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研究要旨 

前年度は腹圧性尿失禁の再生治療に用いる脂肪由来幹細胞（ASCs）から

FABP が分泌され、オートクリーン、パラクリーンに作用して、筋分化を

促進することを遺伝子解析（カスケード解析）を用いて in vitro で明ら

かにした。今回は、筋分化について、さらにネットワーク解析及び

Expression profile 解析を用いて確認した。次に、メタボローム解析を

行い、この現象は、ASCs が脂質の分解、取り込み、TCA 回路亢進を介し

て行っていることを明らかにした。In vivo において FABP は、代謝亢進

を介した ASCs の新規･筋分化バイオマーカとなる可能性が示唆された。 

 

 

A. 研究目的 
本研究は、ヒト脂肪由来幹細胞として自

己皮下脂肪組織由来幹細胞を(再生細

胞 ： Adipose Derived Regenerative 

Cells : ADRCs)分離採取し、経尿道的内

視鏡下に傍尿道に注入・移植することで、

尿道括約筋再生により尿失禁の改善を

図ることを目標とする。近年、脂肪前駆

細胞は炎症性マクロファージにも分化

しうることが明らかとなり、ASCs を炎

症細胞ではなく、組織間葉系細胞へ分

化・再生させるための品質評価法の確立

が求められている。その際、脂肪由来幹

細胞の分化マーカーとして注目される

のが、脂肪酸結合蛋白質（Fatty Acid 

Binding Protein; FABP）である。FABP

は、細胞質内の脂肪酸と結合しミトコン

ドリアやペルオキシソームへ輸送する

ことによりβ酸化を促し、エネルギー産

生・恒常性の維持に寄与すると考えられ

る分子量約 14KDa の蛋白質である。脂肪

細胞やマクロファージには A型（aP2 と

も呼ばれる）、腎臓の近位尿細管上皮細

胞には L型、内皮細胞や転移性の癌細胞

には C 型(E 型とも呼ばれる)の FABP が

発現することが知られている。近年、脂

肪細胞由来 A-FABP がオートクライン、

あるいはパラクラインに働き、炎症性マ

クロファージの活性化、分化誘導を引き

起こすことが報告された。そこで本研究

では、移植した脂肪由来幹細胞が適切に

組織間葉系細胞へ分化・再生し得ること



 

を検証するため、
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ドットブロットの結果と一致した傾向

において

に対しても共通して反応

は僅かに

への反応性が確認された。 

に比較的強く反応す

タイプにも広



 

く反応するマウス

ることとし

 

 

1-3. 細胞融合

マウス

を取得した。本細胞を標準的な

用いてミエローマ細胞と細胞融合させ、

抗体産生細胞を作製した。得られた細胞

について

用いて抗体のスクリーニングを行った。

上記と同様の方法で

ロットを実施したまとめを表

その結果

体産生細胞を

タイプに広く反応する抗体産生細胞を

10 クローン取得した。

 

1-4. 作製抗体の

1-3 で取得したクローンのうち、

に対する反応特異性の強い

く反応するマウス

ることとした。 

細胞融合 

マウス A, B から脾臓を採材し、

を取得した。本細胞を標準的な

用いてミエローマ細胞と細胞融合させ、

抗体産生細胞を作製した。得られた細胞

について ELISA 及び、ドットブロットを

用いて抗体のスクリーニングを行った。

上記と同様の方法で

ロットを実施したまとめを表

その結果 C-FABP に特異的に反応する抗

体産生細胞を 9 クローン、様々な

タイプに広く反応する抗体産生細胞を

クローン取得した。

作製抗体の大量調製

で取得したクローンのうち、

に対する反応特異性の強い

く反応するマウス B を次の工程に進め

 

から脾臓を採材し、

を取得した。本細胞を標準的な

用いてミエローマ細胞と細胞融合させ、

抗体産生細胞を作製した。得られた細胞

及び、ドットブロットを

用いて抗体のスクリーニングを行った。

上記と同様の方法で ELISA, 

ロットを実施したまとめを表

に特異的に反応する抗

クローン、様々な

タイプに広く反応する抗体産生細胞を

クローン取得した。 

大量調製 

で取得したクローンのうち、

に対する反応特異性の強い

を次の工程に進め

から脾臓を採材し、B 細胞

を取得した。本細胞を標準的な PEG 法を

用いてミエローマ細胞と細胞融合させ、

抗体産生細胞を作製した。得られた細胞

及び、ドットブロットを

用いて抗体のスクリーニングを行った。

ELISA, ドットブ

ロットを実施したまとめを表 1に示す。

に特異的に反応する抗

クローン、様々な FABP

タイプに広く反応する抗体産生細胞を

 

で取得したクローンのうち、C-FABP

に対する反応特異性の強い Clone No. 

を次の工程に進め

 

細胞

法を

用いてミエローマ細胞と細胞融合させ、

抗体産生細胞を作製した。得られた細胞

及び、ドットブロットを

用いて抗体のスクリーニングを行った。 

ドットブ

に示す。 

に特異的に反応する抗

FABP

タイプに広く反応する抗体産生細胞を

 

FABP

Clone No. 

TA-

プにも反応する

度クローニングを

化し

を行った。

マウス腹水化は

スにプリスタンを

種した。

生細胞を

らに約

ところで腹水を採取し、得られた腹水は

硫安塩析法により

精製された抗体

ロオクタニー法によって同定した。

結果、表

TA-

の

た。

これらの

に、

ョンアッセイを行った。

（C

1mM EDTA1Na, pH7.2

レートに分注し、

原固相化プレートを作製した。本固相化

プレートを用い、

を行った後、

μg/mL x 3

分注し、室温にて１時間反応させた。

応プレートを洗浄後、

して、

ーナル抗体を

時間反応させた。

TMB

30

ーションアッセイの結果を図

その結果、

特異的な抗体であることが判明し、その

他４種類は

-A, TA-K, TA

プにも反応する

度クローニングを

し精製を行うことで

を行った。 

マウス腹水化は

スにプリスタンを

種した。2～3

生細胞を 1x10

らに約 2週間後、マウスが腹水化された

ところで腹水を採取し、得られた腹水は

硫安塩析法により

精製された抗体

ロオクタニー法によって同定した。

結果、表 2 に示すように

-R と、IgG2a

の TA-J のモノクローナル抗体を取得し

た。 

これらの抗体の反応性を確認するため

に、C-FABP 抗原を用い

ョンアッセイを行った。

C-FABP, L-

1mM EDTA1Na, pH7.2

レートに分注し、

原固相化プレートを作製した。本固相化

プレートを用い、

を行った後、

g/mL x 3 倍希釈系列、

分注し、室温にて１時間反応させた。

応プレートを洗浄後、

して、HRP 標識抗マウス

ーナル抗体を

時間反応させた。

TMB 試薬（ScyTek

30 分間発色反応を行った。本

ーションアッセイの結果を図

その結果、IgM

特異的な抗体であることが判明し、その

他４種類は C

K, TA-W と、

プにも反応する TA-J, TA

度クローニングを行った後、

精製を行うことで

 

マウス腹水化は 7～8 週齢のヌードマウ

スにプリスタンを 0.5mL/

3 週間後、マウスに抗体産

1x107個腹腔内に接種

週間後、マウスが腹水化された

ところで腹水を採取し、得られた腹水は

硫安塩析法により抗体の

精製された抗体の IgG

ロオクタニー法によって同定した。

に示すように

IgG2a の TA-K, TA

のモノクローナル抗体を取得し

抗体の反応性を確認するため

抗原を用い

ョンアッセイを行った。

-FABP）を 1μ

1mM EDTA1Na, pH7.2）50

レートに分注し、4℃で一晩静置して

原固相化プレートを作製した。本固相化

プレートを用い、洗浄及びブロッキング

を行った後、１次反応として抗体濃度

倍希釈系列、

分注し、室温にて１時間反応させた。

応プレートを洗浄後、次いで

標識抗マウス

ーナル抗体を 50μL/well

時間反応させた。反応プレートを洗浄後、

ScyTek）を分注し、室温にて

分間発色反応を行った。本

ーションアッセイの結果を図

IgM である TA

特異的な抗体であることが判明し、その

C-FABP 特異的な親和性を持

、他のアイソタイ

J, TA-R について再

行った後、マウス腹水

精製を行うことで抗体の大量調製

週齢のヌードマウ

0.5mL/匹で腹腔内接

週間後、マウスに抗体産

個腹腔内に接種した

週間後、マウスが腹水化された

ところで腹水を採取し、得られた腹水は

抗体の精製を行った。

IgG クラスはマイク

ロオクタニー法によって同定した。

に示すように IgG1 の

K, TA-W 及び、

のモノクローナル抗体を取得し

抗体の反応性を確認するため

抗原を用いたタイトレーシ

ョンアッセイを行った。各種抗原

μg/mL（10mM PBS, 

50μL/well

℃で一晩静置して

原固相化プレートを作製した。本固相化

洗浄及びブロッキング

１次反応として抗体濃度

倍希釈系列、50μL/well

分注し、室温にて１時間反応させた。

次いで 2次反応と

標識抗マウス IgG+M ポリクロ

L/well で室温にて

反応プレートを洗浄後、

）を分注し、室温にて

分間発色反応を行った。本タイトレ

ーションアッセイの結果を図 5に示す。

TA-J は L-FAB

特異的な抗体であることが判明し、その

特異的な親和性を持
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他のアイソタイ

について再

マウス腹水

大量調製

週齢のヌードマウ

匹で腹腔内接

週間後、マウスに抗体産

した。さ

週間後、マウスが腹水化された

ところで腹水を採取し、得られた腹水は

精製を行った。

はマイク

ロオクタニー法によって同定した。その

の TA-A, 

及び、IgM

のモノクローナル抗体を取得し

抗体の反応性を確認するため

たタイトレーシ

各種抗原

10mM PBS, 

L/well でプ

℃で一晩静置して抗

原固相化プレートを作製した。本固相化

洗浄及びブロッキング

１次反応として抗体濃度 3

L/well で

分注し、室温にて１時間反応させた。反

次反応と

ポリクロ

で室温にて 1

反応プレートを洗浄後、

）を分注し、室温にて

タイトレ

に示す。

FABP に

特異的な抗体であることが判明し、その

特異的な親和性を持



 

つ抗体であることが確認された。さらに

上記４種の抗体については図

てC-FABP

ットすることで反応を確認した

 

 

 

つ抗体であることが確認された。さらに

上記４種の抗体については図

FABPのSDS-PAGE

ットすることで反応を確認した

つ抗体であることが確認された。さらに

上記４種の抗体については図

PAGE後ウエスタンブロ

ットすることで反応を確認した

つ抗体であることが確認された。さらに

上記４種の抗体については図 6 におい

後ウエスタンブロ

ットすることで反応を確認した。 

つ抗体であることが確認された。さらに

におい

後ウエスタンブロ

 

 

 

2. 

環境因子・脂肪酸結合蛋白

系構築

2-1. 

上記「

る微小環境因子・脂肪酸結合蛋白

を検出しうる抗体の大量調製」の項で得

られた抗ヒト

ナル抗体

ELISA

定する系を構築した

を図るためビオチン

用いた

2-2. 

a. 
4 種のモノクローナル抗体それぞれに

対 し て

（DOJINDO, 

チン化を行った。方法はキット添付操作

マニュアルに従って行った。

得られたビオチン化抗体のビオチン化

2. ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子・脂肪酸結合蛋白

系構築 

1. サンドイッチ

上記「1. ヒト脂肪由来幹細胞に関連す

る微小環境因子・脂肪酸結合蛋白

を検出しうる抗体の大量調製」の項で得

られた抗ヒト

ナル抗体 4

ELISA 法によって試料中

定する系を構築した

を図るためビオチン

用いた検出系を設計した

2. アッセイ構築条件検討

 ビオチン標識検出抗体の調製
種のモノクローナル抗体それぞれに

対 し て Biotin Labeling kit

DOJINDO, LK03

チン化を行った。方法はキット添付操作

マニュアルに従って行った。

得られたビオチン化抗体のビオチン化

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子・脂肪酸結合蛋白

サンドイッチ ELISA

ヒト脂肪由来幹細胞に関連す

る微小環境因子・脂肪酸結合蛋白

を検出しうる抗体の大量調製」の項で得

られた抗ヒト C-FABP マウスモノクロー

4 種を用い、サンドイッチ

法によって試料中

定する系を構築した。今回は感度の上昇

を図るためビオチン-アビジン

系を設計した

アッセイ構築条件検討

ビオチン標識検出抗体の調製

種のモノクローナル抗体それぞれに

Biotin Labeling kit

LK03）を用いて抗体のビオ

チン化を行った。方法はキット添付操作

マニュアルに従って行った。

得られたビオチン化抗体のビオチン化

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子・脂肪酸結合蛋白(FABP)の検出

ELISA 系の設計

ヒト脂肪由来幹細胞に関連す

る微小環境因子・脂肪酸結合蛋白(FABP)

を検出しうる抗体の大量調製」の項で得

マウスモノクロー

種を用い、サンドイッチ

法によって試料中 C-FABP 量を測

。今回は感度の上昇

アビジン反応

系を設計した(図 7)。

アッセイ構築条件検討 

ビオチン標識検出抗体の調製 

種のモノクローナル抗体それぞれに

Biotin Labeling kit

）を用いて抗体のビオ

チン化を行った。方法はキット添付操作

マニュアルに従って行った。 

得られたビオチン化抗体のビオチン化
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ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

の検出

系の設計 

ヒト脂肪由来幹細胞に関連す

(FABP)

を検出しうる抗体の大量調製」の項で得

マウスモノクロー

種を用い、サンドイッチ

量を測

。今回は感度の上昇

反応系を

。 

 

 

種のモノクローナル抗体それぞれに

Biotin Labeling kit-NH2

）を用いて抗体のビオ

チン化を行った。方法はキット添付操作

得られたビオチン化抗体のビオチン化



 

を確認するために、

ELISA を行った。

緩衝液, pH9.6

を 100ug, 10ug, 1ug, 100ng, 10ng, 1ng, 

0.1ng, 0ng /well

MAXISORP NUNC

SCIENTIFIC, 445101

一晩固相

レートを

pH7.6, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) 

300μL/well x 3

ブロッキングバッファー

緩衝液, pH7.6, 150 mM NaCl, 2% BSA)

を 200μ

時間ブロ

グ後、PBS

各種ビオチン化モノクローナル抗体を

0.2μg/mL

25℃, 2

PBS-T で

(1000 倍希釈

分注し

後、再度

One Component HRP Microwell Substrate 

(SurMedics, TMBW

L/well

行った。反応後、

を 100μ

した後、プレートの端を軽く叩き

て、SPECTRAmax 340PC

長 450nm/

した。得られた測定値は抗原濃度

ng/mLの

析を行った。

TA-W 全てのビオチン化モノクロー

抗体において抗原濃度依存的なシグナ

ルの上昇が確認された（図

の反応曲線から

和性は

を確認するために、

を行った。

, pH9.6 を希釈液として、

100ug, 10ug, 1ug, 100ng, 10ng, 1ng, 

0.1ng, 0ng /well

MAXISORP NUNC-IMMUNOMODULE

SCIENTIFIC, 445101

一晩固相化反応を行った。抗原固相化プ

レートを PBS-T (0.1 M

pH7.6, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) 

L/well x 3 回洗浄を行った。次に

ブロッキングバッファー

, pH7.6, 150 mM NaCl, 2% BSA)

μL/well で

時間ブロッキングを行った。ブロッキン

PBS-T を用いて

各種ビオチン化モノクローナル抗体を

g/mL で 100

, 2 時間反応を行った。その後、

で 3 回洗浄を行い、

倍希釈)溶液を

分注し 25℃, 1 時間反応を行った。

再度 PBS-T にて

One Component HRP Microwell Substrate 

(SurMedics, TMBW

L/well ずつ分注し

った。反応後、反応停止液

μL/well ずつ添加し反応を停止

した後、プレートの端を軽く叩き

SPECTRAmax 340PC

450nm/副波長

した。得られた測定値は抗原濃度

のOD (Blank)

