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要 約

アミロイドーシス罹患牛の血清を材料に、SDS-PAGEと抗血清アミロイド A（SAA）抗体を用いたイムノブ

ロット法により、SAAアイソフォームバンドパターンの解析を行い、その診断的意義を検討した。その結果、

アミロイドーシス罹患牛および慢性炎症牛ではどちらも約１４-kDaの位置に２本の SAAバンドが観察された。

しかし、２本のバンドの濃度比率を分析したところ、アミロイドーシス牛では高分子量側バンドの濃度比率が

慢性炎症牛に比較して有意に高く、牛アミロイドーシス診断に有用である可能性が考えられた。
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牛アミロイドーシスは、高度の低蛋白質血症および蛋

白尿を特徴所見とし、難治性下痢および浮腫を呈する疾

患である［１－４］。本症の確定診断には腎生検による病理

組織学的検査が必須であり、臨床現場では生前の確定診

断が困難である。

本症ではアミロイド A（AA）前駆物質である血清 AA

（SAA）の正常な分解が阻害されるため、不完全な AA

フラグメントが大量に生成され、それらが重合してでき

たアミロイド線維が全身諸臓器に高度に沈着すると考え

られている［５－８］。SAAは炎症時に血清中に増加する急

性相反応蛋白質のひとつであり、複数のアイソフォーム

が存在する［９－１２］。近年、二次元（２D）電気泳動法を

用いた SAAアイソフォームの解析により、アミロイ

ドーシスを発症した牛に特異的な SAAアイソフォーム

パターンの存在が明らかになっている［１３］。この所見は

牛アミロイドーシスの生前診断法確立の可能性を示唆す

るものであるが、２D電気泳動法は特殊な機器を必要

とするなど、時間とコストがかかる。そこで本研究では、

より簡便な方法として、アミロイドーシス発症牛の血清

に対して、SDS-PAGEとイムノブロット法を用いた

SAAバンドパターンの解析を行い、その診断的意義を

検討した。

材料と方法

供試材料として、病理学的にアミロイドーシスと診断

された牛の血清７検体（No．１－７）、臨床的に慢性炎症

性疾患と診断され、かつ血清 γ‐グロブリン濃度の著しい

増加（＞３．０�／�）を示した牛の血清５検体（No．８－

１２）および臨床的に異常が認められない健常牛の血清２

検体（No．１３、１４）を用いた。血清は使用するまで

－２０℃に保存した。

SDS-PAGEはミニプロティアン�システム（BIO-

RAD Japan、東京）で実施し、１５％アクリルアミドゲル

（BIO-RAD Japan）を使用した。供試血清をサンプル

バッファーで１０倍に希釈後、３分間煮沸した。得られた

試料５�をゲルにアプライし、２０mA／ゲルの定電流で

泳動した。泳動後のタンパク質はセミドライ式ブロッ

ティング装置（トランスブロット SDセル、BIO-RAD

Japan）を用いてポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に

転写後、トリス緩衝生理食塩水（TBS）で洗浄し、３％ゼ

ラチン加 TBS中で３７℃１時間ブロッキングした。その

後、０．１％ウシ血清アルブミン加 TBS（A-TBS）で１，０００
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倍に希釈した一次抗体（抗ウシ SAAウサギ抗体［１３］）と

