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牛アミロイド-シスは,アミロイドA (以下AA)と呼ばれる分子量約9 kDの蛋

白質が重合し, β構造を持つアミロイド線経となって全身諸臓器に高度に沈着するこ

とにより引き起こされる疾患で,人での分類における全身性反応性AAアミロイド-

シスと同じタイプに属すると考えられている(17, 19,21,23)｡臨床的には持続性かつ

難治性の下痢および全身の浮腫を特徴とし,直腸検査により多くの例で腎臓の腫大を

認め,臨床病理学的には高度の低蛋白質血症および蛋白尿といったネフローゼ症候群

様の所見がみられる｡また,病理組織学的検査により全身諸臓器,特に腎臓および肝

臓に高度のアミロイド沈着が認められる｡疫学的調査では,基礎疾患として結核や慢

性乳房炎,慢性関節炎のような慢性炎症性疾患を持つ例が多いこと,高齢牛に多いこ

となどが報告されている(8, 17, 21, 23, 31, 33)が,発病機序については全く解明さ

れていない｡

AA蛋白の前駆物質は,血清中に含まれる急性相反応蛋白質のひとつである,分子

量約12-14kDの血清アミロイドA (SAA)である｡ SAAの機能についてはほとんど

明らかにされていないが,人では炎症時の血清リボ蛋白質,特にHDL3の中に多く含

まれ,アポ蛋白の一つとして働くこと,炎症反応により損傷した組織の修復に関与す

ることなどが報告されている(12, 18, 38, 43)｡アミロイド沈着臓器から精製したAA

蛋白と SAAのN末端側のアミノ酸配列は非常に高い相同性を示すことが,牛を含め

た各種動物で証明されており(18, 34), SAAが何らかの原因で部分分解にとどまる結

果, AA蛋白という不完全なフラグメントが形成され,アミロイド沈着がおこると考

えられている(12,18,29)｡

Gillmoreら(ll)は, AAアミロイド-シス患者のSAA濃度を低くコントロール

することで臓器のアミロイド沈着量を減らすことができたと報告し､ SAA濃度の高値

持続がAAアミロイド-シスの発症および病状悪化の大きな要因であると推察した｡

また, SAAにはアミノ酸配列の一部異なる複数のアイソフォームが存在することが,
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人を含めた各種動物で明らかにされており(4, 16, 20, 22, 32, 37), Sbirooら(35)

は,マウスにおけるAA蛋白の前駆蛋白が, SAAアイソフォームの一つであるSAA2

のみであることを突き止め,アミロイド原性SAAアイソフォームの存在がAAアミロ

イド-シス発症と深く関与するのではないかと推察している｡さらにLavie ら(25)

は,健康人の単球がSAAを完全に分解したのに対し,アミロイド-シス患者の単球は

SAAを完全には分解できず, AAというフラグメントを残したと報告し,マクロファ

ージ系細胞のSAA分解活性の低下がアミロイド-シス発症に関与するのではないかと

推察している｡これらの研究成績から,現在までに, ①血中SAA濃度の持続的な増加

②アミロイド原性SAAアイソフォームの存在③マクロファージ系細胞の機能異常によ

るSAA分解活性の低下,の三つがAAアミロイド-シスの主要原因と考えられている

が,いまだ確証を得られるまでには至っていない｡

牛アミロイド-シスは治療法がないため,できるだけ早期に診断することが重要と

考えられるが,現在のところ早期確定診断法はなく,ネフローゼ症候群様の症状を呈

する末期的段階になるまで臨床診断がつかないのが実情である｡ Cuiら(6)は,午,

人,マウスのアミロイド線推を粗精製し,マウスに経口投与したところ,アミロイド

-シス発症が誘発されたと報告し,異種動物のアミロイド沈着臓器の経口摂取が,人

全身性反応性AAアミロイド-シスのリスクファクターのひとつとなりうる可能性を

指摘している｡藤永(10)は,と畜場に搬入された6歳以上の牛についてアミロイド

沈着の有無を調査したところ,ホルスタイン種で1,800頭中22頭(1.2 %)にアミロ

イド沈着を認め,臓器別沈着率は腎臓で100 %,肝臓および腸管で50 %以上であっ

たと報告している｡またTojoら(39)は,と畜場に搬入された4歳以上の牛について

同様の調査をしたところ, 302頭中15頭(5.0 %)の腎臓にアミロイド沈着がみられ

たと報告しているo さらにYamadaら(42)は,アミロイド-シス牛25例の全身諸

臓器について詳細に検索した結果,筋肉および肝臓を含めた多くの食用臓器に広範囲
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にアミロイド沈着がみられたと報告している｡以上のことから,近年,牛アミロイド

-シスは牛の経済性のみならず公衆衛生上も重要な疾患であると考えられている｡し

かしながら,本疾患の発病機序の解明および早期診断法を開発するために重要と考え

られる,アミロイド-シス牛のSAAに関する研究は, AIsemgeestら(1)が行った,

わずか1例についてのもののみである｡

以上のことをふまえ,本研究では,牛アミロイド-シスにおけるSAAの分析は本症

の発病機序解明および早期診断のために意義があるのではないか,という仮説を立て,

それを検証するために以下の実験を行ったo まず,第1章ではアミロイド-シス発症

牛のSAA濃度を測定し,本症に特異的なSAA濃度の変化がみられるか検討した｡次

に,第2章ではアミロイド-シス発症牛血清についてSDS-PAGEによる一次元電気

泳動とimmunoblottingを行い,本症に特異的なSAAバンドパターンがみられるか検

討した｡また,第3章では二次元電気泳動法を用いてアミロイド-シス発症牛血清の

SAAアイソフォームを分析し,本症に特異的なアイソフォームパターンがみられるか

検討した｡
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第1章

アミロイド-シス牛の血清アミロイドA (SAA)

濃度の検討
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緒言

人全身性反応性AAアミロイド-シスの基礎疾患として最も重要である慢性関節リ

ウマチ(RA)に羅患した患者のSAA濃度をモニタリングした成績などから, SAA濃

度の持続的な増加はAAアミロイド-シスの重要な発症および進展要因と考えられ,

アミロイド-シス患者に対するSAA測定の臨床的意義は大きい(7, 8, 18, 43)｡しか

しながら, AAアミロイド-シス合併RA患者と,非合併RA患者のSAA濃度を比較

したところ,有意な差はなかったとする成績などから, SAA濃度の増加は単に合併し

ている炎症を反映しているにすぎず,人ではAAアミロイド-シス診断に対する意義

は少ないとも考えられている(28, 43, 45)｡一方,牛については,アミロイド-シス

発症牛1例のSAA濃度を測定した報告(1)があるのみで,本症におけるSAA濃度

の変化についてはほとんど不明である｡そこで本章では,アミロイド-シス牛のSAA

濃度が特異的な変化を示すのではないかという仮説を立て,それを検証するためにア

ミロイド-シス発症牛のSAA濃度を測定した｡また,アミロイド-シス牛のSAA濃

度が高値を示した場合,それが人と同様,単に合併炎症によるものであるかを明らか

にするため, SAAと同様,牛における最も鋭敏な炎症マーカーの一つである血清-プ

トグロビン(Hp)濃度を同時に測定し,両項目間の相関関係を調査した｡

材料および方法

1.供試牛

供試牛は北海道十勝地方で飼養されていた3-13歳のホルスタイン種乳牛25例であ

る｡臨床検査では持続性かつ難治性の軟便-水様便の排壮,胸垂･下顎･下腹部の冷性

浮腫および直腸検査による左腎臓の腫大感が全例に認められた｡また,血液検査では
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血清総蛋白質,血清アルブミンおよび血清γグロブリン濃度の著しい低下がみられ,

