
(57)【要約】
【課題】　微生物を用いたプリオンの分解方法を提供すること。
【解決手段】　木材腐朽担子菌の菌体又はその処理物、木材腐朽担子菌の培養液又はその
処理物、あるいは木材腐朽担子菌が産生するプリオン分解酵素を用いることを特徴とする
、プリオンの分解方法。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 又 は そ の 処 理 物 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 培 養 液 又 は そ の 処 理 物 、 あ る い
は 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 プ リ オ ン の 分
解 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
プ リ オ ン が 異 常 プ リ オ ン で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の プ リ オ ン の 分 解 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 が 、 リ グ ニ ン 分 解 酵 素 を 産 生 す る 菌 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の プ リ
オ ン の 分 解 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 が 、 Pycnoporus coccineus、 Trametes versicolor、 Trametes hirsuta、 C
eriporia lacerate、 Phanerochaete chrysosporium、 Phanerochaete sordida、 Phaneroch
aete sordida、 Phlebia tremellosus、 Schizophyllum commune、 Phebia sp.、 Xylobolus 
subpileatum、 及 び Gloeophyllum trabeumか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 菌 で あ る 、 請 求 項 １ か
ら ３ の 何 れ か に 記 載 の プ リ オ ン 分 解 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 が 、 Pycnoporus coccineus SFFPS01、 Trametes versicolor IFO6482、 Tra
metes hirsuta YK505、 Ceriporia lacerate MZ-340、 Phanerochaete chrysosporium ME-4
46、 Phanerochaete sordida YK624、 Phanerochaete sordida 2001070705、 Phlebia treme
llosus BMC9152、 Schizophyllum commune TMIC34597、 Phebia sp. MG-60、 Xylobolus sub
pileatum IFO7076、 及 び Gloeophyllum trabeum IFO6430か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 菌 株 で あ
る 、 請 求 項 １ か ら ４ の 何 れ か に 記 載 の プ リ オ ン 分 解 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 又 は そ の 処 理 物 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 培 養 液 又 は そ の 処 理 物 、 あ る い
は 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 の う ち の 少 な く と も １ つ を 用 い る 、 プ リ オ
ン 分 解 剤 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
プ リ オ ン が 異 常 プ リ オ ン で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の プ リ オ ン 分 解 剤 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー
。
【 請 求 項 ８ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 が 、 リ グ ニ ン 分 解 酵 素 を 産 生 す る 菌 で あ る 、 請 求 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の プ リ
オ ン 分 解 剤 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 が 、 Pycnoporus coccineus、 Trametes versicolor、 Trametes hirsuta、 C
eriporia lacerate、 Phanerochaete chrysosporium、 Phanerochaete sordida、 Phaneroch
aete sordida、 Phlebia tremellosus、 Schizophyllum commune、 Phebia sp.、 Xylobolus 
subpileatum、 及 び Gloeophyllum trabeumか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 菌 で あ る 、 請 求 項 ６ か
ら ８ の 何 れ か に 記 載 の プ リ オ ン 分 解 剤 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
木 材 腐 朽 担 子 菌 が 、 Pycnoporus coccineus SFFPS01、 Trametes versicolor IFO6482、 Tra
metes hirsuta YK505、 Ceriporia lacerate MZ-340、 Phanerochaete chrysosporium ME-4
46、 Phanerochaete sordida YK624、 Phanerochaete sordida 2001070705、 Phlebia treme
llosus BMC9152、 Schizophyllum commune TMIC34597、 Phebia sp. MG-60、 Xylobolus sub
pileatum IFO7076、 及 び Gloeophyllum trabeum IFO6430か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 菌 株 で あ
る 、 請 求 項 ６ か ら ９ の 何 れ か に 記 載 の プ リ オ ン 分 解 剤 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 を 用 い た プ リ オ ン の 分 解 方 法 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発
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明 は 、 リ グ ニ ン 分 解 酵 素 を 産 生 す る 木 材 腐 朽 担 子 菌 を 用 い た プ リ オ ン の 分 解 方 法 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 神 経 変 性 病 の 一 種 で あ る 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE ; Transmissible spongiform encepha
lopathies） は プ リ オ ン 病 と 呼 ば れ 、 人 間 や 動 物 に 大 き な 影 響 を 与 え て い る [非 特 許 文 献 １
]。 プ リ オ ン 病 に は ヒ ト の CJD（ Creutzfelt-Jakob-disease） 、 GSS（ Gerstmann-Straussle
r-Scheinker） や ク ー ル ー 、 そ し て ヒ ツ ジ ・ ヤ ギ の ス ク レ イ ピ ー 、 狂 牛 病 と 呼 ば れ る ウ シ
の BSE（ Bovine spongiform encephalopathy） が 代 表 的 な も の と し て 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら
プ リ オ ン 病 は 異 常 プ リ オ ン が 脳 に 蓄 積 さ れ る こ と に よ り 、 脳 が ス ポ ン ジ 状 に な る こ と よ っ
て 生 ず る 脳 神 経 疾 患 で あ る 。 し か し な が ら 、 プ リ オ ン 病 に 関 し て は ま だ 十 分 な 知 見 が 得 ら
れ て い な い [非 特 許 文 献 ２ ]。 プ リ オ ン タ ン パ ク （ PrP） に は 正 常 プ リ オ ン タ ン パ ク （ PrPc
） と 異 常 プ リ オ ン タ ン パ ク （ PrPsc） が 存 在 す る 。 構 造 的 、 生 化 学 的 変 化 に よ っ て PrPcか
ら PrPscへ の 変 化 は 引 き 起 こ さ れ 、 こ の 変 化 が TSEに お け る 重 要 な 原 因 と 考 え ら れ る [非 特
許 文 献 ３ 及 び ４ ]。 PrPcは α － ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 多 く 含 み 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ っ て
分 解 ・ 消 化 さ れ る 。 こ れ に 対 し て PrPscは β － シ ー ト 構 造 を 多 く 含 み タ ン パ ク 質 分 解 酵 素
に よ る 分 解 を 非 常 に 受 け に く く 、 通 常 タ ン パ ク を 不 活 化 す る 熱 処 理 や 化 学 処 理 に 対 し て 頑
強 な 抵 抗 性 を 示 す [非 特 許 文 献 ５ 及 び ６ ]。 ま た 病 原 体 の 病 原 性 を 失 う は ず の 熱 処 理 や 化 学
処 理 に 対 し て も 強 い 抵 抗 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 プ リ オ ン 病 の 感 染 は レ ン ダ リ ン グ サ イ ク ル に よ っ て 拡 大 す る 。 レ ン ダ リ ン グ サ イ ク ル と
は 、 家 畜 が 食 肉 と し て 処 理 さ れ 、 食 肉 と し て 使 用 さ れ る 部 位 以 外 は 肉 骨 粉 や 飼 料 と し て 利
用 さ れ る 。 さ ら に 家 畜 が こ れ ら の 肉 骨 粉 や 飼 料 を 餌 と し て 食 べ る と い う サ イ ク ル を 指 す 。
感 染 が レ ン ダ リ ン グ サ イ ク ル を 通 し て 拡 大 し 、 PrPsc汚 染 の 疑 い が あ る 肉 骨 粉 や 飼 料 が 国
内 に だ け で も ８ 万 ト ン 以 上 残 存 し て い る 。 現 在 そ れ ら 肉 骨 粉 や 飼 料 を 最 も 効 果 的 に 処 理 す
る 方 法 は 高 温 焼 却 処 分 し か な い が 、 そ れ に は 多 く の 手 間 と 経 費 、 エ ネ ル ギ ー が 必 要 と さ れ
る こ と か ら 、 焼 却 処 理 以 外 で の 、 低 エ ネ ル ギ ー か つ 低 コ ス ト で 不 活 化 処 理 す る 方 法 が 求 め
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 家 畜 や ヒ ト に お い て プ リ オ ン 病 の 感 染 が 疑 わ れ た 場 合 、 検 査 ・ 診 断 ・ 手 術 を 行 わ
な け れ ば な ら な い 。 そ の 結 果 、 プ リ オ ン 病 に 対 し て 陽 性 で あ る と 判 断 さ れ た 場 合 、 検 査 ・
診 断 ・ 手 術 に 用 い ら れ た 器 具 や 機 器 は 高 価 な も の ま で も 処 分 し な け れ ば な ら な い 。 し た が
っ て 、 安 全 か つ 容 易 に 不 活 化 ・ 消 毒 す る 方 法 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 植 物 細 胞 壁 中 の 高 分 子 リ グ ニ ン を 分 解 可 能 な 唯 一 の 生 物 と し て 白 色 腐 朽 担 子 菌 が 知 ら れ
て い る 。 さ ら に 、 白 色 腐 朽 担 子 菌 は ダ イ オ キ シ ン の 無 機 化 や [非 特 許 文 献 ７ ]、 生 分 解 を 受
け に く い と さ れ る ポ リ エ チ レ ン [非 特 許 文 献 ８ 及 び ９ ]、 ナ イ ロ ン [非 特 許 文 献 １ ０ 及 び １
１ ]に 対 し て も 高 い 分 解 能 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら 分 解 反 応 に は 、 白 色 腐
朽 担 子 菌 が 産 生 す る リ グ ニ ン 分 解 酵 素 が 関 与 す る と 考 え ら れ 、 リ グ ニ ン 分 解 酵 素 と し て リ
