
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　異常型プリオンを含んでいるかもしれない試料を界面活性剤、コラゲナーゼ及び蛋白質
分解酵素で処理する工程と、次いで遠心分離操作を経ることなく、得られた生成物を変性
剤で処理する工程と、得られた生成物を

試薬と反応させる工程と、磁性ビーズを洗浄し、磁力により磁性ビーズを
集める工程と、前記第１抗体又はその抗原結合性フラグメントに捕捉された、変性剤処理
した異常型プリオンと抗原抗体反応する第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを反応
させる工程と、磁性ビーズを洗浄し、磁力により磁性ビーズを集める工程と、磁性ビーズ
に結合した第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを測定する工程とを含む、異常型プ
リオンの測定方法。
【請求項２】
　前記変性剤は、グアニジン若しくはその酸付加塩又はグアニジンチオシアン酸若しくは
その塩である請求項１記載の 。
【請求項３】
　前記第１抗体は、モノクローナル抗体 44B1(FERM P-18515)又はモノクローナル抗体 72-5
(FERM P-18516)である請求項１ 記載の 。
【請求項４】
　異常型プリオンを含んでいるかもしれない試料を界面活性剤、コラゲナーゼ及び蛋白質
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、磁性粒子に、変性剤処理した異常型プリオンと
抗原抗体反応する第１抗体又はその抗原結合性フラグメントを不動化して成る異常型プリ
オン免疫測定用

方法

又は２ 方法



分解酵素で処理する工程と、次いで遠心分離操作を経ることなく、得られた生成物を変性
剤で処理する工程と、得られた生成物と、変性剤処理した異常型プリオンと抗原抗体反応
する第１抗体と、表面にプロテインＧが結合された磁性粒子とを反応させる工程と、磁性
ビーズを洗浄し、磁力により磁性ビーズを集める工程と、前記第１抗体に捕捉された、変
性剤処理した異常型プリオンと抗原抗体反応する第２抗体又はその抗原結合性フラグメン
トを反応させる工程と、磁性ビーズを洗浄し、磁力により磁性ビーズを集める工程と、磁
性ビーズに結合した第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを測定する工程とを含む、
異常型プリオンの測定方法。
【請求項５】
　試料を界面活性剤、コラゲナーゼ及び蛋白質分解酵素で処理する工程は、界面活性剤処
理、コラーゲン処理、蛋白質分解酵素処理をこの順序で逐次行うことにより行われる請求
項 記載の方法。
【請求項６】
　前記蛋白質分解酵素がプロテインアーゼＫである請求項 ないし のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項７】
　蛋白質分解酵素処理後、該蛋白質分解酵素の阻害剤を添加する工程をさらに含む請求項

ないし のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記第２抗体又はその抗原結合性フラグメントが標識されており、磁性ビーズに結合し
た第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを測定する工程は、磁性ビーズに結合した該
標識を測定することにより行われる請求項 ないし のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
　本発明は、異常型プリオン免疫測定用試薬を用いた異常型プリオンの免疫測定方法に関
する。
【０００２】
【従来の技術】
異常型プリオンは、狂牛病に代表されるプリオン病の原因となるタンパク質である。異常
型プリオンは、蛋白質分解酵素に耐性を有しているため、経口摂取しても消化酵素による
分解を受けずに動物体内に侵入し得る。一旦動物体内に侵入すると、脳、脊髄、眼球など
の特定部位において新たに生産される正常型プリオンを異常型プリオンに変えてしまう働
きをし、この結果、これらの特定部位において異常型プリオンが蓄積する。脳に異常型プ