室温で１６時間反応させた。一次抗体反応終了後は PVDF

膜を０．０５％Tween‐２０加 TBS（TTBS）で３回洗浄後、

０．１％ A-TBSで２，０００倍に希釈した西洋わさびペルオキ

シダーゼ（HRP）標識抗ウサギ IgGヤギ抗体（Goat anti-

Rabbit IgG-HRP, Affinity Purified, Biomedical Tech-

nologies Inc., Stoughton, USA）と室温で１時間反応さ

せた。反応終了後、TTBSで３回洗浄し、化学発光法

（ECL westernblotting detection reagents、GEヘルス

ケアバイオサイエンス社、東京）によりバンドを検出し

た。SAAバンドパターンの解析は画像解析ツール Scion

Image（http : //www/scioncorp.com/）を用いて算出した。

アミロイドーシス牛、慢性炎症牛および健常牛の血清

SAAバンドパターンの違いを SAAバンドの濃度比率を

比較することにより、アミロイドーシス診断におけるそ

れらの意義を検討した。両疾患群における SAAバンド

の濃度比率の有意差検定には、Student-t 検定を用いた。

結果および考察

アミロイドーシス発症牛血清蛋白の２D電気泳動解

析により、アミロイドーシス特異的 SAAアイソフォー

ムパターンがみられることが報告されている［１３］。２D

電気泳動法は高価で特殊な機器を必要とし、結果を得る

までに最低でも２日間を要する。そこで本研究では、よ

り簡便な方法として、２４時間以内に結果が得られる

SDS-PAGEとイムノブロット法を用いてアミロイドー

シス発症牛 SAAアイソフォームパターンを解析した。

アミロイドーシス牛、慢性炎症牛および健常牛の血清

イムノブロットのバンド像を図１に示した。アミロイ

ドーシス牛の血清では約１４-kDaの位置に No．１－６で

２本、また No．７で１本の明瞭な SAAバンドが観察さ

れた。健常牛２頭ではバンドがみられなかったものの、

慢性炎症牛５頭では、アミロイドー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。

このことから、バンドの位置の違いから本症を鑑別診断

することは困難と考えられた。

次に、アミロイドーシス牛血清および慢性炎症牛血清

でみられた２本の SAAバンドの高分子量側と低分子量

側のバンド濃度比率を比較したところ、アミロイドーシ

ス牛では高分子量側バンドの割合が４６．８－１００．０％（平

均７６．１％）であったのに対し、慢性炎症牛では３５．０－

６１．９％（平均４８．５％）と低く、両疾患群で有意差（p＜

０．０１）が認められた（表１）。この濃度比率が高いこと

はアミロイドーシス牛における特徴所見のひとつと考え

られた。とくに、高分子量側バンドの割合が６５％を超え

るものは、アミロイドーシス牛で７頭中６頭（８６．０％）、

アミロイド沈着のない慢性炎症牛では５頭中０頭であり、

今回アミロイドーシス牛血清にみられた高分子量側バン

ドの濃度比率の高値は、炎症と無関係な本症特異的 SAA

アイソフォームの増加によると考えられ、牛アミロイ

ドーシス診断に有用である可能性が考えられた。本法の

牛アミロイドーシス診断における特異性については今後

さらに症例数を重ねて検討する必要があると思われた。

図１ アミロイドーシス罹患牛（A）、慢性炎症牛（B）および健常牛（C）の血清を１５％ゲルにアプライし
て SDS-PAGE処理後、抗ウシ SAA抗体を用いてイムノブロットしたときの１４kDa付近の像
No．１－６と No．８－１２で２本、No．７で１本の SAAバンドが観察された。健常牛血清ではバンドがみ
られなかった。
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表１ SDS-PAGEとイムノブロットにより１４-kDa 付近にみられた２本
のバンドの濃度比－アミロイドーシス牛と慢性炎症牛の比較

Group ID 高分子量側バンド（％） 低分子量側バンド（％）

アミロイドーシス １ ４６．８ ５３．２
２ ８６．１ １３．９
３ ７２．４ ２７．６
４ ６７．５ ３２．５
５ ７２．６ ２７．４
６ ８７．５ １２．５
７ １００．０ ０．０

平均 ７６．１a） ２３．９
慢性炎症 ８ ５０．６ ４９．４

９ ３５．０ ６５．０
１０ ６１．９ ３８．１
１１ ４５．７ ５４．３
１２ ４９．５ ５０．５

平均 ４８．５b） ５１．５

a－b間で有意差あり（p＜０．０１）

（４５９） ３
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