
(57)【要約】
本発明は、プリオンとの結合能を有する１若しくは２以上のデバイスに組織／臓器を接触
させ、かかる組織／臓器との接触から上記デバイスを抜き出し、プリオンがデバイスに結
合しているかどうかを測定することからなり、デバイスを組織／臓器と１２０分間接触さ
せることを特徴とする組織／臓器若しくはそれらの液におけるプリオンの存在を測定する
方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
組 織 ／ 臓 器 に お け る プ リ オ ン の 存 在 を 検 出 す る 方 法 に お い て 、
（ ａ ） 組 織 ／ 臓 器 を 、 プ リ オ ン と の 結 合 能 を 有 す る デ バ イ ス と 接 触 さ せ 、
（ ｂ ） 上 記 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 か ら 上 記 デ バ イ ス を 抜 き 出 し 、 及 び
（ ｃ ） プ リ オ ン が 上 記 デ バ イ ス に 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る
工 程 か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
組 織 ／ 臓 器 に お け る プ リ オ ン の 存 在 を 検 出 す る 非 侵 襲 的 方 法 に お い て
（ ａ ） 組 織 ／ 臓 器 を 、 プ リ オ ン と の 結 合 能 を 有 す る デ バ イ ス と 接 触 さ せ 、
（ ｂ ） 上 記 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 か ら 上 記 デ バ イ ス を 抜 き 出 し 、 及 び
（ ｃ ） プ リ オ ン が 上 記 デ バ イ ス に 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る
工 程 か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
デ バ イ ス が 、 プ リ オ ン を 分 解 か ら 保 護 す る 能 力 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
組 織 ／ 臓 器 が 、 哺 乳 動 物 の 組 織 ／ 臓 器 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
組 織 ／ 臓 器 が 、 家 畜 又 は ヒ ト の 組 織 ／ 臓 器 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
組 織 ／ 臓 器 が 、 プ リ オ ン が 蓄 積 す る 組 織 ／ 臓 器 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ い ず
れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
組 織 ／ 臓 器 が 、 脳 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 又 は 扁 桃 腺 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
デ バ イ ス が 金 属 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
金 属 が 、 ス チ ー ル 、 ス テ ン レ ス ス チ ー ル 、 銀 、 金 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る グ ル
ー プ か ら 選 択 さ れ る １ 若 し く は ２ 以 上 の 金 属 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
デ バ イ ス が 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の ワ イ ヤ ー を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 又 は ９ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
１ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 を デ バ イ ス と 接 触 さ せ ；
上 記 実 験 動 物 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い ；
上 記 実 験 動 物 に お け る 悪 影 響 や 死 亡 例 を 観 察 し ； ま た 任 意 に
プ リ オ ン を 証 明 す る た め 、 悪 影 響 又 は 死 亡 が 認 め ら れ る 実 験 動 物 の 生 検 を 実 施 す る
工 程 か ら な る デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
デ バ イ ス を １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 と 、 １ 実 験 動 物 あ た り 1時 間 以 上 接 触 さ せ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
デ バ イ ス を １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 と 、 １ 実 験 動 物 あ た り ５ 時 間 以 上 接 触 さ せ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
デ バ イ ス を １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 と 、 １ 実 験 動 物 あ た り ５ 時 間 を 超 え て 接 触 さ せ る
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こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
実 験 動 物 が 哺 乳 動 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ ～ １ ４ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
実 験 動 物 が マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
実 験 動 物 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の Ｐ ｒ Ｐ ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
Ｐ ｒ Ｐ ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 哺 乳 動 物 に お け る Ｐ ｒ Ｐ を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
Ｐ ｒ Ｐ ト ラ ン ス ジ ー ン が 、 家 畜 又 は ヒ ト の Ｐ ｒ Ｐ を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
（ ａ ） 細 胞 株 を デ バ イ ス と 接 触 さ せ ；
（ ｂ ） 上 記 細 胞 株 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い ； 及 び
（ ｃ ） 上 記 細 胞 株 が プ リ オ ン を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る
工 程 か ら な り 、 デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
蛋 白 質 測 定 法 、 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 又 は セ ル ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 、 細 胞
株 が プ リ オ ン を 含 ん で い る か ど う か を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
デ バ イ ス の 表 面 で 直 接 プ リ オ ン を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て
い る か ど う か を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
蛋 白 質 測 定 法 、 免 疫 測 定 法 、 又 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 用 い て 、 デ バ イ ス の 表 面 に プ リ
オ ン が 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
デ バ イ ス と 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 が １ ２ ０ 分 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ２
４ い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
デ バ イ ス と 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 が ３ ０ 分 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ２ ４
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
デ バ イ ス と 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 が ５ 分 以 下 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ２ ４ い
ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
金 属 を 含 む こ と を 特 徴 と す る プ リ オ ン と の 結 合 能 を 有 す る デ バ イ ス 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ス チ ー ル 、 ス テ ン レ ス ス チ ー ル 、 銀 、 金 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る グ ル ー プ か ら
選 択 さ れ る １ 若 し く は ２ 以 上 の 金 属 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の デ バ イ ス 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
１ 若 し く は ２ 以 上 の ワ イ ヤ ー か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 又 は ２ ９ に 記 載 の デ バ
イ ス 。
【 請 求 項 ３ １ 】
デ バ イ ス に 結 合 し た プ リ オ ン が 保 護 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ０ い ず れ か に
定 義 さ れ る デ バ イ ス 。

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-530107 A 2004.9.30



【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 方 法 に 関 す る 。 具 体 的 に 本 発 明 は プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る ア ッ セ イ
法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 知 識 と し て 、 プ リ オ ン と は 核 酸 を も た な い 伝 達 性 （ 伝 播 性 ） 粒 子 で あ る 。 プ リ オ ン タ
ン パ ク 質 （ Ｐ ｒ Ｐ ） 遺 伝 子 は プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 Ｐ ｒ Ｐ の 正 常 型 は Ｐ ｒ Ｐ
ｃ と 呼 ば れ る の に 対 し 、 異 常 構 造 を と る 異 性 体 は Ｐ ｒ Ｐ Ｓ ｃ と 呼 ば れ て お り 、 プ リ オ ン の
主 要 な 又 は 唯 一 の 成 分 で あ る と 信 じ ら れ て い る 。 プ リ オ ン 病 の 中 で 最 も 注 目 さ れ て い る の
は 牛 海 綿 状 脳 症 （ Ｂ Ｓ Ｅ ； Bovine Spongiform Encephalopathy） 、 羊 ス ク レ イ ピ ー 、 及 び
ヒ ト に お け る ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 （ Ｃ Ｊ Ｄ ； Creutzfeldt-Jacob Disease） で あ
る 。 Ｃ Ｊ Ｄ の 最 も 一 般 的 な 症 状 は 、 個 体 に 特 発 性 に 現 れ る 孤 発 性 （ 散 発 性 ） Ｃ Ｊ Ｄ （ ｓ Ｃ
Ｊ Ｄ ） で あ る 。 医 原 性 Ｃ Ｊ Ｄ （ ｉ Ｃ Ｊ Ｄ ） は 事 故 感 染 に よ る 疾 病 で あ る 。 家 族 性 Ｃ Ｊ Ｄ （
ｆ Ｃ Ｊ Ｄ ） は 、 ヒ ト Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 の 変 異 を 原 因 と し て 稀 に 家 族 内 で 発 生 す る 形 態 の Ｃ Ｊ Ｄ
で あ る 。 ゲ ル ス ト マ ン ・ ス ト ロ イ ス ラ ー ・ シ ャ イ ン カ ー 病 （ Ｇ Ｓ Ｓ ； Gerstmann-Strassle
r-Scheinker Disease） も ま た 稀 な 遺 伝 性 の ヒ ト ・ プ リ オ ン 病 で あ る 。 い ず れ の 家 族 性 疾
患 も 常 染 色 体 優 性 疾 患 で あ る 。 ヒ ト に お け る 「 新 変 異 型 」 Ｃ Ｊ Ｄ （ ｖ Ｃ Ｊ Ｄ ） は 、 他 の Ｃ
Ｊ Ｄ 型 に お け る も の と は 異 な る Ｐ ｒ Ｐ 糖 化 パ タ ー ン を 伴 う 別 種 の Ｃ Ｊ Ｄ 株 型 で あ る 。 畜 牛
か ら Ｂ Ｓ Ｅ が 伝 播 し て ヒ ト ｖ Ｃ Ｊ Ｄ が 発 生 し た 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
プ リ オ ン は 、 物 理 的 及 び 化 学 的 不 活 化 に 対 し 極 め て 耐 性 で あ り 、 そ の こ と が 、 プ リ オ ン を
含 む 材 料 を 、 熱 滅 菌 や ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 等 の 従 来 法 に よ り 滅 菌 す る 場 合 の 問 題 と な っ て い
る （ Taylor et al. (1994), Arch. Virol. 139, 313-326; Brown et al. (1982), N. Eng
l. J. Med. 306, 1279-1282; Ernst & Race (1993), J. Virol. Methods 41, 193-201; T
aylor (1993), Br. Med. Bull. 49, 810-821） 。 医 原 性 で あ る と 証 明 さ れ た 、 若 し く は 医
原 性 で あ る こ と が 疑 わ れ る １ ０ ０ を 超 え る ヒ ト へ の 伝 播 例 が 既 に 報 告 さ れ て い る 。 Zobele
y et al. (1999) Mol. Med. 5, 240-243 で は 、 ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン に 感 染 し た ス テ ン
レ ス ス チ ー ル 器 具 を 滅 菌 す る モ デ ル シ ス テ ム が 提 供 さ れ て い る 。 ワ イ ヤ ー を １ ０ ％ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド で １ 時 間 処 理 し た 後 で も な お 、 該 ワ イ ヤ ー を 指 標 マ ウ ス の 脳 内 に 移 植 し た 結 果
、 感 染 が 引 き 起 こ さ れ た と の 知 見 に 証 明 さ れ る よ う に 、 マ ウ ス 馴 化 ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン
が ス テ ン レ ス ス チ ー ル ワ イ ヤ ー に 強 固 に 結 合 し 得 る こ と が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
ヒ ト に 対 す る 診 断 は 通 常 、 組 織 病 理 学 的 及 び 免 疫 組 織 化 学 的 測 定 法 に 依 拠 し て い る 。 さ ら
に 進 ん だ プ リ オ ン 感 染 診 断 法 に は 、 脳 又 は 扁 桃 腺 の 生 検 な ど の 侵 襲 的 手 法 が 必 要 と な る 。
こ れ ら 生 検 の ホ モ ジ ェ ネ ー ト を マ ウ ス 等 の 実 験 動 物 の 脳 に 注 入 す る 。 実 験 動 物 が プ リ オ ン
感 染 の 臨 床 症 状 を 発 症 し た 場 合 は 、 そ の 実 験 動 物 の 脳 を さ ら に 調 べ て プ リ オ ン の 存 在 を 確
認 す る 。 こ の 方 法 が 抱 え る 問 題 は 、 生 検 に 含 ま れ る プ リ オ ン が 分 解 さ れ て し ま う 点 に あ る
。 結 果 的 に 、 感 染 性 は 通 常 ２ ４ 時 間 以 内 に 消 失 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 は 、 先 行 技 術 が 抱 え る 問 題 を 克 服 し よ う と す る も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 は 、 組 織 ／ 臓 器 又 は そ れ ら の 液 に お け る プ リ オ ン を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方
法 で は 、 組 織 ／ 臓 器 と 接 触 さ せ る 金 属 ワ イ ヤ ー 等 の デ バ イ ス を 使 用 す る 。 驚 く べ き こ と に
、 本 デ バ イ ス は ５ 分 以 内 に プ リ オ ン と 結 合 す る 能 力 を 有 す る 。 そ の 後 、 本 デ バ イ ス を 組 織
／ 臓 器 と の 接 触 か ら 抜 出 す る 。 本 デ バ イ ス で は 、 プ リ オ ン が ３ 日 以 上 も 分 解 さ れ ず に 保 存
さ れ る が 、 こ れ は 驚 き に 値 す る 。 先 行 技 術 の 方 法 で は 、 プ リ オ ン は 早 く も ２ ４ 時 間 後 に は
分 解 し て し ま う 。 デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て い る か ど う か を 確 認 す る た め 、 以 下 に 記
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載 す る よ う に 数 多 く の 異 な る 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 従 来 知 ら れ て い た よ り 遥 か に 短
時 間 で プ リ オ ン が 本 デ バ イ ス に 結 合 す る の で 、 プ リ オ ン 感 染 の 診 断 も 、 先 行 技 術 の 方 法 に
比 べ る と 著 し く 速 や か に く だ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
第 一 の 特 徴 と し て 本 発 明 は 、 組 織 ／ 臓 器 に お け る プ リ オ ン の 存 在 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 こ の 方 法 は 、 プ リ オ ン と の 結 合 能 を 有 す る デ バ イ ス に 組 織 ／ 臓 器 を 接 触 さ せ 、 該 組 織
／ 臓 器 と の 接 触 か ら 該 デ バ イ ス を 抜 き 出 し 、 該 デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て い る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 か ら な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
第 二 の 特 徴 と し て 本 発 明 は 、 組 織 ／ 臓 器 に お け る プ リ オ ン の 存 在 を 測 定 す る 非 侵 襲 的 方 法
を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 プ リ オ ン と の 結 合 能 を 有 す る デ バ イ ス に 組 織 ／ 臓 器 を 接 触 さ せ
、 該 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 か ら 該 デ バ イ ス を 抜 き 出 し 、 該 デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て い
る か ど う か を 測 定 す る 工 程 か ら な る 。 上 記 非 侵 襲 的 方 法 に よ り 、 上 記 無 損 傷 の 組 織 ／ 臓 器
が 少 な く と も 実 質 的 に 無 損 傷 の ま ま で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 方 法 で 用 い る デ バ イ ス で は 、 プ リ オ ン が 分 解 さ れ ず に 保 存 さ れ る 点 で 有 利 で あ る
。
【 ０ ０ １ ０ 】
組 織 ／ 臓 器 は 哺 乳 動 物 の も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 組 織 ／ 臓 器 が 、 家 畜 又 は ヒ ト の 組 織
／ 臓 器 で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 プ リ オ ン が 蓄 積 す る 組 織 ／ 臓 器 に お け る プ リ オ ン を 検 出 す る 点 で 有 利 で
あ る 。 組 織 ／ 臓 器 は 、 脳 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 又 は 扁 桃 腺 か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の デ バ イ ス は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 金 属 を 含 み 、 又 は ポ リ ス チ レ ン 等 の プ ラ ス チ ッ
ク 、 若 し く は 硝 子 を 含 む も の で も よ い 。 本 発 明 で は 、 こ れ ら の 材 料 に プ リ オ ン タ ン パ ク 質
が 結 合 す る こ と を 開 示 し て い る が 、 こ れ は 驚 く べ き こ と で あ る 。 本 発 明 の デ バ イ ス は 、 １
若 し く は ２ 以 上 の 金 属 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 金 属 が 、 ス チ ー ル 、 ス テ ン レ ス ス チ ー ル 、
銀 、 金 、 若 し く は そ れ ら の 組 合 せ か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る １ 若 し く は ２ 以 上 の 金
属 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し い の は 、 金 属 が ス テ ン レ ス ス チ ー ル で あ る こ と で あ
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の デ バ イ ス は 、 直 径 が ５ ｍ ｍ 未 満 、 好 ま し く は １ ｍ ｍ 未 満 、 好 ま し く は 実 施 例 に 記
載 し た 大 き さ を も つ １ 若 し く は ２ 以 上 の ワ イ ヤ ー 又 は 球 （ sphere） を 含 む こ と が 好 都 合 で
あ る 。 デ バ イ ス が 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 金 属 ワ イ ヤ ー を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 第 三 の 特 徴 と し て 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 を デ バ イ ス に 接 触 さ せ 、 該 実 験
動 物 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、 該 実 験 動 物 に お け る 悪 影 響 や 死 亡 例 を 観 察 し 、 ま た プ
リ オ ン を 証 明 す る た め 、 悪 影 響 又 は 死 亡 が 認 め ら れ る 実 験 動 物 の 生 検 を 任 意 に 実 施 す る 工
程 か ら な る 、 デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
１ 若 し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス を 、 １ 時 間 以 上 実 験 動 物 と 接 触 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 １ 若
し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス を 、 ５ 時 間 以 上 実 験 動 物 と 接 触 さ せ る こ と が よ り 好 ま し い 。 １ 若
し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス を 、 ５ 時 間 を 超 え て 実 験 動 物 と 接 触 さ せ る こ と が よ り 好 ま し い 。
最 も 好 ま し い の は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス を 実 験 動 物 と 永 久 に 接 触 さ せ て お く こ と
で あ る 。 デ バ イ ス そ の も の に 起 因 す る 悪 影 響 は 、 こ れ ま で 認 め ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 に 有 用 な 実 験 動 物 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） は 、 哺 乳 動 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。 実 験
動 物 が マ ウ ス で あ る こ と が 好 ま し い 。 実 験 動 物 に は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス も 含 ま れ
る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
か か る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の Ｐ ｒ Ｐ ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
第 四 の 特 徴 と し て 本 発 明 は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 細 胞 株 を デ バ イ ス と 接 触 さ せ 、 該 細 胞 株
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、 プ リ オ ン ／ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 存 在 を 調 べ る た め に 上 記
細 胞 株 の ア ッ セ イ を 行 う 工 程 か ら な る 、 プ リ オ ン が デ バ イ ス に 結 合 し て い る か ど う か を 測
定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
プ リ オ ン ／ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 蛋 白 質 測 定 法 （ プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ ） 、 免 疫 測
定 法 （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 又 は セ ル ブ ロ ッ ト 法 等 、 当 技 術 分 野 で
公 知 の 好 適 方 法 の い ず れ に よ っ て も ア ッ セ イ が 可 能 で あ る 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ に よ る 処 理
後 に Ｐ ｒ Ｐ S c の 存 在 を 検 出 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
第 五 の 特 徴 と し て 本 発 明 は 、 デ バ イ ス に プ リ オ ン が 結 合 し て い る か ど う か を 、 該 プ リ オ ン
／ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 該 デ バ イ ス 表 面 上 で 直 接 検 出 す る こ と に よ り 測 定 す る 方 法 を 提 供
す る 。 上 記 方 法 に よ り プ リ オ ン ／ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 検 出 す る に あ た り 、 蛋 白 質 測 定 法
、 免 疫 測 定 法 、 又 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 好 ま し く は 免 疫 測 定 法 を 用 い る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 に 用 い る デ バ イ ス は 、 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 が １ ２ ０ 分 以 下 で あ る こ と が 好 ま し
い 。 デ バ イ ス と 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 が ３ ０ 分 以 下 で あ る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。 最 も
好 ま し い の は 、 デ バ イ ス と 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 が ５ 分 以 下 で あ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
利 点
本 発 明 に は 数 多 く の 利 点 が あ る 。 そ れ ら の 利 点 を 以 下 に 明 ら か に す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
例 え ば 本 発 明 は 、 商 業 的 に 有 用 な 方 法 を 提 供 す る 点 で 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
さ ら に 例 を あ げ る と 本 発 明 は 、 組 織 ／ 臓 器 に お け る プ リ オ ン の 存 在 を 検 出 す る 方 法 を 提 供
す る 点 で 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
さ ら に 例 を あ げ る と 本 発 明 は 、 プ リ オ ン を 分 解 か ら 保 護 す る 点 で 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に 例 を あ げ る と 本 発 明 は 、 プ リ オ ン 感 染 を 治 療 す る 薬 剤 の 調 製 に 用 い ら れ る １ 若 し く
は ２ 以 上 の 作 用 因 子 （ agent） の 同 定 法 を 提 供 す る 点 で 有 利 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
プ リ オ ン 、 Ｐ ｒ Ｐ ｃ 及 び Ｐ ｒ Ｐ Ｓ ｃ
こ こ に 言 及 さ れ る 「 プ リ オ ン 」 な る 用 語 は 、 核 酸 を も た な い タ ン パ ク 性 感 染 性 粒 子 の こ と
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
Ｐ ｒ Ｐ Ｓ ｃ は 、 Ｐ ｒ Ｐ ｃ （ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 正 常 型 ） の 構 造 的 異 性 体 で あ り 、 プ リ オ
ン の 主 要 な 又 は 唯 一 の 成 分 で あ る と 確 信 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 プ リ オ ン を 含 有 し て い る 可 能 性 の あ る 組 織 ／ 臓 器
を 試 験 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
Victor A. McKusick et alが  HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim" に お い て
プ リ オ ン の 背 景 を 教 示 し て い る 。 以 下 に 記 載 す る プ リ オ ン に 関 す る 情 報 は 、 そ こ か ら の 抜
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粋 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
プ リ オ ン タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 変 異 は 、 ゲ ル ス ト マ ン ・ ス ト ロ イ ス ラ ー 病 （ Ｇ Ｓ Ｄ ； Gerstm
ann-Straussler disease） 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 （ Ｃ Ｊ Ｄ ； Creutzfeldt-Jakob 
disease） 、 及 び 家 族 性 致 死 性 不 眠 症 と 関 係 が あ り 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 異 常 ア イ ソ フ
ォ ー ム は 、 上 記 疾 病 、 並 び に ク ー ル ー 病 及 び 羊 ス ク レ イ ピ ー に お け る 感 染 性 作 用 因 子 と し
て 作 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
Prusiner（ 1982、 1987） は 、 プ リ オ ン が 核 酸 を も た な い 新 し い 分 類 の 感 染 性 作 用 因 子 を 代
表 し て い る こ と を 示 唆 し た （ プ リ オ ン と い う 用 語 は Prusiner（ １ ９ ８ ２ ） に よ っ て 提 唱 さ
れ た も の で 、 「 タ ン パ ク 質 感 染 性 作 用 因 子 （ protein infectious agent） 」 を 表 し て い る
） 。 プ リ オ ン 病 は 接 種 に よ り 伝 達 し 、 或 い は 常 染 色 体 優 性 疾 患 と し て 遺 伝 す る 神 経 変 性 症
状 で あ る 。 Prusiner（ 1994） は 、 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 の 病 因 を 再 検 討 し 、 プ リ オ ン タ ン パ ク
質 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 ア イ ソ フ ォ ー ム が か か る 疾 患 の 病 因 と し て 重 要 で あ る こ と を 記 し て
い る 。 Mestel（ 1996） は 、 感 染 性 タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て の 肯 定 的 及 び 否 定 的 証 拠 （ 並
び に 肯 定 的 又 は 否 定 的 見 解 ） を 再 検 討 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Tagliavini et al.（ 1991） は 、 イ ン デ ィ ア ナ 州 の 家 族 （ Indiana kindred） 内 患 者 ２ 名 か
ら 単 離 し た ア ミ ロ イ ド ・ プ ラ ー ク コ ア か ら 抽 出 し た タ ン パ ク 質 を 精 製 し て 特 徴 づ け を 行 っ
た 。 上 記 著 者 ら は 、 Ｇ Ｓ Ｄ ア ミ ロ イ ド の 主 要 成 分 は １ １ ｋ Ｄ の Ｐ ｒ Ｐ 分 解 産 物 で あ り 、 そ
の Ｎ 末 端 が ヒ ト Ｐ ｒ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の ５ ８ 番 目 に 位 置 す る グ リ シ
ン 残 基 に 相 当 し て い る こ と を 見 出 し た 。 ま た ア ミ ロ イ ド 断 片 は 、 さ ら に 大 き な Ｐ ｒ Ｐ 断 片
を 含 み 、 外 見 上 無 処 理 の Ｎ 末 端 及 び ア ミ ロ イ ド Ｐ 成 分 を 有 し て い た 。 Tagliavini et al.
（ 1991） は こ れ ら の 知 見 を 、 疾 患 プ ロ セ ス に 伴 い タ ン パ ク 質 分 解 に よ る Ｐ ｒ Ｐ の 開 裂 が 生
じ 、 不 溶 性 フ ィ ブ リ ル へ と ポ リ マ ー 化 す る ア ミ ロ イ ド 生 成 ペ プ チ ド が 生 成 さ れ る こ と を 示
唆 す る も の で あ る と 解 釈 し た 。 上 記 家 族 に は 、 構 造 遺 伝 子 の 変 異 が 認 め ら れ な か っ た の で
、 Ｐ ｒ Ｐ の 一 次 構 造 以 外 の 要 因 が 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 過 程 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る
可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
プ リ オ ン が 、 上 記 疾 患 の 主 要 原 因 た る 感 染 性 作 用 因 子 に よ っ て 合 成 が 刺 激 さ れ る シ ア ロ 糖
タ ン パ ク 質 で あ る と い う の が 、 一 つ の 解 釈 と な っ て お り 、 Manuelidis et al.（ 1987） は
、 Ｐ ｒ Ｐ ペ プ チ ド が Ｃ Ｊ Ｄ に お け る 感 染 性 作 用 因 子 で は な い こ と を 示 唆 す る 証 拠 を 提 示 し
た 。 Pablos-Mendez et al.（ 1993） は 、 「 プ リ オ ン 病 の ね じ れ た 歴 史 」 を 再 検 討 し 、 プ リ
オ ン が 感 染 性 で あ る と い う 見 解 に と っ て 代 わ る 見 解 、 す な わ ち プ リ オ ン は 細 胞 毒 性 代 謝 産
物 で あ る と の 見 解 を 示 唆 し た 。 本 著 者 ら は 、 代 謝 産 物 Ｐ ｒ Ｐ の プ ロ セ シ ン グ の 研 究 、 及 び
こ の タ ン パ ク 質 の 出 現 を 増 強 す る 作 用 因 子 の 試 験 を 行 う こ と が 、 自 分 達 の 仮 説 を 立 証 す る
上 で 有 用 で あ る と 示 唆 し た 。 上 記 著 者 ら の モ デ ル か ら は 、 Ｐ ｒ Ｐ の 異 化 を 阻 害 し 得 る 物 質
に よ り Ｐ ｒ Ｐ が 蓄 積 さ れ る こ と が 予 想 さ れ た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て Ｐ ｒ Ｐ
合 成 量 が 増 加 す る と 、 実 験 用 ス ク レ イ ピ ー の 潜 伏 期 間 が 短 縮 さ れ る 。 Pablos-Mendez et a
l.（ 1993） の 仮 説 は 、 Ｐ ｒ Ｐ の 合 成 経 路 よ り む し ろ 分 解 経 路 が 細 胞 内 で 脱 線 す る こ と を 示
唆 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Forloni et al.（ 1993） は 、 Ｐ ｒ Ｐ の １ ０ ６ ～ １ ２ ６ ペ プ チ ド に は 、 イ ン ビ ト ロ に お い て
ア ミ ロ イ ド 様 フ ィ ブ リ ル へ と ポ リ マ ー 化 す る 高 い 固 有 の 能 力 が み ら れ る こ と を 見 出 し た 。
上 記 著 者 ら は ま た 、 初 期 ラ ッ ト 海 馬 培 養 物 を 、 上 記 ペ プ チ ド に 相 当 す る ペ プ チ ド に マ イ ク
ロ モ ル 濃 度 下 で 慢 性 的 に 曝 す こ と に よ り 、 神 経 死 が 生 じ る こ と を 示 し た 。 こ の よ う な ペ プ
チ ド の 細 胞 毒 効 果 に は ア ポ ト ー シ ス 機 構 が 関 与 し て い る こ と を Forloni et al.は 示 唆 し た
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
伝 達 性 海 綿 状 脳 症 の 感 染 性 、 病 原 性 作 用 因 子 は 、 Ｐ ｒ Ｐ タ ン パ ク 質 の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 か
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つ 不 溶 性 の 形 態 で あ り 、 正 常 型 プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 Ｐ ｒ Ｐ タ ン パ ク 質 か ら 翻 訳 後 に 派 生 す
る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Beyreuther and Masters, 1994） 。 Kocisko et al.（ 1994） は
、 精 製 成 分 か ら な る 無 細 胞 系 に お い て 、 正 常 型 Ｐ ｒ Ｐ タ ン パ ク 質 が プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 Ｐ ｒ
Ｐ タ ン パ ク 質 へ と 転 化 す る こ と に つ い て 報 告 し て い る 。 こ の よ う に Ｐ ｒ Ｐ が 正 常 型 か ら 病
原 性 へ と 選 択 的 に 転 化 す る に は 、 既 存 の 病 原 性 Ｐ ｒ Ｐ が 存 在 し て い る こ と が 必 要 と さ れ る
。 上 記 著 者 ら は 、 新 た な Ｐ ｒ Ｐ タ ン パ ク 質 の 生 合 成 、 ア ミ ノ 基 に 結 合 す る こ と に よ る Ｐ ｒ
Ｐ タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 、 又 は Ｐ ｒ Ｐ タ ン パ ク 質 に お け る 正 常 型 グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ
チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ・ ア ン カ ー の 存 在 は 、 上 述 の 転 化 に は 不 要 で あ る こ と を 示 し た 。 こ れ
は 、 病 原 性 Ｐ ｒ Ｐ タ ン パ ク 質 が 、 そ れ 自 身 と 正 常 型 Ｐ ｒ Ｐ タ ン パ ク 質 と の 間 の 特 異 的 タ ン
パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 結 果 、 形 成 さ れ 得 る こ と を 示 す 直 接 的 な 証 拠 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
Rivera et al.（ 1989） は 、 １ ３ 歳 の 重 症 進 行 性 神 経 疾 患 男 性 患 者 に つ い て 記 載 し て い る
。 そ の 患 者 の 核 型 は 、 １ ５ ｐ ； ２ ０ ｐ の テ ロ メ ア 融 合 に 起 因 す る 偽 中 心 重 複 性 染 色 体 を 示
し て い た 。 リ ン パ 球 に お い て は 、 異 常 染 色 体 の セ ン ト ロ メ ア 収 縮 は 常 に ２ ０ 番 染 色 体 で 起
き る の に 対 し 、 線 維 芽 細 胞 に お い て は 上 記 両 染 色 体 の セ ン ト ロ メ ア が 交 互 に 収 縮 し て い た
。 上 記 著 者 ら は 、 機 能 性 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 構 造 が 修 飾 さ れ る 結 果 、 セ ン ト ロ メ ア 特 異 的 タ ン パ
ク 質 へ の 正 常 な 結 合 が 妨 げ ら れ 、 セ ン ト ロ メ ア が 不 活 化 す る こ と を 示 唆 し た 。 上 記 著 者 ら
は ま た 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 で 認 め ら れ る 海 綿 状 グ リ オ ニ ュ ー ロ ナ ル （ glioneur
onal） ジ ス ト ロ フ ィ ー を 想 起 さ せ る 上 記 患 者 の 疾 患 は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 変 異 が 生 じ
た 後 に 発 生 す る と 主 張 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
Collinge et al.（ 1990） は 、 家 族 性 で あ れ 孤 発 性 で あ れ 、 「 プ リ オ ン 病 」 と い う 用 語 が
診 断 用 語 と し て 、 よ り 適 切 で あ る と 示 唆 し た 。 Ｇ Ｓ Ｄ 病 に 罹 患 し た イ ン デ ィ ア ナ 州 の 家 族
（ Indiana kindred） の 症 例 が 、 Farlow et al.（ 1989） 及 び  Ghetti et al.（ 1989） に よ
っ て 報 告 さ れ た 。 遺 伝 子 予 測 に Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 分 析 を 採 用 す る こ と に は 、 遺 伝 性 の 遅 発 性 神
経 変 性 疾 患 の 発 症 前 検 査 の 浸 透 度 や 合 併 症 が 不 確 実 で あ る が ゆ え に 生 じ る 潜 在 的 な 問 題 が
あ る 。 し か し Collinge et al.（ 1991） は 、 遺 伝 性 プ リ オ ン 病 を 抱 え る 家 族 に と っ て 、 リ
ス ク 保 持 者 の 発 症 前 診 断 並 び に Ｃ Ｊ Ｄ 又 は Ｇ Ｓ Ｄ の 排 斥 を 可 能 に し 、 遺 伝 カ ウ ン セ リ ン グ
の 質 を 向 上 さ せ る 機 能 が 上 記 分 析 に は あ る と 結 論 付 け た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
Gajdusek（ 1991） は 、 現 在 ま で に 判 明 し て い る Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 変 異 を チ ャ ー ト 図 に ま と め た 。 す
な わ ち 単 一 ア ミ ノ 酸 の 変 化 を 起 こ す ５ 種 類 の 変 異 と 、 オ ク タ ペ プ チ ド 反 復 が そ れ ぞ れ ５ 、
６ 、 ７ 、 ８ 又 は ９ 回 行 わ れ る ５ ヶ 所 に お け る 挿 入 で あ る 。 上 記 著 者 は ま た 、 ト ラ ン ス サ イ
レ チ ン 遺 伝 子 （ Ｔ Ｔ Ｒ ； １ ７ ６ ３ ０ ０ ） に お い て 同 定 さ れ た ア ミ ロ イ ド ー シ ス を 惹 起 す る
18種 類 の ア ミ ノ 酸 置 換 を ま と め た 表 も 発 表 し 、 上 述 し た ２ 分 類 の 疾 患 に お け る 挙 動 を 比 較
し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
Schellonberg et al.（ 1991） は 、 Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 挿 入 変 異 と 共 に 、 Ｃ Ｊ Ｄ 及 び Ｇ Ｓ Ｓ Ｄ と 関 連
す る Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 遺 伝 子 の １ ０ ２ 、 １ １ ７ 及 び ２ ０ ０ 番 目 の コ ド ン に お け る ミ ス セ ン ス 変 異 を
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の ７ ６ 家 族 、 孤 発 性 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 推 測 さ れ る １ ２ ７ 症 例 、 ダ ウ
ン 症 候 群 の １ ６ 症 例 、 及 び ２ ５ ６ 正 常 対 照 例 で 調 べ た が 、 い ず れ の 症 例 も 上 記 の ど の 変 異
に 対 し て も 、 ポ ジ テ ィ ブ で は な か っ た 。 Jendroska et al.（ 1994） は 、 特 発 性 パ ー キ ン ソ
ン 病 （ Ｐ Ｄ ； １ ６ ８ ６ ０ ０ ） 、 多 系 統 萎 縮 症 、 び ま ん 性 レ ビ ー 小 体 病 （ １ ２ ７ ７ ５ ０ ） 、
ス チ ー ル － リ チ ャ ー ド ソ ン － オ ル ゼ ウ ス キ ー （ Steele-Richardson-Olszewski） 症 候 群 （
２ ６ ０ ５ ４ ０ ） 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性 症 、 及 び ピ ッ ク 病 （ １ ７ ２ ７ ０ ０ ） を 含 む 種 々 の 運 動
障 害 を 呈 す る 90症 例 に お い て 、 組 織 ブ ロ ッ ト 免 疫 染 色 法 に よ り 病 原 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質
の 検 出 を 試 み た 。 こ れ ら の 脳 標 本 の い ず れ か ら も 病 原 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 は 同 定 さ れ な
か っ た が 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 に 罹 患 し て い る ４ 対 照 例 か ら は 容 易 に 検 出 さ れ た
。 Perry et al.（ 1995） は 、 ５ ４ 家 族 か ら の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 ８ ２ 名 （ 家 族 内 症 例 を
３ ０ 件 含 む ） と 、 こ れ ら 患 者 と そ れ ぞ れ 同 年 齢 の 対 照 群 ３ ９ 名 の プ リ オ ン 遺 伝 子 座 に お け
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る 変 異 を Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 そ の 結 果 、 第 ６ ８ コ ド ン 近 傍 に ２ ４ ｂ ｐ の
欠 失 が 認 め ら れ た が 、 そ れ は 遅 発 性 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 家 族 の 成 員 中 、 罹 患 し た 兄 弟 姉 妹 ２
名 と 子 供 １ 名 に お い て ｇ ｌ ｙ － ｐ ｒ ｏ に 富 む ５ 個 の オ ク タ ペ プ チ ド 反 復 の う ち の １ 個 が 消
失 し た も の だ っ た 。 し か し 、 同 じ 家 系 で 罹 患 し た 他 の 家 族 成 員 に は 、 こ の よ う な 欠 失 が 認
め ら れ な か っ た 。 た だ し 遅 発 性 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 家 族 の 非 罹 患 成 員 ６ 名 の う ち 年 齢 が 一 致
す る 対 照 ３ 名 に お い て も 上 記 の 欠 失 が 認 め ら れ た 。 こ れ と は 別 の オ ク タ ペ プ チ ド 反 復 の 欠
失 が 同 じ ア ル ツ ハ イ マ ー 病 家 族 の さ ら に 別 の 成 員 ３ 名 に お い て 観 察 さ れ た が 、 そ の ３ 名 の
う ち ２ 名 は 罹 患 し て い た 。 こ れ ら 以 外 に 変 異 は 認 め ら れ な か っ た 。 Perry et al.（ 1995）
は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 変 異 と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と の 間 に 関 係 が あ る と の 証 拠 は な い と
結 論 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
Hsiao et al.（ 1990） は 、 分 析 対 象 家 族 の う ち ３ 名 の Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム に 変 異 は 認 め ら れ な か っ た が 、 そ の 後 Hsiao et al.（ 1992） は 、 ｐ ｈ ｅ １ ９ ８
－ ｔ ｏ － ｓ ｅ ｒ 変 異 を 明 ら か に し た 。 １ ７ ６ ６ ４ ０ ． ０ ０ １ １ を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
Palmer and Collinge（ 1993） は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 遺 伝 子 に お け る 変 異 及 び 多 型 性 に
つ い て 再 検 討 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
Chapman et al.（ 1996） は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 第 ２ ０ ０ コ ド ン に お け る 病 原 性
リ シ ン 変 異 （ １ ７ ６ ６ ４ ０ ． ０ ０ ０ ６ ） に 対 し て ヘ テ ロ 接 合 性 で 、 第 １ ２ ９ コ ド ン で の メ
チ オ ニ ン に 対 し て ホ モ 接 合 性 で あ る 患 者 の 致 死 性 不 眠 症 及 び 重 症 視 床 病 理 に つ い て 報 告 し
た 。 上 記 著 者 ら は 、 こ の 表 現 型 と 、 第 １ ７ ８ コ ド ン で の 変 異 （ １ ７ ６ ６ ４ ０ ． ０ ０ １ ０ ）
に 関 す る 表 現 型 と の 類 似 性 を 強 調 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
Collinge et al.（ 1996） は 、 ヒ ト ・ プ リ オ ン 病 を 広 範 な 症 例 か ら 調 べ 、 種 々 の 天 然 型 プ
リ オ ン 株 型 を 示 す 可 能 性 が あ る プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 Ｐ ｒ Ｐ の パ タ ー ン を 同 定 し た 。 上 記 著 者
ら は 「 新 変 異 型 」 Ｃ Ｊ Ｄ の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 Ｐ ｒ Ｐ を 研 究 し て 、 か か る Ｐ ｒ Ｐ が 、 他 の 形
態 の Ｃ Ｊ Ｄ か ら 分 子 基 準 に よ っ て 区 別 さ れ 得 る 別 種 の 株 型 で あ る か 否 か を 判 定 し た 。 Coll
inge et al.（ 1996） は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 行 っ た 結 果 、 孤 発 性 Ｃ Ｊ Ｄ 及 び 医 原 性
Ｃ Ｊ Ｄ （ 死 体 の 脳 か ら 得 た 成 長 ホ ル モ ン の 投 与 に 通 常 起 因 す る ） が 、 異 な る ３ 種 類 の プ ロ
テ ア ー ゼ 耐 性 Ｐ ｒ Ｐ パ タ ー ン を 伴 う こ と を 明 ら か に し た 。 １ 型 及 び ２ 型 は 、 孤 発 性 Ｃ Ｊ Ｄ
と 一 部 の 医 原 性 Ｃ Ｊ Ｄ に お い て 認 め ら れ る 。 ３ 番 目 の 型 は 、 抹 消 経 路 か ら プ リ オ ン に 暴 露
さ れ る こ と に よ る 後 天 性 プ リ オ ン 病 で 認 め ら れ る 。 Collinge et al.（ 1996） は 、 「 新 変
異 型 」 Ｃ Ｊ Ｄ が 、 Ｐ ｒ Ｐ グ リ コ シ ル 化 の 特 徴 的 な パ タ ー ン を 含 む ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上 で
み ら れ る プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 Ｐ ｒ Ｐ の 独 特 で 高 度 に 一 貫 し た 出 現 と 会 合 し て い る こ と を 明 ら
か に し た 。 近 交 系 マ ウ ス に Ｃ Ｊ Ｄ を 伝 達 す る と 、 接 種 し た Ｃ Ｊ Ｄ に 特 有 の Ｐ ｒ Ｐ パ タ ー ン
を 示 し た 。 牛 海 綿 状 脳 症 （ Ｂ Ｓ Ｅ ） プ リ オ ン を 伝 達 す る と 「 新 変 異 型 」 Ｃ Ｊ Ｄ の グ リ コ フ
ォ ー ム 率 と 極 め て 近 い グ リ コ フ ォ ー ム 率 パ タ ー ン が 生 じ た 。 上 記 著 者 ら は 、 サ ル に お け る
実 験 的 Ｂ Ｓ Ｅ と 、 家 猫 に お け る 天 然 型 Ｂ Ｓ Ｅ の Ｐ ｒ Ｐ が 、 実 験 的 マ ウ ス Ｂ Ｓ Ｅ 及 び 「 新 変
異 型 」 Ｃ Ｊ Ｄ の も の と 区 別 で き な い グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 示 す こ と を 見 出 し た 。 Collin
ge et al.（ 1996） の 報 告 に 対 し 、 Aguzzi and Weissmann（ 1996） に よ る 再 検 討 が 行 わ れ
た が 、 そ の 再 検 討 に お い て Collinge et al.（ 1996） は Ｂ Ｓ Ｅ と 関 連 性 の あ る 「 新 変 異 型
」 Ｃ Ｊ Ｄ の 神 経 病 理 性 及 び 臨 床 上 の 性 質 の 再 検 討 を 行 っ た の で あ る と 結 論 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
Prusiner（ 1996） は 、 プ リ オ ン 病 に 関 す る 分 子 生 物 学 及 び 遺 伝 子 学 に 包 括 的 な 再 検 討 を 加
え た 。 Collinge（ 1997） も 同 様 に 、 こ の 観 点 か ら 再 検 討 し た 。 Collingeは 、 ヒ ト ・ プ リ オ
ン 病 の ３ 種 類 の カ テ ゴ リ ー 、 す な わ ち （ １ ） ク ー ル ー 及 び 医 原 性 Ｃ Ｊ Ｄ を 含 む 後 天 性 、 （
２ ） 定 型 及 び 非 定 型 Ｃ Ｊ Ｄ を 含 む 孤 発 性 、 （ ３ ） 家 族 性 Ｃ Ｊ Ｄ 、 ゲ ル ス ト マ ン ・ ス ト ロ イ
ス ラ ー ・ シ ャ イ ン カ ー 病 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 、 及 び 種 々 の 非 定 型 痴 呆 を 含 む 遺 伝 性 、 を
認 識 し た 。 Collinge（ 1997） は 、 当 時 ま で に 報 告 さ れ て い た １ ２ 種 の 病 理 性 変 異 を 表 に 示

