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研究成果の概要（和文）：本研究は、プリオン病の原因と考えられている異常プリオンタンパク

質の高感度で簡便な新規検出法の開発を目的としている。そこで、正常プリオンタンパク質の

大腸菌での発現とアフィニティーカラムによる精製を行ない、この正常プリオンタンパク質を

もとに、プロテアーゼ分解に対して抵抗性を示すプリオンタンパク質を作製した。次に、核酸

であるアプタマーと化学発光試薬、または、高分子プローブを用いることで、膜上に吸着させ

たプリオンタンパク質の高感度かつ特異的な検出法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to develop the novel detection method 
for the abnormal prion protein, which causes the prion disease. The recombinant normal 
prion protein was expressed in E. coli, and purified with affinity chromatography. The 
denatured prion protein, which indicates resistance against protease digestion, was 
prepared by the treatment of the normal prion protein with cupric ions. In this project, 
we developed highly sensitive and specific detection methods for the prion proteins on 
a solid phase membrane using nucleic aptamer and chemiluminescent reagents. 
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１．研究開始当初の背景 
 狂牛病（牛海綿状脳症、BSE）やクロイツ
フェルト・ヤコブ病などは、総称してプリオ
ン病と呼ばれている。プリオン病は、脳細胞
に発現している正常のプリオンタンパク質
（PrPC）が、立体構造的に変化した異常なプ
リオンタンパク質（PrPSc）となり、中枢神経
系において凝集・沈着することで発症すると
考えられている。 

 プリオンタンパク質は、正常型では 4カ所
のαへリックスを形成しているが、異常型で
は、その中の 2つがβシートへと変化してい
る。この異常型プリオンタンパク質は、熱に
安定、難溶解性、プロテアーゼ分解に対して
抵抗性を示すという特徴があり、動物の体内
に摂取されると、その動物の正常型プリオン
タンパク質を異常型へと変化させる。このこ
とから、異常プリオンタンパク質は、プリオ
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ン病感染の病原体と考えられており、これま
でに、狂牛病に感染した牛由来の肉骨粉など
の飼料を通して、他の動物に感染しているこ
とが指摘されている。したがって、食肉牛な
どは、市場に流通する前に、異常プリオンタ
ンパク質の全頭検査を行なう必要があるが、
現在の検査法では莫大な経費が必要とされ
ている。 
 現在、異常プリオンタンパク質の検査には、
抗体が用いられている。この抗体は、正常お
よび異常プリオンタンパク質の両者を認識
するため、検体組織を破砕して、proteinase 
K やコラゲナーゼなどで、正常プリオンタン
パク質を完全に酵素分解しなければならず、
数時間の前処理を必要としている。また、2
次検査でも、異常型と正常型を区別できない
抗体を使用するため、電気泳動後、ウエスタ
ンブロットを行ない、酵素標識抗体で発色ま
たは発光検出することで調べられている。こ
の方法は、さらに長時間の検査時間が必要で
あり、かつ多検体を 1回で検査することが困
難な欠点を有する。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、異常プリオンタンパク質と特異
的に結合する新しいアプタマー核酸を見出
し、安価な吸着膜に吸着させた多検体中の異
常プリオンタンパク質の直接、かつ迅速な新
検査法の開発を目的としている。この研究戦
略として、研究代表者らが開発している化学
発光反応技術（Fig. 1）、および化学発光性
高分子プローブを適用する。 
 
 
 
          
 
 
Fig. 1. アプタマーを用いた異常プリオンタ
ンパク質の検出法 
 
 
３．研究の方法 
（１）組換えプリオンタンパク質の発現・精
製 
 マウスプリオンタンパク質（mPrP）をコー
ドする遺伝子を、マウス脳 cDNA ライブラリ
ーより PCRを用いてクローニングし、発現ベ
クター（pMal c2x）に組み込んだ後、大腸菌
を形質転換した。このとき、発現タンパク質
の精製を容易にするために、プリオンタンパ
ク質は、マルトース結合タンパク質（MBP）
との融合タンパク質（MBP-mPrP）として発現
するようにした。形質転換体を培養後、アミ
ロース樹脂を用いたアフィニティーカラム
クロマトグラフィーにより、MBP-mPrPを精製

した。この MBP-mPrP を Factor Xa で酵素分
解した後、酵素反応液を遠心分離することで
MBP を除去し、正常プリオンタンパク質
(mPrPC)を精製した。 
 
（２）プロテアーゼ抵抗性プリオンタンパク
質の調製 
 精製した mPrPCを CuCl2水溶液に懸濁させ、
4˚C で冷蔵することで、プロテアーゼ抵抗性
のプリオンタンパク質（mPrPRes）を作製した。
mPrPResの確認は、proteinase Kで分解した後、
SDS-PAGE におけるバンドの有無により行な
った。 
 
（３）DNA アプタマーまたは高分子プローブ
を用いた固相膜上のプリオンタンパク質の
網羅的発光検出 
 膜に mPrP を含む様々なタンパク質を吸着
後、mPrPCを認識する DNAアプタマーを含む溶
液に浸すことで結合反応を行なった。タンパ
ク質と結合したアプタマーの検出は、研究代
表者らが開発した化学発光試薬（TMPG）を用
いて発光検出した。 
 また同様に、膜上の mPrP に、抗 mPrP抗体
である一次抗体およびビオチン化二次抗体
を順次結合させ、化学発光性高分子プローブ
を、ストレプトアビジンを介して連鎖的に結
合させて、mPrP の高感度検出を試みた。 
 
