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変異型 ク ロ イツ フ ェ ル ト ・ ヤ コ ブ病か らの 血液供給の 保護
一 Leukotrap ア フ ィ ニ テ ィ

ー プ リオ ン 除去 フ ィ ル ター は

赤血球濃厚液か ら感染性プ リオ ン を除去す る
一

Samuel　Sowemimo −Coker ・ Fabiola　Andrade ・Susan　Pesci

Pall　Medical，　Pall　Corporation，　Port　Washington ，　New 　York ，
　USA

Protecting 　the　B且ood 　Supply　from 　Variant　Creutzfeldt・Jakob　Disease
− Leukotrap 　AMnity 　Prion　Reduction　Filter　Removes 　Infectious　Prions　from 　Red 　CeH

Concentrates一

Samuel　O．　Sowemimo −Coker，　Fabiola　Andrade　and 　Susan　Pesci

Pa 〃 Medica41 〕
  〃 Co殍）oration ，　Port　Wash 勿gton，　A厩 o　｝わ娩，　USA

Summ α rg 　Prion　diseases　are 　fatal　 neurodegenerative 　diseases　that　 afEect 　both　humans　and

animals 　including　 scrapie 　in　 sheep ，　 bovine　 spongiform 　encephalopathy （BSE ） in　 cattle ，　 and

Creutzfeldt−Jakob　Disease （CJD ）and 　its　variant （vCJD ）in　humans．　 Two 　recent 　probable　cases 　of

transmission　of 　 a　variant 　of　human 　Creutzfeldt・Jakob　Disease （vCJD ）through 　blood　transfusion
suggest 　 that　 the 　 disease　 can 　 be　 transmitted　 through 　 transfusion　 of 　 blood 　 products 　 from
asymptomatic 　blood　donors．　We ．evaluated 　the　use 　of 　the　Pall　Leukotrap　Athnity　Prion　Reduction
Filter（LAPRF ），anew 　leukocyte　reduction 丘lter　for　the　removal 　of 　infectious　prlon （PrPsc）which

is　a　marker 　of 　prion　infectivity　from　red 　cell 　concentrates （RCC ）．

　A 　pool 　of 　500　ml 　of 　whole 　blood　was 　collected 　into　either 　CPD 　or　CPDA ．1　anticoagulant 　from 　263

K −strain 　scrapie −infected　hamsters，　processed　into　300　ml 　of 　non −leukoreduced　red 　cell 　concentrate

（NL −RCC ），and 　then　passed　through　the　Pall　LAPRF ．　 Pre　and 　postfiltration　samples 　were 　tested

fOr　prOteinaSe　K 　resistant 　infeCtiOUS　prion （PrP「es
）by　WeStern　blot　and 　for　infeCtivity　by　inocula−

tion　 of 　healthy　hamsters．
　Ten 　milllliters （10　ml ） of　10％ （w ／v ）scrapie ・infected　brain　homogenates　contain 量ng 　infectious

prions 　were 　added 　tO　270　ml 　of　human 　RCC 　and 　then 丘ltered．　 Leve1S　Of　PrP「es 　were 　determined　by
an 　enhanced 　chemiluminescent 　Western　blot　assay ．

　In　the　exogenous （spike ）study ，
　the　level　of 　PrP 「es

　was 　signl 且cantly 　reduced 　in　the 　postfiltration
samples 　by　about 　2．9± 0．710gio，　p＜ 0．  5（n ・＝48） using 　Western 　blot　assay ．　 In　the　endogenous
infectivity　study ，　the　prefiltered　RCC 　transmitted　disease　to　40f 　the　187　control 　hamsters ，　whereas

the　postfiltered　RCC 　did　not 　transmit 　disease　to　any 　of 　413　animals （p＝0．015），　 A 　barely　visible

pre 丘ltration　PrPsc　Western　blot　signal 　was 　reduced 　below　the　level　of 　detection　in　the　postfiltration
sarnple ．　 The 　prion　filter　 also 　significantly 　reduced 　the　concentration 　of 　leukocytes　in　the　RCC 　by
about 　410gs ，　P ＜ 0．05．

　The　new 　Pall　LAPRF 　was 　efFective 　in　significantly 　reducing 　infectivity　and 　levels　of 　PrP「es

　fτom
RCC ．　 The 　use 　of 　this　type　of 　filter　should 　reduce 　the　risk　of　vCJD 　transmission　through　blood
transfusion．

Key 　 words ： variant 　Creutzfeldt−Jakob　Disease，　Pall　Leukotrap　Af五nity 　Prion　Reduction　Filter，
infectious　prion，　red 　cell　concentrate

