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(57)【要約】
【課題】本発明は、感度が改善された、感染性プリオンタンパク質の検出方法に関する。
【解決手段】この目的のために、異種の非病原性プロテアーゼ感受性プリオンタンパク質
PrPcを調査する予定のサンプルに添加し、サンプル中に感染性プリオンタンパク質PrPSc
が存在する場合に、非対称的な自発的相互作用によってプロテアーゼ耐性プリオン凝集体
へ変換させる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)調査されるべきサンプルを準備するステップ、
　(b)異種の正常なプロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcを添加するステップ、
　(c)プリオンタンパク質PrPScがサンプル中に存在する場合に、添加した異種の正常なプ
ロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcをプロテアーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集
体に変換するステップ、
　(d)プロテアーゼと共にインキュベートするステップ、および
　(e)サンプル中のプロテアーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体を測定するステップを
含む、サンプル中のプリオンタンパク質PrPScの検出方法。
【請求項２】
　ウシ、マウス、ハムスター、ヒツジ、ヤギまたはヒト由来のプリオンタンパク質を検出
するための、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　サンプルが脳、神経組織またはリンパ細網系などの組織あるいは体液に由来することを
特徴とする、請求項1または2に記載の方法。
【請求項４】
　界面活性剤含有サンプルを調査することを特徴とする、請求項1～3のいずれか1項に記
載の方法。
【請求項５】
　サンプルをホモジネート、特に無細胞ホモジネートとして準備することを特徴とする、
請求項1～4のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６】
　新鮮なホモジネートを用いることを特徴とする、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　ステップ（b）で添加される異種のプリオンタンパク質が、サンプルの由来する種と異
なる種に由来することを特徴とする、請求項1～6のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８】
　ステップ(b)で添加される異種のプリオンタンパク質が、サンプルの由来する属と異な
る属に由来することを特徴とする、請求項7に記載の方法。
【請求項９】
　(i)ステップ(b)で添加される異種のプリオンタンパク質が齧歯動物種に由来し、かつサ
ンプルがウシ、ヒツジまたはヒトに由来すること、(ii)ステップ(b)で添加される異種の
プリオンタンパク質がヒトに由来し、かつサンプルがウシまたはヒツジに由来すること、
あるいは(iii)ステップ(b)で添加される異種のプリオンタンパク質がウシまたはヒツジに
由来し、かつサンプルがヒトに由来することを特徴とする、請求項7または8に記載の方法
。
【請求項１０】
　異種のプリオンタンパク質がホモジネート、特に無細胞ホモジネートとして添加される
ことを特徴とする、請求項1～9のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１】
　新鮮なホモジネートを用いることを特徴とする、請求項10に記載の方法。
【請求項１２】
　ステップ(c)が、異種のプロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcとサンプル中に存
在する感染性プリオンタンパク質PrPScとが非対称的な自発的相互作用を起こし、プロテ
アーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体を形成する条件下での、サンプルのインキュベー
ションを含むことを特徴とする、請求項1～11のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　インキュベーションを20～55℃、特に35～50℃の温度で実施することを特徴とする、請
求項12に記載の方法。
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【請求項１４】
　インキュベーションを少なくとも10分、特に10～240分の時間実施することを特徴とす
る、請求項12または13に記載の方法。
【請求項１５】
　ステップ(c)が実質的な生理条件下でのインキュベーションを含むことを特徴とする、
請求項1～14のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１６】
　ステップ(c)の前に超音波処理を実施することを特徴とする、請求項1～15のいずれか1
項に記載の方法。
【請求項１７】
　1以上の増幅/インキュベーションサイクルを実施することを特徴とする、請求項1～16
のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１８】
　プロテイナーゼKをステップ(d)で用いることを特徴とする、請求項1～17のいずれか1項
に記載の方法。
【請求項１９】
　プロテイナーゼKを50～100μg/mlの濃度で用いることを特徴とする、請求項18に記載の
方法。
【請求項２０】
　ステップ(e)で定量的測定を実施することを特徴とする、請求項1～19のいずれか1項に
記載の方法。
【請求項２１】
　ステップ(e)で免疫学的方法によって測定を実施することを特徴とする、請求項1～20の