グ ニ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ LiP） 、 マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ MnP） 、 Laccaseが 知 ら れ
て い る 。 特 に ナ イ ロ ン の 分 解 に お い て は MnPが 分 解 に 関 与 す る と さ れ て お り 、 そ の 分 解 機
構 は 、 MnPの 作 用 に よ り 生 成 し た Mn 3 + 錯 体 に よ り 、 ア ミ ド 結 合 に 隣 接 す る メ チ レ ン （ CH 2 ）
基 か ら 水 素 が 引 き 抜 か れ 、 次 い で 酸 素 が 付 加 さ れ て 非 酵 素 的 に 分 解 が 起 こ る 、 と 考 え ら れ
て い る [非 特 許 文 献 １ ２ ]。 し か し な が ら 、 高 分 子 リ グ ニ ン を 分 解 で き る 白 色 腐 朽 担 子 菌 が
、 PrPscを 分 解 し た り 不 活 化 で き る か ど う か は 全 く 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 J Collinge. Variant Creutzfeldt-Jakob disease, THE LANCET 1999 ;
 354 : 317-323
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Prusiner, S. B. Novel proteinaceous infectious particles cause s
crapie, Science 1982 ; 216 : 136-144
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【 非 特 許 文 献 ３ 】 Prusiner, S. B. Molecular biology of prion diseases. Science 199
1 ; 252 : 1515-1522
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Kopacek J, Sakaguchi S, Shigematsu K, Nishida N, Atarashi R, Nak
aoke R, Moriuchi R, Niwa M, Katamine S, Upregulation of the genes encoding lysos
omal hydrolases, a perforin-like protein, and peroxidases in the brains of mice 
affected with an experimental prion disease. Journal of virology 2000 ; 74 ; 411
-417
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Prusiner, S. B. Michael R, Scott, Stephen J. DeArmond, Fred E. C
ohen. Prion Protain Biology, Cell 1998 ; 93 : 337-348
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Rachidi W, Mange A, Senator A, Guiraud P, Riondel J, Benboubetra
 M, Favier A, Lehmann S, Prion infection impairs copper binding of cultured cell
s. The journal of biological chemistry 2003 ; 278 : 14595-14598
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Mori T, Kondo R, Oxidation of chlorinated dibenzo-p-dioxin and d
ibenzofuran by white-rot fungus, Phlebia lindtneri. FEMS Microbiol, Lett. 2002 ;
 213 : 127-131
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Y. Iiyoshi, Y. Tsutsumi, T. Nishida, Polyethylene degradation by
 lignin-degrading fungi and manganese peroxidase, J. Wood Sci. 1998 ; 44 : 222-2
29
【 非 特 許 文 献 ９ 】 K. Ehara, Y. Tsutsumi, T. Nishida. Role of Tween 80 in biobleach
ing of unbleached hardwood kraft pulp with manganese peroxidase. J. Wood Sci. 20
00 ; 46 : 137-142
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 T. Deguchi, M. Kakezawa, T. Nishida, Nylon Biodegradation by L
ignin-Degrading Fungi, Appl. Environ Microbiol. 1997 ; 63 : 329
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 T. Deguchi, Y. Kitaoka, M. Kakezawa, T. Nishida, Appl. Environ
 Microbiol. 1998 ; 64 : 1368
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 T. Nishida. リ グ ニ ン 分 解 菌 及 び そ の 酵 素 に よ る ポ リ エ チ レ ン と ナ イ
ロ ン の 分 解 ． 化 学 と 工 業  2001 ; 54 : 903-906
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 微 生 物 を 用 い た プ リ オ ン の 分 解 方 法 を 提 供 す る こ と を 解 決 す べ き 課 題 と し た
。 さ ら に 本 発 明 は 、 低 エ ネ ル ギ ー か つ 低 コ ス ト で プ リ オ ン を 分 解 す る 方 法 を 提 供 す る こ と
を 解 決 す べ き 課 題 と し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る こ と を 目 的 と し て 、 高 分 子 化 合 物 に 対 し て 高 い 分 解
能 力 を 有 す る 木 材 腐 朽 担 子 菌 お よ び そ の リ グ ニ ン 分 解 酵 素 を 用 い て プ リ オ ン の 分 解 と 不 活
化 が 可 能 か ど う か を 検 証 し た 結 果 、 驚 く べ き こ と に 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 を 用 い る こ と に よ り
プ リ オ ン を 分 解 で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は こ の 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た も の で あ る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 又 は そ の 処 理 物 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 培 養
液 又 は そ の 処 理 物 、 あ る い は 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 を 用 い る こ と を
特 徴 と す る 、 プ リ オ ン の 分 解 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 又 は そ の 処 理 物 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の
培 養 液 又 は そ の 処 理 物 、 あ る い は 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 の う ち の 少
な く と も １ つ を 用 い る 、 プ リ オ ン 分 解 剤 又 は バ イ オ リ ア ク タ ー が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 好 ま し く は 、 プ リ オ ン は 異 常 プ リ オ ン で あ る 。
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　 好 ま し く は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 は 、 リ グ ニ ン 分 解 酵 素 を 産 生 す る 菌 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 は 、 Pycnoporus coccineus、 Trametes versicolor、 Trame
tes hirsuta、 Ceriporia lacerate、 Phanerochaete chrysosporium、 Phanerochaete sord
ida、 Phanerochaete sordida、 Phlebia tremellosus、 Schizophyllum commune、 Phebia s
p.、 Xylobolus subpileatum、 及 び Gloeophyllum trabeumか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 菌 で あ
る 。
　 さ ら に 好 ま し く は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 は 、 Pycnoporus coccineus SFFPS01、 Trametes ver
sicolor IFO6482、 Trametes hirsuta YK505、 Ceriporia lacerate MZ-340、 Phanerochaet
e chrysosporium ME-446、 Phanerochaete sordida YK624、 Phanerochaete sordida 20010
70705、 Phlebia tremellosus BMC9152、 Schizophyllum commune TMIC34597、 Phebia sp. 
MG-60、 Xylobolus subpileatum IFO7076、 及 び Gloeophyllum trabeum IFO6430か ら 成 る 群
か ら 選 ば れ る 菌 株 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 低 エ ネ ル ギ ー か つ 低 コ ス ト で プ リ オ ン を 分 解 す る 方 法 を 提 供 す る こ と
が 可 能 に な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
　 本 発 明 者 ら は 以 下 の 実 施 例 で 示 す 通 り 、 リ グ ニ ン 分 解 能 、 成 長 速 度 等 を も と に 選 抜 し た
白 色 腐 朽 担 子 菌 14菌 株 及 び 褐 色 腐 朽 担 子 菌 １ 菌 株 を 用 い て 異 常 プ リ オ ン タ ン パ ク （ PrPsc
） の 分 解 と 不 活 化 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 ま ず 、 生 菌 処 理 に よ る PrPの 分 解 を 試 み た 結 果
、 PrPcに お い て は 15菌 株 中 12菌 株 で 分 解 が 観 察 さ れ た 。 PrPscに お い て は 15菌 株 中 ９ 菌 株
（ 表 ３ ） で 分 解 が 観 察 さ れ た 。 実 施 例 に お い て 、 完 全 に PrPscの バ ン ド が 消 失 し な か っ た
４ 菌 株 で も 、 PrPscが 明 ら か に 減 少 し て い た こ と か ら 、 今 回 用 い た 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 中 で X
ylobolus spectabilisと Oligoporus caesiusを 除 く 全 て の 菌 株 が PrPscの 分 解 能 を 要 す る
可 能 性 が 考 え ら れ た 。 次 い で 、 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPの 分 解 を 試 み た 。 PrPc及 び PrPscと も
に 反 応 １ 日 目 で 分 解 さ れ た 。 さ ら に PrPの 分 解 に は MnPが 強 く 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ た
が 、 PrPの 分 解 に は MnPだ け で は な く 、 他 の 要 因 も 存 在 す る こ と が 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ れ ま で 様 々 な 化 合 物 を 用 い て PrPscの aggregationの 阻 害 [Cordeiro Y, 他 、 J. Biol. 