1．緒 言

　プ リオ ン 病 （伝染性海 綿 状 脳症 ，BSE）は ， ヒ ト

で も動物で もみ られ る 致命的神経変性疾患 で
，

プ リオ

ン と呼ばれ る感染 性蛋 白 に よ る もの と考 え られ て い

る
1−’3 ）．Protein・only 仮 説 に よ れ ぼ

，
プ リ オ ン

（PrP） は主 として 宿主 由来糖蛋 白の 異常な ア イ ソ フ

オ
ーム で構成さ れ て い る

3）．疾患 と関連 が あ る こ の ア

イ ソ フ ォ
ーム （PrPSc） は ， 正 常 な 細 胞 内前駆 体

Prpc か ら ，
コ ン フ ォ メ ーシ ョ ン 変化 を伴 う翻 訳後 プ

ロ セ ス に よ り生 じ る．PrPScは 生化学 的 に ，プ ロ テイ

ナ ーゼ消化に耐性で 非変性条件の 界面活性剤 に 不溶で

あ る こ と に よ り Prpc と 区別 で き る
4−6）．ま た ，　 PrPSc

は 主 と し て凝集塊 として 存在 す るが ，Prpc は モ ノ マ
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一で あ る
5）．プ リオ ン 病 と して は ，

ヒ ツ ジ の ス ク レ イ

ピー
， ウ シ の BSE ，

ヒ トの CJD とゲ ル ス トマ ン ・シ

ュ トロ イ ス ラー ・シ ャ イ ン カ病 （GSS） お よび シ カの

慢性 消耗病 が あ る
7）． こ れ らの 疾 患 で は，特 徴的所 見

として 脳 の 機 能低 下が み られるほか ，
プ ロ テア

ーゼ に

耐性 の 宿 主 由来異 常蛋 白 PrPSc が 脳 と末梢 組織両 方

に 蓄積す る
s−’°）．伝播 は，感染組織 や細胞 成分 の 接種

に よ り，
ま た 場合 に よ っ て は そ れ ら を 経 口 摂取 す る こ

と に よ り，哺乳類 問で 起 こ り得 る
11）．古典型 CJD で

は医療用具や組織 臓器移植 に よる ヒ トか ら ヒ トへ の

感染が 認め ら れ て い る が 12113），古典型 CJD で 血液や

血液製剤の 投与 に よ る もの で ある と確認 さ れ た症例は

ま だ な い
14− 16 ）．変 異型 CJD （vCJD ）は，　 BSE 感 染

ウ シ の 組織 また は 肉製品 を摂取し た こ と に よ り， 1995

年 に イ ギ リ ス で 発 生 した ．この 変異型 CJD で は 脾臓，

扁桃 ， 虫垂 な ど の リ ン パ 細網系臓器 （い ずれ も循環血

と の 間で 相互 作用 が あ る）で 異常 PrPSc と感染性 の

存在が確認さ れ て お り，リ ン パ 組織を著明に侵襲す る

こ と が 示 さ れ て い る
17−−19 ）．扁桃 に PrPSc と感染性が

存在す る の は ，
ヒ トプ リオ ン 病 の 中で vCJD だ けで

あ る．興味深 い こ と に ， 孤発性 CJD 患者の 脾臓 と筋

か らも相対的に 少 な い もの の PrPScが検出 され て お

り
2 °）

，
こ の事実 とマ ウ ス とハ ム ス ターの 血 中か ら， 少

量 で は あ る が CJD の 感 染性 病 原 体 が検 出 さ れ て い

る
21 ）こ とか ら， 孤発性 CJD も輸血 に よ っ て 伝播 す る

可能性 が あ る こ と が 示唆 さ れ て い る．

　プ リオ ン 病 の 実験 動物 モ デ ル を用 い た研究 で ， 感染

性病原体 へ の 曝露後す ぐに リン パ 組織 の 侵襲が 生 じ，

潜伏期 間中続 くと考 えられ る こ と が 示 され て い る
22）．

プ リオ ン は 株 に よ っ て 生物学 的特性 が 異 な る こ とが 示

さ れ て い る の で，vCJD 株 も複製 の た め の 親和性が 細

網内皮系で 高 い と考 え られ る．古典型 CJD と vCJD

で リ ン パ 臓器侵襲度 と感染性プ リ オ ン 分布 に こ の よ う

な 差が み ら れ ， vCJD の 方が 古典型 CJD よ り感染性

が強 い こ と が示 唆 さ れ て い る こ と
12 ）か ら，輸血 に よ

る vCJD 伝播が 大き く懸念 さ れ る よ うに な っ て い る．

ヒ ト vCJD の 最初 の 症 例 が 1995年 に 確認 さ れ て 以

