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研究成果の概要： 

クロイツフェルト・ヤコブ病の診断法として頭部 MRI 拡散強調画像と髄液の総タウ蛋白、14-3-3

蛋白などの有効性が知られている。これらを含め、最も感度・特異度が優れた検査法を検討す

る目的でプリオン病サーベイランス委員会の協力を得て、日本における世界に発信できる髄液

検査法の確立をめざして髄液の中の総タウ蛋白、14-3-3 蛋白の有用性を検討した。また、これ

らはかなりの診断精度であるにも関わらず、病因論的には特異的とは言えない。病理診断の機

会が少ない本邦において、髄液などの比較的低侵襲で得られる検体で、病因特異的、即ち「異

常プリオン蛋白」を検出する方法として PMCA 法の開発を目指した。 
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１． 研究開始当初の背景 

クロイツフェルト・ヤコブ病の診断法とし

て頭部MRI拡散強調画像と髄液の総タウ蛋

白、14-3-3蛋白などの有効性が知られてい

るが、まだどの検査法が最も特異度・感度

において最も優れた方法であるかについ

ての統一された認識はない。 

また、これらはかなりの診断精度であるに

も関わらず、病因論的には特異的とは言え

ない。特に病理診断の機会が少ない本邦に

おいて、髄液などの比較的低侵襲で得られる

検体で、病因特異的、即ち「異常プリオン蛋

白」を検出する方法の登場が望まれている。 

２． 研究の目的 

(1) 現在までに、髄液を用いた診断法として

は 14-3-3 蛋白、総タウ蛋白を初めとする生

化学マーカーの報告があり、日常診療におい

てもこれらのマーカーが使用されるが、その

診断精度についての詳細な報告はなく、診断

基準に供するにはまだまだ不十分である。

14-3-3 蛋白の判定基準においては、検査法が

ウエスタンブロット法であることから、その

判定法は明確でなく、欧米も含めて慣習的に
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同じサンプルを被験者の違う２人で行うか

判定に利用したフィルムを熟練した研究者

が２人で別個に判定し、最終判断するなど非

常に効率性が悪く、手間がかかる。この問題

点を解決するために半定量化による診断法

の標準化を目指すことを目標とした。 

 

(2)CJD の髄液マーカーとして報告例の多い

マーカーである総タウ蛋白、14-3-3 蛋白、NSE、

S-100 蛋白については長崎大学にてすでに検

討した症例について検討を行った。（キット

については最も一般的に広く利用されてい

るキットを利用し、再度 CJD の cut-off 値を

特異度 70％以上とした。） 

 

（3） CJD 患者由来の検体（髄液等）中の PrPSc

を検出し、診断に用いる目的で、チオフラビ

ンＴ（ThT）の蛍光強度測定による簡便でか

つ real-time に PrPScを検出できるリコンビ

ナント PrPを用いた無細胞増幅法（real-time 

QUIC: QUaking-induced Conversion）の開発

を試みた。 

 
 
３．研究の方法 

(1)脳脊髄液中の 14-3-3 蛋白 β及び γアイ

ソフォームでの判定基準の明確化 

共同実験の飛梅先生より提供された既知

濃度の 14－3－3蛋白 β 及び γ アイソフォ

ームのリコンビナント蛋白を基準として CJD

患者での脳脊髄液サンプルを、Western blot 

法にて検出し、Western blot 法における半

定量を行った。CJD 患者(193 例)と認知症患

者(93 例)による Western blot 法における 14

－3－3蛋白β及びγアイソフォームの半定

量を行い、cut-off 値を決定した。 

 

(2)多数例における脳脊髄液中の生化学マー

カー、画像、脳波の検討 

①対象 

対象は CJD 患者(193 例)と認知症患者(93 例) 

とした。 

②方法 

a. 対照群 (N=93)と CJD 患者(N=193)の脳

脊髄液 14-3-3蛋白(14-3-3-β及びγア

イソフォーム定性)（IBL) 抗体を用いて

検討を行った。 

b. 対照群 (N=93)と CJD 患者(N=193)にお

い て 脳 脊 髄 液 中 の Tau 蛋 白 定 量

(Innogenetics 社)による比較検討を行

った。 

c. 対照群 (N=93)と CJD 患者(N=193)にお

いて脳脊髄液中の S-100b 蛋白、NSE 蛋白

は SRL に委託した。 

d. 対照群 (N=93)と CJD 患者(N=193)にお

いて画像検査（拡散強調画像）による比

較検討を行った。 

 

(3) CJD患者由来の検体（髄液等）中のPrPSc

を検出し、チオフラビンＴ（ThT）の蛍光

強度測定による簡便でかつ real-time に

PrPScを検出できるリコンビナント PrP を

用いた無細胞増幅法（real-time QUIC: 

QUaking-induced Conversion）を施行した。 

 

（倫理面への配慮） 

患者からの検体の提供にあたり、患者及び患

者家族に研究の内容・意義・検査結果のデー

タの公表など多岐にわたり、 informed 

consent を行い、同意を得た。 

 
 
４．研究成果 

(1)Western blot 法の統一プロトコールを作

成した。 

（標準プロトコール） 

脳脊髄液中の14-3-3蛋白の検出方法Western 

blot 法の統一プロトコール 



 

