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要要要要    旨旨旨旨 

 

    プリオン分子は正常な組織細胞に広範囲に発現しているが、この分子の立体

構造が変化した異常型プリオンは伝達性神経変性疾患の原因分子であり、ウシ

では牛海綿状脳症を発症させる。しかし異常型プリオンの分子論的基盤はほと

んど明らかになっていない。本研究ではJ. Collingeらの報告に従い、遺伝子組

み換え型のβ-sheet-rich recombinant full-length prion protein (β-form PrP) を作製

した。このβ-form PrPとヒト一本鎖抗体を提示したファージライブラリを用い

て、私達はβ-form PrP特異的ヒトIgG1抗体 (PRB7 IgG) を確立した。この抗体

がプリオンの感染している神経芽腫細胞、ScN2a細胞の増殖に如何なる影響を

与えるかを検討するため、ScN2a細胞にこの抗体を添加し共培養した。その結

果、添加されたPRB7IgGは、ScN2a細胞の細胞質中に取り込まれ、細胞質中の

プリオン分子と複合体を形成し凝集体となって蓄積した。また、Annexin V を

用いた染色により、この細胞はアポトーシスを起こしていることが明らかとな

った。全長PrPのN末端のオクタリピート領域を認識している抗体であるSAF32

とPRB7 IgGを用いた共焦点顕微鏡の多重染色実験では、SAF32が結合する凝集

体にはPRB7 IgG は結合しないことが示された。さらに、ScN2a細胞中のPrPres

凝集体の蓄積に及ぼすSAF32とPRB7IgG抗体の影響を、４日間共培養し、細胞

破砕物をSDS-PAGEにより解析したところ、SAF32はPrPres
凝集体の蓄積を強く

阻害したが、PRB7 IgGはまったく阻害しなかった。これらの結果は1) PRB7 が

結合するβ-form PrPが、α-form PrPをβ-form PrPに変換蓄積するのではないこと、

2) prion感染による最終産物として生成したβ-form PrPが、凝集体を形成蓄積す

ることでアポトーシスを引き起こすこと、を示唆した。この結果は、最近J. 

Collinge 等が示唆した「プリオンの感染増幅と神経細胞への毒性とは、２つの
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別個の分子機構である」というNatureの報告結果を支持する。PRB7はβ-form PrP

に特異的な最初のヒト抗体であり、生化学的、病理学的なプリオンを特徴付け

るための強力なツールとなると考えられる。 

本論文は以下に示した７章から成り立っている。 

 

第１章はプリオン病とプリオンの特徴についてまとめた。プリオン病はヒト

ではクロイツヘルトヤコブ病、ウシでは牛海綿状脳症があり伝達性神経変性疾

患である。それはプリオンタンパク質のミスフォールドがプリオン病の感染性

に関与することが議論され、プリオン病の病因はPrPC
からPrPSc

へのプリオンタ

ンパク質の構造変化を必要とする。PrPC
はモノマーであり、αへリックス構造で

あり、proteinase Kによって分解される。対照的に、PrPSc
は、proteinase K分解に

高い抵抗性を示すことによってPrPres
として特徴づけられる多量体である。しか

しながら、プリオン若しくはPrPSc
がβシートリッチな構造をもっているかどうか

の直接証拠が無いが、遠心によって精製したプリオン感染した脳の抽出物の凝

集体を用いたFTIRの示唆的な証拠が報告されている。 

 

第2章は、プリオンに対する抗体についてまとめた。いままでにすべての抗体

が抗PrPSc/PrPC
抗体もしくは抗PrP

C

抗体が確立された。抗PrPSc
抗体は確立されて

いない。PrPSc
に対する抗体はプリオンの問題を解決するために強力なツールと

なる。 

 

第３章は遺伝子組み換えプリオンタンパク質の作製とその生化学的解析につ

いてまとめた。私たちはCollingeらによるプロトコールに従ってβ型プリオンタ

ンパク質を準備した。円偏光二色性 (circular dichroism, CD) 解析はβ-form PrPは

特徴的なαへリックス構造を示し、β-form PrPは特徴的なβシート構造を示した。
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それはまた原子間力顕微鏡、proteinase K処理、ELISAによって一般的な特徴を解

析した。 

 

第４章はファージディスプレイ方を用いたβ-form PrP特異的一本鎖抗体 

(single chain Fv, scFv) の単離とその特異性についてまとめた。私たちはヒトscFv

を提示したファージライブラリを用いてβ-form PrPに対して特異的なヒトscFv 

(PRB7とPRB30) を確立した。これらのクローンはELISAによってβ-form PrPに特

異的であり、β-form PrPに結合しなかった。これらのクローンはそれぞれVhと

Vl遺伝子は特徴的な配列を持っている。さらに、様々な生化学的解析を用いて

特異性を確認した。 

 

第５章はβ-form PrP特異的IgG抗体の作製とその生化学的特性についてまとめ

た。PRB7 scFvの分子を安定にするため、PRB7 scFvをIgGに変換した。PRB7 IgG

は、β-form PrPとα-form PrPに対する結合はPRB7 scFvの特徴と同一であることを

示した。さらにPRB7 IgGはAβ42の可溶性型、プレフィブリルオリゴマー、ファ

イバーに対して結合しなかった。そして、PRB7 IgGはヒト、ウシ、マウス、ヒ

ツジに共通のβ構造のプリオンタンパク質を認識した。エピトープマッピングは

線状ペプチドを提示したファージライブラリ (PhD.12) を用いて行った。PRB7 

IgGが結合したクローン (pepPRB7-14) は、７０クローンの中から単離した。

pepPRB7-14クローンはPRB7 IgGに特異的だった。Clustal W ver.3.1を用いたアミ

ノ酸配列ホモロジーは、pepPRB7-14ペプチドモチーフは部分的にβ構造を含んだ

ヒト全長プリオンタンパク質の＃１２８－１３２にホモロジーを、＃１２４－

１３６に弱くホモロジーを示した。 
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第６章では、PRB7 IgGが、細胞内β-form PrPの産生と蓄積に及ぼす影響につい

てまとめた。ScN2a細胞は３日間PRB7 IgGの存在下で共培養し、細胞でPRB7が

結合する粒子が共焦点顕微鏡によって観察された。４２００個の細胞を数える

ことによって、細胞の２８％が陽性だった。PRB7が結合する粒子はまた、プリ

オンタンパク質に特異的なSAF32によって確認された。この陽性反応はN2a細胞

やnormal IgGを用いたコントロール実験では観察されなかった。また、PRB7が

結合している粒子の蓄積は、ScN2a細胞でアポトーシスを起こした。さらに、

PRB7 IgGはproteinase K抵抗性PrPの蓄積を阻害し無かったが、抗プリオン抗体 

(N末端認識で、α/β型を認識する抗体) SAF32は強く阻害した。 

 

