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平成 27 年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
非定型 BSE（牛海綿状脳症）に対する安全対策等に関する研究 

（Ｈ２６-食品-一般-００４） 
 

総括研究報告書 
 

研究代表者 堀内 基広 北海道大学大学院獣医学研究科 

 
研究要旨 
 英国で発生して世界各地に広がった BSE（定型 BSE）は大きな社会問題となったが、

飼料規制などの管理措置が機能した結果、その発生は制御下にある。しかし、能動サ

ーベイランスの結果、定型 BSE とは性質が異なる BSE（非定型 BSE）が、主に高齢

牛で発見され、ヒトへの感染リスクや定型 BSE の原因となる可能性が指摘されている。

本研究では、食品を介する非定型 BSE の感染拡大を防ぐための安全対策等に貢献する

ことを目標として、これまでに培った技術・経験および科学的知見を活用して、1) 非
定型 BSE 感染動物における感染病態機序の解明に資する研究、2) 非定型 BSE のヒト

へのリスクの推定に資する研究、3) 潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、非定

型 BSE が定型 BSE の起源となる可能性の推定、に資する研究を進め、平成 27 年度は、

以下に述べる研究成果が得られた。 
 昨年度に引き続き L-BSE 脳内接種牛の PrPSc検出時期を調べた結果、臨床症状が出

現する 6 ヶ月前には PrPSc が検出されることが明らかとなった。昨年度、ハムスター

が L-BSE の病態を解析する実験動物として有用であることを示したが、この実験系を

用いて L-BSE は末梢組織への親和性が著しく低いことを明らかにした。 
 L-BSEのヒトへの感染リスクの推定のためにL-BSEを経口接種して約 3年が経過し

たカニクイザルの一頭の唾液から、PMCA 法により PrPScが検出された。L-BSE が経

口的にヒトに感染する可能性を示唆する結果であり、今後も継続して経過を観察して

いく。H-BSE のヒトへの感染リスクを推定するために、カニクイザル 2 頭に H-BSE
ウシ脳乳剤の経口接種を開始した。ヒト PrP 過発現マウス (TgHuPrP) を新たに作製し、

C-, L-, H-BSＥを脳内接種して伝達性を調べた結果、L-BSE は TgHuPrP に伝達するが

H-BSE は伝達しなかった。これは、ヒトは L-BSE に感受性であるが、H-BSE への感

受性は低い可能性を示唆する結果である。BSE 検査に使用されている市販 ELISA キ

ットが、H-BSE ウシの摘発に有効であることを確認した。 
 組換えシカ PrP (rCerPrP) を基質に用いることで、潜在的な L-BSE の存在を調査可

能なレベルの感度を有し、かつ高濃度の組織乳剤存在下でも反応が阻害されない

RT-QuIC 法が確立できた。実用レベルの RT-QuIC 法が確立できたことから、高齢牛を

対象に潜在的な非定型 BSE が存在する可能性を調査する。 
 
 

 
 
 
研究分担者 
 
新 竜一郎（長崎大学大学院医歯薬学総合研究

科・感染分子解析学分野・准教授） 
 
柴田 宏昭（独立行政法人医薬基盤研究所・霊長

類医科学研究センター・プロジェクト研究員） 

 

飛梅 実（国立感染症研究所感染病理部・主任研

究官） 

 

萩原 健一（国立感染症研究所細胞生化学部・第

1室室長） 
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長谷部 理絵（北海道大学大学院獣医学研究科・

講師） 

 

福田 茂夫（北海道総合研究機構畜産試験場基盤

研究部畜産工学グループ・研究主任） 

 

室井 喜景（帯広畜産大学畜産学部基礎獣医学研

究部門・准教授） 

 

岩丸 祥史（独立行政法人農業・食品産業技術総

合研究機構動物衛生研究所・主任研究員） 

 
 
Ａ．研究目的 
 
 英国で発生して世界各地に広がった BSE（定型

BSE）は大きな社会問題となったが、飼料規制な

どの管理措置が機能した結果、その発生は制御下

にある。しかし、能動サーベイランスの結果、定

型 BSE とは性質が異なる BSE（非定型 BSE）が、

主に高齢牛で発見され、ヒトへの感染リスクや定

型 BSE の原因となる可能性が指摘されている。非

定型 BSE は自然発生する疾病の可能性があり、実

験的に牛やヒト PrP 遺伝子発現マウスに伝達する

ことから、牛を飼養する国と地域の共通の問題と

して、グローバルなレベルで、感染拡大リスクを

考慮した長期的な対策が必要である。しかし、リ

スク評価および適切な管理措置の策定に必要な

科学的知見が乏しいのが現状である。 
 先の食品の安心・安全確保推進研究事業（平成

20-22 年度、平成 23-25 年度）の実績から、サル、

ウシおよび各種モデル動物を用いる感染実験に

よるプリオン病の病態解析手法、異常型プリオン

タンパク質（PrPSc）の高感度検出法などの技術が

格段に向上している。本研究では、食品を介する

非定型 BSE の感染拡大を防ぐための安全対策等

に貢献することを目標として、これまでに培った

技術・経験および科学的知見を活用して、項目 1) 
非定型 BSE 感染動物における感染病態機序の解

明に資する研究、項目 2) 非定型 BSE のヒトへの

リスクの推定に資する研究、項目 3) 潜在的な非

定型 BSE の存在リスクの推定、非定型 BSE が定

型 BSE の起源となる可能性の推定、に資する研究

を進める。 
 本研究で取り組む、非定型 BSE 感染牛の中枢神

経系における PrPSc の出現部位と時期の解析、牛

可食部位における感染価の解析（項目 1）、霊長類

を用いた非定型 BSE の感染実験（項目 2）、潜在

的な非定型 BSE の調査（項目 3）、から得られる

成果は、非定型 BSE のヒトへの感染リスクを考慮

した BSE 管理措置の策定に必要な科学的知見で

あり、食品健康影響評価および食品衛生行政に貢

献する。さらに、得られる研究リソースおよび技

術は、プリオン病の診断・治療法の開発、プリオ

ンの検出法に応用可能であり、広く保健医療に貢

献する。また、非定型 BSE の病態解明は、難解か

つ不明な点が多いことが最大の不安要因である

プリオン病に対する、消費者の不安・懸念の払拭

にも役立つ。 
 
Ｂ．研究方法 
 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序の

解明に資する研究 
・ L-BSE 脳内接種牛における PrPScの脳内出現部

位を経時的に解析して、発症前に PrPScが検出

される時期を明らかにする。 
・ L-BSE 実験感染牛の発症牛の可食部位にプリ

オン感染価が存在するか否かを、ウシ PrP 過発

現マウス（TgBovPrP）を用いるバイオアッセ

イにより調べる。 
・ L-BSE の病態解析モデル系としてハムスター

が有用であることから、L-BSE を脳内接種ある

いは腹腔内接種したハムスターの PrPScの組織

分布を解析して、L-BSE の体内伝播経路を調べ

る。 
 
２）非定型 BSE のヒトへのリスクの推定に資する

研究 
・ 先の食品の安全性確保推進研究事業（平成

23-25 年実施）で開始した、L-BSE 経口接種カ

ニクイザル（2 頭）の、採取可能な体液から

PMCA 法を用いて PrPScの検出を試みる。 
・ H-BSE のヒトへのリスクの推定のために、カ

ニクイザルの経口接種試験を新規に開始する。 
・ ヒト PrP 過発現マウス (TgHuPrP) を新たに作

製し、C-, L-, H-BSＥを脳内接種して伝達性を

調べることで、ヒトが非定型 BSE に感受性で

あるかを推測する。 
・ 市販 BSE 検査キットの H-BSE の検出精度を精

査する。 
 
３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、非
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定型 BSE が定型 BSE の起源となる可能性の推

定 
・ 潜在的な L-BSE の存在を調査するため、高濃

度の組織乳剤存在下でも高感度に L-BSE を検

出できる、実用レベルの RT-QuIC 法を構築す

る。 
・ 非定型 BSE 試料の熱処理や化学処理が C-BSE

を誘発する可能性を検討する。 
 
 
（倫理面への配慮） 
 各々の研究分担者が所属する機関での動物実

験委員会等で審査を受けた動物実験プロトコー

ル等に従い、実験動物の福祉および動物実験倫理

に十分配慮して動物実験を実施した。感染症病原

体等の取り扱いは、各々の機関の病原微生物等安

全管理委員会あるいはバイオセーフティ委員会

などの承認を得て実施した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序の

解明。 
１-１）L-BSE 感染牛の病態解析 

 L-BSEを脳内接種した牛を接種後 4.7ヶ月で

病理解剖し、中枢神経系組織における PrPScの

蓄積を調べた結果、中脳、橋および延髄にわず

かな PrPSc の蓄積を確認した。接種後 1.7 およ

び 4.2ヶ月で安楽殺した各一頭の牛の脳内では

明瞭な PrPScの蓄積は検出されなかったが、接

種後 7.5 および 9.1 ヶ月では、脳幹部の他、小

脳、視床に PrPScが検出された。脳内接種によ

る L-BSE 感染牛の臨床症状は接種後 11 ヶ月頃

から確認されることから、臨床症状が出現する

6 ヶ月前頃には PrPSc が検出されるようになる

ことが示唆された。 
 

１-２）L-および H-BSE 実験感染牛の発症牛の可

食部位のプリオン感染価の解析 
 可食部における L-BSE の感染性の有無を高

感度に調べることが必要であることから、

L-BSE 感染ウシの筋肉における感染価測定の

ため、TgBovPrP への感染実験を開始した。接

種後 200 日を経過したが、これまで伝達は認め

られておらず、今後も観察を継続する。 
 

１−３）L-BSE 接種ハムスターの解析 
 昨年度、ハムスターが L-BSE の病態解析モ

デルとなることを示した。L-BSE 接種ハムスタ

ーでは末梢組織で PrPScの蓄積が認められず、

中枢神経系組織で血管周囲や脳室周囲器官で

PrPSc の蓄積が認められることから、脳脊髄液

を介して、あるいは血行性に中枢神経系組織内

で蓄積部位が拡大することが示唆された。 
 
 

２）非定型 BSE のヒトへのリスクの推定 
２-１）L-BSE 感染サルの病態解析 

 人への感染リスクを推定するために開始し

たカニクイザルでのL-BSEの経口接種試験で、

接種後 3 年を経過した時点で明らかな臨床症

状は認められていないが、1 頭のサルの唾液は

ら、PMCA 法により PrPScが検出された。L-BSE
を脳内接種したカニクイザルでも発症前に、尿

や唾液中から PrPScが検出される。従って、こ

れは L-BSE が経口ルートでヒトに感染する可

能性を示唆する結果と考えられる。 
 

２-２）H-BSE のカニクイザルの経口接種試験 
 L-BSE と同様に、H-BSE のヒトへの感染リ

スクを推定するために、本年度新たに、カニク

イザルに H-BSE を経口接種し、経過観察を継

続している。 
 

２-３）TgHuPrP を用いたヒトの非定型 BSE 感受

性の推定 
 ヒト PrP 過発現マウス (TgHuPrP) を新たに

作製し、C-, L-, H-BSＥを脳内接種した L-BSE
は TgHuPrP を高発現する Tg マウスには attack 
rate 100%で伝達したが、低発現する Tg マウス

へは伝達したが attack rate は低かった。C-BSE
は HuPrP を高発現する Tg マウスに attack rate
が低いながら伝達が認められた。しかし H-BSE
はいずれの Tg にも伝達しなかった。 

 
２-４）市販 BSE 検査キットの非定型 BSE の検出

精度。 
 本邦の市販キット（T ニッピブル BSE）は、

H-BSE ウシの摘発に有効であることが確認で

きた。 
 
３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、非

定型 BSE が定型 BSE の起源となる可能性の推
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定 
３-１）RT-QuIC 法による L-BSE の検出法の改良 

 組換えシカ PrP (rCerPrP) を基質に用いるこ

とで、潜在的な L-BSE の存在を調査可能なレ

ベルの感度を有し、かつ高濃度の組織乳剤存在

下でも反応が阻害されない RT-QuIC 法が確立

できた。L-BSE の潜在的な存在を調査する実用

レベルの RT-QuIC 法が完成したと言える。 
 
３-２）L-BSE が C-BSE の起源となる可能性。 

 L-BSE感染脳乳剤を70℃〜150℃で加熱処理

し、その後 C-BSE を特異的に増幅する PMCA
法を用いて PrPScを増幅した。しかし、熱処理

後の L-BSE 脳乳剤から C-BSE 様の PrPSc は増

幅されなかった。 
 
 
Ｄ．考察 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序の

解明 
 昨年解析した接種後 4.7 ヶ月より前の段階では

PrPScは検出されず、接種後 7.5 月では脳内の PrPSc

蓄積部位が広がり、脳内接種後 11 ヶ月頃から臨

床症状が確認されることから、臨床症状が出現す

る約 6 ヶ月前頃から PrPSc が検出できることが示

唆された。 
 昨年度、L-BSE の臨床症状期の牛の筋組織（筋

紡錘）における PrPScの分布を明らかにした。PrPSc

の蓄積部位が筋紡錘に限られていたが、可食部に

PrPScが存在したことから、可食部における L-BSE
の感染性の有無を調べることは重要であり、現在

TgBovPrP を用いたバイオアッセイにより感染価

の有無を調べている途中である。 
 
２）非定型 BSE のヒトへのリスクの推定に資する

研究 
 人への感染リスクを推定するために開始した

カニクイザルでの L-BSE の経口接種試験では、接

種後 3 年以上を経過した時期に 2 頭中 1 頭の唾液

が PMCA 法で PrPSc陽性と判定された。このこと

は L-BSE が経口ルートでヒトに感染する可能性

を示唆する重要な結果であるので、今後も継続し

て観察、体液の採取等を続ける。 
 新たに作製した TgHuPrP を用いた、C-, L-, H-BS
Ｅの接種試験では、ヒトの感受性は L-BSE, C-BSE, 
H-BSE の順に低下することが示唆された。 
 

３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、非

定型 BSE が定型 BSE の起源となる可能性の推定 
 rCerPrPを基質としてRT-QuICを実施した場合、

高濃度の脳乳剤存在下でも、Tg マウスを用いるバ

イオアッセイよりも高感度に L-BSE を検出でき

た。潜在的な L-BSE が存在する可能性を調査する

ために必要な性能を有するRT-QuIC法は確立でき

たが、C-BSE の検出感度は高くないため、基質を

ハタネズミ (Bank vole) 由来あるいは他の rPrP に

置き換えて、実用レベルの C-BSE 調査用 RT-QuIC
を構築する必要がある。また、H-BSE を高感度に

検出するRT-QuIC法の条件検討も今後の課題であ

る。 
 
Ｅ．結論 
 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序の

解明 
・ 非定型 L 型 BSE 感染牛の臨床症状が確認さ

れる約 6ヶ月前頃からPrPScが検出されるこ

とが明らかとなった。 
・ハムスターを用いた L-BSE の病態解析から、

L-BSE は末梢組織への親和性が乏しいこと、

中枢神経系組織内で、血行性あるいは血管

周囲器官が L-BSE の組織内伝播に関与する

可能性が示唆された。 
 
２）非定型 BSE のヒトへのリスクの推定に資する

研究 
・ L-BSE を経口接種したカニクイザルの 2 頭

中 1 頭で、接種後 3 年経過した時点で、唾

液から微量の PrPScが検出された。この結果

は L-BSE が経口ルートでヒトに感染する可

能性を示唆する重要な結果であり、継続的

に PrPScの検出を実施する必要がある。 
・ TgHuPrP マウスへの伝達試験の結果から、

ヒトに感受性の高いと思われる順は、

L-BSE＞C-BSE＞H-BSE と推測された。 
・ BSE スクリーニング検査に使用されている

市販キットが、H-BSE ウシの摘発に有効で

あることを確認した。 
 

３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定 
・ rCerPrP を用いることで、高濃度の組織乳存

在下でも実用レベルの感度で L-BSE を検出

用可能な RT-QuIC 法を確立した。 
 



 

5 

 
Ｆ．健康危険情報 
  該当なし 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
  各研究分担者の報告書を参照 
 
2.学会発表 
  各研究分担者の報告書を参照 
 

H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  該当なし 
 
２．実用新案登録 
  該当なし 
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1. 潜在的 L-BSE のモニタリングに使用可能な 
RT-QuIC 法の確立 

 

研究分担者 堀内 基広 北海道大学大学院・獣医学研究科 

研究協力者 鈴木 章夫（北海道大学大学院・獣医学研究科） 

 
研究要旨 
我が国では定型 BSE の清浄化に伴い、BSE に対する管理措置が緩和される方向で

進んでいる。しかし、非定型 BSE の性状は不明な点が多いことから、主に高齢牛を対

象とした適切な管理措置の実施のために非定型 BSE に関する科学的知見や、実際の存

在状況等の集積が必要である。Reat-Time Quaking-Induced Conversion Reaction 
(RT-QuIC) 法は、高感度かつ簡便に異常型プリオンタンパク (PrPSc) の存在を検出で

