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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病の原因物質の一つとして考えられている amyloid-

β（Aβ）の脳外排出機構における正常型プリオン蛋白（PrPC）の役割について検討を行った。

脳血管内皮細胞（MBEC4 cell）の PrPCと他の Aβ輸送分子（低密度リポタンパク質受容体関

連タンパク質１、P-糖蛋白）の発現・機能を調節し、細胞への Aβ取り込みを解析した。他の

Aβ輸送分子の調節は Aβ細胞内取り込みに影響したが、PrPCの調節は Aβ細胞内取り込み影

響しなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to address the role of cellular prion protein (PrPC) 

in amyloid-beta (Aβ) efflux via blood brain barrier. PrPC knockdown did not affect Aβ 

transport although other transporters (low density lipoprotein related protein 1 and 

P-glycoprotein) changed Aβ transport. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）Aβ の脳内からの除去には、ネプリラ
イシンやインスリン分解酵素等の Aβ分解酵
素が有用との報告がある。近年、このような
分解除去以外に、脳内の Aβを末梢血液中に
排出させる新たな除去経路の存在が注目さ
れるようになった。脳と血液の間には脳毛細
血管内皮細胞を実体とする血液脳関門（BBB）
が存在し、脳―血液間の物質移行を制限する
重要な関門として機能している。低分子の物
質は、脳毛細血管内皮細胞の細胞間隙経路や

経細胞透過を介して BBB を容易に通過する。
Aβ のような大きなペプチドは一般的に BBB
透過が困難であるが、Aβ の脳内からの除去
には、Aβ を経細胞的に輸送する機構が存在
する。このトランスサイトーシスに関与する
輸送分子として、低密度リポタンパク質受容
体関連タンパク質１（LRP1）や P-糖タンパク
質（P-gp）が挙げられる。これらの分子は脳
血管内皮細胞膜に存在し、Aβ を細胞内に取
り込む。LRP1 や P-gp は脳側から血液側への
排出をを担う。従って、LRP1 及び P-gp 発現・
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機能の低下は、Aβ の脳内への蓄積を増加さ
せ、AD の発症・進展の要因となることが推測
される。しかし、AD 病態下における Aβ輸送
分子の発現・機能の制御異常については不明
な点が多い。 
 

（２）正常型プリオン蛋白（PrPC）は、生体

の多くの組織に分布し、細胞接着能や抗酸化

作用等を有することが判っているが、その生

理機能は未だ不明な点が多い。PrPC は

glycosyl-phosphatidyl-inositol（GPI）ア

ンカーを有し、細胞膜上の lipid raft に局

在する。従って、PrPCは lipid raft 上の様々

な分子と相互作用を現すことが予想される。

近年、神経細胞や癌細胞における PrPCと LRP1

や P-gp との機能的相関を示唆する実験成績

が報告された。P-gp や LRP1 は、脳血管内皮

細胞にも局在することから、PrPC が P-gp や

LRP1 を介して Aβの BBB 透過を制御する可能

性は十分に推測できる。また、LRP1 は Aβと

直接結合しないが、PrPC の Aβ結合能を考え

れば、PrPCを LRP1―Aβ連結の介在分子とし

て捉えることができる。そこで、本申請者は

次のように仮説した。１）PrPCは Aβと結合

し、lipid raft 上で LRP1 によって細胞内へ

取り込まれ、Aβを脳から排出する。２）PrPC

は P-gp の発現・安定化を誘導し、P-gp によ

る Aβ排出を促進する。 
 
２．研究の目的 

本研究は BBB における Aβ排出除去機構の
PrPCによる制御に着目し、脳血管内皮細胞に
おける PrPCの生理・病態生理機能を追求する
ものであり、Aβの BBB 透過における PrPCの
調節メカニズムを解明することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 

（１）脳血管内皮細胞の特徴化 
脳血管内皮細胞由来の不死化細胞株は数種
類あるため、各細胞株における Aβ細胞内取
り込み能、Aβ輸送分子（LRP1，P-gp）と PrPC

の発現量を評価し、細胞株の特徴づけを行い
本実験に適した細胞株を選別する。評価する
マウス脳血管内皮細胞株は MBEC4, bEnd3, 
bEnd5 cellならびにマウス初代培養脳血管内
皮細胞（pMBECs）とする。Aβ細胞内取り込
み能の評価は 125I-Aβを用いて、放射活性を
測定することにより行う。Aβ輸送分子とPrPC

の発現量は western blot 法を用いて評価す
る。 
 
（２）PrPC 発現抑制細胞における Aβ細胞内
取り込み能の解析 
siRNA を用いて PrPC発現を抑制した細胞の A

β細胞内取り込み能を解析する。また、Aβ
が P-gp ならびに LRP1 によって輸送されてい
るか確認のため、P-gp の阻害剤である
verapamilと LRP1を標的としたsiRNAを処置
した細胞での Aβ取り込み能を評価する。 
 
（３）PrPC 発現誘導細胞における Aβ細胞内
取り込み能の解析 
PrPcDNA をコードしたプラスミドをトランス
フェクションした後、G418 により遺伝子導入
された細胞を選別し、PrP 安定発現株を確立
する。確立した細胞における Aβ細胞内取り
込み能の解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）脳血管内皮細胞の特徴化 
MBEC4 cell は他の細胞と比較して、125I-Aβ40
ならびに 125I-Aβ42 の放射活性が最も高く、
pMBECs は bEND3, bEND5 cell と比べ両 Aβの
放射活性が高かったが、有意ではなかった
（図１）。この結果から、MBEC4 は Aβ40、A
β42 共に細胞内取り込み能が最も高いこと
が明らかとなった。 
LRP1 発現量は MBEC4 cell で最も多く、MBEC4
以外の細胞間では差は認められなかった（図
２）。P-gp発現量はpMBECsで最も多く、bEND.3 
cell で最も少なかった（図３）。また、PrPC

発現量は pMBECs で最も多く、他の細胞間で
は差は認められなかった。 
MBEC4 cell で Aβ細胞内取り込みが有意に認
められたので、以後の実験に MBEC4 cell を
使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）PrPC 発現抑制細胞における Aβ細胞内
取り込み能の解析 
LRP1 を knockdown した MBEC4 cell は、
negative control siRNA を処置した細胞と比
較して、Aβ放射活性が低下した（図５）。
Verapamil 処置細胞は、無処置細胞と比較し
て、Aβ放射活性が増加した（図６）。PrP を
knockdown した細胞は、negative control 
siRNA を処置した細胞と比較して、Aβ放射活
性に差は認められなかった（図７）。 
これらの結果から、MBEC4 cell では LRP1 は
Aβ細胞内取り込みに、P-gp は Aβ外排出に
関与することが明らかとなった。また、PrP
は Aβ輸送に関与しないことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）PrPC 発現誘導細胞における Aβ細胞内
取り込み能の解析 
PrP を過剰発現する MBEC4 cell を確立した
（図８）。現在、Aβ細胞内取り込み能を解析
中である。 
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