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研究成果の概要（和文）：　わが国の硬膜移植後のCJDでは、M1プリオン感染が７０％、V2プリオン感染が３０
％とヨーロッパの孤発性CJDの比率に近い頻度で認められたが、英国及び仏国の成長ホルモン製剤投与後のCJDで
は、９０％以上がV2プリオン感染という特異な比率を示している。我々は、頭蓋内投与の硬膜移植と皮下投与の
成長ホルモン製剤の投与法により感染性の違いが生じるのではないかという仮説に基づいて、末梢投与による感
染性の違いを検討することにした。M1プリオンはV2プリオンに比べて、末梢ルートでは感染しにくいことが明ら
かとなり、M1プリオンは129Met/Metのヒトにはまず感染しないことが示された。

研究成果の概要（英文）：　In Japanese cases with dura-grafted CJD, we identified the ratio of M1 
prion and V2 prion similarly as the ratio of European sporadic CJD. However, the ratio of European 
cases with Growth hormone-associated CJD was quite different from the ratio of European sporadic 
CJD. Because the infection route is different between both infections, we compared the infection 
between intracranial and intraperitoneal administration. In intracranial administration, 100% of 
knock-in mice were infected with M1 or V2 prion. However, in intraperitoneal administration, M1 
prion-infected mice were fewer than V2-infected mice. In particular, the knock-in mice with 
129Met/Met were hardly infected with M1 prions. These results well explain the different ratio 
between dura grafted CJD and growth hormone associated CJD.

研究分野： 神経内科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　プリオン感染は、医療関係者が恐怖に駆られる致死性の感染症である。現に、針刺し事故などで相談をうける
ことが多い。本研究成果ではわが国でも最も多いM1プリオンは、脳を用いた感染実験でもわが国で最も多い遺伝
子型である129Met/Metのモデル動物を用いた抹消ルートからは感染しないことを明らかとした。これは、頭蓋内
投与がほぼ１００％感染する結果との際立った違いであり、針刺し事故などの説明に役立つ根拠となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
神経病理医がプリオン病の解剖を行う際、最も気を使うのが感染防御対策である。なかでも、

