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研究成果の概要 (和文)：プリオンに効果的な現実的滅菌法を確立するため、異常プリオンタン

パク質 (PrP

Sc

) のin vitro増幅系として注目されるProtein Misfolding Cyclic Amplification 

(PMCA) 法を用いてプリオン滅菌法の効果を評価する方法を検討した。まず PrP

Sc

の定量的解析

を可能にする実験系を構築した。この系を用いてプリオン滅菌法の効果について検討したとこ

ろ、市販のアルカリ洗剤と熱処理 (オートクレーブ処理) を組み合わせた複合的な滅菌法が非

常に効果的であり、その感染価の低下はおよそ 7log 以上であった。 

 

研究成果の概要 (英文)：To evaluate prion removal efficacy of many disinfectants, 

multi-round PMCA was applied. We then analysed several sets of serial 10-fold dilutions 

of mock-treated samples statistically, and found that PMCA round numbers linearly 

correlate with means of dilution factors of infected brain between the second and sixth 

round. We found that a combined use of alkaline cleaner and autoclaving (121ºC, 15 min) 

was one of the most effective treatments for prion inactivation, and the log reduction 

factor of PrP

res

 was estimated to be ≥7 log. 
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１．研究開始当初の背景 

プリオン病は現時点で有効な治療法のな

い感染性の致死性神経疾患であるため、プリ

オンに汚染された可能性のある医療器材の

消毒法の確立は緊要である。特に脳神経外科

手術時に用いる廃棄不可能な医療器材の消

毒に関しては、生前に CJD の確定診断を行う

ことが不可能な現状を踏まえ、恒常的に二次

感染防止策が講じられていなければならな

い。しかしながら、プリオンの不活化に効果
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的な高濃度の酸やアルカリ処理、高温高圧滅

菌といった苛烈な条件は、多くの医療器材に

対してダメージが大きく適用できない現状

がある。 

２．研究の目的 

CJD の二次感染を未然に確実に防ぐために

は、①現行の医療器材に対する滅菌法がプリ

オンの感染性低下にどの程度の効果がある

のかを網羅的にかつ仔細に評価し、②材質の

腐食や劣化を伴うことなく効率的にプリオ

ンの感染性を減弱し、二次感染の可能性を限

りなく 0 に近づけることのできる、簡便で低

コストな医療器材の消毒法を一刻も早く確

立することが緊急の課題である。本研究は、

近年異常プリオン蛋白の in vitro 増幅系と

して注目される PMCA 法を用い、①現行の医

療器材消毒法がプリオンの感染性低下に及

ぼす効果を迅速かつ超高感度に、網羅的に調

べ、②プリオンにより汚染された医療器材を

最も効果的、効率的に消毒する現実的な方法

を確立することを目的とした。   

 

 

1)最終濃度１％(w/v) ハムスタースクレ

イピー263K 感染脳ホモジネートを、種々異な

る滅菌方法によって滅菌し、残存する PrP

Sc

を基質となる 10%ハムスター正常脳ホモジネ

ートに一部添加し、PMCA 法（超音波処理 25

秒、37ºC,60 分の振とう培養を繰り返す）に

よって増幅した。また、ネガティブコントロ

ールにはハムスター正常脳を用い、感染脳と

同様に不活化処理したサンプルを PMCA に供

した。同時に、段階希釈(10

-5

から 10

-12

希釈)

した感染脳ホモジネートから PMCA 法により

PrP

Sc

を増幅することで、検出限界、および定

量性の有無を検討した。全ての解析において、

増幅産物を新たな正常脳ホモジネートで

1/10 に希釈し、再度 PMCA 法による増幅を繰

り返すことで、さらに検出感度を向上させる

ことのできるマルチラウンド PMCA 法を適用

した。PMCA 反応後 proteinase 処理（以下 PK

処理、50μg/ml, 37ºC,60 分）し、 PrP

res

を

3F4 モノクローナル抗体を用いてウェスタン

ブロッティング法により検出した。 

 