10

20

30

40

50

(9) JP 2004-530107 A 2004.9.30



し た 。 疾 患 表 現 型 を コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 能 力 は 、 生 物 学 に 重 要 な メ ン デ ル の 法 則 に 依
拠 し な い 伝 達 性 を 表 し て い る こ と を 記 し た 上 で Collinge（ 1997） は 、 進 化 の 過 程 で 、 多 様
な 種 に お い て 他 の タ ン パ ク 質 に か か る 方 法 が 用 い ら れ て こ な か っ た と す れ ば 驚 き で あ る と
述 べ て い る 。 同 著 者 は ま た 、 酵 母 に み ら れ る プ リ オ ン 様 機 構 の 同 定 に つ い て も 言 及 し た （
Wickner, 1994; Ter Avanesyan et al., 1994） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
Horwich and Weissman（ 1997） は 、 関 連 性 の あ る 伝 達 性 神 経 変 性 疾 患 群 に お け る プ リ オ ン
タ ン パ ク 質 の 中 心 的 役 割 に つ い て 再 検 討 し た 。 そ の デ ー タ か ら は プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 疾
患 プ ロ セ ス に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 、 そ の 正 常 な 可 溶 性 α へ リ
ッ ク ス 構 造 か ら 不 溶 性 β シ ー ト 構 造 へ と 構 造 転 化 す る こ と が 疾 患 及 び 感 染 の 発 生 と 密 接 に
関 連 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 上 記 著 者 ら は 、 か か る 転 化 プ ロ セ ス の 多 く は 未 だ 解 明 さ れ
て い な い と 記 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
Mallucci et al.（ 1999） は 、 常 染 色 体 優 性 分 裂 に よ り 、 初 老 期 痴 呆 、 運 動 失 調 及 び 他 の
神 経 精 神 症 状 が み ら れ る 英 国 の 大 家 族 に つ い て 報 告 し た 。 特 定 の 個 々 人 に つ い て 種 々 の 時
期 に 、 脱 髄 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 、 及 び ゲ ル ス ト マ ン ・
ス ト ロ イ ス ラ ー ・ シ ャ イ ン カ ー 症 候 群 の 診 断 を 行 っ た 。 Mallucci et al.（ 1999） は ま た
、 上 記 家 族 と 血 縁 関 係 に あ る と 思 わ れ る ア イ ル ラ ン ド の 家 族 に つ い て も 記 載 し て お り 、 そ
の 記 載 に お い て は 罹 患 し た 個 人 に 対 し 、 多 発 性 硬 化 症 、 痴 呆 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性 症 、 及
び 「 新 変 異 型 」 Ｃ Ｊ Ｄ の 診 断 が 考 慮 さ れ た 。 分 子 研 究 を 行 っ た 結 果 、 Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 遺 伝 子 の ａ
ｌ ａ １ １ ７ － ｔ ｏ － ｖ ａ ｌ に 変 異 が 認 め ら れ た こ と か ら 、 上 記 罹 患 者 の 疾 患 が プ リ オ ン 病
で あ る と 同 定 し た 。 上 記 著 者 ら は 、 上 述 の 血 縁 関 係 に あ る 両 家 族 に み ら れ る 表 現 型 の 発 現
に 多 様 性 が あ る こ と を 強 調 し 、 「 新 変 異 型 」 Ｃ Ｊ Ｄ が 疑 わ れ る 症 例 を 含 め 、 非 定 型 初 老 期
痴 呆 又 は 神 経 精 神 性 特 性 や 運 動 失 調 を 呈 す る 個 人 に 関 し て は 、 Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 分 析 に よ り 遺 伝 性
プ リ オ ン 病 を 除 外 す べ き で あ る と 提 唱 し た 。 Hegde et al.1999は 、 伝 達 性 プ リ オ ン 病 と 遺
伝 性 プ リ オ ン 病 に は 神 経 変 性 に 至 る 共 通 の 経 路 が あ る こ と を 明 ら か に し た 。 Hegde et al.
1999は 、 異 常 な 折 り た た み を 有 す る ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る 蓄 積 し た Ｐ ｒ Ｐ S c が も つ 神 経 変
性 疾 患 を 引 き 起 こ す 際 の 有 効 性 は 、 宿 主 が コ ー ド す る Ｐ ｒ Ｐ が Ｃ ｔ ｍ Ｐ ｒ Ｐ と 呼 ば れ る 膜
透 過 体 と な っ て 偏 在 す る こ と に 依 存 し て い る こ と を 観 察 し た 。 さ ら に 、 伝 達 性 プ リ オ ン 病
に お け る Ｐ ｒ Ｐ S c 蓄 積 の 時 間 経 過 に 密 接 に 引 き 続 い て Ｃ ｔ ｍ Ｐ ｒ Ｐ 生 成 量 が 増 加 す る 。 従
っ て 、 Ｐ ｒ Ｐ S c が 蓄 積 す る こ と に よ り 、 Ｃ ｔ ｍ Ｐ ｒ Ｐ の 発 生 又 は 代 謝 に 関 与 す る 現 象 が イ
ン ト ラ ン ス で 調 節 さ れ て い る こ と が 明 ら か で あ る 。 以 上 の デ ー タ か ら Hegde et al.1999は
、 Ｃ ｔ ｍ Ｐ ｒ Ｐ に 介 さ れ る 神 経 変 性 現 象 が 、 遺 伝 性 プ リ オ ン 病 と 感 染 性 プ リ オ ン 病 の 病 原
に お け る 共 通 の ス テ ッ プ で あ る か も し れ な い と 結 論 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
Ｐ ｒ Ｐ の 非 病 原 性 細 胞 ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る Ｐ ｒ Ｐ C は 、 神 経 細 胞 に 強 く 発 現 さ れ る 遍 在
型 （ ユ ビ キ タ ス な ） 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Mouillet-Richard et al.（ 2000） は 、 抗 体 仲
介 架 橋 を 介 し た Ｐ ｒ Ｐ C 依 存 性 シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン を 調 べ る た め に マ ウ ス １ Ｃ １
１ 神 経 細 胞 分 化 モ デ ル を 用 い た 。 こ の １ Ｃ １ １ ク ロ ー ン は 、 上 皮 形 態 を 有 し 、 神 経 細 胞 会
合 機 能 を も た な い 委 任 神 経 外 胚 葉 幹 細 胞 で あ る 。 １ Ｃ １ １ 細 胞 は 誘 導 を 受 け て 神 経 細 胞 様
形 態 を 発 達 さ せ 、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 細 胞 又 は ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 細 胞 の い ず れ か へ と
分 化 す る 。 こ れ ら ２ つ の 分 化 経 路 の ど ち ら を 選 択 す る か は 、 ど の よ う な 誘 導 体 が 用 い ら れ
た か に 依 存 す る 。 Ｐ ｒ Ｐ C が 特 異 的 抗 体 と 結 合 す る こ と に よ り 、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 細 胞 又
は ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 細 胞 の 双 方 に お い て チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ Ｆ Ｙ Ｎ （ １ ３ ７ ０ ２ ５ ）
の リ ン 酸 化 レ ベ ル が 著 減 し た 。 Ｐ ｒ Ｐ C の Ｆ Ｙ Ｎ へ の 結 合 は 、 カ ベ オ リ ン － １ （ ６ ０ １ ０
４ ７ ） 依 存 性 だ っ た 。 Mouillet-Richard et al.（ 2000） は 、 ク ラ ト ウ リ ン （ clathourin
） （ １ １ ８ ９ ６ ０ を 参 照 の こ と ） も ま た 、 こ の 結 合 に 関 与 し て い る 可 能 性 の あ る こ と を 示
唆 し た 。 Ｐ ｒ Ｐ C 依 存 性 の Ｆ Ｙ Ｎ 活 性 化 を 誘 導 す る １ Ｃ １ １ 細 胞 株 の 能 力 は 、 完 全 に 分 化
し た そ の セ ロ ト ニ ン 作 動 性 又 は ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 幹 細 胞 に 限 定 さ れ て い た 。 さ ら に
、 Ｐ ｒ Ｐ C の シ グ ナ リ ン グ 活 性 は 主 と し て 神 経 突 起 で 生 じ た 。 Mouillet-Richard et al.（
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2000） は 、 Ｐ ｒ Ｐ C が シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン タ ン パ ク 質 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
マ ッ ピ ン グ
体 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 組 み 合 わ せ
る こ と に よ り （ Sparkes et al., 1986） 、 或 い は 染 色 体 を ソ ー テ ィ ン グ し て 得 た Ｄ Ｎ Ａ を
ス ポ ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ り （ Liao et al., 1986） 、 プ リ オ ン 関 連 タ ン パ ク
質 の ヒ ト 遺 伝 子 を ２ ０ ｐ １ ２ － ｐ ｔ ｅ ｒ に マ ッ ピ ン グ し た 。 Robakis et al.（ 1986） も ま
た イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 遺 伝 子 座 を ２ ０ ｐ に 定 め た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
２ ０ ｐ の 中 間 部 欠 失 を 分 析 し た 結 果 か ら Schnittger et al.（ 1992） は 、 ｐ ｔ ｅ ｒ － － Ｐ
Ｒ Ｎ Ｐ － － Ｓ Ｃ Ｇ １ （ １ １ ８ ９ ２ ０ ） － － Ｂ Ｍ Ｐ ２ Ａ （ １ １ ２ ２ ６ － － Ｐ Ａ Ｘ １ （ １ ６ ７
４ １ １ )－ － ｃ ｅ ｎ の 順 番 の 遺 伝 子 座 を 明 ら か に し た 。 Puckett et al.（ 1991） は 、 Ｐ Ｒ
Ｎ Ｐ 遺 伝 子 の ５ － primeで あ り 、 高 い ヘ テ ロ 接 合 性 を 有 す る Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ を 同 定 し た 。 こ の Ｒ
Ｆ Ｌ Ｐ は 、 ２ ０ 番 染 色 体 の ｐ ｔ ｅ ｒ － ｐ １ ２ 領 域 に お け る 有 用 な マ ー カ ー と し て 使 え る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
Riek et al.（ 1998） は 、 マ ウ ス ・ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 精 製 Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 を 用 い て 、 遺 伝
性 の ヒ ト 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 の 構 造 基 礎 を 解 明 し た 。 マ ウ ス ・ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 細 胞 型 に
お い て は 、 疾 病 特 異 的 サ ブ ド メ イ ン の 存 在 を 示 唆 す る 変 異 部 位 の 空 間 ク ラ ス タ ー は 観 察 さ
れ な か っ た 。 ヒ ト Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 第 １ ２ ９ 位 置 に お け る 多 型 性 が 、 ａ ｓ ｐ １ ７ ８ － ｔ ｏ － ａ ｓ ｎ
（ Ｄ １ ７ ８ Ｎ ； １ ７ ６ ６ ４ ０ ． ０ ０ ０ ７ ） 変 異 か ら 遮 断 さ れ て い る 疾 患 表 現 型 に 対 し て 高
度 に 特 異 的 な 影 響 を 及 ぼ す こ と が 観 察 さ れ た が 、 第 １ ２ ８ 残 基 と 第 １ ７ ８ 残 基 と の 水 素 結
合 が か か る 影 響 の 構 造 的 基 礎 と な っ て い る 。 全 般 的 に み て 、 一 部 の 疾 患 関 連 ア ミ ノ 酸 の 置
換 が 発 生 す る だ け で 、 Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 細 胞 型 の 安 定 性 が 減 じ ら れ る こ と を Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 は 示 し て お
り 、 変 異 タ ン パ ク 質 に み ら れ る 僅 か な 構 造 上 の 差 異 が 、 種 々 多 様 な 方 法 に よ り 分 子 間 の シ
グ ナ リ ン グ に 影 響 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
Windl et al.（ 1999） は 、 ド イ ツ ・ ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 サ ー ベ イ ラ ン ス ユ ニ ッ ト
と 呼 ば れ る 、 プ リ オ ン 病 が 疑 わ れ る 患 者 ５ ７ ８ 名 の Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 遺 伝 子 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 に
お け る 変 異 及 び 多 型 性 の 調 査 を ４ 年 半 に わ た り 実 施 し た 。 上 記 著 者 ら は 、 病 原 性 で あ る こ
と が 既 に 報 告 さ れ て い た ミ ス セ ン ス 変 異 が 認 め ら れ た ４ ０ 症 例 を 見 出 し た 。 そ の 中 で は Ｄ
１ ７ ８ Ｎ 変 異 が 一 番 多 か っ た 。 そ れ ら の 症 例 全 て に お い て Ｄ １ ７ ８ Ｎ は 第 １ ２ ９ コ ド ン の
メ チ オ ニ ン と 結 び つ い て お り 、 そ れ に よ り 定 型 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 遺 伝 子 型 が も た ら さ れ
て い た 。 新 規 な ミ ス セ ン ス 変 異 が ２ 例 と 、 サ イ レ ン ト な 多 型 性 が 数 例 認 め ら れ た 。 Windl 
et al.（ 1999） は 、 文 献 記 載 中 の 図 １ に Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 に お け る 既 知 の 病 原
性 変 異 を 図 式 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
歴 史
Aguzzi and Brandner（ 1999） は 、 「 プ リ オ ン 遺 伝 子 学 （ the genetics of prions） 」 を
再 検 討 し た が 、 本 著 者 ら が 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 を 引 き 起 こ す 不 可 解 な 作 用 因 子 と 定 義 し た プ
リ オ ン は 、 非 遺 伝 性 病 原 の パ ラ ダ イ ム に 含 ま れ る こ と か ら 、 「 プ リ オ ン 遺 伝 子 学 」 と い う
の は 言 葉 の 矛 盾 で は な い か と の 疑 問 を 呈 し た 。 Griffith（ 1967） が 初 め て 提 唱 し た タ ン パ
ク 質 オ ン リ ー （ protein-only） 仮 説 に よ れ ば 、 プ リ オ ン 感 染 性 は 、 現 在 で は Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ と 呼
ば れ る 細 胞 タ ン パ ク 質 の 異 常 型 で あ る ス ク レ イ ピ ー タ ン パ ク 質 と 同 一 で あ る 。 ス ク レ イ ピ
ー プ リ オ ン が 細 胞 プ リ オ ン を 集 め て 、 そ れ ら を さ ら に ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン に 転 化 さ せ る
こ と に よ り 複 製 が 行 わ れ る 。 新 た に 形 成 さ れ た ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン が 転 化 サ イ ク ル に 参
加 し て 連 鎖 反 応 が 生 じ 、 ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン が こ れ ま で に な い 速 さ で 蓄 積 さ れ る こ と に
な る 。 Prusiner（ 1982） が 病 原 性 タ ン パ ク 質 を 精 製 し 、 Weissmannら （ Oesch et al., 198
5; Basler et al., 1986） が 、 そ の 正 常 細 胞 型 タ ン パ ク 質 で あ る Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ と 同 様 に ス ク レ
イ ピ ー タ ン パ ク 質 も コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し て か ら は 、 上 記 の 仮 説 は 広 く 認 め
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ら れ 、 受 け 入 れ ら れ る よ う に な っ た 。 タ ン パ ク 質 オ ン リ ー 仮 説 か ら 予 測 さ れ た よ う に 、 Ｐ
ｒ ｎ ｐ 遺 伝 子 を 除 去 す る こ と に よ り 、 プ リ オ ン に 暴 露 さ せ た マ ウ ス が 実 験 的 ス ク レ イ ピ ー
に 罹 患 す る こ と が 阻 止 さ れ た こ と を 、 Weissmannの グ ル ー プ （ Bueler et al., 1993） が 報
告 し た こ と か ら 、 上 記 の 説 に さ ら に 弾 み が つ い た 。 Aguzzi and Brandner（ 1999） は 、 プ
リ オ ン 病 の 家 族 性 形 状 と プ リ オ ン 遺 伝 子 の 変 異 と の 関 連 性 に 関 す る 発 見 は 、 非 常 に 画 期 的
な も の で あ る と 考 え た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
動 物 モ デ ル
プ リ オ ン の 構 造 遺 伝 子 （ Ｐ ｒ ｎ － ｐ ） を マ ウ ス ２ 番 染 色 体 に マ ッ ピ ン グ し た 。 マ ウ ス の 第
２ 遺 伝 子 座 で あ り 、 Ｐ ｒ ｎ － ｐ と 密 接 な 関 連 性 が あ る Ｐ ｒ ｎ － ｉ は 、 マ ウ ス に お け る ス ク
レ イ ピ ー の 潜 伏 期 間 の 長 さ を 決 定 す る （ Carlson et al., 1986） 。 ス ク レ イ ピ ー の 潜 伏 期
間 を 制 御 す る 別 の 遺 伝 子 で あ る シ ン ボ ル 化 し た （ symbolized） Ｐ ｉ ｄ － １ は マ ウ ス １ ７ 番
染 色 体 に 位 置 し て い る 。 プ リ オ ン 潜 伏 期 間 に 影 響 を 及 ぼ す 量 的 形 質 遺 伝 子 座 （ Ｑ Ｔ Ｌ ） に
つ い て も 第 ９ 、 １ １ 章 （ Stephenson et al 2000） 、 第 ２ 、 １ １ 、 １ ２ 章 （ Lloyd et al 2
001） 、 及 び 第 ２ 、 ８ 、 ４ 、 １ ５ 章 （ Manolatron et al 2001） に 記 載 が あ る 。 Scott et a
l.（ 1989） は 、 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー か ら 得 た プ リ オ ン タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を ハ ー バ リ ン グ す
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 、 ハ ム ス タ ー ・ ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン を 接 種 す る と 、 ハ ム
ス タ ー に 特 有 の ス ク レ イ ピ ー 感 染 力 、 潜 伏 期 間 、 及 び プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ア ミ ロ イ ド プ ラ
ー ク を 示 す こ と を 報 告 し た 。 Hsiao et al.（ 1994） は 、 高 レ ベ ル の 変 異 型 Ｐ １ ０ １ Ｌ プ リ
オ ン タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ２ 系 統 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 実 験 的 マ ウ ス ・ ス ク レ
イ ピ ー と 識 別 で き な い 神 経 疾 患 及 び 中 枢 神 経 系 病 理 を 発 生 し た 。 ヒ ト ・ プ リ オ ン タ ン パ ク
質 の 第 １ ０ ２ ア ミ ノ 酸 は 、 マ ウ ス ・ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 第 １ ０ １ ア ミ ノ 酸 に 対 応 し て い
る の で 、 Ｐ １ ０ １ Ｌ マ ウ ス 変 異 は 、 ゲ ル ス ト マ ン ・ ス ト ロ イ ス ラ ー 病 を ヒ ト に 発 生 さ せ る
ｐ ｒ ｏ １ ０ ２ － ｔ ｏ － ｌ ｅ ｕ 変 異 （ １ ７ ６ ６ ４ ０ ． ０ ０ ０ ２ ） に 相 当 す る 。 Hsiao et al.
（ 1994） は 、 Ｐ １ ０ １ Ｌ ト ラ ン ス ジ ー ン を 低 レ ベ ル に 発 現 す る マ ウ ス と 、 変 異 型 Ｐ １ ０ １
Ｌ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル に 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 脳 抽 出 物 を 注 入
し た シ リ ア ン ハ ム ス タ ー と に 、 神 経 変 性 が 連 続 し て 伝 達 さ れ た こ と を 報 告 し た 。 上 記 高 発
現 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 脳 に は 低 レ ベ ル の 感 染 性 プ リ オ ン し か 蓄 積 し な か っ た に も
か か わ ら ず 、 接 種 を 受 け た 動 物 に 連 続 し て 疾 患 が 伝 達 さ れ た こ と は 、 こ れ ら 未 接 種 動 物 の
脳 に お い て も プ リ オ ン の デ ノ ボ 形 成 が 生 じ た こ と を 示 唆 し て お り 、 プ リ オ ン に 外 来 核 酸 が
な い こ と の さ ら な る 証 拠 と な っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
Bueler et al.（ 1994） 、 Manson et al.（ 1994） 、 及 び Sakaguchi et al.（ 1996） は 、 Ｐ
ｒ Ｐ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に 関 す る 研 究 を 報 告 し た 。 Sakaguchi et al.（ 1996） は 、 自 分 た
ち が 作 製 し た Ｐ ｒ Ｐ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 ７ ０ 週 齢 ま で は 一 見 正 常 だ が 、 そ の 時 点 か ら
一 様 に 小 脳 性 失 調 症 の 兆 候 を 呈 し 始 め た と 報 告 し た 。 組 織 学 的 研 究 に よ り 、 小 脳 回 の 大 部
分 に お い て プ ル キ ニ ェ 細 胞 （ Purkinje cells） が 顕 著 に 消 失 し て い る こ と が 判 明 し た 。 小
脳 萎 縮 及 び 第 四 脳 室 拡 張 に つ い て の 記 載 が あ る 。 同 様 の 病 理 学 的 変 化 は 、 Bueler et al.
（ 1994） 及 び Manson et al.（ 1994） が 作 製 し た Ｐ ｒ Ｐ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 観 察 さ れ
な か っ た 。 Sakaguchi et al.（ 1996） は 、 こ の 結 果 の 違 い は 、 マ ウ ス 系 統 の 違 い 、 或 い は
Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 内 に お け る ノ ッ ク ア ウ ト の 程 度 の 違 い に 起 因 す る 可 能 性 が あ る と 述 べ た 。 特
筆 す べ き は 、 記 載 さ れ て い る ３ 系 統 全 て の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お い て プ リ オ ン 感 染 感 受
性 が 消 失 し て い た こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
Collinge et al.（ 1994） は 、 Ｐ ｒ Ｐ ヌ ル マ ウ ス に 関 す る 自 ら の 研 究 に 基 づ き 、 正 常 な シ
ナ プ ス 機 能 に と っ て プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 必 要 で あ る と 結 論 付 け た 。 上 記 著 者 ら は 、 細 胞
性 Ｐ ｒ Ｐ が 翻 訳 後 に 修 飾 さ れ た 形 態 で あ る Ｐ ｒ Ｐ S c の 生 成 に 伴 う ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 効
果 に よ り 、 遺 伝 性 プ リ オ ン 病 が 引 き 起 こ さ れ 、 究 極 的 に は 機 能 性 Ｐ ｒ Ｐ （ Ｐ ｒ Ｐ C ） が 漸
進 的 に 消 失 す る と 主 張 し た 。 Tobler et al.（ 1996） は 、 Ｐ ｒ Ｐ ヌ ル マ ウ ス に お い て サ ー
カ デ ィ ア ン リ ズ ム や 睡 眠 の 変 化 が み ら れ る こ と を 報 告 し 、 か か る 変 化 が 致 死 性 家 族 性 不 眠
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症 に お け る 睡 眠 変 化 と の 興 味 深 い 類 似 性 を 示 す も の で あ る と 強 調 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
Ｐ ｒ Ｐ を 欠 損 す る マ ウ ス は 正 常 に 発 達 す る が 、 ス ク レ イ ピ ー 耐 性 で あ り 、 Ｐ ｒ Ｐ ト ラ ン ス
ジ ー ン を 導 入 す る こ と に よ り 、 ス ク レ イ ピ ー 病 に 対 す る 感 受 性 が 回 復 す る 。 か か る 活 性 に
必 要 な Ｐ ｒ Ｐ 内 の 領 域 を 同 定 す る た め 、 Shmerling et al.（ 1998） は 、 ア ミ ノ 近 位 （ amin
o-proximal） に 欠 失 を も つ Ｐ ｒ Ｐ を 発 現 す る Ｐ ｒ Ｐ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 調 製 し た 。 驚 く
べ き こ と に 、 第 ３ ２ ～ １ ２ １ 残 基 又 は 第 ３ ２ ～ １ ３ ４ 残 基 は 欠 失 し て い る が 、 そ れ よ り 短
い 欠 失 の な い Ｐ ｒ Ｐ は 、 生 後 １ ～ ３ ヶ 月 と い う 早 い 段 階 で 重 篤 な 運 動 失 調 、 及 び 小 脳 の 顆
粒 層 に 限 定 さ れ る 神 経 細 胞 死 を 惹 起 し た 。 こ の 欠 陥 は 、 野 生 型 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 の 複 製 を 1つ
導 入 す る こ と に よ り 完 全 に 防 ぐ こ と が で き た 。 Shmerling et al.（ 1998） は 、 上 述 の 切 断
Ｐ ｒ Ｐ が 非 機 能 的 で あ り 、 Ｐ ｒ Ｐ 様 機 能 を 有 す る 別 の 分 子 と 、 共 通 リ ガ ン ド を 目 指 し て 競
合 す る の で は と 推 測 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
Telling et al.（ 1996） は 、 プ リ オ ン 病 に お け る 基 本 的 現 象 は 、 細 胞 性 プ リ オ ン タ ン パ ク
質 が 病 原 性 ア イ ソ フ ォ ー ム Ｐ ｒ Ｐ S c へ と 転 化 す る 該 タ ン パ ク 質 に お け る 構 造 変 化 で あ る と
す る 見 解 を 支 持 す る 観 察 結 果 を 報 告 し た 。 上 記 著 者 ら は 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 （ Ｆ Ｆ Ｉ ）
に お い て は 、 脱 グ リ コ シ ル 後 の Ｐ ｒ Ｐ S c の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 断 片 の 大 き さ は １ ９ ｋ Ｄ で あ
る の に 対 し 、 他 の 遺 伝 性 及 び 孤 発 性 プ リ オ ン 病 に お け る そ れ は ２ １ ｋ Ｄ だ っ た こ と を 見 出
し た 。 Ｆ Ｆ Ｉ 患 者 の 脳 か ら 得 た 抽 出 物 は 、 ヒ ト － マ ウ ス キ メ ラ Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 を 発 現 す る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス へ の 接 種 約 ２ ０ ０ 日 後 に 疾 患 を 伝 達 し 、 １ ９ － ｋ Ｄ の Ｐ ｒ Ｐ S c 断
片 の 形 成 を 誘 導 し た が 、 他 方 、 家 族 性 及 び 孤 発 性 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 患 者 の 脳 か
ら 得 た 抽 出 物 を 接 種 し た 場 合 は 、 上 述 の マ ウ ス に ２ １ － ｋ Ｄ の Ｐ ｒ Ｐ S c 断 片 が 産 生 さ れ た
。 Telling et al.（ 1996） の 結 果 は 、 Ｐ ｒ Ｐ S c の 構 造 が 初 期 Ｐ ｒ Ｐ S c 形 成 を 指 示 す る 鋳 型
と し て 機 能 す る こ と を 示 し て お り 、 Ｐ ｒ Ｐ S c 構 造 内 に お い て 多 様 性 が 暗 号 化 さ れ て い る 各
種 プ リ オ ン 株 を 説 明 す る 機 構 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
Lindquist（ 1997） は 、 「 一 見 無 関 係 の 現 象 が 予 期 せ ぬ 衝 突 を す る こ と に よ り 生 ま れ た 最
も エ キ サ イ テ ィ ン グ な 科 学 の 概 念 の ひ と つ 」 を 指 摘 し た 。 上 記 著 者 が 論 じ て い る の は 、 酵
母 遺 伝 学 に お け る 2つ の 不 可 解 な 問 題 は 、 プ リ オ ン 仮 説 と 同 様 の 仮 説 に よ り 説 明 で き る か
も し れ な い と す る Wickner（ 1994） に よ る 示 唆 に つ い て で あ る 。 Two- yeast変 異 か ら 、 表
現 型 の 遺 伝 は と き と し て 異 な る 核 酸 が 遺 伝 す る と い う よ り 、 む し ろ 異 な る タ ン パ ク 質 構 造
が 遺 伝 す る こ と に 基 づ い て い る 可 能 性 が あ る こ と を 確 信 さ せ る 例 が 得 ら れ た 。 従 っ て 、 酵
母 は プ リ オ ン 様 プ ロ セ ス を 研 究 す る 上 で 新 し い 重 要 な ツ ー ル と な る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に
上 記 著 者 は 、 プ リ オ ン が 病 原 性 で あ る 必 要 は な い と 示 唆 し た 。 実 際 、 同 著 者 は 高 分 子 の 自
発 的 構 造 変 化 は 、 ク ロ マ チ ン 構 造 の 変 化 に 関 連 す る 現 象 等 の 後 成 現 象 だ け で な く 、 発 達 途
上 で 調 節 さ れ る 一 部 の 正 常 な 現 象 を も 含 め た 多 様 で 正 常 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス の 中 心 に 位 置
し て い る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
Hegde et al.（ 1998） は 、 位 相 体 の 相 対 比 率 を 変 化 さ せ る Ｐ ｒ Ｐ 変 異 を 発 現 す る ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い て 種 々 の Ｐ ｒ Ｐ 位 相 体 の 形 態 を 研 究 し た 。 あ る 位 相 体 は 完 全 に 小
胞 体 腔 へ と 転 位 し 、 Ｐ ｒ Ｐ － Ｓ ｅ ｃ と 命 名 さ れ た 。 他 の ２ つ の 位 相 体 は 、 カ ル ボ キ シ ル 末
端 側 か ら 体 腔 側 (Ｐ ｒ Ｐ － Ｃ ｔ ｍ )へ 、 又 は ア ミ ノ 末 端 側 か ら 体 腔 側 （ Ｐ ｒ Ｐ － Ｎ ｔ ｍ ） へ
の い ず れ か の 方 向 性 に よ り 小 胞 体 膜 全 体 に 及 ん で い る 。 高 レ ベ ル の Ｐ ｒ Ｐ － Ｃ ｔ ｍ を も た
ら す 変 異 を ハ ー バ リ ン グ す る Ｆ ２ 産 生 マ ウ ス は 、 ５ ８ ± １ １ 日 に 神 経 変 性 を 発 生 し た 。 Ｐ
ｒ Ｐ の 過 剰 発 現 が そ の 原 因 で は な か っ た 。 神 経 病 理 は ス ク レ イ ピ ー の も の と 類 似 の 変 化 を
示 し た が 、 Ｐ ｒ Ｐ S c は 存 在 し な か っ た 。 Ｐ ｒ Ｐ － Ｃ ｔ ｍ の 発 現 レ ベ ル は 疾 患 の 程 度 と 相 関
し て い た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
Supattapone et al.（ 1999） は 、 野 生 型 Ｐ ｒ Ｐ を 欠 損 す る （ Ｐ ｒ ｎ ｐ － ／ － ） ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク （ Ｔ ｇ ） マ ウ ス に お い て 、 大 き な 欠 失 を 2つ 有 す る １ ０ ６ ア ミ ノ 酸 の 編 集 後 Ｐ ｒ
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Ｐ が 発 現 す る こ と か ら 、 プ リ オ ン の 伝 播 が 支 持 さ れ る と 報 告 し た 。 完 全 長 Ｐ ｒ Ｐ S c を 含 む
Rocky Mountain laboratory（ Ｒ Ｍ Ｌ ） プ リ オ ン は 、 約 ３ ０ ０ 日 後 に Ｔ ｇ （ Ｐ ｒ Ｐ １ ０ ６
） Ｐ ｒ ｎ ｐ － ／ － マ ウ ス に 疾 患 を 発 生 さ せ た が 、 他 方 、 Ｐ ｒ Ｐ S c 1 0 6 を 含 む Ｒ Ｍ Ｌ １ ０ ６
プ リ オ ン を 伝 達 し た 場 合 、 反 復 継 代 に よ り 約 ６ ６ 日 後 に Ｔ ｇ （ Ｐ ｒ Ｐ １ ０ ６ ） Ｐ ｒ ｎ ｐ －
／ － マ ウ ス に 疾 患 を 発 生 さ せ た 。 約 １ ６ ５ 日 以 内 に ス ク レ イ ピ ー を 発 病 し た Ｔ ｇ （ Ｐ ｒ Ｐ
１ ０ ６ ） Ｐ ｒ ｎ ｐ ＋ ／ － マ ウ ス に 野 生 型 の マ ウ ス Ｐ ｒ Ｐ C を 共 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 Ｒ
Ｍ Ｌ プ リ オ ン の 継 代 に 対 す る 人 工 的 伝 達 障 壁 が 消 失 し 、 野 生 型 の マ ウ ス Ｐ ｒ Ｐ が 、 Ｒ Ｍ Ｌ
１ ０ ６ プ リ オ ン の 複 製 を イ ン ト ラ ン ス で 加 速 す る 作 用 を 有 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 精
製 Ｐ ｒ Ｐ S c 1 0 6 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 で あ り 、 糸 状 体 を 形 成 し 、 非 変 性 洗 浄 剤 に 不 溶 だ っ
た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
Kuwahara et al.(1999)は 、 Ｐ ｒ ｎ ｐ － ／ － 及 び Ｐ ｒ ｎ ｐ ＋ ／ ＋ マ ウ ス か ら 海 馬 細 胞 株 を
樹 立 し た 。 １ ４ 日 齢 マ ウ ス 胚 か ら 、 か か る 培 養 物 を 樹 立 し た 。 研 究 対 象 と し た ６ 細 胞 株 は
、 そ の 発 達 段 階 は 異 な る も の の 、 全 て 神 経 前 駆 細 胞 系 統 に 属 し て い た 。 Kuwahara et al.(
1999)は 、 細 胞 培 養 物 か ら 血 清 を 除 去 す る と Ｐ ｒ ｎ ｐ － ／ － 細 胞 で は ア ポ ト ー シ ス が 生 じ
た が 、 Ｐ ｒ ｎ ｐ ＋ ／ ＋ 細 胞 で は 生 じ な か っ た こ と を 見 出 し た 。 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 又 は Ｂ
Ｃ Ｌ ２ 遺 伝 子 に 形 質 導 入 を 行 う こ と に よ り 、 無 血 清 条 件 下 に お け る Ｐ ｒ ｎ ｐ － ／ － 細 胞 の
ア ポ ト ー シ ス が 抑 制 さ れ た 。 Ｐ ｒ ｎ ｐ － ／ － 細 胞 は Ｐ ｒ ｎ ｐ ＋ ／ ＋ 細 胞 の も の よ り 短 い 神
経 突 起 を 伸 張 し て い た が 、 Ｐ ｒ Ｐ を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 Ｐ ｒ ｎ ｐ － ／ － 細 胞 の 神 経 突
起 の 長 さ が 伸 び た 。 Kuwahara et al.(1999)は 、 か か る 知 見 か ら 、 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ
ク 質 の 機 能 消 失 が プ リ オ ン 病 の 病 理 の 一 部 要 因 に な り 得 る と 結 論 し た 。 Ｙ ｅ ａ ｓ ｔ － ２ －
ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て Ｂ Ｃ Ｌ ２ 遺 伝 子 が プ リ オ ン タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と
が 既 に 報 告 さ れ て い た こ と か ら 、 上 記 著 者 ら は Ｂ Ｃ Ｌ ２ 遺 伝 子 に 形 質 導 入 を 試 み た 。 そ の
結 果 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て も Ｂ Ｃ Ｌ ２ と Ｐ ｒ Ｐ と の 間 に 何 ら か の 相 互 作 用 が あ る こ と
を 示 唆 す る も の だ っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ス ク レ イ ピ ー 感 染 マ ウ ス に お い て プ リ オ ン は 、 循 環 Ｂ 及 び Ｔ リ ン パ 球 で な く 、 脾 臓 Ｂ 及 び
Ｔ リ ン パ 球 と 会 合 す る こ と が 見 出 さ れ 、 ま た 濾 胞 樹 状 細 胞 を 含 む 間 質 に お い て 見 出 さ れ る
。 成 熟 濾 胞 樹 状 細 胞 の 形 成 及 び 維 持 に は 、 膜 結 合 型 リ ン フ ォ ト キ シ ン － α ／ β を 発 現 さ せ
る Ｂ 細 胞 の 存 在 が 必 要 と さ れ る 。 可 溶 性 リ ン フ ォ ト キ シ ン － β 受 容 体 で マ ウ ス を 処 理 す る
と 、 脾 臓 か ら 成 熟 濾 胞 樹 状 細 胞 が 消 失 す る 。 Montrasio et al.（ 2000） は 、 上 記 処 理 に よ
り 脾 臓 で の プ リ オ ン 蓄 積 が 消 失 し 、 ま た ス ク レ イ ピ ー を 腹 腔 内 接 種 し た 後 に 神 経 侵 入 が 遅
延 し た こ と を 明 ら か に し た 。 Montrasio et al.（ 2000） は 、 脾 臓 に お け る プ リ オ ン 複 製 に
と っ て 濾 胞 性 樹 状 細 胞 が 主 要 な 部 位 で あ る こ と が 、 自 分 た ち の 研 究 結 果 に よ り 証 明 さ れ た
と 結 論 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
Chiesa et al.（ 1998） は 、 14回 の オ ク タ ペ プ チ ド 反 復 を 含 む 変 異 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を
発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 を 作 製 し た 。 こ の 変 異 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の ヒ ト
ホ モ ロ グ は 、 遺 伝 性 プ リ オ ン 痴 呆 と 会 合 す る 。 こ の 挿 入 部 は Ｐ Ｒ Ｎ Ｐ 遺 伝 子 に お い て 同 定
さ れ た も の と し て は 当 時 最 大 の も の で あ り 、 進 行 性 痴 呆 及 び 運 動 失 調 に よ っ て 、 ま た 小 脳
及 び 基 底 核 に お け る Ｐ ｒ Ｐ 含 有 ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク の 存 在 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る プ リ オ
ン 病 と 会 合 し て い た （ Owen et al., 1992; Duchen et al., 1993; Krasemann et al., 19
95） 。 上 記 の 変 異 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る マ ウ ス は 、 ト ラ ン ス ジ ー ン ア レ イ が そ れ ぞ れ ホ モ
接 合 性 か ヘ ミ 接 合 性 で あ る か に よ り 、 ６ ５ 日 齢 又 は ２ ４ ０ 日 齢 で 顕 著 な 運 動 失 調 を 伴 う 神
経 系 の 疾 患 を 発 症 し た 。 変 異 Ｐ ｒ Ｐ は 誕 生 直 後 か ら プ ロ テ ア ー ゼ に 耐 性 及 び 洗 浄 剤 に 不 溶
な 形 態 に 転 化 し た が 、 そ の 形 態 は Ｐ ｒ Ｐ の ス ク レ イ ピ ー ア イ ソ フ ォ ー ム に 似 た も の だ っ た
。 か か る 形 態 は 、 マ ウ ス の 生 涯 に わ た り 脳 の 多 く の 領 域 で 劇 的 に 蓄 積 し た 。 Ｐ ｒ Ｐ が 蓄 積
す る に 連 れ 、 小 脳 で は 顆 粒 細 胞 の 大 規 模 な ア ポ ト ー シ ス が 生 じ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
非 侵 襲 的
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こ こ に 用 い る 「 非 侵 襲 的 」 な る 用 語 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 被 験 者 の 表 面 が 、 損 傷 、 穿 孔
、 又 は 切 断 さ れ な い こ と が 好 ま し い こ と を 意 味 す る 。 こ こ に お い て 「 表 面 」 な る 用 語 は 、
皮 膚 （ 内 部 、 外 部 い ず れ も ） を 指 し 、 ま た 粘 膜 、 呼 吸 器 表 面 等 の 表 面 、 或 い は 消 化 管 、 三
半 規 管 、 口 腔 、 咽 喉 等 の 解 剖 学 的 表 面 の 壁 部 や 、 被 験 者 に お け る そ の 他 全 て の 表 面 を 指 す
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 非 侵 襲 的 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