リオンが蓄積すると、脳がスポンジ状になり、動物は死に至る。近年、ウシの異常型プリ
オンをヒトが経口摂取することにより、ヒトもプリオン病に罹患することがわかり、大き
な問題となっている。ウシからヒトへの感染を完全に防止するためには、ウシが狂牛病に
感染しているか否かを屠殺される全てのウシについて検査し、陰性のものだけを食用に供
することが求められる。
【０００３】
従来より、異常型プリオンは、ＥＬＩＳＡやウェスタンブロットのような免疫測定により
検出されている。異常型プリオンは、正常型プリオンとアミノ酸配列の一次構造が同じな
ので、正常型プリオンと交差反応しない抗異常型プリオン抗体を作製することは容易では
なく、従来法では、異常型プリオンがプロテインアーゼＫに耐性であるが正常型プリオン
はプロテインアーゼＫに分解される性質を利用して、脳組織等の被検試料をプロテインア
ーゼＫで処理することにより、正常型プリオンを分解、除去した後に免疫測定を行ってい
る。さらに、異常型プリオンは、凝集する性質があり、抗プリオン抗体によって認識され
るエピトープが露出していない。このため、プロテインＫによる処理後、免疫測定の前に
グアニジンチオシアン酸のような変性剤で処理して凝集状態を解除し、エピトープを露出
させてから免疫測定を行っている。
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【０００４】
従来行われているウェスタンブロット法は、電気泳動を行う必要があり、煩雑で時間がか
かるので、多数のウシを短時間に検査しようとするためには適していない。また、ＥＬＩ
ＳＡプレートを用いるＥＬＩＳＡによる場合は、必要な感度を達成するために、プロテイ
ンアーゼＫ処理後の組織をグアニジンチオシアン酸で変性処理する前に、 SDSによる一次
変性処理及びメタノール処理（蛋白質濃縮操作）を行う必要があり、メタノール処理の前
及びグアニジンチオシアン酸処理の前にそれぞれ遠心分離を行う必要がある。遠心分離操
作は時間がかかるので、多数のウシを短時間に検査しようとするためには適していない。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
従って、本発明の目的は、時間のかかる電気泳動操作や遠心分離操作を行うことなく、高
感度に異常型プリオンを検出することができる免疫測定法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
本願発明者らは、鋭意研究の結果、磁性粒子を固相としたサンドイッチ法により、電気泳
動操作や遠心分離操作を行うことなく高感度に異常型プリオンを免疫測定することができ
ることを見出し、本発明を完成した。
【０００７】
　すなわち、本発明は、異常型プリオンを含んでいるかもしれない試料を界面活性剤、コ
ラゲナーゼ及び蛋白質分解酵素で処理する工程と、次いで遠心分離操作を経ることなく、
得られた生成物を変性剤で処理する工程と、得られた生成物を

試薬と反応させる工程と、磁性ビーズを洗浄し、磁
力により磁性ビーズを集める工程と、前記第１抗体又はその抗原結合性フラグメントに捕
捉された、変性剤処理した異常型プリオンと抗原抗体反応する第２抗体又はその抗原結合
性フラグメントを反応させる工程と、磁性ビーズを洗浄し、磁力により磁性ビーズを集め
る工程と、磁性ビーズに結合した第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを測定する工
程とを含む、異常型プリオンの測定方法を提供する。さらに、本発明は、異常型プリオン
を含んでいるかもしれない試料を界面活性剤、コラゲナーゼ及び蛋白質分解酵素で処理す
る工程と、次いで遠心分離操作を経ることなく、得られた生成物を変性剤で処理する工程
と、得られた生成物と、変性剤処理した異常型プリオンと抗原抗体反応する第１抗体と、
表面にプロテインＧが結合された磁性粒子とを反応させる工程と、磁性ビーズを洗浄し、
磁力により磁性ビーズを集める工程と、前記第１抗体に捕捉された、変性剤処理した異常
型プリオンと抗原抗体反応する第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを反応させる工