きる方法として広く用いられるようになった。しかし、RT-QuIC 反応は夾雑物に阻害

され易く、高濃度の組織乳剤に微量存在する PrPSc の検出ができない場合がある。今

回、反応阻害を回避する方法として、アルコールおよび免疫沈降法による PrPSc の濃

縮法法を検討したが、実用可能な成績は得られなかった。また、異種の組換え PrP と

してシカ PrP (rCerPrP) を用いて非定型 (L-) および定型 (C-) BSE の RT-QuIC 法を検

討した。その結果、rCerPrP を基質として用いることで、被検脳乳剤が最高濃度でも

L-BSE の PrPScの検出が可能であり、かつ検出感度も 10-9以上と ELISA および遺伝子

改変マウスを用いるバイオアッセイよりも高感度に L-BSE を検出できる RT-QuIC 法

が確立できた。 
 

 
 
 
A. 研究目的 
 英国で発生して世界各地に広がった BSE（定型

BSE）は、飼料規制などの管理措置が有効に機能

して、現在その発生は制御下にある。しかし、定

型 BSE とは性質が異なる BSE（非定型 BSE）が、

主に高齢牛で発見され、ヒトへの感染リスクや定

型 BSE の原因となる可能性が指摘されている。非

定型 BSE は、主に PrPScの分子性状から L 型、H
型に分類され、これまでに 90 例が確認されてい

る。非定型 BSE はウシで自然発生するプリオン病

である可能性も指摘されている。我が国では定型

BSE の清浄化に伴い、BSE に対する管理措置が緩

和される方向で進んでいる。しかし、非定型 BSE
の性状は不明な点が多いことから、主に高齢牛を

対象とした管理措置の継続が望まれている。適切

な管理措置の策定のために非定型 BSE に関する

科学的知見や、実際の存在状況等の集積が必要で

あ る 。 Reat-Time Quaking-Induced Conversion 
Reaction (RT-QuIC) 法は、簡便かつ高感度に PrPSc

を検出可能な方法である [1, 2]。実際に、スクリ

ーニングで使用されている ELISA よりも 1000 倍

以上高い感度で PrPSc を検出でき、バイオアッセ

イを上回る感度が得られる。しかし、RT-QuIC 反

応は夾雑物に影響を受け安く、高濃度の組織乳剤

により反応が阻害されるため、組織に微量に存在

する PrPSc の検出が難しい場合がある。そこで潜

在的な非定型 BSE の存在を調べるために、高濃度

の組織乳剤中でも ELISA よりも高感度に、バイオ

アッセイと同等以上の感度を有するRT-QuIC法の

確立を行った。 
 
 
B. 研究方法 
１）組換えタンパク質の精製 
 組換えシカ PrP (rCerPrP) を発現させるために

原核細胞発現ベクターpET11a にシカ PrP コドン

23-231 をコードする DNA 断片をクローンニング

した。pET11a [マウス(Mo)PrP あるいは rCerPrP]、
pET41a [ハムスター(Ha)PrP])を、BL21(DE3)pLys
に導入し、自動誘導培地 (Magic Media, Invitrogen) 
で 30 時間、37℃で培養した。菌体を回収し、Cell 
lytic B cell lysis reagent (Sigma) で処理後、
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benzonase と lysozyme で処理し、封入体を回収し

た。封入体を 6 M GdnHCl, 100 mM NaH2PO4 およ

び 10 mM Tris を含む変性 buffer (pH 8.0)で可溶化

し、Ni-NTA アフィニティー担体 (Qiagen) に結合

させた。その後、カラムに充填し、GdnHCl の濃

度を 18時間かけて 0 Mにすることで担体上で PrP
分子をリフォールディングさせた。その後、500 
mM Imidazole, 10 mM Tris (pH 5.8) を用いて 0〜
500 mM の Imidazole 濃度勾配により PrP 分子を溶

出した。溶出した PrP 分子を Mili-Q に対して透析

し、0.2 μm のフィルターを通したものを最終精製

物とした。 
 
２）RT-QuIC 法 
 プレートリーダとして TECAN F200 を用いた。

プレートは 96 well optical bottom plate (Thermo 
Fisher) を使用し、下方測定により蛍光を測定した。 
反応液は 25 mM PIPES, 500 mM NaCl, 100 μM 
EDTA, 10 μM ThTおよび 60 μg/ml rPrP を基本とし、

必要に応じて、NaCl および rPrP の濃度、pH およ

び SDS 濃度を変更した。また攪拌スピードは 432 
-218 rpm の範囲で変化させた。ThT の蛍光は励起

フィルター430 nm および吸収フィルター485 nm
で検出した。 
 プリオン感染脳材料として、L-BSE (JP24) およ

び C-BSE (JP2) の脳乳剤を用いた。陰性対照とし

て、BSE 非感染牛脳を用いた。 
 
 
（倫理面への配慮） 
 プリオンを用いた実験計画は、北海道大学病原

微生物等安全管理委員会にて承認されている (実
験番号 2014-1-61)。また、動物実験は北海道大学

大学の実験動物委員会で承認された動物実験計

画書(実験番号 13058, 13059)に従って実施した。 
 
 
C. 研究結果 
１）高濃度の脳乳剤による RT-QuIC 反応の阻害 
 RT-QuIC の反応系の脳乳剤の終濃度が最高で

0.5% (5 x 10-3) から 1% (10-2) となる。この濃度で

RT-QuIC 反応が阻害されるか否かを確認するため

に、rHaPrP を基質、L-BSE (JP24) 脳乳剤希釈列を

seed として RT-QuIC を行った。脳乳剤の終濃度が 
5 x 10-3, 5 x 10-4では、陽性反応が得られなかった

が、それ以下の濃度では陽性となり、調べた 5 x 
10-8 の希釈まで陽性となった (図 1)。従って、

rHaPrP を基質として用いた場合、高濃度の牛脳の

乳剤はRT-QuIC反応を阻害することが確認された。 
 
２）各種 PrPSc濃縮法の応用 
 脳乳剤中に存在されると予想されるRT-QuIC反

応の阻害物質の除去を目的として、リンタングス

テン酸 (NaPTA) 沈殿法、および各種アルコール

による PrPScの濃縮を行い、その後 RT-QuIC を実

施した。NaPTA を用いた場合、5 x10-3で 3 ウエル

中 3 ウエルが陽性 (3/3) となり、夾雑物の除去が

可能となったように思われたが、検出限界が 5 x 
10-5 と著しく低下した。アルコール沈殿により

PrPScを濃縮した場合、5 x10-3で陽性となる例はな

く、また、PBS で希釈した場合 (未処置) と比較

して、検出感度も低下した (表 1)。 
 PrPScを濃縮する方法として免疫沈降がある。そ

こで L-BSE (JP24) の脳乳剤希釈列 (10-2〜10-9) 
を作製して、PrPSc特異抗体 mAb 8D5 により免疫

沈降を行い、rMoPrP を基質、沈降物を seed とし

て RT-QuIC を行った。その結果、最高濃度 (10-2) 
で陽性となったが、検出限界が 10-4程度であった。

この値は、ELISA よりは 10〜100 倍程度高いが、

バイオアッセイの 1/10〜1/100 程度の感度と予測

される (図 2)。同様の実験を C-BSE (JP2) を用い

て行ったところ、RT-QuIC で陽性反応は認められ

なかった。従って、mAB8D5 は C-BSE プリオン

の RT-QuIC による増幅を阻害すると考えられた

（図 2）。 
 
３）rCerPrP を基質とした L-BSE プリオンの検出 
 我々は、シカ慢性消耗病 (CWD) の RT-QuIC に

よる診断系を構築する過程で、 full length の
rCerPrP (23-231) が高感度に CWD プリオンを検

出可能であることを見出した。そこで、rCerPrP
を基質として、L-BSE (JP24) の希釈列を seed とし

て RT-QuIC を行った。この際、希釈列は BSE 陰

性の牛脳乳剤を用いて希釈列を作製した。従って

全ての検体の脳乳剤の終濃度は 5 x10-3 である。

L-BSE (JP24) の濃度が最も濃い 5 x 10-3でも 3 ウ

エル中 3 ウエルで陽性 (3/3) となり、最も低い 5 x 
10-10でも 3 ウエル中 1 ウエルが陽性 (1/3) となっ

た。従って、RT-QuIC の基質として rCerPrP を用

いることで、PrPScの濃縮等をすることなく、高濃

度脳乳剤から高感度に L-BSE プリオンを検出で

きることが判明した (図 3)。しかし、rCerPrP を用

いても、高濃度脳乳剤から高感度に C-BSE を検出

することはできなかった (結果は示さず)。 
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D. 考察 
 RT-QuIC を動物プリオン病の検査に応用する場

合、組織乳剤による反応阻害が問題となる。実際

の高感度検出系では、組織中に微量に存在するプ

リオンの検出が求められるので、できるだけ高濃

度の組織乳剤を使用する必要がある。昨年度の研

究報告では、rHaPrP と rMoPrP を基質として用い

ることで、L-BSE と C-BSE を鑑別できることを報

告した。rMoPrP は L-BSE および C-BSE のどちら

とも増幅するが、rHaPrP を用いた場合 L-BSE の

み増幅される。しかし、rMoPrP および rHaPrP と

もに、高濃度の牛脳乳剤存在下では BSE プリオン

を検出することができなかった。 
 この問題を解決するために、NaPTA 沈殿、アル

コール沈殿、および PrPSc 特異抗体による免疫沈

降を試みたが、実用レベルに達する改善には至ら

なかった。しかし、rCerPrP を基質として用いる

ことで、L-BSE プリオンを高濃度脳乳剤から高感

度に検出することが可能となった。TgBovPrP を

用いたバイオアッセイでは脳乳剤の希釈として

10-6 まで、感染価が認められている。この脳乳剤

は RT-QuIC の希釈の 5 x 10-8に相当する。RT-QuIC
法では 5 x 10-10まで L-BSE プリオンが検出された

ことから、rCerPrP を基質とした L-BSE プリオン

検出用の RT-QuIC 法はバイオアッセイよりも 10
〜100 倍感度が高いと考えられる。 
 また、反応系の脳乳剤最高濃度である 5 x 10-3

でも L-BSE プリオンを検出できたことから、本法

は、脳組織中に微量に存在する L-BSE を迅速、簡

便、かつ高感度に検出することを目的とした調査

に応用可能である。 
 
E. 結論 
 L-BSE プリオンを検出する RT-QuIC 法として

rCerPrP を基質として用いることで、高濃度脳乳

剤から高感度に L-BSE プリオンを検出できる実

用レベルの性能を有するRT-QuIC法を確立できた。 
 
[参考文献] 
1） Atarashi R, Satoh K, Sano K, Fuse T, Yamaguchi 

N, Ishibashi D, Matsubara T, Nakagaki T, 
Yamanaka H, Shirabe S, Yamada M, Mizusawa 
H, Kitamoto T, Klug G, McGlade A, Collins SJ, 
Nishida N. Ultrasensitive human prion detection 
in cerebrospinal fluid by real-time 
quaking-induced conversion. Nat Med, 17: 

175-178, 2010. 
2） Wilham JM, Orrú CD, Bessen RA, Atarashi R, 

Sano K, Race B, Meade-White KD, Taubner LM, 
Timmes A, Caughey B. Rapid end-point 
quantitation of prion seeding activity with 
sensitivity comparable to bioassays. PLoS Pathog, 
6: e1001217, 2010. 
 

 
F. 健康危険情報 
 該当なし 
 
G. 研究発表 
１．論文発表 
1) Nagasawa Y, Takahashi Y, Itani W, Watanabe H, 

Hidaka Y, Morita S, Watanabe K, Ohwada S, 
Kitazawa H, Imamura M, Yokoyama T, Horiuchi 
M, Sakaguchi S, Mohri S, Rose M, Nochi T, Aso 
H. Prion protein binds to aldolase A of bovine 
intestinal M cells. Open J  Vet Med, 05 (03): 
43-60, 2015. 

2) Saijo E, Hughson A, Raymond G, Suzuki A, 
Horiuchi M, Caughey B. PrPSc-Specific 
C-terminal Antibody Reveals Conformational 
Differences between Prion Strains. J  Virol, in 
press 

3) Shan Z, Yamasaki T, Suzuki A, Hasebe R, 
Horiuchi M. Establishment of a simple cell-based 
ELISA for the direct detection of abnormal 
isoform of prion protein from prion-infected cells 
without cell lysis and proteinase K treatment. 
Prion, in press 

 
 
2.学会発表 
1) Horiuchi M. Immuno- and cell therapy as possible 

treatment for prion diseases" “ Therapeutic 
approaches to prion disease and other 
neurodegenerative conditions associated with 
protein misfolding” Banbury Center, Cold Spring 
Harbor, USA, Sept 16-18, 2015 

2) Kuroda M, Yamasaki T, Suzuki A, Hasebe R, 
Horiuchi M. Analysis of activation state of 
astrocytes with the progression of prion diseases. 
Prion2015, Fort Collins, Colorado, USA, May, 
26-29, 2015. 

3) Shan Z, Yamasaki T, Suzuki A, Hasebe R, 



 10

Horiuchi M. Highthrouput detection of PrPSc 
from prion-infected cells without PK treatment: 
Cell-based ELISA for novel screening method for 
anti-prion compounds. Prion2015, Fort Collins, 
Colorado, USA, May, 26-29, 2015. 

4) Yamasaki T, Suzuki A, Hasebe R, Horiuchi M. 
Flow cytometric detection of PrPSc in neurons 
from prion-infected mouse brain. Prion2015, Fort 
Collins, Colorado, USA, May, 26-29, 2015. 

5) Saijo E, Hughson E, Raymond G, Horiuchi M, 
Caughey M. Scrapie-specific C-terminal antibody 
reveals conformational differences between prion 
strains. Prion2015, Fort Collins, Colorado, USA, 
May, 26-29, 2015. 

6) Tanaka M, Masujin K, Yamasaki T, Suzuki A, 

Hasebe R, Horiuchi M. Comparison of 
PrPSc-specific staining with two anti-PrP 
monoclonal antibodies in immuno-cytochemistry. 
APPS2015, Kanazawa, Ishikawa, Japan, Sept, 4-5, 
2015, 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  該当なし 
２．実用新案登録 
  該当なし 
 
 
 

 
  



 11

 

 
 

 
図 1. 高濃度の脳乳剤による RT-QuIC 反応の阻害 
 L-BSE (JP24) の脳乳剤を PBS で 10 倍段階希釈し、RT-QuIC 反応液中の終濃度が 5 x 10-3 
(0.5%) から 5 x 10-8となる条件で、rHaPrP を基質として RT-QuIC を行った。N=4 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

表 1. 各種 PrPSc濃縮法の RT-QuIC 阻害物質除去効果 
 L-BSE (JP24) の脳乳剤希釈列から、表に示す方法により PrPScを沈殿・濃縮後に rHaPrP を基質

として RT-QuIC を行った (N=3)。分子は陽性ウエル数、分母は実施ウエル数を示す。 
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図 3. 免疫沈降法 (IP) –RT-QuIC 法による BSE プリオンの検出 
 L-BSE (JP24) (左半分) および C-BSE (JP2) (右半分) の脳乳剤希釈例 (10-2 〜 10-9) から

PrPSc 特異抗体 mAb8D5 を用いて免疫沈降を行い、沈殿物を当初の液量に懸濁した後、

rMoPrP を基質として RT-QuIC を行った。 
 

 
図 4. rCerPrP を用いた RT-QuIC 法による L-BSE プリオンの検出 
 L-BSE (JP24)の脳乳剤を BSE 非感染脳乳剤で 10 倍段階希釈した。反応液中のウシ脳乳

剤の濃度を 5 x 10-3に統一した。 
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2. 非定型 BSE PrPScを検出する RT-QUIC 法の開発 
 

分担研究者 新 竜一郎 長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 准教授 

研究協力者 小野香織（長崎大学大学院医歯薬学総合研究科） 

西田教行（長崎大学大学院医歯薬学総合研究科） 

福田茂夫（北海道立総合研究機構 畜産試験場） 

 
研究要旨 
本研究では異常型プリオンタンパク（PrP）試験管内増幅法（RT-QUIC 法：real-time 

quaking-induced conversion）により非典型 BSE（L-BSE)感染動物由来の組織・体液

に存在する異常型PrPを微量でも増幅し検出できる高感度検査法を確立するとともに

この手法を応用し、定型 BSE（C-BSE)との鑑別することを目的としている。これまで

の研究により Mouse rPrP（rMoPrP)を基質とした RT-QUIC 法は非定型 BSE（L-BSE）、

定型 BSE（C-BSE)、ともに効率よく増幅可能であるが、一方、Hamster rPrP（rHaPrP)

は L-BSE には rMoPrP と遜色ないレベルで反応するのに対して C-BSE に対してほとん

ど反応せず、さらにこの性質は rMoPrP-RT-QUIC 法で Round2 でも維持されていた。こ

の性質を用いることにより RT-QUIC 法により C-BSE と L-BSE が原理的に鑑別可能であ

る。興味深いことに Round４以降は rMoPrP、rHaPrP の両者に反応するフィブリルが生

成された。これらの結果は RT-QUIC 法では非特異的なフィブリルがより形成されやす

く、一旦形成されると増幅傾向が高いことを示している。このように in vivo と異な

るものの、RT-QUIC 法においても PrP 配列やプリオン株が変換反応に大きく関係する

場合があることが明らかとなった。 

 
 