こ こ に 用 い ら れ る 「 組 織 ／ 臓 器 」 な る 用 語 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 プ リ オ ン の 存 在 を 試
験 す る 対 象 と し て の 全 て の 組 織 ／ 臓 器 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
組 織 ／ 臓 器 は 、 プ リ オ ン が 蓄 積 す る 組 織 ／ 臓 器 の い ず れ で も よ く 、 又 は そ れ ら 組 織 ／ 臓 器
に 由 来 す る も の で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
組 織 ／ 臓 器 が 、 脳 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 又 は 扁 桃 腺 で あ る こ と が 好 ま し い 。 組 織 ／ 臓 器 が 脳
若 し く は 扁 桃 腺 で あ る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
組 織 ／ 臓 器 は 、 生 検 若 し く は ホ モ ジ ェ ネ ー ト の 形 状 の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
組 織 ／ 臓 器 、 生 検 、 若 し く は ホ モ ジ ェ ネ ー ト に は 、 か か る 組 織 ／ 臓 器 に お け る 液 、 例 え ば
喀 痰 、 粘 液 又 は そ れ 以 外 の 液 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
こ こ に 用 い る 「 無 損 傷 」 な る 用 語 は 、 最 低 限 の 場 合 を 除 い て 、 組 織 又 は 生 検 が 、 本 発 明 の
デ バ イ ス 又 は 方 法 に よ っ て 被 験 者 か ら 取 り 去 ら れ な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

こ こ に 用 い る 「 プ リ オ ン を 結 合 す る 」 な る 用 語 は 、 接 着 、 会 合 、 結 合 、 粘 着 、 又 は こ れ ら
以 外 の プ リ オ ン と 金 属 表 面 と の 相 互 作 用 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
金 属 と プ リ オ ン は 、 共 有 結 合 、 イ オ ン 結 合 、 Van Der Waals結 合 、 一 時 的 又 は 可 逆 的 会 合
、 或 い は こ れ ら 以 外 の 形 態 で の 結 合 相 互 作 用 等 、 金 属 と タ ン パ ク 質 と の 間 に 生 じ る こ と が
可 能 な 結 合 形 態 の い ず れ に よ っ て で も 結 合 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

こ こ に 用 い る 「 プ リ オ ン を 保 存 す る 」 な る 用 語 は 、 金 属 表 面 に 結 合 し た プ リ オ ン が 保 存 さ
れ る と い う 本 発 明 に 開 示 し た 驚 く べ き 知 見 に 言 及 す る も の で あ る 。 こ こ に お い て 「 保 存 す
る 」 な る 用 語 は 、 金 属 表 面 に 結 合 し た プ リ オ ン が 分 解 か ら 保 護 さ れ 、 そ の 感 染 性 が 通 常 予
想 さ れ る よ り 長 期 に 維 持 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 先 行 技 術 を 用 い る 場 合 、 脳 に 注
入 し た プ リ オ ン の 感 染 性 は 約 ２ ４ 時 間 し か 保 た れ な い 。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 金 属 表 面
に 結 合 し た プ リ オ ン は 、 少 な く と も ３ 日 間 は 脳 内 に 保 存 さ れ る の で 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
さ ら に プ リ オ ン を 保 存 す る た め 、 約 － ２ ０ ℃ で デ バ イ ス を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と が
有 利 で あ る 。 プ リ オ ン と プ ロ テ ア ー ゼ と の 接 触 を 阻 害 し た り 、 プ リ オ ン と 食 細 胞 と の 接 触
を 阻 害 し た り す る な ど の プ リ オ ン を 分 解 か ら 保 護 す る 作 用 に よ り 、 上 記 保 存 性 は 一 層 強 化
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

こ こ に 用 い る 「 デ バ イ ス 」 な る 用 語 は 、 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な デ バ イ ス で あ れ ば 、 い ず れ
の デ バ イ ス に も 言 及 す る も の で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
デ バ イ ス は 、 プ リ オ ン と の 結 合 能 を 有 す る も の で あ れ ば ど の よ う な デ バ イ ス で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
デ バ イ ス が 、 ポ リ ス チ レ ン 等 の プ ラ ス チ ッ ク 、 硝 子 、 又 は 金 属 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 デ
バ イ ス が 金 属 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 金 属 が 、 ス チ ー ル 、 ス テ ン レ ス ス チ ー ル 、 銀 、 金 、
又 は そ れ ら の 組 合 せ か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る １ 若 し く は ２ 以 上 の 金 属 を 含 む こ と
が 、 よ り 好 ま し い 。 最 も 好 ま し い の は 、 ワ イ ヤ ー が ス テ ン レ ス ス チ ー ル を 含 む こ と で あ る
。 こ こ に い う 「 そ れ ら の 組 合 せ 」 な る 用 語 は 、 合 金 中 の 少 な く と も １ 種 が 、 ス チ ー ル 、 ス
テ ン レ ス ス チ ー ル 、 銀 、 又 は 金 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る ２ 若 し く は ３ 以 上 の 金 属
合 金 に 言 及 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
デ バ イ ス は 、 ２ 若 し く は ３ 以 上 の 種 類 の 異 な る 金 属 、 又 は ２ 若 し く は ３ 以 上 の 種 類 の 異 な
る 金 属 合 金 を 含 む も の で も よ い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
デ バ イ ス が 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 針 、 ス パ ー テ ル 、 ピ ン 、 ワ イ ヤ ー 又 は 球 を 含 む こ と が 好
ま し い 。 デ バ イ ス が 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の ワ イ ヤ ー を 含 む こ と が よ り 好 ま し い 。 Braun Me
lsunger AG社 （ ド イ ツ ） が 市 販 し て い る ス テ ン レ ス ス チ ー ル 製 モ ノ フ ィ ラ メ ン ト 縫 合 ワ イ
ヤ ー な ど の よ う に 、 そ れ ぞ れ 直 径 が 約 ０ ． １ ５ ｍ ｍ 、 長 さ が 約 ５ ｍ ｍ で あ る １ 若 し く は ２
以 上 の ワ イ ヤ ー を 含 む デ バ イ ス が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 の 方 法 に よ り 組 織 ／ 臓 器 を デ バ イ ス に 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
デ バ イ ス を 組 織 ／ 臓 器 と 接 触 さ せ る 前 に 滅 菌 す る こ と が 好 ま し い 。 デ バ イ ス を バ ー １ １ （
約 １ ２ １ ℃ ） で ３ ０ 分 間 滅 菌 す る こ と が よ り 好 ま し い 。 デ バ イ ス を 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ に バ
ー １ １ （ 約 １ ２ １ ℃ ） で １ 時 間 ３ ０ 分 間 浸 漬 す る か 、 ４ Ｍ の チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ウ ム に
１ ６ 時 間 浸 漬 す る か に よ り 、 滅 菌 す る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

被 験 者 を 覆 っ て い る 皮 膚 表 面 を 損 傷 、 穿 孔 若 し く は 切 断 し て 、 デ バ イ ス を 組 織 ／ 臓 器 と 接
触 さ せ る 。 組 織 ／ 臓 器 が 、 脳 、 脾 臓 、 扁 桃 腺 、 又 は リ ン パ 節 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
生 存 被 験 者 に は 、 デ バ イ ス と の 接 触 前 に 全 身 若 し く は 局 所 麻 酔 を 施 す 。 そ の 代 わ り と し て
、 又 は そ れ に 加 え て 、 被 験 者 の 意 識 を 一 部 若 し く は 完 全 に 消 失 せ し め る よ う に 、 鎮 静 剤 を
投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 組 織 ／ 臓 器 を 貫 通 若 し く は 突 刺 し て 、 デ バ イ ス を 組 織 ／ 臓 器 に 挿 入 し 、
組 織 ／ 臓 器 の 表 面 に デ バ イ ス を 接 触 さ せ 、 組 織 ／ 臓 器 に 付 随 す る 粘 液 等 の 液 に デ バ イ ス を
接 触 さ せ 、 又 は 他 の 何 ら か の 方 法 で デ バ イ ス を 組 織 ／ 臓 器 に 接 触 さ せ る こ と か ら な る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

本 発 明 の 方 法 は 、 非 侵 襲 的 で あ る こ と が 好 ま し い 。 組 織 ／ 臓 器 が 無 損 傷 で 残 る こ と が 、 よ
り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
か か る 非 侵 襲 的 方 法 に よ り 試 験 す る 組 織 ／ 臓 器 は 、 プ リ オ ン が 蓄 積 し て い れ ば い か な る 組
織 ／ 臓 器 、 生 検 、 ホ モ ジ ェ ネ ー ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
生 存 被 験 者 に 試 験 を 行 う 場 合 の 組 織 ／ 臓 器 に は 、 扁 桃 腺 を 用 い る 。 扁 桃 腺 へ は 経 口 で 到 達
で き る の で 、 被 験 者 の 外 側 を 覆 う 皮 膚 表 面 を 損 傷 、 穿 孔 若 し く は 切 断 す る こ と が な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
生 存 被 験 者 を 試 験 す る 場 合 は 、 デ バ イ ス と の 接 触 前 に 、 被 験 者 が 意 識 消 失 し な い 程 度 に 軽
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鎮 静 剤 を 投 与 し て も よ い 。 そ の 代 わ り と し て 、 又 は そ れ に 加 え て 、 被 験 者 に 局 所 麻 酔 を 施
し て も よ い 。 か か る 麻 酔 は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 扁 桃 腺 周 辺 部 位 に 局 所 的 に 処 す こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 デ バ イ ス を 組 織 ／ 臓 器 に 挿 入 し 、 組 織 ／ 臓 器 の 表 面 に デ バ イ ス を 接 触 さ
せ 、 喀 痰 、 粘 液 等 の 液 、 又 は 組 織 ／ 臓 器 に 付 随 す る 他 の 液 に デ バ イ ス を 接 触 さ せ る こ と か
ら な る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
デ バ イ ス と 組 織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 は １ ２ ０ 分 以 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。 デ バ イ ス と 組
織 ／ 臓 器 と の 接 触 時 間 は ３ ０ 分 以 下 で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。 デ バ イ ス と 組 織 ／ 臓 器 と
の 接 触 時 間 は ５ 分 以 下 で あ る こ と が 最 も 好 ま し い 。 こ れ ら の 時 間 は 、 本 発 明 の 侵 襲 的 及 び
非 侵 襲 的 い ず れ の 方 法 に も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
デ バ イ ス を 組 織 ／ 臓 器 に 接 触 さ せ る 所 要 時 間 が 短 い こ と は 、 本 発 明 の 利 点 で あ る 。 そ の 結
果 、 他 の 先 行 技 術 の 方 法 に 比 し 、 よ り 速 や か に 、 よ り 経 済 的 に 結 果 を 得 る こ と が 可 能 に な
る 。 ま た こ れ に よ り 、 生 存 被 験 者 の 場 合 に お け る 被 験 者 の 不 快 感 や 苦 痛 を 軽 減 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

接 触 後 、 組 織 ／ 臓 器 若 し く は そ れ ら の 液 か ら デ バ イ ス を 抜 出 す る 。 プ リ オ ン が デ バ イ ス に
結 合 し て い る か ど う か を 直 ち に 試 験 し て も よ い 。 本 発 明 で は 、 プ リ オ ン が デ バ イ ス に 結 合
す る と 保 存 さ れ る 点 が 有 利 で あ る 。 従 っ て 、 試 験 す る ま で デ バ イ ス を 貯 蔵 し て お い て も よ
い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
デ バ イ ス は 、 約 － ２ ０ ℃ 以 下 で 貯 蔵 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

本 発 明 に お い て は 、 プ リ オ ン が デ バ イ ス 表 面 に 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る た め に デ
バ イ ス の 試 験 を 行 う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の 実 施 態 様 の １ つ と し て 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の プ リ オ ン 感 染 感 受 性 実 験 動 物 と の 接
触 を 含 む 方 法 に よ り 、 デ バ イ ス を 試 験 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の プ リ オ ン 感 染 感 受 性 細 胞 株 と の 接
触 を 含 む 方 法 に よ り 、 デ バ イ ス を 試 験 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 プ リ オ ン ／ プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を デ バ イ ス 表 面 で 直 接 検 出 す る
。 か か る 検 出 は 、 蛋 白 質 測 定 法 、 免 疫 測 定 法 、 又 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 等 の 方 法 を 用 い
る こ と に よ り 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

