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研究要旨 プリオン病の診断には髄液マーカーが有用であるが、感度が十分に高いとは言い切れ

ない。特に RT-QUIC 法での異常プリオンの検出感度を向上させることが望ましい。剖検時の消化

管、各種臓器から比較的高いシード活性を認められることから診断への応用可能性が見込まれる

が、生前の検体は入手が困難である。そこで通常診療の一環として得られた生検組織のパラフィ

ン包埋標本を用いることを検討した。基礎実験ではホルマリン固定しパラフィン包埋した脳から

も固定前の臓器同様の活性を検出できることが確認されたことから、今後発症早期での各種生検

サンプルを用いた RT-QUIC 診断が可能になると考えられる。 

 

Ａ.研究目的 
プリオン病患者の髄液中バイオマーカーの検

討と問題点を明らかにし、かつ全身の臓器にお

けるプリオン活性の分布を明らかにする。プリ

オン活性の定量的な評価の検討および固定臓器

からの検出方法を確立する。 
 
Ｂ.研究方法 

孤発性プリオン病 455 症例について発症時期、

検査所見について詳細に検討した。平成 23 年 10
月から平成 28 年 9 月まで長崎大学に髄液検査

の測定依頼のあった症例について髄液中のバイ

オマーカーの検討と異常プリオン蛋白試験管内

増幅法（RT-QUIC 法）を行った。また孤発性プリ

オン病患者 4 症例と遺伝性プリオン 2 症例の消

化管組織のプリオン活性を測定した。 
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。DTT（200mM）と SDS（2%）を含む溶液に

組織を入れて、99℃、500 rpm 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,
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） 

研究環境・生命倫理・安全対策に関わる全般

を所掌する部門があり、人に関わる研究・動物

実験を伴う研究・遺伝子組換え実験を伴う研究

のすべてが、機関長への申請の手続きを必要と

する。機関長から付託された全学的メンバーで

構成される各種実験審査委員会（倫理審査委員

会、動物実験委員会、組換え DNA 実験委員会）

において研究内容が審査され、研究環境・生命

倫理・安全対策に問題がなく法律規則を順守し

ていることが確認されたのちに、機関長から許

可される体制が取られている。研究開始後は、



総合研究報告書番号 03 

— 260 — 

人に関わる研究では毎年、動物実験を伴う研究

及び遺伝子組換え実験を伴う研究では各機関が

定める時期毎に、研究状況を機関長に報告する

ことになっている。検査および実験については、

医学部共同生物災害防止実験施設内の BSL2、
BSL3 実験室を利用し、病原体の拡散防止には万

全を期している。 
 

Ｃ.研究結果 

平成28年度までにサーベイラインス委員会に

おいて孤発性プリオン病と診断されたのは533
例、非プリオン病が621例で髄液中のバイオマー

カーの14-3-3についてELISA法の感度は78.7%、

タウ蛋白は75.4%、RT-QUIC法が70.1%であった。

剖検時の主要臓器では、腎臓、肝臓等にも脳の

１万分の１程度の活性が見られた。また消化管

は食道から大腸までいずれも活性を認めた。シ

ード活性の定量的に評価においてはendopoint 
RT-QUIC法ではn=8以上のサンプルデータをも

とに算出すべきことがわかった。またパラフィ

ン包埋検体からもRT-QUIC法にてプリオン活性

を調べることに成功した。 
 

Ｄ.考察 

髄液検査におけるバイオマーカーの感度特異

度を正確に把握した。実臨床にマーカー検索の

意味を正確に理解してもらう可能になったと考

える。特に RT-QUIC の特異度は非常に高いもの

の感度は 70％にとどまることからより高感度な

手法の開発が望まれる。末梢臓器において比較

的高いシード活性を定量的に評価できることか

ら診断検査における有用性があるかもしれない。

また患者臓器や生体サンプルの取り扱いにおけ

る危険性をより正しく評価できると考えられる。

将来的には発症前のプリオンキャリア探索も可

能になると考えられる。基礎実験ではホルマリン

固定しパラフィン包埋した脳からも固定前の臓

器同様の活性を検出できることが確認されたこ

とから、今後発症早期での各種生検サンプルを用

いた RT-QUIC 診断が可能になると考えられる。 
 

Ｅ.結論 

髄液中バイオマーカーの感度は 70%を超えて

おり一定の有用性を認めるが、RT-QUIC 法は改

善の余地があり、今後発症早期での各種生検サ

ンプルを用いたRT-QUIC診断を検討する必要が

ある。 
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Ｆ.健康危険情報 

患者の非神経系臓器においてもプリオン活性

が認められるため、臓器に取扱にはガイドライ

ンに従ったプリオン不活化が必要である。また、

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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