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研究成果の概要（和文）：プリオン病の分子的病理は、プリオン蛋白質の異常化、すなわち、モノマー分子レベ
ルにおける構造変化とその凝集体形成の両者によって特徴づけられ、異常型間の接触面の理解は核心的問題であ
る。通常、このような系の解析には二価反応性のクロスリンカーを用いるが、正常型と異常型は変性状態におい
て同一であり、原理的に用いることが困難である。
代表者はこの手法上の問題が光反応によって解決できること、さらに有用な増感剤を見出した。結果、夾雑系へ
の適応、異常型選択的、精製、正常型と異常型の生化学的峻別、抗体検出といったプリオン独特の研究手法と併
用可能な光クロスリンク法を確立した。抗体パネルを用いて接触面の特性を調査した。

研究成果の概要（英文）：Molecular pathology of prion diseases is characterized by abnormal prion 
protein (PrPSc), which involves both structural changes at the molecular level and aggregate 
formation. Understanding of the interface among PrPSc in the aggregate is a core subject in prion. 
In general, a bis-functionalized crosslinker is used to analyze. Since the normal and abnormal PrP 
are identical in the denatured state, it is principally difficult to adapt for access the molecule 
in the fibril. Thus, methods have been required to mark on a protein molecule in the fibril before 
denaturation. 
I found a method that can solve the lemma by a photo-reaction, furthermore, beneficial sensitizers. 
As results, I established a crosslinking method that is effective in contaminated systems and 
selective for PrPSc. Also, the method is compatible with purification and a biochemical method for 
discrimination of PrPSc from normal one. Finally, an anti-body panel indicated the a specific region
 of PrPSc confer the interface.

研究分野： 蛋白質化学

キーワード： プリオン　クロスリンク　光反応　増感剤
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 加齢とともに生じる病態の中には、細胞や
組織中に宿主蛋白質が凝集体を形成して蓄
積するものがあり、蛋白質コンフォメーショ
ン病と総称される。「プリオン病」はその中
にあって、異常型プリオン蛋白質の発生に起
因する致死性の伝達性神経変性疾患群であ
る。個体レベルにおける感染(伝達性)が、蛋
白質の構造変化と凝集体形成の伝播という
分子レベルでの変化や、その在り様に還元さ
れる。したがって、これらの疾患の病態の本
質は、凝集した蛋白質の中に含まれる「シー
ド」と呼ばれる自己増殖能に富む画分である。 
 凝集の際の単量体どうしの接触面は伝播
の駆動力と、数あまた存在する蛋白質の中か
ら自己増殖を行うための選択性を担ってい
ることは明らかである。本申請研究では、こ
の接触面をインターフェイスと呼称する(図
１)。難溶性凝集蛋白質を構造解析するため
の技術が十分に確立されていないことが原
因で、シードの化学構造的特性についてはβ
シート構造あるいはβターン構造に富むオ
リゴマーであること以外はわかっていない。 
 

図 1 インターフェイス部位 
 
 通常、このような蛋白質凝集体の研究では、
二価反応性のクロスリンク試薬を精製した
蛋白質試料に適応し、クロスリンク反応産物
を解析する。しかしながら、この方法を異常
型プリオン蛋白質の解析に応用を試みるに
は、以下に述べるいくつかの実験的なジレン
マを解決しなければならない。 
 第一に、その活性である「異常型の伝播」
を十分に有する異常型プリオン蛋白質は、通
常、持続感染細胞や感染した動物の脳からと
いった材料からしか得られていない。この原
因は蛋白質翻訳後修飾や、異常化への細胞内
因子の関与などが提唱されている。また、生
化学的手法による異常型と正常型の判別は、
異常型がもつ部分的な蛋白質分解抵抗性を
利用して行われる。こういったプリオン特有
の実験的手法において、通常のクロスリンカ
ーは、夾雑系では使用できない。蛋白質分解
酵素の認識の阻害は判別を不能なものとし、
また抗体による認識も阻害される。  
 変性状態のプリオン蛋白質においては、正
常型と異常型は全く同一の分子であるため、
凝集体における異常型プリオン蛋白質の相
対的な配置についてアクセスするには、変性
前の夾雑系の段階において、接触面の近傍に
変性後にも残る「印」を異常型選択的につけ
ることが必要である。 
 