 
Ａ．研究目的 
 非定型 BSE（L-BSE）は定型 BSE（C-BSE）と
異なり、孤発性に発生する可能性が考えられる
など、その発症機序やヒトへの感染性のリスク
に対する評価が十分に検証されていない。本研
究では、我々が開発した異常型プリオンタンパ
ク（PrP）試験管内増幅法（RT-QUIC 法：real-time 
quaking-induced conversion）を用いて、非定
型 BSE の高感度検査法を確立し、それを応用し
た非定型BSEに対する安全対策の向上を図るこ
とを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 
１）リコンビナント PrP（recPrP）の精製  

マウス、ハムスターの full PrP 配列(23-231)の

発現ベクターを作製し、大腸菌(pET vector)に形

質転換し、発現誘導した。PrP は、金属イオンに

結合性を有するため、ヒスチジンタグを導入しな

くても金属キレートアフィニティークロマトグ

ラフィーにより精製可能である。大腸菌に recPrP

を発現させると封入体を形成するため、6M のグア

ニジン塩酸で溶解した後、Fast Protein Liquid 

Chromatography（FPLC）を用いて数時間かけてグ

アニジン塩酸濃度を 6Mから 0Mまで徐々に勾配さ

せて rPrP を refold させた後、イミダゾールによ 
り溶出した。透析後、recPrP 溶液は小分けして急

速凍結し-80℃で保存した。 
２）RT-QUIC 法 

RT-QUIC 法はテカン社製蛍光プレートリーダー

（TECAN Infinite F200）を用いて、30 秒間隔で

Shakingと incucation(37oC)を繰り返し10分に 1

回蛍光測定を行うプロトコールで行った。Buffer

条件は 500mM NaCl, 25mM PIPES pH7.0, 1mM EDTA, 

10M ThT(Thioflavin T)であった。recPrP の濃度

は 60-120g/ml の範囲で最適条件を検討した。

RT-QUIC 反応のシードとしては L-BSE あるいは

C-BSE 感染牛脳乳剤を用い、陰性コントロールと

してシードなし、あるいは非感染牛脳乳剤を添加

したものを用いた。また RT-QUIC 法と end-point 

dilution の組合せによる L-BSE、C-BSE 脳乳剤中
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のシード活性の半定量を行った。 

３）RT-QUIC 法を応用したプリオン株鑑別検査法の

開発 
マウス配列 recPrP（recMoPrP）とハムスター配

列 recPrP (recHaPrP)に対する L-BSE と C-BSE の

RT-QUIC 法における反応の顕著な違いを利用して両

者の鑑別法の開発を試みた。さらにそれらの性質が

以降も維持されるかどうか Round5 まで RT-QUIC 反

応を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
  L-BSE, C-BSE 感染牛脳乳剤は、国立感染症研

究所感染病理部あるいは北海道立畜産試験場基

盤研究部より共同研究として提供された。それら

は牛海綿状脳症特別措置法にもとづく研究用検

体として申請し、許可を得たものである。 
 
Ｃ．研究結果 
１）L-BSEとC-BSEのRT-QUIC法におけるrecMoPrP、

recHaPrP へのシード活性の顕著な違い  

recMoPrP、recHaPrP を反応基質として用い、

L-BSE、C-BSE をそれぞれシードとして RT-QUIC法

を行なった（図１）。その結果、L-BSEは recMoPrP、

recHaPrP の両者に対してシード活性を示したの

に対して C-BSE は rHaPrP に全く活性を示さなか

った。さらに L-BSE、C-BSE をシードとしたRT-QUIC

法の継代を継続（最初の反応をRound1とし、その反

応液の希釈液の一部を次の反応（Round2）のシード

としてRT-QUIC法を実施）したところ、Round2にお

いてもrecHaPrPはC-BSE由来のrecMoPrPフィブリ

ルに対して反応を示さなかった（図１）。それに対し

てL-BSE由来のrecMoPrPフィブリルやrecHaPrPフ

ィブリルではrMoPrP、rHaPrP の両者に高い反応を

示した (図１)。 

 
２）C-BSE、L-BSE をシードとした RT-QUIC 法の継

代反応 

C-BSE、L-BSE をシードとした RT-QUIC 法の継代を

継続したところ、Round2 においても recHaPrP は

C-BSE 由 来 の recMoPrP フ ィ ブ リ ル

(2nd-rMoPrP-fibC-BSE と表す)に対して反応を示さな

かった（図２）。それに対してL-BSE由来のrecMoPrP

フィブリルや recHaPrP フィブリルでは rMoPrP、

recHaPrP の両者に高い反応を示した。その後も

recMoPrPを基質としてRT-QUIC法で継代反応を続

けると、Round4 で 0.5%シード量で 1/4、Round5

では 0.5%シード量で 4/4、0.05%でも 3/4 の

recHaPrP を添加したウェルが反応を示した(図

２)。いったん陽性となった反応液をシードとし

た場合は recMoPrP、recHaPrP の両者に対して反

応性を示した。 

 
Ｄ．考察 
 研究結果で示したような Round２まで含めた

recMoPrP と recHaPrP の反応性の違いを利用すれば

L-BSE と C-BSE の鑑別が RT-QUIC 法によって可能で

ある。すなわち、仮に L-BSE が Round1 においてた

またま recHaPrP にシード活性を示さず、recMoPrP

にのみ陽性だったとしても Round２を行うことによ

り、L-BSE を C-BSE と間違って判定することを除外

できる。 

一方、最近アメリカの RML(Rocky Mountain 

Laboratories)のグループが種々の recPrP(Bank 

vole や Sheep)を用いた RT-QUIC 法において Round1

の反応性の違いからL-BSEとC-BSE、H-BSEを鑑別可

能であることを報告している。ただしサンプルのシ

ード活性が低い場合 Round1 のみにおける反応で判

断する場合には非常に判断が難しい場合もありうる

と想定され、そのような際には今回のようなRound2

における反応性の違いがより有用であると考えられ

る。 

また興味深いことに fourth round 以降は

recMoPrP、recHaPrPの両者に反応するフィブリルが

生成された。RT-QUIC法では非特異的なrecPrPフィ

ブリルが生成しやすいことを我々は観察しており（J 
Virol 88(20), 11791-801, 2014）、今回も round

数を重ねることにより非特異的な recPrP フィブリ

ルが多数派となり、recMoPrP と recHaPrP の両方に

反応するようになったのではないかと考えている。 
 
Ｅ．結論 
 RT-QUIC 法は定型 BSE である C-BSE、非定型 BSE

であるL-BSEの高感度検出アッセイとなりうること

が示された。またrecHaPrPは L-BSE にはrecMoPrP

と遜色ないレベルで反応するのに対してC-BSEに対

して全く反応しなかった。この性質は recMoPrP を

基質としたRT-QUIC法で継代することによりRound3

まで維持された。この性質を応用したRT-QUIC法に

よりC-BSEとL-BSEが原理的に鑑別可能である。 

 
Ｆ．健康危険情報 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
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2.学会発表 
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H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  なし 
２．実用新案登録 
  なし 
 
 

 
  



図１ 
 

 
 
図２ 
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3. カニクイザルを用いた非定型 BSE のヒトへの 
感染リスク評価 

 
分担研究者 柴田宏昭 独立行政法人医薬基盤研究所 霊長類医科学研究センター 

      プロジェクト研究員 

研究協力者 小野文子 千葉科学大学 

      村山裕一 農研機構動物衛生研究所インフルエンザ・プリオン病研究センター 

岡林佐知  一般社団法人予防衛生協会 

 

 
研究要旨 
ヒトへの非定型 BSE プリオンの感染リスク評価を目的に、カニクイザルを用いた感

染実験を行った。定型BSE（C-BSE）及び非定型 BSE（L-BSE）感染ウシ脳乳剤のサル
脳内接種により発症が認められたことは既に報告しているが、ヒトへの感染リスクを
評価する上で必要となる経口投与群においては、C-BSE では 12 年、L-BSE では 4 年以
上接種後経過したが、臨床症状は未だ認められていない。しかしながら、C-BSE 感染
サル由来 PrPScに引き続き、昨年度、L-BSE 感染由来 PrPScの超高感度検出系を確立した
が、その系を用いたところ、L-BSE 経口投与群の 1 頭の唾液から微量の PrPScが検出さ
れた。公衆衛生上重要なヒトへの経口による L-BSE 伝播リスクが示唆された。また、
今年度は、H 型非定型 BSE（H-BSE）感染ウシ脳乳剤のサル脳内接種及び経口投与を
行った。現在、H-BSE 接種群は発症していないが、経過観察を行い、L-BSE、H-BSE
それぞれのヒトへの感受性の推定、病態解明を行うと共に感染性や臨床症状等をC-BSE
と比較していく。 

 
 
 
Ａ．研究目的 
 非定型 BSE プリオン（BSE-P）のヒトへの感染

リスク評価指標の確立及び定型 BSE（C-BSE）、非

定型 BSE（L-BSE 及び H-BSE）感染による病態比

較を目的に、ヒトに近い霊長類であるカニクイザ

ル 26 頭を用いて、C-BSE、L-BSE、H-BSE 感染ウ

シ脳乳剤の接種実験を行った。発症までの定期的

臨床症状、運動機能、高次脳機能及び脳波を観察、

測定し、安楽殺後の MRI 所見についての臨床病態

解析を行うと共に蛋白及び組織病理学的解析を

行う。また感染性や臨床症状等を定型、非定型

BSE 間で比較する。更に BSE-P 接種後定期的に採

取したサルの血液、脳脊髄液、尿、唾液及び主要

組織を研究班の研究資源として提供することを

目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
１）供試動物と接種方法 
 1.4〜2.4歳の育成雄カニクイザル26頭を用いた。

使用動物は、ABSL3 施設内のアイソレーターにお

いて馴化飼育後、感染実験を開始した。アイソレ

ーター内環境は室温 23-27℃、相対湿度 50-60%、

12 時間照明（7 時~19 時）に設定した。アイソレ

ータの前面及び側面には窓を設け、前方及び隣の

サルとアイコンタクト出来る環境とした。飼料は

固形飼料 （Type AS; Oriental Yeast Co.Ltd.）70g
及びリンゴ 100g を 1 日 1 回給餌した。 
 
２）実験群および接種材料 
実験群について下記に記載する。 
第 1群：C-BSE 初代接種初期検索群 
 カニクイザル４頭を下記の 2 群に分け、BSE
（BSE JP/8 和歌山）感染ウシの 10％脳乳剤を接
種した。 
 経口投与 （脳乳剤 2.0 ml） 2 頭(#1, 2) 
 腹腔内接種（脳乳剤 2.0 ml） 2 頭(#3, 4) 
接種後 3 か月、6 か月目に各群 1 頭安楽死を行い
異常プリオン蛋白の初期対内分布について検索
を行った。 
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第 2 群：C-BSE 初代接種群 
カニクイザル 6 頭を下記の 2 群に分け、BSE

（BSE JP/8 和歌山）感染ウシの 10％脳乳剤を、
それぞれの経路で接種した。 
 経口投与（脳乳剤 2.0 mlx3 回）3頭(#5, 6, 9) 
 脳内接種（脳乳剤 0.2 ml）3 頭(#7,10,11) 
脳内接種群 3頭は発症後、経口投与群 3頭中 1頭
は未発症にて安楽死を行い検索に供した。2 頭は
経過観察中。 
 
第 3群：C-BSE 第 2継代接種群 
カニクイザル４頭を下記の 2群に分け、第 2群

で発症したカニクイザル(#7)の材料を用いて、そ
れぞれの経路で接種した。    
静脈内接種（血液 40.0 ml） 2 頭(#12, 13) 

 脳内接種（脳乳剤 0.2 ml） 2 頭(#16, 17) 
脳内接種群 2頭は発症後、輸血群 2頭中 1頭は未
発症にて安楽死を行い検索に供した。1 頭は経過
観察中。 
 
第 4群：C-BSE 第 3継代接種群 
 カニクイザル 2頭に第 3群で発症したカニクイ
ザル（#17) 10％脳乳剤を、脳内接種を行った。 
 脳内接種（脳乳剤 0.2 ml）2 頭（#20, 21)脳内
接種群 2 頭は発症後安楽死を行い検索に供した。 
 
第 5群：L-BSE 初代接種群 
カニクイザル 4 頭を下記の 2 群に分け、BSE

（BSE JP/8 和歌山）感染ウシの 10％脳乳剤の脳
内接種及び 20%脳乳剤の経口投与を行った。 
脳内接種（脳乳剤 0.2 ml）2 頭(#14, 15) 
経口投与（脳乳剤 5.0 mlx8 回）2頭(#18, 19) 

脳内接種群2頭は発症後安楽死を行い検索に供し
た。経口投与群は経過観察中。 
 
第 6群：L-BSE 第 2継代接種群 
 カニクイザル 2頭に第 5群で発症したカニクイ
ザル（#15) 10％脳乳剤を、脳内接種を行った。 
 脳内接種（脳乳剤 0.2 ml）2 頭（#22, 23) 
脳内接種群2頭は発症後安楽死を行い検索に供し
た。 
 
第 7群：H-BSE 初代接種群 
 カニクイザル 4頭を下記の 2群に分け、BSE（カ
ナダ由来感染ウシ脳乳剤を脳内接種 動衛研）感
染ウシの 10％脳乳剤の脳内接種及び 20％脳乳剤
の経口投与を行った。 
脳内接種（脳乳剤 0.2 ml）2 頭(#24, 25) 
経口投与（脳乳剤 5.0 mlx8 回）2頭(#26, 27) 

脳内接種群、経口投与群共に経過観察中。 
  

３）接種および材料採取方法 
経口接種は塩酸ケタミン麻酔下で、栄養カテー

テルを胃内に挿入し、前述の投与量にて実施した。 
脳内接種は塩酸ケタミンとキシラジンの混合

麻酔下において頭部を剃毛後、イソジンで消毒し、

頭皮膚切開、側頭部頭蓋骨に直径 2 mm の穿孔部

を作製し、視床に脳乳剤 0.2 ml を注入した。注入

後、皮膚を縫合し、手術日より 3 日間抗生物質の

筋肉内投与を行った。 
接種後、定期的に血液及び脳脊髄液（CSF）の

採取を行った。動物は塩酸ケタミン麻酔下で血液

は大腿静脈より採取した。脳脊髄液は背部剃毛後

イソジンで消毒し、第３～第５腰椎椎間より採取

した。 

安楽死は塩酸ケタミン筋肉内投与による麻酔

後、ペントバルビタール静脈内投与による深麻酔

下において放血後過剰量のペントバルビタール

を投与により行った。 

 
４）解析方法 
１．行動観察 
 行動観察・ビデオ撮影 
 アップルテスト（運動機能評価） 
アップルテストは両手指の運動機能障害の程

度を評価する試験であり、左右それぞれの手を
使って、トレイ上の報酬をつかみ取る行動をビ
デオ撮影し前肢運動機能の評価を行った。 
 
２．高次脳機能解析 
食物回収試験 
食物回収試験は９つの報酬穴の開いたパネル

に報酬のリンゴ片を入れて、動物が指先で回転さ
せて開けることができる不透明な蓋で穴を塞ぎ、
９つの穴からリンゴ片を回収する行動により、短
期記憶能の評価を行う。９つの穴全てにリンゴ片
を入れ、全てのリンゴを取り終わるまでの行動を
１試行とし、5 試行実施した。サルの報酬穴とそ
れを覆うフタへの反応は、正ストロークと誤ス
トロークに分類した。正ストロークとは、報酬
の入っている報酬穴あるいはその上のフタへ触
れ、報酬を回収することである。誤ストローク
とは、報酬の入っていない穴に指を入れる、あ
るいはその上のフタを動かして報酬穴を露出さ
せる行動である。連続して行う正ストローク数
と誤ストローク数により、評価を行う。本評価系
は#18～#27 に実施した。 

 
３．L 型非定型 BSE 感染サルの体液中の PrPSc 動
態解析 

定期的に採材された体液類（尿、血液、脳脊髄
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液および唾液）について解析を行った。超音波処

理／界面活性剤で可溶化した白血球分画または

リンタングステン酸沈殿法で濃縮した体液類を

シードに用い、連続 PMCA 法で解析した。各ラウ

ンドの PMCA 産物を Proteinase K 消化後、ウエス

タンブロット（WB）法により PrPSc を検出した。 

 
（倫理面への配慮） 

BSE-P 接種動物はすべて改良型の P3 アイソレ

ータケージ内に収容した。本アイソレータはサ

ル類が社会的動物であることを考慮して、アイ

ソレータ内で視覚による相互の社会的コミュニ

ケーションを可能とするよう改良した。ケージ

内にはステンレスの鏡を入れ、定期的に行うア

ップルテストや食物回収試験により、ヒトとの

触れ合いが福祉向上に有効と考え、ケージ内サル

のストレスの軽減に努めた。材料採取及び脳波

測定は麻酔下において実施した。臨床症状発現

後は症状に応じて、健康状態を維持すべく給餌

方法の対応及び輸液療法等による維持管理を行

った。 

安楽死は塩酸ケタミンによる鎮静後、過剰量

のペントバルビタールナトリウム静脈内投与に

より行った。 

 