こ こ に 用 い る 「 実 験 動 物 （ test animal） 」 な る 用 語 は 、 デ バ イ ス と 接 触 さ せ 、 そ の 組 織
／ 臓 器 に プ リ オ ン が 含 ま れ て い る か ど う か が 測 定 さ れ る 動 物 全 て を 指 す 。 実 験 動 物 は 、 プ
リ オ ン 感 染 に 感 受 性 を 示 す 動 物 な ら い ず れ の 動 物 で も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
好 ま し い 実 験 動 物 は 哺 乳 動 物 で あ る 。 実 験 動 物 が 成 熟 哺 乳 動 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し い
。 さ ら に 好 ま し く は 、 実 験 動 物 が ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 又 は マ ウ ス
で あ る こ と で あ る 。 最 も 好 ま し い 実 験 動 物 は マ ウ ス で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 験 動 物 は 、 Ｔ ｇ ａ ２ ０ マ ウ ス な ど の よ う に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で も よ い 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 例 え ば 好 適 宿 主 に Ｂ Ｓ Ｅ を 引 き 起 こ す プ リ オ ン 株 の よ う に
、 特 定 の プ リ オ ン 株 が も た ら す プ リ オ ン 感 染 に 感 受 性 を 示 す も の で も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】

本 発 明 に お い て は 、 組 織 ／ 臓 器 と 接 触 さ せ た デ バ イ ス を １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 と 接
触 さ せ る 前 に 洗 浄 す る 。 １ 回 の 洗 浄 に 緩 衝 液 ５ ０ ｍ ｌ を 用 い 、 １ ０ 分 間 ５ 回 洗 浄 工 程 を 繰
り 返 す こ と が 好 ま し い 。 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 等 の 緩 衝 液 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
洗 浄 し た デ バ イ ス を 次 に 、 ハ ロ タ ン ／ Ｏ 2 等 の 麻 酔 剤 に よ り 麻 酔 し た 実 験 動 物 と 接 触 さ せ
る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
脳 へ の 直 接 挿 入 な ど に よ り 、 デ バ イ ス の 少 な く と も 一 部 を 実 験 動 物 の 脳 内 へ 導 入 し て 接 触
さ せ る 方 法 が 好 ま し い 。 実 験 動 物 の 脳 右 頭 頂 葉 に デ バ イ ス を 直 接 挿 入 す る こ と が 、 よ り 好
ま し い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
デ バ イ ス は １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 の 脳 と 接 触 さ せ る 。 デ バ イ ス と １ 若 し く は ２ 以 上
の 実 験 動 物 の 脳 と の 接 触 時 間 が 、 １ 実 験 動 物 に つ き １ 時 間 以 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。 デ
バ イ ス と １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 の 脳 と の 接 触 時 間 が 、 １ 実 験 動 物 に つ き ５ 時 間 で あ
る こ と が よ り 好 ま し い 。 デ バ イ ス と １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 の 脳 と の 接 触 時 間 が 、 １
実 験 動 物 に つ き ５ 時 間 以 上 で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。 最 も 好 ま し い の は 、 デ バ イ ス と １
若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 の 脳 を 永 久 に 接 触 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
デ バ イ ス と の 接 触 後 、 実 験 動 物 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。 こ こ に お い て 、 「 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 行 う 」 な る 用 語 は 、 当 技 術 分 野 で 十 分 公 知 の 封 じ 込 め 施 設 等 の 好 適 条 件 下 で
実 験 動 物 を 維 持 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

プ リ オ ン 感 染 症 状 の 発 生 を 調 べ る こ と に よ り 、 実 験 動 物 に お け る プ リ オ ン 感 染 の 症 状 を 観
察 す る 。 症 状 を 発 症 し た 実 験 動 物 の 検 査 を 定 期 的 に 行 い 、 苦 痛 の 兆 候 が 現 れ た ら 殺 処 分 し
て も よ い 。 マ ウ ス に お け る プ リ オ ン 感 染 の 臨 床 症 状 の 基 準 は 、 Carlson et al. (1986), C
ell, 46, 503-511に 記 載 さ れ て お り 、 全 身 振 戦 、 運 動 失 調 、 尾 部 硬 直 、 又 は 頭 部 の 上 下 運
動 の 兆 候 の う ち 少 な く と も 2つ が 含 ま れ る 。 実 験 動 物 の 生 検 を 任 意 に 行 っ て も よ い 。 生 検
は 、 プ リ オ ン が 蓄 積 し て い る 臓 器 や 組 織 な ど 、 適 切 な も の で あ れ ば い ず れ の 臓 器 や 組 織 に
対 し て で も 行 う こ と が で き る 。 脳 生 検 を 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ０ 】
プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 検 出 に は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 （ Collinge et al. 1996, Nature
 383, 685-690） 、 免 疫 測 定 法 （ Ｗ Ｏ ９ ８ ３ ７ ２ １ ０ 号 に 記 載 ） 、 及 び 電 気 特 性 の プ ロ ー
ビ ン グ （ Ｗ Ｏ ９ ８ ３ １ ８ ３ ９ 号 に 記 載 ） 等 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 種 々 の
方 法 が 採 用 で き る 。
【 ０ １ １ １ 】

こ こ に 用 い る 「 悪 影 響 」 な る 用 語 は 、 プ リ オ ン 感 染 に よ っ て 生 じ る 神 経 機 能 障 害 の 臨 床 兆
候 の こ と で あ る 。 プ リ オ ン 感 染 の 臨 床 兆 候 は 当 技 術 分 野 で は 十 分 公 知 で あ る 。 臨 床 兆 候 が
認 め ら れ た 場 合 、 実 験 動 物 の 検 査 を 毎 日 実 施 す る 。 １ 若 し く は ２ 以 上 の 実 験 動 物 の 死 期 が
確 実 に 近 い 場 合 、 か か る 実 験 動 物 は 殺 処 分 と し 、 組 織 病 理 学 的 研 究 及 び プ リ オ ン 感 染 確 認
の た め に 脳 を 摘 出 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】

こ こ に 用 い る 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 な る 用 語 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 導 入 さ れ
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た １ 若 し く は ２ 以 上 の 遺 伝 子 を そ の ゲ ノ ム に 有 す る 動 物 を 指 す 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 は 当 技
術 分 野 の 専 門 家 に は 公 知 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て は 、 「 遺 伝 子 」 な る 用
語 は 「 ト ラ ン ス ジ ー ン 」 と い う 用 語 と 同 義 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 発 明 の 実 験 動 物 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 実 験 動 物 で あ っ て よ い 。 か か る 実 験 動 物 が 、 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ ッ ト 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ハ ム ス タ ー 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ ビ ッ ト 、
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク モ ル モ ッ ト 又 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る こ と が 好 ま し い 。 よ
り 好 ま し い の は 、 実 験 動 物 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】

こ こ に 用 い る 「 外 因 性 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 」 な る 用 語 は 一 般 的 に 、 い ず れ か の 形 態 の Ｐ ｒ Ｐ ア ミ
ノ 酸 配 列 又 は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 い ず れ か の 種 の Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 を 指 す 。 Gabriel et
 al. (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 9097-9101 に 、 一 般 に 知 ら れ て い る い く
つ か の Ｐ ｒ Ｐ 配 列 が 記 載 さ れ て い る 。 従 っ て 、 「 外 因 性 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 」 な る 用 語 は 、 「 人
工 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 」 及 び 「 キ メ ラ Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 」 を も 包 含 す る も の で あ る 。 こ こ に お い て 「
人 工 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 」 及 び 「 キ メ ラ Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 」 と は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い 、 当 技 術
の 専 門 家 に は 公 知 の 方 法 に よ り 構 築 さ れ た 遺 伝 子 の こ と で あ る 。 あ る 動 物 の ゲ ノ ム に 外 因
性 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 が 含 ま れ る と 、 そ の 動 物 に 、 本 来 そ の 動 物 と は 遺 伝 的 に 異 な る 種 に し か 感
染 し な い プ リ オ ン に よ る 感 染 に 対 し て 感 受 性 が 生 じ る こ と に な る 。 米 国 特 許 第 ５ ７ ９ ２ ９
０ １ 号 、 同 ５ ９ ０ ８ ９ ６ ９ 号 、 同 ６ ０ ０ ８ ４ ３ ５ 号 及 び Ｗ Ｏ ９ ７ ０ ４ ８ １ ４ 号 に 、 人 工 Ｐ
ｒ Ｐ 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 関 す る 記 載 が あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 験 動 物 が 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 外 因 性 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 を 導 入 さ れ た マ ウ ス で あ る こ と が 好
適 で あ る 。 外 因 性 Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 が 哺 乳 動 物 の Ｐ ｒ Ｐ を コ ー ド す る こ と が 好 ま し い 。 外 因 性
Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 が 家 畜 若 し く は ヒ ト の Ｐ ｒ Ｐ 遺 伝 子 を コ ー ド す る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ６ 】

本 発 明 で は 、 蛋 白 質 測 定 法 に よ り １ 若 し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス に お け る プ リ オ ン タ ン パ ク
質 の 存 在 を 試 験 す る 。 組 織 ／ 臓 器 と 接 触 さ せ た デ バ イ ス を 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 こ の 緩 衝 液
は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で あ る こ と が 好 ま し い 。 次 に 上 記 デ バ イ ス を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ
又 は ア ル カ リ 共 存 下 に て ２ ０ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 こ の と き の ア ル カ リ は
２ Mの Ｎ ａ Ｏ Ｈ で あ る こ と が 好 ま し い 。 Ｂ Ｓ Ａ 希 釈 液 を 標 準 と す る Micro BCA Protein ass
ay（ Pierce社 製 、  Rockford, IL, USA） 等 の 蛋 白 質 測 定 法 に よ り 、 溶 出 液 中 の タ ン パ ク 質
を 定 量 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】

本 発 明 で は 、 免 疫 測 定 法 に よ り デ バ イ ス に お け る プ リ オ ン の 存 在 を 試 験 す る 。 簡 潔 に 述 べ
る と 、 組 織 ／ 臓 器 と 接 触 さ せ た １ 若 し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス を 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 こ の 緩
衝 液 は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で あ る こ と が 好 ま し い 。 検 出 さ れ る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に
特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 共 存 下 に お い て 、 デ バ イ ス を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 ５
％ Ｂ Ｓ Ａ を 用 い て ブ ロ ッ ク す る 。 そ の 後 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 酵 素 免 疫 濾 過 測 定 法 、
及 び 酵 素 免 疫 吸 着 測 定 法 等 に よ り 、 結 合 抗 体 を 検 出 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ３
７ ２ １ ０ 号 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】

こ こ に 用 い る 「 細 胞 株 」 な る 用 語 は 、 プ リ オ ン に 対 し て 感 受 性 を 示 す １ 若 し く は ２ 以 上 の
細 胞 型 に 言 及 す る も の で あ る 。 か か る 細 胞 株 と し て は 、 ヒ ツ ジ や マ ウ ス に ス ク レ イ ピ ー を
引 き 起 こ す プ リ オ ン な ど 、 哺 乳 動 物 か ら 単 離 し た プ リ オ ン に 対 し て 感 受 性 を 示 す も の が 好
ま し い 。 よ り 好 ま し い の は 細 胞 株 が 、 Ｂ Ｓ Ｅ 、 Ｃ Ｊ Ｄ 若 し く は ｖ Ｃ Ｊ Ｄ を 引 き 起 こ す プ リ
オ ン な ど 、 家 畜 や ヒ ト か ら 単 離 し た プ リ オ ン に 対 す る 感 受 性 を 有 す る こ と で あ る 。
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【 ０ １ １ ９ 】
Bosque and Prusiner (2000), J. Virol. 74, 4377-4386は 、 マ ウ ス に ス ク レ イ ピ ー を 引
き 起 こ す Ｒ Ｍ Ｌ プ リ オ ン に 対 し 感 受 性 を 示 す Ｎ ２ ａ と い う 細 胞 株 に 関 す る 記 載 で あ る 。 Ｒ
Ｍ Ｌ プ リ オ ン に 感 染 し た マ ウ ス の 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 、 Ｎ ２ ａ 細 胞 株 に 接 種 す る と 、 １ ５
日 後 に セ ル ブ ロ ッ ト 法 に よ り プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ た 。 ２ ０ 日 後 に ネ ガ テ ィ ブ だ
っ た 培 養 物 は 、 そ の 後 も ネ ガ テ ィ ブ を 保 っ て い た の で 、 接 種 後 ２ ０ 日 目 以 降 に ア ッ セ イ に
供 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 で は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 細 胞 株 を 用 い て 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス に お け る
プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 存 在 を 試 験 す る 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 組 織 ／ 臓 器 と 接 触 さ せ た １ 若 し
く は ２ 以 上 の デ バ イ ス を 緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 こ の 緩 衝 液 は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で あ る
こ と が 好 ま し い 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 、 上 記 細 胞 株 を 増 殖 さ せ る 。 デ バ イ ス と
細 胞 株 の 接 触 時 間 が １ 時 間 以 上 で あ る こ と が 好 ま し い 。 デ バ イ ス と 細 胞 株 の 接 触 時 間 が ５
時 間 以 上 で あ る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。 デ バ イ ス と 細 胞 株 の 接 触 時 間 が ５ 時 間 を 超 え る こ
と が 、 よ り 好 ま し い 。 デ バ イ ス と 細 胞 株 の 接 触 時 間 が １ 日 以 上 で あ る こ と が 、 よ り 好 ま し
い 。 デ バ イ ス と 細 胞 株 の 接 触 時 間 が ３ 日 以 上 で あ る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。 デ バ イ ス と 細
胞 株 の 接 触 時 間 が ３ 日 を 超 え る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。 こ れ ら の 細 胞 を 培 養 し 、 ４ 日 後 に
、 １ ： １ ０ の 割 合 で 新 鮮 培 地 に 播 く 。 細 胞 株 に お け る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 当 技
術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。 用 い る 方 法 と し て は 、 蛋 白 質 測 定 法 、 免 疫
測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 又 は セ ル ブ ロ ッ ト 法 が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し い 方 法 は 、
セ ル ブ ロ ッ ト 法 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】

本 発 明 で は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の デ バ イ ス に 接 触 さ せ た １ 若 し く は ２ 以 上 の 細 胞 株 に お け
る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 存 在 を 、 Bosque and Prusiner (2000), J. Virol. 74, 4377-438
6の 方 法 に 従 っ た セ ル ブ ロ ッ ト 法 に よ り 検 出 す る 。 簡 潔 に 述 べ る と 、  ２ ４ － ウ エ ル プ レ ー
ト の 各 ウ エ ル に プ ラ ス チ ッ ク カ バ ー ス リ ッ プ を 置 き 、 そ れ ら の ウ エ ル に 細 胞 を 載 せ る 。 ４
日 後 に 培 地 を 取 り 除 き 、 Ｐ Ｂ Ｓ 等 の 緩 衝 液 で ウ エ ル を 洗 浄 す る 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 溶
解 緩 衝 液 に 浸 漬 し 、 細 胞 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 と 接 触 す る よ う に カ バ ー ス リ ッ プ に 該 膜 を
強 く 押 し 付 け る 。 こ の 膜 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 共 存 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 蒸 留 水 で 洗
浄 す る 。 次 に 、 上 記 ブ ロ ッ ト を 変 性 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ ク し た （ ５ ％ 無 脂 肪 粉 ミ ル ク
及 び ０ ． １ ％ Tween-20） 。 次 に こ の ブ ロ ッ ト を 、 検 出 さ れ る Ｐ ｒ Ｐ S c 型 に 特 異 的 な 抗 体 の
共 存 下 に お い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に お け る と 同 様 の 手 順 に 従
っ た 。 Bosque and Prusiner (2000), J. Virol. 74, 4377-4386は 、 セ ル ブ ロ ッ ト 法 は 、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に 比 べ 、 約 １ ５ ０ 倍 の 感 度 を 有 す る と 報 告 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

別 の 特 徴 と し て 本 発 明 は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 作 用 因 子 の 同 定 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
少 な く と も 2つ の デ バ イ ス を 同 じ 組 織 ／ 臓 器 と 接 触 さ せ る 。 次 に こ れ ら の デ バ イ ス を 組 織
／ 臓 器 か ら 抜 出 す る 。 少 な く と も 1つ の デ バ イ ス に 結 合 し た プ リ オ ン の 量 を 推 定 す る 。 少
な く と も 1つ の デ バ イ ス を 作 用 因 子 （ 1若 し く は ２ 以 上 ） 共 存 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る
。 作 用 因 子 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 デ バ イ ス に 結 合 し た プ リ オ ン の 量 を 推 定 す る 。 作
用 因 子 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 前 後 に デ バ イ ス に 結 合 し た プ リ オ ン の 量 を 測 定 す る 。 作
用 因 子 に よ り 、 デ バ イ ス に 結 合 す る プ リ オ ン の 量 が 減 少 す る こ と が 好 ま し い 。 作 用 因 子 が
プ リ オ ン 感 染 性 を 調 節 す る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ３ 】

デ バ イ ス に 結 合 し た プ リ オ ン の 量 を 、 蛋 白 質 測 定 法 、 免 疫 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
等 の 方 法 に よ り 、 或 い は 細 胞 株 を 用 い た セ ル ブ ロ ッ ト 法 に よ り 推 定 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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作 用 因 子
こ こ に 用 い る 「 作 用 因 子 」 な る 用 語 は 、 単 一 の 実 存 物 質 （ entity） 又 は 実 存 物 質 の 組 合 せ
で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
作 用 因 子 は 、 有 機 化 合 物 又 は 他 の 化 学 物 質 で あ る 。 作 用 因 子 は 、 入 手 可 能 な 形 態 の 化 合 物
、 又 は 天 然 、 人 工 を 問 わ ず 適 当 な 材 料 か ら 産 生 さ れ る 化 合 物 で あ る 。 作 用 因 子 は 、 ア ミ ノ
酸 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の 化 学 誘 導 体 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ で あ る 。 作 用 因 子
は 、 セ ン ス 分 子 又 は ア ン チ セ ン ス 分 子 を 問 わ ず ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て も よ い 。 作
用 因 子 は 抗 体 で も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
作 用 因 子 は 、 設 計 し て も よ く 、 ペ プ チ ド 若 し く は 有 機 小 分 子 等 の 他 の 化 合 物 を 含 む 化 合 物
の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 入 手 可 能 の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
作 用 因 子 と し て は 、 天 然 物 質 、 生 物 高 分 子 、 細 菌 若 し く は 真 菌 若 し く は 動 物 （ 特 に 哺 乳 動
物 ） 細 胞 ・ 組 織 等 の 生 物 材 料 か ら 生 成 さ れ た 抽 出 物 、 有 機 若 し く は 無 機 分 子 、 合 成 作 用 因
子 、 半 合 成 作 用 因 子 、 構 造 的 若 し く は 機 能 的 模 倣 体 、 ペ プ チ ド 、 模 倣 ペ プ チ ド 、 誘 導 化 作
用 因 子 、 全 タ ン パ ク 質 か ら 分 裂 し た ペ プ チ ド 、 又 は 合 成 的 に 合 成 さ れ た ペ プ チ ド （ 例 え ば
ペ プ チ ド 合 成 装 置 を 用 い て 、 又 は 組 換 え 技 術 、 又 は そ れ ら を 組 み 合 わ せ て ） 、 組 換 え 作 用
因 子 、 抗 体 、 天 然 若 し く は 人 工 作 用 因 子 、 融 合 タ ン パ ク 質 若 し く は そ の 均 等 物 及 び 変 異 体
、 そ れ ら の 誘 導 体 又 は 組 合 せ 、 が 列 挙 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
作 用 因 子 は 通 常 、 有 機 化 合 物 で あ る 。 有 機 化 合 物 は 通 常 、 ２ 若 し く は ３ 以 上 の ヒ ド ロ カ ル
ビ ル 基 を 有 す る 。 こ こ に お い て 「 ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 」 と は 、 少 な く と も Ｃ 及 び Ｈ を 含 む 基
の こ と で あ り 、 任 意 に １ 若 し く は ２ 以 上 の 他 の 適 当 な 置 換 基 を 有 し て い て も よ い 。 置 換 基
の 例 と し て は 、 ハ ロ － 、 ア ル コ キ シ － 、 ニ ト ロ － 、 ア ル キ ル 基 、 環 式 基 な ど が あ る 。 置 換
基 が 環 式 基 で あ る 可 能 性 に 加 え て 、 置 換 基 を 組 み 合 わ せ た も の も 環 式 基 を 構 成 す る 。 ヒ ド
ロ カ ル ビ ル 基 が ２ 個 以 上 の Ｃ を 有 す る 場 合 、 そ れ ら の 炭 素 は 必 ず し も 互 い に 結 合 し て い な
く て も よ い 。 例 え ば 炭 素 の う ち 少 な く と も ２ 個 の 炭 素 が 適 当 な 元 素 又 は 基 を 介 し て 結 合 し
て い て も よ い 。 従 っ て 、 ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 に は ヘ テ ロ 原 子 が 含 ま れ て い て も よ い 。 当 技 術
分 野 の 専 門 家 に は 適 当 な ヘ テ ロ 原 子 は 明 ら か で あ る が 、 例 え ば 硫 黄 、 窒 素 、 酸 素 な ど が あ
る 。 一 部 の 適 用 例 に お い て は 作 用 因 子 が 少 な く と も １ 個 の 環 式 基 を 有 す る こ と が 好 ま し い
。 環 式 基 は 、 非 融 合 多 環 式 基 等 の 多 環 式 基 で も よ い 。 一 部 の 適 用 例 に お い て は 、 上 記 環 式
基 が 別 の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 に 結 合 し た も の が 少 な く と も １ つ 作 用 因 子 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
作 用 因 子 に は ハ ロ 基 が 含 ま れ て い て も よ い 。 こ こ に お い て 「 ハ ロ 」 は 、 フ ル オ ロ 、 ク ロ ロ
、 ブ ロ モ 、 又 は ヨ ー ド の こ と で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
作 用 因 子 に は １ 個 若 し く は ２ 個 以 上 の 非 分 枝 鎖 状 若 し く は 分 枝 鎖 状 の ア ル キ ル 、 ア ル コ キ
シ 、 ア ル ケ ニ ル 、 ア ル キ レ ン 及 び ア ル ケ ニ レ ン の 各 基 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
作 用 因 子 の 形 状 は 、 酸 付 加 塩 又 は 塩 基 性 塩 等 の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 、 或 い は 水 和 物 を
含 む そ の 溶 媒 和 物 で あ っ て も よ い 。 適 当 な 塩 に 関 し て は Berge et al, J. Pharm. Sci., 1
977, , 1-19を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ３ ２ 】
本 発 明 の 作 用 因 子 は 、 他 の 治 療 上 の 特 性 を 示 す こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
作 用 因 子 は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 他 の 薬 理 学 的 に 活 性 な 作 用 因 子 と 併 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
複 数 の 活 性 作 用 因 子 を 併 用 し て 投 与 す る 場 合 は 、 同 時 に 、 個 別 に 、 又 は 連 続 し て 投 与 し て
よ い 。
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【 ０ １ ３ ５ 】
さ ら な る 特 徴 と し て 本 発 明 は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 作 用 因 子 の 同 定 法 を 提 供 す る 。 か か る
方 法 は 、 プ リ オ ン 結 合 能 を 有 す る デ バ イ ス を 組 織 ／ 臓 器 に 接 触 さ せ 、 該 組 織 ／ 臓 器 と の 接
触 か ら 該 デ バ イ ス を 抜 き 出 し 、 該 デ バ イ ス に 結 合 し た プ リ オ ン の 量 を 推 定 し 、 作 用 因 子 を
該 デ バ イ ス と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 該 作 用 因 子 に よ り 該 デ バ イ ス に 結 合 す る プ リ オ ン の
量 が 減 少 し た か ど う か を 測 定 す る 工 程 か ら な る も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
従 っ て 別 の 特 徴 と し て 本 発 明 は 、 プ リ オ ン 感 染 を 調 節 し 得 る １ 若 し く は ２ 以 上 の 作 用 因 子
に 関 す る 。 か か る 作 用 因 子 は 、 薬 剤 調 製 に 有 利 に 用 い ら れ る 。 従 っ て 本 発 明 の 別 の 特 徴 は
、 被 験 者 に 治 療 有 効 量 の 上 記 作 用 因 子 を 投 与 し 、 該 被 験 者 に お け る プ リ オ ン 感 染 性 を 調 節
す る こ と に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】

ア ミ ノ 酸 配 列 に は 本 発 明 の 作 用 因 子 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
こ こ に お い て 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び ／ 又 は 「 タ ン パ ク 質
」 と い う 用 語 と 同 義 で あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 な る 用 語 が 「 ペ プ チ ド 」
な る 用 語 と 同 じ 意 味 で あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 な る 用 語 が 「 タ ン パ ク 質
」 な る 用 語 と 同 じ 意 味 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 適 当 な 材 料 か ら 単 離 す る か 、 合 成 し て 作 製 す る か 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に
よ り 調 製 す る か の い ず れ で も よ い 。
【 ０ １ ４ ０ 】

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 本 発 明 の 組 成 物 の 成 分 と し て 使 用 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 発 現 さ せ る
た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
こ こ に お い て 、 「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 な る 用 語 と 同 義
で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ゲ ノ ム 又 は 合 成 又 は 組 換 え に 端 を 発 す る Ｄ Ｎ Ａ 若 し く は Ｒ Ｎ Ａ で あ
る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 セ ン ス 鎖 若 し く は ア ン チ セ ン ス 鎖 の い ず れ か の 二 本 鎖 若 し く は
一 本 鎖 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ の い ず れ で も よ い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 （ 例 え ば 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ） を 用 い て 調 製 で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 自 然 に 発 生 す る 配 列 と 同 じ で も よ く 、 そ れ に 由 来 す る も の で も よ い
。
【 ０ １ ４ ７ 】