第７章で、以上の結果を総括し、PRB7によるプリオンの生化学的な機構につ

いて考察した。 
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第第第第1章章章章     

プリオン病とプリオンの特徴プリオン病とプリオンの特徴プリオン病とプリオンの特徴プリオン病とプリオンの特徴 

 

1-1    小序論小序論小序論小序論 

 プリオンは、“proteinaceous infectious particles” (感染性を持つ蛋白質粒子) と

言う意味の造語であり、1982年Prusinerによって提唱された。彼はマウスなどの

脳に感染材料を接種した際の潜伏期間によって定量的に感染力価が定量できる

ことを利用して、感染性が核酸画分ではなくプロテアーゼ抵抗性の蛋白質画分

に認められること、核酸の不活化条件では感染力価は失われず蛋白質の不活化

条件では消失することを示し、感染脳乳剤から物理化学的方法で感染性の高い

画分を精製した。以上の事実から、本疾患群の病因には蛋白質のみが関与して

いると結論付け、その病原因子をプリオン蛋白質 (PrP) と命名した

1
。 

 

1-2    プリオン病プリオン病プリオン病プリオン病 

プリオン病は、ヒトにおけるクロイツフェルトヤコブ病 (CJD: 

Creutzfeldt–Jakob disease)、Gerstmann症候群 (GSS: 

Gerstmann–Stra¨ussler–Scheinker disease) 、致死性家族性不眠症（FFI: Fatal Familial 

Insomnia）、クールー、ヒツジにおけるスクレイピー、ウシにおけるウシ海綿状

脳症 (BSE: Bovine Spongiform Encephalopathy) (Table.1) といった致死性の神経

変性疾患の総称である。いずれも長い潜伏期間のあとに発症し、著明な海綿状

脳病変をきたす特徴がある(Fig.1)2。CJD は初老期に発症し、痴呆や小脳機能障

害等を主症状とする。ほとんどのCJD（85～90%）は、病因は不明で散発性に発

症する（散発性CJD：sporadic CJD）。10～15%のCJD は、PrP 遺伝子に変異を

有し、優性遺伝を呈する（家族性CJD：familial CJD）。さらに、感染が原因であ
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ると明らかに特定できる感染性CJD がある。その代表は、狂牛病から感染した

と考えられる異型（variant）CJD と、CJD 汚染成長ホルモン投与や汚染脳硬膜

移植等による医原性（iatrogenic）CJD がある。またクールーは、パプア・ニュ

ーギニアのフォア（Fore）族の子供と成人女性に主にみられた小脳失調症を呈す

る疾患で、食人慣習による経口感染が病因と考えられている。GSS と FFI は、

遺伝性プリオン病で、PrP 遺伝子に変異を有する。 

 

Table.1 プリオン病 
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Fig.1 ウシの海綿状脳症 

 

 CJDは認知機能障害や運動機能障害で発症し、数ヶ月で無動無言状態になり約

1～2年で死の転帰をとる。他の神経変性疾患群との大きな相違点は、弧発性、

遺伝性という側面のほかに、患者の脳や脊髄などの神経組織やリンパ組織に感

染性（伝播性）を有する点である。 

 

1-3    プリオンプリオンプリオンプリオン 

プリオンタンパク質 (PrP) は宿主遺伝子にコードされた糖タンパク質である．

ヒト及びマウスPrP 遺伝子はそれぞれ第２０番染色体と第２番染色体上に存在

する．ヒト PrP 遺伝子は二つのエキソンからなり、マウスPrP 遺伝子は三つの

エキソンからなる。タンパク質翻訳領域は単一のエキソン内に存在し、ヒトで

は2番目、マウスでは3番目のエキソン内にある

3
。PrP のアミノ酸配列は動物種

を超えて非常によく保存されている

4
。遺伝子発現は、脳、心、肺、肝、脾、膵、

腎など多くの組織または臓器に認められるが、特に脳において最も高い

5
。脳内

では、神経細胞に高く発現しているが、アストロサイトやミクログリアなどの

正正常常脳脳  BBSSEE脳脳  
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グリア細胞にも発現している

6,7
。 

Prnpは254個のアミノ酸をコードし、膜結合型糖蛋白質であるPrPC
が合成され

る。小胞体への移送のためのシグナルペプチドであるN末端側の22残基は翻訳後

に脱落し、ゴルジ装置ではC末端側のコドン231以降がglycosylphosphatidylinositol 

(GPI) アンカー付着後に除去され、コドン181, 197のアスパラギン酸 (Asp) が糖

鎖で修飾されて、最終的に208残基の蛋白質に成熟する。179番目と214番目のシ

ステイン (Cys) 間にはジスルフィド結合が存在し、51～91番にはグリシン (Gly) 

に富む8つのアミノ酸の5回繰り返し構造 (octarepeat sequence) を、C末端側には4

つの疎水性領域を有している。正常型のプリオンタンパク質はNMRにより立体

構造が決定されており、C末端側にβシート構造領域 (β1とβ2) とαへリックス構

造領域 (α1, α2とα3) を持つ (Fig.2、Fig.3)。生合成の過程を経た後、PrPC は分

子量33―37kDa の GPI アンカー糖タンパク質として細胞膜上（主にラフト上）

に発現する。細胞膜上に発現した PrPC は，エンドサイトーシスにより細胞内に

取り込まれ、リソソームのタンパク質分解酵素により分解される。一部は、分

解されることなくリサイクルされ、再び細胞膜に搬送される。PrPC の半減期は

約5時間程度である。 

 

 

Fig.2 プリオン蛋白の 2次構造 
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Fig.3 プリオンタンパク質の3次構造 (aa125-228, PDB. 1QM0) 

 

 in vitro, in vivoの両方で粒子状プリオン (soluble oligomer) と繊維状プリオン

(amyloid fibril, fiber) が観察されている (Fig.4)。感染性のプリオンの大きさを調

べたとき、17 – 27 nmの粒子 (300 – 600 kDa : 14 – 28 分子)であるということが報

告された。これより、粒子状のプリオンは感染に重要であることが示唆される

8
。

また、繊維状のプリオンはin vitroの実験で作製したマウスのプリオン蛋白質のフ

ァイバーが、培養した神経細胞に対して毒性があることが、報告された。また、

このとき作製した粒子状のプリオン蛋白も毒性があることが示された

9
。 

 

