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研究成果の概要（和文）：アルカリフォスファターゼは、プリオンのような難分解性蛋白質凝集体に対する新た
な細胞内分解系の原理の究明につながる手掛かりであると考えた。しかし、この2年間の研究成果としては、プ
リオン持続感染細胞においてアルカリフォスファターゼがプリオン量に影響を与えることは確認できたが、その
機序解明につながる手掛かりは得られなかった。また、アルカリフォスファターゼが働く細胞局所のアルカリ性
環境がプリオンの分解排除に関わるとの仮説をたてていたが、仮説の正否を判断できないままであり、今後さら
なる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：From the preliminary study alkaline phosphatase was thought to provide a 
clue to the principle of a new intracellular degradation system for persistently accumulating 
protein aggregates such as prions. The results of our research over the past two years have 
confirmed that alkaline phosphatase affects prion levels in persistently prion-infected cells, but 
have not provided any clues to elucidate the mechanism of this effect. In addition, it was 
hypothesized that the alkaline environment at the subcellular domain where alkaline phosphatase acts
 may be involved in prion degradation and elimination, but it is still undetermined whether this 
hypothesis is correct or not, and further studies are needed.

研究分野：神経内科学

キーワード： プリオン　アルカリフォスファターゼ　細胞内分解系
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研究成果の学術的意義や社会的意義
難分解性蛋白質凝集体が細胞内でどのように分解・代謝されているのか、その基本原理は不明であり、既知の分
解系だけでは説明できない。新たな基本原理の究明は、難分解性蛋白質凝集体が細胞や組織中に蓄積する様々な
疾患に対して、新たな治療開発の糸口を与えてくれる可能性がある。難分解性蛋白質凝集体の代表であるプリオ
ンにおいて、アルカリフォスファターゼとの関係に光をあてた本研究は、この新たな基本原理の究明に結びつく
可能性を残し、アルカリフォスファターゼの新たな機能解明につながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

（１） 異常蛋白質凝集体で、明瞭な自己増殖能を有する「プリオン」は、代表的な難分解

性蛋白質であり、強力な蛋白質変性条件でないと自己増殖能を失わない。一方、細

胞レベルでは、プリオンは細胞膜上やエンドソーム･ゴルジ装置などで自己増殖し、

リソソームに蓄積して『感染』し続けることが可能である（引用文献１）。 

（２） リソソーム活性を上げたり、オートファジーを誘導すると、プリオンの一部は分解

されるものの、完全に失われることはない（引用文献２）。また、プリオンはユビキ

チン化を受けず、プロテアソーム系が分解に関与していないことも広く認知されて

いる（引用文献３）。 

（３） これまでにプリオンのような難分解性蛋白質を細胞内で完全に分解排除するメカ

ニズムは明らかになっていない。 

（４） 研究代表者は、プリオン持続感染細胞を用いて検討したところ、細胞内の異常蛋白

質排除に関わる新たな蛋白質分解系の存在を示唆する結果を得た。 

 

２．研究の目的 

（１） 本研究では、手掛かりと考えているアルカリフォスファターゼを中心に、「新たな

蛋白質分解系」に関わる要素群を調べ、これまでに知られていない難分解性蛋白質

凝集体の細胞内分解系の新原理を究明しようとした。 

 

３．研究の方法 

（１） 難分解性プリオン株 22L に持続感染が可能な神経芽腫細胞の３群のサブクローン

(持続感染成立細胞、感染消失細胞、非感染細胞)を用いた。 

（２） アルカリフォスファターゼ関与の妥当性を検証するため、以下を実施した。 

① アルカリフォスファターゼの発現状況･局在を蛋白質レベルで確認するとともに、

アルカリフォスファターゼ活性を調べた。ともに GPI アンカー型蛋白質であるア

ルカリフォスファターゼ（引用文献４）と正常型プリオン蛋白の局在を、それぞれ

の特異抗体を用いた免疫蛍光染色で観察した。また、両者の相互作用を、細胞膜を

架橋剤処理後に特異抗体で免疫沈降してウエスタンブロットで確認した。 

② アルカリフォスファターゼ遺伝子の発現変動(ノックダウン)を行い、異常型プリ

オン蛋白量をウエスタンブロット法で測定することでプリオンへの影響を調べた。 

③ アルカリフォスファターゼの生理的基質類（引用文献５）やそれらの脱リン化物を

プリオン持続感染細胞に添加し、異常型プリオン蛋白量をウエスタンブロット法

で測定することでプリオンへの影響を調べた。 

（３） アルカリフォスファターゼが関係するシグナル伝達系の関与を調べるため、以下を

実施した。 

① アルカリフォスファターゼが関係するシグナル伝達系（引用文献６）として、こ

れまでに報告がある PI3K/AKT 系、MAPK 系、Wnt/β-catenin 系に関して入手可能

な各種阻害剤をプリオン持続感染細胞に添加し、異常型プリオン蛋白量をウエス

タンブロット法で測定することでプリオンへの影響を調べた。 

② アルカリフォスファターゼは細胞膜上や小胞内においてアルカリ性環境(pH9-11)

で活性を発揮すると考えられていることから、細胞膜非透過性化合物を用いた pH

イメージング法を用いて、局所 pH 環境とアルカリフォスファターゼの発現部位と



の関連を調べた。また、細胞膜上の局所を一時的にアルカリ性環境に変えて、異

常型プリオン蛋白量をウエスタンブロット法で測定することでプリオンへの影響

を同様に調べた。 

 
４．研究成果 

（１） アルカリフォスファターゼ関与の妥当性を検証するために行った実験では、以下の

結果が得られた。 

① アルカリフォスファターゼの発現状況･局在を蛋白質レベルで確認し、GPI アンカー

型蛋白質である正常型プリオン蛋白との共局在が一部に示唆された。両者の相互作

用について、免疫沈降法では明確な結果を得ることができなかった。一方、細胞の

アルカリフォスファターゼ活性とプリオン量には負の相関関係が見られた。 

② アルカリフォスファターゼ遺伝子を siRNA で遺伝子ノックダウンを行い、プリオン

量の変化をあらためて確認した。ノックダウン効果の特異性については、ターゲッ

ト配列の変更などで確認した。また、遺伝子ノックダウンが正常型プリオン蛋白の

発現や局在に影響を及ぼさないこともあらためて確認した。 

③ アルカリフォスファターゼの各種生理的基質類やそれらの脱リン酸化物を細胞培

養液に添加して、正常型プリオン蛋白やプリオンへの影響を調べたが、細胞増殖に

影響しない濃度域では両者への影響は観察されなかった。 

（２） アルカリフォスファターゼが関係するシグナル伝達系の関与を調べるために行っ

た実験では、以下の結果が得られた。 

① アルカリフォスファターゼが関係するシグナル伝達系として報告がある PI3K/AKT

系、MAPK 系、Wnt/β-catenin 系に対する様々な阻害剤を細胞培養液に添加して、正

常型プリオン蛋白やプリオンへの影響を調べたが、細胞増殖に影響しない濃度域で

は両者への影響は観察されなかった。 

② pH イメージング法を使って局所 pH とアルカリフォスファターゼ局在との関連を調

べたが、両者の関連性を明らかにできなかった。一方、細胞膜上の局所を一時的に

アルカリ性環境に変えてプリオンへの影響を調べる実験は、細胞に障害を与えない

範囲のアルカリ処理条件ではプリオンへの影響は観察されなかった。 
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