程と、磁性ビーズを洗浄し、磁力により磁性ビーズを集める工程と、磁性ビーズに結合し
た第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを測定する工程とを含む、異常型プリオンの
測定方法を提供する。
【０００８】
【発明の実施の形態】
　上記の通り、本発明 磁性粒子に、変性剤処理した異常型プリオン
と抗原抗体反応する第１抗体又はその抗原結合性フラグメントを不動化して成るものであ
る。
【０００９】
磁性粒子としては、表面に抗体を結合することができ、磁性を有する粒子であれば特に限
定されるものではない。免疫測定の固相に磁性粒子を用いること自体は公知であり、従来
より免疫測定に用いられている、例えばフェライトで被覆したラテックス又はポリマー粒
子等を好適に用いることができる。また、抗体の結合を容易にするために、免疫グロブリ
ンのＦｃ領域と結合する性質を有するプロテインＧを表面に結合した免疫測定用磁性粒子
が知られており、このような免疫測定用磁性粒子を好適に用いることができる。磁性粒子
の粒径は、特に限定されないが通常、１μｍないし６μｍ程度、好ましくは２μｍ～４μ
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ｍ程度である。これらの条件を満足する免疫測定用磁性粒子は市販されており、市販品を
好ましく利用することができる。
【００１０】
磁性粒子の表面には、変性剤処理した異常型プリオンと抗原抗体反応する第１抗体又はそ
の抗原結合性フラグメントが不動化される。ここで、「変性剤」とは、凝集状態にある異
常型プリオンの内部にあるエピトープ部分を露出させることができる薬剤であり、好まし
い例としては、グアニジン若しくはその酸付加塩又はグアニジンチオシアン酸若しくはそ
の塩を挙げることができる。第１抗体は、異常型プリオン又は正常型プリオンを免疫原と
して動物に投与する常法により容易に作製することができる。なお、異常型プリオンと正
常型プリオンは、一次アミノ酸配列が完全に同一又はほぼ完全に同一であるので、抗正常
型プリオン抗体は、通常、変性剤処理した異常型プリオンと抗原抗体反応する。免疫原と
して用いるプリオンは、検査に供する動物種由来のプリオンであることが好ましいが、プ
リオンのアミノ酸配列は種を越えてよく保存されているので、検査に供する動物のプリオ
ンと交差反応する抗体の産生を誘起できるものであれば、他種動物のプリオンを免疫原と
して用いてもよい。例えば、マウス由来プリオンを免疫原として用いて誘起された抗マウ
スプリオン抗体は、マウスのみならずウシ、ヒツジ、ハムスター等のプリオンと交差反応
するし、ウシ由来プリオンを免疫原として用いて誘起された抗ウシプリオン抗体は、ウシ
のみならず、ヒトを含む霊長類、ヒツジ、ウサギ、ミンク、マウス、ハムスター等と交差
反応する。また、免疫原は、大腸菌等を宿主として遺伝子工学的手法により生産した組換
え型プリオンであってもよい。第１抗体は、ポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体
でもよいが、精度及び再現性を高める観点からモノクローナル抗体が好ましい。また、第
１抗体に代えて、第１抗体の Fabフラグメントや F(ab')2フラグメントのような抗原結合性
フラグメントを用いることもできる。ただし、磁性粒子表面に結合されたプロテインＧに
第１抗体を結合させる場合には、抗体の Fc領域が必要となるので、 Fc領域を欠く抗原結合
性フラグメントを用いることはできない。
【００１１】
　磁性粒子の表面に担持する抗体の量は、正確な免疫測定が可能な量であれば特に限定さ
れないが、通常、１～５重量％の磁性粒子の懸濁液に、抗体の重量換算で１０～１００μ
ｇ／ｍｌ程度の濃度になるように抗体又はその抗原結合性フラグメントを添加し、放置す
ることにより磁性粒子に担持される程度の量が好ましい。また、磁性粒子表面上への抗体
の結合は、磁性粒子懸濁液に抗体又はその抗原結合性フラグメント（通常、溶液の形態に
ある）を添加し、室温で３０分間ないし２時間程度放置することにより達成することがで
きる。なお、磁性粒子の表面にプロテインＧが結合されている場合には、予めプロテイン
Ｇに第１抗体を結合したものを調製し、これを試料と反応させてもよいし、免疫測定時に