Fig.4 in vitroとin vivoで観察される粒子状と繊維状プリオン 

in vitroとinvivoのβ-oligomerとPrP fiberの電子顕微鏡写真 

In vivo 2In vitro 1 In vitro 1 In vivo 2

100 nm 100 nm
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1-4    PrPSc
の構造の構造の構造の構造 

    一般的にアミロイド(凝集体)はβシート構造を持つことが知られている。プリ

オンは凝集体になることが知られており、そのためβシート構造を持った構造体

であるという事が考えられていた。現在までにコンピュータシュミレーション

10 

(Fig.5) やPrPSc
を単離し、生化学的に解析することでPrPSc

の構造を解析すること

が行われてきた。特に生化学的解析では、抗体を用いたPrPSc
の精製が行われた

が、精製に用いる抗体が正常型、異常型どちらにも反応する抗体しか得られて

いなかったためこの方法は用いることが出来なかった。一方で、ポリエチレン

グリコール (PEG) やリンタングステン酸 (PTA) を用いた凝集体を精製する方

法が行われた

11-16
。精製は不十分とはなるが、FTIRを用いてPrPSc

はβシート構造

がPrPC
に比べて非常に多い構造体であることが示された (Table2)。しかしながら、

これまでのプリオン研究においてPrPSc
がβシート構造を持つという直接の証拠

が無いのが現状である。 

 

 

 

 

Fig.5 コンピュータシュミレーションされたPrPSc
の立体構造 
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Table.2 FTIRによって測定解析されたプリオンの2次構造の割合 

 

 

 

 

 

 

 

1-5    プリオン仮説プリオン仮説プリオン仮説プリオン仮説 

ある動物種の感染脳乳剤を異なる動物種に接種した場合、同種間に接種した

場合に比べて疾患の潜伏期間が延長し伝播しにくくなることは、“species barrier 

(種の壁)”として経験的に知られていた。シマリアンハムスター (SHa) の感染

脳乳剤 (Sc237) をマウス (Mo) に接種してもプリオン病を発症しないが、SHa

のPrPを発現させたTgマウスで [Tg(SHaPrP)] では伝播が成立し、その発現量が

多いほど潜伏期間の短縮が見られた

17
。また、マウスの感染脳乳剤をPrPノック

アウトマウスに接種しても発症しなかった

18,19
。これらの事実は、PrPSC の複製

にPrPC
が不可欠であることを示している。 

 またMo PrPの95～170番のアミノ酸残基の領域をSHaのアミノ酸配列と置換し

たキメラPrPを発現するTgマウスが、Sc237に対してSHaと同様の感受性を示した

20
。PrPC

の95～170番目のアミノ酸一次構造はPrPSC
への構造変換に重要でcentral 

regionと呼ばれ、その領域のアミノ酸配列の相違が“species barrier”を規定する

と考えられている。Prusinerらは遺伝子改変動物を用いた多くの伝播実験から、

「PrPC
はPrPSC

を鋳型としてその高次構造をPrPSC
に変換する」というPrPSC

複製機

構の仮説を提唱した

17
。現在ではこの仮説が広く受け入れられている。 
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このプリオン病の病因となると考えられているPrPSc
は一般的には経口感染する

ことが多く、消化管でも分解されないため、小腸上皮から腸管のリンパ組織を

経て、腹腔神経節に到達することが報告された

21
。現在ではここを経由で脊髄に

到達すると考えられている。しかし、その実態については未だ不明な点が多い

というのが現状である。 

 

1-6    感染性と毒性感染性と毒性感染性と毒性感染性と毒性 

 プリオン感染には、数年あるいは数十年も続くことがある、臨床的に無症状

の潜伏期があり、急速に進行する短い臨床段階がこれに続く。2011年にCollinge

らによって、プリオン病のRMLマウスモデルを用いた実験で、脳におけるプリ

オン増殖が2つのはっきり区別できる段階、すなわちプリオンタンパク質の濃度

によって速度が制限されない、比較的短い指数関数的な増殖相と、これに続く

平坦相を経て進行することが明らかにされた。意外にも、きわめて長く続くこ

とがある潜伏期の大部分を占めるのは、後者の平坦相である。第1相と第2相の

末期の感染性が同程度であることは、プリオンの感染性と毒性は別物であるこ

とを示唆している。著者たちは、プリオン自体には神経毒性がないが、宿主細

胞がコードする細胞プリオンタンパク質からの神経毒性種の生成を触媒するの

かもしれないと現在議論されている

22
。 

 

1-7    プリオン病治療・予防法開発プリオン病治療・予防法開発プリオン病治療・予防法開発プリオン病治療・予防法開発    

従来、抗真菌剤であるアムホテリシン

23
や、アミノグリカンであるコンゴーレ

ッド

24,25
などがプリオン病の治療に有効である可能性が示唆されていたが、現在

までその有用性は確立されておらず、プリオン病に対する有効な治療法は存在

しない。現在のプリオン病治療・予防法開発は，大きく2つのアプローチに分け

られる。1．基礎実験の積み重ねから理論的に導かれてきたアプローチとしては、
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（1）感染プリオン (PrPSc) の鋳型となる正常プリオン (PrPC) を分解する方法、

（2）ドミナントネガティブ効果を持つ防御型プリオン蛋白を利用する方法、（3）

抗プリオン抗体を用いる方法などがある。2．理論はともかく現在医薬品として

承認されている薬を幅広くスクリーニングすることにより、治療効果のある薬

剤を見つけ出そうとするアプローチである。 

（1）に関しては、PrPSc 
の材料となる PrPC 

を分解しても異常が現れないことは，

PrPノックアウトマウスの実験がすでに知られている

26
。しかし、この実験結果

はヒトで副作用が現れないことを保証するものではない。しかしながら、CJD、

ヤコブ病といったプリオン病は、治療を行わなければ現時点では100%致死性を

示し、脳機能に不具合をきたす可能性があるため、「とにかく救命する」とい

う選択肢は無視できないと考えられている。（2）の防御型プリオン蛋白質によ

る，自らのみならず共存する変異を持たない野生型正常プリオンにも防御効果

が発揮される現象は、ドミナントネガティブ効果と呼称されている。際に、こ

の防御型プリオン蛋白を発現させたトランスジェニックマウスを用いた実験で

は、プリオン病の発症予防が可能であることがすでに確認されている。今後の

問題は、これらの防御型プリオン蛋白を、いかにして体細胞レベル、すなわち

小児や成人の成熟脳に大量に発現させるかといった点である。（3）は、PrPC を

認識する抗プリオン抗体を先に PrPC 
と反応させることで、PrPSc

と PrPC 
との反

応を阻害し、結果的に PrPSc の増殖を抑制しようとするアプローチである。実

際に培養細胞を用いた実験では、抗プリオン抗体によって PrPSc 
の増殖が抑え

られ、最終的には PrPSc が消滅してしまうことが確認された。またin vivo にお

いても、すでに抗プリオン抗体を発現するリンパ球を増殖させることでの感染

予防効果が確認されている。 

 現在、これらの治療法を組み合わせたカクテル療法の有効性が検討されている。
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20世紀において、医学の前に大きく立ちはだかった疾患、例えばガンや AIDS に

