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研究成果の概要（和文）：腸管上皮 M細胞のプリオン蛋白に親和性がある膜蛋白を同定する目的

で、M 細胞に分化したウシ腸管上皮細胞にプリオン蛋白結合磁気ビーズを添加し、磁気ビーズ

を取り込んだ細胞内小胞を回収した。2次元電気泳動後、解糖系酵素アルドラーゼ Aを LC-MS/MS

解析により同定した。アルドラーゼ A は、異常プリオン蛋白の取り込みに関わる回腸パイエル

板 M細胞および鼻腔咽頭上皮の管腔側に局在し、プリオン蛋白に親和性があることを発見した。 
 
研究成果の概要（英文）：In order to identify a membrane protein associated with the Prion 
invasion in bovine intestinal microfold (M) cells, M cell-differentiated bovine 
intestinal epitheliocyte cell line (BIE cells) were treated with recombinant bovine prion 
protein-coated magnetic beads, and then vesicles including magnetic beads were purified 
from BIE cells. After 2D-electrophoresis, fructose-bisphosphate aldolase A was 
identified using LC-MS/MS spectrometer. Aldolase A were specifically expressed on M cells 
in ileal Peyer’s patches and the epithelium in myctero pharynges, these tissues of which 
were thought to be associated with Prion invasion. In addition, the far western analysis 
revealed that aldolase A could bind to prion protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 粘膜を介する抗原感作の場である小腸パ
イエル板には樹状細胞を中心とした抗原提
示細胞が集中し、パイエル板を覆う濾胞随伴
上皮(ドーム上皮)には特殊な上皮細胞であ
る M細胞が高頻度で存在する。この M細胞は
蛋白、核酸、細菌、ウイルスなどを細胞内に
取り込み、外来抗原情報として下部リンパ組

織に伝達する機能（高分子輸送能：トランス
サイトーシス）を有することから、初期粘膜
免疫応答において重要な役割を担っている。 
 1986 年英国で発見された牛海綿状脳症
（BSE）はウシのプリオン病であり、1996 年
英国において新たな疾患概念として提唱さ
れたヒトの新変異型クロイツフェルトヤコ
ブ病 (若年発症型)が牛由来食品を介した
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BSE のヒトへの伝播であることがほぼ確実と
なっている。その感染は、消化管 M細胞が異
常プリオン蛋白を取り込むことより始まる
と予想されている。しかしながら、in vitro
での腸管上皮細胞の分化と機能発現を解析
するシステムが確立されていないため、M 細
胞特有の機能であるトランスサイトーシス
に関わる膜輸送蛋白複合体トランスポート
ゾームを構成する分子とその発現調節機構
および M細胞を介した異常プリオン蛋白侵入
機構の詳細な研究が滞っているのが現状で
ある。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、世界に先駆けてウシ、ブタおよ
びマウスの腸管上皮細胞株の樹立に成功し、
これらの腸管上皮細胞株と腸管リンパ球と
の共培養を行うことにより、蛍光ビーズを取
り込んで腸管上皮細胞の下部へトランスサ
イトーシスを行う M細胞分化誘導系を既に確
立している。よって、本研究では、ウシおよ
びマウス M細胞分化誘導系を用いて、腸管上
皮Ｍ細胞のプリオン蛋白取り込みに関わる
膜輸送蛋白複合体トランスポートゾームラ
イブラリーを構築し、プリオン侵入に必須な
蛋白分子の特定を行う。 
 
３．研究の方法 
 （１）磁気カラムによるトランスポートゾ
ームの回収：ウシ腸管上皮細胞株（BIE）お
よびマウス腸管上皮細胞（MIE）の M細胞分
化系を用いて、プリオン蛋白を結合した磁気
ビーズを添加して培養し、細胞内を輸送中の
機能ユニットであるトランスポートゾーム
を磁気カラムに捕捉することにより分離・精
製を行う。回収した蛋白群は 2次元電気泳動
法により視覚化し、スポット解析を行う。 
（２）プロテオーム解析による蛋白ライブラ
リーの構築：数種類選定した 2次元電気泳動
スポットのプロテオーム解析により蛋白質
を同定する。次に、培養細胞あるいは腸管組
織を用いて、同定した蛋白質に対する抗体に
よる免疫染色を行い、その発現を解析する。 
（３）プリオン蛋白との親和性解析：プリオ
ン蛋白との親和性は、同定した蛋白の発現が
確認されている樹立したウシ神経前駆細胞
株より抽出した蛋白を SDS-PAGE後にメンブ
ランへ転写し、プリオン蛋白を処理してその
結合性を判定する Far Western Blot解析を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）M 細胞に分化した BIE 細胞より回収し
た蛋白で、磁気ビーズのみの対象区と比較し
てウシ PrP結合磁気ビーズ添加区において強
く発現している 5個の蛋白スポットを確認し
た。分子量 40kDa のスポットに着目し、

LC-MS/MS 解析により aldolase A であること
が判明した。 
（２）aldolase Aはウシ空腸上皮には発現が
確認されなかったが、回腸パイエル板濾胞随
伴上皮（FAE）で発現していた。回腸の
aldolase A陽性細胞は、ウシ腸管 M細胞マー
カーのサイトケラチン 18 と共染色されたこ
とにより、M細胞であることが判明した。 
BIE細胞は aldolase Aを発現し、M細胞に分
誘導することによりその発現が増加した。ま
た、aldolase Aは BIE細胞の頂端側に染色さ
れた。 
（３）aldolase A はプリオン蛋白と結合し、
その結合はメンブラン転写後に抗 aldolase A
抗体で処理することにより特異的に阻害さ
れることが、Far Western Blot解析より明ら
かとなった。以上より、ウシ腸管 M細胞に特
異的に発現する aldolase A は、プリオン蛋
白に特異的な親和性を有することが判明し、
経口摂取した異状プリオン蛋白の腸管にお
ける侵入機構に関わっている可能性が示さ
れた。 
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