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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、プリオン蛋白質(PrP)遺伝子欠損マウス神経細胞株(HpL)にマウス PrP 遺伝子もし
くは異種 PrP(ハムスター、ウシ)を導入した細胞のライゼートを正常型 PrP(PrPC)供給源として
protein misfolding cyclic amplification (PMCA)を行うとともに、マウススクレイピープリ
オンもしくは異種プリオン（それぞれハムスタースクレイピープリオン、Bovine spongiform 
encephalopathy (BSE)プリオン）存在下で、異常型 PrP(PrPSc)増幅の有無から PrPSc増幅に必要
な条件についての基礎的データを得ることを目的とした。PMCA法によるハムスター263K株、マ
ウス Obihiro 株、マウス Chandler 株の試験管内増幅による比較を行った結果、263K 株と
Chandler 株は脳ホモジネートを PrPC供給源とした場合、既存の条件（1% TritonX-100, 4mM EDTA
含 PBS、40 cycle）で PrPres（蛋白質分解酵素抵抗性 PrP）の増幅が可能であったが、Obihiro
株では同条件では増幅がされなかった。さらに、HpLにマウス PrP遺伝子やハムスターPrPを導
入した細胞の細胞ライゼートを PrPC 供給源として試験管内増幅を行ったところ、同条件では
263K 株と chandler 株のいずれも増幅がされなかった。これらのことから、プリオン株ごとに
条件設定が必要であるとともに、細胞ライゼートを用いた場合、脳ホモジネートの条件とは異
なる増幅条件が必要であることが明らかとなった。本研究の結果から、PMCA 法による PrPresの
増幅条件はプリオン株や PrPC供給源の性状ごとに最適化する必要があることが明らかになった
とともに、動物を用いないプリオン検出系として、広範なプリオン株に適応可能な PMCA条件の
構築が必要であることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, protein misfolding cyclic amplification (PMCA) was performed using 
prion protein (PrP)-gene deficient cell line as the source of cellular PrP. Mouse 
and hamster scrapie and bovine spongiform encephalopathy (BSE) prion were used for 
seed. In 2008, cell lysate was prepared from prion protein (PrP)-gene deficient cell 
re-introduced with mouse, hamster, and bovine PrP-gene. In 2009, we compared the in 
vitro amplification efficiency in PMCA among hamster scrapie 263K, mouse scrapie 
Obihiro, mouse Chandler scrapie prions. As the results, PrPres could be amplified from 
brain homogenates infected with 263K and Chandler prion under the condition of PBS 
containing 1% TritonX-100, 4mM EDTA (40 cycles), whereas Obihiro prion could not be 
amplified. In addition, PMCA using cell lysate required different conditions for 
PrPres amplification compared to brain homogenate. Therefore, we concluded that the 
adaptation of PMCA conditions were required for efficient PrPres proliferation 
depending on prion strains and PrPC sources. 
 
 
 
 
 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2008～2009 

課題番号：20780219 

研究課題名（和文）In vitro プリオン増殖機構解析：PrP遺伝子欠損細胞を用いた改良 PMCA 

法 

研究課題名（英文）In vitro analysis of prion proliferation: Modified PMCA method using 

PrP-gene deficient cell line 

研究代表者 

作道 章一（Sakudo Akikazu） 

琉球大学・医学部・准教授 

 研究者番号：10397672 



交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008年度 2,500,000 750,000 3,250,000 

2009年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

 

研究分野：応用獣医学 

科研費の分科・細目：畜産学・獣医学・応用獣医学 

キーワード：微生物、獣医学、感染症、ウイルス、神経科学、プリオン、人獣共通感染症 

 
１．研究開始当初の背景 

最近、PMCAと呼ばれる新しい技術が開発され、
in vitro 系での PrPScの増幅が可能になった
(Saborio et al., Nature. 2001, 411:810-3)。
この方法は、PrPCの供給源として脳ホモジネ
ートを使用し、PrPScとインキュベーションし
ながら超音波破砕を繰り返すことで PrPSc を
増幅する方法である。本研究では、プリオン
増殖機構の核である PrPC→PrPSc の転換機構
に関与する PrPC 側の要因を解明するための
技術的ツールとして PrP遺伝子欠損マウス神
経細胞株(HpL)を用いた PMCA法の改良を進め
る。 
２．研究の目的 
本研究では、HpL にマウス PrP 遺伝子もしく
は異種 PrP(ハムスター、ウシ)を導入した細
胞のライゼートを PrPC供給源として PMCA を
行うために、マウススクレイピープリオンも
しくは異種プリオン（それぞれハムスタース
クレイピープリオン、BSE プリオン）存在下
での異種 PrPSc の増幅系の構築へ向けての基
礎的データを得ることを目的とした。 
３．研究の方法 
PrP遺伝子を再導入した PrP 遺伝子欠損マウ
ス神経細胞株由来の細胞ライゼートや脳ホ
モジネートを PrPC供給源として、プリオン存
在下で PMCA を行い、その増幅の有無をウエ
スタンブロッティングによるプロテイナー
ゼＫ抵抗性 PrP の検出で確認する。 
４．研究成果 
平成２０年度は、PrP 遺伝子欠損マウス神経
細胞株に欠損変異マウス PrP遺伝子欠損変異
PrP遺伝子（PrPΔ#1, PrPΔ#2, PrPΔ#3）を
導入した細胞、ハムスターPrP 遺伝子を導入
した細胞、ウシ PrP 遺伝子を導入した細胞を
樹立した。さらに、これらの樹立した細胞よ
り細胞ライゼートを調整し、抗 PrP抗体を用
いたウエスタンブロッティングによる PrPの
検出を行った。その結果、PMCAに利用するに

十分な量の PrPC供給が可能な PrP発現細胞の
樹立と細胞ライゼートの調整ができている
ことがわかった。加えて、異種および同種 PrP
遺伝子発現細胞のアポトーシス感受性を血
清除去誘導アポトーシスにより比較したと
ころ、同種（マウス）PrP の場合のみ PrP が
アポトーシス抑制に働き、ハムスターやウシ
PrP にはアポトーシス抑制効果が見られない
ことが明らかとなった。平成２１年度には
PMCA 法によるハムスター263K 株、マウス
Obihiro 株、マウス Chandler 株の試験管内増
幅による比較を行った。その結果、263K株と
Chandler 株は脳ホモジネートを PrPC 供給源
とした場合、既存の条件（1% TritonX-100, 
4mM EDTA 含 PBS、40 cycle）で PrPres（蛋白
質分解酵素抵抗性 PrP）の増幅が可能であっ
たが、Obihiro 株では同条件では増幅がされ
なかった。さらに、HpL にマウス PrP 遺伝子
やハムスターPrP を導入した細胞の細胞ライ
ゼートを PrPC 供給源として試験管内増幅を
行ったところ、同条件では 263K株と chandler
株のいずれも増幅がされなかった。これらの
ことから、プリオン株ごとに条件設定が必要
であるとともに、細胞ライゼートを用いた場
合、脳ホモジネートの条件とは異なる増幅条
件が必要であることが明らかとなった。本研
究の結果から、PMCA法による PrPresの増幅条
件はプリオン株や PrPC 供給源の性状ごとに
最適化する必要があることが明らかになっ
たとともに、動物を用いないプリオン検出系
として、広範なプリオン株に適応可能な PMCA
条件の構築が必要であることが示唆された。 
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