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研究成果の概要（和文）：　孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病（sCJD）の分類でプリオン蛋白のコドン129のアミノ
酸と異常プリオン蛋白のタイピングによってMV2という分類がなされている。このMV2のなかで、M分子が異常化した症
例とV分子が異常化した症例を分類することに成功した。MV2症例の感染性がVV2プリオンと同じ症例では、V2プリオン
によってM分子が異常化したMiプリオンが存在し、我々の作成した抗体でV2プリオンの異常化した症例を検出し、M2プ
リオンの異常化と鑑別可能であることを報告した。

研究成果の概要（英文）： There are MV2 cases in sporadic Creuzfeldt-Jakob disease. We established the meth
od to classify these MV2 cases into cases with V2 prions or M2 prions. In Western blot analysis, T-1 antib
ody revealed Mi PrPres molecule in cases with V2 prions, while this antibody did not detected in cases wit
h M2 prions. In cases with V2 prions, the infectivity shows the similar pattern with VV2 prions. Therefore
, we established the practical classification method of MV2 prions.
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１．研究開始当初の背景 
現在、孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病

(sCJD)の分類でプリオン蛋白のコドン129の

アミノ酸と異常プリオン蛋白のタイピング

によって MV2 という分類がなされているが、

本来この MV2 は、理論的には Mが異常になっ

た皮質型 M2C と視床型 M2Th と、Vが異常にな

った V2 というタイプが含まれているはずで

ある。我々は、2 例の MV2 の感染実験から、

病理的には M2C の病変である Perivacuolar 

PrP deposits を認める症例でも、感染性が

VV2 と同様であること明らかにしている。し

かしながら、全ての MV2 の症例の感染実験を

することは不可能であり、稀な M2C や M2Th

由来の存在を否定することは困難である。そ

こで、本研究ではウエスタンブロットや組織

学的所見を用いてMV2を分類しなおすことを

目標とした。 

 
２．研究の目的 

現在、孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病

(sCJD)の分類でプリオン蛋白のコドン129の

アミノ酸と異常プリオン蛋白のタイピング

によって MV2 という分類がなされているが、

本来この MV2 は、理論的には Mが異常になっ

た皮質型 M2C と視床型 M2Th と、Vが異常にな

った V2 というタイプが含まれているはずで

ある。我々は、2 例の MV2 の感染実験から、

感染性がVV2と同様であること明らかにしつ

つある。しかしながら、全ての MV2 の症例の

感染実験をすることは不可能であり、稀な

M2CやM2Th由来の存在を否定することは困難

である。そこで、V2 プリオンに特異的な in 

vitro 増幅法（PMCA 法）を用いて MV2 症例で

増幅可能な V2 プリオン由来の症例を同定す

る。さらに V2 プリオンが引き起こす、Mi（20K

という中間的分子量の分子）プリオンをウエ

スタンにて同定するという 2 つの方法で MV2

を分類するという感染性による新分類法を

確立する。 

 
 

３．研究の方法 
(1) Cell PMCA 法による検索 

293-F 細胞に強制発現したレコンビナント

Hu129Met および Hu129Val PrP を基質として

利用する cell PMCA 法を行う。具体的には、

CJD 患者の凍結脳を用いてホモジネートを 

作製し、この脳ホモジネートを１０－２、  

１０－３、１０－４に希釈したものを PMCA 法の

種（シード）として増幅する。増幅は、今回

の検索では複数回行う所謂マルチラウンド

PMCA 法の必要はなく、V2 プリオンであれば

Hu129Val を基質とすると１０－４希釈でも 

十分増幅することが可能で、PMCA の前後で

100 倍以上の増幅が可能である。シングルラ

ウンド PMCA 法での増幅後のサンプルは、  

５０μg/mlの濃度の Proteinase K で処理し、

PrPres の量を Western blot を行い Versa Doc

を用いて増幅率を定量解析する。 

 

(2) Western blot 法による検索 

V2 プリオンが存在すると、129Met のプリ

オン蛋白も異常化し、その異常化した Met 分

子はタイプ i(20K)という分子量を示すこと

が我々の研究で明らかとなった。本研究のウ

エスタンブロットによる検索では、解りやす

いように PNGaseF 処理を行い、糖鎖を除去し

た後にウエスタンブロットを行いタイプ

i(20K)が存在するのかをどうかを検討する。

また、タイプ２分子とは反応しない、T-1 抗

体を用いて簡便な検出法も開発する。 

 

(3) MV2 を始めとする感染実験 

MV2症例の内V2プリオンの可能性を指摘で

きた症例、つまり 129Val で cell PMCA 法に

て増幅され、かつタイプ i(20K)が証明された

症例以外の症例に関しては、必ず感染実験を

行いどのような感染性を示すのか各遺伝子

型のノックインマウスを用いて検討する。感

染実験には、700 日という長期の観察期間を

必要とするため、本研究の研究期間を 2年間



とした。発病または死亡したノックインマウ

スは、脳およびリンパ臓器（脾臓とリンパ節）

の半分を凍結しウエスタンブロットや感染

実験に用い、残りの半分の組織をホルマリン

固定後、免疫染色をはじめ組織学的検索を行

って感染が成立しているかどうかを検査す

る。 

 

４．研究成果 

わが国の MV2 症例には、大きく分けて MV2K

症例がほとんどで、ごく稀に MV2C 症例が存

在することが明らかとなった。MV2K 症例は、

VV2 プリオンと同様の感染性を示し、MV2C プ

リオンは現在もまだ感染実験中であるが

MM2Cプリオンと同様ほとんどのヒト型PrP導

入マウスに対して感染が成立していない。つ

まり、単に MV2 として孤発性 CJD を分類する

よりも、より詳しく MV2K と MV2C を鑑別する

ことは感染性から考えてもリーズナブルな

分類であることを明らかとした。以下に具体

的な研究成果を示す。 

 

MV2 プリオンの感染実験 

MV2K の典型例と、MV2K 病変に MM2C に類似

したperivacuolar PrP depositをもつMV2K+C

症例の感染実験を行ったところ、以下の図の

ようにKi-129Val/Valマウスに対して最も潜

伏期間が短いVV2プリオンにそっくりな感染

性を示した。 

 

 

 

 

ウエスタンブロットによる分類 

V2 プリオンが 129Met PrP 分子を異常化さ

せると、タイプ intermediate の分子量の Mi

分子が形成される病理的にはアミロイド斑

が形成されることが動物実験で明らかとな

ってきたので、MV2 症例のうち、Mi 分子を検

出するために、tohoku-1 抗体を用いて検出さ

れることを検討した。MV2K 症例では、例外な

く Mi 分子が同定され、病理ではクル斑が証

明された。また MV2C 症例では、tohoku-1 に

反応する分子がほとんどないことを明らか

とした。つまり、ウエスタンブロットで、こ

の2種類の分類が可能であることを明らかと

した。 

 

PMCA による分類 

今後すべてのMV2症例を鑑別のために感染

実験するわけにはいかないので、in  vitro

での感染実験に代わる方法として PMCA 法を

検討した。MV2症例のうち、MV2Kに関しては、

129Val PrP 分子を基質とした PMCA で効率よ

く増幅できることを明らかにした。しかしな

がら、PMCA 法は脳の保存状態が悪いと増幅効

率も悪くなることが明らかとなった。つまり

増幅できなかったからと言って MV2K プリオ

ンであることを否定することはできないと

いう結論になった。つまり、効率よく増幅で

きた場合に MV2K プリオンであると考えるこ

とが可能であるという程度に留まった。 
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