ンソ3R染色,右か らアルブミン,α l,2,pre―

β,β,γ グロブリン.下段 :Fat‐Red 7b染色,β―Lp(矢

印)が選択的に描出されている.α‐Lp(矢 じり)も わず

かに描出されているが,写真上では判別困難である。

られており,そ れぞれに含まれるアポ蛋白はその種類や

含有量の比率が異なっている9)。 アポ蛋白には,ア ポ‐A,―

BrC,‐ D,‐Eな どが知られているが,本実験では,こ のう

ち主要なアポ蛋自である‐AI,― B,‐CHIの 3種について検

討した。

単離 され た市販 のアポーAI,^B,‐ CIH(SIGMA社)の

各々l mg/mlを ICG最終濃度 20 μg/mlと して混合 し

た。ICG濃度については,ICG造 影検査での ICG投与量

50 mgを ヒト循環血漿量 2,500 mlで 除 した値 として算

出した。これらの試料をアガロースを支持体 とした電気

泳動後,ポ ンソ3R染色で各アポ蛋自の泳動位置を確認

するとともに,こ れと同条件で電気泳動したものを赤外

螢光ビデオ装置で観察し,ポ ンソ3R染色での泳動位置

図 2b血 清蛋自の電気泳動後,イ ン ドシアニング

リーン(ICG)螢 光ビデオでの観察像.

上段 :1分後,下段 :3分後,いずれもpre‐βからβ

領域にかけて明瞭な螢光バンドが観察される。

と比較した。

2)ICGと 脂質との親和性

血清 Lpに含まれている脂質である PL,Ch― F,Ch―E,

TGを薄層クロマ トグラフィでヒト血清から分離抽出,

有機溶媒を完全に除去した後,生理食塩水に混合し,超音

波処理で水溶性の懸濁液状態 (リ ポソーム)に した。これ

らの懸濁液は各々脂質含有量がまちまちであるため,吸

光度計を用いて濁度が各々0.2に なるように希釈統一 し

た。このようにして作製した脂質懸濁液にICGを混合し

(ICG濃度 0.5μ g/ml),同濃度のICG水溶液を対照 とし

て,赤外螢光ビデオ装置で比較観察した。

リン脂質

遊離コレステロール

コレステロールエステル

中性脂肪

超低比重リポタンパク

中間密度比重リポタンパク

低比重リポタンパク

高低比重リポタンパク

(文献8)か ら引用)

VLDL
IDL

LDL
HDL

4%

33%

″診
財髭
”騰
痣
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図 3a 抗血清を用いた免疫電気泳動.

上段 :すべての血清蛋白に相当する免疫沈降線が観察

される。下段 :Fat‐ Red 7 B染 色,β―Lpの免疫沈降線

が描出されている(矢印).

図3b 抗血清を用いた免疫電気泳動後,ICG螢光ビ

デオでの観察像。

β領域の免疫沈降線が一本だけ螢光を発しており,

図 3a下段の免疫沈降線に類似している。

III 結  果

1.ICGと 結合する血清蛋自分画の同定

1)電気泳動法

ポンソ3R染色では,ア ルブ ミン,α‐1,α -2,pre―β,β ,

γの各分画が確認でき(図 2a,上段),Fat‐ Red染色では,

βからpre‐β領域にかけて明瞭な染色バ ン ド(主 にβ―

Lp)が みられ,α -1近傍領域にも淡いバンド(α―Lp)がわ

ずかに観察された (図 2a,下段 )。 赤外螢光ビデオ装置で

は,静脈内投与 1,3分いずれ もβからpre―β領域の比

較的幅の広い螢光バンドが明瞭に観察された (図 2b)。

3分後のものでは 1分後に比べて螢光輝度の減少がみら

れたが,基本的には同じパターンであり,経時的な ICG

の血中濃度減少に対応するものと考えられた。

2)免疫電気泳動

抗ヒト血清 :immunoviewerに よる肉眼的観察では,

すべての血清蛋自の免疫沈降線が確認された (図 3a,上

段).Fat‐ Red 7 B染色によりβ領域近傍の免疫沈降線が

染色され (図 3a,下段),β‐Lpに 相当すると考 えられた

目眼会誌 100巻  8号

図4a抗

「

リポタンパク(lp)抗体を用いた免疫電気泳動.

