
 

 

［成果情報名］試験管内増幅法を用いた BSE 発症牛の唾液からのプリオン高感度検出技術 

［要約］試験管内増幅法の感度は検体のリンタングステン酸 Na による濃縮で高まり、唾液

中に異常プリオン蛋白質（PrPSc）が極微量存在すれば検出できる。また特異性は高く、類

似疾病の鑑別法として有用であることが示唆される。 
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［背景・ねらい］ 

牛海綿状脳症（BSE）は食肉を介する人獣共通感染症として、消費者の関心は依然とし

て高く、畜産物の生産や流通における監視・管理が強く求められている。しかしながら、

BSE の診断は脳を用いて行われ、生前診断は困難である。Murayama ら（2010 年）により、

BSE のプリオン試験管内増幅（Protein Misfolding Cyclic Amplification: PMCA）法が開発さ

れ、BSE 感染牛の唾液から異常プリオン蛋白質（PrPSc）の検出が可能となった。この技術

を BSE 診断へ応用するには、BSE 感染牛や他の疾病牛などから採取した材料による特異性

の検証が必要である。PMCA 法を用いた BSE プリオン高感度検出技術について、BSE 実験

感染牛および他の疾病牛の生体からの材料を用い、感度と特異性を確認し、BSE 発症前診

断の可能性を検証する。また BSE と類症疾患の鑑別法としての PMCA 法の有用性を検討す

る。  

 

［成果の内容・特徴］ 

１．正常牛の唾液に BSE 実験感染牛の脳乳剤を添加した試料中の PrPSc 検出について、リ

ンタングステン酸 Na（Na-PTA）濃縮と PMCA 法の組合せにより、ラウンド４（図１の

PMCA 反応サイクルを４回反復）にて 10-11 倍濃度までの検出が可能である。この方法に

より、未濃縮・未増幅時に比較して感度は 10 億倍（10-2→10-11）高くなる（図２）。PrPSc

が極微量存在すれば、検出可能と考えられる。 

２．Na-PTA 濃縮および PMCA 法により、発症後に採取した BSE 実験感染牛の唾液から、

ラウンド４で PrPSc が検出される（図３）。また、この唾液に含まれる PrPSc は、BSE 感

染脳乳剤の 10-11 倍濃度検体とほぼ同等の極少量であると推察される。発症前の唾液から

は PrPSc は検出されない。これまでの報告からも、発症前（発症直前を除く）の唾液には

PrPSc が含まれないため、唾液からの PrPSc の検出による BSE 発症牛の生前診断は可能で

あるが、発症前診断は困難であると考えられる。  

３．起立不能等疾病牛から採取した唾液では、全例が陰性であり（表１）、PMCA 法によ

る唾液中 PrPSc 検出の高い特異性が示され、BSE と類似疾病の鑑別法としても有用である

ことが示唆される。  

 

［普及のための参考情報］ 

１．普及対象：国内研究機関  

２．その他：本試験の成果は、BSE 発症前診断技術開発のための基礎知見として研究開発

に活用される。  
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表１ PMCA 法の特異性検証に用いた類似疾病牛の内訳と唾液からの  PrPSc 検出  

診断名  症例数  
死亡牛 BSE 検査  

陽性数  
唾液 PMCA 

陽性数  

 

内転筋断裂  12 0 0  

乳房炎・関節炎  8 0 0  

神経麻痺※1 4 0 0  

ダウナー症候群、乳熱  4 0 0  

股関節脱臼  3 0 0  

その他※2 6 0 0  

計  37 0 0  

※１：坐骨神経麻痺２例、橈骨神経麻痺１例、腓骨神経麻痺１例  
※２：心室中隔欠損、ケトーシス、第四胃変位、蹄底潰瘍、筋炎、後大静脈血栓症 各 1 例  

図１ PMCA 法によるプリオン増幅と PMCA 反応サイクル  

図２ PMCA 法により増幅した BSE 脳乳剤添加唾液の PrPSc 検出 

M：サイズマーカー  
N：陰性対照  
数字は検体の希釈倍率の

乗数（10n）  

図３ PMCA 法を用いた BSE 実験感染

牛の唾液からの PrPSc の検出  
M：サイズマーカー  
B：BSE 陽性対照  

牛 7373 は、接種後 21 ヶ月から 22
ヶ月解剖まで音への過剰反応等が確認

された。  


