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研究成果の概要（和文）：プリオンのタンパク質としての実体はアミロイド凝集体であるが、プリオンが通常のアミロ
イドとちがうのは伝播性にある。つまり、ポリグルタミン病などの一般のアミロイドでは伝播（感染）性はない（とさ
れている）。では、伝播性アミロイドであるプリオンと非伝播性アミロイドは分子レベルで何が違うのであろうか？　
私たちは、ポリグルタミンとプリオンの違いを出芽酵母をモデル生物として解析した。その結果、ポリグルタミンはプ
リオンとなるタンパク質よりも、アミロイド凝集が大きくなる傾向が強いこと、ポリグルタミンをプリオンにするペプ
チドが存在することもわかった。

研究成果の概要（英文）：The yeast prions are protein-based heritable elements, such as [PSI+]. N-terminal 
domain of Sup35 (Sup35N), the amyloids of which is the [PSI+] determinant, contains a glutamine and aspara
gine (Q/N)-rich sequence. When Sup35N is replaced with a polyglutamine (polyQ) stretch the polyQ-replaced 
Sup35 (polyQ-Sup35) forms amyloids in cells, but cannot be inherited as a prion. Since the mechanism under
lying the difference remains to be elucidated, we explored the dynamics of both amyloids in single living 
cells. Single-cell imaging revealed that the visible large aggregates of polyQ-Sup35 fused with GFP mainta
ined their sizes during cell growth. In addition, polyQ-Sup35 had an increased tendency to form aggregates
 compared to Sup35N. Then we searched peptides that convert polyQ-Sup35 from nontransmissible to transimis
sible amyloids when flanked with polyQ region, and identified at least 20 prionized peptides. PolyQ-Sup35 
attached with the prionized peptide diffused faster in cells.
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 プリオンはタンパク質性の感染因子であ
る。プリオンの概念は、羊のスクレイピーの
感染機構を説明するために Prusiner が提唱し
た概念に端を発する。しかし、出芽酵母にも
プリオン的な挙動をするタンパク質が複数
あることがわかり、プリオンの概念は普遍的
なものとなってきた。哺乳類プリオン・酵母
プリオンともにタンパク質としての実体は
分子間 βシートで線維を形成したアミロイド
凝集体である。そのような観点から、プリオ
ンはアミロイドの一種であるが、プリオンが
通常のアミロイドとちがうのは伝播性にあ
る。この伝播性のために哺乳類プリオンは感
染し、酵母プリオンはタンパク質性の遺伝因
子となりうる。一方、ポリグルタミン病など
の一般のアミロイドでは伝播（感染）性はな
い（とされている）。 
 
	
 では、伝播性アミロイドであるプリオンと
非伝播性アミロイドは分子レベルで何が違
うのであろうか？	
 このちがいを理解する
ことはプリオン現象の本質の解明のみなら
ず、ポリグルタミン病などに代表されるアミ
ロイドーシスがなぜ非感染性であるかの理
解にもつながると期待できる。 
 
	
 ここで私は、既知の酵母プリオンがいずれ
もアミノ酸配列内にグルタミン（Q）かアス
パラギン（N）が豊富な領域を持つこと、す
なわちポリグルタミンによく似ていること
に着目した。例えば、酵母プリオンの代表で
ある Sup35のプリオン決定ドメインは実に半
分ほどのアミノ酸が Q/Nである。実際、Sup35
のポリグルタミン類似性に着想を得て Sup35
のプリオンドメインをポリグルタミンに置
換した研究が既に行われている（Osherovich, 
L. et al., PLoS Biol. 2004）。その研究によると、
ポリグルタミン置換体は酵母内でアミロイ
ドを形成するが、そのアミロイドは細胞間を
伝播しないことが遺伝学的にわかっている。 
 
２．研究の目的 
	
 そこで本研究では、私たちが確立した酵母
細胞内でのプリオン動態を調べる研究
（Kawai-Noma, et al, Genes Cells, 2006, 2009, J. 
Cell Biol. 2010）を軸としてポリグルタミンが
伝播しない分子機構を明らかにするととも
に、ポリグルタミンを伝播性にするペプチド
（「プリオン化」ペプチド）の探索をするこ
とで、プリオンとポリグルタミンの伝播性の
差異の本質に迫ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
【研究１】 
	
 伝播性 Sup35と非伝播性ポリグルタミンの
酵母内での動態の差異の解明。 
 
	
 酵母プリオンの Q/N リッチな性質のポリ

グルタミンへの類似性を元に、代表的な酵母
プリオン Sup35のQ/Nリッチ領域をポリグル
タミンに置換する研究がなされている。例え
ば 、 Sup35 の ポ リ グ ル タ ミ ン 置 換 体
（Sup35-polyQ）は酵母内で凝集体を形成する
ものの遺伝学的にはプリオン表現型が伝播
しない（Osherovich, L. et al., PLoS Biol. 2004）。
しかし、Sup35-polyQ の細胞内での存在状態
やタンパク質動態・構造は全く不明である。 
 
	
 そこで本研究では、私たちがこれまでに
Sup35 で確立してきた酵母細胞内でのプリオ
ンの動態の解析法、細胞内でのアミロイド凝
集の電顕での構造（図２、Kawai-Noma, et al, 
Genes Cells, 2006, 2009, J. Cell Biol. 2010, Tsuji 
et al, BBRC 2011）を存分に活かして、
Sup35-polyQ の細胞内での性質を調べる。こ
れにより、ポリグルタミンが酵母内でなぜプ
リオンとして伝播しないのかを分子レベル
で理解できる。 
	