2) 汚染された手術器具を想定し、ステン

レススチールワイヤー (以下 SSW; SUS316, 

直径 0.3 mm, 長さ 3.0 mm) を 10

-1

から 10

-9

まで希釈した感染脳ホモジネートに１時間

浸漬し、一晩乾燥させた。その後汚染 SSW を

種々異なる滅菌法で滅菌し、10%正常脳ホモ

ジネートに投入して PrP

Sc

をマルチラウンド

PMCA によって増幅、PK 処理 (50μg/ml, 37 

ºC,60 分) し、ウェスタンブロット法により

検出した (図１)。 

 

 

 

４．研究成果 

1)まず PMCA 法による PrP

Sc

の定量的解析が

可能かどうかについて検討した。段階希釈し

た感染脳ホモジネートの PMCA 法による PrP

Sc

の

検出限界について解析を進めたところ、

PrP

Sc

の希釈率とPrP

res

が検出されるまでにか

かるラウンド数は比例しており、PrP

res

が検

出されるラウンド数によって、増幅前の PrP

Sc

量を概算することが可能であることがわか

った。さらにこの感染脳ホモジネートからの

PrP

res

の検出限界はおよそ 10

-11

前後の希釈で

あり、これ以上の定量的解析は困難であるこ

とが明らかとなった。以上の検討により PMCA

法による定量的解析が可能となった(図 2)。 

 

図図図図 2222    PMCAPMCAPMCAPMCA 法による法による法による法による PrPPrPPrPPrPScScScSc
の定量的解の定量的解の定量的解の定量的解析析析析    

図図図図 3333    今回行ったプリオンに対する各種滅菌法の一覧今回行ったプリオンに対する各種滅菌法の一覧今回行ったプリオンに対する各種滅菌法の一覧今回行ったプリオンに対する各種滅菌法の一覧 

図図図図 1111    ステンレスワイヤーステンレスワイヤーステンレスワイヤーステンレスワイヤーに付着させたプリオンのに付着させたプリオンのに付着させたプリオンのに付着させたプリオンの

不活化効率測定方法不活化効率測定方法不活化効率測定方法不活化効率測定方法    



 

 

次に、市販の洗浄剤及び消毒剤を単独で用

いる方法、熱処理 (70 ºC, 15 分間)または通

常のオートクレーブ処理 (121ºC, 15 分間)