いずれか1項に記載の方法。
【請求項２２】
　測定をウエスタンブロット法によって実施することを特徴とする、請求項21に記載の方
法。
【請求項２３】
　測定をイムノアッセイによって実施することを特徴とする、請求項21に記載の方法。
【請求項２４】
　測定をサンドイッチアッセイ、特にサンドイッチELISAによって実施することを特徴と
する、請求項23に記載の方法。
【請求項２５】
　TSE疾患を診断するための、請求項1～24のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２６】
　ヒトにおけるTSE疾患を検出するための、請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　家畜、農場動物および野生動物におけるTSE疾患を検出するための、請求項25に記載の
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、改善された感度で、感染性プリオンタンパク質を検出する方法に関する。こ
の目的のために、異種の非病原性プロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcを調査され
るべきサンプルに添加し、感染性プリオンタンパク質PrPScがサンプル中に存在する場合
に該PrPcが非対称的な自発的相互作用によってプロテアーゼ耐性プリオン凝集体に変換さ
れる。
【背景技術】
【０００２】
　プリオンはクールー、変異型クロイツフェルト‐ヤコブ病（vCJD）、ウシ海綿状脳症（
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BSE）、慢性消耗病（CWD）およびスクレピーなどの伝達性海綿状脳症（TSE）を引き起こ
す感染性粒子である。プリオンの主な成分は糖タンパク質PrPScであり、これは正常な細
胞表面タンパク質PrPcの高次構造が変化したアイソフォームである（Prusiner, PNAS USA
 95, 1363-1383, 1998）。疾患に関連するプリオン分子であるPrPScは正常なPrPcプリオ
ン分子を変換することにより複製することができる。
【０００３】
　プリオンの複製は、溶液中でのPrPcとPrPScの熱力学的平衡に基づく「核生成／重合（n
ucleation/polymerization）」モデルに従って生じると考えられている（JarrettおよびL
andsbury, Cell, Vol 73, 1055-1058, 1993; Masel, JansenおよびNowak, Biophys. Chem
. 77, 139-152, 1999）。
【０００４】
　このモデルの基礎は、感染性粒子はPrPScの多量体の高度に秩序化された（highly orde
red）凝集体であるが、単量体PrPSc分子は不安定であり、他のPrPSc分子との凝集によっ
てのみ安定化されるということである。したがって、複製における律速段階はPrPSc凝集
体をさらに安定化するように作用する核の形成である。
【０００５】
　PrPScオリゴマーは、新しいPrPc分子が結合し、変換されかつ組み込まれる限り凝集体
の末端で自身を伸長する。したがって、そのような「核生成プリオン複製（nucleated pr
ion replication）」は、サンプル中に存在するPrPSc核の数、およびPrPcとPrPScの互い
に相互作用する能力によって制限される。
【０００６】
　今まで、プリオンタンパク質PrPScはTSE型の疾患を診断するのに利用可能な唯一のマー
カーであった。しかし、PrPScの濃度は脳内でさえ非常に低いものであるため、かなり末
期段階のTSE疾患でのみ診断上検出することができる。このように、TSE疾患を検出するた
めの診断方法は非常に限られたものでしかない。
【０００７】
　したがって、PrPSc検出の感度を増加させる試みがなされている。近年、サンプル中のP
rPScの検出の感度を増加させる方法が、プリオン複製における上記モデルに基づいて開発
されている（SaborioらNature 411, 810-813; 2001およびSoto, Biochem. Soc. Trans. 3
0, 569-574, 2002, WO 02/04954）。PMCA(protein misfolding cyclic amplification)と
称するこの方法は、調査する予定のサンプルを非病原性PrPcに接触させることにより、サ
ンプル中に存在する少量のPrPScと添加したPrPcとを相互作用させて凝集体を形成させる
こと、形成された凝集体を脱凝集すること、およびサンプル中の病原性PrPcを測定するこ
とを含む。サンプルに添加される非病原性PrPcは、調査する予定のサンプルと同一の種に
由来する同種のPrPcである。通常この方法は実験的に加速された数サイクルのプリオン複
製からなる。各サイクルは2段階からなる。第1段階では、非常に少量のPrPScがいくらか
のPrPc分子と相互作用し、PrPcを変換し、これによりPrPScポリマーの成長を誘導する。
【０００８】
　第2段階では、これらのポリマーを超音波を用いて小さな断片に分解し、各サイクルに
おいて潜在的な核の数を指数関数的に増大させる。この方法のサイクル性により、少なく
とも理論的には、PrPScの検出のために望ましい増幅状態に達するまで必要なだけの数の
サイクルが可能である。
【０００９】
　最終的にこの方法の目的は、凝集体の成長段階および鋳型ユニットの増幅段階からなる
サイクル反応を用いてPrPc基質を消費しながら鋳型ユニットの数を指数関数的に増大する
ことである。
【００１０】
　ハムスターモデルに用いられたPMCA法が最近マウス、ヒツジ、ヤギ、ウシおよびヒトな
どの別の種について記載されており、どの種を用いるかによって、増幅のために使用する
必要がある超音波処理の強さはそれぞれのPrPScポリマーの凝集状態に応じて明確に変更