Chem. Manuscript 2003 ; 279 : 5346-52]、 PrPcか ら PrPscへ の 変 化 を 阻 害 す る も の [Remi
 Demaimay,他 、 J. Neurochem. 1998 ; 71 : 2534-2541；  Bayron Caughey, 他 、 J. Virol
ogy  2003 ; 77 : 5499-5502； David A. 他 、 J. Virology 2003 ; 77 : 10288-10294； Wi
nslow S. 他 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998 ; 95 : 12117-12122； Suzette A., 他
、 Science 2000 ; 287 : 1503-1506； Richard H. 他 、 Antimicrobial Agents And Chemot
herapy 1986 ; 30 : 409-413； 及 び  Bayron Caughey,他 、 J. Virology 1993 ; 67 : 643-
650]が 数 多 く 報 告 さ れ て き た 。 し か し 、 in vitroで は 効 果 を 表 す も の の 、 in vivoで は 効
果 的 な 知 見 を 得 る こ と に 成 功 し て い な い 。 こ れ ま で に 生 物 を 用 い た 生 分 解 に よ り PrPscが
分 解 さ れ た と す る 報 告 は 本 発 明 者 が 知 る 限 り な く 、 本 発 明 に お い て 白 色 腐 朽 担 子 菌 及 び そ
れ が 産 生 す る MnPが PrPscを 分 解 す る こ と が 初 め て 示 さ れ た 。 ま た 、 こ れ ま で に PrPscを 分
解 す る こ と が で き る 酵 素 は プ ロ テ ア ー ゼ の 一 種 で あ る ケ ラ チ ナ ー ゼ し か 報 告 さ れ て お ら ず
、 そ れ に 関 し て も 感 染 性 ・ 病 原 性 消 失 の 報 告 は さ れ て い な い 。 今 回 、 PrPscの 分 解 酵 素 と
し て 見 出 し た MnPは オ キ シ ド レ ク タ ー ゼ で あ り 、 ケ ラ チ ナ ー ゼ と は 全 く 異 な っ た 分 解 機 構
で あ る 。 さ ら に 、 分 解 に お け る 活 性 種 は Mn 3 + で あ る こ と か ら 、 分 解 反 応 に は 非 特 異 的 に 進
行 し 、 標 的 と な る PrPscは ラ ン ダ ム に 切 断 さ れ た 小 さ な フ ラ グ メ ン ト ま で 分 解 さ れ る と 推
測 さ れ る 。 し た が っ て 、 in vivoに お い て 感 染 性 の 消 失 が 確 認 さ れ れ ば 、 PrPscを 完 全 に 分
解 し 不 活 化 す る 初 め て の 酵 素 で あ り 、 今 後 の 応 用 が 期 待 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 PrPscの 分 解 に MnP以 外 の 要 因 も 関 与 し て い る こ と が 考 え ら れ た 。 可 能 性 と し て 考
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え ら れ る の は 、 白 色 腐 朽 菌 が 産 生 す る MnP以 外 の リ グ ニ ン 分 解 酵 素 で あ る リ グ ニ ン ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ （ LiP） と Laccase、 そ し て 担 子 菌 が 産 生 す る プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 LiPも MnP同
様 に H 2 O 2 存 在 下 で 活 性 状 態 に な る た め 、 分 解 に 関 与 し た 可 能 性 が 十 分 に 考 え ら れ た 。 し か
し 、 LiPを 産 生 す る 菌 株 は 多 く 確 認 さ れ て お ら ず 、 今 回 分 解 能 を 有 し た 菌 株 の 中 に も LiPの
産 生 が 確 認 さ れ て い な い も の が あ る 。 し た が っ て 、 分 解 に LiPが 関 与 し た 可 能 性 は 低 い と
思 わ れ る 。 ま た Laccaseは Phanerochaete chrysosporiumと 褐 色 腐 朽 菌 に お い て は 産 生 さ れ
な い こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 生 菌 処 理 に お い て も Phanerochaete chrysosporiumに よ る 顕 著 な PrPscの 分 解 が 観 察 さ れ
、 Phanerochaete chrysosporiumか ら 調 整 し た 菌 体 外 酵 素 に よ る 分 解 実 験 に お い て 、 明 ら
か な PrPscの 分 解 が 確 認 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 Laccaseは PrPsc分 解 に 関 与 し て い な い と
考 え ら れ る 。 先 に も 述 べ た よ う に 、 現 在 の と こ ろ PrPscを 分 解 す る こ と が で き る プ ロ テ ア
ー ゼ は ケ ラ チ ナ ー ゼ し か 報 告 さ れ て お ら ず 、 MnPに 加 え て PrPsc分 解 能 を 有 す る 新 規 な プ ロ
テ ア ー ゼ 発 見 に つ な が る 可 能 性 も 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の プ リ オ ン の 分 解 方 法 は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 又 は そ の 処 理 物 、 木 材 腐 朽 担 子
菌 の 培 養 液 又 は そ の 処 理 物 、 あ る い は 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 を 用 い
る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い る 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 具 体 例 と し て は 、 Pycnoporus coccineus、 Trametes v
ersicolor、 Trametes hirsuta、 Ceriporia lacerate、 Phanerochaete chrysosporium、 Ph
anerochaete sordida、 Phanerochaete sordida、 Phlebia tremellosus、 Schizophyllum c
ommune、 Phebia sp.、 Xylobolus subpileatum、 又 は Gloeophyllum trabeumが 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 腐 朽 担 子 菌 の 具 体 例 な 菌 株 の 例 と し て は 、 Pycnoporus coc
cineus SFFPS01、 Trametes versicolor IFO6482、 Trametes hirsuta YK505、 Ceriporia l
acerate MZ-340、 Phanerochaete chrysosporium ME-446、 Phanerochaete sordida YK624
、 Phanerochaete sordida 2001070705、 Phlebia tremellosus BMC9152、 Schizophyllum c
ommune TMIC34597、 Phebia sp. MG-60、 Xylobolus subpileatum IFO7076、 及 び Gloeophyl
lum trabeum IFO6430が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 上 記 の 菌 株 の う ち Trametes versicolor IFO6482、 Xylobolus subpileatum IFO7076、 及
び Gloeophyllum trabeum IFO6430は 、 財 団 法 人 ・ 発 酵 研 究 所 （ 大 阪 市 淀 川 区 十 三 本 町 2-17
-85） に 寄 託 さ れ て お り 、 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 本 部 ・
生 物 遺 伝 資 源 部 門 （ NBRC） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Pycnoporus coccineus に 属 す る 菌 株 と し て は 、 IFO9768な ど が 挙 げ ら れ 、 独 立 行 政 法 人
製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 本 部 ・ 生 物 遺 伝 資 源 部 門 （ NBRC） か ら 入 手 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Trametes hirsutaに 属 す る 菌 株 と し て は 、 ATCC MYA-828な ど が 挙 げ ら れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら
入 手 可 能 で あ る 。 ま た 、 Phanerochaete sordida に 属 す る 菌 株 と し て は 、 ATCC90872な ど
が 挙 げ ら れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Phanerochaete chrysosporiumに 属 す る 菌 株 と し て は 、 IFO31249な ど が 挙 げ ら れ 、 独 立
行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 本 部 ・ 生 物 遺 伝 資 源 部 門 （ NBRC） か ら
入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Schizophyllum communeに 属 す る 菌 株 と し て は 、 IFO30749な ど が 挙 げ ら れ 、 独 立 行 政 法
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人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 本 部 ・ 生 物 遺 伝 資 源 部 門 （ NBRC） か ら 入 手 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い る 木 材 腐 朽 担 子 菌 を 培 養 す る た め の 培 地 組 成 と し て は 、 通 常 こ れ ら の 木 材
腐 朽 担 子 菌 が 生 育 し う る も の で あ れ ば 天 然 培 地 及 び 合 成 培 地 の い ず れ も 使 用 で き る 。 ま た
、 培 地 は 固 体 ま た は 液 体 培 地 の い ず れ で も よ い 。 培 地 は 通 常 、 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 物 を
含 む 。 炭 素 源 と し て は 、 グ ル コ ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 ス タ ー チ 、 オ ー ト ミ
ー ル 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ロ ー ス 、 シ ュ ク ロ ー ス な ど を 単 独 ま た は 混 合 し て 用 い る こ と が
