
国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構・動物衛生研究部門・ユニット長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２１１１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

異常プリオン蛋白質生成に関与する宿主細胞膜上分子群の網羅的探索

Comprehensive analyses of protein interactors of disease associated prion 
protein

２０３５５１４２研究者番号：

岩丸　祥史（Iwamaru, Yoshifumi）

研究期間：

１６Ｋ０８０３８

年 月 日現在  元   ６ １１

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：プリオン病では、正常プリオン蛋白質（PrPC）が異常プリオン蛋白質（PrPSc）に構
造変換される。本研究ではPrPSc特異免疫細胞化学とEMARS法によるFITC標識を用い、細胞膜上でPrPSc と共局在
する分子群の探索を行った。プリオン蛋白質アミノ末端を認識する抗体は、プリオン感染細胞表面上の繊維状
PrPScと、生理的条件下で反応した。この免疫細胞化学法とEMARS法を組み合わせ、生細胞上のプリオン蛋白質に
共局在する分子群のFITC標識に成功した。免疫沈降法でFITC標識分子群を濃縮後、感染/非感染細胞間で比較し
たところ、感染細胞にのみ選択的にFITC標識された分子群が検出された。

研究成果の概要（英文）：To identify the candidate molecules capable of interacting with abnormal 
prion protein (PrPSc) and facilitating PrPSc formation at the cell membrane, we applied a 
biochemical labelling method termed ‘enzyme-mediated activation of radical sources (EMARS). First, 
the optimal conditions to label cell-surface PrPSc in viable cells were investigated. Using an 
approach based on a recent study describing amino-proximal anti-PrP antibodies react natively with 
cell surface PrPSc in its physiological context, we evaluated several amino-proximal anti-PrP 
antibodies and optimized the immunocytochemical conditions for immunolabeling aggregated PrPSc on 
the cell-surface of prion-infected GT1-7 cells. EMARS was applied to the prion-infected GT1-7 cells 
whose cell surface PrPSc was pre-labelled with one of the amino-proximal anti-PrP antibodies.
Co-immunoprecipitation and Western blot analysis showed several proteins were labelled with FITC in 
a PrPSc-specific manner. 

研究分野： 獣医学、細胞生物学、ウイルス学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生理的条件下で、プリオン感染細胞膜上の異常プリオン蛋白質を効率的に標識可能となった。この免疫細胞化学
法とEMARS法を組み合わせ、生細胞上の異常プリオン蛋白質に近接する分子群を特異的に標識可能であること示
した。異常プリオン蛋白質と共局在する分子群を同定し、治療標的とすることで、未だ有効な治療法のないプリ
オン病に対する予防、治療法の開発につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

プリオン病では、宿主に発現する正常プリオン蛋白質（PrPC）の立体構造が変換した、異常
プリオン蛋白質（PrPSc）が主として中枢神経系に蓄積する。この PrPC から PrPSc への変換
は、細胞表面あるいはエンドソーム内で起こると考えられているが、詳細な分子機構は不明なま
まである。PrPC あるいは PrPSc と相互作用する分子が構造変換に関与することが指摘され、実
際に PrPC に相互作用する glypican1 の発現抑制により、PrPSc 生成が一部阻害されるという報
告がある。 

最近申請者らは、PrPC 構造変換に関与する分子群の同定を目的とし、PrPC と共局在する分
子群の検索を、EMARS (enzyme-mediated activation of radical sources)法を用いて行った。
EMARS 法では、生細胞上の標的分子を抗体標識後、抗体に結合した西洋ワサビペルオキシダー
ゼ（HRP）により aryl azide-biotin をラジカル化させ、標的分子に近接する蛋白質を biotin 標識
する。この手法は、免疫沈降法と比較し、より生理的条件下で共局在分子の検索を可能とする。
実験の結果、神経特異的微小管再構築調節蛋白質 SCG10 が PrPC と共局在することを、我々は
新たに見出した（J Neurochem. 136(6):1204-1218、2016）。しかしながら、siRNA による SCG10
のノックダウンは、プリオン持続感染細胞の PrPSc 生成に影響を及ぼさなかった。この結果を
受け、標的分子を PrPC から PrPSc に変更し、PrPSc と共局在する分子群の検索へと着想を転
換するに至った。 
 
