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研究成果の概要（和文）：本研究では、プリオンのin vitro増幅系であるProtein Misfolding cyclic 
amplification（PMCA）を用いて、獲得型クロイツフェルト・ヤコブ病　(CJD)のうちV2プリオンが129Met/Metに
感染することによって生じる新たなタイプであるCJD-MMiKを迅速に診断できることを明らかにした。これまで感
染実験でしか同定できなかったMMiKは、感染源であるV2プリオンと、基質特異性及び増幅産物のタイプに関して
全く同じ増幅特性を示すことが明らかとなった。数年の観察期間を必要とする感染実験とは異なり、本法により
CJD-MMiKは1週間で同定可能となった。

研究成果の概要（英文）：Plaque-type dura mater graft-associated Creutzfeldt-Jacob disease (p-dCJD) 
prions showed distinct amplification features from those of non p-dCJD (np-dCJD) prions in protein 
misfolding cyclic amplification (PMCA). Although no amplification from np-dCJD prions was observed 
with 129M or 129V substrates, p-dCJD prions were amplified drastically with the 129V substrates but 
not with the 129M substrates despite the PRNP codon 129 incompatibility between seed and substrate. 
Moreover, we found that type 2 PMCA products were newly generated from p-dCJD prions using type 2 
PrPSc-specific antibody, while PrPSc in p-dCJD cases did not react with the type 2 PrPSc-specific 
antibody. These findings suggest that our PMCA is a useful tool for easily and rapidly identifying 
acquired CJD associated with the transmission of the V2 CJD strain of codon 129 methionine 
homozygotes, based on the preference for the 129 V substrate and the type of the amplified products.

研究分野：プリオン
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１．研究開始当初の背景 
クロイツフェルト・ヤコブ病 (CJD) は致
死の感染性神経変性疾患であり、治療法がな
い。その上 CJD の感染因子である異常型プ
リオン蛋白 (PrPSc) は、一般的な滅菌法によ
って不活化させることが不可能であるため、
発症前の患者に用いた手術器具、あるいは発
症前の患者からの輸血や血液製剤を介した
二次感染を未然に防ぐためには CJD の早期
診断法の確立が緊要である。今日、CJDの高
感度検出および早期診断法として期待され
ている検出系には、共に in vitro増幅系であ
る PMCA 法 、 ま た Real-Time 
Quaking-Induced Conversion (RT-QUIC) 
法があり、RT-QUIC 法は生前診断法として
実用化されつつある。一方でヒトプリオンの
PMCAに関しては、基質となる適切な正常プ
リオン蛋白 (PrPC) の選択に困難を伴う上、
CJDのタイプごとに PMCA条件の最適化が
必要となるなど現時点でもクリアすべき問
題が多く、未だヒトプリオンの高感度増幅系
に関する報告はほとんど存在しない。我々は
これらの問題点を克服する方法の 1つとして、
ヒト胎児腎細胞由来浮遊 293 細胞 (293F 細
胞) に大量発現させたリコンビナント PrPC 
(rPrPC) を基質として用いる cell-PMCA 
(cPMCA) 法を開発し、ヒトプリオンがこれ
まで報告されている以上の高効率でプロテ
アーゼ抵抗性プリオンタンパク質 (PrPres) 
に変換されることを見出した。しかしながら、
この cPMCA法を用いてもなお、我々は日本
人に最も多いタイプである孤発性 CJD 
(sCJD)-MM1 プリオンの高感度増幅には成
功していない。一方でsCJD-MV2およびVV2
に つ い て は 、 ヒ ト 型 129MrPrPC 
(Hu129MrPrPC) と 129VPrPC 
(Hu129VrPrPC) をそれぞれ基質として
PMCAに供したところ、MV2及び VV2プリ
オンは Hu129VrPrPCを用いたときのみ顕著
に増幅されることが分かった。この結果は、
ヒト型ノックインマウスを用いた感染実験
において、129Val/ValマウスがMV2または
VV2 プリオン (以下 V2 プリオン) に対して
非常に高い感受性を示す結果とよく合致す
るものであった。 
 
２．研究の目的 
我々は、V2プリオンがHu129VrPrPCで特
異的に増幅されることから、この増幅特性を
硬膜移植後 CJD の診断法として応用するこ
とを目的とした。我が国では 129Met/Metの
遺伝子型の硬膜移植後 CJD (dura-mater 
graft-associated CJD: dCJD) にはそれぞれ
異なる病理像を示す 2つのタイプがあること
が知られている。1 つは sCJD-MM1 と区別
のつかないタイプ (non plaque-type: np-d 
dCJD) と、非典型的な病理像を示す
plaque-type dCJD (p-dCJD) で あ る 。
p-dCJD の感染源はヒト化マウスを用いた感
染実験の結果から、M1プリオンではなく V2

プリオンであり、V2プリオンが 129Met/Met
の遺伝子型を持つヒトに感染した結果生じ
た新しいタイプのプリオンであることが分
かっている。このタイプの PrPScは特徴的な
分子量であり(タイプ 1 (21 kDa) と 2 (19 
kDa) の 中 間 型  (20 kDa) ： MM 
intermediate: MMi)、脳内に kuru斑を生じ
させ、かつ V2 プリオンと同等の感染性を持
つプリオンである (以下MMiKプリオン、図
1)。 