で き る 。 窒 素 源 と し て は 、 酵 母 エ キ ス 、 肉 エ キ ス 、 ペ プ ト ン 、 カ ゼ イ ン 、 ポ リ ペ プ ト ン 、
大 豆 ペ プ ト ン 、 コ ー ン ス チ ー プ リ カ ー 、 マ ル ト エ キ ス 、 綿 実 粕 、 グ ル テ ン ミ ー ル お よ び 大
豆 粉 、 各 種 ア ミ ノ 酸 等 の 有 機 窒 素 類 、 ま た 硝 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の 各 種
無 機 窒 素 を 単 独 ま た は 混 合 し て 用 い る こ と が で き る 。 そ の 他 の 無 機 物 と し て 、 カ リ ウ ム 塩
、 マ グ ネ シ ウ ム 塩 、 鉄 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 な ど の 無 機 塩 類 な ど を 必 要 に 応 じ て 適 宜 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い る 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 培 養 は 、 通 常 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 培 養 温 度 は
菌 が 生 育 す る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 １ ５ ～ ４ ５ ℃ で あ り 、 よ り 好 ま し く は ２
０ ～ ４ ０ ℃ で あ る 。 培 養 の ｐ Ｈ は 例 え ば ４ ～ ９ で あ り 、 好 ま し く は ４ ． ５ ～ ７ ． ５ で あ る
。 培 養 は 震 盪 あ る い は 通 気 撹 拌 な ど の 好 気 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 上 記 し た 培 養 に よ り 得 ら れ た 微 生 物 の 菌 体 、 培 養 液 、 ま た は 該 微 生
物 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 プ リ オ ン の 分 解 反 応 を 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 プ リ オ ン の 分 解 に 用 い る 菌 体 は 、 生 菌 体 の ま ま で 使 用 し て も よ く 、 菌 体 処 理 物 、 例 え ば
、 菌 体 破 砕 物 、 凍 結 乾 燥 な ど の 処 理 を 施 し た 処 理 物 を 使 用 し て も よ い 。 ま た 、 木 材 腐 朽 担
子 菌 の 培 養 液 を 使 用 す る こ と も で き 、 さ ら に ま た 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解
酵 素 を 使 用 す る こ と も で き る 。 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 と し て は 、 具
体 的 に は 、 マ ン ガ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ MnP） が 挙 げ ら れ る 。 上 記 酵 素 は 、 慣 用 の 方 法 を
適 宜 組 み 合 わ せ て 精 製 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 上 記 し た 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体
や そ の 菌 体 が 産 生 す る 酵 素 は 、 光 架 橋 性 樹 脂 プ レ ポ リ マ ー 、 た と え ば Ｅ Ｎ Ｔ ３ ４ ０ ０ （ 関
西 ペ イ ン ト （ 株 ） 製 ） な ど や 、 ウ レ タ ン ・ プ レ ポ リ マ ー 、 た と え ば Ｐ Ｕ － ９ （ 東 洋 ゴ ム 製
） な ど や κ － カ ラ ギ ナ ン な ど の 多 糖 類 に 固 定 化 し て か ら 反 応 に 用 い る こ と も で き る 。 反 応
系 に お け る 菌 体 濃 度 は 、 目 的 化 合 物 の 光 学 純 度 お よ び 反 応 速 度 が 低 下 し な い 範 囲 で 適 宜 選
択 で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 の 通 り 、 本 発 明 に お い て は 、 培 養 に よ り 得 ら れ た 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 そ の も の を
使 用 す る 以 外 に 、 例 え ば 、 培 養 中 の 菌 体 を 含 む 培 養 液 に 処 理 対 象 物 を 接 触 さ え る か 、 培 養
終 了 後 、 遠 心 分 離 ま た は 濾 過 に よ り 分 離 し た 菌 体 を 破 砕 処 理 し て そ の 産 生 す る 酵 素 を 抽 出
し こ れ に 処 理 対 象 物 を 接 触 さ せ て 、 プ リ オ ン を 分 解 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の プ リ オ ン の 分 解 方 法 に お い て は 、 前 記 菌 体 な ど を 含 有 す る 溶 液 中 で 振 と う 操 作
、 通 気 攪 拌 培 養 操 作 等 に 付 し て 好 気 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ｐ Ｈ ５ ～ ９ 、 １
８ ～ ３ ７ ℃ で １ ～ １ ０ 日 間 振 と う 攪 拌 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 必 要 に よ り 酸 素 気 流 下
で 反 応 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 反 応 に よ り プ リ オ ン を 分 解 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に よ る 木 材 腐 朽 担 子 菌 を 用 い る プ リ オ ン の 分 解 方 法 は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 又
は そ の 処 理 物 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 培 養 液 又 は そ の 処 理 物 、 あ る い は 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生
す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 を 、 プ リ オ ン （ 特 に 、 異 常 プ リ オ ン ） を 含 む 処 理 対 象 物 （ 例 え ば 、
異 常 プ リ オ ン 汚 染 の 疑 い が あ る 肉 骨 粉 や 飼 料 、 又 は プ リ オ ン 病 感 染 者 の 検 査 ・ 診 断 ・ 手 術
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に 用 い ら れ た 器 具 や 機 器 な ど ） に 接 触 さ せ 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 又 は 酵 素 の 作 用 に よ り 該 対 象
処 理 物 中 の プ リ オ ン （ 特 に 、 異 常 プ リ オ ン ） を 分 解 し 、 無 毒 化 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 体 又 は そ の 処 理 物 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 培 養 液 又 は そ の 処 理 物 、 あ る
い は 木 材 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る プ リ オ ン 分 解 酵 素 は 、 プ リ オ ン 分 解 剤 と し て 使 用 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 を 担 体 に 固 定 化 し 、 処 理 対 象 物 を 通 過 さ せ る タ ン ク 内 に
こ の 担 体 を 設 置 す る こ と に よ っ て 、 プ リ オ ン 分 解 用 の バ イ オ リ ア ク タ ー を 構 築 す る こ と が
で き る 。 バ イ オ リ ア ク タ ー に は 、 制 御 装 置 、 ポ ン プ 、 各 種 セ ン サ ー 等 を 設 置 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 担 体 と し て は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 を 固 定 化 す る こ と が で き る も の で あ れ ば ど の よ う な も の
で も よ い 。 例 え ば 、 ア ル ギ ン 酸 、 ポ リ ビ ニ ー ル ア ル コ ー ル 、 ゲ ラ ン ガ ム 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ
ル ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 等 の ゲ ル 状 物 質 に 包 括 固 定 す る 方 法 や 、 ガ ラ ス 、 活 性 炭 、 ポ リ ス
チ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 木 材 、 シ リ カ ゲ ル 等 の 表 面 に 吸 着 固 定 す る 方 法
を 挙 げ る こ と が で き る
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 固 定 法 の 具 体 例 と し て は 、 木 材 腐 朽 担 子 菌 の 菌 株 の 培 養 液 を 担 体 に 流 し 込 む だ け の 固 定
法 、 ア ス ピ レ ー タ ー を 用 い て 担 体 を 減 圧 下 に お き 、 菌 株 の 培 養 液 を 担 体 に 流 し 込 む こ と か
ら な る 固 定 法 、 お よ び 菌 株 の 培 養 液 を 滅 菌 し た 培 地 と 担 体 と の 混 合 物 に 流 し 込 み 、 振 盪 培
養 し 、 前 記 混 合 物 か ら 取 り 出 し た 担 体 を 自 然 乾 燥 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の バ イ オ リ ア ク タ ー を 用 い る プ リ オ ン の 分 解 処 理 は 、 回 分 式 、 半 回 分 式 、 連 続 式
な ど の 任 意 の 様 式 に よ り 行 う こ と が で き る 。 処 理 対 象 物 の 温 度 を １ ５ ～ ３ ５ ℃ 前 後 、 好 ま
し く は ２ ０ ～ ３ ０ ℃ 前 後 、 よ り 好 ま し く は ２ ５ ℃ 前 後 に 調 整 し て 処 理 す る こ と が で き る 。
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は 実 施 例 に よ っ
て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
実 施 例 １ ： 生 菌 処 理 に よ る 正 常 プ リ オ ン タ ン パ ク （ PrPc） の 分 解
　 実 施 例 １ で は 、 試 料 と し て マ ウ ス の 脳 を 破 砕 し た 脳 乳 剤 を 用 い る が 、 脳 乳 剤 に は プ リ オ
