
(57)【要約】
【課題】プルキンエ細胞を特異的に、かつ簡便、迅速、安価に検出できる方法及びそのた
めに用いることができる検出キットを提供すること。
【解決手段】抗プリオン抗体を用いて動物組織を免疫染色するステップを少なくとも含む
プルキンエ細胞の検出方法及び抗プリオン抗体を構成成分として含むプルキンエ細胞の検
出キット。これらの抗プリオン抗体はＩｇＧであることが好ましく、ＩｇＧとして精製さ
れたものであることが好ましく、ニワトリ由来のプリオンに結合するものであることが好
ましい。また、免疫染色する前に、免疫染色の対象となる動物組織をオートクレーブ処理
するステップをさらに含むものが好ましい。
【選択図】なし 10

JP 2005-172440 A 2005.6.30



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 を 用 い て 生 体 組 織 を 免 疫 染 色 す る ス テ ッ プ を 少 な く と も 含 む 、 プ ル キ ン エ
細 胞 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 が 、 Ｉ ｇ Ｇ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 が 、 Ｉ ｇ Ｇ と し て 精 製 さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記
載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 が 、 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン に 結 合 す る も の で あ 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 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
免 疫 染 色 す る 前 に 、 免 疫 染 色 の 対 象 と な る 生 体 組 織 を オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 す る ス テ ッ プ を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 を 構 成 成 分 と し て 含 む 、 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 が 、 Ｉ ｇ Ｇ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 が 、 Ｉ ｇ Ｇ と し て 精 製 さ れ た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記
載 の 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 プ リ オ ン 抗 体 が 、 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン に 結 合 す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 検 出 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 方 法 及 び 検 出 キ ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 プ ル キ ン エ 細 胞 (Purkinje cell)は 、 小 脳 皮 質 に 一 層 に 並 ん で 存 在 す る 大 型 の ニ ュ ー ロ
ン で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 非 特 許 文 献 １ に は 、 「 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン 」 に 結 合 す る 抗 体 が 記 載 さ れ て い
る 。 し か し 、 こ の よ う な 抗 プ リ オ ン 抗 体 に よ っ て プ ル キ ン エ 細 胞 を 特 異 的 に 検 出 で き る こ
と や 、 プ リ オ ン が プ ル キ ン エ 細 胞 に 局 在 し て い る 等 の 報 告 は な さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Biochemistry, 32, p1009-1016 (1993)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 プ ル キ ン エ 細 胞 を 特 異 的 に 検 出 で き る 方 法 及 び そ の た め に 用 い る こ と が で き
る 検 出 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 は 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 を 行 っ た 結 果 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 用 い て
プ ル キ ン エ 細 胞 が 特 異 的 に 検 出 で き る こ と を 見 い 出 し 、 こ の 知 見 に 基 づ い て 、 プ ル キ ン エ
細 胞 を 特 異 的 に 検 出 で き る 方 法 及 び そ の た め に 用 い る こ と が で き る 検 出 キ ッ ト を 提 供 す る
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に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 用 い て 動 物 組 織 を 免 疫 染 色 す る ス テ ッ プ を 少 な く
と も 含 む 、 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 方 法 (以 下 、 本 発 明 方 法 と い う 。 )を 提 供 す る 。