２．研究の目的 
 PrPSc を標的分子にするには、プリオンに持続感染した生細胞上の PrPSc を、特異的に標識
する必要がある。ところが、PrPSc は PrPC の構造異性体であり、抗プリオン蛋白質（PrP）抗
体は一般的に PrPC と PrPSc 両者に反応することから、生細胞の細胞膜上の PrPSc のみを特異
的に標識することは困難である。プリオン感染細胞から PrPSc を免疫染色法で検出するには、
細胞をホルマリン固定後、凝集状態の PrPSc を変性剤処理し、PrPC と比較して高密度に存在す
る PrPSc 凝集体のエピトープを露出させる。生じた蛍光強度の差で PrPC と PrPSc を識別して
いる。この手法と EMARS 法の組み合わせでは、EMARS 法の最大の利点である生理的条件下で
標識を行えず、またホルマリン固定化された細胞から標識蛋白質を同定することは困難である
ことから、実用的でなかった。しかしごく最近、PrPSc のアミノ末端の特定のエピトープが生理
的条件下で露出しており、この部位を認識する 8B4 抗体により、生細胞の細胞膜上の PrPSc を
特異的に免疫染色できることが報告された (J Cell Biol. 204(3):423-441, 2014)。本研究では、生
理的条件下で PrPSc を特異的に抗体標識し、EMARS 法を用いて PrPSc と共局在する分子群の
網羅的検索を行い、PrPC から PrPSc への構造変換分子機構 PrP の分子基盤を明らかにするこ
とを目的とする。  
 
３．研究の方法 
(1)未固定条件下での抗体による PrPSc 特異標識の確認:  

プリオン持続感染 GT1-7 細胞に、プリオン蛋白質アミノ末端エピトープを認識する 8B4 抗体
（アミノ酸配列 37-44 位）あるいは 8D5 抗体（アミノ酸配列 31-39 位）を添加し、生細胞の細
胞膜上の PrPSc と反応させた。免疫蛍光細胞化学染色後に共焦点レーザー顕微鏡で観察し、こ
れらの抗体が PrPSc を特異的に認識しているか確認した。陰性コントロール作出のため、ペン
トサンポリサルフェート（PPS）処理により持続感染 GT1-7 細胞に細胞のプリオンを脱落させ、
プリオン非感染細胞を作出した。 
(2) EMARS (enzyme-mediated activation of radical sources)反応に用いる標識用化合物 
 aryl azide-FITC は市販されていないため、1,5-Diaminopentane Dihydrochloride と 4-Azido-2-
hydroxybenzoic Acid から 4-Azido salicyl amide を合成する予定であったが、申請後市販され入
手可能となった。また aryl azide- FITC を tyramid-FITC に変更し標識効率を高めた次世代
EMARS 法も試行した。 
(3)EMARS 反応による相互作用分子の標識:  

プリオン持続感染 GT1-7 細胞に、抗 PrP 抗体である 8B4 あるいは 8D5 抗体を添加後、HRP
結合抗マウス IgG 抗体で標識した。細胞を洗浄後、aryl azide-FITC あるいは tyramid-FITC の
添加により、PrPSc と共局在している分子を FITC 標識した。 
(4) EMARS 反応による標識分子の確認 
 EMARS 反応後、細胞を回収し破砕後、細胞膜を含むミクロソーム画分を遠心分離法により分
画した。ウエスタンブロット（WB）法により、FITC 標識された分子を抗 FITC 抗体で検出し
た。また、EMARS 反応後、細胞をパラフォルムアルデヒドで固定し、Alexa546 結合抗マウス
IgG 抗体で PrPSc を蛍光染色し、FITC 標識された分子との共局在を共焦点レーザー顕微鏡で確
認した。 
(5) EMARS 反応による標識特異性の検証 

EMARS 反応後、細胞を回収し界面活性剤を用いて溶解した。抗 FITC 抗体を固相化した磁性
ビーズを用いて、FITC 標識された分子を免疫沈降した。免疫沈降物のウエスタンブロット（WB）
解析を行い、PrP と共局在の報告がある neural cell adhesion molecule（NCAM）と共局在の報
告がないトランスフェリン受容体（TfR）の検出を行った。免疫沈降物のウエスタンブロット（WB）
解析を行い、各分子の FITC 標識の有無を検証した。 