関わる HIV 感染における治療法開発の歴史を振り返ってみると、長年にわたる

膨大な努力の結果、複数の治療法の組み合わせによる相乗効果に加え、副作用

の少ない治療法が開発されてきた経緯がある。がんにおける手術療法、抗がん

剤による化学療法、放射線療法、免疫療法の組み合わせ、HIV 感染におけるカ

クテル療法などである。プリオン病のみならず、21世紀における医学研究の最

も重要な標的としての神経疾患の治療法開発を考えた場合には、がんや HIV 感

染症と同じ取り組みが有効ではないかと考えられている。 
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第第第第2章章章章     

プリオンに対する抗体プリオンに対する抗体プリオンに対する抗体プリオンに対する抗体 

 

2-1    小序論小序論小序論小序論 

 抗体は生命が作り出す最高の防御分子であり、、細菌といった体内に侵入し

てきた外来抗原に結合する生体防御機構の中枢となるタンパク質である。他に

も抗体は、検出や診断といった領域でも非常に高い有用性を持っている。プリ

オンの研究でも様々な抗体が作製され報告されてきた。 

 

2-2    抗体抗体抗体抗体 

抗体は、生体においてウイルス、細菌といった体内に侵入してきた外来抗原

に結合する生体防御機構の中枢となる糖タンパク質である。抗体が抗原に結合

すると、その抗原・抗体の複合体を白血球やマクロファージといった食細胞が

認識し貪食することで体内から除去するように働き、リンパ球などの免疫細胞

と結合し免疫反応を誘導する。このような働きを通じて抗体は生体の感染防御

機構において重要な役割を担っている。 

 抗体は免疫グロブリン (Ig) とも呼ばれ、IgA, IgD, IgE, IgG, IgMの5つのク

ラスに分けられる。その構造はIgGを例にすると基本構造としてY字型を有して

おり、各2本の重鎖 (H鎖)、軽鎖 (L鎖) が分子間ジスルフィド結合により安定な

構造を取っている。Y字型の上半分をFab領域、下半分をFc領域と呼ばれている。

抗原と結合する領域を可変領域 (V領域) といい、軽鎖の可変領域をVL領域、重

鎖の可変領域をVH領域と呼ばれている。可変領域以外の部分は比較的変化の少

ない部分であることから定常領域 (C領域) といい、軽鎖の定常領域をCL領域、
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重鎖の定常領域をCH領域と呼び、さらにCH領域はCH1、CH2、CH3の３つの領

域に分かれている (Fig.6) 。 

 

 

Fig.6 抗体のクラスとIgG抗体領域 

 

 抗体が抗原と結合する際に、抗原の一部 (エピトープ) を認識して結合し

ており、エピトープと結合する抗体側の部分はパラトープと呼ばれている。エ

ピトープとパラトープの間には様々な分子間相互作用が働いており、その結合

力を親和性 (アフィニティ) と呼ばれている。 

 抗体は抗原の立体構造を厳密に認識していることから、そのエピトープは

必ずしも抗原の1次配列上に存在するとは限らず、リガンドの２次、3次構造と

いった高次構造によって出現するコンフォメーショナルエピトープを認識する

場合もある。このような抗体は、同じアミノ酸配列でも立体構造によって機能

が異なるリガンド (例えば、プリオンタンパク質の正常型と異常型など) の形を

見分けることが可能となる。このような構造依存的抗体のエピトープ解析をラ
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ンダムぺプチドライブラリを用いて決定すると、リガンドの1次配列上に存在し

ない (相同性の低い) 配列が得られてくる場合がある。このようなぺプチドはリ

ガンドの立体構造を模倣したアフィニティぺプチドとなる可能性がある。この

うなリガンドとの相同性が低いコンフォメーショナルエピトープを一般的に

『ミモトープ』と呼び、その合成ぺプチドを『ミモトープぺプチド』または『ミ

ミックぺプチド』と呼んでいる。 

 

2-3    プリオンに対する抗体プリオンに対する抗体プリオンに対する抗体プリオンに対する抗体 

 プリオンに対する抗体は様々なものが報告されてきた

27-38
。一般的にはハイブ

リドーマ法で作成された抗体がほとんどであるが、全てに共通していることは

正常型、異常型どちらにも反応をする抗体であることである (W261 (mouse IgG1, 

エピトープはC末端) は異常型プリオンを免疫沈降できる異常型プリオン特異

的抗体として報告されているが、特異性や組織染色等に関する報告がまだされ

ていない) 39
。以下に報告された抗体の一部を紹介する。 

 1998年にWilliamsonらによってプリオンに対するFab抗体が報告された

40
。Prnp

ノックアウトマウスに対してプリオン感染脳から精製したPrP27-30もしくはPrP 

rodsを免疫したマウスからハイブリドーマ法により作製した抗体が5種類。さら

に同様の免疫後に、Spleenとbone marrowとlymph node tissueからtotal RNAを回収

し、そこからFab library (IgG1k, IgG2ak, IgG2bk, IgG3k) を作製し、バイオパンニ

ングにより特異的Fab抗体を単離した。下記にH鎖のFR3, CDR3, FR4の配列とエ

ピトープをまとめたテーブルとプリオンの対する反応性をまとめたテーブルの

論文からの抜粋を示す (Table.3) 。 
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Table.3 Williamsonらによって報告されたFab抗体 

 

 

 2005年にGrassiらによってプリオンの様々なエピトープに対する抗体を集め

て、PrPres
増幅阻害実験の結果について報告した

28
。どのエピトープに対しても阻

害率が高い低いはあるものの全ての正常型、異常型どちらにも反応する抗体で

阻害が観察された。下記に用いられた抗体をまとめたテーブルの論文からの抜

粋を示す (Table.4) 。 
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Table.4 Grassiらによって集められた様々なプリオンのエピトープに対