析を行った。その結果、

全てのビオチン化モノクロー

抗体において抗原濃度依存的なシグナ

ルの上昇が確認された（図

の反応曲線から、抗体の抗原に対する親

和性は TA-A>TA-K>TA

を確認するために、C-FABP

を行った。50 mM 炭酸・炭酸水素

を希釈液として、

100ug, 10ug, 1ug, 100ng, 10ng, 1ng, 

0.1ng, 0ng /well となるように

IMMUNOMODULE

SCIENTIFIC, 445101）に分注し、

化反応を行った。抗原固相化プ

T (0.1 M リン酸緩衝液

pH7.6, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) 

回洗浄を行った。次に

ブロッキングバッファー (0.1 M

, pH7.6, 150 mM NaCl, 2% BSA)

で添加し、

キングを行った。ブロッキン

を用いて 3 回洗浄

各種ビオチン化モノクローナル抗体を

100μL/well

時間反応を行った。その後、

回洗浄を行い、

溶液を 100μ

時間反応を行った。

にて 3回洗浄を行い、

One Component HRP Microwell Substrate 

(SurMedics, TMBW-1000-01)

ずつ分注し 25℃, 10

反応停止液

ずつ添加し反応を停止

した後、プレートの端を軽く叩き

SPECTRAmax 340PC384 を用いて主波

副波長 630nm の吸光度を測定

した。得られた測定値は抗原濃度

OD (Blank)を差し引いた値で解

結果、TA-A, TA

全てのビオチン化モノクロー

抗体において抗原濃度依存的なシグナ

ルの上昇が確認された（図

抗体の抗原に対する親

K>TA-R=TA

FABP 直接固相化

炭酸・炭酸水素

を希釈液として、C-FABP

100ug, 10ug, 1ug, 100ng, 10ng, 1ng, 

となるように

IMMUNOMODULE（Thermo 

）に分注し、4℃で

化反応を行った。抗原固相化プ

リン酸緩衝液

pH7.6, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) 

回洗浄を行った。次に

(0.1 M リン酸

, pH7.6, 150 mM NaCl, 2% BSA)

添加し、25℃にて

キングを行った。ブロッキン

回洗浄を行い、

各種ビオチン化モノクローナル抗体を

ずつ分注し、

時間反応を行った。その後、

回洗浄を行い、Avidin-HRP 

μL/well ずつ

時間反応を行った。反応

回洗浄を行い、TMB 

One Component HRP Microwell Substrate 

01) を 100

, 10 分間反応を

反応停止液 (1N 硫酸

ずつ添加し反応を停止

した後、プレートの端を軽く叩き攪拌し

を用いて主波

の吸光度を測定

した。得られた測定値は抗原濃度

を差し引いた値で解

A, TA-K, TA

全てのビオチン化モノクローナル

抗体において抗原濃度依存的なシグナ

8）。また図

抗体の抗原に対する親

-W であると

直接固相化

炭酸・炭酸水素

FABP

100ug, 10ug, 1ug, 100ng, 10ng, 1ng, 

となるように C8 

Thermo 

℃で

化反応を行った。抗原固相化プ

リン酸緩衝液, 

pH7.6, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) 

回洗浄を行った。次に

リン酸

, pH7.6, 150 mM NaCl, 2% BSA)

℃にて 1

キングを行った。ブロッキン

行い、

各種ビオチン化モノクローナル抗体を

ずつ分注し、

時間反応を行った。その後、

HRP 

ずつ

反応

TMB 

One Component HRP Microwell Substrate 

100 μ

分間反応を

硫酸)

ずつ添加し反応を停止

攪拌し

を用いて主波

の吸光度を測定

した。得られた測定値は抗原濃度 0 

を差し引いた値で解

K, TA-R, 

ナル

抗体において抗原濃度依存的なシグナ

。また図 8

抗体の抗原に対する親

であると

考えられた。

b. 
50 

して、各種抗体を

に

（Thermo SCIENTIFIC, 445101

し、

体固相化プレートを

酸緩衝液

0.05% BSA, 0.05% Tween 20) 300

L/well x 3

間静置した。

ブロッキングバッファー

緩衝液

BSA)

晩ブロ

後、内液を除き減圧デシケーター

(0.085 MPa)

抗体固相化プレートとした。

スタンダード希釈液

酸緩衝液

ウム

10000, 2000, 400, 80, 16, 3.2, 0.64 

ng/mL

(0.1 M HEPE

0.1% 

した

で

用いて

チン化モノクローナル抗体を

考えられた。

 サンドイッチ
50 mM リン酸緩衝液

して、各種抗体を

に C8 MAXISORP NUNC

Thermo SCIENTIFIC, 445101

し、4℃で一晩固相化反応を行った。抗

体固相化プレートを

酸緩衝液, pH7.5, 3% 

0.05% BSA, 0.05% Tween 20) 300

L/well x 3 回洗浄を行い室温にて

間静置した。次に

ブロッキングバッファー

緩衝液, pH7.5, 3% 

BSA)を 200μ

ブロッキングを行った。ブロッキング

後、内液を除き減圧デシケーター

(0.085 MPa)で一晩プレートを乾燥させ

抗体固相化プレートとした。

スタンダード希釈液

酸緩衝液, 1% BSA, 0.05% 

ウム)を用いて

10000, 2000, 400, 80, 16, 3.2, 0.64 

ng/mL の濃度に希釈し、

0.1 M HEPES-

0.1% アジ化ナトリウム

した抗体固相化プレートに分注し、

で 1時間反応させた。反応後、

用いて 3回洗浄

チン化モノクローナル抗体を

考えられた。 

サンドイッチ ELISA

リン酸緩衝液, pH7.5

して、各種抗体を 1μg/well

C8 MAXISORP NUNC

Thermo SCIENTIFIC, 445101

℃で一晩固相化反応を行った。抗

体固相化プレートを洗浄

, pH7.5, 3% 

0.05% BSA, 0.05% Tween 20) 300

回洗浄を行い室温にて

次に Well 内液を除いた後、

ブロッキングバッファー

, pH7.5, 3% スクロース

μL/well 添加し、

ッキングを行った。ブロッキング

後、内液を除き減圧デシケーター

で一晩プレートを乾燥させ

抗体固相化プレートとした。

スタンダード希釈液 (

, 1% BSA, 0.05% 

を用いて C-FABP

10000, 2000, 400, 80, 16, 3.2, 0.64 

の濃度に希釈し、

-NaOH, pH7.5, 0.15 M NaCl, 

アジ化ナトリウム

抗体固相化プレートに分注し、

時間反応させた。反応後、

回洗浄を行い、

チン化モノクローナル抗体を

ELISA 抗体マッチング

, pH7.5 を希釈液と

g/well となるよう

C8 MAXISORP NUNC-IMMUNOMODULE

Thermo SCIENTIFIC, 445101）に分注

℃で一晩固相化反応を行った。抗

洗浄液 (50 mM

, pH7.5, 3% スクロース

0.05% BSA, 0.05% Tween 20) 300

回洗浄を行い室温にて

内液を除いた後、

ブロッキングバッファー (50 mM リン

スクロース, 0.05% 

添加し、25℃にて

ッキングを行った。ブロッキング

後、内液を除き減圧デシケーター

で一晩プレートを乾燥させ

抗体固相化プレートとした。 

(ダルベッコリン

, 1% BSA, 0.05% アジ化ナトリ

FABP 組換え蛋白質を

10000, 2000, 400, 80, 16, 3.2, 0.64 

の濃度に希釈し、予め反応緩衝液

NaOH, pH7.5, 0.15 M NaCl, 

アジ化ナトリウム, 1% BSA)で

抗体固相化プレートに分注し、

時間反応させた。反応後、PBS

行い、上記の各種ビオ

チン化モノクローナル抗体を
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抗体マッチング 

を希釈液と

となるよう

IMMUNOMODULE

）に分注

℃で一晩固相化反応を行った。抗

(50 mM リン

スクロース, 

0.05% BSA, 0.05% Tween 20) 300 μ

回洗浄を行い室温にて 3 時

内液を除いた後、

リン酸

, 0.05% 

℃にて 1

ッキングを行った。ブロッキング

後、内液を除き減圧デシケーター 

で一晩プレートを乾燥させ

ダルベッコリン

アジ化ナトリ

組換え蛋白質を

10000, 2000, 400, 80, 16, 3.2, 0.64 

予め反応緩衝液

NaOH, pH7.5, 0.15 M NaCl, 

で満た

抗体固相化プレートに分注し、25℃

PBS-T を

各種ビオ

チン化モノクローナル抗体を 0.2μ



 

g/mL で

1 時間反応を行った。その後、

3回洗浄を行い、

釈)溶液を

1時間反応を行った。反応後、

にて 3回洗浄を行い、

HRP Microwell Substrate (SurMedics, 

TMBW-1000

し25℃

反応停止液

ずつ添加し反応を停止した後、プレート

の端を軽く叩き攪拌した後、

340PC384

630nm の吸光度を測定した。得られた測

定値は抗原濃度

を差し引いた値で解析を行った

その結果、どの組み合わせも

大濃度

上昇が確認されなかった。

上記の結果、どの抗体の組み合わせにお

いても

ったことから、抗原の前処理を検討した。

 

c. 前処理検討
抗体固相化プレートに

る前に、前処理液として

ジカル発生剤

DTT, 3% H

で 100μL/well

時間反応を行った。その後、

回洗浄を行い、Avidin

溶液を100μL/well

時間反応を行った。反応後、

回洗浄を行い、

HRP Microwell Substrate (SurMedics, 

1000-01)を

℃で10分間反応を行った。反応後、

反応停止液 (1N 

ずつ添加し反応を停止した後、プレート

の端を軽く叩き攪拌した後、
384 を用いて主波長

の吸光度を測定した。得られた測

定値は抗原濃度 0

し引いた値で解析を行った

その結果、どの組み合わせも

大濃度 10μg/mL においてもシグナルの

上昇が確認されなかった。

上記の結果、どの抗体の組み合わせにお

いても ELISA シグナルが検出されなか

ったことから、抗原の前処理を検討した。

前処理検討 

抗体固相化プレートに

、前処理液として

ジカル発生剤), 2% SDS, 2% SDS+10 mM 

DTT, 3% H2O2, 1.6 M 

L/well ずつ分注し、

時間反応を行った。その後、

Avidin-HRP (1000

L/wellずつ分注し

時間反応を行った。反応後、

回洗浄を行い、TMB One Component 

HRP Microwell Substrate (SurMedics, 

を 100μL/well

分間反応を行った。反応後、

(1N 硫酸)を 100

ずつ添加し反応を停止した後、プレート

の端を軽く叩き攪拌した後、

を用いて主波長 450nm/

の吸光度を測定した。得られた測

0 ng/mL の

し引いた値で解析を行った

その結果、どの組み合わせも

においてもシグナルの

上昇が確認されなかった。

上記の結果、どの抗体の組み合わせにお

シグナルが検出されなか

ったことから、抗原の前処理を検討した。

抗体固相化プレートに C-FABP

、前処理液として 40 mM AAPH (

), 2% SDS, 2% SDS+10 mM 

1.6 M 塩酸グアニジン

ずつ分注し、25℃

時間反応を行った。その後、PBS-T

HRP (1000 倍希

ずつ分注し25

時間反応を行った。反応後、再度 PBS

TMB One Component 

HRP Microwell Substrate (SurMedics, 

L/well ずつ分注

分間反応を行った。反応後、

100μL/well

ずつ添加し反応を停止した後、プレート

の端を軽く叩き攪拌した後、SPECTRAmax 

450nm/副波長

の吸光度を測定した。得られた測

の OD (Blank)

し引いた値で解析を行った（図 9

その結果、どの組み合わせも C-FABP

においてもシグナルの

 

上記の結果、どの抗体の組み合わせにお

シグナルが検出されなか

ったことから、抗原の前処理を検討した。

FABP を分注す

40 mM AAPH (

), 2% SDS, 2% SDS+10 mM 

塩酸グアニジン

℃, 

T で

倍希

25℃, 

PBS-T

TMB One Component 

HRP Microwell Substrate (SurMedics, 

ずつ分注

分間反応を行った。反応後、

L/well

ずつ添加し反応を停止した後、プレート

SPECTRAmax 

副波長

の吸光度を測定した。得られた測

OD (Blank)

9）。

FABP 最

においてもシグナルの

 

上記の結果、どの抗体の組み合わせにお

シグナルが検出されなか

ったことから、抗原の前処理を検討した。 

を分注す

40 mM AAPH (ラ

), 2% SDS, 2% SDS+10 mM 

塩酸グアニジン

(Gu

混合し、

行い、

行った。

ng/

析を行った（図

処理でも

の組み合わせがある一方で、

Gu-

昇する抗体の組み合わせが数組存在し

た。

ら

組み合わせが「前処理

TA-

化

以下はこの

更なる検討を行った。

(Gu-HCl)溶液を用いて

混合し、25℃にて

い、上記と同様の操作で

行った。得られた測定値は抗原濃度

ng/mLのOD (Blank)

析を行った（図

処理でも ELISA

の組み合わせがある一方で、

-HCl の前処理によって

昇する抗体の組み合わせが数組存在し

た。その中でもっとも低い抗原濃度域か

ら ELISA 値が上昇する前処理と抗体の

組み合わせが「前処理

-K/検出 TA

化 TA-W/検出

以下はこの 2

更なる検討を行った。

溶液を用いて

℃にて 10 分間前処理反応を

同様の操作で

得られた測定値は抗原濃度

OD (Blank)を差し引いた値で解

析を行った（図 10）。その結果、どの前

ELISA の値が上昇しない抗体

の組み合わせがある一方で、

の前処理によって

昇する抗体の組み合わせが数組存在し

その中でもっとも低い抗原濃度域か

値が上昇する前処理と抗体の

組み合わせが「前処理

TA-R」と「前処理

検出 TA-A」であった。そのため

2 つの組み合わせについて

更なる検討を行った。 

溶液を用いて C-FABP と

分間前処理反応を

同様の操作で ELISA 反応を

得られた測定値は抗原濃度

を差し引いた値で解

）。その結果、どの前

の値が上昇しない抗体

の組み合わせがある一方で、SDS, H

の前処理によって ELISA 値が上

昇する抗体の組み合わせが数組存在し

その中でもっとも低い抗原濃度域か

値が上昇する前処理と抗体の

組み合わせが「前処理 SDS, 固相化

」と「前処理 SDS, 

」であった。そのため

つの組み合わせについて
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と 1:1 で

分間前処理反応を

反応を

得られた測定値は抗原濃度 0 

を差し引いた値で解

）。その結果、どの前

の値が上昇しない抗体

SDS, H2O2, 

値が上

昇する抗体の組み合わせが数組存在し

その中でもっとも低い抗原濃度域か

値が上昇する前処理と抗体の

固相化

SDS, 固相

」であった。そのため

つの組み合わせについて
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d. 
上記で選択した前処理・固相

の組み合わせにおける

最適化

抗体固相化プレート作製時に固相化す

る抗体量を

上記と同様の操作によって

を行った。その結果、固相

TA-

的な

た（図

 各種条件検討
上記で選択した前処理・固相

の組み合わせにおける

最適化検討を行った

抗体固相化プレート作製時に固相化す

る抗体量を 5.0

上記と同様の操作によって

を行った。その結果、固相

-R 系においては固相化抗体濃度依存

的な ELISA 値の上昇は確認されなかっ

た（図 11 A）。一方、固相

各種条件検討 

上記で選択した前処理・固相

の組み合わせにおける

を行った。 

抗体固相化プレート作製時に固相化す

5.0, 2.5, 1.0

上記と同様の操作によって

を行った。その結果、固相

系においては固相化抗体濃度依存

値の上昇は確認されなかっ

）。一方、固相

上記で選択した前処理・固相/検出抗体

の組み合わせにおける固相抗体濃度の

 