(6) EMARS 反応による標識分子の同定 
免疫沈降法により FITC 標識された PrPSc 共局在候補分子の濃縮と部分精製を行い、液体ク

ロマトグラフィータンデム質量分析（LC-MS/MS）を用いて、共局在候補分子の同定を行った。 
 
４．研究成果 
 先行論文と同じく、プリオン持続感染 GT1-7 細胞と 8B4 抗体を用いたが、PrPSc を蛍光免疫
細胞化学で特異的に染色できなかった。そのため、PrPSc 蓄積量が非常に多いプリオン持続感染
GT1-7 細胞クローンを北海道大学から導入し、染色条件の検討を行った。その結果、8B4 抗体
と 8D5 抗体を用いた蛍光免疫細胞化学では、プリオン持続感染 GT1-7 細胞表面上で集積した
短い繊維状の PrPSc が主として観察され、非感染 GT1-7 細胞上では砂粒状の PrPC が観察され
（図 1）、PrPSc と PrPC の染色像は大きく異なっていた。これらの結果は、実験で使用してい
るプリオン持続感染 GT1-7 細胞表面上の PrPC は発現が低下している、あるいは両抗体に対す
るエピトープが被覆されているために、PrPSc が特異的に標識されていると考えられた。PrPSc
のシグナルは 8B4 抗体と比較して 8D5 抗体の方が強かったため、以降の実験は 8D5 抗体を用
いることとした。  
続いて EMARS 反応により、PrPC と PrPSc の近接する分子に FITC 標識されるか確認した。

プリオン持続感染 GT1-7 細胞と非感染 GT1-7 細胞を 8D5 抗体で標識し、実験方法に記載した
ように EMARS 反応を行った。陰性コントロールとして 8D5 抗体のアイソタイプコントロール
IgG（ISO）を添加した細胞も用意し、同様に EMARS 反応を行った。EMARS 反応後に、8D5
抗体で標識された PrP と FITC 標識分子が共局在していることを蛍光免疫細胞化学法で確認し
た（図 2）。 

 
次に EMARS 反応による FITC 標識特異性の検証を行った。EMARS 反応後の細胞溶解液を、

抗 FITC 抗体を用いた免疫沈降により、FITC 標識分子の濃縮を行い、WB 法により NCAM と
TfR の検出を行った。PrPC と共局在することが知られて
いる NCAM が抗 FITC 抗体により免疫沈降されたのに対
し、共局在が報告されていない TfR は抗 FITC 抗体によ
り免疫沈降されなかった（図 3）。これらの結果は、EMARS
法が PrP に近接する分子を特異的に FITC 標識すること
を示している。 
 最後に EMARS 反応による標識分子の同定を行った。免
疫沈降法で FITC 標識分子を濃縮後、感染/非感染 GT1-7
細胞間でそのプロファイルを比較した。すると感染 GT1-
7 細胞において、質量 50, 57, 75 KDa の蛋白質が高効率で
FITC 標識されていた。これらの蛋白質が含まれたゲルを
切出し、液体クロマトグラフィー(LC)とタンデム質量分
析(MS/MS)を連結した LC-MS/MS を用い、同定と同時に
ペプチド断片のイオン検出強度をもとにして各タンパク
質の量的相違を比較した。しかし。感染/非感染細胞間で
明瞭な量的相違差が認められる蛋白は同定できなかった。
今後、感染/非感染 GT1-7 細胞由来の検体を、2 次元電気
泳動を用い展開し、そのプロファイルを比較し、LC-
MS/MS で同定する 
 
 
 
 
 
 

図 1. GT1-7 細胞の PrP の蛍光免疫細胞化学． 
プリオン感染細胞では、8D5 と 8B4 抗体により、細胞
膜上に集積した短い繊維状の PrPSc が観察される． 

 

図 2. EMARS 後の GT1-7 細胞の蛍光免疫細胞化学． 
8D5 抗体で標識された PrP（緑）と、FITC 標識された
分子(赤)は近接していることが観察される． 

図 3. EMARS 反応後の各細胞溶解液の免疫沈降． 
細胞溶解液から免疫沈降法で FITC 標識分子を濃
縮した。抗 FITC 抗体による WB では非感染細胞
(C)と感染細胞(22L)で、FITC 標識された分子の
プロファイルが異なる。NCAM 分子は EMARS
法で FITC 標識されているのに対し、TfR は標識
されていない。 
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