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研究成果の概要（和文）： 
今回の研究で我々は正常プリオン蛋白質(Prion protein:PrP)は Ca2+動員性の受容体：グル

タミン酸受容体 I 型(mGluR1)と結合し神経細胞内 Ca2+濃度を調節していることを確認した。

これは PrP は mGluR1 受容体と相互作用することで細胞内 Ca2+を調節しており、その調節機

構が破綻することで神経細胞の変性死が引き起こされること示唆している。今回はマウスを使

った実験の結果は間に合わなかったがプリオン蛋白(PrP)遺伝子ノックアウト(Ngsk Prnp-/-)
マウスでのプルキンエ細胞死やプリオン病での神経変性はこの機構によるものである可能性も

ある。また cDNA ライブラリを用いた expression cloning 法により新たに plasmalemma 
vesicle associated protein (Plvap/PV-1)を結合蛋白質候補としてクローニングすることができ

た。またプリオン蛋白質のホモログである Dpl は培養細胞にてプリオン感染にはほとんど影響

しないこと、Shadoo は感染細胞において異常型プリオン蛋白質の蓄積を促進するかもしれな

いことが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, We proved that the Prion protein(PrP) bind to the glutaminic acid 
receptor type I (mGluR1) which regulated the Ca2+ in nerve cells. So the function of 
PrP is to regulate the Ca2+ in the cell by interacting with mGluR1 receptor, and this 
suggests that neuronal degeneration is caused by the adjustment this mechanism's 
failure. The Purkinje cell death in the PrP knockout mouse (Ngsk Prnp-/-) and the 
neurodegeneration of prion disease might be caused by this mechanism. In addition, 
We cloned a new PrP intracting gene : plasmalemma vesicle associated protein 
(Plvap/PV-1) by expression cloning method using the cDNA library from mouse brain. 
Additionally we proved that Dpl which is homolog of PrP isn't influenced prion 
infection, and Shadoo which is another homolog of PrP may promote accumulation of 
PrPSc(abnormal type of Prion protein) in culture cell systems. 
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１．研究開始当初の背景 
正常型プリオン蛋白質(PrP)の生理的機能は
未だ明確ではない。この PrP の機能を調べる
ために申請者らが作製した PrP ノックアウ
ト(KO)マウスでは小脳プルキンエ細胞変性
死を起こした。ところがこれは PrP が発現し
ない上に Doppel(Dpl)という別の蛋白質が異
所性に発現するために起こることが後にわ
かった。Dpl は PrP と非常に立体構造が似て
おり大きな違いは Dpl の N 末は短く、PrP
には存在する Octapeptiderepeats(OR)や
Central hydrophobic region(CR)がないこと
である。そのためこの Dpl に PrP の N 末を
つなげたの N 末をつなげた PrP-Dpl fusion
を発現したトランスジェニック(Tg)マウスを
作製したところ Dpl による変性作用が抑え
られることがわかった。また逆に PrP の N
末がないもの(PrPΔ32-121)や、CR 領域のみ
を削ったもの(PrPΔCR)もプルキンエ細胞の
変性作用を持つことも知られている。これら
のことはPrPのCR領域が神経保護的な作用
に重要であることを意味している。この現象
の分子機構は PrP や Dpl、そのミュータント
蛋白が膜貫通型の未知の蛋白質(Tr)に C 末と
CR 領域の 2 カ所で結合し、そのシグナル伝
達を修飾して起こると考えられている
(Fig.2)が、現在のところこの Tr は未同定で
あり、機能発現の分子機構は未解明である。
そこで申請者らはまず、一連の細胞変性／保
護作用が培養細胞で再現できるかどうかを
試みた。マウスの神経芽細胞種の Neuro-2a
でDplを過剰発現させると同時にRNAi法に
より PrP を抑えると細胞死が有意に起こる
ことを見いだした。またアフリカツメガエル
卵母細胞(Xenopus oocyte) 発現系を用いた
実験で Dpl 過剰発現卵は、細胞内カルシウム
イ オ ン (Ca2+) 動 員 系 シ グ ナ ル で あ る
Muscarinic M1R 刺激による細胞内カルシウ
ムイオン濃度([Ca2+]i)上昇を、繰り返しアセ
チルコリン投与においても脱感作現象
（desensitization）を起こすことなく上昇さ
せた。これは通常、過剰の[Ca2+]i 上昇に対
して起こる細胞防衛反応である脱感作を抑
制する、つまり細胞内 Ca2+オーバーロード
を起こしているものと考えられている（申請
者らは前記 Neuro-2a の系でも Ca2+シグナ
ル系の異常を観察した）。細胞内 Ca2+オーバ
ーロードは細胞死のメカニズムで最もよく
知られている現象であるが、PrP 関連のプル
キンエ細胞死の分子機構として詳細に研究
した報告は少ない。また近年、PrP の新たな
ホモログとして Shadoo という分子が見つか