抗体固相化プレート作製時に固相化す

1.0μg に設定し、

上記と同様の操作によって ELISA

を行った。その結果、固相 TA-K/

系においては固相化抗体濃度依存

値の上昇は確認されなかっ

）。一方、固相 TA-W/検出
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検出抗体

固相抗体濃度の

抗体固相化プレート作製時に固相化す

に設定し、

ELISA 反応

K/検出

系においては固相化抗体濃度依存

値の上昇は確認されなかっ

検出 TA-A



 

系においては

の濃度域で固相化抗体濃度依存的な

ELISA値の上昇が確認された（図

しかし、固相化抗体量の増量

ナルの増幅効果と

は顕著ではなかったため、

パフォーマンスの観点から、固相化抗体

量は 1μ

次いで、固相化抗体量を

作製した抗体固相化プレートを用いて、

検出抗体濃度の最適化検討を行った

ELISA 反応は上記方法に則り、検出抗体

の濃度を

た。検出抗体濃度上昇に伴い

ウンド吸光度の上昇が予想されたため、

Avidin-

のを用いて検討した。

検出抗体の組み合わせは

検出.TA

検出.TA

系においては C-

の濃度域で固相化抗体濃度依存的な

値の上昇が確認された（図

しかし、固相化抗体量の増量

ナルの増幅効果と

は顕著ではなかったため、

パフォーマンスの観点から、固相化抗体

μgと決定した。

次いで、固相化抗体量を

作製した抗体固相化プレートを用いて、

検出抗体濃度の最適化検討を行った

反応は上記方法に則り、検出抗体

の濃度を 2.0, 4.0, 8.0

検出抗体濃度上昇に伴い

ウンド吸光度の上昇が予想されたため、

-HRP溶液は

のを用いて検討した。

検出抗体の組み合わせは

.TA-R」を図 12 A, B

.TA-A」を図 12

-FABP 10～

の濃度域で固相化抗体濃度依存的な

値の上昇が確認された（図

しかし、固相化抗体量の増量

ナルの増幅効果と最小検出感度の上昇

は顕著ではなかったため、原料の

パフォーマンスの観点から、固相化抗体

と決定した。 

次いで、固相化抗体量を 1.0

作製した抗体固相化プレートを用いて、

検出抗体濃度の最適化検討を行った

反応は上記方法に則り、検出抗体

2.0, 4.0, 8.0μg/mL

検出抗体濃度上昇に伴い

ウンド吸光度の上昇が予想されたため、

溶液は50,000倍希釈したも

のを用いて検討した。検討した固相化

検出抗体の組み合わせは「

12 A, B に、「

12 C, D に示す。また、

～1000μg/mL

の濃度域で固相化抗体濃度依存的な

値の上昇が確認された（図11 B）。

しかし、固相化抗体量の増量によるシグ

最小検出感度の上昇

原料のコスト

パフォーマンスの観点から、固相化抗体

1.0μg として

作製した抗体固相化プレートを用いて、

検出抗体濃度の最適化検討を行った

反応は上記方法に則り、検出抗体

g/mL に設定し

検出抗体濃度上昇に伴いバックグラ

ウンド吸光度の上昇が予想されたため、

倍希釈したも

検討した固相化

「固相.TA-

に、「固相.TA-

に示す。また、

g/mL

の濃度域で固相化抗体濃度依存的な

）。

によるシグ

最小検出感度の上昇

コスト

パフォーマンスの観点から、固相化抗体

 

として

作製した抗体固相化プレートを用いて、

検出抗体濃度の最適化検討を行った。

反応は上記方法に則り、検出抗体

に設定し

バックグラ

ウンド吸光度の上昇が予想されたため、

倍希釈したも

検討した固相化/

-K/

-W/

に示す。また、

得られた測定値は、検出

と、

OD (Blank)

で解析を行った

得られた測定値は、検出

と、検出 OD 値から

OD (Blank)を差し引いた値（図

で解析を行った

得られた測定値は、検出

値から抗原濃度

を差し引いた値（図

で解析を行った 

得られた測定値は、検出 OD（図 12 A, C

抗原濃度 0 ng/m

を差し引いた値（図 12 B, D
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12 A, C）

0 ng/mL の

12 B, D）

 



 

その結果、検出抗体濃度を増加させると、

どちらの抗体の組み合わせも検出

の上昇が確認され、

値が 4.0

ていることが確認された。しかし、

(Blank)

検出抗体量の増量によるシグナルの増

幅効果と最小検出感度の上昇は顕著で

はなかった（図

出抗体濃度は

 

さらに、

g/well, 

下で Avidin

た。ELISA

Avidin-

の希釈倍率を

15,000

μg/mL)

その結果、検出抗体濃度を増加させると、

どちらの抗体の組み合わせも検出

の上昇が確認され、

4.0 付近になり反応が飽和に達し

ていることが確認された。しかし、

(Blank)を差し引いた値で

検出抗体量の増量によるシグナルの増

幅効果と最小検出感度の上昇は顕著で

はなかった（図 12 B, D

出抗体濃度は 2.0 

さらに、上記条件（固相化抗体量

g/well, 検出抗体濃度

Avidin-HRP 溶液濃度の検討を行っ

ELISA 反応は上記方法に則り、

-HRP 濃度は原液濃度

の希釈倍率を 5,000

15,000 倍(0.3 μ

g/mL)に設定した。検討した固相化

その結果、検出抗体濃度を増加させると、

どちらの抗体の組み合わせも検出

の上昇が確認され、8.0 μ

付近になり反応が飽和に達し

ていることが確認された。しかし、

を差し引いた値での

検出抗体量の増量によるシグナルの増

幅効果と最小検出感度の上昇は顕著で

12 B, D）。

2.0 μg/mL とした。

上記条件（固相化抗体量

検出抗体濃度 2.0 

溶液濃度の検討を行っ

反応は上記方法に則り、

濃度は原液濃度

5,000 倍(1.0 

μg/mL), 50,000

に設定した。検討した固相化

その結果、検出抗体濃度を増加させると、

どちらの抗体の組み合わせも検出 OD

g/mL では

付近になり反応が飽和に達し

ていることが確認された。しかし、

の解析では、

検出抗体量の増量によるシグナルの増

幅効果と最小検出感度の上昇は顕著で

）。よって、検

とした。 

上記条件（固相化抗体量 1.0 

2.0 μg/mL）の

溶液濃度の検討を行っ

反応は上記方法に則り、

濃度は原液濃度 5.0 mg/mL

(1.0 μg/mL), 

g/mL), 50,000 倍(0.1 

に設定した。検討した固相化

 

その結果、検出抗体濃度を増加させると、

OD 値

では OD

付近になり反応が飽和に達し

ていることが確認された。しかし、OD 

解析では、

検出抗体量の増量によるシグナルの増

幅効果と最小検出感度の上昇は顕著で

、検

1.0 μ

）の

溶液濃度の検討を行っ

反応は上記方法に則り、

5.0 mg/mL

g/mL), 

(0.1 

に設定した。検討した固相化/

検出抗体の組み合わせは「固相

検出

検出

られた測定値は、検出

行った（図

溶液の希釈倍率の増加に伴いバックグ

ラウンド吸光度の減少が確認された（図

13 A, B

わせでも

C-FABP 100 

付近まで上昇し、反応が飽和しているこ

とが確認された。よって、

溶液濃度は

とした。

 

 

上記条件検討によって得られた

検出

μg/mL

検出抗体の組み合わせは「固相

検出.TA-R」を図

検出.TA-A」を図

られた測定値は、検出

行った（図 13

溶液の希釈倍率の増加に伴いバックグ

ラウンド吸光度の減少が確認された（図

13 A, B）。また、どちらの抗体の組み合

わせでも 5,000

FABP 100 μ

付近まで上昇し、反応が飽和しているこ

とが確認された。よって、

溶液濃度は 50,000

とした。 

上記条件検討によって得られた

検出ELISAにおいては最低検出感度が

g/mL 程度であるため感度の上昇が必

検出抗体の組み合わせは「固相

」を図 13 A に、「固相

」を図 13 B に示す。また、得

られた測定値は、検出

13）。その結果、

溶液の希釈倍率の増加に伴いバックグ

ラウンド吸光度の減少が確認された（図

）。また、どちらの抗体の組み合

5,000 倍、15,000

μg/mLにおいて

付近まで上昇し、反応が飽和しているこ

とが確認された。よって、

50,000 倍希釈

上記条件検討によって得られた

においては最低検出感度が

程度であるため感度の上昇が必

検出抗体の組み合わせは「固相.TA

に、「固相.TA

に示す。また、得

られた測定値は、検出 OD として解析を

）。その結果、Avidin

溶液の希釈倍率の増加に伴いバックグ

ラウンド吸光度の減少が確認された（図

）。また、どちらの抗体の組み合

15,000 倍希釈共に

においてOD値が

付近まで上昇し、反応が飽和しているこ

とが確認された。よって、Avidin

倍希釈(0.1 μ

上記条件検討によって得られた C

においては最低検出感度が

程度であるため感度の上昇が必
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.TA-K/

.TA-W/

に示す。また、得

として解析を

Avidin-HRP

溶液の希釈倍率の増加に伴いバックグ

ラウンド吸光度の減少が確認された（図

）。また、どちらの抗体の組み合

倍希釈共に

値が4.0

付近まで上昇し、反応が飽和しているこ

Avidin-HRP

μg/mL)

 

C-FABP

においては最低検出感度が1 

程度であるため感度の上昇が必



 

要である。そこで、図

の設計の範疇で感度上昇の検討を行う

こととした。

先に述べた方法では

1:1 で混合し、予め

液を満たした抗体固相化プレートに試

料を 20 

この段階で反応系中では試料は

希釈されている。

ことで抗原の添加量の底上げを図るこ

ととした。まず

る SDS が固

に影響するのかを検討するために

濃度を検討した。

ELISA 反応は上記方法に則り、

は 1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.17, 0.10%

を設定した（先に示した条件は

SDS）。検討した固相化

合わせは「固相

14 A に、「固相

14 B に示す。また、得られた測定値は、

検出 OD

その結果、

値は最大値を示

値は減少することが確認され

以上ではシグナルが顕著に減弱した。

れは 0.1%

分であり、

に影響を与え固相化抗体を変性させて

しまっているのではないかと考えられ

る。以上より、

加させることが可能であると考えられ

た。 

要である。そこで、図

の設計の範疇で感度上昇の検討を行う

こととした。 

先に述べた方法では

で混合し、予め

液を満たした抗体固相化プレートに試

20 μL 添加することとしているが、

この段階で反応系中では試料は

希釈されている。この

ことで抗原の添加量の底上げを図るこ

ととした。まず、前処理として用いてい

が固相化抗体

に影響するのかを検討するために

濃度を検討した。

反応は上記方法に則り、

1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.17, 0.10%

を設定した（先に示した条件は

検討した固相化

合わせは「固相.TA

に、「固相.TA

に示す。また、得られた測定値は、

OD として解析を行った（図

その結果、SDS濃度

値は最大値を示し、

値は減少することが確認され

ではシグナルが顕著に減弱した。

0.1% SDS では抗原の前処理が不十

分であり、0.5% SDS

に影響を与え固相化抗体を変性させて

しまっているのではないかと考えられ

る。以上より、SDS

加させることが可能であると考えられ

要である。そこで、図 7で示した

の設計の範疇で感度上昇の検討を行う

先に述べた方法では抗原を

で混合し、予め 100 μL

液を満たした抗体固相化プレートに試

添加することとしているが、

この段階で反応系中では試料は

この希釈比率を変える

ことで抗原の添加量の底上げを図るこ

、前処理として用いてい

相化抗体-抗原間の一次反応

に影響するのかを検討するために

濃度を検討した。 

反応は上記方法に則り、

1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.17, 0.10%

を設定した（先に示した条件は

検討した固相化/検出抗体の組み

.TA-K/検出

.TA-W/検出

に示す。また、得られた測定値は、

として解析を行った（図

濃度0.17～0.25%

し、0.1% SDS

値は減少することが確認され

ではシグナルが顕著に減弱した。

では抗原の前処理が不十

0.5% SDS 以上では一次反応

に影響を与え固相化抗体を変性させて

しまっているのではないかと考えられ

SDS 濃度は

加させることが可能であると考えられ

で示した ELISA

の設計の範疇で感度上昇の検討を行う

を前処理液

Lの反応緩衝

液を満たした抗体固相化プレートに試

添加することとしているが、

この段階で反応系中では試料は 12 倍に

希釈比率を変える

ことで抗原の添加量の底上げを図るこ

、前処理として用いてい

抗原間の一次反応

に影響するのかを検討するために SDS

反応は上記方法に則り、SDS 濃度

1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.17, 0.10%

を設定した（先に示した条件は 0.17% 

検出抗体の組み

.TA-R」を図

.TA-A」を図

に示す。また、得られた測定値は、

として解析を行った（図 14）。

0.25%でELISA

SDS では ELISA

値は減少することが確認され、0.5% SDS

ではシグナルが顕著に減弱した。

では抗原の前処理が不十

以上では一次反応

に影響を与え固相化抗体を変性させて

しまっているのではないかと考えられ

0.25%まで増

加させることが可能であると考えられ

ELISA

の設計の範疇で感度上昇の検討を行う

前処理液と

の反応緩衝

液を満たした抗体固相化プレートに試

添加することとしているが、

倍に

希釈比率を変える

ことで抗原の添加量の底上げを図るこ

、前処理として用いてい

抗原間の一次反応

SDS

濃度

1.0, 0.75, 0.50, 0.25, 0.17, 0.10%

0.17% 

検出抗体の組み

」を図

」を図

に示す。また、得られた測定値は、

）。

ELISA

ELISA

SDS

ではシグナルが顕著に減弱した。こ

では抗原の前処理が不十

以上では一次反応

に影響を与え固相化抗体を変性させて

しまっているのではないかと考えられ

まで増

加させることが可能であると考えられ

次に上記検討の結果から

に設定した場合

化を検討した。

則り、

応容量を

とした。また、上記条件検討での

濃度

した。検討した固相化

合わせは「固相

15 A

15 B

バックグラウンド吸光度を

比を算出し解析を行った（図

結果、どちらの抗体の組み合わせにおい

ても

た。

200 

 

次に上記検討の結果から

に設定した場合

化を検討した。

則り、SDS 濃度

応容量を 100, 150, 200, 250, 300 

とした。また、上記条件検討での

濃度0.17%, 

した。検討した固相化

合わせは「固相

15 A に、「固相

15 B に示す。また、得られた測定値は、

バックグラウンド吸光度を

比を算出し解析を行った（図

結果、どちらの抗体の組み合わせにおい

ても200 μL

た。以上の結果より、一次反応容量は

200 μL とすることとした。

次に上記検討の結果から

に設定した場合の一次反応

化を検討した。ELISA 反応は上記方法に

濃度 0.25%に固定して一次反

100, 150, 200, 250, 300 

とした。また、上記条件検討での

0.17%, 容量120 μ

した。検討した固相化/

合わせは「固相.TA-K/検出

に、「固相.TA-W/検出

に示す。また、得られた測定値は、

バックグラウンド吸光度を

比を算出し解析を行った（図

結果、どちらの抗体の組み合わせにおい

LでS/N比の上昇が確認され

の結果より、一次反応容量は

とすることとした。

次に上記検討の結果からSDS濃度

の一次反応容量の最適

反応は上記方法に

に固定して一次反

100, 150, 200, 250, 300 

とした。また、上記条件検討での

μLも同時に評価

/検出抗体の組み

検出.TA-R」を図

検出.TA-A」を図

に示す。また、得られた測定値は、

バックグラウンド吸光度を1とした

比を算出し解析を行った（図 15）。その

結果、どちらの抗体の組み合わせにおい

比の上昇が確認され

の結果より、一次反応容量は

とすることとした。 
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濃度0.25%

容量の最適

反応は上記方法に

に固定して一次反

100, 150, 200, 250, 300 μL

とした。また、上記条件検討での SDS

も同時に評価

検出抗体の組み

」を図

」を図

に示す。また、得られた測定値は、

としたS/N

）。その

結果、どちらの抗体の組み合わせにおい

比の上昇が確認され

の結果より、一次反応容量は



 