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すべきとの注釈がなされている（Anderesら, Poster presentation, Transmissible Spon
giform Encephalopathies. New perspectives for prion therapeutics, International 
Conference, December 1.-3., 2002, Paris, France）。
【００１１】
　しかし、プリオン増幅のためのサイクル法は技術的に影響され易い傾向があり、記載さ
れているように長いインキュベーション－超音波処理サイクルが必要である。
【００１２】
　Wen-QuanおよびCashman（J. Biochem. Chem. 277, 43942-43947, 2002）は、脳ホモジ
ネートを酸/塩酸グアニジニウムで処理することにより、非病原性PrPcからPrPSc様アイソ
フォームを形成することができることを記載している。これらのアイソフォームの形成は
、クロイツフェルト－ヤコブ病患者の脳由来の少量の感染性プリオンタンパク質PrPScを
添加することによって増加することができる。
【００１３】
　Lucassenら（Biochem. 42, 4127-4135, 2003）は、ハムスターまたはマウス由来のスク
レピーに感染した脳ホモジネートを同種の正常な脳ホモジネートと混合することによる、
プロテアーゼ耐性プリオンタンパク質PrPScのin vitro増幅を記載している。
【００１４】
　Horiuchiら（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97 (2000), 5836-5841）は、異種形態のプ
リオンタンパク質間の相互作用を記載している。異種プロテアーゼ感受性プリオンタンパ
ク質PrPcはプロテアーゼ耐性プリオンタンパク質PrPScに結合することができるが、非常
にわずかな程度でのみプロテアーゼ耐性状態へ変換されることが見出された。さらに、異
種プロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcの存在により、同種のプロテアーゼ感受性
プリオンタンパク質PrPcのプロテアーゼ耐性PrPScへの変換が妨げられる可能性がある。
これらの知見に基づけば、プロテアーゼ耐性プリオンタンパク質PrPScと異種プロテアー
ゼ感受性プリオンタンパク質PrPcから形成されるプリオンタンパク質凝集体が、診断用検
出方法に適切なプロテアーゼ耐性を有するであろうことは予想されるべきものではなかっ
た。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明の基礎となった目的は、サンプル中の疾患に関与するおよび/または感染性のプ
リオンタンパク質PrPScを検出するための、簡単、迅速かつ感度の高い方法を提供するこ
とであった。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明によるこの目的の解決策には、
(a)調査されるべきサンプルを準備するステップ、
(b)異種の、非病原性プロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcを添加するステップ、
(c)PrPScがサンプル中に存在する場合に、添加した異種の正常なプロテアーゼ感受性プリ
オンタンパク質PrPcをプロテアーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体に変換するステップ
、
(d)プロテアーゼと共にインキュベートするステップ、および
(e)サンプル中のプロテアーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体を測定するステップ
が含まれる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　この発明による方法は、疾患に特異的なPrPSc凝集体の存在下で、外的に添加された異
種の非病原性プロテアーゼ感受性プリオンタンパク質が、適切な条件下で非対称的な自発
的相互作用（asymmetric spontaneous interaction）と称するPrPScとPrPc間の自己誘導
結合反応によってPrPSc凝集体と結合し、かつ驚くべきことに結合相互作用によって診断
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上検出可能なプロテアーゼ耐性の状態に達するという事実に基づく。この方法により、改
善された感度での感染性プリオンタンパク質PrPScの検出、および種特異的なプリオン抗
体を用いた異種のプリオンタンパク質のアイソフォームの検出が可能である。
【００１８】
　これに関連して、PrPSc陽性サンプル中には、高分子量のプロテアーゼ耐性PrPSc凝集体
に加えて、プロテアーゼ感受性の低凝集PrPScが、不均一なポリマーサイズの様々な凝集
状態で存在することが想定される（Tzabanら, Biochemistry 41, 12868-12875, 2002）。
この低凝集のPrPScは、プロテアーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体の形成を可能にす
る非対称的な自発的相互作用の鋳型として、サンプルに添加された異種PrPcによって利用
され得る。
【００１９】
　適切な条件下で、異種PrPc基質の混合と、様々な凝集状態のPrPSc凝集体に対するその
接着/結合とにより、基質に対する保護性の結合事象が起こり得、その結果、異種PrPcのP
rPScとの結合相互作用によってプロテアーゼ消化に対する異種PrPcの耐性の増加がもたら
される。また、異種PrPcの結合に起因する凝集状態の増加は、明らかに、凝集体のプロテ
