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○次＝輿土アロイツフェルトヤコフ柄（vCJD）日本初の症例は周期性脳波を示していた  

H 巨  

200峰2月、50歳の日本人男性の症例がCJDサーベイランス委員会に報告された。患者は1990年代前半に英国に24日間、フランスに3日間、VCJDの報告 がない欧のの 使用上の注意記載状況。  
州他国に2週間滞在しノていた0手術歴や輸血歴はなく、プリオン病の家族歴もなかった。2001年6月、48歳の時に漢字を書くことが困難になっ  

呈  

その他参考事項等  

たい2001年10月、興奮性、人格変化、記憶障害など精神症状を発現、後に異常感覚、運動失軋認知症、異常行動が見られた。2002年8月のMRlでは、祝 床部にわずかに南信号が認められた02003年1月、認知症、運動失乳過反射を示し軋MR簡像乱視床部に対称性の高信号域を認めた。脳波画像 （EEG〕は徐波化を示したが 
究  
していた。連動機能と認知機能は急速に低下した。  篭研  報 ！告       、孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病（sCJD）に特徴的な周期性同期性放電（PSD）は認められなかった。脳脊髄彼の14－3～3蛋白 質は陽性だったuコドン129（メチオニン／メチオニン）と219（グルタミン酸′グルタミン酸）に変異はなかった。この時点ではvCJD可能性例の診断基準を満た  血液を介するウイルス、 細菌、原虫等の感染  

長の   應－■‾‾  

旨概  

喜要 u   

かではない。患者の渡英時、英国でのBSE流行は続いており、このとき暴露の可能性がある食品を食べたことは確認されているが、フランスや他の囲、また  

円  

は日本で感染した可能性も否定できない。英国で感染したと仮定すると、暴露から発症までの潜伏期間は11．5年となる。  
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報告企業の意見  今後の対応   】 1  

変異型クロイツフェルト・ヤコブ病（vCJD）日本初の症例は周期     今後も引き続き、プリオン病に関する新たな知見及び情報の収集に努   ～  

∈  間翳蒜濃誓認諾認諾したが、剖検結果は  
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一般的名称   はポリエテレ／クリコール処理抗破傷風人免疫グロブリン ②乾燥抗破傷風人免疫グロブリン   
研究報告の  

公表国  

販売名  公表状況   2006；5：393・398  イギリス  
（企業名）  

由  
輪血を介したvcJD感染の可能性が確認されたことによって、ヒトの間でこの疾患が蔓延することへの懸念が起きている。我々が目指したの  使用上の注意記載状況・  

は、VCJD及びBSEの感染効率を比較し、人の感受性に関するコドン129遺伝的多型の影響の評価することを可能にするための医原的伝播  
のモデルを作成することであった。  

その他参考事項等  

研   
代表としてテタノブリンーIHの記載を示す。  

マウスPrP避伝千の交換によってヒト又はウシのPrP蛋白を発現するマウスを作製した。ヒトのPrP遺伝子はコドン129にMM、ⅤⅤ、MV；        2．重要な基本的注意  
究           （1）略   の避伝型の多様性を有することから、コドン129のMM、W、MV遺伝型を有するヒトPrPを発現するために、同じ遺伝背景を有する3つう   
報  の近交系（iIlbredlille）を作製しノた。マウスにBSE又はvCJDを接種し、疾患の臨床的及び病理学的な徴候を観察した。  
く結果＞  

1）略   

2）現在までに本剤の投与により・変異型クロイ  
土王ニ ［：コ           ツフェルト・ヤコブ病（vCJD）等が伝播   BS酎まウシの系には感染したが、ヒトの系には感染しなかった。対照的に、VCJDはヒトの3つの系全てに感染し、各々の遺伝型で病理㌢   
的特徴が異なり、感染効率はMM＞MV＞ⅤⅤの順であった。  

の  したとの報告はない。しかしながら、製   
＜解釈＞  造工程において異常プリオンを低減し得  

概             BSEからヒトヘの感染はおそらく、種の壁の存在によって制限を受けている。しかし、VCJつのヒトからヒトヘの感染には、実質的に壁がミ        るとの報告があるものの、理論的なvcJD   
要  低くなっているように見える。さらに、全ての個人は、コドン129の遺伝型に関係なく、輸血のようなルートによって、VCJDの2次感染が≡        等の伝播のリスクを完全には排除で普な  
起こりやすい可能性がある。潜伏期問の長い疾患はこれらのモデルによって予測ができるが、このモデルは、病気の感染を更に拡げる危険性†        いので、投与の際には患者への説明を十  

をあることを示しており、これにより重大な公衆衛生の問題を提示している。  分行い、治療上の必要性を十分検討の上  

投与すること。  

報告企業の意見  今後の対応   

トランスジェニ、、′クマウスを用いたvCJD感染実験により、VCJDはコドン129がMM、ⅤⅤ、MVの全ての遺伝型      本報告は本剤の安全性に影響；   

の措置はとらない。 が感染し、ⅤⅤ及びMVはMM型よりも潜伏期間が長いために、輸血のようなルートによって、VCJDの感染を更      を与えないと考えるので、特段ミ l  
に拡t・ブる危険性を示唆した報告である。  

これまで血敷分画製素肌こよってvCJDを含むプリオン病が伝播したとの報告はない。しかしながら、万一VCJD感   】  

染着の血巣が本剤の原料に混入した場合には、製造工程においてプリオンを低減し得るとの報告があるものの、  

製剤から伝播する可敵性を完全には否定し得ない。そのため、弊社の血衆分画製剤の製造工程におけるTSE感染  

性低減に関する検証実験を加速し、自社データを早期に取得し、工程評価を行い、必要に応じて工程改善を実施  l  

一一一丁′－」1－・イ  する予定である。   
ー  
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representariskfbrfurtherdiseasetransmissionandthus   

lntrodu⊂tion  

Aftertheidenti5cation of variant Creutzfeldt・Takob  

disease（VCID）in1996，1therehavebeenmanyattempts  
to estimate the extent of the UK epidemi亡．Many  
indjviduals arelikelvtohavebeelleXPOSedtobovine  
SPOngiform el一⊂ePhalopathy（BSE）materialthrough  
theirdiet；however，therehavebeenonly161⊂aSeSOf  
thediseaseinthe UK・Thepredictedtotalnumberof  
future⊂aSeS has ranged fromthelov・′hundredsIto  
llundreds ofthousands・5However，丘1－dings from a  

retrospectiveimrnuno⊂ytOChemi⊂alstudythataimedto  
dete⊂t Prion protein（PrP）in appendix and tonsil  
SPe⊂imenssuggested a prevalen⊂eO［BS王infe亡tiollOf  