 

 

上記の各種条件検討によって

決定したアッセイ条件を表

本条件によって「固相

と、「固相

み合わせ

を用いた検量線

6.15, 3.125, 1.563 

なお、検量線のフィッティングカーブは

4-Parameter logistic model

上記の各種条件検討によって

決定したアッセイ条件を表

本条件によって「固相

と、「固相.TA-W/検出

み合わせの ELISA

を用いた検量線 

6.15, 3.125, 1.563 

なお、検量線のフィッティングカーブは

Parameter logistic model

上記の各種条件検討によって

決定したアッセイ条件を表

本条件によって「固相.TA-K/

検出.TA-A」の

ELISA 系において、

 (100, 50, 25, 12.5, 

6.15, 3.125, 1.563 μg/mL)

なお、検量線のフィッティングカーブは

Parameter logistic model

上記の各種条件検討によって試験的に

決定したアッセイ条件を表 3に示す。

K/検出.TA-

」の 2つの組

系において、C-FABP

(100, 50, 25, 12.5, 

g/mL)を作製した

なお、検量線のフィッティングカーブは

Parameter logistic model を用いて

 

的に

に示す。 

 

-R」

つの組

FABP

(100, 50, 25, 12.5, 

した。

なお、検量線のフィッティングカーブは

を用いて

解析を行った

出.TA

出.TA

量線の回帰式を元に

定し、

はそれぞれのカラム上部に

系の組み合わせ名（

出.TA

び

と濃度換算値を示す

色に示されたセルは測定

グラウンド以下になった試料であり、測

定値として信頼性が低いため

ある。

その結果、検量線の

検出

検出

が得られた。

最大シグナル強度共に「固相

出.TA

あり、「固相

れた検出系であることが確認された。ま

た、試験測定の結果、感度の低い「固

相.TA

した

相.TA

値を示してい

ELISA kit(CMIC)

ろ、

関関係は見られなかったことから、

が特異的な

ていると考えられた。

 

以上の結果より、本検討によって

C-FABP

た。しかし、本試作系では

しい値付けを行っておらず、測定値はあ

くまで

り、

解析を行った

.TA-R」を図

.TA-A」を図

量線の回帰式を元に

定し、C-FABP

それぞれのカラム上部に

系の組み合わせ名（

.TA-R」、「固相

び L-ABP ELISA

と濃度換算値を示す

色に示されたセルは測定

グラウンド以下になった試料であり、測

定値として信頼性が低いため

ある。 

その結果、検量線の

検出.TA-R」系では

検出.TA-A」系では

が得られた。

最大シグナル強度共に「固相

.TA-A」＞「固相

あり、「固相.TA

れた検出系であることが確認された。ま

た、試験測定の結果、感度の低い「固

.TA-K/検出

した 2試料については、感度の高い「固

.TA-W/検出

値を示してい

ELISA kit(CMIC)

ろ、C-FABP の値と

関関係は見られなかったことから、

が特異的な C

ていると考えられた。

以上の結果より、本検討によって

FABP 検出

た。しかし、本試作系では

しい値付けを行っておらず、測定値はあ

くまでリコンビナント

り、また検出感度が非常に低い。そのた

解析を行った（図 16）。

」を図 16 A と、「固相

」を図 16 B に示す。また、本検

量線の回帰式を元に試料を

FABP 濃度を算出した

それぞれのカラム上部に

系の組み合わせ名（「固相

「固相.TA-W/

ABP ELISA）を示し、実際の測定

と濃度換算値を示す。なお、

色に示されたセルは測定

グラウンド以下になった試料であり、測

定値として信頼性が低いため

その結果、検量線の R2値は「固相

」系では 0.996

」系では 0.997

が得られた。2つの系を比較すると感度、

最大シグナル強度共に「固相

」＞「固相.TA-

.TA-W/検出

れた検出系であることが確認された。ま

た、試験測定の結果、感度の低い「固

検出.TA-R」系で

試料については、感度の高い「固

検出.TA-A」系においても正の

値を示している。また、同試料を

ELISA kit(CMIC)を用いて測定したとこ

の値と L-FABP

関関係は見られなかったことから、

C-FABP のシグナルを反映し

ていると考えられた。 

以上の結果より、本検討によって

検出 ELISA の試作系が構築でき

た。しかし、本試作系では

しい値付けを行っておらず、測定値はあ

リコンビナントC

検出感度が非常に低い。そのた

。「固相.TA

と、「固相.TA

に示す。また、本検

試料を試験的に測

濃度を算出した。表

それぞれのカラム上部に ELISA

系の組み合わせ名（「固相.TA

W/検出.TA-A

）を示し、実際の測定

。なお、表 4中で灰

色に示されたセルは測定 OD 値がバック

グラウンド以下になった試料であり、測

定値として信頼性が低いため参考値で

値は「固相.TA

0.996、「固相.TA

0.997 と高い寄与率

つの系を比較すると感度、

最大シグナル強度共に「固相.TA

-K/検出.TA

検出.TA-A」の方が優

れた検出系であることが確認された。ま

た、試験測定の結果、感度の低い「固

」系で OD が正値

試料については、感度の高い「固

」系においても正の

る。また、同試料を L

を用いて測定したとこ

FABP の値の間に相

関関係は見られなかったことから、

のシグナルを反映し

 

以上の結果より、本検討によって

の試作系が構築でき

た。しかし、本試作系では C-FABP

しい値付けを行っておらず、測定値はあ

C-FABP Unit

検出感度が非常に低い。そのた
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関関係は見られなかったことから、本系
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FABP の正

しい値付けを行っておらず、測定値はあ
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3. ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子

構造解析

FABP ファミリーは

鎖とアンチパラレルな

なる二枚貝様構造

β-barrel structure)

構造を有している。中でも本

に 属 す る

binding protein (L

いて抗酸化的な役割を担っていること

が知られている。この機能に関しては未

だ明らかになっていない部分が多いが、

in vitro
のメチオニン残基の

ことが

が報告されている

Dec;50(12):2445

図 17-1

酸配列の比較を示し

けした。また、図

L-FABP

構造モデルの比較を示す。図

C-FABP、図

それぞれ左右の図は横に

た像を示し、それぞれのメチオニン残基

を赤の

この比較から

のメチオニン残基は

り、そのうち

れているメチオニンは

ことが確認できた

C-FABP

有している可能性が考えられる。

そこで本検討では

実験で用いられている

うラジカル発生剤を用いて

化した後、

ニンの酸化部位解析を行った。

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子・脂肪酸結合蛋白

構造解析 

ファミリーは

鎖とアンチパラレルな

なる二枚貝様構造

barrel structure)

構造を有している。中でも本

に 属 す る Liver

binding protein (L

いて抗酸化的な役割を担っていること

が知られている。この機能に関しては未

だ明らかになっていない部分が多いが、

in vitro の実験において
メチオニン残基の

が抗酸化作用

が報告されている

Dec;50(12):2445-

1 では C-FABP

酸配列の比較を示し

けした。また、図

FABP の X 線結晶構造解析による立体

構造モデルの比較を示す。図

、図 17-2 

それぞれ左右の図は横に

た像を示し、それぞれのメチオニン残基

を赤の ball and stick

この比較から同ファミリーの

のメチオニン残基は

り、そのうち L-FABP

るメチオニンは

ことが確認できた

FABPがL-FABPと

有している可能性が考えられる。

そこで本検討では

実験で用いられている

うラジカル発生剤を用いて

化した後、MS 解析を行うことで

ニンの酸化部位解析を行った。

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

脂肪酸結合蛋白(FABP)

ファミリーは 2 本のα

鎖とアンチパラレルな 10 本の

なる二枚貝様構造 (clam shell

barrel structure)という特徴的な

構造を有している。中でも本

Liver-type fatty acid 

binding protein (L-FABP)は生体内にお

いて抗酸化的な役割を担っていること

が知られている。この機能に関しては未

だ明らかになっていない部分が多いが、

の実験において L-

メチオニン残基の SH 基が酸化される

作用の本体である可能性

が報告されている(J Lipid Res

-54.)。既存の報告から

FABP と L-FABP

酸配列の比較を示し Met を黄色に色付

けした。また、図 17-2 では

線結晶構造解析による立体

構造モデルの比較を示す。図

 B は L-FABP

それぞれ左右の図は横に 90

た像を示し、それぞれのメチオニン残基

ball and stick モデルで示す。

同ファミリーの

のメチオニン残基は 5 箇所存在してお

FABP においても保存さ

るメチオニンは 3 箇所

ことが確認できた。この

と同様の抗酸化

有している可能性が考えられる。

そこで本検討では L-FABP

実験で用いられているAAPH

うラジカル発生剤を用いて

解析を行うことで

ニンの酸化部位解析を行った。

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

(FABP)の高次

αヘリックス

本のβ鎖から

(clam shell-like 

という特徴的な

構造を有している。中でも本ファミリー

type fatty acid 

は生体内にお

いて抗酸化的な役割を担っていること

が知られている。この機能に関しては未

だ明らかになっていない部分が多いが、

-FABP の 4

基が酸化される

本体である可能性

J Lipid Res. 2009 

既存の報告から

FABP のアミノ

を黄色に色付

では C-FABP

線結晶構造解析による立体

構造モデルの比較を示す。図 17-2 A

FABP を示した。

90°回転させ

た像を示し、それぞれのメチオニン残基

モデルで示す。

同ファミリーの C-FABP

箇所存在してお

においても保存さ

箇所存在する

。このことから

抗酸化作用を

有している可能性が考えられる。 

の in vitro
AAPHとAMVNとい

うラジカル発生剤を用いて C-FABP を酸

解析を行うことでメチ

ニンの酸化部位解析を行った。 

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

の高次

ヘリックス

鎖から

like 

という特徴的な

ファミリー

type fatty acid 

は生体内にお

いて抗酸化的な役割を担っていること

が知られている。この機能に関しては未

だ明らかになっていない部分が多いが、

4種

基が酸化される

本体である可能性

. 2009 

既存の報告から

のアミノ

を黄色に色付

FABP と

線結晶構造解析による立体

Aは

を示した。

°回転させ

た像を示し、それぞれのメチオニン残基

モデルで示す。

FABP 中

箇所存在してお

においても保存さ

存在する

ことからも

作用を

in vitro
とい

を酸

メチオ

 

3-1. C

上記ヒト

実験を行う。水溶性ラジカル発生剤であ

る

AMVN

確認された濃度である終濃度

50 mM

キュベータで

行った

を用いて

溶液に

1. C-FABP

上記ヒト C-FABP

実験を行う。水溶性ラジカル発生剤であ

る AAPH と脂溶性ラジカル発生剤である

AMVN は、L-FABP

確認された濃度である終濃度

50 mM で C-FABP

キュベータで

行った。反応後、

を用いて 25 mM 

溶液に溶媒を

FABP の酸化処理

FABP 組換え蛋白質を用いて

実験を行う。水溶性ラジカル発生剤であ

と脂溶性ラジカル発生剤である

FABP を用いた実験で酸化が

確認された濃度である終濃度

FABP と混和し、

キュベータで 90 分間静置し酸化反応を

。反応後、3K MW

25 mM 炭酸水素アンモニウム

溶媒を置換した。本試料を

の酸化処理 

組換え蛋白質を用いて

実験を行う。水溶性ラジカル発生剤であ

と脂溶性ラジカル発生剤である

を用いた実験で酸化が

確認された濃度である終濃度 200 mM, 

と混和し、37℃のイン

分間静置し酸化反応を

K MWCO の限外濾過器

炭酸水素アンモニウム

置換した。本試料を
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組換え蛋白質を用いて

実験を行う。水溶性ラジカル発生剤であ

と脂溶性ラジカル発生剤である

を用いた実験で酸化が

200 mM, 

℃のイン

分間静置し酸化反応を

の限外濾過器

炭酸水素アンモニウム

置換した。本試料を 5 mM 



 

炭酸水素アンモニウム溶液中で

C-FABP

いて 37

析試料とした。

MS解析は

Scientific

UHPLC system (MICHROM Bioresources, 

Auburn, CA)

をトラップカラム

× 5 mm; CERI, Japan)

分離用キャピリリーカラム

AQ nano column 

Bioresources)

クロマトグラフィーの条件は、

ギ酸）B

min : B 5%

－30 min : B 5%

イオンソース：

(AMR)。スプレーチップ：

Spray voltage  1.8 kV

to 1800 

Data dependent Scan

得られたマススペクトルから

Discoverer

を用いて

MASCOTサーバでデータベース検索を行っ

た。検索条件

Enzyme: trypsin, allow 1 missed 

cleavage

modification : dehydro Cys, 

Met, Peptide tol. : 5 ppm, 

0.6 Daとした。

 

その結果、検出されたメチオニンを含む

ペプチドを図

オニンを含むペプチドは

と④はメチオニンを

シン(K)

複ペプチドが確認された。

炭酸水素アンモニウム溶液中で

FABP につき 50 ng

37℃, 6 時間消化反応を行い

析試料とした。 

解析はLTQ Orbitrap XL

Scientific) nanoLC system

UHPLC system (MICHROM Bioresources, 

Auburn, CA)を用いて行った。

をトラップカラム

5 mm; CERI, Japan)

分離用キャピリリーカラム

AQ nano column , 0.1 

Bioresources)でペプチドを分離した。

クロマトグラフィーの条件は、

B液（100％アセトニトリル）

min : B 5%－45%, 15

30 min : B 5%。流速

イオンソース：XYZ Stage  ion source 

。スプレーチップ：

pray voltage  1.8 kV

to 1800 m/z, Resolution 30000

Data dependent Scan

得られたマススペクトルから

Discoverer (Themo Fisher Scientific

を用いてMGF file

サーバでデータベース検索を行っ

た。検索条件は、

nzyme: trypsin, allow 1 missed 

cleavage, Taxonomy : Human

modification : dehydro Cys, 

Peptide tol. : 5 ppm, 

とした。 

その結果、検出されたメチオニンを含む

ペプチドを図18に示す。検出されたメチ

オニンを含むペプチドは

と④はメチオニンを

(K)の切れ残りの違い

複ペプチドが確認された。

炭酸水素アンモニウム溶液中で

50 ng のトリプシンを用

時間消化反応を行い

 

LTQ Orbitrap XL (Themo Fisher 

nanoLC system

UHPLC system (MICHROM Bioresources, 

を用いて行った。

をトラップカラム (Lcolumn

5 mm; CERI, Japan)に吸着させた後、

分離用キャピリリーカラム

0.1 × 150 mm; MICHROM

でペプチドを分離した。

クロマトグラフィーの条件は、

％アセトニトリル）

45%, 15－20 min : B 95%, 20

。流速 500 n

XYZ Stage  ion source 

。スプレーチップ：Fortis Tip (AMR)

pray voltage  1.8 kV, Scan range : 

esolution 30000

Data dependent Scanとした。

得られたマススペクトルから

(Themo Fisher Scientific

MGF fileを作成し、

サーバでデータベース検索を行っ

は、Database : Swissprot

nzyme: trypsin, allow 1 missed 

Taxonomy : Human

modification : dehydro Cys, 

Peptide tol. : 5 ppm, 

 

その結果、検出されたメチオニンを含む

に示す。検出されたメチ

オニンを含むペプチドは5種類

と④はメチオニンを2つ含んだ

の切れ残りの違いに由来する

複ペプチドが確認された。

炭酸水素アンモニウム溶液中で 5μ

のトリプシンを用

時間消化反応を行い MS

(Themo Fisher 

nanoLC system：ADVANCE

UHPLC system (MICHROM Bioresources, 

を用いて行った。試料5μ

Lcolumn Micro 0.3 

に吸着させた後、

 (Magic C18 

150 mm; MICHROM

でペプチドを分離した。

クロマトグラフィーの条件は、A液（0.1

％アセトニトリル）0－

20 min : B 95%, 20

500 nL/min

XYZ Stage  ion source 

Fortis Tip (AMR)