こ の 抗 プ リ オ ン 抗 体 は Ｉ ｇ Ｇ で あ る こ と が 好 ま し く 、 Ｉ ｇ Ｇ と し て 精 製 さ れ た も の で あ る
こ と が 好 ま し く 、 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン に 結 合 す る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、
本 発 明 検 出 方 法 は 、 免 疫 染 色 す る 前 に 、 免 疫 染 色 の 対 象 と な る 動 物 組 織 を オ ー ト ク レ ー ブ
処 理 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む も の が 好 ま し い 。
ま た 本 発 明 は 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 構 成 成 分 と し て 含 む 、 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 キ ッ ト （ 以
下 、 本 発 明 キ ッ ト と い う 。 ） を 提 供 す る 。 こ の 抗 プ リ オ ン 抗 体 も Ｉ ｇ Ｇ で あ る こ と が 好 ま
し く 、 Ｉ ｇ Ｇ と し て 精 製 さ れ た も の で あ る こ と が 好 ま し く 、 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン に 結
合 す る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 方 法 及 び 本 発 明 キ ッ ト は 、 プ ル キ ン エ 細 胞 が 特 異 的 に 、 か つ 簡 便 、 迅 速 、 安 価 に
検 出 す る こ と が で き る こ と か ら 、 極 め て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
＜ １ ＞ 本 発 明 方 法
　 本 発 明 方 法 は 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 用 い て 動 物 組 織 を 免 疫 染 色 す る ス テ ッ プ を 少 な く と も
含 む 、 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ こ で 用 い る 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 は 、 プ リ オ ン に 結 合 す る 抗 体 で あ る 限 り に お い て 特 に
限 定 さ れ ず 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル の い ず れ で あ っ て も 良 い 。 な お 、 こ の 「 抗
プ リ オ ン 抗 体 」 は 、 プ リ オ ン に 特 異 的 に 結 合 す る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 Ｉ ｇ Ｇ で あ る も の
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 は 、 Ｉ ｇ Ｇ と し て 精 製 さ れ た も の で あ っ て も 、 未 精 製 の も の （
例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 、 腹 水 、 抗 血 清 そ の も の な ど ） で あ っ て も 良 い が 、 Ｉ
ｇ Ｇ と し て 精 製 さ れ て い る も の が 好 ま し い 。 本 明 細 書 に お い て 「 精 製 」 と い う 用 語 は 、 い
わ ゆ る 部 分 精 製 （ 実 質 的 に 純 粋 と ま で は い え な い が 、 画 分 中 に 占 め る 精 製 目 的 物 質 の 割 合
が 多 数 と な る 程 度 に ま で 精 製 す る こ と ） も 、 完 全 精 製 （ 実 質 的 に 純 粋 と な る ま で 精 製 す る
こ と ） も 含 む 概 念 と し て 用 い る 。 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） で 解 析 し た 場 合 に 、 Ｉ ｇ Ｇ 以 外 の 物 質 が 検 出 さ れ な い
か 、 又 は 検 出 さ れ て も ご く 僅 か で あ る 場 合 に は 、 Ｉ ｇ Ｇ と し て 「 精 製 」 さ れ て い る と い う
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 抗 体 の 精 製 法 と し て は 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 に よ る 塩 析 、 低 温 ア ル コ
ー ル 沈 殿 お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ま た は 等 電 点 に よ る 選 択 的 沈 殿 分 別 法 、 電 気 泳 動
法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ （ ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル ） － 誘 導 体 、 Ｃ Ｍ （ カ ル ボ キ シ メ チ ル ） － 誘 導 体 等
の イ オ ン 交 換 体 を 用 い た イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン
Ｇ を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 抗 原 を 固 定 化 し た 免 疫 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 法 お よ び 超 遠 心 法 等 を 挙
げ る こ と が で き る 。 Ｉ ｇ Ｇ と し て 精 製 す る と い う 観 点 で は 、 プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ
ン Ｇ を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 が 結 合 す る プ リ オ ン の 由 来 も 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 ニ ワ ト リ
、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 ト ラ 、 ピ ュ ー マ 、 チ ー タ 、 オ オ シ カ 、 ミ ン ク 、 マ ウ ス 、 ラ
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ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ブ タ 、 ヒ ト 等 の 脊 椎 動 物 由 来 の プ リ オ ン 等 が 例 示 さ れ る 。 な か で も ヒ
ト を 除 く 脊 椎 動 物 由 来 の プ リ オ ン が 好 ま し く 、 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン で あ る こ と が よ り
好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 の 由 来 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ
ト 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 等 が 例 示 さ れ る 。 な か で も 、 ウ サ ギ の 抗 体 で
あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の よ う な 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 は 、 抗 原 と し て プ リ オ ン 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド （ 融 合 ペ
プ チ ド で あ っ て も よ い ） を 用 い て 公 知 の 方 法 で 製 造 す る こ と も で き 、 市 販 の も の を 利 用 す
る こ と も で き る 。 な か で も 、 Biochemistry, 32, p1009-1016 (1993)に 記 載 の 方 法 で プ リ
オ ン に 対 す る 抗 血 清 （ 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 含 有 し て い る ） を 調 製 し 、 こ の 抗 血 清 か ら Ｉ ｇ Ｇ
と し て 精 製 し た も の が 好 ま し い 。 こ の 場 合 に お い て 、 抗 血 清 を 調 製 す る 際 の 抗 原 と し て は
、 「 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン の Ｎ 末 端 か ら 第 ３ ５ 番 目 ～ 第 ９ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ
れ る 部 分 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 に 、 Ｔ ７ フ ァ ー ジ の gene 10 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 か ら 第 １ 番 目
～ 第 ２ ６ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ る 部 分 ペ プ チ ド を 融 合 さ せ た ペ プ チ ド 」 を 用 い る
こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 こ れ ら 公 知 の タ ン パ ク 質 の 公 知 の ア ミ ノ 酸 配 列
に 基 づ い て 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 や 化 学 的 手 法 等 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 被
免 疫 動 物 と し て ウ サ ギ を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 な お 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 子 構 造 を 完 全 に 保 持 し て い る も の は 勿
論 、 抗 原 結 合 部 位 （ Ｆ ａ ｂ ） を 分 解 し な い プ ロ テ ア ー ゼ （ 例 え ば プ ラ ス ミ ン 、 ペ プ シ ン 、
パ パ イ ン 等 ） で 処 理 し て Ｆ ａ ｂ を 含 む フ ラ グ メ ン ト と し た も の で あ っ て も 良 い 。 抗 体 の Ｆ
ａ ｂ を 含 む フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 Ｆ ａ ｂ 以 外 に 、 Ｆ ａ ｂ ｃ 、 (Ｆ ａ ｂ ') 2 等 が 例 示 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 や 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 の ア ミ ノ
酸 配 列 が 決 定 さ れ れ ば 、 遺 伝 子 工 学 的 に 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 の Ｆ ａ ｂ を 含 む フ ラ グ メ ン ト
や キ メ ラ 抗 体 （ 例 え ば 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 の Ｆ ａ ｂ 部 分 を 含 む キ メ ラ 抗 体 等 ） を 作 製 す る
こ と も で き る 。 以 上 の よ う な 、 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 の Ｆ ａ ｂ を 含 む フ ラ グ メ ン ト や キ メ ラ