23フpel・mi11ion peoplein the UK・｛DNA sequen⊂e  
aI－al〉●Sisoftlle Pl－P gene（P尺ⅣP）ill＼－⊂JDllaS SllOⅥ′11  

tha1100％ of tested ⊂aSeS are homozygous for  

methionineatthecodon－129DOIvmorphism⊂OrnPared  
witl－about40％ofthe generalwhite population and  

about70％of sporadi⊂qD cases．The methionine  
homoz）′gOuS genOt）JPe（MM）has beellin⊂luded as a  

l血itlng、・ariableil－mOStmathematicalpredi⊂tjonso［  
thesizeortheepidemi⊂1＝・1dent琉⊂ationatautopsyor  

Pl’e⊂損1i⊂ah7CIDinfe⊂tio－1ina】一Iethionine／Valine（MV）  

heterozygotlSi！1d汗idualⅥ7hohadre⊂ei＼′edatransfusio！1  

0［red⊂eilsfro一一1adonorwholaterdiedorvqD・WS  
the hl・Stindicatiol＝hat MM mlghtllOt be the olll）・  

StlSCePtiblegenot叩e．～   

Pol＼・1－10rPhisms arld mutationsin PRNPin various  
SPeCies〔al－affe〔t disease sus〔ePtibi呵．although the  
Pre（jse】11eChanismsb＼・Whi⊂htheseeffe⊂tSal・ernediated  

■叫・二′凧叫∩】0叩什佗l∂r・〔eけ＝・m＼／oIS Ma）′2006  

asigni丘⊂antPubli⊂・healthissue．   

have not been established．6・フCodon1290fthe human  

PRNP gene has been shown to a拝ect the ⊂1ini⊂0・  
Pathologi⊂alphenotype of diseasein CID and fatal  
fami1ialinsomnia．SL13HeterozygosityatPRNPcodon129，  
When⊂OmParedwithhomozygousindividuals，hasbeen  
reportedtolengthenin⊂ubationhmesiniatrogeni⊂CID  
⊂aSeSaSSO⊂iatedwithgrowthhormonetreatment，andin  
kuru，9・14whereas valine homozygosibT（VV）has been  
PrOPOSed to be prote⊂tive for both BSE and vCJD  
transmissionin studies that used murine models  

OVereXPreSSlnghuman PrP．一SAta mole⊂ularlevel，the  
biophysi〔alpropertiesofPrPrefoldinglntOthedisease  
asso⊂iatedform（PrPS亡）havebeenshovrntobeaffectedby  
the⊂Odon－129genoqTPe，Withthe methionine variant  
having anin⊂reaSed propens呵 to form PrPS亡－1ike  
Stm⊂hlreS．】【   

Wesoughttoanalysethetransmissioll⊂hara⊂teristi⊂S  
OfBSEandvC7Dtofourinbredlinesoftransgenicmi⊂e  
a鮎rintracerebralinoculatior）with brainhomogenate  
fiomcasesofvCJDandBSE．Wethenaimedtousethese  
modelstoaddresstheapparentlowlevelofvCIDinthe  
humanpopulationresulting丘omexposuretoBSEand  
topredi⊂tthepotentialforhuman，tO・huma11SPreadof  
VCIDandthesusceptibilityo［di斤erelltgenOt押eSinthe  

llulTlallpOPulation．   

Methods  
Transgeni⊂mi〔e  

Detai】sof．howthe gene－targetedtransge11i⊂1ineswere  
⊂l’ealed are supplied as supplementar〉一informatioll  

〕93   



transmissible spongiforl一一 en⊂ePhalopath〉1（TSE）or  

anothernon－SPe（i6⊂disorder．ThebraiIIWaSreCOVered  
atpostmortem・Halfthebrair］WaSSnaP・h・OZerlinliquid  

nitrogenforbio⊂hemi⊂alana】）7Sisandthcremainmghalf  
WaSfixedforhistology．   

Pro⊂edures  

lmmuno⊂ytO⊂hemicaldete⊂tion of disease－aSSO⊂iated  
PrP（PrPS（）depositsinthebrainisakeypathologi⊂a］  

rnarkerofTSEtransmission，andvariationinlo⊂ation  
and morphologyof．PrPSくdeposits⊂an be a鮪亡tedby  
boththe strainofTSEagent andbythehost PrP・7・1モ  
A氏er丘xationinlO％formalsaline，brainsweretreated  
forl・5hin98％formi⊂a⊂id（to reduce the titre o［  
infe⊂tiviり′forsafe吋reasons），⊂uttranSVerSelyintofour  
Se⊂tions，and embeddedin para氏n．We used the  
Ve⊂taStain Elite ABC Kit（Ve⊂tOr Labs．UK）with  

OVemightprimaryantibodyin⊂ubation（6H4atl‥2000；  
Prioni⊂S，Switzerland）forPrPdetection．Identi丘⊂ation  
Ofantibodybindingwas throughdeposition of3，3′－  
diaminobenzidine ⊂hromogen via a horseradish  
PerOXidase rea⊂tion・The BSE・inoculated human  
transgenicswerealsostudiedusingtheCatalysedSignal  
Ampli丘⊂ationkit（DAKOK1500）．Thiskitusesthesame  
Prln⊂1PlesastheVe⊂tOrLabskit，buthasanadditional  
SteP，Whi⊂h ampli丘es thefinaldetected signaland  
thereforeimprovessensitivity、   
S⊂0ring ofthe abundance andlo⊂ation of TSE・  
asso⊂iatedva⊂uOlationingreyandwhitematterofthe  
brain is routinely used for diagnosis and strain 
⊂1assi缶⊂aboninnon・tranSgeni亡mice17・19andwasusedto  

assessallthemiceinthisstudy．TSE・relatedva⊂uOlation  
WaSaSSeSSedatninegrey・matterreglOnSandthreewhite－  
matterreglOnStOPrOdu⊂ealesionprofile，aSPreviously  
des⊂ribed．独ヱI   