ン タ ン パ ク 以 外 の タ ン パ ク 質 が 大 量 に 含 ま れ て い る 。 そ こ で ス ケ ー ル ダ ウ ン し た 培 養 条 件
下 で マ ウ ス 正 常 脳 乳 剤 が 菌 糸 の 成 長 や MnPの 産 生 に 与 え る 影 響 を 検 討 し た 。 ま た 、 正 常 脳
乳 剤 の 分 解 の 有 無 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ 方 法 ）
（ １ ） 使 用 菌 株 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 難 分 解 性 高 分 子 リ グ ニ ン に 対 す る 分 解 能 力 が 高 く 、 成 長 速 度 が 速 く 、 か つ 生 物 的 封 鎖 レ
ベ ル が 低 い か も し く は そ の 必 要 性 が な い こ と を 指 標 と し て 、 １ ４ 株 の 白 色 腐 朽 担 子 菌 、 ま
た 比 較 対 照 と し て リ グ ニ ン 分 解 酵 素 を 産 生 し な い １ 株 の 褐 色 腐 朽 担 子 菌 を 選 抜 し た 。 選 抜
し た 15菌 株 の 学 名 及 び 和 名 （ あ る も の ） を 表 １ に 示 す 。 表 １ の Gloeophyllum trabeumは 褐
色 不 朽 担 子 菌 で 、 そ の 他 は 白 色 不 朽 担 子 菌 で あ る 。 ま た 、 本 明 細 書 で は 、 褐 色 不 朽 担 子 菌
と 白 色 不 朽 担 子 菌 を 総 称 し て 木 材 腐 朽 担 子 菌 と い う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ ２ ） 脳 乳 剤 の 作 製
　 正 常 mouse（ C57BL/6J） よ り 採 取 し た 脳 を PBSと 共 に Multibease Shocker（ 2500rpm, 2mi
n） で 破 砕 し た 。 こ れ を 遠 心 分 離 （ 3000rpm, 10min, ４ ℃ ） し 、 上 清 を 回 収 し た 。 こ の 上
清 を 再 び 遠 心 分 離 （ 3000rpm, 10min, ４ ℃ ） し 、 回 収 し た 上 清 を 正 常 脳 乳 剤 試 料 と し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ ３ ） 供 試 菌
　 上 記 の 表 １ に 示 す 菌 株 を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ ４ ） 菌 体 懸 濁 液 と 正 常 脳 乳 剤 の 共 培 養
　 供 試 菌 15菌 株 を PDA（ Potato Dextrose Agar） 培 地 に 植 菌 後 、 30℃ で 培 養 し 、 菌 を シ ャ
ー レ に 蔓 延 さ せ た 。 菌 体 マ ッ ト 一 枚 と 滅 菌 水 25mlを ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ
し 、 菌 体 懸 濁 液 （ ａ ） を 調 整 し た 。 200ml三 角 フ ラ ス コ に Kirk培 地 （ 下 記 に 組 成 を 示 す ） 5
0mlと 菌 体 懸 濁 液 （ ａ ） ５ mlを 加 え 、 30℃ で ５ 日 間 静 置 培 養 し た 。 前 培 養 終 了 後 、 菌 体 及
び 培 養 液 を 共 に ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 遠 心 分 離 （ 7000× ｇ ， ５ min
） 後 、 上 清 を 捨 て Kirk培 地 を 50mlを 加 え た 。 次 い で こ れ を 十 分 に 懸 濁 し 、 菌 体 懸 濁 液 （ ｂ
） と し た 。 24 well plateに 調 整 し た 菌 体 懸 濁 液 (2)450μ lと 正 常 脳 乳 剤 50μ lを 加 え 、 室
温 で ８ 日 間 静 置 培 養 し た 。 培 養 後 、 培 養 上 清 を 回 収 し サ ン プ ル と し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
<Kirk trace element solution 1L pH4.5>
ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 　 　 9g
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MgSO 4 ・ 7H 2 O   　 　 　 　 　 　 　  3g 
MnSO 4                             2.73g
NaCl                        6g
FeSO 4 ・ 7H 2 O                  0.6g
CoSO 4 ・ 7H 2 O                  1.1g
CaCl 2 ・ 2H 2 O                  0.6g
ZnSO 4 ・ 7H 2 O                  1.1g
CuSO 4 ・ 5H 2 O                  60mg
AlK(SO 4 ) 2 ・ 12H 2 O             110mg
H 3 BO 3                                  60mg
Na 2 MoO 4 ・ 2H 2 O                70mg
【 ０ ０ ４ ３ 】
<Kirk salt solution 1L pH4.5>
KH 2 PO 4                     20g
MgSO 4 ・ 7H 2 O                  5g
CaCl 2 ・ 2H 2 O               　 1.3g
Thiamine-HCl　 　 　 　 　 　 　  10mg 
Kirk trace element solution 16.7ml
【 ０ ０ ４ ４ 】
<Kirk培 地  1L pH4.5>
グ ル コ ー ス 　 　 　 　 　 　 　 　 10g
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 　 　 　 　 　 　 1.64g
Tween80                   1g
酒 石 酸 ア ン モ ニ ウ ム 　 　 　 　 LN;0.22g
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 HN;2.21g
Kirk salt solution　 　 　 　 100ml
Kirk trace element solution  60ml
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ ５ ） SDS-PAGE
　 13.5％ ア ク リ ル ア ミ ド 分 離 ゲ ル 液 を ゲ ル 板 に 流 し 込 み 、 Pure Waterを 重 層 後 、 45分 以 上
静 置 し た 。 分 離 ゲ ル の 組 成 は 以 下 の と お り で あ る 。 Pure Water 5.5ml、 30％  Acryl Mix 9
.0ml、 1.5M Tris-HCl（ pH8.8） 5.0ml、 10％  SDS 0.2ml、 10％  APS 0.2ml、 TEMED ８ μ l。
上 層 の Pure Waterを 捨 て 、 濃 縮 ゲ ル 液 で 洗 浄 し た 。 新 た に 濃 縮 ゲ ル 液 を 加 え 、 コ ー ム を 差
し 込 み 30分 以 上 静 置 し た 。 濃 縮 ゲ ル の 組 成 は 以 下 の と お り で あ る 。 Pure Water 3.4ml、 30
％  Acryl Mix 1.0ml、 0.5M Tris-HCl（ pH6.8） 1.5ml、 10％  SDS 60μ l、 10％  APS 60μ l
、 TEMED ６ μ l。 サ ン プ ル に 対 し て 1/2容 量 の ３ × SDS Loading Bufferを 加 え 、 100℃ で ５
分 ボ イ ル し 泳 動 サ ン プ ル を 調 整 し た 。 10× 泳 動 Buffer（ 25mM Tris、 192mM Glycine、 0.1
％  SDS in H 2 O） 100mlを H 2 O 900mlで 希 釈 し た も の を 泳 動 bufferと し た 。 先 に 調 整 し た 泳
動 用 サ ン プ ル 24μ lを ア プ ラ イ し 、 定 電 圧 200Ｖ （ 約 100mA） で 約 40分 間 泳 動 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ ６ ） Western Blotting
　 電 気 泳 動 後 の ゲ ル を 転 写 Buffer（ 48mM Tris、 39mM Glycine、 20％  Methanol） に 15分 間
浸 漬 し ゲ ル の Buffer交 換 を 行 い 、 こ れ を ２ 度 行 っ た 。 PVDFメ ン ブ レ ン を メ タ ノ ー ル で 前 処
理 し た 後 、 転 写 Bufferに 15分 間 浸 し た 。 Bufferに 浸 し た ろ 紙 の 上 に メ ン ブ レ ン 、 ゲ ル の 順
に 重 ね 、 さ ら に Bufferに 浸 漬 し た ろ 紙 を ゲ ル の 上 に 重 ね た 。 定 電 圧 15Ｖ （ 約 320mA） で 約 3
5分 間 転 写 を 行 っ た 。 転 写 後 、 メ ン ブ レ ン を TBS（ 20mM Tris、 150mM NaCl、 pH7.4） に 15分
程 度 浸 漬 し 、 3 ％ BSAを 含 む TTBS（ １ ％  Tween 20 in TBS） に 浸 漬 し 30分 間 振 蕩 し た 。 SAF
83（ prion抗 体 ） を １ ％  BSAを 含 む TTBSで 2500倍 希 釈 し た 抗 体 希 釈 液 に メ ン ブ レ ン を ４ ℃
で 一 晩 浸 漬 し た 。 一 次 抗 体 処 理 後 の メ ン ブ レ ン を TTBS中 で 15分 間 振 蕩 し な が ら 洗 浄 し た 。
こ れ を ２ 回 行 っ た 。 α － MoIgG（ anti-mouse抗 体 ） を ３ ％  Low Fat Milkを 含 む TTBSで 2000
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0倍 希 釈 し た 抗 体 希 釈 液 に メ ン ブ レ ン を 浸 漬 し 、 室 温 で １ 時 間 振 蕩 し た 。 次 い で メ ン ブ レ
ン を TTBS中 で 15分 間 振 蕩 し な が ら 洗 浄 し 、 こ れ を ３ 回 行 っ た 。 ECLplus（ Amersham Biosci
ences RPN2132） 検 出 液 に 正 確 に ５ 分 浸 し た 後 、 Hyperfilm ECL（ Amersham RPN2114K） に
感 光 さ せ た （ ２ 分 間 及 び ５ 分 間 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ ７ ） 共 培 養 ８ 日 目 の MnP活 性 と 共 培 養 に お け る MnP活 性 の 経 時 的 変 化
　 培 養 後 回 収 し た サ ン プ ル の MnP活 性 を 測 定 し た 。 MnP測 定 は 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。 50mMマ
ロ ン 酸 buffer（ pH4.5） 700μ l、 1.0mM MnSO 4  50μ l、 H 2 O 100μ l、 培 養 上 清 50μ l、 0.2mM
 H 2 O 2  100μ lを 加 え 、 270nmに お け る 吸 光 度 を 分 光 光 度 計 を 用 い て 、 30℃ で １ 分 間 測 定 し
た [Frederic H. 他 、 Appl. Environ Microbiol, 1991 ; 57 : 2240-2245； Wariishi, H.