アーゼ耐性を増加することができ、したがってそれらの成分のプロテアーゼ耐性を増加す
ることができる。
【００２０】
　サンプル中にPrPScが存在する場合にのみ、PrPSc/PrPc混合凝集体の形成が生じ、この
凝集体はプロテアーゼ耐性となった異種PrPcを含有しており、プリオンタンパク質に対す
る適切な種特異的/交差反応性検出抗体の選別に依存して検出することができる。検出は
（PrPScが存在するかしないかに加えて、使用されるプリオン検出抗体の選択された特異
性に依存して）疾患特異的なPrPScの直接的または間接的な検出のためのウエスタンブロ
ット、ELISAなどの既知の方法を用いることによって実施することができる。
【００２１】
　この方法は、特に同種および特に異種の両方のプロテアーゼ感受性プリオンタンパク質
の、プロテアーゼ耐性プリオンタンパク質により誘導される共重合（すなわち結合）が、
混合系において累進的に生ずる場合に、疾患特異的PrPScの検出の感度の大幅な増加をも
たらす（異種PrPcの累進的な結合事象は、おそらく高次構造が変化したPrPcの結合に起因
してPrPScに変換され得ない凝集体中で結合しているPrPcに起因する）。
【００２２】
　第1の実施形態で、この方法は、異種PrPc基質（例えば、正常なハムスターの脳ホモジ
ネート）と潜在的にPrPSc陽性またはPrPSc陰性の鋳型（例えばBSE陽性またはBSE陰性のウ
シホモジネート）とを適切な条件下で混合すること、次いで、PrPSc鋳型凝集体上での2つ
の異種プロテアーゼ感受性プリオンタンパク質のPrP形態の自発的結合相互作用のための
インキュベーションステップ、およびそれに続くプロテアーゼ消化を含む。
【００２３】
　異種（および同種）PrPcの結合相互作用はPrPSc鋳型の存在下でのみ生じるのに対して
、異種PrPcは内因的な同種のPrPcとともにPrPSc鋳型の不在下でプロテアーゼによって完
全に消化される。
【００２４】
　凝集体におけるPrPSc鋳型への結合に起因してプロテアーゼ消化に対して耐性である異
種PrPcはその後、適切に選択された検出システムによって診断的に検出することができ、
最初から存在している疾患特異的プリオンタンパク質PrPScに対する感度の高い指標とし
て用いることができる。
【００２５】
　異種プロテアーゼ感受性PrPcを添加した後サンプルを、好ましくはスフィンゴミエリン
/コレステロールに富む界面活性剤耐性膜（DRM）、いわゆる脂質ラフトまたはカベオラ様
ドメイン（CLD）（Veyら, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, Vol. 93, 14945-14949, 1996;
 Baronら, EMBO J., 21, 1031-1040, 2002）（これらはPrPScへのPrPcの結合に必要であ
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り、これによりPrPcとPrPScはグリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）アンカーを
介して明確に結合される）の存在下、膜可溶化条件下でインキュベートする。
【００２６】
　適切な条件下で、脂質ラフト中に位置する異種プリオンタンパク質形態のPrPc/PrPSc脂
質ラフト－膜相互作用に起因して、無細胞結合/変換系でPrPcのPrPSc鋳型への非対称的な
自発的結合反応が生じ、その結果、PrPSc凝集体との結合事象によって異種PrPcの相対的
なプロテアーゼ耐性が生じ、PrPScを診断的に検出するのに使用することができる。
【００２７】
　非対称的な自発的結合反応（ASI）の診断上の利点は下記のように記載することができ
る：
－この方法は、ほぼ生理条件下で、例えば脳ホモジネートまたは他の無細胞系で簡単に実
施することができる；
－PrPSc検出の感度は、PrPScへの結合後の異種PrPcのプロテアーゼ耐性の増大によって上
昇させることができる；
－異種PrPc基質を介してPrPScを間接的に検出する可能性；
－検出抗体の選択に応じて、PrPSc/異種PrPcの加法的検出または異種PrPcのみの検出が可
能であり、その結果、組織および例えばバフィーコート等の細胞血成分、またはPrPSc鋳
型の濃度が非常に低い他の体液中のPrPScを検出する際に、感度を上昇させる；
－同種のPrPSc/PrPc結合反応（自発的変換反応、STR）と比較して、種特異性（宿主/接種
PrP分子のアミノ酸配列における分子レベルでの差異）に応じて、同種の、すなわち変換
可能なPrPcとは対照的に、変換不可能なまたは部分的にのみ変換可能なPrPcをプロテアー
ゼ耐性凝集体中で検出することができるという更なる利点がある。最初に抗体エピトープ
をPrPSc凝集体に接近可能とするのに必要なそれぞれの変性条件に応じて、接着した非変
換の異種PrPcをより簡単にモノマーとして分離することができ、かつプロテアーゼ消化後
に最初に存在していたPrPScの感度の高い検出の一助となることができる。
【００２８】
　この方法のステップ(a)は、調査する予定のサンプルの準備からなる。サンプルは、脳
、神経組織またはリンパ細網系、例えば血液または血液成分などのプリオンタンパク質を
含み得る組織あるいは体液に由来し得る。サンプルは通常、脂質ラフト保存性界面活性剤
（例えばTriton X100などの非イオン界面活性剤）を含有するホモジネートの形態で準備
される。特に、ウシまたはヒトサンプルはSDSなどのイオン界面活性剤を含まないことが
好ましい。血液、細胞血成分、バフィーコート等の体液のサンプルは、プリオンタンパク
質を含む細胞を濃縮することによって、例えばリンパ球及び他の単核細胞を血液凝固が阻
止された全血から単離することによって調製することができる（例えば、Accuspin syste
m Histopaque 1077, Sigma Diagnostics）。サンプルは、本質的に生理的な条件下（例え
