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研究要旨 医療の安全性向上に資するためにプリオンの全身分布の実態を調査し、診療ガイドラ

インへ反映を目指している。様々の病型ごとのデータの蓄積が必要であるが、問題点の一つは発

症死亡後の病理解剖でのデータだけでは、いつ、どの臓器にどれくらい蓄積するのか、という臨

床上重要な疑問に答えることができない。臨床検体に応用し、プリオンの定量的な評価を行うた

めに必要な基礎的技術開発として、本年度パラフィン包埋組織からのプリオン検出法の基礎検討

を実施した。病理組織切片からプリオンを検出できれば、検査や手術で作成された切片を用いて

未発症キャリアのスクリーニングが可能になり、プリオン病の発症前診断体制の確立につながる。

本研究ではその第一段階として、プリオン感染マウスの脳組織切片からプリオンを検出する方法

を検討した。 
 

Ａ.研究目的 
クロイツフェルトヤコブ病（CJD）等のプリオ

ン病は異常型プリオンタンパク（PrPSc）を主体

とするプリオン病原体とする致死性の疾患であ

る。これまでの治療薬研究の結果から、プリオ

ン病の克服には可能な限り早期に診断、治療を

開始することが重要であることが分かっている。

しかし、PrPScの蓄積が始まる時期や発症までの

タイムコース、発症に至る確率、キャリアの年

齢別人口比率など未発症キャリアに関する根本

的な情報が明らかになっていない。 
我々は超微量の PrPScを検出する RT-QUIC 法

を用いて全国のプリオン病の疑い例の髄液を検

査してきた。理論的にはこの方法で未発症キャ

リアを検索することが可能であるが、症状のな

い人からの髄液採取は倫理、侵襲の面からも非

常に難しい。そこで検査や手術の際に採取、作

成された組織切片から PrPSc の検出が可能にな

れば、被検者に負担をかけずにキャリア数を確

定し、発症までの時間経過予想が可能となると

考えられる。本研究ではプリオン感染マウスの

脳組織切片から RT-QUIC 法を用いて PrPScを検

出する条件を検討し、その感度を評価した。 
 

 

Ｂ.研究方法 

孤発性 CJD 患者から作成した 10%脳乳剤（BH）

をヒト化プリオンタンパクノックインマウス 1

に接種し、終末期に解剖した。マウスの半脳は

パラフィン包埋して組織切片を、残りの半脳か

らは BH を作成した。脳組織切片は脱パラ後、

組織からタンパクを抽出し、RT-QUIC法で PrPSc
を検出した。海外のグループは DTT（200mM）

と SDS（2%）を含む溶液に組織を入れて、99℃、

500rpm で 60 分振盪することでパラフィン切片

からタンパク質を抽出している 2。本研究ではこ

の条件を基にRT-QUIC法に適したタンパク抽出

条件を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 

患者臓器の摘出と使用は倫理委員会承認のプ

ロトコールに従い家族の同意を得て、病理解剖

時に採取した。また、症状が進行したマウスは

麻酔下で安楽死させた後、組織を回収した。 
 

Ｃ.研究結果 

まず、タンパク抽出に必要な溶液の組成を検

討した。DTT200mM を含む溶液と DTT を含ま

ない溶液でタンパク質を抽出し、RT-QUIC を行

ったところ、DTT を含まない溶液で抽出したサ
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ンプルの方が感度が高くなった。さらに、SDS の

濃度を 0-2%の間でタンパク質を抽出し、濃度を

検討したところ、少なくとも 0.1%以上の SDS で

は 0.4mg/mL 以上のタンパク質が抽出できるこ

とが分かった。さらにこの条件でタンパク抽出

したサンプルと生の組織を用いてRT-QUICを行

ったところ、同程度の感度が得られることが分

かった。 
 

Ｄ.考察 

ホルマリン固定−パラフィン包埋後のサンプ

ルからタンパク質を効率よく回収するためには

SDS が重要であることが分かった。また、その

サンプルに含まれるプリオンは生の組織と同程

度の活性を有していた。その一方でプリオンは

不活化が難しいゆえにパラフィン包埋切片を用

いた未発症キャリアのスクリーニングが可能で

あると予測できる。今後はマウスの脳組織だけ

でなく、腎臓、肝臓などの非神経組織からの検

出条件を確定し、ヒトの組織へ応用を図る。 
 

Ｅ.結論 

プリオン感染マウス脳組織のパラフィン包埋

切片からプリオンを検出する方法を確立した。 
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Ｆ.健康危険情報 

ホルマリン固定−パラフィン包埋後のサンプ

ルでもプリオン活性が認められるため、病理組

織切片の取扱には注意し、ガイドラインに従っ

たプリオン不活化が必要である。 
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