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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　体液及び／又は生体組織破壊物を含む液体状の検体をｐＨ５．５～１０．５に調整し、
ケイ素、アルミニウム、ジルコニウム、チタン、モリブデン、タングステンから選ばれる
元素の酸化物、前記元素の二種以上よりなる複合酸化物、前記元素の一種以上と前記元素
以外の一種以上の金属元素とよりなる複合酸化物、およびこれらの二種以上の組合わせ、
から選ばれる酸化物を加え混合した後、前記酸化物が沈殿されて得られた沈殿物上に濃縮
させる異常型プリオン蛋白質の濃縮方法であって、
　前記検体に、異常型プリオン蛋白質を含まない尿を、尿の混合割合が２０～９０％（容
量）となるように加えることを特徴とする異常型プリオン蛋白質の濃縮方法。
【請求項２】
　前記検体は、脳脊髄液、尿、血液から選ばれることを特徴とする請求項１に記載の異常
型プリオン蛋白質の濃縮方法。
【請求項３】
　前記検体は、前記ｐＨ範囲に調整される前に蛋白質分解されることを特徴とする請求項
１又は２に記載の異常型プリオン蛋白質の濃縮方法。
【請求項４】
　前記酸化物は、前記検体１ｍＬに対し０．５ｎｇ～１０００ｍｇであることを特徴とす
る請求項１乃至３のいずれかに記載の異常型プリオン蛋白質の濃縮方法。
【請求項５】
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　前記沈殿物は、前記酸化物が加え混合された後、遠心処理により分離されることを特徴
とする請求項１乃至４のいずれかに記載の異常型プリオン蛋白質の濃縮方法。
【請求項６】
　体液及び／又は生体組織破壊物を含む液体状の検体を、請求項１乃至５のいずれか１項
に記載の異常型プリオン蛋白質の濃縮方法により得られた前記沈殿物が分離除去されるこ
とを特徴とする異常型プリオン蛋白質の除去方法。
【請求項７】
　前記酸化物はカラムに充填され、前記カラムの上から前記検体を含む溶液を流すことを
特徴とする請求項６に記載の異常型プリオン蛋白質の除去方法。
【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の濃縮方法および除去方法、特に脳脊髄液、尿、血液
などを用いて行う迅速、簡便かつ高効率に濃縮する異常型プリオン蛋白質濃縮方法、およ
びこの濃縮物を分離して行う異常型プリオン蛋白質除去方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　体内にある正常型プリオン蛋白質（ＰｒＰＣ）が、何らかの原因によりプリオン、即ち
異常型プリオン蛋白質（ＰｒＰＳｃ）となることがある。異常型プリオン蛋白質は、正常
型プリオン蛋白質の立体構造変異体であり、正常細胞にある正常型プリオン蛋白質が異常
型に変化することにより生理的な代謝経路から外れて、神経系への蓄積と神経細胞死を起
し、牛の狂牛病（牛海綿状脳症：ＢＳＥ；Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｐｏｎｇｉｆｏｒｍ　Ｅｎｃ
ｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ）、羊のスクレイピー、人のクロイツフェルト・ヤコブ病（ＣＪ
Ｄ）など所謂プリオン病の病原体となると考えられている。特に、狂牛病は我々の生活に
密接した牛に発症し、さらにヒトへの感染が懸念されることから世界的な関心事となった
。牛は食肉以外に、牛乳、ゼラチン、コラーゲン等などが様々な用途に用いられており、
これらを原材料として作られた製品の安全性を確実に確認するために発症早期あるいは発
症前診断の開発が急がれている。
【０００３】
　現在牛のプリオン病診断には死後の中枢神経組織を可溶化し、これをウエスタンブロッ
ト（ＷＢ：Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ）法やＥＬＩＳＡ法、免疫組織染色法などにより測
定されている。しかし、異常型プリオン蛋白質の含有量は極めて低い上に、検体が希釈さ
れるので、微量の異常型プリオン蛋白質を検出せねばならず、操作の煩雑さに加え、測定
精度の上でも限界がある。
【０００４】
　そこで、異常型プリオン蛋白質を検出するとき、異常型プリオン蛋白質の濃縮が必要と
されることが多い。異常型プリオン蛋白質を濃縮する技術として、超遠心分離法、アルコ
ール沈殿法、リンタングステン酸沈殿法〔非特許文献１、２参照〕や限外ろ過法が代表的
であり、その他一般に蛋白質の濃縮に用いられる技術が応用されることがある。最近では
、異常型プリオン蛋白質を含む試料に蛋白凝集作用物質を作用させて凝集沈殿物中に異常
型プリオン蛋白質を濃縮させる方法〔特許文献１参照〕、異常型プリオン蛋白質を含む試
料をβ－プリーツシート結合性分子を結合した固体担体と一緒にインキュベートして、選
択的に異常型プリオン蛋白質をβ－プリーツシート結合性分子に結合させて濃縮する方法
〔特許文献２参照〕などの提案がある。
【０００５】
【非特許文献１】サーファー（Ｓａｆａｒ　Ｊ）ら，ネイチャーメディスン（Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ）、４巻．１０号、１１５７－１１６５頁、１９９８年１０月発行
【非特許文献２】ワズワース（Ｗａｄｓｗｏｒｔｈ　ＪＤＦ）ら，ランセット（Ｌａｎｃ
ｅｔ）、３５８巻．９２７７号、１７１－１８０頁、２００１年７月２１日発行
【特許文献１】特開２００５－３００４３１号公報
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【特許文献２】特表２００５－５３１７７５号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　従来の方法における超遠心分離法は、プリオン病罹患個体の脳組織などより異常型プリ
オン蛋白質を濃縮する際に汎用されているが、超遠心機が必要であり１回に濃縮できる容
量には限度があり、異常型プリオン蛋白質を沈殿物として濃縮するまでには半時間以上の
時間を要してしまう。アルコール沈殿法は現行のＢＳＥ診断キット中で使われており超遠
心分離法よりは簡単、且つ迅速に行うことができるが、超遠心分離法ほど高度に濃縮はで
きない。リンタングステン酸法は従来法の中ではもっとも高度に異常型プリオン蛋白質を
濃縮できるが、手間や時間を要する。限外ろ過フィルターなどを用いた限外ろ過法では、
用いるフィルターの網目の大きさや材質や試料の容量によって所要時間や濃縮効率が左右
され、通常実験室で行われている１ｍＬ以下の少量試料からの濃縮でも２０分以上を要す
る。その他の蛋白質濃縮に使われる一般的技術の応用は、手間、迅速性、濃縮効率の点で
はこれらの代表的な従来法に劣る欠点がある。
　かかる問題点に鑑み本発明の目的は、異常型プリオン蛋白質を迅速、簡便かつ高効率に
濃縮する方法を提供し、また迅速、簡便に生体試料から異常型プリオン蛋白質を除去する
方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　上記課題を解決すべく本発明は、体液及び／又は生体組織破壊物を含む液体状の検体を
ｐＨ５．５～１０．５に調整し、ケイ素、アルミニウム、ジルコニウム、チタン、モリブ
デン、タングステンから選ばれる元素の酸化物、前記元素の二種以上よりなる複合酸化物
、前記元素の一種以上と前記元素以外の一種以上の金属元素とよりなる複合酸化物、およ
びこれらの二種以上の組合わせ、から選ばれる酸化物を加え混合した後、前記酸化物が沈
殿されて得られた沈殿物上に濃縮させる異常型プリオン蛋白質の濃縮方法であって、前記
検体に、異常型プリオン蛋白質を含まない尿を、尿の混合割合が２０～９０％（容量）と
なるように加えることを特徴とする。このような異常型プリオン蛋白質の濃縮方法におい
て、検体は、脳脊髄液、尿、血液から選ばれることが良く、さらに、検体は、前記ｐＨ範
囲に調整される前に蛋白質分解されることが好適である。そして、酸化物は、検体１ｍＬ
に対し０．５ｎｇ～１０００ｍｇ加えることが好ましく、また、沈殿物は、酸化物が加え
混合された後、遠心処理により分離されることが好ましい。
 
【０００８】