抗 体 も 、 プ リ オ ン に 結 合 す る 限 り 、 本 明 細 書 に お け る 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 の 概 念 に 包 含 さ
れ る 。 製 造 さ れ た 抗 体 が プ リ オ ン に 結 合 す る か 否 か 、 あ る い は 特 異 的 に 結 合 す る か 否 か 等
は 、 プ リ オ ン 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド （ 融 合 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い ） を 用 い 、 通 常 の 方 法
に よ っ て 当 業 者 が 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 免 疫 染 色 の 対 象 と す る 「 動 物 組 織 」 は 、 プ ル キ ン エ 細 胞 を 含 む 動 物 組 織 で あ る 限 り に お
い て 特 に 限 定 さ れ ず 、 脳 、 な か で も 小 脳 、 特 に 小 脳 の 皮 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 「 動 物 組 織 」 の 採 取 の 対 象 と な る 動 物 は 、 脊 椎 動 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。 脊 椎
動 物 と し て は ニ ワ ト リ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 ト ラ 、 ピ ュ ー マ 、 チ ー タ 、 オ オ シ カ
、 ミ ン ク 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ブ タ 、 ヒ ト 等 が 例 示 さ れ る が 、 ヒ ト を 除 く 脊 椎
動 物 で あ る こ と が 好 ま し く 、 な か で も ニ ワ ト リ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 用 い て 動 物 組 織 を 免 疫 染 色 す る 」 方 法 と し て は 、 公 知 の 免 疫 組 織 学
的 手 法 を 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 本 明 細 書 に お け る 「 染 色 」 と い う 用 語 は 、 色 素 を 用
い る こ と は 勿 論 、 最 終 的 に 何 ら か の 特 殊 な シ グ ナ ル と し て 検 出 し う る 物 質 （ 例 え ば 放 射 性
同 位 元 素 等 ） を 用 い る こ と も 含 む 概 念 と し て 用 い る 。 　
　 こ の よ う な 物 質 と し て は 、 例 え ば 酵 素 （ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、
β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ
シ ダ ー ゼ な ど ） 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 Ｈ な ど ） 、 蛍 光 色 素 （ フ ル オ レ セ イ ン
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イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン -3-酢 酸 (AMCA)、 ジ ク ロ ロ ト リ ア
ジ ニ ル ア ミ ノ フ ル オ レ セ イ ン (DTAF)、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (TRITC
)、 リ ス ア ミ ン ロ ー ダ ミ ン Ｂ (Lissamine Rhodamine B)、 テ キ サ ス レ ッ ド (Texas Red)、 フ
ィ コ エ リ ス リ ン (Phycoerythrin； PE)、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 フ ィ コ シ ア ニ
ン 、 ト リ カ ラ ー 、 シ ア ニ ン な ど ） 、 化 学 発 光 物 質 （ ル ミ ノ ー ル な ど ） 、 ハ プ テ ン （ ジ ニ ト
ロ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン 、 ア デ ノ シ ン 一 リ ン 酸 (AMP)、 ２ ， ４ － ジ ニ ト ロ ア ニ リ ン な ど ） 、 金
属 粒 子 （ フ ェ リ チ ン 粒 子 、 金 コ ロ イ ド 粒 子 な ど ） 、 特 異 的 結 合 対 （ ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン 類
（ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど ） 、 レ ク チ ン と 糖 鎖 、 ア ゴ ニ ス ト と ア ゴ ニ ス ト の 受 容 体 、 ヘ パ
リ ン と ア ン チ ト ロ ン ビ ン III(ATIII)、 多 糖 類 と そ の 結 合 タ ン パ ク 質 （ ヒ ア ル ロ ン 酸 と ヒ ア
ル ロ ン 酸 結 合 性 タ ン パ ク 質 (HABP)な ど ） の い ず れ か 一 方 の 物 質 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 免 疫 染 色 す る 際 の 動 物 組 織 の 形 態 も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 当 該 動 物 組 織 が 切 片 標 本 の 状
態 と な っ て い る こ と が 好 ま し い 。 切 片 標 本 の 作 製 方 法 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 通 常 の 方 法 を 用