AnatysIS  
Frozenbrainsamplesfromthehumantransgenicmi⊂e  

Were homogenisedin O・9％ saline to glVe alO％  
SuSPenSion・mismaterialwas⊂1earedbycentrifhgation  

andthesupernatanttreatedwith0・05g／LproteinaseK  
forlhat370C，aSPreviouslydes⊂ribedindetail－2ヱThe  
digestedproducfwasdenaturedthenloadedontoalO％  
Bis／Ttis NuPAGE Novex gel（InvitTOgen，UKトA鮎r  
electrophoresis the gelwas blotledontopoIYVinylidine  
diBuoride（PVDF）rnembrane．We used the ECL＋  

te⊂hnique（Amersham Bios⊂ien⊂eS，UK）雨th primar）：  
alltibody6H4（Prioni⊂S，Switzerland）atl‥40000andan  

anti，mOuSeIgGperoxidase－1inkedse⊂Ondary（Amershan－  

Bios⊂ien⊂eS，UK）atl：4t）000fcr the dete⊂tion ofPrP・  

Chemi1uminescen〔eⅥ′aSCaPturedonradiographi⊂缶1m・  

Samplespreparedfor員gurelweredigestedovernightat  
3フDCwith500unitso［PNGaseF（NewEnglandBiolabs，  
UK）andnotwlthproteinaseK：theprimaryalltibodywas  
7AIZ．コユ   

Frozenbrainsamplesfromthebovinetransgenicmice  

WerehomogenisediIlan NP40buffer（0・5％v／VNP4t）．  

http／／neuro】〔・gytトtehn〔et・〔0■■1Vot5May2006  
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Fi9Urel：WesternbIotof』rainextraEtfromunino⊂UJatedmkeshovvlngthat  
PrPtisdete⊂tedwithequ■Valenteledrophoreti⊂mObmtyandgly亡Oform  
ratioinal圧hreehumantrans9印i川ne5  

D＝digLy（OSylatedPTP（band；M＝mOnDgly〔OSylatedPTPこband；U＝Ungly⊂OSy［ated  
PrP：band・IntheBovTgIine．adegry⊂OSy】atedbandisdete⊂tedofin〔rea5ed  
mo】e〔Jar、Veightduetothe∂ddition昌仙terminalo正己peptiderepeatmotif・  

Proteinlevelsaresim‖artothewildt）pelEneu5edingeneratIngthetransgeni〔S  

（1コ90Ia）・Gly〔05ylationis〔0∩盲rmedbytheredu〔tiontoa5m9lebandafter  

deglyco5ylationwiththeenzymePNGa5eF・Theanti－PrPantibody7A12wasu5ed  
fortheHumTgbJotasitvviIireactwithbothmurineandhumanPrP，and8H4  
WaSUSedfortheBovTgblot・  

SeeOn（ineforwebap叩diY（Webappendix）・nanS草e？i〔micewereanaesthetisedwith  

halothane and thenln】e⊂tedwith0・02mL ofbrain  
homogenateinto the right cerebralhemisphere．The  
VCIDtissuehomogenate（atlO‾2dilution）wassupplied  
bythe UKNationallnshtuteforBiologl⊂alStandards  
and Control（Code NHBYO／0003）．BSE・inf盲⊂ted cattle  

brain（VeterinaryLaboratoriesAgen⊂y・refire⊂eBBP  
12／92）waspreparedbyma⊂erationofthehssuelnSterile  
Saline to a dilution oflO－】・FromlOO days theywere  
S⊂Oredea⊂hweektbrslgnSOfdisease．17Micewerekilled  

by⊂ervicaldislo〔ationwhethertheyhaddini⊂alsignsof  

Fi9Ure2丑mmuno⊂ytO⊂hemistryofhistoiogi⊂alsectionsw†thanti－PrPantibody6＝4showIngthe〔OrteX，  

hippo⊂amPa事．andthalami⊂regionsofthemousebrainwjthPrPdetedion（brown）  
A－D：HumantTan5genkmi〔eWithv〔1Dino〔UIum・A：＝uMMmouse693dayspo5tino⊂Ulation．8：＝uMVrnouse  
7D7dayspostinn〔UFation〔＝HuVVmouse693dayspostLno（U■ation・D：F．oridplaque～foundinthehippo（anlPUS  
OftheHuMMrnou5ehpanelA・Ea⊂hpJaqueha5aneO5inophHi”OreWithapa，erha，oandissurroundedbyarin9  
Dfvacuolation（haematoxylinヨndeosinstaj＝）■E；＝．ppo〔amPalregionofaBo＞T9mOUSeino⊂血tedv／rthBSE，P（P  
isd叩05－tedinanlOred膚＝5e／9ranUlarformw仙0〔（aSiona■p一己que5・  

394  －59－   



（ト5q⊂‥り、－SOd山川deox〉て1－Olale．（トリ％、小，SOdil川1   

⊂川01■ide・50Ⅰ－－M nis一日CIpH 7・5）10如佗a］0％   

SuSPenSjon・Thismaterial、、・aSC］earedb、・⊂entrjhlgatioI－   

and the supernataI－t digested、、・ith PNCaseF．The   

PrOduct＝、・Credenaturedthenloadcdontoa12％No、・eX   

甘is／Cl〉てhegel（1ユー、7itrogel－▲UKトA鮎1■ele⊂t】・OP】10Ⅰ・eSis   
the 巳el＼＼・aS blotted onto PVDF nlembra11e．PrP was   

jdcnti鮎d、用h the SuperSignal West Dura   
Chemilumil－eS⊂Cn⊂e dete⊂tion k汗（Pier⊂e，UK）with   

Primar）■antibod、・8H4J‘atl：20000and allanti・mOuSe  

lgG peroxidaseTlinked secolldar）・（Ja⊂ksonlmmuno   
Resear⊂h Labol’atOries・UK）atl‥10000・Images were   

⊂aPh11’edoI－1－adiograplli⊂別malld、、ritl〕aKodak4側CF   

digitalimager（figurel）．  

Roleofthefundingsour⊂e  

Thespol－SOrSOfthisstudvhadnoroleinstudydesign，   
data⊂01】e⊂tiol一，data analvsis，datainterpretation，Or  
、Vritingofthereport・The⊂OrreSPOndingauthorhad丘11l   
a⊂⊂eSS tO a11the datain the study and had毘nal   
responsibilir）・for the de⊂ision to submit for   
Publi⊂atioll．  

Resufts  
Wefirstinvestlgatedthepotentialeffe⊂tSOfthespe⊂ies  
barrier between BSE and hurnan beings and any  
alterationinthatbarrieron⊂eBSEhadpassedthrough  

