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研究成果の概要（和文）：本研究では、１）ヒトプリオンの培養細胞への感染様式と持続感染機構の解明、２）
昆虫細胞由来組換えプリオンタンパクを用いたプリオン自発生成系の開発を目的とした。１）では複数の培養細
胞の増殖特性その他の解析を行った後、持続的にヒトプリオンに感染するかについて検証した。その結果、数回
の継代まではプリオンシード活性が検出されたが、その後、徐々に消失することが判明した。２）では45 ℃の
反応により複数の亜型プリオンが自発生成したが、反応を継続すると亜型の特徴は消失し、単一のものに収束し
た。本研究によりヒトプリオンの培養細胞における消失過程と複数のプリオン亜型の自発生成機構とその競合過
程が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The objectives of this study were (1) to elucidate the mode of infection of 
cultured cells with human prion and the mechanism of persistent infection, and (2) to develop a 
system for spontaneous prion generation using recombinant prion protein derived from insect cells. 
After analyzing the growth characteristics and other properties of cultured cells that were used in 
this study, we verified whether the cells could be infected with human prion persistently. In (2), 
multiple prion variants were spontaneously generated by the reaction at 45 degrees Celsius, but the 
variants lost their characteristics and converged to a single one after the reaction repeated. This 
study clarified the disappearance process of human prion in cultured cells and the mechanism of 
spontaneous generation of multiple prion variants and their competing processes.

研究分野：微生物学

キーワード： プリオン病　RT-QuIC法　PMCA法　孤発性クロイツフェルトヤコブ病　異常型PrP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
プリオン病は致死性の神経変性疾患で病理像の異なる複数の変異株が存在する。現時点ではプリオン病に対する
有効な予防・治療法は存在せず、その開発が切実に求められている。孤発性や遺伝性プリオン病では生体内で自
発的に異常型プリオンタンパクが生じ、生体内で増幅するが、その分子機構の詳細は不明である。本研究によ
り、ヒトプリオンの培養細胞への持続感染成立の条件と自発生成機構の解明につながる研究成果を得ることがで
き、現在それらの知見を活かした予防・治療法の開発を目指し、研究活動を継続している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

プリオン病は伝達性の神経変性疾患であり、ヒトのクロイツフェルトヤコブ病（CJD）、羊の

スクレイピー、牛の牛海綿状脳症、鹿類の慢性消耗病などが代表的な疾患である。病原体プリオ

ンは、病原体特異的な核酸は存在せず、単一のタンパク質であるプリオンタンパク（Prion Protein; 

PrP）の異常凝集体（Scrapie form of PrP; PrPSc）より構成されると考えられているが、いまだ多く

の解明されていない謎が残されている。プリオン病の分類としては、プリオン感染組織等の暴露

による獲得性プリオン病、孤発性プリオン病、PrP 遺伝子の変異による遺伝性プリオン病がある。

遺伝性を含め、ヒトプリオン病に対する有効な予防・治療法は存在せず、その開発が切実に求め

られている。 

プリオンには、宿主の遺伝的背景が同じでもウイルスのような病型の異なる亜型(プリオン株)

が存在する。またそのプリオン株は宿主の種が異なると特性がしばしば変化することも知られ

ている。現在、プリオン病の予防・治療薬のスクリーニングにはマウスプリオン株感染培養細胞

が用いられており、そこで見出された一部の化合物がヒトプリオン病にも効果があることが期

待されたが、これまでに臨床的に有効性が示されたものはない。さらにマウスプリオン株と CJD

をはじめとするヒトプリオン株とは候補化合物に対する反応性が大きく異なることも報告され

ており、ヒトプリオン病の病態解明と予防・治療法の開発のためにはヒトプリオン感染培養細胞

を用いた薬剤スクリーニングが必要であると考えられる。 

孤発性や遺伝性プリオン病では、生体内で自発的に PrPScが生成し、神経系で増幅して発病

に至ると考えられるが、その自発生成と増幅に関する分子機構は不明な点が多い。以上が研

究開始当初の背景である。 

 

２．研究の目的 

これまで PrPScの産生抑制や分解促進をターゲットとしたプリオン病治療薬のスクリーニング

には、プリオン培養細胞に候補化合物を添加し、ウェスタンブロッティング法（WB法）により

PrPSc量の減少を調べる方法が用いられてきた。一方、我々は以前、WB による PrPScの検出に比

べて 1,000 倍以上高い感度で測定することが可能な試験管内 PrPSc 増幅法として、real-time 

quaking-induced conversion (RT-QuIC) 法を開発した（文献①）。本研究では、（１）RT-QuIC法を

用いて、これまで見逃されていた可能性のあるヒトプリオン感染培養細胞を検出できる可能性

を探索し、ヒトプリオンの細胞への感染様式とその増幅機構の解明、（２）バキュロウイルス-

昆虫細胞発現系からの組換えプリオンタンパク質（Bac-rPrP）と昆虫細胞由来の補助因子を用い

たプリオン自発生成機構の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒトプリオンの細胞への感染様式とその増幅機構 