来
23 ）

， 全世界で確認さ れ た症例 は 168例 あ り ， そ の ほ

と ん ど （157例）が イ ギ リ ス の 症例で あ る
24 ・25 ）．最近

の 動物データ と
26 −29 ｝

， 血液製剤の 投与 に よ り vCJD

に感染 し た疑 い が あ る症例が報告さ れ た こ とか ら
3°・31 ）

，

輸血 や血液製剤の 投 与に よ る vCJD 病原 体伝播 が懸

念さ れ て い る．

　TSE の 実験 的 モ デ ル を用 い た い くつ か の報告で ，

感染1生プ リオ ン の ほ とんどが 白血 球 に 随伴 して み られ ，

血 漿中 の 非細 胞成分が もつ 感染性 が それよ り低 い こ と

が示唆 され て い る
28，29）．血小 板 に は有意 な量 の 感染性

は認 め られ て い な い
32 ・33 ）．齧歯類 を用 い た こ れ ら初期

の 研究か ら， 血液 が もつ と予想 される感染性 は本症 の

発症前段階 で は 約 2〜201D5
。／ml で あ り， 臨床症状 発

現 時 に はそ の 約 10倍 の 2001D
、。／ml に 上昇 す る （血

液 を 脳内投与 し た 場合．脳 内投与 で は
， 本症 の 伝播効

果 が 静脈内投与の 約 7〜10倍高 い ）3‘−36）．

　本症 の 症 状 が な い 献 血候 補者 の 血液中か ら PrPSc

を検出す る た め の 診断検査は 現時点で は存在 し な い の

で ，イ ギ リス と米 国 で は ， 輸血 に よ る vCJD 伝播 リ

ス ク を抑 え る た め，数項 目の 予防的対策が導入 さ れ て

い る　（イギリ ス に お け る普遍的白血球除去の 実施 ， 献

血制限 な ど）
37・3ti｝．血液中 に 存在す る感染性 の

一
部が

現在の標準的な 白血球除去フ ィ ル ターで 除去 さ れ な い

可能性が あ る こ とが 示 さ れ て い る 3” ）．本研究で は ， プ

リ オ ン 除去性 を も つ 新 し い 白血 球除去 フ ィ ル タ ー

LAPRF に よ る ， 内因性 ， 外因性に PrPScで 汚染さ れ

た RCC 製剤か らの感染性 PrP 除去 に つ い て 述 べ る．

LAPRF は ， 標準的な白血球除去 フ ィ ル タ ーに 用 い ら

れ て い る 現行 の ポ リエ ス テ ル 繊維 の 表面を修飾 する こ

とに よ り， 白血球 と PrPSc の 両方 が除 去 され る よ う

特 に設計 さ れ た製品 で あ る
40−’42 〕．

2． 材 料 と 方 法

　2．1263K プ リオ ン を用 い た外因性 （ス パ イ ク）

　　　試験
一ヒ ト RCC か らの 感染性病原体除去

　離 乳 直後 の シ リア ン ハ ム ス タ
ー （LVG ，　 Golden

Syrian　hamsters
，
　Charles　River

，
　MA

，
　USA ） に，ス

ク レ イ ピ ー 263K 株 に 感 染 し た ハ ム ス タ ーの 1％

（w ／v ）高力価脳 ホ モ ジ ネ
ー

トを頭蓋内接種 し た ．動

物が ス ク レ イ ピーを臨床的に発症 し た 70 目後 ， こ れ

らの動物を屠殺 し ， 脳を取 り出し て リ ン 酸緩衝生理 食

塩 液 （PBS ）に ／0％ で 浮 遊 さ せ （pH 　7．4），
　 Ulter−

Turrax 　 T 　25 ホ モ ジ ナ イ ザ ーで ホ モ ジ ナ イ ズ した ．

脳 ホ モ ジ ネ ートは Beckman 　GPR 卓上遠 心器 （Beck −

man 　Coulter，　Fullerton，　CA ，　USA ） に よ り 3，000　g ，

室温 で 3分 間遠心 し た．上清 を採取 し ， 以後 の 試験 に

用 い た．

　 22 　 匕 トRCC へ の SIHBH ス パ イ ク

　全血 （1単 位 450± 45ml ） を AABB 認 定 血液 銀行

か ら購入 す る か
， また は社内で 健常ボ ラ ン テ ィ アか ら

採取 した （Pall　Medical，　Blood　Donor 　Program ）．
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各単位 は CPD 抗凝 固剤 が 63　ml 入 っ た血液 バ ッ グ に

