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研究成果の概要（和文）：βシート構造にリフォールディングされたヒト組み換えプリオン蛋白

だけに反応し、正常な構造のプリオン蛋白には結合しない PRB7 IgG 抗体を作製し、128–132
の領域に弱い相同性のあるミモトープペプチドを単離した。バクテリオファージは私どもの生

活環境に常在する、細菌に感染するウィルスであるが、アジュバントを用いることなく強い IgG
抗体応答を誘導できることから、プリオン抗体のミモトープを提示したファージは治療抗体を

誘導できるワクチンに応用できると考えられる。バクテリオファージは、安価に短期間で大量

調整が可能であり、安全なワクチン担体として利用できると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Phage display library is powerful tool to develop various 
recombinant peptides or human antibodies applicable for revolutionary therapeutics. In 
addition to this feature, peptide-displaying phage clones induce mimotope-specific antibody 
responses in mice. In this study, we have established a human IgG1 antibody specific to 
ß-form prion protein (PrP) but not to -form PrP, PRB7 IgG. Employing a 
peptide-displaying phage library, the mimotope was determined to be at #128-132 of 
human PrP. A single injection of peptide-displaying phage stimulate innate immune 
response and elicited a strong IgG response in mice, suggests a possible application of 
peptide-displaying phage clones as vaccine carriers for induction of therapeutic antibodies.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) バクテリオファージは、細菌に感染する
ウィルスであり、私共の生活環境に常在して
いる。繊維状ファージについては、FDA の認

可を受けてヒトへ投与した例があり、ペプチ
ドを提示した繊維状ファージのヒトへの投
与は安全であることがすでに報告されてい
る。 
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(2) プリオン病の早期診断をはじめ、感染予
防、発病遅延、治療法の開発においては、未
だに有効な手段が確立されていない。プリオ
ン病は、プリオン蛋白の立体構造異性体と考
えられるプリオンが、生体内の正常なプリオ
ン蛋白の構造変化を引き起こすことで感染、
発症する。プリオンはβシート構造を持つと
されているが、生理的条件下で解析した直接
的証拠が未だ得られていない。 
 
(3) 正常なプリオン蛋白に対する抗体は、in 
vivo および in vitro において、プリオン病の
予防、治療に効果があることが報告されてお
り、ワクチンや抗体療法の可能性が示唆され
ている。 
 
 (4) プリオンを対象としたこれまでの研究
では、組み換え型ヒトプリオン蛋白を用いて
作製したβシート構造のプリオン蛋白を作
製し、ヒト抗体を提示したファージディスプ
レイライブラリを用いたスクリーニングか
ら、プリオン蛋白のβシート構造に特異的に
結合し、正常な構造のプリオン蛋白には結合
しないヒト単鎖抗体を単離している。 
 
(5) 私どもはこれまでの研究で、M13 バクテ
リオファージをマウスの皮下もしくは腹腔
内にアジュバントなしで投与すると、バクテ
リオファージは強い IgG 抗体応答を誘導で
きること、ファージ表面に提示させたペプチ
ドに対しても抗体応答を誘導できることを
明らかにしている。バクテリオファージが自
然免疫を活性化するメカニズムについては
未解明のままである。 
 
(6) バクテリオファージを、それ自身が強い
免疫応答を誘導できるので、この抗体の構造
エピトープを提示したファージは、自己反応
性の T 細胞を活性化せずに、プリオン蛋白オ
リゴマー特異的抗体を誘導できるワクチン
として利用できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、プリオン病の原因となるプリ
オンを特異的に認識し、プリオン感染を阻止
できるファージワクチンの開発を目的とし
て、1) ファージディスプレイ技術を用いた
ペプチド抗原の分子設計、2) M13 バクテリオ
ファージが引き起す免疫応答のメカニズム
の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 以前の研究で単離したプリオン蛋白のβ
シート構造を特異的に認識する単鎖抗体 
(PRB7) は、大腸菌での発現、精製が困難で
あるため、ヒト IgG 型への抗体エンジニアリ

ングを行った。ヒト IgG1, IgG2 および IgG3
の定常領域遺伝子とヒトイムノグロブリン
κ鎖の定常領域遺伝子を組み込んだカセッ
トベクターに、PRB7 単鎖抗体の可変部領域
遺伝子をクローニングし、高等動物細胞で発
現させるための発現ベクターを構築し、293F
細胞に導入し、培養上清から PRB7 IgG 抗体
を精製した。 
 
(2) 調整した PRB7 IgG 抗体を用いて、プリ
オン持続感染細胞株である ScN2a 細胞を用
いて、プリオンとの反応性を解析した。実験
は、ScN2a細胞を抗体存在下で3日間培養し、
細胞を固定化後、蛍光（Alexa Fluor 488）標
識されたヒト IgGに対する 2次抗体を反応さ
せた後、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察
した。 
 
