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研究成果の概要（和文）：プリオン病の一つである孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）はタイプにより
予後の進行状況が異なる。本研究は孤発性CJDのタイプ分けを早期に鑑別可能とするパネルRT-QUIC法を構築する
ために行った。RT-QUIC法は、基質としてリコンビナントPrP（recPrP）を要するが、RT-QUIC法はこのrecPrPの
配列に依存すると考えられている。そこで様々な変異recPrPを構築し、それを用いてQUIC法を試みた。その結
果、リコンビナントやプログラム条件により、個々の脳乳剤間でわずかではあるがQUIC法感受性に様々な違いが
みられた。

研究成果の概要（英文）：Sporadic Creutzfeldt-Jakob disease (sCJD), a majority of human prion 
diseases, is classified in different subtypes which contribute to the occurrence of distinct 
clinical-pathological phenotypes. In this study, we sought to determine whether a modification of 
real-time quaking-induced conversion (RT-QUIC) assay, a sensitive diagnostic test for prion 
diseases, allows for distinguish between subtypes of sCJD. We constructed a several different types 
of recombinant prion protein (recPrP) mutant as a substrate for RT-QUIC reaction. We compared the 
prion detective sensitivities of RT-QUIC reaction with mutant recPrPs. RT-QUICs were performed with 
brain homogenates from several types of prion disease patients or infected mice.  As a result, there
 were slightly differences in RT-QUIC signals between specimens by using mutant recPrP as substrate.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、日本を含む先進国全体において高齢
化が急速に進行しており、それに伴い高齢者
問題が大きな社会問題として浮き彫りにな
ってきた。高齢者問題の一つとして認知症が
挙げられるが、その患者数は今後高齢化がさ
らに進むことで膨らんでいくことが懸念さ
れている。認知症の原因疾患としてアルツハ
イマー病やレビー小体型認知症などが知ら
れているが、ヒトプリオン病もその一つであ
る。 
 ヒトプリオン病はその病因の違いにより、
遺伝性・獲得性・孤発性に分類される。遺伝
性は、プリオン病の重要因子であるプリオン
蛋白（PrP）遺伝子の変異により引き起こさ
れる。獲得性は、硬膜移植等による医原性ク
ロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）や牛海綿
状脳症由来からの伝播が考えられる変異型
CJD が含まれる。孤発性 CJD は、ヒトのプリ
オン病の 75%以上を占めるが、未だ原因は不
明である。 
 PrP のアミノ酸配列は種によって一部異な
り、また同一種内でも遺伝的多型性が存在す
る。ヒトではコドン129番目のメチオニン（M）
あるいはバリン（V）の多型があり、CJD の病
理像に影響することが報告されている。また
異常型 PrPの電気泳動パターンには 2つのタ
イプ（type1, type2）があることから、孤発
性 CJD は、少なくとも 6種類（MM1、MM2、MV1、
MV2、VV1、VV2）に分類され、病気の進行速
度・生存期間に大きな違いがある。またこれ
までの研究から上記のタイプの違いにより
治療効果が大きく異なることも予測される。
分類を決定するためには、遺伝子検査による
PrP 配列の決定（MM、MV 又は VV）と PrP 抗体
を用いた Western blot 解析による脳組織中
の異常型 PrP の型判断（type1, type2）が必
要である。従って通常、死後病理解剖が行わ
れない限り、分類は確定せず、推測レベルに
とどまる。そのため、発症早期にタイプ（病
理型）も含めて孤発性 CJD を正確に診断する
ことが臨床現場から切望されている。 
 
２．研究の目的 
 現在プリオン病の診断法としては、髄液バ
イオマーカー、脳波、MRI 等があり、鑑別診
断にはそれなりに有効ではあるが、確定診断
には至らない。生前確定診断に至るには現在
もリスクの高い脳生検により、最も確実なプ
リオン病のマーカーである異常型PrPの直接
的な証明に頼らざるを得ないのが現状であ
る。一方、申請者の所属グループは異常型 PrP

凝 集 体 の 高 感 度 検 出 法 (Real time 
quaking-induced conversion; RT-QUIC 法)
を開発し、採取のより容易な髄液中にごくわ
ずか存在する異常型PrPの検出を試みたとこ
ろ、孤発性 CJD を感度 80%以上で診断可能で
あ っ た （ Atarashi et al.2011 Nature 
Medicine）。現在、研究分担者である佐藤克
也が中心となり国内外におけるプリオン病
の髄液検査を実施しており、RT-QUIC 法も中
心的な検査として含まれている。しかしなが
ら現時点では、RT-QUIC 法は孤発性 CJD のタ
イプを見分けることはできない。 
 そこで本研究では、プリオン病（特に孤発
性 CJD）のタイプ分けを可能とする RT-QUIC
法を開発することを目的とする。RT-QUIC 法
は基質としてリコンビナント PrP（recPrP）
を用いるが、ここでは様々な変異を加えた
recPrPを構築し、これら複数の変異型recPrP
を用いて RT-QUIC を同時に行う（パネル
RT-QUIC 法）。各々のプリオン株（タイプ）に
対するRT-QUIC法における反応性の違いを網
羅的に測定する。それらのうち特に日本に多
いとされる MM1と MM2 で顕著な違いを示す変
異型 recPrP の組み合わせを見出すことがで
きれば、両者を見分けることが可能となる。 
 