 
４．研究成果 
（１）組換えプリオンタンパク質の発現・精
製とプロテアーゼ抵抗性プリオンタンパク
質の調製 
 本研究を遂行するにあたり、大量のプリオ
ンタンパク質が必要となることから、大腸菌
発現系を用いて、mPrPの大量調製を行なった。
その結果、1 回のアフィニティーカラムクロ
マトグラフィーと Factor Xa による酵素分解、
遠心分離に基づく簡易な操作で mg 単位の精
製 mPrPCを得ることができた。 
            1   2   3   4   5   6  7 
mPrPRes 
 
Fig. 2. 銅イオンを用いた mPrPResの作製 
mPrPCを 1. H2O、2. H2O、3. CuCl2、4. MgCl2、
5. MnCl2、6. ZnSO4、7. FeCl2 と混合後、
proteinase K で分解し、SDS-PAGE を行なっ
た。1 は proteinase K 未処理、2〜7 は
proteinase K分解を行なった。金属イオンは
0.3 mMとした。 
 
 この mPrPCを CuCl2水溶液中、4˚Cで冷蔵し
たところ、proteinase K分解に対して抵抗性
を示す mPrPResが作製できた。他の重金属を用
いた場合では、同様の現象は観察されなかっ
たことから（Fig. 2）、銅イオンが mPrPの立



 

 

体構造の変化を引き起こし、その結果、mPrP
がプロテアーゼに対して抵抗性を持つよう
になったと考えられる。 
 
（２）固相膜上のプリオンタンパク質の網羅
的検出法の開発 
①DNA アプタマーを用いた検出法：mPrPC

を含む様々なタンパク質を膜に吸着し、mPrPC

を認識する DNA アプタマーを用いて、mPrPC

の特異的な検出法を開発した。このとき、ア
プタマーの検出には、研究代表者らが開発し
た化学発光試薬（TMPG）を用いた。TMPG は、
室温で短時間（2 分以内）に核酸中のグアニ
ンと反応し、化学発光する試薬であり、核酸
であるアプタマーの検出には最適であった。
また、TMPG化学発光反応において、5’末端を
fluoresceinisothiocyanate（FITC）標識し
た DNAを用いた場合、非標識 DNAと比較して、
約 5-10 倍の化学発光強度の増強を見出した
ことから、FITC標識アプタマーを用いた検出
法の開発を行なった。その結果、Fig. 3 に示
すように mPrPC のみを特異的に検出すること
ができた。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. アプタマーと TMPG を用いた mPrP の
特異的な検出 
①H2O、②Guanidine-HCl、③mPrPC、④MBP、
⑤BSA、⑥Casein、⑦Catalase、⑧Hemoglobin 
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Fig. 4. mPrPCアプタマーを用いた mPrPCの化
学発光検出画像（A）と検量線（B） 
 
 次に、mPrPCと mPrPResを膜に吸着後、同様
に mPrPCを認識する DNAアプタマーと TMPGを
用いて、化学発光検出を行なった。その結果、

Fig. 4Aに示すように、mPrPCのみを検出する
ことができた。この結果は、アプタマーを用
いることで、立体構造の異なる PrP を特異的
に検出できることを示唆するものである。今
回開発した測定法における PrPの検出限界は、
約 125 ng (5 pmol)/spotであった（Fig. 4B）。 
 
②発光性高分子プローブを用いた検出法： 

研究代表者は、デキストランや長鎖 DNAなど
の高分子をもとに、タンパク質や遺伝子解析
用のプローブを開発している。そこで、デキ
ストランに複数の horse radish peroxidase
（HRP）とビオチンを結合させた発光性高分
子プローブ（HRP 標識ビオチン化デキストラ
ン）を新たに合成し、mPrPの検出へと応用し
た。この HRP 標識ビオチン化デキストランプ
ローブは、ビオチンとストレプトアビジンの
親和性を利用して、プローブが連鎖的に標的
分子へと結合し、シグナルが増強されるもの
である（Fig. 5A）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. 発光性高分子プローブを用いた mPrP
検出 
（A）検出法の原理図：a = プローブ複合体、
b = ビオチン化二次抗体、c, d = 一次抗体, 
e, f = 標的タンパク質。（B）mPrP の化学発
光検出画像：g = 100 fmol, h = 200 fmol, i 
= 400 fmol（/spot）。 
 
 一次抗体として抗 mPrP IgG 抗体、二次抗
体としてビオチン化抗 IgG抗体を用い、使用
する試薬の種類や濃度、洗浄条件などを検討
した結果、約 2.5 ng（100 fmol）/spotの mPrP
を検出することができた（Fig. 5B）。この HRP
標識ビオチン化デキストランプローブは、ビ
オチン化抗体だけでなく、他のビオチン化分
子の検出にも応用できるため、このプローブ
とビオチン化したアプタマーを組み合わせ
ることで、異常プリオンタンパク質の特異的
かつ超高感度な検出が可能であると考えら
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れる。 
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