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研究成果の概要（和文）： 

感染性タンパク質であるプリオンは単細胞真核生物の酵母に存在する。本研究では、細胞がプ
リオンを維持するシステムを解明することを目的に、遺伝学的手法に優れている酵母を利用し
た。そして、酵母のプリオンの一つである[RNQ+]の変異型が自己のプリオン維持を不安定にし、
他のプリオンである[PSI+]を消失させることを明らかにした。さらに、[PSI+]プリオンの消失
過程では、プリオンの凝集体サイズが大きくなることも解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The yeast Saccharomyces cerevisiae has prions that are infectious proteins. In this study, 
we isolated single-amino-acid mutations in rnq1 which are defective in the stable 
maintenance of the [RNQ+] prion and inhibit [PSI+] propagation. The majority of these 
mutated residues are mapped to the surface of contiguous α-helices of the nonprion domain 
of Rnq1, suggesting its involvement in interactions with a prion or a factor necessary 
for prion development. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 狂牛病等で知られるプリオンは、タンパク
質のみで感染性を持つ特異な感染体である。
その実体は、プリオンタンパク質 PrP が作る
特殊な構造のアミロイド線維である。同様に
単細胞真核生物の酵母にも、タンパク質のみ
で感染性を持つタンパク質、つまり酵母プリ
オンが存在する。酵母プリオンは、基礎研究
材料として優れているため、普遍的なプリオ
ン機構の解明に有用である。 
 プリオン研究の最大の謎は、仮想分子プロ
テイン X を始めとするプリオン形成・伝播シ
ステムの分子メカニズムにある。プロテイン
X とは、哺乳類プリオンが感染性を持つため
に必要な構造変換因子として仮想されたも
のである。in vitro で合成されたプリオンタ
ンパク質はアミロイド線維を形成すること
はできるが、感染性を持たない。従って、プ
ロテイン Xやプリオン形成・伝播システムに
必須な宿主システムや因子を発見すること
が、プリオンを理解する上で最も重要である。 
 国内外の酵母プリオンの研究者は、長年こ
の課題に取り組んできたが、分子シャペロン
Hsp104 以外には明確な構造変換因子の候補
は特定されていない。明らかに、従来の方法
論では不十分であった。そこで、2007 年に私
は新規因子を取得するべく、酵母のプリオン
状態を識別する新しい手法を開発した。酵母
がプリオンを維持していない時のみ生育す
る「non-Prion-selection 法」である。この
方法によって、プリオン維持不能な酵母を容
易に選択することが初めて可能になり、プリ
オン維持を阻害する因子（プリオン阻害因
子）を網羅的に探索できるようになった。実
際に、酵母ゲノムからプリオン阻害因子をス
クリーニングした結果、Rnq1∆100 と Gpg1 を
発見することに成功した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では酵母プリオン、及び、新たに得
られたプリオン阻害因子を利用し、細胞内で
プリオンが維持される分子メカニズムを解
明することを目的とする。具体的には以下の
２点である。 
 
(1) 酵母プリオンの一つである[RNQ+]は、
Rnq1 タンパク質のアミロイド線維から形成
される。そこで[RNQ+]プリオン維持に重要な
役割を担う Rnq1 タンパク質のアミノ酸残基
や領域を決定する。 
 
(2) Rnq1 タンパク質の N末端 100 アミノ酸欠
損型(Rnq1∆100)タンパク質は、過剰発現時に
他のプリオンである[PSI+]プリオン維持を阻
害する。しかし、この阻害機構は不明である。

そこで、機構解明に近づくために、[PSI+]プ
リオン阻害を引き起こす Rnq1 タンパク質が
必要なアミノ酸残基を決定する。また、阻害
メカニズムを明らかにするためにプリオン
消失過程のプリオン動態を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) [RNQ+]プリオン維持に必要なアミノ酸残
基を特定するために、RNQ1 遺伝子にランダム
な突然変異導入を行い、その遺伝子を発現さ
せ、[RNQ+]プリオンを消失した酵母をスクリ
ーニングする。突然変異の導入は PCR 増幅に
よって生じるランダムな DNA 複製エラーを利
用した。この PCR 産物と酵母発現用のベクタ
ーを同時に酵母に導入し、自発的に起きる細
胞内の組換えによって、rnq1 突然変異を恒常
的に発現させるようにした。そして、様々な
rnq1 突然変異の中から、[RNQ+]プリオン維持
不能な酵母をスクリーニングした。さらに、
その酵母からプラスミドを抽出し、rnq1 突然
変異の位置を DNAシークエンス解析によって
決定した。 
 
(2) 過剰発現時に[PSI+]プリオン維持を阻害
する rnq1 突然変異を取得するために、(1)の
方法と同様に PCR増幅によるランダムな突然
変異導入を行った。そして、この PCR産物と、
酵母発現用のベクターを同時に酵母に導入
し、rnq1 突然変異を ADH プロモーターによっ
て過剰発現させた。さらに、様々な rnq1 突
然変異の中から、[PSI+]プリオン維持不能な
酵母をスクリーニングした。その後、その酵
母からプラスミドを抽出し、rnq1 突然変異の
位置を DNAシークエンス解析によって決定し
た。 
 また、rnq1 突然変異発現時に起きるプリオ
ンの消失過程を調べるために、２通りの手段
でプリオンの分子量を経時的に測定した。第
１の方法は、生化学的アッセイでプリオンの
凝集体が壊れない半変性条件で電気泳動を
行い、数千キロダルトンの分子量をも分離で
きる SDD-AGE (Semi-Denaturing Detergent- 
Agarose Gel Electrophoresis)法を利用した。
第２の方法は、光学的手法を用いて生細胞の
状態で観察した。プリオン形成タンパク質と
GFP の融合タンパク質の発現状態で、蛍光相
関分光法測定を行った。微小空間のみの蛍光
を検出し、その強度や揺らぎから蛍光分子の
大きさや数を測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) [RNQ+]プリオン維持不能な酵母をスクリ
ーニングするためには、[RNQ+]プリオン状態
を簡便に検出するシステムが必要であるが、
今までそのようなシステムは存在しなかっ



