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(57)【要約】
【課題】
　プロテアーゼＫによる酵素処理を行うことなく簡便に
迅速且つ高感度で定量的に異常型プリオン蛋白質を正常
型プリオン蛋白質から区別して検出する方法、及び該方
法に使用される試薬を提供すること。
【解決手段】
　ラクトフェリンが含まれてなる異常型プリオン蛋白質
結合剤、及び異常型プリオン蛋白質結合剤を使用して異
常型プリオン蛋白質を検出する方法。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ラクトフェリンが含まれてなる、異常型プリオン蛋白質結合剤。
【請求項２】
　ラクトフェリンが担体に固定化されてなる、請求項１に記載の異常型プリオン蛋白質結
合剤。
【請求項３】
　異常型プリオン蛋白質検出剤である、請求項１又は請求項２に記載の異常型プリオン蛋
白質結合剤。
【請求項４】
　次の工程：
　請求項２に記載の異常型プリオン蛋白質結合剤を、試料に接触させる工程、
　試料に接触させた該異常型プリオン蛋白質結合剤から、結合した成分を分離する工程、
　分離した成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の検出方法。
【請求項５】
　分離した成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程が、分離した成分に含ま
れる異常型プリオン蛋白質を免疫学的検出法によって検出する工程である、請求項４に記
載の方法。
【請求項６】
　次の工程：
　請求項２に記載の異常型プリオン蛋白質結合剤を、試料に接触させる工程、
　試料に接触させた該異常型プリオン蛋白質結合剤から、結合した成分を分離する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の分離方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、異常型プリオン蛋白質結合剤および異常型プリオン蛋白質の検出方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　いわゆるプリオン病が、大きな社会問題となっている。このプリオン病としては、伝達
性海綿状脳症（ＴＳＥ）、例えば、スクレイピー、牛海綿状脳症（ＢＳＥ）、クロイツフ
ェルト－ヤコブ病（ＣＪＤ）等が知られている。
【０００３】
　様々な証拠から、これらのプリオン病は、感染性プリオン蛋白質（異常型プリオン蛋白
質）（ＰｒＰＳｃ）によって、引き起こされることがわかってきた。
【０００４】
　そこで、ヒト及び動物のプリオン病の伝染を回避し、医薬品や食品の安全性を確保する
ために、試料中の感染性プリオン蛋白質（異常型プリオン蛋白質）を検出する試みが様々
に行われてきた。
【０００５】
　ところが、ヒト及び動物は、プリオン病を引き起こさない非感染性プリオン蛋白質（正
常型プリオン蛋白質）（ＰｒＰＣ）をもともと生体内に有している。そして、この正常型
プリオン蛋白質は、驚くべきことに異常型プリオン蛋白質と同一のアミノ酸配列（一次構
造）を有しており、その相違点は、同一のアミノ酸配列から形成される高次構造にのみ存
在する。
【０００６】
　一般に、二種類の蛋白質を区別して検出する方法としては、これらを区別可能であるよ
うな特異的な抗体を使用する方法があり得る。しかし、おそらくは上記したアミノ酸配列
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の同一性のために、現在までのところ、異常型プリオン蛋白質と正常型プリオン蛋白質を
区別可能な特異抗体は得られていない。すなわち、試料中の感染性プリオン蛋白質（異常
型プリオン蛋白質）を、特異的な抗体を使用して検出する方法は、未だ実用化の見込みが
ない。
【０００７】
　そのために、現在までのところ、異常型プリオン蛋白質の検出方法は、大別して次の２
種類の方法に限られている。
【０００８】
　一つの方法は、異常型プリオン蛋白質（感染性プリオン蛋白質）の含有が疑われる試料
を、試験動物の脳内に注入した後に長期間の飼育を行い、得られた脳標本における神経の
病理学的な変化を確認する方法である。
【０００９】
　この方法は、信頼できる方法であるが、残念ながら、あまりにも時間と費用とを要する
ために、各種の検出方法の較正試験としては使われる他には、常用される検出方法となる
には至っていない。
【００１０】
　もう一つの方法は、プロテアーゼＫを使用した方法である。おそらくはその高次構造に
起因して、正常型プリオン蛋白質はプロテアーゼＫにより分解されやすい（感受性である
）こと、その一方で異常型プリオン蛋白質はプロテアーゼＫにより分解されにくい（耐性
である）ことが知られている。そこで、このプロテアーゼＫによる分解に対する感受性（
耐性）の違いを利用して、例えば、プロテアーゼK処理をした後に、処理前と同じ位置の
バンドのタンパク質として、ポリクローナル抗体を使用したイムノブロッティング等によ
って検出されれば異常型プリオン蛋白質であり、対応するバンドが消失していれば（検出
されなければ）正常型プリオン蛋白質であったと判定することで、検出を行うことができ
る。
【００１１】
　このプロテアーゼＫを使用した検出方法は、現在、広く使用され、多くのバリエーショ
ンが提案されている（特許文献１：特開平１０－２６７９２８号公報、特許文献２：特開
平１１－３２７９５号公報、特許文献３：特開２００３－１２１４４８号公報）。
【００１２】
　しかし、この方法は、酵素処理を行うことを必須とすることから、酵素反応に適した条
件を準備しなければならない点で煩雑であり、酵素反応を行うための時間を要し、その結
果、迅速性や簡易性において十分でないこと、試薬として比較的高価な酵素を必須とする
こと等の欠点を、原理的に有している。
【特許文献１】特開平１０－２６７９２８号公報
【特許文献２】特開平１１－３２７９５号公報
