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研究成果の概要（和文）：  鋭敏なPMCA法の開発とその臨床応用を行うため、PMCA法の迅速化、英国でのPMCA法
の標準化、血漿を用いた阻害効果の排除を中心に研究を行った。迅速化に関しては、当初予想もしなかったイオ
ン交換樹脂の中でプリオン蛋白には結合能力のない担体が画期的に迅速化を促進することを見出し、英国におけ
る標準化も東北大学と同等のレベルかそれ以上希釈したサンプルでもPMCAで増幅できることを確かめた。現在
は、臨床応用一歩手前のvCJDプリオンの血漿を用いた標準サンプルを用いた試験の最中である。さらに、血漿中
の阻害因子を排除する方法の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：  To establish a highly sensitive PMCA method, we studied the method to 
perform PMCA in a short period, the standardization in UK, and the exclusion of the inhibitory 
factor in plasma. Fortunately, we found the special carrier to enhance PMCA sensitivity in a short 
period. We also succeeded the standardization between Tohoku University and Scotland blood bank 
research group in the same amplification level. Now, UK group is going to examine plasma samples 
with or without vCJD infection. Finally, we found the new method to exclude the inhibitory factor in
 plasma samples

研究分野：プリオン感染
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１．研究開始当初の背景 
牛 海 綿 状 脳 症 (BSE) 由 来 の variant 

Creutzfeldt-Jakob disease(vCJD)の出現によっ

て、輸血や血液製剤への vCJDプリオンの 

混入が危惧されていた。実際、英国では輸血

によって vCJD が感染したと考えられる症例

が４例存在するし、現時点でも英国は自国の

血液を使用した血液製剤の作製を中止した

ままである。翻って、我が国では２００１年

に BSEの存在が明らかとなり、２００５年英

国への渡航歴のある前述の症例が１名 vCJD

を発病し、現在でも献血の除外項目として、

英国１カ月、ヨーロッパ６カ月の滞在者が挙

げられている。vCJD 患者では、中枢神経系

以外に全身のリンパ装置の中にある FDC（濾

胞樹状細胞）に異常プリオン蛋白が認められ、

孤発性 CJD と比較して血液や腸管などの感

染性が高いことが当初より想像されていた

が、現実問題として輸血での感染例が報告さ

れるに至り、血液などを利用した高感度の 

プリオン検出法の開発は、急を要する研究課

題となった。 
 
２．研究の目的 

BSE(牛海綿状脳症)由来の vCJDは、輸血

など血液を介する 2次感染が報告され、感染

拡大が懸念されている。我々は、vCJD の血

液という量的に少ないプリオンをも 1010倍以

上に増幅し得る cell PMCA法を開発した。本

申請では、英国の CJDサーベイランスユニッ

トと協力してこの cell PMCA法の臨床応用し、

微量のプリオンの検出を行い、安全な輸血体

制を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）Cell PMCA法の迅速化  

我々の開発した cell PMCA法は、vCJD

プリオンを 1010倍以上増幅するという血液や

髄液からの増幅には十分な感度を有してい

る。しかしながら、その増幅期間としてまだ

2.5 週間程度必要とし、血液製剤等の検査と

しては実用的であるが、輸血用の血液検査と

してはこの検査法を迅速化する必要がある。

まず、cell PMCA法の迅速化を目指して研究

を行う。 

 

（2）英国研究室との cell PMCA法の標準化 

本研究は英国での海外調査を主として

行うものであり、英国の CJDサーベイランス

ユニットの研究者とは、すでに cell PMCA法

に使用する基質や材料をやり取りしあって

英国でも vCJD プリオンの増幅に有効である

ことを確認しているが、東北大学での 1010倍

増幅までの水準には達していないのが現状

である。PMCAに使用するチューブ、PMCA

機器の標準化、sonication & incubationの条件

など英国との PMCA 法の方法論の標準化を

行う。特に、この標準化には頭脳循環を加速

する若手研究者戦略的海外派遣プログラム

（平成 24年度開始 JSPS）により、竹内助教

を直接英国に派遣して標準化を進める。 

 

（3）血漿等材料の検討 

髄液などの共存するタンパク質の少な

い溶液と異なり、血液からの増幅は、PMCA

法による増幅阻害因子が血漿中に存在する

という報告もあり、これらの阻害因子を回避

する方法を開発することも研究に加えた。 
 
４．研究成果 

（1）Cell PMCA法の迅速化 

我々の開発した cell PMCA法は、ヒトの

脳やトランスジェニックマウスの脳ホモジ

ネートを利用するのではなく、293F細胞に発

現させた 129Met 型のプリオン蛋白を使用す

ることによって、再現性良く施行することが

可能であり、しかも本方法の開発中に見出し

た、ヘパリンの添加によって 10-10倍まで希釈

したサンプルも増幅できる系となった。しか

し、１ラウンド当たり 3～4 日必要とする系

であるので、次頁図のように 6ラウンド繰り

返すには 18～24 日という長期間の検査日数

が必要である。 



 

そこで、プリオン蛋白と結合する担体を見つ

けてより効率よく PMCAを行う目的で、陽イ

オン交換樹脂、陰イオン交換樹脂などの担体

を PMCA の tube 内に入れて迅速化を目指し

たところ、当初目指していた結合する担体で

はなく、全く結合しない担体の中に画期的に

PMCA の迅速化に役立つ担体が存在するこ

とを突き止めた。本担体を用いることによっ

て２ラウンドの PMCA で 10-11希釈したサン

プルを増幅可能であることを発見した。 

（2）英国研究室との cell PMCA法の標準化 

   頭脳循環を加速する若手研究者戦略的

海外派遣プログラムにサポートされて、英国

研究室へ共同研究者の竹内助教を２０１４

年度１年間派遣することが出来た。彼女の派

遣によって、画期的に英国での標準化が進ん

だ。また、彼女が持参した正常 PrPのサンプ

ルを基質として英国の CJD サーベイランス

では独自の PMCAを行い、共同論文として報

告した。当初目標として掲げた、PMCA標準

化に関しては、スコットランド血液バンクの

Mark Turner らのグループが東北大学レベル

の 10-10 倍まで希釈したサンプルを増幅可能

とし、さらに最新のデータでは 10-11倍までの

希釈の増幅にも成功している。彼女をエジン

バラに派遣したことによって最も困難が予

想された日英での標準化に成功した。Turner

博士らのグループによって、本 PMCA法の臨

床応用に向けた標準サンプルを用いた検査

が現在も進行中である。 

（3）血漿等材料の検討 

血漿中の PMCA 増幅の阻害因子を解析

するため、まず我々はどの程度の希釈で阻害

効果がなくなるのかを検討した。 

 
その結果、上図のように全く予想外の結果が

得られた。ほとんどの予想、ないし血液での

阻害効果は１０％程度の希釈に留まってお

り、我々も３％～２０％までの希釈では阻害

効果が前面に出ている結果であったが、なん

と３０％以上の濃度で血漿を検査すると 

むしろ阻害効果というよりも促進効果が見

られることを明らかとした。現時点での、阻

害効果と促進効果の２相性であることを

Transfusion誌に報告し、さらに報告前から英

国の共同研究者にもこの効果を開示してい

る。現在は、特に促進効果をもたらす因子を

同定するという新しい目的に向かって研究

を開始するという当初では予想もしなかっ

た方向に研究が進んでいる。 
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