尿検査では尿比重の低下ならびに高度の蛋白尿が認められるなど,ネフローゼ症候群

様の所見がみられたため,アミロイド-シスを疑い経過観察したが, 2日-4ケ月後,

全例が予後不良と診断されたため,安楽死させたのちに病理解剖した｡病理解剖では

全例で両側腎臓の著しい腫大と退色(図1-1)ならびに腸間膜の著しい水腫が認めら

れた｡また腎臓の病理組織学的検査により全例でアミロイドの沈着を認め(図1･2),

さらに抗ヒト AAマウスモノクロ-ナル抗体を用いた免疫組織化学染色により強い反

応性が確認された(図1-3)ことから,全例がAAアミロイド-シスと確定診断されたo

対照牛として,慢性炎症性疾患に羅患したホルスタイン種乳牛18例(慢性乳房炎5

例,慢性化膿性関節炎13例),および健康なホルスタイン種乳牛10例を用いた｡慢

性炎症牛の診断には,臨床症状と畜主の裏告および,血液検査によるγグロブリン濃

度増加(3.Og/dl以上)といった慢性炎症像の確認を条件としたo また,健康牛として

は,臨床検査で異常がみられず,かつ,代謝プロファイルテストにより異常値が認め

られなかった個体を供試した｡

2. SAA濃度の測定

SAA濃度の測定には,抗ヒトSAAラットモノクロ-ナル抗体によるenzymelinked

immuno solvent assay(ELISA法)を用いた市販のSAA定量キットを使用した(Serum

AmyloidAassay, Tridelta社) (27)｡臨床検査でアミロイド-シスが疑われた時点で

頚静脈から血液を採取し,すみやかに血清を分離後, -20 ℃で保存し検査に供した.

3.血清Hp濃度の測定

アミロイド-シス牛におけるSAA以外の炎症パラメーターの変化を調査する目的で,

血清Hp濃度を同時に測定したo血清Hp濃度の測定には,抗ウシHp抗体によるsingle
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radial immunodiffusion assay (SRID法)を用いた市販の定量キットを使用した(ウ

シHpプレート,メタポリックエコシステム研究所) (30)0

4.統計処理

使用したSAAおよびHp測定キットには低濃度検出限界があるため,アミロイド-

シス牛と対照牛のSAA濃度および血清Hp濃度の比較にはMann-WhitneyのU検定

による中央値検定法を採用し,両側危険率1%以下を有意とした｡

アミロイド-シス牛のSAA濃度が合併炎症の活動状態を反映しているか否かについ

て検討するため,アミロイド-シス牛のSAA濃度と血清Hp濃度について, Spearman

の順位相関係数(rs)を算出し,片側危険率5%以下を有意として両測定値間の相関

関係を調査した｡また,対照とした慢性炎症牛についても同じ統計処理を行い,アミ

ロイド-シス牛のデータと比較した｡

成績

1.アミロイド-シス牛のSAA濃度

アミロイド-シス牛のSAA濃度は, 25例中24例が検出限界の0.3 〃g/ml以上で

あり,中央値は105.1 〃g/ml,範囲は<0.3-225.8 fig/mlであった｡一方,健康牛は,

10例中8例が検出限界以上を示し,中央値は1.4 fig/ml,範囲は<0.3 -13.5 LLg/ml

を示し,中央値検定により両者間で有意差が認められた｡また,慢性炎症牛のSAA濃

度は, 18例中17例が検出限界以上,中央値は87.6 〃g/ml,範囲は<0.3-298.2 [Lg/ml

を示し,健康牛との間に有意差がみられたが,アミロイド-シス牛との間に有意差は

認められなかった(表1-1)0
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2.アミロイド-シス牛の血清Hp濃度

アミロイド-シス牛の血清Hp濃度は, 25例中22例が検出限界の20 〟g/ml以上

であり,中央値は950 LLg/ml,範囲は<20 -1,860 LLg/mノであった｡一方,慢性炎症

牛では, 18例中16例が検出限界以上,中央値は455 LLg/ml,範囲は<20-2,000 LLg/ml

であり,中央値検定によりアミロイド-シス牛との間に有意差はみられなかった｡健

康牛の血清Hp濃度は全例が検出限界の20
LLg/ml未満であり,アミロイド-シス牛,

慢性炎症牛よりも有意に低値であった(表1-1)0

3.アミロイド-シス牛および慢性炎症牛のSAA濃度と血清Hp濃度間の相関関係の

比較

アミロイド-シス牛のSAA濃度と血清Hp濃度間で有意な相関関係はみられなかっ

た(rs=0.04, p>0.05)｡一方,慢性炎症牛では両項目間で有意な正の相関関係が認めら

れた(rs=0.74,p<0.01) (図1-4)0

考察

人全身性反応性AAアミロイド-シスにおいては, SAA濃度が高値を持続すること

が発症および病状悪化の最大のリスクファクターであり, SAA濃度測定の臨床的意義

は大きい(7,8, 18,43)｡しかしながら,人全身性反応性AAアミロイド-シスの最も

重要な基礎疾患であるRAのみに篠患している患者と, AAアミロイド-シス合併RA

患者のSAA濃度を比較したところ,どちらも異常高値を示したが,両者のSAA濃度

間で有意な差はみられなかったという成績から, SAA濃度は単に合併している炎症性

疾患の活動状態を反映しているにすぎず, AAアミロイド-シス診断の指標とはなら
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ないとも考えられている(28,43, 45)｡今回,アミロイド-シス牛のSAA濃度に特異

的な変化がみられるのではないかという仮説を検証するため,アミロイド-シス発症

牛25例のSAA濃度を測定したところ,健康牛と比較して有意に高値を示したが,本

症における基礎疾患として重要と考えられている慢性炎症性疾患に羅患した牛のSAA

濃度との間に有意差がみられなかったことから,人と同様,アミロイド-シス牛のSAA

濃度は本症に特異的な高値を示すわけではないことが明らかになり,牛アミロイド-

シスにおけるSAA濃度測定の診断的意義も低いと考えられた｡

HpはSAAと同様,牛における最も鋭敏な炎症マーカーである(2,3,9, 13, 15,36)｡

今回アミロイド-シス牛にみられたSAA濃度の増加が,単に合併している炎症の活動

性のみを反映したものか,あるいはそれ以外の要因が関与したかを調べるため,血清

Hp濃度を同時に測定したoその結果,アミロイド-シス牛の血清Hp濃度は健康牛と

比較して有意に高値を示し,また,慢性炎症牛との間に有意な差がみられなかったこ

とから,今回アミロイド-シス牛でみられたSAA濃度の増加は,主として合併してい

る炎症に起因すると考えられた｡しかしながら, SAA濃度とHp濃度との相関関係を

調べた結果,慢性炎症牛では有意な正の相関がみられたが,アミロイド-シス牛では

相関がみられなかったことから,牛アミロイド-シスにおいては,合併している炎症

以外にSAA濃度を変化させる要因がある可能性が示唆された｡

SAAには,アミノ酸配列の一部異なる複数のアイソフォームが存在し,それぞれが

異なった等電点を持つため,等電点電気泳動により複数のバンドとして検出される(32,

37)｡これを用いて, Mauryら(26)は人全身性反応性AAアミロイド-シスおよび

他の炎症性疾患におけるSAAアイソフォームパターンを調査した結果,疾患ごとの特

異的なパターンは検出されなかったと報告している｡一方, AIsemgeest ら(1)は人

と同じ手法を用いて,牛SAAにも複数のアイソフォームが存在することを明らか

にしたが,その中で,疾患によってアイソフォームパターンが異なっていたこと,ま
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た,アミロイド-シス発症牛では,他の疾患牛でみられなかった1種類のアイソフォ