３．研究の方法 
（１）様々な変異リコンビナント PrP
（recPrP）の精製 
 全長 RecPrP （ヒト、マウス、ハムスター、
ウシ）はすでに有している。本研究では、一
つのアミノ酸残基を置換させた recPrP（一ア
ミノ酸置換型 recPrP）や数アミノ酸残基を欠
失させた recPrP（アミノ酸欠失型 recPrP）
の構築を試みた。一アミノ酸置換型 recPrP
の候補としては、プリオン感染細胞を用いた
解析においてマウス順応スクレイピーの2つ
の株（Chandler 株と 22L 株）で株特異的な変
換反応を示した変異体を基にした recPrP の
構築を試みた。アミノ酸欠失型 recPrP は、N
末端側からの欠失型及びC末端側からの欠失
型の構築数種類を試みた。構築した recPrP
は、大腸菌に大量発現させた後、金属キレー
トアフィニティークロマトグラフィーによ
り精製した。 
（２）上記方法により精製した種々の recPrP
を基質とした RT-QUIC 法： プリオンタイプ
間の反応性の違いの解析 
 種々の recPrP を QUIC 反応基質とし、様々
なプリオン株由来脳乳剤の希釈系列（例えば
10-5～10-9）を反応シードとして RT-QUIC 法を
行い、反応性に違いがないかを解析した。



我々が保有しているマウスプリオン株
（Chandler 株と 22L 株）や BSE 株を用いた場
合の株間の反応性の違いについても検証し
た。 
（３）CJD 患者髄液を検体とした RT-QUIC 法
の実施 
 研究分担者である佐藤は、国内外のプリオ
ン病の髄液検査を行なっており、CJD を含む
様々な脳疾患患者の髄液を保存している。そ
れらの検体の一部（陰性コントロールと CJD
の MM1、MM2）を用いて（１）（２）により得
られた結果を基に RT-QUIC 法を行った。 
 
４．研究成果 
（１）一アミノ酸置換型recPrPについては、
デザインした 4種全てを構築・精製した。ア
ミノ酸欠失型 recPrP については、N末端側か
らの欠失型 4 種及び C 末端側からの欠失型 2
種を精製した。欠失型 recPrP については、
構築は可能であったが精製は不可な変異体
recPrP が存在した（詳細・機序についてはさ
らなる研究が必要である）。 
（２）一アミノ酸置換型 recPrP を用いて
RT-QUIC 解析を行ったところ、プリオン株間
（特に動物種）においてわずかではあるが
QUIC 反応に違いが得られた。アミノ酸欠失型
recPrPを用いてRT-QUIC解析を行ったところ、
個々の脳乳剤間で様々な QUIC 反応が得られ
た（詳細について検討中）。 
（３）一アミノ酸置換型 recPrP を用いた
RT-QUIC 解析においては、検体間で目立った
反応の違いはみられなかった（現在、QUIC 反
応の条件の最適化を検討している。また、ア
ミノ酸欠失型 recPrP においても最適条件を
検証している）。 
  
 本研究課題において、連携研究者である新
が開発した微量異常型 PrP 凝集体検出法
（RT-QUIC 法）のさらなる発展性を期待でき
る結果が得られた。RecPrP の違いによりわず
かではあるが様々な QUIC 反応が得られた。
今後、最適な QUIC 反応条件を決定づけるこ
とによりその差を顕著にしていくことが最
重要課題である。そのために、さらに細かく
欠失させた recPrP を設計・構築した。今後、
これらの recPrP を大量精製し、様々な CJD
タイプの脳乳剤に対する QUIC 反応に用いる
ことでどのような結果が得られるかを検討
する。最終的には、孤発性 CJD のタイプを診
断可能とする組み合わせ（パネルRT-QUIC法）
を導き出す。さらに、本研究課題により得ら
れた反応の違いにどのような意義があるか

を検討することにより、プリオン病における
PrP 凝集体形成機序だけでなく、発症機序解
明への一歩に近づける可能性も秘めている。
今後、これら異なる反応の重要性について深
く検討していく予定である。 
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