本 発 明 は ま た 、 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 及 び そ れ ら の 誘 導 体 の 使 用 も 包 含 す る も の で あ る 。 こ こ
に お い て 、 「 ホ モ ロ グ 」 な る 用 語 は 、 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 対 象 と す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と あ る 程 度 の 相 同 性 を 有 す る 実 存 物 質 を 意 味 す る 。 こ こ に お い て 、 「 相 同 性 （ homo
logy） 」 な る 用 語 は 、 「 同 一 性 （ identity） 」 と 言 い 換 え る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
本 発 明 の 文 脈 に お い て 相 同 配 列 に は 、 対 象 と す る 配 列 と 、 少 な く と も ７ ５ 、 ８ ５ 若 し く は
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９ ０ ％ の 同 一 性 を 示 し 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ 若 し く は ９ ８ ％ の 同 一 性 を 示 す ア ミ ノ
酸 配 列 が 含 ま れ る と 解 さ れ る 。 通 常 相 同 配 列 は 、 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 じ 活 性 部 位
等 を 有 す る 。 相 同 性 は 類 似 性 と し て 捉 え る こ と も で き る が （ す な わ ち 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類
似 の 化 学 特 性 ・ 機 能 を 有 す る ） 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て は 相 同 性 が 配 列 の 同 一 性 を 表 す こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
本 発 明 の 文 脈 に お い て 相 同 配 列 に は 、 対 象 と す る 配 列 と 、 少 な く と も ７ ５ 、 ８ ５ 若 し く は
９ ０ ％ の 同 一 性 を 示 し 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ 若 し く は ９ ８ ％ の 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る と 解 さ れ る 。 通 常 相 同 体 は 、 活 性 部 位 等 を コ ー ド す る 配 列 と し て 、
対 象 と す る 配 列 と 同 じ 配 列 を 有 し て い る 。 相 同 性 は 類 似 性 と し て 捉 え る こ と も で き る が （
す な わ ち 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 化 学 特 質 ・ 機 能 を 有 す る ） 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て は 相
同 性 が 配 列 の 同 一 性 を 表 す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
相 同 性 の 比 較 は 肉 眼 に よ り 、 さ ら に 一 般 的 に は 、 容 易 に 入 手 可 能 な 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム の
助 け を 借 り て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら 市 販 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ り 、 ２ 若 し く
は ３ 以 上 の 配 列 間 に お け る 相 同 性 の 割 合 （ ％ ） が 計 算 で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
相 同 性 の 割 合 は 、 隣 接 す る 配 列 を 基 に 計 算 さ れ る 。 す な わ ち 、 一 方 の 配 列 を 他 方 の 配 列 と
並 べ 、 一 方 の 配 列 中 の 各 ア ミ ノ 酸 を 、 他 方 の 配 列 中 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 と 直 接 、 一 残 基 毎
に 比 較 す る の で あ る 。 こ れ は 、 「 ギ ャ ッ プ な し 」 ア ラ イ ン メ ン ト と 呼 ば れ る 。 通 常 、 こ の
よ う な ギ ャ ッ プ な し ア ラ イ ン メ ン ト は 、 比 較 的 残 基 数 の 少 な い 場 合 に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
上 記 の 方 法 は 、 非 常 に 簡 便 か つ 堅 実 な 方 法 で あ る が 、 １ つ の 挿 入 部 又 は 欠 失 部 以 外 は 同 一
な 2つ の 配 列 に お い て 、 か か る 挿 入 部 又 は 欠 失 部 以 降 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ア ラ イ ン メ ン ト か
ら 外 れ て し ま う 結 果 に な る と い う こ と が 考 慮 さ れ ず 、 そ の 結 果 、 全 体 の ア ラ イ ン メ ン ト が
終 了 し た と き の 相 同 性 の 割 合 が 大 き く 低 下 し て し ま う 可 能 性 が あ る 。 結 果 的 に 殆 ど の 配 列
比 較 法 は 、 全 体 と し て の 相 同 性 ス コ ア に 不 当 に ペ ナ ル テ ィ を 課 す こ と な く 、 可 能 性 の あ る
挿 入 部 又 は 欠 失 部 を 考 慮 に 入 れ た 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 出 す る よ う に 設 計 さ れ て い る
。 こ れ は 、 局 所 相 同 性 を 最 大 化 す る こ と を 意 図 し て 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 「 ギ ャ ッ プ 」
を 挿 入 す る こ と に よ り 実 現 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
し か し な が ら 、 よ り 複 雑 な こ れ ら の 方 法 は 、 ア ラ イ ン メ ン ト で 生 じ る そ れ ぞ れ の ギ ャ ッ プ
に 「 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 」 を 課 す こ と に な り 、 同 数 の 同 一 ア ミ ノ 酸 に 対 し 、 配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト 内 の ギ ャ ッ プ 数 が 少 な け れ ば 少 な い ほ ど （ 比 較 す る ２ つ の 配 列 間 に お け る 高 い 関 連
性 を 反 映 し て ） 、 ギ ャ ッ プ 数 の 多 い 場 合 よ り 高 い ス コ ア が 得 ら れ る 。 ギ ャ ッ プ の 存 在 に 対
し 相 対 的 に 高 い コ ス ト を 課 し 、 ギ ャ ッ プ 内 に 続 く 残 基 の 各 々 に 、 よ り 少 な い ペ ナ ル テ ィ を
課 す 「 ア フ ィ ン ギ ャ ッ プ コ ス ト 」 が 通 常 使 用 さ れ る 。 こ れ は 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る ギ ャ
ッ プ ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム で あ る 。 当 然 の こ と な が ら 高 い ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 、 よ り 少
な い ギ ャ ッ プ で 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を も た ら す 。 殆 ど の ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム は 、
ギ ャ ッ プ プ ロ グ ラ ム に 修 正 を 加 え る こ と を 認 め て い る 。 し か し 、 そ の よ う な ソ フ ト ウ エ ア
を 配 列 比 較 に 用 い る 際 に は 、 初 期 値 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 GCG Wisconsin 
Bestfit packageを 使 う 場 合 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 初 期 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 、 ギ ャ ッ
プ １ 個 に つ き － １ ２ で 、 各 ギ ャ ッ プ 延 長 に つ き － ４ で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
従 っ て 相 同 性 の 最 大 割 合 （ ％ ） を 計 算 す る に は 、 ま ず 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 考 慮 し た 上
で 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 製 す る 必 要 が あ る 。 か か る ア ラ イ ン メ ン ト を 実 現 す る の に 適
し た コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 GCG Wisconsin Bestfit package（ University of Wis
consin, U.S.A.; Devereux et al., 1984, Nucleic Acids Research 12: 387） で あ る 。
配 列 比 較 を 行 え る ソ フ ト ウ エ ア の 例 と し て は 他 に も 、 BLAST package（ Ausubel et al., 1
999 ibid-Chapter 18を 参 照 ） 、 FASTA（ Atschul et al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410
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） 、 及 び GENEWORKSの 比 較 ツ ー ル セ ッ ト が あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 BLAST及 び FAST
Aは い ず れ も オ フ ラ イ ン 及 び オ ン ラ イ ン で の サ ー チ に 利 用 で き る （ Ausubel et al., 1999 
ibid、 7-58～ 7-60頁 を 参 照 ） 。 し か し 適 用 例 の 中 に は 、 GCG Bestfitプ ロ グ ラ ム を 使 用 す
る こ と が 好 ま し い 場 合 も あ る 。 BLAST 2 Sequencesと い う 新 し い ツ ー ル も タ ン パ ク 質 と ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と の 比 較 を 行 う た め に 利 用 で き る （ FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 2
47-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8を 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
最 終 的 な 相 同 性 割 合 は 同 一 性 に 換 算 し て 求 め ら れ も の の 、 通 常 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ セ ス 自
体 は 、 オ ー ル オ ア ナ ッ シ ン グ （ all-or-nothing） と い う 考 え に 依 拠 し て 2つ の 配 列 を 比 較
す る も の で は な い 。 そ の 代 わ り 、 化 学 的 類 似 性 又 は 進 化 論 的 距 離 に 基 づ き 、 ２ つ １ 組 の 比
較 に ス コ ア を 与 え る 類 似 性 ス コ ア 拡 大 縮 小 マ ト リ ッ ク ス （ scaled similarity score matr
ix） が 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な マ ト リ ッ ク ス の 中 で よ く 用 い ら れ る も の と し て 、
BLASTプ ロ グ ラ ム セ ッ ト の 初 期 マ ト リ ッ ク ス で あ る BLOSUM62 matrixが 例 示 さ れ る 。 GCG Wi
sconsinプ ロ グ ラ ム に は 一 般 的 に 公 開 初 期 値 を 、 カ ス タ ム シ ン ボ ル 比 較 表 （ custom symbol
 comparison table） （ 詳 細 は ユ ー ザ ー マ ニ ュ ア ル を 参 照 ） が あ る 場 合 は 、 そ れ ら の い ず
れ か を 使 用 す る 。 適 用 例 の 中 に は 、 GCG packageに は 公 開 初 期 値 を 、 ま た 他 の ソ フ ト ウ エ
ア に は 、 BLOSUM62な ど の 初 期 マ ト リ ッ ク ス を 用 い る こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ソ フ ト ウ エ ア が 一 旦 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 製 す る と 、 相 同 性 割 合 、 好 ま し く は 配 列 同
一 性 割 合 を 計 算 す る こ と が 可 能 に な る 。 通 常 ソ フ ト ウ エ ア は 配 列 比 較 の 一 部 と し て 上 記 計
算 を 行 い 、 数 字 で 結 果 を 出 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
配 列 に は ま た 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 、 又 は 置 換 が あ り 、 沈 黙 の 変 化 を も た ら し 、 機
能 的 同 等 物 を 産 生 す る 。 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 可 溶 性 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 及 び ／ 又 は 両 親 媒
性 に 基 づ き 、 物 質 の 二 次 結 合 活 性 が 保 持 さ れ る 限 り に お い て 意 図 的 に ア ミ ノ 酸 の 置 換 を 行
っ て も よ い 。 例 え ば 、 負 電 荷 ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 が 含 ま れ 、 正
電 荷 ア ミ ノ 酸 に は リ シ ン 及 び ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ 、 同 じ よ う な 親 水 性 値 を 有 す る 無 電 荷 極
性 頭 部 基 を も つ ア ミ ノ 酸 に は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア
ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 及 び チ ロ シ ン が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
例 え ば 下 記 の 表 に 基 づ き 、 保 存 的 置 換 を 行 う こ と が で き る 。 ２ 段 目 の 同 じ ブ ロ ッ ク 内 の ア
ミ ノ 酸 同 士 、 及 び 好 ま し く は ３ 段 目 の 同 じ 行 に あ る ア ミ ノ 酸 同 士 は 、 互 い に 置 換 さ せ て も
よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
【 表 Ａ 】
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本 発 明 は ま た 、 相 同 的 置 換 （ こ こ で は 、 置 換 （ substitution） 及 び 交 換 （ replacement）
は い ず れ も 、 既 存 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 他 の 残 基 と 入 れ 替 え る こ と を 意 味 す る ） の 発 生 、 す な
わ ち 、 塩 基 性 と 塩 基 性 、 酸 性 と 酸 性 、 極 性 と 極 性 な ど 、 既 存 物 ベ ー ス （ like-for-like）
の 置 換 が 生 じ る こ と も そ の 範 囲 に 含 む も の で あ る 。 非 相 同 的 置 換 、 す な わ ち 、 あ る 分 類 の
残 基 か ら 別 の 分 類 の 残 基 へ の 置 換 、 或 い は 、 オ ル ニ チ ン （ 以 下 Ｚ と 記 す ） 、 ジ ア ミ ノ 酪 酸
オ ル ニ チ ン （ 以 下 Ｂ と 記 す ） 、 ノ ル ロ イ シ ン オ ル ニ チ ン （ 以 下 Ｏ と 記 す ） 、 ピ リ ル ア ラ ニ
ン 、 チ エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 及 び フ ェ ニ ル グ リ シ ン 等 の 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸
を 含 め る こ と も 包 含 し て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
α * 及 び α 二 基 置 換 * ア ミ ノ 酸 、 Ｎ － ア ル キ ル ア ミ ノ 酸 * 、 乳 酸 * 、 天 然 型 ア ミ ノ 酸 の ハ ロ ゲ
ン 化 誘 導 体 （ ト リ フ ル オ ロ チ ロ シ ン * 、 ｐ － Ｃ ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン * 、 ｐ － Ｂ ｒ － フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン * 、 ｐ － Ｉ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン * 、 Ｌ － ア リ ル － グ リ シ ン * 、 β － ア ラ ニ ン * 、 Ｌ
－ α － ア ミ ノ 酪 酸 * 、 Ｌ － γ － ア ミ ノ 酪 酸 * 、 Ｌ － α － ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 * 、 Ｌ － ε － ア ミ ノ
カ プ ロ ン 酸 # 、 ７ － ヘ プ タ ン 酸 * 、 Ｌ － メ チ オ ニ ン ス ル ホ ン # * 、 Ｌ － ノ ル ロ イ シ ン * 、 Ｌ －
ノ ル バ リ ン * 、 ｐ － ニ ト ロ － Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン * 、 Ｌ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン # 、 Ｌ － チ
オ プ ロ リ ン * な ど ） 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Ｐ ｈ ｅ ） の メ チ ル 誘 導 体 [４ － メ チ ル － Ｐ ｈ ｅ *

、 ペ ン タ メ チ ル － Ｐ ｈ ｅ * 、 Ｌ － Ｐ ｈ ｅ （ ４ － ア ミ ノ ） # 、 Ｌ － Ｔ ｙ ｒ （ メ チ ル ） * 、 Ｌ －
Ｐ ｈ ｅ （ ４ － イ ソ プ ロ ピ ル ） * 、 Ｌ － Ｔ ｉ ｃ （ １ ， ２ ， ３ ， ４ － テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ
ン － ３ － カ ル ボ キ シ ル 酸 ） * 、 Ｌ － ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 # 及 び Ｌ － Ｐ ｈ ｅ （ ４ － ベ ン ジ ル
） * な ど ]を 含 む 非 天 然 型 ア ミ ノ 酸 に よ っ て 交 換 を 行 っ て も よ い 。 記 号 * は 、 上 記 の 説 明 に
照 ら し て （ 相 同 的 又 は 非 相 同 的 置 換 に 関 連 し て ） つ け た も の で あ っ て 誘 導 体 が 疎 水 性 で あ
る こ と を 示 し 、 記 号 # は 、 誘 導 体 が 親 水 性 で あ る こ と を 示 し 、 ま た 記 号 # * は 、 誘 導 体 が 両
親 媒 性 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
変 異 型 ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 配 列 中 の ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 間 な ら ど こ に で も 挿 入 で き る 適 当 な
ス ペ ー サ ー 基 を 含 ん で い て も よ く 、 か か る ス ペ ー サ ー 基 に は 、 グ リ シ ン 又 は β － ア ラ ニ ン
残 基 等 の ア ミ ノ 酸 ス ペ ー サ ー の 他 に メ チ ル 、 エ チ ル 又 は プ ロ ピ ル 基 等 の ア ル キ ル 基 が 含 ま
れ る 。 さ ら な る 変 異 型 に は １ 個 若 し く は ２ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ペ プ ト イ ド 型 で 存 在 す
る こ と が 含 ま れ 、 当 技 術 分 野 の 専 門 家 に は 十 分 理 解 さ れ る も の で あ る 。 誤 解 を 招 か な い よ
う に 、 こ こ に お い て 、 「 ペ プ ト イ ド 型 」 と は 、 α － 炭 素 置 換 基 が 、 残 基 内 に お い て α － 炭
素 上 よ り む し ろ 窒 素 原 子 上 に 存 在 し て い る 変 異 型 ア ミ ノ 酸 残 基 の こ と で あ る 。 ペ プ ト イ ド
型 ペ プ チ ド の 調 製 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 Simon RJ et al., PNAS (1992)89(20), 9367-9
371 and Horwell DC, Trends Biotechnol.(1995)13(4), 132-134等 の 文 献 に 見 出 せ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
本 発 明 に 用 い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ の 中 に 合 成 若 し く は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ て
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い て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 施 す 種 々 多 様 の 修 飾 の 形 は 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ る
。 か か る 修 飾 に は 、 メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン 及 び ホ ス ホ ロ チ オ 酸 バ ッ ク ボ ー ン 、 及
び ／ 又 は 、 分 子 の ３ ´ 及 び ／ 又 は ５ ´ 末 端 へ の ア ク リ ジ ン 鎖 又 は ポ リ リ シ ン 鎖 の 付 加 が 含
ま れ る 。 本 発 明 の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 こ こ に 説 明 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 技 術 で
利 用 さ れ る い ず れ の 方 法 に よ っ て 修 飾 さ れ て も 構 わ な い 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 本 発 明 に お
い て 有 用 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の イ ン ビ ボ で の 活 性 増 強 や 寿 命 延 長 を 図 る た め に 行 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
本 発 明 は さ ら に 、 こ こ に 開 示 さ れ た 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 配 列 と の 相 補 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
若 し く は そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 若 し く は そ の 誘 導 体 の 使 用 に も 関 す る 。 配 列 が そ の 断 片 と
相 補 的 で あ れ ば 、 そ の 配 列 は 別 の 生 物 等 に お け る 類 似 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の プ ロ
ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
本 発 明 に は ま た 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は 誘 導 体 、 断 片 若 し く は そ の 誘 導 体 と の ハ イ ブ リ
ダ イ ズ 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 も 含 ま れ る （ 作 用 因 子 が ア ン チ セ ン ス 配 列 の 場
合 な ど ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
こ こ に お い て 、 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 技 術
に よ る 増 幅 方 法 と 同 様 に 、 「 塩 基 ペ ア リ ン グ に よ っ て 核 酸 鎖 を 相 補 鎖 に 結 び つ け る 方 法 」
を も 含 む も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
「 変 異 型 」 な る 用 語 に は 、 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 を 有 す る 配 列 と 相
補 的 な 配 列 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
「 変 異 型 」 な る 用 語 が 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 （ 例 え ば 、 ５ ０ ℃ 、 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ [
１ × Ｓ Ｓ Ｃ =０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ０ ． ０ １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ 3 ク エ ン 酸 　 ｐ Ｈ ７ ． ０ ]） で ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 を 有 す る 配 列 と 相 補 的 な 配 列 を 包 含 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
よ り 好 ま し い の は 、 「 変 異 型 」 な る 用 語 が 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 （ 例 え ば 、
６ ５ ℃ 、 ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ [１ × Ｓ Ｓ Ｃ =０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ０ ． ０ １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ 3 ク エ
ン 酸 　 ｐ Ｈ ７ ． ０ ]） で ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 能 を 有 す る 配 列 と 相 補 的 な
配 列 を 包 含 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】

ポ リ ペ プ チ ド は 、 発 現 宿 主 か ら 、 よ り 簡 便 に ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 で き る 培 養 培 地 へ と 分 泌
さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】

「 共 役 体 」 、 「 カ セ ッ ト 」 、 及 び 「 ハ イ ブ リ ッ ド 」 等 の 用 語 と 同 じ 意 味 を 有 す る 「 構 築 物
」 な る 用 語 に は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 本 発 明 に 有 用 な ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 が 含 ま れ る 。 「 融 合 」 な る 用 語 に は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 な 結 合 が 含 ま れ る 。 通 常 は
野 生 型 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー と 会 合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 自 然 に
結 び つ く と き 、 ま た 両 方 の 配 列 が 自 然 環 境 下 に あ る と き は 、 こ れ ら の 用 語 に 含 ま れ な い 場
合 も あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
構 築 物 が 導 入 さ れ た 例 え ば 細 菌 、 好 ま し く は Bacillus subtilis等 の Bacillus属 の 細 菌 又
は 植 物 に お い て 遺 伝 的 構 築 物 の 選 択 を 可 能 に す る た め に 、 構 築 物 に さ ら に マ ー カ ー を 含 有
さ せ る か 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 使 用 で き る マ ー カ ー は 数 多 く 存 在 し 、 マ ン ノ ー ス － ６
－ リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る マ ー カ ー （ 特 に 植 物 に 対 し て ） 、 或 い は Ｇ ４ １ ８ 耐 性
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分 泌

構 築 物



、 ヒ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 、 ブ レ オ マ イ シ ン 耐 性 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 及 び ゲ ン タ マ イ シ ン 耐 性
等 の 抗 生 物 質 耐 性 を も た ら す マ ー カ ー 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
ベ ク タ ー
「 ベ ク タ ー 」 な る 用 語 に は 、 発 現 ベ ク タ ー 、 形 質 転 換 ベ ク タ ー 、 及 び シ ャ ト ル ベ ク タ ー が
含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
「 発 現 ベ ク タ ー 」 な る 用 語 は 、 イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で の 発 現 が 可 能 な 構 築 物 を 意 味 す
る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
「 形 質 転 換 ベ ク タ ー 」 な る 用 語 は 、 あ る 実 存 物 質 か ら 別 の 実 存 物 質 へ と 伝 達 さ せ る こ と が
可 能 な 構 築 物 を 意 味 し 、 こ れ ら 実 存 物 質 は 同 じ 種 で も 異 な る 種 で も よ い 。 構 築 物 が あ る 種
か ら 別 の 種 へ と 伝 達 さ れ 得 る と き 、 例 え ば E.coliプ ラ ス ミ ド か ら Bacillus属 等 の 細 菌 へ 伝
達 さ れ 得 る と き 、 か か る 形 質 転 換 ベ ク タ ー は 「 シ ャ ト ル ベ ク タ ー 」 と 呼 ば れ る こ と が あ る
。 シ ャ ト ル ベ ク タ ー は 、 E.coliプ ラ ス ミ ド か ら ア グ ロ バ ク テ リ ア 菌 へ と 導 入 さ れ 、 そ れ が
さ ら に 植 物 に 導 入 さ れ る こ と さ え 可 能 な 構 築 物 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
ベ ク タ ー を 、 下 記 に 説 明 す る よ う に 適 切 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 本 発 明 の 範 疇 に あ る ポ リ ペ
プ チ ド を 発 現 さ せ る 。 従 っ て 本 発 明 は さ ら な る 特 徴 と し て 、 本 発 明 に 用 い る ポ リ ペ プ チ ド
の 調 製 法 を 提 供 す る も の で あ り 、 か か る 調 製 法 は 、 上 述 し た よ う に 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 又
は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る コ ー ド 配 列 の ベ ク タ ー に
よ る 発 現 が 可 能 な 条 件 下 に お い て 培 養 し 、 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と か ら な る
方 法 で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
ベ ク タ ー と し て は 、 複 製 起 点 を 有 す る プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 又 は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 、 任
意 に 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 プ ロ モ ー タ ー 及 び 任 意 に か か る プ ロ モ ー タ ー の 調 節 因 子
が 例 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
ベ ク タ ー に は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 含 ま れ て い て も よ い 。 産 業 用 微
生 物 に 対 す る 最 適 な 選 択 系 は 、 宿 主 生 物 内 に お い て 変 異 を 必 要 と し な い 選 択 マ ー カ ー 集 団
に よ っ て 形 成 さ れ る も の で あ る 。 真 菌 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 ア セ タ ミ ダ ー ゼ （ ａ ｍ ｄ Ｓ
） 、 Ａ Ｔ Ｐ 合 成 酵 素 、 サ ブ ユ ニ ッ ト ９ （ oliC） 、 オ ロ チ ジ ン － ５ ´ － リ ン 酸 － 脱 炭 酸 酵 素
（ ｐ ｖ ｒ Ａ ） 、 フ レ オ マ イ シ ン 耐 性 及 び ベ ノ ミ ル 耐 性 （ ｂ ｅ ｎ Ａ ） の 各 遺 伝 子 が 例 示 さ れ
る 。 非 真 菌 選 択 マ ー カ ー と し て は 、 細 菌 性 Ｇ ４ １ ８ 耐 性 遺 伝 子 （ こ れ は 酵 母 に も 使 用 で き
る が 、 糸 状 菌 に は 使 え な い ） 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 （ E. coli） 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性
遺 伝 子 （ Bacillus） 、 及 び β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ Ｇ Ｕ Ｓ ） を コ ー ド す る E. coli uidA遺
伝 子 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
ベ ク タ ー は 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ 産 生 の た め 、 若 し く は 宿 主 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 形
質 転 換 に 用 い る た め 、 イ ン ビ ト ロ で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
従 っ て 本 発 明 に 用 い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 又 は 発 現 ベ ク タ
ー 等 の 組 換 え ベ ク タ ー （ 特 に 複 製 ベ ク タ ー ） に 取 り 込 む こ と が で き る 。 か か る ベ ク タ ー は
適 合 宿 主 細 胞 に お い て 核 酸 を 複 製 す る の に 用 い ら れ る 。 従 っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 複 製
ベ ク タ ー に 導 入 し 、 該 ベ ク タ ー を 適 合 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 ま た 該 宿 主 細 胞 を 、 ベ ク タ ー 複
製 を 生 じ さ せ る 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 多 量 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 作 出 さ れ る 。
ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 か ら 回 収 す る 。 好 適 な 宿 主 細 胞 に つ い て は 発 現 ベ ク タ ー と の 関 連 で 下
記 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
遺 伝 子 工 学 的 に 作 出 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 作 用 因 子 及 び 拮 抗 因 子 を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ
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法 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 又 は そ の 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 断 片 又 は そ の 誘 導 体 ） を 発 現 さ
せ る こ と に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 工 学 的 に 作 出 さ れ た 宿 主 細 胞 を ペ プ チ ド ラ イ ブ
ラ リ ー 又 は 有 機 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 拮 抗 因 子 、 及 び 抗 体 、 ペ プ
チ ド 、 又 は 有 機 小 分 子 等 の 作 用 因 子 は 、 薬 理 組 成 物 の 基 礎 と な る 。 プ リ オ ン 感 染 治 療 に お
け る 治 療 薬 と し て 、 か か る 作 用 因 子 又 は 拮 抗 因 子 は 、 単 独 又 は 他 の 治 療 薬 と の 併 用 の い ず
れ で 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ １ 】
発 現 ベ ク タ ー
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 組 換 え 複 製 ベ ク タ ー に 取 り 込 む こ と が で き る 。 か か る ベ ク タ ー は 、 ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 複 製 ・ 発 現 に 用 い ら れ る 。 発 現 は 、 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 及 び 他
の 発 現 調 節 シ グ ナ ル を 含 む 制 御 配 列 を 使 用 す る こ と に よ っ て 制 御 で き る 。 原 核 プ ロ モ ー タ
ー 、 及 び 真 核 細 胞 に お い て 機 能 を 有 す る プ ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ る 。 組 織 特 異 的 又 は 刺 激
特 異 的 プ ロ モ ー タ ー が 用 い ら れ る 。 上 記 ２ 若 し く は ３ 以 上 の 異 な る プ ロ モ ー タ ー の 配 列 エ
レ メ ン ト を 有 す る キ メ ラ プ ロ モ ー タ ー も ま た 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 宿 主 組 換 え 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る タ ン パ ク
質 は 、 そ の 配 列 及 び ／ 又 は 使 用 す る ベ ク タ ー に よ っ て 、 分 泌 さ れ る か 或 い は 細 胞 内 で 保 持
さ れ る が 決 ま る 。 特 定 の 原 核 又 は 真 核 細 胞 膜 を 介 し て 配 列 を コ ー ド す る 物 質 の 分 泌 を 指 示
す る シ グ ナ ル 配 列 を 、 コ ー ド 配 列 を 用 い て 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】

本 発 明 に 用 い ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 例 え ば 、 抽 出 及 び 精 製 の 補 助 と す る た め の 融 合 タ ン
パ ク 質 と し て 作 出 し て も よ い 。 融 合 タ ン パ ク 質 と す る た め の パ ー ト ナ ー と し て は 、 グ ル タ
チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 、 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 、 Ｇ Ａ Ｌ ４ （ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 及 び ／
又 は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン ） 及 び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質
パ ー ト ナ ー と タ ン パ ク 質 配 列 と の 間 に 、 融 合 タ ン パ ク 質 配 列 を 除 去 さ せ る た め の タ ン パ ク
質 分 解 開 裂 部 位 を 含 め て も 都 合 よ い 。 融 合 タ ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 配 列 の 活 性 を 阻 害 し な
い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
融 合 タ ン パ ク 質 に は 、 目 的 物 質 に 融 合 さ せ た 抗 原 又 は 抗 原 決 定 基 が 含 ま れ て い て も よ い 。
融 合 タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 系 の 全 身 性 刺 激 を も た ら す と い う 意 味 に お い て ア ジ ュ バ ン ト と し
て 作 用 す る 物 質 を 有 す る 非 天 然 に 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 抗 原 又 は 抗
原 決 定 基 は 、 か か る 物 質 の ア ミ ノ 末 端 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 い ず れ に 結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る た め に ア ミ ノ 酸 配 列 を 異 種 配 列 と 結 合 さ せ て も よ い 。 例 え ば
、 上 記 物 質 の 活 性 に 影 響 し 得 る 作 用 因 子 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際
に 、 市 販 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 異 種 エ ピ ト ー プ を 発 現 さ せ る キ メ ラ 物 質 を コ ー ド す る こ
と が 有 用 で あ る と も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】

作 用 因 子 は 、 立 体 異 性 体 及 び ／ 又 は 幾 何 異 性 体 と し て 存 在 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 作
用 因 子 は １ 若 し く は ２ 以 上 の 不 斉 中 心 及 び ／ 又 は 幾 何 中 心 を 有 し 、 ２ 若 し く は ３ 以 上 の 立
体 異 性 型 及 び ／ 又 は 幾 何 異 性 型 と し て 存 在 し 得 る 。 本 発 明 は 、 か か る 作 用 因 子 の 立 体 異 性
体 及 び 幾 何 異 性 体 の 全 体 を 個 別 に 、 又 は そ れ ら を 混 合 し て 使 用 す る こ と を 意 図 す る 。 こ れ
ら の 形 態 が 適 切 な 機 能 的 活 性 を も ち 続 け る 限 り に お い て （ 必 ず し も 同 程 度 の 活 性 を 維 持 し
な く て も よ い が ） 、 請 求 項 に 用 い る 用 語 は こ れ ら の 形 態 を 包 含 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】

作 用 因 子 は 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て の 剤 型 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】

10

20

30

40

50

(28) JP 2004-530107 A 2004.9.30

融 合 タ ン パ ク 質

立 体 異 性 体 及 び 幾 何 異 性 体

薬 理 学 的 塩



薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、 当 技 術 分 野 の 専 門 家 に は 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Berge et al,
 in J. Pharm. Sci., 66, 1-19 (1977) に 記 載 さ れ て い る 塩 が 該 当 す る 。 好 適 な 酸 付 加 塩
は 、 非 毒 性 塩 を 形 成 す る 酸 か ら 形 成 す る こ と が で き 、 塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 ヨ ウ 化 水 素
酸 塩 、 硝 酸 、 硫 酸 、 重 硫 酸 、 リ ン 酸 、 リ ン 酸 水 素 、 酢 酸 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 グ ル コ ン 酸
、 乳 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 タ ト ル 酸 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 フ
マ ル 酸 、 グ ル コ ン 酸 、 ギ 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 エ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン
ス ル ホ ン 酸 及 び ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
１ 若 し く は ２ 以 上 の 酸 性 成 分 が 存 在 す る と き 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 適 切 な 塩 基 が 付 加 さ
れ た 塩 は 、 非 毒 性 塩 を 形 成 す る 塩 基 か ら 形 成 す る こ と が で き 、 ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ
ム 塩 、 リ チ ウ ム 塩 、 マ グ ネ シ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 、 ナ ト リ ウ ム 塩 、 亜 鉛 塩 、 及 び ジ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン 塩 等 の 薬 理 学 的 に 活 性 な ア ミ ン 類 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
作 用 因 子 に お け る 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、 作 用 因 子 の 溶 液 と 必 要 な 酸 又 は 塩 基 を 適 宜
混 合 す る こ と に よ り 、 容 易 に 調 製 で き る 。 か か る 塩 を 溶 液 中 で 沈 殿 さ せ 、 濾 過 に よ り 回 収
す る か 、 又 は 溶 媒 を 留 去 さ せ る こ と に よ り 回 収 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
作 用 因 子 は 、 多 型 性 と し て 存 在 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
作 用 因 子 に は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 不 斉 炭 素 原 子 が 含 ま れ て い て も よ く 、 従 っ て 作 用 因 子
は ２ 若 し く は ３ 以 上 の 立 体 異 性 型 と し て 存 在 す る 。 作 用 因 子 が ア ル ケ ニ ル 又 は ア ル ケ ニ レ
ン 基 を 有 す る と き 、 シ ス （ Ｅ ） 及 び ト ラ ン ス （ Ｚ ） 異 性 も ま た 生 じ る 。 本 発 明 は 、 作 用 因
子 の 個 々 の 立 体 異 性 体 、 適 宜 に そ の 個 々 の 互 変 異 性 型 、 ま た そ の 混 合 物 を 含 む も の で あ る
。
【 ０ １ ９ ３ 】
ジ ア ス テ レ オ 異 性 体 又 は シ ス － 及 び ト ラ ン ス － 異 性 体 は 、 例 え ば 作 用 因 子 又 は そ の 適 切 な
塩 若 し く は 誘 導 体 の 立 体 異 性 体 混 合 物 に 、 画 分 の 結 晶 化 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 又 は Ｈ Ｐ Ｌ
Ｃ と い っ た 従 来 法 を 施 す こ と に よ り 分 離 で き る 。 作 用 因 子 の 個 別 の 鏡 像 異 性 体 も ま た 、 対
応 す る 光 学 的 に 純 粋 な 中 間 体 か ら 調 製 さ れ る か 、 或 い は 、 適 切 な 対 掌 性 支 持 体 を 用 い て 、
Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 等 に よ り 対 応 ラ セ ミ 体 を 分 解 す る こ と に よ り 調 整 さ れ る か 、 或 い は 、 対 応 ラ セ ミ
体 を 、 適 当 な 光 学 活 性 を 有 す る 酸 又 は 塩 基 と 適 宜 に 反 応 さ せ て 形 成 さ れ た ジ ア ス テ レ オ 異
性 塩 の 画 分 を 結 晶 化 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
ま た 本 発 明 は 、 作 用 因 子 又 は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 適 切 な 同 位 体 バ リ エ ー シ ョ ン
（ isotopic variations） を 全 て 含 む 。 作 用 因 子 又 は そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 同 位
体 バ リ エ ー シ ョ ン と は 、 少 な く と も １ 個 の 原 子 が 、 原 子 番 号 は 同 じ だ が 自 然 界 で 通 常 見 出
さ れ る も の と は 原 子 量 が 異 な る 原 子 に 置 換 さ れ て い る も の と 定 義 さ れ る 。 作 用 因 子 又 は そ
の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 に 取 り 込 ま れ て も よ い 同 位 体 に は 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ 水 素 、 炭
素 、 窒 素 、 酸 素 、 リ ン 、 硫 黄 、 フ ッ 素 及 び 塩 素 の 同 位 体 で あ る 2 Ｈ 、 3 Ｈ 、 1 3 Ｃ 、 1 4 Ｃ 、 1 5

Ｎ 、 1 7 Ｏ 、 3 1 Ｐ 、 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ 、 1 8 Ｆ 及 び 3 6 Ｃ ｌ 等 が 含 ま れ る 。 作 用 因 子 又 は そ の 薬 理 学 的
に 許 容 さ れ る 塩 の 同 位 体 バ リ エ ー シ ョ ン の 中 に は 、 例 え ば 3 Ｈ や 、 1 4 Ｃ な ど の 放 射 性 同 位
体 が 取 り 込 ま れ た も の の よ う に 、 薬 剤 及 び ／ 又 は 基 質 の 組 織 分 布 の 研 究 用 と し て 有 用 な も
の が あ る 。 ト リ チ ウ ム 化 し た 同 位 体 （ 3 Ｈ ） 、 及 び 炭 素 １ ４ 同 位 体 （ 1 4 Ｃ ） は 、 そ の 調 製
及 び 検 出 が 簡 便 な 点 で 特 に 好 ま し い 。 さ ら に 重 水 素 （ 2 Ｈ ） 等 の 同 位 体 で 置 換 す る と 代 謝
安 定 性 が 向 上 し 、 例 え ば イ ン ビ ボ で の 半 減 期 の 延 長 又 は 必 要 投 与 量 の 低 減 化 な ど の 一 定 の
治 療 上 の 利 点 が 得 ら れ の で 、 好 ま し い 場 合 が あ る 。 本 発 明 の 作 用 因 子 又 は 本 発 明 に お け る
そ の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 の 同 位 体 バ リ エ ー シ ョ ン は 一 般 的 に 、 適 切 な 試 薬 の 好 適 な 同
位 体 バ リ エ ー シ ョ ン を 用 い て 従 来 ど お り の 手 順 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
作 用 因 子 が プ ロ ド ラ ッ グ に 由 来 し て も よ い こ と は 当 技 術 の 専 門 家 に は 理 解 さ れ る と こ ろ で
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あ る 。 プ ロ ド ラ ッ グ と し て は 、 保 護 基 （ １ 又 は 複 数 ） を 有 し 、 そ の ま ま で は 薬 物 学 的 活 性
は も た な い が 、 状 況 次 第 で 投 与 に 供 し て も よ く （ 経 口 又 は 非 経 口 で ） 、 投 与 さ れ る と 体 内
で 代 謝 さ れ て 薬 物 学 的 に 活 性 な 本 発 明 作 用 因 子 を 形 成 す る 実 存 物 質 が 例 と し て 挙 げ ら れ る
。
【 ０ １ ９ ６ 】
例 え ば H. Bundgaard, Elsevier,1985「 プ ロ ド ラ ッ グ の 設 計 （ Design of Prodrugs） 」 （
そ の 開 示 を 参 考 の た め 本 明 細 書 に 添 付 す る ） に 記 載 が あ る よ う に 、 「 プ ロ 成 分 」 と し て 知
ら れ る あ る 種 の 成 分 を 、 作 用 因 子 の 適 切 な 機 能 上 に 配 置 し て も よ い 。 こ の よ う な プ ロ ド ラ
ッ グ も 本 発 明 の 範 疇 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 作 用 因 子 の 両 性 イ オ ン 型 の 使 用 も 含 む 。 請 求 項 で 用 い ら れ る 用 語 は
、 か か る 型 を １ 若 し く は ２ 以 上 包 含 し て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】

