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Creutzfeldt-Jakob病病原体 (越後 1株)に関する研究

―モルモットによる分離,継代実験を中心として―
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Afemalepatient,whodiedfrom thepanencephalopathictype oftheCreut2:feldt-Jakob

disease(CJD),wasexaminedforthepathogenicagentwithherlo財 brainextract,which

wasinoculatedintoguineaplgSthroughintracerebralroute,resultinglnthesuccessfulisl

olationofatransmissibleagent. Asfaraslknow,theagentisolationfrom thesame

typeofpatientswasquiterare,thosefrom theotherhistologlCaltypesofthedisease

wererepeatedlyreported.TheagentisolatedcouldstablybetransmittedingulneaPlgS,

inducingalethalencephalopathywithdegenerativechangesinthethalamicareapredomin-

antly. IntheserialtraLnSmissioninguineaPIES,theagentwascharacteristicinmanifesting

relativelylongerlatentperiodsbeforecausingillness:728±122days(fatalityratio,2/4) at

theinitialisolation,then400±25days(5/6),438±43days(6/6),and434±23days(6/6)at

the2nd.3rd,and4thpassage,respectively.Duringthesepassages,asubstrainbranchedout

oftheoriginalstrainatthe4thpassagewithamarkedlyshortenedlatentperiodof291±

23days(6/6);thesubstrainthereafterexhibitedsimilarshortterm latenciesconsistently.

BesidestheseexperimentalCJD inguineaplgS,autOantibodytoneuronalaxonwasexa-

minedin4patients. Themethodwasanindirectimmunoperoxidasestainingofnormal

spinalcordsectionspreparedfrom humanandguineapigmaterials･ Theautoantibody

wasdetectedin3outofthe4patientsemployingtheirserum specimens･ Inallofthe
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antibodypositivecases,themaximaltiterswerefoundatthetimeofdeath ofpatient:1:5,120

foronepatient(Y.T.)at3yearspostonset(po)and1:40fortheother2patients(M.IK.

andT.M.)atnearly1.5yearspo,Suggestingthepresenceofmoreimmunogensattheter一

minusoftheclinicalcourse. Inaddition,thepatientY,T.wasrevealedtohaveananti-

bodytiteror1:4inthecerebrospinalfluidat2yearspo,atwhichthesemm antibodytiもer

was1:640.Guineapigsdevelopingtheexperimentaldiseasewerealsoexaminedfortheanti-

bodytiters,yetwithentirelynegativescores,probablyduetotheirrapiddeathafteronset

oftheillness.AlloftheseBndingsontheexperimentalandclinicalCJDwerediscussed

from thepatbognomonicviewpointorthe■disease.

Keywords:Creutzfeldt-Jakobdisease,panencepahlopathictype,latentperiod,substrain,

transmissionexperiment
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Creutzfeldt-Jakob病 (以下,CJD)は進行性の痴