ばpH6～8、および50～500mmol/l NaClに対応する塩濃度）で準備することが好ましい。プ
ロテアーゼ阻害剤またはプロテアーゼ阻害剤の組合せ（例えば、Protease-Inhibitor Coc
ktail complete, Roche Diagnostics）をサンプルに添加して、サンプル中に存在する内
生的プロテアーゼを活性化するのが有益である。ホモジナイゼーション後に、サンプルを
直接または新鮮なまま（すなわち前凍結なしに）使用することが好ましい。
【００２９】
　本発明による方法のステップ(b)は、異種の非病原性プロテアーゼ感受性プリオンタン
パク質PrPcを調査する予定のサンプルに添加することからなる。一般に各場合に本質的に
等しい濃度（例えば10％）のホモジネートを用いる場合、添加される異種プリオンタンパ
ク質とサンプル中に存在するプリオンタンパク質との比率は1：99～99：1であり、10：90
～90：10が特に好ましい。
【００３０】
　本発明の意味における「異種」という用語は、異なる種、好ましくは異なる属の正常な
プリオンタンパク質PrPcがサンプルに添加されることを意味する。例えば、齧歯動物のPr
Pc、例えばハムスターのPrPcまたはマウスのPrPcを、ウシサンプル、ヒツジサンプルまた
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はヒトサンプルに添加することが特に好ましい。また、ヒトのPrPcをウシのサンプルに添
加すること、またはウシもしくはヒツジのPrPcをヒトのサンプルに添加することも好まし
い。サンプルに添加される異種物質、好ましくはPrPcホモジネートが、ホモジナイゼーシ
ョン後に凍結されていない新鮮なホモジネートであることが特に好ましい。
【００３１】
　本発明による方法のステップ(c)は、好ましくは、異種プロテアーゼ感受性プリオンタ
ンパク質PrPcと、サンプル中に存在する感染性プリオンタンパク質PrPScとの非対称的な
自発的相互作用が起こり、プロテアーゼ耐性プリオンタンパク質凝集体が生じる条件下で
、サンプルをインキュベートすることを含む。この非対称的な自発的相互作用は、異種の
非病原性プリオンタンパク質PrPcと、サンプル中に存在する感染性プリオンタンパク質Pr
PScとの結合を含む。
【００３２】
　サンプルを20～55℃、特に35～50℃の温度でインキュベートすることが好ましい。イン
キュベーションは、感度の効果的な増加を達成するのに十分な期間で実施される。インキ
ュベーション期間は、少なくとも10分、例えば10～240分、および特に好ましくは15～120
分であることが好ましい。場合により、脱凝集ステップをステップ(c)の前に実施するこ
とができ、その際、高分子量のPrPSc凝集体が低分子量の凝集体に脱凝集される。かかる
ステップは、例えば単一の超音波処理を含むことができる。
【００３３】
　本発明による方法は、1以上の更なる増幅サイクル、すなわち例えばPMCA法に対応する1
以上の連続した超音波/インキュベーションサイクルをさらに含むことができる。
【００３４】
　一方、分析にイムノアッセイを用いた場合、本発明の特定の実施形態において高感度を
達成するのに、長いインキュベーション期間または増幅は必要ないことが見出された。
【００３５】
　本発明による方法のステップ(d)のプロテアーゼは、サンプル中に存在する同種の非病
原性プリオンタンパク質PrPcと、添加した異種のプリオンタンパク質PrPcをモノマー形態
に切断することができるが、PrPScと凝集体化した形態中に存在する添加した異種PrPcが
、切断に対して実質的に耐性であるように選択される。適当なプロテアーゼの一例はプロ
テイナーゼKである。プロテイナーゼKは50～100μg/mlの濃度で使用されることが特に好
ましい。
【００３６】
　本発明による方法のステップ(e)は、サンプル中のプロテアーゼ耐性プリオンタンパク
質PrPScの測定を含む。その測定は、当技術分野で既知の全ての方法によって定性的にま
たは/および定量的に実施することができる。適当な方法の例は、病原性プリオンタンパ
ク質が特異的抗体との反応によって測定される免疫学的方法である。
【００３７】
　特に好ましい実施形態では、プリオンタンパク質はウエスタンブロットによって測定さ
れる。このためには、サンプルを変性条件下で、例えばSDS－PAGEによって、電気泳動的
に分離し、そしてそこに含まれるタンパク質を、適当な膜、例えばニトロセルロースまた
はポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜にブロットする。次いで、プリオンタンパク質は、直
接的に標識化することができるかもしくは標識化された二次抗体によって検出可能な、ポ
リクローナルまたはモノクローナル抗プリオン抗体との反応によって、膜上で可視化され
る。これに関連して、検出可能な基質、例えば化学発光基質を用いる酵素標識が好ましい
。市販の抗プリオン抗体は実施例で言及される。
【００３８】
　一方、電気泳動による前分離なく、サンプルを適切な検出試薬と接触させるイムノアッ
セイにより測定を実施することもできる。イムノアッセイは、プリオンタンパク質に対す
る固相抗体（例えばビオチニル化抗体）および標識化抗体（例えば酵素標識した抗体）を
用いる、サンドイッチアッセイとして実施することが好ましい。1以上の抗プリオン抗体
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が用いられ、かつ酵素－抗体コンジュゲートが検出可能な酵素基質と共に標識化された二
次抗体として使用される、サンドイッチELISAによって検出を実施することが特に好まし
い。
【００３９】
　感染性PrPScがサンプル中に存在するときに形成されるプロテアーゼ耐性凝集体を検出
するために、既に言及したように、種もしくは属特異的なまたは種もしくは属に独立的な
プリオンタンパク質を認識する抗体を使用することができる。かかる抗体の2以上の組合