【特許文献３】特開２００３－１２１４４８号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　従って、プロテアーゼＫによる酵素処理を行うことなく、簡便に迅速且つ高感度で定量
的に、異常型プリオン蛋白質を、正常型プリオン蛋白質から区別して、検出する方法が求
められていた。
【００１４】
　すなわち、本発明の目的は、プロテアーゼＫによる酵素処理を行うことなく、簡便に迅
速且つ高感度で定量的に、異常型プリオン蛋白質を、正常型プリオン蛋白質から区別して
、検出する方法、及び該方法に使用される検出剤を提供することにある。
【００１５】
　また、このような検出方法に使用するために、正常型プリオン蛋白質とは結合せず、異
常型プリオン蛋白質に特異的に結合する試薬（結合剤）が、求められていた。
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【００１６】
　すなわち、本発明の目的は、正常型プリオン蛋白質とは結合せず、異常型プリオン蛋白
質に特異的に結合する試薬（結合剤）を提供することにもある。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明者等は、上記目的のために、異常型プリオン蛋白質の特異的な検出方法を鋭意研
究してきたところ、哺乳動物の乳由来のタンパク質であるラクトフェリンが、正常型プリ
オン蛋白質とは結合せず、異常型プリオン蛋白質のみに特異的に結合する性質を有してい
ることを見出して、本発明を完成した。
【００１８】
　すなわち、ラクトフェリンは、永らく求められてきた、正常型プリオン蛋白質とは結合
せずに、異常型プリオン蛋白質に特異的に結合する試薬（結合剤）であり、このラクトフ
ェリンを使用すれば、プロテアーゼＫによる酵素処理を行うことなく、異常型プリオン蛋
白質を正常型プリオン蛋白質から区別して、検出することができる。
【００１９】
　また、ラクトフェリンの異常型プリオン蛋白質に特異的に結合する性質を利用すること
によって、異常型プリオン蛋白質の特異的な検出が可能になるだけではなく、異常型プリ
オン蛋白質の特異的な分離（精製及び濃縮を含む）、異常型プリオン蛋白質の特異的な固
定化、異常型プリオン蛋白質の自己会合の特異的な阻害が可能になり、プロテアーゼＫに
よる酵素処理による方法では不可能であった新たな用途が提供されている。すなわち、本
発明による異常型プリオン蛋白質結合剤は、このような有用な用途を有している。
【００２０】
　従って、本発明は、次の[１]～[２]にある。
[１]　ラクトフェリンが含まれてなる、異常型プリオン蛋白質結合剤。
[２]　ラクトフェリンからなる異常型プリオン蛋白質結合部位を有する、異常型プリオン
蛋白質結合剤。
【００２１】
　また、ラクトフェリンを担体に固定化して使用すれば、異常型プリオン蛋白質のみを正
常型プリオン蛋白質から分離（精製及び濃縮を含む）して得ること、異常型プリオン蛋白
質を結合して固定化すること、異常型プリオン蛋白質を検出することを、特に好適に行う
ことができる。
【００２２】
　従って、本発明は、次の[３]～[６]にもある。
[３]　ラクトフェリンが担体に固定化されてなる、[１]～[２]の何れかに記載の異常型プ
リオン蛋白質結合剤。
[４]　ラクトフェリンが異常型プリオン蛋白質結合部位として担体に固定化されてなる、
[１]～[２]の何れかに記載の異常型プリオン蛋白質結合剤。
[５]　担体がビーズである、[３]～[４]の何れかに記載の異常型プリオン蛋白質結合剤。
[６]　ビーズが磁性化可能なビーズである、[５]に記載の異常型プリオン蛋白質結合剤。
【００２３】
　このような異常型プリオン蛋白質結合剤は、異常型プリオン蛋白質の検出の用途に使用
することができる。
　従って、本発明は、次の[７]～[９]にもある。
[７]　異常型プリオン蛋白質検出剤である、[１]～[６]の何れかに記載の異常型プリオン
蛋白質結合剤。
[８]　ラクトフェリンからなる異常型プリオン蛋白質結合部位を有する、異常型プリオン
蛋白質検出剤である、[１]～[６]の何れかに記載の異常型プリオン蛋白質結合剤。
[９]　ラクトフェリンからなる異常型プリオン蛋白質結合部位、及び標識部位が含まれて
なる、異常型プリオン蛋白質検出剤である、[１]～[６]の何れかに記載の異常型プリオン
蛋白質結合剤。
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【００２４】
　さらに、本発明は、異常型プリオン蛋白質結合剤、又は異常型プリオン蛋白質検出剤を
使用して、異常型プリオン蛋白質を、検出する方法、結合する方法、分離する方法（精製
する方法、及び濃縮する方法を含む）、固定化する方法、又は異常型プリオン蛋白質の自
己会合を阻害する方法にもある。
【００２５】
　従って、本発明は、次の[１０]～[１８]にもある。
[１０]　次の工程：
　[３]～[６]の何れかに記載の異常型プリオン蛋白質結合剤を、試料に接触させる工程、
　試料に接触させた該異常型プリオン蛋白質結合剤から、結合した成分を分離する工程、
　分離した成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の検出方法。
[１１]　分離した成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程が、分離した成分
に含まれる異常型プリオン蛋白質を免疫学的検出法によって検出する工程である、[１０]
に記載の方法。
[１２]　免疫学的検出法が、ウェスタンブロット法、ＥＬＩＳＡ法、又は免役沈降法であ
る、[１１]に記載の方法。
[１３]　次の工程：
　[３]～[６]の何れかに記載の異常型プリオン蛋白質結合剤を、試料に接触させる工程、
　試料に接触させた該異常型プリオン蛋白質結合剤から、結合した成分を分離する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の分離方法。
[１４]　ラクトフェリンが担体に固定化されてなる異常型プリオン蛋白質結合剤が、ラク