呆を主症状とする致命的な脳症である.その発生は 100

万人当り1人と極めて低頻度であるが,近年,医学のみな

らず生物学上の トピックスの1つとして多大の関心を集め

ている.それは,従来中枢神経系の変性疾患の代表と考え

られていたCJDが病変組織試料の接種によりチンパン

ジ-など他の動物個体に伝播可能であることが分り1),感

染症の1つとして位置づけられるに到ったこと,並びに

病原体の性状が極めて特異であることによる.病原体の

実体については未だ最終的な結論は得られていないが,

prusinerら2)によれば精製標品の主体は蛋白であると

いう.これが事実とすれば,その増殖過程を説明するた

めには,これまでの生物学を超えた新しい概念の提起が

必要だからである.一方,病原学的側面を考えるとき,

本疾患にはその成因解明に結び付くと思われる生物学的

マーカーが極めて乏しいことに気付く.患者血中には特

異抗体は検出されず,病原体候補標品も免疫学的活性を

欠く.雁患組織像の主徴は脳実質の海綿状変性,ニュ-

ロンの変性 ･脱落,並びにグリア細胞の肥大 ･増生であ

るが,これらは CJD に限ったものではない.病因を示

唆する唯一の特徴は催患脳抽出試料を他動物に接種して

同一の病変を誘発できるという事実である.従って,本

疾患の成因解明の出発点は伝播可能な病原体を分離し,

その実体を把握することである.こういった観点から著

者は当該病変誘発能を持つ病原要因の単離を試み,1978

年,CJD 患者からモルモットに伝播可能な病原休を分

離することができた.分離した病原体の病原学的性状に

併せ,由来患者の病像と病型,並びに感染動物の病態を

記載,考察する.

症例と実験方法

1) 症 例

症例は,M.IK.33才,女性教師 (神内 #1907)で,

1975年9月より,全身の筋肉に,筋線維束撃鮪, ミオク

ローヌスが出現,11月に精神症状,12月に小脳性運動失

潤,言語障害が出現,12月23日,新潟大学医学部附属病

院神経内科に入院した.急速に進行する痴呆,小脳症状,

錐体路症状に ミオクローヌスを伴い,脳波上典型的な

Periodicsynchronousdischarge(PSD)が認めら

れ,臨床的にCreutzfeldt-Jakob病 (以下,CJD)と

診断した.死亡期日は1977年2月19日であり,全経過 1

年6カ月であった.

剖検所見 (神経病理剖検番号 N8,1977)脳重量は865

gm で大脳,小脳ともに高度に萎縮,組織学的には,大

脳および小脳皮質,視床など灰白質に広汎,且つ高度の

神経細胞の変性 ･脱落,粗穀化ないし海綿状態,屋腰細

胞の肥大と喝生を認めた.また,灰白質のみならず白質

にも広範な変性を認めた.クル斑は観察できなかった.

両側の皮質脊髄路,後索,側索前方に対称性の変軌 ま

た前根,後根,坐骨神掛こも変性を認めた.これらの知

見から本例は病理組織学的にも CJDと診断された,さ

らに本例に特徴的な所見として灰白質のみならず白質に

も広範に変性が観察され,脳回頂の皮質下白質に限局性

海綿状壊死巣が存在,いわゆる panencephalopathic

type(Mizutani)3)の CJD であった.

2) CJD 病原体の分離,継代実験

剖検後,直ちに患者脳 (左側後頭葉と前頭葉の一部)

より生食水により10%乳剤を調整,2,000回転 5分の遠

心上清をモルモット,並びにマウスに脳内接種,病療体
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の分離を試みた.初代分離には Hartley系モルモット,

哨乳期個体および Balb/Cマウス,4-8適合個体を用

い,それぞれに試料 0.1mlおよび 0.03mlを上記経路

により接種した.モルモットの一部は発症を確認した時

点でエーテル麻酔下心臓穿刺により採血,屠殺,脳を摘

出,20%抽出試料を得,その 0.1mlを同系モルモット,

離乳期個体脳内に接種,継代した.さらに一部の継代試

料はモルモット13系および2系にも接種,動物系統差に

よる実験 CJD発現動態の比較を試みた.

3) 発症モルモットの病理組織学的検索

発症モルモットは,エーテル麻酔下,心臓穿刺により

脱血屠殺,脳を摘出,10%ホルマリンおよび2.5%グル

タールアルデヒドで固定した.組織切片は,HE(Hae-

matoxylinandeosin),KB(Kliiver-Barrera),Bo-

diall,Holler,並びに PTAH (Phosphotanguistic

acidHaematoxylin)により染色,光顕観察に供 した.

さらに足腰細胞は GFAP (glialfibrillaryacidic

protein)抗体を用い,酵素抗休法 (間接法)により検

索した.また,試料の一部については電顕的観察を実施

した.

