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研究成果の概要：遠心カラムを利用した簡便なゲル濾過法により、異常プリオン蛋白オリゴマ

ーと正常型モノマーを分離する方法を開発した。ヒトのプリオン病であるクロイツフェルト・

ヤコブ病の剖検脳標本と、モデルマウスを用いた経時的解析で、オリゴマーの増加が病理変化

の強さや病期の進行と相関することが示された。異常オリゴマーは従来のプロテアーゼ抵抗性

という指標に対して中間的な性質を示した。この検査法は病態解明のための新たな解析方法と

して有用である。 
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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（以下、ヤコ
ブ病）に代表されるプリオン病は、正常型か
ら構造変換した異常なプリオン蛋白が脳内
に沈着し、急速に認知症が進行する致死性の
神経変性疾患の総称である。異常型プリオン
蛋白は正常型に比べて、① 界面活性剤に難
溶性である ② プロテアーゼに部分的に抵
抗性である ③ βシートの割合が高く凝集
体を形成しやすい、という特徴がある。従来
のプリオン病の確定診断には、proteinase K 
(PK)処理後に未分解なプリオン蛋白フラグ
メント(PrPres)を ELISA 法やウェスタン・ブロ

ット法で検出する方法が用いられ、異常型プ
リオン蛋白の ② プロテアーゼ抵抗性、とい
う性質を指標とした診断法といえる。 
 しかし近年、プロテアーゼ感受性のプリオ
ン蛋白の中にも、正常型とは性質の異なる異
常プリオン蛋白が含まれることがわかり、プ
ロテアーゼ抵抗性異常プリオン蛋白
PK-resistant PrPSc (rPrPSc)=PrPresに対して、
sensitive PrPSc (sPrPSc)といわれる。また、
プリオン病の発症、感染性には高度な凝集体
よりも異常プリオン蛋白オリゴマーの関与
のほうが強いことが示唆されており、従来か
ら示されてきた、アルツハイマー病における
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βアミロイド蛋白オリゴマーの病態への強
い関与とも共通する過程が考えられる。プリ
オン蛋白オリゴマーがモノマーと凝集体の
中間的な状態であるとすればsPrPScに相当す
る可能性もあり、以上のことからプロテアー
ゼ抵抗性以外の指標を用いた異常プリオン
蛋白の検出方法を開発する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、プロテアーゼ抵抗性プリ
オン蛋白を検出する従来の検査法とは全く
異なる指標から、異常プリオン蛋白オリゴマ
ーを検出する簡便な検査法を開発すること
にある。 
(1) 市販の遠心ゲル濾過カラムキットを用い
た、蛋白のサイズ別分画 
 分子サイズによるプリオン蛋白の分画は、
ゲル濾過法を含め先行研究ですでに試みら
れているが、本研究で開発を目指す手法は遠
心カラムのキットを用いるという点で汎用
性があり簡便である。また、カラムをスタン
ドに立てて行う実験よりチューブの中で閉
鎖系にて操作できるという点で安全である。
本手法は、上記の通りプロテアーゼ処理を行
わずにヤコブ病と非ヤコブ病を区別するこ
とから、sPrPSc を検出できる可能性があり、
これまでよりも広い範囲でヤコブ病診断に
応用できる可能性がある。 
 サンプル調製のバッファーの条件（界面活
性剤の種類と濃度など）や蛋白濃度などによ
り、プリオン蛋白の重合の程度がかなり異な
ってくることが考えられる。また、遠心カラ
ムの担体の孔径や遠心条件によっても分画
結果が大きく異なると考えられるため、まず
プリオン蛋白オリゴマーを分画するための
至適条件を決定する。 
(2) プリオン蛋白オリゴマーの病態への関与
および生化学的性質の解明 
 開発した遠心ゲル濾過法でヒト・プリオン
病の剖検脳標本におけるプリオン蛋白重合
度を解析して、病理変化の程度とオリゴマー
形成の相関を検討する。プリオン病モデルマ
ウスの時系列標本を用いて、病期ごとの分画
パターンの変化を検討する。また、病期ごと
に海綿状変化などの病理変化や PrPresの出現、
シナプス蛋白の変化などのデータとつき合
わせて、オリゴマーの増加がどの段階から病
態形成に関与しうるものか検討する。 
 さらに、得られたプリオン蛋白オリゴマー
のプロテアーゼ抵抗性やリンタングステン
酸存在下での凝集性などを検討して、いわゆ
る PrPresとの異同を明らかにする。これによ
り病態形成の本質にせまることができると
期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 至適条件の検討 

