
(57)【要約】
　伝達性海綿状脳症 (TSE)の新規検出方法を提供する。本方法は、被検者が伝達性海綿状
脳症にかかっているかどうかを判定するために、この被検者からの血清試料を選ぶステッ
プと、この試料中のスピロプラズマタンパク質と免疫反応する抗体を検出するステップと
を含む。本方法では、標準的な ELISA法によって、組換えスピロプラズマ特異性 Hsp60と反
応する個々の血清試料中の抗体を検出する。本方法では、 TSEが存在すると必ず発生する
スピロプラズマ感染を示す試験用血清中に抗体が存在することを定量することにより、 TS
Eの迅速な検出が可能になる。本方法は、脳組織を用いたプリオン検出診断のために従来
は必要であった侵襲的な技術を用いずに TSEの存在を検出するメカニズムを提供する。本
方法は、死後の組織を用いる必要なしに、生きている患者の TSEを検出する手段を提供す
る。本方法は、血清または脳脊髄液試料中の TSE感染特異性タンパク質に対する抗体を検
出する、初めて見出された方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 哺 乳 類 の 血 清 中 に あ る ス ピ ロ プ ラ ズ マ 属 細 菌 か ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 検
出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 哺 乳 類 の 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 (TSE)の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 哺 乳 類 か ら の 血 清 試 料 を 細 菌 ス ピ ロ プ ラ ズ マ か ら の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 60(Hsp60)の
少 な く と も 一 部 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 Hsp60ま た は そ の 一 部 と 血 漿 の 成 分 と の 反 応 産
物 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む 、 哺 乳 類 の 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 (TSE)の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 哺 乳 類 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ 感 染 の 存 在 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 哺 乳 類 か ら の 血 清 試 料 中 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含
む 、 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 順 に 、
　 (a)ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を 固 体 基 質 に 結 合 さ せ て 診 断 用 基
質 を 形 成 す る ス テ ッ プ と 、
　 (b)診 断 用 基 質 を 哺 乳 類 か ら の 血 清 と 接 触 さ せ て 、 血 清 中 に 存 在 す る Hsp60に 特 異 的 な 一
次 抗 体 を 診 断 用 基 質 に 結 合 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 (c)診 断 用 基 質 を 洗 浄 し て 、 診 断 用 基 質 に 結 合 し て い な い 血 漿 か ら の タ ン パ ク 質 を 実 質
的 に 除 去 す る ス テ ッ プ と 、
　 (d)診 断 用 基 質 を 、 哺 乳 類 の 一 次 抗 体 に 特 異 的 だ が Hsp60タ ン パ ク 質 に は 特 異 的 で は な い
二 次 抗 体 と 接 触 さ せ て 、 二 次 抗 体 を 、 診 断 用 基 質 に 結 合 し た 一 次 抗 体 の 少 な く と も 一 部 と
結 合 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 (e)診 断 用 基 質 を 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な い 二 次 抗 体 を 実 質 的 に 除 去 す る ス テ ッ プ と 、
　 (f)診 断 用 基 質 に 結 合 し た 二 次 抗 体 の 量 を 標 準 に 対 し て 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ７ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 5に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 哺 乳 類 の 脳 脊 髄 液 中 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ 属 細 菌 か ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 検
出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 哺 乳 類 の 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 (TSE)の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 哺 乳 類 か ら の 脳 脊 髄 液 試 料 を 細 菌 ス ピ ロ プ ラ ズ マ か ら の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 60(Hsp60
)の 少 な く と も 一 部 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 Hsp60ま た は そ の 一 部 と 試 料 の 成 分 と の 反 応