せまたは混合物を使用することもできる。
【００４０】
　齧歯動物、例えばハムスターまたは/およびウシプリオンタンパク質に特異的な抗体、
あるいはウシまたは/およびヒトプリオンタンパク質に特異的な抗体を含む、抗体の組合
せが、本発明による方法の特に好ましい実施形態において使用される。
【実施例】
【００４１】
　以下の実施例によって、本発明をさらに説明する。
【００４２】
実施例１：ウシ/ハムスター系における異種PrP形態間の非対称的な自発的相互作用
　この実施例では、異種PrP形態間で非対称的な自発的相互作用が起こり得る（例えばハ
ムスターPrPcがウシPrPSc凝集体と結合することができる）ことが示される。これは、同
種PrP形態間の自発的変換反応、例えば無細胞結合/変換系におけるウシPrPcのウシPrPSc
凝集体への結合、と比較される。
【００４３】
1.1　サンプルの調製
　延髄閂領域（VLA case 99/00946）から得たBSE陽性ウシ脳ホモジネート（10％ショ糖中
20％のホモジネート）を氷冷した次の正常脳ホモジネートで100倍に希釈した：
(a)0.5％Triton X100およびprotease inhibitor cocktail complete(Roche Diagnostics)
を含むPBSバッファー中の10％ホモジネートとして、健康なウシの延髄閂領域から得た正
常なウシの脳ホモジネート（同種系）または
(b)0.5％Triton X100およびprotease inhibitor cocktail complete(Roche Diagnostics)
を含むPBSバッファー中の10％ホモジネートとして、Syrianハムスターの正常な脳ホモジ
ネート（異種系）。
【００４４】
　ホモジネートは全て、Ribolyser組織ホモジナイザー(Hybaid, UK)およびHybaid(UK)の
セラミックビーズを含有するグリーンチューブを用いて、調製した。protease inhibitor
 cocktail completeを含有するPBSバッファー中で正常な脳サンプルをホモジネートした
後、Triton X100を添加して0.5％の最終濃度とし、ホモジネートを振とうしながら25℃15
分間で可溶化した。次いで、正常な脳ホモジネートを氷槽に置き、上述したBSEの脳ホモ
ジネートと混合した。その後、200μlのアリコートを以下に記載される処理手順に供した
。なお、0分のサンプルは氷槽で維持した。
【００４５】
　インキュベーションの直後に、全てのサンプルをプロテイナーゼK（最終濃度100μg/ml
）により、37℃60分間で消化した。PMSFを40mMの最終濃度で添加することによって反応を
停止した。次いで、サンプルをアリコートに分け、分析した。  
正常ハムスターサンプル（消化対照）：サンプル2；
正常ウシサンプル（消化対照）：サンプル9；
同種系（ウシPrPSc/ウシPrPc）：
500rpmで振とうしながら（エッペンドルフシェーカー）47℃で0/15/30/60分間のインキュ
ベーション；サンプル10～13；
Becher共振器（BR30）とサンプル保持装置（EH3）とを備えたマイクロ超音波処理器（mic
rosonicator）（Bandelin Electronik, Sono plus, Berlin）を用いた間接的な超音波処
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理（15秒の1パルス）に続いて、500rpmで振とうしながら（エッペンドルフシェーカー）
、47℃で0/15/30/60分間のインキュベーション：サンプル14～17；
異種系（ウシPrPSc/ハムスターPrPc）
500rpmで振とうしながら（エッペンドルフシェーカー）室温で0/60分間のインキュベーシ
ョン：サンプル3、4；
500rpmで振とうしながら（エッペンドルフシェーカー）47℃で0/60分間のインキュベーシ
ョン：サンプル5、6；
Becher共振器（BR30）とサンプル保持装置（EH3）とを備えたマイクロ超音波処理器（mic
rosonicator）（Bandelin Electronik, Sono plus, Berlin）を用いた間接的な超音波処
理（1パルス、15秒）に続いて、500rpmで振とうしながら（エッペンドルフシェーカー）
、47℃で0/60分間のインキュベーション：サンプル7、8。  
　一定のインキュベーション期間の後、サンプルを氷槽に戻し、続いてプロテイナーゼK
により並行して消化した。
【００４６】
1.2　ウエスタンブロット分析
　SDS－PAGEを還元条件（95℃で5分）下でサンプルを2xSDSサンプルバッファーと混合す
ることによって実施し、続いてPVDF膜上にエレクトロブロットした。膜をDigブロックお
よび洗浄バッファーキット（Roche Diagnostics）で処理し、そして、一組の様々な種特
異的なモノクローナル抗プリオン抗体（以下で述べる）と共に1時間インキュベートし、
その後、ヒツジ抗マウスIgG－アルカリホスファターゼコンジュゲート（40mU/ml）Fabフ
ラグメント（Roche Diagnostics）と共に30分間インキュベートした。膜における反応性
は、CDP-Star化学発光基質を使用して発色させ、Lumilmagerシステム（Roche Diagnostic
s）で可視化（約10分）した。
【００４７】
　ウエスタンブロット用のモノクローナル抗体：
抗体L42(R Biopharm, Germany)：250ng/ml；ウエスタンブロットにおいて、L42はヒトお
よびウシPrPと反応するが、ハムスターPrPとは弱い交差反応性のみを有する（図6）。  
ICSM 18（Imperial College London, UK）：500ng/ml；ICSM 18はハムスター、ヒトおよ
びウシPrPと反応する（図１）。  
ICSM 35（Imperial College London, UK）：500ng/ml；ICSM 35はヒトおよびウシPrPと反