 用いるカラムは、市販の核酸精製用ゲル濾
過遠心カラムキットで、Clontech社の CHROMA 
SPIN カラムと GE Healthcare 社の MicroSpin
カラムを試みた。界面活性剤を含むバッファ
ーで脳乳剤を作成し、準備したカラムに添加
した。低速遠心と溶出バッファーの補充を繰
り返して、蛋白の分子サイズごとの分画を行
った。条件設定の検討では、遠心カラムの担
体の孔径、遠心速度と時間、ローターの種類、
脳乳剤の蛋白濃度、界面活性剤の種類と濃度
を変更して、至適条件を決定した。 
(2) ヒト・プリオン病における検討 
 当施設にて病理解剖を行った孤発性ヤコ
ブ病症例のうち、病型は同じだが罹病期間が
それぞれ異なる 6例を抽出して、遠心ゲル濾
過法にてプリオン蛋白重合度の変化を検討
した。対照としてプリオン病以外の精神神経
疾患で死亡した 3例についても解析を行った。
症例ごとに、脳重量低下との関連を検討した
ほか、海綿状変化とグリオーシスの程度を半
定量化して、プリオン蛋白オリゴマー形成と
病理変化の指標との関連を調べた。 
(3) モデルマウスにおける経時的解析 
 NZW マウスに福岡 1株を脳内接種して、1.5
ヶ月後から病末期の 4ヶ月まで半月ごとに採
取した脳標本を用いて、遠心ゲル濾過法によ
りプリオン蛋白重合度の変化を経時的に解
析し、病期の進行との相関を検討した。病期
ごとに得られた分画を、プロテアーゼ処理、
あるいはリンタングステン酸沈澱処理を行
い、従来の指標でとらえられる異常プリオン
蛋白との異同を検討した。また、プリオン蛋
白の糖鎖修飾の割合の変化を病期ごとに比
較した。 
 
４．研究成果 
(1) 至適条件 
 様々な条件で分子サイズごとの分画パタ
ーンを検討したところ、以下の条件で良好な
結果が得られた。① 遠心カラムは、CHROMA 
SPIN-200 を用いる（MicroSpin よりもベッド
容積が大きく分画の用途に耐えうる。担体の
孔径がより大きい CHROMA SPIN-400 は、遠心
操作中にゲルベッドがつぶれてしまい分離
能が低下する）。② 遠心条件は、バッファー
交換時 200 g、3 分、分画時 120 g、2 分で、
各分画で 40µl ずつ溶出バッファーを補充す
る。この遠心条件は核酸精製のための製品プ
ロトコールより低速かつ短時間である。③ 
スイングローターでもアングルローターで
も、同様の結果が得られた。④ 蛋白濃度が
低いほど分離能は高く、マウスでは 1%脳乳剤
でも十分にプリオン蛋白が検出されたが、ヒ
トのサンプルでは病理変化が高度で組織が
粗鬆化した症例も多いため、5%濃度の脳乳剤
を要した。⑤ 溶解バッファーの界面活性剤
は、マウスの標本の場合は 0.5% NP-40 と 0.5% 