する抗体 

 

 

2004年にCollingeらによってPrnpノックアウトマウスにリフォールディング

した組み換え体ヒトプリオンタンパク質の正常型もしくは異常型を免疫したマ

ウスからハイブリドーマ法により作製した抗体、ICSM抗体が報告された

32
。下

記に報告されたICSM抗体の種類とエピトープ、プリオンに対するアフィニティ

ー、阻害に対してまとめたテーブルの論文からの抜粋を示す (Table.5) 。 
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Table.5 Collingeらによって報告された抗体 

 

 

 この中のICSM35とICSM18、特にICSM18はfully humanized ICSM18 IgG1とIgG4

が作製され、さらにマウス脳で抗体により神経細胞へのアポトーシスを起こさ

ないことが示され、臨床応用へ期待がされている

41
。 

 

その他、今までに報告されている抗体の一部を下記に示す (Table.6) 27,30,31,33-38
。 
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Table.6 2011年までに報告された抗体 

antibody immunogen epitope isotype 

V5B2 peptide214-226 214-226 - 

6H10 PrPSc C-terminal IgG2b 

IgM 

antibody 
peptide106-126 106-126 IgM 

15B3 recombinant bovine PrP 
142-148, 162-170, 

214-226 
IgM 

YYR peptide162-164 162-164 IgM 

8B4 recombinant mouse prion protein 34-52 IgG1 

8H4 recombinant mouse prion protein 175-185 IgG1 

8F9 recombinant mouse prion protein 205-233 IgG1 

MA3.B4 
recombinant hamster prion protein 

(panning) 
- scFv 

MA3.G3 
recombinant hamster prion protein 

(panning) 
- scFv 

 

様々なプリオン抗体が報告されてきたが、全てanti PrPSc / PrPC
抗体、anti PrPC

抗

体、変性プリオンを検出する抗体であった (前述で述べたようにW261抗体は例

外である) 。ここからわかることはanti PrPSc
もしくはanti β-form PrP抗体はいま

だに確立されていないということが分かる。また、これらの報告からノックア

ウトマウスへ免疫して抗体を作製する手法が多く取られているが、anti PrPSc
もし

くはanti β-form PrP抗体を得るのは非常に困難なことも予想でき、別の抗体単離
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法 (ファージディスプレイ法など) を用いることが必要であると考えられる。 

 

2-4    ファージディスプレイ法ファージディスプレイ法ファージディスプレイ法ファージディスプレイ法 

ファージとは大腸菌に感染することで増殖・複製を行うウイルスのことであ

る。ファージの増殖サイクルは、ファージ上にあるgⅢタンパクを介して吸着し

感染を成立させる。Smithらは、ファージのminor coat proteinであるgⅢタンパク

をコードしている遺伝子内に外来タンパクをコードする遺伝子を挿入し、ファ

ージ表面上にgⅢタンパクとの融合タンパクとして発現させ、この融合タンパク

はgⅢタンパクの機能に影響がないことを見出した

42
。そこで彼らは、このgⅢタ

ンパク部位にランダムなペプチドを発現させ、ファージディスプレイライブラ

リを作製した。Smithらはこのファージディスプレイライブラリを用いることで

モノクローナル抗体の抗原決定基の同定に成功している。この他にも、同様に

してエラスターゼに対するインヒビターや、糖識別部位に結合するペプチドな

どが得られている。当研究室でも、ファージディスプレイライブラリによるレ

セプターとリガンドとの結合を特異的に阻害するミミックモチーフの同定を行

ってきた

43
。当研究室の福元らは、抗CTLA4抗体に結合するペプチドファージの

単離を行い、そのファージのモチーフはCTLA4の構造をミミックしており、

CD80/CD86との結合を阻害し、T細胞抑制のシグナルを阻害することを明らかに

した

43,44
。今回用いることにした抗体ファージライブラリの利点として、以下が

挙げられる。1)クローン化、スクリーニングの簡略化：細胞融合や大規模なスク

リーニングは時間もかかり、面倒な作業が続く。単離されたファージクローン

からの抗体遺伝子のクローニングが用意である。2）抗体ファージの多様性：同

じ抗原特異性を示す多種類のファージクローンが単離できる

45
。3)完全なヒト抗

体の単離が可能である。4)ネガティブセレクション：生体内では自己抗原に対す
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る抗体はトレランスを起こしているが、抗体ファージでは自己分子に対する抗

体も単離できる。抗体に標識をつけたりすることで、プリオン病の生前診断法

の開発など利用可能になる。 

当研究室では、化学及血清療法研究所によって開発されたM13ファージの抗体

ライブラリを用いて、標的とする蛋白質と結合する抗体の単離を行っている。

M13ファージの抗体ライブラリは、VH(γ) － VL(λ), VH(γ) － VL(κ), 

VH(μ) － VL(λ),VH(μ)－VL(κ)の組み合わせで、VHとVLをリンカーでつな

いで、pCANTAB-5Eベクターに組み込んで作製したライブラリである (Fig.7) 。

抗原結合部位は、scFv (single-chain variable fragment) 断片の形で、ファージのg3p 

との融合タンパク質としてファージ表面上に提示される。そのため、パンニン

グやアフィニティカラムによりファージを直接スクリーニングできるうえに、

スクリーニングとファージの増殖のサイクルを繰り返すことで、特定の抗体を

発現したファージを選択的に濃縮することができる。 
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Fig.7 ファージディスプレイライブラリの作製の流れ 
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第第第第3章章章章     

遺伝子組み換えプリオンタンパク質の作製とその生化学的解析遺伝子組み換えプリオンタンパク質の作製とその生化学的解析遺伝子組み換えプリオンタンパク質の作製とその生化学的解析遺伝子組み換えプリオンタンパク質の作製とその生化学的解析 

 

3-1    小序論小序論小序論小序論 

    遺伝子組み換えプリオンタンパク質の精製法と精製したプリオンタンパク質

のリフォールディングは論文で報告された方法に準じて行った

9,46
。また、リフ

ォールディングをしたα-form PrPとβ-form PrPの生化学的特徴を解析するために

CDスペクトラム、AFM、PK抵抗性、ELISAを用いて解析を行った。これらの結

果より、α-form PrPは2次構造がαへリックスを持った構造体であり、β-form PrP

はβシート構造を持った構造体でありかつPKに対して抵抗性を持つものであっ

た。 

 

