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研究成果の概要（ 和文）：  

 
我々は、プリオン病の病原体の精製と感染に必須な因子を同定する事を目的に研究を行った。

単一な培養細胞系としてプリオン感染マウス神経細胞を用いて、培養上清または細胞抽出液か
ら感染価の高いプリオンの精製に成功した。 さらに最も感染価の高い精製物においてタンパ
ク質解析を行い、細胞抽出成分から 33 種類、培養上清成分から 93 種類の感染細胞で特異的に
存在するタンパク質群の同定に成功した。 
 
 
研究成果の概要（ 英文）：  
 
We can pr opose t hat  pur i f i cat i on and i dent i f i cat i on of  t he novel  f act or  r el at i ng t o pr i on 

i nf ect i on i n t hi s st udy.  To pur i f y f or  pr i on,  we had col l ect ed t he super nat ant s or  cel l  
ext r act  f r om pr i on af f ect ed mouse neur onal  cul t ur e cel l s,  and t hen,  t hey had been 
separ at ed t o r ef i ne by densi t y-gr adi ent  cent r i f ugat i on.  The col l ect ed f r act i ons had been 
anal yzed t he accumul at i on of  Pr PSc and det er mi ned i t s i nf ect i vi t y.  Mor eover ,  we had been 
successf ul  i n i dent i f i cat i on of  speci f i c pr ot ei ns r el at i ng t o pr i on i nf ect i on i ncl udi ng 
33 or  93 ki nds of  pr ot ei ns f r om t he cel l  ext r act ,  or  t he super nat ant s i n pr i on af f ect ed 
cel l s,  r espect i vel y.  
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１ ． 研究開始当初の背景 
ヒ ト のクロイツフェ ルト ･ヤコブ病 ( CJD)

や牛の海綿状脳症 ( BSE) は、 脳組織の海綿
（ スポンジ） 状変性を特徴とする中枢神経系
の疾患であり 、 別名プリ オン病とも呼ばれて
いる。  現在、 効果的な治療薬･治療法は無
く 、 畜産業においては廃棄、 ヒ ト に対しては
対処療法のみが行なわれている。  食の安全
性やヒ ト への危険性を回避するためには治
療薬の開発および感染予防措置の確立が必
要不可欠であるが、 そのほとんどは成されて
いない。  これはプリ オン病の病原体や感染
機構が、 ほと んど解っていないためである。 
この疾患を克服するためには、 病原体の感染、
増殖機構を明確にする必要がある。  
 
 
２ ． 研究の目的 

プリ オン病は致死性の中枢神経系の疾患
であり 、 現在、 効果的な治療薬･治療法は無
い。  本研究は、 感染に必須な因子を精製･
同定し 、 病原体の感染メ カニズムを解明する
事で治療薬の開発、 治療法の確立に寄与する
事を目的とした。  
 
 
３ ． 研究の方法 
( 1)  非血清培地での感染細胞の維持 

プリ オン感染に関与する因子の同定を行
う ため、 より 単一な培養細胞系を出発材料に
した。  しかし 、 プリ オン研究で常用される
マウス神経細胞は、 通常牛の血清を補栄養素
と し ており 特定の分子を同定する上で非常
に大きな障害となる。  そこで我々は、 保有
するプリ オン感染細胞を非血清培養条件に
するため、血清以外の補栄養素として、B27、
N-2 および G-5 を培養液に添加して、 細胞の
増殖およ び異常型プ リ オン タ ン パク 質
( Pr Pr es)産生への影響について解析した。  

 

 

( 2)  感染性因子の濃縮と精製 

プリ オン病の病原体は PrPr es を含む構造
物として考えられている事から、 感染性因子
はある程度大きな複合体として存在してい
る事が示唆されている。  そのため、 感染性
因子の精製は、Pr Pr es および感染価の両方を
指標に行った。  プリ オン感染細胞ならびに
非感染細胞の上清および細胞抽出液を出発
材料と し 分画操作を行った。  培養上清は、
超遠心法により 1, 000 倍濃縮した後、 細胞抽
出液と同様、 それぞれ 30-60％ Nycodenz 密
度勾配遠心法により 分離した。  遠心後、 上
部から 1 ml ずつ溶液を回収し 、Fr act i on No. 1

