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略語表 

2-ME : 2-mercaptoethanol 

aa : amino acid 

ACN : Acetonitrile 

AGC : Auto gain control 

ALT : Alanine transaminase 

AST : Aspartate aminotransferase 

BSA : Bovine serum albumin 

BUN : Blood urea nitrogen 

CV : Coefficient of variation 

CPRG : Chlorophenol red-β-D-galactopyranoside 

CRE : Creatinine 

CRP : C-reactive protein 

DNA : Deoxyribonucleic acid 

DTT : Dithiothreitol 

EDTA : Ethylenediamine tetraacetic acid 

EGFP : Enhanced green fluorescent protein 

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay 

ESI : Electrospray ionization 

FACS : Fluorescent activated cell sorter 

FBS : Fetal bovine serum 

FDR : False discovery rate 

Fw : forward 

GAM-PE : Goat Anti-Mouse IgG（H+L）PE Conjugate 



2 

 

GAPDH : Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HR : Heart rate 

IAM : Iodoacetamide 

Ig : Immunoglobulin 

IL : Interleukin 

IRES : Internal ribosome entry site 

JRA : Japan Racing Association 

LC : Liquid chromatography 

LC/MS/MS : Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

MEM : Minimum Essential Medium 

MS : Mass spectrometry 

PBS : Phosphate buffered saline 

PCA : Principal component analysis 

PCR : Polymerase chain reaction 

PCV : Packed cell volume 

PC1 : Principal component 1 

PC2 : Principal component 2 

PI : Propidium iodide 

PTS : Phase transfer surfactant 

PSM : Peptide spectrum match 

RNA : Ribonucleic acid 

RR : R-R intervals 

Rv : Reverse 

SAA : Serum amyloid A protein 
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SDS : Sodium dodecyl sulfate 

SIRS : Systemic inflammatory response syndrome 

SNP : Single nucleotide polymorphism 

SSID : Strangulating small intestinal disease 

TFA : Trifluoroacetic acid 

TP : Total plasma protein 

WBC : White blood cell count 
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序論  

草食動物であるウマは、胃や小腸で消化できなかったセルロースなどの繊維成分を、大腸

に棲息する多種多様な細菌の助けによって発酵分解し、生成した酢酸等の揮発性脂肪酸を

エネルギー源として利用している（1, 2）。このため、多くの植物を消化してエネルギー源と

するための大腸が発達しており、その容量は 100 L 以上に達する（3）。大型動物であるウマ

の生命維持には、大腸からのエネルギー摂取が欠かせず、そのために大腸に係る疾患はしば

しば致命的となる（4, 5）。 

ウマの腸内では、繊維成分を発酵させるための腸内細菌叢が形成されている（2）。腸内の

細菌構成叢のバランスは、様々な要因（競走や輸送によるストレス、外科的手術、食餌の変

更、抗菌剤及び駆虫薬の使用など）により崩れてしまうことが知られ、腸炎発症の一因とな

る（6-8）。正常な細菌叢が維持されなくなると、本来低い割合に抑えられている細菌が増殖

し、一部の細菌が分泌するエンドトキシンなどによって腸管粘膜が傷害される（5）。腸炎の

原因となる細菌は多数知られており、Salmonella spp., Clostridium spp.及び Ehrlichia risticii な

どが同定されているほか、重篤度の高い急性出血性大腸炎（別名 X 大腸炎）の原因菌とし

て知られる Clostridioides difficile がその代表例である（4, 9, 10）。 

ウマ腸炎は、国内外に関わらず発生することで知られ、発症が突発的で重篤な経過を辿る

ケースが多い疾病である（4, 11）。主症状は、悪臭を伴う水様性の下痢、激しい腹痛、これ

に伴う顕著な血液濃縮と脱水症状などであり、その後、急速に虚脱状態に陥って死亡する（4, 

11, 12）。ウマ腸炎の致死率は、日本中央競馬会（JRA）繋養馬において約 30%と報告されて

おり、特に、X 大腸炎の原因菌 Clostridioides difficile 陽性であった場合、80%超と非常に高

い致死率を示す（12）。国外では、その原因となる細菌の違いや、それらに対するホストの

感受性によって、致死率が 10%~70%と上下することが報告されている（4）。 

 このように非常に高い致死率を示す理由としては、症状の進行が極めて速いこと、並びに

腸炎が多彩な病態を示すことが理由である。例えば、ウマ腸炎が進行すると、腸壁細胞が壊
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死して腸粘膜バリアが脱落した結果、細菌由来の毒素が体循環に侵入し、全身性炎症反応症

候群（SIRS）や播種性凝固症候群（DIC）なども引き起こすことが知られている（13, 14）。

また、これらを起因として肺水腫や心内及び外膜下出血を合併し得ることが知られている。

このような状況にあって、腸炎の治療法は、電解質液若しくは膠質液の輸液や抗炎症薬の投

与といった対症療法が主となっており、標準的な治療法は未だ確立されていないのが現状

である（15）。 

 

疾患の状態や変化を把握し、適切な治療法を選択するためには、血液や尿などの体液及び

組織に含まれるバイオマーカーを測定することが一般的である。ヒト臨床においては、疾患

の種類に応じて、Aspartate aminotransferase（AST）/Alanine transaminase（ALT）比、C-reactive 

protein（CRP）、White blood cell（WBC）及び Total protein（TP）などの生化学検査や、試料

中の遺伝子（DNA, RNA）の測定が診断マーカーとして臨床導入されている（16, 17）。一方、

ウマ臨床においても、血液検査値である PCV、WBC 等の測定が行われている（13, 17-20）。

これまでに、Packed cell volume（PCV）、WBC、hematocrit、乳酸値といった血液検査値につ

いて、ウマ腸炎診断への有用性や予後との関連性が調査されている（13, 14, 21, 22）。しか

し、腸炎の病態は個体差が大きく、早期及び予後診断への有用性について、十分な科学的根

拠は得られていない。また、炎症マーカーとしてウマ臨床で用いられている血清アミロイド

A（SAA）や CRP、ハプトグロビン及びフィブリノーゲンなどは、細菌及びウイルス性感染

症やその他炎症性疾患においても非特異的に上昇することが知られており、腸炎に特異的

なマーカーとしては不適であるとされる（13, 23-25）。よって、これらの既存のマーカーに

比較して、腸炎の早期及び予後診断に有用な新規バイオマーカーを発見すれば、ウマ臨床に

大きく資することができる。ウマ腸炎に関しては、これまでに血液中のタンパク質を対象に

網羅的な分析を行った例は無く、バイオマーカー候補となる未知のタンパク質の発見が期

待できる。そこで本研究では、腸炎発症馬の血液を対象としたプロテオーム解析に基づくバ
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イオマーカー探索を行うこととした。 

 

試料中のタンパク質の分析法には、Mass spectrometry（MS）が汎用されている。MS を用

いた標準的なタンパク質分析法には、大きく分けてトップダウン法及びボトムアップ法と

呼ばれる手法が存在する（26-28）。トップダウン法は，測定対象となるタンパク質をそのま

ま MS に導入して分析する方法である。本法は前処理が比較的容易であるが、タンパク質溶

解液の選定や液体クロマトグラフィーによる分離条件などを十分に検討しなければならず、

特にタンパク質が糖鎖修飾やリン酸修飾を受けている場合、得られるデータ量が膨大且つ

複雑となることから、現在販売されているソフトウェアでは解析が困難となっている。この

ことから、数多くのタンパク質を同時分析するような網羅的な分析には適さず，抗体医薬品

などの品質管理などに応用されている（29, 30）。一方、ボトムアップ法は、タンパク質をト

リプシンなどの酵素によって分解して得られたペプチドのアミノ酸配列を MS で決定し、

その配列を基にタンパク質を同定する手法である（31-33）。近年、高感度且つ高分解能分析

が可能なフーリエ変換型質量分析計 Orbitrap が導入され、ボトムアップ法のタンパク質同定

率が飛躍的に向上した（26）。例えば、血漿のような複雑なマトリクスであっても、一度の

分析で数百以上のタンパク質の同定が可能となっている。さらに、バイオインフォマティク

スの発達に伴い、同定したタンパク質については、同時に定量的データを取得して解析でき

るようになった（32, 36）。 

ボトムアップ法においてタンパク質の定量的データを得る場合、ペプチドの N 末端など

を同位体標識し、その存在量の比較を行う手法（34, 35）が主流であった。ペプチドのアミ

ノ酸配列の同定には高感度分析が求められることから、同位体標識に用いる化合物にはイ

オン化を促進する官能基が導入されており、同位体標識とペプチドの高感度化が同時に行

われていた。しかし、フーリエ変換型質量分析計をはじめとする MS の高感度化によって、

現在は同位体標識を行わずにペプチド由来のイオン強度を測定し、定量的データとするラ
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ベルフリー定量法が広く用いられている（36-38）。 

ボトムアップ法におけるラベルフリー定量法によって、複雑なマトリクス中のタンパク

質を大規模に分析可能であり、誘導体化することなく定量的データを取得することが可能

となった。本手法はタンパク質の網羅的な解析に向いており、現在、バイオマーカー探索の

スタンダードとなっている。既に報告されているプロテオーム解析に関する論文は、その殆

どがボトムアップ法に基づくものであり、例えばヒトにおいては、ボトムアップ法によるプ

ロテオーム解析を応用したバイオマーカー探索の関連研究が数多く行われており，癌マー

カーの探索などに大きく貢献している（33, 34, 38, 39）。ウマにおいても同様に、血漿、唾液、

蹄部組織及び軟骨細胞中等の様々なマトリクス中のタンパク質を網羅的に解析した報告が

見られるようになった（40-43）。 

 

質量分析法によるタンパク質の大規模分析の利便性が見出される一方で、ボトムアップ

法に基づく MS を用いた分析は、タンパク質を加水分解によってペプチドとし、得られたサ

ンプルの脱塩及びペプチド精製を行うことから、試料調製が非常に煩雑となる（31,32）。ま

た、液体クロマトグラフィー（LC）装置に多量のペプチドを導入し、できるかぎりこれら

を分離して測定しなければならないことから、LC グラジエントに時間を要する（35, 38, 40）。

さらに、多量のペプチドは LC 装置やカラムに残存し、キャリーオーバーを引き起こして定

量値に影響を与えうる（44, 45）。このことから、サンプルの測定間にシステムブランクの測

定を幾度も挟まねばならず、さらに時間効率を悪化させる原因となっている。このような時

間効率の悪さに加え、機器そのものの購入やメンテナンスにかかる莫大なコストの観点か

ら、臨床現場などへの導入は非常に困難であろうと考えられる。 

以上の問題点から、ウマ臨床においては、質量分析計を使用したタンパク質分析は稀とな

っている。臨床現場において、タンパク質の測定に専ら用いられている手法は、免疫学的測

定法の一つである Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）を応用したプレートアッセ
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イである（13, 14, 16, 46-48）。ELISA は、試料中に含まれる測定対象となる物質を抗原抗体

反応で捕捉して検出する手法であり、その特異性の高さによって高感度分析が可能である

（49, 50）。また、ELISA は 96 ウェルプレート上で実施され、プレート上に抗原若しくは抗

体を固相化し、これを抗原抗体反応によって検出した後、最終的に標識した抗体を用いて酵

素反応によって検出を行う。このため MS に比較して前処理が簡便であり、データのばらつ

きが少なく、アッセイが迅速に完了する。また、多数の検体の同時測定も可能である。しか

しながら、抗原抗体反応を応用するため、1 分析について単一のタンパク質のみを測定可能

であるため、網羅的解析には適さないと考えられる。 

 

このような背景を踏まえ、本研究では腸炎の診断に有用なバイオマーカーを探索するこ

とを目的とし、まず、質量分析計を用いたタンパク質の分析法のうち、ボトムアップ法に基

づいて、ウマ臨床で最も汎用される血清検体を対象としたタンパク質の網羅的解析法を確

立した。これを腸炎発症馬及び健常馬の血清に適用し、同定した血清タンパク質の定量的デ

ータをラベルフリー定量法によって取得し、群間比較を行うことによって、バイオマーカー

の候補となるタンパク質の探索を行った。続いて、解析によって見出したバイオマーカー候

補となるタンパク質を迅速且つ簡便に測定可能な ELISA 法に基づいた分析法を開発するた

めに、各タンパク質に対する抗体作製を試みた。 
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第一章 

 

ウマ腸炎のバイオマーカー探索を目的とした 

質量分析法による大規模分析 
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背景と目的 

質量分析法によるタンパク質の同定には、測定対象とする試料の種類や、タンパク質の特

徴によって、最適な前処理法を選定すべきである。しかしながら、本研究で使用するウマ血

清について、プロテオーム解析を実施した例は非常に少ない。プロテオーム解析においては、

前処理法がタンパク質の同定効率に大きく影響することから、まず、本研究ではウマ血清の

分析に適する前処理法について検討した。 

血清中には血清アルブミンや免疫グロブリンといった高濃度タンパク質が存在し、プロ

テオーム研究においては、これらがバイオマーカーの候補となるような低濃度タンパク質

の検出を妨害することが知られている。血清中タンパク質全体の約 75%を占めるこれらの

高濃度タンパク質は、測定可能なタンパク質濃度のダイナミックレンジを狭めてしまうた

め、タンパク質同定率を向上させるためには、これらを除去することが重要となる（51）。

血清中の高濃度タンパク質を効率的に除去する方法として、ヒトアルブミンや免疫グロブ

リンに対する抗体を固相化したカラムで前処理し、除去を行うイムノディプリーションが

知られている（52, 53）。ヒトにおいては、血清アルブミンや免疫グロブリンに加え、存在量

の多いアンチトリプシン、トランスフェリン、ハプトグロビン及びフィブリノーゲンなどを

併せて除去可能な固相カラムが販売されている（54）ものの、ウマ血清中の高濃度タンパク

質を除去可能なキットは販売されていない。過去に固相ビーズに特定のタンパク質に吸着

するヘキサペプチドが固定化されたもので前処理し、高濃度タンパク質を吸着してウマ血

清中のタンパク質同定率を改善したとの報告（55）があるが、タンパク質の固相への非特異

的な吸着等、定量的データに影響を与えることが懸念される（56）。また、トリクロロ酢酸

を使用したタンパク質沈殿により、血清アルブミンや免疫グロブリンを効率的に除去する

方法が報告されているが（57）、強酸性下でバイオマーカー候補となるタンパク質も沈殿し

て除去され、同様に定量性を損なう恐れがある。本研究においては、高濃度タンパク質によ

るタンパク質測定のダイナミックレンジの低下を、フーリエ変換型質量分析計 orbitrap の優
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れたダイナミックレンジで補うこととし、イムノディプリーションによる高濃度タンパク

質除去は実施しないこととした。 

プロテオーム解析において、タンパク質の抽出効率が不十分であると、網羅性の高いプロ

テオミクス解析を達成することが困難となる。特に炎症や感染を伴う場合は、破壊された細

胞内から漏出した膜タンパク質などが血清中に含まれ、そのタンパク質の疎水性は幅広い

と予測される（58）。これらのタンパク質を網羅的に定性及び定量するためには、前処理に

よってそれらのタンパク質をできる限り可溶化する必要がある。タンパク質の可溶化には

通常、SDS などの界面活性剤が使用されるが、ボトムアップ法においてはタンパク質を酵

素加水分解して測定することから、添加した界面活性剤によって酵素活性が阻害されてし

まう問題が生じる。この問題を解決するため、プロテオーム解析には、試料中のタンパク質

をアセトンやトリクロロ酢酸などを使用して抽出したタンパク質を SDS 電気泳動したもの

に酵素を添加し、SDS ゲル内でタンパク質を加水分解する In-gel digestion 法が行われている

（53, 59）。しかしながら、定量的データを取得する場合においては、ゲル内からペプチドを

抽出する際に回収率に大きなばらつきが生じることが報告されており（60）、定量分析には

適さないと判断した。代わりに、血清中のタンパク質をそのまま加水分解する In-solution 

digestion 法を採用することとした。In-solution digestion 法は In-gel digestion 法に比較して、

SDS 電気泳動といった時間のかかる工程も省略できることから、操作が簡便であり、デー

タのばらつきを防ぐことができる。In-gel digestion 法及び In-solution digestion 法の前処理法

概要を図 1 に示す。 

In-solution digestion 法における難溶性のタンパク質の可溶化、またはタンパク質の還元ア

ルキル化といった前処理過程においてタンパク質が析出するのを防ぐために、酵素加水分

解を妨害せず、タンパク質の溶解力の強い界面活性剤としてデオキシコール酸を使用する

こととした。デオキシコール酸は、ボトムアップ法で最も汎用される酵素であるトリプシン

の活性を向上させる働きがあるほか、加水分解終了後に酢酸エチルを使用した液液抽出法
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によるクリーンアップにて、その 99%以上を取り除くことが可能である（61）。本手法は PTS

（Phase transfer surfactant）法と呼ばれ、MS を汚染しない手法として広くプロテオーム解析

に用いられている。本研究ではこれに倣い、In-solution digestion 法のタンパク質可溶化にデ

オキシコール酸を用い、加水分解に使用する酵素にはトリプシンを用いることとした。 
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第 1 節 ウマ血清プロテオーム解析法の確立  

本研究において過去の知見などを基に、ウマプロテオーム解析法の前処理法として、In-

solution digestion 法及び PTS 法を選択した。続いて、前処理法の詳細及び LC/MS/MS 条件に

ついて検討する。 

まず、使用するウマ血清量について検討した。ウマ血清に含まれる総タンパク質量は、

51.0~72.0 μg/μL であると報告されている（62）。通常、プロテオーム解析に供するタンパク

質量は 100 ~ 300 μg が適用される（40, 42, 43）ことから、血清量を 5 μL に設定した。ウマ

血清中のタンパク質を分析するため、ヒト血清のプロテオーム解析法の条件（63, 64）を参

考に条件設定を行い、健常馬 3 頭由来の血清中のタンパク質同定を実施した。また、分析法

の再現性を確認するために、各サンプルを 3 回ずつ測定し、代表的なタンパク質として、全

てのサンプルから高濃度で検出されたタンパク質である serotransferrin、中程度の濃度で検

出された apolipoprotein C2、低濃度に検出された CD14 から得られた面積値（signal intensity）

を比較した。再現性の検討にあたっては、分析のキャリーオーバーによる影響がないことも

併せて確認するために、同定されたタンパク質のうち、最も高濃度に検出された serum 

albumin の定量値をキャリーオーバーの有無の評価に用いた。 

  

試料・方法 

 

実験に使用した試薬及び試料 

超純水 

 超純水製造装置 Milli-Q（Merck Millipore）により製造された超純水を使用した。今後、特

別に記載の無い限り、本研究で水と記載したものは超純水を使用した。 

 

ウマ血清 
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JRA 美浦トレーニング・センターにおいて、JRA 所属の獣医師によって健康と診断され

たサラブレッド種（牡 2 歳、牝 2 歳及び牝 3 歳）から凝固促進剤入り真空採血管（栄研化

学）に血液を採取した（Animal Care and Use Committee of Japan Racing Association; 承認番号 

20180425、2018 年 4 月 25 日承認）。採取後、室温で 3 時間インキュベートし、1940×g で 30

分間遠心分離し、得られた上清を血清とした。採取した血清は、分析まで-80℃以下で保管

した。 

 

実験操作及び条件 

血清の前処理法（In-solution digestion 法） 

 血清 5 μL をタンパク質低吸着プロセオセーブチューブ（AMR）に分注し、10 μL の 7.5 

mM DTT（富士フィルム和光純薬）を含む 5 %デオキシコール酸（富士フィルム和光純薬）

水溶液を加えた。これを 80℃にて 10 分間インキュベートし、45 mM の DTT 水溶液を加え、

60℃で 20 分間インキュベートした。続いて、5 μL の 100 mM IAM（富士フィルム和光純薬）

水溶液を添加し、暗条件下、20 分間室温でインキュベートした。これに対して 100 ng/μL の

ブタ膵臓由来トリプシン（質量分析グレード、富士フィルム和光純薬）を含む 100 mM 重炭

酸（富士フィルム和光純薬）水溶液を 10 μL 添加し、さらに 100 mM 重炭酸緩衝液を 10 μL

添加して 37℃で 12 時間インキュベートした。その後、5 μL の 0.1 %TFA（富士フィルム和

光純薬）を加えて酵素反応を停止させ、500 μL の酢酸エチル（富士フィルム和光純薬）を加

えた。5 分間振盪した後、14,000×g で 5 分間遠心して、上層の酢酸エチルを除去し、遠心濃

縮器（TOMY）の high temperature モードにより 30 分間濃縮した。これに 100 μL の 4 %ACN

（富士フィルム和光純薬）を含む 0.1 %TFA 水溶液を加え、1 分間振盪し、14,000×g で 5 分

間遠心した。得られた上清 100 μL を、SEP C-tip（日京テクノス）を使用して脱塩濃縮した。

SEP-C-tip の操作手順はマニュアルに従って行い、10 μL の 60 %ACN を含む 0.1 %TFA 水溶

液で溶出した。得られた溶出液の 5 μL を LC/MS/MS 分析に供した。 
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LC 溶出条件 