応し、かつICSM 18に比べて、ウシPrPよりもハムスターPrPとより強く反応する（図3）。
  
3F4（Signet, USA）：500ng/ml；ウエスタンブロットにおいて、3F4はハムスターおよび
ヒトPrPと反応するが、ウシPrPとは反応しない（図4）。  
12F10（SPIO-BIO, France）：500ng/ml；12F10はヒトおよびウシPrPと反応する（図2）。
【００４８】
6H4（Prionics, Switzerland）：500mg/ml；6H4はヒトおよびウシPrPと反応し、かつハム
スターPrPとはわずかな程度で反応する（図5）。
【００４９】
　ウエスタンブロットにおけるサンプル2～17の結果は図1～6に示される。30kDより小さ
なプロテイナーゼK耐性ウシプリオンのバンド（PrPScに典型的な二グリコシル化、一グリ
コシル化および非グリコシル化バンド）が、使用された抗体（ICSM 18、12F10、6H4およ
びL42）の特異性に応じて、同種のウシPrPSc/ウシPrPc系（サンプル10～17を参照）で見
出された。約35kDaでのバンドパターンは、依然として変換されていない、結合したウシP
rPcと解釈される（サンプル10～17を参照）。
【００５０】
　一方、おそらくハムスターPrPcよりなるプロテイナーゼK耐性ハムスタープリオンのバ
ンド（約35kDa）は、異種のウシPrPSc/ハムスターPrPc系、すなわち異種PrPc結合が生ず
る可能性がある系（抗体の反応性パターンICSM 18、35、3F4および6H4、サンプル3～8を
参照）で認めることができる。プリオンタンパク質のアミノ酸配列およびプリオンタンパ



(11) JP 2009-513927 A 2009.4.2

10

20

ク質上の抗体エピトープ認識における種差に応じて、異種系で形成されたPrPSc分子のグ
リコフォーム分布および見掛けの分子量を伴う限定的な変換プロセス（ICSM 18認識パタ
ーン、サンプル3～8）を見出すことができ、該PrPSc分子は同種系における新しく変換さ
れたPrPSc分子に対応する（抗体ICSM 18のプリオンタンパク質認識パターンの結果として
のみ可視化される）。正常なハムスター脳/ウシ脳ホモジネート（希釈実験に使用される
）は、プロテアーゼ耐性PrPバンドを生じなかった（サンプル2および9）。プロテイナー
ゼKを用いるウエスタンブロットにおける二次抗体の特定の交差反応性は、約30kDaのバン
ドの存在によって明らかにされる（サンプル2、9、3～8、10～17）。
【００５１】
　120、100、80、60、50、40、30および20kDaのバンドを有する、Magic Mark Western St
andard(Invitrogen)を分子量対照として用いた（いずれの場合もサンプル1）。
【００５２】
1.3　ELISA分析
　サンプルを2ｘグアニジニウムHCl変性バッファー（7.6MグアニジニウムHCl、最終濃度3
.8M グアニジニウムHCl）と室温で15分間、450rpmで振とうしながら混合して、抗体反応
性エピトープを曝露した。次いで、40μlのサンプルを、ICSM 35 IgG-ビオチン（1μg/ml
）/ICSM 18 Fab'-PODポリコンジュゲート（100 mU/ml）の抗体コンジュゲートミックスを
含む、200μlのインキュベーションバッファーに添加し、これをサーモ－BSA－ストレプ
トアビジンで被覆したマイクロタイタープレート（Biocoat, Germany）中で振とうしなが
ら（400rpm）25℃で2時間インキュベートした。プレートをPBS/0.05 % Tween 20で洗浄し
、固定された免疫複合体は、TMB基質を用いて（200μl、5分）検出した。酵素反応は50μ
lの停止液（2M H2SO4）を添加することによって停止した。OD値は2波長測光器を用いて、
450nmと、690nmの参照波長で測定した（ブランク値＝0.017）。
【００５３】
　結果は表1に示される。  
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【表１】

【００５４】
　プロテイナーゼK耐性ウシPrP凝集体は、同種のウシPrPSc/ウシPrPc系において、使用さ
れた実験条件下で、インキュベーション時間（0～60分）と無関係に形成される（サンプ
ル10～13および14～17を参照）。
【００５５】
　サンプル9は、同種の希釈実験におけるPrPc供給源として用いられた、正常なウシの脳
ホモジネート（PrPc消化対照）である。
【００５６】
　プロテイナーゼK-耐性凝集体は、異種のウシPrPSc/ハムスターPrPc系において認識でき
、使用された実験条件下で、インキュベーション時間/温度とは無関係に形成される（サ
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ンプル3/4、5/6、7/8参照）。異種のウシPrPSc/ハムスターPrPc系における値は、同種の
ウシPrPSc/ウシPrPc系における値よりも驚くほど高い。
【００５７】
　サンプル2は、異種の希釈実験におけるPrPc供給源として使用された。正常なハムスタ
ーの脳ホモジネート（PrPc消化対照）である。異種のウシPrPSc/ハムスターPrPc系におけ
る超音波処理後には、超音波処理をしていないサンプル（ELISAサンプル5、6）と比べて
、ELISA系におけるOD値の減少が生じ得る（ELISAサンプル7、8；約25％の減少）。一方、
この減少は同種のウシPrPSc/ウシPrPc系では生じない（ELISAサンプル10～13およびサン
プル14～17を参照）。
【図面の簡単な説明】
【００５８】
【図１】抗体ICSM 18を用いたウエスタンブロット分析の結果を示す。
【図２】抗体12F10を用いたウエスタンブロット分析の結果を示す。
【図３】抗体ICSM 35を用いたウエスタンブロット分析の結果を示す。
