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研究成果の概要：クロイツフェルト・ヤコブ病の感染に関わる分子としては、プルシナー博士

による「タンパク質仮説」が有力視されているが、詳しい素過程は解明されていない。本研究

では、この診断マーカーである「14-3-3ζタンパク質」がミトコンドリアに濃縮していること
や、シャペロンタンパク質との複合体形成が「膜中コレステロール濃度の低下」や「アクチン

フィラメントの脱重合」により解離することを明らかにした。 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学・神経化学・神経薬理学 
キーワード：脳神経疾患、タンパク質、細胞・組織 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）ｸﾛｲﾂﾌｪﾙﾄ･ﾔｺﾌﾞ病（Creutzfeldt-Jacob 

disease (CJD) の感染機構としては、当初ウ

ィルスによると考えられたが感染物質中に核

酸が含まれていないために否定された。その

後、プルシナーによる「タンパク質仮説」

(Prusiner et al., 1998)が有力視されるよう

になる。これによれば、プリオンのような病

因タンパク質には３次元構造のみが異なる２

種類の異性体が存在し、神経細胞の膜に存在

し、αへリックス構造に富む正常型は、プリ

CJD の病態進行に伴い、βシート構造率の高

い、不溶性のプロテアーゼ耐性を持つ病原性

型が形成される。この概観としては、体外か
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ら侵入した病原性型が細胞内在性の正常型の

鋳型となって病原性の立体構造が連鎖的に繋

がることで感染すると考えられている。しか

し、この実態は解明されていない。この仮説

の最大の問題点のひとつは、「正常型から病原

性型への高次構造変換機構」が明確でないこ

とにある。 

 

（２）一方で最近、CJD の骨髄液に検出され

る14-3-3ζと呼ばれるタンパク質が注目され、 

CJD 診断の生化学マーカーとして利用されて

いる。この 14-3-3 タンパク質は中枢神経系の

組織細胞には通常発現しているが、CJD では

14-3-3タンパク質は骨髄液に流出してしまう。

この原因もいまだ全く解明されていない。 

 

 

 

２．研究の目的 

（１）CJD の病態素過程で、正常型の病因タ

ンパク質の３次元構造が急変して悪性化する

機構は、ある種のタンパク質のフォールディ

ング異常である。そのため、シャペロンなど

の分子が悪性化過程に関与している可能性が

あり、病因タンパク質分子等々の構造変換が

機能変化（＝機能異常）を誘起していると考

えられるが、現在でも解かれていない。その

ため、私たちは「14-3-3ζタンパク質」に注

目して、未分化の神経幹細胞を材料に、病因

タンパク質の集まりについて以下の点を明ら

かにしたい。この際、超薄電子顕微鏡法や徳

安法に加えて、世界に先駆けて私たちが開発

したナノサイズのドメイン可視化法（Morone 

et al., 2006）の応用を検討した。 

①病因タンパク質分子の高次構造変換の場が

細胞形質膜あるいは内膜、細胞質のどこにあ

るか？ 

②14-3-3ζタンパク質の集まりは、細胞質内

部の何処に濃縮ドメインを形成しているの

か？ 

③14-3-3ζタンパク質の集まりは、電子顕微

鏡でどのように可視化できるのか？ 

④病因タンパク質分子の悪性化（＝線維状化）

と 14-3-3タンパク質複合体への結合／解離と

の関係を注目して、CJDの感染機構で有力視

されている「タンパク質仮説」を検証できる

か？ 

 

 

 
３．研究の方法 

（１）病因タンパク質集合体の細胞内分布 

  多成分系の免疫電子顕微鏡観察によって、

「病因タンパク質の複合体」を分類した。

14-3-3ζタンパク質や各種シャペロン分子に

対する抗体（異なる粒径の金コロイド吸着済

み）で免疫染色した超薄切片試料を電子顕微

鏡で観察した。この多成分系で、病因タンパ

ク質の集まりを区別し、その各々の分子複合

体の相関分布を調べた。病因タンパク質に関

係する 14-3-3ζなどの単成分系、あるいは多

成分系からなる「病因タンパク質の複合体」

の局在が高密度である領域を「病因タンパク

質の高次構造変換の場」と仮定できるか検討

した。 

 
（２）病因タンパク質集合体の局在分布に対

する膜状態の影響 

①細胞膜中コレステロール濃度変化の影響：

神経細胞を methyl-β-cyclodextrin（MβCD）

処理することで、膜中のコレステロールを細

胞外へ抽出し、膜の相構造を変化させた。こ

の処理前後で、14-3-3ζタンパク質等々に対

する抗体（直径 1.5~5nm 金コロイド吸着済

み）により免疫染色した試料を「急速凍結・

ディープエッチ・免疫フリーズレプリカ電子



 

 

顕微鏡法」で観察し、「病因タンパク質の集ま

り」の細胞形質膜上での局在分布を調べた。

細胞質内部の内膜系に対しては、急速凍結→

凍結置換→水溶性樹脂包埋→超薄切片→免疫

染色後に、電顕観察した。 

②細胞骨格形成の影響 

 細胞を Latrunculin-A や Cytochalasin-D

で処理することで、アクチン線維を部分的脱

重合させた。一方、Jasplakinolide 処理する

ことでアクチンを安定化させた。このような

処理の前後で、病因タンパク質複合体の分布

を電子顕微鏡観察により調べた 

 

 

 
４．研究成果 

ｸ ﾛ ｲ ﾂ ﾌ ｪ ﾙ ﾄ ･ ﾔ ｺ ﾌ ﾞ病（ Creutzfeldt-Jacob 

disease, CJD）の感染に関わる分子としては、

プルシナー博士による「タンパク質仮説

(1998)」が有力視されているが、詳しい病態

は解明されていない。本研究では、この病因

タンパク質の高次構造の変換機序を理解す

るために、組織細胞内での構造変換の場や、

ここで相互作用するタンパク質を明らかに

することを目的とした。私たちは、CJD の診

断マーカーである「14-3-3ζタンパク質」に

注目して、ヒト由来神経前駆細胞での局在や

他の分子との複合体形成について、電子線構

造解析の点から検討した。培養状態にある活

きた細胞を液化ヘリウムで冷却した純銅に

圧着することで急速凍結をおこない、細胞構

造やタンパク質の局在を瞬時に固定した。免

疫超薄切片法や徳安法により、14-3-3ζタン

パク質が、ミトコンドリアに濃縮しているこ

と、シャペロンタンパク質等と形成した複合

体形成との相関性があることが構造解析に

より初めて示された。この 14-3-3ζタンパク

質複合体は、「脂質ラフトの細胞膜ドメイン」

に特徴的な「膜中コレステロール濃度の低

下」や「アクチンフィラメントの脱重合」に

より解離する傾向があることも明らかにさ

れた。以上のように、細胞内電子線構造解析

により、病因タンパク質の高次構造変換の局

所場がミトコンドリア上の脂質ラフトドメ

インであることが提案され、CJD の感染・病

態の新たな素過程が解明されたと考えられ

る（投稿準備中）。         
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