産 物 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む 、 哺 乳 類 の 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 (TSE)の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 哺 乳 類 か ら の 脳 脊 髄 液 試 料 中 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 順 に 、
　 (a)ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を 固 体 基 質 に 結 合 さ せ て 診 断 用 基
質 を 形 成 す る ス テ ッ プ と 、
　 (b)診 断 用 基 質 を 哺 乳 類 か ら の 脳 脊 髄 液 と 接 触 さ せ て 、 脳 脊 髄 液 中 に 存 在 す る Hsp60に 特
異 的 な 一 次 抗 体 を 診 断 用 基 質 に 結 合 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 (c)診 断 用 基 質 を 洗 浄 し て 、 診 断 用 基 質 に 結 合 し て い な い 脳 脊 髄 液 か ら の タ ン パ ク 質 を
実 質 的 に 除 去 す る ス テ ッ プ と 、
　 (d)診 断 用 基 質 を 、 哺 乳 類 の 一 次 抗 体 に 特 異 的 だ が Hhsp60タ ン パ ク 質 に は 特 異 的 で は な
い 二 次 抗 体 と 接 触 さ せ て 、 二 次 抗 体 を 、 診 断 用 基 質 に 結 合 し た 一 次 抗 体 の 少 な く と も 一 部
と 結 合 さ せ る ス テ ッ プ と 、
　 (e)診 断 用 基 質 を 洗 浄 し て 、 結 合 し て い な い 二 次 抗 体 を 実 質 的 に 除 去 す る ス テ ッ プ と 、
　 (f)診 断 用 基 質 に 結 合 し た 二 次 抗 体 の 量 を 標 準 に 対 し て 測 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 哺 乳 類 が ウ シ で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 哺 乳 類 が ヒ ツ ジ で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た Hsp60タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 配 列 番 号 2の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 有 す る Hsp60タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2004年 5月 24日 に 出 願 し た 米 国 仮 出 願 第 60/573814号 (「 '814出 願 」 )の 優 先 権
を 主 張 す る も の で あ る 。 '814出 願 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 こ の 研 究 は 、 Frank O. Bastianの NIH NINDS 5RO1NS044000-O3の 支 援 を 受 け た も の で あ
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト や 他 の 動 物 の 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 の 試 験 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 (「 TSE」 )は 、 ヒ ト や 他 の 動 物 が か か る 恐 れ の あ る 疾 患 で あ る 。 こ れ
は 脳 の 海 綿 状 変 性 に 特 徴 が あ る 。 こ の 疾 患 は 、 ヒ ツ ジ や ヤ ギ の ス ク レ イ ピ ー と し て 知 ら れ
て い る 。 そ の 症 状 は 、 ウ シ の 牛 海 綿 状 脳 症 ま た は 狂 牛 病 と し て も 知 ら れ て い る 。 こ の 疾 患
に は ヒ ト 変 異 型 が 存 在 し 、 ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 (「 CJD」 )、 致 死 性 家 族
性 不 眠 症 、 お よ び ゲ ル ス ト マ ン ・ ス ト ロ イ ス ラ ー 病 と し て 知 ら れ て い る 。 シ カ お よ び エ ル
ク は 、 慢 性 消 耗 性 疾 患 と し て 知 ら れ て い る こ の 疾 患 の 変 異 型 に 感 染 す る こ と が 知 ら れ て い
る 。 TSEは 飼 育 さ れ た ミ ン ク に 見 ら れ 、 伝 達 性 ミ ン ク 脳 症 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 分 子 レ ベ ル で は 、 こ の 疾 患 の 特 徴 は TSEに か か っ た ヒ ト ま た は 動 物 の 脳 に プ リ オ ン タ ン
パ ク 質 が 沈 着 す る こ と で あ る 。 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 は 脳 組 織 の 正 常 な 成 分 で あ る 。 伝 達 性
海 綿 状 脳 症 に か か っ た 個 体 で は プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 立 体 配 座 に 変 化 が あ り 、 タ ン パ ク 質
分 解 酵 素 に よ る 変 性 に 対 し て 耐 性 が で き る 。 罹 患 し た 個 体 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 は ほ と ん
ど の 変 性 方 法 に 対 し て 耐 性 が あ る の で 、 病 変 し た プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に つ い て の ほ と ん ど