 具体的には、生きた酵母内で Sup35-polyQ
の GFP融合体（Sup35-polyQ-GFP）の動態を
1 細胞経時観察法や蛍光相関分光法（FCS）
で調べる。 
	
 
【研究２】	
 	
 
ポリグルタミンに伝播性を付与する「プリオ
ン化」ペプチドのスクリーニング	
 
	
 
	
 出芽酵母内でポリグルタミン（PolyQ97）
に Sup35 の機能ドメイン（MC）を融合した
タンパク質はアミロイドを一時的に形成す
るものの、継代すると消失、すなわち伝播し
ないことが知られている。そこで、PolyQ97
とMCドメインの間に酵母遺伝子ライブラリ
ーの配列（X）をランダムにつなげ、プリオ
ンとして伝播する配列をスクリーニングす
る。スクリーニングは Sup35の機能ドメイン
がアミロイドを伝播しているときだけ生育
できる表現型スクリーニングを活用する。 
	
 このスクリーニング系で取れてきた X 配
列は、非伝播性のアミロイド（ここではポリ
グルタミン）を伝播性に変えるので、「プリ
オン化」ペプチドと呼ぶ。 
	
 ペプチドが取れてきた後に以下の解析を
行い、プリオン化ペプチドの最小配列、非伝
播性アミロイドをプリオン化した分子機構
を調べる。 
・プリオン化ペプチドの部位特異的変異、ト
ランケート作成によるプリオン化ホットス
ポットの同定と最短配列の決定。 
・プリオン化ペプチドがポリグルタミンをプ
リオン化する理由として、Sup35 プリオンの
伝播に必須のシャペロン（Hsp104）との相互
作用が関連している可能性が指摘されてい
る。そこで、ポリグルタミンと Hsp104 との
相互作用を、蛍光タンパク質を使った in vivo、
組換えタンパク質を用いた in vitro の両面か
ら調べる。 
	
 以上の解析により、伝播するプリオンと非



伝播アミロイドのちがいを浮き彫りにする
ことでタンパク質科学の異端であるプリオ
ンの理解につなげる。 
 
４．研究成果 
【研究１】 
	
 伝播性 Sup35と非伝播性ポリグルタミンの
酵母内での動態の差異の解明。 
 
生 き て い る 出 芽 酵 母 細 胞 内 で の
Sup35-polyQ-GFP の動態を FCS で解析した。
[1 細胞経時観察法]	
 Sup35-polyQ-GFP は酵
母細胞内で直径数 µm に及ぶ大きなドット状
の凝集体を形成する。これはポリグルタミン
を持たない Sup35-GFP で形成されるドット
状凝集体と形状的には同等である。1 細胞経
時観察法でドット凝集体の経時変化を観察
したとき、Sup35-GFPではドット状凝集体が
徐々に小さくなって、最終的には細胞質全体
に GFP 蛍光が拡散するのに対して、
Sup35-polyQ-GFP ではドット状凝集体の大き
さは時間が経っても変化せず維持されるこ
とがわかった。 
 
[蛍光相関分光法（FCS）]	
 続いて、FCS に
てより詳細に GFP 融合タンパク質の動態を
解析した。 
	
 FCS 解析の結果、Sup35-polyQ-GFP は、
Sup35-GFPと比較して、細胞内でより大きな
凝集体を形成する傾向が強いことがわかっ
た。また、プリオンの伝播に必要な親細胞か
ら娘細胞への伝播が、Sup35-polyQ-GFPでは、
Sup35-GFPより効率が悪いことも明らかとな
った。 
 
過去の私たちの Sup35-GFP の細胞内動態解
析の結果（Kawai-Noma et al., Genes to Cells 
2006, 2009）から、Sup35がプリオンとして細
胞間を伝播していくためには、凝集の形成と
脱凝集が平衡、すなわち、動的であることが
必要であることを見出している。ポリグルタ
ミンを含んだ Sup35ではこの平衡が凝集形成
の方向に偏っているために、ドット状凝集体
の大きさに変化が見られず、親細胞から娘細
胞へも伝播しにくくなっており、そのために、
ポリグルタミンはプリオンとして伝播でき
ないと考えられる。 
 
【研究２】	
 	
 
ポリグルタミンに伝播性を付与する「プリオ
ン化」ペプチドのスクリーニング	
 
 
	
 ポリグルタミンに「プリオン」的な性質を
付与する配列を探索したところ、予備的なス
クリーニングだけで 10 種類以上のプリオン
化ペプチド配列が同定された。このプリオン
化ペプチドは最小 11 アミノ酸長からなり、
酵母全ペプチドのアミノ酸含有率に比べて
疎水性アミノ酸が多いという特徴をもって
いたが、特有なアミノ酸配列モチーフは見出

せなかった。このプリオン化ペプチドを導入
した Sup35-polyQ-GFPにて、研究 1で行った
ようなタンパク質の細胞内動態を解析し。そ
の結果、プリオン化ペプチドを含む
Sup35-polyQ-GFPは Sup35-GFPと同様の性質、
つまり、ドット状凝集体が小さくなる、凝集
と脱凝集の平衡が凝集形成に偏っていない、
という性質をもつことがわかった。 
	
 酵母プリオンの伝播にはシャペロン
Hsp104が必須であるので、プリオン化ペプチ
ドと Hsp104 は親和性を調べたところ、プリ
オン伝播の度合いとプリオン化ペプチドと
Hsp104 との親和性には相関があることがわ
かった。この結果、ポリグルタミンにプリオ
ン的な性質を付与した要因として、Hsp104
との親和性の上昇が考えられた。 
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