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１．は じ め に

２００１年、BSEの国内発生を受け、北海道立畜産試験

場（現 北海道立総合研究機構 畜産試験場）は、牛海

綿状脳症（BSE : Bovine Spongiform Encephalopathy）

の早期診断と病理発生の解明に向け、BSEの研究に着

手した。BSE患畜の同居牛を発生農場から導入し、観

察することから研究は始まった。また研究体制を強化す

るため、獣医師研究職員を１名採用することとなった。

当時、私は酪農学園大学大学院博士課程に在籍し、子牛

の感染防御機能に関する研究に携わっていた。課程の途

中であったが、畜産に関する研究機関で牛の研究を長く

続けられるまたとない機会であり、採用試験に応募した

ところ、縁があって２００２年４月から畜産試験場の研究職

員となった。

プリオンは、細菌やウイルスの感染症と異なり、核酸

を持たないため PCR等の高感度検出法は使えない。

BSEの診断には脳幹部の組織が必要であり、と殺前に

BSE患畜を発見することは困難であった。農場段階で

生きている BSE患畜を発見し、症状を観察したり血液

を採取したりすることも不可能であった。BSEプリオ

ンは、マウスや羊などの異種動物にも感染するが、動物

ごとに病理発生が異なる。BSEの早期診断技術の開発

や病理発生の解明には、BSEプリオンに感染した牛を

用いる必要があった。畜産試験場では、農林水産省およ

び厚生労働省のプロジェクト研究に参画し、脳内接種に

よる BSE感染牛を用いた研究を行うこととなった。

２００４年、BSE隔離試験牛舎を設置して、牛への BSEの

感染実験を開始した。

BSEの発生から現在まで、「食の安全」に関しては、

依然消費者の高い関心が向けられているが、BSEにつ

いては、これまでリスク解析やリスク管理の徹底により

OIEステータス「リスクを無視できる」国に承認され

るなど終息状況となった。この間、一般社会情勢は、政

権交代や東日本大震災など大きく変化した。畜産試験場

も、道立の研究機関から地方独立行政法人の機関となり、

配置変更やグループ改変もされてきた中、この１３年間、

一貫して BSE研究に専念できる環境を与えて頂いた。

研究予算や共同研究相手にも恵まれ、BSEの研究を続

けることができた。これまでの研究成果をまとめた論文

を北海道大学に提出し、２０１３年１２月に博士（獣医学）の

学位を授与された。今回は、これまでの研究の中から脳

内接種による BSE感染牛の異常プリオンタンパク質の

分布に関する研究について紹介する。

２．脳内接種によるBSE実験感染牛の異常プリ

オンタンパク質の分布

背景・目的：伝達性海綿状脳症（TSEs : Transmissible

Spongiform Encephalopathies）は、中枢神経組織にお

ける空胞病変と異常プリオンタンパク質の蓄積を特徴と

する致死性神経疾患で、プリオン病と呼ばれ、牛の BSE、

羊のスクレイピー、鹿の慢性消耗症や人のクロイツフェ

ルト・ヤコブ病（CJD）などが知られている。BSEは、

人の変異型 CJDの原因と考えられおり、畜産物を介し

た人獣共通感染症として公衆衛生上の重要な疾病である。

１９８６年、英国で初めて確認され、その後、ヨーロッパ、

アジアおよび北米に広がった。英国で発生して世界各地

に広がった BSEは定型 BSE（C-BSE）と呼ばれている。

我が国では、２００１年９月に初めて BSEが確認され、現

在までに３６例の BSE患畜が見つかっているが、２００９年

３月を最後に確認されていない。また２０１３年には国際獣

疫事務局（OIE）の BSEリスクステータス「無視でき
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る BSEリスク」の国の承認を得たところである。牛を