 

１．（１２％ゲル）80VX10min→100VX10min→

120V(70min) 

２．トランスファー 15% MeOHt X 30mA 

overnight 

３．ブロッキング 5% スキムミルク室温 

60min  

1 次抗体  （IBL 社βisoform） (1：1000) 4℃  

overnight 

４．室温で 3×10min with TTBS  wash 

５．2 次抗体(1：5000) 室温で 1時間 

６．室温で 3×10min with TTBS  wash 

７．ECL 処理 

 

1-a.14－3－3蛋白のβアイソフォームのリ

コンビナント蛋白にてスタンダードサンプ

ルを Western blot 法にアッセイし、ECL 処

理後 Las mini system を利用し、検出限界を

検定した。β アイソフォームについてきまし

ては 1 回ごとの結果が大きく異なるために

Western blot 法を行うたびにスタンダード

サンプルを置き、半定量化を行った。CJD 患

者(193例)と認知症患者(93 例)において半定

量化し、cut-off 値を決定した。 

1-b. 14－3－3蛋白のγアイソフォームのリ

コンビナント蛋白にてスタンダードサンプ

ルを Western blot 法にアッセイし、ECL 処

理後 Las mini system を利用し、検出限界を

検定した。β アイソフォームについてきまし

ては 1 回ごとの結果が大きく異なるために

Western blot 法を行うたびにスタンダード

サンプルを置き、半定量化を行った。CJD 患

者(193例)と認知症患者(93 例)において半定

量化し、cut-off 値を決定した。 

 

図 CJD 患者とアルツハイマー型認知症（ATD)

患者での脳脊髄液中の 14-3-3 蛋白のβ アイ

ソフォーム半定量の結果  CJD 患者 112 症

例 VS 認知症患者 93 症例 

 

 

 

図 CJD 患者とアルツハイマー型認知症（ATD)

患者での脳脊髄液中の 14-3-3 蛋白γアイソ

フォームの半定量の結果         

 CJD 患者 112 症例 VS 認知症患者 93 症例 

 

 

 

(2)総タウ蛋白、NSE 及び S-100b 蛋白の測

定・における cut-off の結果 

a.総タウ蛋白 

Inogenetics 社総タウ蛋白（ELISA キット）。

cut-off は ROCcurve にて決定した。cut-off

値は１260pg/ml とした。(ヨーロッパ基準

1300pg/m としている。) 

b.NSE 

栄研 NSE キット。（ SRL に委託）。cut-off は 

ROCcurve にて決定した。 cut-off 値 は 



 

 

35ng/ml  とした。(ヨーロッパ基準は 25pg/m

としている。) 

c.S-100b 蛋白 

SRL に委託。cut-off は ROCcurve にて決定

した。 cut-off 値 は 2.2 ng/ml とした。 

(ヨーロッパ基準 4.2pg/m としている。) 

 

(3)プリオン病患者 193 例中の病型別分類の

プロファイリングは表で示す。又 CJD 患者 

(N=193) における画像検査（MRI 拡散強調画

像）、脳脊髄液（t-tau 蛋白、14-3-3 蛋白

(14-3-3-β 定性)による比較検討の結果では

古典型 CJD193 症例での生化学マーカーの陽

性率の検討では（14-3-3 蛋白：88.7%、総 tau

蛋白：95.7％、S−100 蛋白：36.1%）総計 193

症例（14-3-3蛋白：86.5%、総tau蛋白：95.5％、

S−100 蛋白：40.5%）となった。同時にヨーロ

ッパとの比較について検討した。 

 

表１．CJD 193 症例の検査結果のまとめ 

    総総数数  

1144--33--33  

蛋蛋白白  

総総タタ

ウウ蛋蛋

白白  

NNSSEE  

SS--110000

蛋蛋白白  

DDWWII  

古古典典型型

CCJJDD  

  115577  例例  8888..77%%  9955..99%%  8811..55%%  3333..11%%  9955..55%%  

MMVV 非非典典型型      11  例例  00%%  00%%  00%%  00%%  110000%%  

MMMM22 皮皮質質

型型  

    77  例例  5500%%  110000%%  2288..66%%  00%%  110000%%  

家家族族性性                          

VV118800II      1100  例例  5500%%  8800%%  4400%%  00%%  110000%%  

MM223322RR      22  例例  00%%  110000%%  5500%%  00%%  110000%%  

114444  塩塩基基

対対挿挿入入      

    22  例例  00%%  5500%%  00%%  00%%  00%%  

硬硬膜膜移移植植

後後 CCJJDD  

    88  例例  110000%%  110000%%  110000%%  25% 110000%%  

GGSSSS      66  例例  00%%  3333..33%%  00%%  00%%  00%%  

 

 

DWI と髄液中の生化学的マーカーの検討 

（4） PMCA 法を改良した無細胞増幅法
（ real-time QUIC: QUaking-induced 
Conversion）の開発を試みたところ今期研究
では rBoPrP（recombinant bovine PrP）の精
製までに止まり、BSE 脳乳剤をシードに用い
て QUIC 反応の条件検討を行うことはできな
かったが、rHuPrP（recombinant human PrP）、
CJD での条件検討を詳細に行うことができた。 
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