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研究要旨 

 英国で発生して世界に拡散した定型 BSE（C-BSE）は、飼料規制等の管理措置により発生

は制御下にある。しかし、病型が異なる非定型 BSE（H-および L-BSE）が世界各地で摘発さ

れ、依然不安視されている。ヒツジのスクレイピーは、病原体 “プリオン” に多様性があり、

ヒトに感染しうるプリオン株の存在は否定できない。鹿科動物の慢性消耗病 (CWD) は、2016
年以降、北欧 3 国で発生が報告され、感染拡大が懸念されている。2018 年にはアルジェリア

でラクダのプリオン病が報告された。このように C-BSE 発生収束後も、動物プリオン病は発

生しており、ヒトの健康危害の懸念が絶えない。プリオン病は致死性の神経変性疾患で治療

法がないため、C-BSE 再興の防止、並びに非定型 BSE を含め動物プリオン病のヒトへの感染

リスクの低減を担保する、科学技術、学術知見、および、それらを基盤とした管理措置は依

然として食の安全性を確保する上で重要である。そこで、本研究では非定型ＢＳＥ等動物プ

リオン病のヒトへの感染リスクの推定と低減に資する研究を推進して以下の結果を得た。 
・ Bu/Me によるワンステップ脂質除去法を試料前処理法に用いて、実用レベルの、非定型

BSE、定型スクレイピー、および CWD 検出用の RT-QuIC が構築できた。 
・ L-BSE プリオンは効率は極めて低いが経口ルートでウシ間で伝播することを確認した。

また、L-BSE は経口接種によりカニクイザルに感染が成立することから、L-BSE がヒト

に経口感染する可能性は否定できない。従って、L-BSE の感染源がフードチェーンに入

ることのないよう、現状の BSE 対策は維持が必要と思われる。 
・ カニクイサルを用いた感染実験から、H-BSE プリオンのヒトへの伝達リスクは、C-BSE

プリオンや L-BSE プリオンと比べ低いことが明らかとなった。 
・ BSE プリオンの ex vivo 解析系として、サル馴化 C-BSE プリオンが持続感染する IMR32

ヒト神経芽細胞種由来の培養細胞を作出した。 
・ 非定型スクレイピー感染ヒツジ脳乳剤にH-BSE様プリオンが含まれている可能性、また、

CWD 感染シカ脳乳剤に C-BSE 様プリオンがごく微量存在する可能性が示唆された。 
・ 定型スクレイピー、非定型スクレイピーおよび北米由来の CWD のヒトへの伝播リスク

は極めて低いことが示唆された。 
・ プリオン感染により、ドーパミン作動性ニューロンおよび GABA 作動性ニューロンは傷

害を受けにくいが、グルタミン作動性ニューロンが傷害されるという、プリオン病の病

態を論じる上での新規知見を得た。 
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Ａ．研究目的 
 
1980年代半ばに出現した牛海綿状脳症 (定型BSE、
以下 “C-BSE”) は、変異クロイツフェルトヤコブ

病 (vCJD) を引き起こし、世界的に公衆衛生上の

脅威となった。食用に供される牛のスクリーニン

グ並びに特定部位の除去によるヒトへの感染リ

スクの低減措置、並びに、動物由来飼料の使用規

制により、vCJD と C-BSE の発生は収束している。

一方、能動的サーベイランスにより非定型 BSE 
(H-BSE と L-BSE) の存在が明らかとなった。非定

型 BSE は高齢牛で孤発する可能性があり、C-BSE
の起源となる可能性も指摘されている。ヒツジの

スクレイピーは、病原体 “プリオン” に多様性が

あり、ヒトに感染しうるプリオン株の存在は否定

できない。鹿科動物の慢性消耗病 (CWD) は、北

米と韓国で発生していたが、2016 年以降、北欧 3
国で発生が報告され、感染拡大が懸念されている。

2018 年にはアルジェリアでラクダのプリオン病

が報告された。このように C-BSE 発生収束後も、

動物プリオン病は発生しており、ヒトの健康危害

の懸念が絶えない。プリオン病は致死性の神経変

性疾患で治療法がないため、C-BSE 再興の防止、

並びに非定型 BSE を含め動物プリオン病のヒト

への感染リスクの低減を目的とした管理措置は

重要である。最近、非定型スクレイピーが C-BSE
の起源となることが報告された  (Huor et al., 
PNAS, 2019)。平成 29-31 年度に実施した厚労科研