用いた BSE感染試験は、長い研究期間が必要なことや

厳重な管理が必要であるなどの制約が多く、通常の施設

では実施は困難である。そのため、牛における BSEの

病理発生や牛や人への伝播リスクを評価するための

BSEプリオンに関する知見も十分でなかった。BSE感

染牛における PrPScの脳内分布は、経口感染実験牛およ

び野外発生例で報告されている。しかしながら、中枢神

経への PrPScの沈着と臨床経過との関連は、未だ明らか

でない。本研究では C-BSEを脳内接種した牛の PrPSc

脳内分布を免疫組織化学およびWB法により解析し、

臨床経過との関連性について検討した。

方法：３頭の BSE患畜（�英国 BSE患畜（BSE／UK）、

�国内５例目（BSE／JP5）、�国内６例目（BSE／JP6））

の脳組織から調整した１０％脳乳剤を接種材料とした。

BSE感染試験は、１６頭の生後約３カ月齢のホルスタイ

ン種子牛を用いた。各供試牛は麻酔処置し、直径２mm

のピンドリルで前頭骨右側を貫通し、その貫通穴より１８

Gのカテラン針を用いて中脳を標的に穿刺し、前述の

１０％BSE感染脳乳剤１ml を脳内接種した。術後は BSE

隔離牛舎にて飼養し、経過観察を行った。供試牛のうち、

７頭は臨床症状が現れる前に、９頭は臨床症状を確認し

た後に病理解剖した＜表１＞。

病理解剖時に大脳、小脳および脳幹部、脊髄胸膨大、

脊髄腰膨大部を採取した。ウエスタンブロット（WB）

法による PrPSc検出のための組織は－８０℃で保管した。

病理組織学的解析（HE染色）または免疫組織化学的解

析のための組織は１０％中性緩衝ホルマリンで固定後、

９８％ギ酸によりプリオン不活化処理した。病理組織学的

解析では、各部位のHE染色標本を観察し、脳の空胞

変性の分布を、次のようにスコア化した（０：ネガティ

ブ、１：対物×１０の視野下で、空胞数が３個以下、２：

対物×１０の視野下で、数個の空胞が散在、３：対物×１０

の視野下で、多数の空胞が散在、４：対物×１０の視野下

で、無数の空胞が散在し、空胞同士の融合も見られる）。

免疫組織化学的解析では、パラフィン包埋組織切片を抗

PrPモノクローナル抗体 T1で標識し、沈着した PrPSc

を検出した。PrPScは以下の８つのタイプに分類した。

細胞内 PrPScは、神経細胞内とグリア内の顆粒状沈着の

２つ、網状組織における細胞外 PrPScの沈着は、線形、

ニューロン周囲、微粒子状、粗い粒子状および結合体の

６つに分類した。PrPScの蓄積スコアは、IHC標本の顕

微鏡下の観察により、次のように評価した（０：PrPSc

を認めない、１：強拡大視野で PrPScを認める、２：中

拡大視野で PrPScを認める、３：弱拡大視野で PrPSc

を認め、中程度の蓄積がある、４：著しい PrPScの蓄積

がある）。

WB法は脳の１８箇所と脊髄２箇所を解析した。脳の各

部位を用いて１０％脳乳剤をプロテアーゼ K（反応濃度

４０µg／ml）で消化処理した。ブタノール・メタノール

表１ 定型BSE脳内接種牛の臨床症状と病態の変化

Case Code 接種材料 接種から症状
確認まで（月）

発症時の
臨床症状

終末期の
臨床症状

接種から
解剖まで（月） 空胞変性 PrPSc by

IHC
PrPSc by

WB

１ ０８０１ BSE／UK － － － ３ － － －

２ ９０６６ BSE／UK － － － １０ － ＋ ＋

３ ９３８５ BSE／UK － － － １２ － ＋ ＋

４ ３９６２ BSE／JP6 － － － １２ － ＋ ＋

５ ２６０１ BSE／UK － － － １６ ＋ ＋ ＋

６ ８８６ BSE／UK － － － １８ ＋ ＋ ＋

７ ３９５５ BSE／JP6 － － － １９ ＋ ＋ ＋

８ ４３９４ BSE／UK １８ 異常歩様 姿勢の異常 ２０ ＋ ＋ ＋

９ ３７２８ BSE／JP5 １９ 神経質 運動失調 ２１ ＋ ＋ ＋

１０ ５４２６ BSE／JP5 ２１ 運動失調 起立不能 ２２ ＋ ＋ ＋

１１ ５５２３ BSE／JP6 １９ 神経質 運動失調 ２３ ＋ ＋ ＋

１２ ４４３７ BSE／UK １８ 運動失調 起立不能 ２３ ＋ ＋ ＋

１３ １４７９ BSE／JP5 ２０ 異常歩様 起立不能 ２３ ＋ ＋ ＋

１４ ５０８７ BSE／UK １９ 異常歩様 運動失調 ２４ ＋ ＋ ＋

１５ ３２１７ BSE／JP5 ２２ 異常歩様 運動失調 ２４ ＋ ＋ ＋

１６ ４６１２ BSE／JP6 ２２ 姿勢の異常 姿勢の異常 ２４ ＋ ＋ ＋
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混合液を添加後、遠心分離して得られた沈殿画分を測定