 LC 装置には Easy-nLC 1200（Thermofisher scientific）を使用した。LC 分離に使用する移動

相として、以下の溶液を用いた。 

移動相 A：0.1 %ギ酸（質量分析グレード、富士フィルム和光純薬）水溶液 

移動相 B：0.1 %ギ酸/ACN（質量分析グレード、富士フィルム和光純薬）（1:4）混液 

移動相 S：0.1 %ギ酸水溶液 

LC 分離に使用するカラムは逆相カラムである EASY-Spray C18 LC カラム（Thermofisher 

scientific）及びトラップカラムである PepMap TM 100 nanoViper C18 カラムを用いた。なお、

サンプル注入直前に移動相 S 12 μL でトラップカラムの平衡化、6 μL で LC カラムの平衡化

を実施した。移動相 S 5 μL、流量 20 μL/min でサンプルをトラップカラムに導入し、得られ

たペプチドをトラップカラムに保持させた。保持させたペプチドを移動相 A 及び B によっ

て LC カラムに通し、以下の条件の通りに溶出させた。 

0-2 min（98%A、2%B）、2-17 min（40%A、60%B）、17-19 min（0%A、100%B）、19-29 min

（0%A、100%B）、流量 300 nL/min 

なお、分析にあたっては、LC 装置のオートサンプラー並びにトラップカラムに残存する

ペプチドのキャリーオーバーを防ぐために、システムブランクとして水 5 μL の測定を以下

の LC 条件で 3 回測定するシークエンスをサンプル分析間に挿入することとした。 

0-3 min（95%A、5%B）、3-8 min（0%A、100%B）、8-9 min（95%A、5%B）、9-12 min（95%A、

5%B）、12-17 min（0%A、100%B）、17-18 min（95%A、5%B）、18-21 min（0%A、100%B）、

26 min（0%A、100%B）、流量 300 nL/min 

 

MS 測定条件 

 LC 装置に接続する MS には、Q-Exactive HF（Thermofisher scientific）を使用した。MS 条
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件を以下に記す。なお、MS 条件の各パラメーターは Thermofisher scientific 社が推奨するプ

ロテオーム解析条件に準じて設定した。プリカーサーイオンのプロダクトイオンスキャン

には、設定した閾値（Intensity threshold）を超えたイオンを強度の強い順番にコリジョンセ

ルに導入してプロタクトイオンを得ることが可能な dd-MS2モードを使用した。測定時間は

逆相条件において、殆どのペプチドが溶出されると予想される 0 ~ 15 min に設定した。 

 

イオンソース条件 

測定時間：15 min 

極性：正イオンモード（1.9 kV） 

In-source CID：0 eV 

 

Full MS 条件 

分解能：60,000 （m/z 200 FWHM） 

AGC target：1,500,000 

Maximum IT：50 ms 

質量範囲：400 ~ 2000 m/z 

 

dd-MS2条件 

分解能：15,000 （m/z 200 FWHM） 

AGC target：50,000 

Maximum IT：22 msec 

TopN：20 

質量範囲：200 ~ 2000 m/z 

Minimum AGC target：500 
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Intensity threshold：20,000 

Charge exclusion：unassigned、1、≧6 

Dynamic exclusion：10 秒間 

 

データプロセシング 

ペプチドのアミノ酸配列同定には、Proteome discoverer version 2.2（Thermofisher scientific）

を用いた。ペプチドの同定に係る設定値は、Thermofisher scientific 社の Proteome discoverer

使用マニュアルの推奨プロトコールに準じた。 

 

タンパク質データベース：Uniprot（https://www.uniprot.org/） 

taxonomy ID 9796（Equus caballus） 

登録数 49,800（2019/12/27 にダウンロード） 

酵素：トリプシン 

Missed cleavage：2 

Minimum peptide length：6 

Maximum peptide length：144 

Precursor mass tolerance：10 ppm 

Fragment mass tolerance： 0.02 Da 

Dynamic modification：Oxidation 

Static modification：Carbaimidomethyl 

FDR（q-value）：0.05 

定量法：ラベルフリー（Summed Abundance Based） 

タンパク質同定の基準 

 質量分析法に基づくタンパク質同定基準は、Human proteome organization により推奨され

https://www.uniprot.org/
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ている基準（65）であるタンパク質に特異的なペプチド（ユニークペプチド）数が 2 以上で

あることとした。 

 

結果 

健常馬 3 頭より得られた血清について、合計で 122 のタンパク質が同定された（表 1）。

キャリーオーバーの有無を確かめるため、各サンプルのシステムブランク測定前後におけ

る serum albumin の強度を比較した（表 2）。結果、洗浄後の面積値が 3%以下となったため、

定量値に影響は少ないと判断し、以降のサンプル分析には、システムブランクを 3 回測定す

るシークエンスを挿入することとした。また、同定されたタンパク質の定量データから、各

タンパク質量の定量値の分布をボックスプロットにて図 2 に示した。本結果より、本定量法

によるタンパク質定量範囲のダイナミックレンジは約 105~106であると予測できた。 

分析法の再現性を確認するために、各サンプルを 3 回ずつ測定し、serotransferrin、

apolipoprotein C2、CD14 の面積値を比較した（表 3）。3 つのタンパク質由来の面積値は測定

間の変動係数（CV）<20%を示し、良好な再現性を示した。 

以上の結果の通り、本定量法についてキャリーオーバーや再現性に問題は認められない

ものの、タンパク質同定数が比較的少数であると考えられたため、次章にて分析法の条件最

適化を実施することとした。 
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第 2 節 プロテオーム解析法条件の最適化 

 第 1 節にて確立した分析法を基に、タンパク質同定数の改善を目的として、条件の最適化

を実施した。まず、トリプシン処理時間（6, 12, 18 時間）におけるタンパク質同定数を比較

した。続いて、設定した試料前処理法に対して、LC/MS/MS 条件の最適化を実施した。フー

リエ変換型の MS を使用した血清タンパク質の網羅的解析を実施する場合、LC 装置から溶

出されるペプチド由来のイオンが MS の許容限界を超えて導入されると、高分解能分析が

困難となり、定量値の精度が悪化する（66）。よって、性能を損なわない程度に LC 装置か

らのペプチドの溶出速度を調節する必要がある。今回、LC グラジエント条件におけるペプ

チドの溶出時間（移動相 B5%→100%）を 15, 30, 60, 120, 180 分間で検討し、タンパク質の

同定数を比較した。 

また、試料中ペプチドの溶出時間はそれぞれ異なるため、LC から導入される試料濃度は

変化する。この試料濃度の変化に対応して自動的に MS に導入するイオン量を Auto gain 

control（AGC）target によって調節可能である（図 3）。AGC target とは、MS のイオントラ

ップに蓄積するイオン量を設定する値であり、AGC target を超えた場合、検出器に送り込む

イオン量を抑制することによって、試料濃度に合わせた測定を実施する（67）。今回、タン

パク質同定率の向上を目的に、イオン量の制御に係る AGC target の最適化によるタンパク

質同定数の評価を Full MS 及び MS2 に対して行った。 

 dd-MS2モードにおいて、Intensity threshold を超えたプリカーサーイオンについて、強度の

強いものからプロダクトイオンスキャンが順次実施されるが、あるペプチドから同一イオ

ンが長時間強い強度で検出された場合、他のペプチド同定の妨害となってしまうことがあ

る（68）。このため、Dynamic exclusion time によって同一イオンを検出する最長時間を設定

することが可能である（図 4）。本研究においては、Dynamic exclusion time の最適化も行っ

た。 

最適化を実施した分析法について、第 1 節に使用した血清を使用してプロテオーム解析
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を実施し、結果を比較した。さらに、最適化を実施した分析法による定量値の精度管理のた

め、内標準物質による精度管理の評価方法を検討した。内標準物質の選定は、ヒトプロテオ

ーム解析に関連する研究（64）において、内標準物質としてウシ由来 β-lactoglobulin を 1 μg

添加するプロトコールについて報告があったため、これに準ずることとした。 

 

試料・方法 

ウマ血清 

分析法最適化に使用する血清は、JRA 美浦トレーニング・センターに繋養されている第 1

節と同じサラブレッド種 3 頭から第 1 節に記載の方法に準じて血清を採取したものをプー

ルした血清、若しくは別々に使用した。 

 

血清の前処理及び LC/MS/MS 条件 

最適化を実施する項目を除いて、第 1 節における試料・方法の項に準じた。 

 

データプロセシング 

第 1 節における試料・方法の項に準じた。内標準物質であるウシ β-lactoglobulin 由来ペプ

チドの探索には Proteome discoverer version 2.2（Thermofisher scientific）を使用し、下記のタ

ンパク質データベース及び検索条件を適用した。 

 

タンパク質データベース：Uniprot（https://www.uniprot.org/） 

taxonomy ID 9796（Equus caballus） 

登録数 49,800（2019/12/27 にダウンロード） 

酵素：トリプシン 

Missed cleavage：2 

https://www.uniprot.org/
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Minimum peptide length：6 

Maximum peptide length：144 

Precursor mass tolerance：10 ppm 

Fragment mass tolerance： 0.02 Da 

Static modification：Carbaimidomethyl 

FDR（q-value）：0.05 

 

結果 

 プール血清を使用したトリプシン加水分解時間（6, 12, 18 時間）によるタンパク質同定数

の比較を表 4 に示した。加水分解時間による同定数の大きな改善は無く、6 時間から 12 時

間で若干の増加が見られた。12 時間から 18 時間では再現性に若干の低下が見られたことか

ら、加水分解時間を 12 時間に設定した。続いて、プール血清を使用して LC グラジエント

によるタンパク質同定数の変化を調べたところ、60 分間で 188 となり、120 分間及び 180 分

間では殆ど増加が見られなかった。よって、60 分間に設定することとした。 

 設定した LC グラジエント条件において AGC target を変化させ、プール血清を使用して

タンパク質同定数の比較を行った（表 6）。結果、AGC target（Full MS）が 300,000、AGC target

（dd-MS2）が 100,000 においてタンパク質同定数が最高値となった。また、Dynamic exclusion

についても最適化を行ったところ、10 秒間で最も高い同定数を示した（表 7）。 

 最適化を実施した分析法によって、健常馬 3 頭の血清を分析した。結果、タンパク質の同

定数が 122 から 190 に増加した（表 8）。同定されたタンパク質の定量的データから、各タ

ンパク質量の定量値の分布をボックスプロットにて図 5 に示した。分析法の最適化後はタ

ンパク質定量のダイナミックレンジの改善が見込まれたものの、最適化前の約 105~106と殆

ど変化がなかった。しかしながら、serum albumin が外れ値となり、それ以外のタンパク質

のダイナミックレンジが低濃度側にシフトしていることが確認できた。これは分析法の最
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適化によってより低濃度タンパク質が検出可能となったことを示し、LC 装置から MS に導

入されるペプチド量を効率良く制御できていることが、タンパク質同定率の改善につなが

ったと考えられた。一方、serum albumin の定量値である signal intensity は依然として 1011付

近と頭打ちになっており、これはイオン量の制限を実施しても、なお MS 内の検出器が飽和

していることを意味している。すなわち、serum albumin が除去されれば、さらにタンパク

質同定数の大幅な向上が期待できると考えられる。最適化後の分析法の再現性を確かめる

ために、serotransferrin、apolipoprotein C2 及び CD14 について、繰り返し再現性を確認した

ところ、変動係数（CV）<20%以下を示し、最適化前と比較してほぼ同等の結果が得られた

（表 9）。 

内標準物質であるウシ β-lactoglobulin にユニークな配列のペプチドとして、以下のペプチ

ド由来のイオンが同定された。 

TPEVDDEALEK（m/z 623.2959） 

健常馬 3 頭由来の血清に対してウシ β-lactoglobulin 1 μg を添加し、本ペプチド由来のイオ

ンの定量値を比較したところ、CV<20%と良好な再現性を示した（図 6）。このことから、取

得する定量的データの再現性の受け入れ基準として、本ペプチド由来のイオン（m/z 623.2959）

定量値の CV<20%に設定した。 

以上の検討結果により、ウマ血清タンパク質のプロテオーム解析法の最適化を終了した。 
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第 3 節 腸炎発症馬のプロテオーム解析 

 第 2 節までにおいて、ウマ血清タンパク質を網羅的且つ定量的に解析可能な方法につい

て検討した。本分析法を用いて、ウマ腸炎のバイオマーカー候補となるタンパク質を探索す

る。 

 本研究では、JRA において繋養されているサラブレッド種の競走馬を対象として検討を

行った。ウマ腸炎はストレスや外科手術などを要因とする疾患であるが、ウマは生来ストレ

スを感じやすく、とりわけ競走馬は日常的にトレーニングや長距離輸送を課せられている

ため、ストレス因子が多く、腸炎の発症例が多いことで知られている。競走馬トレーニング

が行われている JRA 栗東トレーニング・センター及び美浦トレーニング・センターにおい

て、2004 年から 2014 年までに 158 例の腸炎発症馬が報告されている（14）。本疾患の致死

率が約 30%であることを考慮すれば、ウマ腸炎が競馬産業に及ぼす影響は大きく、臨床上

重要な疾患であると言える。 

 日本国内において、競走馬としてトレーニングされているサラブレッド種が入院する場

合、診療所で体温、心拍数及び呼吸数などといった体外から観察可能な項目のほか、生化学

的検査を受ける。検査には主に PCV, WBC, TPが選択され、ウマに重篤な所見が見られれば、

尿素窒素（BUN）,クレアチニン（CRE）などが要時追加される。これらは全て血液検査項

目であり、診療所に入院した殆どの競走馬から血液が採取され、血清を使用した検査が実施

される。このことから、競走馬臨床において最も使用される試料が血清であり、血清タンパ

ク質を精査することによって腸炎のバイオマーカーとなるタンパク質を発見できれば、臨

床への応用が容易である。  

以上のことから本節では、競走馬の臨床上重要な疾患である腸炎を発症した馬及び健常

馬由来の血清に含まれるタンパク質を網羅的に解析し、同定されたタンパク質について得

られた定量的データを群間比較することで、バイオマーカーの候補となるタンパク質を探

索することとした。 
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まず、腸炎の早期腸炎の早期及び予後診断に重要なバイオマーカーを探索する目的から、

腸炎発症馬の診療所来所日（day1）における血清タンパク質と健常馬の血清タンパク質を比

較した。また、腸炎発症馬群における生存及び死亡群間の比較も併せて行った。その後、見

出したバイオマーカー候補となるタンパク質の経時的な変化（入院日から退院若しくは死

亡するまで）について観察した。また、これらのタンパク質が腸炎に特異的に変動するかど

うかを確認するために、呼吸器疾患を発症した馬由来の血清についても同様に解析し、腸炎

発症馬と比較を行った。 

 

試料・方法 

腸炎の診断基準 

 腸炎診断の臨床所見（68）を基に水様性下痢及び発熱（T>38.6℃）、頻拍（HR>60 bpm）、

頻脈（RR>30 bpm）、白血球増加若しくは減少（WBC>12,500 or <4500）を示したウマを腸炎

と診断した。 

 

呼吸器疾患の診断基準 

 気管支鏡で肺胞からの浸出液の確認若しくはエコーでの肺炎所見を認め、さらに発熱

（T>38.6℃）及び白血球増加（WBC>12,500）であったウマを呼吸器疾患と診断した。 

 

ウマ血清 

JRA 美浦トレーニング・センター及び JRA 栗東トレーニング・センターにおいて、JRA

獣医師に健康と診断されたサラブレッド種 36 頭、呼吸器疾患若しくは腸炎と診断されたサ

ラブレッド種各 12 頭（表 10）から血液を凝固促進剤入り真空採血管に採取した（Animal 

Care and Use Committee of Japan Racing Association; 承認番号 20180425、2018 年 4 月 25 日承

認）。腸炎発症馬血液は診療所入院時（day 1）から退院若しくは死亡する日（last day）まで
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一日一回経時的に採取した。血液採取後、室温で 3 時間インキュベートし、1940×g で 30

分間遠心分離し、得られた上清を血清とした。採取した血清は、分析まで-80℃以下で保管

した。 

 

血清の前処理法（In-solution digestion 法） 

 血清 5 μL をタンパク質低吸着プロセオセーブチューブ（AMR）に分注し、10 μL の 7.5 

mM DTT（富士フィルム和光純薬）及び 100 ng/μL ウシ β-lactoglobulin（富士フィルム和光純

薬）を含む 5 %デオキシコール酸（富士フィルム和光純薬）水溶液を加えた。これを 80℃に

て 10 分間インキュベートし、45 mM の DTT 水溶液を加え、60℃で 20 分間インキュベート

した。続いて、5 μL の 100 mM IAM（富士フィルム和光純薬）水溶液を添加し、暗条件下、

20 分間室温でインキュベートした。これに対して 100 ng/μL のブタ膵臓由来トリプシン（質

量分析グレード、富士フィルム和光純薬）を含む 100 mM 重炭酸（富士フィルム和光純薬）

水溶液を 10 μL 添加し、さらに 100 mM 重炭酸緩衝液を 10 μL 添加して 37℃で 12 時間イン

キュベートした。その後、5 μL の 0.1 %TFA（富士フィルム和光純薬）を加えて酵素反応を

停止させ、500 μL の酢酸エチル（富士フィルム和光純薬）を加えた。5 分間振盪した後、

14,000×g で 5 分間遠心して、上層の酢酸エチルを除去し、遠心濃縮器（TOMY）の high 

temperature モードにより 30 分間濃縮した。これに 100 μL の 4 %ACN（富士フィルム和光純

薬）を含む 0.1 %TFA 水溶液を加え、1 分間振盪し、14,000×gで 5 分間遠心した。得られた

上清 100 μL を、SEP C-tip（日京テクノス）を使用して脱塩濃縮した。SEP-C-tip の操作手順

はマニュアルに従って行い、10 μL の 60 %ACN を含む 0.1 %TFA 水溶液で溶出した。得ら

れた溶出液の 5 μL を LC/MS/MS 分析に供した。 

 

LC 溶出条件 

 LC 装置には Easy-nLC 1200（Thermofisher scientific）を使用した。LC 分離に使用する移動
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相として、以下の溶液を用いた。 

移動相 A：0.1 %ギ酸（質量分析グレード、富士フィルム和光純薬）水溶液 

移動相 B：0.1 %ギ酸/ACN（質量分析グレード、富士フィルム和光純薬）（1:4）混液 

移動相 S：0.1 %ギ酸水溶液 

LC 分離に使用するカラムは逆相カラムである EASY-Spray C18 LC カラム（Thermofisher 

scientific）及びトラップカラムである PepMap TM 100 nanoViper C18 カラムを用いた。なお、

サンプル注入直前に移動相 S 12 μL でトラップカラムの平衡化、6 μL で LC カラムの平衡化

を実施した。移動相 S 5 μL、流量 20 μL/min でサンプルをトラップカラムに導入し、得られ

たペプチドをトラップカラムに保持させた。保持させたペプチドを移動相 A 及び B によっ

て LC カラムに通導し、以下の条件の通りに溶出させた。 

0-2 min（98%A、2%B）、2-62 min（40%A、60%B）、62-64 min（0%A、100%B）、64-74 min

（0%A、100%B）、流量 300 nL/min 

なお、分析にあたっては、LC 装置のオートサンプラー並びにトラップカラムに残存する

ペプチドのキャリーオーバーを防ぐために、システムブランクとして水 5 μL を以下の LC

条件で 3 回測定をサンプル分析間に挿入した。 

0-3 min（95%A、5%B）、3-8 min（0%A、100%B）、8-9 min（95%A、5%B）、9-12 min（95%A、

5%B）、12-17 min（0%A、100%B）、17-18 min（95%A、5%B）、18-21 min（0%A、100%B）、

26 min（0%A、100%B）、流量 300 nL/min 

 

MS 測定条件 

 LC 装置に接続する MS には、Q-Exactive HF（Thermofisher scientific）を使用した。MS 条

件を以下に記す。なお、MS 条件の各パラメーターは Thermofisher scientific 社が推奨するプ

ロテオーム解析条件に準じて設定した。プリカーサーイオンのプロダクトイオンスキャン

には、設定した閾値（Intensity threshold）を超えたイオンを強度の強い順番にコリジョンセ
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ルに導入してプロタクトイオンを得ることが可能な dd-MS2モードを使用した。 

 

イオンソース条件 

測定時間：62 min 

極性：正イオンモード（1.9 kV） 

In-source CID：0 eV 

 

Full MS 条件 

分解能：60,000 （m/z 200 FWHM） 

AGC target：3,000,000 

Maximum IT：50 ms 

質量範囲：400 ~ 2000 m/z 

 

dd-MS2条件 

分解能：15,000 （m/z 200 FWHM） 

AGC target：150,000 

Maximum IT：22 msec 

TopN：20 

質量範囲：200 ~ 2000 m/z 

Minimum AGC target：500 

Intensity threshold：20,000 

Charge exclusion：unassigned、1、≧6 

Dynamic exclusion：10 秒 
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データプロセシング 