、被検試料と共に第１抗体を添加することにより、第１抗体をその場で磁性粒子に結合し
てもよい。免疫測定時に第１抗体をその場で結合させる場合、第１抗体が磁性粒子上に先
ず不動化されてそれに変性剤処理した異常型プリオンが結合する場合と、第１抗体と変性
剤処理した異常型プリオンが先ず結合し、生成された抗原抗体複合物の第１抗体のＦｃ領
域がプロテインＧに結合する場合とが同時に生じると考えられるが、これらの場合も本発
明の方法に包含されるものと解釈する。
【００１２】
　次に、上記異常型プリオン免疫測定用試薬を用いた、異常型プリオンの免疫測定方法に
ついて説明する。
【００１３】
本発明の免疫測定方法に供される試料は、異常型プリオンを含むかもしれないいずれのも
のであってもよく、好ましい例として、脳、脊髄、眼球、回腸遠位部等の組織を挙げるこ
とができるが、これらに限定されるものではなく、これらと接触した可能性のある他の部
位の組織や、器具、環境等であってもよい。また、試料は、いずれの動物種由来のもので
あってもよく、通常、ウシ、ヒツジ、ヒト、ネコ、マウス等、プリオン病に罹ることがわ
かっている動物種に由来するが、これら以外の動物種であってもよい。
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【００１４】
本発明の第１工程では、試料を界面活性剤、コラゲナーゼ及び蛋白質分解酵素で処理する
。この工程は、単一工程で行うことも、２工程以上に任意に分けて行うことも可能である
が、界面活性剤処理、コラゲナーゼ処理、蛋白質分解酵素処理を別々にこの順序で行うこ
とが好ましい。
【００１５】
界面活性剤処理は、試料組織をバラバラにするために行うものであり、この目的に用いる
ことができるいずれの界面活性剤も採用することができる。界面活性剤は、両イオン性、
陽イオン性、陰イオン性、非イオン性のいずれの界面活性剤でも良いが、両イオン性界面
活性剤が好ましい。また、試料組織は、界面活性剤と共にすりつぶして組織乳剤の形態に
することが好ましい。使用する界面活性剤の量は、特に限定されないが、通常、２～８重
量％程度の界面活性剤を用いて５～２０重量％程度の濃度の組織乳剤を調製することが好
ましい。界面活性剤処理の条件は特に限定されないが、通常、２０～１００℃、好ましく
は５５～７５℃で、１５～２４０分間、好ましくは３０～９０分間程度が適当である。
【００１６】
コラゲナーゼ処理は、試料組織中に含まれるコラーゲンを分解してプリオンが蛋白質分解
酵素と接触しやすくするために行うものである。コラゲナーゼの使用量は特に限定されな
いが、試料組織１００ｍｇ当たり、通常、 0.2～ 2 mg程度が適当である。また、コラゲナ
ーゼ処理の条件は特に限定されないが、通常、コラゲナーゼの至適温度又はその近傍（±
３℃程度）で、１時間～４時間程度が好ましい。なお、コラゲナーゼ処理と同時に、又は
コラゲナーゼ処理に続いて、 DNase処理を行って試料中の DNAを分解することが好ましい。
DNaseの使用量は、特に限定されないが、試料組織１００ｍｇ当たり、通常、 20μｇ～ 80
μｇ程度が適当である。また、 DNase処理を独立して行う場合の処理条件は、上記コラゲ
ナーゼ処理の条件と同様でよい。
【００１７】
蛋白質分解酵素処理は、正常型プリオンを分解するために行うものであり、正常型プリオ
ンを分解することができるいずれの蛋白質分解酵素も用いることが可能である。好ましい
蛋白質分解酵素としてプロテインアーゼＫを挙げることができる。蛋白質分解酵素の使用
量は、特に限定されないが、試料組織１００ｍｇ当たり、通常、 20μｇ～ 80μｇ程度が適
当である。また、蛋白質分解酵素処理の条件は特に限定されないが、通常、蛋白質分解酵
素の至適温度又はその近傍（±３℃程度）で、１５分間～１時間程度が好ましい。蛋白質
分解酵素処理を行うことにより、正常型プリオンは分解されるが、異常型プリオンは蛋白
質分解酵素に対して耐性を有しているので分解されず、後の免疫測定工程において測定可
能である。　蛋白質酵素処理工程後、後の工程で変性剤処理した異常型プリオンが分解さ
れることを防止するために、用いた蛋白質分解酵素の阻害剤を添加して蛋白質分解酵素を
失活させておくことが好ましい。