3-2    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

・・・・プリオンプリオンプリオンプリオン発現ベクター発現ベクター発現ベクター発現ベクターとプリオン発現大腸菌株とプリオン発現大腸菌株とプリオン発現大腸菌株とプリオン発現大腸菌株 

PrP発現ベクターは以前に報告したものを用いた

47
。簡単に説明すると、ヒト

PrP23-231のDNAフラグメントはHEK293T細胞のgenomic DNAからforward 

primer (5’-gcggatccaagaagcgcccgaagcctgga-3’) と back primer 

(5’-ccaagcttctatcagctcgatcctctctggtaata-3’) を用いてPCRにより伸ばした。DNAフラ

グメントはBamHIとHindIIIを用いて切断後、His-tag配列を持つpQE30ベクターに

挿入した。その後、pQE30ベクターはM-15大腸菌に形質転換をし、human PrP 

(23-231) / pQE30 / M-15大腸菌を作製した。Bovine PrP (25-242)、mouse PrP(23-231)

とsheep PrP(25-234)に関しても同様の手法を用いて作製した。 
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・プリオンの発現と精製・プリオンの発現と精製・プリオンの発現と精製・プリオンの発現と精製 

PrP (23-231)/pQE30/M-15大腸菌をLB/amplicillin, kanamycin plate ( LB/AK, 100 

µg/ml ampicillin, 50 µg/ml kanamycin) にプレーティングし、37℃でインキュベー

トした。シングルコロニーを10 mlのLB/AK mediumで37℃、6時間から10時間培

養した。この10 mlの培養液を90 mlのLB/AK mediumに移し、37℃、一晩培養し

た。100 mlのovernight cultureを700 mlのLB/AK mediumに移し、37℃、1時間培養

した。その後1 M IPTGを800 µl加え (final 1 mM)、37℃、6時間培養した。遠心 

(6000 rpm、10 min、4℃) で大腸菌を取り、大腸菌ペレットを40 mlのLysis buffer 

(50 mM Tris-HCl (pH7.5), 200 mM NaCl, 0.1% Triton X, 100 µg/ml lysozyme, 50 

µg/ml Dnase I, 5 mM MgCl2)で溶かした。その後、超音波破砕 (OUT PUT 4, 2min x 

5回)をし、氷上で30分間インキュベートした。その後、遠心 (15000 rpm, 30 min, 

4℃) でPrPが入っている不溶性各分のペレットを回収した。ペレットを20 mlの

Solubilizing buffer (50 mM Tris-HCl (pH7.5), 10 mM 2ME, 0.5 mM PMSF, 8 M urea) 

で溶かし、常温で30分間振った。その後、遠心 (15000 rpm, 20 min, 25℃) により

不溶性物質を取り除き、さらに0.45 µmのフィルターを通した。次に、完全にDNA

を取り除くために陽イオン交換カラムであるCM-TOYOPEARL (TSKgel 

TOSOH) を用いた。サンプルは20 mlを通し、20 mlのSolubilizing buffer 2 (50 mM 

Tris-HCl (pH7.5), 8 M urea)を通し、20 mlのElution buffer ( 50 mM Tris-HCl (pH7.5), 

300 mM NaCl, 8 M urea)を通した。(CM-TOYOPEALはPBS/0.02% N3Nで保存し

た。) huPrPにはHis tagがついているために、アフィニティーカラムであるNi 

Column (Amersham Bioscience)を用いた。カラムにNiイオンを充填するために、

ddwを5 ml通し、500 µlの0.1 M NiSO4を通し、ddwを5 mlを通した。カラムに10 ml

のbinding buffer ( 10 mM Imidazole, phosphate buffer (pH7.4), 8 M urea) を通し、20 

mlのサンプルを通し、10 mlのbinding bufferを通した。その後、6 mlのElution buffer 
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(10 mM Imidazole, phosphate buffer (pH7.4), 8 M urea) を通した。フラクションは1 

mlずつ回収した。サンプルは、10 mMになるように2MEを加え、一晩、常温で

インキュベートした。その後、9 M urea / 0.1 M Tris-HCl (pH8.0)に2日間、常温で

透析をした。(buffer交換はその間5回以上行った。) その後、0.45 µMのフィルタ

ーを通した。ジスルフィドボンドを形成しているPrPだけを分取するために、逆

相カラムであるC4 HPLCカラムを通し分取した。Running bufferは、0.1% 

TFA/20 % acetonitrile (A line) と0.1% TFA/80 % acetonitrile (B line)を用いた。プロ

グラムは下記に示す通り (Table.7)。 

 

Table.7 C4 HPLC Program 

Time (min) Flow ( ml / min) A line B line 

0 2 100% 0% 

10 2 100% 0% 

55 2 35% 65% 

65 2 100% 0% 

70 2 100% 0% 

 

C4 HPLCカラムより分取したサンプルは、約2日間かけて凍結乾燥を行った。そ

の後、エッペンチューブに分けて、-20℃で保存した。 

 

・・・・αααα-PrPととととββββ-PrPのリフォールディングのリフォールディングのリフォールディングのリフォールディング 

 リフォールディングの方法は、1999年にCollingeらによって報告されたリフォ

ールディング方法に準じた形で行った

46
。 

α-form PrPを作製するため、6 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM 
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Tris acetate (pH8.0)/100 mM DTTに透析されているサンプルを2週間かけて下記の

ように10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0)になるように4℃

で透析した。 

※ GndHClの濃度が 1 M 付近になると凝集を起こしやすいのでその時間帯の濃

度変化をゆっくりと行うと高濃度のα form PrPを作ることが出来た。 

1 days : 6 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

2 days : 3 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

3 dyas : 1.5 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

4 days : 1.0 GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

5 days : 0.75 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

6 days : 0.5 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

7 days : 0.25 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

8 days : 0.125 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

9 days : 0.06 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

10days : 0.03 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) 

11,12 daysは10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM Tris acetate (pH8.0) に透析をす

る。(buffer交換は5回以上行った。) 

 

β-form PrPを作製するため、6 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH8.0)/10 mM 

Tris acetate (pH8.0)/100 mM DTTに透析されているサンプルを2週間かけて下記の

ように10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) になるように4℃

で透析した。 

1 days : 6 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

2 days :3 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 
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3 dyas : 1.5 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

4 days : 1.0 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

5 days : 0.75 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

6 days : 0.5 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

7 days : 0.25 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

8 days : 0.125 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

9 days : 0.06 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

10days : 0.03 M GndHCl/10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) 