トフェリン固定化ビーズである、[１０]～[１３]の何れかに記載の方法。
[１５]　異常型プリオン蛋白質結合剤が、磁性化可能なビーズを使用されてなるラクトフ
ェリン固定化ビーズである[１０]～[１３]の何れかに記載の方法。
[１６]　試料が、動物組織に界面活性剤を添加して均一化して得られた液体試料である、
[１０]～[１５]の何れかに記載の方法。
[１７]　動物組織が、哺乳動物の脳、脊髄、眼、及び／又は小腸である、[１６]に記載の
方法。
[１８]　結合した成分を分離する工程が、ラクトフェリンを含有する溶液で溶出させるこ
とによって行われる、[１０]～[１７]の何れかに記載の方法。
【００２６】
　さらに、本発明は、次の[１９]～[２２]にもある。
[１９]　ラクトフェリンを、異常型プリオン蛋白質に結合させる工程、
　異常型プリオン蛋白質に結合したラクトフェリンを検出する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の検出方法。
[２０]　標識部位を有するラクトフェリンを、異常型プリオン蛋白質に結合させる工程、
　異常型プリオン蛋白質に結合したラクトフェリンの標識部位を検出する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の検出方法。
[２１]　ラクトフェリンを、異常型プリオン蛋白質に結合させて、異常型プリオン蛋白質
の自己会合を阻害する方法。
[２２]　ラクトフェリンが含まれてなる、異常型プリオン蛋白質の自己会合阻害剤。
【００２７】
　さらに、本発明は、異常型プリオン蛋白質に結合させるための、ラクトフェリン、標識
部位を有するラクトフェリン、又は担体に固定化されたラクトフェリンの使用（ｕｓｅ）
にもある。
【００２８】
　さらに、本発明は、異常型プリオン蛋白質を検出するための、ラクトフェリン、標識部
位を有するラクトフェリン、又は担体に固定化されたラクトフェリンの使用（ｕｓｅ）に
もある。
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【００２９】
　さらに、本発明は、異常型プリオン蛋白質を分離するための、ラクトフェリン、標識部
位を有するラクトフェリン、又は担体に固定化されたラクトフェリンの使用（ｕｓｅ）に
もある。
【００３０】
　さらに、本発明は、異常型プリオン蛋白質の自己会合を阻害するための、ラクトフェリ
ン、標識部位を有するラクトフェリン、又は担体に固定化されたラクトフェリンの使用（
ｕｓｅ）にもある。
【発明の効果】
【００３１】
　本発明によって初めて開示されたように、ラクトフェリンは、正常型プリオン蛋白質と
は結合せず、異常型プリオン蛋白質のみに特異的に結合するために、この知見に基づく本
発明によれば、プロテアーゼＫによる酵素処理を行うことなく、簡便に迅速且つ高感度で
定量的に、異常型プリオン蛋白質を、正常型プリオン蛋白質から区別して、検出すること
ができる。
【００３２】
　すなわち、本発明によれば、異常型プリオン蛋白質を正常型プリオン蛋白質から区別す
るために、プロテアーゼＫによる酵素処理を行うことが不要であるために、酵素反応に適
した条件を準備しなければならない煩雑さがなく、酵素反応を行うための時間を要するこ
とがない。その結果として本発明によれば、プロテアーゼＫによる酵素処理を行う場合に
生じていた、迅速性や再現性において十分でないこと、試薬として比較的高価な酵素を必
須とすること等の欠点を、原理的に有しない。
【００３３】
　従って、本発明によれば、動物に由来する原材料を使用した飲食品及び医薬品に対して
、異常型プリオン蛋白質（感染性プリオン蛋白質）による汚染の検査を、従来よりも、簡
便に迅速且つ高感度で定量的に、さらに低コストで行うことができる。また、ヒト及び動
物におけるプリオン病の診断を、従来よりも、簡便に迅速且つ高感度で定量的に、さらに
低コストで行うことができる。これによって、ヒト及び動物へのプリオン病の感染防止や
早期診断という社会の要請に応えることができる。
【００３４】
　さらに、本発明によれば、異常型プリオン蛋白質を正常型プリオン蛋白質から分離回収
して得ることができ、これによって異常型プリオン蛋白質の分離、濃縮、及び精製を可能
としている。従って、これを組みあわせることによって、上記の異常型プリオン蛋白質（
感染性プリオン蛋白質）による汚染の検査、及び、ヒト及び動物におけるプリオン病の診
断を、さらに効果的に行うことができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３５】
　次に、本発明の好ましい実施態様について詳細に説明する。ただし、本発明は以下の好
ましい実施態様に限定されず、本発明の範囲内で自由に変更することができるものである
。尚、本明細書において百分率は特に断りのない限り質量による表示である。
【００３６】
　本発明に係る異常型プリオン蛋白質の検出方法は、好ましい実施態様において、次の工
程：
　ラクトフェリンが担体に固定化されてなる異常型プリオン蛋白質結合剤を、試料に接触
させる工程、
　試料に接触させた異常型プリオン蛋白質結合剤から、結合した成分を分離する工程、
　分離した成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程、
を含む方法として、実施することができる。
【００３７】
　この方法によれば、試料中に含まれている異常型プリオン蛋白質を、異常型プリオン結
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合剤中に固定化されているラクトフェリンによって、特異的に結合（吸着）することがで
き、次に、異常型プリオン結合剤中に固定化されているラクトフェリンと結合した異常型
プリオン蛋白質を、分離して回収することができ、このように分離された異常型プリオン
蛋白質を、次に検出することで、異常型プリオン蛋白質を正常型プリオン蛋白質と区別し
て、検出することができる。
【００３８】