剖検中手指などを傷つける事故には本当に気を使う。病理医より、扱うプリオンの濃度は低い

と想定されるものの、神経内科医の行う髄液検査、針刺し事故などプリオン病の患者と接する

上で、末梢ルートからの感染が日常的に問題となっている。一方、頭蓋内投与などの中枢から

のルートは、硬膜移植手術では観察されるものの一般的な感染ルートとしては考えにくいのが

現実である。 

上記のように感染の機会は、圧倒的に末梢ルート経由が多いにも関わらず、プリオンの感染

性の有無やその力価測定には IC投与による中枢ルートによって判断されてきた。その理由は、

プリオンのマウス株を用いた感染実験でIC投与とIP投与を比較すると100倍以上IC投与の方

が、希釈率を上げても感染が成立したからである。また、我々プリオンの研究者も IP などの末

梢ルートの感染力はICに較べて1/100程度に感度が低下するだけで同じようにプリオンの感染

が成立するものと思っていた。 

このプリオン研究者の常識を覆すことが２つ見つかった。１つは、わが国の疫学調査とヨー

ロッパの CJD 調査から、硬膜移植例がヨーロッパの孤発性 CJD の M1 プリオンと V2 プリオンの

頻度と良く相関し、M1 プリオンが 70％、V2 プリオンが 30％であるに対して、成長ホルモン製

剤例では、その比率が全く異なり、M1プリオンが 10％以下、V2プリオンが 90％以上なのであ

る。同じヨーロッパの CJD を感染源としても、IC投与である硬膜移植例と皮下投与である成長

ホルモン製剤例では全く異なるプリオンが主体をなすことが明らかとなった。つまり、末梢ル

ート感染では、M1 プリオンは感染し難い可能性が出てきたのである。この疫学調査の結果は、

最近我々のグループで行った感染実験の結果とよく相関する。つまり、M1 プリオンは IC 投与

では 100％感染が成立するものの IP投与では感染が成立し難く、一方 V2 プリオンは IC投与で

も、IP投与でも効率よく感染が成立するのである。 

もう１つの事実は、我々の BSE プリオンの感染実験から明らかになった。BSE プリオンは、

IC 投与ではほとんど発病しないにも関わらず、IP投与では感染が成立するのである。BSE 感染

は、経口接種という典型的な末梢ルート感染であるが、IC 投与ではいつまでたってもヒト型マ

ウスには感染が成立せず(日本人特有の codon 219Lys には少数感染するが)、IP 投与でバイオ

アッセイを行うと見事に感染が成立するのである。末梢ルートの方が感受性が高いプリオンも

存在するという新しい発見であるとともに、IP 投与による感染の感受性が、英国の vCJD 患者

で見られる遺伝子型(codon 129Met-codon219Glu または、codon 129Met-codon 219Lys)に一致

していた。 

以上の疫学的データとヒト型ノックインマウスを用いた我々の感染実験から、プリオンの末

梢ルートの感染は、従来の IC 投与による感染性では類推することが不可能であり、それぞれの

プリオンに関して IP投与を行って末梢ルートの感染性を評価しなおす必要性が生じ、今回の申

請に至った。 

 
２．研究の目的 

我々は、従来からヒト化プリオン蛋白ノックインマウスを用いて主に IC 投与による感染実験

を行い、その感染性を調べてきた。しかし、医原性プリオン病である硬膜例と成長ホルモン製

剤例の疫学調査の結果や我々の感染実験での IC投与と IP投与の感染性にプリオンの種類によ

って感染ルートの違いが感受性に影響をおよぼす事が明らかなりつつある。現実的に我々が感



染する機会は、圧倒的に末梢ルート感染の方が多くある。これらの現実を踏まえると、我々の

遭遇する各種プリオンに対する従来の IC投与による感染実験だけでは不十分で、末梢ルートの

感受性を反映する IP投与による感染実験を行う必要性が出てきた。よって本申請の目的は、各

種プリオンによる末梢からの感染力評価法を樹立することである。 

1991 年世界で初めて、FDC での異常プリオン蛋白沈着を発見し、2002 年プリオン蛋白のヒト

化ノックインマウスを用いたIP投与によるFDCでのバイオアッセイによりPCT特許を取得して

おり、末梢ルート感染に関しては世界に先んじているグループである。さらに、医原性プリオ

ン病の疫学統計とほぼ一致する M1プリオン、V2プリオンの IC投与、IP投与での感受性結果を

得ており、本申請の実現可能性も非常に高いグループである。また、ヒト化ノックインマウス

のうち、codon219Lys 分子のノックインマウスまで有しているラボは他になく本研究を実施で

きる唯一のグループと言ってよい。また、本申請は、単なる感染実験結果からの思いつきでは

なく、医原性プリオン病、英国の BSE 由来の vCJD の疫学調査に基づいた発想であり、しかもそ

れぞれのプリオンの末梢ルート感染の危険性を知ることは、特に M1 プリオンの多いわが国の医

療関係者にとって福音となる情報をもたらす可能性が高い。 

 
３．研究の方法 
ＩＰ投与による感染実験 

MM1、VV2，MV2 などすでに 1 例以上で検索済みのプリオンも存在するが、基本的にそれぞれ

のプリオンを最低 3症例用いて感染実験を行う予定である。 

MM1 を例にとって詳述すると、MM1 プリオンとして 10％濃度の脳乳剤を準備し、ヒト型プリオ

ン蛋白ノックインマウスとして、Ki-129Met/Met, Ki-129Val/Val, Ki-219Lys/Lys の遺伝子型

のマウス(基本的に一群 5匹以上)に感染実験を行う。IP 投与後、150 日でマウスを安楽死させ、

その脾臓を半分は凍結し Western blot に、残りの半分はホルマリン固定し、薄切後免疫染色を

行う。免疫染色には、脾臓の他に腹腔のリンパ節、小腸のパイエル氏板も組織学的に検索する。

免疫染色、Western blot での陽性率を検討する。 

 