　また、本発明による異常型プリオン蛋白質の除去方法は、体液及び／又は生体組織破壊
物を含む液体状の検体を、以上のような異常型プリオン蛋白質の濃縮方法により得られた
沈殿物が分離除去されることを特徴とする。この異常型プリオン蛋白質の除去方法におい
ては、酸化物はカラムに充填され、カラムの上から検体を含む溶液を流すことができる。
【発明の効果】
【０００９】
　脳脊髄液、尿、血液などの体液、及び／又は生体組織破壊物から異常型プリオン蛋白質
が濃縮でき、精度の高い分析が可能となってプリオン病診断に応用でき、同時に体液や生
体組織破壊物を含む液体状の検体から異常型プリオン蛋白質を除去するのに役立つ。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１０】
　本発明は、異常型プリオン蛋白質の感染を確認するための異常型プリオン蛋白質の濃縮
方法であって、体液及び／又は生体組織破壊物を含む検体にごく少量の酸化物を加えて混
合し、次いで酸化物を沈殿させて酸化物上に異常型プリオン蛋白質を濃縮させる方法であ
る。
【００１１】
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　ここで、検体は、脳脊髄液、尿、血液、血清、血漿、水性体液、涙液、唾液、リンパ液
、乳汁、あるいは生体組織の破壊物など任意に選ばれるが、採取のし易さ、測定感度の観
点から脳脊髄液、尿、血液が好ましい。これらを二種以上混合した検体であってもよい。
本発明においては、検体が液体である必要があり、従って、体液はそのまま、あるいは水
、緩衝液などで希釈して、生体組織は適切な緩衝液（例えば、５０ｍＭリン酸緩衝液、ｐ
Ｈ７．５）中で機械的に粉砕しホモジナイズして用いる。体液や生体組織破壊物としては
、如何なる生物由来のものであっても適用できるが、プリオン病に罹患する可能性のある
哺乳動物、例えば、ウシ、ヤギ、ヒツジ、シカ、オオジカ、ミンク、ブタ、サル、マウス
、ラット、ハムスター、ネコ、ヒトなどの哺乳動物由来のものがより有効である。また、
例えば、このような哺乳動物由来の体液や生体組織などで副次的に汚染され異常型プリオ
ン蛋白質を含有する可能性のある食品や飼料などの検体についても適用可能である。この
ような食品や飼料を検体とする場合には、それぞれ各種夾雑物を除去することが好ましく
、例えば、従来技術として上述した限外ろ過法、アルコール沈殿法、リンタングステン酸
法、超遠心法などの他、塩析、透析等を含め、一般に蛋白質の濃縮に用いられる技術と組
み合わせて実施することも可能である。
【００１２】
　また、検体が尿以外の場合、その検体に尿を加えると酸化物に対しての結合性がよくな
り、本発明の異常型プリオン蛋白質の濃縮効果が向上する。このとき加えられる尿は、異
常型プリオン蛋白質を含まない尿でなくてはならないのはいうまでもない。なお、尿とし
ては、如何なる哺乳動物由来の尿であっても使用できるが、尿添加の効果は尿素やアンモ
ニア以外の尿成分によるものであり、尿素やアンモニアの濃度が高いと異常型プリオン蛋
白質の濃縮効果が充分得られない場合があり、健常人の尿がより好適に使用できる。また
、このとき加えられる尿の量は、尿の混合割合（容量）として２０％～９０％が好ましく
、４０％～８０％とすることがより好ましく、４０％～６０％がさらに好適である。この
範囲より少なくともそれなりの効果は出るが、加えたことの効果発現が大きくない。また
この範囲より多いと、効果は充分発現するが検体が尿で希釈された状態となり、操作が煩
雑となる。
【００１３】
　検体は、体液及び／又は生体組織破壊物を蛋白質分解したものであることができる。蛋
白質分解は、プロテアーゼ、たとえばプロテイナーゼＫで処理する。プロテイナーゼＫ（
ＰＫ）としては、ウエスタンブロット法やＥＬＩＳＡ法等による各種蛋白の検出又は測定
用の試料を調製するための蛋白質分解処理に通常用いられるようなプロテイナーゼＫであ
れば、如何なるプロテイナーゼＫであっても用いることができ、例えば、トリチラキウム
　アルブム（Ｔｒｉｔｉｒａｃｈｉｕｍ　ａｌｂｕｍ）のような真菌由来のプロテイナー
ゼＫ（ＥｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅＫ：ＥＣ　３．４．２１．６４）の他、細菌、真菌、
酵母、動物細胞などを宿主細胞とし上記のような真菌由来のプロテイナーゼＫと同等以上
の正常型プリオン蛋白質分解活性を有する蛋白質を発現するように遺伝子組換された組換
原核細胞又は組換真核細胞の産生物から得られるリコンビナントプロテイナーゼＫなども
使用できる。プロテアーゼ消化は、それぞれのプロテアーゼの標準条件で実施されるが、
代表的には、例えば上記真菌由来のプロテイナーゼＫの場合、ｐＨ４～１２．５で、プロ
テアーゼ１０μｇ／ｍＬ～５００μｇ／ｍＬ、好ましくは１０μｇ／ｍＬ～１００μｇ／
ｍＬが加えられ、３７℃で３０分～１時間程度で実施される。プロテアーゼによる蛋白質
分解では、正常型プリオン蛋白質は分解するが、異常型プリオン蛋白質は、アミノ基末端
側の一部が分解して分子量が小さくなる程度である。
【００１４】
　次いで、検体に酸化物が加えられる。このときの検体のｐＨは５．５～１０．５であり
、６～１０が好ましく、６～９がより好ましく、６～８に調整することが最適である。蛋
白質分解が行なわれる場合には、蛋白質分解とｐＨ調整は、どちらが先でもよいが、酸化
物が加えられるときには、ｐＨが５．５～１０．５となっていることが必要である。ｐＨ
が上記範囲の外では、異常型プリオン蛋白質と酸化物との結合が弱くなり、異常型プリオ
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ン蛋白質の酸化物上に濃縮する効率が低下する場合があり、また、使用する酸化物の種類
にもよるが、検体に加えた酸化物が混合工程中に一部溶解し酸化物沈殿が充分に得られな
い事態も発生し得る。蛋白質分解を行うことで異常型プリオン蛋白質及び異常型プリオン
蛋白質の部分分解フラグメントが酸化物上に濃縮（結合固着）され易くなり、この後に行
われるプリオン病感染を確認する精度が高くなる。ｐＨ調整方法は特に限定するものでは
ないが、必要により通常の酸、アルカリで所定領域近くにした後、例えば、生理食塩液、
リン酸塩系（リン酸バッファー生理食塩液：ＰＢＳ）、トリス（ヒドロキシメチル）アミ
ノメタン塩系（Ｔｒｉｓバッファー）、Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチルグリシン
塩系（Ｔｒｉｃｉｎｅバッファー）、Ｎ－２－ヒドロキシエチルピペラジン－Ｎ′－エタ
ンスルホン酸塩系（ＨＥＰＥＳバッファー）、３－（モルホリノ）プロパンスルホン酸塩
系（ＭＯＰＳバッファー）、Ｎ－シクロヘキシル－３－アミノプロパンスルホン酸系（Ｃ
ＡＰＳバッファー）、グリシン－塩酸系、酢酸塩系等のバッファー液で調整することがで
きる。異常型プリオン蛋白質又は異常型プリオン蛋白質の部分分解フラグメントと酸化物
との結合は、強酸や強アルカリ、高塩濃度の溶液では影響を受けることより、静電的な結
合が関与しているものと考えられ、上記のようなバッファー液により塩化ナトリウム１５
０ｍＭに相当するイオン強度以下の一般的に用いられるイオン強度とし、上記ｐＨ範囲に
調整することがより好ましい。
【００１５】
　酸化物は、ケイ素、アルミニウム、ジルコニウム、チタン、モリブデン、タングステン
から選ばれる元素の酸化物、これらの元素から選ばれる二種以上の元素よりなる複合酸化
物、前記元素の一種以上と前記元素以外の一種以上の金属元素とよりなる複合酸化物、お
よびこれらの二種以上の組合わせである。ここで、酸化物としては、例えば、各種結晶系
のシリカとも呼ばれる二酸化ケイ素（非晶質石英ガラス、シリカゲルなども含む）、アル
ミナ、酸化数４以上の酸化ジルコニウム、酸化チタン、酸化モリブデン、酸化タングステ
ンなどを挙げることができる。二種以上の元素よりなる複合酸化物は、シリカアルミナ、
ゼオライト、クレイ（粘土鉱物）などである。また、例えば、ゼオライト（ゼオライト型
化合物又はゼオライト類縁物質とも呼ばれる広義ゼオライトも含まれる）、クレイ、フロ
リジール、珪藻土、セライトなど上記以外の元素が含まれている酸化物（不純物含有酸化
物、酸化物塩や複合酸化物）であってもよい。ここで、上記元素以外の元素を含む複合酸