サンプルとした。アクリルアミドゲルを用い１レーン５

mg組織等量で電気泳動し、メンブレンに転写後、HRP

標識 T2マウスモノクローナル抗体を用い、化学発光に

より PrPScの検出を行った。陽性対照として、マウスス

クレイピー（１．６および６．４µg組織当量）を用い、発光

強度の比較を行った。

結果：１６頭のうち、未発症期に解剖した７頭（Case１

～７）を除く、９頭（Case８～１６）に接種後１８カ月か

ら２２カ月（平均１９．７±１．６カ月）で、BSEの臨床症状が

出現した。これらの初期の臨床症状は、頭を低く下げる、

神経質および聴覚刺激に対する過敏反応であった。これ

らの臨床症状は進行性に経過し、終末期には、後駆の運

動失調や起立困難となった。３つの異なる接種材料の間

では、出現する臨床症状と時期に差は見られなかった。

病理組織学的解析では、脳の空胞変性の程度を前述の

ようにスコア化した結果を＜図１＞に示した。接種後３、

１０、１２カ月で解剖した４頭（Case１～４）では、どの

部位にも空胞変性は無かった。接種後１６および１８カ月で

解剖した未発症の２頭（Case５、６）では、少数の空

胞が視床、視床下部、橋、延髄に見られた。しかし、大

脳皮質および小脳皮質に空胞変性病変は無かった。１９カ

月で解剖した未発症期の牛（Case７）では、脳全体に

広く中程度の数の空胞が見られた。空胞は、視床、橋お

よび中脳で明瞭であり、大脳皮質では少なかった。接種

後２０から２４カ月の臨床症状が現れた牛（Case８～１６）

では、空胞変性病変は、未発症の牛に比べ増加した。視

床および中脳の空胞スコアは最も高く、後頭葉の皮質や

小脳皮質ではスコアは低かった。

免疫組織化学的解析による PrPScの分布と蓄積スコア

を＜図２＞に示した。接種後１０カ月で解剖した１頭

（Case２）の視床、中脳、橋、延髄の神経核周部と灰

白質の網状組織に、微粒子または顆粒状型、および線状

型のまばらな PrPScの沈着が見られた。接種後１２カ月で

病理解剖した２頭（Case３、４）では、神経細胞内の

微粒子または顆粒状の沈着および網状組織の微粒子また

は顆粒状の沈着が脊髄の灰白質によく見られた。しかし、

接種後３カ月で解剖した牛（Case１）の脳では PrPSc

の沈着は見られなかった。接種後１６または１８カ月で発症

前に解剖した２頭（Case５、６）では、視床、中脳、

橋、延髄、小脳髄質における線状および結合体の沈着、

神経細胞内およびグリア細胞内に中程度の量の顆粒が確

認された。大脳および小脳の皮質では PrPScの沈着は少

なく、最も少ないのは前頭部であった。接種後１９カ月の

図１ 脳内接種によるBSE感染牛の発症前および発症
後の変性スコア

Case５and６：接種後１６および１８カ月の発症前に解剖した牛
の平均スコア

Case７：接種後１９カ月の発症前に解剖した牛のスコア
Case８－１６：接種後２０～２４カ月の発症後に解剖した平均ス
コア
組織番号１：延髄孤束核、２：延髄三叉神経脊髄路核、３：
舌下神経核、４：前庭神経核、５：蝸牛核、６：小脳虫部、
７：小脳中心灰白質、８：吻側部、９：内側膝状核、１０：
視床下部、１１：背内側核、１２：中間腹側核、１３：前頭部大
脳皮質、１４：側坐核、１５：尾状核、１６：被殻、１７：前障

図２ 免疫組織化学的解析によるPrPSc 分布の概略図
Cases４－７：発症前に解剖した牛、Cases８－１６：発症後
に解剖した牛

PrPSc 蓄積スコア ０：沈着なし、１：ごくわずか、２：
軽度、３：中程度、４：高度の沈着
それぞれの部位は、上段：大脳（前頭部、前頭部と線条体、
視床と頭頂部、後頭部）、下段：中脳、橋、延髄、小脳お
よび脊髄の胸膨大部（C8）と腰膨大部（L6）
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牛（Case７）では、脳幹と視床に神経細胞内空胞がや