【００１８】
次に、得られた生成物を変性剤で処理し、凝集を解いてエピトープを露出させる。変性剤
としては、上記したグアニジン若しくはその酸付加塩又はグアニジンチオシアン酸若しく
はその塩が好ましいが、これらに限定されるものではない。変性剤処理における変性剤の
濃度は、特に限定されないが、最終濃度で１～６Ｍ、さらに好ましくは４～６Ｍ程度であ
る。また、処理条件は、特に限定されないが、通常、２０～８０℃、好ましくは５５～７
５℃で、１５～９０分間、好ましくは１５～３０分間程度が適当である。なお、次の免疫
測定に入る前に、変性剤の濃度が 0.2～ 0.8Ｍ程度になるように希釈し、免疫測定に使用さ
れる抗体又はその抗原結合性フラグメントが変性しないようにすることが好ましい。
【００１９】
本発明の方法では、上記蛋白質分解酵素処理工程と変性剤処理工程との間に、遠心分離操
作を含む工程が入らない。従って、試料調製にかかる時間を従来法よりも大幅に短縮する
ことができ、多数の検体について短時間に検査を行わなければならない場合等にとりわけ
有利である。
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【００２０】
次いで、上記のようにして調製した試料を、免疫測定に供する。免疫測定の第１工程では
、試料と、第１抗体又はその抗原結合性フラグメントを不動化した磁性粒子とを接触させ
る。これは、上記のようにして調製した試料溶液に、第１抗体又はその抗原結合性フラグ
メントを不動化した磁性粒子を添加することによって行うことができるし、緩衝液のよう
な反応媒体に試料及び第１抗体又はその抗原結合性フラグメントを不動化した磁性粒子を
添加して混合することによっても行うことができる。反応液中の磁性粒子の最終濃度は、
特に限定されないが、通常、１～５重量％程度が適当であり、また、試料の最終濃度は、
出発物質として用いた組織の重量に換算して０．１～１０重量％程度が適当である。磁性
粒子の表面にプロテインＧが結合されており、磁性粒子と、第１抗体と、試料とをこの段
階で反応させる場合には、反応液中の第１抗体の最終濃度は、特に限定されないが、１０
～１００μｇ／ｍｌ程度が適当である。免疫反応の温度は、特に限定されず、４℃～３７
℃程度で行うことができ、室温で行うことが便利である。反応時間は、温度にもよるが、
室温で行う場合、特に限定されないが、３０分間ないし２時間程度でよい。この工程によ
り、試料中存在する変性剤処理異常型プリオン（抗原）が第１抗体又はその抗原結合性フ
ラグメントに結合され、ひいては磁性ビーズに結合される。
【００２１】
次いで、反応後の磁性ビーズを洗浄する。洗浄は、リン酸緩衝液のような緩衝液中にビー
ズを懸濁し、磁力によってビーズを集めることによって容易に行うことができる。洗浄液
は、 0.5～２重量％程度の界面活性剤を含んでいることが好ましい。
【００２２】
続く第３工程で、ビーズと第２抗体又はその抗原結合性フラグメントとを反応させる。第
２抗体も、第１抗体と同様、被検試料である、変性剤処理した異常型プリオンと抗原抗体
反応するものであり、第１抗体について上記した説明をそのまま第２抗体の説明として適
用できる。もっとも、第１抗体及び第２抗体の両者共にモノクローナル抗体を用いる場合
には、抗原をサンドイッチする必要があるので、第１抗体及び第２抗体の両者が同時に抗
原に結合できる抗体の組合せを選択する必要がある。この選択は、既知濃度の標準試料を
用いて実際に免疫測定を行い、正確な免疫測定が可能か否かを調べるというルーチンな実
験により容易に行うことができる。また、第２抗体又はその抗原結合性フラグメントは、
後の工程で測定する必要があるので、第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを標識し
ておくことが好ましい。抗体又はその抗原結合性フラグメントの標識は、免疫測定の分野
において周知であり、酵素標識、蛍光標識、ビオチン標識、放射標識等の周知の標識を常
法により抗体に結合することができる。また、感度を上げるために、第２抗体はポリクロ
ーナル抗体とすることも好ましい。
【００２３】
反応液中の第２抗体又はその抗原結合性フラグメントの最終濃度は、特に限定されないが
