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１．研究計画の概要 
 クロイツフェルト・ヤコブ病や牛海綿状脳
症（狂牛病）などは、総称してプリオン病と
呼ばれ、正常プリオンタンパク質（PrPC）が
異常プリオンタンパク質（PrPSC）に変化し、
凝集することによって発症すると考えられ
ている。現在、PrPSCの検出には、エライザ法
と電気泳動後にウエスタンブロットを行な
い、抗体で検出する方法が主に用いられてい
る。これらの方法は、プロテアーゼで消化さ
れないPrPSCを抗体で検出するものであるが、
現在のところ、正常型と異常型を区別できる
抗体がないことから、前者は擬陽性が出やす
い、後者は検出までに長時間が必要、多検体
の検査が困難などの欠点を有する。 
 そこで本研究は、プリオンタンパク質
（PrP）と特異的に結合するアプタマーと呼
ばれる核酸を見出し、誰もが調製でき、かつ
安価な吸着膜を用い、それに吸着させた多検
体中の PrPSC の網羅的、かつ迅速な新検査法
の開発を目的としている。この研究課題を達
成させるために、あらゆる DNA 配列を組み込
んでいる DNA（DNA プール）を用いて、正常
及び異常プリオンタンパク質に対して、強結
合性かつ安定性を示す DNA または RNA アプタ
マーを調製し、さらに、当該研究代表者らが
開発している核酸の化学発光反応を用いた
簡便な検出法、または、発光性ビオチン化デ
キストランプローブ、発光性長鎖 DNA プロー
ブなどを適用することによって、アプタマー
による PrPSCの超高感度検出法を開発する。 
 
２．研究の進捗状況 

(1) マウスプリオンタンパク質（mPrP）を、
大腸菌中でマルトース結合タンパク質（MBP）

との融合タンパク質（MBP-mPrP）として発現
させた。その後、アフィニティーカラムを用
いて MBP-mPrP を精製し、MBP を切除すること
で、mg 単位の mPrP が精製できた。このとき、
大腸菌を超音波と低張ホモジナイズの 2種類
の方法で破砕し、それぞれの方法で精製した
mPrP を比較したところ、各種溶媒に対する溶
解度などの物理化学的性質が多少異なって
いることが分かった。 
(2) 精製した mPrP を PVDF 膜に固定化後、

アプタマーを含む 1×PBS に浸し、mPrP とア
プタマーを結合させた。mPrP と結合したアプ
タマーの検出は、研究代表者が開発した核酸
中のグアニンと特異的に反応して化学発光
する化学発光試薬（TMPG）を用いて行なった。
その結果、アプタマーによって膜上の mPrP
（5-20μg/spot）を検出することができた。
このとき、同時に膜に固定化したウシ血清ア
ルブミンやカゼイン（20μg/spot）などのタ
ンパク質は検出されなかった。これらの結果
は、アプタマーによって、PrP を特異的に検
出できることを示している。また、TMPG 化学
発光反応において、5’末端を FITC 標識した
DNA を用いた場合、非標識 DNA と比較して、
約 5-10 倍の化学発光強度の増大が観察され
た。そこで、FITC 標識アプタマーを用いて同
様に mPrP を検出したところ、非標識アプタ
マーと比較して、約 2.5 倍化学発光強度が増
大した。また、mPrP を CuCl2で処理したとこ
ろ、proteinase K 消化に対して抵抗性を示す
mPrPresが得られた。これらの結果から、FITC
標識アプタマーや mPrPresを用い、さらに結合
反応条件などを検討することで、高感度なア
プタマーを用いた異常プリオンタンパク質
の検出法が開発できると考えられる。 
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３．現在までの達成度 

②おおむね順調に進展している。理由：ア
プタマーを用いて、吸着膜上の PrPCを特異的
に検出でき、次の標的分子である proteinase 
K 抵抗性 PrP を調製できたため。 
 
４．今後の研究の推進方策 

(1) Proteinase K 抵抗性プリオンタンパ
ク質の大量調製：現在までに、精製した mPrP
を CuCl2で処理することで、proteinase K 抵
抗性を示す mPrPresを得ている。今後、mPrPres

の大量調製を行い、mPrPCと mPrPresを識別で
きるアプタマーのスクリーニングを行なう。
また、HeLa 細胞でも、MBP-mPrP を発現させ
ることが出来たので、大腸菌で発現させた場
合と同様に大量調製を行い、CuCl2処理や大腸
菌で発現させた mPrP との物理化学的性質の
比較を行う。 

(2)アプタマーを用いた PrP の高感度検出
方法の開発：mPrP を PVDF 膜上に固定化後、
既報の DNA アプタマーと結合反応を行ない、
研究代表者が開発した化学発光試薬（TMPG）
を用いることで、mPrP と結合したアプタマー
を検出することができた。しかし、検出感度
としては、100 ng レベルの mPrP が必要であ
るため、今後、使用する試薬の組成や濃度、
pH、ブロッキングや洗浄などの条件検討を行
ない、mPrP の超高感度検出法の開発を目指す。
また、研究代表者が開発した発光性ビオチン
化デキストランプローブや発光性長鎖 DNAプ
ローブは、ビオチン化分子の検出に応用でき
るので、これらのプローブとビオチン化アプ
タマーを組み合わせた mPrP の超高感度検出
法の開発を行なう。 

(3) ア ミ ノ 酸 を 用 い た mPrPres の
proteinase K 抵抗性の改善：CuCl2 処理によ
って mPrPresを作製後、プロリンやフェニルア
ラニンなど、一部のアミノ酸の水溶液中で
mPrPresを保温すると、mPrPresの proteinase K
による消化が促進された。これは、これらの
アミノ酸が、mPrPresの立体構造を変化させた
可能性を示しており、プリオン病治療薬の開
発に役立つ可能性がある。今後、アミノ酸処
理および未処理のmPrPCや mPrPresの円偏光二
色性やフーリエ変換赤外分光分析計のデー
タを比較し、CuCl2 やアミノ酸が、mPrP の立
体構造や物性にどのような影響を与えてい
るのかを調べる。また、CuCl2 処理による
mPrPres 作製をアプタマーやアミノ酸存在下
で行ない、これらの分子のプリオン病治療薬
としての可能性を調べる。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
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