ームしか検出できなかったことなど,人のデータとは異なる結果を報告しているo
し

たがって,今回みられたアミロイド-シス牛のSAA濃度の増加要因として,慢性炎症

牛にはみられない,本症に特異的なSAAアイソフォームの増加がある可能性が示唆さ

れ,それを証明するためには,アミロイド-シス牛血清のSAAアイソフォーム分析が

必要と考えられた.

ll



小括

アミロイド-シス牛のSAA濃度が特異的な変化を示すか否かを明らかにするため,

病理組織学的検査により本症と確定診断された牛25例のSAA濃度について検討した｡

その結果,以下のことが確認された｡

1.アミロイド-シス牛25例のSAA濃度は, 25例中24例が検出限界の0.3 FLg/ml

以上 中央値は105.1 LLg/ml,範囲は<0.3 …225.8 LLg/mlであり,健康牛と比較

して有意な高値を示したo しかしながら,慢性炎症牛のSAA濃度と比較して有意

差はみられなかった｡

2.慢性炎症牛の血清Hp濃度とSAA濃度間で有意な正の相関関係がみられたのに対

し,アミロイド-シス牛では相関がみられなかった｡

以上の成績から,アミロイド-シス牛のSAA濃度は高値傾向がみられるが本症に特

異的な変化ではないこと,および,アミロイド-シス牛のSAA濃度の増加には,炎症

以外の要因も関与している可能性が示唆された｡
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図1-1アミロイド-シス牛の腎臓o著しい腫大と退色が認められるo
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図1-2 アミロイド-シス牛の腎臓の病理組妓学的検査所見D 左:HE染色 右:

コンゴ-レッド染色｡ HE染色により糸球体にエオジン好性･均一無構造

のアミロイド沈着を認め,コンゴ-レッド染色標本の偏光顕微鏡による観

察で,アミロイドは緑色偏光を示す(× 50)｡
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図1-3 抗ヒトAAマウスモノクロ-ナル抗体を用いたアミロイド-シス牛の

腎臓の免疫組織化学的検査所見o 糸球体および血管壁に一致して,抗

AA抗体と反応するアミロイドの沈着が認められる(× 50)D
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表1･1アミロイド-シス牛,慢性炎症牛および健康牛の血清アミロイドA (SAA)および血清ハプトグロビン(Hp)濃度

血清アミロイドA (BAA) 血清ハプトグロビン(Ep)

群

㌍男濫 中央値 範囲 恩讐謁芸中央値 範囲

(%) (LLg/ml) (〟g/ml)
(%) (LL g/ml)

(〟
g/ml)

アミロイド-シス牛 (n=25) 24 (96) 105.1a <0.3
- 225.8

慢性炎症牛 (n=18) 17 (94) 87.6a <0.3
- 298.2

健康牛 (n=10) 8 (80) 1.4b <o.3
I

13.5

22 (88) 950e <20
･ 1860

16 (89) 455c <20
-

2000

o (o) NDd ND

慢性炎症牛は慢性化膿性関節炎牛(n=13)および慢性乳房炎牛(n=5)を含む

a- b問およびc
-

d間で有意差あり(p<0.01, Mann-Whitneytest)

*:0.3 FLg/ml **:20 FLg/ml

ND :検出できず
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図1-4 アミロイド-シス牛(n=25)および慢性炎症牛(n=18)の血清アミロイドA (SAA)濃度と

血清ハプトグロビン(Hp)濃度の関係｡アミロイド-シス牛のSAA濃度と血清Hp濃度間で

相関はみられなかった(r8=0.04, pO.05)が,慢性炎症牛では両測定値間で高い正の相関

(rs=0.74,〆0.01)がみられた.

慢性炎症牛は慢性化膿性関節炎牛(n=13)および慢性乳房炎牛(n=5)を含む｡

r8 : Spearmanの順位相関係数



第2章

抗ウシSAA抗体の作成およびそれを用いたimmunoblotting

によるアミロイド-シス牛血清のSAAバンドパターンの分析
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緒言

第1章では市販のSAA定量キットを用いてアミロイド-シス牛のSAA濃度を測定

した｡その結果,アミロイド-シス牛のSAA濃度は健康牛と比較して有意に高値を示

したが,対照とした慢性炎症牛と比較して有意差はなく,その増加は本症に特異的な

変化ではないことが明らかになった｡しかしながら,血清Hp濃度との相関関係を調

べた結果,アミロイド-シス牛のSAA濃度の増加には,炎症以外の要因が関与してい

る可能性が示唆され,それを証明するためにはSAAの質的分析が必要と考えられた｡

Ogata (32)は,炎症性疾患に雁患した人の血清に対しSDS-ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動(SDS-PAGE)による一次元電気泳動および免疫プロット法

(immunoblotting)を行った場合に,複数のSAAバンドが検出されることに着目し,

急性炎症人血清から等電点電気泳動により複数のSAAアイソフォーム蛋白質を単離し,

それぞれについてSDS-PAGEを行い分子量を推定した｡その結果,各SAAアイソフ

ォームはそれぞれ分子量にわずかな違いがあり,急性炎症人血清の一次元電気泳動に

よる複数のSAAバンドの出現は,このSAAアイソフォームの多様性に起因すると結

論づけている｡そこで本章では,もしアミロイド-シス牛血清のSAAアイソフォーム

パターンに特異性があるとすれば, SDSIPAGE による一次元電気泳動および

immunoblottingにより,本症に特異的なSAAバンドパターンがみられるのではない

かという仮説を立て,それを検証するため,抗ウシSAA抗体を作成し,それを用いて

SDS-PAGEおよびimmunoblottingを行うことにより,アミロイド-シス牛血清の

SAAバンドパターンを分析した｡
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材料および方法

1.材料

ウシSAAの精製には,慢性関節炎および慢性乳房炎に篠患し, SAA濃度が高値

を示した牛のプール血清,計264 mlを用いた｡ SAAバンドパターンの分析には,

第1章で使用したサンプルのうち,アミロイド-シス牛血清7検体(No. 1-7),

慢性炎症牛血清5検体(No. 8-12),および健康牛血清2検体(No. 13, 14)を無

作為に抽出して用いた｡ SAA濃度はNo. 1から14の順にそれぞれ41.9, 105.1,

110.4, 119.5, 130.4, 142.7, 160.8, 86.9, 88.2, 126.0, 126.5, 260.0, <0.3, <0.3

LL g/mノであったo

2.ウシSAAの精製

1)アポHDLの精製

アポHDLの精製は, Uchidaら(40)の方法に準じて行ったo 血清264 mlを超

遠心分離用チューブ6本に44 mlずつ分注し,その上に,密度をl.006 ど/mlに調整

した比重液A (0.195MNaCl/0.01 %EDTA/ 1 mMNaOH) 22 mlを重層した.