採取さ れ た ． こ れ ら の 製剤 に つ い て ，Pall　WBF 　2 白

血球除去 フ ィ ル タ
ー

を用 い ，メ ーカ ー
の 使用説 明書

（Pall　Medical，　East　Hills，　NY ，　USA ） に 従 っ て 白血

球除去操作を行 っ た ．白血球除去後の全血 を ， 採血後

8 時間以 内 に 処理 し て RCC と し た．す な わ ち，白血

球除去後の 全血 を 5，000　g で 5分間遠心 し （Sorvall

RC 　3　C 遠心 器 ，
　 Kendro　Lab　Products

，
　 Asheville

，

NC ，　USA ）， 上清 （血 漿）を除去 し た．残 っ た RCC

を ，
ヘ マ トク リ ッ トが 55〜60％と な る よ う血 漿に 再

浮遊さ せ る か ， また は SAG −M 添加剤溶液 100　ml に

再浮遊さ せ た ．RCC 浮遊液 の 重量 を分析天秤 （Sar−

torius，　AG ，　Germany＞ で 測定 し ， 密度 （SAG −M 添

加剤溶液に 浮遊 さ せ た場合 1．07g／ml ，
　 CPD を用 い

た 場 合 1．08g ／ml ） か ら容 量 を算出 し た．調 製 し た

RCC は， 血液銀行 の 冷蔵庫 で 4
°
Cで

一
晩保存 した．

試 験 日に RCC を冷蔵庫 か ら取 り出 し，10％ （w ／v ）

ス ク レ イ ピ ー
感 染 ハ ム ス タ

ー
脳 ホ モ ジ ネ

ー
ト

（scrapie 　infected　hamster　brain　homogenate ，

SIHBH ） の 最終 濃 度が O．36％ （v ／v ） と な る よ う，

RCC 　 270　ml に 対 し て SIHBH を 10　ml 添 加 し た．

RCC と脳 ホ モ ジ ネ
ー

トが 十分混 合 さ れ る よ う，各単

位 を約 2分 間，15〜20 回反転 させ て 混 合 した。ろ過

前の RCC 中の PrP 「es
量 を分析す るた め，　 RCC 　20　ml

をウエ ス タ ン ブ ロ ッ トア ッ セ イ用 50ml プ ラ ス チ ッ ク

試験管 に 採取 し た．残 りの RCC が 入 っ た 血液 バ ッ グ

に LAPRF を接続 し ， 室温 （22± 2℃ ）， ろ 過落差 76

cm で ろ過 し た．ろ 過前後 の 試料 中の PrP「es

濃度を，

下記の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トア ッ セ イ に よ り測定 し た．

　2．3　ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トア ッ セ イ

　PrPScを，高速遠心法 と 4％サ ル コ シ ル リ ン酸緩衝

生 理 食塩液溶液お よ び リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 （PTA ，

170mM 塩化 マ グネ シ ウ ム溶液 ，
　 pH 　 7．4）を用 い る

方法で 抽出， 濃縮 し た
17 ）． こ の 方法で は ， RCC 　2．5

ml を最初 に 4％ サ ル コ シ ル 6ml と混 合 し， 37℃ ， 10

分間イ ン キ ュ ベ ー トして 赤血球を溶解さ せ ， 細胞膜 を

可 溶化 し て 結 合 PrPSc を遊 離 さ せ た ．イ ン キ ュ ベ ー

ト後 ， 4％ （w ／v ）PTA 溶 液 を 700μ1添加 し， さ ら

に 30分間 イ ン キ ュ ベ ート し て PrPSc を凝 集さ せ る こ

と に よ り， RCC 試料か ら回収 しやす くした． こ の 赤

血 球 溶解液 を 19，600g で 60分間 また は ユ4 ，300g で

90分 間 ， 室温 で 遠心 した．上 清 を除去 して 廃棄 し ，

PrPSc ペ レ ッ トを 0．1％サ ル コ シ ル 添加 リ ン 酸緩衝生

理 食 塩 液 （PBS ・S） に 再 懸 濁 し て 洗 浄 し た 後，

19
，
600g で 60分 間遠心 し た ．上清 を除去 し た 後の ペ

レ ッ トを PBS −S　 100 μ1に 再懸濁し た ．各試料か ら 40

μ1を取 り， 50 μg／ml プ ロ テ イ ナ
ー ゼ K （PK ）で

37℃ ，60分間処理 し て，混在 し て い る PrP 以外 の 蛋

白を 消化 し た ．各試料 37．5μ1に 4× SDS −PAGE 試

料緩衝液 を 12．5μ1添加 し ， 70℃ で 10 分間加熱 し て

消化を終了さ せ た．SDS ゲ ル 電気泳動 と ウ エ ス タ ン

ブロ ッ トは ， 次 の 方法 で 行 っ た ．

　すなわ ち ， こ れ ら試料 20 μ1 （試料 15μ1＋試料緩衝

液 5μ1）を 4〜12％ SDS −Bis−Tris ポ リ ア ク リル ア ミ

ドゲ ル に ロ ー ド し ， NuPage 泳 動 緩 衝 液 （MES ，

Novex −lnvitrogen　San 　Diego，　CA ，　USA ）中で 200　V

の 定電圧 に より 35 分間泳動 した．分離 された蛋 白を ，

Tris一グ リシ ン 転写緩衝液中で ， 125　mA また は 25　V

で 60分 間 ， Immobilon 　 PVDF メ ン ブ レ ン （Mi1−

lipore，　Billerica，　MA ，　USA ） に転 写 した．転写後 の

メ ン ブ レ ン を 5％脱 脂 乳 リ ン 酸 緩衝 生理 食 塩 液

（0．2％ Tween　20添加） （PBST ）溶液 に 60分間浸漬

し た 後 ，
ハ イ ブ リダイ ゼ ー

シ ョ ン バ ッ グ内 で
，
3F4

モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 （Signet　 Laboratories，　 Inc．，