の 試 験 法 が 、 こ の 病 変 し た タ ン パ ク 質 と 正 常 な タ ン パ ク 質 と の 識 別 を 探 究 し て い る 。 プ リ
オ ン タ ン パ ク 質 の 典 型 的 な 試 験 法 で は 、 ま ず タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 で 疑 わ し い 脳 組 織 を 処 理
し た 後 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 同 定 を 試 み る (通 常 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 を
行 い 、 そ の 後 両 方 の タ イ プ の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ を 行 う )。 罹 患 し て い な い 個 体 で は 、 タ ン パ ク 分 解 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ 時 に 抗 体 に よ る 識 別 に 利 用 で き る タ ン パ ク 質 が 無 い こ と が 多 い 。 病 変 し た プ リ オ ン タ
ン パ ク 質 は タ ン パ ク 分 解 変 性 に 対 し て 耐 性 が あ る の で 、 抗 プ リ オ ン 抗 体 に よ っ て 識 別 さ れ
る 。 別 の ア プ ロ ー チ と し て は 、 酵 素 ま た は 蛍 光 分 子 で 標 識 し た 抗 体 を 用 い た 、 酵 素 結 合 免
疫 吸 着 定 量 法 (「 ELISA」 )に よ る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 抗 体 識 別 法 を 用 い る も の が あ る 。
い ず れ の 場 合 も 、 蛍 光 シ グ ナ ル ま た は 熱 量 シ グ ナ ル を 用 い て 試 験 結 果 を 出 す こ と が で き る
。 異 常 プ リ オ ン は 、 TSEに 罹 患 し た 個 体 か ら 採 取 し た 血 清 ま た は 脳 脊 髄 液 に は 検 出 さ れ て
い な い 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 の 存 在 を 試 験 す る 方 法 は 、 現 在 そ の ほ と ん ど が 死 後 に 行 わ れ て い る 。
そ の 理 由 は 、 個 体 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 分 析 が 必 須 で あ り 、 こ れ は 、 脳 組 織 、 ま た は 扁
桃 腺 な ど そ の 他 の 組 織 の 分 析 に よ っ て 行 わ れ る か ら で あ る 。 し た が っ て 、 こ う し た 分 析 は
極 め て 侵 襲 的 で あ り 、 TSEの 前 臨 床 診 断 へ の 利 用 可 能 性 は 否 定 的 で あ る 。 こ れ ら の 分 析 法
は 有 用 で あ る が 、 診 断 結 果 を 得 る た め に 脳 組 織 に 依 存 す る こ と に 問 題 が あ る 。 脳 物 質 の 使
用 は ス ク リ ー ニ ン グ に は 適 し て い な い 。 こ の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 個 体 が 生 き て い る ヒ ト で
あ る 場 合 、 ま た は 個 体 が 安 全 な 血 液 ド ナ ー で あ る か ど う か を 判 定 す る だ け の 目 的 な ど に は
特 に 適 し て い な い 。 し た が っ て 、 最 少 の 侵 襲 性 で 、 好 ま し く は 血 清 試 料 を 用 い て 、 生 き て
い る 個 体 を 診 断 す る こ と が で き る 試 験 法 を 開 発 す る こ と が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 別 の ア プ ロ ー チ に よ り 、 TSEの 病 原 性 を よ り 良 く 理 解 す る こ と が で き る よ う に な っ た 。
す な わ ち 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ と 呼 ば れ る 壁 の な い 細 菌 が 、 こ の 疾 患 と 密 接 に 関 連 し て い る 。
ス ピ ロ プ ラ ズ マ の 存 在 は 、 46歳 の CJD患 者 か ら 得 ら れ た 脳 生 検 材 料 の 超 微 細 研 究 で 初 め て
発 見 さ れ た 。 そ れ 以 来 、 TSE脳 組 織 に ス ピ ロ プ ラ ズ マ 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と が 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 お よ び DNA配 列 分 析 な ど の 分 子 技 術 を 用 い て
明 ら か に さ れ て い る 。 さ ら に 最 近 は 、 孵 化 鶏 卵 を 介 し て 無 細 胞 培 地 に 継 代 接 種 す る こ と に
よ っ て 、 TSEに か か っ た 脳 組 織 か ら の 独 特 な ス ピ ロ プ ラ ズ マ 種 が 単 離 さ れ て い る 。 TSEの 病
原 性 に お け る ス ピ ロ プ ラ ズ マ 感 染 の 役 割 は 、 細 菌 の レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 と し て の 役 割 を
果 た す 正 常 な プ リ オ ン ア イ ソ フ ォ ー ム を 明 ら か に し た 最 近 の 研 究 に よ っ て 支 持 さ れ て い る
。 ス ピ ロ プ ラ ズ マ が プ リ オ ン と 相 互 作 用 し た 結 果 こ の 疾 患 が 発 症 し 、 誤 っ て 折 り 畳 ま れ た
プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 蓄 積 さ れ る と 推 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 個 々 の TSEの 症 例 に 関 連 し て 一 定 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ 感 染 が 発 生 し た こ と が 、 ス ピ ロ プ ラ
ズ マ タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ た 抗 体 の 存 在 に 基 づ く こ の 疾 患 の 血 清 試 験 を 開 発 す る 機 会 を
も た ら し た 。 細 菌 表 面 上 の 細 菌 特 異 性 Hsp60タ ン パ ク 質 と プ リ オ ン レ セ プ タ ー と の 相 互 作
用 を 示 し た 従 来 の デ ー タ に よ り 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 60(Hsp60)が 選 ば れ た 。 Hsp60が 自
然 界 の 広 範 囲 に 及 ん で い る こ と は 注 目 す べ き で あ る 。 し か し 、 細 菌 の Hsp60は 、 他 の 細 菌
と 70%の 相 同 性 が あ る が 、 同 一 属 の 菌 株 の 中 で は 100%の 相 同 性 が あ る と い う 点 で 特 異 的 で
あ る 。 細 菌 の Hsp60は ヒ ト の Hsp60タ ン パ ク 質 と 50%の 相 同 性 が あ る 。 本 発 明 者 は 、 ス ピ ロ
プ ラ ズ マ に 特 異 的 な Hsp60遺 伝 子 を 単 離 し 、 組 換 え ス ピ ロ プ ラ ズ マ 特 異 性 Hsp60組 換 え タ ン
パ ク 質 を 産 生 し 、 ELISAを 用 い て 個 々 の TSEの 症 例 か ら の 血 清 と の 反 応 性 を 示 し た 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 仮 出 願 第 60/573814号
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 現 行 の 試 験 方 法 は ま た 、 多 数 の 家 畜 に こ れ を 適 用 す る 場 合 に 非 効 率 で あ る 。 脳 ま た は 神
経 の 物 質 は 、 屠 殺 後 に こ れ を 採 取 し 処 理 し て 分 析 し な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 遅 延 の
結 果 、 試 験 結 果 が 得 ら れ る ま で に 動 物 の 屠 体 が ヒ ト や 動 物 の 食 料 と し て 供 給 さ れ て し ま う
恐 れ が あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 死 後 分 析 を 用 い て 、 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 に か か っ て い な い 動 物
の 群 を 試 験 し た り 生 産 す る こ と は で き な い し 、 あ る い は 、 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 に 冒 さ れ て い
る 動 物 が 疾 患 に か か っ て い な い 動 物 と 混 じ り 合 う こ と が な い こ と を 保 証 す る こ と も で き な
い 。 死 後 の 試 験 が 要 求 さ れ る こ と に 加 え て 、 脳 組 織 を 使 用 す る こ と も 非 常 に 不 便 で あ る 。
よ り 容 易 に 利 用 で き る 血 清 な ど の 体 液 ま た は 組 織 を 用 い た 試 験 法 は 、 ど ん な タ イ プ の 動 物
に つ い て TSEを 試 験 す る の に も 、 よ り 簡 便 な ア プ ロ ー チ を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト を 含 め た 動 物 の 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 の 検 出 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 伝 達
性 海 綿 状 脳 症 に か か っ た 個 体 を 識 別 す る た め に 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ と い う 細 菌 の タ ン パ ク 質
を 用 い る も の で あ る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 Spiroplasma mirumの 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク
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質 60(Hsp60)を 用 い る 。 代 替 法 と し て 、 こ の 試 験 法 で は Hsp60の 代 り に Spiroplasma mirum
の 他 の タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ 属 の 他 の 細 菌 の タ ン パ
ク 質 を 用 い て 試 験 法 を 確 立 す る こ と も で き る 。 ス ピ ロ プ ラ ズ マ 属 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸
断 片 を 表 す 人 工 的 に 合 成 さ れ た ペ プ チ ド を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 試 験 物 質 と し て 動 物 ま た は ヒ ト の 血 清 を 用 い る 。 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態