、抗体の重量として、通常、 0.2～１μｇ／ｍｌ程度が適当である。また、免疫反応の温
度は、特に限定されず、４℃～３７℃程度で行うことができ、室温で行うことが便利であ
る。反応時間は、温度にもよるが、室温で行う場合、特に限定されないが、３０分間ない
し２時間程度でよい。この工程により、第１抗体又はその抗原結合性フラグメントを介し
て磁性ビーズに結合されている試料中の変性剤処理異常型プリオン（抗原）に第２抗体又
はその抗原結合性フラグメントが結合され、第１及び第２抗体又はその抗原結合性フラグ
メントにより抗原がサンドイッチされる。
【００２４】
次に反応後のビーズを上記と同様に洗浄し、ビーズを回収する。
【００２５】
次いで、ビーズに結合された第２抗体又はその抗原結合性フラグメントを測定する。なお
、本明細書において、「測定」は、検出と定量の両者を包含する意味で用いており、検出
のみを行う場合も定量まで行う場合も本発明の免疫測定方法の範囲に含まれる。第２抗体
又はその抗原結合性フラグメントの測定は、第２抗体又はその抗原結合性フラグメントが

10

20

30

40

50

(6) JP 3931625 B2 2007.6.20



標識されている場合には、この標識を測定することにより容易に行うことができる。標識
の測定方法自体は免疫測定の分野において周知であり、用いた標識に応じて常法により容
易に行うことができる。第２抗体が標識されていない場合には、第２抗体を誘導した動物
の免疫グロブリンに結合する、標識した第３抗体を第２抗体に結合させ、洗浄後、第３抗
体の標識を測定することにより第２抗体を測定することができる。
【００２６】
種々の既知濃度の試料を用いて上記の免疫測定を行うことにより検量線を作成することが
でき、この検量線に基づいて未知の試料中の異常型プリオンを定量することができる。
【００２７】
本願発明者らは、種々の抗プリオンモノクローナル抗体を作出し、種々検討した結果、上
記本発明の免疫測定方法において、極めて高感度、高精度に異常型プリオンを測定するこ
とができる２種類のモノクローナル抗体の作出に成功した。すなわち、モノクローナル抗
体 (mAb)44B1及び 72-5である。これらのモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは
、生命工学工業技術研究所に寄託されており、受託番号は、それぞれ FERM P-18515及び FE
RM P-18516である。これらのモノクローナル抗体を作出した方法は、下記具体例に詳述す
る。なお、 mAb 44B1及び mAb 72-5は、いずれか一方を第１抗体として、他方を第２抗体と
して用いることにより、極めて高感度、高精度な免疫測定を行うことができる。 mAb 44B1
を第１抗体として用いることがより好ましく、また、 mAb 44B1を第１抗体として用い、第
２抗体としてポリクローナル抗体を用いても高感度、高精度な免疫測定を行うことが可能
である。
【００２８】
【実施例】
以下、本発明を実施例に基づきより具体的に説明する。もっとも、本発明は下記実施例に
限定されるものではない。
【００２９】
実施例１　　モノクローナル抗体 44B1及び 72-5の作出並びに対応エピトープの決定
(1)　モノクローナル抗体の作出
C57BL/Jマウスから常法により染色体ＤＮＡを抽出し、これを鋳型として用いてＰＣＲを
行った。ＰＣＲに用いたプライマーは、 MPrP5(aaggatccgaaaaagcggccaaagcctgga)及び MPr
P3(gagaattcagctggatcttctcccgtcgt)であった。これにより、マウスプリオン (PrP)の第２
３番目～第２３０番目のアミノ酸配列 (23-230a.a.)（２３０番目のアミノ酸のコドンの次
に停止コドンを挿入）をコードする遺伝子領域を増幅した（配列番号１）。得られた増幅
断片を原核細胞発現ベクター pRSTEB（ Invitrogen社）および pET22b（ Novagen社）に組み
込み、大腸菌にて組換え PrP（ rPrP）を発現させた (rPr23-231P（停止コドンを含む） )。
マウス rPr23-231Pは、常法に基づき、銅イオンアフィニティークロマトグラフィー、イオ