　分離した成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程は、分離した成分に含ま
れる異常型プリオン蛋白質を免疫学的検出法によって検出する工程であることが、好まし
い。
【００３９】
　好ましい免疫学的検出法としては、ウェスタンブロット法、ＥＬＩＳＡ法、又は免役沈
降法を挙げることができる。
【００４０】
　分離した成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程で行われる検出は、上記
免疫学的検出法を含めて、異常型プリオン蛋白質を検出することができる方法であればよ
く、異常型プリオン蛋白質と正常型プリオン蛋白質を区別することができない方法であっ
ても、当然に使用することができる。これは、本発明においては、それ以前の工程で、ラ
クトフェリンとの結合を行うことによって、異常型プリオン蛋白質に対する特異性は既に
確保されているためである。従って、上記の免疫学的検出法においては、異常型プリオン
蛋白質と正常型プリオン蛋白質を区別しない抗体であっても、当然に使用することができ
る。
【００４１】
　ラクトフェリン（lactoferrin：以下、ＬＦと略記することがある。）とは、主に母乳
中に含まれている分子量約８０キロダルトンの鉄結合性糖蛋白質であり、大腸菌、カンジ
ダ菌、クロストリジウム菌、ブドウ球菌等の有害微生物に対する抗菌作用や、免疫賦活作
用、抗腫瘍作用等、様々な作用をもつ乳タンパク質として知られている。ラクトフェリン
は乳由来の糖タンパク質であることから、安全性が高く、長期連用することが可能で、そ
れ自体は殆ど無味無臭であり、各種の食品・医薬品・飼料の添加物として、汎用性が高い
。しかし、異常型プリオン蛋白質との特異的な結合能は、これまで知られていなかった。
【００４２】
　本発明に使用するラクトフェリンは、市販のラクトフェリンや、哺乳動物（例えば、ヒ
ト、ウシ、ヤギ、ヒツジ、ウマ等。）の初乳、移行乳、常乳、末期乳、又はこれらの乳の
処理物である脱脂乳、ホエー等を原料とし、例えばイオン交換クロマトグラフィー等の常
法により、前記原料から分離して得られるラクトフェリンを用いることができる。中でも
、工業的規模で製造されている市販のラクトフェリン（例えば、森永乳業社製）を使用す
ることが好適である。更に、遺伝子工学的手法により、微生物、動物細胞、トランスジェ
ニック動物等で生産したラクトフェリンを使用することも可能である。牛乳由来のホエー
は、乳製品製造の副産物として安定して大量に得ることができるという利点があるために
、本発明に使用するラクトフェリンの原料として、特に好適である。
【００４３】
　ここで、ラクトフェリンの調製（乳等の原料からのラクトフェリンの分離、精製）方法
の一例を以下に示す。まず、イオン交換体（たとえばＣＭ－セファロースＦＦ（商品名、
アマシャムファルマシア社製））をカラムに充填し、塩酸を通液し、水洗してイオン交換
体を平衡化する。続いて、４℃に冷却したｐＨ６．９の脱脂牛乳をカラムに通液し、透過
液を回収し、再度同様にカラムに通液する。次いで、蒸留水をカラムに通液し、食塩水を
通液し、イオン交換体に吸着した塩基性蛋白質の溶出液を得る。この溶出液に飽和度８０
％の硫酸アンモニウムを添加し、タンパク質を沈殿させ、遠心分離して沈殿物を回収する
。回収した沈殿物を、飽和度８０％の硫酸アンモニウム溶液で洗浄し、脱イオン水を添加
して溶解し、得られた溶液を限外濾過膜モジュール（たとえばＳＬＰ００５３（商品名、
旭化成社製））を用いて脱塩し、凍結乾燥して、粉末状ウシラクトフェリンを得る。この
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ようにして、純度が９５質量％以上のウシラクトフェリンが得られる。なお、本明細書に
おけるラクトフェリンの純度は液体クロマトグラフ法により測定して得られる値とする。
【００４４】
　ラクトフェリンは、多くのタンパク質と同じく、種、属、個体等の違いによって、１又
は複数の位置での１又は複数の塩基の置換、欠失、挿入、付加、又は逆位等の変異が当然
存在し、このような変異を有する遺伝子がコードするタンパク質のアミノ酸においても変
異が生じている場合がある。本発明に用いることができるラクトフェリンには、異常型プ
リオン蛋白質との特異的な結合性が損なわれない範囲において、このような変異を含むも
のも含有される。
【００４５】
　ラクトフェリンが担体に固定化されてなる異常型プリオン蛋白質結合剤を調製するため
に使用することができるラクトフェリンの固定化の方法は、異常型プリオン蛋白質との特
異的な結合性が損なわれないものであれば、通常の固定化の方法を使用することができる
。このような方法としては、例えば、ポリペプチドの第一級アミノ基に対して直接に共有
結合を形成する方法、ポリペプチドのスルフヒドリル基（チオール基）に対して直接に共
有結合を形成する方法等を挙げることができる。
【００４６】
　ラクトフェリンが担体に固定化されてなる異常型プリオン蛋白質結合剤において、ラク
トフェリンが固定化される担体は、所望の条件下で、固体層として操作できるものであれ
ばよく、タンパク質が固定化されて使用される一般的な担体であれば、使用することがで
きる。このような担体として、例えば、親水性又は疎水性の樹脂を表面に有するものを挙
げることができ、その形状として、例えば、粒子状（ビーズ状）、膜状、繊維状、中空糸
状、網状等を挙げることができる。好ましい担体として、ビーズ状（粒子状）の形状のも
のを挙げることができる。ビーズ（粒子）の粒径（直径）は、目的に応じて選択すること
ができるが、例えば、一般に０．５～２００μｍ、好ましくは１．０～１００μｍ、さら
に好ましくは１．０～５０μｍ、さらに好ましくは１．０～２０μｍ、さらに好ましくは
１．０～１０μｍ、特に好ましくは１．０～５．０μｍの範囲のものを使用することがで
きる。
【００４７】
　好ましい態様において、担体として、疎水性又は親水性の樹脂を表面に有するビーズ（
粒子）を使用することができ、このときには、ラクトフェリンが担体に固定化されてなる