11,12 daysは10 mM Sodium acetate (pH4.0)/10 mM Tris acetate (pH4.0) に透析をす

る。(buffer交換は5回以上行った。) 

 

・・・・CDスペクトラムスペクトラムスペクトラムスペクトラム 

CD (Circular dichroism) スペクトラムはJ-820 spectrometer (Jasco) で0.1 cmキュベ

ットを用いて測定した。測定条件はscanning: 20 nm/min, bandwidth: 1 nm, data 

spacing: 0.5 nmで行った。それぞれのスペクトラムの積算回数は3回行い、バック

グラウンドスペクトラムを引いたものをデータとした

9
。 

 

・・・・AFM 

AFM (Atomic force microscopy) はSPI-3800 (Seiko Instruments, Chiba, Japan) を

用いて測定した。プリオンは5.4 mg/mlの溶液を希釈後数具にfresh micaの表面に

静地後すぐに測定をした

48
。 

 

・・・・PK抵抗性抵抗性抵抗性抵抗性 

 リコンビナントPrP (100 µg/ml) はそれぞれのPK (proteinase K) で１時間、37℃
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で処理した。その後、最終濃度が2 mM になるようにPMDFを加えた。サンプル

は２ｘsample bufferを加えた後、Tris-tricine gelに流し、CBBにより染色を行った

9
。 

 

・様々なエピトープに対するプリオン抗体・様々なエピトープに対するプリオン抗体・様々なエピトープに対するプリオン抗体・様々なエピトープに対するプリオン抗体ととととELISAを用いたプリオンタンパクを用いたプリオンタンパクを用いたプリオンタンパクを用いたプリオンタンパク

質の構造的特徴質の構造的特徴質の構造的特徴質の構造的特徴 

ELISAは以前に報告した方法に準じて行った

49-54
。Microtiter plate (Nuc, Denmark)

はPrP (100 ng/50 ml/well) をコートした。その後0.25% BSA/PBSを用いて1時間ブ

ロック後、Anti-PrP Fab (HuM-P (epitop: 96-105), HuM-D18 (epitope: 133-157), 

HuM-D13 (epitope: 96-106), HuM-R72 (epitope:152-163) ; 1:500) 29,40,55
を1時間反応

させた。その後、検出のためビオチン化したanti-Fab antibody (1:1000; 50 ml/well) 

と alkaline phosphatase (AP) をコンジュゲートしたstreptavidinを反応させた。そ

の後、50μlの基質溶液 (パラニトロフェニルリン酸[2mg/ml]/10％ 2,2-イミノジ

エタノール/PBS) を加え時間依存的な発色 (405nmにおける吸光度) をマイクロ

プレートリーダーで計時的に測定した。 

 

3-3    結果結果結果結果 

・・・・C4カラムによるジスルフィド結合を持ったプリオンタンパク質の精製カラムによるジスルフィド結合を持ったプリオンタンパク質の精製カラムによるジスルフィド結合を持ったプリオンタンパク質の精製カラムによるジスルフィド結合を持ったプリオンタンパク質の精製 

 最終精製である、C4カラムによる精製を行うための分析を行った。還元剤で

ある2MEを用いた場合は34分付近 (アセトニトリル濃度40%) にピークが観察

されたが、２MEなしのジスルフィド結合が存在する場合は37分付近 (アセトニ

トリル濃度45％) にピークが観察された。実際、分取の際は45%付近のピークが

分取できるようにプログラムを組んで行った。 
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Fig.8 CH4カラムを用いた酸化プリオンと還元プリオンのピーク 

 

・・・・CDスペクトラムスペクトラムスペクトラムスペクトラム 

    リフォールディングしたプリオンタンパク質の2次構造を調べるためにCDス

ペクトラムを測定した (Fig.9) 。結果として、β-form PrPはβシート構造の特徴的

なピークである、215 nm付近に負のピークを示した。また、α-form PrPはaへリ

ックスの特徴的なピークである、210 nmと220 nmに負のピークを示した。よっ

て、リフォールディングしたβ-form PrPはβシート構造を、α-form PrPはαへリッ

クス構造を持つタンパク質であることが示された。 
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Fig.9  リフォールディングしたプリオンタンパク質のCDスペクトラム 

 

・・・・AFM 

 AFMは近畿大学の赤坂先生に頼んで行っていただいた (Fig.10) 。結果として

は非常に均一な球形粒子であり、サイズは直径が~47 nm、高さが~1.6 nmであっ

た。 

 

 

Fig.10 β-form PrPのAFM 



第3章 遺伝子組み換えプリオンタンパク質の作製と 
その生化学的解析             

 33 

・・・・PK抵抗性抵抗性抵抗性抵抗性 

    リフォールディングしたプリオンタンパク質のPK抵抗性を調べた (Fig.11) 。

その結果、α-form PrPは2 µg/mlのPK濃度で抵抗性が消失したが、β-form PrPは8 

µg/mlの濃度までPKの濃度を上げたがPK抵抗性を維持し続けた。 

 

 

Fig.11 リフォールディングしたプリオンタンパク質のPK抵抗性 

 

・様々なエピトープに対するプリオン抗体・様々なエピトープに対するプリオン抗体・様々なエピトープに対するプリオン抗体・様々なエピトープに対するプリオン抗体ととととELISAを用いたプリオンタンパクを用いたプリオンタンパクを用いたプリオンタンパクを用いたプリオンタンパク

質の構造的特徴質の構造的特徴質の構造的特徴質の構造的特徴 

 Inpro社のFab抗体を用いて、プリオンの構造的特徴を調べた (Fig.12) 。その結

果、133－157を認識するD18抗体は、α-form PrPには結合活性があるが、β-form PrP

に対する結合活性が減少した。しかしながら、その他のエピトープを認識する

抗体（HuM-P (epitop: 96-105), HuM-D13 (epitope: 96-106), HuM-R72 

(epitope:152-163)）はα-form PrPとβ-form PrPの構造の違いを見分けることは無か

った。 
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Fig.12 ELISAを用いたリフォールディングしたプリオンタンパク質の構造的特

徴の解析 

 

3-4    小括小括小括小括 

    これらの結果より、α-form PrPは2次構造がαへリックスを持った構造体であり、

β-form PrPはβシート構造を持った構造体でありかつPKに対して抵抗性を持つも

のであった。また、D18抗体は、α-form PrPには結合活性があるが、β-form PrP

に対する結合活性が減少した論文の報告通りであった

29,40,55
。 
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第第第第4章章章章     

ファージディスプレイ法を用いたファージディスプレイ法を用いたファージディスプレイ法を用いたファージディスプレイ法を用いたββββ-form PrP特異的一本鎖抗体特異的一本鎖抗体特異的一本鎖抗体特異的一本鎖抗体

