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研究成果の概要： 
 本研究ではウシ胎子脳から機能性細胞株を樹立し、その特性解析を行うとともに牛海綿状脳
症（BSE）研究への利用を検討した。その結果、内皮細胞様及び神経細胞様の性質を持つ新し
いウシ脳由来細胞株を樹立した。これらの細胞には正常ウシプリオン蛋白の発現が確認され、
BSE 研究への利用も期待された。そこで BSE プリオン感染実験を行ったが、現在までのとこ
ろ持続感染細胞の樹立には至っておらず引き続き検討が必要である。 
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１．研究開始当初の背景 

牛海綿状脳症（BSE：bovine spongioform 
encephalopathies）は異常プリオン蛋白が病原
体と考えられるプリオン病の一つであり、ヒ
トプリオン病である新変異型クロイツフェ
ルト・ヤコブ病との関連も疑われている。プ
リオン病には「種の壁」が存在し、動物種を
越えた感染は一般に起こりにくいと考えら
れているが、まだ未解明の部分も多く残され
ており、さらなる研究の発展が必要である。
異常プリオン蛋白と宿主との相互作用を調
べる上でマウス培養細胞株を用いた in vitro 

感染モデル系の有効性が知られている。BSE
研究においても in vitro 細胞モデル系の作出
は異常ウシプリオン蛋白と宿主との相互作
用の解析に役立つことに加え、貴重な研究材
料である BSE 病原体を増やすという意味に
おいても大変重要である。そのためには「種
の壁」をクリアできるウシ脳由来の細胞株が
必須となる。しかしながらこれまで胎子材料
の採取機会が極めて限られることなどもあ
り、無限増殖能を持った汎用性のあるウシ脳
由来細胞株を樹立しようという試みはまだ
ない。BSE プリオンに感受性の高い細胞株を
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スクリーニングするためにも、多様なウシ脳
由来細胞株を樹立することには大きな意義
があると考える。 
 
２．研究の目的 

本研究では、BSE などウシの脳に病変を引
き起こす感染症研究への利用をはかるため、
ウシ胎子脳組織を材料として初代培養の後
不死化遺伝子を導入し、神経細胞やグリア細
胞等固有の特性を有した様々な機能性細胞
株の樹立を行う。また、樹立された細胞株を
用いて BSE プリオンの感染実験を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ウシ胎子脳由来細胞の初代培養及び不
死化細胞株の樹立：凍結保存したウシ胎子
（３ヶ月齢、７ヶ月齢）脳組織を酵素処理に
より分散した後、10%ウシ胎子血清、上皮細
胞増殖因子（EGF）、塩基性線維芽細胞増殖
因子（bFGF）などを添加した培地で初代培養 
を行った。この細胞に SV40-large T 遺伝子を
含むプラスミド pSV3neo を導入し、G418 薬
剤耐性を指標に不死化細胞株を樹立した。 
 
(2) 不死化細胞株の特性解析 
① 免疫染色：細胞を 8 穴チャンバースライ
ドに播種し、ホルマリン溶液で固定した後、
各種蛋白質に対する特異的な抗体を用いて
免疫染色を行った。 
 
② ウエスタンブロット解析：細胞抽出液を
SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分
離しメンブレンに転写した後、各種蛋白質に
対する特異的な抗体を用いてウエスタンブ
ロットを行った。 
 
(3) 異常ウシプリオン蛋白の検出：異常ウシ
プリオン蛋白は正常型とその物理的•生化学
的性質が異なるため、蛋白質分解酵素に対し
て部分抵抗性を持つ。よって細胞抽出液等を
プロテアーゼ K で処理した後ウエスタンブ
ロットを行うことで異常ウシプリオン蛋白
を検出した。 
 
(4) BSE プリオンの in vitro 感染実験：細胞を
シャーレに播種し、BSE 感染牛の脳ホモジネ
ートを含む培地に暴露した。細胞は洗浄し過
剰な脳ホモジネートを除去した後、継代培養
を行った。各継代数で異常ウシプリオン蛋白
を検出した。 
 
４．研究成果 
(1) 内皮細胞様細胞株の樹立 

３ヶ月齢ウシ胎子脳由来の初代培養細胞
に SV40-large T 遺伝子を導入し、2 種類の新
規細胞株（C6 及び C9 細胞）を樹立した。C6、
C9 細胞は敷石状の形態を呈し、集団倍加数

