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研究成果の概要（和文）：本研究ではプリオン病の病原タンパク質であるプリオンタンパク（PrP）の試験管内
異常化反応法を発展させ、その系を用いた解析により、プリオン病の伝達性・多様化をもたらすPrP異常化の分
子機序の解明とタンパク単独仮説の最終的な検証を目的とした。これまでに我々は、大腸菌由来リコンビナント
PrP（rPrP）を反応基質、複数のプリオン株を反応系のシードとした試験管内PrP異常化反応系において、そのプ
リオン株特有の異常型PrP (PrPres)の特性を維持したrPrPresを生成させることに成功した。現在この反応系の
生成物の伝達性と多様性を調査するため、脳内接種したマウスの解析を進めているところである。

研究成果の概要（英文）：Accumulating evidence suggests that the continuous conversion of normal form
 of prion protein (PrPC) into abnormal form of PrP (PrPSc) in affected hosts plays a central role of
 the pathogenesis of prion diseases. However, the molecular basis of the diversity and 
transmissibility in PrPSc formation has not been well understood. Using the protein misfolding 
cyclic amplification (PMCA) technique, we found that some cofactors such as heparin sulfate or its 
analog heparin greatly enhanced the formation of PrPSc in vitro. Furthermore, we developed an 
advanced PMCA system using E-coli derived recombinant PrP as a substrate. We currently examined the 
diversity and transmissibility of the advanced PMCA products.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
補助的因子を加えた試験管内異常化反応法により、これまで効率の低かったプリオン株（非典型牛海綿状脳症や
慢性消耗病等）の高効率な変換が可能となった。またその補助的因子を加えることにより、大腸菌由来リコンビ
ナントPrP（recPrP）を反応基質とした試験管内PrP異常化反応系において、そのプリオン株特有の産物を生成さ
せることが初めて可能となった。これらの結果は、プリオン病の病態機構の理解を大きく進展させたと考えてい
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
プリオン病は感染性病原体プリオンによって引き起こされる致死性の神経変性疾患であり、 

ヒトのクロイツフェルトヤコブ病（CJD）、牛の牛海綿状脳症（BSE）などが代表的な疾患である。

感染病原体プリオンはおそらくは単一のタンパク質である異常型プリオンタンパク（PrP）から

構成されている、とするタンパク単独仮説が提唱され、多くの研究者に受け入れられているが、

いまだ多くの解明されていない謎が残されている。具体的な例として、プリオンには病原特異的

な核酸は見つかっていないにもかかわらず、病型の異なる株(プリオン株)の存在が挙げられる。

これは株ごとに異常型PrPの構造がわずかに異なるためとされているが、実際に異常型PrP の構

造の違いがどのように病型の多様性をもたらすかについてのメカニズムはほとんど解明されて

いない。また正常型から異常型への構造変換プロセスや異常型PrP の立体構造の詳細も不明なま

まであり、これらは、プリオン病の病態解明・治療開発を遅らせている大きな原因でもあり、そ

の解明が必須である。 

 
２．研究の目的 

プリオン病は急速進行性認知症を引き起こす伝達性（感染性）の神経変性疾患である。本研

究ではプリオン病の病原タンパク質であるプリオンタンパク（PrP）の試験管内異常化反応法を

発展させ、その系を用いた解析により、プリオン病の伝達性・多様化をもたらす PrP 異常化の

分子機序の解明とタンパク単独仮説の最終的な検証が目的である。 

この試験管内反応法では、正常動物脳乳剤あるいは大腸菌由来リコンビナント PrP（rPrP）

を反応基質、プリオン株（複数）を反応系のシードとして用いる。正常型から異常型への変換

反応は、アミロイド形成反応と類似していると考えられており、異常型 PrP 凝集体の末端部で

のみ生じると想定されるため、反応チューブに間欠的に適当な強度と時間の超音波処理を行う

ことにより異常型 PrP 凝集体が断片化され、変換反応が劇的に促進される。しかしこれまでの

条件では高効率に増殖できるプリオン株はごく限られている。さらに rPrP を基質とするとその

プリオン株の特性が維持されず、多くの場合で伝達性も失われることが報告されていた。本研

究では試験管内 PrP 異常化反応系において、補助的因子を添加した様々な条件検討を行い、こ

れまでの条件では限定的にしか増幅できないプリオン株においても高効率での増幅可能かつ、

rPrP を基質とした場合でもプリオン株の特性や伝達性が維持される反応系の開発を試みた。 

 

３．研究の方法 

まず、異常型プリオンタンパク質試験管内増幅法の一つである PMCA 法（Protein Misfolding 

Cyclic Amplification）において限定的な変換反応しか示さないプリオン株の効率的な試験管

内変換反応を可能にする発展系 PMCA 法の確立のため、補助的因子（ポリアニオンや界面活性剤、

テフロンビーズ等）を組み合わせて反応を行った。実験に用いたプリオン株は以下の 10種類で

ある：典型 BSE（C-BSE）、非典型 BSE2 種類（H-BSE, L-BSE）、scrapie, シカ慢性消耗病（CWD）、 

マウス順化プリオン株（ME7, Chandler, 22L, Tsukuba-2, E. coli recombinant PrPSc）。 

 次にその補助的因子を添加した反応条件において大腸菌由来リコンビナント PrP（rPrP）を

反応基質とした advanced PMCA 法を行い、その産物の性状（プロテアーゼ分解性等）を解析し、

マウスへの伝達実験を行った。 

 
４．研究成果 

本研究では界面活性剤の一種であえるジギトニンおよびポリアニオンの一種であるヘパリン

を反応液に加えることで、実験に用いた様々なプリオン株すべての PrPres の増幅が促進される

ことが明らかになった。特にこれまで効率の低かったプリオン株（非典型牛海綿状脳症や慢性



消耗病等）の高効率な変換が可能となったことは特筆すべき結果である。またその補助的因子

を加えることにより、大腸菌由来リコンビナント PrP（recPrP）を反応基質とした試験管内 PrP

異常化反応系（advanced PMCA）において、そのプリオン株特有の産物が生成させ、かつ反応を

繰り返してもその特性を維持させることが初めて可能となった。現在、現在この反応系の生成

物の伝達性と多様性を調査するため、脳内接種したマウスの解析を進めている。これらの結果

は、プリオン病の病態機構の理解を大きく進展させたと考えている。 
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