ペプチドのアミノ酸配列同定には、Thermofisher scientific 社の Proteome discoverer version 

2.2 を用いた。タンパク質同定に係る条件は下記の通りとした。 

 

タンパク質データベース：Uniprot（https://www.uniprot.org/） 

taxonomy ID 9796、登録数 48,800（2019/12/27 にダウンロード） 

酵素：トリプシン 

Missed cleavage：2 

Minimum peptide length：6 

Maximum peptide length：144 

Precursor mass tolerance：10 ppm 

Fragment mass tolerance： 0.02 Da 

Dynamic modification：Oxidation 

Static modification：Carbaimidomethyl 

FDR（q-value）：0.05 

定量法：ラベルフリー（Summed Abundance Based） 

タンパク質同定の基準 

 タンパク質に特異的なペプチド（ユニークペプチド）数が 2 以上とした。 

 

タンパク質濃度の群間比較 

 各タンパク質由来ペプチド全ての signal intensity の合計を定量値として用いた。得られた

定量値を基に、Proteome discoverer version 2.2 を使用して、主成分分析（PCA）による健常

馬及び腸炎発症馬の群間比較を実施した。群間比較には、統計解析ソフトウェア R version 

4.0.3（http://www.r-project.org）を用いて Mann-Whitney U test を行い、p-value を算出した。

https://www.uniprot.org/


29 

 

各タンパク質について、群間で p-value<0.05 及び定量値が 2 倍以上の変動を示した場合に

有意差有りと判定した。有意差を示したタンパク質について、健常及び腸炎群内の性差に

ついて同様に Mann-Whitney U test を行い、p-value を算出した。 

 さらに、見出したバイオマーカー候補となるタンパク質の腸炎の予後診断への有用性を

検証する目的で、腸炎群における生存及び死亡群間の濃度比較を行い（day 1 及び last day）、

Mann-Whitney U test によって p-value を算出した。 

 

結果及び考察 

 健常馬及び腸炎発症馬血清の全検体から、計 292 種のタンパク質が同定された（表 11）。

これらのタンパク質を変数とし、PCA による解析を実施した。結果を図 7 に示す。腸炎群

と健常群は PC1 及び PC2 で明確に区別可能であった。 

同定した 292 種のタンパク質について、得られた定量値から健常馬及び腸炎発症馬血清

（day 1）の量的比較を実施した。その結果、8 種のタンパク質（hemoglobin subunit alpha、

clusterin、GAPDH、carbonic anhydrase 1、peroxiredoxin 2、lysozyme、lipopolysaccharide binding 

protein、biliverdin reductase B）が有意差を示すことが分かった（表 12）。また、これらのタ

ンパク質に由来する 2 種のユニークペプチドとそのマススペクトルを図 8 に示す。興味深

いことに、有意差を示したこれらのタンパク質は、全て腸炎群において健常群よりも高濃度

であり、健常群において腸炎群よりも有意に高濃度であったタンパク質は見出されなかっ

た。なお、見出したタンパク質について、性差による検定を健常群及び腸炎群内で実施した

ところ、腸炎群内の biliverdin reductase B にのみ見出された（表 13）。 

Biliverdin reductase B は biliverdin を bilirubin に変換する酵素であり、ヒトにおいて、赤血

球や肝臓に存在していることが知られている（69, 70）。Biliverdin reductase B はヒトにおい

てプラーク内血腫の早期診断のマーカーとしての有用性が既に報告（71）されており、本タ

ンパク質の濃度上昇は溶血を意味すると予測される。また、biliverdin reductase B には腸炎
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群内において性差に有意差が観測されたが、これまでに biliverdin reductase B に関して性差

に関する報告は見当たらず、健常群において性差は見出されなかった。腸炎群は頭数が少な

いため、サンプルサイズを拡大した上での考察が必要であると考えられる。 

Hemoglobin subunit alpha は赤血球の構成タンパク質であるヘムのサブユニットの一つで

ある（72）。序論で述べたように、ウマ腸炎においては腸上皮細胞の壊死により腸内細菌や

それ由来の毒素が全身循環に侵入し、SIRS や敗血症を引き起こすことが知られている（4, 

14, 73）。また、既報において腸炎による SIRS がヘモグロビン濃度の上昇に関与することが

指摘されている（74）。以上の事柄を合わせて考察すると、biliverdin reductase B 及び

hemoglobin subunit alpha が腸炎群血清において健常馬と比較して高濃度傾向を示したのは、

腸炎の重篤化に伴う SIRS や敗血症が原因の一つとなった可能性がある。 

 GAPDH、carbonic anhydrase 1 及び peroxiredoxin 2 はそれぞれ細胞内に局在する酵素であ

り、様々な生物学的反応を担っている（75-77）。これらの酵素が腸炎群血清中から高濃度に

検出されているのは、細胞内の成分が漏出していることを示唆している。腸炎の病態の一つ

として、腸壁細胞の壊死を引き起こすことが知られているため（13）、細胞の壊死に基づく

細胞内成分の漏出が血清中の濃度上昇に繋がったのではないかと考えられる。しかしなが

ら、これらのタンパク質は腸壁細胞に局在するものではないため、他の部位における炎症や

細胞壊死に由来する血清中濃度上昇も起こりうることを考慮しなければならない。 

 Clusterin は体内に恒常的に発現しているタンパク質であり、炎症及び酸化ストレスへの応

答によって分泌され、細胞のアポトーシスにも関わるとされる（78, 79）。腸炎は激しい炎症

を引き起こす疾患であり、これに対する応答として clusterin 分泌が促進され、血清中濃度が

上昇したと推測される。これまでに clusterin が腸細胞において高発現しているという科学

的な証拠はないものの、ヒトにおいては慢性的な炎症性腸疾患であるクローン病において

血液中の clusterin 濃度が上昇したとの報告がある（80, 81）。このことから、ウマ腸炎におい

ても血清中濃度が特異的に上昇するマーカーである可能性がある。 
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 Lipopolysaccharide binding protein はグラム陰性菌のリポ多糖に対して結合するタンパク

質であり、急性期タンパク質の一つとして知られる（82, 83）。また、lysozyme は抗菌作用を

持つペプチドタンパク質であり（84-86）、グラム陽性菌の細胞壁を加水分解する。これらは

共に細菌感染などの免疫応答としてマクロファージや好中球から分泌されるタンパク質で

ある。よって、健常馬に比較して腸炎発症馬血清中においてこれらのタンパク質濃度が上昇

している所見は、細菌感染を意味していると予測され、先述の biliverdin reductase B や

hemoglobin subunit alpha の濃度上昇において考察した腸炎に由来する敗血症や、これに伴う

SIRS 発症を裏付けるものではないかと推測される。 

以上の 8 種類のタンパク質のうち、lipopolysaccharide binding protein は腸炎馬において健

常馬より最も高い濃度上昇（9.8 倍）を示したタンパク質であり、他のタンパク質の変動が

おおよそ約 2 倍から 4 倍であったことを考慮すると、特に腸炎のバイオマーカーとして優

れている可能性がある。 

 

 本プロテオーム解析法において、腸炎のバイオマーカーとして見出された 8 種類のタン

パク質以外に、ウマ臨床において汎用されている他のタンパク質マーカーである CRP、

haptoglobin 及び serum amyloid A protein（SAA）が検出された（表 14）。しかしながら、CRP

及び haptoglobin は共に腸炎発症馬において健常馬に比較して濃度上昇を認めたものの、p-

value>0.05 であった。Haptoglobin については、ウマ腸炎において有意に上昇しているとの報

告がある（87）が、今回得られた結果も、濃度変化が 1.66 倍、p-value は 0.051 と有意な差

に近い値が観測され、結果に大きな相違は無いと考えられる。CRP は腸炎群において 3.88

倍もの濃度変化が見られているが、p-value が 0.26 となっていた。このような結果が得られ

た原因は、健常群にも CRP の濃度が上昇し、腸炎群と同等の濃度を示す個体が複数見られ

たためである。CRP はヒトやイヌにおいて長距離走後や強度の高いマラソン後にも 3 倍か

ら 10 倍の発現上昇が報告されている（88, 89）。競走馬は日常的にトレーニングを受けてお
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り、今回血清を採取した健常群の競走馬には運動後の個体もあったことから、CRP 上昇が

観測されたのではないかと推測される。 

一方、SAA は腸炎発症馬において健常馬よりも約 60 倍も高濃度を示し、p-value<0.001 と

非常に大きな有意差を示すことが明らかとなった。バイオマーカー候補として見出した 8 種

類のタンパク質のうち、最も大きな変動を示した lipopolysaccharide binding protein の変動が

約 10 倍であったことを考慮すると、SAA は腸炎における最も高感度なマーカーであると考

えられる。しかしながら、SAA はユニークペプチドが 2 種以上同定されず、タンパク質同

定基準を満足しなかったことから、本研究における解析ではバイオマーカー候補として選

択されなかった。この理由は、SAA が本研究で選択したボトムアップ法に適さなかったた

めである。SAA は比較的サイズの小さなタンパク質（9,000~11,000 Da）であり（90）、得ら

れるペプチドが比較的少なく、ユニークな配列を持つペプチドが得づらかったと予想され

る。さらに、ウマ SAA は 3 つのサブタイプが知られているが、その等電点が全て 8 以上と

塩基性であり、分子内にアルギニンやリジンといった塩基性アミノ酸を豊富に含んでいる

（91）。今回のボトムアップ法ではトリプシンを使用しているため、それらのアミノ酸の C

末端側でトリプシンによる切断を受けた結果、特異性の低い短鎖ペプチドとなり、さらにユ

ニークペプチドの同定が困難となっていたと推測される。 

SAA は腸炎に比較して軽症である腹痛から急性腸炎、重篤な閉塞性の腸疾患である SSID

まで、様々な腸疾患で顕著な血清中濃度の増加が報告され（83, 92-95）、既知の炎症マーカ

ーで最も高感度であるとされていることから、今回の結果は既報に準ずるものであった。し

かしながら、SAA は気道の炎症や慢性肺気腫においても血清中濃度が上昇することで知ら

れ、腸炎を特異的に検出するバイオマーカーとしては不十分と考えられる（96, 97）。ただし、

これらの結果については、SAA の各サブタイプの量的関係が勘案されていないことを考慮

すべきである。SAA はサブタイプによって生産される細胞に違いが有り、異なる機能を持

つことが明らかとなっている。例えば、マウス SAA1 及び 2 は腸管上皮細胞における免疫
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の活性化の後、肝細胞において産生されるが、マウス SAA3 は腸管及び中枢神経系の骨髄性

細胞によって産生され、自己免疫性脳脊髄炎の病態に関与することが報告されている（98）。

本研究において同定された SAA に由来するペプチドについても、各サブタイプを区別して

測定できるものではなく、得られた定量値が複数のサブタイプの合算値となっている可能

性がある。以上のことから、各 SAA 濃度とバイオマーカーとしての有用性を評価するにあ

たってはサブタイプの同定が必要であり、特にボトムアップ法に基づくプロテオーム解析

においては、各サブタイプに特有の長鎖ユニークペプチドを同定し易い条件とするため、ト

リプシンとは異なる酵素特異性を持つキモトリプシンなどの使用が適すると考えられる。 

 

 腸炎群内における生存及び死亡群の比較において、バイオマーカー候補となる 8 種のタ

ンパク質について、入院初日（day 1）に有意差を示したタンパク質及び退院若しくは死亡

日に有意差を示したタンパク質を表 15 に示した。解析の結果、day 1 においては biliverdin 

reductase B のみが有意差を示し、その後、last day においては biliverdin reductase B に加え、

hemoglobin subunit alpha、clusterin、GAPDH 及び lipopolysaccharide binding protein が有意差を

示す結果となった。なお、有意差が見られたタンパク質は、全て死亡群において生存群より

も高濃度であった。よってこれらの 5 種のタンパク質の濃度上昇が、腸炎の予後との関連性

を示すことが明らかとなった。 

これらのうち、day 1 で有意差を示した biliverdin reductase B は特に腸炎の早期診断に有用

であると予想される。前述したように、biliverdin reductase B はヒトにおいてプラーク血種

の早期診断に有用であるとされ、さらに予後にも関わりを示したと報告されている（71）。

生存及び死亡群間の比較において、本タンパク質が day 1 及び last day において有意差を示

し、さらに hemoglobin subunit alpha が last day において有意差を示したことを合わせて考え

ると、腸炎の重篤度の指標として、溶血所見を確認することが有効な手段であり、溶血を起

こすことで知られる敗血症や SIRSが主に死亡率の高さに寄与しているのではないかと考察
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される。 

  

 続いて、腸炎のバイオマーカー候補として見出した 8 種のタンパク質の定量値について、

入院日から退院若しくは死亡日まで経時的な変化を示した（図 9）。8 種のタンパク質は実験

期間を通して、死亡群において生存群よりも高濃度傾向であることが明らかとなった。また、

biliverdin reductase B、hemoglobin subunit alpha、clusterin、lipopolysaccharide binding protein 及

び lysozyme は生存群の DAY1 において健常群よりも高濃度であり、経時的に減少する傾向

が見られた。これらのタンパク質は、回復期に減少していると予測され、疾患の重篤度に相

関性を示す腸炎のバイオマーカー候補と予測される。さらに興味深いことに、biliverdin 

reductase B 及び hemoglobin subunit alpha は濃度の増減が全ての個体で同じ変動を示してい

た。このことから、これらのタンパク質の変動はウマにおける同一の病態を示すことが予想

される。 

 以上の 8 種のタンパク質は、実験期間を通して死亡群、生存群、健常群の順に高濃度傾向

であることが明らかとなったが、死亡群において全てのタンパク質が高濃度を示すわけで

はなかった。また、生存群においても必ずしもこれらのタンパク質が経時的に減少傾向では

なく、carbonic anhydrase 1 や peroxiredoxin 2、lipopolysaccharide binding protein において観察

されるように生存群において退院日にあたる個体に顕著な濃度上昇が見られる場合があっ

た。これらは腸炎が複雑な病態を示すことを示唆する結果であり、単一のマーカーでウマ腸

炎の病態を把握するのは困難であり、複数のマーカーを組み合わせる必要があると考えら

れる。 

 

これらのタンパク質が腸炎に特異的なバイオマーカーであるかどうかを確かめるために、

呼吸器疾患を発症したウマ血清における濃度を定量し、腸炎発症馬の day 1 における血漿中

濃度と比較した。結果を表 16 に示す。これらのタンパク質の中で有意差を示したのは
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carbonic anhydrase 1 のみであり、その他のタンパク質は腸炎に特異的な診断マーカーとして

の有用性は示されなかったものの、全てのタンパク質は腸炎において呼吸器疾患群よりも

高濃度であることが明らかとなった。 

 

以上の検討結果を踏まえ、観測された大きな個体差については、今後、カルテ情報などを

参照し、個体別の病態と各タンパク質濃度との関連性を精査する必要がある。また、本研究

で用いたサンプル数では不十分と考えられるため、より信頼性の高い結果を得るためにも、

サンプルサイズを拡大すべきであると考えられる。このため、次章にて多検体を同時に測定

可能な ELISA 法に基づく測定系の開発を目的とした抗体作製を実施する。 
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第二章 

 

バイオマーカー候補となるタンパク質の 

ELISA 法を応用した測定系の開発 
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背景と目的 

 第一章において、腸炎のバイオマーカー候補となるタンパク質を見出した。本章において

は、これらを迅速且つ簡便に測定可能であり、同時に多検体を処理可能な測定系の構築を目

的とする。ウマ臨床への応用にあたっては、SAA をはじめとする炎症マーカーの測定にお

いて実績のある ELISA 法（46, 47, 83, 94, 95）に基づくプレートアッセイの導入が容易であ

る。ELISA 法は、抗原-抗体反応に基づいて測定を行うため（50）、測定対象とするタンパク

質に対して高い親和性を持ち、特異性の高い抗体の作製が必要である。 

抗体には、複数の抗原を認識するポリクローナル抗体と単一の抗原を認識するモノクロ

ーナル抗体が用いられている。ポリクローナル抗体は作製が容易であるが、作製バッチ毎に

抗原-抗体間の親和性が異なり、十分な定量の精度が得られない場合がある。一方、単一の

抗原を認識するモノクローナル抗体は高度に特異的な結合性を示し、バックグラウンドの

影響を受けにくく、高い定量の再現性を得ることができる（99）。本研究では、安定的な抗

体の供給及び分析法の高感度化、再現性を考慮し、モノクローナル抗体の作製を目的とした。 

 モノクローナル抗体作製を実施する対象タンパク質として、第一章の解析結果における

健常及び腸炎群間比較において、特に大きな有意差（濃度差>2 倍、p-value<0.01）を示した

clusterin、lipopolysaccharide binding protein 及び lysozyme、腸炎群内における生存及び死亡群

間比較において day 1 で有意差を示した biliverdin reductase B、呼吸器疾患群との比較におい

て有意差を示した carbonic anhydrase 1 を選定した。 

 これらのタンパク質に対するモノクローナル抗体の作製は、以下の手順に従うこととし

た。 

1．ラットに免疫するための免疫原となるウマタンパク質発現レポーター細胞の作製 

2. 抗ウマタンパク質抗体を産生するハイブリドーマ作製とクローニング及び抗体の取得 
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第 1 節 ウマタンパク質を発現するレポーター細胞の作製  

 本節では、抗体作製を実施する際のラットに免疫する免疫原とするための clusterin、

lipopolysaccharide binding protein、lysozyme、biliverdin reductase B、carbonic anhydrase 1 を発

現するレポーター細胞の作製を目指すこととした。レポーター細胞作製のため、ウマ肝臓及

び腎臓組織を使用して cDNA を作製し、抗体作製を行うタンパク質の遺伝子を PCR で増幅

した。また、増幅した遺伝子を pBluescript II SK（+）に挿入して塩基配列を確認し、uniprot

（https://www.uniprot.org/）に公開されている遺伝子配列と比較した。続いて、遺伝子を pMXs

レトロバイラルベクター（東京大学医科学研究所 北村俊雄博士より供与）に挿入した（図

10）。これをパッケージング細胞である Platinum-E 細胞にトランスフェクションし、得られ

た培養上清をウイルス上清としてマウス T細胞由来の BWZ.36 細胞に振りかけて感染させ、

ウマタンパク質を細胞表面に発現するレポーター細胞を作製した。 

なお、レポーター細胞に組み込む pMXs ベクターは、図 10 に示すように N 末端から順に

myc タグ、Ⅰ型膜貫通タンパク質であるマウス CD8α Genbank : BC030679）の膜貫通領域 

aa143-181）、IL-2シグナルを伝達するマウスCD3ζ Genbank : BC052824）鎖細胞内領域 aa52-

164）を発現するように設計されたベクターである。このことから、抗 myc 抗体を使用して、

FACS により作製したレポーター細胞表面上のウマタンパク質発現確認を行った。 

さらに、本研究で用いた BWZ.36 細胞は、IL-2 プロモーターの制御下で β-ガラクトシダ

ーゼ遺伝子を発現するレポーター遺伝子が導入されており、レセプター分子への抗体やリ

ガンドの結合が引き金となって架橋刺激が入り、細胞内に β-ガラクトシダーゼが産生亢進

されるレポーター細胞である。よって、細胞表面のレセプター分子の発現を β-ガラクトシ

ダーゼ基質の分解によって検出することが可能である（図 11）。これを利用したレポーター

細胞上のウマタンパク質発現確認（レポーターアッセイ）も併せて行った。 

 

試料・方法 
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実験に使用した試薬及び試料 

PBS（-） 

137 mM NaCl（キシダ化学）、8.1 mM Na2HPO4（和光純薬）、2.68 mM KCl（和光純薬）、

1.47 mM KH2PO4（和光純薬）となるように超純水で調製した。 

 

EDTA/PBS（-） 

終濃度 0.5 mM になるように 0.5 M ethylenediaminetetraacetic acid （EDTA） （同仁化学

研究所）（pH8.0）を PBS（-）に加えた。 

 

FACS Buffer 

 0.1％ （w/v） BSA [017-15124]（和光純薬）、0.1％（w/v） NaN3 （和光純薬）、0.35 g/L 

NaHCO3 （和光純薬）を含む フェノールレッド不含 Hank’s balanced salt solution（日本製薬） 

 

R10 培地 

25 mM HEPES 及び 2 mM glutamine を含む RPMI 1640 medium （Invitrogen） 500 mL に 

57 ℃、30 分でインキュベートすることで非働化した fetal calf serum（FCS, Intergen）を 10% 

（V/V）になるように 56 mL、100 mM 2-mercaptoethanol を 280 μL、penicillin （10,000U/mL）

-streptomycin （10,000 μg/mL）（Sigma-aldrich）を 2.8 mL を加えた。 

 