化物としてのゼオライトやクレイには、様々な組成を有する天然又は合成のものが知られ
ており、例えば、ｐＨ５．５～１０．５に調整した水性溶媒やバッファー液に添加混合し
た場合に多量（例えば添加重量の半量以上）が溶解することがなく、好ましくは、ｐＨ６
～９に調整した水性溶媒やバッファー液に添加混合した場合に殆ど（例えば添加重量の１
０％以上、好ましくは５％以上）溶解することがなく、本発明の目的達成に支障を及ぼす
ことのない複合酸化物であればいずれのゼオライトやクレイであっても使用できる。なお
、このような複合酸化物としては、前記元素の一種以上の元素はケイ素、アルミニウムか
ら選ばれることが好ましく、前記元素以外の金属元素としては、第１族元素、第２族元素
から選ばれる金属元素（アルカリ金属、アルカリ土類金属）が好ましい。また、このよう
な複合酸化物では、水溶性が高く上述のような問題を生じる場合もあることから、その組
成式において前記元素以外の金属元素の占める比率（結晶水を除く元素数比％）は２５％
以下が好ましく、１５％以下であることがより好ましい。以上のような酸化物の形態は微
細な粉体であれば良く、酸化物の比重に応じて操作に適した粒径を選定することができ、
特に限定されないが、通常粒径は０．１μｍ～１５００μｍであり、０．５μｍ～１００
０μｍが好ましく、１μｍ～５００μｍがより好ましい。粒子形状についても、略球状、
方形状、破砕された不定形状など如何なる形状であっても良く、また、粉体粒子の一部又
は全部を多孔性のものとすることもできる。また、酸化物が不純物を含有する場合、不純
物として如何なる無機物又は有機物、或いはこの両方を含んでもよいが、不純物含有重量
については、３０％以下が好ましく、１５％以下がより好ましく、１０％以下がさらに好
ましい。３０％を超えると異常型プリオン蛋白質の濃縮効率が低下する場合がある。
【００１６】
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　酸化物の使用量は、当該酸化物の比重や粒径に応じて適宜決定することができ、特に限
定されないが、検体１ｍＬに対し通常０．５ｎｇ～１０００ｍｇ、好ましくは０．５ｎｇ
～１０ｍｇ、より好ましくは０．５ｎｇ～１００μｇ、さらに好ましくは０．５ｎｇ～１
０μｇ、最も好ましくは５０ｎｇ～５μｇである。０．５ｎｇより少ないと本発明の目的
は達せられるが沈殿物量が少なくなり誤差を招き易くなることがある。また、１０００ｍ
ｇより多いことは取り扱いする上での困難を伴うことがある。
　検体に酸化物が加え混合されたとき、検体中の異常型プリオン蛋白質は通常速やかに結
合されるが、結合を充分完結させるために、室温で２分間以上、好ましくは５分間程度攪
拌を続ける。攪拌時間はこれ以上長くなっても特別障害とはならない。次いで酸化物を分
離するが、この分離は、遠心処理すると酸化物を円滑に沈殿するので好ましい。
【００１７】
　本発明の方法により異常型プリオン蛋白質は酸化物に結合されて酸化物とともに沈殿物
となる。体液や生体組織中には正常型プリオン蛋白質と異常型プリオン蛋白質が含まれて
いるが、本発明者の検討によると両者の酸化物上への結合に大きな差があり、異常型プリ
オン蛋白質が選択的に結合することを見出した。従って、検体中の異常型プリオン蛋白質
のほとんどが酸化物沈殿物上に固着されるので、この酸化物沈殿物から異常型プリオン蛋
白質を溶出させることで、検体中の異常型プリオン蛋白質を確認、定量することが可能と
なる。ここで溶出液は、異常型プリオン蛋白質を溶解することが可能であれば如何なる溶
液であっても良く、特に限定されないが、高い回収率で溶出可能な溶出液としては、例え
ば、１５０ｍＭ塩化ナトリウムに相当するイオン強度以上のイオン強度を有する塩溶液や
バッファー液、ｐＨ５．５未満又はｐＨ１０．５を超えるｐＨを有する水性の溶液（鉱酸
や有機酸溶液、アルカリ溶液、バッファー液等：イオン強度不問）、尿素液（濃度８Ｍ以
上が好適）などを挙げることができる。
【００１８】
　本発明の方法は、濃縮効率では従来の超遠心分離法、アルコール沈殿法、限外ろ過法よ
りはるかに優れており、リンタングステン酸法と同等またはそれ以上である。一方、迅速
簡便性においては、本発明の方法はこれらのいずれの従来法よりも格段に優れている。し
たがって、従来法に比べて、簡単であり、高度濃縮効率を保ちつつ、より迅速に多量のサ
ンプルを同時に処理できるという利点がある。
【００１９】
　また、この酸化物沈殿物を分離した後の検体は、異常型プリオン蛋白質濃度が低くなる
ので、体液、あるいは生体組織破壊物を含む溶液に、充分多い量の酸化物と接触させるこ
とで、異常型プリオン蛋白質を実質含まない体液、あるいは溶液を得ることができる。従
って、異常型プリオン蛋白質が除去された体液、あるいは生体組織破壊物を含む溶液を得
るには、以上のバッチ法以外に、カラムに酸化物を充填し、上から目的の体液及び／又は
生体組織破壊物を含む溶液を流すことでも目的を達することができる。
【実施例１】
【００２０】
　本発明方法（以降、特に断りのない限り「酸化物法」と記す）とリンタングステン酸法
（従来方法）との比較を行った。
　〔評価に用いた検体〕
　（細胞）
　・スクレイピープリオンであるＲＭＬ株がマウス神経芽細胞腫細胞（Ｎｅｕｒｏ　２ａ
）に持続感染したＳｃＮ２ａ細胞（Ｓｃ）。
　・スクレイピープリオンであるＲＭＬ株がマウス神経芽細胞腫細胞（Ｎｅｕｒｏ　２ａ
　＃５８）に持続感染したＣｈ２細胞（Ｃｈ２）。
　・ヒトプリオン病プリオンであるＦｕｋｕｏｋａ－１株がマウス神経芽細胞腫細胞（Ｎ
ｅｕｒｏ　２ａ　＃５８）に持続感染したＦ３細胞（Ｆ３）。
　・スクレイピープリオンである２２Ｌ株がマウス神経芽細胞腫細胞（Ｎｅｕｒｏ　２ａ
）に持続感染したＮ１６７細胞（Ｎ１６７）。
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【００２１】
　（細胞の処理方法）
　上記細胞のそれぞれを、細胞培養フラスコ（底面積２５ｃｍ２）にて培養し、細胞密度
がコンフルエントとなった時点で培養上清を除き、リン酸バッファー生理食塩水〔ＰＢＳ
、ｐＨ＝６．５〕で細胞を洗浄した。洗浄液を十分に除き、リシス液〔ｌｙｓｉｓ液：０
．５％デオキシコール酸ナトリウム、０．５％ＮＰ－４０（商品名、和光純薬工業（株）
、オクチルフェニルエーテル）、残部ＰＢＳ〕１ｍＬを用いて細胞を溶解した。軽く遠心
分離して高分子核酸を除いた後、細胞溶解液にトリチラキウム　アルブム（Ｔｒｉｔｉｒ
ａｃｈｉｕｍ　ａｌｂｕｍ）由来のプロテイナーゼＫ（ＰＫ：ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ　Ｋ
）を終濃度１０μｇ／ｍＬとなるように加え３７℃で３０分反応（蛋白質分解）させた後
、フェニルメタンスルホニルフロライド（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎ　ｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ：ＰＭＳＦ）を終濃度１ｍＭとなるように加えて反応をとめた。
【００２２】
　〔評価方法〕
　蛋白分解処理した細胞溶解液を０．５ｍＬずつ２つに分け、一方は酸化物法で、他方は
リンタングステン酸法でそれぞれ異常型プリオン蛋白質を濃縮した。
　（酸化物法）
　蛋白質分解処理した細胞溶解液０．５ｍＬに、核酸分離用シリカとして市販されている
ＦＯＧ（Ｑｂｉｏｇｅｎｅ社製）を滅菌水（オートクレーブ滅菌蒸留水）で１０００倍希
釈したシリカ懸濁液５μＬ〔固形分（シリカ）約１．５μｇ含有〕を加え、２～３分間室
温で混合した後、軽く遠心〔５，０００×ｇ、１分間〕してシリカを沈殿させ、上清を除
いた。
　この沈殿全量に対しＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）用バ
ッファー〔１％　ＳＤＳ（ソディウムドデシルサルフェート）、０．０５％　ブロモフェ
ノールブルー、４％　グリセロール、１％　２－メルカプトエタノール、２５ｍＭ　トリ
ス塩酸　ｐＨ６．８〕２０μＬを加えて懸濁し、９５℃、５分間の熱変性後にイシカワ、
ドウ－ウラ（Ｉｓｈｉｋａｗａ，　Ｄｏｈ－ｕｒａ）らの方法〔イシカワ　Ｋ．，ドウ－