組織学的検索 

1～3mM の範囲の濃度で希釈した塩酸溶液を用いたオートクレーブ処理を行う(Hydrolytic 

autoclaving)。最適な濃度は、切片の状態によって異なりそのつど最適化を行っている。脾臓

などリンパ装置の濾胞に存在する FDC が染色されるかどうかで陽性か陰性かの判断を行う。左

図に、典型的な FDC に沈着した異常型プリオン蛋白の免疫染色像を示す。 

 

Western blotting 

凍結脾臓組織の重量を測定し、海面活性化剤の存在下で、DNase 処理、Collagenase 処理を行

い。不溶性分画をさらに、sarkosyl という強力な界面活性剤の存在下で、Proteinase K 処理を

行い、それでも不溶性分画に濃縮される異常型プリオン蛋白を Western blot にて検出する。使

用するのがマウスの脾臓であるので(マウス IgG が豊富)、2 次抗体に抗マウス IgG の使用を避

けるのに、モノクローナル抗体での検出は避けてウサギで作成した抗ヒト・プリオン蛋白抗体

を用いて検出している。現時点までの経験では、ウエスタンブロットの方が、免疫染色での検

出より感度が高いと経験しているが、これもプリオンの種類によって異なる可能性があるため、

ウエスタンと免疫染色の両者を比較する予定である。 

 



４．研究成果 

接種材料として V2 プリオンを 3種類、M1 プリオンを 3種類、M2C プリオンを 3種類、M2T プ

リオンを 3種類用いて感染実験を行った。ヒト型プリオン蛋白のノックインマウスは、日本人

で最も多い Ki-129Met/Met と、代表的なプリオン病である V2 プリオンのことを考え

Ki-Hu129Val/Val を用いた。末梢ルートによる感染の結果は、下の表の通りである。 

 

Inoculum Attack rate n/n0 *(%) 

sCJD strain ID Ki-Hu129M/M Ki-Hu129V/V Total 

V2 J50 5/5 (100) 4/6 (67) 34/59 (58) 

 AK† 3/10 (30) 10/12 (83)  

 AK† (re-evaluation) 2/7 (29) 5/6 (83)  

 J51‡ 1/6 (17) 4/7 (57)  

M1 J56 0/6 (0) 0/6 (0) 6/37 (16) 

 I22 0/6 (0) 1/7 (14)  

 H3‡ 1/6 (17) 4/6 (67)  

M2C(lv) J135 0/5 (0) 0/6 (0) 0/48 (0) 

 H93 0/6 (0) 0/6 (0)  

 KZ† 0/6 (0) 0/7 (0)  

 KZ† (re-evaluation) 0/6 (0) 0/6 (0)  

M2T J93 0/7 (0) 0/6 (0) 0/37 (0) 

 J86 0/6 (0) 0/6 (0)  

 I110‡ 0/6 (0) 0/6 (0)  

 

V2 プリオンでは、Ki-129Met/Met の遺伝子型に対して 11/28, Ki-129Val.Val の遺伝子

型に対して 23/31 の陽性率を示し、M1 プリオンでは Ki-129Met/Met に対して 1/18, 

Ki-129Val/Val に対して 5/19 の陽性率であった。 

一方、M2C プリオンでは Ki-129Met/Met で 0/23, Ki-129Val/Val で 0/25 と完全に陰性で

あり、M2T プリオンでも Ki-129Met/Met で 0/19, Ki-129Val/Val で 0/18 と完全に陰性であ

った。陽性所見を示した V2 プリオンでは全体として 58％のヒト型マウスで陽性所見が認

められ、M1 プリオンでは 16％と低い感染成立であった。さらに、M1 プリオンで

Ki-129Met/Met に限れば陽性率は 1/18(5.6%)と低いものであった。これらの結果から、当

初我々が予想したように、同じヨーロッパの孤発性 CJD を感染源としながら、末梢投与で

ある成長ホルモン製剤による CJD がほとんど V2 プリオンである理由が解明されたととも

に、わが国で最多の M1 プリオンの感染は、例え脳が感染源であったとしても末梢ルート

では非常に感染成立率が低いものであることが明らかとなった。 
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