異常型プリオン蛋白質結合活性担体とは、ラクトフェリン固定化ビーズである。このよう
な担体を使用すれば、液体中に懸濁して分散させることができる一方で、操作上の必要に
応じて沈降させて回収することも容易である。
【００４８】
　さらに好ましい態様において、担体として、疎水性又は親水性の樹脂を表面に有するビ
ーズ（粒子）であって、その内部（中心部）に磁性化可能な材料を含むものを使用するこ
とができ、このときには、ラクトフェリンが担体に固定化されてなる異常型プリオン蛋白
質結合活性担体とは、磁性化可能なビーズを使用されてなるラクトフェリン固定化ビーズ
である。このような担体を使用すれば、液体中に懸濁して分散させることができる一方で
、操作上の必要に応じて磁石によって容易に沈降させて回収することができる。このよう
な操作は、ラクトフェリン固定化ビーズを、試料に接触させる工程、結合した成分を分離
する工程、などの工程中において、あるいはその工程の前後に、作業上の所望に応じて、
当業者が行うことができる。
【００４９】
　試料は、異常型プリオン蛋白質（感染性プリオン蛋白質）の存在が疑われるあらゆる液
体試料を使用することができるが、異常型プリオン蛋白質が存在している場合に十分に分
散されているものとなっていることが好ましい。検査の対象が動物組織である場合には、
これが十分に可溶化されていることが好ましい。このように可溶化された試料として、例
えば動物組織に界面活性剤を添加して均一化して得られた液体試料を挙げることができる
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。このような液体試料のｐＨは、好ましくは中性付近であり、一般にｐＨ５．５～７．８
、好ましくはｐＨ６．０～７．７、特に好ましくはｐＨ６．５～７．６の範囲のｐＨを好
適に使用することができるが、これに限られるものではない。このような液体試料を調製
するために使用される界面活性剤としては、動物組織を可溶化するために一般的に使用さ
れる界面活性剤であれば使用することができるが、可溶化とプリオン蛋白質の高次構造の
保持の点から、非イオン性界面活性剤を使用することが好ましく、好適に使用可能な界面
活性剤としては、例えばtween 20、triton X-100、NP-40、好ましくは、tween 20、trito
n X-100、NP-40、特に好ましくはtween 20、NP-40を挙げることができる。試料は、ラク
トフェリンと異常型プリオン蛋白質との特異的な結合性の確保のために、後述のような条
件下で、異常型プリオン蛋白質結合活性担体と接触できるような液体試料として、調製さ
れていることが好ましい。
【００５０】
　ラクトフェリンと異常型プリオン蛋白質との特異的な結合性の確保のために、異常型プ
リオン蛋白質結合活性担体と試料との接触は、一般にｐＨ５．５～７．８、好ましくはｐ
Ｈ６．０～７．７、特に好ましくはｐＨ６．５～７．６の範囲、一般に３～３０℃、好ま
しくは３℃～２０℃、特に好ましくは３～５℃の範囲の温度、一般に５～３００分、好ま
しくは１０～１８０分、特に好ましくは１５～９０分の範囲の接触時間の条件で、好適に
行うことができるが、これらの条件に限られるものではない。
【００５１】
　可溶化される動物組織としては、異常型プリオン蛋白質（感染性プリオン蛋白質）の存
在が疑われるあらゆる動物組織を使用することができるが、早期診断のためには、異常型
プリオン蛋白質の蓄積が多いことが知られている、哺乳動物の脳、脊髄、眼、及び／又は
小腸であることが好ましい。
【００５２】
　試料に接触させた異常型プリオン蛋白質結合剤から、結合した成分を分離する工程にお
いては、蛋白質－蛋白質の相互作用の解離に一般的に使用される条件のうち、比較的強い
解離条件で解離させて、結合した成分を分離して溶出させることができる。このような条
件としては、例えば、中性付近のｐＨで界面活性剤を含有させた溶液によって３～３０℃
の範囲の温度で行う条件を挙げることができる。また、ラクトフェリンと異常型プリオン
蛋白質との特異的な結合を解離するために、ラクトフェリンを含有する溶液で溶出させる
ことによって行うことができる。
【００５３】
　好ましい実施の態様においては、ラクトフェリンが担体に固定化されてなる異常型プリ
オン蛋白質結合剤を試料に接触させる工程の後であって、試料に接触させた異常型プリオ
ン蛋白質結合剤から結合した成分を分離する工程の前に、試料に接触させた異常型プリオ
ン蛋白質結合剤を、洗浄する工程を設けることができる。この洗浄は、主として非特異的
な吸着をしている成分があった場合に、これを試料に接触させた異常型プリオン蛋白質結
合剤から除去することを目的として行われるものであり、このような目的で行われる一般
的な手法に従って行うことができ、例えば、異常型プリオン蛋白質結合剤に接触させる試
料を調製するために使用された溶液であって、可溶化された動物組織等が含まれていない
溶液を使用して洗浄することで、行うことができるが、これに限られるものではない。
【００５４】
　さらに、本発明は、異常型プリオン蛋白質の分離方法にもあり、本発明に係る異常型プ
リオン蛋白質の分離方法は、好ましい実施の態様において、次の工程：
　ラクトフェリンが担体に固定化されてなる異常型プリオン蛋白質結合剤を、動物組織が
可溶化された試料に接触させる工程、
　試料接触処理工程を受けた異常型プリオン蛋白質結合活性担体から、結合した成分を分
離する工程、
を含む方法として、実施することができる。
【００５５】
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　この方法によれば、試料中に含まれている異常型プリオン蛋白質を、異常型プリオン結
合剤中に固定化されているラクトフェリンによって、特異的に結合（吸着）することがで
き、次に、異常型プリオン結合剤中に固定化されているラクトフェリンと結合した異常型
プリオン蛋白質を、分離して回収することができる。これによって異常型プリオン蛋白質
の分離、濃縮、及び精製を可能としている。