ン交換クロマトグラフィー、および逆相クロマトグラフィーにより精製した。精製 rPr23-
231Pを免疫原とした。
【００３０】
一方、プリオン感染マウス脳から分別遠心法によりマウス異常型プリオン (PrPSc)を精製
した。精製は、 Bolton, D. C.ら（ Archives of Biochemistry and Biophysics, vol. 258
, 579-590, 1987）の方法に従い行った。。得られた精製マウス PrPScも免疫原として用い
た。
【００３１】
得られた免疫原（濃度 1.0 mg/ml）を等量のフロイント完全アジュバントと混和し、 PrP遺
伝子欠損マウス（ Yokoyama et al., Journal of Biological Chemistry, vol. 276, 1126
5-11271, 2001)に 0.2 mg/mlづつ頚部皮下に接種した。免疫は２週間ごとに計３回行った
。最終免疫 3日後に脾臓を摘出し、細胞を分散させた後に、ポリエチレングリコール法に
より P3U1ミエローマ細胞との細胞融合を行った。なお、動物から抗血清も回収し、ポリク
ローナル抗体 B-103を得た。
【００３２】
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抗 PrP体産生細胞のスクリーニングは、 pRSETBおよび pET22bにて発現させたマウス rPrPを
抗原とした ELISA法により行った。マウス rPrPを吸着させた ELISAプレートにハイブリドー
マの培養上清を加えて反応させた後に洗浄し、続いてぺルオキシダーゼ標識抗マウス免疫
グロブリンロバ血清（ Amersham Farmacia社）を反応させた。ウェルを洗浄後に、ぺルオ
キシダーゼ基質を加えて、波長 405 nmにおける吸光度を測定した。ＥＬＩＳＡの結果が陽
性であったハイブリドーマの培養上清からモノクローナル抗体を精製し、種々のモノクロ
ーナル抗体を得た。
【００３３】
これらの種々のモノクローナル抗体の種々の組合せを用いて、後述する免疫測定を行い、
特に高感度、高精度で免疫測定が可能であったモノクローナル抗体として、 mAb 44B1及び
mAb 72-5を選抜した。 mAb 44B1は rPr23-231Pを免疫原として得られたものであり、 mAb 72
-5は精製 PrPScを免疫原として得られたものである。これらのモノクローナル抗体を産生
するハイブリドーマは、上記の通り生命工学工業技術研究所に寄託した。
【００３４】
(2)　対応エピトープの決定
(1)の rPr23-231Pの作製方法と同様な方法により、マウス PrPの 89-231a.a., 23-214a.a.,1
55-231a.a.及び 23-167a.a.を作製した。これらの欠損変異体を抗原とした ELISA法および
免疫ブロット法によりエピトープを含むおおまかな領域を決定した。免疫ブロットで陽性
となる抗体は連続エピトープを、陰性となる抗体は非連続エピトープを認識すると判定し
た。さらに、 PrPの連続した 13アミノ酸配列のペプチド断片を結合させたセルロース膜（
ペプスポット膜）を使用して詳細なエピトープを決定した。
【００３５】
モノクローナル抗体のエピトープは表１に示した。 mAb 72-5はマウス PrPアミノ酸 89-231
から構成される非連続エピトープを認識する。その一部はマウス PrPアミノ酸 143-151を含
む。 mAb 44B1はマウス PrPアミノ酸 155-231から構成される非連続エピトープを認識した。
【００３６】
【表１】
表１　モノクローナル抗体のエピトープ
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３７】
実施例２　　免疫測定
(1)　試料の調製
試料組織としてプリオン感染マウス脳及び、陰性対照として非感染マウス脳を用いた。マ
ウス脳を、 4%両イオン性界面活性剤 (「 Zwittergent 3-12」  (3-ドデシル -ジメチルアンモ
ニオ -プロパン -1-スルフォネート、 Calbiochem-Novabiochem社製 )、 100 mM NaCl, 5 mM M
gCl2 , 100 mM Tris (pH 7.5)を含む緩衝液中ですりつぶすし混和することにより、１０重