や見られた。PrPSc沈着は、脳幹、視床および中隔核、

視床下部、小脳において中程度に局在しており、脊髄の

灰白質および海馬でまばらであった。この牛の大脳皮質

への PrPSc沈着は、接種後１６または１８カ月で解剖した２

頭（Case５、６）より明瞭であった。臨床徴候を示し

た牛では、PrPSc沈着の型と分布はほとんど同様であっ

た（Case８－１６）。すなわち、様々な型の PrPScが、脳

全体に広く分布していた。PrPScは、脳幹、視床、小脳

の髄質と脊髄の灰白質に最も見られた。脊髄の頚部と腰

部では、顕著な PrPScの高度の蓄積が見られた。微弱で

中度の量の PrPSc蓄積が、大脳および小脳皮質に分布し

た。

WB法の結果は＜表２＞に示した。WB法による解析

では、接種後３カ月（Case１）で解剖した牛の脳から

は PrPScは検出されなかった。接種後１０カ月（Case２）

の牛では、脳幹部および小脳より微量の PrPScを検出し

た。表２のように脳と脊髄における PrPScの蓄積は接種

後の経過に従い拡大した。

考察：本試験の目的は C-BSEプリオンを脳内接種した

牛の脳における PrPScの蓄積を明らかにすることである。

経口的にプリオンを摂取すると考えられる自然感染の感

染経路とは異なるが、脳内接種は、牛の C-BSEの病理

変化を誘発するための最も効率的な方法であると思われ

る。本試験における C-BSE感染牛の潜伏期と発症期間

は、これまでの海外での報告と一致していた。

また接種後１０カ月 C-BSE感染牛の脳幹部より初期の

PrPSc蓄積を検出した。このことは、脳幹部が脳内接種

の経路であったためか、C-BSEプリオンの標的部位で

あるためと考えられる。脳幹に検出された PrPScは、接

種材料の残りであるとも考えられたが、PrPScは、接種

後３カ月で解析した牛の脳幹部からWB法または免疫

組織化学では検出されなかった。

空胞病変分布に加えて、本試験で臨床経過の明らかな

BSE感染牛における PrPScの脳内分布を、これまでに

報告された C-BSEの野外例と同様に示した。この結果

から、脳内の PrPScの蓄積と分布は潜伏期間と相関して

いると示唆される。

本試験において、C-BSEの臨床症状が出現する１０カ

月前であった接種後１０カ月の脳内接種牛において、脳幹

表２ ウエスタンブロット法による脳の各部位からのPrPSc の検出

経過 未 発 症 発 症 後

牛� １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６

脳の各部位 接種後月数 ３ １０ １２ １２ １６ １８ １９ ２０ ２１ ２２ ２３ ２３ ２３ ２４ ２４ ２４

１ 嗅脚 －２） － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋

２ 前頭部 大脳皮質 － － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋

３ 前頭部 大脳髄質 － － － ＋＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ －

４ 線条体 － － － ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋＋

５ 頭頂部 大脳皮質 － － － － － － ＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋＋

６ 視床 － － － ＋＋ － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋＋

７ 側頭部 大脳皮質 － － － － － － ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋

８ 大脳髄質 － － － － － － ＋＋ ＋ － ＋ ＋＋ ＋ ＋ － － －

９ 視床 － － ＋＋ － ND ＋＋ ＋＋ ND ND ＋＋ ＋＋ ＋＋ ND ＋＋ － ND