PeOPleintheforrno［vCJD・Wetheninvestigatedthe  
effe⊂t O［the codoI一－129polymorphism on human－tO・  

humantransmissionofvCJDusinggene－targetedinbred  
mi〔edevelopedbydirectrepla⊂ementOfthemurinePrP  
geneforthehumangene・Thesemi⊂ePrOdu⊂ePrPunder  
the⊂OntrOlofthenormalregulatoryelementsforPrP  
and thus express physiologl⊂al⊂On⊂entrations ofPrP  
Withthe⊂Orre⊂t tissue distribution（figurel）．Three  
inbredlilleSWithanidenti⊂algenet一〔backgroundwere  
PrOdtl⊂edtoexpresshumanPrPwiththecodon・129MM，  
MV，andVVgenotypes（designatedHuMM，HuMV，and  
Hu＼へ／lreSPeCtively）・Ea⊂hlinediffersbyonlyasingle  
⊂OdoninPRNPandinallotherrespe⊂tSthemicewere  
geneti⊂a11），identi⊂al・Additionally．1nanidenticalmanner，  

We PrOducedmice tllat eXPreSS bovine PrP to enable  
dil－e⊂t⊂OmParisons to be madel－Ot Onl）7betv／een  

transgenicandwild－brpemi⊂e，butalsobetweenea⊂hof  
tl－etrallSgelliclines．   

T）－pi⊂al⊂1inicalslgnSO［TSEdisease＼VereSeeninmore  

thanhalf（15／22）theBovTgmi⊂eino⊂ulatedwithBSE  
materialwithameanin⊂ubationperiodo［551days（SD  
ヰ7）・These⊂lil－i⊂al〔aSeSWel●e⊂Onfirmedb），a pOSitive  

test fol■the presen⊂e Of TSE vacuolation or PrPゝ（  

depositio｝一bvimmunocyto⊂hemistry・Thelesionprofiles  
generated for targetlng and degree o［va⊂uOlation  

shon;ed sinlilar patterns for all positive mice. 
lnl！l－ul－OC）TtO⊂hemi⊂aidata showed PrPゝ亡deposition  

I11aiIll、●iI－a di飢1Se and synapti⊂form，and also as  
Plaque－1ikestru⊂tureS，丘equentl）・asso⊂iatedwithareas  
O［spongiforll］〔hange（缶gure2）．Depositionwasniost   

h叫」▲■ニリ■（血g血1とl∂■－亡et・〔0nlVo15 Ma）・2006  
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■Be⊂aUSenOStmi⊂eWerePOSitivebyboth⊂lhk山ndva⊂L，O］ations⊂Onn9nOtaIImiceweretestedbyimmuno⊂ytO⊂hernistryfor  

PrPdeposition・†N句ativモby⊂lini⊂alorpath01甲旧Ianal叩■S・OrpOSi蜘eby亡tini⊂al～⊂Oringbutnot（Onかmedbypath0logy・  

7bbJel＝⊂lini⊂alandpatholo9■⊂a）s⊂OringofBovTgandhumantrans9eni⊂mke，♭ynumberofdaysaft巳r  
8SEino⊂Ulation  

abundantinthethalamusandhippo⊂amPuS，butwas  
re⊂Ordedthroughoutother reglOnS Ofthe brain．The  
⊂erebral⊂OrteX Showed only o⊂⊂aSionalplaque・1ike  
Stru⊂tureSandthecerebellumhadonlyaf盲wareasof  
PrPS（depositionlimitedtothegranule⊂eulayer．Further  
PathologlCalanalysISWaSundertakenonmi⊂ethatwere  
⊂ul1edforreasonsotherthan⊂1ini⊂alTS王（inter⊂urrent  

deaths）．This analysis showedthatallthebrains had  
Path0logl⊂alsignsofTSEdiseaseintermsofva⊂uOlation  

OrPrPdeposition・Thus，allthebovinetransgeni⊂mi⊂e  
（22／22）seemed to be susceptible to BSEinfection，  
although not alldeveloped⊂1inicalslgnS Ofinfe⊂tion  

（tablesland2）．   

HuMM，HuMV，andHuVVmicewereino⊂ulated  

BSEmaterialandafterextensivepath0logicalanalvsisall  
alere confirlned as negative for TSE transmission 
（tablcl）・Mi⊂eOfea⊂hgen叫TPelinewereinoculatedwith  
VCTD material・Two pathologi⊂allycon丘rmed⊂1ini⊂ally  

POSitivemi⊂eWereSeenintheHuMMline（at49フand  

630days postino⊂ulation），Onein the HuMVline（at  

∋95－60－   
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H山IM（n；17）  

（叫0（－   

40トSOO  

5ロト占0（，  

＞60〔l  

HuMVい1＝1ら）  

0－400   

401－50ロ  

50ト600  

＞ら00  

日uW（∩＝16）  

0－400   

401う00  

501－600  

＞600  

Fi9Ure3：Westernb‡otsofbrainextra〔tf（Omthreetran5genk（ines  
ino⊂山atedwithvqD  

D；di91y【OSytatedPrPLband；NL＝rnOnOgty⊂OSylatedPrPゝband．u吉Ungly（O5ylated  
PrPゝband・T－28（OTreSPOnd5tOhuman、′qDbrainhomogenate5ho“・in9the  

typicaJPrPゝ；type2BandT－1亡O－reSPOndstohumansqDbrainhomo9enate  
5howingthetypF⊂aIPrP丸typelsi9natUre・Typc2Bandldi翫rinrnobitityoFthe  
Un9）y〔OSyIatedbandト19kDaand－20kDarespe⊂tivelylandthede9re巳Of  
gIy⊂OSyJation（digly⊂OSylateddorninantandmono／ungly⊂05ylateddominant  

respe（tiveJy），A‖sampIe5VVeretreatedwithproteinaseK．Theanti・PrPdete〔tion  

antibodywa56H4・TheHuMVandT2L白⊂OntrOtbIothadtobeoverexpo5edas  

the5ignaJfrorTltheHuMVwaい〟eak．duetotheIowLevelsofPTPh5eeTlb〉・  
immuno亡弟0〔hemis叫   

（figure2，table4）・AlthoughPrPS亡depositionwas⊂1early  

present at581days，the timlng Ofinitialonset of  
depositioninthislinewasnotestablished．   
Signia⊂antlevelsofPrPS【depositionwerenotedinthe  
brainofthesub⊂1ini⊂alHuVV⊂aSe．Indeed，thesewere  
Similarinintensity to those observedin the⊂1ini⊂al  
HuMM cases・Patterns ofPrP deposition and plaque  
formationshowdi斤むen⊂eSamOngthethreegenotypes，  
including the presence of florid placlues only in the 
HuMMmi⊂e（table4）・   