 本動物実験計画は「厚生労働省の所管する実施

機関における動物実験等の実施に関する基本指

針」を遵守し、基盤健栄研動物実験委員会の審査

承認を受けた。 

 
Ｃ．研究結果 
１）臨床経過 

C-BSE 接種群では、ウシ脳乳剤接種群（初代）
は 27～45 ヶ月の潜伏期を経て 7～14 ヶ月発症期
間を要したが、2 代目、3 代目継代接種群では潜
伏期間 13～18 ヶ月、発症期間 2～6 ヶ月と短縮
し、再現性の高い発症経過を示した。臨床症状は、
振戦、ミオクローヌス、小脳失調症状が顕著であ
ったが、認知能は発症末期まで維持していた。
L-BSE 接種群においては、初代より潜伏期間 19
～20 ヶ月、発症期間 5 ヶ月と C-BSE より強い病
原性を示し、2 代目では、潜伏期間 14～16 ヶ月、
発症期間 6～10 ヶ月と潜伏期間はわずかに短縮さ
れた。L-BSE 接種群は C-BSE 接種群に比べ、発症
からの症状進行が緩徐で、神経症状に先行して認
知機能の低下が認められた。C-BSE ウシ脳乳剤経
口投与群は接種後 12 年、L-BSE ウシ脳乳剤経口
投与群は接種後 4 年以上を経過したが、未だ発症
が認められていない。H-BSE ウシ脳乳剤を脳内接

種群及び経口投与各 2頭のサルに行ったが、接種
後 4 ヶ月経過時点では発症していない（図１, ２）。 

 
２）連続 PMCA 法による BSE 感染サルの体液中

の PrPSc動態解析 

現在経過観察を行っている C-BSE 経口投与群

及び輸血投与群のカニクイザルから定期的に採

材した尿、CSF、唾液及び血漿から連続 PMCA 法

にて PrPSc の検出を試みた。経口投与後 11 年目、

輸血後 8 年目のサンプルではいずれも連続 PMCA
法では PrPScが検出出来なかった（図３，４）。 
連続 PMCA 法による L-BSE 感染カニクイサル

由来 PrPSc の最適な増幅条件がなかなか定まらな

かったが、脳乳剤基質、超音波条件及びポリアニ

オンの選別に加え、プリオン蛋白質のフォールデ

ィングに影響を与える薬剤（変性剤や安定化剤等）

の効果を検討し、ポリアニオン存在下、アルギニ

ンを基質に添加することで増幅効率が飛躍的に

改善され、検出感度を約 10 万倍向上させること

に昨年度、成功した。この検出系を用いることに

より、L-BSE2 代目接種群（#22,23）の経時的に

採取した発症前の体液サンプルから PrPSc が検出

されたことを昨年度報告したが、今回は、L-BSE
経口投与群（#18,19）の経時的に採取した体液サ

ンプルを同様に連続 PMCA 法で調べた。経口投与

約 3.5年後の#19の唾液から PrPScがラウンド3（R3）

で検出された。しかしながら、同個体の同時期の

CSF、血漿、白血球画分並びに#18 のサンプルから

は PrPScは検出されなかった（図５）。 
 
Ｄ．考察 
ヒトへの感染リスクを評価する上で経口接種

群の実験は非常に重要であるが、C-BSE では 12
年、L-BSE では 4 年以上を経過したが、今のとこ
ろ臨床症状は認められていない。しかしながら、
超高感度検出系を用いて L-BSE 経口投与群#19の
唾液から PrPSc が検出された。C-BSE 経口投与群
は投与後 12 年以上経過し、体液類中には PrPScは
検出されていないが、投与 7.5 年経過した未発症
サル（#６）解剖時の神経リンパ節、脾臓や延髄
等からは微量の PrPSc が検出されており、生着は
確認されている。C-BSE と L-BSE の投与量が異な
っているので、単純に比較出来ないが、脳内接種
の感染実験同様、経口投与の感染実験においても、
C-BSE に比べ早い段階で発症前の唾液から PrPSc

が検出されたことにより、L-BSE の強い毒性が示
唆された。フランスの研究グループが原猿類を用
いた L-BSE 経口投与による感染を既に報告して
いるが、ヒトにより近縁な真猿類での感染の意義
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は大きく、公衆衛生上、経口によるヒトへ L-BSE
の伝播のリスクが示唆された。#19 の唾液からの
検出はまだ one point しか確認しておらず、同個体
の同時期の他の体液類、CSF 等にも検出されてい
ないので、#18 のサンプルも含めて引き続き、確
認、検証していく必要がある。なお、現在の処、
唾液からしか PrPSc が検出されていない理由とし
ては、幾つか考えられる。1) 最近、脳生検の代わ
りとして、プリオン病患者の嗅粘膜神経上皮細胞
を採取して、PrPScを検出する方法が報告されてい
る。サルでも中枢から伝わった PrPSc を蓄積した
鼻粘膜上皮が脱落して鼻腔から咽頭に落ちて、唾
液中から検出された。2) 未発症のウシの骨格筋か
ら PrPSc が検出されているので、末梢から咬筋等
の骨格筋に蓄積した PrPSc が唾液腺を通じて検出
された。現在、唾液からの PrPSc 検出の理由を突
き止めるべく検証を考えている。遅れていた
H-BSE の感染実験を今年度開始したが、引き続き、
C-BSE 経口投与群、輸血群及び L-BSE 経口投与群
の経過観察等も行い、ヒトへの感受リスクの比較
等を行っていく。 
 
Ｅ．結論 
 カニクイザルへの L-BSE 経口投与群は投与後 4
年を経過したが、未だ発症していない。しかしな

がら、L-BSE 経口投与群 2 頭の内 1 頭のサルの投

与 3.5 年後の唾液から PrPScが検出された。L-BSE
も経口によるヒトへの伝播リスクが示唆された。

H-BSE の感染実験を開始し、H-BSE におけるヒト

への感染リスクの評価を行っていく。 
 

Ｆ．健康危険情報 
 特になし。 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
1) Murayama Y, Ono F, Shimozaki N, Shibata H. 

L-Arginine ethylester enhances in vitro 
amplification of PrPSc in macaques with atypical 
L-type bovine spongiform encephalopathy and 
enables presymptomatic detection of PrPSc in the 
bodily fluids. Biochem Biophys Res Commun. 
470: 563-568, 2016. 

２.学会発表 
なし 

 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  なし 
２．実用新案登録 
  なし 
 
 
 



  
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

図１．カニクイザル感染実験経過（脳内接種）

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２． 

 
 
 
 

カニクイザル感染実験経過（脳内接種）

 カニクイザル感染実験経過（経口投与、輸血接種）

カニクイザル感染実験経過（脳内接種）

カニクイザル感染実験経過（経口投与、輸血接種）

カニクイザル感染実験経過（脳内接種）

カニクイザル感染実験経過（経口投与、輸血接種）

 21

カニクイザル感染実験経過（脳内接種） 

カニクイザル感染実験経過（経口投与、輸血接種）カニクイザル感染実験経過（経口投与、輸血接種） 
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年、輸血後約

PK 消化後、Western blot

経口投与サル（Cy5&Cy9）および輸血サル（

8 年、7 時期（

Western blot により検出した。

経口投与サル（Cy5&Cy9）および輸血サル（

検出結果. 
年、輸血後約 8 年後、3 時期（

Western blot により検出した。

 22

）および輸血サル（

時期（1-7）に採材し、

により検出した。

）および輸血サル（
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図５.  L-BSE 経口投与サル（Cy18&Cy19）の CSF 唾液 血漿 白血球 における PrP

Sc
検出結果. 

経口投与後約 3～3.5 年、3 時期（1-3）に採材し、duplicat で連続 PMCA により増幅した。増幅産物を

PK 消化後、Western blot により検出した。他のサンプルは R8 まで陰性であった。 
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4. 非定型BSE感染サルの神経病理学的解析 
 

分担研究者 飛梅 実  国立感染症研究所 感染病理部 主任研究官 

研究協力者 佐藤 由子 国立感染症研究所 感染病理部 主任研究官 

 
研究要旨 

定型 BSE（C-BSE）由来プリオン接種サルではヒトでの変異型クロイツフェルトヤ
コブ病と同様の病態進行と、病理組織学的特徴を示す。本邦でも確認された非定型
BSE（L-BSE）のヒトへの感染事例は確認されていないが、サルモデルを用いてヒト
へのリスク評価及びその推定される病原性、病理組織学的特徴を明らかにする。 

 
 
 
Ａ．研究目的 
 定型 BSE(C-BSE)由来プリオン接種サルではヒ
ト変異型クロイツフェルトヤコブ病（vCJD）と同
様の病態進行と、病理組織学的特徴を示す。本邦
でも確認された非定型 BSE（L-BSE）のヒトへの感
染事例は確認されていないが、サルモデルを用い
てヒトへのリスク評価及びその推定される病原
性、病理組織学的特徴を明らかにすることを目的
とする。 

 

Ｂ．研究方法 
１）本邦で確認された非定型 BSE 感染ウシ由

来プリオン（L-BSE)を接種したカニクイザル脳組
織を検討材料として用いた。接種 1代目および２
代目（継代接種）について比較検討し、継代にお
ける病理組織学的な特徴の維持について検討す
る。 

 

  ２）L-BSE 接種サルの病理学的な特徴と、

C-BSE 接種サルにおける病理組織学的特徴とを比

較検討し、その病理学的な差異について検討する。 

 

３）L-BSE 由来プリオンの生化学的特徴は、

C-BSE 由来プリオンとは異なり、ヒト孤発性クロ

イツフェルトヤコブ病（sCJD）の MM2 に分類され

る患者由来プリオンと類似したパターンを示す。

このことから、プリオンの生化学的特徴と病理学

的な特徴の相関について検討するため、ヒトプリ

オン病とL-BSE感染サルの病理学的特徴について

比較検討を行う。 

 
（倫理面への配慮） 

 サルを用いた実験については予医薬基盤・健

康・栄養研究所 霊長類医科学研究センターの指

針を順守するとともに、動物愛護精神に基づき研

究を行っている。 

  
Ｃ．研究結果 

１）継代 2代目の L-BSE 接種サルの脳組織を

病理学的に検討した結果、大脳皮質の高度の空胞

変性及び皮質の萎縮を認め、シナプスタイプのプ

リオン沈着パターンを認めた。一方、小脳では初

代接種と同様に髄質の空胞変性が高度であった

が、分子層においてプラーク型の沈着も認められ

た（図１）。中枢神経系以外の各臓器やリンパ組

織へのプリオン沈着について検索したが、中枢神

経系以外へのプリオン沈着は認められなかった。 

 
２） C-BSE 罹患牛の脳乳剤を脳内接種したサ

ルでは、大脳での空胞変性形成に加え、プラーク

型のプリオン沈着を特徴とした（図２上段）。こ

の特徴的なプリオンの沈着パターンは、感染サル

脳組織を脳内へ接種する継代実験においても維

持されていた（図２下段）。 

L-BSE 感染サルの大脳では C-BSE 由来プリオン

感染に比べ高度の空胞変性が誘導される一方、大

脳でのプラーク型のプリオン沈着は認められず、

シナプス型の沈着パターンを示した（図１上段）。

この特徴は継代後も維持されていた（図１下段）。 
 

３）ヒトプリオン病剖検例および文献的検索

では、コドン 129M/M type1 型では、大脳の高度

の空胞変性とシナプス型のプリオン沈着を特徴

とした。しかしながら、小脳でのプラーク型の沈

着は顕著ではなかった。ゲルストマン・ストロイ

ス ラ ー ・ シ ャ イ ン カ ー 病 （ Gerstmann- 
Sträussler-Scheinker：GSS）（図３）では、大脳及

び小脳でプラーク型が顕著なプリオン沈着パタ

ーンを示した。硬膜移植や成長ホルモン投与に起
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因する医原性プリオン病や C-BSE 由来プリオン

摂取に由来する変異型 CJD(vCJD)（図３）などの

獲得性プリオン病患者では、その原因や病型によ

ってプリオンの沈着パターンは異なっていた。

C-BSE プリオンを原因とする vCJD 患者では、大

脳及び小脳でのプラーク型の沈着を特徴とした

（図３）。 
 
Ｄ．考察 
  C-BSE 接種１代目では、発症後の経過は緩徐

であり、ヒトで確認されている vCJD の病態推移

と同様の経過であった。C-BSE 由来プリオンのサ

ルでの継代においては、初代と同様にプラーク型

の沈着を認めた。ヒト vCJD の輸血を介した水平

感染例においても、大脳ではプラーク型のプリオ

ン沈着を示すことが報告されており、サルでの継

代実験が、vCJD の水平感染モデルとして有用な

ことが示された。ただし、脳内接種実験では、リ

ンパ組織へのプリオン沈着は再現されず、経口お

よび輸血による感染実験の必要性が示唆された。

現在、経口および輸血を介した感染実験を遂行中

である。 
L-BSE接種１代目サルの大脳組織の病理学的

特徴は、高度の空胞変性とシナプスタイプのプリ

オン沈着であった。この病理学的特徴は、サルで

の継代２代目においても維持されていた。L-BSE
感染サルの病態は、発症後急速に進行する急性転

帰をたどる。これは、１代目及び２代目も同様で、

大脳での高度の変性を有する所見と合致する。ヒ

トでもっとも典型的な 129M/M1型の sCJDの病理

像は、高度の空胞変性とシナプス型のプリオン沈

着を背景とする。しかしながら、小脳でのプラー

ク型の顕著な沈着は M/M1 では認められず、M/V2
ないしは V/V2 で認められる（図４）。 一方、硬

膜移植や成長ホルモン投与等に起因する獲得性

プリオン病では、亜急性の病態進行を呈する群で

は、大脳のシナプスタイプのプリオン沈着パター

ンを示すが、同時に顕著な小脳でのプラーク型沈

着を示すものは認められなかった。緩徐な病態進

行を示す獲得性プリオン病では、プラーク型の沈

着を小脳に認めるが、同時に大脳にも認められた

（図５）。以上から、L-BSE 感染サルの病理所見

と合致する既存のヒトプリオン病は存在しない

が、亜急性の病態進行と大脳でのシナプスタイプ

のプリオン沈着は sCJD との鑑別が困難であり、

詳細な病理学的検索と生化学的検索がプリオン

病の原因を推測うえで不可欠なことが示唆され

た。 
 
 
Ｅ．結論 
 C-BSE 由来プリオンのサルへの感染実験並び

に継代実験から、サルを用いた感染実験系は、ヒ

トの vCJD およびその水平感染モデルとして有用

なことが示された。このことから、L-BSE に由来

するプリオンがヒトへ感染した場合、今回示した

L-BSE感染サルと同様の病理像を呈すると考えら

れた。 
 
 

 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
該当なし 
 
 
2.学会発表 
該当なし 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
該当なし   
２．実用新案登録 
該当なし   
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図４ クロイツフェルトヤコブ病（

 
 
図５ ヒト獲得性プリオン病の特徴
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）の特徴 
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5. 霊長類モデルへの伝播による非定型 BSE プリオンの 
蛋白質化学解析 

 
分担研究者 萩原 健一（国立感染症研究所 細胞化学部 第１室室長） 

研究協力者 柴田 宏昭（医薬基盤・健康・栄養研究所 霊長類医科学研究センター） 
 小野 文子（千葉科学大学） 
 岩丸 祥史（動物衛生研究所 インフルエンザ・プリオン病研究センター） 

 
研究要旨 
 本研究班が進めている非定型BSEプリオンのカニクイザルへの伝播実験（脳内接種実

験）のうち、非定型L-BSEプリオンの２継代目の感染ザルの経過追跡を2014年3月に終え

た。感染ザルから得た組織材料について、昨年度に引き続き本年度もPrPScの蓄積・分布

の生化学分析およびサルプリオン蛋白質（PrP）のコード領域の遺伝子解析を行い、デー

タの精緻化を図った。また、昨年度に分析結果が判然とせずに再検討が必要となった脾・

扁桃の分析を行った。この課題とは別に、本邦のBSEスクリーニング検査で使用中の迅

速ELISAキットがC-BSE罹患ウシのみならずL-BSE罹患ウシの摘発にも有効であるこ

とを昨年度に示したが、本年度は迅速キットがH-BSE罹患ウシの摘発にも同じく有効

であることを示す評価データを収集した。 
 

 
 
Ａ．研究目的 
 非定型 L-/H-BSE プリオンがヒトへ伝播したと

いう事例はこれまで知られていないが、L-BSE プ

リオンはカニクイザルへ実験的伝播が可能であ

る（Ono, F., et al., Jpn. J. Infect. Dis. 64: 81-84, 2011）。
ヒトが L-BSE プリオンに暴露・感染した場合を想