Dedham ，　MA ，　USA ）5 ，000倍希釈液 （ブロ ッ キ ン グ

緩衝液 （PBST ）で 最終濃度 0．2 μg ／ml に 希釈） と

ともに，静か に 攪拌 しなが ら室温 で 2．5時間イ ン キ ュ

ベ ー
トし た． こ の メ ン ブ レ ン を PBST で 5 分ず つ 4

回洗浄した後，ブ ロ ッ キ ン グ溶液で 2，000倍希釈 した

西洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダーぜ結合ヤ ギ抗 マ ウ ス IgG

（Fab 特異的，　 Sigma−Aldrich，　St．　Louis，　USA ） と と

も に 室温 で 2時間イ ン キ ュ ベ ート し た．こ の よ う に 2

次抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 ， メ ン ブ レ ン を

PBST で 5 分ず つ 4 回洗浄 し ， 脱 イ オ ン 水 で 短時間

洗浄し た．蛋白は ， 化学発光基 質 SuperSignal　 West

Dura　Extended　Signal （使用直前に 1 ：1 で混合）を

メーカ ーの マ ニ ュ ア ル 記載通 りに使用 して検出した．

シ グ ナ ル は UVP −Chemi −Doc −Itポ ータ ブ ル 暗 室

（UVP ，　 Upland，　 CA ，　 USA ）内で 現像 し，
　 Hama −

matsu 　CCD カ メ ラ （UVP ）で検出した．ウ エ ス タ ン

ブ ロ ッ ト画像の 各 バ ン ド の 密度 を ， 1D ゲ ル 解析用

LabWorksTM 　version 　4．8 （UVP ）デ ン シ トメ ト リー

プロ グ ラ ム で 解析 した ．

3． 内因性感染性試験　ス ク レ イ ピ
ー
感染ハ ム ス タ

ー

　　由来赤血球濃厚液

離乳直後の 正常 シ リア ン ハ ム ス ター 300匹 に
，

10％

（w ／v ）脳 ホ モ ジ ネ
ー

トリ ン 酸 緩衝 生理 食塩 液溶液
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（力価 ：9．210g 、 。
ID ，。／ml ）を 40μ1ずつ 頭蓋 内接種 し