PrPS｛foundinvCIDbrainis⊂haracterisedbya19kDa  
non・gly⊂OSylatedfiagmentandthepredominan亡eOfthe  
digly⊂OSylated form（type 2B）・1Z Both biochemi〔al  

PrOPerties of PrPS（are maintained when vCJDis  
transmittedtothehumantransgeni⊂mi⊂e，irrespe⊂tive  
Of their⊂Odon・129 genotype（figure 3ト Preliminary  

densitometri⊂analysIS SuggeSted that there was an  
increaseinthediglycosylatedformintheHuVVmouse  
⊂OmPared with the HuMM mouse．Addibonally，  
COmpadsonorPrP～⊂たomtheBSEinD⊂ulllmandbTail－  

materiaほ■OmBovTgmi⊂ealso⊂01血medpropagationof  
thepredominantlydigly⊂OSylatedgly⊂OformslgnatureOf  
PrPSくasso⊂iatedwiththeBSE／VCIDagentstrain（datanot  

Shov乃l）・  

★N甲tivモbyて柚⊂aloTPatht）l坤亡atan叫れbrPO～柑veby〔lini⊂山⊂0rin9butnot⊂Onhrr【d毎p∂th0l09y  

TabJe3＝〔lini⊂a．andpathologka）s亡Onngofhumきntran5geni⊂mi（e．byrtumberQfdaysafte－V〔JD  

i■1山川 

665dayspostino⊂ulation），andnoneintheHuVVline  
（table3）・HuMMmi⊂eWeremOrelikelytoshowdisease・  
asso〔iatedva⊂uOhtion，beginnlng atarOund500days  
POStino⊂ulation・Sixweres⊂Oredposibveandshowed  
Similardistributionofva⊂uOlationinthebrain，withthe  

highestlevelsfoundinthedorsalmeduua．thalamus，and  
Cerebellarwhitematter・By⊂OntraSt・Onlyaslnglemouse  

ineachoftheHuMVandHuVVgroupss⊂Oredpositive  
fbr Vacuolation at approxlmately 700 days post  
ino⊂ulatlOn．   

Most of the HuMM mice（11／151showed PrPS亡  
deposihoninmostareasofthebrainatarelativelyearly  
Stage世omaround370dayspostino⊂ulation），befbrethe  

Va⊂uOlarpatholog）i．be⊂ameevident・From500dayspost  
ino⊂ulation the appearance of va⊂uOlation was  
a⊂⊂OmPaniedbyasigniBcantin⊂reaSeinPrPS⊂deposition・  

By⊂OntraSt，althoughPrPS【deposidonwasidenti5edin  

many HuMVmice（11／13），they hadlittle deposition  
restri⊂tedtoonlyafさwareas（in⊂1udingtheventrolateral  
andventromedialthalami⊂nu⊂1eiandtherednu⊂1eusof  

tbe mid・bTai叶even a鮎rフ00days postino⊂uladon  

Va⊂UOlation‘  Thalamus（seveTe）；（erebTal⊂OrteXand  Tha］amus，⊂erebralEOrteX．hippocampus，  

hippoくaTnPU5（m叫；（erebelFar⊂OrteX（minimaり and（erebeJlar〔OrteX（rninimaF）  

Plaqueformation★ Fibril叫amyloidpl叫UeS諏ー弓dandnDn一触・1d Noeviden（eOfamylo氾plaque5  
Plaques芦n⊂erebral⊂0「teXandhippo〔amPU㍉nO  

eviden⊂eO叫aque5in〔erebeルm  

PrPdepo如ion†lnten5eSt紬ngofp（aquesinhippo⊂amPUSand o（（a5ionaJsrnaFIplaque・Eikedepositsand  
⊂亡rebral⊂0爪ex丹Iaque－1ike－Peri〔e‖血rJnd peri〔ellutardeposibinthethalamu～  
am叩hDUSdepositsinthehippocampu5；  
SynaPti⊂・PeTトneuronaF，anddiHuseperivas⊂ULar  
deposibmthethalamus   

－An之】y㌍dwithhaem如Xi！in己ndeD如sta裾ng・†Analy～edwithimmuno叩Dこhemi〔alteかりUeさ  

Tha一己musand⊂erebral⊂0rteX（SeVere）；  

hippo（amPU5（m掴）；〔ere♭e】lar⊂0托ex（m毒nimaり  

Amorphou5nOn一砧r川ary5trU⊂tUreSO托en  
brm■nginto山5ter5in亡erebra！⊂0rteX抑d  

thalamu～  

Strongrypo5itive）argeam叩housdepositsa＝d  
du5teT5Ofplaque；．5ma岬aque・胱estru〔tUreS，  

perivas〔U】∂ra9gre9ate；．andsub車aldepositsin  

the〔erebral（0托exandthaIamus  

Tob（e4：⊂c＞mPaTisonofT5E－aSSO⊂iatedneuropathoIogyinhumantransgeni〔mi⊂eino（UJatedw汀hv〔JD  
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Arti⊂les   

Dis⊂U55ion   

Altl】OuFh tl－e⊂attle BSE epidemi⊂il－1hc UK has   
a王1〕O1111tedtolllO】・etllall180000⊂aSeSSil】Cetlle1980s．   

tllP CXteエーt O［the htlma7‥TCID epidemi⊂has so far  

】・eIllai】1edlilllited Ⅵrit】1tl〕e tOta】Jlunlbel・Or〔aSeS  

≠′Orl⊂山一ide〔ul●reIltll，at190・011eeXP】aIlatjollね】■tiTis  

apparentdis⊂rePanCyisthattl－ereeXistsa significanl  

spe⊂iesba汀ierbehも′ee】－⊂attjea∫｝djll】1T｝al－bej｝－gS・Ⅵ・Iっi⊂】）  

li111its the sus⊂ePtibilitv o［thehuman population to   
BSE．The data shown here suggest that this could  
indeedbethecasesin⊂eI∋SEwasreadilytransmissible  
to the bovine transgeni⊂mi⊂ebutnotto the human  
transgenic mi⊂e・However．once BSE has passed  
througl－human beingsin the form of vqD，the  
transmissibilihT O［this TSE strainis altel－ed for the  
hunlallpOpulatio】1・   