い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 採 取 し た 動 物 組 織 を 固 定 し 、 次 い で パ ラ フ ィ ン 等 で 包 埋 し て
、 こ れ を 薄 切 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 方 法 は 、 以 上 の よ う な 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 用 い て 動 物 組 織 を 免 疫 染 色 す る ス テ ッ
プ 」 を 少 な く と も 含 む 限 り に お い て 、 他 の ス テ ッ プ を 含 ん で い て も よ い 。 例 え ば 、 免 疫 染
色 す る 前 に 動 物 組 織 に 対 し て 何 ら か の 前 処 理 を 施 す ス テ ッ プ 、 免 疫 染 色 後 に 動 物 組 織 を 洗
浄 す る ス テ ッ プ 等 を さ ら に 含 ん で い て も よ い 。 な か で も 、 免 疫 染 色 す る 前 に 、 免 疫 染 色 の
対 象 と な る 動 物 組 織 を オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む も の が 好 ま し い 。 オ
ー ト ク レ ー ブ の 条 件 も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 １ ２ １ ℃ で ２ ０ 分 間 高 圧 蒸 気 滅 菌 処 理 す る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 」 は 、 免 疫 染 色 の 際 に 用 い た 色 素 そ の 他 の 物 質 の 種 類 に 応 じ て
、 公 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 動 物 組 織 を 切 片 標 本 と し て 用 い た 場 合 に は 、 例 え ば 顕
微 鏡 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き 、 色 素 を 肉 眼 で 観 察 し た り 、 金 属 粒 子 の 密 度 、 放 射 能 の
カ ウ ン ト 、 蛍 光 強 度 、 蛍 光 偏 光 、 発 光 強 度 等 を 観 察 ・ 測 定 す る 方 法 な ど が 例 示 さ れ る 。 用
い る 顕 微 鏡 の 種 類 は 、 免 疫 染 色 の 際 に 用 い た 色 素 そ の 他 の 物 質 の 種 類 に 応 じ て 適 宜 選 択 す
る こ と が で き 、 光 学 顕 微 鏡 、 電 子 顕 微 鏡 、 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 そ の 他 の 顕 微 鏡 を 用 い る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に お け る 「 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 」 の 用 語 は 、 当 該 細 胞 の 全 体 を 検 出 す
る こ と の み な ら ず 、 当 該 細 胞 の 一 部 分 を 検 出 す る こ と を も 含 む 概 念 で あ る 。 例 え ば 、 プ ル
キ ン エ 細 胞 の 樹 状 突 起 部 分 の み を 検 出 す る こ と も 、 本 明 細 書 に お け る 「 プ ル キ ン エ 細 胞 の
検 出 」 に 包 含 さ れ る 概 念 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の よ う な 方 法 に よ っ て プ ル キ ン エ 細 胞 を 検 出 す る こ と が で き る が 、 そ の 検 出 は 定 性 的
な も の （ 例 え ば 、 細 胞 や 樹 状 突 起 自 体 の 形 態 の 検 出 、 細 胞 や 樹 状 突 起 の 分 布 の 検 出 等 ） で
あ っ て も よ く 、 定 量 的 な も の （ 例 え ば 、 細 胞 や 樹 状 突 起 の サ イ ズ 、 細 胞 や 樹 状 突 起 の 密 度
、 細 胞 や 樹 状 突 起 の 分 布 面 積 等 ） で あ っ て も よ い 。
＜ ２ ＞ 本 発 明 キ ッ ト
本 発 明 キ ッ ト は 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 構 成 成 分 と し て 含 む 、 プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 キ ッ ト
で あ る 。 こ の 抗 プ リ オ ン 抗 体 も Ｉ ｇ Ｇ で あ る こ と が 好 ま し く 、 Ｉ ｇ Ｇ と し て 精 製 さ れ た も
の で あ る こ と が 好 ま し く 、 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ ン に 結 合 す る も の で あ る こ と が 好 ま し い
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 キ ッ ト の 構 成 成 分 で あ る 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 や 本 発 明 キ ッ ト の 使 用 目 的 で あ る 「
プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 」 等 の 説 明 及 び こ れ ら に 関 す る 用 語 の 意 義 等 は 、 全 て 前 記 ＜ １ ＞ と
同 様 で あ る 。
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。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 キ ッ ト は 、 「 抗 プ リ オ ン 抗 体 」 を 構 成 成 分 と し て 少 な く と も 含 む 限 り に お い て 特