１０ 海馬 － － － ＋＋ － － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１１ 後頭部 大脳皮質 － － － － － － ＋＋ ＋＋ － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋

１２ 後頭部 大脳皮髄質 － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋ － － ＋＋ －

１３ 小脳皮質 － － － － － ＋＋ － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋

１４ 小脳髄質 － ＋ ＋ ＋＋ － ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１５ 小脳脚 － ＋ － ND － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１６ 中脳 － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１７ 橋 － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１８ 延髄 － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１９ 脊髄 胸膨大部 ND ND ND ND ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ND ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

２０ 脊髄 腰膨大部 ND ND ND ND ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ND ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

※＋＋：強陽性（マウススクレイピー感染脳１．６µg組織等量より強いシグナル）、＋：陽性、－：陰性、ND：データ無し
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部と視床に PrPScの最も早い蓄積が起こることを明らか

にした。PrPScは発症前に中枢神経組織に広く分布する

とともに、脳幹部および視床に多く蓄積した。本試験に

より、脳の変性が現れた後、臨床症状が出現することも

明らかとなった。

３．ま と め

牛を用いた BSEの感染実験により、C-BSEの病理発

生機序の一端を明らかにしてきた。この成績は、BSE

のリスク評価およびリスク管理措置の策定のための重要

な科学的知見として活用されている。

牛の BSE病原因子は英国に端を発する単一の株と考

えられてきた。しかし、２００３年からこれまでに９０例以上

の非定型 BSEと呼ばれる神経病理学的および分子表現

型の異なる非定型 BSE（L型およびH型）が近年欧州

諸国、北アメリカおよび日本で報告されている。非定型

BSEは、ほとんどが８歳以上の高齢牛で確認され、C-

BSEの発生状況との関連性が低いことから、孤発性（自

然発生的）である可能性が示唆される。畜産試験場では、

脳内接種による非定型 L型 BSEの牛への感染試験を実

施し、臨床症状の出現時期が C-BSEよりも早く、牛に

対して病原性が強いことを明らかにした。しかし、非定

型 BSEの病理発生は不明な点が多く、BSE対策の残さ

れた問題となっていることから、現在も非定型 BSE感

染牛を用いた試験研究による知見の集積を継続して非定

型 BSEに関する研究成果は、次の機会に改めて紹介す

る。

最後に、長年数々の御指導、御助言によりこの研究を

支えて頂いた動物衛生研究所、国立感染症研究所、北海

道大学、アジア太平洋プリオン研究会の諸先生、北海道

立総合研究機構および行政機関の方々、牛を提供して頂

いた生産者の皆様、関係各位にこの場を借りて感謝いた

します。
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