【００５６】
　上記の本発明に係る異常型プリオン蛋白質の分離方法の実施の態様は、本発明に係る異
常型プリオン蛋白質の検出方法の好ましい実施態様として説明した工程のうち、分離した
成分に含まれる異常型プリオン蛋白質を検出する工程を除いて、同じ工程を行うことで実
施することができるものとなっている。従って、異常型プリオン蛋白質の検出方法の好ま
しい実施の態様に関連して既に述べた内容は、異常型プリオン蛋白質の分離方法の実施の
態様においても、そのままあてはめることができる。
【００５７】
　本発明に係るラクトフェリンが含まれてなる異常型プリオン蛋白質結合剤は、ラクトフ
ェリンが担体に固定化されてなる異常型プリオン蛋白質結合剤として上述のような実施の
態様において使用できるほか、次のような実施の態様においても使用することができる。
【００５８】
　すなわち、本発明に係る異常型プリオン蛋白質結合剤の好適な使用の態様として、次の
工程：
　ラクトフェリンを、異常型プリオン蛋白質に結合させる工程、
　異常型プリオン蛋白質に結合したラクトフェリンを検出する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の検出方法を、挙げることができる。
【００５９】
　この異常型プリオン蛋白質の検出方法によれば、ラクトフェリンは特段の修飾を行うこ
となく異常型プリオン蛋白質結合剤として使用することができる。異常型プリオン蛋白質
の検出は、結合したラクトフェリンの検出によって行うことができる。
【００６０】
　ラクトフェリンの検出法としては、一般的に使用されるあらゆる検出方法を使用するこ
とができ、例えば、ラクトフェリンに対する抗体を使用した免疫学的な検出法を使用する
ことができる。
【００６１】
　また、本発明に係る異常型プリオン蛋白質結合剤の好適な使用の態様として、次の工程
：
　標識部位を有するラクトフェリンを、異常型プリオン蛋白質に結合させる工程、
　異常型プリオン蛋白質に結合したラクトフェリンの標識部位を検出する工程、
を含む、異常型プリオン蛋白質の検出方法を、挙げることができる。
【００６２】
　この異常型プリオン蛋白質の検出方法によれば、ラクトフェリンは、あらかじめ標識部
位を付しておき、この標識部位を有するラクトフェリンを異常型プリオン蛋白質結合剤と
して使用する。異常型プリオン蛋白質の検出は、ラクトフェリンに付された標識部位の検
出によって行うことができる。
【００６３】
　標識部位としては、生体高分子に対して一般的に使用される標識部位であれば使用する
ことができる。このような標識部位として、例えば、蛍光標識、放射線標識、酵素標識、
　　を挙げることができる。蛍光標識としては、例えば、Alexa Fluor（登録商標）（ベ
クトンディッキンソン社製）シリーズの色素、及びCyeDye（登録商標）（ベクトンディッ
キンソン社製）シリーズの色素を挙げることができ、例えば、Alexa Fluor（登録商標）
４８８及びAlexa Fluor（登録商標）６４７、あるいはCy3、Cy5.5及びCy7を好ましいもの
として挙げることができる。放射線標識としては、例えば、１４Ｃ及び３５Ｓを使用した
標識を挙げることができる。酵素標識としては、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（
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HRP、HorseRadish Peroxydase）あるいはアルカリホスファターゼ（ALP、 Alkaline Phos
phatase）を使用した標識を挙げることができる。
【００６４】
　本発明は、さらに、異常型プリオン蛋白質結合剤を使用して異常型プリオン蛋白質の自
己会合を阻害する方法、及び異常型プリオン蛋白質の自己会合阻害剤にもある。異常型プ
リオン蛋白質は多数の分子が自己会合して多量体を形成すること、おそらくそれによって
プリオン病の病原性が高められることが、現在のところ信じられているが、本発明に係る
異常型プリオン蛋白質結合剤は、異常型プリオン蛋白質に特異的に結合してこの自己会合
を阻害することができる。一方で、本発明に係る異常型プリオン蛋白質結合剤は、正常型
プリオン蛋白質には結合しないために、正常型プリオン蛋白質が有していると思われる未
知の生体機能に、悪影響を与えるおそれはない。
【実施例】
【００６５】
　以下に実施例を挙げて本発明を詳細に説明する。本発明は以下の実施例に限定されるも
のではない。
【００６６】
[実施例１]
[ラクトフェリン固定化ビーズによる、感染脳からの異常型プリオン蛋白質の検出]
　異常型プリオン蛋白質感染マウス脳を使用して、以下のようにラクトフェリン固定化ビ
ーズによる異常型プリオン蛋白質の検出を行った。
【００６７】
（ラクトフェリン固定化ビーズの作製）
　1 mL のDynabeads M-280 Tosylactivated を1 mLのPBSで2回洗浄した後、これに1 mg 
ラクトフェリンを0.1M ホウ酸緩衝液1 mLした溶液を加え、37℃、24時間転倒混和した。
上清を除きDynabeadsを1 mLのPBSで2回洗浄し、Dynabeadsに0.1％ラクトフェリンを含む0
.2 Mトリス塩酸緩衝液(pH 8.5)を1ｍL加え、37℃、4時間転倒混和した。
　次に、上清を除きDynabeadsを1 mLの0.1％ラクトフェリンを含むPBSで1回洗浄し、次い
で0.1％ Tween 20 を含むPBSで1回洗浄した。
　次に、上清を除きDynabeadsを1 mLの0.1％ラクトフェリンを含むPBSで1回洗浄し、上清
を除き、このようにして得られたラクトフェリン結合Dynabeads（以下に、ラクトフェリ
ン結合ビーズ、又はラクトフェリン固定化ビーズともいう）を1 mLの0.1％ラクトフェリ
ンを含むPBSで保存した。
【００６８】
（脳組織を可溶化した試料（脳乳剤）の調製）
　異常型プリオン蛋白質に感染したマウスから脳を取り出した。異常型プリオン蛋白質感