本 発 明 に は 、 本 発 明 作 用 因 子 を 溶 媒 和 物 と し て 使 用 す る こ と も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】

上 に 示 し た と お り 本 発 明 は ま た 、 作 用 因 子 の プ ロ ド ラ ッ グ と し て の 使 用 も 含 む も の で あ る
。
【 ０ ２ ０ ０ 】

作 用 因 子 は 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て 投 与 さ れ る 。 通 常 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は
、 所 望 の 酸 又 は 塩 基 を 適 宜 に 用 い て 容 易 に 調 製 で き る 。 塩 は 溶 液 中 で 沈 殿 さ せ 、 濾 過 に よ
り 回 収 し 、 又 は 溶 媒 を 留 去 さ せ て 回 収 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】

作 用 因 子 は 化 学 合 成 技 術 に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
本 発 明 化 合 物 の 合 成 過 程 に お い て 、 感 作 性 官 能 基 の 保 護 、 脱 保 護 を 行 わ け れ ば な ら な い こ
と は 、 当 技 術 の 専 門 家 に は 明 白 で あ る 。 従 来 法 に よ っ て も こ れ は 可 能 で あ り 、 そ の よ う な
方 法 と し て は 例 え ば 、 「 有 機 合 成 に お け る 保 護 基 （ Protective Groups in Organic Synth
esis） 」 T W Greene and P G M Wuts, John Wiley and Sons Inc. (1991)、 及 び 「 保 護 基
（ Protective Groups） 」 P.J. Kocienski, Georg Thieme Verlag (1994)に 記 載 の 方 法 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
反 応 過 程 に お い て 、 特 定 条 件 下 、 例 え ば 塩 基 感 作 性 基 を 含 む 光 学 中 心 を 有 す る 基 質 と 共 に
塩 基 を 反 応 に 用 い る 場 合 、 存 在 す る 立 体 中 心 の ラ セ ミ 化 が 起 こ り 得 る 場 合 が あ る 。 こ れ は
例 え ば グ ア ニ ル 酸 化 の 過 程 で 起 こ り 得 る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の よ う に 、 反 応 に 用 い る 配 列
、 条 件 、 試 薬 、 保 護 ／ 脱 保 護 方 法 等 を 選 択 す る こ と に よ り 、 こ の よ う な 潜 在 的 な 問 題 を 回
避 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
本 発 明 の 化 合 物 及 び 塩 は 、 従 来 法 に よ り 分 離 ・ 精 製 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
ジ ア ス テ レ オ 異 性 体 は 従 来 法 に よ り 分 離 さ れ 、 か か る 従 来 法 と し て は 、 式 ［ １ ］ に 示 さ れ
る 化 合 物 又 は そ の 適 当 な 塩 若 し く は 誘 導 体 と 立 体 異 性 体 と の 混 合 物 の 画 分 結 晶 化 、 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 又 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ が あ る 。 式 ［ １ ］ に 示 さ れ る 化 合 物 の 個 別 の 鏡 像 異 性 体 も ま た
、 対 応 す る 光 学 的 に 純 粋 な 中 間 体 か ら 調 製 さ れ る か 、 或 い は 、 適 当 な 対 掌 性 支 持 体 を 用 い
て 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 等 に よ り 対 応 ラ セ ミ 体 を 分 解 す る こ と に よ り 調 整 さ れ る か 、 或 い は 、 対 応 ラ
セ ミ 体 を 、 適 切 な 光 学 活 性 を 有 す る 酸 又 は 塩 基 と 反 応 さ せ て 形 成 さ れ た ジ ア ス テ レ オ 異 性
塩 の 画 分 結 晶 化 と に よ り 調 製 さ れ る 。
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【 ０ ２ ０ ６ 】
作 用 因 子 、 又 は そ の 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導 体 、 断 片 若 し く は 模 倣 体 は 、 作 用 物 質 の 全 体
若 し く は 一 部 を 合 成 す る 化 学 的 手 法 に よ り 生 成 さ れ る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド の 場 合 は 、 固 相
法 に よ り ペ プ チ ド を 合 成 し 、 樹 脂 か ら 剥 が し 、 分 取 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ 例 ： Cr
eighton (1983) Proteins Structures And Molecular Principles, WH Freeman and Co, 
New York NY） に よ り 精 製 す る 。 合 成 ペ プ チ ド の 組 成 物 は ア ミ ノ 酸 分 析 又 は 配 列 決 定 （ 例
： the Edman degradation procedure; Creighton, supra） を 行 う こ と に よ り 確 認 で き る
。
【 ０ ２ ０ ７ 】
ペ プ チ ド 作 用 因 子 は 、 種 々 の 固 相 法 （ Roberge JY et al (1995) Science 269: 202-204）
に よ り 合 成 さ れ 、 ま た 例 え ば 、 ABI 43 1 A Peptide Synthesizer（ Perkin Elmer社 製 ） を
製 造 者 マ ニ ュ ア ル に 準 拠 し て 用 い る こ と に よ り 、 自 動 的 な 合 成 も 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 作
用 因 子 若 し く は そ の 一 部 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 直 接 合 成 を 行 う 間 に 改 変 さ せ 、 及 び ／
又 は 他 の サ ブ ユ ニ ッ ト 若 し く は そ の 一 部 か ら 得 た 配 列 と 化 学 的 手 法 に よ り 結 合 さ せ て 、 変
異 型 作 用 因 子 を 生 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 ペ プ チ ド 作 用 因 子 （ 又 は そ の 変 異 体 、 ホ モ ロ グ 、 誘 導
体 、 断 片 若 し く は 模 倣 体 ） の コ ー ド 配 列 は 、 全 体 的 若 し く は 部 分 的 に 、 当 技 術 分 野 で 公 知
の 化 学 的 手 法 に よ り 合 成 さ れ る （ Caruthers MH et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 2
15-23, Horn T et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ０ ９ 】

こ こ に お い て 、 「 模 倣 体 （ mimetic） 」 な る 用 語 は 、 基 準 （ reference） 作 用 因 子 と 同 質 の
活 性 若 し く は 効 果 を 有 す る ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 又 は 他 の 有 機 化 学 物 質 な ど を
含 む 全 て の 化 学 物 質 に 関 す る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ １ ０ 】

こ こ に 用 い ら れ る 「 誘 導 体 」 又 は ［ 誘 導 さ れ た ］ な る 用 語 に は 、 作 用 因 子 の 化 学 修 飾 が 含
ま れ る 。 か か る 化 学 修 飾 は 、 水 素 を 、 ハ ロ 基 、 ア ル キ ル 基 、 ア シ ル 基 、 又 は ア ミ ノ 基 と 置
換 す る こ と で あ る と 説 明 さ れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】

作 用 因 子 の 化 学 修 飾 に よ り 、 作 用 因 子 と 標 的 と の 間 の 水 素 結 合 相 互 作 用 、 電 荷 相 互 作 用 、
疎 水 相 互 作 用 、 Van Der Waals相 互 作 用 、 又 は 双 極 相 互 作 用 が 、 増 強 又 は 減 弱 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
１ つ の 特 徴 と し て 、 同 定 さ れ た 作 用 因 子 は 他 の 化 合 物 の 発 生 モ デ ル （ 例 え ば 、 鋳 型 と し て
） と な り 得 る 。
【 ０ ２ １ ３ 】

作 用 因 子 又 は 標 的 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】

組 成 物 に は 作 用 因 子 以 外 に も 治 療 に 用 い ら れ る 別 の 物 質 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ２ １ ５ 】

組 成 物 に 使 用 す る 作 用 因 子 に は １ 若 し く は ２ 以 上 の 抗 体 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
こ こ に お い て 、 「 抗 体 」 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、
一 本 鎖 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 及 び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 作 出 さ れ た 断 片 が 含 ま れ る が
、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 か か る 断 片 に は 、 標 的 物 質 に 対 す る 結 合 活 性 を 保 持 し て い る 全
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抗 体 の 断 片 、 Ｆ ｖ 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 及 び Ｆ （ ａ ｂ ´ ） ２ の 各 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ）
、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 や 他 の 合 成 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 さ ら に
抗 体 又 は そ の 断 片 は 、 例 え ば 米 国 特 許 Ａ － ２ ３ ９ ４ ０ ０ 号 に 記 載 の あ る ヒ ト 化 抗 体 で あ っ
て も よ い 。 中 和 抗 体 、 す な わ ち 対 象 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 は 、 特 に 診 断
及 び 治 療 に お い て 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
抗 体 は 、 本 発 明 物 質 で 免 疫 し た り 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い た り す る な
ど の 標 準 的 な 方 法 で 作 製 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 望 ま れ る 場 合 、 本 発 明 に お い て 同 定 さ れ た 作 用 因 子 及 び ／ 又 は 物 質
か ら 得 ら れ る エ ピ ト ー プ （ １ 又 は 複 数 ） を 有 す る 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い 、 選 択 し た
哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ウ マ な ど ） を 免 疫 す る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、
種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し て 免 疫 応 答 を 高 め て も よ い 。 か か る ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ
イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 並 び に リ ソ レ シ チ ン 、 プ ル
ロ ン 酸 ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、 ス カ シ 貝 ヘ モ シ ア ニ ン 及 び ジ ニ
ト ロ フ ェ ノ ー ル 等 の 界 面 活 性 物 質 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｂ Ｃ Ｇ （ Bacill
i Calmette-Guerin） 及 び  Corynebacterium parvumは 、 ヒ ト ・ ア ジ ュ バ ン ト と し て 潜 在 的
有 用 性 を も ち 、 精 製 し た 上 で 採 用 さ れ 、 全 身 性 防 御 を 刺 激 す る こ と を 目 的 と し て 対 象 ポ リ
ペ プ チ ド を 免 疫 反 応 不 全 の 個 体 に 投 与 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
免 疫 し た 動 物 の 血 清 を 回 収 し 、 公 知 の 手 法 に 従 っ て 処 理 す る 。 本 発 明 に お い て 同 定 さ れ た
作 用 因 子 及 び ／ 又 は 物 質 か ら 得 ら れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る
血 清 に 、 他 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ て い る 場 合 、 か か る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 免 疫 親
和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て 精 製 す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 作 製 及 び 処 理 方 法 は
、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 こ の よ う な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 、 本 発 明 は
さ ら に 、 動 物 や ヒ ト に お け る 免 疫 原 と し て 用 い る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の
断 片 を 別 の ポ リ ペ プ チ ド に ハ プ テ ン 結 合 さ せ る こ と も 含 む 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 す る こ と を 意 図 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 出 も 、 当 技 術 分 野 の 専
門 家 に は 容 易 な こ と で あ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 一 般
的 な 方 法 が よ く 知 ら れ て い る 。 細 胞 を 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 ま た 、 腫 瘍 形 成 Ｄ Ｎ Ａ で Ｂ
リ ン パ 球 の 形 質 転 換 を 直 接 行 う こ と や 、 Epstein-Barrウ イ ル ス に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン に よ っ て も 、 抗 体 産 生 不 死 化 細 胞 株 を 作 出 す る こ と が で き る 。 軌 道 エ ピ ト ー プ に 対 し て
産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の パ ネ ル を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 ア イ ソ タ イ プ 又 は エ ピ ト
ー プ 親 和 性 と い っ た 種 々 の 特 性 を 調 べ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
培 養 中 の 連 続 細 胞 株 を 用 い た 抗 体 分 子 の 産 生 方 法 で あ れ ば い ず れ の 方 法 に よ っ て モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 調 製 し て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 Koehler and Milstein (1975 Nature 
256: 495-497) に よ っ て 初 め て 報 告 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ
法 （ Kosbor et al (1983) Immunol Today 4: 72; Cote et al (1983) Proc Natl Acad Sc
i 80: 2026-2030） 、 及 び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Cole et al (1985) Monoclonal An
tibodies and Cancer Therapy, Alan R Liss Inc, pp 77-96） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 さ ら に 、 好 適 な 抗 原 特 異 性 及 び 生 物 活 性 を 有 す る 分 子 を 得 る た め に 、 マ ウ ス
抗 体 遺 伝 子 を ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に 挿 入 す る と い う 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 を 産 生 す る た め に 開 発 さ
れ た 方 法 も 用 い ら れ る （ Morrison et al (1984) Proc Natl Acad Sci 81: 6851-6855; Ne
uberger et al (1984) Nature 312: 604-608; Takeda et al (1985) Nature 314: 452-45
4） 。 或 い は 、 一 本 鎖 抗 体 の 作 製 に 関 す る 記 載 に 基 づ く 方 法 （ 米 国 特 許 第 ４ ９ ４ ６ ７ ７ ９
号 ） を 、 あ る 物 質 に 特 異 的 な 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 に 採 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
Orlandi et al (1989, Proc Natl Acad Sci 86: 3833-3837)及 び Winter G and Milstein 

10

20

30

40

50

(32) JP 2004-530107 A 2004.9.30



C (1991; Nature 349: 293-299） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 リ ン パ 球 集 団 に お い て イ ン ビ
ボ で の 産 生 を 誘 導 す る こ と に よ っ て も 抗 体 は 産 生 さ れ 、 ま た 、 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ
ブ ラ リ ー 又 は 高 度 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の パ ネ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て も 産 生
さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
物 質 に 対 す る 特 異 的 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 断 片 も 作 製 す る こ と が で き る 。 か か る 断 片 に は
例 え ば 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン を 消 化 さ せ る こ と に よ り 作 出 さ れ る Ｆ （ ａ ｂ ´ ） ２ 断 片 、 及
び Ｆ （ ａ ｂ ´ ） ２ 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ り 作 出 さ れ る Ｆ ａ ｂ 断 片 が
含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 或 い は 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ
ｂ 断 片 の 迅 速 か つ 簡 便 な 同 定 を 可 能 に す る た め 、 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て も よ
い （ Huse WD et al (1989) Science 256: 1275-1281） 。
【 ０ ２ ２ ４ 】

１ 若 し く は ２ 以 上 の 好 適 標 的 （ プ リ オ ン 感 受 性 タ ン パ ク 質 又 は 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び
／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 な ど ） を 用 い て 、 本 発 明 の 作 用 因 子 を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
そ の よ う な 試 験 に お い て 使 用 さ れ る 標 的 は 、 溶 液 中 で 遊 離 の 状 態 、 固 体 支 持 体 に 固 着 さ せ
た 状 態 、 細 胞 表 面 に 担 持 さ れ て い る 状 態 、 又 は 細 胞 内 に 局 在 す る 状 態 の い ず れ で あ っ て も
よ い 。 標 的 活 性 の 消 失 、 又 は 標 的 と 試 験 に 供 す る 作 用 因 子 と の 間 の 結 合 複 合 体 の 形 成 を 測
定 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
本 発 明 の 方 法 と し て は ス ク リ ー ニ ン グ が あ り 、 そ れ に よ り 数 多 く の 作 用 因 子 に お け る プ リ
オ ン 感 染 調 節 性 を 試 験 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 は 、 １ ９ ８ ４ 年 ９ 月 １ ３ 日 に 公 開 さ れ た 欧 州 特 許 出 願 ８ ４ ／ ０
３ ５ ６ ４ 号 に 記 載 の 方 法 に 基 づ い て 行 う 。 概 略 を 述 べ る と 、 種 々 の 小 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物
を 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ン 又 は 他 の 物 の 表 面 な ど の 固 体 基 質 上 で 多 数 合 成 す る 。 こ れ ら の ペ プ
チ ド 試 験 化 合 物 を 適 当 な 標 的 又 は そ の 断 片 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 当 技 術 分 野 で
公 知 の 方 法 を 適 切 に 実 施 す る な ど し て 、 結 合 し た 実 存 物 質 を 検 出 す る 。 精 製 し た 標 的 も ま
た 、 プ レ ー ト に 直 接 コ ー テ ィ ン グ し て 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 用 い る こ と が で き る 。 或 い
は 、 非 中 和 抗 体 を 使 用 し 、 ペ プ チ ド を 捕 捉 し て 固 体 支 持 体 上 で 不 死 化 さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ２ ８ 】
本 発 明 に よ る 方 法 は 、 定 量 ア ッ セ イ に だ け で な く 、 試 験 化 合 物 の 小 規 模 及 び 大 規 模 い ず れ
の ス ク リ ー ニ ン グ に も 適 し て い る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
好 ま し い 特 徴 の １ つ と し て 本 発 明 は 、 プ リ オ ン 感 染 に 対 す る 調 節 能 を 有 す る 作 用 因 子 の 同
定 法 に 関 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 作 用 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 種 々 多 様 な レ ポ ー タ ー を 用
い る こ と が で き 、 好 都 合 に 検 出 さ れ 得 る （ 例 え ば 分 光 法 に よ り ） シ グ ナ ル を 有 す る レ ポ ー
タ ー が 好 適 で あ る 。 例 を 挙 げ る と 、 Pharmacia Biotech（ Piscataway, NJ） 、 Promega（ Ma
dison, WI） 及 び US Biochemical Corp（ Cleveland, OH） 等 の 数 多 く の 企 業 が 、 ア ッ セ イ
手 法 に 用 い る 市 販 キ ッ ト や プ ロ ト コ ー ル を 供 給 し て い る 。 適 切 な レ ポ ー タ ー 分 子 若 し く は
標 識 物 に は 、 基 質 、 補 因 子 、 阻 害 剤 、 磁 気 粒 子 な ど と 同 様 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、
化 学 発 光 剤 、 又 は ク ロ モ ジ ェ ニ ッ ク （ 発 色 性 ） 材 料 が 含 ま れ る 。 か か る 標 識 物 の 使 用 に つ
い て 教 示 し て い る 特 許 に は 、 米 国 特 許 Ａ － ３ ８ １ ７ ８ ３ ７ 号 、 同 Ａ － ３ ８ ５ ０ ７ ５ ２ 号 、
同 Ａ － ３ ９ ３ ９ ３ ５ ０ 号 、 同 Ａ － ３ ９ ９ ６ ３ ４ ５ 号 、 同 Ａ － ４ ２ ７ ７ ４ ３ ７ 号 、 同 Ａ － ４
２ ７ ５ １ ４ ９ 号 、 及 び 同 Ａ － ４ ３ ６ ６ ２ ４ １ 号 が あ る 。
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【 ０ ２ ３ １ 】

「 宿 主 細 胞 」 な る 用 語 に は 、 本 発 明 の 作 用 因 子 に 対 す る 標 的 を 有 す る こ と が で き る 全 て の
細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 標 的 で あ る 、 若 し く は 本 発 明 の 標 的 を
発 現 さ せ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 形 質 転 換 若 し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ た 宿 主 細 胞 を
提 供 す る 。 か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 標 的 と な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は 標 的 を 発 現
さ せ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 複 製 及 び 発 現 に 用 い る ベ ク タ ー に 担 持 さ れ て い る こ と が 好 ま し
い 。 細 胞 は 、 こ の よ う な ベ ク タ ー と 適 合 す る も の を 選 択 す る が 、 原 核 細 胞 （ 例 え ば 細 菌 ）
、 真 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 又 は 植 物 細 胞 が 例 挙 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
グ ラ ム 陰 性 細 菌 で あ る E. coliは 、 異 種 遺 伝 子 発 現 の た め の 宿 主 と し て 広 く 使 用 さ れ て い
る 。 し か し 、 E. coli細 胞 内 に は 大 量 の 異 種 タ ン パ ク 質 が 蓄 積 す る 傾 向 が み ら れ る 。 し か
る 後 に E. coli細 胞 内 の 大 量 の タ ン パ ク 質 か ら 所 望 の タ ン パ ク 質 を 精 製 す る こ と は 時 と し
て 困 難 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
E. coliと は 対 照 的 に 、 Bacillus属 の 細 菌 は 培 養 培 地 へ の タ ン パ ク 質 分 泌 能 を 有 し て い る
点 で 異 種 宿 主 と し て 非 常 に 好 適 で あ る 。 他 に も 宿 主 と し て 適 し て い る 細 菌 と し て は 、 Stre
ptomyces属 や Pseudomonas属 の も の が あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
本 発 明 に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 質 及 び ／ 又 は 発 現 さ れ た
タ ン パ ク 質 を さ ら に プ ロ セ シ ン グ す る 必 要 度 に よ っ て は 、 酵 母 や 他 の 真 菌 等 の 真 核 宿 主 が
好 ま し い 。 一 般 的 に 、 真 菌 細 胞 よ り 酵 母 細 胞 の 方 が 、 操 作 が 容 易 な 点 で 好 ま し い 。 し か し
タ ン パ ク 質 の 中 に は 、 酵 母 細 胞 か ら の 分 泌 が 乏 し い も の や 、 時 に は 正 し く プ ロ セ シ ン グ さ
れ な い （ 例 え ば 、 酵 母 に お け る 過 グ リ コ シ ル 化 ） も の が あ る 。 そ う い っ た 場 合 に は 、 別 の
真 菌 宿 主 生 物 を 選 択 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
本 発 明 の 範 囲 に お け る 発 現 宿 主 と し て の 好 適 例 に は 、 Aspergillus種 （ 欧 州 特 許 出 願 公 開
第 ０ １ ８ ４ ４ ３ ８ 号 及 び 同 ０ ２ ８ ４ ６ ０ ３ 号 に 記 載 あ る も の ） 及 び Trichoderma種 等 の 真
菌 ； Bacillus種 （ 欧 州 特 許 出 願 公 開 第 ０ １ ３ ４ ０ ４ ８ 号 及 び 同 ０ ２ ５ ３ ４ ５ ５ 号 に 記 載 あ
る も の ） 、 Streptomyces種 及 び Pseudomonas種 等 の 細 菌 ； 並 び に Kluyveromyces種 （ 欧 州 特
許 出 願 公 開 第 ０ ０ ９ ６ ４ ３ ０ 号 、 同 ０ ３ ０ １ ６ ７ ０ 号 に 記 載 あ る も の ） 及 び Saccharomyce
s種 等 の 酵 母 が あ る 。 例 を 挙 げ る と 一 般 的 な 発 現 宿 主 は 、 Aspergillus niger、 Aspergillu
s niger var. tubigenis、 Aspergillus niger var. awamori、 Aspergillus aculeatis、 A
spergillus nidulans、 Aspergillus orvzae、 Trichoderma reesei、 Bacillus subtilis、
Bacillus licheniformis、 Bacillus amyloliquefaciens、 Kluyveromyces lactis及 び Sacc
haromyces cerevisiaeか ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
酵 母 、 真 菌 、 及 び 植 物 宿 主 細 胞 等 の 適 当 な 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 組 換
え 発 現 産 物 に 最 適 化 生 物 活 性 を 発 生 さ せ る た め に 必 要 な 翻 訳 後 修 飾 （ 例 ： ミ リ ス ト イ ル 化
、 グ リ コ シ ル 化 、 切 断 化 （ truncation） 、 ラ ピ デ ー シ ョ ン （ 投 石 ； lapidation） 及 び チ ロ
シ ン 、 セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン の リ ン 酸 化 ） を も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】

「 生 物 」 な る 用 語 に は 、 本 発 明 に よ る 標 的 及 び ／ 又 は 該 標 的 か ら 得 ら れ る 産 物 を 有 す る こ
と が で き る 生 物 で あ れ ば い か な る 生 物 も 含 ま れ る 。 生 物 の 例 に は 、 真 菌 、 酵 母 又 は 植 物 が
含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
本 発 明 に 関 し 、 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 生 物 」 な る 用 語 に は 、 本 発 明 に よ る 標 的 及 び ／ 又 は
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得 ら れ た 産 物 を 有 す る 生 物 で あ れ ば い か な る 生 物 も 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 作 用 因 子 は 、 治 療 用 の 作 用 因 子 と し て 用 い ら れ る 。 つ ま り
治 療 に 利 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
「 治 療 （ therapy） 」 な る 用 語 は 、 「 治 療 （ treatment） 」 な る 用 語 同 様 、 治 療 効 果 、 軽 減
効 果 、 及 び 予 防 効 果 を 含 意 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
治 療 は 、 ヒ ト 及 び 家 畜 等 の 哺 乳 動 物 を 対 象 と す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
治 療 は 、 プ リ オ ン 感 染 に 伴 う 症 状 を 治 療 す る た め の も の で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
薬 理 組 成 物
本 発 明 に 有 用 な 薬 理 組 成 物 に は 、 治 療 有 効 量 の 作 用 因 子 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） 及 び 薬 理 学
的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 若 し く は 賦 形 剤 が 含 ま れ る （ そ れ ら を 併 用 す る こ と も 含 め て
） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
薬 理 組 成 物 は 、 ヒ ト 医 学 及 び 獣 医 学 に お け る ヒ ト 及 び 動 物 へ の 使 用 に 供 さ れ 、 通 常 １ 若 し
く は ２ 以 上 の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 、 担 体 若 し く は 賦 形 剤 を 含 ん で い る 。 治 療 に 使
用 す る 上 で 許 容 さ れ る 担 体 又 は 希 釈 剤 は 薬 理 学 分 野 で は 十 分 公 知 で あ り 、 例 え ば Remingto
n's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R. Gennaro edit. 1985) に 、
そ れ ら に 関 す る 記 載 が み ら れ る 。 薬 理 学 的 担 体 、 賦 形 剤 若 し く は 希 釈 剤 は 、 意 図 す る 投 与
経 路 及 び 標 準 的 な 薬 理 学 的 運 用 例 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 薬 理 組 成 物 に は 、 担 体 、 賦 形 剤
若 し く は 希 釈 剤 と し て （ 或 い は そ れ ら に 加 え て ） 、 （ １ 若 し く は ２ 以 上 の ） 適 切 な 結 合 剤
、 潤 滑 剤 、 懸 濁 化 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 又 は 可 溶 化 剤 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
保 存 料 、 安 定 剤 、 染 料 、 さ ら に は 香 料 が 薬 理 組 成 物 に 含 ま れ て い て も よ い 。 保 存 料 と し て
は 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ン 酸 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 の エ ス テ ル が 例 示 さ れ る
。 酸 化 防 止 剤 及 び 懸 濁 化 剤 も 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
送 達 系 が 異 な る と 、 異 な る 組 成 物 ／ 処 方 要 件 が 必 要 と さ れ る 場 合 も あ る 。 例 を 挙 げ る と 本
発 明 に 有 用 な 薬 理 組 成 物 を 、 吸 入 用 若 し く は 摂 取 可 能 溶 液 用 の 鼻 腔 ス プ レ ー 若 し く は エ ア
ゾ ー ル と し て 、 ミ ニ ポ ン プ を 用 い て 投 与 又 は 粘 膜 経 路 か ら 投 与 す べ く 処 方 し 、 或 い は 、 非
経 口 経 路 に よ り 投 与 す る た め に 、 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内 若 し く は 皮 下 経 路 に よ り 送 達 す る
た め に 組 成 物 を 注 入 可 能 な 剤 型 に 処 方 す る 。 そ の 他 、 数 多 く の 経 路 か ら 投 与 す る よ う な 処
方 を 計 画 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
作 用 因 子 は シ ク ロ デ キ ス ト リ ン と 併 用 す る こ と も で き る 。 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン は 、 薬 剤 分
子 と 包 接 及 び 非 包 接 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 薬 剤 － シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 複
合 体 が 形 成 さ れ る と 、 薬 剤 分 子 に お け る 可 溶 性 、 溶 解 速 度 、 生 体 利 用 率 及 び ／ 又 は 安 定 性
が 変 化 す る 。 一 般 的 に 薬 剤 － シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 複 合 体 は 、 殆 ど の 投 与 形 態 及 び 投 与 経 路
に お い て 有 用 で あ る 。 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン は 、 薬 剤 と の 複 合 体 化 を 指 示 す る 代 わ り に 、 例
え ば 担 体 、 希 釈 剤 若 し く は 可 溶 化 剤 な ど の 補 助 添 加 剤 と し て 用 い る こ と も で き る 。 α － 、
β － 、 及 び γ － シ ク ロ デ キ ス ト リ ン が 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ 、 好 適 例 に つ い て は 、 Ｗ Ｏ －
Ａ － ９ １ ／ １ １ １ ７ ２ 号 、 同 Ａ － ９ ４ ／ ０ ２ ５ １ ８ 号 、 及 び 同 Ａ － ９ ８ ／ ５ ５ １ ４ ８ 号 に
記 載 が あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
作 用 因 子 が タ ン パ ク 質 の 場 合 、 該 タ ン パ ク 質 は 、 治 療 中 の 被 験 者 に お い て イ ン サ イ チ ュ ー
で 調 製 さ れ る 。 こ れ に 関 し 、 上 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 上 記 タ ン
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パ ク 質 が 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 発 現 さ れ る よ う に 、 非 ウ イ ル ス 方 法 （ 例 え ば リ ポ ソ
ー ム を 用 い て ） 及 び ／ 又 は ウ イ ル ス 方 法 （ 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て ） に よ
り 送 達 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】