 ヒト配列の正常型 PrP（PrPC）を発現する培養細胞として３種類のグリオーマ細胞株と１種類

のニューロブラストーマ細胞株を入手した。最初にその増殖特性と PrP の多型(コドン 129 がメ

チオニンかバリンかでヒトプリオンに対する感受性が異なることが知られている)について調べ

た。その後、孤発性プリオン病患者由来の脳乳剤を暴露し、細胞への感染を試みた。感染成立に

ついて WB法による PrPScの検出と RT-QuIC法によるプリオンシード活性を測定した。 

RT-QuICの基質は、ヒト配列 PrPの 23〜231残基に相当する大腸菌由来組換え PrP（Ec-rHuPrP）

を発現し、可溶性形態にリフォールドし、FPLC を用いて精製した。反応混合物は、96ウェルプ

レートで最終容量が 100 μLになるように調製した。反応緩衝液成分の最終濃度は、500 mM NaCl、



25 mM PIPES pH 7.0、1 mM EDTA、10 μM Thioflavin T および 100 μg/mL Ec-rHuPrP であった（各

ロットに最適な Ec-rHuPrP の濃度を決定した）。反応のシードまたはコントロールとして、希釈

した脳乳剤または 1×PBSを添加した。96 ウェルプレートをシーリングテープで覆い、プレート

リーダー（FLUOstar Omega, BMG Labtech）で 37℃、間欠的に振盪しながらインキュベートした。

励起波長 440 nm、測定波長 485 nmで 20 分ごとにプレート底部の蛍光強度を読み取り、アミロ

イド形成のキネティクスをモニターした。50％播種量（SD50）は、Spearman-Kärber 法により算

出した。 

（２）Bac-rPrP と昆虫細胞由来の補助因子を用いたプリオン自発生成機構 

 バキュロウイルス-昆虫細胞発現系由来の組換え PrP（rPrP）（Bac-rPrP）を基質として、PrPScの

自発生成の分子機構を調べた。大腸菌由来の rPrP（Ec-rPrP）とは異なり、Bac-rPrP は、生体内に

発現する PrPCと同様、N-グリコシル化およびグリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）ア

ンカー修飾を有していることが第一の利点である。さらに、脳由来 PrPC よりも調製が容易であ

ることも別の利点として挙げられる。さらに、Bac-rPrP はプリオンシーディング反応において、

株特異性を保ったまま増殖させることができる（文献②）。ここでは、昆虫細胞由来の補因子存

在下での間欠的超音波照射反応（insect cell protein misfolding amplification、iPMCA 法）において、

Bac-rPrPSc が自発的に生成されるか、また、この自発的 Bac-rPrPSc が野生型マウスに伝染するか

どうか等について検討した。 

iPMCA法 は、超音波発生装置 (ELESTEIN 070-GOT, エレコン) を用いて行った。増幅は、32

サイクルの超音波照射（3秒間のパルス発振を 0.1秒間隔で 5 回繰り返す）後、37℃または 45℃

で穏やかに攪拌しながら 30 分間保温することにより実施した。反応混合物は、固定化金属アフ

ィニティークロマトグラフィー（IMAC）精製 Bac-rPrP(マウス配列)に、プロテイナーゼ K（PK）

および熱処理した昆虫細胞（HighFive 細胞）溶解物等を加えて調整した。超音波反応を促進する

ため、各チューブに直径 1 mmのジルコニアビーズを入れた。一次増幅後に得られた増幅産物を

新しい iPMCA反応混合物で 1:10 に希釈し、二次増幅を行った。この作業を必要なときに繰り返

した。また、一部の実験で、iPMCAにおける Bac-rPrPScの生成に必要な補酵素を調べるため、ホ

スファチジルエタノールアミン（PE）またはポリ A（PA）単独の存在下および補酵素の非存在

下で iPMCAを実施した。 

iPMCA反応生成物を 50 µg/mL proteinase K (PK)で 37℃、1 時間消化した。等量の 2×SDS サン

プルバッファーをサンプルに加え、5 分間煮沸した。サンプルを従来の 12% Tris-glycine ゲルま

たは NuPAGE 12% Bis-Tris ゲルで SDS-PAGE により分離し、PVDF メンブレンに転写した。PrP

の検出には、、HRP 結合抗 PrP モノクローナル抗体 T2（T2-HRP）を使用し、化学発光システム

により画像化した。 

 

４．研究成果 

（１）ヒトグリオーマ細胞とニューロブラストーマの特性解析 

 ３種類のヒトグリオーマ細胞と１種類のニューロブラストーマ細胞を JCRB 細胞バンクより

入手して、PrP 遺伝子解析他を行った。その結果、いずれもコドン 129 はいずれもメチオニン

(129M/M)であったが、1種類のグリオーマ細胞(Cell-C)はコドン 219が 219E/Kであった（それ以

外は 219E/E）。次に PrPCの発現レベルについて WB 法で測定したところ、３種類のグリオーマ

細胞はいずれも高いことが判明した。ニューロブラストーマ(Cell-D)の発現レベルはグリオーマ

細胞より低く、HEK293T 細胞と同レベルであった。細胞の増殖性も加味し、以降の実験には主

にグリオーマ細胞である Cell-B を用いることにした。 

 