事業では、CWD 病原体が C-BSE 様の病原体に変

化することを見出した。従って、C-BSE 病原体に

限らず、動物プリオン病の病原体の性状が変化し

てヒトへ感染することを想定した対策が必要と

なる。各種動物プリオン病のヒトへのリスク、お

よび、ヒトに感染性を有する病原体に変化する可

能性に関する知見は、適切な管理措置の根拠とな

る。必要となる科学的知見の収集・蓄積には、各

種動物プリオン病の高精度検出・性状解析法の整

備と感染動物における病態解析が必要である。そ

こで本研究では、1) 各種動物プリオン病の高精度

検出系の整備、2) 非定型 BSE 感染ウシおよびサ

ルの病態解析、3) プリオンの異種間伝達によりヒ

トへの感染リスクを伴う株の出現、に関する研究

を進め、その成果をもって非定型 BSE を含め、動

物プリオン病の病原体がヒトへ感染するリスク

の低減に貢献する。 
 
Ｂ．研究方法 
 
1) 各種動物プリオン病の高精度検出・解析系の整

備 
 
1-1) ヒツジスクレイピーを高感度・高精度に検出

する Real-Time Quaking Induced Conversion
（RT-QuIC）の構築 

 
 定型スクレイピーとして我が国で発生し、マ

ウスへの伝達性および PrPSc の生化学性状から

性状が異なる 4 株 (SB, Y5, S3, B3) を用いた。

このうち、B3 は我が国で発生したスクレイピ

ーを接種した実験感染ヒツジの試料である。非

定型スクレイピーとして、農研機構動物衛生部

門が英国から輸入した非定型スクレイピーを、

同部門で実験感染させたヒツジの材料 (#42) 
を使用した。非感染ヒツジ脳乳剤は、ウエスタ

ンブロットにより PrPSc 陰性が確認されたヒツ

ジの延髄から作製したものを使用した。 
 基質として、マウス (Mo)、バンクボール 
(Bv)、ハムスター (Ha)、ウシ (Bo)、シカ (Cer)、
およびヒツジ (Sh)（アミノ酸型の違いにより

Sh-ARQ, Sh-VRQ, Sh-ARR の 3 種）の組換え PrP 
(rPrP) を用いた。さらに、8 種類の rCerPrP と

rMoPrP のキメラ rPrP を使用した。基質プレー
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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、下方測定によりチオフラビン（ThT）
蛍光を測定した。反応液は25 mM PIPES, 10 mM 
Na-phosphate, 500 mM NaCl, 100 μM EDTA, 10 
μM ThT 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 rpm とした。RT-
QuIC は一検体につき 4 ウェルを使用し、3 回

以上の独立した実験を実施した。 
 
 

1-2) Real-Time Quaking Induced Conversion（RT-
QuIC）を阻害する脂質の除去法の検討 

 
 PrPSc のシードとして基質としてプリオン

22L 株、Obihiro 株、Chandler 株を使用した。定

型 (C-), および非定型 (H-, L-) BSE、定型スク

レイピー、およCWDを使用した。基質として、

組換えマウス (Mo) PrP (rMoPrP)、組換えシカ 
(Cer) PrP (rCerPrP)、および rMoPrP と rCerPrP
のキメラ PrP である rCerPrP-173SMo/177NMo を

用いた。 
 10％マウス脳乳剤とエタノールを 2:8の割合

で混和し、遠心によりエタノール抽出画分と不

溶性画分に分離した。エタノール抽出各部は乾

燥後に少量のエタノールに溶解後に PBS で再

構成した。不溶性画分は PBS で再構成した。 
 10％マウス脳乳剤と rMoPrP を結合した

Ni2+キレート磁性ビーズを反応させ、rMoPrP
に結合する分子をプルダウンした。ビースをブ

タノール:メタノール 5:1 (Bu/Me)で処理して、

不溶性の画分は PBS で再構成した。可用性の

画分は脂質を含む画分として乾燥後に、少量の

Bu/Me に再溶解し、PBS で再構成した。 
 総リン脂質 (TPLs)、phosphatidylchorine (PC)、
phosphatidylethanolamine (PE) 、

phosphatidylserine (PS)、 sphingomyelin (SP)、
cholesterol (CH) を使用した。ヒトの脳の脂質

組成を参考に、0.0028％〜0.00012％の濃度で使

用した。 
 PBS にリン脂質を加えた疑似試料、および

2％各種動物脳乳剤は、20 倍量の Bu/Me (3:1) 
を加え混和した後、20,000 x g, 10 分の遠心によ

りタンパク質画分を沈殿させた。沈殿物は元の

脳乳剤と等量の PBS に懸濁して、RT-QuIC 用

試料とした。反芻動物の脳乳剤は、20〜40 倍量

のBu/Me (3:1) と混和して、同様の操作により、

脂質を除去した RT-QuIC 用試料とした。RT-
QuIC は上述の通りに実施した。 

 
 