200 回以上の増殖能を持っていた。またその
細胞増殖能の維持には bFGF の添加が重要
であることがわかった。免疫染色の結果、内
皮細胞マーカーである von Willebrand Factor
（vWF）に陽性であった。さらに培地中から 
EGF、bFGF を除くことによって平滑筋細胞
マーカーであるα-smooth muscle actin 陽性
の細胞が増加した。内皮細胞としての機能を
検討したところ、マトリゲル上での培養で血
管様の管状網目構造が構築され、さらに
DiI-labeled acetyl-low density lipoprotein
（DiI-AcLDL）の取込みも観察された。 

以上の結果から、C6、C9 細胞は脳内血管
を形成する内皮細胞様の性質を持つ細胞株
であると推察された。また、内皮細胞から平
滑筋細胞への分化転換（transdifferentiation）
のモデルとして使える可能性が示唆された。
これらの細胞株には正常ウシプリオン蛋白
の発現が確認された。 
 
(2) 神経様細胞株の樹立 

７ヶ月齢ウシ胎子脳由来の初代培養細胞
に SV40-large T 遺伝子を導入し、限界希釈法
により集団倍加数 100 回以上の紡錘状の形態
を呈した単一の新規細胞株を樹立した
（FBBC-1 細胞、図１A）。FBBC-1 細胞の増
殖性は、増殖培地から EGF 及び bFGF を除く
ことで有意に減少した。また神経細胞分化誘
導剤として知られるジブチリル cAMP
（dbcAMP）や forskolin で処理すると増殖抑
制に加えて神経突起様の形態を誘導し（図１
B, C）、神経細胞マーカー蛋白質である tubulin 
III の発現量も増加する（図１D）ことから
神経前駆細胞の性質を持つ細胞株であるこ
とが示唆された。またこの細胞では、正常ウ
シプリオン蛋白の発現も確認された（図１E）。 

 

図１ FBBC-1 細胞の形態（A）、神経様細
胞への分化誘導（B-D）、正常ウシプリオ
ン蛋白の発現（E）。D では tubulin III 発
現のポジティブコントロールとして正常
プリオン蛋白高発現トランスジェニック



 

 

マウス（tga20）脳抽出液を用いた。 
 
これまでに汎用性のあるウシ由来の神経

様細胞株はまだ存在しないので、ウシの神経
系疾患やウシ脳機能研究のための新しい in 
vitro モデルとしてもその有用性は高いと考
える。 
 
(3) BSE プリオン感染実験 

FBBC-1 細胞を用いて BSE プリオンの in 
vitro 感染実験を行った。細胞をシャーレに播
種し、イギリスより輸入された野外発生 BSE
感染牛脳ホモジネートに暴露した。過剰な脳
ホモジネートを洗浄後５回の継代の後、各継
代数においてプロテアーゼ K 抵抗性の異常
ウシプリオン蛋白をウエスタンブロット法
により検出した。その結果、２継代目までは
異常ウシプリオン蛋白が検出され、エンドサ
イトーシス等で異常型が細胞内に取り込ま
れていることが示唆されたが、５継代目では
異常型は完全に消失してしまい持続的な感
染は確認できなかった。問題点として野外発
生 BSE 感染牛脳ホモジネートでは感染因子
の劣化•減少が考えられるため、実験的に
BSE を感染させた牛の比較的新鮮な脳ホモ
ジネートでも検討したが、残念ながら現在ま
でのところ持続的な in vitro 感染系の確立に
は至らなかった。 

また in vitro 感染系の成立には細胞での正
常プリオン蛋白の高発現も重要であること
が知られている。FBBC-1 細胞の内因性の正
常ウシプリオン蛋白の発現量では不十分で
あった可能性も考えられるため、ウシプリオ
ン蛋白遺伝子をほ乳動物細胞発現ベクター
である pCEP4 に組み込んだプラスミドを作
製し、この細胞株への遺伝子導入について検
討した。その結果、リポフェクタミン法によ
り FBBC-1 細胞には遺伝子導入が可能である
ことがわかった。今後は選択薬剤を用いて安
定的に正常ウシプリオン蛋白を高発現する
FBBC-1 細胞株を樹立し in vitro 感染実験を検
討したいと考えている。 
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