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研究成果の概要（和文）：プリオンは蛋白質性の病原体で、宿主の正常プリオン蛋白質（PrPC）の構造異性体で
ある異常プリオン蛋白質(PrPSc)が主要構成成分である。PrPCは、膜結合蛋白質であり、2ヵ所のアスパラギン結
合型糖鎖付加部位が存在する。プリオンには病原体特異的な核酸が存在しないにも関わらず、生物学的性状の異
なる「株」が存在する。本研究では、PrPScの糖鎖構造に着目し、高密度レクチンアレイを用いてPrPScの糖鎖構
造の特徴抽出を精密かつ迅速に行うことで、複数のマウススクレイピープリオン株を簡便に識別できることを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Prions are protein-only infections agents and consist mainly of the 
disease-associated isoform of normal cellular prion protein (PrPC), referred to as PrPSc. PrPC is a 
membrane-bound glycoprotein and contains two potential N-glycosylation sites. Although prions appear
 not to contain a specific nucleic acid, different prion strains exhibiting different biological 
properties have been identified. In this study, we demonstrated that mouse scrapie prion strains can
 be distinguished by a lectin microarray analysis which characterizes the composition and structural
 diversity of N-linked glycans associated with PrPSc.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プリオン株は、PrPScの3次あるいは4次構造により規定されると考えられ、高額な測定機器を必要とする蛋白質
高次構造解析により、プリオン株の識別が試みられてきた。本研究では、PrPScの糖鎖プロファイリング解析に
より、簡便かつ迅速にプリオン株を識別できることを示した。現在までのところプリオン病に対する有効な予
防・治療法は存在しておらず、それらの開発は極めて重要である。プリオン株によりプリオン複製阻害剤に対す
る感受性が異なることが知られており、簡便なプリオン株の識別法の開発は、治療法の開発の観点から意義深い
と考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
プリオン病は、病原体「プリオン」により引き起こされる致死性の神経変性疾患である。異常

プリオン蛋白質（PrPSc）は、宿主の神経細胞で主に発現するプリオン蛋白質（PrPC）の構造異性
体であり、プリオンの主たる構成成分と考えられている。PrPScが中枢神経系に蓄積することで、
感染個体では神経変性が生じる。細菌やウイルスとは異なり、プリオンには病原体特異的な核酸
が存在しないにも関わらず、生物学的性状の異なる「株」が存在することが知られている。プリ
オン株によって感染個体の病理組織学的な特徴や潜伏期間が異なり、また異種動物への伝達効
率に差異が認められる。現在のところプリオンの株は、主要構成成分である PrPScの立体構造の
違いにより生じていると推察されているが、プリオン株の生物学的性状を規定する詳細な機構
は未解明である。 
神経細胞は、その機能や形態により多様なサブタイプが存在している。各プリオン株ではこれ

ら神経細胞サブタイプへの指向性が変化に富んでおり、結果として株としての多様な生物学的
性状が生じている可能性が考えられる。PrPScの基質である PrPCは、グリコシルフォスファチジ
ルイノシトール(GPI)によって細胞膜に繋留された膜蛋白質であり、2 ヵ所のアスパラギ（N-）
結合型結合型糖鎖付加部位が存在する。糖鎖は多数の酵素で合成される二次産物であるため、
糖転移酵素の発現量や活性の大きな影響を受ける。このため、各プリオン株の神経細胞サブタイ
プ指向性が多様であるとすれば、プリオン各株の PrPScは株固有の糖鎖プロファイルを示す可能
性が高い。しかしながら、PrPScのグライコーム解析を行い、PrPSc糖鎖プロファイルの比較によ
りプリオン株の識別を試みた報告はない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、プリオンの主要構成成分である PrPScの糖鎖構造に着目し、PrPScの糖鎖プロファイ

ルを基にしたプリオン株の簡便な識別法の確立と、プリオン株が多様な生物学的性状を示す機
構を明らかにすることを目的とする。 
プリオン株を識別する方法として、蛋白質分解酵素処理後の PrPScのウエスタンブロット解析

が知られている。2糖鎖型、1糖鎖型、無糖鎖型 PrPScに由来するバンドパターン、あるいは無糖
鎖型 PrPScの分子量を比較することで、識別可能なプリオン株も存在するが、大部分のプリオン
株はこの解析方法で識別するのは難しい。糖鎖は複雑な樹状構造を持つことから、その構造解析
には多大な労力と時間がかかっていた。本研究では、産業技術総合研究所で開発された独自の糖
鎖解析技術である高密度レクチンアレイを用い、PrPSc の糖鎖プロファイリング解析を行うこと
で、各プリオン株の PrPScの糖鎖構造の特徴抽出を精密かつ迅速に行う。 
 
３．研究の方法 
複数のプリオン株のマウス接種試験 
プリオン株としてマウススクレイピー22L, Chandler, ME7 を用いた。近交系マウス（CD-1 マ

ウス）に各プリオン株マウス脳乳剤の脳内接種を行った。約 150 日後に発症し、安楽殺したマウ
スから脳を回収し、一部はホルマリン固定し、免疫組織学的解析を行った。残りは-80℃に保存
した。 
複数のプリオン株感染マウス脳からの PrPSc部分精製 
回収した脳と陰イオン性界面活性剤添加緩衝液を用いて脳乳剤を作製し、核酸分解酵素処理