1-3) カニクイザル馴化プリオンが増殖する細胞

の作出 
 

サルに順化したプリオンの性状を解析す

る in vitro の実験系を構築することを目的と

して、カニクイザル Prnp 遺伝子を安定的に発

現するヒト神経芽細胞 IMR32 細胞において、

サル馴化 C-BSE プリオンが安定的に増殖で

きるか否かを追跡した。また解析精度を高め

るために、この細胞から、CRISPR/Cas9 法に

よりヒト PRNP 遺伝子を欠失させた。 
 
 
2) 非定型 BSE 感染ウシおよびカニクイザル

の病態解析 
 
2-1) L-BSE プリオン経口感染ウシの末梢組織に

おける PrPScの蓄積評価 
 

 L-BSE 感染ウシ脳乳剤（50g）を経口投与 88
ヶ月後に斃死し、ウェスタンブロット（WB）
法により中枢神経系における PrPSc の蓄積を

確認した個体（#6781）について、筋組織およ

びリンパ組織における PrPSc の蓄積を Protein 
mysfolding cyclic amplification (PMCA) を用い

て評価した。 
 L-BSE 感染ウシ脳乳剤（50g）を経口投与

153 ヶ月を経たウシ（#9383）の中枢神経系、

末梢神経系および回腸パイエル板における

PrPSc の蓄積を超高感度プリオン検出法であ

る PMCA を用いて評価した。 
 
 
2-2) 非定型 BSE を実験接種したカニクイザルの

病態解析 
 

< L-BSE および H-BSE 脳内および経口接種カ

ニクイザルの解析> 
 H-BSE 接種群：2015 年 10 月 26 日に H-BSE
感染ウシの 10％脳乳剤（20 μg 脳重量相当）を

2 頭（#24、#25）に脳内接種、また 20％脳乳剤

（8 mg 脳重量相当）を 2 頭（#26、#27）に経口
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投与を実施し、継続的に観察を行った。脳内接

種を行った#24 は 2020 年 8 月 17 日（1757 日

目：4 年 10 か月）、#25 は 2021 年 2 月 19 日

（1942 日目：5 年 4 カ月）に、経口投与を行っ

た#027 は 2020 年 8 月 18 日（1758 日目：4 年

10 か月）、#26 は 2021 年 11 月 15 日（2212 日

目：6 年 1 か月）に安楽死、解剖を行った。 
 L-BSE 接種群：L-BSE をカニクイザル脳内接

種し3継代目の脳の20%乳剤を2頭（#30、#31）
に 2021 年 1 月 27 日から 2021 年 3 月 17 日に

経口投与を行った。また、L-BSE（BSE JP/24 佐

世保：L-BSE）をカニクイザル脳内接種し１継

代目の#15 の 10%脳乳剤をカニクイザル 2 頭

（#34、#35）に 2021 年 11 月 16 日に脳内接種

を行った。 
 カニクイザルは定期的に、行動解析（ビデオ

撮影動画のスコアリング、摂食行動観察、神経・

精神症状評価）、および機能解析（運動機能評

価：アップルテスト；高次脳機能解析：食物回

収試験）、皮質脳波測定を実施した。 
 脳、脊髄、脊髄神経根、末梢神経、リンパ節、

眼球、鼻腔粘膜、骨髄、全身臓器を採取し、凍

結およびホルマリン浸漬材料として保管した。

神経症状が一過性に認められた個体は、安楽死

直後に MRI 撮像撮像を実施した。その後病理

解剖を実施し、脳、脊髄、脊髄神経根、末梢神

経、リンパ節、眼球、鼻腔粘膜、骨髄、全身臓

器を採取し、凍結およびホルマリン浸漬を行っ

た。 
 
<L-BSE プリオン経口接種カニクイザルの組織

および体液からのプリオンの検出> 
 カニクイザルの体内で増えたプリオンを検

出するための PMCA および RT-QuIC の反応条

件を検討し、脳、脾臓、脳脊髄液 (CSF) 、尿、

血漿中のプリオンの存在を調べた。 
 
 