他 、 Biochem, Biophys. Res. Commun, 1991 ; 176 : 260-275； 及 び 、 Wariishi, H.他 、 J
. Biol. Chem. 1992 ; 267 : 23688-23695]。
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ 結 果 ）
（ １ ） 生 菌 処 理 に よ る PrPcの 分 解
　 ス モ ー ル ス ケ ー ル 培 養 条 件 下 で の 菌 体 懸 濁 液 と 正 常 脳 乳 剤 の 共 培 養 に お い て 、 大 部 分 の
菌 株 は 正 常 な 成 長 を 示 し た が Xylobolus spectabilisと Oligoporus caesiusに お い て は 菌
糸 の 成 長 が 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 生 菌 処 理 に よ る PrPcの 分 解 結 果 を 図 １ に 示 す 。 Positive controlと し て リ ン 酸 buffer＋
正 常 脳 乳 剤 （ PBS） 、 Kirk基 本 液 体 培 地 （ HCLN） ＋ 正 常 脳 乳 剤 （ Kirk） 、 野 生 型 マ ウ ス よ
り 調 製 し た 脳 乳 剤 （ PrPc） を 用 い た 。 ま た negative controlと し て 菌 体 懸 濁 液 の み （ 菌 体
の み ） 、 PrP発 現 遺 伝 子 Prnpを knock outし た マ ウ ス よ り 調 整 し た 脳 乳 剤 （ KO） を 用 い た 。
Positive controlで バ ン ド が 出 現 し た の に 対 し 、 15菌 株 中 Bjerkandera adusta、 Xylobolu
s spectabilis、 Oligoporus caesiusの ３ 菌 株 を 除 く 12菌 株 に お い て バ ン ド が 消 失 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 共 培 養 ８ 日 目 に お け る MnP活 性 を 表 ２ に 示 す 。 正 常 脳 乳 剤 と の 共 培 養 に お い て MnPの 産 生
が 確 認 さ れ な い 菌 株 が あ っ た 。 さ ら に ６ 種 の 菌 株 （ Phanerochaete chrysosporium、 Phane
rochaete sordida YK624、 Phanerochaete sordida 2001070705、 Xylobolus spectabilis
、 Phlebia tremellosus BMC9152、 Gloeophyllum trabeum） を 用 い て 共 培 養 に お け る MnP活
性 の 経 時 的 変 化 を 測 定 し た 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 Phanerochaete chrysosporium、 Phaneroch
aete sordida YK624、 Phanerochaete sordida 2001070705、 Phlebia tremellosus BMC915
2で は MnPが 産 生 さ れ 、 培 養 ３ 日 目 か ら ５ 日 目 で 活 性 ピ ー ク と な っ た 。 Xylobolus spectabi
lis、 Gloeophyllum trabeumで は MnPは 産 生 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 脳 乳 剤 と 白 色 腐 朽 担 子 菌 を 共 培 養 し た 結 果 、 大 部 分 の 菌 株 に つ い て は 脳 乳 剤 に 菌 糸 成 長
に 対 す る 阻 害 的 な 要 因 は な い と 考 え ら れ た 。 図 １ よ り 15菌 株 中 Bjerkandera adusta、 Xylo
bolus spectabilis、 Oligoporus caesiusの ３ 菌 株 を 除 く 12菌 株 に お い て PrPcの バ ン ド が
消 失 し た た め 、 PrPcは 完 全 に 分 解 さ れ た と 考 え ら れ た 。 そ こ で 、 PrPc分 解 と MnP活 性 の 相
関 を 得 る た め に 共 培 養 に お け る MnP活 性 を 測 定 し た 。 表 ２ よ り 、 PrPcの 分 解 と MnP産 生 に は
お お む ね 相 関 が 見 ら れ た が 、 MnPの 産 生 が な く と も PrPcが 消 失 し て い る 菌 株 も い く つ か あ
り 、 こ の 結 果 か ら MnPと PrPcの 分 解 を 直 接 関 連 づ け る こ と は 困 難 で あ る と 思 わ れ た 。 し か
し 、 培 養 ８ 日 目 以 前 に MnPが 産 生 さ れ る 可 能 性 が 考 え ら れ た た め 、 ６ 種 の 菌 株 に つ い て MnP
活 性 の 経 時 的 変 化 を 測 定 し た 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 培 養 ３ 日 目 か ら ５ 日 目 で 活 性 の ピ ー ク
と な る 菌 株 も あ る こ と や 、 培 養 ８ 日 目 で は MnP活 性 が 低 下 し て い る 菌 株 も あ る こ と か ら 、
表 ２ に お い て MnPが 産 生 さ れ な か っ た 菌 株 も 、 早 い 段 階 で 活 性 の ピ ー ク を 迎 え 、 ８ 日 目 に
は 活 性 が な く な っ た こ と も 予 想 さ れ る 。 表 ２ に お い て Phanerochaete chrysosporiumは 培
養 ８ 日 目 で MnP活 性 が 検 出 さ れ て い な い が 、 図 ２ に 示 す よ う に MnPの 産 生 は 培 養 ５ 日 目 で ピ
ー ク と な り 、 培 養 ８ 日 目 で は MnP活 性 が 大 き く 低 下 し て い る 。 し た が っ て 、 表 ２ の 実 験 に
お い て も Phanerochaete chrysosporiumは 培 養 期 間 の 早 い 時 期 に MnPを 産 生 し て い た と 考 え
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ら れ る 。 上 記 結 果 で は 、 Bjerkandera adusta、 Xylobolus spectabilis及 び Oligoporus ca
esiusの よ う に MnPを 産 生 し な い 菌 株 で は 、 PrPcの 分 解 が 認 め ら れ な い こ と か ら MnPは PrPc
の 分 解 に 関 与 す る 可 能 性 を 強 く 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
実 施 例 ２ ： 生 菌 処 理 に よ る 異 常 プ リ オ ン タ ン パ ク （ PrPsc） の 分 解
　 実 施 例 １ に お い て 白 色 腐 朽 担 子 菌 は 脳 乳 剤 と の 共 培 養 に お い て 菌 糸 成 長 や リ グ ニ ン 分 解
酵 素 で あ る MnPの 産 生 を 阻 害 さ れ る こ と な く 、 PrPcの 顕 著 な 分 解 が 確 認 さ れ た 。 そ こ で 、
実 施 例 ２ で は 白 色 腐 朽 担 子 菌 に よ る 異 常 プ リ オ ン タ ン パ ク （ PrPsc） の 分 解 を 試 み た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
（ 方 法 ）
（ １ ） 脳 乳 剤 の 作 製
　 プ リ オ ン 病 を 発 病 し た mouse（ C57BL/6J） よ り 採 取 し た 脳 を PBSと 共 に Multibease Shock
er（ 2500rpm, 2min） で 撹 拌 し た 。 こ れ を 遠 心 分 離 （ 3000rpm, 10min, ４ ℃ ） し 、 上 清 を
回 収 し た 。 こ の 上 清 を 再 び 遠 心 分 離 （ 3000rpm, 10min, ４ ℃ ） し 、 回 収 し た 上 清 を 異 常 脳
乳 剤 試 料 と し た 。 な お 、 今 回 感 染 に 用 い た 異 常 プ リ オ ン Fukuoka-１ 株 は ヒ ト の CJD由 来 の P
rPscで あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ ２ ） 供 試 菌
　 表 １ に 示 す 菌 株 を 用 い た 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
（ ３ ） 菌 体 懸 濁 液 と 異 常 脳 乳 剤 の 共 培 養
　 実 施 例 １ の 方 法 の （ ４ ） の 方 法 に 従 い 菌 体 懸 濁 液 （ ｂ ） を 調 整 し た 。 24 well plateに
調 整 し た 菌 体 懸 濁 液 （ ｂ ） 450μ lと 異 常 脳 乳 剤 50μ lを 加 え た 。 室 温 で ８ 日 間 静 置 培 養 し
、 培 養 上 清 と 菌 体 を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ ４ ） メ タ ノ ー ル 濃 縮
　 回 収 し た 培 養 上 清 100μ lを メ タ ノ ー ル １ mlに 加 え 、 -80℃ で 一 晩 静 置 し た 。 静 置 後 、 遠
心 分 離 （ 15000rpm, 15min, ４ ℃ ） し 、 メ タ ノ ー ル を 除 去 し た 。 残 渣 に ２ × SDS Loading B
uffer ８ μ lを 加 え 、 ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 100℃ で ５ 分 ボ イ ル し て 泳 動 サ ン プ ル を 調 整 し
、 SDS-PAGEに 供 し た 。 さ ら に 回 収 し た 菌 体 は PBSと 共 に Multibease Shocker（ 2500rpm, ２
min） で 破 砕 し 、 SDS 処 理 を 行 っ た 。 ３ × SDS Loading Buffer ８ μ lを 加 え 、 ホ モ ジ ナ イ
ズ し た 。 100℃ で ５ 分 ボ イ ル し た 後 、 遠 心 分 離 （ 12000rpm, 15min） に よ り 上 清 を 回 収 し た