ウラ　Ｋ．ら，　ジャーナル　オブ　ジェネラル　ヴァイロロジー（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ）２００４年、　８５巻、　１７８５－１７９０
頁〕に準じ、１５％　トリス・グリシンＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで電気泳動し、ウエスタン
ブロット法でプリオン蛋白質を検出した。ウエスタンブロット法においては、電気泳動し
た蛋白質をナイロンメンブラン（ミリポア社製、ＰＶＤＦメンブレイン）にブロッティン
グし、プリオン蛋白質に対するマウスモノクローナル抗体（ＳＰＩ－ＢＩＯ　社製、ＳＡ
Ｆ８３　（５，０００倍希釈））、及びアルカリフォスファターゼ・コンジュゲートヤギ
抗マウス免疫グロブリン抗体（プロメガ社製（２０，０００倍希釈）、化学発光検出試薬
（アマーシャム社製、ＣＤＰ－Ｓｔａｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅａｇｅｎｔ）を使用
してプリオン蛋白質の検出を行った。
【００２３】
　（リンタングステン酸法）
　ワズワースらが報告している方法〔非特許文献２〕に基づき異常型プリオン蛋白質を沈
殿させた。すなわち、プロテイナーゼＫで蛋白質分解を行った後にＰＭＳＦを加え反応を
止めたプリオン感染細胞溶解液５００μＬにＡ溶液（ＰＢＳ中に４％サルコシルを含有）
５００μＬを加えて撹拌し、３７℃で３０分間反応させた。その後、Ｂ溶液（４％リンタ
ングステン酸水溶液ｐＨ７．４、１７０ｍＭ　ＭｇＣｌ２を含有）８１．３μＬを加えて
撹拌し、３７℃で３０分間反応させた。次に、室温で１８，０００×ｇ、３０分間遠心を
行い、異常型プリオン蛋白質を沈殿させた。この沈殿について、上記と同様にしてバッフ
ァーを加えて懸濁し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白
質を検出した。
【００２４】
　〔結果〕
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　結果を図１に示す。図中、Ｓｃ、Ｆ３、Ｎ１６７、Ｃｈ２はそれぞれの細胞であり、Ｆ
ＯＧは本発明の酸化物法によるもの、ＰＴＡはリンタングステン酸法によるものである。
　なお、ウエスタンブロット法により得られたプリオン蛋白質に由来する全てのシグナル
をスキャナー（エプソン（株）製、ＧＴ－８４００Ｕ）でコンピューターに取り込んだ後
に、Ｉｍａｇｅ　Ｊ解析ソフト（ｈｔｔｐ：／／ｒｓｂ．ｉｎｆｏ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｉ
ｊ／）を用いてレーン毎に検出されたプリオン蛋白質に由来する全てのバンドのシグナル
強度を定量し、リンタングステン酸法に対する酸化物法によるプリオン蛋白質の濃縮効果
（濃縮効率）を回収率（％）として算出しレーン毎に示した。この結果から、本発明の酸
化物法は、従来法で最も異常型プリオン蛋白質濃縮効率が優れているとされるリンタング
ステン酸法と比較して、充分満足できる程度（８３～１０７％）に異常型プリオン蛋白質
を濃縮できることがわかる。
【実施例２】
【００２５】
　他の酸化物、シリカ塩や複合酸化物についての比較を行った。
〔評価に用いた検体、および評価方法〕
　プリオン持続感染細胞Ｆ３を、２個の細胞培養フラスコ（底面積２５ｃｍ２）にそれぞ
れで培養し、細胞密度がコンフルエントとなった時点で培養上清を除き、ＰＢＳ（ｐＨ　
６．５）で細胞を洗浄した。洗浄液を十分に除き、それぞれのフラスコの細胞を溶解液１
ｍＬに溶解し、遠心分離して高分子核酸を除いた後、２個のフラスコからの細胞溶解液を
一つにまとめ混合し、実施例１の場合と同じようにプロテイナーゼＫで蛋白質分解処理を
行いＰＭＳＦで酵素処理を止め検体（Ａ）とした。スクレイピープリオン持続感染細胞Ｓ
ｃＮ２ａを用い、上記プリオン持続感染細胞Ｆ３の場合と同様に培養、洗浄、細胞溶解、
蛋白質分解処理等を行い検体（Ｂ）とした。これら蛋白質分解処理済の細胞溶解液をそれ
ぞれ０．１ｍＬずつキャップ付マイクロチューブに分けた。酸化チタン（ＩＶ）（和光純
薬工業（株）製）、酸化ジルコニウム（ＩＶ）（和光純薬工業（株）製）、酸化タングス
テン（ＩＶ）（和光純薬工業（株）製）、酸化モリブデン（ＩＶ）（和光純薬工業（株）
製）、二酸化ケイ素　（和光純薬工業（株）製）、酸化アルミニウム（アルミナ粉末、１
～５μｍ、和光純薬工業（株）製）、フロリジール（ケイ酸マグネシウム：７５～１５０
μｍ、和光純薬工業（株）製）、合成ゼオライト（Ｆ－９：Ｎａ２Ｏ・Ａｌ２Ｏ３・２．
５ＳｉＯ２、粉末、７５μｍ、和光純薬工業（株）製）、ＦＯＧのそれぞれを０．３ｍｇ
／ｍＬとなるように加えた懸濁液（粉末に滅菌蒸留水を加えてスラリー状にしたもの）を
、各マイクロチューブ中の細胞溶解液にそれぞれ５μＬを加えて２～３分間室温で混合し
た後、軽く遠心〔５，０００×ｇ、１分間〕して沈殿物を得た。それぞれの沈殿物につい
て、実施例１と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン
蛋白質を検出した。
【００２６】
　〔結果〕
　結果を図２Ａ、Ｂに示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバ
ンドのシグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。酸化物で
ある酸化チタン（Ａ１）、酸化ジルコニウム（Ａ２）、酸化タングステン（Ａ３、Ｂ３）
、酸化モリブデン（Ａ４、Ｂ２）、二酸化ケイ素（Ａ５）、酸化アルミニウム（Ｂ１）、
シリカ塩であるフロリジール（Ｂ４）、複合酸化物である合成ゼオライト（Ｂ５）を用い
た異常型プリオン蛋白質の濃縮効果（濃縮効率）は、ＦＯＧ（Ａ６、Ｂ６）を用いた場合
とほぼ同程度であった。
【実施例３】
【００２７】
　酸化物法が異常型プリオン蛋白質を選択的に濃縮できることを確認する試験を行った。
〔評価に用いた検体、および評価方法〕
　（１）プリオンが感染していないＮｅｕｒｏ　２ａ細胞（Ｎ２ａ細胞）を用いた点と細
胞溶解液を蛋白質分解処理せずにＰＭＳＦを加えた点以外は実施例１と同様にして調製し
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たＮ２ａ細胞溶解液を検体とした。この検体中のプリオン蛋白質をシリカ（ＦＯＧ）上に
濃縮し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出した（
図３のレーン１）。熱変性条件、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ泳動条件、ＷＢ検出条件等については
実施例１の場合と同様とした（以下（２）～（４）についても同様の条件にて行った）。
　（２）上記Ｎ２ａ細胞溶解液１７μＬ（０．５ｍＬの３０分の１）を検体として用い、
酸化物による濃縮操作を施すことなく直接５倍濃度のＳＤＳ－ＰＡＧＥ用バッファー４．
２μＬを加えたものを対照検体試料とした（図３のレーン２）。
　（３）上記Ｎ２ａ細胞溶解液１００μＬ（０．５ｍＬの５分の１）を検体として用い、
この検体に１００％冷メタノール４００μＬを加え５分ほど混合した後、４℃で高速遠心
（条件：１８，０００×ｇ、１０分間）で沈殿させた蛋白質沈殿物にＳＤＳ－ＰＡＧＥ用
バッファー２０μＬを加えたものをアルコール沈殿法による比較例検体試料とした（図３
のレーン３）。
　（４）実施例１に述べたプリオン感染Ｎｅｕｒｏ　２ａ細胞を蛋白質分解処理したＳｃ
Ｎ２ａ細胞溶解液０．５ｍＬから実施例１の場合と同様にして得た沈殿シリカにＳＤＳ－
ＰＡＧＥ用バッファー２０μＬを加えたものを酸化物法による検体試料とした（図３のレ
ーン４）。
【００２８】
　〔結果〕
　結果を図３に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドの
シグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中レーン１は
異常型プリオン蛋白質が感染していない細胞を用いた場合における酸化物法による正常型
プリオン蛋白質の濃縮（１）結果であり、レーン２における対照試料（３０分の１相当量