に お い て は 、 試 験 物 質 と し て 全 血 を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の さ ら に 他 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 動 物 ま た は ヒ ト の 脳 脊 髄 液 が 試 験 物 質 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が で き る 。 尿
、 涙 お よ び 唾 液 な ど の そ の 他 の 体 液 も 試 験 物 質 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 哺 乳 類 の 血 清 中 に あ る ス ピ ロ プ ラ ズ マ 属 細 菌 か ら の タ ン パ ク 質 に 対 す
る 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 ヒ ト 、 ウ シ お よ び ヒ ツ ジ を 含 め た 哺 乳 類 の 伝 達
性 海 綿 状 脳 症 (TSE)の 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 哺 乳 類 か ら の 血 清 試 料 を 細 菌 ス ピ ロ プ ラ ズ マ か ら の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ
ク 質 60(Hsp60)の 少 な く と も 一 部 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と 、 Hsp60ま た は そ の 一 部 と 血 漿 の
成 分 と の 反 応 生 成 物 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む 、 ヒ ト 、 ウ シ お よ び ヒ ツ ジ を 含 め た 哺 乳
類 の 伝 達 性 海 綿 状 脳 症 (TSE)の 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 哺 乳 類 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ 感 染 の 存 在 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、
哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 哺 乳 類 か ら の 血 清 試 料 中 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60に 対 す る 抗 体 を
検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 哺 乳 類 か ら の 脳 脊 髄 液 試 料 中 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60に 対 す る 抗
体 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 哺 乳 類 か ら の 全 血 試 料 中 の ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60に 対 す る 抗 体 を
検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 哺 乳 類 の TSE病 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 単 離 さ れ た Hsp60タ ン パ ク 質 、 な ら び に 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 1お よ
び 配 列 番 号 2の DNAお よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Hsp60タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Spiroplasma mirum (GenBank ID M24662)の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 60(Hsp60)の 遺 伝 子 を
、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)お よ び DNA配 列 分 析 に よ っ て 同 定 し た 。 こ の 遺 伝 子 を 、 Topo
ベ ク タ ー (Invitrogen社 )に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Spiroplasma mirum Hsp60の DNAお よ び 予 測
さ れ る ア ミ ノ 酸 の 配 列 は 、 GenBankに は 存 在 せ ず 、 公 開 さ れ て い な い 。 本 明 細 書 に お い て
、 配 列 番 号 1お よ び 配 列 番 号 2に 記 載 の 通 り こ れ ら の 配 列 の 権 利 を 、 本 発 明 の 一 部 と し て 要
求 す る 。 新 し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が こ の 新 規 な 配 列 か ら 設 計 さ れ 、 こ れ を 用
い て TSE脳 組 織 か ら 抽 出 さ れ た DNAを プ ロ ー ブ し た 。 図 1に は 1か ら 7で 示 し た 一 連 の レ ー ン 1
0が あ り 、 図 1に 示 し た よ う に 、 2つ の ス ピ ロ プ ラ ズ マ 特 異 性 Hsp60プ ロ ー ブ に よ り 、 増 幅 さ
れ た 遺 伝 子 産 物 が TSE脳 組 織 に 存 在 す る こ と 、 し か し 正 常 な 脳 組 織 ま た は コ ン ト ロ ー ル の
水 に は 存 在 し な い こ と が 明 ら か に な っ た 。 図 1は 、 TSEに 感 染 し た 脳 に は 130～ 140bpの 増 幅
さ れ た PCR産 物 が 存 在 し 、 コ ン ト ロ ー ル に は 存 在 し な い こ と を 示 し て い る 。 レ ー ン 10の 中
で 、 1で 示 し た レ ー ン は 100bpの マ ー カ ー を 示 す 。 2お よ び 5で 示 し た レ ー ン は コ ン ト ロ ー ル