4) 発症モルモットおよび CJD患者血清中の

軸索抗体の検出

酵素抗体法 (間接法)により,患者血清,髄液中およ

び発症モルモット血清中の軸索抗体を検索した.ヒトあ

るいはモルモット正常脊髄切片のパラフィン包埋標本を

抗原棲品とし,脱パラ後,前処置として,0.3%H202メ

チルアルコールで 1時間処理後,正常ウサギ血清と4oC
一晩反応させた.同抗原標品に一次反応として,正常ウ

サギ血清で希釈した被検試料を室温, 3時間反応させ,

洗聴,二次反応として HRP (horseradishperoxi-

dase)一兎抗 ヒトあるいはモルモットγグロブリン (正

常兎血清で20倍に希釈)を1時間反応させた後, DAB

(diaminobenzidine)-H202で発色させた.

結 果

Ⅰ.CJD 病原休の分離,継代

1) CJD 病原体のモルモットでの分離,継代結果を

図 1に掲げる.分離病原休は越後 1株 (Echigo-1str-

ain,以下 E株)と命名した.披検試料接種後,発症死

亡までの期間は初代728±122日(2/4匹発症),2代400±

25日 (5/6匹発症,1/6匹は臨床的に未発症,但し925

日時点で組織学的に診断所見㊥),3代438±23日 (6/6匹

発症)であった.4代以降は後述する.

2) 発症モルモットの臨床症状 (蓑1)は,croutchi-
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図 1 越後 1株のモルモットによる継代実験

表 l ClinicalSymptomsinSick

GuineaPigs

ClinicalSymptoms lK-GP3 lK-GP4

1.Crouchatthelightcorner 6/66/6 6/66/6

intheCage

2.Apatheticface

3.Noneedofwatersupply 6/6 6/6

4.Emaciation 6/6 6/6

5.Startlereaction 5/6 1/6

6.Spasticparalysis 2/6 1/6

nglnthecage,dullness,apatheticfaceappear-

ance,decreasedconsumptionorwater,emacia-

tionがほぼ全例に認められ,加えてstartlereaction,

spasticparesis,r.unningを認めたものもあった.因

みに,これらの症状を認めてから死亡するまでの期間は

2過以内であった.

3) 上記臨床的に発症と診断されたモルモットは,全

て病理組織学的にも CJD と診断された.モルモットで

は,主病変は視床に認められ,神経細胞の変性 ･脱落と

海綿状変性であった.また,GFAP抗体を用いた酵素

酵体法 (間接法)により星腰細胞の肥大,増生を確認し

た .

4) 電顕的観察では,neuropil,特に樹状突起に空胞

化を認め,白質では ミエリン重層の splittingによる空
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図 2 A fiirst-generationguineapiginoculatedwiththeCJD-brain.Thalamus.Notevacu-
olescontainingmembranefragments(arrows)withinthevacuoles. Axoplasm of
themyelinatedfibersshowsdegenerativechangesandcontainsvacuoles. Thecyto-
plasm ofsomedendritesappearsclearedofmostorganelles.Uranylacetate-leadci-
tratestaining.X 16,000

胸形成を観察した.空胞内腔には,時に膜様断片を認め

た (図2).

ⅠⅠ. 分散原株からの短潜伏期亜株の派生

1) 分離原株のモルモット継代4代目で有意に短い潜

伏期,.291±23日 (6/6匹発症)を示す亜株の派生を認め

た (図1)亜株由来動物は継代3代目発症モルモット6

匹中,臨床症状を異にした1匹で,刺激に対して過敏で

著明な running動作を示したのである.亜株は継代5

代目でも,短潜伏期,254±24日 (6/6 匹発症)を示 し

た .

2) 但し,亜株接種に際し,派生初代,並びに次代で

は running動作は伝播されず,塩床症状については原

珠と差を認めなかった.また,病理学的所見 (病変の王

座は視床にあり,神経細胞の変性 ･脱落,海綿状変性,

星謬細胞の肥大,増生を認めた)にも原株との間に差を

認めなかった.