）以下の濃縮効率を示し、レーン３の（５分の１相当量を用いた）アルコール沈殿法によ
る比較例検体試料と比較しても、酸化物法では正常型プリオン蛋白質をほとんど濃縮して
いないことがわかる。一方、酸化物法は異常型プリオン蛋白質を高効率で濃縮することか
ら（レーン４）、異常型プリオン蛋白質を極めて選択的に濃縮可能であることが確認され
た。
【実施例４】
【００２９】
　蛋白質分解処理の効果を検討した。
〔評価に用いた検体、および評価方法〕
　プリオン持続感染細胞ＳｃＮ２ａを、５個の細胞培養フラスコ（底面積２５ｃｍ２）に
それぞれで培養し、細胞密度がコンフルエントとなった時点で培養上清を除き、ＰＢＳ（
ｐＨ　６．５）で細胞を洗浄した。洗浄液を十分に除き、それぞれのフラスコの細胞を溶
解液１ｍＬに溶解し、遠心分離して高分子核酸を除いた後、５個のフラスコからの細胞溶
解液を一つにまとめ混合し、これから０．５ｍＬずつ１０本のキャップ付マイクロチュー
ブに分け検体とした。このうち５本については実施例１の場合と同じようにプロテイナー
ゼＫで蛋白質分解処理を行いＰＭＳＦで酵素処理を止め、他の５本は蛋白質分解処理を施
さずにＰＭＳＦのみを添加して評価した。評価は、各マイクロチューブ中の細胞溶解液に
ＦＯＧ原液、ＦＯＧ原液の１０４倍希釈品、１０３倍希釈品、１０２倍希釈品、１０倍希
釈品の５μＬを加えて酸化物法の沈殿物を得た。それぞれの沈殿物について、実施例１と
同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出し
た。
【００３０】
　〔結果〕
　結果を図４に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドの
シグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中「ＰＫ＋」
はプロテイナーゼＫ（ＰＫ）で蛋白質分解処理を行ったもの、「ＰＫ－」は蛋白質分解処
理を行っていないものである。それぞれのレーン１はＦＯＧ原液の１０４倍希釈品を用い
た場合、レーン２はＦＯＧ原液の１０３倍希釈品を用いた場合、レーン３はＦＯＧ原液の
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１０２倍希釈品を用いた場合、レーン４はＦＯＧ原液の１０倍希釈品を用いた場合、レー
ン５はＦＯＧ原液を用いた場合である。
　この結果から、酸化物法では、蛋白質分解処理を行うと極めて少量のシリカ添加で濃縮
が出来たが、蛋白質分解処理を行わない場合には蛋白質分解処理を加えた場合より多く添
加する必要があることがわかる。
【実施例５】
【００３１】
　実際の体液検体として入手が容易であるヒトの尿を用いて、蛋白質分解処理した異常型
プリオン蛋白質を添加して、酸化物法による添加回収試験を行った。
　〔評価に用いた検体試料〕
　・実施例１における蛋白質分解処理したＦ３細胞溶解液５０μＬに、健常成人の尿４５
０μＬを加え検体試料とした。
　・実施例１における蛋白質分解処理したＦ３細胞溶解液５０μＬに、ＰＢＳ４５０μＬ
を加え検体試料とした。
【００３２】
　〔評価方法〕
　各検体試料に、ＦＯＧ原液を滅菌水で１０００倍希釈したもの５μＬを加え、３分間室
温で混合した後、軽く遠心分離してシリカを沈殿させ、上清を除いた。このシリカ沈殿に
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用バッファーを加えて懸濁し、熱変性後にＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、
ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出した。
【００３３】
　〔結果〕
　結果を図５に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドの
シグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図５において、
レーン１はヒトの尿を用いた場合、レーン２はＰＢＳ溶液を用いた場合である。
　この結果から、異常型プリオン蛋白質は尿を加えた場合、尿を加えない（ＰＢＳ使用）
場合に比べて１．４倍濃縮されていることがわかる。
【実施例６】
【００３４】
　〔実施例６－１〕：実施例５において、尿に添加した異常型プリオン蛋白質が酸化物法
にて極めて効率的に濃縮できることが明らかとなり、尿中に酸化物法の効果を高める成分
が含まれることが考えられる。そこで、酸化物法による蛋白質分解処理を行わない異常型
プリオン蛋白質の濃縮への尿の効果を検討した。
【００３５】
　〔評価に用いた検体試料〕
　・実施例１における蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液１００μＬに尿４００μＬを
加え検体試料とした。
　・実施例１における蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液１００μＬにリシス液４００
μＬを加え検体試料とした。
　・蛋白質分解しなかった以外は実施例１と同様に調製したＦ３細胞溶解液１００μＬに
尿４００μＬを加え検体試料とした。
　・蛋白質分解しなかった以外は実施例１と同様に調製したＦ３細胞溶解液１００μＬに
リシス液４００μＬを加え検体試料（比較例）とした。
　・未感染のＮｅｕｒｏ　２ａ細胞を用い蛋白質分解しなかった以外は実施例１と同様に
して調製した溶解液１００μＬに尿４００μＬを加え検体試料（比較例）とした。
　・未感染のＮｅｕｒｏ　２ａ細胞を用い蛋白質分解しなかった以外は実施例１と同様に
して調製した溶解液１００μＬにリシス液４００μＬを加え検体試料（比較例）とした。
【００３６】
　〔評価方法〕
　各検体試料にＦＯＧ原液を滅菌水で１０００倍希釈したもの５μＬを加え、実施例１と
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同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出し
た。
【００３７】
　〔結果〕
　結果を図６に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドの
シグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中、レーン１
は蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液に尿を加えた検体試料、レーン２は比較例であり
、蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液にリシス液を加えた検体試料、レーン３は未処理
のＦ３細胞溶解液に尿を加えた検体試料、レーン４は比較例であり、未処理のＦ３細胞溶
解液にリシス液を加えた検体試料、レーン５は未感染のＮｅｕｒｏ　２ａ細胞溶解液に尿
を加えた検体試料、レーン６は比較例であり、未感染のＮｅｕｒｏ　２ａ細胞溶解液１０
０μＬにリシス液を加えた検体試料である。
　この結果から、検体中に尿を添加することにより、プリオン蛋白質の効率的な濃縮が蛋
白分解処理をしていない異常型プリオン蛋白質だけではなく、正常型プリオン蛋白質でも
みられることが明らかとなった。
【００３８】
　〔実施例６－２〕：尿添加の特異性についての検討；尿の添加による効果が細胞溶解液
であるリシス液の組成化合物（界面活性剤やＮａＣｌ）の濃度を変えたことによる影響で
あるかどうかを、リンタングステン酸法の場合も含め検討した。
　〔評価に用いた検体試料〕
　・実施例１における蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液１００μＬに、ＰＢＳ４００
μＬを加え検体試料とした。
　・実施例１における蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液１００μＬに、蒸留水４００
μＬを加え検体試料とした。
　・実施例１における蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液１００μＬに、リシス液４０
０μＬを加え検体試料とした。