た ，接種か ら約 65〜80 日後 の 臨床症状 （不安定歩行

お よ び頭の 上 下動）発現時 ， 血液試料 を CPD ま た は

CPDA −1抗凝 固剤中に 採取 した。ハ ム ス ター 100匹

か ら全 血 計 450± 45　ml （1 匹 当た り約 4〜5　ml ）を

CPD ま た は CPDA −1抗凝 固剤 63　ml 中 に 採 取 し ，

5，000　g で 25分遠心 して RCC 　1単位 （200〜300　ml ）

を 調製 し た． こ の 非 自血球除去 RCC を，欧州連合理

事会 ガイ ドラ イ ン の ヒ ト RCC 調製手順 と同様の 方法

で 上清 （血漿）に よ りヘ マ ト ク リ ッ ト 55〜60％ に 調

整 す る か ， また は SAGM 添加 剤溶液 100　m1 に 再浮

遊 さ せ た． こ の ス ク レ イ ピ ー感染非 白血球除 去 RCC

1 単 位 （280〜300ml ）が 入 っ た 血 液 バ ッ グ に

LAPRF を接続 し ， ろ 過 落差 を 76　cm と して 室 温 で

ろ 過 を行 っ た．RCC 中 の 白血球 数 を ろ 過前後 に Cell

Dyn 　3，200血液分析計 （Abbott　Diagnostics） と フ ロ

ーサイ トメ トリー法 で 測定 し た 43）．ろ過前後 の RCC

試料 40 μ1を ， 各投与条件 （対 照非ろ過 RCC 群 ：183

匹 ，
ろ 過 RCC 群 ：413匹） で 正 常 シ リ ア ン ハ ム ス タ

ー
脳 の 両側 に頭蓋内注射 した ．投与後の動物 を飼育 し ，

ス ク レ イ ピー
の 臨床徴候 （頭の 上 下動 ， 不安定歩行 ，

歩行不能な ど）の有無を観察し た ．ス ク レ イ ピーの臨

床徴候を発現 し た動物は屠殺し ， 全動物 （生存動物を

含む）の 脳 に つ い て，PrP「es の 有無を 3F4 モ ノ ク ロ

ーナ ル 抗体を用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トア ッ セ イ で調

べ た ．

4．統計学的解析

　ろ 過 RCC と 非ろ 過 RCC の PrP 「 es
量 の 差 （対 数減

少値） を ， ノ ン パ ラ メ トリ ッ ク統 計 量 で あ る Krus −

kal　Wallis で検定 し， 〆   ．05 の 場合 に 有意 とした．

平 均 値 ， 中央 値，標 準 偏 差 を統計 学 ソ フ トウ ェ ア

Prism （GraphPad　Inc．，　San　Diego，　CA ，　USA ） で 算

出 した．ろ 過 RCC 投与群 と非 ろ過 RCC 投与群 の 臨

床転帰 の 差 お よびろ過 RCC 投与後 の 動物が ス ク レ イ

ピーを発症 す る相対 リ ス クを Fisher直接法 で 解析 し，

p 〈 0．05の 場 合 を有意 と した．

5． 結 果

　 5．1 外因性感染性 （ス パ イク）試験一
ウエ ス タン

　　　 ブ ロ ッ ト

　 PrPSc除去効率を評価 し除去プ ロ セ ス を標準化す る

た め，高力価 の PrPSc を含有す る脳ホ モ ジネ ー ト を

ヒ ト RCC に添加 し た ．ろ過前後の試料中の抽 出プ リ

オ ン を PK 酵素で 処理 し た 結果 ， 非 PrP 蛋 白 は 完全

に消化 さ れ ， PrP33−35
は PrP27−3°

（PK 耐性分画 ， 分

子 量 30〜27kD の PrP 「es
） に 変化 し た．ろ 過 前試料

で は非常に強 い PrP 「es
シ グナ ル が み られた が ，

こ の

シ グ ナ ル は LAPRF ろ 過 後著明 に 減少 した （図 1）．

RCC 中 の PrP 「 es
量 は ，

　 RCC 　1単 位 中 9．4± 0．210g

か ら 6．5± O．7　10g に
，

2．9± O．710g 減 少 した （n ＝48
，

p ＜ 0．05） （図 1）．

　 　 ／va’．1t

／t．凄蕪

Pest

馨

220kDa

120kDa100kDa80kDa60kDasekDa

40kDa

騨レ ・kD・

囁

P ° st

宙齢 ・・kD・

Motecula「
Mass 　Markers

図 1 外因性 （ス パ イク）試験 ；LAPRF に よる ろ過 前後 の RCC 中の PrP「es の ウエ ス タ ン ブ ロ ッ ト

　LAPRF ろ 過後 の PrP「e・s 濃度の 著明 な 減少 が み ら れ た．全 て の サ ン プ ル は 非 プ リオ ン 蛋 白お よび PrPc

を分 解 し，PrP3a・
一

：5

を，感 染性 に 関連す る Prpscに 特異 的 な PrP27−s°
に 変換す る た め に ， プ ロ テ イ ナ

ー

ゼ K 酵素で 処理 した．
　注 ：Pre＝ろ過前 ；Post＝ろ過 後 signal ．
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　5．2 内因性感染性
一