ハイブリドーマ培地 

 マウス IL-6 発現細胞 X63 の培養上清を 0.5%、1%（v/v）100×非必須アミノ酸溶液 （Sigma-

aldrich）、1 % （v/v） 100 mM ピルビン酸ナトリウム（和光純薬）を含む R10 培地。 

 

D10 培地 
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2 mM glutamine を含む D-MEM（Invitrogen）500 mL に FCS を 10%（v/v）になるように 

56 mL、100 mM 2-mercaptoethanol を 290 μL、1 M HEPES （同仁化学研究所）-NaOH （pH 

7.5）、を 14.5 mL、penicillin（10,000 U/mL）-streptomycin （10,000 μg/mL）を 5.6 mL 加えた。 

 

HAT 培地 

0.1 mM ヒポキサンチン（Sigma-aldrich）と 0.4 μM アミノプテリン（Sigma-aldrich） と 16 

μM チミジン（Sigma-aldrich）を含むハイブリドーマ培地。 

 

HT 培地 

1×10-4 M のヒポキサンチンと 1.6×10-5 M のチミジンを含むハイブリドーマ培地。 

 

LB 培地 

 Bacto Trypton Pepton 10 g、Bacto Yeast Extract 5 g、NaCl 5 g を超純水で 1 L にメスアップ

し、オートクレーブ滅菌した。 

 

LB プレート 

Bacto Trypton Pepton 10 g、Bacto Yeast Extract 5 g、NaCl 10 g、Bacto Agar 10 g を超純水で 

1 L にメスアップし、オートクレーブ滅菌した。60℃ 以下になったところで、抗生物質を

添加して petridish（BIO-BIK）に注ぎ、固まるまで無菌下で常温静置した。 

 

CPRG Reaction buffer 

 100 mM 2-mercaptoethanol、9 mM magnesium chroride、0.125%（v/v）NP-40 を含む PBS（-） 

 

50×TAE 
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 Tris 242 g、酢酸 57.1 mL、0.5 M EDTA（pH8.0）100 mL を超純水で 1L にメスアップした。 

 

実験に使用した細胞及び動物 

BWZ.36 細胞 

 University of California N.Shastri 博士より供与して頂いたものを用い、R10 培地で培養し

た。 

 

Platinum-E 細胞 

 東京大学医科学研究所 北村俊雄博士より供与して頂いたものを用い、D10 培地で培養し

た。 

 

PAI 細胞 

 100 μM 8-azaguanine （Sigma-aldrich） を含む R10 培地で培養した。 

 

ラット 

日本エスエルシー（株）から LEW/SsNSlc ♀のラット（5 週齢）を購入し、実験に用いた。

ラットは購入後、本研究室の SPF 動物室で飼育し、動物実験も SPF 動物室で行った。 

 

一般的な実験操作 

アガロースゲル電気泳動 

 1×TAE（50×TAE を水で 50 倍希釈したもの）を用いて終濃度 0.1 μg/mL ethydiumbromide

（Sigma-aldrich）を含む 1% アガロースゲル（SeaKem GTG agarose、BMA）を作製した。

MupidII（ADVANCE）を使用して、作製したアガロースゲルを用いて 1×TAE 中、電圧 100 

V で電気泳動を行った。なお、DNA サイズ及びマスマーカーとして、Marker 2（λ/Hind3・
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EcoR1double digest）及び Marker 4（φ0174/Hae3digest）（ニッポン・ジーン）を使用した。DNA

のゲルからの抽出は、目的のバンドを切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit（Qiagen）を用

い、説明書に記載のプロトコールに従って行った。 

 

PCR 

PCR は KOD-Plus-DNA polymerase（TOYOBO）を用いて説明書に記載のプロトコールに従

って行った。サーマルサイクラーは、Veriti 96-well サーマルサイクラー （Applied Biosystem） 

または、GeneAmp PCR System 9700 （Applied Biosystem）を使った。プライマーは Sigma 

Aldrich 社に合成を依頼し、購入したものを用いた。PCR 反応は総量 40 μL で 94℃ 2 分間、

（変性 98 ℃ 15 秒間、アニーリング 58 ℃ 30 秒間、伸長 68 ℃ 45 秒間）×35 サイクル、

68 ℃ 7 分間の条件で行った。 

 

プライマーのリン酸化 

 T4-Polynucleotide Kinase（Takara）を用いてリン酸化を行った。100 μM Forward primer を 

2 μL, 100 μM Reverse primer を 2 μL, 10×kinase buffer を 2 μL、10 mM ATP を 2 μL、T4-

Polynucleotide Kinase （9 units/μL） 1 μL を混合し、20 μL に超純水でメスアップし、37 ℃

で 30 分反応させた。その後、70℃で 20 分間置くことで T4-Polynucleotide Kinase を失活さ

せた。 

 

制限酵素処理 

 制限酵素は全て TOYOBO 製のものを用い、反応は全て説明書に従って行った。 

 

ライゲーション反応 

インサート DNA とベクターDNA のモル比が 10：1 となるように混合した溶液を 5 μL 用
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意し、Ligation Mix（TaKaRa）を 5 μL 添加し、合計 10 μL になるように混合した。この溶液

を 16℃で 2 時間または一晩反応させた。 

 

大腸菌 DH5α コンピテトセルへの形質転換 

 5 μL のライゲーション産物に 30 μL の DH5α コンピテントセルを加え、氷上で 20 分間静

置した。その後、ウォーターバスを用いて 42℃で 90 秒間温めてヒートショックを与え、氷

上 30 分間置いた。 Ampicillin 100 μg/mL を含む LB プレートに 100 mM IPTG（isopropyl-thio-

β-D-galactosidase）（富士フィルム和光純薬）を 5 μL, 20 mg/mL X-gal（5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-β-D-galactopyraroside）（富士フィルム和光純薬）を 50 μL 塗布し、氷上にて 2 分間イ

ンキュベートしたサンプルを植菌し、37℃ で 14 時間培養した。 

 

シークエンスの確認 

 1 μL の 100 ng/mL プラスミド溶液、1 μL の 1 μM の M13 Fw primer 若しくは Rv primer

（Takara）、水 8 μL を混合し、反応液とした。DNA シークエンスは、ユーロフィンゼノミク

ス株式会社の DNA シークエンス受託サービスに委託して解析した。 

 

実験操作 

ウマ肝臓及び腎臓組織由来 cDNA ライブラリ作製 

 ウマ肝臓及び腎臓組織約 30 mg を液体窒素中で凍結させ、すり潰したものを用いた。RNA

の抽出には Fast gene™ RNeasy Mini kit（QIAGEN） を使用し、説明書に記載のプロトコー

ルに準拠して total RNA を抽出した。本 total RNA 1 μg を基に、ReverTra Ace® qPCR RT Mix 

（TOYOBO）を使用して、説明書に記載のプロトコールに従って cDNA ライブラリの作製

を行った。 
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ウマタンパク質のクローニングとシークエンス配列の確認 

 ウマ肝臓及び腎臓組織由来 cDNA を鋳型に、clusterin、lipopolysaccharide binding protein、

lysozyme、biliverdin reductase B、carbonic anhydrase 1 の全長を含む cDNA を PCR にてクロー

ニングした。なお、下記のプライマーを予めリン酸化したものを用い、PCR を行った。 

 

clusterin  

Fw: 5’- ATGAAGACTCTCCTGCTGTTGGTG – 3’ 

Rv: 5’- TCATTCCTCCCGGTTCTTCTGG – 3’ 

lipopolysaccharide binding protein  

Fw: 5’- AATCCAGGATGGAGGCCTCG – 3’ 

Rv: 5’- TCAGACTTTCGTGTACTGGATGTTGG – 3’ 

lysozyme  

Fw: 5’- ATGAAGGTTCTCCTGACTCTGGG – 3’ 

Rv: 5’- TTACACTCTGCAACCCTTGACATAC – 3’ 

biliverdin reductase B  

Fw: 5’- ATGGTCGTCAAGAAGATTGCGC – 3’ 

Rv: 5’- CTACTCGTACTGGTGGGAGGG – 3’ 

carbonic anhydrase 1  

Fw: 5’- TCATGGCAAGTCACGACTGG – 3’ 

Rv: 5’- TCAGAAGAAAGCTCTCACAGTTCTGC – 3’ 

 

増幅された DNA 断片を pBluescript II SK（+）（制限酵素 SmaI（Takara）及び alkaline 

phosphatase（Takara）処理済み）の SmaI 部位に挿入した後に、シークエンス配列の確認を行

い、BLAST 検索 （nucleotide blast, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/）によって遺伝子を同定
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した。なお、clusterin は Genbank : 100034172、lipopolysaccharide binding protein は Genbank : 

100070103、lysozyme は Genbank : 100052143、biliverdin reductase B は Genbank : 100068145、

carbonic anhydrase 1 は Genbank : 100050192 を参照した。 

 

ウマタンパク質発現レトロウイルスベクターの作製 

 ウマタンパク質を細胞表面にマウス CD3ζ 鎖とのキメラタンパク質として発現するため

のレトロウイルスベクターを作製した。作製プロトコールの概略を図 12 に示す。5 種のウ

マタンパク質の cDNA を組み込んだ pBluescript II SK（+）ベクターを各々テンプレートとし

て、以下に記すプライマーを使用して PCR を行った。なお、clusterin （aa22-448）、

lipopolysaccharide binding protein （aa26-455）、lysozyme （aa19-147）はシグナル配列と終止

コドンを除いた配列、biliverdin reductase B （aa2-230）、carbonic anhydrase 1 （aa2-259）は開

始及び終止コドンを除いた配列を増幅可能であるようにプライマーを設計した。 

 

clusterin  

Fw: 5’- GCACATCAATTGGACAAGGCAGTGTCAGACAGA – 3’ 

Rv: 5’- ACAGTTCTCGAGTTCCTCCCGGTTCTTCTG – 3’ 

lipopolysaccharide binding protein  

Fw: 5’- ATACATCAATTGTCCAACCCCGGCCTGG – 3’ 

Rv: 5’- ACAGTTCTCGAGGACTTTCGTGTACTGGATG– 3’ 

lysozyme  

Fw: 5’- GCGCCTGAATTCAAGGTCTTTGAAAGATGTGAG – 3’ 

Rv: 5’- ACAGTTCTCGAGCACTATGCAACCCTTGAC – 3’ 

biliverdin reductase B  

Fw: 5’- AGAGGTGAATTCGTCGTCAAGAAGATTGCG – 3’ 
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Rv: 5’- ACA ATTGTCGACCTCGTACTGGTGGGAGG – 3’ 

carbonic anhydrase 1  

Fw: 5’- GCATATCAATTGATGGCAAGTCACGACTGG – 3’ 

Rv: 5’- ACAGTTCTCGAGGAAGAAAGCTCTCACAGTTC – 3’ 

 

下線で示した配列は制限酵素 EcoRI、MunI、XhoI、SalI の何れかの認識配列を示す（図 13）。 

 

PCR により得られた DNA 断片をアガロース電気泳動後、ゲル抽出した。ゲル抽出後の

DNA 断片について、EcoRI の認識配列が存在するタンパク質は EcoRI の代わりに MunI を、

XhoI の認識配列が存在するタンパク質は SalI を用いて処理した。使用した制限酵素の組み

合わせを下記に記す。 

 

 制限酵素 

        5’側                  3’側 

clusterin MunI XhoI 

lipopolysaccharide binding protein MunI XhoI 

lysozyme EcoRI XhoI 

biliverdin reductase B EcoRI SalI 

carbonic anhydrase 1 MunI XhoI 

 

得られた DNA 断片を当研究室卒業生柳原が作製した pMXs/myc-mCoch-NKp46-CD α-

CD3ζ 柳原修士論文）を制限酵素 EcoRI（Takara）、XhoI （Takara）及び alkaline phosphatase

（Takara）で処理し、マウス由来タンパク質 Cochlin のシークエンス配列 mCoch を切り出し

た pMXs-Neo ベクター（pMXs ベクターにネオマイシン耐性遺伝子が組み込まれており、薬
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剤セレクションが可能）にライゲーションし、それぞれのウマタンパク質 cDNA を組み込

んだ。 

 

レトロウイルスの作製と BWZ.36 細胞への感染 

 レトロウイルスパッケージング細胞 Platinum-E 細胞を 5.0×105 cells/mL になるように 

D10 培地に懸濁した後、6-well plate（corning）に 2 mL ずつ分注して培養し、約 7~9 割コン

フルエントとした。続いて、ウマタンパク質の遺伝子配列を組み込んだ 2.5 µg の各 pMXs 

レトロウイルスベクター及び lipofectamine 2000 reagent （Invitrogen）をOpti-MEM（Invitrogen）

と混合（各 well に約 500 µl、この時 DNA：lipofectamine 2000=1：2.5）し、室温で 30 分間

インキュベートし、Platinum-E 細胞にトランスフェクションした。2 日後に培養上清を回収

し、500×g、10 分間遠心した上清をレトロウイルス液として得た。このレトロウイルス液を

2 mL の R10 培地に懸濁した BWZ.36 細胞（5.0×104 cells/mL）に加えて 8 µg/mL の polybrene

（富士フィルム和光純薬）存在下で感染させ、2 日間培養したものをレポーター細胞とした。 

 

FACS によるウマタンパク質の発現確認 

作製した BWZ.36 レポーター細胞 （4.0×105 cells） を 96-well U 底プレートに入れ、プレ

ートを 510×g で 3 分間遠心分離を行い、100 µL の FACS バッファーで 2 回洗浄した後、

上清を除去した。50 µL/well の抗 myc 抗体（10 µg/mL in PBS（-））を加え、4℃のインキュ

ベーターで 15 分間静置した。200 µL の FACS バッファーで 2 回洗浄した後、100 µL の 

2.5 µg/mL Goat Anti-Mouse IgG（H+L）PE Conjugate を加え、4℃のインキュベーターで 15 

分間静置した。100 µL の FACS バッファーで 2 回洗浄した後、100 µL の FACS バッフ

ァーに懸濁し、100 µL の 3 µg/mL PI を加え、1.2 mL チューブに細胞懸濁液を移した。FACS 

Calibur （BD Biosciences）で測定し、Flowjo （Tree Star Inc.） でデータ解析を行った。 
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レポーターアッセイ 

96-well ELISA plate（Greiner bio-one）に、PBS（-）で 5 μg/mL に希釈した抗 myc 抗体※を

50 μL/well で加え、4℃で一晩静置し、固相化を行った。翌日、200 μL/well の PBS（-）で 3

回洗浄し、R10 培地で希釈したレポーター細胞 1.0×105 cells を 200 μL/well で加え、37℃、

5%CO2条件下で 16 時間インキュベートした。その後、510×g、4℃、5 分間遠心し、上清を

除いて 200 μL/well の PBS（-）で洗浄した。同様に 2 回同量の PBS（-）で洗浄し、ボルテッ

クスで細胞塊を崩し、CPRG reaction buffer に溶解した 0.15 mM chlorophenolred β-D-

galactopyranoside（CPRG）（富士フィルム和光純薬）を 150 μL/well 加え、37℃で 1 時間静置

した。プレートリーダー装置 Multiscan JX （Labsystem）にて 630 nm の吸光度をリファレ

ンスとし、570 nm の吸光度を測定した。 

※ 抗 myc 抗体（9E10）は、ハイブリドーマ（CRL-1729）を ATCC ; The Global Bioresource 

Center より購入し、当研究室卒業生の胡博士が培養上清からプロテイン A カラムで精製し

たものを使用した。 

 

結果及び考察 

 クローニングした 5種類のタンパク質のシークエンス解析結果を図 14に示す。lysozyme、

biliverdin reductase B 及び clisterin については、参照した塩基配列と全て一致していた。

Carbonic anhydrase 1 は 633 番目の塩基がアデニンであり、参照した配列ではシトシンであ

った。しかしながら、翻訳された際のアミノ酸配列に変化は無かった。一方、

lipopolysaccharide binding protein については、参照した塩基配列において、319 番目のアラニ

ンであった塩基がグアニン、769 番目のアラニンがチミンとなっていた。これにより、106

番目の残基がアスパラギンからアスパラギン酸、257 番目の残基がアルギニンからシステイ

ンと互いに大きく性質の異なるアミノ酸残基となっていることを確認した。

Lipopolysaccharide binding protein はヒトにおいて数多くの一塩基多型（SNP）が報告されて
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いる（100）ため、これらの塩基の相違が SNP である可能性もあるものの、これまでにウマ

については lipopolysaccharide binding protein の SNP に関する報告は無い。また、これらの相

違が PCR のエラーに由来する可能性もあるため、再度クローニングを実施して塩基配列を

確認する必要がある。 

作製した 5 種類のレポーター細胞のウマタンパク質発現を確認するために、FACS による

タンパク質発現の確認を行った。結果を図 15 に示す。これらの結果から、レポーター細胞

が clusterin、 lipopolysaccharide binding protein、 lysozyme、biliverdin reductase B、carbonic 

anhydrase 1 を BWZ.36 細胞の表面に発現していることを確認した。しかしながら、

lipopolysaccharide binding protein については発現率が非常に低く、pMXs レトロウイルスベ

クターに組み込まれたネオマイシン耐性遺伝子を使用したネオマイシン耐性細胞株のセレ

クションが必要であると考えられる。 

 また、これらのレポーター細胞について、FACS による発現確認ではレポーターアッセイ

に必要な抗myc抗体を用いたβ-ガラクトシダーゼ活性の検出が確認できないと考えられる。

このため、作製したレポーター細胞の β-ガラクトシダーゼ活性の検出のためのレポーター

アッセイを行った。結果を図 16 に示す。lipopolysaccharide binding protein 以外のレポーター

細胞についてはその活性を確認することができたことから、lipopolysaccharide binding protein

を除く 4 種のレポーター細胞を免疫原としてラットに免疫し、これらのタンパク質に対す

る抗体を産生するハイブリドーマの作製を行うこととした。 
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第 2節 ウマタンパク質に対する抗体を産生するハイブリドーマ作製 

モノクローナル抗体は、抗体を作り出す B 細胞と、無限に増え続ける能力を持った特殊

な細胞であるミエローマ細胞を融合したハイブリドーマから作製する（100, 101）。この手順

に従い、モノクローナル抗体を作製することとした。 

 第 1 節において作製したレポーター細胞をラットに免疫し、免疫したラットから得られ

た血清中抗体のスクリーニングをレポーターアッセイにて実施した。これにより、ウマタン

パク質に対するモノクローナル抗体を産生する B 細胞が存在することを確認し、ラットか

ら得られた B 細胞をミエローマ細胞と融合させ、ウマタンパク質に対する抗体を産生する

ハイブリドーマの作製を試みた。 

 

試料・方法 

実験に使用した試薬及び試料は、第 1 節と同様のものを用いた。 

 

ラットへのレポーター細胞の免疫 

 ウマタンパク質を発現するレポーター細胞を免疫原として用いた。各レポーター細胞 を

1.0×107 cells ずつ PBS（-）に懸濁し、混合して免疫の前に -80℃ で凍結した。 免疫は計 3

回行い、各回とも、各レポーター細胞 （1.0×107 cells） をラット （LEW/SsNSlc ♀）の後肢

足蹠にそれぞれ皮下注射した。1 回目の免疫では、各 1.0×107 cells の細胞を含む凍結融解し

た細胞懸濁液  400 µL と  400 µL のフロイントコンプリートアジュバント（Adjuvant 

Complete Freund，Difco）を混合してエマルジョンを作製した。注射筒 2 本とコネクターを

用いて、5-15 分間細胞が温まらないように氷上で冷やしながら混合した。ジエチルエーテ

ル （昭和エーテル）で麻酔したラットの各後肢足蹠にそれぞれ 400 µL ずつ皮下注射した。

2 回目の免疫では、細胞懸濁液とフロイントインコンプリート（Adjuvant Imcomplete Freund、

Difco） を体積比 1：1 で混合し、エマルジョンを作製した。それ以外の操作は 1 回目の
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免疫と同様に実施した。3 回目の免疫ではアジュバントを用いずに、細胞懸濁液 400 µL の

みをラットの後肢足蹠に皮下注射した。2 回目の免疫は 1 回目の免疫の 2 週間後、3 回目の

最終免疫は 2 回目の免疫の 4 週間後に行った。 

 