3) CWD および非定型スクレイピーのヒトへ

の感染リスクの推定、およびプリオンの異

種間伝達によりヒトへの感染リスクを伴う

株の出現 
 
3-1) TgHu129MMマウスを用いた動物由来プリオ

ンのヒトへの伝達リスクの推定 
 

 国内で摘発された従来型スクレイピー（6 症

例）、国内で摘発されたヒツジおよびヤギの非

定型スクレイピー発症脳乳剤（各１症例）、米

国および英国で摘発された従来型スクレイピ

ー（各 1 症例）、実験感染従来型スクレイピー

（CH1641 型を含む 4 症例）および北米で摘発

された CWD（オジロジカ：2 症例，エルク：4
症例）の 10%または 1%脳乳剤を TgHu129MM
マウスに脳内接種した。経過を観察し、行動異

常等の神経症状を呈した個体は安楽死し、WB
法や免疫組織化学染色（IHC）法を用いて PrPSc

を検出した。脳内接種 800 日を経過した個体に

ついては、神経症状の有無に関わらず安楽死し、

PrPScの蓄積を WB 法および IHC 法を用いて調

べた。 
 ヒツジおよひヤギからウシへの異種間伝達

によるC-BSEプリオンの出現を検証するため、

C-BSE を効率的に増幅する条件下で PMCA を

実施し、非定型スクレイピー発症脳乳剤を接種

した TgBoPrP マウスの脳内に C-BSE 様プリオ

ンが存在するかを検証した。 
 
 

3-2) 非定型スクレイピー感染ヒツジ脳乳剤ある

いは CWD 感染シカ脳乳剤をシードとした異

種間 PMCA 
 

 我が国で摘発されたヒツジおよびヤギの非

定型スクレイピー発症脳乳剤（各１症例）、ま

たは米国由来のCWD感染オジロジカ脳乳剤（2
症例）とエルク脳乳剤（4 症例）を TgHu129M
マウスに脳内接種し、最長 800 日間観察した

が、神経症状を呈するマウスは観察されなかっ

た。また、、IHC 法および WB 法を用いて PrPSc

の検出を試みたが、脳組織から PrPSc は検出さ

れなかった。 
 我が国で摘発されたヒツジおよびヤギの非

定型スクレイピー発症脳乳剤（各１症例）を

TgBoPrP マウスに脳内接種し、最長 800 日間観

察したが、WB 法では PrPSc を検出できなかっ

た。極微量の C-BSE 様プリオンが非定型スク

レイピー発症脳乳剤を接種した TgBoPrP マウ

スの脳内に存在する可能性を調べるため、C-
BSE プリオンを効率的に増幅する PMCA を実

施したが、PrPSc は検出されなかった。 
 

3-3) L-BSE および CWD 接種ハムスターにおける

選択的神経傷害の解析 
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 ハムスターへの接種は LBSE、CWD、263K
ハムスター馴化株およびマウス Obihiro 株を使

用した。接種動物は病末期にイソフルラン麻酔

下で安楽殺し、解剖および採材を行った。

GLUT1、VGLUT2、VGAT、DAT、VMAT2、
NMDAR1、 GLuR1、GLuR2、D1R および D2R
抗体を用いて IHC を実施して、グルタミン酸

作動性ニューロン、GABA 作動性ニューロン、

ドーパミン作動性ニューロンの傷害を解析し

た。 
 
 
（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) 各種動物プリオン病の高精度検出・解析系の整

備 
 
1-1) ヒツジスクレイピーを高感度・高精度に検出

する Real-Time Quaking Induced Conversion
（RT-QuIC）の構築 

 
 合計 16 種の rPrP を使用し、ヒツジスクレイ

ピーの PrPScを高感度に検出できる rPrPを調べ

た結果、 rCerPrP–173SMo/177NMo (CerPrP の

aa169, aa173 を相応するマウスのアミノ酸に置

換したもの) が定型スクレイピープリオンの

検出用基質の候補となることが明らかとなっ

た。 
 rCerPrP–173SMo/177NMo は、性状の異なる定

型スクレイピー株の Y5, SB, S3, B3 を高感度に

検出できなた。また、非定型スクレイピーも高

感度に検出できた。しかし、非定型スクレイピ

ーの検出は、非感染ヒツジ脳乳剤存在により大

きく阻害されたことから、引き続き、阻害物質

の影響を受けにくい基質の解析、あるいは、阻

害物質を除去する方法との組み合わせによる

検出等の改良が必要である。 
 
 

1-2) Real-Time Quaking Induced Conversion（RT-
QuIC）を阻害する脂質の除去法の検討 

 
 マウス脳乳剤のエタノール抽出画分を再構

成した画分は RT-QuIC 反応を完全に阻害した。

一方、エタノール不溶性画分を再構成した画分

は RT-QuIC 反応を阻害しなかったことから、

脳乳剤中の RT-QuIC 阻害因子はエタノールに

可用性の分子であることが判明した。 
 中枢神経系組織に存在するリン脂質の RT-
QuIC 阻害活性を調べた結果、脳乳剤中に含ま

れるリン脂質のうち sphingomyelin (SP) が、RT-
QuIC の阻害因子となることが明らかとなった。 
 グリセロリン脂質 (PC、PE、PC) 単独では、