　・実施例１における蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液１００μＬに、尿４００μＬ
を加え検体試料とした。
【００３９】
　〔評価方法〕
　　各検体試料にＦＯＧ原液を滅菌水で１０００倍希釈したもの５μＬを加え、実施例１
と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出
した。
　なお、同一プール検体より分注し同様な処理をしたものを、リンタングステン酸法で並
行して解析した。
【００４０】
　〔結果〕
　結果を図７に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドの
シグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中レーン１は
、蛋白質分解処理をしたＦ３細胞溶解液に、ＰＢＳを加えた検体試料、レーン２は蒸留水
を加えた検体試料、レーン３はリシス液を加えた検体試料、レーン４は尿を加えた検体試
料である。この結果から、尿添加の効果は溶解液組成化合物の濃度変化によるものではな
いことが判明した。さらに、尿添加を行った場合には、酸化物法による異常型プリオン蛋
白質濃縮効率はリンタングステン酸法を上回っていた。
【００４１】
　〔実施例６－３〕：尿の添加量の効果を検討した。
　〔評価に用いた検体試料〕
　・実施例１における蛋白質分解処理したＦ３細胞溶解液１００μＬに、尿単独、尿とリ
シス液の１：３、１：１、３：１（容量比）混合液、リシス液単独のそれぞれ４００μＬ
を加え検体試料とした。
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　・蛋白質分解処理しない以外は実施例１と同様に調製したＦ３細胞溶解液１００μＬに
、尿単独、尿とリシス液の混合液〔１：３、１：１、３：１（容量比）〕、リシス液単独
のそれぞれ４００μＬを加え検体試料とした。
【００４２】
　〔評価方法〕
　各検体試料５００μＬにＦＯＧ原液を滅菌水で１０００倍希釈したもの５μＬを加え、
実施例１と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白
質を検出した。なお、蛋白質分解処理を加えた検体試料群（Ａ）では免疫反応シグナルを
検出する時間（化学発光シグナルをＸ線フィルムに露出する時間）を１分間とし、蛋白質
分解処理を行わない検体試料群（Ｂ）については１０分間の検出時間とした。
【００４３】
　〔結果〕
　結果を図８に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドの
シグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中、Ａは蛋白
質分解処理した異常型プリオン蛋白質含有検体試料、Ｂは蛋白質分解処理していない異常
型プリオン蛋白質及び正常型プリオン蛋白質含有検体試料であり、レーン１はＦ３細胞溶
解液にリシス液単独を加えた検体試料、レーン２は尿とリシス液１：３（容量比）の混合
液、レーン３は尿とリシス液１：１（容量比）の混合液、レーン４は尿とリシス液３：１
（容量比）の混合液、レーン５は尿単独を加えた検体試料である。
　蛋白質分解処理をした異常型プリオン蛋白質では、検体試料中の尿が４０容量％（レー
ン３）以上では尿の添加効果が顕著となり、それ以上の尿添加では効果がほぼ飽和してい
るようにみえる。一方、図８Ｂに示すように蛋白質分解処理をしていないプリオン蛋白質
（異常型以外にも正常型を含む）では無添加に比べ、尿を２０容量％含むと効率が上がっ
ていたが、２０～６０容量％で効率は変わらず、８０容量％添加で大きく効率は上がった
。
【００４４】
　〔実施例６－４〕：尿の添加効果が酸化物法に特異的であるのか、あるいは他の方法、
特にリンタングステン酸法にも認められるかどうかを検討した。
【００４５】
　〔評価に用いた検体試料、および評価方法〕
　前記（実施例６－３）と同一プールから分注した検体を用いて、前記（実施例６－２）
の方法による酸化物法、およびリンタングステン酸法で解析した。
【００４６】
　〔結果〕
　結果を図９に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドの
シグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中、ＦＯＧは
酸化物法、ＰＴＡはリンタングステン酸法によるものであり、レーン１はＦ３細胞溶解液
にリシス液単独を加えた検体試料、レーン２は尿とリシス液１：３（容量比）の混合液、
レーン３は尿とリシス液１：１（容量比）の混合液、レーン４は尿とリシス液３：１（容
量比）の混合液、レーン５は尿単独を加えた検体試料である。
【００４７】
　リンタングステン酸法では、酸化物法における尿容量に依存する濃縮効率の向上は観察
されなかった。また、図７でも観察されたように、検体試料容量中の４０％以上の尿添加
では酸化物法の方がリンタングステン酸法よりも異常型プリオン蛋白質の濃縮効率は優れ
ていた。
【００４８】
　〔実施例６－５〕：尿添加の影響が尿中に含まれる尿素やアンモニアの影響であるかど
うかを検討した。
　〔評価に用いた検体試料、および評価方法〕
　実施例１における蛋白質分解処理したＦ３細胞溶解液１００μＬに尿素を含まないリシ
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ス液、あるいは尿素１、２、３、４、５％（重量）含むリシス液４００μＬを加えた検体
試料を用いて、前記（実施例６－３）の方法による酸化物法で解析した。また、実施例１
における蛋白質分解処理したＦ３細胞溶解液１００μＬにアンモニアを含まないリシス液
、あるいはアンモニア０．２５、０．５、１、１．５、２％（重量）含むリシス液４００
μＬを加えた検体試料を用いて、前記（実施例６－３）の方法による酸化物法で解析した
。
　〔結果〕
　酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮において、尿素添加やアンモニア添加では
濃縮効率の改善は見られなかった。
【実施例７】
【００４９】
　検体試料溶液中の塩濃度が酸化物法による異常型プリオン蛋白質濃縮に及ぼす影響を調
べた。
　〔評価に用いた検体試料、および評価方法〕
　実施例１における蛋白質分解処理したＳｃＮ２ａ細胞溶解液０．５ｍＬにＰＢＳを加え
て容量を１ｍＬとした検体試料、および蛋白質分解処理したＳｃＮ２ａ細胞溶解液０．５
ｍＬに、核酸抽出用キット（Ｑｂｉｏｇｅｎｅ社製）に添付されている高塩濃度溶液であ
るＨｉｇｈ　Ｓａｌｔ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎの１２５、２５０、３７５、
５００μＬをそれぞれ加え、さらにＰＢＳを加えて容量を１ｍＬとした検体試料のそれぞ
れについて、ＦＯＧ原液を１０００倍希釈したもの５μＬを加えて異常型プリオン蛋白質
を沈殿させ、実施例１と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法で
プリオン蛋白質を検出した。
【００５０】
　〔結果〕
　結果を図１０に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンド
のシグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。酸化物法によ
る異常型プリオン蛋白質の濃縮は検体試料中の塩濃度がＰＢＳ中の塩化ナトリウムに由来
する１５０ｍＭより高くなるにしたがって濃縮効率が低下した。
【実施例８】
【００５１】
　酸化物法において検体に添加する酸化物量について調べた。
　〔評価に用いた検体試料、および評価方法〕
　実施例１における蛋白質分解処理したＦ３細胞溶解液０．５ｍＬあるいは０．２５ｍＬ
に、ＦＯＧ原液を滅菌水で５（ｎ－１）×１０００倍希釈（ｎ＝１～６）したものをそれ
ぞれ５μＬあるいは２．５μＬを加え、３分間室温で混合した後、軽遠心してシリカを沈
殿させ、上清を除いた。このシリカ沈殿にＳＤＳ－ＰＡＧＥ用バッファーを加えて懸濁し
、熱変性後にＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出