ⅠⅠⅠ. モルモット系統の潜伏期への影響

Hartley系モルモットで4代継代したE株 (20%脳

乳剤,0.1ml)を Hartley系の外,13系および2系モ

ルモットに脳内接種し,表2の結果を得た.因みに,接

種病原体としては短潜伏期亜株を,またモルモットは全

て離乳期の雌を用いた.表示の通り,潜伏期につきHa-

rtley系 (254±24日)と13系 (283±19日)あるいは2

系 (301±6日)の問には,各々統計学的に危険率 1%以

下で有意差を認め,また13系と2系の間にも危険率5%

以下で有意差を認めた.

ⅠⅤ.発症モルモットにおける軸索抗体の検索

1) CJD 患者血清中に軸索抗体を検索,4名中3名
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図 4 CLINCALCOURSE (Y.T.38y-0.female#2517)

にその発現を認めた.

2) 力価ば,2例で40倍,1例では5,120倍と高値を示

した (図3).

3) 軸索抗体は,病初期より検出される例,発症経過

後検出される例と区々であった.また,曜病期間が長び

くにつれ力価の上昇を認めた (図3).

4) 病初期より軸索抗体が検出され,終末期に異常高

値をもった症例は病理学的に panencephalopathicty-

pe(MiZutani)であった.しかし,他の同型患者 (E

株分離例)では,発病当初,同抗体は検出されず,終末

期に40倍の力価を検知したに過ぎなかった.

5) 血清抗体価5,120倍を示した例 (図4)では,髄

液中にも4倍の抗体価を検出した.

6) 発症モルモット血清中には,検索した限り抗体価

は検出できなかった.

考 接

CJD 病原体の伝播実験は,Gibbsら (1968)11のチ
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ンパンジーへの伝播実験が最初であり,小型実験動物へ

の伝播成功は,Manuelidisら (1976)4㌧ Tateishiら

(1979)5)が最初である.その後,他の研究室からの成功

の報告が相次いでいる.しかし,安定して継代可能であ

り,再現性をもって実験に供 し得る分離株は多くはな

い.また,panencephalopathictypeの CJD 症例

からの分離報告はこれまで極めて稀である.今回の分離

秩,E株の詳細を報告する理由である.

モルモットを用いての初代分離成功率は研究者によっ

てマチマチで,10/68(15%)61,5/16(31%)71と高くな

い率から,ll/12(91.7%8㌧ただしモルモットか-ムス

ターのいずれか一方に伝播する率)と高率の報告まであ

る.Gajdusek らは6),リスザル,クモザルやチンパン

ジーを用いて98-96%と高率の初代分離率を報告して来

ているが,この種の実験は,経済的な負担が大きいのが

欠点である.一方,小動物を用いるときは,経済的負担

は少ないが,初代分離率が安定しないのが欠点である.

Tateishiは別,マウスを用いての初代分離率が 16/17

(94%)と極めて高率の成績を発表して来ているが,他

の研究室からの同様の報告はみられていない.

モルモットを用いて患者脳等より病原体を分離したと

いう報告の中で, 4代以上継代され.その成績が詳しく

報告されているのは Manuelidisの分離株4日0)川 (以

下,M株)と立石らによる Fukuokn 1株5I7)別(以下,

F株)に限られる.これら2株と今回のE株の実験動物

における病原学的性状を比較してみる.蓑3,●表4,義

5に各々,病原体が分離された患者の臨床所見,患者脳

の病理学的所見,モルモットにおける伝播実験成績をま

とめ提示する.E株の特徴の第 1は,他の分離株に比し,

長期の潜伏期を示すことである.すなわち,他の2例で

表 3 ClinicalFindingsorthePatients

Case CJDagent Author Patient'SAgeSex Job Ⅰnitia】Symtoms NeurologicalMy∝lonus PSD Sick mrationbefore(strain) name signs (EEC)durationakineticmutism