これらの結果により p-dCJDは、ウエスタ
ンブロッティングによる PrPScのタイプ解析、
及び 129Val/Val のヒト型マウスへの高い感
染性から同定できることが分かった。しかし
ながら、タイプ 1とタイプ 2  各々に非常に
近い分子量 (20 kDa) を持つ MMiK プリオ
ンを、ルーティンのウエスタンブロッティン
グにより同定することは大変困難である上、
マウスを用いた感染実験は700日以上という
非常に長い観察期間を必要とする。そこで
我々は、上述した V2 プリオンを高効率に増
幅する cPMCA 法を応用し、V2 プリオンと
同じ感染性を示す MMiKプリオンが PMCA
法においても V2 プリオンと同じ増幅特性を
示すかどうかを解析し、さらにその特徴を応
用した p-dCJDの新しい迅速診断法を確立す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 

cPMCA に用いる 293Ｆ細胞 (Invtrogen) 
は、内在性の PrPCが微量ながら存在するた
め、shRNA 発現ベクターを用いて作製した
内在性PrPCノックダウン株 (内在性PrPCの
発現量は 5%以下 ) を用いた。CJD 脳 
(sCJD-MM1, -MM2, -MV2, -VV2, np-dCJD, 
p-dCJD)10 ％  (w/v) ホ モ ジ ネ ー ト を
Hu129MrPrPCまたは Hu129VrPrPCを発現
している 20% (w/v) 細胞破砕液にてそれぞ
れ 10-2、10-3、10-4の 3 段階で希釈し、全自
動交差超音波蛋白質活性装置 Elestein 
070-GOT（エレコン科学）を用いて 48 サイ
クルの PMCA反応に供した。PMCA反応後、

図 1 V2プリオンに感染によるMMiKの病態 



Proteinase K処理 (50 µg/ml, 37ºC, 1 hr) を
行い、3F4抗体およびタイプ 2プリオン特異
抗体 (tohoku2: T2) を一次抗体に用い、増幅
効率および増幅産物のタイプを解析した。さ
らに MMiK タイプの診断法としての特異性
を確認するため、これらに加えて汚染された
ヒト成長ホルモン製剤の投与によるフラン
スの医原性 CJD 症例  (human growth 
hormone-treated CJD: hGH-CJD ) 5例、お
よび移植歴のない MMiK 疑い 2 例を加えて
同様の解析を行った。 
 
４．研究成果 

Hu129MrPrPCまたはHu129VrPrPCを基質と
して cPMCA を行い、114 症例の sCJD 及び
dCJD患者の PrPScの増幅効率を比較した。各
CJD症例の増幅効率の一部に関する代表的な
ウェスタンブロットの結果を図 2に示す。 
全ての sCJD-MM1 または sCJD-MM2 プリ
オン、np-dCJD プリオンは、基質の遺伝子型
が 129Mであるか Vであるかに関わらず、増
幅は確認できなかった (図 2, A, B)。一方
sCJD-VV2 お よ び MV2 プ リ オ ン は
Hu129VrPrPC を基質に用いた場合、10-3 ない
し 10-4倍希釈まで増幅され、タイプ 2特異抗
体 (T2) を一次抗体に用いて解析した結果、
増幅産物はすべてタイプ 2であった (図 2, E)。
V2 プリオンの増幅特性は、ヒト型マウスを
用いた感染実験の結果と一致することから、
MMiKプリオンに関してもHu129MrPrPCでは
なくHu129VrPrPCで増幅される可能性が示唆
された。結果的に MMiK プリオンは、V2 プ
リオンと同様、Hu129VrPrPC で顕著に増幅さ
れた (図 2, C)。さらにMMiKはそもそもタイ
プ 2抗体には反応しないが、増幅産物はタイ
プ 2であり、この結果も動物実験と矛盾せず、
MMiK は PMCA 法により迅速に診断可能で
ある結果を得た。そこで我々は、硬膜移植や
輸血、臓器移植のヒストリーを持たない、
129Met/Metの非典型 CJDに注目した。この 2
例は脳内にアミロイドプラークを沈着し、
PrPScの分子量が 20 kDaである、これまでの
sCJD-MM1では見られない病理像を示すタイ
プであり、獲得性 CJDである可能性が強く示
唆されていた。その後のヒト型マウスを用い
た感染実験により V2 プリオンを感染源とす
る獲得性 CJD であることが同定されたため、
cPMCA でも確認を行ったところ、いずれの
症例も Hu129VrPrPCで顕著に増幅され、増幅
産物はタイプ 2であった (図 2, D)。  
我々はさらにフランスから hGH-CJD 5 例
についても同様の解析を行った。これらの遺
伝子型は 5 例中 3 例が 129Met/Met、2 例が
129Met/Valであった。3例の 129Met/Met症例
の PrPScの分子量は 20 kDa、脳内には特徴的
なアミロイド班の沈着が認められた。これら
も予想通り 5 例すべてが Hu129VPrPCで顕著
に増幅され、増幅産物はタイプ 2 であった。
この結果から、3例の 129Met/Met症例はすべ
てが MMiK タイプであることが同定された。

本研究の範囲には含まれていないが、その後
これら hGH-CJD 症例の感染性がヒト型マウ
スを用いた感染実験の結果から明らかとな
り、MMiKと完全に一致していることが確認
された。 

本研究により、従来動物実験で 2 年以上を
かけて同定されてきたCJD-MMiKが、cPMCA
の増幅特性、すなわち①129V の基質での増
幅、②増幅産物がタイプ 2であるという特徴

図 2 cPMCAによる CJDプリオンの増幅特性 



を解析することにより、約 1週間で解析可能
となった。今後、CJDの二次感染被害の拡大
を防ぐためにも、129Met/Metの非典型的な症
例が見つかった場合には、cPMCA 法による
同定もまた動物実験に加えて重要となるだ
ろう。 
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