デオキシコール酸を組み合わせた汎用組成
で良好な結果が得られたが、ヒトの標本では
非プリオン病症例の正常プリオン蛋白が一
部重合していた。ヒトの標本では蛋白濃度を
高めに設定していることと、死後変化の影響
も考えられたため、界面活性剤を 1% SDS に
変更して、正常プリオン蛋白をほぼモノマー
の状態に可溶化することができた。 
 以上、分画 2～4 はオリゴマー状態のプリ
オン蛋白が溶出し、モノマーの正常プリオン
蛋白は分画 7をピークとして回収される条件
を確立することができた。本法によるサイズ
分画は先行研究と比較して分解能は劣るが、
モノマーとオリゴマーのプリオン蛋白を分
離する用途には十分実用的であり、簡便かつ
短時間で、閉鎖系にて安全に操作できるメリ
ットがある。 
 
(2) 孤発性ヤコブ病におけるプリオン蛋白
オリゴマー形成 
 孤発性ヤコブ病の剖検脳標本を解析した
ところ、罹病期間が長期にわたり病理変化が
高度な症例ほど異常オリゴマーが増加して
いた（図１）。非ヤコブ病コントロール例で
は、プリオン蛋白オリゴマーはほとんど検出
されなかった。さらに、正常型モノマーは罹
病期間の短期例でもすでに減少している傾
向がみられ、これらの分子種の動的な変化が
病態に関与している可能性が高いと考えら
れた（図２）。プリオン蛋白オリゴマーの増
加は、病理変化の指標の中でも特に GFAP 陽
性アストロサイトの増生と相関していた。症
例ごとに各分画をプロテアーゼ処理したと
ころ、罹病期間の長短に関わらずプリオン蛋
白オリゴマーはいずれもプロテアーゼ抵抗
性を示した。 
 

 
図１. 孤発性ヤコブ病のプリオン蛋白分画
パターン 

プリオン蛋白は全てモノマーの状態にして
検出しているので同じサイズに見えるが、分
画 2、3 のシグナルはもともと分子サイズの
大きい異常オリゴマーが存在していたこと
を示している。短期例：罹病期間 2ヶ月、長
期例：10 ヶ月。 
 

 
図２. 症例ごとのプリオン蛋白オリゴマー
（灰色）とモノマー（白）の割合 
症例 1～6：孤発性ヤコブ病、症例 7～9：非
ヤコブ病コントロール。折れ線グラフ：脳重
量（右軸、単位グラム）。 
 
(3) モデルマウスにおける経時的変化 
 NZW/福岡１株脳内接種モデルマウスを用
いて経時的な解析を行い、プロテアーゼ抵抗
性異常プリオン蛋白の形成に先行してプロ
テアーゼ感受性の異常オリゴマーが形成さ
れていることが確認できた（図３）。異常オ
リゴマーの形成は、海綿状変化などの病理変
化の出現をより鋭敏に反映していた。同程度
の大きさのオリゴマー分子でも、病期の進行
に伴ってプロテアーゼ抵抗性やリンタング
ステン酸存在下での凝集性が高まることが
示され、異常型プリオン蛋白の性質には連続
するスペクトルがあることが示された。また、
正常モノマーのプリオン蛋白は２糖鎖型が
優位であり、プロテアーゼ抵抗性を獲得する
と３本全ての糖鎖修飾のバンドが同程度の
シグナル強度を示すが、感染早期のオリゴマ
ーでも２糖鎖型が優位を保っていた。 
 

 
図３. モデルマウスにおける異常プリオン
蛋白の経時的変化 
異常オリゴマー（白丸）は接種後 90 日で有



意に増加しているのに対して、プロテアーゼ
抵抗性異常プリオン蛋白（灰色菱形）は 105
日から遅れて増加する。 
 
(4) 成果のまとめ 
 本研究にて開発した簡便な遠心ゲル濾過
法にて、ヒトおよびマウスの脳から抽出した
プリオン蛋白の重合度を検討することが可
能になり、プロテアーゼ感受性でありながら
オリゴマー状態を示す異常プリオン蛋白が
病初期に出現して、早期の病態形成に関与し
ている可能性が示された。異常型プリオン蛋
白の性質には連続するスペクトルがあり、従
来の基準とは異なる性質を指標として幅広
く異常型プリオン蛋白を検出し、病態への関
与を検討することが必要である。 
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