【図４】抗体3F4を用いたウエスタンブロット分析の結果を示す。
【図５】抗体6H4を用いたウエスタンブロット分析の結果を示す。
【図６】抗体L42を用いたウエスタンブロット分析の結果を示す。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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【図６】

【手続補正書】
【提出日】平成19年2月21日(2007.2.21)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)調査されるべきサンプルを準備するステップ、
　(b)異種の正常なプロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcを添加するステップ、
　(c)PrPScがサンプル中に存在する場合に、添加した異種の正常なプロテアーゼ感受性プ
リオンタンパク質PrPcをプロテアーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体に変換するステッ
プ、
　(d)プロテアーゼと共にインキュベートするステップ、および
　(e)サンプル中のプロテアーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体を測定するステップを
含む、サンプル中のプリオンタンパク質PrPScの検出方法。
【請求項２】
　ウシ、マウス、ハムスター、ヒツジ、ヤギまたはヒト由来のプリオンタンパク質を検出
するためのものであり、その際、前記サンプルが脳、神経組織またはリンパ細網系などの
組織あるいは体液に由来する、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　界面活性剤含有サンプルを調査することを特徴とする、請求項1又は2に記載の方法。
【請求項４】
　サンプルをホモジネート、特に無細胞ホモジネートとして準備すること、その際、好ま
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しくは新鮮なホモジネートを用いることを特徴とする、請求項1～3のいずれか1項に記載
の方法。
【請求項５】
　ステップ（b）で添加される異種のプリオンタンパク質が、サンプルの由来する種と異
なる種に由来すること、好ましくはサンプルの由来する属と異なる属に由来することを特
徴とする、請求項1～4のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６】
　(i)ステップ(b)で添加される異種のプリオンタンパク質が齧歯動物種に由来し、かつサ
ンプルがウシ、ヒツジまたはヒトに由来すること、(ii)ステップ(b)で添加される異種の
プリオンタンパク質がヒトに由来し、かつサンプルがウシまたはヒツジに由来すること、
あるいは(iii)ステップ(b)で添加される異種のプリオンタンパク質がウシまたはヒツジに
由来し、かつサンプルがヒトに由来することを特徴とする、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　異種のプリオンタンパク質がホモジネート、特に無細胞ホモジネートとして添加するこ
と、その際、好ましくは新鮮なホモジネートを用いることを特徴とする、請求項1～6のい
ずれか1項に記載の方法。
【請求項８】
　ステップ(c)が、異種のプロテアーゼ感受性プリオンタンパク質PrPcとサンプル中に存
在する感染性プリオンタンパク質PrPScとが非対称的な自発的相互作用を起こし、プロテ
アーゼ耐性プリオンタンパク質の凝集体を形成する条件下での、サンプルのインキュベー
ションを含むことを特徴とする、請求項1～7のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９】
　インキュベーションを20～55℃、特に35～50℃の温度で実施することを特徴とする、請
求項8に記載の方法。
【請求項１０】
　インキュベーションを少なくとも10分、特に10～240分の時間実施することを特徴とす
る、請求項8または9に記載の方法。
【請求項１１】
　ステップ(c)が実質的な生理条件下でのインキュベーションを含むことを特徴とする、
請求項1～10のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１２】
　ステップ(c)の前に超音波処理を実施することを特徴とする、請求項1～11のいずれか1
項に記載の方法。
【請求項１３】
　1以上の増幅/インキュベーションサイクルを実施することを特徴とする、請求項1～12
のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１４】
　プロテイナーゼKをステップ(d)で、好ましくは50～100μg/mlの濃度で用いることを特
徴とする、請求項1～13のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１５】
　ステップ(e)で定量的測定を実施することを特徴とする、請求項1～14のいずれか1項に
記載の方法。
【請求項１６】
　ステップ(e)で免疫学的方法によって、特にウエスタンブロット法、またはサンドイッ
チアッセイ、特にサンドイッチELISA等のイムノアッセイによって、測定を実施すること
を特徴とする、請求項1～15のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１７】
　特にヒト、家畜、農業動物および/または野生動物における、TSE疾患を診断するための
、請求項1～16のいずれか1項に記載の方法。
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【国際調査報告】
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