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トお よび感

　　　 染性 ア ッ セ イ

　内因性感染性試験 は
，

ス ク レ イ ピー感染 に よ り自然

に 生 じた 白血球 に 随伴 す る感染性 と可溶性 の 感染 性両

方 に 対 す る フ ィ ル タ
ー

の 除去効果 を評価す る目的 で デ

ザイ ン し た ．内因性感染性試験 の プ リオ ン は感染 性病

原体 と して の 適切 な立体配置 を示す の で ，こ の 試 験 は

脳ホ モ ジネ
ー トを 用 い た ス パ イ ク試験 と は 異 な る．

　ス ク レ イ ピー感染ハ ム ス タ
ー由来 RCC の ろ過前後

に お け る PrP「es

量 は，高速 遠心 に よ る 濃縮操作 後 も

非常に少な く， ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トで ご く弱い シ グナ

ル し か 認 め ら れ な か っ た．ろ 過 RCC が投与さ れ た ハ

ム ス ターの 中に，120 凵後に お い て ス ク レ イ ピーの 臨

床徴候 を発現し た 動物 は な か っ た．これ らの 動物 は さ

らに 長期の 潜伏期間を考慮 し て 280 日間観察を続 け て

い る．非ろ 過 RCC 投与群の ス ク レ イ ピ ー発現動物数

（4／187） と LAPRF ろ 過 RCC 投与群の ス ク レ イ ピー

発 現動 物数 （0／413）は 統計 学的有 意 差 を示 し た

（p ＝0．015）．

　5．3　白血 球除去

　 ス ク レ イ ピー感染 ハ ム ス タ ー血 か ら調製 し た RCC

を用 い
， プ リオ ン 除去 だ けで な く LAPRF の 白血 球

除去 効率 も評 価 した．RCC 中の 白血球数 は ，
1 単位

当 た り 1．07± 0．08× 109　cells か ら，
　 LAPRF 処 理 に

よ り 3．39 ± 1．95 × 105cells まで 有意 に 減少 した （n ＝

3）　（p く 0．05）．

6．考 察

　最近，輸血 に よ る vCJD 感 染 が 疑 わ れ た症 例 が 2

例報告さ れ た こ と は，vCJD の 病原体が血液製剤投与

患者 に伝播 し得 る こ と を裏付 けて い る
B°・31）．1例 目 で

は ， 献血者は献血 か ら 3年後ま で 症状 を発現 し な か っ

た こ と か ら ， 血 液は vCJD が 臨床的に 確認 で き る よ

うに な る は る か 以 前か ら感染性を も っ と考え られ る．

2例 目の受血者で は vCJD の 症状が 発現 し な か っ た が

（無関係の 理 由に よ り死亡）， 脾臓 と リ ン パ 節か ら プ ロ

テ イナーゼ K 耐性プ リオ ン （PrP「°s ）が検 出さ れ た ．

こ の 症例 は PRNP （プ リ オ ン ）遺伝子 の コ ド ン 129

が ヘ テ ロ 接合型 （メ チ オ ニ ン ／バ リ ン ）で あ っ た の で ，

血液 に よ る vCJD 感染 の感受性が メ チ オ ニ ン ホ モ 接

合型 PRNP 遺伝 子 型 に 限 られ な い こ と を 示 し て い る．

イギ リス で は こ の 遺伝子型 サ ブグ ル ープが最 も多 い の

で
3 ’1， こ れ らの 所見 は ， 特 に イ ギ リ ス に お け る vCJD

の今後 の 疫学的推定 と監視 に大 きな意味が あ る．ま た ，

136

こ の 遺伝子 型 サ ブ グル ープ で BSE に よ る 1次感染後

や輸血 に よ る 2 次感染後の潜伏期間が異な る可能性も

考え られ る
31 ）．

　現在 ， vCJD 病原体 を もっ て い る可 能性があ る献血

候補者を識別 で き る ， 生 きた候補者に 適用可能な ス ク

リ
ー

ニ ン グ検査 は な い ．TSE の 感染性 と関連が あ る

主 な細 胞 が 白血球 で あ る こ とが確 認 さ れ て い る の

で
2s・29），血液 か ら の 白血球 除去 は，　 vCJD 伝播 リス ク

を最小限 に 抑 えるため の 最初 の 対策 として 賢明 な もの

で あ り
，

そ の よ うな 対策が 必要 で ある （輸血 に よる感

染例 2 例の 治療 に 用 い られた RCC は白血球 が 除 去 さ

れ て い な か っ た ）．し か し な が ら，最近 の 報告 で
， 現

在の世代の 自血球除去 フ ィ ル タ
ーが 内因性感染血の 総

TSE 感染性 に 対 して 42％の 除去効果 しか 示 さな か っ

た と さ れ て い る の で
3 “・），現在 の 標準的な 白血球除去で

は ， 輸血 に よ る vCJD 伝播 の 阻止 効 果 は 完全で は な

い と考え られ る．

　本研究 は ， LAPRF に つ い て ，
　 RCC 中の ス ク レ イ

ピー病原体除去能を 明 ら か に す る 目的で デ ザ イ ン した ．

Pall　LAPRF は新世代白血球除去フ ィ ル タ
ーで ， 白

血球除去機能 と感染性プ リ オ ン 濃度の著明 な低下効果

をあわ せ もっ て い る．ス ク レ イ ピーは ヒ ツ ジの進行性

神 経変性 疾 患 で ， リ ン パ 細網 組織 と 中枢 神経 系

（CNS ）で 複製す る感染性 プ リオ ン が原因で あ る．ス

ク レ イ ピ ーは 主 と して ヒ ツ ジ に み られ る が ，
ハ ム ス タ

ー
に も伝播 して ， 脳 に 海綿状変性 ， 星状細胞グ リオ ー

シ ス お よび ア ミ ロ イ ド斑形成を特徴 とす る病変を誘発

す る．

　本 研 究 で は ， 病 原 体 と し て ハ ム ス タ ー適 応株

（HSc ） で あ る 263　K を用 い た．ス パ イ ク 試験 で は ほ

とんどの 場合 ，
ヒ ト由来材料 ， ある い はせ め て vCJD

患者由来血液試料を用 い た方 が よい と 考え られ る が
，

vCJD 患者 の 脳組織 を得 る こ とは非常 に 難 し く， ほ と

ん ど不可能で あ り，
血 液 の 内因性感染性は ，

こ の 種 の

バ リデ
ー

シ ョ ン 試験 に 使用 で きるほ どに は明 らか に な

っ て い な い ．従 っ て ，
プ リオ ン ク リアラ ン ス に関する

ほ と ん ど の 研究 に は感染 ハ ム ス タ
ー

脳 ホ モ ジ ネ
ー

ト由

来 ス ク レ イ ピー
　263　K 株 が 用 い られ て お り

41−43）
， 本

研究 で もこ の 株 を PrPSc の 供給源 と し て 用 い た．

　RCC 中の 感染性プ リオ ン 量 は，ウエ ス タ ン ブ ロ ッ

ト ア ッ セ イ で 測 定 し た．こ の 方 法 は
， 感 染 性 PrPSc

と非感染性 Prpc の プ ロ テア
ーゼ K 消化感受性 の 差

に 基 づ い て い る．1）rPSc を プ ロ テ イ ナ ーゼ K 処 理 す

る と ， そ れ よ り小さ い ，ア ミノ酸約 142個か ら な る プ
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ロ テ ア
ーゼ 耐性分 子 が 生 じた が （PrP　27−30 と表記），