ラット血清を用いたウマタンパク質発現レポーター細胞への抗体産生の確認 

 免疫を実施したラット 2 匹に対し、免疫前の血清と、2 回免疫後の血清を比較し、作製し

たレポーター細胞に対する抗体が産生されているかを確認した。96-well ELISA プレートに

5 µg/mL の Goat Anti-Rat IgG 抗体を各 well に 50 µL 加え、4℃で一晩静置することで固相

化した。その後、4.0×105 cells の各レポーター細胞に 100 倍希釈した 0.22 µm フィルター滅

菌済みの血清 500 µLを加え、4℃で 30 分間静置した。これにR10培地を 3 mL加え、510×g 、

4 ℃、3 分で遠心することで洗浄した。上清を捨て、800 µL の R10 培地を加え懸濁した。

固相化した 96-well ELISA プレート上清をアスピレートし、PBS（-）を 100 µL/well で加え、

再度同じ操作を行うことで各 well を洗浄した。洗浄した後に、レポーター細胞の懸濁液を

50 µL/ well で加え、37℃、5% CO2存在下で 16 時間培養した。その後、510×g 、4 ℃、3 分

で遠心して上清を除去し、PBS（-） を各 well に 200 µL 加え、再度 510×g で 3 分間遠心

し、上清を除いた。同様の操作で 2 回繰り返して PBS（-）で洗浄した。洗浄後、0.15 mM 

CPRG を含む CPRG Reaction Buffer を 100 µL/well で加え、37℃、2 時間インキュベートし

た。プレートリーダー（Multiscan JX; Labsystems）で 630 nm の吸光度をリファレンスとし

て 570 nm の吸光度を測定した。 

 

ウマタンパク質に対する抗体産生ハイブリドーマ細胞の作製 

細胞融合法により、レポーター細胞を免疫したラット由来のリンパ節細胞とマウスミエ

ローマ細胞である PAI 細胞からなるハイブリドーマ細胞を作製した。事前に PAI 細胞を培

養している培地に 8-azaguanine 溶液を加え、数日間培養することで、HGPRT 欠損株を選択
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した。さらに 8-azaguanine を培地から除去した状態で数日間培養した。最終免疫の 3 日後、

ラットをエーテル麻酔死させた後に，膝窩リンパ節と鼠径リンパ節と腸骨リンパ節を摘出

し、それぞれ RPMI 1640 が 10 mL 入った 10 cm dish に入れて回収した。セルストレイナー

（Becton Dickinson）上で組織を破砕し、細胞懸濁液を得た。細胞を 20 mL の RPMI 1640 に

懸濁し、50 mL チューブ（Griener）に移した。280×g、室温で 7 分間遠心分離し、上清を除

去後、RPMI 1640 を 20 mL 加えてさらに 2 回洗浄したのち、再度凝集した細胞を除くため

にセルストレーナーに通して、得られたリンパ節細胞の数を数えた。融合するミエローマ細

胞 （PAI） も同様に RPMI 1640 で洗浄し、細胞数を数えた。リンパ球とミエローマの細胞

数の比が 2:1 になるように混ぜ、280×g、室温で 7 分間遠心し、上清を完全に取り除いた。

37℃ 水浴上で、ペレットに 1 mL の 50 % Polyethylene Glycol 1500（PEG 1500, Roche） をゆ

っくりと攪拌しながら 1 分間かけて滴下した後、1 分間 37℃で静置することで、ミエロー

マ細胞とリンパ球の細胞融合を行った。ここに、1 mL の RPMI 1640 を撹拌しながら 1 分

間かけてゆっくり加え、さらに 3 mL の RPMI 1640 を撹拌しつつ 3 分間以上かけて加えた。

最後に 10 mL の RPMI 1640 を撹拌しつつゆっくり加え、37℃の恒温槽で 5 分間静置した。

融合した細胞を 280×g、室温で 7 分間遠心した後、5.0×105 cells/mL となるように HAT 培地

で懸濁した。 96-well flat-bottomプレートの各wellに200 µLずつ細胞懸濁液を添加し、37℃、

5 % CO2 インキュベーターで培養した。 

 

レポーターアッセイによる抗 biliverdin reductase B 及び clusterin 抗体産生ハイブリドーマの

一次スクリーニング 

ハイブリドーマ上清中に含まれる抗体と、細胞表面上の biliverdin reductase B 若しくは

clusterin に対する結合を、biliverdin reductase B 若しくは clusterin を発現するレポーター細胞

を用いたレポーターアッセイで検出した。96-well ELISA プレートに 5 µg/mL のヤギ抗 Rat 

IgG 抗体を各 well に 50 µL 加え、常温で 7 時間、静置することで固相化した。上清をアス
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ピレートし、PBS（-）を各 well に 150 µL 加え、アスピレートし、再度同じ操作を行うこと

で各 well を洗浄した。洗浄した後に、100 μL ハイブリドーマ細胞の培養上清を加え、4 ℃、

3 時間反応させた。なお、ネガティブコントロールとして PBS で処理した well、ポジティブ

コントロールとして 1 µg/mL の抗 myc 抗体を含む PBS で処理した well を用意した。インキ

ュベート後、上清を取り除き、PBS（-）を各 well に 150 µL 加え、アスピレートした。R10

培地を 50 μL /well に 3.5×104 cells/well の各レポーター細胞を混合・懸濁して加え、5% CO2

存在下で 18 時間培養した。その後、前述した方法で CPRG による発色と吸光度の測定を行

った。 

 

レポーターアッセイによる抗 biliverdin reductase B 及び clusterin 抗体産生ハイブリドーマの

二次スクリーニング 

 一次スクリーニングで陽性を示したハイブリドーマの培養上清について、biliverdin 

reductase B 及び clusterin に対する結合をレポーターアッセイで再度評価した。方法は前述

した方法に準じた。 

 

FACS による抗 biliverdin reductase B 及び clusterin 抗体産生ハイブリドーマの三次スクリー

ニング 

 二次スクリーニングのレポーターアッセイで陽性を示したハイブリドーマの培養上清に

ついて、biliverdin reductase B 及び clusterin への結合性を FACS によって解析した。biliverdin 

reductase B 及び clusterin を発現するレポーター細胞 （各 1.0×106 cell/ mL）を 96-well U 底プ

レートに 200 μL/well 入れ、プレートを 510×g で 3 分間遠心分離を行い、200 μL の FACS バ

ッファーで 2 回洗浄した後、上清を除去した。50 μL /well のハイブリドーマの培養上清を

加え、4℃で 15 分間静置した。200 μL の FACS バッファーで 2 回洗浄した後、20 μL の 5 

μg/mL Goat Anti-Mouse IgG（H+L）PE Conjugate を加え、4℃で 30 分間静置した。200 μL の 
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FACS バッファーで 2 回洗浄した後、200 μL の FACS バッファーに懸濁し、1.2 mL チュー

ブに細胞懸濁液を移した。測定直前に 100 μL の 3 μg/mL PI を加え、FACS Calibur（BD 

Biosciences）で測定し、FlowJo （Tree Star Inc.） でデータ解析を行った。 

 

限界希釈法によるクローン化 

三次スクリーニング後に拡大培養したハイブリドーマを回収し、細胞数をカウントした。

細胞懸濁液の濃度が 1 cell/well （5 cells/mL） となるようにハイブリドーマ培地で希釈した。

細胞懸濁液を 96-well flat-bottom プレートに 200 μL ずつ播き、37℃、インキュベーターで 10 

日間培養した。その培養上清を用いて、biliverdin reductase B 及び clusterin に対する結合の

スクリーニングを FACS により行い、クローン化された抗 biliverdin reductase B 抗体産生ハ

イブリドーマを得た。 

 

FACS によるによる抗 clusterin 及び biliverdin reductase B 抗体産生ハイブリドーマの四次ス

クリーニング 

 限界希釈法によってクローン化を行ったハイブリドーマの培養上清について、clusterin 及

び biliverdin reductase B に対する結合を FACS で再度評価した。方法は前述した方法に準じ

た。 
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結果及び考察 

 レポーター細胞で 2 回免疫した後のラット血清中に含まれるウマタンパク質に対する抗

体の有無をレポーターアッセイにより評価した。結果を図 17 に示した。発現ベクターが導

入されていない BWZ.36 細胞、lysozyme 及び carbonic anhydrase 1 を発現するレポーター細

胞には β-ガラクトシダーゼ活性が見られず、biliverdin reductase B 及び clusterin を発現する

レポーター細胞には β-ガラクトシダーゼ活性が見出された。これにより、ラット血清中に

biliverdin reductase B 及び clusterin に対する抗体が産生されていることが示唆された。この

結果を受け、これらのタンパク質に対する抗体を産生する B 細胞（ラット A の膝窩リンパ

節、鼠径リンパ節及び腸骨リンパ節由来）とマウスミエローマ細胞である PAI 細胞を融合さ

せることにより、ハイブリドーマ作製を試みた。ハイブリドーマの作製後、ハイブリドーマ

の培養上清を使用して、biliverdin reductase B 及び clusterin に対して特異的に結合する抗体

を産生するハイブリドーマを選定する一次スクリーニングをレポーターアッセイにより実

施した。なお、一次スクリーニングにおいては実験にかかる時間を短縮するため、biliverdin 

reductase B 及び clusterin を発現するレポーター細胞を同じ比率で混合したものを用いた。結

果を一部抜粋の上、図 18 に示した。これにより、スクリーニングポジティブな計 47 well を

得た。 

一次スクリーニングの結果から、biliverdin reductase B 若しくは clusterin を発現するレポ

ーター細胞に対して、培養上清中の抗体が特異的に結合することを示唆する結果が得られ

た。次に、biliverdin reductase B と clusterin のどちらのタンパク質に対する抗体が存在して

いるかを確かめるため、一次スクリーニングポジティブであった培養上清を使用し、各レポ

ーター細胞に対する結合性を別々にレポーターアッセイにて解析した。結果を図 19 に示し

た。本結果から、全ての培養上清は、発現ベクターが導入されていない BWZ.36 細胞に対し

て β-ガラクトシダーゼ活性を認めず、biliverdin reductase B 及び clusterin を発現するレポー

ター細胞に対しては活性を認めた。このことから、スクリーニングポジティブであった全て
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の培養上清において、biliverdin reductase B 及び clusterin に対して特異的に結合する抗体が

含まれることを示唆する結果となった。ただし、今回使用した各レポーター細胞の発現ベク

ターには共に myc タグが組み込まれており、myc タグに対する抗体が産生されている可能

性がある。 

レポーターアッセイによる二次スクリーニングがポジティブであったもののうち、特に

高い β-ガラクトシダーゼ活性を示した計 24 well について、その培養上清を使用し、FACS

によって biliverdin reductase B 及び clusterin を発現するレポーター細胞に対する結合性を解

析した（三次スクリーニング）。解析の結果、全ての well の培養上清について、ウマタンパ

ク質に対する明らかな結合の増加を認めなかった（図 20-1 及び 20-2）。このような結果が得

られた理由としては、選定した well にウマタンパク質とは異なる物質に結合する抗体を産

生する多種類のハイブリドーマが混在していたためと考察した。例えば、図 20-1 における

control（2 次抗体のみで処理した発現ベクターが導入されていない BWZ.36 細胞）の示す蛍

光強度に比較して、青色のヒストグラム（12-D-12 の培養上清で処理した発現ベクターが導

入されていない BWZ.36 細胞）が強い蛍光強度を示している。これは、ウマタンパク質以外

の BWZ.36 細胞の表面に存在する物質に対する抗体が結合していることを示している。今

回、これらに対する結合が主として FACS で観測されており、結果的にウマタンパク質に対

する特異的な結合を区別して解析しづらくなっているものと考えられた。なお、これに類似

した結果が 2-F-9 や 4-F-5 をはじめとした他の well の培養上清においても観測されている

（図 20-2）。これらのことから、ハイブリドーマのクローン化を行った上で FACS による抗

体の結合性を再度評価する必要があると考え、三次スクリーニングにおいて、発現ベクター

が導入されていない BWZ.36 細胞に比較し、biliverdin reductase B を発現するレポーター細

胞に対して若干の強い結合性を示す結果（図 20-1）が得られた 12-D-12 の well に含まれる

ハイブリドーマについて、限界希釈培養を実施した。 

限界希釈培養を実施して得られた 16 種のハイブリドーマのクローン培養上清について、
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FACS により biliverdin reductase B 及び clusterin を発現するレポーター細胞に対する結合性

を評価した（四次スクリーニング）。その結果、クローン培養上清（2-E-12）が、発現ベクタ

ーが導入されていない BWZ.36 細胞及び clusterin を発現するレポーター細胞に対して結合

性を示さず、biliverdin reductase B を発現するレポーター細胞に対して特異的に結合するこ

とを示す結果が得られた（図 21-1）。レポーター細胞のヒストグラムについて、発現ベクタ

ーが導入されていない BWZ.36 細胞のヒストグラムと完全に分離しなかった理由として、

図 15 に示すように、biliverdin reductase B を発現するレポーター細胞は約 50%程度であり、

biliverdin reductase B を発現しない細胞群が蛍光強度の増加を示さなかったためと推測され

る。また、本培養上清に含まれる抗体は、clusterin を発現するレポーター細胞に対して結合

性を示さなかったことから、myc タグに対する抗体が産生されている可能性も否定された。

しかしながら、本培養上清において処理した発現ベクターが導入されていない BWZ.36 細

胞において、二次抗体のみで処理した control に比較し、若干の蛍光強度の増加が観測され

ている。これについて、培養上清中に含まれる不純物によって BWZ.36 細胞に対する非特異

的な結合が観測された可能性もあることから、今後は、培養上清中の抗体をプロテイン A カ

ラムなどによってアフィニティー精製し、結合性を再度評価する必要がある。なお、他のク

ローン由来の培養上清を用いた場合、蛍光強度の明らかな増加は見られなかった。図 21-2

に結果を示した。 

今回、FACS による四次スクリーニングにおいて、限界希釈培養により取得したどのクロ

ーンにおいても clusterin に対する結合性を見出すことが出来なかった。図 21-2 に示す 2-F-

1 のクローン培養上清の結果をはじめとして、若干の結合性を示すハイブリドーマ培養上清

が見られるものの、その結合は非常に弱いものと考えられる。これについて、培養上清が含

まれる抗体が非常に低濃度であり、結合が観測できなかった可能性があることから、培養時

間を延長して十分数のハイブリドーマの増殖を確認し、再度結合性を解析する必要がある

と考えられる。また、限界希釈培養によって得られたクローン数は 16 種と少ないため、
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clusterin に対して強い結合性を示す抗体を産生するハイブリドーマが、限界希釈培養によっ

て選択されたハイブリドーマから漏れてしまった可能性が高い。再び限界希釈培養を再度

実施し、より多くのクローン化したハイブリドーマ培養上清について、結合性解析の検討が

必要である。 

 

 以上の検討により、抗体作製を目的とした 5 種のウマタンパク質（ clusterin、

lipopolysaccharide binding protein、lysozyme、biliverdin reductase B、carbonic anhydrase 1）のう

ち、biliverdin reductase B に対して特異的に結合する抗体を産生するハイブリドーマを得る

ことができた。今後は得られたハイブリドーマを拡大培養し、その培養上清から回収した抗

体のアイソタイプの特定、プロテイン A カラムによるアフィニティー精製を行い、抗体の

純度確認などを実施する必要がある。 
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総括 

 本研究によって、ウマ血清中のタンパク質を網羅的に解析可能な質量分析法に基づく定

量法を確立した。本法により 200 種以上のウマ血清タンパク質を同時に測定することが可

能である。ウマの重篤な疾病の一つである腸炎を発症したウマ血清に本法を適用し、その早

期及び予後診断に有用と考えられるバイオマーカー候補となる 8 種のタンパク質を同定し

た。8 種のタンパク質に対して、腸炎発症群内の生存及び死亡群間の濃度比較や経時的な濃

度変化の観察、呼吸器疾患発症馬由来血清と量的比較を実施し、ウマ腸炎に対する早期及び

予後診断などといった目的に応じた各タンパク質の有用性が示された。その一方で、各タン

パク質の濃度変化には大きな個体差がみられ、単一のバイオマーカーをもってウマ腸炎の

病態を把握することは困難と予測された。このことに関して、多彩な病態を示すウマ腸炎に

おいては、これらのタンパク質を組み合わせて測定することが、病態の把握する上で重要で

はないかと考えられる。例えば、各タンパク質の濃度変化から予想される病態（溶血、細胞

の壊死及び細菌感染等）を基に適切な治療法を選択すれば、ウマ腸炎の生存率を改善できる

可能性がある。 

 これらの予測を検証するためには、サンプルサイズを拡大した検討が必要である。本研究

で実施した網羅的解析は、実験にかかる時間や手間、コストの観点から多数の検体を分析す

ることが困難であるため、多検体測定に適した測定系を構築しなければならない。そこで

ELISA 法に基づく測定系の確立を目的とし、バイオマーカー候補となるタンパク質に対す

るモノクローナル抗体の作製を試みた。検討の結果、biliverdin reductase B に対するモノク

ローナル抗体を産生するハイブリドーマを得ることができた。biliverdin reductase B は本研

究の第一章において、特にウマ腸炎の死亡群において発症初期から有意に上昇しており、予

後の診断にも有用なタンパク質であることを示す結果が得られている。これを立証するた

め、まずは得られた抗体の精製や、臨床検体を用いた抗体の特異性確認等、実用化に向けた

検討を実施する必要がある。また、本抗体を用いて確立した ELISA 法に基づく測定系によ
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って、より多くのウマ腸炎血清検体中の biliverdin reductase B 濃度データを収集し、これに

カルテ情報に基づく臨床所見などを加味し、バイオマーカーとしての有用性を証明するこ

とを目的としたい。 
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表 1-1. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2I2E9 Serum albumin  ALB 86 85 85 

F6RI47 Alpha-2-macroglobulin A2M 67 91 60 

A0A5F5PRC5 Serotransferrin TF 77 56 51 

A0A3Q2HWQ6 Uncharacterized protein LOC100060505 65 87 74 

F6Z2L5 Apolipoprotein A1 APOA1 82 36 36 

H9GZT5 Uncharacterized protein  ND 39 22 4 

A0A3Q2HRX3 Apolipoprotein B  APOB 25 67 63 

F7CS60 Fibronectin  FN1 34 49 49 

F6PQ46 Ceruloplasmin  CP 45 38 38 

F6VJR6 Alpha-1B-glycoprotein  A1BG 58 22 22 

F7CSL8 SERPIN domain-containing protein  LOC100065068 52 23 10 

F6T0P6 GC vitamin D binding protein  GC 76 29 29 

A0A5F5PLA4 Uncharacterized protein  ND 44 19 2 

A0A3Q2IDD2 Uncharacterized protein  CFB 46 32 32 

F6QX36 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 1  ITIH1 50 31 31 

Q95M34 Immunoglobulin gamma 1 heavy chain constant region (Fragment)     IGHC1 64 18 15 

H9GZQ9 Uncharacterized protein  ND 48 15 8 

F7BFJ1 Prothrombin  F2 53 29 29 

 

 



 

 

表 1-2. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

H9GZU8 Uncharacterized protein  ND 46 15 8 

H9GZN9 Uncharacterized protein  ND 45 20 20 

B5BV09 Alpha-1-antitrypsin   Spi2-10 49 18 4 

B5BV12 Alpha-1-antitrypsin   Spi2-13 36 13 5 

F7CYR1 Serpin family C member 1  SERPINC1 63 24 24 

A0A5F5PZ87 Uncharacterized protein  LOC100065068 43 15 2 

B5BV04 Alpha-1-antitrypsin   Spi2-5 40 16 5 

F6XWM5 Haptoglobin G LOC100067869 56 17 17 

F6USP9 Plasminogen G   PLG 45 28 28 

F6REX3 Uncharacterized protein  LOC100061763 35 30 30 

A0A3Q2H3F6 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4  ITIH4 41 26 26 

A0A3Q2H1L4 Gelsolin  GSN 42 20 20 

F6W4R2 Angiotensinogen  AGT 63 20 20 

F7BTW7 Uncharacterized protein  LOC100060539 58 18 6 

H9GZV1 Uncharacterized protein  ND 47 15 15 

F6UL68 Transthyretin  TTR 63 12 12 

F7DAF6 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 2  ITIH2 30 18 18 

F7C450 Alpha 2-HS glycoprotein  AHSG 43 12 12 

F6ZI35 Histidine rich glycoprotein   HRG 38 16 16 

 



 

 

表 1-3. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F7CZW9 Serpin family G member 1  SERPING1 31 11 11 

F6ZQ77 Uncharacterized protein  CFH 35 28 20 

F6PKE1 Serotransferrin  TF 40 19 15 

F6X1I8 Hemopexin  HPX 54 20 20 

F6RM73 Apolipoprotein A-II  APOA2 55 6 6 

F7C0D9 Kininogen 1  KNG1 39 14 14 

A0A5F5Q393 Uncharacterized protein  ND 38 10 9 

F6Z041 Apolipoprotein H  APOH 41 12 12 

A0A5F5PEG5 Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor  AMBP 45 13 13 

A0A0A1E487 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)    IGL 35 5 2 

F7A692 Complement C5 C5 20 17 17 

A0A3Q2H1D2 Ig-like domain-containing protein  G-CONTAINING 35 7 7 

A0A3Q2H875 Hemoglobin subunit alpha   HBA 82 8 8 

A0A5F5PGW4 Uncharacterized protein  ND 42 10 5 

A0A3Q2IDC4 Carboxylic ester hydrolase  LOC100050840 9 3 2 

F6QFD9 Carboxypeptidase N subunit 2  CPN2 26 12 12 

F7DTV1 Paraoxonase 1  PON1 44 9 9 

F7B3I5 Afamin  AFM 36 16 16 

A0A1K0FUE2 Globin A1  GLNA1 77 8 8 

 