の 水 を 示 す 。 3お よ び 6で 示 し た レ ー ン は 正 常 な 脳 を 示 し 、 4お よ び 7で 示 し た レ ー ン は TSE
に 感 染 し た 脳 を 示 す 。 増 幅 さ れ た PCR産 物 は 、 4お よ び 7で 示 し た レ ー ン の 対 照 的 な バ ン ド
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で あ る 。 他 の 非 特 定 バ ン ド は プ ラ イ マ ー /ダ イ マ ー を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Spiroplasma mirum Hsp60を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 、 GST融 合 技 術 (Novagen社 )を 用 い て
適 切 な 細 菌 発 現 系 に 入 れ た 。 GST結 合 Hsp60を 発 現 す る 細 菌 の ラ イ セ ー ト を 用 い て Spiropla
sma mirumの 組 換 え Hsp60を 単 離 し 、 グ ル タ チ オ ン カ ラ ム を 通 し て 精 製 し た 。 組 換 え Hsp60
は 、 可 溶 性 の 画 分 と し て カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 図 2に は 1、 2お よ び 3で 示 し た レ ー ン 11が あ
り 、 大 き さ 45kDaの 組 換 え Hsp60の 精 製 さ れ た 可 溶 性 画 分 を 示 す 。 図 2で は 、 グ ル タ チ オ ン
カ ラ ム を 通 し た 後 の GST結 合 ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60の 溶 出 画 分 を 2お よ び 3で 示 し た レ ー ン 11
に 示 す 。 1で 示 し た レ ー ン は マ ー カ ー を 示 し 、 2お よ び 3で 示 し た レ ー ン は 可 溶 性 の 45kDa組
換 え ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60タ ン パ ク 質 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 精 製 さ れ た Spiroplasma mirum組 換 え Hsp60を 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト の 表 面 に 付 着 さ
せ た 。 プ レ ー ト の ウ ェ ル を 市 販 の ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で ブ ロ ッ ク し た 。 ク ロ イ ツ フ ェ
ル ト -ヤ コ ブ 病 が 陽 性 の 個 々 の 患 者 か ら の 血 清 試 料 ま た は コ ン ト ロ ー ル を 、 Hsp60タ ン パ ク
質 を 含 む ウ ェ ル に 添 加 し た 。 一 定 の 培 養 期 間 の 後 、 血 清 試 料 を 取 除 き 、 各 ウ ェ ル を ト リ ス
緩 衝 生 理 食 塩 水 ま た は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で 3回 洗 浄 し た 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た ヤ ギ 抗 ヒ ト 抗 体 を ウ ェ ル に 添 加 し た 。 一 定 の 培 養 期 間 の 後 、 ウ ェ ル
を 洗 浄 し た 。 着 色 基 質 を ウ ェ ル に 添 加 し た 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 存 在
下 で 、 こ の 基 質 は 酸 化 さ れ 着 色 し た 基 質 を 産 生 し た 。 産 生 し た 検 体 の 量 は 、 酸 化 し た 基 質
に よ っ て 生 じ る 波 長 に お い て 、 個 々 の 試 料 ま た は ウ ェ ル の 吸 光 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て
求 め る こ と が で き る 。 す べ て の 検 討 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 決 め る た め の 一 次 抗 体 を 含 ま
な い 3つ の ウ ェ ル を 含 め て 三 通 り 行 っ た 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 化 学 発
光 基 質 を 用 い る 別 の ア プ ロ ー チ も あ る 。 こ の 場 合 、 検 体 の 量 は 、 発 生 す る 相 対 発 光 量 (rel
ative light unit)で 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 統 計 的 解 析 分 散 表 (間 接 ELISA法 プ レ ー ト の 490nmに お け る 吸 光 度 )に よ り 、 CJD患 者 か ら
の 血 清 中 に 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ 組 換 え Hsp60タ ン パ ク 質 に 対 す る 循 環 抗 体 の 有 意 な 証 拠 (p値 <
0.0001)が 明 ら か に な っ た 。 図 3は 、 個 々 の CJD血 清 試 料 30個 の 490nmに お け る 吸 光 度 の 測 定
値 を 、 個 々 の 正 常 な 血 清 30個 と 比 較 し た も の で あ る 。 列 12は 、 個 々 の CJD血 清 30個 の 490nm
に お け る プ レ ー ト の 測 定 値 の 分 布 を 示 す も の で あ り 、 平 均 15お よ び 標 準 誤 差 範 囲 16が 示 さ
れ て い る 。 列 13は 、 個 々 の 正 常 な ヒ ト の 血 清 30個 の 490nmに お け る プ レ ー ト の 測 定 値 の 分