(3) ペプチドファージディスプレイライブラ
リを用いて、PRB7 IgG 抗体の抗原結合部位
に結合するミモトープペプチドの分子設計
を行った。 
 
(4) M13 ファージをマウスの皮下もしくは腹
腔内に投与し、抗原特異的抗体応答を解析し
た。本実験では、TLR 関連分子 (TLR2, TLR4, 
TLR7, TLR9 もしくは MyD88) を欠損した
マウス (C57BL/6) を用いた。ファージは精
製後に TritonX-114 用いた抽出を行い、エン
ドトキシンを除去したバクテリオファージ 
(<0.2 EU) を調整し免疫に用いた。さらに、
M13 ファージの in vivo 動態を解析するため、
蛍光 (XenoLight CF750) 標識されたファー
ジを作製し、ヌードマウスに腹腔内投与し、
in vivo イメージング装置を用いて経過をリ
アルタイムで観察した。また、アンピシリン
耐性遺伝子を持つ M13 ファージを腹腔内投
与後、糞および尿を回収し、大腸菌 (ER2738: 
テトラサイクリン耐性) と共培養しファージ
の感染価を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) PRB7 IgG 抗体は、PRB7 単鎖抗体と同様
に、組み換え型ヒトプリオン蛋白を用いて作
製したβシート構造のヒトプリオン蛋白を
特異的に認識した。ヘリカルな構造のプリオ
ン蛋白、アミロイドβペプチドの構造異性体
（モノマー、オリゴマー、アミロイド線維）
は認識しない。また、ウシ、ヒツジ、マウス
の組み換え蛋白を用いて作製したβシート
構造のプリオン蛋白への結合活性が認めら
れたことから、PRB7 IgG 抗体は、これらの異
種プリオン蛋白間で共通して存在するβシ
ート構造を認識していることが示唆された。 
 
(2) 作製した PRB7 IgG 抗体を用いて、プリ
オン持続感染細胞である ScN2a細胞との反応



 

 

性を解析したところ、蓄積の程度は異なるが
30%の細胞集団においてβ構造のプリオン蛋
白の蓄積が認められ、アポトーシスにより死
滅した細胞においては PRB7 抗体による強い
染色が認められた。一方、PK 耐性のプリオン
の蓄積阻害には効果がないことが判明し、細
胞死を誘導するのはβ構造のプリオン蛋白
であるが、正常なプリオン蛋白の構造変化を
引き起こして増殖させるプリオンはβ構造
のプリオン蛋白ではないことが示唆された。 
 
(3) ペプチドファージライブラリを用いた
エピトープ解析では、ヒトプリオン蛋白と弱
い相同性を有するミモトープペプチド 
pepPRB7-14 が単離され、128–132 の領域のβ
構造を認識していることが明らかとなった。 
 
(4) Ｍ13 バクテリオファージが誘導する免
疫応答について解析した結果、Ｍ13 バクテリ
オファージは、マウスにおいて既存のアジュ
バントなしの PBS溶液を一回投与するだけで、
長期にわたる IgG抗体応答を誘導できること
が明らかとなった。この抗体応答は、IL-1 受
容体および Toll 様受容体のアダプター分子
である MyD88を欠損したマウスでは観察され
ないため、Ｍ13 バクテリオファージが引き起
こす抗体応答には、MyD88 シグナリングに依
存した自然免疫反応を介していることが示
唆された。M13 ファージのリン酸緩衝液の投
与による IgG 抗体応答は、TLR2,4,7,もしく
は TLR9 ノックアウトマウスにおいても認め
られ、紫外線照射により不活化された M13 フ
ァージの投与によっても一次応答の段階か
ら IgG 抗体応答が誘導されることから、ファ
ージがもつ繰返し構造が自然免疫のセンサ
ー分子による認識に重要であることが示唆
された。M13 ファージの in vivo 動態を解析
した結果、腹腔内投与されたファージは投与
部位から徐々に拡散し、20分後には投与され
たファージの一部が膀胱に蓄積され、腸管に
浸潤している可能性が示唆された。糞尿中の
ファージ感染価を解析したところ、投与され
たファージの一部は、生きたまま体外に排泄
される可能性が示唆された。 
 
 ファージ免疫における自然免疫の関与の
解析結果は、その免疫学的基盤を同定した最
初の報告であり、ペプチド抗原を提示された
ファージは、付加的アジュバントを必要とし
ない、ワクチンとして利用できると考えられ
る。経口投与も可能であり、T 細胞免疫、B
細胞免疫に照準を合わせてワクチンの設計
を行うことができる。私どもの検討も含め、
複数の国際論文で、生きた M13 ファージを投
与したマウスの実験では全く健康に影響を
与えないことが知られている。さらに、FDA
の認可を受けてヒトへ投与した例が一例あ

り、ペプチドを提示した繊維状ファージのヒ
トへの投与は安全であることが示唆されて
いる。抗原分子を自由に着せかえて安価に調
製できるファージはワクチン担体として有
用であると考えられる。 
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