定したモデルとして、本研究では昨年度に引き続

き、非定型 L-BSE プリオンを脳内接種・伝播させ

たカニクイザルについて、PrPSc の蓄積・分布を

従来型 BSE（C-BSE）プリオン伝播ザルと比較す

ることにより、霊長類モデルで増殖する C-／
L-BSEプリオンの特性について知見を深めること

を目的とした。並行して、これまでの研究班での

実験に供したカニクイザル個体の PrP について、

アミノ酸変異の有無を確認するために PrP コード

領域の DNA 塩基配列を分析した。 
 また、食肉衛生検査所で用いられている BSE 迅

速検査キットについて、昨年度に非定型 L-BSE 罹

患ウシの摘発に対する有効性を示したが、本年度

は非定型 H-BSE 罹患ウシの摘発にも迅速キット

が有効であることを調査することを目的とする

評価研究を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
１）カニクイザルの PrP 遺伝子の解析 

 昨年度の DNA 精製プロトコール（DNA 精製の

途上で塩酸グアニジンを含む）を改良し、プリオ

ンの感染力価をさらに低減させるためにチオシ

アン酸グアニジン処理を精製途上で含むように

した。即ち、冷凍保管したサル各個体の組織片を

出発材料として、NucleoSpin Tissue XS（Macherey 
-Nagel 社）を用いてゲノム DNA を調製した（第

１段階）。得られる DNA 溶液にチオシアン酸グア

ニジン（終濃度 4M）を添加し、40℃にて 5 時間

加温処理した。処理後の DNA 溶液に等容量のエ

タノールを添加し、再度、NucleoSpin Tissue XS の

シリカカラムへアプライし、カラムを洗浄後、ゲ

ノム DNA を精製水にて溶出・回収した。本法に

よるゲノム DNA の回収率は昨年度のプロトコー

ルよりも若干低くなる傾向があったが、収率の低

減がその後の分析操作に支障を及ぼすことはな

かった。得られるゲノム DNA を鋳型として、

primer-1: 5’-TTCATCAAGTCCATAACTTAGGGT 
CAG-3’、primer-2: 5’-CCTATCAGGGACAAAGAG 
AGAAGCAAG-3’、および KOD plus polymerase を

用いた PCR により、PrP コード領域を含む（-339
〜+883）DNA 断片を得た。この DNA 断片（PCR
産物）から１本鎖 DNA を調製し、dideoxy 法によ

り塩基配列分析を行った。  
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２）L-BSE プリオンの初代伝播および２代目伝播

カニクイザル脳組織等に蓄積する PrPSc の生化学

分析 
 L-BSEプリオンを脳内接種したカニクイザルの

初代伝播個体（#015）、および２代目伝播個体

（#022、#023）について、脳、延髄、橋、脊髄、

脾臓、扁桃の各部位の PrPSc の蓄積量をウエスタ

ンブロット法により調べた。また、糖鎖型などの

PrPScの生化学的特徴およびproteinase K消化に対

する抵抗性を調べた。。対照検体として、従来型

BSE（C-BSE）プリオンを脳内接種したカニクイ

ザルの初代伝播個体（#007）、および２代目伝播

個体（#017）を用いて比較した。 
 
３）食肉衛生検査所等での BSE スクリーニングに

使用されている迅速 ELISA キットの性能評価 
 本邦のBSEスクリーニングに使われている現行

キット１点（ニッピブルBSE）が、H-BSEプリオ

ン罹患ウシの摘発にも有効であるかという点に

ついての評価試験を動物衛生研究所との共同で

行った。試験検体は、H-BSEプリオンの実験感染

牛に由来する脳組織を用いた。欧州およびカナダ

で実施された試験の方法（PlosOne, 7, e43133 
(2012); J. Vet. Diagn. Invest. 24, 976 (2012)）を参考

にし、感染ウシ脳ホモジネートの２倍希釈系列を

健常ウシ延髄ホモジネートにスパイクしたもの

を試験検体とした。 
 
（倫理面、バイオセーフティ等への対応） 
 プリオンの取扱い・分与については、国立感染

症研究所の病原体等安全管理規定、分与・輸送に

関する規定、ならびに医薬基盤・健康・栄養研究

所および動物衛生研究所が定める規定および指

針を遵守した。動物への感染実験は、動物実験実

施機関（医薬基盤・健康・栄養研究所）の動物実

験委員会の審査承認を受けて実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
１）カニクイザルの PrP 遺伝子の解析結果 
 PrPコード領域を含む全長 1.2kbp（-339〜+883）
の DNA 断片の塩基配列分析を行った。昨年度ま

でに 8 頭（#007、#010、#011、#014、#015、#016、
#022、#023）の分析を行った。本年度はこれらの

個体および昨年度に解析未了の 3 頭（#017、#020、
#021）について各個体につき複数回の解読を行い、

表１のとおりに塩基配列情報を決定した（昨年度

に解読した配列の一部に誤りをみとめたので、こ

れらは表 1 に示すように訂正する）。分析の結果、

幾つかのコドン多型が検出されたが、いずれもア

ミノ酸変異を生じないサイレント変異だった［表

１］。 
 
２）カニクイザル脳組織等に蓄積した PrPSc のウ

エスタンブロット分析 
① 脳： 昨年度の分析を継続してデータの精緻化

を図った。その結果、昨年度の初期解析で報告し

たとおり、L-BSE プリオンの初代伝播（#015）お

よび２代目伝播ザル（#022、#023）では大脳の各

部位に比して小脳、橋、延髄の PrPSc 蓄積レベル

が低く、一方、C-BSE プリオンの初代伝播（#007）
および２代目伝播ザル（#017）では PrPSc が小脳、

延髄にも比較的多く蓄積することが再度確認さ

れた［図１］。すなわち、カニクイザルを感染宿

主とし、プリオンの脳内接種という実験条件下に

おいては C-BSE プリオンと L-BSE プリオンの組

織分布のトロピズムに違いがあることが明らか

になった。 
 なお、接種材である C-BSE および L-BSE 罹患

ウシの脳ホモジネートにはC型/L型のウエスタン

ブロット像の特徴（PrPSc の糖鎖型比および無糖

鎖型 PrPSc の SDS-PAGE での移動度）が認められ

るが、伝播後のカニクイザル脳ではこの特徴の相

違が曖昧化した。一方、C-BSE と L-BSE 罹患ウシ

由来のPrPScでは、C-BSEに比べてL-BSEのPrPSc

は proteinase K 消化への抵抗性が弱いことが知ら

れている（Jacobs, J.G., et al., J. Clin. Microbiol. 45: 
1821-1829, 2007）。そこで、伝播ザル脳の PrPSc の

proteinase K 消化に対する抵抗性を調べたところ、

L-BSEプリオン伝播ザル脳の PrPScはC-BSEプリ

オン伝播ザルのそれよりも proteinase K 消化に対

する抵抗性が弱かった［図２］。 
② 脊髄： 脊髄の組織重量あたりの PrPSc 蓄積レ

ベルを調べたところ、L-BSE プリオン伝播ザル

（#022、#023）は C-BSE プリオン伝播ザル（#016、
#017）のほぼ半量のの PrPSc を蓄積していること

がわかった。特徴的な点として、C-BSE プリオン

伝播ザル（#016、#017）では脊髄の肥大部である

頸部・腰部の組織重量あたりの PrPSc 量が多かっ

たが、L-BSE プリオン伝播ザル（#022、#023）で

は脊髄頸部・胸部・腰部で組織重量あたりほぼ同

レベル量の PrPSc が検出されるという相違が認め

られた［図３］。 
③ 脾・扁桃： L-BSE プリオンの初代伝播ザル

（#014、#015）では、ウエスタンブロット法を用
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いても脾および扁桃は PrPSc 陰性だった（Ono, F., 
et al., Jpn. J. Infect. Dis. 64: 81-84, 2011）。今回、

L-BSE プリオンの２代目伝播ザル（#022、#023）
について調べたが、２代目継代を経ても脾および

扁桃の PrPSc 量はウエスタンブロット法の検出限

界以下の陰性だった。 
 
３）迅速 ELISA キットの性能評価 
 昨年度に実施できなかった H-BSE プリオンに

対する評価試験を実施した。国内での H-BSE 罹患

ウシの野外例（自然例）は無いため、H-BSE プリ

オンを実験的に感染させたウシの脳組織を試験

検体とした。試験の結果、現行の迅速検査キット

（ニッピブル）において脳組織の最大 24 希釈ま

で ELISA 陽性判定値が得られた。昨年度の C-BSE
および L-BSE プリオンに対する評価試験の結果

と合わせて、現行の BSE スクリーニング検査が従

来型 BSE 罹患ウシとともに非定型 L-/H-BSE 罹患

ウシの摘発にも同じく有効であることがわかっ

た。（試験検体として用いた H-BSE プリオン含有

脳中の PrPSc 量が未定量のため、近々にウエスタ

ンブロット法により確認する。模擬検体として適

切な PrPSc 量を含むと予測している）。 
 
Ｄ．考察 
 本研究班で推進するカニクイザルへの

C-/L-BSE プリオンの一連の感染実験では、プリオ

ンの感受性に影響を及ぼす PrP のアミノ酸配列情

報は重要である。これまでの感染実験で安楽殺に

処した各個体について PrP の遺伝子解析を行い、

アミノ酸に置換が無いことを確認した。いずれの

個体も、クロイツフェルト・ヤコブ病との関連が

指摘されているヒトの 129 番目のアミノ酸に対応

するカニクイザル配列上のアミノ酸は Met/Met、
ヒトの 219 番目のアミノ酸に対応するサル・アミ

ノ酸は Glu/Glu だった。 
 並行して、BSE プリオンのカニクイザルへの伝

播実験により本年度までに得た組織材料につい

て、ウエスタンブロット法により PrPSc を検索し

た。昨年度報告書に「（昨年度は）未だ初期分析

の段階につき、今後、別の抗 PrP 抗体を使用する

など、異なる分析条件下での再現性を確認したい」

と記した点を踏まえて、解析を進めた。その結果、

脳組織での PrPSc の分布には C-/L-BSE プリオン

感染ザル間での違いが再確認できた。新たな知見

として、C-/L-BSE プリオン感染ザル間では脊髄の

高さ（頸・胸・腰）による組織重量あたりの PrPSc

量に特徴的な相違があることがわかった。また、

昨年度の分析では、L-BSE プリオンを脳内接種し

たサル個体の脾臓および扁桃はおそらく PrPSc 陰
性と考えられたが、最終結論に至っていなかった。

本年度の再検討により、脾および扁桃はウエスタ

ンブロット法の検出感度では PrPSc 陰性と結論さ

れた。脳や脊髄での PrPSc の分布・広がりの違い

が何に起因するのかは不明であるが、霊長類モデ

ルで示されるこのような特徴は、既知あるいは未

知のヒト・プリオン病と非定型 L-BSE との関連に

ついて考察を進める上で興味深い知見と思われ

る。以上の実験結果は、本研究班で別途に調べら

れている剖検病理像、ならびに感染ザルの経過観

察中に認められた神経症状や運動失調などの所

見と照らし、今後、統合的に整理したい。なお、

接種材であるウシ脳では判別できたC-/L-のPrPSc

のウエスタンブロット像の相違は、カニクイザル

への伝播により曖昧化した。しかし、カニクイザ

ル伝播後の PrPSc について proteinase K 消化に対

する抵抗性を調べたところ、両者は接種材のウシ

脳ホモジネートについて既に調べられている

proteinase K 抵抗性と同様の傾向を保っているこ

とがわかった。このことは、ウエスタンブロット

の見かけ上の相違の曖昧化にも拘わらず、カニク

イザル伝播によっても接種材の C 型/L 型の性状

（多分に高次構造に帰すると考えられる）は受け

継がれていることを示唆する。 
 また、昨年度に未完であった迅速 ELISA キット

の H-BSE プリオンに対する評価試験を行い、食肉

衛生検査所等での現行の BSE スクリーニング検

査が従来型 BSE 罹患ウシとともに非定型

L-/H-BSE 罹患ウシの摘発にも同じく有効である

ことがわかった。迅速キットが C-/L-/H-BSE を適

正に摘発する性能を有することが示されたこと

は、近年の国内の食肉衛生検査所等での BSE 摘発

例が無いという事象を正当に解釈する上で意義

深い。 
 
Ｅ．結論 
 本年度は昨年度に未完だった以下の解析を進

め、成果を得た、 
・ 本研究に供したサルの PrP 遺伝子の塩基配列

の決定 
・ C-および L-BSE プリオン伝播ザルの神経組織、

における PrPSc の分布についての複数種の抗

PrP 抗体を用いた比較解析；脾・扁桃の PrPSc

蓄積量の定量分析 
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・ C-および L-BSE プリオン伝播ザルの PrPSc の

proteinase K 抵抗性の比較 
・ 食肉衛生検査所等での BSE スクリーニング検

査に使用されている現行の迅速 ELISA キット

が、H-BSE 罹患ウシの摘発にも有効であること

を示すデータの収集 
 
Ｆ．健康危険情報 
無し 

 
G．研究発表 
1. 論文発表 
無し 

 
2. 学会発表 
無し 

 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
1．特許取得 
無し 

   
2．実用新案登録 
無し 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



表１ PrP 遺伝子の解析結果
個体 # 
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* ; 昨年度報告書では、
と解読された。

§ ; 昨年度報告書では、
読された。
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6. 異なるエピトープを認識する2種の抗PrP抗体を用いた免疫染色
による L 型 BSE 感染牛脳組織の PrPScの検出 

 
分担研究者 長谷部 理絵 北海道大学 大学院獣医学研究科 講師 

 
研究要旨 
 抗マウスPrPモノクローナル抗体 (mAb) 132 はマウスPrPの 119-127番目のアミノ

酸を認識し、プリオン感染細胞およびマウスの脳組織をグアニジンチオシアン酸 
(GdnSCN)で前処理することにより PrPSc を特異的に検出することができる (Yamasaki 
et al., 2012; Sakai et al., 2013)。また、近年報告された抗 PrP mAb8D5 はマウス PrP の

31-39 番目のアミノ酸を認識し、GdnSCN による前処理なしでプリオン感染細胞から

PrPScを検出できる (Masujin et al., 2013. Tanaka et al., submitted)。本研究では、L 型 (L-) 
BSE 感染 138 日目の牛 2 頭 (No. 6981、No. 7018) の脳組織において、mAb132 と

mAb8D5 を用いた免疫染色により、PrPScを検出することを試みた。No. 6981 では、橋

に mAb8D5 により線維状の構造物が検出され、視床下部の少数の細胞の細胞質にシグ

ナルが検出された。No. 7018 では、橋および視床の少数の細胞の細胞質にシグナルが

認められた。mAb132 によるシグナルは認められなかった。No. 6981 で mAb8D5 によ

り検出された線維状構造物はプリオン感染マウスの脳で検出される PrPSc とは形態が

異なり、PrPCを検出している可能性も考えられた。 
 

 
Ａ．研究目的 
 従来、脳組織の PrPSc を検出する方法として、

パラフィン包埋切片を高圧蒸気処理をした後に

免疫染色をする方法が行われてきた。また、プリ

オン感染細胞で PrPSc を検出する方法として、プ

ロテアーゼ (PK) とグアニジン塩酸で処理をし

た後に免疫染色をする方法が行われてきた。しか

しながら、これらの方法は、組織や細胞に大きな

傷害を与えるため、抗体の反応性に影響を与えて

しまう可能性は否定できない。当研究室で確立し

た mAb132 を用いた PrPSc 特異的免疫染色では、

5M GdnSCN の前処理により PrPCと PrPScを区別

できるため、高圧蒸気処理や PK 処理後では検出

できない PrPSc を検出できる可能性がある 
(Yamasaki et al., 2012; Sakai et al., 2013)。また、近

年報告された mAb8D5 は、PrP の N 末端を認識し、

PK 処理および GdnSCN 処理をせずにプリオン感

染細胞において PrPCと PrPScを区別することがで

きる (Masujin et al., 2013; Tanaka et al., submitted)。
これらの異なるエピトープを認識する 2 種の抗

PrP 抗体を用いることで、より多くの PrPSc分子種

を検出することが可能になることが期待される。

本研究では、プリオン感染マウス脳の凍結切片で

mAb132 と mAb8D5 の二重染色により PrPSc を検

出する方法を検討した。 

BSE は 1986 年に英国で最初に報告されて依頼、

単一の株により引き起こされるものと考えられ

てきた。しかしながら近年、従来の BSE とは生化

学的、生物学的に異なる性質を示す非定型 BSE (H
型、L 型) が世界各地で報告されており、日本で

も L 型が 2 件報告されている (Yamakawa et al., 
2003; Biacabe et al., 2004; Casolone et al., 2004; 
Hagiwara et al., 2007; Dudas et al., 2010)。定型およ

