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研究成果の概要： 
1. イギリスウエッブリッジ獣医学研究所より供与していただいた牛海綿状脳症罹患牛血清成

分の解析を行った結果、グリア線維性酸性蛋白質（GFAP）に対する自己抗体と抗原 GFAPの逸脱

を発見した。2.スクレーピーマウス感染実験系を確立し、プリオン病発症マウス血清中に低分

子のペプチドを発見した。以上より、BSE牛血清中にGFAP自己抗体は神経細胞の崩壊によりGFAP

の逸脱が生じていることが原因であり、これらを検出する事で生前診断できる可能性を示した。 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 6,200,000 1,860,000 8,060,000 

２００７年度 4,300,000 1,290,000 5,590,000 

２００８年度 4,200,000 1,260,000 5,460,000 

年度    

  年度    

総 計 14,700,000 4,410,000 19,110,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目： 畜産学•獣医学 • 応用獣医学 
キーワード：獣医公衆衛生 

 
１．研究開始当初の背景 

 

プリオン病に関するそれまでの研究には、次のよ

うな特徴が有った。 

（１） 実験動物を用いたものや試験管内でのプリ

オン蛋白質の重合変性に関するものがほとんどで

あり、ＢＳＥの試料を直接用いた研究はイギリス

を除いては少ない。よって、ＢＳＥ検査の改善に

つながる研究を推進する事が困難であった。 

（２）ＢＳＥ診断試験については、神経組織内で

の異常プリオンを検出するもので、確実であ

るが、神経組織の前処理を行わざるを得ず感

染の危険性や感染源の飛散等が伴う。さらに、

死後でないと検出する事が不可能であった。

よって、前頭殺処分など経済的にも社会的に

も多くの問題を内包しており、獣医師の検査

現場での混乱も生じていた。 

 本研究は、これらの限界点を克服すべく、
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異蛋白 

質の血中への逸脱や重金属の変動を通して、その 

因果関係を明らかにし、簡便で安全な生前の血液

検査を開発するものである。この測定原理は、

必ずしもＢＳＥ血液にのみ検出されるものでな

い場合がある。そこで、現在１０００頭分の各

種疾患別に牛の血液を収集してある（小岩教授）

ので、ELISA を用いて、多量の検査を可能とし、

ＢＳＥの血液中には必ず検出され、且つ特異性

の高いものを選定して行く。 

２．研究の目的 

  本研究は、スクレーピーマウス及び BSE 血清中

に見出した神経特異蛋白質と重金属の病態発生過

程での役割を明らかにし、BSE を始め多くの牛の

症例に関して生前診断試験を行う事である。 

 

３．研究の方法 

（１） 血清を一次抗体に用いた WB 

   SDS-PAGE のサンプルは S-PEK によって分画

したマウス小脳（大脳以外）の各フラクション

を調製したものをアプライし、Laemmli の方法

に基づいて行った。WB は SDS-PAGE で分離後に

メンブランに転写し、血清を希釈し 1次抗体と

して用いて、二次抗体には HRP 標識抗ウシ IgG

抗体で抗原抗体反応を行い ECLにて検出した。 

（２） ２次元電気泳動と WB 

2 次元電気泳動は S-PEK による細胞骨格のフラ

クションを調製し、IPG ゲルを用いて等電点電

気泳動を行い、続いて IPGストリップを平衡化

してから 2次元目電気泳動（SDS-PAGE）を行っ

た。その後はゲルを CBB染色してゲル中の蛋白

質を可視化した。WBは SDS-PAGE(上記 1))同様、

電気泳動後にメンブランに転写し、血清を希釈

し 1次抗体として用いて、二次抗体には HRP標

識抗ウシ IgG抗体で抗原抗体反応を行い ECLに

て検出した。 

（３）トリプシンによるゲル内消化 

 WB にて確認した目的のスポットをゲルから切

り出して、メスで細かくし CBB 脱色液に浸して脱

色する。 

その後、還元液を加え 56℃で１時間反応させ洗浄

する。次にアルキル化液を加え遮光して 45分間振

盪し洗浄した。還元アルキル化後は、ゲルを脱水

する工程の最終は 100％AN を加えてゲルを乾固さ

せ、トリプシン溶液を加えて氷上静置で吸収させ

た。十分トリプシンがゲルに浸透したら 100ｍM 

Tris Buffer 20μlを加えて 37℃で一晩イン

キュベートする。ペプチドの抽出は、さらに

抽出液を 50μl 加え撹拌後に遠心沈殿させ、

ゲルを吸わないように注意しながら上清を

ピペットで回収。この過程を二度行い、100％

ANを加えて溶出させた上清を回収する。得ら

れた上清は、遠心エバポレーターで濃縮して

MS解析用のサンプルとした。 

（４）MALDI-TOF MSによる蛋白質の特定 

 MALDI-TOF MSでの測定は、濃縮したペプチ

ド溶液を ZipTip にて脱塩、濃縮したものを

Matrix とともに金属プレートにアプライし

て、乾燥したものをレーザー照射しシグナル

を得た。得られた複数のペプチドシグナルを

Mascot 検索にかけて目的となる蛋白質を特

定した。 

 

４．研究成果 

 現在までの経緯をまとめると、 ❶スクレーピ

ーマウス血清中に特異蛋白質を発見した。 ❷上

記成果を評価され、イギリスウエッブリッジ獣

医学研究所より牛海綿状脳症罹患牛５０頭分

図−１ 自己抗体の検出 A: 牛延髄

蛋白質を二次元電気泳動で分離  B: 
BSE 牛血清を用いたウエスタンブロ

ッティング 矢印の陽性スポットは

質量分析の結果、神経特異蛋白質

GFAP と同定した 
 

 



 

 

の血清を分与された。 ❸血清成分の解析を行った

結果、グリア線維性酸性蛋白質（GFAP）に対する

自己抗体を発見した（図−１参照、2008年度プリ

オン研究会発表、特許出願中）。❹さらに、その

抗原であるGFAPを同じ血清中に見出した。 

（１） BSE罹患牛血清中GFAP自己抗体の意味につ

いて 今回、我々はBSE牛血清中に、神経組織の

アストロサイト特異的蛋白質であるGFAPに対す

る抗体が作られていることを新たに発見した（図

−１）。この発見により、未だ不明なプリオンの

神経毒性の解明において、神経組織の変化を探る

指標となる。さらに、血液を用いた生前診断への

応用に関しても非常に重要な意味を持っている。 

（２）BSE罹患牛血清中に GFAP自己抗体発生機序

について 最近、我々は二次元ウエスタンブロッ

ティングを用いて検索したところ、BSE 血液中に

抗原蛋白質 GFAPを発見した。これまで検出できな

かった原因は、 １）GFAP の存在量がごく微量で

あること。 ２) 血液中には多量のアルブミンが混

在しており、一次元ウエスタンでは多くの試料を

用いることが出来なかったこと。3) GFAP の分子

量がアルブミンと重なり、特異的バンドが検出で

きなかったことの３点であった。今回我々が用い

た二次元電気泳動ウエスタンブロッティングによ

り、検出に成功したものであり、先の発見である

自己抗体の発生機序を明らかにできた。BSE 牛の

血清はイギリス以外の国特に日本に於いてはほと

んど保存されていない。よって、今後 BSE 病態解

析や我が国で発生したときの基準血清となる貴重

な試料である。 
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