天秤で正確にバランスをとり,チューブにキャップをした後,超遠心機のローター

(Tゝpe45Ti, Beckman社)にセットし, 25 ℃下, 26,500r.p.mで45分間遠JL､分

離した｡終了後,上清22 mJをパスツールピペットにて静かに除去し,再び比重液

A 22mlを重層し, 25 ℃下, 42,000r.p.mで25時間以上遠心分離したo 終了後,

上清22 mlを除去した後,チューブにマグネットを入れ,スターラーを用いて約30

分間摸拝し沈殿物を溶解後,さらに密度を1.182g/mlに調整した比重液B (0.195M

NaCl/2.44MNaBr/0.01 %EDTA/1mMNaOH)を22mノずつ加え,よく摸拝

し, 20 ℃下, 42,000r.p.mで31時間30分以上遠心分離した｡終了後,上浦22ml

を除去し,再度スターラーにて沈殿物を溶解させた後,密度1.478 g/mlの比重液c
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(o.195MNaCl/7.65MNaBr/0.01%EDTA/1mMNaOH)を22ml加え,よ

く擾拝した後, 20 ℃下, 42,000 r.p.mで62時間45分以上遠心分離し,終了後上

層11mlずつを採取(計66mA したものをHDL画分とした｡

次に,HDL画分からの脱脂によるアポHDL画分の精製手順を示す｡精製したHDL

画分66 mlを透析用チューブに移し,透析用緩衝液(10 mM NH4HCO3/ 5 mM

EDTA) 2ノ中に入れ, 4 ℃下で8時間透析し,さらに緩衝液を交換後8時間透析

した｡次に, -20 ℃に冷却したメタノール-ジエチルエーテル混合亨夜(1:2 v/v)

を試料に等量加え,分液漏斗にて20分間激しく振とうした後,サンプルを遠心管に

移し, -10 ℃下, 3,500 ∫.p.mで10分間遠心分離した｡上清の黄色脂肪層を静か

に除去後,再度,試料と等量のメタノール-ジエチルエーテル混合液を加え20分間

激しく振とう後遠心分離し,上浦を除去したoこの操作をさらに1回線り返した後,

チエ-ブの底に残った沈殿物を残して上清を除去した.沈殿物に適量のエーテルを

加え,ボルテックスミキサーで十分擾拝した後,サンプルをビーカーに移し,吸引

デシケ一夕-で3時間吸引し乾燥させたものを精製アポHDL画分とした｡

2)低速ゲルろ過クロマトグラフィー

低速ゲルろ過クロマトグラフィー操作は,すべて4 ℃下で行った｡精製したアポ

HDL画分を20mlのゲルろ過緩衝液(6MUrea/0.5 % Tween20/0.01 %Tris-HCI

pH 8.6)に完全に溶解した後, 15,000 r.p.mで10分間遠心分離したo 上浦を採取

し,同緩衝液で平衡化したSepbadex G-200カラム(2.5×100 cm)に添加し,流

速約o.2 ml/分でゲルろ過を行った｡得られたフラクションについてSDSIPAGEお

よびimmunoblottingを行い, SAAと思われる約14 kDの蛋白質を多く含む画分を

プールし,透析用緩衝液(10 mMNH4HCO3/5 mM EDTA/0.1 mMbenzamidine)

2ノ中にて24時間×3回透析した後,凍結乾燥した｡

3)逆相高速液体クロマトグラフィー(逆相HPLC)
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低速ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した凍結乾燥サンプルに適量の

0.1 %トリプルオロ酢酸(TFA)を加えて溶解し, 4 ℃下, 15,000r.p.mで15分

間遠心分離した後の上清をサンプルとした｡カラムはAquaporeRP･300 (Brownlee

Labs社)を使用した｡溶媒として, A液(o.1 % TFA/DW)およびB液(0.1%TFA

/60 %アセトニトリル)を作成し使用した｡カラムを平衡化した後, A:100% B:0%

- A: 0% B: 100%のグラジェントプログラムを60分で設定し,サンプルを添加

後,流速1 ml/分でグラジェント溶出したo 得られたフラクションについてSDS-

PAGEとimmunoblottingを行い, SAAを含むと考えられる画分をプールし,吸引

乾燥させた｡

4)ゲルろ過高速液体クロマトグラフィー(ゲルろ過HPLC)

緩衝液には30 %アセトニトリル/0.1 %TFAを使用したo 吸引乾燥したサンプ

ルに適量の緩衝液を加えて溶解後,同緩衝液にて平衡化したGCL-1000カラム(7.5

×600mm)に添加し,流速o.1 ml/分にてゲルろ過を行ったo 得られたフラクショ

ンについてSDS-PAGEとimmunoblottingを行い, SAAを含むと考えられる画分

をプールした｡

5)イオン交換クロマトグラフィー

緩衝液には6 M Urea/ 10mMTris-HClpH 8.0/50mM NaClを使用した｡ゲ

ルろ過HPLCで得られたサンプルを同緩衝液で4回透析した後,同緩衝液で平衡化

したDEAE-Sephacelカラム(8×100 mm)に添加した｡一つ目のピークが完全に

出終わった時点で,緩衝液を6 M Urea/ 10mMTris-HClpH8.0/0.125 M NaCl

に代えて再度溶出を行った｡得られたフラクションについて SDS･PAGE と

immunoblottingを行い, SAAと思われる画分をプールし, 10 mM NH4HCO…∋で4

回透析した後,凍結乾燥した｡
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3.抗ウシSAAウサギ血清の作成