。 回 収 し た 上 清 を 泳 動 サ ン プ ル と し SDS-PAGEに 供 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ ５ ） SDS-PAGE、 Western Blotting
　 実 施 例 １ の （ 方 法 ） の （ ５ ） と （ ６ ） の 方 法 に 従 っ た 。 上 述 の 各 泳 動 サ ン プ ル 24μ lを
ア プ ラ イ し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ 結 果 ）
（ １ ） 生 菌 処 理 に よ る PrPsc（ Fukuoka-１ ） の 分 解
　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 Positive controlと し て 野 生 型 マ ウ ス よ り 調 製 し た 脳 乳 剤 （ Wild）
、 リ ン 酸 Buffer＋ 異 常 脳 乳 剤 （ PBS） 、 Kirk基 本 液 体 培 地 （ HCLN） ＋ 異 常 脳 乳 剤 （ Kirk）
を 用 い た 。 ま た negative controlと し て PrP発 現 遺 伝 子 Prnpを knock outし た マ ウ ス よ り 調
整 し た 脳 乳 剤 （ KO） を 用 い た 。 さ ら に PKで 処 理 し た 異 常 脳 乳 剤 （ PK cont） も controlと し
て 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 15菌 株 中 ８ 菌 株 （ Pycnoporus coccineus、 Trametes versicolor、 Trametes hirsuta YK
505、 Ceriporia lacerate MZ-340、 Phanerochaete chrysosporium、 Phanerochaete sordi
da YK624、 Phanerochaete sordida 2001070705、 Phlebia tremellosus BMC9152） に お い
て PrPscの バ ン ド が 消 失 し た こ と か ら PrPscは 分 解 さ れ た と 判 断 し た 。 ま た 、 ４ 菌 株 （ Schi
zophyllum commune、 Phebia sp. MG-60、 Xylobolus subpileatum、 Gloeophyllum trabeum
） に お い て も PrPscの バ ン ド が 明 瞭 に 薄 く な っ た た め 、 こ れ ら の 菌 株 も PrPscの 分 解 能 を 有
す る と 判 断 で き る 。 一 方 、 Bjerkandera adusta、 Xylobolus spectabilis、 Oligoporus ca
esiusで は PrPsc量 は controlと 変 わ ら ず 、 分 解 は 起 こ ら な か っ た と 考 え ら れ る 。 し か し な
が ら 、 図 ３ に お い て PrPscの バ ン ド が 薄 く な っ た 原 因 と し て 、 PrPscが 菌 体 に 吸 着 さ れ た 可
能 性 も 考 え ら れ る た め 、 菌 体 へ 吸 着 さ れ た タ ン パ ク を 可 溶 化 し 、 Western Blottingを 行 っ
た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 Gloeophyllum trabeumで は 若 干 で は あ る が PrPscの 吸 着 が 確
認 さ れ た 。 ま た 、 Trametes hirsuta、 Phanerochaete sordida YK624で も わ ず か で は あ る
が PrPscと 思 わ れ る バ ン ド が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 生 菌 処 理 に よ る PrPscの 分 解 に お い て 、 15菌 株 中 ８ 菌 株 （ 表 ３ ） に お い て バ ン ド が 消 失
し た た め 、 PrPscは 分 解 さ れ た と 考 え ら れ た 。 PrPscの バ ン ド が 完 全 消 失 あ る い は 薄 く な っ
た 菌 株 で は 正 常 な 菌 糸 の 成 長 が 観 察 さ れ た 。 一 方 、 PrPscの バ ン ド が controlと 変 わ ら ず 、
分 解 し な か っ た と 考 え ら れ た 菌 株 は 、 ほ と ん ど 菌 糸 の 成 長 が 観 察 さ れ な か っ た こ と か ら 、
菌 株 の 成 長 の 程 度 が 分 解 力 の 違 い に 現 れ た 可 能 性 も 考 え ら れ た 。 し か し 、 例 外 的 に Bjerka
ndera adustaは 菌 糸 の 成 長 は 旺 盛 で あ っ た が 、 PrPscの 分 解 が 全 く 見 ら れ な か っ た た め 、 P
rPsc分 解 に 関 与 す る 酵 素 が 産 生 さ れ て い な い と い う 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 先 の 実 験 （ 実 施
例 １ ） に お い て 、 MnPが PrPcの 分 解 に 関 与 す る 可 能 性 を 述 べ た が 、 Bjerkandera adustaが
本 実 験 で の 培 養 条 件 下 で も MnPを 産 生 し て い な い と 仮 定 す れ ば PrPscで の 分 解 の 結 果 も 説 明
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で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 な お 、 Gloeophyllum trabeum、 Trametes hirsuta、 Phanerochaete sordida YK624で 若
干 の 菌 体 へ の 吸 着 が 確 認 さ れ た が 、 そ の 量 は controlに 比 べ 非 常 に 少 な か っ た 。 ま た 、 そ
れ 以 外 の 菌 株 で は 吸 着 が 見 ら れ な い こ と か ら も 白 色 腐 朽 担 子 菌 は PrPsc分 解 能 を 有 す る と
判 断 で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 ３ ： 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPcの 分 解
　 実 施 例 ２ で は 今 回 用 い た 白 色 腐 朽 担 子 菌 14菌 株 中 ８ 菌 株 が PrPscの 完 全 分 解 し う る こ と
を 示 し た 。 ま た 、 白 色 腐 朽 担 子 菌 が 産 生 す る リ グ ニ ン 分 解 酵 素 の 一 つ で あ る MnPが PrPscの
鍵 酵 素 で あ る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ た 。 実 施 例 ３ で は 、 MnPが PrPcを 分 解 し う る か を 確 認
す る た め に 、 Phanerochaete chrysosporiumの 菌 体 外 粗 酵 素 液 を 用 い て PrPscの 分 解 を 試 み
た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
（ 方 法 ）
（ １ ） 脳 乳 剤 の 作 製
　 実 施 例 １ の （ 方 法 ） の （ ２ ） の 方 法 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
（ ２ ） 供 試 菌
　 Phanerochaete chrysosporiumを 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
（ ３ ） 菌 体 外 酵 素 液 の 調 製
　 Phanerochaete chrysosporiumの 菌 体 を PDA培 地 で 培 養 し 蔓 延 さ せ た 。 直 径 ９ cmの 菌 体 プ
レ ー ト の 1/4を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 Kirk基 本 液 体 培 地 （ HCLN） 200mlを 含 む 500ml三 角 フ
ラ ス コ に 添 加 し 、 30℃ 、 150rpmで 振 と う 培 養 し た 。 培 養 ３ 日 目 に ベ ラ ト リ ア ル ア ル コ ー ル
を 最 終 濃 度 7.5mMと な る よ う に 添 加 後 、 毎 日 酸 素 パ ー ジ を 行 い 一 週 間 培 養 し た 。 菌 体 を 除
去 し 、 培 養 液 を ろ 過 し た 後 、 さ ら に 10kDa cut offの 限 外 ろ 過 膜 を 用 い て 濃 縮 し 、 こ れ を
粗 酵 素 液 と し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ ４ ） 菌 体 外 酵 素 液 と 正 常 脳 乳 剤 の 反 応
　 マ ロ ン 酸 buffer（ pH4.5） 、 脳 乳 剤 、 粗 酵 素 液 （ MnP活 性 と し て 40unit） 、 MnSO 4 （ 0.2mM
） 、 Glucose（ 25mM） 、 Glucose oxidase（ 40unit） を 加 え 、 室 温 で 反 応 さ せ た 。 １ 、 ３ 、
５ 、 ７ 日 に 回 収 し た 。 な お 、 反 応 液 組 成 を 表 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
（ ５ ） SDS-PAGE、 Western Blotting
　 実 施 例 １ の （ 方 法 ） の （ ５ ） と （ ６ ） の 方 法 に 従 っ た 。 泳 動 サ ン プ ル 24μ lを SDS-PAGE
に 供 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
（ 結 果 ）
（ １ ） 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPcの 分 解
　 実 施 例 ３ で は 、 図 ５ に 示 す MnPの 触 媒 作 用 に よ り 、 PrPが 分 解 さ れ る と 期 待 し た [Wariish
i, H., 他 、 Biochemistry 1988 ; 27 : 5365-5370； 及 び Wariishi, H., 他 、 Biochemistr