した。
【００５２】
　〔結果〕
　結果を図１１に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンド
のシグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中のレーン
の数字は、５（ｎ－１）×１０００倍希釈（ｎ＝１～６）のｎと一致している。この結果
から、検体１００μＬあたりＦＯＧ原液を５４×１０００倍希釈したシリカ溶液１μＬ量
までほぼ同程度に異常型プリオン蛋白質を濃縮できた。５４×１０００倍希釈したシリカ
溶液１μＬに含まれるシリカ量はおよそ０．５ｎｇである。
【実施例９】
【００５３】
　酸化物による異常型プリオン蛋白質の濃縮において、酸化物との反応時の温度条件につ
いて検討を行った。



(14) JP 4769925 B2 2011.9.7

10

20

30

40

50

　〔評価に用いた酸化物〕
　ＦＯＧとプラスミドＤＮＡ回収用シリカであるＱＩＡＥＸ（Ｑｉａｇｅｎ社製）をそれ
ぞれ用い、細胞溶解液とシリカとの混合反応を４℃、２０℃、３７℃で５分間行い、比較
した。
【００５４】
　ＦＯＧ原液とほぼ等量になるようにＱＩＡＥＸシリカを滅菌水で調整した（図１２の１
００のレーン）。これを１０１倍、１０２倍，１０３倍に希釈したものも調整した（図１
２のそれぞれ１０－１、１０－２，１０－３のレーン）。ＦＯＧは原液を滅菌水で１０３

倍希釈したものを調製した。実施例１の蛋白質分解処理したＳｃＮ２ａ細胞溶解液０．５
ｍＬに、調製した各シリカ液５μＬを加え、４℃、２０℃、３７℃で５分間混合した後、
軽遠心〔５，０００×ｇ、１分間〕してシリカを沈殿させ、上清を除いた。このシリカ沈
殿にＳＤＳ－ＰＡＧＥ用バッファーを加えて懸濁し、９５℃、５分間の熱変性後にＳＤＳ
－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出した。また、実施例
１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンドのシグナル強度の測定結果から算出し
た回収率（％）をレーン毎に示した。結果を図１２で示すように、ＦＯＧもＱＩＡＥＸも
細胞溶解液との混合反応時の温度については、４℃より（データ非表示）２０℃の方が、
２０℃より３７℃の方が異常型プリオン蛋白質の濃縮効率は良かった。
【実施例１０】
【００５５】
　（１）実施例７で検体試料溶液中の塩濃度が酸化物による異常型プリオン蛋白質の濃縮
効果を低下させることを明らかにした。そこで異常型プリオン蛋白質が濃縮された酸化物
沈殿物の洗浄液の塩濃度について調べた。
　〔評価に用いた検体、およびその処理〕
　・実施例１における蛋白質分解処理したＳｃＮ２ａ細胞溶解液を検体とした。
　・プリオンが感染していないＮｅｕｒｏ　２ａ細胞を用い、蛋白質分解処理しないこと
以外は実施例１と同様にして調製したＮ２ａ細胞溶解液を検体とした。
【００５６】
　〔評価方法〕
　検体としての各細胞溶解液０．５ｍＬにＦＯＧ原液を滅菌水で１０００倍希釈したもの
５μＬを加えて混合し、軽遠心〔５，０００×ｇ、１分間〕して分離した沈殿に、０～１
．５ＭのＮａＣｌ溶液０．５ｍＬを加え懸濁させ軽遠心〔５，０００×ｇ、１分間〕して
上清を除く処理を３回繰り返した。このような洗浄処理を施さない無処置沈殿、及び各洗
浄処理を施し最終的に得られた沈殿について、ＳＤＳ－ＰＡＧＥバッファーを加えて、９
５℃、５分間の熱変性後にＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン
蛋白質を検出した。
【００５７】
　〔結果〕
　結果を図１３に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンド
のシグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中、正常型
プリオン蛋白質は、蛋白質分解処理していないＮ２ａ細胞溶解液より回収されたものであ
り、異常型プリオン蛋白質は蛋白分解処理したＳｃＮ２ａ細胞溶解液より回収されたもの
である。０．１５Ｍを超える塩濃度での洗浄では、異常型プリオン蛋白質は酸化物から遊
離することがわかった。また抗プリオン蛋白質抗体ＳＡＦ８３で認識された正常型プリオ
ン蛋白質を含むシグナルからは０．０７５Ｍ以外の塩濃度での洗浄では酸化物から遊離し
たことを示す。
【００５８】
　（２）次に洗浄液のｐＨについて検討した。
　〔評価に用いた検体試料、およびその処理〕
　実施例１における蛋白質分解処理したＳｃＮ２ａ細胞溶解液０．５ｍＬにＦＯＧを混合
して得た沈殿物に、ｐＨ２（０．０５Ｍ　グリシンバッファー）、ｐＨ３（０．０５Ｍ　
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グリシンバッファー）、ｐＨ４（０．０５Ｍ　クエン酸バッファー）、ｐＨ５（０．０５
Ｍ　クエン酸バッファー）、ｐＨ６（０．０５Ｍ　２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホ
ン酸（ＭＥＳ）バッファー）、ｐＨ７（０．０５Ｍ　燐酸バッファー）、ｐＨ８（０．０
５Ｍ　トリスバッファー）、ｐＨ９（０．０５Ｍ　トリスバッファー）、ｐＨ１０（０．
０５Ｍ　Ｎ－シクロヘキシル－３－アミノプロパンスルホン酸（ＣＡＰＳ）バッファー）
、ｐＨ１１（０．０５Ｍ　ＣＡＰＳバッファー）、ｐＨ１２（０．０５Ｍ　ＣＡＰＳバッ
ファー）の各種バッファー溶液０．５ｍＬを加え懸濁したのち軽遠心〔５，０００×ｇ、
１分間〕して上清を除く処理を３回繰り返した。このような洗浄処理を施さない無処置沈
殿、及び各洗浄処理を施し最終的に得られた沈殿にＳＤＳ－ＰＡＧＥバッファーを加えて
、９５℃、５分間の熱変性後にＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリ
オン蛋白質を検出した。
【００５９】
　〔結果〕
　結果を図１４のＡおよびＢに示す。なお図１４Ｂには、実施例１の場合と同様にプリオ
ン蛋白質に由来するバンドのシグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン
毎に示した。この結果から、調べたｐＨバッファー溶液の中ではｐＨ６～１０以外の溶液
での洗浄では異常型プリオン蛋白質は酸化物から遊離することがわかった。
【実施例１１】
【００６０】
　酸化物法における検体試料容量の影響について検討した。
実施例１と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白
質を検出した。
　実施例１における蛋白質分解処理したＦ３細胞溶解液０．１ｍＬに、ＰＢＳと尿を混合
して全体の容量を０．３～１．２ｍＬまで０．１ｍＬずつ増加させた検体試料を調整した
。なお、加える尿量は全体の容量あたり４０％になるようにした。また、蛋白質分解処理
したＦ３細胞溶解液０．１ｍＬに尿を加えずＰＢＳのみを０．４ｍＬ加えたものを参考と
して調整した。これらの検体試料にＦＯＧ原液を滅菌水で１０００倍希釈したものを５μ
Ｌ混合して沈殿させたシリカ沈殿物に、実施例１と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥ用バッフ
ァーを加えて、９５℃、５分間の熱変性後にＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロ
ット法でプリオン蛋白質を検出した。
【００６１】
　〔結果〕
　結果を図１５に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンド
のシグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中、レーン
１～１０はそれぞれ容量が０．３～１．２ｍＬの検体試料から異常型プリオン蛋白質を濃
縮したものである。レーン１１は参考のため尿を加えていない検体試料より異常型プリオ
ン蛋白質を濃縮したものである。例えば、レーン１とレーン１０を比較すると明らかなよ
うに、検体試料容量が４倍に増加し異常型プリオン蛋白質濃度が４分の１に低下しても、