クロマト操作により精製したウシSAA200 〃gをPBSに溶解し500 〃ノとしたも

のをFleund's Complete Adjuvant 500 LLlと混合し,日本白色種のウサギの背部数ヶ

所に皮内接種した｡その後10日間隔で,初回の1/10量の抗原液を合計5回皮内接種

し, 2週間後に全採血を行い抗ウシSAAウサギ血清を得た｡

4. SDS･PAGE

SDSIPAGE はミニプロティアンⅢシステム(バイオラッド社)を用い, Laemmli

法(24)に準じた緩衝液システムで行った｡ゲルは市販の15 %平板ミニゲル(レデ

ィーゲルJ,バイオラッド社)を用いた｡サンプル希釈用緩衝液(60mMTris-HClpH

6.8 / 10 % glycerol/ 2 % SOS / 5 % β-mercaptoethanol,微量のbrompbenol
blueを

含む)により SAA精製過程のフラクションについては2倍,また血清については10

倍に希釈したものを泳動用サンプルとした｡泳動条件はゲル1枚あたり20 mA定電流

で行った｡

5. Immunoblotting

SDS-PAGE終了後のゲルを転写用緩衝液(25 mM Tris / 192 mM
Glycine / 20 %

methanol)で洗浄後, PVDF膜に転写(0.8 mA/cm2定電流)した｡転写後のPVDF

膜をTBS (Tris-buffered saline : 20 mM TrisIHCIpH 7.5/ 0.15 M NaCl)で2回洗

浄後, 3 %ゲラチン/TBS中で37℃下, 1時間ブロッキングした｡ブロッキング

終了後のPVDF膜をTBSで洗浄し, 0.1 %牛血清アルブミン/ TBSで希釈した一次

抗体と室温で16時間反応させた｡一次抗体として, SAA精製過程のフラクションに

ついては,市販の抗ヒトSAAウサギポリクローナル抗体[AmyloidA(SAA; human),

Biogenesis社]を400倍に希釈して用い,また精製ウシSAA,アミロイド-シス牛

23



血清,慢性炎症牛血清および健康牛血清については作成した抗ウシSAAウサギ血清を

1,000倍に希釈して使用した.一次抗体反応終了後, PVDF膜をTTBS(0.05 % Tween-20

/ TBS)で3回洗浄した後, 0.1 %牛血清アルブミン/ TBSで2,000倍に希釈した市

販のHRP標識抗ウサギIgGヤギ抗体[Goat anti･Rabbit lgG (HRP) ,
Afnnity Purified,

Biomedical Technologies lnc.社]と室温で1時間反応させた｡反応終了後, TTBS

で3回洗浄し, DAB (diaminobenzidine)法または化学発光法(ECLwesternblotting

detectionreagents, GE-ルスケアバイオサイエンス社)によりバンドを検出した｡

6. SAAバンドパターンの解析

アミロイド-シス牛,慢性炎症牛のSAAバンドパターンの解析には,画像解析ツー

ル(Scionlmage, Scion社)を用いた｡

7.統計処理

アミロイド-シス牛血清と慢性炎症牛血清のSAAバンドパターンの違いを,各SAA

バンドの濃度比率を比較することにより検討した｡両疾患における各SAAバンドの濃

度比率の有意差検定にはStudentのt検定法を用い,両側危険率1 %以下を有意とし

た

成績

1.ウシSAAの精製

超遠JL,法により得られたアポHDL画分の, SDSIPAGEによる一次元電気泳動およ

びimmunoblotting所見を図2-1示す｡精製前の炎症牛プール血清のSDS-PAGEでは,
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SAAの明瞭なバンドは判別できなかったが,精製アポHDL画分のSDS-PAGEでは,

14kD付近にSAAを含むと考えられる2本の明瞭なバンドが確認された.また

immunoblottin嘗では,両サンプル共に,抗ヒトSAA抗体と反応する幅の広い1本の

バンドが確認された｡ Sepbadex G･200カラムを用いたゲルろ過クロマトグラフィー

では, A-Dの4つのピークが得られ(図2-2),それぞれのフラクションについて

SDS-PAGEを行ったところ,ピークCフラクションでSAAを含むと思われる約14kD

の2本のバンドが確認され, immunoblotingにおいてもSAAと思われるバンドが確

認された(図2･3)が, SDS･PAGEにおけるどちらのバンドがSAAであるかは不明

であったため,次にこのCフラクションをサンプルとする逆相HPLCを行った｡

Aquapore RP･300カラムを用いた逆相HPLCでは複数のピークが認められ, SDS-

PAGEおよびimmunoblottingによりピークAがSAA含有フラクションと推定された

(図2-4)ため,今度はこのAフラクションをサンプルとするゲルろ過HPLCを行っ

た. GCL11000カラムを用いたゲルろ過HPLCでは, A-Cの3つのピークが確認さ

れ(図2-5),SDS-PAGEおよびimmunoblottingによりピークBのフラクションでSAA

と推定される約14kDのバンドと, 6 kD以下の微細なバンドが認められたことから,

さらにこの低分子量の交雑蛋白を除去するため,イオン交換クロマトグラフィーを行

った｡ DEAE-Sephacelカラムを用いたイオン交換クロマトグラフィーでは2つのピ

ークが認められ, SDS-PAGEおよびimmunoblottingによりピークAがSAA,ピー

クBは低分子量の交雑蛋白であることが確認された(図2･6)ため,このピークAフ

ラクションを集めて透析し,凍結乾燥したものを精製ウシSAAとした｡

2.精製ウシSAAに対する市販の抗ヒト SAAウサギポリクローナル抗体と作成し

た抗ウシSAAウサギ血清の反応性の比較

精製したウシSAAをサンプルとしてSDS-PAGEによる一次元電気泳動を行った後,
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市販の抗ヒトSAAウサギポリクローナル抗体および作成した抗ウシSAAウサギ血清

を一次抗体とするimmunoblottingを行い,バンドパターンを比較した｡その結果,

両者とも14 kD付近の同じ位置に明瞭な1本のバンドが確認された(図2-7)｡このこ

とから,精製した蛋白質はウシSAAであり,また作成した抗ウシSAAウサギ血清は

牛血清中のSAAを検出するのに十分な抗体価を有すると判断された0

3.アミロイド-シス牛,慢性炎症牛および健康牛血清のimmunoblotting所見

アミロイド-シス牛血清(No. 1-7),慢性炎症牛血清(No. 8-12)および健

康牛血清(No. 13, 14)のimmunoblotting所見を図2-8に示す｡作成した抗ウシSAA

ウサギ血清を一次抗体とするimmunoblottingにより,アミロイド-シス牛の血清No.

1-6で2本, No. 7で1本の明瞭なSAAバンドが観察された｡また,慢性炎症牛

血清においてもアミロイド-シス牛にみられたものとほぼ同じ位置に2本のバンドが

全例で観察された｡健康牛血清ではSAAのバンドがみられなかった0

4.アミロイド-シス牛血清と慢性炎症牛血清のSAAバンドパターンの比較

Immunoblottingで検出したアミロイド-シス牛および1単性炎症牛血清のSAA2重

バンドのうち,電気泳動での移動度の低いほうをA,高いほうをBとし,画像解析ソ

フト(Scion lmage, Scion社)を用いて両バンドの濃度比率を算出し,両疾患におけ

るバンドパターンの違いを調査した｡その結果,アミロイド-シス牛ではバンドAの

濃度比率が46.8-100.0 % (平均76.1 %)と高かったのに対し,慢性炎症牛では35.0

-61.9 % (平均48.5 %)と低く,両疾患牛でのバンドAの濃度比率に有意な差が認

められた(表2･1)0
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考察

sAAにはアミノ酸配列の一部異なる複数のアイソフォームが存在するため,炎症時

の血清についてSDS-PAGEによる一次元電気泳動およびimmunoblottingを行うと複

数のバンドが出現することが,人および牛で確認されている(1, 32, 34)が,そのバ

ンドパターンの各種疾患による違いは明らかにされていない｡一方,マウスにおいて

は,主要なSAAアイソフォームであるSAAlとSAA2がimmunoblottingにより明瞭

な二重バンドとして識別され,さらにアミロイド-シス発症過程においては,両アイ

ソフォームの血中濃度が著明に変化するため,その二重バンドの濃度比率が大きく変

化すると報告されている(22, 35)｡第1章では,アミロイド-シス牛血清のSAA濃

度が炎症以外の要因で増加している可能性が示唆され,その要因を明らかにするため

に,アミロイド-シス牛血清のSAAアイソフォーム分析が必要であると推察した｡そ

こで本章では,もしアミロイド-シス牛血清のSAAアイソフォームパターンに特異性

があるとすれば, SDS-PAGEによる一次元電気泳動およびimmunoblottingにおいて

も本症に特異的なSAAバンドパターンがみられるのではないかという仮説を立て,そ

れを検証するために精製ウシSAAに対する抗血清を作成し,それを用いて本症に特異

的なSAAバンドパターンがみられるか検討した｡

アミロイド-シス牛血清のSAAバンドは検索した7検体のうちの6検体で2本認め

られ,人と同様, SDS-PAGEによる一次元電気泳動によりウシSAAも複数のバンド

に分かれるとするAIsemgeestらの報告(1)と一致した｡一方,対照とした慢性炎症

牛血清においてもSAAバンドは2本検出され,その位置はアミロイド-シス牛血清に

みられたものとほぼ同じであったことから,アミロイド-シス牛に特異的なSAAバン

ドは特定されなかった｡しかしながら,両疾患牛血清でみられたSAAの二重バンドの

うち,電気泳動での移動度の低いほうをバンドA,高いほうをバンドBとし,両バン

ドの濃度比率について分析したところ,アミロイド-シス牛ではバンドAの濃度比率
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が慢性炎症牛と比較して有意に高かったことから,バンドAの濃度比率が高いことは

アミロイド-シス牛における特徴所見と考えられた｡また,このバンド濃度比率の違

いは,両疾患牛血清におけるSAAアイソフォームパターンの違いによる可能性が高い

(32)ため,次の段階として,アミロイド-シス牛血清に特異的なSAAアイソフォ

ームあるいはアイソフォームパターンがみられるか検討する必要があると考えられた｡
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小括

一次元電気泳動によりアミロイド-シス牛に特異的なSAAバンドパターンがみられ

るか否かを明らかにするため, SDS-PAGEによる一次元電気泳動と,精製ウシSAA

を用いて作成した抗ウシSAAウサギ血清を一次抗体とするimmunoblottingを行い,

アミロイド-シス牛血清のSAAバンドパターンについて検討した.