y 1989 ; 28 : 6017-6023]。 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 controlと し て 正 常 脳 乳 剤 の み （ control
１ ） 、 正 常 脳 乳 剤 無 添 加 （ control２ ） 、 H 2 O 2 を 発 生 さ せ な い （ control３ ） の ３ つ の 系 を
用 い た 。 MnPの 触 媒 作 用 が 機 能 す る completeで は 反 応 １ 日 目 か ら 完 全 に バ ン ド が 消 失 し 、
脳 乳 剤 を 加 え て い な い control２ と 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 脳 乳 剤 の み の control１ で は 反
応 １ 日 目 で は 十 分 に PrPcが 確 認 で き る が 、 反 応 ３ 日 目 以 降 は バ ン ド が 急 激 に 薄 く な っ て い
た 。 control３ で は control１ に 比 べ バ ン ド が 薄 く な っ て お り 、 反 応 時 間 の 経 過 と と も に 徐
々 に バ ン ド は 薄 く な り 、 反 応 ７ 日 目 に は ほ と ん ど バ ン ド が 消 失 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 control３ の 反 応 １ 日 目 で は PrPcは わ ず か に 分 解 を 受 け た に と ど ま り 、 大 部 分 が 残 っ て
い た が 、 completeで は １ 日 目 か ら 完 全 に バ ン ド が 消 え た 。 こ の こ と か ら 、 PrPcの 分 解 に は
MnPが 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 一 方 、 脳 乳 剤 の み を 含 む control１ に お い て も 反 応 日
数 が 増 す に つ れ て バ ン ド が 薄 く な っ て い た 。 こ れ は 脳 乳 剤 に 含 ま れ る プ ロ テ ア ー ゼ に よ り
PrPcが 徐 々 に 分 解 さ れ た た め だ と 考 え ら れ る 。 ま た 、 MnPが 活 性 状 態 に な い control３ で は
control１ に 比 べ 、 PrPcの バ ン ド が 薄 く な っ て い た 。 こ の こ と か ら 、 粗 酵 素 液 に 含 ま れ る M
nP以 外 の 酵 素 も 微 弱 な が ら PrPcの 分 解 に 関 与 し て い る こ と が 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 ４ ： 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPscの 分 解
　 実 施 例 ３ で は 白 色 腐 朽 担 子 菌 よ り 調 製 し た 菌 体 外 酵 素 が PrPcを 分 解 し 、 MnPが 主 要 な 酵
素 で あ る こ と を 確 認 し た 。 そ こ で 実 施 例 ４ で は 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPscの 分 解 が 可 能 で あ
る か 試 み る と 同 時 に 、 PrPc分 解 に 強 く 関 与 し た と 考 え ら れ る MnPが PrPscに 対 し て も 分 解 能
を 有 す る か 検 討 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ 方 法 ）
（ １ ） 脳 乳 剤 の 作 製
　 実 施 例 ２ の （ 方 法 ） の （ １ ） の 方 法 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ ２ ） 供 試 菌
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　 Phanerochaete chrysosporiumを 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
（ ３ ） 菌 体 外 酵 素 液 の 調 製
　 実 施 例 ３ の （ 方 法 ） の （ ３ ） の 方 法 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
（ ４ ） 菌 体 外 酵 素 液 と 異 常 脳 乳 剤 の 反 応
　 実 施 例 ３ の （ 方 法 ） の （ ４ ） の 方 法 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
（ ５ ） メ タ ノ ー ル 濃 縮
　 実 施 例 ２ の （ 方 法 ） の （ ４ ） の 方 法 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ ６ ） SDS-PAGE、 Western Blotting
　 実 施 例 １ の （ 方 法 ） の （ ５ ） 及 び （ ６ ） の 方 法 に 従 っ た 。 泳 動 サ ン プ ル 24μ lを SDS-PAG
Eに 供 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ 結 果 ）
（ １ ） 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPscの 分 解
　 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 先 の 実 験 と 同 様 に controlと し て 異 常 脳 乳 剤 の み （ control１ ） 、 異
常 脳 乳 剤 無 添 加 （ control２ ） 、 H 2 O 2 を 発 生 さ せ な い （ control３ ） の ３ つ の 系 を 用 い た 。
Complete反 応 系 の １ 日 目 で は 、 PrPscの 大 幅 な 減 少 が 確 認 さ れ た が 、 そ れ 以 降 PrPscの 減 少
は 見 ら れ な か っ た 。 異 常 脳 乳 剤 の み の control１ で は 反 応 １ 日 目 か ら ７ 日 目 ま で PrPscの 減
少 が ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た が 、 H 2 O 2 を 発 生 し な い control３ で は 反 応 日 数 の 経 過 に つ れ
て わ ず か な が ら バ ン ド が 薄 く な っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 MnPが 機 能 す る complete反 応 系 で は Phanerochaete chrysosporiumの 菌 体 外 酵 素 に よ り 反
応 １ 日 目 で PrPcが 完 全 に 分 解 さ れ た 。 さ ら に 、 本 章 の PrPscの 分 解 に お い て も complete反
応 系 １ 日 目 で PrPscは 大 き く 減 少 し て い た こ と か ら 、 大 部 分 の PrPscは 24時 間 以 内 に 分 解 さ
れ た と 判 断 で き る 。 control３ に 比 べ 、 complete系 で の PrPscは 明 ら か に 減 少 し て い る こ と
か ら 、 PrPscの 分 解 に は MnPが 強 く 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 図 ６ の control１
の 結 果 よ り 、 正 常 プ リ オ ン タ ン パ ク PrPcは 脳 乳 剤 中 に 含 ま れ る プ ロ テ ア ー ゼ で 分 解 す る こ
と が 考 え ら れ た が 、 図 ７ の control１ で は PrPscの バ ン ド に は ほ と ん ど 変 化 が 認 め ら れ な い
た め 、 脳 乳 剤 中 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 は 考 え に く い 。 こ の こ と か ら 、 図 ７ の control
３ に お い て ゆ る や か な が ら PrPscの バ ン ド が 減 少 し て い る 原 因 と し て 、 菌 体 外 粗 酵 素 中 に M
nP以 外 に も PrPscを 分 解 し う る 要 因 の 寄 与 を 考 え る 必 要 が あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 生 菌 処 理 に よ る PrPcの 分 解 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 正 常 脳 乳 剤 と の 共 培 養 に お け る MnP活 性 の 経 時 的 変 化 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 生 菌 処 理 に よ る PrPsc（ Fukuoka-1株 ） の 分 解 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 PrPsc（ Fukuoka-1株 ） の 菌 体 へ の 吸 着 実 験 の 結 果 を 示 す
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｈ 2 Ｏ 存 在 下 で の MnPの 触 媒 作 用 に よ る PrPの 分 解 模 式 図 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPcの 分 解 実 験 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 菌 体 外 酵 素 に よ る PrPsc（ Fukuoka-1株 ） の 分 解 実 験 の 結 果 を 示 す 。
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【 図 ２ 】 【 図 ５ 】
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【 図 １ 】
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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