同 じ条件 で Prpc は完全 に 加水分解 さ れ た．

　本研 究で ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トア ッ セ イ に よ り得 られ

た デー
タ か ら，ス ク レ イ ピー感染脳ホ モ ジネートに よ

り感染性プ リ オ ン が 外因性に ス パ イ ク さ れ た RCC 中

の 感染 性 PrPsc量 が ，
　 LAPRF に よ り約 2．9± O．7　log

（平均 ±標準偏差）（平均で ほ ぼ 99．99％）有意 に 減少

し た こ とが 示 さ れ た．

　し か し な が ら， ス ク レ イ ピー感染脳材料 を用 い る こ

と に は 限界が あ り， ス パ イ ク材料が in　 vivo に お け る

感染性プ リ オ ン の性質を真 の 意味 で 反映 して い な い 可

能性 ， お よ び血液製剤投与 に つ い て 特 に ど の よ うな 意

義が あ る か が懸念 される こ とか ら ，
こ の フ ィ ル タ

ーの

感染性プ リオ ン 除去効果を ，
ス ク レ イ ピー

陽性 ハ ム ス

ター血液か ら調 製し た RCC も用 い て 評価 し た ． こ の

内因性感染性試験 の結果 ， LAPRF は内因性 に 産生さ

れ た 感 染性 プ リオ ン 濃度 をウエ ス タ ン ブ ロ ッ トア ッ セ

イ の検出限界 を十分下 回る まで 減少させ る効果 を有す

る こ と が 示 さ れ た ．ろ 過 前後 の RCC 中 の PrPSc に対

す るウエ ス タ ン ブ ロ ッ トの シ グナ ル は非常に弱 く， か

ろ うじて 視認 で き る 程 度で あ っ た が ， 白血 球数 も約

99，99％，有意 に 減少す る こ とが 確認で き た ．こ の フ

ィ ル タ
ー

は白血球 と感染性プ リオ ン （白血球に 随伴す

る もの お よ び随伴 し な い も の ）が除去さ れ る よう設計

さ れ て い る の で ，こ の 結 果 は 予 想外 で は な い ．

LAPRF の プ リオ ン 病伝播阻止効果を さ らに 実証 す る

目的 で ，ス ク レ イ ピー陽性 ハ ム ス ターを用 い た試験 の

ろ 過 RCC と非ろ 過 RCC を 正常 ハ ム ス タ ーに 脳 内注

射 し た．そ の結果 ， ろ過 RCC を投与した ハ ム ス タ
ー

413 匹 全 て （100％） で 接種 後 120 日間 に わ た りス ク

レ イ ピ ーの 臨床徴候が 発現 し な か っ た こ とか ら，

RCC を LAPRF で ろ過 す る こ と に よ る ス ク レ イ ピー

の伝播阻止が示 さ れた．LAPRF 処理群 と異 な り， 非

ろ過 RCC 投与群で は 4 匹 で ス ク レ イ ピ ー
の 臨床徴候

が発現 した．ス ク レ イ ピー
は潜伏期 間が長 い の で，残

りの ハ ム ス ター （対照群 と処理群両 方） に つ い て は ，

さ ら に 280 日間 に わた り観察を続けて い る．本研究は

以前の 知見 ， すなわち RCC を プ リオ ン 除去 フ ィ ル タ

ーで ろ 過す る こ と に よ り血 中の 感染性が有意 に減少し，

プ リオ ン 除去 フ ィ ル タ
ーで ろ過 し た RCC を投与 し た

ハ ム ス タ
ー

で ス ク レ イ ピー
の 臨床徴候が 発現し な か っ

た と い う知 見
41，42）

を確認 す る も の で あ る．また ，

LAPRF で 処 理 し た RCC 中の 赤血 球 は ， 正 常 な in

vitro 特性 と in　 vivo 回復性を有す る こ とが示 され て

い る
42・44・45 ）．

　LAPRF は 白血球除去効果 と プ リ オ ン除去効果を単

一
の デバ イ ス で 両 立 した 新世代白血球除去 フ ィ ル タ ー

で あ り，ヒ トvCJD な ど の プ リ オ ン病 の 輸血 に よ る

伝播 リス ク を低下 さ せ ， 恐 ら く排除す る こ と に よ り，

血液供給 の 安全性向上 に 寄与す る と考えられ る．
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