染マウス脳（以下に、感染脳ともいう）をバイオマッシャーに入れ、10,000×g 2分間遠
心分離し、回収したペレットにNP-40 RIPAを加え10％(w/v)脳乳剤を作成した。これを、4
℃で15分インキュベートした後、攪拌混和し、10,000×g 2分間遠心分離して、上清を回
収した。回収した上清にNP-40 RIPAを加え、2％(w/v)脳乳剤（脳組織を可溶化した試料）
を調製した。このようにして、感染脳による脳乳剤（以下に感染脳乳剤ともいう）を得た
。
【００６９】
（ラクトフェリン固定化ビーズによる異常型プリオン蛋白質の分離）
　脳乳剤500μl に、ラクトフェリン結合Dynabeadsを20μl加え、4℃で１時間転倒混和し
た。その後、ビーズを1 mLのNP-40 RIPAにて10分間、3回洗浄し、さらに、1 mLのNP-40 R
IPAにてオーバーナイトで洗浄した。
　洗浄したラクトフェリン結合Dynabeadsを回収し、20 μl中性緩衝液（NuPAGE LDSサン
プルバッファー（４×）、Invitrogen社製）を加えて、95℃、10分間加熱して試験試料と
した。
　なお、ビーズは磁性体のビーズであるために、ビーズの回収は、操作中に適宜磁石を使
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用して行った。
【００７０】
（イムノブロットによる検出）
　調製した試験試料は、イムノブロット法により、プリオンタンパク質の検出を行った。
　すなわち、試験試料を、NuPAGEゲルを用いて電気泳動（40 mA 定電流, 70分）し、次い
で、タンク式転写装置を用いてPVDF膜にゲル中のタンパク質を転写（220 mA 定電流, 60
分）した。
　転写後のPVDF膜は、ブロックエース（大日本製薬）を用いて4℃、30分間ブロッキング
し、次いで、0.1% Tween20を含むブロックエースで5,000倍に希釈したHRP結合抗プリオン
蛋白質モノクローナル抗体(T2-HRP)を含む溶液をPVDF膜に添加し、4℃、1時間インキュベ
ートした。
　抗体と反応させたPVDF膜は、0.1％ Tween 20 を含むPBSで10分間、3回洗浄し、化学発
光検出試薬で膜を展開し、画像解析装置を用いて化学発光を検出した。
【００７１】
[比較例１]
[ラクトフェリン固定化ビーズによる、非感染脳からの異常型プリオン蛋白質の検出]
　正常なマウス脳（以下に、正常脳、又は非感染脳ともいう）を使用して、以下のように
ラクトフェリン固定化ビーズによる異常型プリオン蛋白質の検出を行った。
【００７２】
（ラクトフェリン固定化ビーズの作製）
　実施例１と同様に行った。
【００７３】
（脳組織を可溶化した試料（脳乳剤）の調製）
　異常型プリオン蛋白質に感染したマウスに代えて、正常なマウス（非感染マウス）から
取り出した脳を使用したことを除き、実施例１と同様に行って、正常脳による脳乳剤（以
下に正常脳乳剤、又は非感染脳乳剤ともいう）を得た。
【００７４】
（ラクトフェリン固定化ビーズによる異常型プリオン蛋白質の分離）
　感染脳乳剤に代えて、非感染脳乳剤を使用したことを除き、実施例１と同様に行って、
試験試料を得た。
【００７５】
（イムノブロットによる検出）
　感染脳乳剤に由来する試験試料に代えて、非感染脳乳剤に由来する試験試料を使用した
ことを除き、実施例１と同様に行った。
【００７６】
（結果）
　図１は、実施例１及び比較例１において得られたイムノブロットの結果を示した図であ
る。いずれのレーンでもプロテアーゼＫ処理は施していない（ＰＫ－）。
【００７７】
　レーン１、２及び３は、感染脳乳剤に対してラクトフェリン固定化ビーズによる異常型
プリオン蛋白質の分離を行って得られた試験試料によるもの（実施例１）である。レーン
１の試料を１０倍希釈してイムノブロットしたレーンがレーン２であり、レーン１の１０
０倍希釈がレーン３である。レーン４は、非感染脳乳剤に対してラクトフェリン固定化ビ
ーズによる異常型プリオン蛋白質の分離を行って得られた試験試料によるもの（比較例１
）である。
【００７８】
　レーン１、２及び３においては、濃度依存的にプリオン蛋白質のバンドが観察され、レ
ーン１の１００倍希釈であるレーン３においても、明瞭にプリオン蛋白質のバンドが観察
される。これは試料の由来から、異常型プリオン蛋白質を示している。すなわち、ラクト
フェリン固定化ビーズとの結合によって、感染脳に由来する異常型プリオン蛋白質が分離
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され、検出された。
【００７９】
　一方、レーン４においては、操作的にレーン１と同程度の濃度となっている試料である
にもかかわらず、プリオン蛋白質のバンドは観察されない。すなわち、ラクトフェリン固
定化ビーズとの結合によっては、非感染脳に由来する正常型プリオン蛋白質は、回収され
ることはなく、検出されることはなかった。
【００８０】
　以上から、感染脳に由来する異常型プリオン蛋白質は、ラクトフェリン固定化ビーズに
特異的に結合すること、非感染脳に由来する正常型プリオン蛋白質は、ラクトフェリン固
定化ビーズに結合しないことがわかった。さらに、ラクトフェリン固定化ビーズを使用し
て、異常型プリオン蛋白質を、正常型プリオン蛋白質から分離回収して得ることができ、
これによって、異常型プリオン蛋白質を検出することができることがわかった。
【００８１】
[比較例２]
[プロテアーゼＫを使用した、異常型プリオン蛋白質の検出]
　プロテアーゼＫを使用して行う従来の方法によって、異常型プリオン蛋白質を正常型プ
リオン蛋白質から区別して検出する実験（比較例２）を、以下のように行った。
【００８２】
（脳乳剤の調製）
　異常型プリオン蛋白質に感染したマウスの脳（以下に感染脳ともいう）、及び非感染マ
ウス（正常マウス）の脳（以下に非感染脳、又は正常脳ともいう）を用意し、これらのマ
ウス脳をそれぞれバイオマッシャーに入れ、10,000×g 2分間遠心分離し、回収したペレ
ットにNP-40 RIPAを加え10％(w/v)脳乳剤を作成した。これを、4℃で15分インキュベート