その結果,以下のことが確認されたo

1.アミロイド-シス牛血清7検体のうち, 6検体で2本, 1検体で1本のSAAバン

ドが確認された｡

2.対照とした慢性炎症牛血清5検体全てで,アミロイド-シス牛血清にみられたも

のと同じ位置に2本のSAAバンドが確認された｡

3.両疾患牛におけるSAAの二重バンドの濃度比率を比較したところ,有意な差が認

められた｡

以上の成績から,一次元電気泳動によりアミロイド-シス牛に特異的なSAAバンド

は認められないが, SAAの二重バンドの濃度比率において,アミロイド-シス牛に特

徴的なパターンがみられることが明らかとなった｡
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図2･1精製前の炎症牛プール血清および精製したアポHDLのSDS･PAGEおよびinmunoblotting所見

Immunoblottingにより両サンプルともSAAと思われるバンドが確認されたo

M:分子量マーカー A :SDS･PAGE B :lmmunoblotting



図2-2 SephadexG-200カラムを用いた低速ゲルろ過クロマトグラフィーによる溶出パターン｡

A-Dの4つのピークが確認されたQ
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図2-3 低速ゲルろ過クロマトグラフィーで得られたA-Cの各ピークフラクションのSDS･lhGEおよび

ピークCフラクションのimmunoblotting所見o ピークCがSAA含有フラクションと推定されたo

ピークDフラクションはSI)S･PAGEによりバンドが確認されなかったo

M :分子量マーカー
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図2･4 AquaporeRP･300カラムを用いた逆相HPLCによる溶出パターンとピークAフラクションの

imm11nOblotting所見o ピークAがSAA含有フラクションと推定されたo



図2･5 GCL･1000カラムを用いたゲルろ過HPLCによる溶出パターンo

A-Cの3つのピークが確認された｡



1 2

■■■
ー14kD

図216 DEAE･Sephacelカラムを用いたイオン交換クロマトグラフィーによる溶出パターンとピークAの

SDS-PAGEおよびim皿unOblotting所見o ピークAがSAAフラクションと推定されたo

l : SDS･PAGE 2 : Immunoblotting
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図2-7 精製ウシSAAに対する市販の抗ヒトSAAウサギポリクローナル抗体および作成した抗ウシSAAウサギ血清の

反応性の比較o作成した抗ウシSAAウサギ血清は精製ウシSAAと強い反応性を示した.

A
:精製ウシSAAのSDS･PAGE B

:市販の抗ヒトSAAウサギポリクローナル抗体によるi皿munOblotting

C :作成した抗ウシSAAウサギ血清による血mⅦnoblotting
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図2-8 アミロイド-シス牛,慢性炎症牛および健康牛血清のimmunoblotting所見

アミロイド-シス牛血清,慢性炎症牛血清共に, SAAの1-2本のバンドが認められた.

1-7 :アミロイド-シス牛血清 8-12:慢性炎症牛血清13, 14:健康牛血清

M:マーカー(精製ウシSAA)



表2･1 Immunoblottingにより認められたアミロイド-シス牛血清と慢性炎症牛

血清における2つのSAAバンド濃度の比率

検体No. バンドA濃度(%) バンドB濃度(%)

1

2

3

4

5

6

7

C

8

9

10

ll

12

50.6

35.0

61.9

45.7

49.5

49.4

65.0

38.1

54.3

50.5

48.5b) 51.5

バンドA :電気泳動における移動度の低いSAAバンド

バンドB :電気泳動における移動度の高いSAAバンド

AM:アミロイド-シス牛 C:慢性炎症牛

a-b間で有意差あり(t検定, p<0.01)

⊂l)

00



第3章

二次元電気泳動およびimmunoblottingによる

アミロイド-シス牛血清のSAAアイソフォーム分析
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緒言

第2章ではアミロイド-シス牛の血清についてSDS･PAGEによる一次元電気泳動

と,作成した抗ウシSAAウサギ血清を一次抗体とするimmunoblottingを行った結果,

特異的なバンドはみられないが,バンドパターンにある特徴がみられることが明らか

になった｡ SAAにはアミノ酸配列の一部異なる複数のアイソフォームが存在し,さら

に各アイソフォームは異なった等電点を持つため,等電点電気泳動により分離が可能

である(32, 37)｡また,一次元電気泳動による複数のSAAバンドの出現は, SAAア

イソフォームパターンの多様性に起因すると考えられている(32)｡そこで本章では,

アミロイド-シス牛に特異的なSAAアイソフォームまたはアイソフォームパターンが

存在するのではないかという仮説を立て,これを検証するためにアミロイド-シス牛

血清について二次元電気泳動(一次元目:等電点電気泳動,二次元目: SDS-PAGE)

およびimmunoblottingを行い,本症に特異的なSAAアイソフォームおよびアイソフ

ォームパターンについて検索した｡

材料および方法

1.材料

第1章で使用したサンプルのうち,アミロイド-シス牛血清10検体(No. 1-10),

慢性炎症牛血清10検体(No. ll-20)および健康牛血清2検体(No. 21, 22)を無

作為に抽出して用いた｡SAA濃度はNo. 1から22まで,順に13.0, 41.9, 105.1, 110.4,

119.5, 130.4, 142.7, 160.8, 215.9, 225.8, 73.2, 73.9, 86.9, 88.2, 126.0, 126.5,

260.0, 296.6, 296.6, 298.2, <0.3, <0.3 〃g/mノであった｡
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2.一次元目電気泳動(等電点電気泳動)

等電点電気泳動はEttan IPGpborシステム(GE -ルスケアバイオサイエンス社)

を用いて行った｡膨潤液2.Oml (8 M Urea/ 2 % CHAPS /0.002 % bromphenol

blue)にIPG buffer (pH 3-10) 12.5 FLl,ジチオスレイトール(DTT)
7･O mgおよ

び血清を加え, DDWにて総量2.5 mlとしたものをサンプル含有膨潤液としたo加え

る血清量はサンプル含有膨潤液の蛋白濃度が1 mg/mlとなるよう調整したo ストリッ

プホルダ←にサンプル含有膨潤液を125 〟 1入れ,その上にImmobiline Drystrip (pH

3-10, 7 cm, GE -ルスケアバイオサイエンス社)を乗せ,電気泳動を行った(膨潤

時間:12時間,ステップ1:500V 30分,ステップ2:100V 30分,ステップ3:

5000V l時間40分)｡泳動終了後,ゲルをSDS平衡化緩衝液(50mMTris-HClpH 8.8

/6MUrea/30%glycerol/2%SDS/100mgDTT) 10mノ中で15分×2回振とうし,

平衡化を行った｡

3.二次元目電気泳動(SDS-PAGE)

sDS-PAGEはミニプロティアンⅢシステム(バイオラッド社)を用いて行った｡平

衡化後のゲルを二次元電気泳動用ゲル(レディーゲルJ 15 % 2-D,バイオラッド社)

にセットし, 0.5 %アガロ-スで封入した後, Laemmli法(24)に準じた緩衝液シス

テムにより電気泳動を行った｡まず10mA定電流で15分間泳動し,その後20mA定

電流で終了まで行った｡

4. Immunoblotting

lmmunoblottingは一次抗体に第2章で作成した抗ウシSAAウサギ血清を使用し,

第2章で述べたのと同じ方法で行った｡ SAAアイソフォームスポットの検出は化学発

光法(ECLwestern blotting detection reagents, GE -ルスケアバイオサイエンス社)

41



により行った｡

5. SAAアイソフォームスポットの同定

化学発光法により肉眼的に認められた約14kDのスポットを, SAAアイソフォーム

スポットとした｡各スポットの等電点(pI)は,等電点電気泳動における陽極からの

移動距離により算出した｡なお,微細なスポットについては,等電点電気泳動に用い

るサンプル含有膨潤液の蛋白濃度を,各スポットが判別できる限界濃度である5mg/ml

程度まで上げて再度実験を行い,可能な限り検出を試みた｡

成績

1. SAAアイソフォームスポットの検出

二次元電気泳動によるSAAアイソフォームスポットの検出例として,アミロイド-

シス牛血清No. 10,慢性炎症牛血清No. 11および健康牛血清No. 21のSAAアイソ

フォームスポットをそれぞれ図3-1,図3-2および図3･3に示す｡ No. 10では, pI5.6,

6.1, 6.8, 7.7および8.6にSAAアイソフォームの明瞭なスポットが観察された｡ま

た,サンプル濃度を約5倍にして実験を行った結果, pI 5.2と6.4にも微細なスポッ

トが確認された｡ No. 11では, pI 6.1, 6.4, 6.8および7.7に明瞭なスポットが観察

されたが, No. 10でみられた, pI5.2, 5.6および8.6のスポットは,サンプル濃度を

上げても検出されなかった｡ No. 21ではpI 7.7に微細なスポットが観察されたのみで

あった｡
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2.アミロイド-シス牛,慢性炎症牛および健康牛血清のSAAアイソフォームパター

ン′

今回検索したアミロイド-シス牛血清10検体,慢性炎症牛血清10検体および健康

牛血清2検体のSAAアイソフォームパタ←ンを表3-1に示す｡アミロイド-シス牛血

清では, SAApI 5.2, 5.6, 6.1, 6.4, 6.8, 7.7および8.6の計7種のアイソフォーム

が検出され,そのうちSAApI 5.6, 6.1, 6.4, 6.8, 7.7の5種は全検体で共通して認

められた｡また, SAApI 5.2と8.6はそれぞれ4検体および9検体に認められた.一

方,対照とした慢性炎症牛血清においても,アミロイド-シス牛血清と同じ7種のア

イソフォームが検出されたが,共通してみられたのはSAApI 6.4, 6.8, 7.7の3種の

アイソフォームのみであったoまた, SAApI 5.6と6.1はそれぞれ6検体および9検

体に認められたが, SAApI 5.2と8.6の検出頻度は低く,それぞれわずか1検体およ

び2検体にみられたのみであったo健康牛血清ではSAApI 7.7のみが痕跡的に認めら

れた｡

考察

sAAにはアミノ酸配列が一部異なる複数のアイソフォームが存在することが,人を

含むさまざまな動物種において明らかにされている(4, 16,20,22,32,37)｡人ではAA

アミロイド-シスを含めた各種疾患におけるSAAアイソフォームパターンの分析が行

われているが,現在までのところ,疾患特異的なパターンは見つかっていない(26)0

一方, AIsemgeestら(1)は,牛のSAAにも人と同様,複数のアイソフォームが存

在することを等電点電気泳動により初めて明らかにし,また,いくつかの疾患につい

てアイソフォームパターンを比較した結果,そのパターンに違いがみられたこと,さ
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らにアミロイド-シス牛1例の血清中には,他の疾患牛血清ではみられなかったpI4.8

のアイソフォームしか存在しなかったことを報告している｡そこで本章では,アミロ

イド-シス牛に特異的なSAAアイソフォームあるいはアイソフォームパターンが存在

するのではないかという仮説を立て,それを検証するために二次元電気泳動および

immunoblottingによるアミロイド-シス牛血清のSAAアイソフォーム分析を行った｡

その結果,アミロイド-シス牛の血清から7種のSAAアイソフォームが検出されたも

のの,対照とした慢性炎症牛の血清からも同じアイソフォームが認められたことから,

今回の検索では,牛アミロイド-シスに特異的なSAAアイソフォームは特定できなか

った｡しかしながら,両疾患で各アイソフォームの検出頻度に差が認められ,特にSAA

pI 5.2とSAApI 8.6の両アイソフォームの高頻度な出現はアミロイド-シス牛の特徴

所見と考えられ,診断的意義もあると考えられた｡

部分分解によりアミロイド形成を起こしやすい,いわゆるアミロイド原性SAAアイ

ソフォームの存在を明らかにするためには,臓器に沈着したアミロイドA蛋白のアミ

ノ酸配列と,各SAAアイソフォームのアミノ酸配列との比較が重要である｡マウスで

は両者のアミノ酸配列を比較した成績から, SAAアイソフォームのうちの一つである

sAA2のみにアミロイド原性があることが明らかにされており(14),ミンクについて

も同様の成績(5)が得られている｡また人においても,沈着したアミロイドA蛋白の

約90 %がSAAlと呼ばれるアイソフォームに由来することが証明されている(29,

44)｡一方, Rossevatnら(34)は牛のアミロイド沈着臓器から3つのSAA関連蛋白

質を抽出し,そのアミノ酸配列を調べたところ,一つはSAA,他の2つはアミロイド

A蛋白であったとし,さらにそれらのN末端からのアミノ酸配列が完全に一致したこ

とから,牛のアミロイド原性SAAアイソフォームは1種類であろうと推察している｡

今回アミロイド-シス牛で検出されたSAAアイソフォームのうち,どれがアミロイド

原性を持つかを明らかにするためには,各アイソフォームのアミノ酸配列を決定し,
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臓器に沈着しているアミロイドA蛋白との相同性を調べる必要があるが,今回得られ

た成績から,その候補としてSAApI 5.2とSAApI 8.6が特に有力ではないかと考え

られた｡

人およびマウスでは, SAAアイソフォームの多様性が遺伝子多型によることが明ら

かにされている(8, 29, 44)｡また,人ではアミロイド前駆体として最も重要と考えら

れるSAAlの血中濃度が高値を持続しやすい血統があることが報告され(41), AAア

ミロイド-シス発症に遺伝的素因が関与している可能性が指摘されている｡さらに

Jacobsenら(20)は,教頭の牛に同じ炎症刺激を与えてSAAアイソフォームパター

ンの変化を観察したところ,一部の牛で,他の牛と著しく異なったパターンがみられ

たことから,牛についても遺伝的素因により,発現するSAAアイソフォームパターン

に違いがみられるのではないかと推察している｡以上のことから,もし,今回アミロ

イド-シス牛で比較的高頻度に認められたSAApI 5.2と8.6のようなアイソフォーム

にアミロイド原性があり,それらの発現が特定の遺伝子に支配されているとすれば､

遺伝的にアミロイド-シスを発症しやすい系統が,マウス(35)と同様,牛について

も存在する可能性があると考えられた｡したがって,牛アミロイド-シスの発病機序

の解明および早期診断法の開発のためには,今後,アミロイド原性SAAアイソフォー

ムを明らかにするとともに,各アイソフォームの発現を誘導しているSAA遺伝子につ

いての検索も重要と考えられる｡
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小括

アミロイド←シス牛に特異的なSAAアイソフォームまたはアイソフォームパターン

の存在を明らかにするために,二次元電気泳動による分析を行った｡

その結果,以下のことが確認された.