に 限 定 さ れ ず 、 さ ら に 標 識 物 質 の 検 知 試 薬 等 を 構 成 成 分 と し て 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 構 成 成 分 の 他 に 、 洗 浄 液 、 酵 素 反 応 停 止 液 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。 さ
ら に 本 発 明 キ ッ ト に は 、 測 定 バ ッ チ 同 士 の 実 施 レ ベ ル を 一 定 水 準 に 保 つ た め の 陽 性 コ ン ト
ロ ー ル （ Ｑ Ｃ コ ン ト ロ ー ル ） を 含 有 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 構 成 成 分 は 、 そ れ ぞ れ 別 体 の 容 器 に 収 容 し 保 存 し て お く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 キ ッ ト を 用 い た プ ル キ ン エ 細 胞 の 検 出 は 、 前 記 ＜ １ ＞ に 記 載 し た 本 発 明 方 法 に 従
っ て 行 う こ と が で き る
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
＜ １ ＞ 抗 プ リ オ ン 抗 体 の 調 製
プ リ オ ン に 対 す る 抗 血 清 の 調 製 と 精 製
　 プ リ オ ン （ ニ ワ ト リ 由 来 ） に 対 す る 抗 血 清 の 調 製 と 精 製 は 、 前 記 の Biochemistry, 32, 
p1009-1016 (1993)に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 抗 原 と し て は 「 ニ ワ ト リ 由 来 の プ リ オ
ン の Ｎ 末 端 か ら 第 ３ ５ 番 目 ～ 第 ９ ６ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ る 部 分 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端
に 、 Ｔ ７ フ ァ ー ジ の gene 10 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 か ら 第 １ 番 目 ～ 第 ２ ６ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸
配 列 で 示 さ れ る 部 分 ペ プ チ ド を 融 合 さ せ た ペ プ チ ド 」 を 用 い 、 被 免 疫 動 物 と し て は 家 兎 を
用 い た 。
（ ２ ） 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 の 調 製
　 上 記 （ １ ） で 調 製 さ れ た 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 含 む 家 兎 血 清 （ 以 下 、 血 清 Ｐ と い う 。 ） と 免
疫 し て い な い 家 兎 の 血 清 （ 以 下 、 血 清 Ｎ と い う 。 ） を 用 い て 、 以 下 の 通 り Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 調
製 し た 。 な お 調 製 は ４ ～ ８ ℃ の 条 件 下 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ミ ニ カ ラ ム （ 7.5mm X 3cm） を ２ ｍ ｌ の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 し た 後
、 バ ッ フ ァ ー （ 0.02％  ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る 0.05M リ ン 酸 緩 衝 液 , pH7.0） に 懸 濁
さ せ た １ ｍ ｌ の プ ロ テ イ ン Ａ セ ル ロ フ ァ イ ン ゲ ル （ 商 品 名 ； チ ッ ソ 株 式 会 社 製 ） を ミ ニ カ
ラ ム に 充 填 し た 。 そ の 後 、 こ の ゲ ル を ３ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 次 い で ５ ｍ ｌ の 結 合 バ ッ
フ ァ ー （ PSIIバ ッ フ ァ ー ； Bio-Rad製 ） で 洗 浄 し た 。 次 い で ０ ． ３ ｍ ｌ の 血 清 Ｎ と ０ ． ３
ｍ ｌ の 結 合 バ ッ フ ァ ー と の 混 合 溶 液 を カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 そ の 後 、 ３ ｍ ｌ の 結 合 バ ッ
フ ァ ー を 流 し 、 そ の 溶 出 液 を 約 １ ｍ ｌ ず つ 採 取 す る こ と に よ っ て ４ つ の 画 分 を 得 た （ こ れ
ら の 画 分 を そ れ ぞ れ Ａ １ 、 Ａ ２ 、 Ａ ３ 及 び Ａ ４ と し た 。 ） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 そ の 後 、 さ ら に ３ ｍ ｌ の 結 合 バ ッ フ ァ ー を 流 し て そ の 溶 出 液 を 回 収 し た 。 次 い で 、 ５ ｍ
ｌ の 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ PSIIバ ッ フ ァ ー （ 商 品 名 ） ； Bio-Rad製 ） で 溶 出 し 、 そ の 溶 出 液 を
約 １ ｍ ｌ ず つ 採 取 す る こ と に よ っ て ５ つ の 画 分 を 得 た （ こ れ ら の 画 分 を そ れ ぞ れ Ｃ １ 、 Ｃ
２ 、 Ｃ ３ 、 Ｃ ４ 及 び Ｃ ５ と し た 。 ） 。 Ｃ １ ～ Ｃ ５ の 画 分 に 、 そ れ ぞ れ １ ０ ０ μ ｌ の ２ Ｍ  
ト リ ス バ ッ フ ァ ー 、 pH9.0を 添 加 す る こ と に よ っ て 各 画 分 の 溶 液 を 中 和 し た 。 こ れ ら そ れ