Allthehumantransgeni⊂1inesino⊂ulatedwith BSE  
WerenegativeforTSEtransmission，WhicllSuggeStSthat  
eitherthehumantransgeni⊂1inesarerelativelyresistant  
totransmissionorBSEortheincubationtimeislonger  
than thelength ofL the experiment（approximately  
700days）・BSE transmission previously observed by  
Others，in human transgeni⊂1ines overexpresslng the  
humanpr】OnPrOteirl，COuldbeduetooverexpressionof  
theP，・PgeneandmaynotthereforeglVeatruere貝e⊂tion  
Or the spe⊂ies barrier behveellBSE and human  
beillgS・）5、25ユGThisapparentresistan⊂eOfhumantransgeni⊂  
mi⊂etOBSE⊂Ouldbeexplainedbvalargespeciesbarrier  
andthisinturn⊂Ou王dexplaintllelownumberofvCTD  
cases in the human population. 
VqDwastransmittedtoallthreehumanlineswith  
di斤erentpathologi〔alchara⊂teristi〔Sforea⊂hgenotype，  
andagradationoftransmissionefh⊂ien⊂yfromMMto  
MVtoVVThegreatertransmissione氏⊂ien⊂yinHuMM  
mice suggests that homozygos呵for methionine at  
⊂Odon129 ヱeads to earlier onset of TSE，related  

PathologlCalfeaturesand⊂1inicaldiseasethanforthe  
Otherhvogenotypes．Thedi粂rencesinPrP5（depositioll  
iTltheHuMMandHuMVliness11ggeStthatthe⊂Odon－  
1Z9pol）－n－Orpllisminllum争nbeingsislikel），tOa熊⊂t  

the distributiol10f PrPS（depositionillthe brain．  
Moreover，thesimi1arnumbersthats⊂Oredpositivefor  
PrPdepositioninea⊂hoftheMMandMVgroups（11／15  
andll／13respe⊂tively）suggestthatthetwogenotypes  
上れightbeeqtla】ユysus⊂ePdb】etovCJD，butⅥ咄di鮪rent  
in⊂ubationperiods・Titratiol－eXPerimel－tSareneededto  
fu町〔OmParethesus⊂ePtibilityofeachline・Thesingle  
HuVV mouse positive for PrPゝL shows that VV  
indivjdualsmaybesus⊂ePtibletovCIDwithver）・］ong  
in⊂ubationtimes，in⊂1udingalellgthysub⊂1inicalphase．  

Ti－anSl－1issionstudics丘omauthlreegenOけPemi⊂eare  
IlO、Vll†－del‾仏一a〉一tOeXal11inetilei王IFectiousnatureort）1e  

disease and determi11e any alterationsil＝he strain  
〔ilara⊂ほris†i⊂S OlつPaSSaget】1rOtlghl－unlan tl・anS㌍11i⊂  

mi⊂e・B＼’⊂OntraStWithpublisheddatasuggestingthat  

VVil－dividualscanl10tPrOPagatethevqDbio⊂hemi⊂al  
Phen叫Tpe，ドthe data presel－ted here suggest that the  

卜rtpJ小1＝n山神thela・‾t〔el〔0nlVo15 Ma〉・之006  

Pl‾P＝■■り・Pe“′川】・eIllaj－1a tlSeru】diagnostj⊂たatul■e Or  

Se⊂Ond封T VqD jnfe⊂tionirrespe⊂tive o［〔Odon－129  

genob・Pe．aSllaSbee110bse）・Vedfol・thetwoextant〔aSeS  

oftransfusioIl－aSSO⊂iatedvCJDinfe⊂tion．1r   

Translnission orvCTD to tIle tllreC】ines o［huma11  

tI・a】1Sge血⊂血⊂eill扇〔ateS rllat t】－e】－ulT】aれPOpu加io｝1  

COu］dbeatsigl－i玩antl〉・heightenedrisko［deve】opmg  

djsease；冶eriatrogeni⊂eXPOSure tO VCJD・Se⊂Ondary  

transmissionofvCTDhaspartlyremovedthecattle－tO・  
humallSPeCiesbarrierandhasresultedil－anagentthat  
canbetransmittedfrolllhumantohumanwithrelative  

e缶⊂ien⊂）′．7hnsmissionstudiesincynomolgusmacaques  
PrOVidefhrtherevidcn⊂eforthisagentadaptationastheT  
Showredu⊂tiollinin⊂ubationtimesa鮎rserialpassage  
of BSE．ユゝ Our BSfino⊂ulation atlO一一 d］lution was  
comparedwithvqDirio⊂ulationatlO一之be⊂auSethelatter  

ino⊂ulumwasfoundtobeto）こi⊂tOthemiceatlO－1．Useof  

ahigherdoseofvqDino⊂ulumwouldhavemaintained  
orincreasedthe transmission e凪⊂iency ofvqD and  
enhancedthecurrent丘ndings，   
Ourfindingsraise⊂On⊂ernSrelevanttothepossibilibT  
Of se⊂Ondary transmission o［vCID through blood  
transhsion，fra⊂tionatedbloodprodu⊂tS，OrCOntaminated  
Surgl⊂alinstrumentS，Forthisstudymicewerelnle（ted  
intra⊂erebra11y．whereastheprobablehumanexposureto  
these agentsis by peripheralroutes（eg，Oral or  
intravenous），and thus human・tO・human exposures  
mightbesigni丘⊂antlylessefB⊂ient・However，itisdifh⊂ult  
toknowfbrsureⅥ加ttllePra⊂t桓1impユi⊂atlOnSmightbe  
in human beings・Peripheralroute⊂hallengeisin  
PrOgreSS；however，BSEtransmissionstudiesinpnmates  
haveshowntheintravenousroutetobeasefn⊂ientasthe  

intra⊂erebralroute，Withanextensionofthein⊂ubahon  

tinle．ヱS   

Although all⊂aSeS OfvCID up to now have been  
Obsen′edin血eMMgel－叫pe，tlli5mOdelorbumaローtO・  

humanvqDtransmissionsuggeststhatothergenotypes  
arealso sus⊂ePtible・In our experimentalsetting・all  
PRNP codon、129genoqpes are sus⊂ePtible to vCID  
infection；however，PrOgreSSive development of  
PathoIogicalTSE features（Va⊂uOlation and PrP  
deposition）ismorerapidintheMM－genOtypemice・An  

explanatiollforthisfindingmightbeprovidedbvin－Vitro  
COnVerSionofre⊂OmbinanthumallPrPbyBSEandvqD  
agents，Whi⊂hユ1aSShov√nthatPrPwithmethionineat  
position129ismoree缶ciently⊂OnVertedthanPrPwith  
valine，andthatconversionbyvCJDissignihcantlymore  
efB⊂ientthanbyBSE．ヱ9Longln⊂ubationperiodsdul’ing  