（２）ヒト配列 PrPC発現培養細胞へのヒトプリオン感染実験 

 孤発性 CJD 患者(129 M/M、タイプ１)由来脳乳剤を上記培養細胞（Cell-B）へ曝露し、ヒトプ

リオンが感染するかどうか検証した。WB法では、PrPScの検出は感染後 17日、61 日いずれも検

出レベル以下であった。 

 曝露後、クローン化した細胞をさらに 2 継代後（P2）、3継代後（P3）、4継代後（P4）に細胞

を採取し、RT-QuIC 法によるプリオンシード活性を測定した。その結果、P2 までは比較的高レ

ベルのシード活性が測定されたものの、P4 では検出レベル以下となることが判明した（図１）。

すなわち、一端は感染するものの、継代により細胞の増殖とそれに伴う PrPSc の分解

の促進等により、プリオンの減少速度が、細胞内での増加速度を上回るため、シード

活性が次第に検出さ

れなくなると考察さ

れた。現在、P1時点で

増殖を止めるような

薬剤（マイトマイシン

Cなど）処理により、

長期間シード活性が

保持できるかどうか、

また抗プリオン作用

のある化合物添加によって PrPScやプリオンシード活性の減少を観察できるかどうかについて検

討を行っている。 

 

（３）反応温度を 45℃に上げることによる Bac-rPrPScの自発的な生成 

まず、脳由来の PrPSc(シード)を添加せずに、断続的に超音波処理を行うことにより、Bac-rPrP

が昆虫細胞由来の補酵素の存在下でプロテイナーゼ K（PK）耐性を有する異常型（Bac-rPrPSc）

に変換されるか否かを検討した。予想に反して、37 ℃で 8〜30 回反応を繰り返しても Bac-rPrPSc

図１ 

図２ 



の形成は認められなかった（図２A）。そこで、反応温度を 45 ℃に上げることで、Bac-rPrPScの

形成確率が上がるかどうかを調べた。その結果、45 ℃で 2〜15 回反応させたところ、すべての

ケースで Bac-rPrPScが生成した（図２A、B）。これに対し、マウス脳ホモジネートを用いて 37℃

または 45℃でシードなし従来の PMCA を 20 ラウンドまで行ったが、PrPScは自然発生しなかっ

た（図２A）。 

 

（４）5種類の自発生成 Bac-rPrPSc変異体の野生型マウスへの伝播性と生化学的特性 

次に、作製した Bac-rPrPScが野生型（C57BL/6J）マウスに伝達されるかどうかを調べた。マウ

スへの接種に用いた別々に調整した 5つの Bac-rPrPScは、B1、B2、A1、C1、C3 と命名した。B2、

A1、C3 を接種したマウスには神経症状や脳内 PrPScの蓄積は見られなかったが、B1を反応 3ラ

ウンド目（B1/R3）、C1/R3、C1/R10、C1/R20 後に接種したマウスには症状の発生、PrPScの蓄積、

あるいはその両方を示すものがあった。しかし、40 回反応させた変異体を接種した後では、C1

を接種したマウスでも、症状を発症したり、PrPSc の蓄積を示したりするものはなかった。注目

すべきは、同じ超音波照射設定と補酵素を含む同じ実験条件下で、PKに対する耐性と増幅時の

補酵素依存性が異なる様々な Bac-rPrPSc変異体が生成されたことである。しかし、それらの特性

も 40 回反応後には消失し、単一なタイプに収束した。これらの結果は、マウスへの伝達性や構

造的性質の異なる様々な Bac-rPrPSc変異体が生成され、それらが互いに競合し、次第に増幅速度

がやや速い変異体に収束していくことを示唆している。 

 

（５）Bac-rPrPScの初回接種後にｃ陽性となったマウスの 2回目、3回目の継代接種実験 

Bac-rPrPSc を接種した PrPSc 陽性マウスのタンパク質にプリオン適応反応が起こるかどうかを

調べるために、2 回目および 3 回目の継代接種実験を行った。マウスに B1/R3 を接種した場合

（接種後 454日）、生存期間は 2継代の平均 189日から 3 継代では 157日に短縮された。しかし、

マウスに C1/R3（接種後 515 日）を接種した場合、生存期間は 2回目、3 回目とも約 150 日であ

った。この生存期間は、対照として用いた ME7 を接種したマウスと同様であった。これらの結

果は、B1/R3 については、第 2 継代から第 3 継代にかけてさらなるプリオン適応が起こったが、

C1/R3 については、第 2 継代で既に適応が完了したことを示唆している。 
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