ぞ れ の 画 分 に つ い て 、 還 元 条 件 下 及 び 非 還 元 条 件 下 で 、 そ れ ぞ れ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） で 分 析 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
は PhastSystem（ 商 品 名 ； ア マ シ ャ ム 社 製 ） を 用 い て 行 い 、 ゲ ル は PhastGel Gradient 10-
15（ 商 品 名 ； ア マ シ ャ ム 社 製 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 そ の 結 果 、 Ｃ ２ の 画 分 に つ い て 、 還 元 及 び 非 還 元 の い ず れ の 条 件 下 に お け る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ 像 に お い て も Ｉ ｇ Ｇ の 軽 鎖 と 重 鎖 に 相 当 す る バ ン ド が 検 出 さ れ た こ と か ら 、 Ｃ ２ の
画 分 を 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 （ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 ） と し た 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 血 清 Ｐ に つ い て も 同 様 の 操 作 を 行 っ て 精 製 Ｉ ｇ Ｇ 画 分 （ 精 製 抗 プ リ オ ン 抗 体 ） を 調 製 し
た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た コ ン ト ロ ー ル 抗 体 及 び 精 製 抗 プ リ オ ン 抗 体 は 、 分 子 量 ３ ０ ０
０ カ ッ ト の 透 析 カ ッ プ を 用 い て Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） に 対 し て 透 析 し た 。

＜ ２ ＞ 抗 プ リ オ ン 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色
　 常 法 に 従 っ て ニ ワ ト リ の 各 種 組 織 （ 橋 、 小 脳 、 肝 臓 、 脾 臓 ） を ４ ％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 作 製 し た 。 パ ラ フ ィ ン は 、 キ シ レ ン に 浸 し た 後 、 ア ル コ
ー ル で 流 し 落 と し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の よ う に 作 製 し た 各 種 組 織 の 切 片 標 本 を 、 標 本 中 の 組 織 切 片 の 質 ・ 量 と も に 偏 り の な
い よ う に し て 二 群 に 分 け 、 そ の 一 群 は そ の ま ま （ 以 下 、 こ の 群 を 「 無 処 理 群 」 と い う 。 ）
、 も う 一 群 は １ ２ １ ℃ 、 ２ ０ 分 間 で オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 を 行 っ た （ 以 下 、 こ の 群 を 「 処 理
群 」 と い う 。 ） 。 以 下 、 両 群 と も 同 様 に 処 理 を し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 切 片 を 室 温 で 、 ０ ． ３ ％ 過 酸 化 水 素 を 含 む メ タ ノ ー ル に ３ ０ 分 間 浸 し 、 組 織 切 片 中 の 内
因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 不 活 化 し た 。 そ の 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ に ５ 分 間 浸 す こ と に よ っ て 洗 浄
し た 。 こ の 洗 浄 操 作 は ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 次 に 、 ヒ ス ト フ ァ イ ン （ キ ッ ト の 商 品 名 ； 株 式 会 社 ニ チ レ イ 製 ） を 用 い て 、 組 織 切 片 中
の 内 因 性 ア ビ ジ ン を ブ ロ ッ キ ン グ し 、 こ の 切 片 を ア ビ ジ ン 溶 液 に 室 温 で １ ０ 分 間 浸 し た 。
そ の 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ に ５ 分 間 浸 す こ と に よ っ て 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 操 作 は ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 そ の 後 こ の 切 片 を d-ビ オ チ ン 溶 液 に 室 温 で １ ０ 分 間 浸 し 、 次 い で Ｐ Ｂ Ｓ に ５ 分 間 浸 す こ
と に よ っ て 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 操 作 は ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 次 い で 、 VECTASTAIN Elite ABC (peroxidase) キ ッ ト （ ベ ク ス タ イ ン 社 製 ） を 用 い て 、
以 下 の 通 り 免 疫 組 織 染 色 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま ず 正 常 ヤ ギ 血 清 に よ る ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 後 、 一 次 抗 体 を 用 い た 処 理 を 行 っ た 。 一
次 抗 体 と し て は 、 前 記 ＜ １ ＞ の （ ２ ） で 調 製 し た 精 製 抗 プ リ オ ン 抗 体 を ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た