Whi⊂hPrP〉【jsdepositedpredi⊂tSthat，inhumanbeings，  

inft⊂tion⊂Ouldbepresentillaljgeno年PeSforヨSlgnificant  

periodbeた・1・e〔lini⊂alol－Set・11－⊂ubatiol－periodsormore  

th訳－jO yeal－Sila、′e beeユーヱ・ePOrtedi王1山ellum抑TSE  

diseasektlru．－i－   

Thepossibilit）1thatallMVol’VVgenoqTPe⊂Ouldresult  
in a phel－Ot）TPedistin⊂t丘om that recognisedinvqD  

draws attention to the ilnportance of systematic 
assessment o［the⊂linical，genetic，Pathologl〔al，al－d  
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確認さ才  
感激性軋病気の動物の畜殺及び感染した死骸の腐敗を通して土壌環境に入る可能性がある。廃棄手段として、TSE汚染のウシ、ヒツジ及：                【  使用上の注意記載状況・  

びシカを哩めることにより、地表下への意図しない混入が起こる○我々は、ありふれた土壌ミネラルと病気に関係するプt」オン蛋白の相互作 その他参考事項等  
研  代表としてテタノブリンーIHの記載を示す。  

本調査で、2種頬の粘土ミネラル（モンモリロナイト及びカオリナイト）、石英及び4種類の無処理土壌サンプルにPrP6cが吸着することが  
究   

報  は1・OMNaCl）及び水素結合を■卯断し土壌鉱物からたんばく質の分離させるのに有効であるカオトロピック剤（8M尿素及び8Mグアニジン）        （1）略   

でも検出可能なPrPScを遊離することができず、10％SDS存在下の100℃煮沸のみPrPScを遊離することができた。モンモリロナイトから分        1）略   

．彗ニ            ⊂コ  離したPrPScはN末端で切れていた。また、モンモリロナイトに吸着したPrPScは感染実験により感染性を維持していることが確認できた。        2）現在までに本剤の投与により変異型タロイ   
の  我々の研究結果は、土壌環境に放出されたPrPScは生物に利用できる形態で維持され、プリオン病の動物感染を永続させるとともに、他の種  ツフェルト・ヤコブ病（vCJD）等が伝播   
をこの感敵性病原体に曝露させる可能性があることを示している。  

概  

したとの報告はない。しかしながら、製  

造工程において異常プリオンを低減し得  

要  
るとの報告があるものの、理論的なvCJD  

等の伝播のリスクを完全には排除できな  

いので、投与の際には患者への説明を十  

分行い、治療上の必要性を十分検討の上  

投与すること。   

報告企業の意見  今後の対応   

土壌環境に放出されたPrPScは生物に利用できる形態で維持され、プリオン病の動物感染を永続させることによ      本報告は本剤の安全性に影響  

り、他の種をこの感数性病原体に曝露させる可能性があることを示唆した報告である。   を与えないと考えるので、特段  

の措置はとらない 

染者の血嫌が本剤の原料に混入した場合には、製造工程においてプリオンを低減し得るとの報告があるものの、  
製剤から伝播する可能性を完全には否定し得ない。そのため、弊社の血妓分画製剤の製造工程に掛ナるTSE感染  

性低減に関する検証実験を加速し、自社データを早期に取得し、工程評価を行い、必要に応じて工程改善を実施   

する予定であ・るく．   

㊥  
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demonstratedbytherecentdete⊂tioninColorado，USA・Ofa  
free－ranging，CWD－infectedmoose，aSPeCiesnotpreviously  
knowntobeafftctedbythediseaseinthewild［9］・   
Although0ther modes ofenvironmentaltransmission of  
SCraPieandCWDhavebeenproposed（e・g・，鮎sh飢estlO］，hay  
mites（11］），SeVerallinesofevidencepointtosoilasareservoir  
for TSEinfectivity・TSEinfectivity exhibits remarkable  

resistancetoinactivationbymostchemicalagents，radiation，  
andheat［12】andhasbeenshowntopersistafterburialinsoil  
fbratleast3y［13］・Anecdotalobservationsofhealthysheep  
contractingscrapieafteroccupying鮎1dspreviouslycontain－  
ingdiseasedanimalshavebeenreported［7，8］・Althoughthese  
olderstudiesdidnota⊂COuntforthegeneticsusceptibilityof  
the sheepunderstudy，theysuggestthatscraple agentCa  
persistintheenvironmentforyears・Recentcontrolledfield  
experiments provide more compelling evidence of the  
environmentalpersistence of priorlS・Mi11er et al・［141  
demonstrated that nalve mule deer could contract CWD  
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lntrodudion  

Transmissible spongiform encephalopathies（TSEs，Prion  

diseases）areagroupofhtalneurodegenerativediseasesthat  

auect a variety ofmammalian species andinclude bovine  

SpOngiform encephalopathy（BSE，“mad cow”disease），  

Chronicwastingdisease（CWD）ofdeerandelk，Sheepscrapie，  

andCreutzfeldtJakobdiseaseinhumans【1］・Theagricultural，  

economic，and socialimpacts ofprion diseases have been  

intensifiedbyevidencesuggestlngtranSmissibilityofBSEto  

humans［2】・Theputativeinfectiousagentinthesediseases，  

designated PrPS亡，is amisfoldedisofbrm of the normal  
cellularprionprotein（PrPC）・Theaminoacidsequencesof  
PrPScandPrPCareidentical［3］；nOrmalandabnormalfbrms  
Oftheproteindifferonlyinconformation・Nodifferencesin  
POSttranSlationalcovalent modiBcation have been demon－  

Strated【3］・Circular dichroism andinfrared spectroscopy  

indicatethatthedisease－SPeCihcisoformhasahigherβ－Sheet  

andlowerc（－helixcontentthanPrPC【4】．Thenormalisofbrm  
is soluble and primarily monomericin solution，Whereas  