1.アミロイド-シス牛血清10検体から, SAApI5.2, 5.6, 6.1, 6.4, 6.8, 7･7お

よび8.6の計7種のSAAアイソフォームが検出され,そのうちSAApI5.6, 6.1,

6.4, 6.8, 7.7の5種は全検体に共通して認められた｡また, SAApI5.2および8.6

はそれぞれ4検体および9検体に認められたo

2.対照とした慢性炎症牛血清10検体からも,アミロイド-シス牛と同じ7種のSAA

アイソフォームが検出されたが,全検体に共通してみられたのはSAApI6.4, 6.8,

7.7の3種のみであり, SAApI 5.2と8.6はそれぞれ1検体および2検体にしか

認められなかった｡

以上の成績から,アミロイド-シス牛に特異的なSAAアイソフォームは特定されな

かったものの,対照とした慢性炎症牛とは各アイソフォームの出現パターンに差があ

り,特にSAApI 5.2および8.6の両アイソフォームの高頻度な出現はアミロイド-シ

ス牛の特徴所見と考えられた｡
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図3･1アミロイド-シス牛血清No.10のSAAアイソフォームスポット｡

pI5.6, 6.1, 6.8, 7.7および8.6に明瞭なスポットが観察されたo
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図3-2 慢性炎症牛血清No.11のSAAアイソフォームスポットo

pI6.1, 6.4, 6.8および7.7に明瞭なスポットが観察されたo
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図3･3 健康牛血清No.21のSAAアイソフォームスポット｡

pI 7.7のみに微細なスポットが観察された｡

14kD一→



表3･1二次元電気泳動およびimnunoblottingで番められたアミロイド-シス牛,

慢性炎症牛および健康牛血清のSAAアイソフォーム

sAAアイり*-A(pI)
群 検体No.

6.6 6. 1 6.4 6.8 7. 7 8.6

1

2

3

4

8

6

7

8

9

10

ll

12

14

15

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

17 +
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+
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+ 十

+ +

+ +

+ +

+ +
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+ +

+ +

+ 十

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+ +

+

+

+

+

+

+

+

+

21 +

乏乏 +

A:アミロイド-シス牛 B:慢性炎症牛 C:健康牛

pI :等電点(iBOelectric point)
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本研究では,牛アミロイド-シスの発病機序の解明および早期診断法の開発のため

に,アミロイド-シス発症牛の血清を材料としてSAAを中心とした検索を行い,その

臨床的意義について検討した｡

第1章では,アミロイド-シス牛のSAA濃度に特異的な変化がみられるか否かを明

らかにするため,アミロイド-シス牛25例のSAA濃度を測定した｡その結果,アミ

ロイド-シス牛のSAA濃度は範囲が<0.3-225.8 [Lg/ml,中央値が105.1 FLg/mlを

示し,健康牛(範囲<0.3-13.5 LLg/ml,中央値1.4 LLg/mD
と比較して有意に高値

であったが,対照とした慢性炎症牛(範囲<0.3-298.2 LLg/ml,中央値87.6 LLg/mA

と比較して有意な差がみられなかったことから,疾患特異性は低く,アミロイド-シ

ス診断におけるSAA濃度測定の意義も低いことが明らかになった｡しかしながら,SAA

と同様,牛における最も鋭敏な炎症マーカーである血清Hp濃度を同時に測定し, SAA

濃度との相関関係を調べたところ,慢性炎症牛ではSAA濃度と血清Hp濃度問で有意

な正の相関がみられたのに対し,アミロイド-シス牛では相関関係がみられなかった

ことから,アミロイド-シス牛のSAA濃度の増加に,炎症以外の要因が関与している

ことが示唆され,量的分析以外に, SAAの質的分析が重要と考えられた｡

第2章では,炎症牛血清から精製したウシSAAに対する抗血清を作成し,それを一

次抗体とするimmunoblottingによりアミロイド-シス牛のSAAに対する質的分析を

試みた｡アミロイド-シス牛の血清7検体について, SDS-PAGEによる一次元電気泳

動およびimmunoblottingを行い, SAAバンドパターンを調べたところ, 6検体で2

本の明瞭なバンドが確認され,他の1検体では1本のバンドが確認された｡一方,対

照とした慢性炎症牛の血清5検体についても同じ実験を行ったところ,アミロイド-

シス牛血清でみられたものと同じ位置に, 2本のバンドが観察されたことから,アミ

ロイド-シス牛に特異的なSAAバンドは特定されなかったo しかしながら,両疾患牛

血清でみられたSAAの二重バンドのうち,電気泳動での移動度の低いほうをバンドA,
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高いほうをバンドBとし,両バンドの濃度比率を画像解析ソフトで算出し,両疾患に

おける違いを調べた結果,アミロイド-シス牛ではバンドAの濃度比率が平均76.1 %

であり,慢性炎症牛の平均48.5 % と比較して有意に高かったことから,バンドAの

濃度比率が高いことはアミロイド-シス牛における特徴所見であることが示唆された｡

第3章では,アミロイド-シス牛血清について,等電点電気泳動と SDS-PAGEに

よる二次元電気泳動を行い,さらに第2章で作成した抗ウシSAA抗血清を一次抗体と

するimmunoblottingによりSAAアイソフォームの分析を行い,アミロイド-シス牛

に特徴的なアイソフォームパターンがみられるか調査したo その結果,アミロイド-

シス牛血清10検体からSAApI 5.2, 5.6, 6.1, 6.4, 6-8, 7,7および8.6の計7種の

SAAアイソフォームが検出され,そのうちSAApI 5.6, 6.1, 6.4, 6.8, 7.7の5種は

全検体に共通して認められ, SAA pI 5.2および8.6はそれぞれ4検体および9検体に

認められた｡一方,対照とした慢性炎症牛血清10検体からも,アミロイド-シス牛に

みられたのと同じ7種のアイソフォームが検出され,そのうちSAApI 6.4, 6.8, 7.4

の3種は全例に共通してみられたが, SAApI 5.2, 5.6, 6.1および8.6の出現頻度が

アミロイド-シス牛と比較して低く,特にSAApI 5.2および8.6はそれぞれ1検体お

よび2検体にしか認められなかった｡このことから,アミロイド-シス牛に特異的な

SAAアイソフォームは特定されなかったものの, SAApI 5.2および8.6の両アイソフ

ォームの高頻度な出現はアミロイド-シス牛の特徴所見と考えられ,診断的意義もあ

ると判断された｡

以上の成績から,牛アミロイド-シスにおけるSAA分析の臨床的意義は大きいこと

が明らかになり,今後は各SAAアイソフォームのアミノ酸配列の決定とアミロイド原

性SAAアイソフォームの特定,およびそれらの発現を誘導するSAA遺伝子の検索が,

本症の発病機序解明と早期診断法開発のために重要であることが示唆された｡
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