に続き、蛋白質分解酵素処理を行った。高速遠心後の上清を超遠心し、沈殿画分を得た。超音波
処理による陰イオン性界面活性剤添加緩衝液への分散後に再度超遠心を行い、部分精製 PrPScを
得た。正常脳を同様に処理した検体を作製し、陰性コントロール（NC）として用いた。 
マウス脳から部分精製した PrPSc糖鎖プロファイルの比較 
部分精製した PrPScは凝集度が高いため、ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）存在下で加熱し脱凝

集させた後に、SDS を希釈した。その後、蛋白質濃度測定と蛍光色素（Cy3）標識し、余分な色
素を SephadexG25 カラムで除去した。 
蛍光標識した部分精製 PrPSc（各株 3 匹）を、高密度レクチンアレイに終夜反応させた。

使用したレクチンの一覧は表 1 に示す。翌日エバネッセント蛍光スキャナーを用いて蛍光
測定を行った。得られたデータセットを用い、Cluster 3.0 によりクラスタリングを実行し、
Java TreeView により結果を可視化した。 
また、部分精製後に SDS 化した PrPScを各株 3 匹分まとめ、各検体の蛋白量を一致させた。

PNGase 処理により、N-結合型糖鎖を遊離後、Glycoblotting 法による糖鎖捕捉と標識を行
い、質量分析により糖鎖の推定構造を決定した（受託解析、医科学創薬株式会社）。 
培養細胞で複製された各プリオン株の PrPSc部分精製 
培養細胞として、マウス視床下部性腺刺激ホルモン放出ホルモン産生細胞株である GT1-細胞

とマウス神経芽腫由来の N2a 細胞を用いた。各細胞に、正常マウスと Chandler および 22L 株感
染マウス脳由来のミクロソーム画分を暴露し、継代数が一致したプリオン持続感染細胞を作出
した。細胞を Phosphatidylinositol-Specific Phospholipase C (PIPLC）処理後に蛋白質分解
酵素処理を行った。あるいは細胞溶解液を蛋白質分解酵素処理後に、PrP の免疫沈降を行った。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
４．研究成果 
感染脳乳剤を蛋白質分解酵素（PK）処理の

み行った精製前の検体と、部分精製を行った
検体を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳
動（PAGE）し、PVDF 膜に転写後、抗プリオン
蛋白質（PrP）抗体（クローン T2）で PrP 検
出を行った（WB 法）。検出後の PVDF 膜を、
コロイド金総タンパク質染色し、膜上の総蛋
白質を検出した。WB 解析では、両検体とも陰
性対照（NC）を除き全ての株から、PrPScに特
徴的な 3 本バンドのシグナルが検出された
（図１左）。コロイド金総タンパク質染色解
析では、精製前の検体から多くの夾雑蛋白質
が検出されるのに対し、部分精製した検体か
らは、すべての株で PrPSc に一致する蛋白質
のみが検出されており、PrPScが高度に精製さ
れていることが示唆された（図１右）。 

 

表１：高密度レクチンアレイに使用したレクチンの一覧 

図 1. 精製前と部分精製された PrPScの WBとコロイド
金総タンパク質染色解． 



部分精製PrPScを蛍光標識後、高密度レクチンアレイに反応させ、エバネッセント蛍光スキャ
ナを用いて糖鎖プロファイルを取得した。クラスター解析を行った結果、プリオン株ごとに解
析検体（各株3匹）がクラスタリングされた。このことから、部分精製PrPScの糖鎖プロファイ
ルに基づき、プリオン株が識別可能であると考えられた（図2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
続いて同じ検体を使用し、Glycoblotting 法

を用いて各プリオン株の N-結合型糖鎖プロフ
ァイルを取得した。3 株で合計 21 種類の糖鎖
構造が検出された。構成糖に Deoxyhexose を
含 む 構 造 が 多 く 検 出 さ れ 、 構 成 糖 に
Deoxyhexose を含む構造を合計すると全体の
約 97～98%を占めた。シアル酸を持たない中性
糖鎖が全体の 88～90%を占めた。検出される糖
鎖構造の種類は、各株固有の特徴を示した（表
2）。 
最後に培養細胞で複製された各プリオン株

の PrPSc の糖鎖プロファイルの比較を行うた
め、プリオン持続感染細胞からの PrPSc部分精
製を試みた。はじめに、プリオン持続感染細胞
を PIPLC 処理し、回収された細胞表面の GPI ア
ンカー型蛋白質から異常プリオン蛋白質の部
分精製を試みたが、解析に使用可能な収量なら
びに精製度に達しなかった。次に、大量のプリ
オン持続感染細胞を正常マウス脳乳剤に添加
し、マウス脳からの異常プリオン蛋白質の部分
精製法を適用した。しかし、回収された PrPSc

の収量・精製度ともに低いままであった。最後
に、蛋白質分解酵素処理した持続感染細胞溶
解液を濃縮し、SDS 存在下で加熱後に希釈し、
免疫沈降を行った。しかし、ビーズに固相化し
た抗体が漏出しない、抗原溶出条件を見出すこ
とができなかった。 

 

表 2. 各プリオン株 PrPSｃの N-結合型糖鎖プロファイル 

 

注 1：蛋白量 100 µg あたりの糖鎖量（単位：pmol）を表示 

注 2：推定糖鎖構造は割愛 

図 2. 各株感染マウス(n=3)から部分精製した PrPScに対応するレクチン結合プロファイルの階層クラスター分析 
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