β―リポタンパ クに相当する免疫沈降線が観察 され

る。

S:抗血清の塗布位置,B:抗 β―リポタンパク抗体

の塗布位置

図4b抗 β‐Lp抗体を用いた免疫電気泳動後,IGC
螢光ビデオでの観察像.

β‐Lpの沈降線からの螢光が観察され,こ れは図 3b
の沈降線と全 く同一である。

が,α‐Lpの免疫沈降線は本実験では描出されなかった。

赤外螢光ビデオ装置では,β 領域に螢光沈降線が明瞭に

観察され(図 3b),こ れは Fat―Red 7 B染色で描出され

たβ―Lpの沈降線にきわめて類似 していた。螢光を発 し

ている沈降線はこの一本だけであり,ア ルブミンや α―グ

ロブリン領域には観察されなかった。

抗 β‐Lp抗体 :immunoviewerの観察では,当 然 β―Lp

に相当する免疫沈降線だけが出現 した (図 4a)。 一方,赤

外螢光ビデオ装置では,β―Lpの免疫沈降線が螢光線 とし

て捕えられ(図 4b),抗 ヒト血清抗体 による螢光沈降線

(図 3b)と 一致した。これらの所見は,今回の有志者 3名

の血清標本すべてにおいて,同 じ結果が得られた。

以上の結果から,ICG造影の条件下で血中に投与され

た ICGは ,主 にβ―Lpに 結合 していることが明 らか と

なった。

2.ICGと アポ蛋白,脂質との親和性

1)ICGと アポ蛋白との親和性

・ ‐■
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a

図 5a 電気泳動 (アポ蛋白とICGの混合液 )。

ポンソ3R染色。上からアポ‐AI,ア ポ‐B,ア ポ‐CIIIの

サ1贋

図 5b 電気泳動 (ア ポ蛋白とICGの 混合液)後,ICG
螢光ビデオでの観察像.

アポ‐Bの 位置のみに赤外螢光が観察 され るが,ア

ポーAI,― CIIIで は観察されない.

ポンソ3R染色により,ア ポーAIと アポーCⅡ Iの 泳動位

置はα‐2領域近傍に,ア ポ‐Bはアルブミンの位置を越え

て陽極側に観察 された (図 5a)。 赤外螢光ビデオ装置で

観察すると,ア ポ‐AI,‐CIIIの 泳動位置にICG螢光 はみ

られなかったが,ア ポーBではポンソ3R染色と全 く同一

の位置にICG螢光が極めて明瞭 に観察され (図 5b),

ICGは アポ‐Bのみに結合することが明らかとなった。

2)ICGと 脂質 との親和性

ICGと 各種脂質 との混合液を赤外螢光ビデオ装置で

観察すると,特 に PLでは,全体の螢光輝度が著明に上昇

していた(図 6a,b)。 Ch―F,Ch―E,TGでは,螢光輝度の上

昇はみられなかったが,拡大観察すると,溶液中の淡い

ICG背景螢光の中に螢光輝度の高い浮遊脂質粒子が多

数認められ,懸濁状の脂質粒子表面にICGが付着 してい

るものと考えられた (図 6c)。

IV考  按

C

図 6 低濃度 ICGと脂質との混合液,ICG螢光ビデオ

での観察像 .

