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研究成果の概要（和文）：プリオン病の病原体、プリオンは異常型プリオンタンパク（PrPSc）を主体とする。
どのようなきっかけで最初のPrPScが体内に生成されるか不明である。我々はデキストランとポリエチレングリ
コールを同時に使用することで、プリオンタンパク（PrP）を試験管内で液ー液相分離させ、アミロイドゲル
（rPrPゲル）を形成させることに成功した。このrPrPゲルはプロテアーゼK抵抗性であることや、チオフラビンT
と結合するなど、PrPScと似た性質を示した。試験管内での構造変換促進（シード活性）や動物への感染性は示
さなかったものの、液ー液相分離がPrPSc出現の最初のステップとなる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The pathogen of prion diseases, “prion”, is mainly composed of abnormal 
prion protein (PrPSc). It is unknown how the first PrPSc is produced in the body. We have 
successfully induced liquid-liquid phase separation of prion protein (PrP) to form an amyloid gel 
(rPrP gel) in vitro by using used dextran and polyethylene glycol. This rPrP gel exhibited 
properties similar to those of PrPSc, including protease K resistance and binding to thioflavin T. 
Although it did not show conformational conversion of normal prion protein (seeding activity) in 
vitro or infectivity in animals, the liquid-liquid phase separation can be the first step in the 
emergence of PrPSc.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プリオン病の原因である異常型プリオンタンパクは、正常型プリオンタンパクの構造が異常化したものとされて
いる。しかし、どのように異常化するのかは明らかになっていない。近年では様々なタンパク質が液相分離によ
って性質が変化し、凝集することが知られている。今回の研究では、プリオンタンパク(PrP)の液相分離を試験
管内で再現することに成功した。また、このPrPは不溶性で凝集体を形成するなど、異常型プリオンタンパクと
似た性質を有していた。これらの結果から、異常型プリオンタンパク形成には液相分離が関与していることが示
唆され、プリオン病発症のメカニズムの一旦が明らかにされた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

プリオン病は正常型プリオンタンパク（PrPC）が構造変換した異常型プリオンタンパク（PrPSc）

がアミロイドを形成して中枢神経系に蓄積し、神経細胞死を引き起こす。PrPScはβシート優位

の構造をもち、PrPCの構造変換を促進することで増殖する。ヒトプリオン病は孤発性、遺伝性、

獲得性に分類されるが、およそ 75%は孤発性であり、PrPScがどのようにして生じるかわかってい

ない。 

大腸菌から作製したリコンビナントプリオンタンパク(rPrP)に振盪を加えることで構造変換

が促進され、人工アミロイドを形成することができる。しかし、我々の研究室で作製した人工ア

ミロイドは感染性を示さなかった。本法では激しい振盪によって rPrP の基本構造を破壊するた

め、感染性を持つに至らなかったと考えられる。つまり、感染性を持つアミロイドの生成には、

PrP の生理学的特性を維持しつつ、構造変換を促進する必要があると考えられる。 

生体内の蛋白質は、細胞内の体積比の大半を占め、いつ凝集してアミロイドを形成してもおか

しくない状況にある。この時、蛋白質は天然変性領域（intrinsically disordered regions: IDRs）

を介して液相として振舞うことで生理学的活性を保ちつつ凝集を回避している。しかし、液相の

蛋白質は互いに重合しているため、条件が揃えば、IDR は集合してクロス β シート構造を形成

する。アミロイド形成タンパク質の異常な相転移は、病的なアミロイド合成を促進すると考えら

れる。この現象は、アルツハイマー病のタウタンパク質や筋萎縮性側索硬化症の RNA 結合タンパ

ク質 FUS など、病原性アミロイドによる神経変性疾患の発症に関連することが報告されている。

この様な事例からも、液相分離がタンパク質の異常化のファーストステップとなりうると考え

られる。 

我々は、異なる 2 つのポリマー間のより強い体積排除効果により PrP の液相分離が誘導でき

ると考え、デキストラン(DEX)とポリエチレングリコール(PEG)を用いた aqueous two-phase 

system(ATPS)に rPrP を加えたところ、直後からポリマー分画の境界に液滴が出現した。DEX と

PEG の割合、塩等の条件を検証し、安定して効率よく液相分離がおこる条件を見出した。 

  

２．研究の目的 

液相分離によって試験管内で作成した rPrP の液滴の性状を検討し、タンパク質の異常化と感染

性の獲得に至る条件を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

試験管内で液相分離を誘導して形成された rPrP の液滴の性状を検討し、生化学的特性や感染

性の有無について評価した。 

Na2S2O3 (終濃度 120mM)、DEX、PEG (ともに終濃度 9%)を含む溶液に rPrP (終濃度 2-10μM)を

加えて液相分離を行った。 

 