マウス 22L プリオンの RT-QuIC は 10-1 程度阻

害されたが、これらを混合すると、RT-QuIC は

完全に阻害された。0.0028%の TPLs の存在、

あるいは 2%非感染マウス脳乳剤の存在により、

マウス 22L プリオンの RT-QuIC による検出は

完全に阻害されたが、Bu/Me の前処理による脂

質除去により、検出感度が103程度改善された。 
 同様に、0.0028%の TPLs の存在は、H-, L-BSE、
および定型スクレイピーの検出用の RT-QuIC
を阻害するが、Bu/Me の前処理による脂質除去

により、RT-QuIC の検出感度が陰性対照の 10-1

までに改善された。従って、Bu/Me によるワン

ステップ脂質除去は RT-QuIC の試料前処理に

有効であった。 
 
 

1-3) カニクイザル馴化プリオンが増殖する細胞

の作出 
 

 カニクイザルの Prnp を安定発現する IMR32
に C-BSE 感染カニクイザルの脳ホモジネート

を接種した後、連続継代しても、PrPSc は持続的

に検出された。IMR32 細胞はヒト Prnp を発現

するので、産生された PrPSc がヒト PrPC 由来か

カニクイザル PrPC 由来かという点を、3F4 抗

体 (サル PrP とヒト PrP に反応) と 1E4 抗体 
(ヒト PrP トの反応性が強い) を用いた WB に

より調べた。その結果、IMR32 細胞で産生され

た PrPSc は、主としてカニイクイザル PrPC を基

質として生じた PrPSc であることが判明した。
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この細胞を新たな研究リソースとして確立す

るために、内在的に発現するヒト PrPC による

プリオン増殖の干渉を排除するために、ゲノム

編集により内在性のヒト PRNP を欠失させた

ノックアウト細胞を作出した。ゲノム編集は、

Cas9/sgRNA をコードする plasmid（pGuide-it、
Clontech）による方法でヒト PRNP ノックアウ

ト細胞を得た。ヒト PRNP ノックアウト IMR32
細胞にカニクイザル Prnp を導入した細胞は、

サル馴化 C-BSE プリオンが持続感染すること

を確認した。 
 
 

2) 非定型 BSE 感染ウシおよびカニクイザル

の病態解析 
 
2-1) L-BSE プリオン経口感染ウシの末梢組織に

おける PrPScの蓄積評価 
 

 L-BSE プリオン経口感染ウシ（#6781：投与

後 88 ヶ月）の末梢組織における PrPSc の蓄積を

詳細に検討するため、PMCA 法を実施したとこ

ろ、WB 法では PrPSc が検出されなかった坐骨

神経および交感神経幹から PMCA 法により

PrPSc が検出された。可食部である筋組織では、

最長筋と大腰筋からは PMCA 法を用いても

PrPSc は検出されなかったが、上腕三頭筋、大腿

四頭筋および肋間筋からは PrPSc が検出された。

一方、今回調べたリンパ組織では回腸パイエル

板では PMCA でのみ PrPSc が検出された。 
一方、経口投与 153 ヶ月（#9383）で安楽死し

たウシの中枢神経系組織、末梢神経系組織、お

よび回腸パイエル板から、WB 法および PMCA
法ともに、PrPSc は検出されなかったことから、

L-BSE は効率が悪いが経口ルートでウシに伝

播することが判明した。 
 
 