～10 を得た。  各 Fr act i on における Pr Pr es
の存在をウエスタンブロッ ト 法 ( WB)で確認
すると共に、 感染価を測定した。  

 
 

( 3)  感染に関与する因子の同定 

最も感染価の高い精製 Fr act i on は、
Tr ypsi n で消化後、 LC-MS解析によって、 存
在するタンパク質群を網羅的に同定した。  
さらに、 差異解析として感染細胞のタンパク
質群のデータから非感染細胞から得られた
同様のデータを引く ことで、 感染細胞に特異
的に存在するタンパク質を同定した。  

 
 
４ ． 研究成果 
( 1)  非血清培地での感染細胞の維持 
非血清培養液として、 B27、 N-2 および G-5

を培養液に添加して細胞培養を行った。  細
胞の増殖性を比較すると 、 B27 を添加した培
養液でのみ細胞の増殖が見られ、N-2、G-5 の
補助栄養因子では細胞が維持できなかった。 
さらに B27 添加培養液での Pr Pr es 維持を検
討したと ころ、 剥離剤によって大きく 影響す
る事が分かった (図 1)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 B27 培養液による異常型 PrPの維持と剥
離剤による影響。   
 
 
B27 添加培養細胞は、 Tr ypsi n 剥離剤を使用
すると Pr Pr es が消失するため、 細胞の維持
には Tr ypLE を用いる必要があった。  以上
の結果から、 非血清条件下で培養できる条件
を選定する事に成功した。  
 
 

( 2)  感染性因子の精製 

プリ オン感染マウス神経細胞の上清また
は細胞抽出液を準備し 、 分子密度の違いによ
り 分画 (密度勾配遠心法)した (図 2)。  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 Nycodenz 密度勾配遠心法による異常型
Pr P の分離精製。 上部に上清、 下部に細胞抽
出液における精製結果を示す。  

 
 

上清および細胞抽出液において、 正常型 Pr P
は非常に軽い Fr act i on に検出された。  し
かし一方で、異常型 Pr Pは、Fr act i on No. 8~9、
密度 1. 18~1. 31 g/ml の重い分画に検出され
た。  この結果は正常型 Pr Pと異常型 Pr Pの
分子密度が異なる事、 つまり 分子を構成する
立体構造又は構成成分が異なる事が示唆さ
れた。  
さ ら に各分画における感染価を測定し た

結果、 分子密度に応じて感染性が異なり 、 異
常型 PrPが多く 存在する Fr act i on No. 8~9 に
約 9 割の感染価が濃縮されていた (図 3)。  
こ れら の結果から 培養細胞から のプリ オン
精製に成功した事を確認した。  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 精製 Fr act i on における感染価 

 
 

( 3)  感染に関与する因子の同定 

最も感染価の高い精製 Fr act i on No. 8, 9 に
存在するタンパク質群を、 LC-MS 解析によっ
て網羅的に同定した。  さ らに、 差異解析に
よって感染細胞に特異的に存在するタ ンパ

ク質を見出した。  感染細胞でのみで発現す
るタンパク質群として、細胞抽出成分から 33
種類、 培養上清成分から 93 種類の分子の同
定に成功した。   
 
( 4)  国内外における位置づけとインパクト  

得られた同定タンパク質群には、 先に報告
された Exsosome 関連タンパク質の他に、 今
までプリ オンと の関連性が知ら れていない
NCAM1やCD47などの膜タンパク質 (他 3種) 、
HSP70 や HSP83 などのシャペロン関連群 (他
多数) 、 Ras などのシグナル伝達関連 ( 他多
数) 、 その他には酵素や他の微生物由来のタ
ンパク質も見出されている。  

こ れら の結果は国内外における初の知見
であり 、 同定タンパク質はプリ オンの構成成
分の一部と し て存在する事や感染に関与す
る Key のタンパク質である可能性が示唆され
た。  これらの結果をもとに今後、 詳細に検
討する事で、 プリ オンの本体ならびに感染機
構を明らかにする事ができ、 新たな知見の創
出や治療薬の開発に発展すると 期待できる。 
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