とを組み合わせた比較的簡便な方法につい

て、ハムスタースクレイピープリオンに対す

る不活化効果を定量的 PMCA 法により解析し

た (図 2) 。 

高水準消毒剤として、過酢酸(商品名アセ

サイド
®
 0.3％)、グルタラール (商品名サ

イデックスプラス
®
 3.5％)、日本において

2001 年に承認された高水準消毒薬洗浄剤で

あるフタラール (商品名ディスオーパ
® 

0.55％) について、一般に用いられる条件に

て感染脳を消毒したところ、図 3 に示すよう

に プリオン不活化にはほとんど不活化効果

は認められなかった。 そこで、通常のオー

トクレーブ処理 (121ºC,15 分間) と組み合

わせることでより不活化効果を向上させる

ことができるかどうかを解析したところ、オ

ートクレーブ処理と併用しても、過酢酸、グ

ルタラールではプリオンの不活化効果はほ

ぼ認められなかった。一方、フタラールにつ

いてはオートクレーブ処理を組み合わせる

ことによって、6.5log 以上の感染性の低下が

認められた。そこで、やや弱い熱処理 (70º

C,30 分間) を組み合わせて不活化処理した

ところ、感染性の低下は 1.5log 程度にとど

まった。 

次亜塩素酸は、1％程度の濃度では、室温

での短時間の処理または、70ºC, 30 分での処

理でもほぼ不活化効果は認められなかった。

通常のオートクレーブ処理を合わせた場合

には、4.6-6.6log と不均一ではあるが、不活

化効率が向上した。 

WHO でプリオン不活化処理法として推奨さ

れる NaOH 処理に関しては、器具の性質によ

っては適応できない場合もあるため、低濃度

と熱処理での不活化処理を行った。0.1-0.8 M 

の NaOH 処理と 70ºC,30 分間の熱処理を組み

合わせた結果、NaOH の濃度が低い場合には、

不活化効果はほぼ期待できず、高濃度での処

理においてのみ効果があった。そのため熱処

理を通常のオートクレーブ処理に変えたと

ころ、0.1 M NaOH でも 6.6log 以上の感染性

低下が認められることが分かった。 

市販の洗浄剤については、アルカリ洗剤、

中性洗剤、酵素入り洗剤について不活化処理

効果を解析した。また、市販の洗浄剤(市販

の実験器具用アルカリ洗剤、中性洗剤、酵素

入り洗剤)を単独かつ室温状態で浸漬させた

場合、アルカリ洗剤のみ、4.6log 程度、感染

性を低下させることが可能であった。しかし

ながら、中性洗剤、酵素入り洗剤による不活

化効果は認められなかった。そこでこれらの

洗浄剤とオートクレーブ処理を併用したと

ころ、酵素入り洗剤処理では全く不活化効果

は向上しなかったのに対し、アルカリ洗剤で

は、6 log 以上の感染性の低下が認められ、

中性洗剤でも通常のオートクレーブ処理と

組み合わせれば高い不活化効果 (5.4 log の

感染性低下) が認められることが明らかと

なった。アルカリ洗剤 (商品名 mip PC-M)

に浸漬し 70 ºC で 30 分熱処理する方法もプ

リオン不活化に高い効果が期待できること

が分かったが(図 1,図 3)、汚染された器具類

の高温煮沸処理などは寧ろ手技的に煩雑で

あり、周囲を汚染する可能性についても否定

できないと考えられた。 

本研究によって確立された、定量的 PMCA

法を用いることによって、マウスを用いた感

染実験を行うよりもはるかに迅速に、多くの

消毒法について、プリオン不活化に対する効

果を定量的に解析することが可能となった。

その結果、それぞれの消毒剤や洗浄剤につい

図図図図 4444    プリオンに対する各種滅菌法の定量的評価プリオンに対する各種滅菌法の定量的評価プリオンに対する各種滅菌法の定量的評価プリオンに対する各種滅菌法の定量的評価    



 

 

て、単独の処理ではプリオンを不活化するこ

とはこれまでに報告されてきたように非常

に困難であったが、熱処理を組み合わせるこ

とで、非常に効果的に、かつ器具にダメージ

を与えない方法でプリオンを不活化できる

ことが確認された。プリオンの不活化に推奨

される 135ºC でのオートクレーブ処理には耐

えられない器具類は多いものの、脳外科手術

に用いられる内視鏡については通常のオー

トクレーブ処理やアルカリ洗剤程度のアル

カリには耐性があるものが多い。従って、ア

ルカリ洗剤 (中性洗剤の使用も有効) に浸

漬した状態で、通常のオートクレーブ処理を

行う滅菌法が現時点で最も効果的であるこ

とが明らかとなった。 

 

2)実際にステンレス製の手術器具などに

感染脳が付着する可能性を想定し、ワイヤー

にハムスター感染脳を浸漬させる方法によ

って SSW に付着させた PrP

Sc

についても、PMCA

法による増幅と定量的解析が可能であった。

一方、脳ホモジネートを SSW に付着させたサ

ンプルから PrP

res

を増幅させる場合には、ハ

ムスター正常脳に浸漬させた SSW でも、PrP

res

の de novo合成がまれに認められる場合があ

り、この問題点に対する解決策として、反応

系へのジギトニンの添加が、de novo 合成の

抑制に効果的であることを見出した。 

SSW を用いた場合、およそ 10

-9

希釈まで定

量可能であったが (図 5)、SSW に付着させた

感染脳からの増幅効率は脳ホモジネートを

用いた場合よりも低く、検出感度は 100 倍程

度低下した。このことから、SSW を用いるよ

りも感染脳ホモジネートを用いたほうが高

感度かつ迅速に滅菌効果を評価できると考

えられた。 
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