2-2) 非定型 BSE を実験接種したカニクイザルの

病態解析 
 

< L-BSE および H-BSE 脳内および経口接種カ

ニクイザルの解析> 
 H-BSE プリオンを脳内接種したカニクイザ

ル４個体（脳内接種；＃024、025、経口投与；

#026、027）のうち、令和 3 年度までに安楽死

した#024 と#027、および、令和 4 年度に安楽

死した#025 と#026 ともに、脳およびリンパ組

織への PrPSc の蓄積は認められなかった。従っ

て、C-およびL-BSEプリオンと比較してH-BSE
プリオンは霊長類へ非常に伝播しにくいこと

がわかった。 
 
<L-BSE プリオン経口接種カニクイザルの組織

および体液からのプリオンの検出> 
 カニクイザル順化 L-BSE プリオンを高感度

に検出可能な PMCA を構築し、L-BSE プリオ

ン経口接種サル 2 個体の脳および脾臓乳剤を

シードとして連続PMCAを行った。その結果、

3 から 7 ラウンドの PMCA により、経口接種

サル 2 個体の脳および脾臓乳剤から PrPSc の増

幅が認められた。しかし、陰性対照でも非特異

的な増幅が生じることがあるため、別途 RT-
QuIC を構築し、脳内接種サル 1 頭および経口

接種サル 2 頭の CSF、尿、血漿中の PrPSc を解

析した。その結果、脳内接種サルおよび経口接

種サルの CSF および尿から陽性シグナルが得

られたことから、L-BSE が経口ルートで霊長類

に感染することが確認された。 
 

 
3) CWD および非定型スクレイピーのヒトへ

の感染リスクの推定、およびプリオンの異

種間伝達によりヒトへの感染リスクを伴う

株の出現 
 
3-1) TgHu129MMマウスを用いた動物由来プリオ

ンのヒトへの伝達リスクの推定 
 

 国内で摘発された従来型スクレイピー（6 症

例）、国内で摘発されたヒツジおよびヤギの非

定型スクレイピー発症脳乳剤（各１症例）、米

国および英国で摘発された従来型スクレイピ

ー（各 1 症例）、実験感染従来型スクレイピー

（CH1641 型を含む 4 症例）および北米で摘発

された CWD（オジロジカ：2 症例，エルク：4
症例）の脳乳剤を TgHu129MM マウスに接種

800 日後まで観察したが、神経症状を呈する個

体は現れなかった。従って、これら動物プリオ

ンのヒトへの感染には高い種の壁が存在する

ことが明らかとなった。 
 我が国で摘発されたヒツジおよびヤギの非

定型スクレイピー発症脳乳剤（各１症例）を

TgBoPrP マウスに脳内接種し、最長 800 日間観
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察したが、WB 法では PrPSc を検出できなかっ

た。極微量の C-BSE 様プリオンが非定型スク

レイピー発症脳乳剤を接種した TgBoPrP マウ

スの脳内に存在する可能性を調べるため、C-
BSE プリオンを効率的に増幅する PMCA を実

施したが、PrPSc は検出されなかった。従って、

Huor ら (2019) が報告した、非定型スクレイピ

ープリオンから C-BSE 様プリオンが出現する

ことは再現できなかった。 
 

3-2) 非定型スクレイピー感染ヒツジ脳乳剤ある

いは CWD 感染シカ脳乳剤をシードとした異

種間 PMCA 
 

 異種間 PMCA により CWD プリオンから C-
BSE 様のプリオンが出現したことから、この現

象を確かめるために、CWD 病原体のソースを

増やして実験を行った。TgBov マウス脳乳剤を

基質とした PMCA 法により、CWD 脳乳剤 4 個

体すべてから C-BSE 様の PrPSc が増幅した。こ

の結果が、CWD プリオンが異種間伝播により

C-BSE 様プリオンにより変化したのか、CWD
プリオン内に僅かに存在していた C-BSE 様プ

リオンが選択されてきたのかを調べるために、

以下の実験を実施した。 
 135℃、30 分間の AC 処理により、CWD 感

染脳乳剤に含まれる PrPSc量は WB の検出限界

以下となる。AC 処理 CWD 感染脳乳剤をシー

ドとして CerKi マウスの脳乳剤を基質として

連続 PMCA を行ったところ、増幅した PrPSc の

バンドパターンは AC 未処理 CWD 感染脳乳剤

シード由来の PrPSc とは異なっていた。AC 処

理 CWD 感染脳乳剤をシードとして ToBov 脳

乳剤を用いて PMCA を行ったところ、C-BSE
様 PrPSc の増幅を認めた。従って、CWD プリオ

ン中に C-BSE 様プリオンが存在することが示

唆された。 
 非定型スクレイピー感染脳乳剤をシードと

して TgBov 脳乳剤を基質に用いた PMCA を行

った。アルギニンエチルエステル (AEE) 非存

在下では、PrPSc は増幅しなかったが、AEE 存

在下では PrPSc の増幅が認められた。WB およ

び PK 感受性試験から増幅した PrPScは、H-BSE
の PrPSc と非常によく似ていた。 
 
 
 

3-3) L-BSE および CWD 接種ハムスターにおける

選択的神経傷害の解析 
 
 BSE、CWD 接種ハムスターにおける PrPSc 沈

着は、線条体、黒質に一致してみられたが、ド

ーパミン作動性ニューロンマーカーである

DAT 抗体の陽性像は対照動物と同様によく保

たれていた。また、大脳皮質では PrPSc の沈着

程度にかかわらず、GABA 作動性ニューロンマ

ーカーである VGAT の減弱はみられなかった。

BSE プリオン感染モルモットでも、大脳皮質で

PrPSc沈着が高度の部位においても GABA 作動

性ニューロンはよく維持されていた。一方、プ

リオン株にかかわらず PrPSc 沈着程度に一致し

て、大脳皮質のグルタミン酸作動性ニューロン

のマーカーであるVGluT1陽性像が減弱してい

た。 
 
 