２．研究の目的 
 マクロな感染伝播の分子的メカニズムで
ある蛋白質凝集体の形成について、その駆動
力となる要因を解析するべく、背景において
記述した実験的ジレンマに対応した蛋白質
間クロスリンク法を開発する。異常型プリオ
ン蛋白質を例にとり、凝集体内の蛋白質間接
触面(インターフェイス)を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) 異常型プリオン蛋白質の材料として、プ
リオン株として 22Lあるいは RML株が持続的
に感染しているマウス線維芽細胞(それぞれ
N167、ScN2a と呼ぶ)の培養を継続的に行った。
以下に述べるクロスリンク反応の条件およ
びクロスリンク体の評価には、その細胞の溶
解液を出発原料とした。細胞上でのクロスリ
ンク試験においては、増感化合物との 3日間
の共培養を行ったのち、細胞溶解液を得た。 
 より多くの異常型プリオン蛋白質試料が
必要な場合には、22L を脳内摂取した ICR マ
ウスの脳を利用した。必要に応じて沈殿法に
よる異常型プリオン蛋白質精製を実施した。
このプリオン感染動物実験について、当該施
設である東北大学の動物実験専門委員会の
承認を得、また、その指針に従った手法によ
り執り行った。 
(2) (1)で得られる異常型プリオン蛋白質を
含む細胞溶解液に対して、候補化合物共存下
で紫外線照射による光反応に付した。標準的
な反応条件は、50 µMの候補化合物を添加し、
365 nm の紫外線を 30 min 照射した。細胞溶
解液を用い、以下の評価を実施した。 
① 候補化合物のスクリーニング 
② 蛋白質分解反応との併用可能性 
③ 抗体検出との併用可能性 
④ 光化学反応との関連評価 
⑤ クロスリンクに対する増感効果の確認 
⑥ クロスリンクに対する増感用量依存性 
⑦ 異常型プリオン蛋白質への選択性 
⑧ クロスリンク反応抑制に関する試験 
⑨ 抗体パネルによるクロスリンク部位推定 
(3) (1)で得られる異常型プリオン蛋白質を
含むマウス脳懸濁液を用い、以下の評価を実
施した。 
① クロスリンク反応物の確認 
② クロスリンク体とモノマーの溶液挙動 
③ クロスリンク体の単離の検討 
(4) プリオン持続感染生細胞を用い、以下の
評価を実施した。 
① 紫外線照射の必要性の有無 
② 抗プリオン活性の有無 
③ プリオン株に対する応答の違いの有無 
 
４．研究成果 
 研究開始にあたり、アミノ基と反応する代
表的な二価クロスリンカーであるグルタル
アルデヒドを用いて、背景に述べたような実
験手法的な困難を確認した。異常型・正常型
プリオン蛋白質、及び、βアクチンについて



試験を行った。いずれの系においてもクロス
リンク体を検出することはできないまま、原
料となる単量体も検出不可となった。なかで
も、一番注目したい異常型は上記試験物の中
で最も容易に検出不可となった。したがって
本研究の目的に対して、従来法の適応不能が
明白なものとなった。以下、研究方法に対応
する成果を対応した項目として記す。 
 研究方法(1)は、反応原料の調製である。
ここで感染脳を用いたことにより、後の構造
研究を行うための基盤が構築できた。具体的
には、精製を実施することが可能となり、質
量分析でクロスリンク部位に対する予備的
な研究結果が得られた。また、大腸菌リコン
ビナント蛋白も併用している。 
 研究方法(2)は、目的を満たす適切な反応
系の構築とその最適化である。下表は様々な
手法を用いてクロスリンク反応を施したの
ちの免疫染色の評価である。「－」は抗体反
応が不能となるもの、「〇」は多量体は検出
されないが損傷の小さいもの、「◎」は多量
体が十分生成し、かつ、その多量体が抗体検
出可能なものである。 
 
表 1 多量体化反応と抗体検出の評価 

試薬 正常型 異常型 アクチン 

Primuline (PL) ○ ◎ ○ 

glutaraldehyde － － － 

peroxy sulfate － ○ － 

Methylene blue ○ ◎ ○ 

 
 上記研究方法(2)①-④での研究成果とし
て、メチレンブルーとプリムリンというアミ
ロイド結合性化合物が本研究の目的に合致
し、異常型と正常型を峻別する生化学的手法、
及び、抗体による検出法と併用可能な異常型
選択的クロスリンク手法を見出した。また、
上記の系では単離した蛋白質を用いるので
はなく、細胞溶解液を用いた反応系であり夾
雑物を多く含んでいる。このような夾雑系で
の作用は本手法の特徴である。プリムリンは
紫外線の照射による反応制御が可能であっ
たため、以下の研究には本手法(以下、PL-UV
処理と記す)を採用した。 
 研究方法(2)⑤⑥においては、PL-UV処理が
細胞溶解液中の PL 濃度、及び、UV 照射時間
の両者において用量依存的に、単量体に相当
するバンドが減少し、クロスリンク二量体の
生成、それに引き続いて三量体、多量体の生
成が見られた。この結果により、反応の制御
が容易に行えること、また、異常型への作用
が PL-UV処理によるものであることが確認さ
れた。PLは紫外線照射による異常型プリオン
蛋白質に対する効果への増感剤であること
が判明した。一方で、必要以上の長期間の紫
外線照射は、異常型に依らず蛋白質一般にエ
ピトープ部位の損傷を引き起こす現象を確
認した。したがって、実際的に十分なクロス
リンク体を検出するためには PL のような増
感剤が必須であった。 