 

 

表 1-4. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2L3I3 Clusterin    CLU 35 11 11 

F6PUW3 Maltase-glucoamylase  MGAM 12 14 14 

F6UFT2 Complement component C9  C9 21 7 7 

A0A3Q2HVB6 Uncharacterized protein   C4BPA 25 12 12 

F7A1W7 Apolipoprotein C2  APOC2 37 3 3 

F7BM31 Serpin family D member 1  SERPIND1 24 9 9 

A0A0A1E4E7 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)   IGL 30 6 2 

F7APU2 Uncharacterized protein  CFI 21 9 9 

F6ZRH8 Uncharacterized protein  ND 18 12 4 

A0A3Q2I0V8 Apolipoprotein C-III  APOC3 30 4 4 

A0A5F5PXB8 Uncharacterized protein  ND 22 6 6 

G5CW75 Apolipoprotein B (Fragment)  ApoB 31 8 4 

F6V881 Vitronectin  VTN 11 4 4 

F7DRS2 Serpin family A member 6  SERPINA6 18 6 6 

A0A5F5PEE6 Apolipoprotein A4  APOA4 27 10 10 

A0A3Q2I8Y6 Alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding  AZGP1 32 8 8 

F7DGR1 Coagulation factor XII  F12 23 8 8 

F7BKE1 Serpin family F member 1  SERPINF1 23 6 6 

F6ZLR1 Serpin family A member 3  SERPINA3 12 3 3 

 



 

 

表 1-5. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A5F5PWY1 Fetuin B  FETUB 30 8 8 

A0A5F5PQS3 Complement C8 alpha chain  C8A 20 8 8 

A0A3Q2I427 Leucine rich alpha-2-glycoprotein 1  LRG1 30 7 7 

F7BQD6 Complement C1s C1S 19 7 7 

A0A3Q2HC10 CD5 molecule like  CD5L 16 5 5 

F7BUV8 Adiponectin A  C1QB 25 5 5 

F6Z5L1 Complement C1r  C1R 25 8 8 

A0A5F5PW18 Serpin family F member 2  SERPINF2 23 5 5 

F6QYS3 Extracellular matrix protein 1  ECM1 25 6 6 

A0A3Q2HDF1 Retinol-binding protein 4  RBP4 10 2 2 

A0A3Q2HR98 Ig-like domain-containing protein  G-CONTAINING 45 2 2 

A0A3Q2HW24 Joining chain of multimeric IgA and IgM  JCHAIN 22 5 5 

A0A3Q2I4S4 Complement C7   C7 10 6 6 

A0A5F5Q4D2 Serpin family A member 10  SERPINA10 13 4 4 

A0A5F5PUU0 Uncharacterized protein  ND 46 4 3 

F7AE68 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3 ITIH3 7 2 2 

F6QDQ1 Peptidoglycan recognition protein 2  PGLYRP2 20 3 3 

A0A5F5PLA5 Amine oxidase copper containing 3  AOC3 8 4 4 

A0A3Q2HNH0 Microfibril associated protein 4  MFAP4 16 2 2 

 



 

 

表 1-6. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F6VZ73 Hyaluronan binding protein 2  HABP2 5 2 2 

A0A3Q2KUV4 Phospholipase A2 group VII  PLA2G7 6 2 2 

F6TDH5 Coagulation factor X     F10 5 2 2 

F6SIE2 Intercellular adhesion molecule 3  ICAM3 5 2 2 

A0A3Q2GT53 C-type lectin domain family 3 member B  CLEC3B 13 2 2 

F6YWC0 Uncharacterized protein  LOC106783161 8 2 2 

A0A5F5PST7 Uncharacterized protein  GPX3 6 2 2 

A0A3Q2LG05 Glycosylphosphatidylinositol specific phospholipase D1  GPLD1 6 2 2 

    
ND : not determined 

 

表 2. serum albumin のキャリーオーバーの評価 

    ウマ 1 ウマ 2 ウマ 3 

signal intensity 

(serum albumin) 

洗浄前 1.078E+11 1.108E+11 1.046E+11 

洗浄後 2.297E+09 2.133E+09 5.454E+08 

洗浄後/洗浄前（%） 2.131% 1.925% 0.521% 

 

 

 

 

 



 

 

表 3. serotransferrin、apolipoprotein C2 及び CD14 の signal intensity の繰り返し再現性（n=3） 

 CV (%) 

  Horse 1 Horse 2 Horse 3 

serotransferrin 6.24 6.93 12.4 

apolipoprotein C2 7.86 12.3 17.3 

CD14  15.3 19.3 9.75 

 

 

表 4. トリプシン処理時間によるタンパク質同定数比較（n=3） 

  
トリプシン加水分解時間 

    6 時間 12 時間 18 時間 

タンパク質同定数 178 ± 9.9 190 ± 13 194 ± 22 

 

 

表 5. LC グラジエント時間によるタンパク質同定数比較（n=3） 

  
LC グラジエント時間 

    15 分間 30 分間 60 分間 120 分間 180 分間 

タンパク質同定数 144 ± 3.3 158 ± 14 188 ± 13 187 ± 12 193 ± 19 

 

 

 

 

 



 

 

表 6. AGC target によるタンパク質同定数比較 

  
AGC target (dd-MS2) 

    50,000 100,000 200,000 300,000 500,000 

AGC target 

(Full MS) 

50,000 131 148 141 181 162 

100,000 129 167 138 174 153 

200,000 145 173 158 157 164 

300,000 164 190 182 188 134 

500,000 183 184 182 143 112 

 

 

表 7. Dynamic exclusion によるタンパク質同定数比較（n=3） 

  
Dynamic exclusion 

    2 秒 5 秒 10 秒 20 秒 50 秒 

タンパク質同定数 150 ± 8.1 180 ± 9.1 185 ± 1.0 177 ± 8.7 176 ± 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

表 8-1. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2I2E9 Serum albumin    ALB 90 111 106 

F6RI47 Alpha-2-macroglobulin    A2M 74 114 76 

A0A3Q2HWQ6 Uncharacterized protein    LOC100060505 76 118 101 

A0A5F5PRC5 Serotransferrin    TF 82 72 64 

A0A3Q2HRX3 Apolipoprotein B  APOB 47 151 123 

F6XSF7 Uncharacterized protein  LOC100059239 70 78 78 

F7CS60 Fibronectin    FN1 53 85 85 

A0A5F5PU06 Alpha-2-macroglobulin    A2M 53 65 27 

F6PQ46 Ceruloplasmin    CP 57 54 54 

F6Z2L5 Apolipoprotein A1    APOA1 89 48 48 

F6T0P6 GC vitamin D binding protein   GC 82 36 36 

F6REX3 Uncharacterized protein    LOC100061763 57 57 57 

F7BFJ1 Prothrombin    F2 56 35 35 

F6QX36 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 1    ITIH1 51 39 39 

A0A3Q2IDD2 Uncharacterized protein    CFB 53 39 39 

H9GZT5 Uncharacterized protein     ND 42 27 5 

F6VJR6 Alpha-1B-glycoprotein    A1BG 59 24 24 

F6USP9 Plasminogen PLG 69 45 45 

F7CYR1 Serpin family C member 1 SERPINC1 70 31 31 

 



 

 

表 8-2. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F6UL68 Transthyretin   TTR 63 23 12 

F6ZI35 Histidine rich glycoprotein    HRG 57 28 25 

A0A5F5Q393 Uncharacterized protein     ND 55 33 16 

A0A3Q2L3I3 Clusterin     CLU 51 25 23 

F7C450 Alpha 2-HS glycoprotein    AHSG 45 26 14 

F7B3I5 Afamin    AFM 44 31 25 

F6PUW3 Maltase-glucoamylase    MGAM 28 36 34 

A0A3Q2HVB6 Uncharacterized protein    C4BPA 33 18 18 

A0A5F5PEG5 Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor     AMBP 48 23 19 

F6Z041 Apolipoprotein H    APOH 48 26 15 

A0A1K0FUE2 Globin A1    GLNA1 90 25 14 

F6RZ27 Apolipoprotein A4 APOA4 60 34 27 

A0A5F5PW18 Serpin family F member 2     SERPINF2 47 18 14 

A0A3Q2I8Y6 Alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding    AZGP1 50 19 16 

F7APU2 Uncharacterized protein  CFI 36 20 17 

F7DGR1 Coagulation factor XII  F12 39 19 16 

F7BQD6 Complement C1s    C1S 43 27 20 

A0A5F5PGW4 Uncharacterized protein     ND 48 14 7 

F6ZV64 Desmoplakin DSP 13 30 26 

 



 

 

表 8-3. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F6UL68 Transthyretin   TTR 63 23 12 

F6ZI35 Histidine rich glycoprotein    HRG 57 28 25 

A0A5F5Q393 Uncharacterized protein     ND 55 33 16 

A0A3Q2L3I3 Clusterin     CLU 51 25 23 

F7C450 Alpha 2-HS glycoprotein    AHSG 45 26 14 

F7B3I5 Afamin    AFM 44 31 25 

F6PUW3 Maltase-glucoamylase    MGAM 28 36 34 

A0A3Q2HVB6 Uncharacterized protein    C4BPA 33 18 18 

A0A5F5PEG5 Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor     AMBP 48 23 19 

F6Z041 Apolipoprotein H    APOH 48 26 15 

A0A1K0FUE2 Globin A1    GLNA1 90 25 14 

F6RZ27 Apolipoprotein A4 APOA4 60 34 27 

A0A5F5PW18 Serpin family F member 2     SERPINF2 47 18 14 

A0A3Q2I8Y6 Alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding    AZGP1 50 19 16 

F7APU2 Uncharacterized protein  CFI 36 20 17 

F7DGR1 Coagulation factor XII  F12 39 19 16 

F7BQD6 Complement C1s    C1S 43 27 20 

A0A5F5PGW4 Uncharacterized protein     ND 48 14 7 

F6ZV64 Desmoplakin DSP 13 30 26 

 



 

 

表 8-4. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F6ZRH8 Uncharacterized protein     ND 24 17 6 

F7BM31 Serpin family D member 1 SERPIND1 46 27 20 

F7DTV1 Paraoxonase 1    PON1 52 17 14 

F6WDW3 IF rod domain-containing protein    KRT10A 20 16 11 

A0A3Q2H875 Hemoglobin subunit alpha    HBA 84 20 10 

F6QFD9 Carboxypeptidase N subunit 2    CPN2 35 18 14 

G5CW75 Apolipoprotein B (Fragment)    ApoB 54 26 5 

F6UFT2 Complement component C9   C9 34 16 14 

F6RM73 Apolipoprotein A-II    APOA2 66 20 9 

F7DU87 BPI fold containing family A member 2   BPIFA2 73 14 2 

A0A3Q2I4S4 Complement C7    C7 26 19 14 

F6VBP9 Apolipoprotein E APOE 45 13 12 

A0A3Q2HC10 CD5 molecule like    CD5L 27 10 10 

A0A3Q2LCW0 Uncharacterized protein    KRT6C 23 14 6 

A0A3Q2I0V8 Apolipoprotein C-III    APOC3 50 17 7 

F7BKE1 Serpin family F member 1    SERPINF1 47 14 12 

A0A0A1E6P5 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)   IGL 44 9 2 

F6QYS3 Extracellular matrix protein 1    ECM1 41 17 13 

F6Z5L1 Complement C1r   C1R 36 16 13 

 



 

 

表 8-5. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A5F5PQS3 Complement C8 alpha chain    C8A 25 14 10 

A0A3Q2HTG2 Fibrinogen alpha chain   FGA 21 12 11 

F7DRS2 Serpin family A member 6    SERPINA6 26 8 8 

A0A5F5Q4D2 Serpin family A member 10   SERPINA10 36 11 11 

F7DZ01 Coagulation factor V  F5 12 19 17 

A0A5F5PZX4 Attractin    ATRN 12 15 14 

A0A3Q2I427 Leucine rich alpha-2-glycoprotein 1    LRG1 36 10 9 

F6PPQ0 Complement C2   C2 34 18 15 

F6RRV1 Fetuin B   FETUB 39 16 13 

F6ZLR1 Serpin family A member 3   SERPINA3 19 8 7 

A0A3Q2LBE4 Insulin like growth factor binding protein acid labile subunit    IGFALS 27 10 9 

A0A3Q2I6F9 IF rod domain-containing protein    KRT6C 23 9 6 

A0A5F5PXB8 Uncharacterized protein     ND 27 9 8 

A0A3Q2GT53 C-type lectin domain family 3 member B  CLEC3B 28 13 8 

A0A3Q2LBD1 Complement C8 beta chain    C8B 28 13 10 

A0A3Q2IDC4 Carboxylic ester hydrolase    LOC100050840 9 10 2 

F6SHJ8 IF rod domain-containing protein    KRT2 12 11 4 

F7A1W7 Apolipoprotein C2    APOC2 45 8 4 

A0A5F5PLV2 Carboxypeptidase B2  CPB2 33 13 12 

 



 

 

表 8-6. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F7BUV8 Adiponectin A    C1QB 27 10 6 

F6V881 Vitronectin  VTN 19 11 6 

A2Q0Z2 Lumican    LUM 25 17 8 

F6S8W6 Keratin 75   KRT75 13 10 2 

A0A5F5Q220 Junction plakoglobin  JUP 19 12 12 

A0A5F5PUU0 Uncharacterized protein     ND 55 14 4 

A0A3Q2HDF1 Retinol-binding protein 4    RBP4 21 6 6 

F7A5E3 Actin gamma 1    ACTG1 37 9 6 

A0A3Q2HI93 Phospholipid transfer protein    PLTP 24 15 7 

F7AE68 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3   ITIH3 17 13 7 

F7DBT2 Complement C1q C chain    C1QC 24 9 6 

F7ATL5 Keratin 13  KRT13 19 7 7 

F7CVH6 Plakophilin 1    PKP1 11 7 6 

A0A5F5Q2J1 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic    GOT1 31 8 8 

A0A3Q2HW24 Joining chain of multimeric IgA and IgM    JCHAIN 34 9 8 

F6TDH5 Coagulation factor X    F10 22 8 7 

F6Y0C1 Complement C8 gamma chain    C8G 47 8 6 

F6Z129 Vanin 1   VNN1 16 8 4 

F6VZ73 Hyaluronan binding protein 2   HABP2 19 14 8 

 



 

 

表 8-7. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3B0ITS7 Adiponectin C  ADIC 23 8 3 

A0A3Q2GXX5 Fibulin-1    FBLN1 15 8 2 

F7AWQ9 Interleukin 1 receptor accessory protein   IL1RAP 17 13 9 

F6QDQ1 Peptidoglycan recognition protein 2   PGLYRP2 26 8 5 

A0A5F5PI45 Uncharacterized protein    LOC100059994 10 8 2 

A0A061DBP6 von Willebrand factor   VWF 4 7 6 

A0A3Q2LAH2 Multiple inositol-polyphosphate phosphatase 1  MINPP1 27 8 6 

B3IVM0 Pyruvate kinase    PKM 29 15 10 

F7C6S0 Matrix metallopeptidase 19    MMP19 24 6 6 

A0A3Q2L2R4 Lipocln_cytosolic_FA-bd_dom domain-containing protein LOC100051562 26 8 3 

A0A5F5PYS7 Keratin 1    KRT1 7 8 2 

F6PZG1 Pentaxin    CRP 41 10 6 

A0A3Q2H075 Vitamin K-dependent protein C    PROC 14 7 6 

F6XM13 Apolipoprotein D    APOD 31 5 5 

A0A3Q2H8G8 Carboxylic ester hydrolase    LOC100050764 9 3 2 

F7DZE7 Adiponectin D   ADIPOQ 13 8 3 

F6UEG9 Apolipoprotein M     APOM 30 10 4 

A0A5F5Q0H5 Lymphocyte cytosolic protein 1    LCP1 15 7 6 

A0A3Q2LFB3 Actin alpha cardiac muscle 1    ACTC1 30 7 2 

 



 

 

表 8-8. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A5F5PST7 Uncharacterized protein  GPX3 32 7 6 

A0A5F5Q0B3 Eukaryotic translation elongation factor 2    EEF2 10 7 6 

A0A5F5PGY6 Complement C6   GN=C6   C6 10 7 5 

O97677 Transferrin (Fragment)     TF 57 12 2 

F6PR90 Kallikrein B1    KLKB1 12 6 6 

A0A5F5Q197 Uncharacterized protein     ND 21 6 2 

F6RMK1 C-X-C motif chemokine   LOC100630489 33 8 4 

A0A3Q2HAN3 Protein S    PROS1 7 7 7 

F6PVG3 EGF containing fibulin extracellular matrix protein 1    EFEMP1 14 10 5 

F6RFT9 Coagulation factor IX    F9 16 12 5 

F6YWC0 Uncharacterized protein   LOC106783161 23 7 6 

F6YR34 Thrombospondin 1     THBS1 8 6 6 

F6WZA8 Carboxypeptidase N subunit 1    CPN1 16 12 4 

F6VB94 Transforming growth factor beta induced      TGFBI 10 7 4 

A0A3Q2HCW6 Fibrinogen C-terminal domain-containing protein     LOC100069029 8 6 2 

A0A3Q2LPE6 Annexin    ANXA2 14 7 3 

F6YXS1 Colony stimulating factor 1 receptor   CSF1R 5 7 3 

A0A3Q2LG05 Glycosylphosphatidylinositol specific phospholipase D1    GPLD1 10 6 5 

A0A3Q2GYK6 Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta   YWHAZ 21 10 4 



 

 

 

表 8-9. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2KUV4 Phospholipase A2 group VII    PLA2G7 11 4 4 

F7C7J6 Coagulation factor XIII B chain    F13B 11 6 6 

F6SP74 Complement factor properdin    CFP 11 8 3 

A0A3Q2I5T2 Cystatin C    CST3 46 8 3 

F6Y2H3 Peptidase D     PEPD 11 4 3 

F6ZPQ6 Serum amyloid A protein    SAA1 46 7 5 

F7CC84 Carboxylic ester hydrolase    BCHE 9 6 3 

F6RGN2 Fatty acid binding protein 5    FABP5 26 4 2 

A0A3Q2HNH0 Microfibril associated protein 4   MFAP4 16 8 2 

F7CI62 Mannose binding lectin 2   MBL2 13 4 3 

A0A3Q2LBP6 Peptidase S1 domain-containing protein    CFD 13 7 3 

A0A5F5PFW3 Transferrin receptor protein 1    TFRC 4 6 3 

A0A3Q2I3K2 Keratin 20    KRT20 3 9 2 

A0A5F5Q1G3 Heparan sulfate proteoglycan 2    HSPG2 1 5 2 

A0A3Q2I2D6 Neural EGFL like 2    NELL2 4 6 3 

F6SIE2 Intercellular adhesion molecule 3   ICAM3 5 6 2 

A0A3Q2HCA6 Heat shock cognate 71 kDa protein    HSPA8 6 6 3 

A0A3Q2HN78 Fructose-bisphosphate aldolase    ALDOA 14 10 3 



 

 

表 8-10. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F7C0D2 Lipopolysaccharide binding protein    LBP 11 6 3 

A0A5F5PQA2 Uncharacterized protein    APOC4 35 3 3 

A0A5F5PZ33 Uncharacterized protein     ND 6 4 2 

A0A3Q2HQ85 Glycoprotein Ib platelet subunit alpha    GP1BA 11 6 2 

F7BHV8 Tubulin beta chain    TUBB4A 9 6 3 

A0A3Q2I1X0 Vanin 1    VNN1 7 5 2 

F6VK89 CD14 molecule      CD14 6 3 2 

A0A3Q2I0F0 Dihydropyrimidinase    DPYS 7 3 3 

F7ANC9 Tubulin alpha chain    TUBA1C 7 3 3 

F7C349 Pentaxin    APCS 10 4 2 

A0A3Q2HYR4 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2    ENPP2 5 6 2 

A0A5F5PPB8 Fibrinogen gamma chain    FGG 6 8 2 

A0A3Q2LEZ9 Mannan binding lectin serine peptidase 1    MASP1 4 6 2 

F6SR87 Protein Z, vitamin K dependent plasma glycoprotein    PROZ 5 5 2 

F6YQM5 Prosaposin    PSAP 8 4 2 

F7E0P3 Thrombospondin 4     THBS4 4 6 2 

A0A3Q2HID2 Coagulation factor XIII A chain    F13A1 4 5 2 

A0A3Q2I8H8 Galectin 3 binding protein    LGALS3BP 6 6 2 

F7AWX3 WD_REPEATS_REGION domain-containing protein     RACK1 9 3 2 



 

 

表 8-11. 健常馬 3 頭から採取した血清より同定されたタンパク質（分析法最適化後） 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F7D917 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating    PGD 6 2 2 

ND: not determined     

 

 

表 9. 最適化後の分析法における serotransferrin、apolipoprotein C2 及び CD14 定量値の繰り返し再現性（n=3） 

 CV (%) 