Ｄ．考察 
 
1) 各種動物プリオン病の高精度検出・解析系の整

備 
 
1-1) ヒツジスクレイピーを高感度・高精度に検出

する Real-Time Quaking Induced Conversion
（RT-QuIC）の構築 

 定型スクレイピープリオンは rMo/CerPrPのキ

メラ組換体の中に、有用な基質があるあったこ

とから、実用的な RT-QuIC が構築きた。一方、

同じ基質で、非定型スクレイピープリオンを高

感度に検出できたが、定型スクレイピーと明ら

かに異なり、0.01%の非感染ヒツジ脳乳剤存在下

で反応が完全に阻害された。従って、定型、非定

型スクレイピーを同一条件で検出できる RT-
QuIC の構築が理想であるが、別々の条件が必要

となる。 
 

1-2) Real-Time Quaking Induced Conversion（RT-
QuIC）を阻害する脂質の除去法の検討 

 
 脳乳剤中の RT-QuIC 反応阻害因子は、エタ

ノール抽出画分に含まれること、rMoPrP に結

合すること、さらにはブタノール/メタノール

で抽出されることから、脂質であることが推定

された。rMoPrP 結合磁性ビーズにより rMoPrP
と共沈降する画分には、SDS-PAGE 後の銀染色
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で染色される多くの因子が存在しており、特定

の阻害因子の同定には至らなかった。 
 Hoover らは (J Virol, 2017)、脳内のリン脂質

が RT-QuIC 反応の阻害物質の一つであること

を報告していることから、脳内の脂質組成を考

慮して、TPLs、PC、PE、PS、SM の RT-QuIC 反

応の阻害効果を調べたところ、SM に強い阻害

効果があることを見いだした。また、グリセロ

リン脂質は単体では強い RT-QuIC 阻害効果を

示さなかったが、PC、PE、PS を混合すると強

い阻害効果を示したことから、RT-QuIC の実用

性を高めるために簡易な脂質の除去法が必要

となった。そこで、Löfgren ら (2012) が報告し

た Bu/Me によるワンステップ脂質抽出法の有

用性を検討し、この方法が RT-QuIC 用試料の

前処理法として有用であることが確認できた。 
 
 

1-3) カニクイザル馴化プリオンが増殖する細胞

の作出 
 

 サル馴化 C-BSE プリオンが、サル PrP を安

定発現するヒト神経芽細胞腫由来の IMR32 細

胞において安定的に持続感染・増殖することを

見出し、この細胞の ex vivo 解析系としての有

用性を高めるために、CRISPR/Cas9 法によりヒ

ト PRNP 遺伝子を欠失させた。BSE プリオン

の感受性の解析、特に、ヒト PRNP のさまざま

な多型の違いと BSE プリオンの感染リスクの

相関などを解析する ex vivo 実験系として活用

できることが期待される。 
 
 

2) 非定型 BSE 感染ウシおよびカニクイザル

の病態解析 
 
2-1) L-BSE プリオン経口感染ウシの末梢組織に

おける PrPScの蓄積評価 
 ウシ間における L-BSE の経口伝播効率は

極めて低いことが判明した。しかし、L-BSE
が経口ルートで霊長類に感染すること、また、

経口感染ウシ末梢組織に微量のプリオンが

検出されること、さらに、感染が成立してい

た 1 頭の回腸パイエル板からは PMCA 法に

より PrPSc が検出されたことから、L-BSE 対

策としても特定危険部位（SRM）の除去は必

要であると考えられた。 

 
2-2) 非定型 BSE を実験接種したカニクイザルの

病態解析 
 
 L-BSE 脳内接種カニクイサル 1 頭および経

口接種サル 2 頭からの CSF および尿から RT-
QuIC により PrPSc が検出されたことから、L-
BSE プリオンが経口ルートでカニクイザルに

感染する可能性が示唆された。これまでに L-
BSE プリオンの経口接種によりネズミキツネ

ザルで感染が成立した事例は報告されている

が、よりヒトに近いカニクイザルで感染が成立

した報告はなく、本研究がはじめての例である。 
 H-BSE プリオンの脳内接種を行った 2 頭お

よび経口接種を行った2頭について接種後4年
目 10 か月から 6 年 1 カ月目に安楽死し、解剖

を実施したが、いずれの個体も臨床症状および

特徴的な神経病理組織象を呈さず、WB および

IHC でも PrPSc 陰性であったことから、H-BSE
プリオンのヒトへの伝達リスクは、C-BSE プリ

オンや L-BSE プリオンと比べて低いことが明

らかとなった。 
 
 