び非定型 BSE 感染牛脳組織における PrPScの分布

はパラフィン包埋切片の免疫染色や PK 処理後に

イムノブロットまたは ELISA で PK 抵抗性 PrPSc

を検出することにより行われてきた (Nentig et al., 
2007; Fukuda et al., 2009; Balkema-Buschmann et al., 
2011; Porcario et al., 2011; Fukuda et al., 2012)。本研

究では、非定型 BSE 感染牛脳組織における PrPSc

の分布について新たな知見が得られることを期

待して、mAb132 と mAb8D5 を用いた二重染色に

よる L-BSE 感染牛脳組織の PrPSc検出を試みた。 
 
Ｂ．研究方法 
１）脳組織の凍結材料の作製 
 L-BSE 感染 138 日目の牛 2 頭 (No. 6981、No. 
7018) の脳組織（視床、視床下部、橋）は北海道

立畜産試験場 福田 茂夫博士より分与された。切

り出した脳を凍結組織切片作製用包埋材 (サクラ



 36

ファインテックジャパン) に包埋し、-80℃で凍結

した。免疫染色の陽性対照として、Obihiro 株感染

120 日目の ICR マウス脳組織を、陰性対照として

非感染 ICR 脳組織を用いた。凍結材料はクリオス

タットを用いて 10 μm の厚さに薄切した。 
２）蛍光標識 mAb132 と mAb8D5 の調整 
 mAb 132 と 8D5 は先行論文に従って調整した 
(Kim et al., Virology 2004, Masujin et al., PLOS ONE 
2013)。Alexa Fluor 488標識mAb 132は Alexa Fluor 
488 Antibody Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific) 
を、Alexa Fluro 555 標識 mAb 8D5 は Alexa Fluor 
555 Antibody Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific)
を用いて調整した。アイソタイプ抗体として

Alexa 488 標識抗パルボウイルス mAb P2-284 を用

いた。 
３）mAb132 と mAb8D5 による免疫染色 
 脳組織切片を 4% パラホルムアルデヒド (PFA) 
により室温で 10 分間固定した。リン酸緩衝生理

食 塩 水  (PBS) に よ り 洗 浄 し 、 0.1% Triton 
X-100-PBS を室温で 5 分間反応させた。PBS によ

り洗浄した後、mAb132 による染色では、5M 
GdnSCN を室温で 10 分間反応させた。PBS によ

り洗浄した後、5%牛胎仔血清(FBS)-PBS により室

温で 30 分間ブロッキングし、Alexa Fluor 488 標識

mAb132 または Alexa Fluor 555 標識 mAb8D5 を

0.5% FBS-PBS 中それぞれ 1.5 μg/ml、24 μg/ml に
調整し、4℃で 1 晩反応させた。PBS 洗浄後、

4’,6-Diamidino-2-Phenyl-indole (DAPI)で核を染色

し、封入した。mA132 と mAb8D5 の二重染色で

は、mAb8D5 を反応させ、PBS 洗浄後、4% PFA
により室温で 10 分間固定した。PBS 洗浄後、5M 
GdnSCN を室温で 10 分間反応させ、PBS で洗浄

した。5% FBS-PBS により室温で 30 分間ブロッキ

ングし、Alexa 488 標識 mAb132 を 0.5% FBS-PBS
中 1.5 μg/ml に調整し、4℃で 1 晩反応させた。PBS
洗浄後、DAPI で核を染色し、封入した。 
 
（倫理面への配慮） 
 なし 
 
Ｃ．研究結果 
１）mAb132 と mAb8D5 による二重免疫染色の条

件検討 
 mAb132 と mAb8D5 による二重免疫染色の条件

を検討するために、Obihiro 感染または非感染 ICR
マウスの脳切片を用いた。染色条件として①

GdnSCN 処理後、mAb 132 と mAb 8D5 を反応させ

る方法、② mAb 8D5 を反応させた後に、PFA で

固定、GdnSCN 処理をし、mAb132 を反応させる

方法を検討した。条件①では、二重染色は単染色

と比較して mAb8D5 の染色性が弱くなる傾向に

あった (図 1A)。その理由として GdnSCN 処理に

よりエピトープが変性し、抗体の反応性が弱くな

った可能性が考えられた。条件②では、単染色と

比較して mAb8D5 の染色性が変わらなかったこ

とから、より適した条件であると考えられた。 
２）mAb132 と mAb8D5 二重染色による L-BSE 感

染牛脳組織の PrPScの検出 
 １）で確立した染色条件を用いて、L-BSE 感染

牛脳組織より PrPSc の検出を試みた。No. 6981 で

は、mAb8D5 により橋の一部に長い線維状の構造

物が検出され、視床と視床下部の少数の細胞の細

胞質に均質なシグナルが検出された (図 2A)。No. 
7018 では橋および視床の少数の細胞の細胞質に

均質なシグナルが検出された (図 2B)。mAb132
およびアイソタイプ抗体によるシグナルはいず

れの牛の視床、視床下部、橋でも認められなかっ

た。 
 
Ｄ．考察 
 プリオン感染マウスの脳で mAb132 と mAb8D5
により検出される PrPSc は、点状または短い糸状

のものが塊となったような構造物であり、核周囲

の細胞質にはほとんど認められなかった。それに

対し、L-BSE 感染牛の脳で検出された mAb8D5 の

シグナルは、長い線維状の構造物として認められ、

中間径フィラメントに類似した形態であった。

mAb8D5 のシグナルはまた、核周囲の細胞質に均

質に認められた。これらのシグナルは PrPCである

可能性、または脳の特定の部位に mAb8D5 が反応

するタンパク質が存在する可能性も否定できな

い。これらのシグナルが PrPSc であるかを確認す

るためには、同年齢の非感染牛の脳組織と比較す

る必要がある。また、今回解析したのは感染 138
日目と感染早期であるため、異なる感染時期の脳

組織も解析する必要がある。 
 
Ｅ．結論 
 感染 138日目のL-BSE感染牛の脳組織において、

mAb8D5 と mAb132 を用いた免疫染色では、明ら

かな PrPScを検出することはできなかった。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 なし 
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G．研究発表 
１．論文発表 

なし 
 
2.  学会発表 
1) Hasebe, R., Suzuki, A., Yamasaki, T., and 

Horiuchi, M. Increased membrane permeability by 
complement factors affect PrPSc deposition in 
neurons . Prion2015 (May, 26-29, 2015, Fort 
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１．特許取得  

なし 
２．実用新案登録  

なし 
 
 

I． 参考文献 
1) Balkema-Buschmann, A., Fast, C., Kaatz, M., 

Eiden, M., Ziegler, U., McIntyre, L., Keller, M., 
Hills, B., Groschup, M. H. Pathogenesis of 
classical and atypical BSE in cattle. Prev. Vet. 
Med., 102: 112–117. 2011. 

2) Biacabe, A.G., Laplanche, J.L., Ryder, S., Baron, 
T. Distinct molecular phenogypes in bovien prion 
diseases. EMBO Rep., 5: 110-115. 2004. 

3) Casalone, C., Zunusso, G., Acutis, P., Ferrari, S., 
Capucci, L., Tagliavini, F., Monaco, S., Caramelli, 
M. Identification of a second bovine amyloidotic 
spongiform encephalopathy. Molecular 
similarities with sporadic Creutzfeldt-Jakob 
disease. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 101: 
3065–3070. 2004. 

4) Dudas, S., Yang, J., Graham, C., Czub, M., 
McAllister, T.A., Coulthart, M.B., Czub, S. 
Molecular, biochemical and genetic 
characteristics of BSE in Canada. PLoS One., 5: 
e10638. 2010. 

5) Fukuda, S., Iwamaru, Y., Imamura, M., Masujin, 
K., Shimizu, Y., Matsuura, Y., Shu, Y., Kurachi, 
M., Kasai, K., Murayama, Y., Onoe, S., Hagiwara,. 
K, Sata, T., Mohri, S., Yokoyama, T., Okada, H. 
Microbiol. Immunol., 53: 704-707. 2009. 

6) Fukuda, S., Onoe, S., Nikaido, S., Fujii, K., 
Kageyama, S., Iwamaru, Y., Imamura, M., 
Masujin, K., Matsuura, Y., Shimizu, Y., Kasai, K., 
Yoshioka, M., Maruyama, Y., Mohri, S., 
Yokoyama, T., Okada, H. Neuroanatomical 
distribution of disease-associated prion protein in 
dxperimental bovine spongiform encephalopathy 
in cattle after intracerebral inoculation. Jpn. J. 
Infect. Dis.. 65: 37-44, 2012. 

7) Hagiwara, K., Yamakawa, Y., Sato, Y., Nakamura, 
Y., Tobiume, M., Shinagawa, M., Sata, T. 
Accumulation of mono-glycosylated form-rich, 
plaque-forming PrPSc in the second atypical 
bovine spongiform encephalopathy case in Japan. 
Jpn. J. Infect. Dis., 60: 306-308. 2007. 

8) Kim, C.L., Umetani, A., Matsui, T., Ishiguro, N., 
Shinagawa, M., Horiuchi, M. Antigenic 
characterization of an abnormal isoform of prion 
protein using a new diverse panel of monoclonal 
antibodies. Virology., 320: 40-51. 2004. 

9) Masujin, K., Kaku-Ushiki, Y., Miwa, R., Okada, 



 38

H., Shimizu, Y., Kasai, K., Matsuura, Y., 
Yokoyama, T. The N-terminal sequence of prion 
protein consists an epitope specific to the 
abnormal isoform of prion protein (PrP(Sc)). 
PLoS One., 2013. 8: e58013. 

10) Nentwig,  A., Oevermann, A., Heim, D., 
Botteron, C., Zellweger, K., Drogemuller, C., 
Zurbriggen, A., Seuberlich, T. Diversity in 
neuroanatomical distribution of abnormal prion 
protein in atypical scrapie. PLoS Pathog., 3: e82, 
2007. 

11) Porcario, C., Hall, S.M., Martucci, F., Corona, C., 
Inlini, B., Perazzini, A.Z., Acutis, P., Hamir, A.N., 
Loiacono, C.M., Greenlee, J.J., Richt, J.A., 
Caramelli, M., Casalone, C. Evaluation of two 
sets of immunohistochemical and western blot 
confirmatory methods in the detection of typical 
and atypical BSE cases. BMC Res. Notes., 4: 376, 
2011. 

12) Sakai, K., Hasebe, R., Takahashi, Y., Song, C.H., 
Suzuki, A., Yamasaki, T., Horiuchi, M. Absence 
of CD14 delays progression of prion diseases 
accompanied by increased microglial activation. J 
Virol., 87: 13433-13445. 2013.  

13) Yamakawa, Y., Hagiwara, K., Nohtomi, K., 
Nakamura, Y., Nishijima, M., Higuchi, Y., Sato, Y., 
Sata, T. Expert Committee for BSE Diagnosis, 
Ministry of Health, Labour and Welfare of Japan. 
Atypical proteinase K-resistant prion protein 
(PrPres) observed in an apparently healthy 
23-month-old holstein steer. Jpn. J. Infect. Dis., 
56: 221-222, 2003. 

14) Yamasaki, T., Suzuki, A., Shimizu, T., Watarai, M., 
Hasebe, R., Horiuchi, M.  Characterization of 
intracellular localization of PrP(Sc) in 
prion-infected cells using a mAb that recognizes 
the region consisting of aa 119-127 of mouse PrP. 
J. Gen. Virol., 93: 668-680. 2012. 

 



 39

図表 
 
(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. mAb 132 と mAb 8D5 による二重免疫染色の条件検討。 (A) 条件①での染色像。 (B) 条件②で

の染色像。赤は mAb 8D5、緑は mAb 132、青は DAPI により染色された核を示す。 
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(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. mAb 132 と mAb 8D5 の二重染色による L-BSE 感染牛脳組織の PrPScの検出。 (A) No. 6981 の橋お

よび視床における染色像。(B) No. 7018 の橋および視床における染色像。赤は mAb 8D5、緑は mAb 132、
青は DAPI により染色された核を示す。 
 

20 μm 
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7. 非定型 BSE 感染牛における 
   異常型プリオンタンパク質蓄積の経時的解析 

 
分担研究者 福田 茂夫 道総研 畜産試験場 基盤研究部 生物工学グループ 研究主任 

研究協力者 岡田 洋之 農研機構 動物衛生研究所 インフルエンザプリオン病研究チーム 

 
研究要旨 
 脳内接種による非定型 BSE 感染実験により、非定型 BSE の PrPScの脳内出現部位お

よび経時的な蓄積量の変化を明らかにする。また非定型 BSE の PrPScが、物理・化学

的処理によって受ける影響を明らかにし、BSE の発生機序に関する知見を得る。本年

度は、脳内接種による非定型Ｌ型 BSE 感染牛の未発症期での脳内 PrPSc の出現部位

と蓄積量の変化をウエスタンブロット（WB）法を用いて解析した。接種後 7.5 ヶ月

および接種後 9.1 ヶ月の牛では、脳幹部の他、小脳、視床に PrPScが検出され、接種

後 9.1 ヶ月の牛では脊髄腰膨大部でも PrPScが検出された。接種後 1.7 ヶ月および接

種後 4.2 ヶ月の牛では明瞭な PrPScはみられなかった 
 

 
 
Ａ．研究目的 
 1986 年に英国で初めて確認された牛海綿状脳

症（BSE）は、1 種類のプリオン株（定型 BSE）
によると考えられてきたが、2003 年からこれまで

に 90 例以上の非定型 BSE（L 型および H 型）と

呼ばれる異なるプリオン株による BSE が日本を

含む多くの国で散発的に確認されている。非定型

BSE 患畜は、ほとんどが 8 歳以上の高齢牛で、定

型 BSE の発生状況との関連性が低いことから、孤

発性（自然発生的）であることが示唆される。道

総研畜産試験場では、これまでに脳内接種による

定型または非定型 L 型 BSE の牛への感染試験を

実施し、定型 BSE では、臨床症状と発症時期、異

常プリオンタンパク質（PrPSc）の出現部位を明ら

かにした。また、非定型 L 型 BSE は、臨床症状

の出現時期が定型 BSE よりも早いことから、その

プリオンは牛に対して病原性が強いことが示唆

された。しかし、非定型 BSE の発生機序は不明で

あり、BSE 対策の残された問題として、消費者か

ら原因究明を要望する声が挙がっていることか

ら、非定型 BSE 感染牛を用いた試験研究による知

見の集積が必要である。 
本研究では牛への脳内接種による非定型 BSE

感染実験により、非定型 BSE の PrPScの脳内出現

部位および経時的な蓄積量の変化を明らかにす

る。また非定型 BSE の PrPScが、物理・化学的処

理によって受ける影響を明らかにし、BSE の発生

機序に関する知見を得る。 

 本年度は、脳内接種による非定型Ｌ型 BSE 感

染牛の未発症期での脳内 PrPScの出現部位と蓄積

量の変化をウエスタンブロット（WB）法を用い

て解析した。また非定型 BSE 感染脳中の PrPSc

が、加熱処理によって定型 BSE へプリオン性状

が変化する可能性を検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
１）非定型 BSE 感染牛の PrPSc の脳内出現部位と

経時的蓄積量 
ホルスタイン種子牛 4 頭に非定型 BSE（L 型）

感染牛の 10%脳乳剤 1ml を脳内接種した。術後は

BSE 隔離牛舎にて飼養し、経過観察を行った。 
それぞれ 1.7～9.1 ヶ月間の経過観察を行った

後、病理解剖し脳を採取した。脳内 PrPScの出現

部位と蓄積量をウエスタンブロット（WB）法を

用いて解析した。 
 
２）物理・化学的処理による非定型 BSE の PrPSc

への影響 
 非定型L型BSE 感染脳をPBS 中でビーズ破砕

し、乳剤を作製した。乳剤を 70℃から 150℃で加

熱処理した後、定型 BSE プリオンを増幅する

PMCA 法を実施し、WB 法で定型 BSE プリオン

の検出を試みた。 
 
（倫理面への配慮） 
 サンプル採取および分析は、研究従事者の危険
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排除に努めた。また動物実験は、北海道立総合研

究機構畜産試験場動物実験委員会の承認を得、

「地方独立行政法人北海道立総合研究機構にお

けるライフサイエンス実験に関する倫理及び安

全管理規程」を遵守し実施した。感染性試料およ

び感染動物の取り扱いは、「動物の伝達性海綿状

脳症の実験指針」を遵守した。 
 
Ｃ．研究結果 
１）非定型 BSE 感染牛の PrPSc の脳内出現部位と

経時的蓄積量 
No.2809（接種後 9.1 ヶ月）および No.1013（接

種後 7.5 ヶ月）では、脳幹部の他、小脳、視床に

PrPSc が検出され、No.2809 では脊髄腰膨大部で

も PrPSc が検出された。No.5904（接種後 4.2 ヶ

月）、No.5957（接種後 1.7 ヶ月）では明瞭な PrPSc

はみられなかった（図１）。 
２）物理・化学的処理による非定型 BSE の PrPSc

への影響 
加熱処理した非定型 L 型 BSE 感染脳を用い、定

型BSEのPMCA法によりPrPSc増幅を試みたが、

定型 BSE の PrPScは検出されなかった（図２） 
 
Ｄ．考察 
 脳内接種による非定型 L 型 BSE 感染牛では臨

床症状が接種後 11 ヶ月頃から確認されることか

ら、臨床症状が出現する約 7 ヶ月前では PrPScの

検出が困難な場合があることが示唆された。 
  
 
Ｅ．結論 

 非定型 L 型 BSE 感染牛の臨床症状が確認され

る約 6 ヶ月前に PrPSc を検出できることが、約 7
ヶ月前では PrPScの検出が困難な場合があると示

唆された。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 特になし 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
1) 福田 茂夫 道総研畜産試験場における非定型