「 投 与 す る 」 な る 用 語 に は 、 ウ イ ル ス 又 は 非 ウ イ ル ス 方 法 に よ る 送 達 が 含 ま れ る 。 ウ イ ル
ス 送 達 機 構 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） ベ ク タ ー 、 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 及 び バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 非 ウ イ ル ス 送 達 機 構 に は 、
脂 質 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 、 陽 イ オ
ン 性 界 面 両 親 媒 性 物 質 （ Ｃ Ｆ Ａ ） 、 及 び そ れ ら を 組 み 合 わ せ た も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
本 発 明 に 有 用 な 成 分 は 単 独 で も 投 与 で き る が 、 例 え ば 成 分 が 、 意 図 す る 投 与 経 路 や 標 準 的
な 薬 理 学 的 運 用 例 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 好 適 な 薬 理 賦 形 剤 、 希 釈 剤 又 は 担 体 と 混 合 さ れ る
場 合 の よ う に 、 一 般 的 に は 薬 理 組 成 物 と し て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
例 え ば か か る 成 分 は 、 香 料 又 は 色 素 を 含 有 し て い て も よ い 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 胚 珠 （ ovul
e） 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 液 剤 、 又 は 懸 濁 剤 の 各 剤 型 に お い て 、 即 効 性 、 遅 延 性 、 非 定 型 性
、 徐 放 性 、 間 欠 性 、 又 は 放 出 制 御 性 の 各 処 方 に て 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
薬 剤 が 錠 剤 の 場 合 、 か か る 錠 剤 は 、 ミ ク ロ ク リ ス タ リ ン セ ル ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 二 塩 基 酸 カ ル シ ウ ム ホ ス フ ェ ー ト 及 び グ リ シ ン 等 の 賦 形
剤 、 澱 粉 （ ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 タ ピ オ カ の 澱 粉 が 好 ま し い ） 、 ナ ト リ ウ ム デ ン プ
ン グ リ コ ラ ー ト 、 ク ロ ス カ ル メ ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 及 び あ る 種 の 錯 体 珪 酸 塩 等 の 崩 壊 剤 、 並
び に ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス （ Ｈ Ｐ Ｍ Ｃ ） 、 ヒ ド ロ
キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス （ Ｈ Ｐ Ｃ ） 、 ス ク ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 及 び ア カ シ ア 等 の 粒 状 化 バ イ
ン ダ ー を 含 有 し て い て も よ い 。 さ ら に 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ベ ヘ
ン 酸 グ リ セ リ ル 、 及 び タ ル ク 等 の 潤 滑 剤 を 含 有 し て い て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
同 じ よ う な 形 状 を し た 各 種 固 形 組 成 物 も ゼ ラ チ ン カ プ セ ル へ の 充 填 物 と し て 採 用 さ れ る 。
こ の 場 合 の 好 適 な 賦 形 剤 に は 、 ラ ク ト ー ス 、 澱 粉 、 セ ル ロ ー ス 、 乳 糖 、 又 は 高 分 子 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル が 含 ま れ る 。 水 性 懸 濁 剤 及 び ／ 又 は エ リ キ シ ル 剤 と す る 場 合 は 、 種 々 の
甘 味 料 、 香 味 料 、 色 素 若 し く は 染 料 を 、 乳 化 剤 及 び ／ 又 は 懸 濁 剤 を 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 プ
ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 及 び グ リ セ リ ン 等 の 希 釈 剤 を 、 或 い は こ れ ら の 組 合 せ を 、 作 用 因 子 と
混 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
投 与 （ 送 達 ） 経 路 に は 、 経 口 （ 例 え ば 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 と し て 、 又 は 摂 取 可 能 溶 液 と し て
） 、 局 所 、 粘 膜 （ 例 え ば 吸 入 用 鼻 腔 ス プ レ ー 若 し く は エ ア ゾ ー ル と し て ） 、 鼻 腔 内 、 非 経
口 （ 例 え ば 注 入 に よ り ） 、 胃 腸 内 、 脊 髄 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 子 宮 内 、 眼 窩 内 、
皮 内 、 頭 蓋 内 、 気 管 内 、 膣 内 、 大 脳 室 内 、 脳 内 、 皮 下 、 眼 内 （ 硝 子 体 内 若 し く は 前 房 内 を
含 む ） 、 経 皮 、 経 直 腸 、 口 腔 内 、 経 膣 、 硬 膜 外 、 舌 下 か ら の １ 若 し く は ２ 以 上 が 含 ま れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
薬 理 成 分 の 全 て が 同 じ 経 路 か ら 投 与 さ れ な け れ ば な ら な い 訳 で は な い 。 同 様 に 、 組 成 物 が
２ 以 上 の 活 性 成 分 を 有 し て い る と き 、 こ れ ら の 成 分 は 異 な る 経 路 か ら 投 与 さ れ る こ と も あ
る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
非 経 口 投 与 さ れ る 場 合 の 成 分 の 投 与 例 に は 、 静 脈 内 投 与 、 動 脈 内 投 与 、 く も 膜 下 投 与 、 脳
室 内 投 与 、 尿 道 内 投 与 、 胸 骨 内 投 与 、 頭 蓋 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 又 は 皮 下 投 与 か ら の １ 若
し く は ２ 以 上 が 含 ま れ 、 及 び ／ 又 は 点 滴 法 に よ り 投 与 さ れ る 。
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【 ０ ２ ５ ８ 】
非 経 口 投 与 の 場 合 、 成 分 は 無 菌 水 溶 液 と し て 用 い る こ と が 最 適 で あ り 、 か か る 無 菌 水 溶 液
に は 、 該 溶 液 を 血 液 と 等 張 に す る た め に 十 分 量 の 例 え ば 塩 分 又 は グ ル コ ー ス 等 の 物 質 が 別
に 含 ま れ て い て も よ い 。 水 溶 液 は 、 必 要 に 応 じ て 適 宜 に 緩 衝 化 し な け れ ば な ら な い （ ｐ Ｈ
３ ～ ９ が 好 ま し い ） 。 無 菌 条 件 下 で の 好 適 な 非 経 口 製 剤 の 調 製 は 、 当 該 技 術 の 専 門 家 に は
公 知 の 標 準 的 な 薬 理 技 術 に 基 づ い て 容 易 に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
上 述 し た よ う に 本 発 明 に お け る 有 用 成 分 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） は 、 鼻 腔 内 投 与 又 は 吸 入 に
よ り 投 与 さ れ 、 乾 燥 パ ウ ダ ー 吸 入 器 に よ り 、 或 い は 加 圧 容 器 、 ポ ン プ 、 ス プ レ ー 若 し く は
ネ ブ ラ イ ザ ー を 用 い た エ ア ゾ ー ル ス プ レ ー 方 式 に よ り 好 都 合 に 伝 達 さ れ る 。 そ の 際 、 ジ ク
ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン 、 １
， １ ， １ ， ２ － テ ト ラ フ ル オ ロ エ タ ン （ Ｈ Ｆ Ａ １ ３ ４ Ａ T M ） 若 し く は １ ， １ ， １ ， ２ ， ３
， ３ ， ３ － ヘ プ タ フ ル オ ロ プ ロ パ ン （ Ｈ Ｆ Ａ 　 ２ ２ ７ Ｅ Ａ T M ） 等 の ヒ ド ロ フ ル オ ロ ア ル カ
ン 、 二 酸 化 炭 素 、 又 は 他 の 好 適 ガ ス 等 の 噴 射 剤 が 用 い ら れ る 。 加 圧 式 エ ア ゾ ー ル の 場 合 は
、 一 定 量 を 送 達 す る た め の バ ル ブ 弁 を 設 け る こ と に よ り 、 投 与 単 位 を 決 定 で き る 。 例 え ば
溶 媒 と し て エ タ ノ ー ル と 噴 射 剤 と の 混 合 物 を 使 用 し て 、 活 性 化 合 物 の 溶 液 若 し く は 懸 濁 液
を 、 加 圧 容 器 、 ポ ン プ 、 ス プ レ ー 、 又 は ネ ブ ラ イ ザ ー に 収 容 さ せ る こ と が で き 、 さ ら に は
、 ソ ル ビ タ ン ト リ オ レ ア ー ト な ど の 潤 滑 剤 を 収 容 す る こ と も で き る 。 吸 入 器 又 は 散 布 器 に
用 い る カ プ セ ル 及 び カ ー ト リ ッ ジ （ 例 え ば ゼ ラ チ ン か ら 作 ら れ る ） は 、 作 用 因 子 と ラ ク ト
ー ス や 澱 粉 等 の 適 当 な パ ウ ダ ー ベ ー ス と の 混 合 パ ウ ダ ー を 収 容 す る よ う な 製 法 と す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
或 い は 、 成 分 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） を 座 剤 、 膣 座 薬 の 剤 型 で 投 与 す る か 、 ゲ ル 、 ヒ ド ロ ゲ
ル 、 ロ ー シ ョ ン 、 液 剤 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 、 又 は 粉 パ ウ ダ ー の 剤 型 と し て 局 所 に 塗 布 す る こ
と も で き る 。 成 分 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） は 、 例 え ば 皮 膚 パ ッ チ を 用 い て 皮 膚 に 、 つ ま り 経
皮 的 に 投 与 す る こ と も で き る 。 上 記 成 分 は ま た 、 肺 若 し く は 直 腸 を 経 路 と し て 投 与 す る こ
と も で き る 。 ま た 、 眼 を 経 路 と し て 投 与 す る こ と も で き る 。 眼 に 使 用 す る と き は 、 ｐ Ｈ を
調 整 し た 等 張 の 無 菌 生 理 食 塩 水 を 用 い た 微 粉 状 懸 濁 剤 と し て 、 又 は 好 ま し く は ｐ Ｈ を 調 整
し た 等 張 の 無 菌 生 理 食 塩 水 を 用 い た 溶 液 と し て 、 任 意 に 塩 化 ベ ン ジ ル ア ル コ ニ ウ ム 等 の 保
存 料 を 添 加 し 、 化 合 物 を 処 方 す る 。 或 い は ま た ペ ト ロ ラ ツ ム 等 の 軟 膏 と し て 処 方 す る こ と
も で き る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
皮 膚 に 局 所 塗 布 す る 場 合 、 成 分 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） は 、 例 え ば 鉱 物 油 、 液 状 ペ ト ロ ラ ツ
ム 、 白 色 ペ ト ロ ラ ツ ム 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ・ 　 ポ リ オ キ シ プ ロ
ピ レ ン 化 合 物 、 乳 化 ワ ッ ク ス 及 び 水 の １ 若 し く は ２ 以 上 を 混 合 し た も の に 懸 濁 若 し く は 溶
解 さ せ た 活 性 化 合 物 を 含 有 す る 好 適 な 軟 膏 と し て 処 方 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
或 い は 、 成 分 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） は 、 例 え ば 鉱 物 油 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 、 ポ
リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 液 状 パ ラ フ ィ ン 、 ポ リ ソ ル ビ ン 酸 ６ ０ 、 セ チ ル エ ス テ ル ワ ッ ク ス
、 セ テ ア リ ー ル ア ル コ ー ル 、 ２ － オ ク チ ル ド デ カ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 及 び 水 の １
若 し く は ２ 以 上 を 混 合 し た も の に 懸 濁 若 し く は 溶 解 さ せ た 適 切 な ロ ー シ ョ ン 又 は ク リ ー ム
と し て 処 方 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】

通 常 医 師 は 、 実 際 に 個 々 の 対 象 者 に と っ て 最 適 な 投 与 量 を 決 定 す る 。 特 定 患 者 に 対 す る 投
与 量 及 び 投 与 回 数 は 多 様 で あ り 、 用 い る 特 定 化 合 物 の 活 性 、 該 化 合 物 の 代 謝 安 定 性 及 び 作
用 持 続 時 間 、 年 齢 、 体 重 、 健 康 状 態 、 食 生 活 、 投 与 形 態 及 び 投 与 時 期 、 排 出 速 度 、 薬 剤 の
併 用 状 況 、 特 定 症 状 の 程 度 、 個 々 人 が 受 け る 治 療 な ど の 種 々 の 要 因 に 左 右 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】

成 分 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 手 法 を 用 い て 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 適
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切 な 担 体 、 希 釈 剤 又 は 賦 形 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 、 薬 理 組 成 物 に 処 方 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】

プ リ オ ン 感 染 を 調 節 す る 療 法 又 は 治 療 的 作 用 因 子 を 探 索 及 び ／ 又 は 設 計 す る 際 に 、 イ ン ビ
ボ モ デ ル を 使 用 す る 。 か か る モ デ ル は 、 プ リ オ ン 感 染 の 発 生 又 は 治 療 に 関 与 す る 多 様 な パ
ラ メ ー タ ー に 対 す る 種 々 の ツ ー ル ／ リ ー ド 化 合 物 の 効 果 を 調 べ る た め に 用 い ら れ る 。 こ れ
ら の 動 物 実 験 モ デ ル は 、 本 発 明 の 方 法 と し て 、 又 は 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 。 動
物 実 験 モ デ ル は 、 非 ヒ ト 動 物 実 験 モ デ ル で あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】

こ こ に 述 べ る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 的 に よ く 知 ら れ て い る が 、 特 に 、 Sambrook
 et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989)、 及 び Ausubel et al., Shor
t Protocols in Molecular Biology (1999) 4 t h Ed, John Wiley & Sons, Inc.を 参 照 し て
い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に つ い て は 、 米 国 特 許 Ａ － ４ ６ ８ ３ １ ９ ５ 号 、 同 Ａ － ４ ８ ０ ０ １ ９ ５ 号 、 同
Ａ － ４ ９ ６ ５ １ ８ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
本 発 明 の 別 の 特 徴 と し て 、 デ バ イ ス を 実 験 動 物 に 接 触 さ せ て 組 織 ／ 臓 器 内 の プ リ オ ン の 量
を 測 定 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 か か る 測 定 は 、 デ バ イ ス に 接 触 さ せ た 実 験 動 物 が 臨 床 症 状
を 呈 す る ま で に 要 し た 時 間 、 及 び そ の 実 験 動 物 が 死 亡 す る ま で に 要 し た 時 間 を 調 べ る こ と
に よ り 実 現 す る 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 実 験 動 物 を デ バ イ ス と 接 触 さ せ た 時 間 を 記 録 す る 。
次 に 実 験 動 物 を 観 察 し て 臨 床 症 状 の 発 生 を 調 べ る 。 マ ウ ス に お け る プ リ オ ン 感 染 の 臨 床 診
断 の 基 準 に 関 し て は 、 Carlson et al. (1986), Cell, 46, 503-511に 記 載 が あ る 。 臨 床 症
状 を 発 症 し た 時 間 を 記 録 す る 。 再 び 実 験 動 物 を 観 察 す る が 、 そ の 際 、 最 初 は １ 日 １ 回 で 、
死 期 が 近 づ く に つ れ 観 察 回 数 を 増 や す 。 マ ウ ス が 死 亡 す る と 、 そ の 時 間 を 再 度 記 録 す る 。
臨 床 症 状 の 発 症 と 死 亡 ま で の 間 隔 を 計 算 す る 。 こ の 時 間 間 隔 は 、 試 料 中 の プ リ オ ン 量 と 反
比 例 関 係 に あ る 。 こ の 時 間 間 隔 か ら 時 間 係 数 を 引 い た も の の 対 数 は 、 試 料 中 の プ リ オ ン の
数 の 対 数 の 一 次 関 数 と し て 表 さ れ る 。 時 間 係 数 は 、 Pruisner et al. (1982), Annals. of
 Neurology 11 353-358)に 従 い 、 時 間 間 隔 と 投 与 量 と の 線 形 関 係 を 最 大 化 す る こ と に よ り
決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
以 下 の 実 施 例 を 参 照 し な が ら 本 発 明 を 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ６ ９ 】
試 料 中 の プ リ オ ン の 検 出
組 織 ／ 臓 器 は 、 プ リ オ ン の 有 無 を 試 験 す る 生 存 ヒ ト 脳 で あ る 。 真 直 ぐ な ス チ ー ル ワ イ ヤ ー
を 従 来 ど お り に 無 菌 す る 。 定 位 固 定 フ レ ー ム を 被 験 者 の 頭 部 に 固 定 し 、 軽 鎮 静 剤 を 投 与 す
る 。 頭 蓋 に 脳 が 露 出 し な い よ う に ５ ｍ ｍ の 開 口 部 を ド リ ル で 開 け る 。 開 口 部 の 向 き 合 う 両
端 部 位 か ら 、 ２ 本 の 真 直 ぐ な ス テ ン レ ス ス チ ー ル ワ イ ヤ ー 切 片 を そ れ ぞ れ 進 入 さ せ 、 脳 内
に 挿 入 す る こ と に よ り 脳 と 接 触 さ せ る 。 ５ 分 後 に ワ イ ヤ ー を 抜 去 し 、 事 前 滅 菌 済 密 封 管 内
に お い て － ２ ０ ℃ 下 で 一 晩 保 存 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
上 記 金 属 ワ イ ヤ ー に プ リ オ ン が 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る た め 、 ヒ ト に Ｃ Ｊ Ｄ を 引
き 起 こ す プ リ オ ン に よ る 感 染 に 対 し て 感 受 性 を 示 す マ ウ ス を 使 用 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
試 験 対 象 試 料 と 接 触 さ せ る マ ウ ス は レ ベ ル １ の 動 物 微 生 物 用 封 じ 込 め 施 設 で 飼 育 し 、 耳 穿
孔 に よ り 識 別 す る 。 試 料 と の 接 触 前 に 、 こ れ ら マ ウ ス を ハ ロ タ ン ／ Ｏ 2 で 麻 酔 す る 。 ワ イ
ヤ ー を 室 温 解 凍 し 、 永 久 挿 入 を 行 う こ と に よ り マ ウ ス ５ 匹 の 脳 右 頭 頂 葉 と 接 触 さ せ る 。 そ
の 後 か か る マ ウ ス を レ ベ ル １ の 動 物 微 生 物 用 封 じ 込 め 施 設 で 維 持 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
上 記 マ ウ ス に お け る 悪 影 響 を ３ 日 毎 に 観 察 し た 。 プ リ オ ン 感 染 の 臨 床 兆 候 が 認 め ら れ た マ
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ウ ス は 毎 日 調 べ 、 苦 痛 の 兆 候 が み ら れ た ら 死 亡 さ せ る 。 マ ウ ス に お け る ス ク レ イ ピ ー の 臨
床 診 断 基 準 は 、 Carlson et al. (1986), Cell 46, 503-511に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
死 亡 し た マ ウ ス の 脳 を 、 プ リ オ ン 感 染 の 確 認 作 業 を 行 う ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
死 亡 し た 実 験 マ ウ ス に お け る プ リ オ ン 感 染 を 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 し た 。
１ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 冷 温 の 溶 解 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に １ ０ ｍ Mの Ｔ ｒ ｉ ｓ
－ Ｈ Ｃ ｌ 及 び １ ０ ｍ Mの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 、 １ ０ ０ ｍ Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５ ％ Ｎ Ｐ －
４ ０ 、 ０ ． ５ ％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） に お い て 調 製 す る 。 ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分
間 遠 心 分 離 を 行 っ て 不 溶 物 を 除 去 す る 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） に よ り 、 ３
７ ℃ で １ 時 間 消 化 さ せ る 。 Pefabloc（ Boehringer社 製 ） を 最 終 濃 度 が ２ ｍ Mと な る よ う に
添 加 し て 反 応 を 終 了 さ せ る 。 同 量 の ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー （ １ ２ ５ ｍ Mの Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ
Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 、 ２ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ４ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． ０ ２ ％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー ） 中 で 試 料 を ５ 分 間 沸 騰 さ せ て か ら 、 １ ６ ％ ト リ ス － グ リ シ ン ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 を 行
う 。 ゲ ル を Immobilon-P膜 上 に ブ ロ ッ ト し 、 ５ ％ Blotto（ ０ ． ０ ５ ％ Tween-20を 含 む Ｐ Ｂ
Ｓ 中 に ５ ％ 無 脂 肪 粉 ミ ル ク と ） に 固 定 し た 後 、 Ｃ Ｊ Ｄ プ リ オ ン を 特 異 的 に 検 出 す る 抗 体 の
共 存 下 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 ０ ． ０ ５ ％ Tween-20を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ ト を 洗
浄 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 共 役 抗 マ ウ ス 抗 体 共 存 下 に て 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン す る 。 ブ ロ ッ ト を 再 度 洗 浄 し 、 化 学 発 光 基 質 （ Amersham社 製 ） を 用 い て 現 像 し 、 Stor
m 840 phosphoimager（ Molecular Dynamics社 製 ） 上 で 視 覚 化 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
以 上 よ り 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て プ リ オ ン が 試 料 か ら 検 出 さ れ る こ と が 示 さ れ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ７ ６ 】
試 料 中 の プ リ オ ン の 検 出
組 織 ／ 臓 器 は 、 プ リ オ ン の 存 在 を 試 験 す る 死 亡 ウ シ の 冷 凍 脳 生 検 で あ る 。 レ ベ ル ３ の 微 生
物 用 封 じ 込 め 施 設 内 で 上 記 組 織 を 解 凍 す る 。 各 々 の 直 径 が ０ ． １ ５ ｍ ｍ で 長 さ が ５ ｍ ｍ の
ス テ ン レ ス ワ イ ヤ ー ５ 本 を 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ に バ ー １ １ で １ 時 間 ３ ０ 分 浸 漬 さ せ て 滅 菌 す
る 。 ワ イ ヤ ー が 冷 却 し た ら 組 織 ／ 臓 器 に そ れ ぞ れ 挿 入 す る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
５ 分 後 、 各 ワ イ ヤ ー を 扁 桃 腺 組 織 か ら 抜 き 出 し 、 ワ イ ヤ ー 間 で 生 じ る 交 叉 汚 染 を 回 避 す る
た め に 別 々 の 事 前 滅 菌 済 密 封 管 に お い て － ２ ０ ℃ 下 で 一 晩 保 存 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
実 施 例 １ と 同 様 に 、 実 験 マ ウ ス を 用 い 上 記 各 ワ イ ヤ ー の プ リ オ ン 感 染 性 に 関 す る ア ッ セ イ
を 行 う 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
プ リ オ ン 感 染 の 確 認 作 業 を 行 う ま で 、 死 亡 マ ウ ス の 脳 を － ８ ０ ℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
好 適 宿 主 に Ｂ Ｓ Ｅ を 引 き 起 こ す プ リ オ ン に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る
以 外 は 、 実 施 例 １ と 同 様 に し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 実 施 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
こ れ に よ り 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 試 料 中 の プ リ オ ン が 検 出 さ れ る こ と が 示 さ れ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ８ ２ 】
ス チ ー ル 表 面 に 結 合 す る プ リ オ ン に よ る ス ク レ イ ピ ー の 伝 播
イ ン ト ロ ダ ク シ ョ ン ： プ リ オ ン は 、 従 来 の 滅 菌 消 毒 法 に 対 し て 顕 著 に 耐 性 で あ る 。 滅 菌 消
毒 を 実 施 し た に も 関 わ ら ず 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ 病 （ Ｃ Ｊ Ｄ ） 患 者 の 大 脳 内 で 使 用
さ れ た 電 極 か ら 続 け て ２ 名 の 患 者 に 疾 病 が 伝 播 し 、 最 終 的 に は チ ン パ ン ジ ー に も 伝 播 し た
。 脳 以 外 の 種 々 の 組 織 で 、 感 染 性 の 代 用 マ ー カ ー で あ る Ｐ ｒ Ｐ S c が 認 め ら れ た こ と に よ り
、 手 術 用 器 具 を 介 し て 変 異 型 Ｃ Ｊ Ｄ が 伝 播 す る 可 能 性 が 懸 念 さ れ て き て い る 。