, Scan range : 

esolution 30000, Top 5 

とした。 

得られたマススペクトルからProteome

(Themo Fisher Scientific

を作成し、in house

サーバでデータベース検索を行っ

Database : Swissprot

nzyme: trypsin, allow 1 missed 

Taxonomy : Human, Valuable 

modification : dehydro Cys, oxidation

Peptide tol. : 5 ppm, MS/MS tol. : 

その結果、検出されたメチオニンを含む

に示す。検出されたメチ

種類存在し、

んだN末側の

に由来する

これは末端側

μg 

のトリプシンを用

MS 解

(Themo Fisher 

ADVANCE 

UHPLC system (MICHROM Bioresources, 

μL

Micro 0.3 

に吸着させた後、

Magic C18 

150 mm; MICHROM, 

でペプチドを分離した。 

0.1％

－15 

20 min : B 95%, 20

/min 

XYZ Stage  ion source 

Fortis Tip (AMR) 

, Scan range : 400 

, Top 5 

Proteome 

(Themo Fisher Scientific)

in houseの

サーバでデータベース検索を行っ

Database : Swissprot 

Valuable 

oxidation 

MS/MS tol. : 

その結果、検出されたメチオニンを含む

に示す。検出されたメチ

存在し、③

末側のリ

に由来する重

は末端側

に存在するメチオニンが酸化されること

でトリプシンの切断に影響したためでは

ないかと考えている。

 

 

その結果、ペプチドピーク①

チオニンが

んど受けていないのに対して、ペプチド

ピーク④では

でおり、ペプチドピーク②

による酸化が顕著に増加していることが

確認された。

にはメチオニンが

２箇所共に酸化されたと思われる分子量

のピークは僅かにしか確認されなかった

ことから、どちらか部位選択的に酸化さ

れる可能性が示唆された。さらに、

チドピーク③

2つのシステインが存在しており、ペプチ

ド内

プロトンが

含むピークは検出可能である。今回の結

果では③

ジスルフ

て検出されたことから、酸化剤により

ステインも酸化されていることが確認さ

れた

 

今回の結果から、

顕著に酸化を受けることが

に存在するメチオニンが酸化されること

でトリプシンの切断に影響したためでは

ないかと考えている。

その結果、ペプチドピーク①

チオニンがAAPH, 

んど受けていないのに対して、ペプチド

ピーク④では

でおり、ペプチドピーク②

による酸化が顕著に増加していることが

確認された。

にはメチオニンが

２箇所共に酸化されたと思われる分子量

のピークは僅かにしか確認されなかった

ことから、どちらか部位選択的に酸化さ

れる可能性が示唆された。さらに、

チドピーク③

つのシステインが存在しており、ペプチ

ド内ジスルフィド結合が存在する場合、

プロトンが2つ外れることから

含むピークは検出可能である。今回の結

果では③, ④

スルフィド結合を形成したピークとし

て検出されたことから、酸化剤により

ステインも酸化されていることが確認さ

れた（データ未掲載）

今回の結果から、

顕著に酸化を受けることが

に存在するメチオニンが酸化されること

でトリプシンの切断に影響したためでは

ないかと考えている。 

その結果、ペプチドピーク①

AAPH, AMVNによる酸化をほと

んど受けていないのに対して、ペプチド

ピーク④ではAMVNの酸化が僅かにすすん

でおり、ペプチドピーク②

による酸化が顕著に増加していることが

確認された。なおペプチドピーク③

にはメチオニンが2箇所存在しているが、

２箇所共に酸化されたと思われる分子量

のピークは僅かにしか確認されなかった

ことから、どちらか部位選択的に酸化さ

れる可能性が示唆された。さらに、

チドピーク③, ④, ⑤にはペプチド内に

つのシステインが存在しており、ペプチ

スルフィド結合が存在する場合、

つ外れることから

含むピークは検出可能である。今回の結

④, ⑤のピークはほとんどが

ィド結合を形成したピークとし

て検出されたことから、酸化剤により

ステインも酸化されていることが確認さ

（データ未掲載）。

今回の結果から、C-FABP

顕著に酸化を受けることが

に存在するメチオニンが酸化されること

でトリプシンの切断に影響したためでは

 

その結果、ペプチドピーク①, ⑤ではメ

による酸化をほと

んど受けていないのに対して、ペプチド

の酸化が僅かにすすん

でおり、ペプチドピーク②, ③では

による酸化が顕著に増加していることが

なおペプチドピーク③

箇所存在しているが、

２箇所共に酸化されたと思われる分子量

のピークは僅かにしか確認されなかった

ことから、どちらか部位選択的に酸化さ

れる可能性が示唆された。さらに、

⑤にはペプチド内に

つのシステインが存在しており、ペプチ

スルフィド結合が存在する場合、

つ外れることからS-S

含むピークは検出可能である。今回の結

⑤のピークはほとんどが

ィド結合を形成したピークとし

て検出されたことから、酸化剤により

ステインも酸化されていることが確認さ

。 

FABPはAAPHによって

顕著に酸化を受けることが確認され
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に存在するメチオニンが酸化されること

でトリプシンの切断に影響したためでは

 

⑤ではメ

による酸化をほと

んど受けていないのに対して、ペプチド

の酸化が僅かにすすん

③ではAAPH

による酸化が顕著に増加していることが

なおペプチドピーク③, ④

箇所存在しているが、

２箇所共に酸化されたと思われる分子量

のピークは僅かにしか確認されなかった

ことから、どちらか部位選択的に酸化さ

れる可能性が示唆された。さらに、ペプ

⑤にはペプチド内に

つのシステインが存在しており、ペプチ

スルフィド結合が存在する場合、

S結合を

含むピークは検出可能である。今回の結

⑤のピークはほとんどが

ィド結合を形成したピークとし

て検出されたことから、酸化剤によりシ

ステインも酸化されていることが確認さ

によって

確認され、そ



 

のメチオニン酸化部位は

もしくは

存在するシステインもデヒドロ化される

ことが確認

L-FABP酸化実験

チオニンが

いるが、

るメチオニンのうち、

たメチオニンは

でもっとも酸化され易いメチオニンに相

当するC

されなかった。

立体構造モデルに適用したものを図

示す。図

モデルに今回の結果で観察された酸化メ

チオニンを黄色の

で示す。こ

イプによって酸化される部位が異なり、

抗酸化機能もアイソタイプによって異な

る可能性が示唆された。

 

 

さらに、上記

ELISA系を用いて、本酸化

行った。

を、「固相

示し、青線が

C-FABP、緑線が

のメチオニン酸化部位は

もしくはMet38のどちらかであり、

存在するシステインもデヒドロ化される

確認された。なお、

酸化実験では

チオニンが酸化され

いるが、L-FABPと

るメチオニンのうち、

たメチオニンはMet23

でもっとも酸化され易いメチオニンに相

C-FABPのMet122

なかった。これらの結果を

立体構造モデルに適用したものを図

図17-2で示した

モデルに今回の結果で観察された酸化メ

チオニンを黄色の

で示す。この結果

イプによって酸化される部位が異なり、

抗酸化機能もアイソタイプによって異な

る可能性が示唆された。

、上記2項にて構築した

系を用いて、本酸化

行った。図20 Aに「固相

を、「固相.TA-W/検出

示し、青線がC-FABP

、緑線がAMVN

のメチオニン酸化部位はMet23

のどちらかであり、

存在するシステインもデヒドロ化される

された。なお、

ではAAPH処理で全てのメ

されることが確認されて

とC-FABPで保存されてい

るメチオニンのうち、C-FABP

Met23のみであり、

でもっとも酸化され易いメチオニンに相

Met122は全く酸化が確認

これらの結果を

立体構造モデルに適用したものを図

で示したC-FABP

モデルに今回の結果で観察された酸化メ

チオニンを黄色のball and stick

の結果から、FABP

イプによって酸化される部位が異なり、

抗酸化機能もアイソタイプによって異な

る可能性が示唆された。 

項にて構築した

系を用いて、本酸化C-

「固相.TA-

検出.TA-A

FABP、赤線が

AMVN処理C-

Met23と、Met35

のどちらかであり、各所に

存在するシステインもデヒドロ化される

先に述べた

処理で全てのメ

ることが確認されて

で保存されてい

FABPで酸化され

のみであり、L-FABP

でもっとも酸化され易いメチオニンに相

は全く酸化が確認

これらの結果をC-FABP

立体構造モデルに適用したものを図19

FABPの立体構造

モデルに今回の結果で観察された酸化メ

ball and stickモデル

FABPはアイソタ

イプによって酸化される部位が異なり、

抗酸化機能もアイソタイプによって異な

項にて構築したC-FABP検出

FABPの測定を

K/検出.TA

」を図20 

、赤線がAAPH処理

FABPの反応曲

Met35

各所に

存在するシステインもデヒドロ化される

先に述べた

処理で全てのメ

ることが確認されて

で保存されてい

で酸化され

FABP

でもっとも酸化され易いメチオニンに相

は全く酸化が確認

FABPの

19に

の立体構造

モデルに今回の結果で観察された酸化メ

モデル

はアイソタ

イプによって酸化される部位が異なり、

抗酸化機能もアイソタイプによって異な

 

検出

の測定を

.TA-R」

 Bに

処理

の反応曲

線を示し、それぞれの

はNanoOrange Protein 

(Molecular Probes)

量を測定し標準化した。その結果、未処

理C

ほぼ一致したが、

らの系でも高い値を示したことから、

AAPH

ていることが

ら、

酸化され、

化が生じる立体構造変化が起こる可能性

が示唆された。上記メチオニンの酸化反

応の選択性やそ

がFABP

と考えると、生体内における

構造と生理機能が密接に関連しているの

ではないかと考えられる。

 

線を示し、それぞれの

NanoOrange Protein 

(Molecular Probes)

量を測定し標準化した。その結果、未処

C-FABPとAMVN

ほぼ一致したが、

らの系でも高い値を示したことから、

AAPH処理C-FABP

ていることが

ら、C-FABPは

酸化され、ELISA

化が生じる立体構造変化が起こる可能性

が示唆された。上記メチオニンの酸化反

応の選択性やそ

FABPの構造の僅かな違いによるものだ

と考えると、生体内における

構造と生理機能が密接に関連しているの

ではないかと考えられる。

線を示し、それぞれのC

NanoOrange Protein 

(Molecular Probes)を用いて総タンパク

量を測定し標準化した。その結果、未処

AMVN処理C-FABP

ほぼ一致したが、AAPH処理

らの系でも高い値を示したことから、

FABPは抗体の認識性が上昇し

ていることが確認された。以上の結果か

はAAPHによってメチオニンが

ELISAにおける抗体認識性の変

化が生じる立体構造変化が起こる可能性

が示唆された。上記メチオニンの酸化反

応の選択性やそれに伴う立体構造の変化

の構造の僅かな違いによるものだ

と考えると、生体内における

構造と生理機能が密接に関連しているの

ではないかと考えられる。

C-FABPタンパク量

NanoOrange Protein Quantitation Kit 

を用いて総タンパク

量を測定し標準化した。その結果、未処

FABPの反応曲線は

処理C-FABP

らの系でも高い値を示したことから、

は抗体の認識性が上昇し

確認された。以上の結果か

によってメチオニンが

における抗体認識性の変

化が生じる立体構造変化が起こる可能性

が示唆された。上記メチオニンの酸化反

れに伴う立体構造の変化

の構造の僅かな違いによるものだ

と考えると、生体内におけるFABP

構造と生理機能が密接に関連しているの

ではないかと考えられる。 
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タンパク量

Quantitation Kit 

を用いて総タンパク

量を測定し標準化した。その結果、未処

の反応曲線は

FABPはどち

らの系でも高い値を示したことから、

は抗体の認識性が上昇し

確認された。以上の結果か

によってメチオニンが

における抗体認識性の変

化が生じる立体構造変化が起こる可能性

が示唆された。上記メチオニンの酸化反

れに伴う立体構造の変化

の構造の僅かな違いによるものだ

FABPの立体

構造と生理機能が密接に関連しているの

 



 

4. ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子・脂肪酸結合蛋白

る特異抗体

4-1. 遺伝子解析・カスケード解析

前年度に

への A-

後の遺伝子解析の結果を基にカスケー

ド解析を行った結果を

Platform

Expression profile

析を行った。

解析に用いたデータはカスケード解析

にて「本現象に関係すると思われる因子

リスト」のカウント数が

で、「ADSCvsA

「 ADSCvsC

「 233AvsA

「233AvsC

図 21

「ADSCvsA

C は「233AvsA

を表した。

 

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子・脂肪酸結合蛋白

る特異抗体を用いた発現解析

遺伝子解析・カスケード解析

前年度に報告した

-FABP 及び

後の遺伝子解析の結果を基にカスケー

ド解析を行った結果を

Platform の PPI

Expression profile

析を行った。 

解析に用いたデータはカスケード解析

にて「本現象に関係すると思われる因子

リスト」のカウント数が

ADSCvsA-FABP

ADSCvsC-FABP

233AvsA-FABP

233AvsC-FABP」では

21 に PPI 解析データを示し

ADSCvsA-FABP」、

233AvsA-FABP

を表した。 

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

環境因子・脂肪酸結合蛋白(FABP)

を用いた発現解析

遺伝子解析・カスケード解析

報告した ADSCs と

及び C-FABP の添加・共培養

後の遺伝子解析の結果を基にカスケー

ド解析を行った結果を Genome Network 

PPI ネットワーク解析と

Expression profile 解析を用いて再解

解析に用いたデータはカスケード解析

にて「本現象に関係すると思われる因子

リスト」のカウント数が 10

FABP」では

FABP 」 で は

FABP 」 で は

」では 24 因子である。

解析データを示し

」、Bは「ADSCvsC

FABP」、Dは「233AvsC

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

(FABP)に対す

を用いた発現解析 

遺伝子解析・カスケード解析 

と 233A cells

の添加・共培養

後の遺伝子解析の結果を基にカスケー

Genome Network 

ネットワーク解析と

解析を用いて再解

解析に用いたデータはカスケード解析

にて「本現象に関係すると思われる因子

10 以上の因子

」では 41 因子、

」 で は 35 因 子 、

」 で は 37 因 子 、

因子である。

解析データを示し A

ADSCvsC-FABP

233AvsC-FABP

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

に対す

233A cells

の添加・共培養

後の遺伝子解析の結果を基にカスケー

Genome Network 

ネットワーク解析と

解析を用いて再解

解析に用いたデータはカスケード解析

にて「本現象に関係すると思われる因子

以上の因子

因子、

因 子 、

因 子 、

因子である。

A は

FABP」、

FABP」
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また、図

解析の結果を示す。上記同様に本図でも

A は 「

「ADSCvsC

D は「233AvsC

これらのデータから先に報告した内容

と同様に

でのみ、関連する因子として検出された

MYOD1 や

異的に存在する

しながら、筋細胞に発現が確認されてい

ない因子も一部検出されていることか

ら、分化の程度は不十分である可能性が

考えられるため、

関して最適化検討を行う必要があると

考えられた。また、

析から

白質が判明していることから、今後の解

析にはこのような蛋白質の関連もひと

つの指標にすることが可能であると考

える。一方

合で、関連する因子として検出された

FOXP3、

腺に発現が確認された蛋白質であった。

これが

また、図 22 には

解析の結果を示す。上記同様に本図でも

は 「 ADSCvsA

ADSCvsC-FABP」、

233AvsC-FABP

これらのデータから先に報告した内容

と同様にADSCにA

でのみ、関連する因子として検出された

や MYOG が

異的に存在することが確認できた。しか

しながら、筋細胞に発現が確認されてい

ない因子も一部検出されていることか

ら、分化の程度は不十分である可能性が

考えられるため、

関して最適化検討を行う必要があると

考えられた。また、

析から MYOD1 や MYOG

白質が判明していることから、今後の解

析にはこのような蛋白質の関連もひと

つの指標にすることが可能であると考

える。一方 ADSC に

合で、関連する因子として検出された

、FLI1、TCF7

に発現が確認された蛋白質であった。

これが C-FABP が癌転移と関連している

には Expression profile

解析の結果を示す。上記同様に本図でも

ADSCvsA-FABP 」、

」、Cは「233AvsA

FABP」を表した。

これらのデータから先に報告した内容

A-FABPを添加

でのみ、関連する因子として検出された

が skeletal muscle

ことが確認できた。しか

しながら、筋細胞に発現が確認されてい

ない因子も一部検出されていることか

ら、分化の程度は不十分である可能性が

考えられるため、A-FABP の添加条件に

関して最適化検討を行う必要があると

考えられた。また、PPI ネットワーク解

MYOG と相互作用する蛋

白質が判明していることから、今後の解

析にはこのような蛋白質の関連もひと

つの指標にすることが可能であると考

に C-FABP を添加した場

合で、関連する因子として検出された

TCF7 などはリンパ節

に発現が確認された蛋白質であった。

が癌転移と関連している

Expression profile

解析の結果を示す。上記同様に本図でも

」、 B

233AvsA-FABP

」を表した。 

これらのデータから先に報告した内容

を添加した場合

でのみ、関連する因子として検出された

skeletal muscle に特

ことが確認できた。しか

しながら、筋細胞に発現が確認されてい

ない因子も一部検出されていることか

ら、分化の程度は不十分である可能性が

の添加条件に

関して最適化検討を行う必要があると

ネットワーク解

と相互作用する蛋

白質が判明していることから、今後の解

析にはこのような蛋白質の関連もひと

つの指標にすることが可能であると考

を添加した場

合で、関連する因子として検出された

などはリンパ節や胸

に発現が確認された蛋白質であった。

が癌転移と関連している

 