1 Echigo-lstrain Mori.eta)(JAPAN)inthisreport M.IK 33 F Teacherfascicu)ation-myodonus dementiaceretx!llarextrapyramidalpyramida)tract + + lY6M 6M

2 Manuelidisーisolate Manue】idis,etal(1975,USA) V.S. 54 F Woman forgetfulnessfatiguelossofbalancedementiacerebellarpyramidaltract + + 4M

3 Fukuoka-lstrainTateishi,etal(1979,JAPAN) K.F, 52 M technician(Steelfoundry)paresthesiainthe10wereXtremitiesdementiacerebeHarextrapyramida1pyramidaltract + -.～土 3Y10M lY6M

蓑 4 Pathologicalfindings(Patient)

Case Brainweight lesions(distribution) amyloidplaque microscopicdiagnosis

1 865gm ･entirecerebrum.&cerebellum(gray&whitematter) (-) CJD

2 ･entirecerebrum･mildinceretxllum (.-) CJD
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蓑 5 TransmiSSionexperiments

547

Case Animal Ⅰnoculatjon Ⅰncubation Clinicalmanifestation Lesions Micro∝oplcAmyloid Transmission(Strain,Age) period(days) (distribution) dia印OSis plaque tootherrodents

1 Guineapig(Hartley)autopsymaterial 728 crouching&duIhessthalamus.main一y CJD (-) mice(::～ar_yw-esauncl:ngg10-20%brain 1400 apatheticfacehomogenate,0.1nE 1 decreasedcoT唱umption nottransmitted

intracerebralinoculation 438/ ～434 291(timetodeath) ofwateremaciationstartlereaction yet

2 Guineapig(Hadey)2-3mon仙sold biopsymaterial12,5% brainhomogenateintracerebral,0.1mt+intrafCntO聡aL0.2mE 4671217 increaslngagitationrunningincircles cerebralcorteX CJD (-) sickguineapigs

1 grindingoftheteethsubcorticalgrey

(247,221,236)1202 weaknessofextremitiesultimatelyprostration stmctures hamstersmice

3 Guineapig(Hartley)weanling autopsymateria1 652 1ossofappetite thalamus atypicalCJD ド ) human

15%brain 1264 decreaseinbdywdghtbasalganglia / tmlCe ratS

homogenate,0.2mt 1 bradykinesia -Ammonhom rat:ant:elbi.S

表 6 Comparisonortheincubationperiond
ofCJD agentswhichhavebeenpas-

sagedseriallywithguineaPIESin3
diぽ■erentinstitutes

PassageStrain 1st End 3rd 4th 5th

Echigo-1a 728 400 438 434291

Fukuoka-1b 652 264 185 173

a.thedaysrepresentthetimetodeathfrom the

paSSageS.

b.thedaysrepresentthetimeofclinicalonsetfrom

thepassages.

は,継代歴がよく類似しており,4代目には平均202日,

または 173日まで短縮している (蓑6,図5).これに対

し,E株では4代目以降,潜伏期のより短かい亜株が分

かれて来ているが,原株は400日以上の長い潜伏期を継

持した.E株の特徴の第2は,発症モルモットの病変分

布がはば視床に限局して継代されていることである.忠

者脳では病変分布は視床以外にも,大脳,小脳の灰白質,

白質に広汎に認められた.一方,発症モルモット脳では,

ことに継代 2代目以降,病変は視床以外は明確には観察

できなかった.F株でも,発症モルモットの主病変はE

株と同様視床であるが,他に基底核,アンモン角,頭頂

皮質等に病変が及んでいる.E株は panencephalopa-

thictype(Mizutani)の CJD,F株はアミロイド斑

の多数出現し,灰白質のみならず白質にも広汎な病変を

有する非定型 CJD からの分離株で,由来患者の臨床病

理像は異なっているが,発症モルモットの病変が視床に

ある点は類似している.別にM株では発症モルモットの

主病変は大脳皮質と記載されており,E珠やF株とも異っ

ている.また,発症モルモットの臨床症状も表に示した

如く様々である.病変分布の差.つまりは病原体の株差

の反映であろう.