  ウマ 1 ウマ 2 ウマ 3 

serotransferrin 5.31 7.44 9.90 

apolipoprotein C2 8.89 9.3 15.7 

CD14  16.7 18.1 13.2 

 

 

表 10. 健常馬、腸炎発症馬及び呼吸器疾患発症馬の性別及び年齢 

  健常馬 腸炎発症馬 呼吸器疾患発症馬 

頭数（牝の頭数） 36(18) 12(8) 12(5) 

年齢 3(2-10) 3(2-5) 2(2-5) 

  年齢は中央値を示し、括弧内は範囲を示す 

 

 

 



 

 

表 11-1. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2I2E9 Serum albumin      ALB 91 116 111 

F6RI47 Alpha-2-macroglobulin    A2M 77 132 86 

A0A3Q2HWQ6 Uncharacterized protein    LOC1000650505 84 147 128 

A0A3Q2HRX3 Apolipoprotein B    APOB 49 162 133 

A0A5F5PRC5 Serotransferrin     TF 83 86 78 

F7CN11 Fibronectin     FN1 59 101 101 

F6XSF7 Uncharacterized protein    LOC100059239 71 89 89 

A0A3Q2HTG2 Fibrinogen alpha chain   FGA 62 72 72 

F6PH38 Fibrinogen beta chain    FGB 85 61 61 

A0A5F5PU06 Alpha-2-macroglobulin    A2M 58 75 29 

F6PQ46 Ceruloplasmin    CP 64 63 63 

F6T0P6 GC vitamin D binding protein   GC 85 45 45 

F6Z2L5 Apolipoprotein A1   APOA1 91 56 56 

F6ZQ77 Uncharacterized protein  CFH 66 57 43 

A0A3Q2H3F6 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4    ITIH4 59 56 5 

A0A3Q2IDD2 Uncharacterized protein    CFB 60 52 52 

F6USP9 Plasminogen    PLG 72 59 59 

F6REX3 Uncharacterized protein   LOC100061763 58 59 59 

H9GZT5 Uncharacterized protein     ND 42 32 9 

 



 

 

表 11-2. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F7BFJ1 Prothrombin    F2 57 38 38 

F6QX36 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 1    ITIH1 56 43 43 

F7CYR1 Serpin family C member 1    SERPINC1 72 37 37 

F6VJR6 Alpha-1B-glycoprotein     A1BG 61 26 26 

F7DAF6 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 2    ITIH2 46 37 37 

A0A5F5PPB8 Fibrinogen gamma chain    FGG  FGGSV 72 39 39 

F7BTW7 Uncharacterized protein   LOC100060539 82 37 19 

F6XWM5 Haptoglobin    LOC100067869 66 31 31 

F6X1I8 Hemopexin    HPX 72 35 35 

F7CSL8 SERPIN domain-containing protein    LOC100065068 63 33 13 

F6W4R2 Angiotensinogen    AGT 75 28 28 

A0A1K0FUE2 Globin A1    GNA1LN 90 25 24 

F7DXM5 SERPIN domain-containing protein    LOC100065068 54 28 2 

Q95M34 Immunoglobulin gamma 1 heavy chain constant region (Fragment)    IGHC1 69 25 3 

B5BV09 Alpha-1-antitrypsin    Spi2-10 60 26 4 

H9GZQ9 Uncharacterized protein     ND 49 17 10 

F7A692 Complement C5   C5 53 56 56 

A0A5F5PLA4 Uncharacterized protein     ND 56 27 5 

A0A3Q2H1L4 Gelsolin    GSN 51 29 29 

 



 

 

表 11-3. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F7CZW9 Serpin family G member 1  SERPING1 43 25 25 

A0A5F5PT94 Uncharacterized protein     ND 47 24 2 

H9GZV1 Uncharacterized protein     ND 71 24 24 

B5BV12 Alpha-1-antitrypsin  Spi2-13 48 22 10 

A0A3Q2L3I3 Clusterin CLU 54 27 27 

F6PKE1 Serotransferrin   TF 76 43 39 

H9GZN9 Uncharacterized protein     ND 55 28 28 

H9GZU8 Uncharacterized protein     ND 49 20 13 

B5BV02 Alpha-1-antitrypsin   Spi2-3 51 26 2 

A0A5F5PW18 Serpin family F member 2    SERPINF2  63 20 20 

F7BQD6 Complement C1s   C1S 56 30 30 

A0A3Q2H875 Hemoglobin subunit alpha    HBA  85 13 9 

F6ZI35 Histidine rich glycoprotein    HRG 59 28 28 

A0A3Q2HVB6 Uncharacterized protein    C4BPA 51 27 27 

F7B3I5 Afamin    AFM 60 30 30 

A0A3Q2I8Y6 Alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding  AZGP1 58 24 24 

F6UL68 Transthyretin  TTR 74 13 13 

F7C450 Alpha 2-HS glycoprotein    AHSG 46 16 16 

A0A5F5Q393 Uncharacterized protein     ND 57 21 19 

 



 

 

表 11-4. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F6RZ27 Apolipoprotein A4    APOA4 63 34 34 

F6PUW3 Maltase-glucoamylase    MGAM 30 37 37 

F6Z041 Apolipoprotein H    APOH 50 17 17 

F6ZRH8 Uncharacterized protein     ND 34 22 8 

A0A5F5PEG5 Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor    AMBP97 56 21 21 

F6UFT2 Complement component C9    C9 39 19 19 

A0A5F5PGW4 Uncharacterized protein     ND 61 15 10 

F7C0D9 Kininogen 1    KNG1 51 21 2 

F7APU2 Uncharacterized protein    CFI 39 22 22 

F6Z5L1 Complement C1r   C1R 52 27 26 

Q2Z1P9 Anion exchange protein    SLC4A1 36 25 25 

F7AE68 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 3   ITIH3 34 21 21 

F7DGR1 Coagulation factor XII    F12 39 16 16 

F6ZLR1 Serpin family A member 3    SERPINA3 37 15 15 

F7DZ01 Coagulation factor V    F5 19 28 28 

F7BM31 Serpin family D member 1  SERPIND1 52 22 22 

F7C0D2 Lipopolysaccharide binding protein   LBP 41 19 19 

A0A5F5Q4D2 Serpin family A member 10    SERPINA10 44 15 15 

F7DTV1 Paraoxonase 1    PON1 63 16 16 

 



 

 

表 11-5. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F6VBP9 Apolipoprotein E   APOE 45 13 13 

F7BKE1 Serpin family F member 1  SERPINF1 54 16 16 

F6RM73 Apolipoprotein A-II   APOA2 77 13 13 

A0A3Q2HWY9 Uncharacterized protein   SAA 59 11 2 

F6QFD9 Carboxypeptidase N subunit 2    CPN2 35 14 14 

A0A3Q2H1D2 Ig-like domain-containing protein     IGL 32 6 6 

F6ZV64 Desmoplakin   DSP 13 24 24 

F6T3Y8 Actin, cytoplasmic 1    ACTB 64 17 2 

A0A3Q2I427 Leucine rich alpha-2-glycoprotein 1   LRG1 46 14 14 

F7AAK7 Actin gamma 1    ACTG1 65 17 2 

G5CW75 Apolipoprotein B (Fragment)   ApoB 55 18 6 

A0A3Q2I4S4 Complement C7    C7 29 17 17 

A0A5F5PQS3 Complement C8 alpha chain  C8A 37 15 15 

A0A3Q2LBE4 Insulin like growth factor binding protein acid labile subunit    IGFALS 35 12 12 

F7DU87 BPI fold containing family A member 2   BPIFA2 79 18 2 

A0A3Q2I0V8 Apolipoprotein C-III    APOC3 50 7 7 

F6WDW3 IF rod domain-containing protein    KRT10A 20 13 11 

A0A3Q2HC10 CD5 molecule like    CD5L  D5LCD 27 11 11 

 

 



 

 

表 11-6. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A0A1E927 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)    IGL 58 7 5 

A0A0A1E6E2 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)    IGL 63 9 2 

A0A3Q2LCW0 Uncharacterized protein   KRT6C 27 18 8 

F6TIR2 Lipocalin 2    LCN2 42 12 12 

F6QYS3 Extracellular matrix protein 1   ECM1 46 14 14 

F6PPQ0 Complement C2  C2 37 19 19 

A0A3Q2HKG3 Lactotransferrin    LTF 39 19 17 

Q0PMN3 Parotid secretory protein     ND 79 18 2 

A0A5F5PGY6 Complement C6    G=C6N= 29 18 18 

A0A0A1E6I7 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)    IGL 43 7 2 

A0A5F5PLV2 Carboxypeptidase B2  CPB2   64 17 17 

F7DRS2 Serpin family A member 6   SERPINA6 31 10 10 

F6RRV1 Fetuin B   FETUB 47 15 15 

A0A5F5PZX4 Attractin    TRNAT 14 16 16 

A0A3Q2HI93 Phospholipid transfer protein   PLPTP 37 10 10 

A0A0A1E470 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)    GN=IGL 43 9 2 

A0A0A1E406 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment) GN=IGL 45 9 2 

A0A5F5PXB8 Uncharacterized protein     ND 32 10 10 

A0A061DBP6 von Willebrand factor   VWF 10 18 18 

 



 

 

表 11-7. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A0A1E4L2 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)   IGL 38 8 2 

A0A3Q2LBD1 Complement C8 beta chain     C8B 32 13 13 

A0A3Q2HMJ3 Ig-like domain-containing protein     ND 53 9 2 

F6QDQ1 Peptidoglycan recognition protein 2   PGLYRP2 47 9 9 

O97678 Transferrin (Fragment)     ND 59 6 4 

A0A3Q2L2R4 Lipocln_cytosolic_FA-bd_dom domain-containing protein    LOC100051562 44 6 6 

A0A0A1E6Q9 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)    IGL 52 8 2 

A0A0A1E6Q6 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment) IGL 52 8 2 

A0A0A1E9D0 Immmunoglobulin lambda light chain variable region (Fragment)   IGL 33 8 2 

A0A3Q2IDC4 Carboxylic ester hydrolase   LOC1005084000 9 4 3 

F6PZG1 Pentaxin    CRP 49 9 9 

A0A3Q2HW24 Joining chain of multimeric IgA and IgM    JCHAIN97 51 10 10 

F6V881 Vitronectin   VTN 22 8 8 

A0A3Q2I6F9 IF rod domain-containing protein   KRT6C 22 13 4 

F7A1W7 Apolipoprotein C2    APOC2 60 6 6 

A2Q0Z2 Lumican    LUM 33 10 10 

A0A3Q2GT53 C-type lectin domain family 3 member B    CLEC3B79 28 8 8 

A0A3Q2HJE2 Ig-like domain-containing protein     ND 27 6 2 

F6VTD3 Uncharacterized protein    PRG4 38 15 15 



 

 

表 11-8. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2LFB3 Actin alpha cardiac muscle 1   ACT1C1 41 12 4 

F7BUV8 Adiponectin A   C1QB 27 6 6 

A0A3Q2HDF1 Retinol-binding protein 4   RBP4 PBP4E= 29 8 8 

A0A5F5PUU0 Uncharacterized protein     ND 65 6 5 

F7E2N9 Uncharacterized protein     ND 30 8 6 

F6SHJ8 IF rod domain-containing protein   KRT2 12 10 4 

F6S8W6 Keratin 75    KRT75 15 11 2 

F7E0P3 Thrombospondin 4    THBS4 17 10 8 

F6VK89 CD14 molecule    CD14 38 8 8 

O62841 Myeloid cathelicidin 2    eCATH-2 55 9 9 

F7DBT2 Complement C1q C chain    C1QC 26 8 6 

F6Z129 Vanin 1    VNN1 24 6 6 

F6WZA8 Carboxypeptidase N subunit 1 CPN1 38 10 10 

K9K497 Beta-2-microglobulin     ND 64 5 5 

A0A5F5Q220 Junction plakoglobin  JUP  SVJUP=1 17 10 10 

F6Y0C1 Complement C8 gamma chain   C8G 47 6 6 

A0A3Q2GXX5 Fibulin-1    FLN1BL 19 8 2 

A0A5F5PI45 Uncharacterized protein    LOC1000599499 10 6 2 

A0A3B0ITS7 Adiponectin C    DICAD 31 6 4 



 

 

表 11-9. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F6VZ73 Hyaluronan binding protein 2  HABP2 24 9 9 

O97966 Transferrin (Fragment)     ND 43 4 2 

F6YS25 Carbonic anhydrase 2    CA2 49 10 10 

F7ATL5 Keratin 13  KRT13 19 9 6 

A0A3Q2IC05 Leukocyte elastase inhibitor  SERINB1PI 35 10 10 

A0A5F5Q0H5 Lymphocyte cytosolic protein 1  LCP1 23 8 8 

F7C6S0 Matrix metallopeptidase 19  MMP19 30 8 8 

F7BFT1 Peroxiredoxin 2  PRDX2 58 8 8 

A0A1K0FUK6 Globin B2    GNB2LN 15 3 2 

F6ZBG0 Carbonic anhydrase 1   CA1 46 8 8 

F6XH19 Nidogen 1    NID1 12 9 9 

A0A5F5Q2J1 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic    GOT1 31 8 8 

A0A3Q2I1X0 Vanin 1    VNN1 29 8 8 

F6TDH5 Coagulation factor X   F10 22 7 7 

A0A3Q2H075 Vitamin K-dependent protein C  PRCOC 17 8 8 

F7CVH6 Plakophilin 1    PKP1 10 5 5 

H9GZV0 Uncharacterized protein     ND 33 7 7 

A0A3Q2I5T2 Cystatin C    CST3 58 6 6 

 



 

 

表 11-10. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2LAH2 Multiple inositol-polyphosphate phosphatase 1   MINPP1 27 6 6 

F6UEG9 Apolipoprotein M    APOM 38 5 5 

F7AWQ9 Interleukin 1 receptor accessory protein    IL1RAP 16 9 9 

F7DZE7 Adiponectin D    ADIPOQ 17 4 4 

F6VB94 Transforming growth factor beta induced   TGFBI 26 9 9 

F6PR90 Kallikrein B1    KLKB1 17 9 9 

A0A3Q2H8G8 Carboxylic ester hydrolase   LOC100050764 10 4 3 

F7D1W9 Fibrinogen C-terminal domain-containing protein   LOC100069029 22 5 4 

O97677 Transferrin (Fragment)     TF 57 3 2 

A0A5F5PYS7 Keratin 1  RT1KR 7 5 3 

A0A3Q2I196 Pyruvate kinase    PKM 22 9 9 

F6YR34 Thrombospondin 1   THBS1 11 9 9 

A0A3Q2HR98 Ig-like domain-containing protein     ND 48 3 3 

F6XM13 Apolipoprotein D    APOD 31 5 5 

A0A5F5PST7 Uncharacterized protein    GPX3 PE= SV4  35 7 7 

F7CU94 Lysozyme   LYZ 35 3 3 

F7BR99 Creatine kinase, M-type   CKM 28 7 7 

F6PVG3 EGF containing fibulin extracellular matrix protein 1   EFEMP1 19 7 7 

A0A3Q2I574 Olfactomedin 4    OFM4LF 16 5 5 



 

 

表 11-11. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2H4X1 Ig-like domain-containing protein     ND 25 2 2 

F6PN89 Talin 1    TLN1 4 6 6 

A0A3Q2LBP6 Peptidase S1 domain-containing protein    CFD79 18 4 4 

F6VP61 Serpin family B member 10    SERPINB10 36 9 9 

A0A3Q2LG05 Glycosylphosphatidylinositol specific phospholipase D1 GPLD1 19 8 8 

A0A3Q2HZX9 Azurocidin 1    ZU1AZ 37 6 6 

F6QXN5 Transgelin    TAGLN2 17 4 4 

F6RFT9 Coagulation factor IX    F9 16 5 5 

F7B504 Apolipoprotein F   APOF 18 4 4 

A0A5F5Q197 Uncharacterized protein     ND 21 3 2 

F7DNT0 Tubulin alpha chain   TUBA4A 23 6 2 

F7ANC9 Tubulin alpha chain TUBA1C 25 8 4 

A0A5F5Q0B3 Eukaryotic translation elongation factor 2  EEF2 10 6 6 

Q95480 MHC class I antigen    Eqca-16 9 4 2 

A0A3Q2I0F0 Dihydropyrimidinase   DPYS 13 5 5 

F6RA08 Stomatin    STOM 29 5 5 

A0A3Q2HHD6 Uncharacterized protein     ND 22 4 4 

F6RMK1 C-X-C motif chemokine    LOC100630489 33 4 4 

 



 

 

表 11-12. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2HAN3 Protein S   POS1RO 7 7 7 

A0A3Q2HCK9 Ankyrin 1    NK1AN 6 6 6 

F6ZSZ5 Vinculin     VCL 7 5 5 

A8HDR2 MMP9     MMP9 11 6 6 

F6YWC0 Uncharacterized protein    LOC106783161 23 6 6 

F7D2D9 Biliverdin reductase B    BLVRB 31 5 5 

A0A5F5PTP6 Collagen type VI alpha 3 chain   CL6A3OL 4 7 7 

A0A3Q2GVV2 Vascular cell adhesion molecule 1  V=VCAM1 12 5 5 

F7C349 Pentaxin    APCS 36 5 5 

F6SN37 Protein S100   GN S100A8 38 2 2 

F6R7B4 Interstitial collagenase    MMP1 11 4 2 

F7CQ86 Lipocln_cytosolic_FA-bd_dom domain-containing protein  LOC100050034 26 4 4 

F7CI62 Mannose binding lectin 2    MBL2 20 5 5 

F6SP74 Complement factor properdin   CFP 13 4 4 

A0A3Q2HNH0 Microfibril associated protein 4    MMFAP4=M 16 3 3 

F6WNQ7 Vasorin    VASN 12 3 3 

F7C7J6 Coagulation factor XIII B chain    F13B 10 5 5 

A0A3Q2KYS2 Bactericidal permeability increasing protein   BPI  12 4 4 

A0A3Q2H396 Elastase, neutrophil expressed    EANELA 22 4 4 



 

 

表 11-13. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A452GEN9 Myoglobin  MB 27 4 4 

F6Y2H3 Peptidase D    PEPD 16 4 4 

F6RGN2 Fatty acid binding protein 5    FABP5 26 2 2 

A0A3Q2LPE6 Annexin    AXA2NX 14 3 3 

A0A3Q2HY77 Chitinase 3 like 1   CHI3L1 17 5 5 

F6YXS1 Colony stimulating factor 1 receptor    CSF1R 5 3 3 

A0A3Q2IHD2 Selectin L ELLSE 12 4 4 

A0A3Q2KUV4 Phospholipase A2 group VII    PLA2G7  11 4 4 

A0A3Q2GYK6 Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta YWHAZ 21 5 4 

A0A5F5PFW3 Transferrin receptor protein 1    TRCFR 8 5 5 

F7BZ88 Myeloperoxidase   MPO 6 4 4 

A0A3Q2GX00 Uncharacterized protein    LOC1000667216 18 3 3 

F7BH02 Filamin A    FLNA 3 5 5 

F6R5Y2 Serpin family A member 5   SERPINA5 10 2 2 

A0A3Q2H7F5 Ig-like domain-containing protein     ND 19 3 3 

F6ZDW1 Erythrocyte membrane protein band 4.2    EPB42 9 4 4 

A0A3Q2I8H8 Galectin 3 binding protein    LGALS3BP 12 4 4 

F7CC84 Carboxylic ester hydrolase  BCHE 9 3 3 

F7A1L2 Complement C1r subcomponent like    C1RL 15 5 4 



 

 

表 11-14. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2HRL2 Cartilage oligomeric matrix protein GN=COMP G 8 4 2 

A0A5F5PQA2 Uncharacterized protein  APOC4 PE4 S=4 43 4 4 

A0A3Q2I3K2 Keratin 20    KRT20 3 3 2 

A0A3Q2HN78 Fructose-bisphosphate aldolase   ADOALD 14 4 3 

A0A3Q2I6E8 Catalase   CAT 8 3 3 

F6TZS9 Triosephosphate isomerase   TPI1 12 2 2 

A0A5F5Q1G3 Heparan sulfate proteoglycan 2   HSPG2 1 3 3 

A0A3Q2HQ85 Glycoprotein Ib platelet subunit alpha   GP1BA79 11 2 2 

A0A3Q2GTT0 Ig-like domain-containing protein     ND 30 2 2 

F6YV40 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase    GAPDH 22 4 4 

A0A3Q2LDF3 Tenascin C GNTNC=T 3 4 4 

A0A3Q2HX90 Uncharacterized protein    LOC1000319741 22 4 3 

F6VSN2 Glutathione S-transferase pi 1   GSTP1 15 2 2 

A0A3Q2I2D6 Neural EGFL like 2     NELL2 4 3 3 

A0A5F5PZ33 Uncharacterized protein     ND 6 2 2 

F6QXW2 Phosphatidylethanolamine binding protein 1    PEBP1 19 2 2 

F6YG82 Endoplasmic reticulum chaperone BiP    HSPA5 6 3 2 

F6SIE2 Intercellular adhesion molecule 3   ICAM3 5 2 2 

 