 研究方法(2)⑧において、過剰量の芳香族側
鎖を持つアミノ酸の存在下においても、上記
のクロスリンク反応は阻害されず、また、そ
のクロスリンク体は高濃度の尿素処理によ
っても解離しなかった。したがって、本反応
は、非常に近接した蛋白質間にコバレントな
結合を形成すると考えられ、PLはアミロイド
結合により効率的に作用したと考えられる。 
 PL-UV 処理が異常型選択的に作用すること
は複数の方法で検証した。研究方法(2)⑦に
おいては、プリオン非感染細胞と感染細胞に
対する PL-UV 処理の容量依存性を検討した。
その結果、非感染細胞の正常型プリオン蛋白
質においてクロスリンク体は高い用量での
処理においても検出されなかった。プリオン
に関する研究では、正常型と異常型はその感
染性と蛋白質分解酵素に対する部分抵抗性
によって区別される。すなわち、正常型は速
やかに分解反応を受ける一方で、異常型は分
解抵抗性のコアが検出される。今回の異常型
選択性の試験では、正常型の分解処理を行わ
ないため、比較する感染細胞についても分解
処理を行わず試験を実施した。非常に興味深
いことに、クロスリンク二量体として、異常
型耐性コアどうしのホモ、異常型耐性コアと
異常型の全長のヘテロ、異常型の全長どうし
のホモの三種類の異常型二量体分子種が検
出された。上記のように正常型と異常型の生
化学的区別は分解反応に依っているため、
「異常型の」全長の検出は我々の知るところ
新規なものである。同時に、分解反応によら
ない生化学的な異常型の検出手法を見出し
たことになる。近年、病理的にはプリオン病
であるにもかかわらず、十分な蛋白質分解耐
性がないプリオンを持つ症例が報告されて
いる。PL-UV 処理は、そのような症例のプリ
オンの解析を含め、多くの異常型分子種の性
状を検出するための重要なツールとなると
いう意義を見出した。 
 研究方法(3)①-③においてはプリオン感
染マウス脳を材料として用いることにより、
クロスリンク反応と異常型プリオン蛋白質
の精製との関連を調べた。結果、PL-UV 処理
と精製の順序によらず、異常型二量体を細胞
溶解液の時と同様に検出した。すなわち、原
料が脳のような夾雑系においても異常型選
択的なクロスリンクは進行し、その反応物は
異常型プリオン蛋白質であることがより明
確になった。この成果に加え、この試みでは
バンドの切り出しが十分可能な精製状態で
あり、今後より詳細な生成物の化学構造解析
へと展開する基盤が構築できた。 
 研究方法(2)⑨においては、PL-UV 処理した
多量の試料を調製し、分注した同一サンプル
を 7種類の抗プリオン蛋白抗体を用いて単量
体と二量体に相当するバンドを半定量した。
それぞれ同一レーン内で、その単量体と二量
体のシグナル強度の比をとることで、抗体の
種類によってその強度に差が見られるか否
か検証した。その成果として、異常型の蛋白



質分解耐性コアの N末端に相当するエピトー
プが他の部位に比べて PL-UV処理によって有
意に摂動を受けていることが判明した。正常
型や大腸菌リコンビナントでは PL-UV処理に
対するエピトープ依存性は見られなかった
ことから、この領域がインターフェイスであ
る可能性が高いと判断した。 
 研究方法(4)①-③においては、「プリオン
株」に対する PL への応答の差が見られた。
22Lプリオン株においては PLの容量依存的に
クロスリンク体の生成が紫外線照射なしで
得られた。一方、RML プリオン株ではクロス
リンク体が精製せず、むしろ、治療効果が得
られた。これら株間での応答の差は興味深い
所見あり、異常型伝播とクロスリンク体形成
は密接に関わることを示唆している。 
 今後の展望に関連して、研究方法(3)では
バンド精製が可能であることを述べた。クロ
スリンク体の質量分析によるプレリミナル
な解析では、クロスリンク部位の一つとして
分解耐性コアの N末端領域が候補として浮か
び上がった。この結果は、先の抗体パネルや
異常型構造モデルと、ある程度一致している。
また、本研究で見出した PL-UV処置による異
常型プリオン蛋白質の生化学的評価法をプ
リオン株の構造的差異を評価する系として
展開したいと考えている。 
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