Expression profile

解析の結果を示す。上記同様に本図でも

B は

FABP」、

これらのデータから先に報告した内容

した場合

でのみ、関連する因子として検出された

に特

ことが確認できた。しか

しながら、筋細胞に発現が確認されてい

ない因子も一部検出されていることか

ら、分化の程度は不十分である可能性が

の添加条件に

関して最適化検討を行う必要があると

ネットワーク解

と相互作用する蛋

白質が判明していることから、今後の解

析にはこのような蛋白質の関連もひと

つの指標にすることが可能であると考

を添加した場

合で、関連する因子として検出された

や胸

に発現が確認された蛋白質であった。

が癌転移と関連している

という既存の報告と関連があるとすれ

ば非常に興味深い結果である。

という既存の報告と関連があるとすれ

ば非常に興味深い結果である。

という既存の報告と関連があるとすれ

ば非常に興味深い結果である。

という既存の報告と関連があるとすれ

ば非常に興味深い結果である。 
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という既存の報告と関連があるとすれ
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4-2.メタボローム解析

生体内には核酸（

ほかに、糖、有機酸、アミノ酸などの低

分子が存在しており、これらの物質の多

くは、酵素などの代謝活動によって作り

出された代謝物質（メタボライト）であ

る。細胞の働きを理解しようとするとき、

DNA 配列の網羅的解析（ゲノミクス）や

タンパク質の網羅的解析（プロテオミク

ス）に加えて、代謝物質の網羅的解析（メ

タボロミクス）が重要となる。メタボロ

ミクスとは「代謝物質の種類や濃度を網

羅的に分析・解析する手法」のことであ

る。これは外部からの刺激（温度や光な

ど環境の変化や薬物摂取、食事など）や

疾病などにより代謝が動くと、血液、尿、

組織、細胞、液胞などの中に存在する代

謝物質の種類や濃度に変化が起こる。そ

の変化を分析することにより、バイオマ

ーカーの探索や代謝の生化学的仮説立

案・検証が可能となる。そこで

報告で

233A cells (Renal epithelial cell 

line) に

養し、

ASCsに

分化と思われる遺伝子発現量の変化が

確認されたことから、

A-FABP

で変化するメタボライトを解析する

ととした

対してオートク

ンに働く機構を解析することを目的と

する。また、

加で FABP

クラインに働く機構

するための評価方法として

ム解析が有用か

 

メタボローム解析

生体内には核酸（

ほかに、糖、有機酸、アミノ酸などの低

分子が存在しており、これらの物質の多

くは、酵素などの代謝活動によって作り

出された代謝物質（メタボライト）であ

る。細胞の働きを理解しようとするとき、

配列の網羅的解析（ゲノミクス）や

タンパク質の網羅的解析（プロテオミク

ス）に加えて、代謝物質の網羅的解析（メ

タボロミクス）が重要となる。メタボロ

ミクスとは「代謝物質の種類や濃度を網

羅的に分析・解析する手法」のことであ

る。これは外部からの刺激（温度や光な

ど環境の変化や薬物摂取、食事など）や

疾病などにより代謝が動くと、血液、尿、

組織、細胞、液胞などの中に存在する代

謝物質の種類や濃度に変化が起こる。そ

の変化を分析することにより、バイオマ

ーカーの探索や代謝の生化学的仮説立

案・検証が可能となる。そこで

報告で脂肪組織由来幹細胞（

233A cells (Renal epithelial cell 

に C-FABP, A

、遺伝子発現解析を行うことで

にA-FABP添加特異的に筋細胞への

分化と思われる遺伝子発現量の変化が

確認されたことから、

FABP を添加し共培養

変化するメタボライトを解析する

ととした。本検討により

対してオートクライン及び、パラクライ

ンに働く機構を解析することを目的と

する。また、ASCs

FABP のオートクライン及び、パラ

クラインに働く機構

するための評価方法として

ム解析が有用かも

メタボローム解析 

生体内には核酸（DNA）やタンパク質の

ほかに、糖、有機酸、アミノ酸などの低

分子が存在しており、これらの物質の多

くは、酵素などの代謝活動によって作り

出された代謝物質（メタボライト）であ

る。細胞の働きを理解しようとするとき、

配列の網羅的解析（ゲノミクス）や

タンパク質の網羅的解析（プロテオミク

ス）に加えて、代謝物質の網羅的解析（メ

タボロミクス）が重要となる。メタボロ

ミクスとは「代謝物質の種類や濃度を網

羅的に分析・解析する手法」のことであ

る。これは外部からの刺激（温度や光な

ど環境の変化や薬物摂取、食事など）や

疾病などにより代謝が動くと、血液、尿、

組織、細胞、液胞などの中に存在する代

謝物質の種類や濃度に変化が起こる。そ

の変化を分析することにより、バイオマ

ーカーの探索や代謝の生化学的仮説立

案・検証が可能となる。そこで

組織由来幹細胞（

233A cells (Renal epithelial cell 

FABP, A-FABP を添加

遺伝子発現解析を行うことで

添加特異的に筋細胞への

分化と思われる遺伝子発現量の変化が

確認されたことから、ASCs

を添加し共培養することで

変化するメタボライトを解析する

。本検討により FABP

ライン及び、パラクライ

ンに働く機構を解析することを目的と

ASCs への FABP

のオートクライン及び、パラ

クラインに働く機構の阻害効果を確認

するための評価方法として

も同時に検討する。

）やタンパク質の

ほかに、糖、有機酸、アミノ酸などの低

分子が存在しており、これらの物質の多

くは、酵素などの代謝活動によって作り

出された代謝物質（メタボライト）であ

る。細胞の働きを理解しようとするとき、

配列の網羅的解析（ゲノミクス）や

タンパク質の網羅的解析（プロテオミク

ス）に加えて、代謝物質の網羅的解析（メ

タボロミクス）が重要となる。メタボロ

ミクスとは「代謝物質の種類や濃度を網

羅的に分析・解析する手法」のことであ

る。これは外部からの刺激（温度や光な

ど環境の変化や薬物摂取、食事など）や

疾病などにより代謝が動くと、血液、尿、

組織、細胞、液胞などの中に存在する代

謝物質の種類や濃度に変化が起こる。そ

の変化を分析することにより、バイオマ

ーカーの探索や代謝の生化学的仮説立

案・検証が可能となる。そこで前年度の

組織由来幹細胞（ASCs）

233A cells (Renal epithelial cell 

を添加し共培

遺伝子発現解析を行うことで

添加特異的に筋細胞への

分化と思われる遺伝子発現量の変化が

ASCs に C-FABP, 

することで ASCs

変化するメタボライトを解析する

FABP が細胞に

ライン及び、パラクライ

ンに働く機構を解析することを目的と

FABP 特異抗体添

のオートクライン及び、パラ

阻害効果を確認

するための評価方法としてメトボロー

検討する。 

）やタンパク質の

ほかに、糖、有機酸、アミノ酸などの低

分子が存在しており、これらの物質の多

くは、酵素などの代謝活動によって作り

出された代謝物質（メタボライト）であ

る。細胞の働きを理解しようとするとき、

配列の網羅的解析（ゲノミクス）や

タンパク質の網羅的解析（プロテオミク

ス）に加えて、代謝物質の網羅的解析（メ

タボロミクス）が重要となる。メタボロ

ミクスとは「代謝物質の種類や濃度を網

羅的に分析・解析する手法」のことであ

る。これは外部からの刺激（温度や光な

ど環境の変化や薬物摂取、食事など）や

疾病などにより代謝が動くと、血液、尿、

組織、細胞、液胞などの中に存在する代

謝物質の種類や濃度に変化が起こる。そ

の変化を分析することにより、バイオマ

ーカーの探索や代謝の生化学的仮説立

前年度の

）と

233A cells (Renal epithelial cell 

し共培

遺伝子発現解析を行うことで

添加特異的に筋細胞への

分化と思われる遺伝子発現量の変化が

FABP, 

ASCs

変化するメタボライトを解析するこ

が細胞に

ライン及び、パラクライ

ンに働く機構を解析することを目的と

特異抗体添

のオートクライン及び、パラ

阻害効果を確認

メトボロー

 

4-2

培養した

ディッシュ）の培地を除去し、

BALANCED SALT 

度洗浄した。その後トリプシン

（invitrogen

キュベータで

離させた。遊離させた細胞は培地で十分

に懸濁し、細胞数をカウントした。その

後、細胞懸濁液を

分離を行い、上清を除去した後

PRO

1.4 x 10

10cm

5% CO

セミコンフルエントに

行った後に、

白質を終濃度

き続き

を行った。

に示す。

 

 

2-1. 細胞培養

培養した ASCs

ディッシュ）の培地を除去し、

BALANCED SALT 

度洗浄した。その後トリプシン

invitrogen

キュベータで

離させた。遊離させた細胞は培地で十分

に懸濁し、細胞数をカウントした。その

後、細胞懸濁液を

分離を行い、上清を除去した後

PRO（invitroge

1.4 x 105 cell/dish

10cm2 ディッシュに細胞を撒き、

5% CO2条件で培養を行った。

セミコンフルエントに

行った後に、

白質を終濃度

き続き 37℃, 5% CO

を行った。解析に用いた

に示す。 

 

細胞培養 

ASCs（ゲラチンコート

ディッシュ）の培地を除去し、

BALANCED SALT SOLUTION

度洗浄した。その後トリプシン

invitrogen）を添加して、

キュベータで 3分ほど静置し、細胞を遊

離させた。遊離させた細胞は培地で十分

に懸濁し、細胞数をカウントした。その

後、細胞懸濁液を 1200 rpm, 5

分離を行い、上清を除去した後

invitroge）によって再度懸濁し

cell/dish でゲラチンコート

ディッシュに細胞を撒き、

条件で培養を行った。

セミコンフルエントに

行った後に、C-FABP, A

白質を終濃度 1μMで ASCs

, 5% CO2条件で

解析に用いた

 

（ゲラチンコート

ディッシュ）の培地を除去し、

SOLUTION（SIGMA）で一

度洗浄した。その後トリプシン

）を添加して、37℃のイン

分ほど静置し、細胞を遊

離させた。遊離させた細胞は培地で十分

に懸濁し、細胞数をカウントした。その

1200 rpm, 5 分間遠心

分離を行い、上清を除去した後

）によって再度懸濁し

でゲラチンコート

ディッシュに細胞を撒き、

条件で培養を行った。 

セミコンフルエントになるまで培養

A-FABP 組換え蛋

ASCs に添加し、引

条件で 15 時間培養

解析に用いたサンプルを表
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（ゲラチンコート 10cm2

ディッシュ）の培地を除去し、HUNK’S 
）で一

度洗浄した。その後トリプシン-EDTA

℃のイン

分ほど静置し、細胞を遊

離させた。遊離させた細胞は培地で十分

に懸濁し、細胞数をカウントした。その

分間遠心

分離を行い、上清を除去した後 MESEN 

）によって再度懸濁し

でゲラチンコート

ディッシュに細胞を撒き、37℃, 

なるまで培養を

組換え蛋

に添加し、引

時間培養

サンプルを表 5
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4-2-2. 前処理 

a. CE-TOFMS 用 
培養した細胞の培地を吸引除去し、10mL

の細胞洗浄液で洗浄し、再度 2mL の細胞

洗浄液で洗浄した。洗浄液の取り残しが

ないように十分に吸引除去を行った細

胞に 800μ L のメタノール (Wako, 

132-14524, AWJ4676)を添加し、ディッ

シュ全面にメタノールが行き渡る程度

に振盪し 30 秒間静置させた。その後、

上記混合液 1,000μL をマイクロチュー

ブに回収し、すぐに氷冷した。得られた

回収抽出液を 2,300 x g, 4℃, 5 分間遠

心分離を行い沈殿物を除去した。本上清

を 2 本の限外濾過ユニットに移し、

9,100 x g, 4℃, 2-5 時間遠心分離を行

い完全に液を透過させた。透過した回収

液は-80℃にて凍結させサンプルを解析

した。 

 

b. LC-MS 用 
培養した細胞の培地を吸引除去し、10mL

の細胞洗浄液で洗浄し、再度2mLの細胞洗

浄液で洗浄した。洗浄液の取り残しがな

いように十分に吸引除去を行った細胞に

メタボライト抽出用エタノール溶液

1.3mLを添加し、セルスクレーバーにて細

胞を剥離した。抽出液を1.0mLと共に細胞

塊も回収し、-80℃にて凍結させサンプル

を解析した。本サンプルを1,000 μL の

Milli-Q 水を加え氷冷しながら超音波で

5 分間処理した後、遠心分離（2,300 × g, 
4°C, 5 分）を行い、上清を回収した。

これを乾固させ、100 μL の50%イソプロ

パノール溶液（v/v）に溶解して測定に供

した。 

 

c. 細胞数の計測 
上記 a. b.とは別に同様の操作を行った

細胞を用意し、細胞を回収後、セルカウ

ンターを用いて細胞数を計測した。 

 

4-2-3. CE-TOFMS 解析 

本試験ではカチオンモード、アニオンモ

ードを以下に示す条件で行った。 

陽イオン性代謝物質（カチオンモード） 

装置 

Agilent CE-TOFMS system（Agilent 

Technologies 社） 6 号機 

Capillary : Fused silica capillary i.d. 

50 μm × 80 cm 

測定条件 

Run buffer : Cation Buffer Solution 

(p/n : H3301-1001) 

Rinse buffer : Cation Buffer Solution 

(p/n : H3301-1001) 

Sample injection : Pressure injection 

50 mbar, 10 sec 

CE voltage : Positive, 27 kV 

MS ionization : ESI Positive 

MS capillary voltage : 4,000 V 

MS scan range : m/z 50-1,000 
Sheath liquid : HMT Sheath Liquid 

(p/n : H3301-1020) 

陰イオン性代謝物質（アニオンモード） 

装置 

Agilent CE-TOFMS system（Agilent 

Technologies 社）5 号機 

Capillary : Fused silica capillary i.d. 