10

20

30

40

50

(39) JP 2004-530107 A 2004.9.30



【 ０ ２ ８ ３ 】
材 料 と 方 法 ： ス テ ン レ ス ス チ ー ル ワ イ ヤ ー を ス ク レ イ ピ ー に 感 染 し た 脳 又 は 脳 ホ モ ジ ェ ネ
ー ト に 露 出 し 、 徹 底 的 に 洗 浄 し 、 指 標 マ ウ ス の 脳 に 挿 入 し て 感 染 性 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
結 果 ： ス ク レ イ ピ ー 感 染 マ ウ ス 脳 と ５ 分 間 接 触 さ せ る だ け で 、 ス チ ー ル ワ イ ヤ ー が 高 度 な
感 染 性 を 獲 得 し 、 指 標 マ ウ ス の 脳 に 感 染 性 ワ イ ヤ ー を ３ ０ 分 間 挿 入 す れ ば 、 疾 患 を 誘 発 す
る に 十 分 だ っ た 。 ワ イ ヤ ー に 結 合 し た 感 染 性 は 、 ホ モ ジ ェ ネ ー ト と し て 注 入 す る 場 合 よ り
、 遥 か に 長 期 に わ た り 脳 に 滞 留 し 、 ワ イ ヤ ー に 介 さ れ る 感 染 の 顕 著 な 有 効 性 が 説 明 さ れ る
。 Ｎ ａ Ｏ Ｈ を 用 い た 場 合 、 検 出 可 能 レ ベ ル の Ｐ ｒ Ｐ は 溶 出 さ れ な か っ た が 、 感 染 性 ワ イ ヤ
ー 上 の Ｐ ｒ Ｐ の 存 在 は ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス に よ っ て 明 ら か に な っ た 。 推 奨 さ れ る い く つ か の
殺 菌 消 毒 法 に よ り 、 ワ イ ヤ ー に 結 合 し た マ ウ ス ・ プ リ オ ン は 不 活 化 し た が 、 １ ０ ％ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ド へ の 露 出 で は 不 活 化 に は 不 十 分 だ っ た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
結 論 ： プ リ オ ン は 、 簡 便 か つ 緊 密 に ス テ ン レ ス ス チ ー ル の 表 面 に 結 合 し 、 短 時 間 の 露 出 で
ス ク レ イ ピ ー を レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス に 伝 播 で き る 。 こ の シ ス テ ム は 汚 染 さ れ た 手 術 用 器 具
と 類 似 し て い る の で 、 滅 菌 法 の 評 価 が 可 能 に な る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
概 要
プ リ オ ン は 、 最 も 一 般 的 な 病 原 体 よ り も 不 活 化 に 対 し 耐 性 で あ る （ Ernst, D. R.& Race, 
R.E. (1993) J. Virol. Methods 41, 193-201, Taylor, D. M., Fraser, H., McConnell,
 I., Brown, D. A., Brown, K. L., Lamza, K. A.& Smith, G. R. (1994) Arch. Virol. 
139, 313-326, Taylor, D. M., (2000) Vet. J. 159, 10-17, Brown, P., Gibbs, C. J.,
 Jr., Amyx, H. L., Kingsbury, D. T., Rohwer, R. G., Sulima, M. P.& Gajdusek, D. 
C. (1982) N. Engl. J. Med. 306, 1279-1282） 。 孤 発 性 Ｃ Ｊ Ｄ （ ｓ Ｃ Ｊ Ｄ ） 患 者 の 脳 内
で 使 用 し た 電 極 は 、 毎 回 の 使 用 後 に ベ ン ゼ ン 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル 及 び ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の
蒸 気 に あ て た に も 関 わ ら ず 、 続 け て ２ 名 の 患 者 に 、 最 後 に は チ ン パ ン ジ ー に 疾 患 を 伝 播 し
た （ Bernoulli, C., Siegfried, J., Baumgartner, G., Regli, F., Rabinowicz, T., Ga
jdusek, D. C.& Gibbs, C. J., Jr. (1977) Lancet 1, 478-479, Gibbs, C. J., Jr., As
her, D. M., Kobrine, A., Amyx, H. L., Sulima, M. P.& Gajdusek, D. C. (1994) J. N
eurol. Neurosurg. Psychiatry 57, 757-758） 。 Ｐ ｒ Ｐ S c が 神 経 に お い て だ け で な く 、 リ
ン パ 組 織 で も 認 め ら れ た こ と に よ り 、 手 術 用 器 具 を 介 し て 変 異 型 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ
ブ 病 （ ｖ Ｃ Ｊ Ｄ ） が 伝 播 す る 可 能 性 が 懸 念 さ れ て き て い る （ Hill, A. F., Zeidler, M., 
Ironside, J. & Collinge, J. (1997) Lancet 349, 99-100, Hill, A. F., Desbruslais,
 M., Joiner, S., Sidle, K. C. L., Gowland, I., Collinge, J., Doey, L. J. & Lanto
s, P. (1997) Nature 389, 448-450, Hill, A. F., Butterworth, R. J., Joiner, S., J
ackson, G., Rossor, M. N., Thomas, D. J., Frosh, A., Tolley, N., Bell, J. E., Sp
encer, M., King, A., Al-Sarraj, S., Ironside, J. W., Lantos, P. L. & Collinge, J
. (1999) Lancet 353, 183-189, Wadsworth, J. D. F., Joiner, S., Hill, A. F., Camp
bell, T. A., Desbruslais, M. & Collinge, S. (2001) Lancet, In press.） 。 ス チ ー ル
ワ イ ヤ ー を ス ク レ イ ピ ー 感 染 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト 共 存 下 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 こ れ
ら ワ イ ヤ ー を 指 標 マ ウ ス 脳 内 に 永 久 挿 入 す る こ と に よ り 、 ス チ ー ル 表 面 が 有 す る ス ク レ イ
ピ ー プ リ オ ン と の 結 合 能 を 調 べ た 。 こ の 方 法 で 疾 患 が 有 効 に 伝 播 し た （ Zobeley, E., Fle
chsig, E., Cozzio, A., Enari, M. & Weissmann, C. (1999) Mol. Med. 5, 240-243） 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
し か し な が ら 、 ス チ ー ル ワ イ ヤ ー の 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト へ の 長 時 間 露 出 は 、 手 術 に よ る 侵 襲
の 過 程 で 得 ら れ る 条 件 を 反 映 し て い な い 。 本 発 明 者 ら は 、 無 損 傷 の 脳 に ワ イ ヤ ー を ５ 分 間
だ け 挿 入 す る の み で 、 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に 一 晩 露 出 す る と き よ り 、 遥 か に 高 い 感 染 性 を 獲
得 す る こ と が で き 、 ま た １ ％ ス ク レ イ ピ ー 感 染 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト ０ ． ０ ３ ｍ ｌ を 脳 に 直 接
注 入 す る こ と に よ り 得 ら れ る の と 同 程 度 の 感 染 性 を 獲 得 で き る こ と を 示 し て い る 。 さ ら に
、 感 染 を 引 き 起 こ す 露 出 時 間 は ３ ０ 分 で 十 分 だ っ た 。 本 発 明 の 実 験 に よ り 、 ス チ ー ル に 結
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合 し た プ リ オ ン に 対 す る 滅 菌 法 の 有 効 性 を 評 価 す る モ デ ル が 提 供 さ れ 、 脳 及 び 扁 桃 腺 等 の
臓 器 に お け る 感 染 性 を 評 価 す る た め の 、 侵 襲 を 最 低 限 に し た ア プ ロ ー チ が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
材 料 及 び 方 法
感 染 性 ワ イ ヤ ー の 調 製
「 ス テ ン レ ス ス チ ー ル 製 モ ノ フ ィ ラ メ ン ト 縫 合 ワ イ ヤ ー （ Stainless steel suture monof
ilament wire） 」  (Art.Nr. 01614037, USP 4/0, B.Braun Melsungen AG, D-34209 Melsu
ngen, Germany; batch 1/7502 or 1/8452) か ら ス テ ン レ ス ス チ ー ル ワ イ ヤ ー 切 片 （ 直 径
０ ． １ ５ ｍ ｍ ； 長 さ ５ ｍ ｍ ） を 切 り 出 し た 。 文 献 記 載 （ Williams, R. L. & Williams, D.
 F., (1988) Biomaterials 9, 206-212） の と お り 、 金 ワ イ ヤ ー 切 片 （ ５ × ０ ． １ ３ ｍ ｍ
、 Alfa Aesar Johnson Matthey GmbH製 、  Germany） を ２ ％ Triton X-100で １ ５ 分 間 超 音
波 洗 浄 し 、 蒸 留 水 で 入 念 に す す ぎ 洗 い し 、 １ 時 間 ３ ７ ℃ で 乾 燥 し た 。 １ × ダ ル ベ ッ コ リ ン
酸 緩 衝 液 （ Ｄ － Ｐ Ｂ Ｓ ； Gibco BRL社 製 、 Glasgow, UK） 中 で 脳 を ２ １ ゲ ー ジ 及 び ２ ５ ゲ ー
ジ の 針 に そ れ ぞ れ ８ 回 通 過 さ せ て ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し 、 １ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ホ モ ジ ェ ネ ー ト を
得 た 。 こ れ ら の ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 室 温 下 に て ５ 分 間 、 １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 遠 心 分 離 （ Eppend
orf centrifuge 5415c, Hamburg, Germany） に か け 、 上 清 を 回 収 し た 。 か か る 遠 心 分 離 工
程 の 結 果 、 試 料 中 の Ｐ ｒ Ｐ S c の う ち ８ ０ ～ ９ ０ ％ が 消 失 す る こ と が 、 本 発 明 者 ら に よ り 最
近 判 明 し た こ と か ら （ P.Kloehn、 未 発 表 デ ー タ ） 、 こ の 工 程 は 避 け る こ と が 好 ま し い 。 ワ
イ ヤ ー を 、 遠 心 分 離 処 理 を し た １ ０ ％ 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト の 共 存 下 に お い て Ｐ Ｂ Ｓ 中 、 室 温
下 で １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 や は り 室 温 下 に お い て ５ ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ 分 間
５ 回 洗 浄 し た 。 こ れ ら の ワ イ ヤ ー を 風 乾 し 、 室 温 で １ 日 間 保 存 し 、 ２ ５ ゲ ー ジ の 注 入 針 を
ト ロ カ ー ル (套 管 針 )と し て 用 い て 、 深 麻 酔 下 に あ る 指 標 マ ウ ス の 脳 内 に 挿 入 し た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
表 面 に 結 合 し た Ｐ ｒ Ｐ の ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス
ス テ ン レ ス ワ イ ヤ ー 切 片 （ ０ ． １ ５ × ５ ｍ ｍ ） ２ ０ 本 を 脳 の 一 方 の 半 球 に ５ 分 間 挿 入 し た
。 も う 一 方 の 半 球 は 、 上 述 の と お り に ホ モ ジ ェ ナ イ ズ し て 遠 心 分 離 に か け た 。 ２ ０ 本 の ス
テ ン レ ス ワ イ ヤ ー 切 片 を 、 遠 心 分 離 処 理 を し た １ ０ ％ ホ モ ジ ェ ネ ー ト ０ ． ５ ｍ ｌ の 共 存 下
に お い て 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ５ ０ ｍ ｌ の Ｄ － Ｐ Ｂ Ｓ に お い て １ ０ 分 間 ５
回 洗 浄 し 、 ２ ４ 時 間 の 乾 燥 後 直 ち に Ｐ ｒ Ｐ に つ い て の ア ッ セ イ を 行 っ た 。 ５ ％ 無 脂 肪 粉 ミ
ル ク （ ｗ ／ ｖ ； Marvel, Premier Brands UK Ltd.製 、  Wirral, Merseyside, U.K.） を 含
有 す る Ｄ － Ｐ Ｂ Ｓ ０ ． ２ ｍ ｌ の 共 存 下 で 、 攪 拌 し な が ら １ 時 間 ワ イ ヤ ー の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン を 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 を 除 去 し た 後 、 上 記 ワ イ ヤ ー を 、 １ ％ 無 脂 肪 粉 ミ ル ク を
含 有 す る Ｄ － Ｐ Ｂ Ｓ に お い て ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｐ ｒ Ｐ 抗 体 （ 6H4； Prionics AG社 製 、
Zurich, Switzerland） 共 存 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ０ ． ２ ｍ ｌ の Ｄ － Ｐ Ｂ Ｓ
に お い て ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し 、 そ の 後 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 ウ サ ギ 抗 マ
ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ 希 釈 物 ； Zymed社 製 、 South San Francisco, California
, USA） 共 存 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｄ － Ｐ Ｂ Ｓ に お い て ５ 分 間 ５ 回 洗 浄 し
た 後 、 ワ イ ヤ ー を 、 製 造 者 の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て SuperSignal ELISA Femto Maximum Sens
itivity Substrate（ Pierce社 製 、 Rockford, ILL, USA） ０ ． ２ ｍ ｌ に 露 出 し た 。 ル ミ ノ
メ ー タ ー （ AutoLumat LB953； EG&G Berthold GmbH製 、 Bad Wildbad, Germany） を 用 い て
ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
結 果
ス テ ン レ ス ス チ ー ル の 表 面 が ス ク レ イ ピ ー 感 染 性 と 結 合 す る 能 力 は 、 ス ク レ イ ピ ー 終 末 期
の マ ウ ス の １ ０ ％ ｗ ／ ｖ 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト 共 存 下 で ス チ ー ル ワ イ ヤ ー （ ５ × ０ ． １ ５ ｍ ｍ
） を １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 結 果 か ら 文 献 で 既 に 明 ら か に な っ て お り 、 こ れ を 以
下 に 「 標 準 条 件 」 と し て 言 及 す る （ Zobeley, E., Flechsig, E., Cozzio, A., Enari, M.
 & Weissmann, C. (1999) Mol. Med. 5, 240-243） 。 感 染 組 織 へ の 手 術 用 器 具 の 露 出 を 、
よ り 実 際 的 に モ デ ル 化 す る た め に 、 ス ク レ イ ピ ー を 接 種 し て ス ク レ イ ピ ー 症 状 の 発 症 が 予
想 さ れ る ２ ヶ 月 前 に 殺 処 分 し た 野 生 型 マ ウ ス の 脳 に 、 ワ イ ヤ ー 切 片 を ５ 、 ３ ０ 、 又 は １ ２
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０ 分 間 挿 入 し た 。 こ れ ら の 「 一 時 的 に 挿 入 し た 」 ワ イ ヤ ー を 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ て 、 Ｔ ｇ ａ
２ ０ 指 標 マ ウ ス の 脳 内 に 永 久 移 植 し て ア ッ セ イ を 行 っ た （ Fischer, M., Rulicke, T., Ra
eber, A., Sailer, A., Moser, M., Oesch, B., Brandner, S., Aguzzi, A. & Weissmann
, C. (1996) EMBO J. 15, 1255-1264） 。 ３ グ ル ー プ の 潜 伏 期 間 は 、 ６ ５ ± ４ 及 び ６ ９ ±
５ 日 で あ り （ 表 １ 、 実 験 １ ） 、 ス ク レ イ ピ ー 感 染 脳 へ の 露 出 が 一 番 短 い 場 合 で も 、 同 じ 脳
ホ モ ジ ェ ネ ー ト の １ ％ ホ モ ジ ェ ネ ー ト ０ ． ０ ３ ｍ ｌ を 脳 内 接 種 し た 場 合 （ 潜 伏 期 間 は ６ ８
± ８ 日 ） と 同 程 度 の 感 染 性 が 得 ら れ た こ と が 示 さ れ た 。 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に 露 出 し た 金 ワ
イ ヤ ー を 脳 内 に 挿 入 し た 場 合 に お い て も 感 染 性 が 得 ら れ た （ 表 １ 、 実 験 ２ ） 。
【 ０ ２ ９ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
実 験 １ を 行 う に 際 し 、 Ｒ Ｍ Ｌ 大 脳 内 接 種 の ８ ７ 日 後 、 す な わ ち 臨 床 症 状 発 症 の 約 ２ ヶ 月 前
に Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス ２ 匹 を 殺 処 分 し た 。 ワ イ ヤ ー を 、 脳 内 に 上 述 の 時 間 挿 入 し 、 或 い
は 遠 心 分 離 処 理 し た １ ０ ％ 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に １ ６ 時 間 露 出 さ せ 、 方 法 の 項 に 記 載 し た と
お り の 処 理 を 行 っ た 。 実 験 ２ で は 、 方 法 の 項 に 記 載 し た と お り に 、 Ｒ Ｍ Ｌ に 感 染 し た 終 末
期 Ｃ Ｄ １ マ ウ ス の 遠 心 分 離 処 理 し た 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に ワ イ ヤ ー 切 片 を 露 出 さ せ た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
+ Ｔ ｇ ａ ２ ０ マ ウ ス に お い て 終 点 滴 定 （ Reed, J.& Muench, H. (1938) Am. J. Hygiene 27
, 493-497） に よ っ て 測 定 し た ６ ． ８ ｌ ｏ ｇ Ｌ Ｄ 5 0 ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ の １ ０ ％ ホ モ ジ ェ ネ ー
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ト 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
第 二 の 重 要 な 疑 問 は 、 疾 患 が 発 生 す る た め に は 感 染 性 ワ イ ヤ ー を ど の 位 の 時 間 、 脳 組 織 に
接 触 さ せ る 必 要 が あ る か と い う こ と に 関 す る も の で あ る 。 感 染 性 ワ イ ヤ ー は 、 ス ク レ イ ピ
ー 症 状 の 発 症 が 予 想 さ れ る １ ヶ 月 前 に 殺 処 分 し た 感 染 野 生 型 マ ウ ス の 脳 に ５ 分 間 挿 入 し て
調 製 し た 。 洗 浄 後 、 麻 酔 下 の 指 標 マ ウ ス の 脳 に ワ イ ヤ ー を 一 時 的 に 挿 入 し た 。 表 ２ に 示 し
た よ う に 、 ３ ０ 分 間 又 は ２ 時 間 ワ イ ヤ ー に 接 触 さ せ た マ ウ ス は 全 て 、 そ れ ぞ れ ９ ４ ± １ ０
及 び １ ０ ０ ± １ ８ 日 後 に 症 状 を 発 症 し た 。 そ の 後 続 け て 脳 組 織 に 露 出 さ せ た 、 又 は 露 出 さ
せ な か っ た 感 染 性 ワ イ ヤ ー を 、 最 終 的 に 指 標 マ ウ ス を 用 い て 分 析 し た と こ ろ 、 全 例 に お い
て 約 ７ ０ 日 後 に ス ク レ イ ピ ー 病 が 発 症 し 、 脳 に 露 出 し た こ と に よ っ て も 検 出 可 能 レ ベ ル の
感 染 性 が 消 失 し な か っ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
感 染 性 ワ イ ヤ ー は 、 Ｒ Ｍ Ｌ 脳 内 接 種 １ ２ １ 日 後 に 殺 処 分 さ れ た Ｃ ５ ７ Ｂ １ ６ × １ ２ ９ Ｓ ｖ
マ ウ ス の 脳 内 に ５ 分 間 挿 入 す る こ と に よ り 調 製 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ ｍ ｌ で １ ０ 分 間 ５ 回 洗 浄 し
た 。 深 麻 酔 下 に あ る Ｔ ｇ ａ ２ ０ 指 標 マ ウ ス ６ 匹 の 脳 内 に 感 染 性 ワ イ ヤ ー を 表 ２ に 示 し た 期
間 挿 入 し た 。 回 収 し た ワ イ ヤ ー を Ｐ Ｂ Ｓ １ ｍ ｌ で 洗 浄 し 、 Ｔ ｇ ａ ２ ０ 指 標 マ ウ ス に 移 植 し
た 。 対 照 群 と し て 、 同 じ 脳 か ら 得 て 遠 心 分 離 処 理 し た １ ０ ％ ホ モ ジ ェ ネ ー ト （ ６ ． ８ ｌ ｏ
ｇ Ｌ Ｄ 5 0 ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ ） の 共 存 下 に お い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た ワ イ ヤ ー と 、 ホ モ ジ
ェ ネ ー ト 自 体 を 指 標 マ ウ ス に 導 入 し た 。
$ マ ウ ス ６ 匹 中 ２ 匹 は 、 侵 襲 当 日 に 死 亡 し た 。
# マ ウ ス ６ 匹 中 ４ 匹 は 、 侵 襲 か ら １ 日 以 内 に 死 亡 し た 。
& 潜 伏 期 間 は 、 ８ ７ 及 び １ １ ３ 日 だ っ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
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こ れ ま で の 実 験 で は 、 １ ０ ％ 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に 露 出 さ せ た ワ イ ヤ ー か ら 、 ２ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ
Ｈ を 用 い て 検 出 可 能 レ ベ ル の タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ る こ と は で き な か っ た （ １ ワ イ ヤ ー あ
た り ５ ０ ｎ ｇ 未 満 の タ ン パ ク 質 ） （ Zobeley, E., Flechsig, E., Cozzio, A., Enari, M.
 & Weissmann, C. (1999) Mol. Med. 5, 240-243） 。 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト 又 は 無 損 傷 の 脳 に
露 出 さ せ た ワ イ ヤ ー の 表 面 に Ｐ ｒ Ｐ が 結 合 し て い る か ど う か を 測 定 す る た め 、 こ れ ら の ワ
イ ヤ ー を モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｐ ｒ Ｐ 抗 体 ６ Ｈ ４ 共 存 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し （ Korth, C., S
tierli, B., Streit, P., Moser, M., Schaller, O., Fischer, R., Schulz-Schaeffer, 
W., Kretzschmar, H., Raeber, A., Braun, U., Ehrensperger, F., Hornemann, S., Glo
ckshuber, R., Riek, R., Billeter, M., Wuthrich, K. & Oesch, B. (1997) Nature 390
, 74-77） 、 次 に ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体
共 存 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 基 質 存 在 下 で ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス を 測 定 す る こ と に よ り 、
脳 又 は 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト に 露 出 さ せ た ス テ ン レ ス ス チ ー ル ワ イ ヤ ー 表 面 に 結 合 し た Ｐ ｒ Ｐ
の ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス を 明 ら か に し た 。 ス テ ン レ ス ス チ ー ル ワ イ ヤ ー 切 片 を 脳 内 に 一 時 的 に
挿 入 （ 「 浸 す 」 ） す る か 、 或 い は 、 Ｐ ｒ Ｐ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ Ｐ ｒ ｎ ｐ 0 / 0 ） 、 非 感 染
Ｔ ｇ ａ ２ ０ マ ウ ス （ Ｔ ｇ ａ ２ ０ ） 及 び Ｒ Ｍ Ｌ 感 染 終 末 期 Ｔ ｇ ａ ２ ０ マ ウ ス （ Ｒ Ｍ Ｌ － Ｔ ｇ
ａ ２ ０ ） か ら そ れ ぞ れ 得 た １ ０ ％ 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト （ ホ モ ジ ェ ネ ー ト ） 共 存 下 で 上 記 ワ イ
ヤ ー 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ワ イ ヤ ー を 洗 浄 し 、 抗 Ｐ ｒ Ｐ 抗 体 ６ Ｈ ４ 及 び ホ ー ス
ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 で 処 理 し 、 ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス を
測 定 し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
終 末 期 に あ る 指 標 マ ウ ス の 感 染 脳 に 一 時 的 に 挿 入 し た ワ イ ヤ ー の ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス は 、 試
薬 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 約 ５ ． ５ 倍 に 上 っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 減 算 後 の 値 は 、 感 染 脳 ホ モ
ジ ェ ネ ー ト に 露 出 さ せ た ワ イ ヤ ー の 値 よ り 約 ４ 倍 、 非 感 染 脳 に 一 時 的 に 挿 入 し た ワ イ ヤ ー
の 値 よ り 約 １ ． ８ 倍 高 か っ た 。 こ の 実 験 か ら 、 Ｐ ｒ Ｐ が ワ イ ヤ ー 表 面 に 結 合 し て い る こ と
が 示 さ れ た 。 感 染 脳 か ら 得 た 試 料 の ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス が 高 い 値 を 示 す の は 、 Ｐ ｒ Ｐ S c が 蓄
積 す る た め に 終 末 期 感 染 マ ウ ス 脳 の 総 Ｐ ｒ Ｐ 量 が 、 非 感 染 対 照 群 の も の よ り 約 ５ 倍 多 い と
の 知 見 （ Fischer, M., Rulicke, T., Raeber, A., Sailer, A., Moser, M., Oesch, B., 
Brandner, S., Aguzzi, A. & Weissmann, C. (1996) EMBO J. 15, 1255-1264, Bueler, H
., Raeber, A., Sailer, A., Fischer, M., Aguzzi, A. & Weissmann, C. (1994) Mol. M
ed. 1, 19-30） と 一 致 し て い る 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ に よ る 処 理 の 結 果 、 全 例 に お い て イ ム
ノ フ ル オ レ セ ン ス が 消 失 し て し ま っ た た め 、 ワ イ ヤ ー 上 で Ｐ ｒ Ｐ C と Ｐ ｒ Ｐ S c を 識 別 す る
こ と は で き な か っ た 。 Ｐ ｒ Ｐ を 脱 着 さ せ る た め 、 ス ク レ イ ピ ー 感 染 脳 に 一 時 的 に 挿 入 し た
ワ イ ヤ ー 切 片 ４ ０ 本 を ２ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ｈ ０ ． ０ ５ ｍ ｌ を 用 い て １ 時 間 抽 出 し 、 溶 出 液 を Ｈ Ｃ
ｌ で 中 和 し 、 試 料 の 半 分 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 供 し た 。 上 記 同 様 に Ｎ ａ Ｏ Ｈ に 溶 解
し て 中 和 し た 精 製 グ リ コ シ ル 化 マ ウ ス Ｐ ｒ Ｐ ０ ． ３ ｎ ｇ が 明 瞭 に 検 出 さ れ た 条 件 下 に お い
て も 、 Ｐ ｒ Ｐ 特 異 的 免 疫 反 応 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 １ 本 の ワ イ ヤ ー が １ ５ ｐ
ｇ 未 満 の Ｐ ｒ Ｐ 、 つ ま り ３ × １ ０ 8 分 子 未 満 、 を 放 出 し た こ と に な る 。 １ ｌ ｏ ｇ Ｌ Ｄ 5 0 ユ
ニ ッ ト の 感 染 性 に １ ０ 5 Ｐ ｒ Ｐ S c 分 子 が 伴 う と 仮 定 し た 場 合 （ Bolton, D.C., Rudelli, R.
D., Currie, J.R. & Bendheim, P. E. (1991) J. Gen. Virol. 72, 2905-2913） 、 １ 本 の
ワ イ ヤ ー の 放 出 量 が 、 ３ ０ ０ ０ ｌ ｏ ｇ Ｌ Ｄ 5 0 ユ ニ ッ ト 未 満 で あ る こ と に な る 。 だ が １ 本 の
ワ イ ヤ ー が も た ら す 潜 伏 期 間 は 、 約 ２ ０ ０ ０ ０ ｌ ｏ ｇ Ｌ Ｄ 5 0 ユ ニ ッ ト に 相 当 す る １ ％ 脳 ホ
モ ジ ェ ネ ー ト ０ ． ０ ３ ｍ ｌ の 注 入 が も た ら す 潜 伏 期 間 と ほ ぼ 同 じ で あ る 。 こ の 若 干 推 論 的
な 計 算 か ら 、 ワ イ ヤ ー 表 面 か ら 放 出 さ れ た と 考 え ら れ る Ｐ ｒ Ｐ レ ベ ル が 、 直 ち に ワ イ ヤ ー
の 感 染 性 の 根 拠 と は な ら な い こ と が 示 唆 さ れ 、 感 染 性 は 、 脱 着 し た プ リ オ ン に 起 因 す る よ
り む し ろ 不 可 逆 的 に 結 合 し た Ｐ ｒ Ｐ S c （ 又 は Ｐ ｒ Ｐ * ） （ Weissmann, C. (1991) Nature 3
49, 569-571） に 起 因 し て い る の で は な い か と い う 疑 問 が 提 起 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
ワ イ ヤ ー に 結 合 し た プ リ オ ン が 濃 縮 ホ モ ジ ェ ネ ー ト と 同 程 度 の 感 染 性 を 示 す の は ど う い う
理 由 か ら で あ ろ う か 。 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 脳 内 接 種 す る と 、 マ ウ ス の 体 内 全 体 に 急 速 に 感
染 性 が 広 が り （ Millson, G.C., Kimberlin, R.H., Manning, E.J. & Collis, S.C. (1979
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) Vet. Microbiol. 1979, 89-99） 、 ４ 日 以 内 に プ リ オ ン は 脳 内 で 検 出 さ れ な く な る （ Bue
ler, H., Aguzzi, A., Sailer, A., Greiner, R.A., Autenried, P., Aguet, M. & Weiss
mann, C. (1993) Cell 73, 1339-1347） 。 恐 ら く ワ イ ヤ ー に 結 合 し た プ リ オ ン は 、 よ り 安
定 し て い る た め 、 よ り 長 期 に わ た り 作 用 し 得 る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 直 接 、 或 い
は Ｐ ｒ ｎ ｐ + / + 又 は Ｐ ｒ ｎ ｐ 0 / 0 マ ウ ス の 脳 内 に １ 日 又 は ５ 日 間 放 置 し た 後 に 、 感 染 性 ワ イ
ヤ ー の ア ッ セ イ を 行 っ た 。 表 ３ は 、 指 標 マ ウ ス に お け る 潜 伏 期 間 が 約 ９ ０ 日 間 で あ る こ と
か ら 証 明 さ れ る よ う に 、 ５ 日 間 脳 組 織 に 滞 留 し た 後 も 低 レ ベ ル と は い え ワ イ ヤ ー が 感 染 性
を 維 持 し て い た こ と を 示 し て い る 。 ワ イ ヤ ー に 結 合 し た 感 染 性 は 、 ５ 日 以 上 局 所 的 に 高 濃
度 を 保 っ て い た こ と か ら 、 ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 注 入 し た 場 合 よ り 総 露 出 量 が 多 い と も 考 え ら
れ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
【 表 ３ 】
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感 染 性 ワ イ ヤ ー は 、 終 末 期 の Ｃ Ｄ １ マ ウ ス の 遠 心 分 離 処 理 し た １ ０ ％ 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト か
ら 調 製 し た （ Zobeley, E., Flechsig, E., Cozzio, A., Enari, M. & Weissmann, C. (19
99) Mol. Med. 5, 240-243） 。 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ （ 実 験 １ ） に お い て は 、 ２ ０ 本 の ワ イ
ヤ ー を 、 用 時 調 製 し た 非 感 染 Ｐ ｒ ｎ ｐ 0 / 0 マ ウ ス の 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ０ ％
ｗ ／ ｖ ） ０ ． ２ ｍ ｌ と 共 に 、 或 い は Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ ． １ ％ ア ル ブ ミ ン ０ ． ２ ｍ ｌ と 共 に Eppend
orf管 に 入 れ て 、 サ ー モ ミ キ サ ー （ １ ４ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） を 用 い 、 ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 振 盪 し た
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。 cog溶 液 ０ ． ２ ｍ ｌ で 洗 浄 し た 後 、 ワ イ ヤ ー の 感 染 性 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 各 調 製 物 （ ０
． ４ ｍ ｌ ） か ら の 試 料 ３ ０ μ ｌ の 感 染 性 ア ッ セ イ を 、 Ｔ ａ ｇ ２ ０ 指 標 マ ウ ス を 用 い て 行 っ
た 。 イ ン ビ ボ 実 験 （ 実 験 ２ ） に お い て は 、 非 感 染 Ｐ ｒ ｎ ｐ + / + （ Ｃ ５ ７ Ｂ １ ６ ） 又 は Ｐ ｒ
ｎ ｐ 0 / 0 マ ウ ス の 脳 内 に 感 染 性 ワ イ ヤ ー を 移 植 し た 。 １ 日 後 及 び ５ 日 後 に そ れ ぞ れ マ ウ ス
を 殺 処 分 し 、 ワ イ ヤ ー に 隣 接 す る 周 辺 脳 組 織 を 切 断 し 取 り 出 し た 。 ワ イ ヤ ー は Ｐ Ｂ Ｓ １ ｍ
ｌ で 洗 浄 し 、 ア ッ セ イ に か け た 。 脳 試 料 （ そ れ ぞ れ 約 ８ ０ ｍ ｇ ） を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ホ モ ジ ェ ナ
イ ズ し て １ ０ ％ ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 得 、 遠 心 分 離 処 理 し た 試 料 を 指 標 マ ウ ス の 各 々 に 大 脳 内
注 入 し た 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
* ス ク レ イ ピ ー の 診 断 は 組 織 病 理 学 又 は ヒ ス ト ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 確 定 し た （ Flechsig, E
., Shmerling, D., Hegyi, I., Raeber, A.J., Fischer, M., Cozzio, A., von Mering, 
C., Aguzzi, A. & Weissmann, C. (2000) Neuron 27, 399-408） 。
？ マ ウ ス ９ 匹 中 １ 匹 が 注 入 を し て い る 間 又 は 注 入 後 に 死 亡 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
本 発 明 者 ら に よ る ワ イ ヤ ー モ デ ル は 、 推 奨 さ れ た 方 法 （ Ernst, D. R.&　 Race, R.E. (199
3) J. Virol. Methods 41, 193-201, Taylor, D. M., (2000) Vet. J. 159, 10-17, Manu
elidis, L. (1997) J. Neurovirol. 3, 62-65） 又 は 他 の 方 法 に よ り 手 術 用 器 具 を 滅 菌 す
る 際 の モ デ ル と な る 。 さ ら な る 実 験 に お い て 、 種 々 の 処 理 を 感 染 性 ワ イ ヤ ー 切 片 に 施 し て
ア ッ セ イ を 行 っ た 。 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム （ １ Ｍ 、 １ 時 間 ） 又 は チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム
（ ４ Ｍ 、 １ ６ 時 間 ） に よ っ て 、 ワ イ ヤ ー は バ イ オ ア ッ セ イ 能 力 の 限 界 ま で 完 全 に 非 感 染 性
と な っ た が （ 表 ４ ） 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 処 理 を 行 い 、 プ リ オ ン コ ー テ ィ ン グ し た ワ イ ヤ ー
を 挿 入 さ れ た 指 標 マ ウ ス は ６ 匹 全 て ９ ２ ± ８ 日 で ス ク レ イ ピ ー を 発 症 し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
感 染 性 ワ イ ヤ ー は 、 遠 心 分 離 処 理 し た 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト か ら 調 製 し 、 文 献 記 載 の と お り に
ア ッ セ イ を 行 っ た （ Zobeley, E., Flechsig, E., Cozzio, A., Enari, M. & Weissmann, 
C. (1999) Mol. Med. 5, 240-243） 。 ホ モ ジ ェ ネ ー ト の 滴 定 終 点 検 出 法 （ Reed, J.& Muen
ch, H. (1938) Am. J. Hygiene 27, 493-497） か ら 、 ６ ． ７ ５ ｌ ｏ ｇ Ｌ Ｄ 5 0 ユ ニ ッ ト ／ ｍ
ｌ の １ ０ ％ ホ モ ジ ェ ネ ー ト 力 価 を 得 た 。 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 及 び ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 各 溶 液 を 使 用 直
前 に 調 製 し 、 ４ Ｍ の チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム を Ｒ Ｎ Ａ 溶 解 緩 衝 液 と し た （ #40082、 Ap
plied Biosystems社 製 、 Foster City, CA, USA） 。 ワ イ ヤ ー を １ ｍ ｌ の 溶 液 に 露 出 さ せ 、
移 植 前 に Ｐ Ｂ Ｓ １ ｍ ｌ で ４ 回 洗 浄 し た 。
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【 ０ ３ ０ ２ 】
上 述 の 汚 染 除 去 研 究 か ら 、 手 術 に 用 い ら れ る 器 具 の 汚 染 除 去 研 究 用 モ デ ル が 得 ら れ る 。 し
か し 、 Ｒ Ｍ Ｌ マ ウ ス ・ プ リ オ ン や 、 マ ウ ス で 継 代 し た Ｂ Ｓ Ｅ （ ３ ０ １ Ｖ ） よ り 熱 安 定 性 に
劣 る マ ウ ス 馴 化 ス ク レ イ ピ ー 単 離 物 （ Chandler, R.L. (1961) Lancet 1, 1378-1379） 、
又 は ハ ム ス タ ー ２ ６ ３ Ｋ 系 統 （ Taylor, D. M., (2000) Vet. J. 159, 10-17, Taylor, D.
M., Fernie, K., McConnell, I. & Steele, P.J. (1998) Vet. Microbiol. 64, 33-38）
を 本 実 施 例 に お い て 用 い た こ と は 重 要 な 点 で あ る 。 本 発 明 に よ る 表 面 に 結 合 し た 感 染 性 の
滅 菌 実 験 は 、 好 適 な 感 受 性 を 示 す 宿 主 に お い て Ｃ Ｊ Ｄ 、 ｖ Ｃ Ｊ Ｄ 、 及 び Ｂ Ｓ Ｅ プ リ オ ン を
用 い て 実 施 す る こ と が 当 然 に 望 ま し い 。 本 実 施 例 で は 、 ワ イ ヤ ー 表 面 と 組 織 と の 接 触 面 積
は 、 手 術 用 器 具 の 場 合 に 比 し 相 対 的 に 小 さ い の で 、 マ ウ ス で 得 ら れ た 結 果 を さ ら に 補 強 す
る た め に 小 さ い ス チ ー ル ビ ー ズ 等 に よ っ て 拡 大 し た 表 面 を 使 用 す る こ と が 望 ま し く 、 か か
る 拡 大 表 面 は 、 よ り 大 型 の 指 標 動 物 に 好 都 合 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス に よ り Ｐ ｒ Ｐ S c の 存 在 を 測 定 す る た め 、 或 い は 好 適 な 指 標 マ ウ ス 若 し く
は 培 養 感 受 性 細 胞 株 を 用 い て 感 染 性 を 調 べ る た め に 、 組 織 生 検 で な く 、 脳 又 は 扁 桃 腺 に 短
時 間 「 浸 し た 」 ワ イ ヤ ー を 使 用 す る こ と が 有 利 な こ と は 明 ら か で あ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ３ ０ ４ 】
ワ イ ヤ ー 切 片 の 脳 又 は 脾 臓 へ の 一 時 的 挿 入 に よ る プ リ オ ン 感 染 性 の 生 体 内 ア ッ セ イ 及 び 指
標 マ ウ ス を 用 い た 分 析
ス ク レ イ ピ ー 感 染 性 と 結 合 す る ス テ ン レ ス ス チ ー ル の 能 力 は 、 終 末 期 の ス ク レ イ ピ ー 罹 患
Ｃ Ｄ １ マ ウ ス の １ ０ ％ 脳 ホ モ ジ ェ ネ ー ト 共 存 下 で ス チ ー ル ワ イ ヤ ー を １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る こ と に よ り 既 に 明 ら か に さ れ て い る （ Zobeley et al. 1999） 。 Ｒ Ｍ Ｌ に 感
染 し た Ｃ ５ ７ Ｂ １ ６ マ ウ ス （ ８ ７ ｄ ｐ ｉ ） の 脳 内 に 、 ス ク レ イ ピ ー 症 状 の 予 想 発 症 時 期 の
２ ヶ 月 前 に ス テ ン レ ス ス チ ー ル ワ イ ヤ ー を 一 時 的 に ５ 分 間 挿 入 す る だ け で 、 ワ イ ヤ ー 表 面
を プ リ オ ン 感 染 性 で 飽 和 さ せ る に 十 分 な こ と を 本 発 明 者 ら は こ こ に 示 す も の で あ る 。 さ ら
に 本 発 明 者 ら は 、 ワ イ ヤ ー を 一 時 的 に Ｃ ５ ７ Ｂ １ ６ マ ウ ス 脾 臓 に 挿 入 す る こ と に よ り Ｒ Ｍ
Ｌ を 大 脳 内 接 種 し た ４ ９ 日 後 に 、 該 マ ウ ス 脾 臓 に お い て プ リ オ ン 感 染 性 を 認 め た （ 表 １ ）
。 １ 匹 の マ ウ ス （ Ｄ Ｎ Ａ ＃ ４ １ ６ ８ ２ ） の 脾 臓 に ワ イ ヤ ー を 挿 入 し 、 ５ 分 及 び ３ ０ 分 後 に
抜 き 出 し た 。 「 浸 し た 」 ワ イ ヤ ー を 、 Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て 標 準 条 件 下 で 洗 浄 し 、 実 施 例 ３ に 説
明 し た よ う に 指 標 マ ウ ス の 脳 に 永 久 移 植 す る こ と に よ り 、 直 ち に ア ッ セ イ を 行 っ た 。 表 １
に 示 す よ う に 、 潜 伏 期 間 は そ れ ぞ れ ７ ９ ± ７ 及 び ８ ２ ± ３ 日 だ っ た 。 ま た 、 ワ イ ヤ ー を 上
記 と 同 一 マ ウ ス の 全 脳 に 一 時 的 に 挿 入 し 、 同 一 条 件 下 で 分 析 し た 。 脳 に ５ 分 及 び ３ ０ 分 間
露 出 さ せ た ワ イ ヤ ー は 、 そ れ ぞ れ ８ ７ ± ５ （ ４ ／ ５ ） 及 び １ ０ ３ ± １ ５ （ ３ ／ ５ ） 日 後 に
指 標 マ ウ ス に 疾 患 を 発 症 さ せ た 。 同 じ 脳 の １ ％ ホ モ ジ ェ ネ ー ト は 、 ８ ５ ± ６ （ ５ ／ ５ ） 日
以 内 に 全 指 標 マ ウ ス に 疾 患 を 伝 達 し （ 表 １ ） 、 滴 定 終 点 検 出 法 に よ る 力 価 は 約 ４ ． ５ ｌ ｏ
ｇ Ｌ Ｄ 5 0 ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ だ っ た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
【 表 ５ 】
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摘要(译)

本发明，在能够结合朊病毒的一个或多个装置被接触的组织/器官从与这
样的组织/器官接触提取装置，朊病毒确定是否连接到装置由涉及一种用
于确定在组织/器官或它们的液体朊病毒该方法包括将组织/器官接触和
120分钟的装置的存在。
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