 

 

表 11-15. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

A0A3Q2KKM2 Mannose receptor C-type 1    MRC1 3 3 3 

F6ZRF6 Serpin family A member 7  SERPINA7 10 3 3 

A0A3Q2LEZ9 Mannan binding lectin serine peptidase 1    MASP1 4 2 2 

F7ABW7 Coagulation factor VII  F7 7 2 2 

F6YQM5 Prosaposin    PSAP 8 2 2 

A0A3Q2H306 Ig-like domain-containing protein     ND 27 2 2 

F7BHV8 Tubulin beta chain    TUBB4A 9 3 3 

F6SR87 Protein Z, vitamin K dependent plasma glycoprotein    PROZ 8 3 3 

A0A3Q2HCA6 Heat shock cognate 71 kDa protein    HSPA8N 6 3 2 

A0A3Q2GSM3 Uncharacterized protein    ENO1 6 3 2 

A0A5F5PYE5 Insulin-like growth factor II    IG2F2 6 2 2 

A0A3Q2HYR4 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2    ENPP2 6 3 3 

F6QKR7 Myocilin    MYOC 9 3 3 

A0A3Q2HJN8 Interleukin-1      I1RNL 21 2 2 

F7DQG1 Uncharacterized protein    LOC100071039 10 2 2 

A0A3Q2I0A5 Actinin alpha 1    ACTN1 2 2 2 

F6ZJP9 Lecithin-cholesterol acyltransferase    LCAT 11 2 2 

A0A5F5PVK6 Versican    CANVC 1 2 2 

F7BK76 Macrophage stimulating 1   MST1 4 2 2 



 

 

 

表 11-16. 健常馬及び腸炎発症馬から採取した血清から同定したタンパク質 

アクセッション番号 タンパク質名 遺伝子名 
シークエンス 

coverage [%] 

同定した 

ペプチド数 

同定した 

ユニークペプチド数 

F7DXG8 Cofilin 1   CFL1 23 3 3 

A0A3Q2HID2 Coagulation factor XIII A chain    13A1F1 4 2 2 

F6PWV1 Histone H2B     ND 12 2 2 

A0A3Q2HN65 Peptidase S1 domain-containing protein     ND 32 2 2 

F6Y0G5 Periostin    POSTN 4 2 2 

F6X485 Myosin heavy chain 9    MYH9 2 2 2 

F6UP61 Semaphorin 4B    SEMA4B 3 2 2 

F6Q666 Tubulin beta chain    TUBB1 7 2 2 

F6RP73 Uncharacterized protein    LOC100064703 14 2 2 

A0A3Q2HNV2 Insulin like growth factor binding protein 2   IGFBP2 8 2 2 

ND: not determined 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

表 12. 健常及び腸炎群間で有意差を示したタンパク質（day 1） 

   p-value < 0.05 を青字、p-value < 0.01 を赤字で示した。 

アクセッション番号 タンパク質名 
ユニークペプチド

数 

シークエン

ス 

coverage (%) 

健常馬 VS 腸炎発症馬 

濃度変化 p-value 

A0A3Q2H875 hemoglobin subunit alpha   9 85% 4.08  0.046 

A0A3Q2L3I3 clusterin     27 54% 2.07  0.0003 

F6YV40 GAPDH  4 22% 2.42  0.031 

F6ZBG0 carbonic anhydrase 1    8 46% 2.91  0.013 

F7BFT1 peroxiredoxin 2    8 58% 2.34  0.017 

F7CU94 lysozyme     3 35% 3.73  0.0013 

F7C0D2 lipopolysaccharide binding protein   19 41% 9.80  0.0002 

F7D2D9 biliverdin reductase B       5 31% 2.40  0.041 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

表 13. バイオマーカー候補タンパク質の性差の検定 

      p-value < 0.05 を赤字で示した。 

タンパク質 
p-value ( 牡 vs 牝) 

健常群 腸炎群 

biliverdin reductase B 0.825  0.017  

hemoglobin subunit alpha 0.164  0.610  

carbonic anhydrase 1 0.752  0.308  

GAPDH 0.486  0.497  

peroxiredoxin 2 0.242  0.396  

clusterin 0.950  0.734  

lipopolysaccharide binding protein 0.155  0.308  

lysozyme 0.195  0.497  

 

 

表 14. 既知の炎症マーカーの健常及び腸炎発症馬群間比較 

p-value < 0.05 以下を赤字で示した。 

アクセッション番号 タンパク質名 ユニークペプチド数 
シークエンス 

coverage (%) 

健常馬 VS 腸炎発症馬 

濃度変化 p-value 

F6P2G1 pentaxin（CRP）     6 41% 3.38 0.26 

F6XWM5 haptoglobin    25 60% 1.66 0.051 

F6ZNL9 serum amyloid A protein     1 83% 62.9 0.0004 

 



 

 

表 15. 生存及び死亡群間で有意差を示したタンパク質 

 

a. day 1 

アクセッション番号 タンパク質名 
生存群 vs 死亡群 

濃度変化 p-value 

F7D2D9 biliverdin reductase B     4.56  0.005 

 

b. last day 

アクセッション番号 タンパク質名 
生存群 vs 死亡群 

濃度変化 p-value 

A0A3Q2H875 hemoglobin subunit alpha   2.36  0.042 

A0A3Q2L313 clusterin     3.15  0.012 

F6YV40  GAPDH 5.90  0.005 

F7C0D2 lipopolysaccharide binding protein  4.59  0.007 

F7D2D9 biliverdin reductase B     4.62  0.019 

 

 

 

 

 

 



 

 

表 16. バイオマーカー候補タンパク質の腸炎及び呼吸器疾患発症馬における群間比較 

   p-value < 0.05 を赤字で示した。 

アクセッション番号 タンパク質名 

呼吸器疾患発症馬 vs 腸炎発症馬 

濃度変化 p-value 

A0A3Q2H875 hemoglobin subunit alpha  1.45  0.067 

A0A3Q2L3I3 clusterin    1.23  0.13 

F6YV40 GAPDH 1.34  0.17 

F6ZBG0 carbonic anhydrase 1   2.91  0.041 

F7BFT1 peroxiredoxin 2   1.59  0.087 

F7CU94 lysozyme    1.50  0.093 

F7C0D2 lipopolysaccharide binding protein  1.82  0.052 

F7D2D9 biliverdin reductase B     1.40  0.074 

 

 

 

 



 

 

 

図 1. In-solution digestion 及び In-gel digestion プロトコールの概要 

 

 

図 2．健常馬 3 頭におけるタンパク質量の分布 

ウマ 1（牡 2 歳）、ウマ 2（牝 2 歳）及びウマ 3（牝 3 歳）を示す。 



 

 

 

図 3．AGC target の概念図 

 

 

 

図 4．Dynamic exclusion の原理 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

図 5．健常馬 3 頭におけるタンパク質量の分布（分析法最適化後） 

〇は外れ値を示し、何れのサンプルにおいても 

serum albumin（アクセッション番号 A0A3Q2I2E9）であった。 

 

 

 

図 6．ウシ β-lactoglobulin 由来ペプチド定量値の再現性（n=3） 

 

 

 

 



 

 

 

図 7. PCA による群間比較 

黄線で囲まれたものは健常群を示し、青線で囲まれたものは腸炎群を示す。 

PC1 は成分 1、PC2 は成分 2 を示し、括弧内は各成分の寄与率を示す。 
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図 8-1. バイオマーカー候補タンパク質のユニークペプチドの MS/MS スペクトル 

赤文字は b イオン、青文字は y イオンを示す。緑文字は分子イオンを表す。 
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図 8-2. バイオマーカー候補タンパク質のユニークペプチドの MS/MS スペクトル 

赤文字は b イオン、青文字は y イオンを示す。緑文字は分子イオンを表す。 
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図 8-3. バイオマーカー候補タンパク質のユニークペプチドの MS/MS スペクトル 

赤文字は b イオン、青文字は y イオンを示す。緑文字は分子イオンを表す。 
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図 8. バイオマーカー候補タンパク質のユニークペプチドの MS/MS スペクトル 

赤文字は b イオン、青文字は y イオンを示す。緑文字は分子イオンを表す。 
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図 9-1. バイオマーカー候補タンパク質の経時的変化（day 1 ~ day 7） 

緑実線は生存群、青点線は死亡群を示す。赤実線は健常馬の平均値を示す。 
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図 9-2. バイオマーカー候補タンパク質の経時的変化（day 1 ~ day 7） 

緑実線は生存群、青点線は死亡群を示す。赤実線は健常馬の平均値を示す。 
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図 9-3. バイオマーカー候補タンパク質の経時的変化（day 1 ~ day 7） 

緑実線は生存群、青点線は死亡群を示す。赤実線は健常馬の平均値を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 10. ウマタンパク質発現ベクターのコンストラクト 

 

 

図 11．レポーター細胞の β-ガラクトシダーゼ発現機構 

 

 



 

 

 

図 12. ウマタンパク質遺伝子の pMXs レトロウイルスベクターへの組み込み 

 

 

図 13. 使用した制限酵素の認識配列 

 

 

 

 



 

 

a. lysozyme 

atgaaggttctcctgactctggggcttctcctgctgtctgtcactgtccagggcaaggtctttgaaagatgtgagctggccagaacgctgaaaagac

ttggactggacggctttaggggagtcagcctgccaaactgggtctgtttggccagatgggaaagtaattacaacacacgagctacaaactacaat

cctggaagtcaaagcactgattatgggatatttcagatcaacagccgctactggtgcaatgatggcaaaaccccacgagcagtgaatgcctgtcg

gattccctgcagcgctctgctgcaagatgacatcactcaagccgtggcgtgtgcaaagcgggtggtcagtgacccacagggcatccgagcatg

ggtggcgtggagaaatcgttgtcagaaccacgacctcactcagtatgtcaagggttgcagagtgtaa 

  

b. lipopolysaccharide binding protein 

atggaggcctcggctgggaccctgttctctctactcctgatattgctgttcacgtccaccccgggagctctgggctccaaccccggcctggttgcc

aggatcaccgacaagggcctggagtatgtggccaaggagggggcaatggttctgcagagaaagctgcgtggaatttctctgcccgacttcactg

gggacttcaagatccgccacttgggccgtgtgcactatgagttccacagcctggacatctccagctgtgagctgctcggctctgctctgatgcctct

ccccggccagggcctgaggctcaccctctacGactctttcatcggggcccacggcaagtggaaggtgcgcaagtcattcttgaaactagatggc

tcttttgacgtgggggtcaaggacatcaccatttcggtcgacctcctcctgggcagcgagccctcggggaggcccacagtcactgtctccagctg

cagcagccacatctctgacgtggaggtggacatatcaggagatttggggtggctgctgaatctcttccacagccagatcgagtccaggttccaag

aagcattagagagcaagatttgtgaaaagatccagaattcagtgacctccgacctacagccttatctccaaactctaccagtcacaacagagattg

acaatctcaccagcatcgactacagcttaatggaggcccctcgggtaacagaccacgtgctggatgtaaggtttaagggtgaaatttttaaccatg

atcacTgctccccagttacctttgttgctcctgccatgagtcttcctgaggaacacagccgaatggtctactttgccatctcggattatgtcttcaaca

cagccagcctagtttatcaagaggcggggtacctgaacttctccatcacagatgacatggttccgcctgactctcccatccgactgaccactaagt

ccttccgcgtctttgtccccaggttagccaagctctaccccaacatgaacttggagctccagggagcagtggtcccggccccattcctgaacttca

gccctgggaatctgtccttggcccccaacatggagattgacgcctttgtgctcctgcccagctctgccagggagcctgtcttccggcttggtgtgac

cactaatgtgtccgccgtgttgaccttcaacactaccaagatcactgggttcctgaagccaggaaaggtacaagtggaactgaaagagtccaaag

ttggagtattcaatgtggagctgttggaggcgctgatcaacttccacattctcaacaccctctaccccaaaatcaacgataagttggcaaaaggcct

ccccctccctctgctgaagcatattcggctctacgaccttgttctccagatccacaaggacttcctgttcttgggctccaacatccagtacacgaaag

tctg 

 

c. biliverdin reductase B 

atggtcgtcaagaagattgcgctcttcggcgccaccggcagaaccgggctcaccacactggcgcaggcggtgcaagcaggttatgaagtgaca

gtgctggtgcgggacgcctccaagctgccctcagaggggccccagccagcccacgtggtagtgggcgacgttcggcaggcggccgatgtgg

acaagaccgtggctgggcaggacgctgtcgtcgtgctgctgggcaccggcagtgacctcagtcctaccacagtgatgtccgagggtgcccgga

acattgtggcagccatgaaggcccatggcgtggacaaggtcgtggcgtgcacctcggccttcctgctacgggacctggccaccgtgcccccac

gactgcaggctgtgaccgatgaccacatccggatgcacaacgtgctgaaggagtcgggcctgaagtacgtggccgtgatgccaccacacatag

ccggagaccagccgctgactgggaagtactcagtgaccctggatggacgagggccctcgagggtcatctctaaacacgacctgggccacttca

tgctgcactgcctgaccaccgatgagtatgacggccacagcacctacccctcccaccagtacgagtag 

図 14-1. 各タンパク質のシークエンス配列 

下線で示した配列は開始コドン若しくはシグナル配列を示す。 

赤字は参照したシークエンス配列との不一致が認められた箇所を示す。 



 

 

d. carbonic anhydrase 1 

atggcaagtcacgactggggatacgacagcccaaatggtcctgaagaatgggtcaagctgtaccccatcgcgaatggaaataaccagtctccta

ttgatattaaaaccagtgaaaccaaacatgacacttccctaaaacctttcagtgtctcctacgatccagccacagctaaagaaattgtcaacgtggg

acactccttccaggtaaaattcgaggacagcgataaccgatcagtgctgaaagacggtcctctccctggaagctacaggctctcccagttccatttt

cactggggcagcacagatgactatggttctgagcacaccgtggatggagtcaaatattctgcagagcttcacctagttcactggaattcttcaaagt

actccagctttgatgaagccagctcacaggccgatggcttggccattctcggtgttttgatgaaggttggtgaggccaacccaaaactgcagaaag

tacttgatgccctgaacgaagttaaaactaagggcaaaaaagccccattcaaaaattttgacccttctagtctccttccttcatccccggattactgga

cctactccggctctttgactcatcctcctctttatgagagtgtaacctggatAgtctgtaaggaaaacatcagtatcagctcagaacagctggcgca

gttccgcagtcttctgtcgaatgttgaggggggtaaagctgtccccatccagcacaataaccgaccgccccagcctctgaagggcagaactgtga

gagctttcttctga 

 

e. clusterin 

atgaagactctcctgctgttggtggggctgctgctgaccttggagaatggacaggtgctgggagacaaggcagtgtcagacagagagctccag

gaaatgtccacgcaggggagtaactacattaataaggaaattaaaaatgccctcaagggggtgaaacagataaagaacctaatagaacaaacaa

acgaagagcgcaagtcgctgctgggcaccttagaggaagccaagaagaagaaagagggtgccttaaatgatactaaggattctgaaatgaagc

tgaaggagtcccagggggtgtgcaatgagaccatgacagccctctgggaggagtgcaagccctgcctgaagcagacctgcatgaagttctacg

cacgtgtctgcagaagcggctcggggctggttggccaccagcttgaggagttcctgaaccagagctctcccttctacttctggatcaacggtgac

cgcatcgactccctgctggagaacgaccggcagcagacccacgtactggacgtcatgcaggacagcttcgaccgggcgtccagcatcatgga

cgaacttttccaggacagattcttcacccgcgagccccaagatacttactactactcgcccttcagctcaccccacaggaggtcctctctcttattca

accccaagtcccgcttcgcccggaacataatgcatttccccatgtaccgccacctgaacttcaacgacatgttccagcctttctttgacatgatccac

caggcccaacaggccatgaatctgcacctccacagacttcccgaccagctccccatgacggaattctcagaaggagacaaccatgaccgcacc

gtctgcaaggagattcgtcacaactccacgggatgcctgaagatgaaggaccagtgtgagaagtgccaggagatcttatcagtggactgttcgac

caacaacccctcgcagatgcagctgcggcaggagctgaacaactccctccagctcgctgagaagttcaccaagctgtacgacgagctgctgca

gtcctaccaggagaagatgctcaacacctcctccctgctgaagcagctcaacgagcagttcagctgggtgtcccagctggcgaacctcacgcag

ggcgaggaccagtactatctccaggtcaccacggtgtcttcccacaattccgactccgaggttccctctggcctcactagggtggttgtgaagctct

ttgattcctaccccatcacggtgacggtgccagaagtagtctccaggaacaatcctaagtttatggagacggtggcggaaaaggctctgcaggag

taccgccagaagaaccgggaggaatga 

図 14-2. 各タンパク質のシークエンス配列 

下線で示した配列は開始コドン若しくはシグナル配列を示す。 

赤字は参照したシークエンス配列との不一致が認められた箇所を示す。 

 

 

 

 



 

 

 

図 15. FACS を用いたウマタンパク質のレポーター細胞上の発現確認 

ネガティブコントロールとして、発現ベクターが組み込まれていない BWZ.36 細胞を処理

した結果を青色のヒストグラムで示し、ピンク色で示したヒストグラムは抗 myc 抗体で処

理した各レポーター細胞を示す。縦軸は相対細胞数を示し、横軸は PE による蛍光強度

（myc タグの発現）を示す。 

 

図 16. BWZ.36 レポーター細胞を用いたレポーターアッセイ 

1. lysozyme、2. lipopolysaccharide binding protein、3. biliverdin reductase B、4. carbonic anhydrase 

1、5. clusterin を示す。青のグラフは抗 myc 抗体を固相化した well を示し、オレンジ色はコ

ントロールとして PBS で処理した well を示す。 



 

 

 

図 17. ラット血清を用いたウマタンパク質に対する抗体産生の確認 

1. lysozyme、3. biliverdin reductase B、4. carbonic anhydrase 1、5. clusterin を発現するレポータ

ー細胞を用いた結果を示す。縦軸は、免疫後の吸光度から免疫前の吸光度を減じた値を示し

た。なお、青で示したグラフはラット A、オレンジ色で示したグラフは異なるラット B 由

来の血清を用いた結果を示す。 

 

 

図 18. レポーターアッセイによる一次スクリーニング（一部抜粋） 

A-1 はネガティブコントロール（PBS で処理した well）を示し、A-2 はポジティブコントロ

ール（抗 myc 抗体で処理した well）を示す。 

 

 



 

 

 

図 19. レポーターアッセイによる二次スクリーニング 

青色のグラフはネガティブコントロールとしての発現ベクターを組み込まない BWZ.36 細

胞、オレンジ色は biliverdin reductase B を発現するレポーター細胞、灰色は clusterin を発現

するレポーター細胞を用いた結果を示す。 

 

 



 

 

 

図 20-1. FACS による三次スクリーニング（12-D-12） 

Control は発現ベクターを導入していない BWZ.36 細胞を二次抗体のみで処理したものを示

す。ハイブリドーマの培養上清（12-D-12）で発現ベクターを導入していない BWZ.36 細胞

を処理したものを青色のヒストグラムで示し、biliverdin reductase B 若しくは clusterin を発

現するレポーター細胞を処理したものをピンク色のヒストグラムで示す。縦軸は相対細胞

数を示し、横軸は PE による蛍光強度を示す。 
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図 20-2. FACS による三次スクリーニング 

発現ベクターを導入していない BWZ.36 細胞を各ハイブリドーマ培養上清で処理したもの

を青色のヒストグラムで示し、biliverdin reductase B 若しくは clusterin を発現するレポータ

ー細胞を各ハイブリドーマ培養上清で処理したものを赤色のヒストグラムで示す。縦軸は

相対細胞数を示し、横軸は PE による蛍光強度を示す。 



 

 

 

図 21-1. FACS による四次スクリーニング（2-E-12） 

Control は発現ベクターを導入していない BWZ.36 細胞を二次抗体のみで処理したものを示

す。ハイブリドーマの培養上清（2-E-12）で発現ベクターを導入していない BWZ.36 細胞を

処理したものを青色のヒストグラムで示し、biliverdin reductase B 若しくは clusterin を発現

するレポーター細胞を処理したものをピンク色のヒストグラムで示す。縦軸は相対細胞数

を示し、横軸は PE による蛍光強度を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

図 21-2. FACS による四次スクリーニング 

各ハイブリドーマ培養上清で、発現ベクターを導入していない BWZ.36 細胞を処理したも

のを青色のヒストグラムで示し、biliverdin reductase B 若しくは clusterin を発現するレポー

ター細胞を処理したものを赤色のヒストグラムで示す。縦軸は相対細胞数を示し、横軸は

PE による蛍光強度を示す。 



 

 

 