BSE に関する研究（研究紹介） 北海道獣医師会
雑誌 59: 260-265, 2015 

 
２．学会発表 
1) Fukuda, F., Fujii, T., Naito, A., Kageyama, S., 

Moriyasu, S., Okada H. Objective evaluation 
for clinical signs of BSE using biological 
information. Asian Pacific Prion Symposium 
2015 (Sept, 4-5, 2015, Kanazawa, Japan) 

 
 

 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 なし 
   
２．実用新案登録 なし 
   
 
 
 

 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図１ 未発症期に解剖した非定型

図２ 加熱処理した非定型
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７：側頭部 大脳皮質 
１２：後頭部 大脳髄質
１９：脊髄 頚膨大部 

T2（×5000） Mo：マウススクレイピー脳、

5957 (1.7mpi) 

5904 (4.2mpi) 

1013 (7.5mpi) 

2809 (9.1mpi) 

未発症期に解剖した非定型
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 腰膨大部 
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BSE 感染牛の脳および脊髄の

感染脳を定型 BSE

型 BSE 

 100℃ 110

大脳髄質 ４：線条体
１０：海馬 １１：後頭部

１４：小脳髄質 １５：小脳脚

µg、Mo-2：6.4µg 

121110 9 Mo-3

感染牛の脳および脊髄の

BSE の PMCA

110℃ 120℃

４：線条体 ５：頭頂部
１１：後頭部 大脳皮質

１５：小脳脚 １６：中脳

 

Mo-2
 M 13 14 15

感染牛の脳および脊髄の WB 法による

PMCA 法により PrP

℃ 135℃ 
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１６：中脳 １７：橋
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15 16 17 18 

法による PrPSc

PrPSc増幅 

150℃ 

 ６：視床  
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3
 Mo-2

Mo-320 19 

Sc解析 

１８：延髄閂部 
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8. 非定型 BSE および CWD プリオンの生物学的性状解析 
 

分担研究者 室井 喜景 帯広畜産大学 基礎獣医学研究部門 准教授  

 
研究要旨 非定型 BSE の一種である L 型 BSE の性状の一端を解析すること，および
腹腔内接種による伝播経路を検討することを目的として，異なる接種経路における L
型 BSE 感染ハムスターでの PrPresの全身分布を病理学的に解析した。L 型 BSE 由来ハ
ムスター馴化株（LBSE）と Scrapie 由来 263K ハムスター馴化株（263K）の脳乳剤を，
ハムスターの脳内（10%,，20µl，IC 群），あるいは腹腔内（1%，200µl，IP 群）に接種
し，病理学的検索を実施した。263K-IC 群と IP 群では，軽度の臨床症状を示した個体
では大脳，海馬，小脳皮質への沈着が見られなかったのに対して，重度の個体では間
脳を中心に脳全体へ PrPres沈着がみられた。一方，LBSE-IC 群と IP 群では軽度の個体
では間脳への沈着がみられなかったが，重度の個体では大脳および海馬を中心に小脳
皮質を除く脳全体に沈着が認められた。また，脊髄では，263K と LBSE において軽
度の個体では中心管周囲の灰白質に軽度な沈着が認められ，重度の個体では灰白質全
体に沈着が拡がった。脊髄への沈着の程度は，263K に比べ LBSE では軽度だった。
全身臓器においては，263K 接種群では接種経路に関わらず脾臓，副腎，消化管神経
叢，腸管関連リンパ装置（GALT）において沈着が認められたが，LBSE 接種群では接
種経路に関わらず末梢への沈着は認められなかった。中枢神経において PrPres 沈着が
顕著となる領域はプリオン株ごとに共通しており，脳での病変形成には PrPres と感染
領域との親和性が関与することが示唆された。また，脳における PrPres 沈着の拡がり
方から，接種経路に関わらず共通する脳への伝播経路の存在が示唆された。また，全
身臓器の検索より，263K では IC 群と IP 群のいずれにおいても末梢組織への沈着がみ
られたことから，PrPresが末梢神経または血液を介して脳から末梢へ伝播することが示
唆された。一方，LBSE では接種経路に関わらず末梢組織への沈着が認められず，脳
から末梢組織への遠心性の伝播と，末梢神経やリンパ組織を介した脳への伝播につい
ては確認できなかった。 

 
 
Ａ．研究目的 
TSEに関する動物実験では潜伏期間の短縮や感染
率を高めるために，プリオンの脳内接種が多く行
われる。また，プリオン病の病態の再現や解析を
実施するために，経口あるいは腹腔内接種による
末梢を介した感染実験が行われている。しかしな
がら，プリオンの末梢からの侵入門戸および末梢
から CNS への伝播経路にはいまだ不明な点が多
い。 
Scrapie ではプリオンの侵入門戸として腸管関連
リンパ組織（GALT）が重要であると考えられて
いる。BSE でも，Scrapie と同様に，消化管から自
律神経に侵入し，交感神経あるいは副交感神経を
介して神経上行性に脳へ達するとされている。げ
っ歯類を用いた研究によっても，末梢神経に沿っ
て神経上行性あるいは下行性に拡がるという
PrPres の特徴が報告されており，腹腔接種後には脾
臓から侵入した PrPresが交感神経系を介して CNS
へ達し，胃内接種後にはパイエル板から消化管神
経叢を介して CNS へ達するという経路が示唆さ
れている。また，いくつかの経時的研究おいても，
同様に PrPresが神経終末から CNS へ拡がることが

示唆されており，経口的に摂取された PrPres は，
消化管神経叢から交感神経を経由して脊髄に達
する経路，消化管神経叢から迷走神経を経由して
延髄に達する経路により CNS へ達することが示
されている。 
神経路による伝播が一般的に考えられている一
方で，PrPresの伝達経路として血行性経路の関与も
示唆されている。感染動物の血液中に PrPres の存
在が確認されたことから，脾臓やリンパ節へのプ
リオンの蓄積には血液を介した伝播が関与して
いることが示唆されている。さらに，脾臓やリン
パ節などのリンパ網内系で増幅した PrPres が末梢
から脳へ伝達される過程においても，血行性伝播
の関与が考えられている。ヒツジへの TSE 感染実
験において，投与経路やプリオン株に関わらず，
脳室周囲器官への沈着が感染初期から常に確認
されていることから，末梢神経を介した伝播に加
え，血中の PrPres が脳室周囲器官から CNS に侵入
している可能性が示唆されている。 
一方，全身の PrPres 分布についても様々な研究が
行われている。ヒツジの Scrapie 野外例では，CNS
とともに，消化管神経叢，リンパ系組織，副腎，
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末梢神経などに PrPresが沈着する。ウシの BSE に
ついては，野外例で消化管神経叢，副腎，末梢神
経への沈着が確認されているが，GALT などのリ
ンパ系組織では検出されなかった。BSE 感染脳を
ウシに経口摂取させた研究でも消化管神経叢へ
の沈着がみられたが，野外例とは異なり GALT に
も限局して PrPres 沈着がみられ， プリオンの摂取
量が影響すると考えられている。これまでの我々
の研究では，マウスに BSE 感染脳を経口摂取させ
た研究では，ウシへの経口感染とは異なり，消化
管神経叢への PrPres 沈着はみられず，動物種によ
る差が認められた。さらに，モルモットへの BSE
感染実験では，腹腔内接種したモルモットでは消
化管神経叢およびリンパ組織で PrPres が検出され
たのに対し，脳内接種したモルモットでは腹腔内
接種と異なり，消化管神経叢とリンパ組織のいず
れでも検出されなかった。このように，PrPresの全
身分布にはプリオン株や摂取量，動物種，感染経
路が関与している可能性が考えられる。 
今回，Scrapie ハムスター馴化株であり生物学的性
状が安定している 263K 株をコントロールとし，
263K および L 型 BSE を用いてハムスターの脳内
接種あるいは腹腔内接種による感染実験を行っ
た。腹腔内接種による L 型 BSE のハムスターへ
の伝達はいまだ報告がなく，腹腔内接種による脳
および全身の病態は不明である。L 型 BSE の生物
学的性状の一端を評価することを目的として，異
なる接種経路における L 型 BSE 感染ハムスター
での PrPres の全身分布を比較病理学的，経時的に
検討するとともに，PrPres の体内伝播様式について
検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
１）供試動物，投与材料 
プリオン接種動物および未接種陰性対照として，
シリアンハムスター（4~5 週齢，雌，日本 SLC 株
式会社，Slc: Syrian）を使用した。 
実験動物への投与材料は，日本で発生した L 型
BSE 感染牛（BSE/JP24）（LBSE）の脳を用いて作
成した 2.0%あるいは 20％脳乳剤入りリン酸緩衝
液（PBS），ヒツジ由来 Scrapie ハムスター純化株
である 263K 感染ハムスターの脳を用いて作成さ
れた 2%あるいは 20%脳乳剤入り PBS を使用した。 
接種量は，脳内接種では 20％脳乳剤入り PBS10
㎕，腹腔内接種では 2％脳乳剤入り PBS100 ㎕を
接種した。 
 
２）解剖及び採材 
解剖は過去の実験で末期症状を呈した日数をも
とに，263K-IC 群では接種後 60 日から，263K-IP
群では接種後 70 日から解剖を実施し，LBSE-IC
群では接種後 110 日から解剖を実施した。 

脳，脊髄，肝臓，脾臓，腎臓，心臓，肺，副腎，
膵臓，舌，食道，胃，十二指腸，空腸，回腸，盲
腸，結腸，骨格筋（前肢，後肢，内腸腰筋，胸最
長筋，腰最長筋）を病理学的解析のために採材し
た。 
 
３）組織学的検索及び免疫組織学的検索 
採材した臓器は，10％中性緩衝ホルマリンで固定
後，切り出し，再固定を行った。次に，98％ギ酸
中で 1 時間振盪し，PrPresの感染性を消失させた。
その後，脱水，パラフィン包埋を実施し，パラフ
ィン切片を作成，ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色を行った。 
免疫組織学的検索では，一次抗体として抗 PrPres

ウサギポリクローナル抗体である B103 抗体を
250 倍に希釈し，二次抗体には HRP 標識抗体
（Dako, EnvisionKit, DAKO, U.S.A.）を用いた。ま
た，PrPresの免疫活性の賦活化には 135WHA 法を
用いた。 
 
（倫理面への配慮） 
動物実験は帯広畜産大学実験動物倫理委員会の
承認を得て行った。  
 
Ｃ．研究結果 
１）臨床症状および肉眼所見 
263K 接種群において，IC 群では接種後 60，70 日
（dpi）の剖検時には臨床症状を示さず，80~100dpi
では沈鬱，ふらつき，体重減少などの症状がみら
れた。IP 群では 70，80dpi の時点では臨床症状が
見られず，90~110dpi では IC 群と同様の臨床症状
が認められた。LBSE 接種群においては，IC 群で
170dpi から沈鬱，体重減少などの症状が認められ
た。IP 群については，最も早いもので 310dpi から
沈鬱，体重減少などの症状がみられ，最も長いも
のでは 420dpi から同様の臨床症状が認められた。
いずれの動物においても，剖検時には肉眼的に脳
外観および矢状断に著変はみられなかった。また，
そのほかの臓器でも著変はみられなかった。 
 

2. 組織学的検索および免疫組織学的検索 
263K-IC 群では，60，70dpi（No. 1, 2）の脳では間
脳，中脳，延髄にのみ軽度～中等度の空胞形成が
認められたが，80~100dpi（No. 3, 4, 5）では大脳，
間脳，中脳，小脳髄質，延髄における重度の空胞
形成が認められた。抗 PrPres抗体に対する IHC で
は No. 1, 2 では間脳，中脳，小脳髄質，延髄にお
いて同様の沈着が認められたが，大脳，海馬，小
脳皮質への沈着はみられなかった。しかし，No. 3, 
4, 5 では大脳，海馬，延髄を含む脳全体において
PrPres のび漫性沈着が認められた。IP 群において
は，70，80dpi（No. 1, 2）では間脳，中脳，延髄
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のみで空胞形成が認められたが，臨床症状を示し
た 90，95dpi （No. 3, 4）では大脳皮質あるいは小
脳皮質を除く広い範囲に空胞形成が認められた。
IHC では，No. 1 では大脳，小脳皮質への沈着が
認められなかった。しかし，No. 3, 4 では脳全体，
No. 2では小脳皮質を除く広範囲に PrPres沈着が認
められた。IC 群，IP 群のいずれにおいても，全て
の個体において間脳への沈着が最も顕著だった
（表 1，図 1）。 
一方，LBSE-IC 群では，110，130dpi（No. 1, 2）
では海馬のみに軽度の空胞形成が見られたが，
150，170dpi （No. 3, 4）の大脳，海馬，間脳，中
脳，小脳皮質，延髄で空胞形成が認められた。IHC
では No. 1 の大脳，海馬，中脳，小脳髄質，延髄
に PrPres 沈着が認められたが，間脳への沈着は見
られなかった。しかし，No. 2, 3, 4 では小脳皮質
を除くすべての部位に PrPres 沈着が認められ，特
に海馬および大脳で重度の沈着が認められた。IP
群においても，臨床症状を示さなかった 350dpi
（No. 2）でも小脳皮質を除く広い範囲に軽度の空
胞形成がみられ，重度の臨床症状を示した 310dpi
および 370dpi（No. 1, 5）では大脳，海馬を中心と
して重度の空胞形成が認められた。IHC において
は，No. 2 では大脳以外の沈着は軽度であったが，
No. 1, 5では小脳皮質を除いて重度の PrPres沈着が
認められた。PrPres 沈着は微細顆粒状および大脳皮
質軟膜下に顕著に認められ，放射状沈着は認めら
れなかった。いずれの群においても，全ての日数
において海馬及び大脳への沈着が最も顕著であ
った。なお，LBSE-IP 群では 7 匹中 3 匹が臨床症
状を示さず，そのうち 2 匹（No. 4, 6）では IHC
により脳で PrPresが検出されなかった（表 2，図 2）。 
感染が確認された 263K 接種群および LBSE 接種
群のいずれの個体においても，第 3 脳室周囲への
PrPres 沈着が多く認められ，脈絡叢を有する脳室を
裏打ちする上衣細胞およびその隣接部位におい
てPrPres沈着が強く認められる傾向がみられた（図
3）。 
脊髄でも 263K 接種群のすべての個体において空
胞形成が認められた。IHC では，脳への PrPres 沈
着が軽度であった個体では中心管周囲の灰白質
に軽度な沈着が認められ，脳への沈着が顕著であ
った個体では灰白質全体に重度の沈着が認めら
れた。LBSE 接種群においても中心管周囲に同様
の結果が認められたが，空胞形成および PrPres 沈
着の程度は 263K 接種群よりも明らかに軽度であ
った(図 4)。 
全身臓器の検索では，263K 接種群おいて，脾臓
（IC 群：2/5 頭，IP 群：4/4 頭），副腎（IC 群：4/5
頭，IP 群：2/4 頭），消化管神経叢（IC 群：4/5 頭，
IP 群：4/4 頭）(図 5)，GALT（IC 群: 5/5 頭，IP 群: 
2/4 頭）で PrPres 沈着が確認されたが，末梢神経を

含むその他の臓器では沈着は認められなかった。
一方で，LBSE 接種群では，消化管神経叢を含む
いずれの臓器にも PrPres 沈着は認められなかった
（図 6）。各群の末梢における PrPres分布について
は表 3 にまとめた。なお，骨格筋における免疫染
色では，非特異反応が頻繁に発現するため，判定
不可能であった。 
 