PrPScformsinsolubleaggregates・   
Sheep scraple and cervid CWD areunlque amOngTSEs，  

becauseepIZOOticscanbesustainedbyhorizontal（animal－tO－  

animal）transmission［5，6】．Routes of naturaltransmission  

remaintobeclari5ed，butavailableevidenceindicatesthatan  

environmental reservoir of infectivity contributes to the 

maintenanceofthesedjseasesinaffectedpopulationsE6－8】・  

The expanding range of CWD（SeVeralregions of North  

AmericaandKorea）increasing】ybringsdomesticlivestock，  

COmPanion animals，and wildliftspeciesinto contact with  

infected animals and⊂arCaSSeS，and shedded TSE agent，  
rajsingthepossibiZityofcross－SPeCjestransmissiorl・Thjswas  

⑧：PLoSPathogen5lwww・Plosp油ogens■Org  000  
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Sorpt10nOfPrion5tOSoil   

analysIS PrOVided no eviden⊂e that PrPS⊂entered Mte  

interlayerspaces（Mtedno7SPaCingswerel・22nmandl・47  
nmbeforeandafterPrPScadsorption，reSPeCtively）；prion  
proteinappearedtoadsorb toonlyexternalclaysurfaces・  
PrPS亡didnotassociatewithanequalmassoffinequartzsand  
atlevelsdetectablebyimmunoblotting（FigurelA）・Alarge  
degreeofPrPScbindingtothenonexpandableclaymineral  
KtewasobseTVedwhenthesurfaceareawasmatchedtothatof  

externalMtesurfaces（FigurelA）・Thelimitedassociationof  
PrPS⊂with丘nequartzsandwasatleastinpartattributableto  
themuchsmallerspeciRcsurhceareaoftheseparticlesas  
comparedtokaoliniteandexternalMtesurfaces（TableSl）・  
WhenquartzsurfaceareawasmatchedtothatofexternalMte  
surfices，al1detectablePrPSeadsorbedtoquartz（FigurelA）・  

Adsorption⊂apa⊂itiesofSoi＝州nera■sforPrPS⊂   

TheamountofPrPSぐadsorbedtoMtewassemlquantita－  
tivelyassessedbyserialdilutionofsamplestothelimitof  
imrnunoblottingdetection・Thedilutionalwhichnodetect－  
able immunoreactivity remained provided a basis for 
comparison withsampleslackinglmrnunOreaCtivitybefore  
dilution．PrPS⊂desorbedfromMtesti11exhibitedimmunor－  
eactivityafterlOO－folddiluLion，indicatingthattheamoun（Of  
prion protein adsorbed to Mte exceeded that in samples 
withoulimmunoreactivity（e・g・，unboundPrPScin experi－  
mentswithMte）bγa（1easttwoordersofmagnitude（Figure  
lB）．Furthermore，thisresultsuggeststhat負nequartzsand  
wassaturatedbyatleastlOO－foldlessPrPS⊂（≦0・002帽）lhan  

usedforsorptionexperiments（FigurelA）・   
To assess the PrPS【－binding capacity ofthe other soil  

minerals，increaslngquantitiesofPrPScwereaddedtoeach  
mineral．ProteindesorbedfrommineralparticIeswasserially  

Whenhousedinpaddocks previouslyinhabitedbyinfected  

animalsorcontainingdecomposedinftctedcarcasses・   

TSEagentsdirectlyentertheenvironmentwhencarcasses  

Ofinficted animals decompose［13］，through alimentary  

Sheddingoftheagentfrom gut－aSSOCiatedlymphoid tissue  

［1ら，16】，Orfromurinary excretionfrominfbcted，nePhritic  

animals［17］．Furthermore，bovine，Sheep，and deer TSE  

agentshavebeenirltroducedtosoilenvironmentsthroughthe  
burialofdiseasedcarcassesandother，infectedmaterial［18］．  

Animalsingestsoilbothdeliberately andincidental1y［19］・  

Cattle，deer，Sheep，andotheranimalscanconsumehundreds  

Ofgrams ofsoildai1y［20，21】・Taken together，these data  

supportthenotionthatPrPS⊂－COntaminatedsoilmayallow  
intraspeciesTSEtransmissionandenhancethelikelihoodof  
SPreadtootherspecies・Asafirststeptowardunderstanding  

theroleofsoilasareservoirofTSEinfectivlty，Weinvestlgated  

thebindingofPrPS【ニtocornmonsoilmineralsandwholesoils  
andexaminedtheinftctivityofmineral－boundprions・  
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Results  

BindingofPrPS⊂tosoi＝刷nerals   
We examined the sorptlOn Ofpurified PrPS⊂to three  
COmmOn SOilminerals（Table Sl）：quartZ，rnOntmOrillonite  

（Mte，an eXPandablelayered silicate clay mineral），and  

kaolinite（Kte，a nOneXPandable phy1losilicate mineral）・  

quartz of two particle sizes was employedin sorption  

experiments：負nesand（hydrodyr）amicdiameter［dh］＝125－  
250llm），rePreSentingquartzconcentratedinthesandand  

Silt fractions of soils，and microparticles（dh＝＝1－5pm），  

representingquartzpresentinthecoarseclayfraction［22］・  
Puri丘ed PrPSc（～0．2LLg）wasintrodu⊂edinto aqueous  
SuSPenSions（PH7・0）ofeachsoilmineralandsu句ectedto  
2－h mixlng・Unbound PrPSc was separated from bound  
proteinbycentrifugationthrougha750－mMsucr・OSeCuShion・  
BoundandunboundfractionswereanalyzedbySDS－PAGE  

andimmunoblotting・   

TheextentofPrPScsorptiondifftredamongthemineral  
particles examined・Al1detectable PrPSc adsorbed to the  
expandableclaymineralMte（FigurelA）・Ⅹ－ray diffraction   

ブ㊥：pLoSPathogensrwww・Plo5Pathogen5・Org  

B   

kDa  

40．1－   

31．9－・・  
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Figurel・PrPS⊂Adsorptionto⊂layMineraJsandQuartzMicroparti⊂les  
Substantia［［yEx⊂eededThattoFineQuartzSand  

（A）Dete⊂tabTeamount50fPrPS亡ad50rbedtoMteandKtebutnottofine  
quartzsand（dh＝125－250pm）・PrPS⊂de50rbedfromMtewasoflower  
mo［e⊂uIar ma5S thanthe5tarting material．Ad50rPtionto quartzwaS  
observedwhenquartzmkroparti⊂les（dh＝l－5岬1）wereemployedand  
5urfa⊂eareaWa5mat⊂hedtoMte．  

t 

se。  
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