した後、攪拌混和し、10,000×g 2分間遠心分離して、上清を回収した。回収した上清にN
P-40 RIPAを加え、0.5％(w/v)脳乳剤に調整して、感染脳乳剤、及び非感染脳乳剤を得た
。
【００８３】
（プロテアーゼＫによる酵素分解処理）
　これらの脳乳剤500μl に、プロテイナーゼＫを最終濃度20 μg/mlとなるように添加し
、37℃、30分間インキュベートした。反応後、プロテイナーゼＫ阻害剤（Pefablock）を5
 μl加え、さらにButhanol-Methanol solutionを250μl 加え、攪拌混和した後、20,000
×g、10分間遠心分離した。遠心分離後、ペレットに50 μl中性緩衝液（NuPAGE LDSサン
プルバッファー（４×）、Invitrogen社製）を加え95℃、10分間加熱して、それぞれ感染
脳乳剤由来の試料、及び非感染脳乳剤由来の試料を得た。
【００８４】
（イムノブロットによる検出）
　上記のようにして得た、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行った感染脳乳剤（プロ
テアーゼＫ処理感染脳乳剤）、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行った非感染脳乳剤
（プロテアーゼＫ処理非感染脳乳剤）、さらに、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行
っていない感染脳乳剤（もとの感染脳乳剤）、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行っ
ていない非感染脳乳剤（もとの非感染脳乳剤）の４種類の試料に対して、イムノブロット
法により、プリオンタンパク質の検出を行った。
　すなわち、試料を、NuPAGEゲルを用いて電気泳動（40 mA 定電流, 70分）し、次いで、
タンク式転写装置を用いてPVDF膜にゲル中のタンパク質を転写（220 mA 定電流, 60分）
した。
　転写後のPVDF膜は、ブロックエース（大日本製薬）を用いて4℃、30分間ブロッキング
し、次いで、0.1% Tween20を含むブロックエースで5,000倍に希釈したHRP結合抗プリオン
蛋白質モノクローナル抗体(T2-HRP)を含む溶液をPVDF膜に添加し、4℃、1時間インキュベ
ートした。
　抗体と反応させたPVDF膜は、0.1％ Tween 20 を含むPBSで10分間、3回洗浄し、化学発



(14) JP 2009-128042 A 2009.6.11

10

20

30

40

光検出試薬で膜を展開し、画像解析装置を用いて化学発光を検出した。
【００８５】
（結果）
　図２は、比較例２において得られたイムノブロットの結果を示した図である。レーン１
及び２は、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行っていないレーン（ＰＫ－）であり、
レーン３及び４は、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行った（ＰＫ＋）レーンである
。
【００８６】
　レーン１は、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行っていない感染脳乳剤（もとの感
染脳乳剤）を試料としたレーンである。レーン２は、プロテアーゼＫによる酵素分解処理
を行っていない非感染脳乳剤（もとの非感染脳乳剤）を試料としたレーンである。レーン
３は、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を行った感染脳乳剤（プロテアーゼＫ処理感染
脳乳剤）を試料としたレーンである。レーン４は、プロテアーゼＫによる酵素分解処理を
行った非感染脳乳剤（プロテアーゼＫ処理非感染脳乳剤）を試料としたレーンである。
【００８７】
　レーン１及び２では、イムノブロットによってプリオンタンパク質のバンドが検出され
ており、プロテアーゼＫ未処理の状態では、異常型プリオン蛋白質（レーン１）であって
も、正常型プリオン蛋白質（レーン２）であっても、いずれも検出されることが示されて
いる。これに対して、レーン３及び４では、イムノブロットによって、異常型プリオン蛋
白質（レーン３）のみにバンドが検出され、正常型プリオン蛋白質（レーン４）にはバン
ドが検出されていないことから、プロテアーゼＫ処理によって、異常型プリオン蛋白質と
正常型プリオン蛋白質とを区別し、異常型プリオン蛋白質のみを検出することができるこ
とが示されている。
【００８８】
　以上に示された比較例２の結果（図２）を、実施例１及び比較例１で得られた結果（図
１）と比較によって次のことがわかった。すなわち、ラクトフェリン固定化ビーズによる
異常型プリオン蛋白質と正常型プリオン蛋白質との識別は、プロテアーゼＫを使用した従
来の方法と同程度以上に、確実性と信頼性があることがわかった。
【産業上の利用可能性】
【００８９】
　本発明によれば、動物に由来する原材料を使用した飲食品及び医薬品に対して、異常型
プリオン蛋白質（感染性プリオン蛋白質）による汚染の検査を、従来よりも、簡便に迅速
且つ高感度で定量的に、さらに低コストで行うことができる。また、ヒト及び動物におけ
るプリオン病の診断を、従来よりも、簡便に迅速且つ高感度で定量的に、さらに低コスト
で行うことができる。これによって、ヒト及び動物へのプリオン病の感染防止や早期診断
という社会の要請に応えることができる。本発明は、このように産業上の利用可能性を有
するものである。
【図面の簡単な説明】
【００９０】
【図１】図１はラクトフェリン固定化ビーズへの異常型プリオン蛋白質の特異的な結合を
示すイムノブロットの結果である。
【図２】図２は従来法であるプロテアーゼＫ処理による異常型プリオン蛋白質の識別を示
すイムノブロットの結果である。
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