Ｄ．考察 
非定型 BSE の起源はいまだ明らかではなく，その
生物学的性状の評価を行うために実験動物への
伝達実験が数多く行われている。本邦で発見され
た LBSE のハムスターへの伝達は脳内接種によっ
て可能であることが確認されている。ハムスター
の脳における PrPres沈着は定型 BSE で認められる
放射状の PrPres 沈着が認められず，微細顆粒状沈
着と大脳皮質軟膜下への顕著な沈着が特徴的で
あった。今回，日本で発生した LBSE（BSE/JP24）
をハムスターの脳内および腹腔内に接種した結
果，両群で異なる潜伏期間を示した後に沈鬱や削
痩を呈し，脳内への PrPres 沈着が確認された。腹
腔内接種によるハムスターへの伝達はこれまで
報告がなく，これにより末梢からの感染による病
態の解析が可能となった。 
263K 接種群と LBSE 接種群で脳への PrPres沈着を
比較した結果，263K 接種群では IC と IP 接種群の
全ての個体で間脳への PrPres 沈着が最も顕著であ
った。LBSE 接種群では IC, IP 接種群に関わらず
全ての個体で海馬および大脳への沈着が最も顕
著であり，腹腔内接種により認められた脳への
PrPres 沈着は，病変とその分布，沈着様式が過去に
報告された脳内接種によるものと一致していた。
結論として，病末期の脳病変はそれぞれの株にお
いて接種経路による違いは認められないことが
明らかとなった。263K は間脳，LBSE は海馬およ
び大脳と PrPres との親和性が強いと考えられ，脳
における PrPres の分布には接種経路よりもプリオ
ン株と感染部位との親和性が強く関与している
ことが示唆された。 
それぞれの接種経路において脳での PrPres の拡が
り方を比較した。本実験では IC と IP による脳で
の PrPresの拡がり方から，IC と IP のどちらにも共
通する CNS への伝播経路が存在する可能性が示
唆された。神経を介した PrPres の伝播が重要視さ
れる一方で，接種経路に関わらない伝播経路とし
て血液の関与が示唆されている。ハムスターへの
Scrapie139A 株投与実験により，プリオン感染直
後，ウイルス血症“viraemia”と類似する病態
“Prionemia”となることが確認されていることか
ら，プリオン病の病理発生に血液中の PrPres の関
与が示唆されている。CNS への感染成立について
も血中のPrPresの関与が疑われ，最近の研究では，



 48

接種経路やプリオン株に関わらず，プリオンを接
種されたすべてのヒツジの脳室周囲器官におい
て早期から PrPres の蓄積が認められたことから，
脳室周囲器官から血中の PrPres が脳へ侵入する血
行性伝播の可能性が示唆されている。本研究でも，
脈絡叢が認められる第 3 脳室周囲において強い沈
着が認められた。脳室周囲器官のうち，脳弓下器
官は第 3 脳室前壁に，終板器官は第 3 脳室腹側面
に位置しており，強い沈着が認められた部位はこ
れら脳室周囲器官に隣接する領域である可能性
が考えられた。また，接種経路に関わらず脳での
拡がり方に差が見られなかったことから，共通す
る脳への伝播経路の存在が疑われ，血行性伝播の
関与が考えられた。 
本実験では，263K 接種群および LBSE 接種群のい
ずれにおいても脊髄病変が類似していた。いずれ
のプリオン株でも，接種経路に関わらず脳への
PrPres 沈着が軽度な個体では脊髄の中心管周囲に
おいて軽度の沈着が認められ，脳への沈着が重度
の個体では灰白質全体への沈着が認められた。脊
髄中心管の内腔は脳室上衣で裏打ちされ，その内
部は血漿から作られた脳脊髄液で満たされてい
る。今回，脊髄において中心管周囲から PrPres の
沈着が拡がる像が認められたことから，血液中の
PrPres が脊髄での病変形成にも関与している可能
性が考えられた。 
全身臓器への分布については，263K 接種群にお
いて接種経路に関わらず消化管神経叢やGALTを
含む末梢組織への沈着がみられた。今回，IC 群で
認められた末梢における PrPres は，脳で増幅した
PrPres が末梢神経を介した遠心性の伝播あるいは
血行性の伝播によって沈着したことが考えられ
る。また，IP 群で認められた PrPres沈着は IC と同
様に CNS から伝播された可能性が考えられると
同時に，脾臓および消化管神経叢は全ての個体で
沈着がみられたことから PrPres の取り込み部位で
ある可能性が考えられる。Scrapie の野外例では，
2 か月齢のヒツジにおいて回腸パイエル板および
腸間膜リンパ節への PrPres 沈着が認められたこと
から，プリオンの侵入門戸として GALT が重要で
あると考えられている。本実験では，CNS よりも
先に PrPres が沈着している末梢組織を確認するこ
とができず，末梢におけるプリオンの取り込み部
位については特定することはできなかった。一方，
LBSE 接種群における PrPres の全身分布について
は，IC 群および IP 群のいずれにおいても末梢へ
の沈着が認められなかった。LBSE の全身分布に
ついての研究では，ウシへの脳内接種実験におい
てウエスタンブロット法により一部の末梢神経
系で PrPres が検出されているが，脾臓を含むリン
パ組織では検出されなかった。これらの結果およ
び本実験の IC 群より，LBSE では脳内接種によっ

て脳内で増幅した PrPres が末梢のリンパ組織へ伝
播されない，あるいはリンパ組織との親和性が低
いことが考えられる。また，今回の実験では IP
群においても脾臓や消化管神経叢を含めた末梢
への沈着がみられず，末梢神経やリンパ組織を介
した脳への伝播が確認できなかった。 
本研究より，脳での病変形成には，接種経路より
も PrPres と感染領域との親和性が関与し，その親
和性は株によって異なることが示唆された。さら
に，263K では脳内で増幅した PrPresが内臓神経や
迷走神経といった末梢神経を介した遠心性の伝
播，および血液や脳脊髄液を介した伝播を生じる
可能性が示唆された。一方，LBSE では脳内で増
幅した PrPres が神経性あるいは血行性に脊髄へ伝
播することは示唆されたが，末梢神経や血液を介
した末梢組織への遠心性伝播は確認されなかっ
た。また，LBSE-IP では末梢組織への沈着なしに
脳への伝播が認められたことから，本実験では IP
における脳への伝播経路を特定することはでき
なかった。加えて，LBSE の末梢神経，他臓器へ
の親和性を欠くことは起源を考える上で重要と
思われる。末梢との親和性が低いということは，
BSE や Scrapie で推測されているように経口から
摂取された PrPres による消化管内からの感染が成
立しにくい可能性があり，LBSE が感染性でなく
孤発性であるという説を支持するようにも考え
られる。しかし，末梢神経やリンパ組織から侵入
した PrPres がそこで増幅せずに脳へ伝播されてい
る可能性も否定できず，LBSE の起源および伝播
経路の特定にはさらなる検討が必要である。 
 
Ｅ．結論 
プリオン感染による脳での病変形成には，接種経
路よりも PrPres と感染領域との親和性が関与し，
その親和性は株によって異なることが示唆され
た。LBSE では脳内で増幅した PrPresが神経性ある
いは血行性に脊髄へ伝播することは示唆された
が，末梢神経や血液を介した末梢組織への遠心性
伝播は確認されなかった。LBSE の末梢神経，他
臓器への親和性を欠くことは起源を考える上で
重要と思われる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 なし 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
 なし 
 
2.学会発表 
1）榎芙蓉，木元美樹，室井喜景，堀内基広，古

岡秀文，BSE および L 型 BSE の異種間交差伝
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達実験によるプリオン株の病理学的特徴への 
種差の影響に関する検討．第 158 回日本獣医学

会（2015.9.7-9，北里大） 
２）木元美樹, 室井喜景, 堀内基広, 古岡秀文，

Scrapie および L 型 BSE 感染ハムスターを用

いた接種経路による病変分布の経時的比較．第

158 回日本獣医学会（2015.9.7-9，北里大） 

 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
 なし  
２．実用新案登録 
 なし 

  



表 1. 263K

 
 
表２． LBSE

 
表３. 末梢組織におけるプリオン沈着
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図 3. LBSE(IC) 110dpi における脳室周囲陽性像       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 263K(IP)70dpi における脊髄中心管陽性像 
 
     
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. 263K 消化管神経叢陽性像       図 6. LBSE 消化管神経叢陰性像 
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9. 非定型 BSE 感染牛の末梢組織における異常型プリオン 
タンパク質蓄積の解析 

 
分担研究者 岩丸 祥史 農研機構動物衛生研究所 主任研究員 

研究協力者 松浦 裕一、岡田 洋之 （農研機構動物衛生研究所） 

 
研究要旨 
 非定型牛海綿状脳症(BSE)は自然発症の可能性が示唆されている。非定型 BSE のヒ

トへの感染リスクを考える上で、可食部筋組織での感染性の有無ならびに感染価を明

らかにすることは重要である。本研究では、非定型 BSE 実験感染ウシの筋組織に存在

するプリオン感染性を明らかにし、食肉を介した非定型 BSE のヒトへの感染リクスを

定量的に評価することを目的とする。H27 年度は可食部筋組織に分布する非定型 BSE
プリオンの感染価を測定するためにウシ型トランスジェニックマウスへの感染実験

を開始した。また、ヒト型トランスジェニックマウスへの感染実験の結果から、非定

型 H-BSE プリオンのヒトへの感染リスクが L-BSE や C-BSE と比べて低いことが考え

られた。 
 

 
 
Ａ．研究目的 
 非定型牛海綿状脳症（BSE）は、定型 BSE（C-BSE）
と異なる生物学的ならびに生化学的性状を示し、

L-BSE と H-BSE が存在する。C-BSE プリオンは

ヒトに感染し変異型クロイツフェルト・ヤコブ病

の原因であり、L-BSE プリオンはこれまでの動物

実験でウシだけでなくヒトへの感染リスクも示

唆されている。C-BSE もしくは L-BSE、H-BSE の

臨床症状期の牛において、感染因子である異常型

プリオンタンパク質（PrPSc）が中枢や末梢の神経

系に加えて筋組織にも蓄積するから、可食部筋組

織での感染性の有無やその感染価を明らかにす

ることは、ヒトへの感染リスクを考える上で重要

である。本研究では、非定型 BSE 実験感染ウシの

筋組織に存在するプリオン感染性を調べ、食肉を

介した感染リクスを定量的に評価することを目

的とする。 
 H27 年度は、トランスジェニック（Tg）マウス

への感染実験を実施して、実験感染ウシの筋組織

に分布するプリオンの感染価を測定すること、ヒ

トプリオン蛋白質遺伝子を過剰発現するヒト型

Tg マウスへの感染実験により非定型 BSE のヒト

への感染リスクを明らかにすることを目的とす

る。 
Ｂ．研究方法 
１）実験感染牛の筋組織を用いた Tg マウス感染

実験 

 臨床症状を呈した L-BSE 実験感染ウシの筋組

織（最長筋、腰長筋、上腕三頭筋、半腱様筋）を

リン酸緩衝液で 10％乳剤に調整して、ウシプリオ

ン蛋白質遺伝子を過剰発現するウシ型 Tg マウス

の脳内に投与した。 
２）終末限界希釈法による Tg マウス感染実験 
 臨床症状を呈した H-BSE 実験感染牛の脳をリ

ン酸緩衝液で 10 倍階段希釈して、ウシ型 Tg マウ

スの脳内に投与した。 
３）ヒト型 Tg マウス感染実験 
 L-BSE、H-BSE、C-BSE に感染したウシの脳を

リン酸緩衝液で 10%乳剤に調整して、コドン 129
がメチオニンの遺伝子多型を示すヒト型 Tg マウ

スの脳内に投与した。 
 BSE の症状を呈したマウスを安楽死して、脳で

の異常型プリオンタンパク質の蓄積をウエスタ

ンブロット法で調べた。PrPScの蓄積したマウスを

陽性として、BSE 感染陽性率ならびに投与から安

楽死までを潜伏期間として求めた。 
 
（倫理面への配慮） 
 本実験は動物衛生研究所バイオセーフティ委

員会にて承認され、プリオンの取り扱いは、農林

水産省農林水産技術会議事務局の「動物の伝達性

海綿状脳症実験指針（平成 15 年 10 月）」を遵守

する。遺伝子改変動物を用いた動物実験は組換え

実験委員会ならびに動物実験委員会にて承認さ
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れ、「農林水産省の所管する研究機関等における

動物実験等の実施に関する基本指針(平成18年6

月)」を遵守する。 
 
Ｃ．研究結果 
１）実験感染牛の筋組織を用いた Tg マウス感染

実験 
 筋組織を脳内投与したウシ型 Tg マウスは 180
日経過したが、臨床症状は観察されていない。 
 
２）終末限界希釈法による Tg マウス感染実験 
 非定型 H-BSE の希釈列を脳内投与したウシ型

Tg マウスは 120 日経過したが、いずれの希釈列で

も臨床症状は観察されていない。 
 
３）ヒト型 Tg マウス感染実験 
 非定型 BSE のヒトへの感染を C-BSE と比較解

析するために、4 系統のヒト型 Tg マウス(＃21、
＃38、＃51、＃7)を樹立した。ヒト型 Tg マウス

脳内の PrPC発現量は、＃21＝＃38＞＃51＞＃7 で

あった（図）。BSE 感染牛脳の脳内投与実験の結

果を表にまとめた。L-BSE ウシ脳乳剤を脳内投与

すると、すべての系統に感染したが、H-BSE では

いずれのヒト型 Tg マウスにも感染しなかった。

C-BSE では、ヒト型 Tg マウス＃21 に感染したが、

他の系統に感染しなかった。BSE の感染率を鑑み

ると、H-BSE は L-BSE や C-BSE と比べて、ヒト

型 Tg マウスへの感染しにくいことが示された。 
 
Ｄ．考察 
 ウシ型 Tg マウスへの感染実験では、投与後日

数が少なく、BSE 感染の有無を判定することはで

きない。今後、ウシ型 Tg マウスの臨床症状を観

察し続けて、筋組織に分布する BSE 感染価ならび

に H-BSE の感染価を明らかにすることが必要で

ある。 
 ヒト型 Tg マウスの感染実験では、BSE のヒト

への感染リスクは、L-BSE、H-BSE、C-BSE でそ

れぞれ異なり、H-BSE がヒト型 Tg マウスに感染

しにくいことが示された。脳内投与した L-BSE 感

染牛脳のウシ型 Tg マウスへの感染価(ウシ脳 1g 
あたりの 50%致死量：LD50/g)は、106.83 LD50/g で

あった(H26 年成果)。今後、終末限界希釈法によ

る Tg マウス感染実験で H-BSE ウシ脳の感染価を

明らかにすることによって、非定型 BSE のヒトへ

の感染リスクを定量的に比較できると考えられ

た。 
 
Ｅ．結論 
 非定型 BSE 感染牛の筋組織、脳乳剤の希釈列を

脳内投与したウシ型 Tg マウスの経過観察を行う

ことにより、筋組織ならびに脳の BSE 感染価を明

らかにすることができる。非定型 H-BSE が L-BSE
や C-BSE と比べてヒトに感染しにくいことを明

らかにした。 
 

Ｆ．健康危険情報 
 これまでの研究成果で国民の生命、健康に重大

な影響を及ぼす情報はない。 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
  該当事項なし 
 
２．学会発表 
  該当事項なし 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  該当事項なし 
２．実用新案登録 
  該当事項なし 
 

 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 BSE のヒト型

ヒト型 Tg マウス

系統 
#21 
#38 

#7 
#51 
感染率：BSE

潜伏期間：BSE

ただし、すべて陰性の場合は最長観察日数

 
 
 

図 ウエスタンブロット法でのヒト型
脳の PrPC
非感染のヒト型
ウエスタンブロット法で発現比を調べた。
型マウス
#21, #38
た。Prnp

のヒト型 Tg マウスへの感染

マウス 

758
729 

825
857

BSE 感染陽性数/投与数

BSE 感染マウスの投与後日数

ただし、すべて陰性の場合は最長観察日数

ウエスタンブロット法でのヒト型
PrPC 発現比較

非感染のヒト型 Tg
ウエスタンブロット法で発現比を調べた。
型マウス(C57BL)の
#21, #38 で 4 倍、#51

Prnp 0/0 は PrP

マウスへの感染

L-BSE
758 ± 60 (11/11)
729 ± 114 (13/15)

825    (1/9)
857    (1/11)
投与数 

感染マウスの投与後日数

ただし、すべて陰性の場合は最長観察日数

ウエスタンブロット法でのヒト型
発現比較 

Tg マウス脳を EP1802Y
ウエスタンブロット法で発現比を調べた。

の PrPC 発現を
#51 で 1.5 倍、#7

PrP ノックアウトマウスを示す。

マウスへの感染 
潜伏期間

BSE 
(11/11) 
(13/15) 

(1/9) 
(1/11) 

感染マウスの投与後日数を用いて平均と標準偏差（

ただし、すべて陰性の場合は最長観察日数

 
ウエスタンブロット法でのヒト型Tgマウス

EP1802Y 抗体の
ウエスタンブロット法で発現比を調べた。野生

発現を 1 倍とすると、
#7 で 1 倍であっ

ノックアウトマウスを示す。
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潜伏期間(投与後日数と感染率

H-BSE 
>857 (0/13)
>844 (0/13)

>825 (0/13)
>857 (0/13)

を用いて平均と標準偏差（

ただし、すべて陰性の場合は最長観察日数(n)を”>n”で

マウス

抗体の
野生

倍とすると、
であっ

ノックアウトマウスを示す。 

投与後日数と感染率)
 

(0/13) 
(0/13) 

(0/13) 
(0/13) 

を用いて平均と標準偏差（mean days ± S.D.

で表記。 

) 
C-BSE 

714, 857 
>823 (0/7)

>857 (0/8)
>857 (0/11)

mean days ± S.D.）を算出。

 
 (2/10) 

(0/7) 

(0/8) 
(0/11) 

）を算出。 
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