った。この Shadoo も PrP の CR 領域のよう
な hydrophobic region を持つ GPI アンカー
型の蛋白であるが、これは培養細胞において
Dpl が起こす神経毒性作用を抑えるのみなら
ず、プリオン感染マウス脳においてその発現
が有意に減少しているとの報告があり、神経
保護的に働いているのではないかと考えら
れる。そのためこれらの研究がプリオン感染
の病態解明にもつながるものと期待してい
る。 
 
２．研究の目的 
この研究の最大の目的は正常型プリオン

蛋白質(Prion Protein/PrP)とそのホモログ、
及びそれらのミュータント蛋白質が引き起
こす神経変性／保護作用の分子機構解明で
あり、申請者らはその結果をもってプリオ
ン病の病態解明や治療へと応用していきた
いと考えている。 

 
３．研究の方法 
(1)Ex vivo（培養細胞）モデル系の構築 
Dpl の過剰発現マウスにおけるプルキンエ細
胞死を培養細胞(Ex vivo)で効率よく再現で
きるようにする。現在の所、神経系の細胞で
ある Neuro-2a 細胞において endogenus な
PrP の発現を RNAi で抑制すると同時に Dpl
を過剰発現すると細胞死を起こすことがわ
かっているので、これらの導入効率を上げ細
胞死の効率を良くする。また神経系ではない
が現在 PrP ノックアウトマウスから樹立し
た骨髄間質細胞(MSC)があり、これは神経系
に分化できることが知られている。そのため
この PrP ノックアウト MSC に Dplを過剰発
現させて細胞死が起こるかどうか、また神経
系への分化させた後はどうかなどを確認す
る。 
 
(2)PrP・Dpl・Shadoo の分子機構解明 
Xenopasの卵にDplを導入するとアセチルコ
リンの複数回刺激に対して脱感作を示す。こ
の現象が PrP、Shadoo を導入したときはど
うか、またそれらの組み合わせでどう変わる
か等を検討する。また(1)で樹立した細胞にお
いて PrP や Dpl、Shadoo の発現量を変える
ことによって細胞死を起こす細胞の数の変
化を調べる。またそれぞれの細胞の PKC 活
性を測定したり G-CAMP を導入することで
脱感作に関連した Ca シグナリングの動きを
観察する。また阻害剤や各種抗体などを使用
し細胞死へのシグナル経路を明らかにする。 
 



(3)Tr の同定 
現在までに報告されている PrP の結合分子
ではこれらの現象を説明できないので、新た
に PrP またはそのホモログに細胞膜上で結
合する分子を同定する。方法としてはマウス
の脳や Neuro-2a 細胞から cDNA ライブラリ
を作製し、これをレトロウイルスを用いて、
浮遊系の細胞に感染させ発現させる。次に
PrPまたはそのホモログのリコンビナント蛋
白質を作製し、培養ディッシュにコートする。
そこで先ほどライブラリを感染させた浮遊
系の細胞を育てると、コートしたリコンビナ
ント蛋白に結合する cDNA ライブラリが導
入された細胞はディッシュに張り付くので
そこから cDNA を回収する、という方法をと
る。 
 
(4)KO、Tg マウスを用いた分子機構の確認 
主に申請者らが作製した PrP ノックアウト
マウスと生後 90 日ほどでプルキンエ細胞死
を起こす Dpl 過剰発現 Tg マウスを用いる。
(2)で解析した経路を抑える薬剤や抗体、もし
くは経路分子のノックアウトマウスや Tg マ
ウス等と掛け合わせることによりプルキン
エ細胞死が抑えられるか、促進されるかを観
察する。Ca2+の濃度によるものかどうかを検
討するために Ca2+ dependent kinase(PKC)
の活性を測定するなどを行う。 
 