酸化物法により濃縮される異常型プリオン蛋白質量に変化は見られなかった。
　この結果は、酸化物法では検体試料の容量に関係なく、検体中の異常型プリオン蛋白質
を高効率に濃縮できることを示している。
【実施例１２】
【００６２】
　酸化物法によった沈殿物からの異常型プリオン蛋白質の溶出について検討した。
実施例１と同様にしてＳＤＳ－ＰＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白
質を検出した。
【００６３】
　実施例１における蛋白質分解処理したＳｃＮ２ａ細胞溶解液０．５ｍＬにＦＯＧを混合
して沈殿したシリカ沈殿物に、８Ｍ尿素液（２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５）
２０μＬを加え９５℃で５分、あるいは６Ｍグアニジンチオシアン酸溶液（２５ｍＭ　Ｔ
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ｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５）２０μＬを加え３７℃で１５分反応させた。それぞれを軽
遠心〔５，０００×ｇ、１分間〕して上清２０μＬを回収した。これを蒸留水で２倍に希
釈した後に５倍濃度のＳＤＳ－ＰＡＧＥ用バッファー１０μＬを加えて撹拌したもの（５
０μＬ）の２０μＬを、９５℃、５分間の熱変性の代わりに室温で一晩おいて解析用試料
とした。一方、沈殿物にＳＤＳ－ＰＡＧＥ用バッファー５０μＬを加えて懸濁し、９５℃
、５分間の熱変性させたものの２０μＬを対照用試料とした。これらの試料をＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥで泳動し、ウエスタンブロット法でプリオン蛋白質を検出した。
【００６４】
　〔結果〕
　結果を図１６に示す。なお、実施例１の場合と同様にプリオン蛋白質に由来するバンド
のシグナル強度の測定結果から算出した回収率（％）をレーン毎に示した。図中、「ｕｒ
ｅａ」は沈殿物から８Ｍ尿素液処理で溶出した異常型プリオン蛋白質、「Ｇｄｎ」は沈殿
物から６Ｍグアニジンチオシアン酸溶液処理で溶出した異常型プリオン蛋白質、「Ｃｏｎ
ｔ」は尿素液やグアニジンチオシアン酸溶液で未処理の沈殿物に含まれている異常型プリ
オン蛋白質である。
　この結果から、８Ｍ尿素液での処理では、酸化物の沈殿物より異常型プリオン蛋白質を
「Ｃｏｎｔ」の場合に対して１００％以上遊離回収することが出来た。したがって、酸化
物法で濃縮した異常型プリオン蛋白質は尿素処理により簡単に溶液状態で遊離回収でき、
様々な検査法に利用することが出来る。
【図面の簡単な説明】
【００６５】
【図１】本発明の酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、従来のリン
タングステン酸法と比較して試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動
像を示す図面代用写真である。
【図２】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、酸化物の種類によ
る比較試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動像を示す図面代用写真
であり、Ａは蛋白分解処理を加えたプリオン持続感染細胞Ｆ３の細胞溶解液を検体として
用いた場合、Ｂは蛋白分解処理を加えたプリオン持続感染細胞ＳｃＮ２ａの細胞溶解液を
検体として用いた場合の結果を示す。
【図３】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の選択的濃縮効果について、正常型プリ
オン蛋白質の場合との比較試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動像
を示す図面代用写真である。
【図４】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体の蛋白質分解
処理の有無による比較試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動像を示
す図面代用写真である。
【図５】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、尿検体に対して異
常型プリオン蛋白質の添加回収試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳
動像を示す図面代用写真である。
【図６】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体に対して尿の
添加の有無と蛋白質分解処理の有無の影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウ
エスタンブロットの泳動像を示す図面代用写真である。
【図７】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体に対する尿の
添加の特異的影響をリンタングステン酸法と比較して試験を行った結果の一例として、ウ
エスタンブロットの泳動像を示す図面代用写真である。
【図８】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体に対する尿の
添加量と蛋白質分解処理の有無の影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウエス
タンブロットの泳動像を示す図面代用写真である。
【図９】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体に対する尿の
添加量の影響をリンタングステン酸法と比較して試験を行った結果の一例として、ウエス
タンブロットの泳動像を示す図面代用写真である。
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【図１０】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体試料中の塩
濃度の影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動像を示
す図面代用写真である。
【図１１】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体に対する酸
化物添加量の影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動
像を示す図面代用写真である。
【図１２】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、酸化物添加反応
時の温度の影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動像
を示す図面代用写真である。
【図１３】同酸化物法により酸化物上に濃縮されたプリオン蛋白質と酸化物との結合につ
いて、洗浄液の塩濃度の影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロ
ットの泳動像を示す図面代用写真である。
【図１４】同酸化物法により酸化物上に濃縮されたプリオン蛋白質と酸化物との結合につ
いて、洗浄液のｐＨの影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロッ
トの泳動像を示す図面代用写真であり、ＡはｐＨ２～５、８、１１、１２とした場合、Ｂ
はｐＨ６～１０とした場合を示す。
【図１５】同酸化物法による異常型プリオン蛋白質の濃縮効果について、検体試料容量の
影響を確認する試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動像を示す図面
代用写真である。
【図１６】同酸化物法により酸化物上に濃縮された異常型プリオン蛋白質の酸化物からの
遊離溶出試験を行った結果の一例として、ウエスタンブロットの泳動像を示す図面代用写
真である。
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