50 μm × 80 cm 

測定条件 

Run buffer : Anion Buffer Solution 

(p/n : I3302-1023) 

Rinse buffer : Anion Buffer Solution 

(p/n : I3302-1023) 

Sample injection : Pressure injection 

50 mbar, 25 sec 

CE voltage : Positive, 30 kV 



 

MS ionization : ESI Negative

MS capillary voltage : 3,500 V

MS scan

Sheath liquid : HMT Sheath Liquid 

(p/n : H3301

 

a. データ処理
CE-TOFMS 

分ソフトウェアの

ver.2.13.0.8.h

て、シグナル

のピークを自動抽出し、質量電荷比

ピーク面積値、泳動時間

time: MT) 

値は下記の式を用いて相対面積値に変換

した。また、これらのデータには

などのアダクトイオン及び、脱水、脱ア

ンモニウムなどのフラグメントイオンが

含まれているので、これらの分子量関連

イオンを削除した。しかし、物質特異的

なアダクトやフラグメントも存在するた

め、すべてを精査することはできなかっ

た。精査したピークについて、

の値をもとに、各試料間のピークの照

合・整列化を行った。

 

b. 候補代謝物質検索
検出されたピークに対して

値をもとに代謝物質ライブラリ及び

Known-Unknown 

全物質との照合、検索を行った。検索の

ための許容誤差は

では ± 10 ppm

MS ionization : ESI Negative

MS capillary voltage : 3,500 V

MS scan range : 

Sheath liquid : HMT Sheath Liquid 

(p/n : H3301-1020)

データ処理 

TOFMS で検出されたピークは、自動積

分ソフトウェアの

ver.2.13.0.8.h（慶應義塾大学

て、シグナル/ノイズ

のピークを自動抽出し、質量電荷比

ピーク面積値、泳動時間

time: MT) を得た。得られたピーク面積

値は下記の式を用いて相対面積値に変換

した。また、これらのデータには

などのアダクトイオン及び、脱水、脱ア

ンモニウムなどのフラグメントイオンが

含まれているので、これらの分子量関連

イオンを削除した。しかし、物質特異的

なアダクトやフラグメントも存在するた

め、すべてを精査することはできなかっ

た。精査したピークについて、

の値をもとに、各試料間のピークの照

合・整列化を行った。

候補代謝物質検索

検出されたピークに対して

値をもとに代謝物質ライブラリ及び

Unknown ライブラリに登録された

全物質との照合、検索を行った。検索の

ための許容誤差は

± 10 ppmとした。

MS ionization : ESI Negative

MS capillary voltage : 3,500 V

range : m/z 50-1,000
Sheath liquid : HMT Sheath Liquid 

1020) 

で検出されたピークは、自動積

分ソフトウェアのMasterHands 

（慶應義塾大学

ノイズ (S/N) 

のピークを自動抽出し、質量電荷比

ピーク面積値、泳動時間 (Migration 

を得た。得られたピーク面積

値は下記の式を用いて相対面積値に変換

した。また、これらのデータには

などのアダクトイオン及び、脱水、脱ア

ンモニウムなどのフラグメントイオンが

含まれているので、これらの分子量関連

イオンを削除した。しかし、物質特異的

なアダクトやフラグメントも存在するた

め、すべてを精査することはできなかっ

た。精査したピークについて、

の値をもとに、各試料間のピークの照

合・整列化を行った。 

候補代謝物質検索 

検出されたピークに対して

値をもとに代謝物質ライブラリ及び

ライブラリに登録された

全物質との照合、検索を行った。検索の

ための許容誤差はMT で ± 0.5 min

とした。 

MS ionization : ESI Negative 

MS capillary voltage : 3,500 V 

1,000 

Sheath liquid : HMT Sheath Liquid 

で検出されたピークは、自動積

MasterHands 

（慶應義塾大学）を用い

(S/N) 比が3 以上

のピークを自動抽出し、質量電荷比(m/z
(Migration 

を得た。得られたピーク面積

値は下記の式を用いて相対面積値に変換

した。また、これらのデータにはNa+や

などのアダクトイオン及び、脱水、脱ア

ンモニウムなどのフラグメントイオンが

含まれているので、これらの分子量関連

イオンを削除した。しかし、物質特異的

なアダクトやフラグメントも存在するた

め、すべてを精査することはできなかっ

た。精査したピークについて、m/z と
の値をもとに、各試料間のピークの照

検出されたピークに対してm/z とMT 
値をもとに代謝物質ライブラリ及び

ライブラリに登録された

全物質との照合、検索を行った。検索の

± 0.5 min、

Sheath liquid : HMT Sheath Liquid 

で検出されたピークは、自動積

）を用い

以上

m/z)、
(Migration 

を得た。得られたピーク面積

値は下記の式を用いて相対面積値に変換

やK+

などのアダクトイオン及び、脱水、脱ア

ンモニウムなどのフラグメントイオンが

含まれているので、これらの分子量関連

イオンを削除した。しかし、物質特異的

なアダクトやフラグメントも存在するた

め、すべてを精査することはできなかっ

とMT

の値をもとに、各試料間のピークの照

 

MT の

値をもとに代謝物質ライブラリ及び

ライブラリに登録された

全物質との照合、検索を行った。検索の

、m/z 

 

培養細胞

メタボローム解析を行った。代謝物質ラ

イブラリ及び

に登録された物質の

ら155

に候補化合物が付与された（表

 

培養細胞9検体について

メタボローム解析を行った。代謝物質ラ

イブラリ及び

に登録された物質の

155（カチオン

に候補化合物が付与された（表

検体について

メタボローム解析を行った。代謝物質ラ

イブラリ及びKnown-Unknown 

に登録された物質のm/z 
（カチオン92, アニオン

に候補化合物が付与された（表

検体についてCE-TOFMS 

メタボローム解析を行った。代謝物質ラ

Unknown ライブラリ

m/z 及びMT の値か
アニオン63）ピーク

に候補化合物が付与された（表6）。
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TOFMS による

メタボローム解析を行った。代謝物質ラ

ライブラリ

の値か

）ピーク

）。 

 



 

 

 

候補化合物が絞り込まれた

について、各群間の相対面積値比の算出

及び

C-FABP

結果、

7-1

に含まれる糖リン酸

6-phosphate, Glucose 6

り、

プリンヌクレオシド類の

候補化合物が絞り込まれた

について、各群間の相対面積値比の算出

及びWelchのt

FABP添加群とコントロール群の比較の

結果、24のピークが

1）。このピークのうち、上位は解糖系

に含まれる糖リン酸

phosphate, Glucose 6

り、C-FABP添加群で高値を示した。一方、

プリンヌクレオシド類の

候補化合物が絞り込まれた

について、各群間の相対面積値比の算出

t-検定を実施した（表

添加群とコントロール群の比較の

のピークがp<0.05

）。このピークのうち、上位は解糖系

に含まれる糖リン酸Fructose 

phosphate, Glucose 6

添加群で高値を示した。一方、

プリンヌクレオシド類の

候補化合物が絞り込まれた 155 ピーク

について、各群間の相対面積値比の算出

検定を実施した（表

添加群とコントロール群の比較の

p<0.05であった（表

）。このピークのうち、上位は解糖系

Fructose 

phosphate, Glucose 6-phosphate

添加群で高値を示した。一方、

プリンヌクレオシド類のAdenosine, AMP, 
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ピーク

について、各群間の相対面積値比の算出

検定を実施した（表7）。

添加群とコントロール群の比較の

であった（表

）。このピークのうち、上位は解糖系

phosphateであ

添加群で高値を示した。一方、

Adenosine, AMP, 



 

ADPなどは

A-FABP添加群とコントロール群間比較の

結果、40

このピークのうち上位にアミノ酸や脂質

分解産物が多く含まれており、そのすべ

てがA-FABP

糖リン酸は

添加群で高値を示した。

 

 

c. 統計解析
主成分分析

ver.3.14

などはC-FABPで総じて低値を示した。

添加群とコントロール群間比較の

40ピークがp<0.05

このピークのうち上位にアミノ酸や脂質

分解産物が多く含まれており、そのすべ

FABP添加群で高値を示した。一方、

糖リン酸はC-FABP

添加群で高値を示した。

統計解析 (PCA, HCA)

主成分分析 (PCA)

er.3.14（HMT）を用いて行った。また、

で総じて低値を示した。

添加群とコントロール群間比較の

p<0.05であった（表

このピークのうち上位にアミノ酸や脂質

分解産物が多く含まれており、そのすべ

添加群で高値を示した。一方、

FABP添加群と同様に

添加群で高値を示した。 

(PCA, HCA) 

(PCA)はSampleStat 

）を用いて行った。また、

で総じて低値を示した。

添加群とコントロール群間比較の

であった（表7

このピークのうち上位にアミノ酸や脂質

分解産物が多く含まれており、そのすべ

添加群で高値を示した。一方、

添加群と同様にA-FABP

SampleStat 

）を用いて行った。また、

で総じて低値を示した。 

添加群とコントロール群間比較の

7-2）。

このピークのうち上位にアミノ酸や脂質

分解産物が多く含まれており、そのすべ

添加群で高値を示した。一方、

FABP

 

 

）を用いて行った。また、

階層的クラスタリング解析

Heatmap 

を用いて行った。両解析とも、データの

前処理としてピーク単位での標準化

=0, 

検出されたピークを用いて主成分分析

を行った結果を図

層的クラスタリングを行い、

示させた結果を図

析の結果、

ル群から分離していることが確認され

た。これはアミノ酸や

どが高値であることを示している。また、

PC2

とが確認された。これは糖リン酸（解糖

系の中間体）が高値であることを示して

おり、一方でヌクレオシドは低値である

ことを示している。また、

の結果でも、

TCA

高値を示し（図

どちらの

しているのが、糖リン酸（解糖系中間体）

長鎖脂肪酸であった。また、コントロー

ル群で高値を示したものはプリンヌク

レオシドであった。これらの測定におい

て、外れ値となる検体が無かったことか

らデータの信頼性が確認できる。

 

階層的クラスタリング解析

Heatmap 表記は

を用いて行った。両解析とも、データの

前処理としてピーク単位での標準化

=0, σ=1)を行っている。

検出されたピークを用いて主成分分析

を行った結果を図

層的クラスタリングを行い、

示させた結果を図

析の結果、PC1

ル群から分離していることが確認され

た。これはアミノ酸や

どが高値であることを示している。また、

PC2 で C-FABP

とが確認された。これは糖リン酸（解糖

系の中間体）が高値であることを示して

おり、一方でヌクレオシドは低値である

ことを示している。また、

の結果でも、

TCA 回路中間体

高値を示し（図

どちらの FABP

しているのが、糖リン酸（解糖系中間体）

長鎖脂肪酸であった。また、コントロー

ル群で高値を示したものはプリンヌク

レオシドであった。これらの測定におい

て、外れ値となる検体が無かったことか

らデータの信頼性が確認できる。

階層的クラスタリング解析

表記はPeakStat ver.3.18

を用いて行った。両解析とも、データの

前処理としてピーク単位での標準化

を行っている。

検出されたピークを用いて主成分分析

を行った結果を図 23 に示す。また、階

層的クラスタリングを行い、

示させた結果を図 24 に示す。主成分分

PC1 で A-FABP

ル群から分離していることが確認され

た。これはアミノ酸や TCA

どが高値であることを示している。また、

FABP が他群と分離しているこ

とが確認された。これは糖リン酸（解糖

系の中間体）が高値であることを示して

おり、一方でヌクレオシドは低値である

ことを示している。また、

の結果でも、A-FABP 添加

回路中間体, 核酸（三リン酸化）が

高値を示し（図 24）、

FABP を添加でも共通して上昇

しているのが、糖リン酸（解糖系中間体）

長鎖脂肪酸であった。また、コントロー

ル群で高値を示したものはプリンヌク

レオシドであった。これらの測定におい

て、外れ値となる検体が無かったことか

らデータの信頼性が確認できる。

階層的クラスタリング解析 (HCA)

PeakStat ver.3.18

を用いて行った。両解析とも、データの

前処理としてピーク単位での標準化

を行っている。 

検出されたピークを用いて主成分分析

に示す。また、階

層的クラスタリングを行い、HeatMap

に示す。主成分分

FABP がコントロー

ル群から分離していることが確認され

TCA 回路中間体な

どが高値であることを示している。また、

が他群と分離しているこ

とが確認された。これは糖リン酸（解糖

系の中間体）が高値であることを示して

おり、一方でヌクレオシドは低値である

ことを示している。また、HeatMap

添加でアミノ酸

核酸（三リン酸化）が

）、A-FABP, C

加でも共通して上昇

しているのが、糖リン酸（解糖系中間体）

長鎖脂肪酸であった。また、コントロー

ル群で高値を示したものはプリンヌク

レオシドであった。これらの測定におい

て、外れ値となる検体が無かったことか

らデータの信頼性が確認できる。
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(HCA)及び

PeakStat ver.3.18（HMT）

を用いて行った。両解析とも、データの

前処理としてピーク単位での標準化 (μ

検出されたピークを用いて主成分分析

に示す。また、階

HeatMap 表

に示す。主成分分

がコントロー

ル群から分離していることが確認され

回路中間体な

どが高値であることを示している。また、

が他群と分離しているこ

とが確認された。これは糖リン酸（解糖

系の中間体）が高値であることを示して

おり、一方でヌクレオシドは低値である

HeatMap 解析

でアミノ酸, 

核酸（三リン酸化）が

FABP, C-FABP

加でも共通して上昇

しているのが、糖リン酸（解糖系中間体）, 

長鎖脂肪酸であった。また、コントロー

ル群で高値を示したものはプリンヌク

レオシドであった。これらの測定におい

て、外れ値となる検体が無かったことか

らデータの信頼性が確認できる。 



 

 

d. 代謝経路の描画
代謝物質定量データの代謝経路マップへ

の描画を実施した。代謝経路の描画には、

VANTED(Visualization and Analysis of 

Network

Data)を用いた。尚、代謝経路はヒトで確

認された酵素を基に作成している。

検出されたピークを候補化合物にもとづ

いて解糖系

路、クエン酸回路、尿素回路、プリン・

ピリミジン代謝、補酵素代謝及び各種ア

ミノ酸代謝経路に分類し、代謝経路上に

描画した（図

 

代謝経路の描画

代謝物質定量データの代謝経路マップへ

の描画を実施した。代謝経路の描画には、

VANTED(Visualization and Analysis of 

Networks containing Experimental 

を用いた。尚、代謝経路はヒトで確

認された酵素を基に作成している。

検出されたピークを候補化合物にもとづ

いて解糖系/糖新生、ペントースリン酸経

路、クエン酸回路、尿素回路、プリン・

ピリミジン代謝、補酵素代謝及び各種ア

ミノ酸代謝経路に分類し、代謝経路上に

描画した（図25～

代謝経路の描画 

代謝物質定量データの代謝経路マップへ

の描画を実施した。代謝経路の描画には、

VANTED(Visualization and Analysis of 

s containing Experimental 

を用いた。尚、代謝経路はヒトで確

認された酵素を基に作成している。

検出されたピークを候補化合物にもとづ

糖新生、ペントースリン酸経

路、クエン酸回路、尿素回路、プリン・

ピリミジン代謝、補酵素代謝及び各種ア

ミノ酸代謝経路に分類し、代謝経路上に

～32）。 

代謝物質定量データの代謝経路マップへ

の描画を実施した。代謝経路の描画には、

VANTED(Visualization and Analysis of 

s containing Experimental 

を用いた。尚、代謝経路はヒトで確

認された酵素を基に作成している。 

検出されたピークを候補化合物にもとづ

糖新生、ペントースリン酸経

路、クエン酸回路、尿素回路、プリン・

ピリミジン代謝、補酵素代謝及び各種ア

ミノ酸代謝経路に分類し、代謝経路上に

 

 

代謝物質定量データの代謝経路マップへ

の描画を実施した。代謝経路の描画には、

VANTED(Visualization and Analysis of 

s containing Experimental 

を用いた。尚、代謝経路はヒトで確

 

検出されたピークを候補化合物にもとづ

糖新生、ペントースリン酸経

路、クエン酸回路、尿素回路、プリン・

ピリミジン代謝、補酵素代謝及び各種ア

ミノ酸代謝経路に分類し、代謝経路上に

58 

 

 



 

 

 

 

59 

 

 



 

 

4-2-4. 