モルモットから他種動物-の伝播のし易さにも相違が

認められる.F株では患者脳よりマウス,ラットにも伝

播しているが,E株ではこれまでのところ患者脳および

発症モルモット脳よりマウスへの継代伝播には成功して

いない.マウスに伝播し難いことが特徴かもしれない.

このように,これら3分離扶間にはモルモットでの潜伏
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I A uI Ⅳ

PASSAGE

図 5 ComparisonoftheincubationperiodofCJD agentswhichhavebeen
passagedseriallywithguineapュgsin3differentinstitutes

期,病変分布,臨床症状,他動物-の伝播し易さの点で

差がみられ,CJD 病原体に株差があることを示唆して

いる.CJD は臨床病理学的には変化に富む病態を示す

疾患で,一部の研究者はこの観点からCJDの分類を提

唱している.今後,病因論の立場から病原体の性状に塞

く分類が併せ試みられてもよいと考える.

先述の如く,潜伏期の相違は,病原休の株差を示唆し

ていると考えるが,一方,動物の系統差によっても潜伏

期に違いが生ずることは既に報告がある.今回の Haト

tlev系,13系,そして2系,各モルモットを用いての伝

播実験の結果はそれを裏づけている.

継代4代目以降,短潜伏期亜珠が採取され,継代5代

目でも遺伝的に安定であることが示された.同一患者脳

から同一系統の動物を用いて継代を続けていて,潜伏期

の異なる亜株が採取された報告は,本報告を除いてはな

い.病原体性状の微生物遺伝学的解明にとり有益な材料

と考える.

CJD 患者血清中に,軸索抗体が高頻度に検出される

という報告 13)がある.今回もそれを確認した.また,

同抗体の患者髄液中における検出は今回が最初である.

さらに終末期の抗体価5,120倍は,これまでの報告例中

最高値であった.Gajdusek14)は,ニューロフィラメン

トと未知の CJD病原体との共通抗原性の存在の可能性

を主張している.しかし,E株で発症したモルモット血

清中には当該抗休は検出できなかった.軸索抗体が発症

の主要因とは考え難い.一方,軸索抗体は患者の病初期

では必らずLも検出されず,経過とともに価が上昇する

ことは,この抗休が組織破壊による二次的産物であるこ
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とを示しているのかもしれない.

結 語

1) CJD 患者よりモルモットに伝播,継代可能な病

原体を分離し,越後1株 (Echigo-Istrain)と命名し

た.

2) 由来患者は CJD 中,panencephalopathicty-

peに分類されるものであった.同型よりのCJD 病原

体分離報告例は極めて稀である.

3) 越後1株は,他の分離珠と比較して,潜伏期が長

く,また病変分布が視床に限局して継代された.

4) モルモットの系統により同株接種後発症に到る潜

伏期間に有意差の生ずることを認めた.

5) モルモット継代4代目に有意の短潜伏期を示す亜

珠の派生を認めた.

6) CJD 患者血清中に軸索抗休を検出した.同抗体

は一部患者の髄液中にも検出された.一方,発症モルモッ

トでは当該抗体の出現は検知できなかった.

7) 以上を総合勘案,CJD 病原体分離,並びに性状

検索の病因論的意義を考察した.

稿を終えるにあたり,本研究について直接の御指

導,御教示頂きました新潟大学医学部ウイルス学浜

田忠弥教授をはじめとして,同市橋康夫助教授,節

潟大学脳研究所神経内科宮武正教授,福原信義現金

沢大学神経内科助教授,椿忠雄名誉教授,同神経病

理熊西敏郎教授,同実験神経病理生田房弘教授に,

心より深謝致します.
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