４．研究成果 

rPrP 液滴の性状 



rPrP 液滴の性質を調べるため

に、液滴の挙動を連続的に観察

した。界面に浮遊している液滴

は、互いに継ぎ目なく融合して

おり、液滴が液相にあることが

示唆された（図 1）。 

 

 

さらに、Na2S2O3を添加すると、rPrP は直ちに凝縮して PEG/DEX 界面に液滴を形成した。次に rPrP

を Alexa488 でラベルした後、液滴を作成した。形成直後の新鮮な液滴と 1時間静置して成熟さ

せた液滴にレーザーを照射して、Alexa488 の蛍光を退色させて、蛍光が回復するか観察した。

液‐液相分離直後（0分）の新

鮮な液滴は、光退色後 60秒で

強度が完全に回復したが、

37℃で 1 時間インキュベート

した液滴は観察時間中回復し

なかった（図２）。このことか

ら、新鮮な液滴の内部が液体

であるが、その後、液-固相転

移を起こして rPrP ゲルにな

ったことが示唆された。 

 

rPrP の N 末端領域（23-89 残基）が液-液相分離と液-固相転移を駆動する 

PrPCの N 末端領域は IDR であることが知られているが、C 末端は 3 つのαヘリックスを持つ安

定な二次構造であることが核磁気共鳴法により明らかにされている。N末端領域の役割を明らか

にするために、ATPS における完全長 rPrP (rPrP full)と N 末端を欠損させた rPrP Δ（23-89）

の挙動を比較した。その結果、rPrP Δ (23-89)の蛍光強度は増加しなかったが、界面でわずか

にチオフラビン T (ThT) 陽性の凝集体を形成した。これらの凝集体は 48 時間までの観察期間

中、ThT 蛍光の増加を示さなかったが、rPrP full の液滴は時間と共に蛍光強度が増加した（図

3）。また、0分では ThT 蛍光が見られない非常に小さな液滴（<5μm）でも、24時間培養すると

明確に識別でき

るようになっ

た。さらに、その

蛍光強度は、1時

間で rPrPΔ（23-

89）よりも有意

に高く、48 時間

後にはより顕著

になった。 

 

 

 



液-固相転移にはプリオンタンパク質のコンフォメーション変換が関与する 

続いて、時間の経過が rPrP-ゲルの生化学的特性にどのような影響を与えるかを検討した。液滴

を 30 分間熟成させた後、遠心分離したと

ころ、rPrP-ゲルは ThT 陽性で、水には溶け

なかった。その後、ゲルを 1% sarkosyl に

再懸濁し、遠心分離により再沈殿させた。

ウェスタンブロット解析の結果、rPrPは 1%

サルコシル溶液に不溶であった（図 4）。次

に、rPrP-ゲルを 72時間熟成させた後、PK

で消化した。熟成ゲルの外観は、PK 消化後

も変化しなかったが、遠心分離により回収した熟成ゲルをウェスタンブロッティングすると、熟

成液滴には rPrP のオリゴマーが含まれ、40%の rPrP が未消化のまま残っていた（図５）。ま

た、10-15 kDa 程度の小さな PrP-res 断片が検出された。老化した rPrP-ゲルと脳由来の PrPSc

は、異なるバンドパターンを示したが、PK

耐性に大きな違いはなかった。FTIR 解析

の結果、熟成ゲルは、2次誘導体スペクト

ルのβシート領域の 1620cm-1に、ネイテ

ィブ型の rPrP の α ヘリックス領域の

1651cm-1 からシフトした特徴的なピーク

を有していた。これらの結果から、rPrP は

液滴内部で PrP-res に変換され、βシー

トに富む構造、洗剤不溶性、PK 耐性を獲

得していることが示唆された。次に、熟成

された rPrP-ゲルがシード活性を持つか

どうかを検討した。熟成した rPrP-ゲルを

シ ー ド と し て Real Time-Quaking 

Induced Conversion (RT-QuIC) を行った。その結果、rPrP-ゲルをシードとして添加したサンプ

ルは ThT 陽性を示さず、100 サイクル反応させても rPrP-ゲルは形状を維持しており、rPrP-ゲル

から生成した rPrP-res は seed 活性を持っていないことが示された。また、rPrP-ゲルをマウス

に頭蓋内摂取したが、2年以上経過してもプリオン病を発症しなかった。 

 

我々は PrP の液‐液相分離をおこし、液滴を形成する条件を見出した。さらに、これがβシー

トに富んだ構造を有し、PK 抵抗性を示すなど、PrPScと似た性質を示すことを明らかにした。つ

まり、PrPScは液相分離を介して形成されることを示唆している。その一方で、RT-QuIC における

シード活性やマウスへの感染性が認められなかったことから、病原性を有するにはさらに何ら

かの段階が必要であると考えられる。 
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