a:左から対照の ICG水溶液,中性脂肪 (TG),コ レ

ステロールエステル (Ch―E),リ ン脂質 (PL),遊 離 コ

ンステロール (Ch― F)の順.リ ン脂質だけが過螢光 を

呈 している。b:(拡大)左 は対照,右 はリン脂質で均

一な過螢光を呈 している.c:(拡大)左 は対照,右 は

遊離コンステロール.脂質小粒子が過螢光点 として

浮遊 しているのが観察される.他の脂質でも同様の

所見が認められた。

討されており,ICGは初め血清アルブミンに結合すると

考 え られていたが2),1966年
,Baker3)が ICGと αl―Lp

との結合を初めて指摘 して以来,血清 Lpと の結合が注

目されるようになった。現在想定されているICGの 結合

蛋自としては,α ―Lp,β―Lpお よびアルブミンであり4)～ 8),

その分布については,低濃度のICG加血清ではβ―Lpを

主体 とし,高濃度では α‐Lpや非 Lpへの割合が高 くなICGと 血清蛋自との結合に関する問題は早 くか ら検
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表 2 各血清 リポタンパクのアポ B含有量の比較

キロ ミクロン VLDL(十 1DL) LDL HDL2   HDL3

原 点 preβ ―Lp十 中間バンド β―Lp α―Lp

(1)ア ガロース
電気泳動の

血清基準値
1° )

0´ 6ヽ(%) 45～ 63(%) 24～41(%)6～ 16(%)

(2)蛋 白質組成 2(%) 8(%) 18(%) 23(%) 42(%)  58(%)

(3)ア ポB組成 23(%) 37(%) 78(%) 98(%) 微 微

(1)× (2)× (3) 微 0.2～ 2.2(%) 10.1～ 14.7(%) 微 微

各血清 Lpの
アポB含有量

比率
微 1/70<VLDL(+IDL)/LDL<1/5 微 微

るとの報告
5)6)が

多いが,濃度条件によって差のみられな

いとする報告
7)8)も みられ,な お統一的な結論 は得 られて

いない。その原因として,主 に蛋自分画法など実験方法の

違いが指摘 されているが,そ れ以上に問題 となるのは,い

ずれの報告 も複数の蛋 自分画法 と分光光度計 による

ICG螢光の測定を組み合わせて検討されていたこと,ま

た,蛋 白同定法そのものの原理が間接的手段であったこ

となどが挙げられる.

これらの問題点を踏 まえ,我々は血清試料 を免疫電気

泳動法で各単一蛋白に分画 した寒天板を赤外螢光ビデオ

カメラで直接観察する方法を考案 した。この実験系は,定

量性に欠 けるものの,原理が極 めて単純であ り,ICGと

結合 している血清蛋白を直接的に捕えることができる点

において従来の分析法 と異なっている。また,血清試料は

ICG静注後に採取 したものを使用したので,ICG濃度な

どの条件については,眼科臨床での ICG造影検査下での

状態をほぼ反映 していると考 えられる。

さて,今回の実験結果をまとめると,次 のようになる.

(1)ICGは血中で主に β‐Lp(低比重 Lp:以下,LDL)

に結合する。

(2)ICGは アポーB蛋白 と特異的に結合 し,ア ポーAI,―

CHIと は結合 しない。

(3)ICGは 各脂質粒 子 (リ ポ ソーム)と 結合 し,特 に

PLで は螢光輝度の上昇を伴 う特異な反応を示す。

(1)で ,ICGは 血中で主に β―Lp(LDL)に結合 している

ことが示 されたが,す べての血清 lpは アポ蛋白と脂質

との複合分子であるという点では共通なので,な ぜ ICG

が種々の Lpの 中で特にβ‐Lpに 結合 しやすいのかとい

う疑問,特 に α―Lpと 結合が捕 えられなかった理由に関

しては不明であった.こ の問題 を解決するために,Lp分

子の構成々分である各種 アポ蛋自とICGと の親和性に

ついて検討する必要が生 じた。(2)で,ICGは 各種アポ蛋

自の中でアポーBだ けに特異的に結合することが示され

たが,こ の結果は極めて重要である.表 1か らわかるよう

に,β‐Lp(LDL)に 含まれるアポ蛋白は 98%が アポ‐Bで

あるため,ICGと の結合性 は高いが,α ‐Lp(高比重 Lp:

以下,HDL)で はアポーBは ほ とんど含 まれず,ICGと の

結合性は低いことが予想 される。その他の血清 Lpに つ

いて考えてみると,キ ロミクロンではアポ‐Bを 23%含

むものの,キ ロミクロン分子はほとんどが脂質成分で占

め られ,蛋 自量 は 2%に す ぎない。したがって,ア ポ‐B

の合有量は微量 となるので,ICGと の結合性は低い と考

えられる。中間密度比重 Lp(以下,IDL,中 間バ ンド)は ア

ガロース電気泳動での分離が悪 く,超 低比重 Lp(以 下 ,

VLDL,pre β‐Lp)に含まれるので,両者をまとめて考 え

ることにすると,IDL,VLDLは それぞれアポーBを 各々

78%,37%含 んでいる.し か し,血 中での VLDL(pre β―

Lp)と LDL(β‐Lp)の アポ‐B含有量 を比べるには,表 2

に示すように,各 Lpの血清中の正常値 (基準値
10)),蛋

白

含有率,さ らにその中のアポーB蛋白含有率を乗 した値を

比較 しなけれ ばな らない。すなわち,VLDL+IDLの ア

ポ‐B量 は,LDL(β ‐Lp)に 比べ,多 く見積 もって も 5～ 7

分の 1程度,少 な く見積 もれば 70分 の 1で ある。した

がって,今 回の免疫電気泳動の実験結果で,ICGと の結

合が確実に証明 されたのが LDL(β ―Lp)だ けであったの

は,こ のようなアポ‐B蛋 自の量的な問題 と,VLDLの泳

動位置が LDL(β ‐Lp)に 近 く判別困難であった ことなど

が理由として考 えられる。以上のように,ICGが血清 Lp

分子のアポ‐B蛋白部分に結合すると考えることによっ

て,ICGが LDL(β ‐Lp)と 高 い結合性 を示 し,他 の血清

Lpで は低いことが説明される。

血清 Lpの もう一つの成分である脂質 とICGと の親

和性 については,(3)で 示されたように,特 に Lpの 表面

構造を形成する PLと の反応が注 目される。しか し,ICG

とPLと の親和性が極めて高 く,β‐Lp分子 との結合 につ

いて もICGが主に PL部分に結合 していると仮定する

と,ICGは α‐Lpな ど他の血清 Lpと の結合 も捕 え られ

たはずである。従来の報告でいわれているように,ICG

が α‐Lpに も結合するのであれ ば,ICGと Lpと の結合

部位は脂質部分,特 に PL部分である可能性 も考 えられ

るが,こ の点に関 しては,今後さらに追求 してい く必要が

ある。

以上の ICGの基本的物理特性 を踏 まえて,ICG螢光造

影所見の読影 との関連性について最後に触れてお くこと
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にする.血中で ICGが主に結合する LDL(β―Lp)の 分子

量は約 200～ 300万 (表 19))で あるが,ア ルブ ミンの分子

量が約 7万 ,他 のグロブ リンで もほ とん どが数十万の

オーダーにあるので,他 の血清蛋白に比較 してかな り大

きいことが理解 される。すなわち,ICGの 血清蛋 白結合

率が 98%以上である2)と すれば,ICGは 血中で分子量数

百万の大 きな粒子であるとしてふるまうことになる。こ

のことは,ICGの血管および組織透過性が低いことを裏

付ける重要な性質であるとともに,ICG螢光所見 は血清

LDLの眼内動態を直接反映していることを意味する。こ

れらの知見は ICG螢光眼底所見 を読影するに当たって,

今後,有用な概念になるものと考えられる。
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