 

 

た。そこで、本研究では[RNQ+]依存的[PSI+]
プリオン維持阻害因子である Rnq1∆100 を利
用して、[RNQ+]プリオン状態の簡易検出シス
テムを開発した。[PSI+]プリオンは培地上の
コロニーの色で簡便に区別できるが、この
[PSI+]プリオンを Rnq1∆100 タンパク質が
[RNQ+]の時のみ阻害するため、[RNQ+]状態を
コロニーの色で判別することができる（この
システムは他の[RNQ+]プリオン研究にも応用
可能であり、今後、国内外の研究で利用され
ることが期待できる）。 
 [RNQ+]プリオン維持が不安定になる rnq1
突然変異を上記スクリーニングにより取得
し、突然変異の位置を決定したところ、Rnq1
タンパク質の N末端領域に突然変異が集中し
ていた（図１の黒字と緑字の突然変異）。Rnq1
タンパク質は C 末端側にグルタミン・アスパ
ラギンリッチ(Q/N rich)なアミロイド形成領
域を有することが知られているが、グルタミ
ン・アスパラギンリッチでない(non-Q/N 
rich)非アミロイド形成領域である N 末端領
域もプリオン維持に重要な役割を担うとい
う興味深い知見が得られた。また、Rnq1 タン
パク質の二次構造予測によると、突然変異は
αヘリックス上に位置しており、プリオン維
持に関わる因子がこの部位で Rnq1 タンパク
質に作用している可能性が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 自己と他者のプリオン維持を阻害する rnq1

突然変異。(A)Rnq1 全長。N397D は自己プリオン維

持を阻害する変異。(B)Rnq1 の非アミロイド形成

領域。L94A を除く黒字と緑字は自己プリオン

[RNQ+]維持を阻害するスクリーニングとして取得

された突然変異。赤字と緑字は他者プリオン

[PSI+]維持を阻害するスクリーニングとして取得

された突然変異。 

 
(2) [PSI+]プリオン維持阻害活性を有する
rnq1 変異体を取得し、突然変異の位置を決定
したところ、Rnq1 タンパク質の N末端領域に
突然変異が集中しており（図１の赤字と緑字
の突然変異）、非アミロイド形成領域である N
末端領域が異種のプリオン維持に重要な役
割を担うという興味深い知見が得られた。ま
た、これらの突然変異は(1)の突然変異同様
に、αヘリックス上に位置していた。さらに、
これらの突然変異の中には(1)の実験で得ら
れた突然変異が４種類含まれていた（図１の

緑字）。このことから、通常量の発現では自
己の[RNQ+]プリオン維持が不安定になる突然
変異は過剰発現すると他者の[PSI+]プリオン
維持を阻害する可能性を考え、そこで、(1)
の実験で取得された突然変異を過剰発現し
たところ、C 末端側の突然変異 N397D を除く
全ての突然変異が[PSI+]プリオン維持を阻害
することが明らかとなった。また、逆に(2)
の実験で取得された突然変異の中から４種
類を選択して通常発現を行ったところ、
[RNQ+]プリオン維持が不安定になることが明
らかとなった。 
 次に、SDD-AGE 法を用いて rnq1 突然変異発
現時の[PSI+]プリオンの動態を調べたところ、
[PSI+]プリオンが大きくなることが判明した
（図 2）。蛍光相関分光法による解析でも同様
に[PSI+]プリオンの増大が見られた。また、
酵母が分裂する際に、大きな[PSI+]プリオン
が母細胞に残り、娘細胞には[PSI+]プリオン
が存在していない細胞が観察できた。このこ
とはプリオンの消失は娘細胞から始まるこ
とを示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ SDD-AGE 解析による rnq1 突然変異過剰発現

時の[PSI+]プリオン動態。rnq1 突然変異をガラク

トース誘導系のプロモーターにより誘導発現し、

0, 24, 48 時間後の細胞を回収、タンパク質を抽

出し、SDD-AGE 解析を行った。 

 
 本研究課題によって、通常量の発現で自己
の[RNQ+]プリオン維持が不安定になる rnq1
突然変異が、過剰発現では他者の[PSI+]プリ
オン維持を阻害することが明らかになった。
この現象から、Rnq1 突然変異タンパク質が不
安定な[RNQ+]を維持するために[PSI+]プリオ
ンの維持に必要な宿主因子を奪うというモ
デルが考えられる。そして、Rnq1 突然変異タ
ンパク質の相互作用因子を解析することに
より、プリオン維持に必要な宿主因子の発見
が期待できる。また、Rnq1 突然変異タンパク
質により、プリオンが増大してから消失する
ことが判明したことは、今後のプリオン病の
治療開発に新たな戦略を導くだろう。 
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