布 を 示 す も の で あ り 、 平 均 17お よ び 標 準 誤 差 範 囲 18が 示 さ れ て い る 。 列 14は 、 プ レ ー ト バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド (一 次 抗 体 な し )の 490nmに お け る プ レ ー ト の 測 定 値 19を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 統 計 的 解 析 分 散 表 (間 接 ELISA法 プ レ ー ト の 490nmに お け る 吸 光 度 )に よ り 、 ス ク レ イ ピ ー
に 感 染 し た ヒ ツ ジ か ら の 血 清 中 に 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ 組 換 え Hsp60タ ン パ ク 質 に 対 す る 循 環
抗 体 の 有 意 な 証 拠 (p値 <0.0001)が 明 ら か に な っ た 。 図 4は 、 個 々 の ス ク レ イ ピ ー ヒ ツ ジ の
血 清 試 料 10個 の 490nmに お け る 吸 光 度 の 測 定 値 を 、 個 々 の 正 常 な ヒ ツ ジ の 血 清 40個 と 比 較
し た も の で あ る 。 列 20は 、 個 々 の ス ク レ イ ピ ー の 血 清 10個 の 490nmに お け る プ レ ー ト の 測
定 値 の 分 布 を 示 す も の で あ り 、 平 均 23お よ び 標 準 誤 差 範 囲 24が 示 さ れ て い る 。 列 21は 、 個
々 の 正 常 な ヒ ツ ジ の 血 清 40個 の 490nmに お け る プ レ ー ト の 測 定 値 の 分 布 を 示 す も の で あ り
、 平 均 25お よ び 標 準 誤 差 範 囲 26が 示 さ れ て い る 。 列 22は 、 プ レ ー ト バ ッ ク グ ラ ウ ン ド (一
次 抗 体 な し )の 490nmに お け る プ レ ー ト の 測 定 値 27を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 個 々 の CJD血 清 30個 を ELISA法 で 検 討 し た 結 果 を 統 計 的 に 解 析 す る こ と に よ り 、 個 々 の CJ
D症 例 の 同 定 に は >95%の 信 頼 性 が あ り 、 個 々 の 正 常 な コ ン ト ロ ー ル の 同 定 に は >95%の 信 頼
性 が あ る こ と が 分 か る 。 同 様 に 、 個 々 の ス ク レ イ ピ ー 血 清 の 検 討 に よ り 、 個 々 の ス ク レ イ
ピ ー 感 染 動 物 の 同 定 に は >95%の 信 頼 性 が あ り 、 個 々 の 正 常 な コ ン ト ロ ー ル 動 物 の 同 定 に は
>95%の 信 頼 性 が あ る こ と が 分 か る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ２ ５ 】
【 図 １ 】 ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60遺 伝 子 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て T
SEと 正 常 な 脳 組 織 を プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増
幅 産 物 の ゲ ル 電 気 泳 動 の 例 を 示 す 図 で あ る 。 PCR増 幅 ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60遺 伝 子 産 物 は 、
TSEに 感 染 し た 脳 に の み 存 在 し 、 正 常 な 脳 ま た は コ ン ト ロ ー ル の 水 に は 存 在 し な い 。
【 図 ２ 】 精 製 し た 組 換 え ス ピ ロ プ ラ ズ マ Hsp60タ ン パ ク 質 の ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 を 示
す 図 で あ る 。 グ ル タ チ オ ン カ ラ ム か ら 溶 出 し た 、 45kDaの GSTで 標 識 し た 組 換 え ス ピ ロ プ ラ
ズ マ Hsp60タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で あ り 、 間 接 ELISA法 の 展 開 に は 十 分 純 粋 な 形 で あ る (2レ ー
ン )。
【 図 ３ 】 CJD患 者 か ら の 血 清 中 の 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ 組 換 え Hsp60タ ン パ ク 質 に 対 す る 循 環 抗
体 の 有 意 な 証 拠 (p値 <0.0001)を 示 す 統 計 的 解 析 分 散 表 (間 接 ELISA法 プ レ ー ト の 490nmに お
け る 吸 光 度 )で あ る 。
【 図 ４ 】 ス ク レ イ ピ ー に 感 染 し た ヒ ツ ジ か ら の 血 清 中 の 、 ス ピ ロ プ ラ ズ マ 組 換 え Hsp60タ
ン パ ク 質 に 対 す る 循 環 抗 体 の 有 意 な 証 拠 (p値 <0.0001)を 示 す 統 計 的 解 析 分 散 表 (間 接 ELISA
法 プ レ ー ト の 490nmに お け る 吸 光 度 )で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 10　 レ ー ン
　 11　 レ ー ン
　 12　 列
　 13　 列
　 14　 列
　 15　 平 均
　 16　 標 準 誤 差 範 囲
　 17　 平 均
　 18　 標 準 誤 差 範 囲
　 19　 プ レ ー ト の 測 定 値
　 20　 列
　 21　 列
　 22　 列
　 23　 平 均
　 24　 標 準 誤 差 範 囲
　 25　 平 均
　 26　 標 準 誤 差 範 囲
　 27　 プ レ ー ト の 測 定 値
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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