量％の脳組織を含む組織乳剤を調製した。組織 100 mgに対してコラゲナーゼ 0.5 mg、 DNas
e I 40μｇを加えて 37℃、 2時間処理した。組織 100 mgに対してプロテインアーゼ K 40μ
ｇを加えて 37℃、 30分間処理した。プロテインアーゼ K阻害剤であるペファブロック（ Roc
he社製）を最終濃度 1 mMになるよう加えた。グアニジンチオシアン酸を最終濃度５  Mにな
るよう加え、 PrPSc凝集体を変性させた（６５℃ ,１５分間）。グアニジンチオシアン酸の
濃度が 0.4 M以下になるように緩衝液で乳剤を希釈した。
【００３８】
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(2)　免疫測定
(1)で得られた被験試料にプロテイン G結合磁性ビーズ（ Dynal社）と第１抗体である mAb 4
4B1を加え、室温で１時間撹拌した。プロテイン G結合磁性ビーズの反応液中の最終濃度は
２重量％、 mAb 44B1の反応液中の最終濃度は 100μｇ /mlであった。磁性ビーズを 1％ Trito
n X-100（商品名）を含むリン酸緩衝液で 3回洗浄し、磁力をかけてビーズを集めた。第２
抗体としてビオチン化 mAb 72-5又はビオチン化ポリクローナル抗体 B-103を使用し、室温
で一時間反応させた。第２抗体の反応液中の最終濃度は、 1μｇ /mlであった。磁性ビーズ
を 1％  TritonX-100（商品名）を含むリン酸緩衝液で 3回洗浄し、磁力をかけてビーズを集
めた。次いで、ぺルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン（ Pierce社）（最終濃度： 2mg/
ml）と室温で 30分間反応させた。磁性ビーズを 1％  TritonX-100（商品名）を含むリン酸
緩衝液で 3回洗浄し、磁力をかけてビーズを集めた。ぺルオキシダーゼ基質 (100μｇ /mlの
ABTS及び 0.04%過酸化水素水）を加え 5分間反応させた。波長 405nmにおける吸光度を測定
した。
【００３９】
免疫磁性ビーズを用いた PrPScの検出結果は表２に示した。プリオン感染動物では陽性で
あったが、プリオン非感染動物では陰性であった。従って、免疫磁性ビーズの使用により
、プリオン感染動物にのみ存在する PrPScを特異的に検出できることが明らかとなった。
【００４０】
【表２】
表２　免疫磁性ビーズによる PrPScの検出
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００４１】
【発明の効果】
本発明により、時間のかかる電気泳動操作や遠心分離操作を行うことなく、高感度に異常
型プリオンを検出することができる免疫測定法が初めて提供された。本発明の方法では、
蛋白質分解酵素処理工程と変性剤処理工程との間に、遠心分離操作を含む工程が入らず、
また、電気泳動も不要である。従って、試料調製にかかる時間を従来法よりも大幅に短縮
することができ、多数の検体について短時間に検査を行わなければならない場合等にとり
わけ有利である。
【００４２】
【配列表】
　
　
　
　
　
　
　
　
【００４３】
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【００４４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００４５】
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种能够在不进行电泳操作和离心操作的情况下以
高灵敏度检测异常朊病毒的免疫测量方法，这需要花费很多时间。解决
方案：该试剂用于测量异常朊病毒的免疫力，其通过使变性剂和第一抗
体处理的异常朊病毒通过固定在磁性颗粒上的抗原 - 抗体反应来制备。
这种测量异常朊病毒的方法包括用表面活性剂，胶原酶和蛋白酶处理可
能包括异常朊病毒的样品的方法，通过变性剂处理所得产物而不进行离
心操作的方法，和用试剂测定所得产物的免疫力的方法。
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