(5)プリオン病の病態解明への応用 
プリオン持続感染細胞を用いて行う。(2)で解
析した経路がどうなっているか、その経路を
活性化した場合・不活化した場合にプリオン
の感染量（異常型プリオン蛋白の産生量）は
どう変化するかを Shadoo の発現量とからめ
て検討する。加えて Neuro-2a 等にあらたに
プリオンを感染した場合にそれらの経路の
シグナルがどのように変化するかを追うこ
とで、解析結果がプリオン病と関連している
かどうかを調べる。 
 
 
４．研究成果 
我々は、PrP は Ca2+動員性の受容体と相互作
用することで細胞内 Ca2+を調節しており、そ
の調節機構が破綻することで神経細胞の変
性死が引き起こされることを考え、プルキン
エ細胞に多く発現している Ca2+動員性受容
体である代謝型グルタミン酸受容体 I 型
(mGluR1)と PrP 関連蛋白質との結合を、マウ
スの培養神経細胞に発現させ免疫沈降及び
蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)を用いてを
検討し、mGluR1と PrP、Dpl と mGluR1が結合
しうることが確認された。このことは PrP お
よび Dpl が mGluR1 を介して神経細胞内 Ca2+
濃度を調節していることを示唆している。こ
れは Xenopus oocyte に PrP や Dpl と mGluR1

を強制発現させてグルタミンによる刺激を 
繰り返したところ、PrP でも Dpl でも脱感作
の抑制が観察できた(Fig.1)。PrP や Dpl、
Shadoo がそれぞれ相互作用をしているかど
うか調べるために、3 者を N2a に強制発現さ
せて免疫沈降法にて確認したがそれぞれに
相互作用はみられなかった。また PrPとの細
胞膜上での他の結合蛋白質を cDNA ライブラ
リを用いた expression cloning 法によりス
クリーニングを行った。その結果、新たに
plasmalemma vesicle associated protein 
(Plvap/PV-1)を結合蛋白質候補としてクロ
ーニングすることができた。その後、PV-1と
Shadooに対する抗体の作成に入った。大腸菌
を用いてリコンビナント蛋白質を作成しよ
うとしたがそれほど多く発現しなかったた
め、Shadooの方は業者に抗体を作成してもら
った。PV-1と PrPの相互作用については PV-1
の抗体がないため今のところ確認はできて
いない。Shadooの抗体は非常にいい出来であ
ったのでそれを用いて検討したところ、プリ
オン持続感染 N2a培養細胞(22L)で Shadooが
発現しているかどうかを確認したところ、発
現はほとんど見られなかった(Dpl はほとん
ど発現していないことを以前に確認してい
る）。そのため、22L 感染細胞に Dpl と Shadoo
を強制発現させて、異常型プリオン蛋白質
(PrPSc)の量を比較したところ、Dpl を発現さ
せた場合は発現させてない場合と変わりは
なかったが、Shadoo を発現させたところ
PrPSc の量は増加傾向にあった。よって
Shadoo は神経細胞においてプリオン病の進
展を促進させている可能性がある。マウス個
体での結果は既に報告されているが、プリオ
ン感染マウスの脳では非感染のマウスに比



べて Shadoo の発現は低くなっていた。これ
は Shadoo 発現細胞において PrPSc の蓄積が
促進されたため神経変性死が起きた、と考え
ればつじつまがあう。今後はプリオン感染細
胞と Shadoo の発現量の局在を病理的に検討
したいと思うが、プリオン感染細胞を感度よ
く特異的に検出する手段がまだないために
難しいかもしれない。話を戻して Ca2+と神経
変性についての in vivoの検討であるが Ngsk 
PrPノックアウトマウスにおいて Ca2+の濃度
がプルキンエ細胞死と関連があるかを調べ
るために Dpl の過剰発現である Ngsk ノック
アウトマウスと Dpl過剰発現のない PrPノッ
クアウトマウス(Zrch Prnp-/-)の大脳と小脳
の PKAと PKCを測定したが差が見られなかっ
た(Fig.2)。これは脳には多彩な細胞 

 
が存在するため影響が見えにくいのかと考
えこれらのマウスの脳からプルキンエ細胞
のみを培養しようと試みたが、ノックアウト
マウスの脳からの培養は成功しなかったた
め検討できなかった。これらの結果より正常
型プリオン蛋白質は Ca2+代謝になんらかの
影響をしており、それはプリオン病の病態に
も影響している可能性がある。また PrP のホ
モログも Ca2+の代謝に影響している可能性
があるが、Dpl は脳に発現していないためか
プリオン病の病態にはそれほど関係してい
ない代わりに Shadoo の方はプリオン病の病
態にかかわっている可能性があることが示
唆された。 
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