も の を 用 い 、 組 織 切 片 を 一 次 抗 体 中 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル
と し て は 、 前 記 ＜ １ ＞ の （ ２ ） で 調 製 し た コ ン ト ロ ー ル 抗 体 を ５ ０ ０ 倍 希 釈 し た も の を 用
い た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ の 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ に １ ０ 分 間 浸 す こ と に よ っ て 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 操 作 は ３ 回 繰 り 返 し た
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 次 い で 、 二 次 抗 体 を 用 い た 処 理 を 行 っ た 。 二 次 抗 体 と し て は 、 ビ オ チ ン 標 識 し た ヤ ギ 抗
ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 用 い 、 組 織 切 片 を 二 次 抗 体 中 、 室 温 で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 そ の 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ に ５ 分 間 浸 す こ と に よ っ て 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 操 作 は ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 次 に 、 組 織 切 片 を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 中 、 室 温 で ３ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ に ５ 分 間 浸 す こ と に よ っ て 洗 浄 し た 。 こ の 洗 浄 操 作
は ３ 回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 次 い で 組 織 切 片 を ３ ， ３ ’ － ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ； 同 仁 化 学 研 究 所 製 ） （ Ｐ Ｂ
Ｓ で 10mg/100mlと な る よ う に Ｄ Ａ Ｂ を 溶 解 し 、 こ れ に 過 酸 化 水 素 水 を 20μ l添 加 し た も の
） 中 で ３ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 発 色 さ せ た 。 そ の 後 、 各 々 の 切 片 を 水 浸 す る こ と に よ っ
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て 洗 浄 し た 。 次 に メ チ ル グ リ ー ン 又 は ヘ マ ト キ シ リ ン で カ ウ ン タ ー 染 色 し 、 常 法 に よ っ て
脱 水 、 透 徹 、 封 入 し た 。 こ の 標 本 を 、 光 学 顕 微 鏡 を 用 い て 倍 率 １ ０ ～ １ ５ ０ ０ 倍 で 観 察 し
た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 そ の 結 果 、 橋 、 肝 臓 、 脾 臓 に つ い て は 、 精 製 抗 プ リ オ ン 抗 体 、 コ ン ト ロ ー ル 抗 体 を 問 わ
ず 、 ま た オ ー ト ク レ ー ブ の 処 理 の 有 無 を 問 わ ず 、 陽 性 像 は 得 ら れ な か っ た 。 一 方 、 小 脳 に
つ い て は 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 が な さ れ 、 精 製 抗 プ リ オ ン 抗 体 で 処 理 さ れ た 標 本 に お い て
、 プ ル キ ン エ 細 胞 （ 特 に 、 プ ル キ ン エ 細 胞 の 樹 状 突 起 ） が 特 異 的 に 染 色 さ れ て い る 像 が 観
察 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 の 構 成 成 分 か ら な る 本 発 明 キ ッ ト を 作 製 し た 。
１ ． 実 施 例 １ で 製 造 し た 精 製 抗 プ リ オ ン 抗 体 　 　 　 　 １ 本 （ 一 次 抗 体 ）
２ ． ビ オ チ ン 標 識 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 　 　 　 １ 本 （ 二 次 抗 体 ）
３ ． ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 　 １ 本
４ ． ３ ， ３ ’ － ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） 　 　 　 １ 本
５ ． 過 酸 化 水 素 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ 本
６ ． 洗 浄 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ 本
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 検 出 方 法 及 び 本 発 明 キ ッ ト は 、 プ ル キ ン エ 細 胞 や そ の 樹 状 突 起 の 形 態 等 に 基 づ い
て 疾 患 を 検 知 ・ 同 定 す る 場 合 に お い て 、 あ る い は 実 験 用 キ ッ ト 等 と し て 利 用 す る こ と が で
き る 。
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