本試験では、ポジティブモード、ネガテ

ィブモードの

す条件で行った。得られたピーク強度か

ら判断して、注入量

オン性代謝物質（ポジティブモード）装

置 

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

system SL

Column : ODS column, 2×50 mm, 2 μm

MS system : Agilent LC/MSD TOF

Technologies 

測定条件

Column temp. : 40

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

Mobile phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

HCOOH, 2 mM HCOONH4

Flow rate : 0.3 mL / min

Run time : 20 min

Post time : 6 min

Gradient condition : 0

0.5-13.5 min : B 1

B 100% 

MS ionization mode : ESI Pos

MS Nebulizer pressure : 40 psi

4. LC-TOFMS

本試験では、ポジティブモード、ネガテ

ィブモードのLC-TOFMS 

す条件で行った。得られたピーク強度か

ら判断して、注入量

オン性代謝物質（ポジティブモード）装

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

system SL（Agilent Technologies 

Column : ODS column, 2×50 mm, 2 μm

MS system : Agilent LC/MSD TOF

Technologies 社）

測定条件 

Column temp. : 40

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

e phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

HCOOH, 2 mM HCOONH4

Flow rate : 0.3 mL / min

Run time : 20 min

Post time : 6 min

Gradient condition : 0

13.5 min : B 1

 

MS ionization mode : ESI Pos

MS Nebulizer pressure : 40 psi

TOFMS 解析 

本試験では、ポジティブモード、ネガテ

TOFMS 測定を以下に示

す条件で行った。得られたピーク強度か

ら判断して、注入量は1 μL

オン性代謝物質（ポジティブモード）装

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

Agilent Technologies 

Column : ODS column, 2×50 mm, 2 μm

MS system : Agilent LC/MSD TOF

社）4 号機 

Column temp. : 40℃ 

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

e phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

HCOOH, 2 mM HCOONH4 

Flow rate : 0.3 mL / min

Run time : 20 min 

Post time : 6 min 

Gradient condition : 0-0.5 min : B 1%, 

13.5 min : B 1-100%, 13.5

MS ionization mode : ESI Pos

MS Nebulizer pressure : 40 psi

本試験では、ポジティブモード、ネガテ

測定を以下に示

す条件で行った。得られたピーク強度か

1 μLとした。陽イ

オン性代謝物質（ポジティブモード）装

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

Agilent Technologies 社）

Column : ODS column, 2×50 mm, 2 μm

MS system : Agilent LC/MSD TOF（Agilent 

 

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

e phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

 

0.5 min : B 1%, 

100%, 13.5-20 min : 

MS ionization mode : ESI Positive

MS Nebulizer pressure : 40 psi 

 

本試験では、ポジティブモード、ネガテ

測定を以下に示

す条件で行った。得られたピーク強度か

とした。陽イ

オン性代謝物質（ポジティブモード）装

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

社） 

Column : ODS column, 2×50 mm, 2 μm 

Agilent 

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

0.5 min : B 1%, 

20 min : 

itive 

MS dry gas flow : 10 L / min

MS dry gas temp : 350

MS capillary voltage : 4,000 V

MS scan range : 

 

陰イオン性代謝物質（ネガティブモード）

装置

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

system SL

Column : 

MS system : Agilent LC/MSD TOF

Technologies 

測定条件

Column temp. : 40

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

Mobile phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

HCOOH, 2 mM HCOONH4

Flow rate : 0.3 mL / min

Run time : 20 min

Post time : 6 min

Gradient condition : 0

0.5

B 100%

MS ionization mode : ESI Negative

MS Nebulizer pressure : 40 psi

MS dry gas flow : 10 L / min

MS dry gas temp : 350

MS capillary volt

MS scan range : 

 

a. 
検出されたピークは、自動積分ソフトウ

ェアの

應義塾大学

(S/N) 

質量電荷比

時間

れたピーク面積値は下記の式を用いて相

MS dry gas flow : 10 L / min

MS dry gas temp : 350

MS capillary voltage : 4,000 V

MS scan range : 

陰イオン性代謝物質（ネガティブモード）

装置 

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

system SL（Agilent Technologies 

Column : ODS column, 2×50 mm, 2 μm

MS system : Agilent LC/MSD TOF

Technologies 

測定条件 

Column temp. : 40

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

Mobile phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

HCOOH, 2 mM HCOONH4

Flow rate : 0.3 mL / min

Run time : 20 min

Post time : 6 min

Gradient condition : 0

0.5-13.5 min : B 1

B 100% 

MS ionization mode : ESI Negative

MS Nebulizer pressure : 40 psi

MS dry gas flow : 10 L / min

MS dry gas temp : 350

MS capillary volt

MS scan range : 

 データ処理
検出されたピークは、自動積分ソフトウ

ェアのMasterHands ver.2.13.0.8.h

應義塾大学）を用いて、シグナル

(S/N) 比が3 

質量電荷比 (

時間 (Retention time: RT)

れたピーク面積値は下記の式を用いて相

MS dry gas flow : 10 L / min

MS dry gas temp : 350

MS capillary voltage : 4,000 V

MS scan range : m/z 100

陰イオン性代謝物質（ネガティブモード）

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

Agilent Technologies 

ODS column, 2×50 mm, 2 μm

MS system : Agilent LC/MSD TOF

Technologies 社）4 号機

Column temp. : 40℃ 

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

Mobile phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

HCOOH, 2 mM HCOONH4 

Flow rate : 0.3 mL / min

Run time : 20 min 

Post time : 6 min 

Gradient condition : 0

13.5 min : B 1-100%, 13.5

MS ionization mode : ESI Negative

MS Nebulizer pressure : 40 psi

MS dry gas flow : 10 L / min

MS dry gas temp : 350

MS capillary voltage : 4,000 V

MS scan range : m/z 100

データ処理 

検出されたピークは、自動積分ソフトウ

MasterHands ver.2.13.0.8.h

）を用いて、シグナル

3 以上のピークを自動抽出し、

(m/z)、ピーク面積値、保持
(Retention time: RT)

れたピーク面積値は下記の式を用いて相

MS dry gas flow : 10 L / min 

MS dry gas temp : 350℃ 

MS capillary voltage : 4,000 V

100-1,700 

陰イオン性代謝物質（ネガティブモード）

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

Agilent Technologies 

ODS column, 2×50 mm, 2 μm

MS system : Agilent LC/MSD TOF（Agilent 

号機 

 

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH

Mobile phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

 

Flow rate : 0.3 mL / min 

Gradient condition : 0-0.5 min : B 1%, 

100%, 13.5-20 min : 

MS ionization mode : ESI Negative

MS Nebulizer pressure : 40 psi

MS dry gas flow : 10 L / min 

MS dry gas temp : 350℃ 

age : 4,000 V

100-1,700 

検出されたピークは、自動積分ソフトウ

MasterHands ver.2.13.0.8.h

）を用いて、シグナル/

以上のピークを自動抽出し、

、ピーク面積値、保持

(Retention time: RT)を得た。得ら

れたピーク面積値は下記の式を用いて相
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MS capillary voltage : 4,000 V 

 

陰イオン性代謝物質（ネガティブモード） 

LC system : Agilent 1200 series RRLC 

Agilent Technologies 社） 

ODS column, 2×50 mm, 2 μm 

Agilent 

Mobile phase : A : H2O / 0.1% HCOOH 

Mobile phase : B : Isopropanol: 

Acetonitrile: H2O (65:30:5) / 0.1% 

0.5 min : B 1%, 

20 min : 

MS ionization mode : ESI Negative 

MS Nebulizer pressure : 40 psi 

 

age : 4,000 V 

 

検出されたピークは、自動積分ソフトウ

MasterHands ver.2.13.0.8.h（慶

/ノイズ 

以上のピークを自動抽出し、

、ピーク面積値、保持

を得た。得ら

れたピーク面積値は下記の式を用いて相



 

対面積値に変換した。また、これらのデ

ータには

及び、脱水、脱アンモニウムなどのフラ

グメントイオンが含まれているので、こ

れらの分子量関連イオンを削除した。し

かし、物質特異的なアダクトやフラグメ

ントも存在するため、すべてを精査する

ことはできなかった。精査したピークに

ついて、

間のピークの照合・整列化を行った。

 

b. 候補代謝物質検索
検出されたピークに対して

値をもとに代謝物質ライブラリに登録さ

れた全物質との照合、検索を行った。検

索のための許容誤差は

m/z で 

培養細胞

るメタボローム解析を行った。

物質ライブラリに登録された物質の

及びRT 

が付与された（表

 

 

対面積値に変換した。また、これらのデ

ータにはNa+やK+などのアダクトイオン

及び、脱水、脱アンモニウムなどのフラ

グメントイオンが含まれているので、こ
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したことから、抗体認識性に影響を及ぼ

の高次構造変換が生じた可能

性が示唆された。生体内においても同様

C-FABP

の高次構造変換が生理機能に影響を及

以上のことか

の筋細胞分化の品質管理にお

がどのように影響する

のかということにも焦点を当てながら

検討を行う必要があると考える。 

ヒト脂肪由来幹細胞に関連する微小

(FABP)を

 

カスケード解析のデータを用いた PPI

Expression 

A-FABP



 

を添加する事象に筋細胞に発現が確認

される因子を再度確認することができ

た。また、

FABP 添加に共通した現象としては、糖

リン酸（解糖系中間体）、長鎖脂肪酸の

上昇が確認された

トリグリセリド）の分解、取り込み亢進

が推測された。

象としてはアミノ酸や

核酸（三リン酸化）

Ethanolamine

ら、リン脂質の分解取り込みも亢進した

と推測された。

象としてはプリンヌクレオチド類の減

少が確認され、細胞内の

異なる挙動が確認されたこと

増殖亢進や

が推測された。今回の結果

度の報告にある

よる筋細胞への分化という

することができなかった

による脂質の取り込み亢進

とや、A

回路の依存度が異なる可能性が考えら

れるため、

路の異なる特性をもつ細胞に分化して

いる可能性も考えられた。今後はさらに

A-FABP

養時間を検討し、オミクス解析を用いて

筋細胞への分化を追うと共に、代謝物質

の解析からも品質管理の検討を行う

た、A-FABP

ン、パラクラインに細胞に作用する機能

を特異的抗体を用いて阻害できるかに

ついての検討も必要となる

禁に対する

因子を活用した治療法、診断法の開発に

ついて下記の図に示す。

 

を添加する事象に筋細胞に発現が確認

される因子を再度確認することができ

また、メタボローム解析の結果から、

添加に共通した現象としては、糖

リン酸（解糖系中間体）、長鎖脂肪酸の

上昇が確認された

トリグリセリド）の分解、取り込み亢進

が推測された。A-

象としてはアミノ酸や

核酸（三リン酸化）

Ethanolamine も上昇

ら、リン脂質の分解取り込みも亢進した

と推測された。C-

象としてはプリンヌクレオチド類の減

少が確認され、細胞内の

異なる挙動が確認されたこと

増殖亢進や細胞内酸化還元状態の偏り

が推測された。今回の結果

度の報告にあるASCs

よる筋細胞への分化という

することができなかった

による脂質の取り込み亢進

A-FABP 添加と

回路の依存度が異なる可能性が考えら

れるため、2者の間にエネルギー獲得経

路の異なる特性をもつ細胞に分化して

いる可能性も考えられた。今後はさらに

FABP 添加による分化を添加量や共培

養時間を検討し、オミクス解析を用いて

筋細胞への分化を追うと共に、代謝物質

解析からも品質管理の検討を行う

FABP 及び C

ン、パラクラインに細胞に作用する機能

を特異的抗体を用いて阻害できるかに

の検討も必要となる

禁に対する ADRCs

因子を活用した治療法、診断法の開発に

ついて下記の図に示す。

を添加する事象に筋細胞に発現が確認

される因子を再度確認することができ

メタボローム解析の結果から、

添加に共通した現象としては、糖

リン酸（解糖系中間体）、長鎖脂肪酸の

上昇が確認されたことから、脂質（主に

トリグリセリド）の分解、取り込み亢進

-FABP 添加特異的な現

象としてはアミノ酸や TCA

核 酸（三リン酸化）、

上昇が確認されことか

ら、リン脂質の分解取り込みも亢進した

-FABP 添加特異的な現

象としてはプリンヌクレオチド類の減

少が確認され、細胞内の GSH/GSSG

異なる挙動が確認されたこと

細胞内酸化還元状態の偏り

が推測された。今回の結果だけでは前年

ASCsへのA-

よる筋細胞への分化という

することができなかったが、

による脂質の取り込み亢進

添加と C-FABP

回路の依存度が異なる可能性が考えら

者の間にエネルギー獲得経

路の異なる特性をもつ細胞に分化して

いる可能性も考えられた。今後はさらに

添加による分化を添加量や共培

養時間を検討し、オミクス解析を用いて

筋細胞への分化を追うと共に、代謝物質

解析からも品質管理の検討を行う

C-FABP のオートクライ

ン、パラクラインに細胞に作用する機能

を特異的抗体を用いて阻害できるかに

の検討も必要となる

RCs が作り出す微小環境

因子を活用した治療法、診断法の開発に

ついて下記の図に示す。 

を添加する事象に筋細胞に発現が確認

される因子を再度確認することができ

メタボローム解析の結果から、

添加に共通した現象としては、糖

リン酸（解糖系中間体）、長鎖脂肪酸の

ことから、脂質（主に

トリグリセリド）の分解、取り込み亢進

添加特異的な現

回路中間体、

、 Choline

が確認されことか

ら、リン脂質の分解取り込みも亢進した

添加特異的な現

象としてはプリンヌクレオチド類の減

GSH/GSSG 比

異なる挙動が確認されたことから、細胞

細胞内酸化還元状態の偏り

だけでは前年

-FABP添加に

よる筋細胞への分化という現象を評価

が、FABP 添加

による脂質の取り込み亢進が起きるこ

FABP 添加で TCA

回路の依存度が異なる可能性が考えら

者の間にエネルギー獲得経

路の異なる特性をもつ細胞に分化して

いる可能性も考えられた。今後はさらに

添加による分化を添加量や共培

養時間を検討し、オミクス解析を用いて

筋細胞への分化を追うと共に、代謝物質

解析からも品質管理の検討を行う。ま

のオートクライ

ン、パラクラインに細胞に作用する機能

を特異的抗体を用いて阻害できるかに

。腹圧性尿失

が作り出す微小環境

因子を活用した治療法、診断法の開発に

を添加する事象に筋細胞に発現が確認

される因子を再度確認することができ

メタボローム解析の結果から、

添加に共通した現象としては、糖

リン酸（解糖系中間体）、長鎖脂肪酸の

ことから、脂質（主に

トリグリセリド）の分解、取り込み亢進

添加特異的な現

回路中間体、

Choline や

が確認されことか

ら、リン脂質の分解取り込みも亢進した

添加特異的な現

象としてはプリンヌクレオチド類の減

比も

から、細胞

細胞内酸化還元状態の偏り

だけでは前年

添加に

を評価

添加

が起きるこ

TCA

回路の依存度が異なる可能性が考えら

者の間にエネルギー獲得経

路の異なる特性をもつ細胞に分化して

いる可能性も考えられた。今後はさらに

添加による分化を添加量や共培

養時間を検討し、オミクス解析を用いて

筋細胞への分化を追うと共に、代謝物質

。ま

のオートクライ

ン、パラクラインに細胞に作用する機能

を特異的抗体を用いて阻害できるかに

尿失

が作り出す微小環境

因子を活用した治療法、診断法の開発に

 

腹圧性尿失禁症例において、傍尿道周

囲に注入する

化を促進する

って、

境を反映する臨床バイオマーカとなり

うる可能性が示唆された。

 

D.結論

In vivo

介した

カの可能性が示唆された。
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から分泌され、筋分
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新規･筋分化バイオマー
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