3) CWD および非定型スクレイピーのヒトへ

の感染リスクの推定、およびプリオンの異

種間伝達によりヒトへの感染リスクを伴う

株の出現 
 
3-1) TgHu129MMマウスを用いた動物由来プリオ

ンのヒトへの伝達リスクの推定 
 

 TgHu129MM マウスモデルによる定型スク

レイピープリオン、非定型スクレイピー、およ

び CWD の伝達試験結果から、これらのプリオ

ンのヒトへの伝達には高い種の壁が存在する

ことが明らかとなった。日本で発生した定型ス

クレイピー Shikaoi-3 脳乳剤を接種した

TgHu129MM マウスの脾臓で、IHC では PrPSc

陽性反応が認められたが、WB では PK 抵抗性

の PrPSc が検出されなかった。この脾臓組織の

感染性を確認するため、再度 TgHu129MM マ

ウスに接種したが、伝達しなかった。 
 Huor ら (2019) が報告した、ヒツジおよひヤ

ギからウシへの異種間伝達により、非定型スク

レイピープリオンから、C-BSE 様プリオンが出

現する可能性について検証したが、非定型スク
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レイピープリオンの異種間伝達による C-BSE
様プリオンの出現は再現できなかった。 
 

 
3-2) 非定型スクレイピー感染ヒツジ脳乳剤ある

いは CWD 感染シカ脳乳剤をシードとした異

種間 PMCA 
 

 上述のように、非定型スクレイピープリオン

から異種間伝播により C-BSE プリオンが出現

することが報告されているが   (Huor et al., 
2019)、本研究では、非定型スクレイピーには、

H-BSE 様プリオンが含まれていると解釈でき

る結果を得た。非定型スクレイピーがウシへ伝

達した場合、H-BSE 様プリオンを生じる可能性

も考えられる。 
 135℃オートクレーブ処理および未処理の

CWD 感染脳乳剤から PMCA により C-BSE 様

PrPSc が増幅したことから、CWD 感染シカ脳内

には、C-BSE 様プリオンも微量存在する可能性

は否定できない。 
 
3-3) L-BSE および CWD 接種ハムスターにおける

選択的神経傷害の解析 
 

 BSE、CWD 接種ハムスターでは、ドーパミ

ン作動性ニューロンおよび GABA 作動性ニュ

ーロンともに、PrPSc 沈着部位を含めよく維持

されていた。一方、大脳皮質を中心に PrPSc 沈

着部位でグルタミン酸作動性ニューロンの減

少がみられた。今回検討したプリオン株のうち、

L-BSE と CWD プリオン株感染ハムスターで

は、大脳皮質および海馬において AMPA 型受

容体の一つである GLuR1 の発現に変化がみら

れた。このことは、グルタミン作動性ニューロ

ンの減少のみならず、後シナプス側にも傷害が

生じていることを示唆している。興奮性ニュー

ロン/シナプスが選択的に障害を受けるという

知見は、プリオン病の神経病態を考える上で極

めて興味深い。 
 
 

Ｅ．結論 

 
本研究で得られた特に重要な知見を箇条書きで

示す。 

 

 
・ Bu/Me によるワンステップ脂質除去法が

RT-QuIC の試料前処理法として有用である

ことを示した。本法を用いることで実用レ

ベルの、非定型 BSE、定型スクレイピー、

および CWD 検出用の RT-QuIC が構築でき

た。 
・ L-BSE プリオンは効率は極めて低いものの

経口ルートでウシ間で伝播することが確認

できた。また、L-BSE がヒトに経口感染す

る可能性が示唆されたことから、L-BSE の

感染源がフードチェーンに入ることのない

よう、現状の BSE 対策は維持する必要があ

る。 
・ L-BSE は経口接種により、カニクイザルに

感染が成立することが示唆された。 
・ カニクイサルを用いた感染実験から、H-

BSE プリオンのヒトへの伝達リスクは、C-
BSE プリオンや L-BSE プリオンと比べ低い

ことが示唆された。 
・ サル馴化 C-BSE プリオンが持続感染する

IMR32 ヒト神経芽細胞種由来の培養細胞を

作出した。 
・ 非定型スクレイピー感染ヒツジ脳乳剤に、

H-BSE 様プリオンが含まれている可能性、

また、CWD 感染シカ脳乳剤に C-BSE 様プ

リオンがごく微量存在する可能性が示唆さ

れた。 
・ 定型スクレイピー、非定型スクレイピーお

よび北米由来の CWD のヒトへの伝播リス

クは極めて低いことが示唆された。 
・ プリオン感染により、ドーパミン作動性ニ

ューロンおよびGABA作動性ニューロンは

傷害を受けにくいが、グルタミン作動性ニ

ューロンが傷害されるという、プリオン病

の病態を論じる上での新規知見を得た。 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
 II. 研究成果に刊行物一覧を掲載した。 
 
2.学会発表 
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 件数が多いため割愛した。各年度の総括・分担

研究報告書に記載した通りである。 
 
 
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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