(single chain Fv, scFv)の単離とその特異性の単離とその特異性の単離とその特異性の単離とその特異性 

 

4-1    小序論小序論小序論小序論 

    バイオパンニングによりPRB7 scFvとPRB30 scFvの二つの抗体を単離し、この

二つのscFvはβ-form PrPに対して特異的に結合することを示した。さらに、プリ

オンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィーをすることで回収されたフラク

ションに対しての二つの抗体の結合活性は、βシート構造を持っているプリオン

タンパク質に対して特異的であることを示した。 

 

4-2    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

・ファージライブラリ・ファージライブラリ・ファージライブラリ・ファージライブラリ 

pCANTAB5Eベクターを用いたヒト一本鎖抗体を提示したファージライブラ

リは以前からこの研究で用いられていた

49,51,52
。。M13 ファージの抗体ライブラ

リは、VH(γ) － VL(λ), VH(γ) － VL(κ), VH(μ) － VL(λ), VH(μ)－

VL(κ)の組み合わせで、VH とVL をリンカーでつないで、pCANTAB-5Eベク

ターに組み込んで作製したライブラリである。抗原結合部位は、scFv 

( single-chain variable fragment) 断片の形で、ファージのg3pとの融合タンパ

ク質としてファージ表面上に提示される。 

 

・バイオパンニング・バイオパンニング・バイオパンニング・バイオパンニング 

 バイオパンニングは論文に準じて行った

49,51-53
。方法としては、b-form PrPに特

異的に結合する抗体ファージを単離するために、まず、α-form PrPに結合する抗

体ファージを取り除くため、folding buffer (pH8.0) の条件下でイムノチューブに



第4章 ファージディスプレイ法を用いたβ-form PrP特異的 
一本鎖抗体の単離とその特異性          

 

 36 

α-form PrP (5 mg) をコートし、コートしたチューブにscFvを提示したファージ

ライブラリ (1 x 1012 pfu/50 µl) を反応させた。1時間後に、α-form PrPに結合して

いない抗体ファージを回収し、folding buffer (pH4.0) の条件下でイムノチューブ

にb-form PrP (5 µg) をコートし、コートしているチューブに回収した抗体ファー

ジを反応させた。1時間後に、結合していない抗体ファージを0.1% tween20/folding 

buffer (pH4.0) で洗浄することで取り除き、結合している抗体ファージを0.1 M 

glycine-HCl (pH2.2) で外し、回収後、すぐに1M Tris-HCl (pH9.1) で中和した。

回収した抗体ファージはTG1に感染させることで増幅し、次ラウンドでも同様の

操作を繰り返すことで抗体ファージの濃縮を行った。 

 

・・・・ELISAによるによるによるによるPRB7 scFv, PRB30 scFvファージクローンとファージクローンとファージクローンとファージクローンとscFvの特異性の特異性の特異性の特異性 

96 穴プレートにプリオンタンパク質 (50 ng/40 µl/well） を4℃、16 時間それ

ぞれのfolding bufferでコートし、0.5% gelatin/PBSで2時間室温でブロックした。

0.1％ Tween20/PBS で3回洗浄後、クローン化したファージ (5 x 1011 TU/40 

µl/well) もしくはscFv (200 ng/40 µl/well) をそれぞれ1ウェルに40µl加えて室温

で1時間反応させた。0.1％Tween20/PBS で3 回洗浄後、ビオチン化したファー

ジに対する抗体 (anti-M13 mAb-biotin, pharmacia より購入したものをビオチン

化した) を加えて室温で1時間反応させた。アルカリフォスファターゼ標識した

ストレプトアビジン (SA-AP) を加えて (40 µl/well）、室温で30分間反応させた

後、基質であるp‐ニトロフェニルリン酸溶液を加えて405 nmの吸光度を測定し

て結合したファージを検出した。 

 

・・・・pHにににによる影響を確認するためのよる影響を確認するためのよる影響を確認するためのよる影響を確認するためのELISA 

上記のELISAの方法と同様だが、scFvを反応させる際、pH4.0の条件下とpH8.0

の条件下で行った。scFvと反応させた後は、PBSの条件下で検出を行った。 

 



第4章 ファージディスプレイ法を用いたβ-form PrP特異的 
一本鎖抗体の単離とその特異性          

 

 37 

・・・・scFvののののDNAシークエンス解析シークエンス解析シークエンス解析シークエンス解析 

TG1に感染したファージから、ファージDNAを抽出し、scFv抗体遺伝子をBig dye 

terminator virsion 3.1 (PE Applied Biosystems)、抗体分子に特異的なプライマーS7 

（pUC19 reverse in the pUC backbone: 5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGC-3’） 

とS8 (the fg gene 3: 5’-GTCGTCTTTCCAGCAGTTAGT-3’) を用いてPCR法により

遺伝子を増幅して配列を決定した。 

 

・・・・scFv配列の配列の配列の配列のgene usage 

 IMGT databaseを用いてscFv配列のgene usageを解析した。 

 

・・・・プリオンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィープリオンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィープリオンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィープリオンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィー 

α-form PrPのsec-HPLCによる解析は、150mM NaCl, 1M urea, 0.02% azide, 20mM 

sodiumu acetate buffer pH5.5のバッファーで流速1ml/minでTSK-Gel SWXL G3000 

(Tosho Corporation, Tokyo, Japan)を用いて行った。β–form PrPのsec-HPLCによる

解析は、200mM NaCl, 1M urea, 0.02% azide, 20mM sodiumu acetate buffer pH4.0の

バッファーで流速1 ml/minでTSK-Gel SWXL G3000 (Tosho Corporation, Tokyo, 

Japan) を用いて行った。ピークの出たところは回収をし、前述で述べた同様の

手法でCDスペクトル解析を行った。 

 

・・・・Aββββ42コンフォーマーの作製コンフォーマーの作製コンフォーマーの作製コンフォーマーの作製 

 Aβ42コンフォーマーは論文に従って作製した

52,54
。人工合成Aβ42ペプチド

(purity90–95% by mass spectrum; Peptide Institute Inc., Osaka, Japan) は1 mg/ml (222 

µM) になるように1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (Wako, Tokyo, Japan) で溶か

した。すぐに用いるために、1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanolで処理したAβ42は4 
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mg/ml (888 mM) になるようにdimethyl sulfoxide (Wako) で溶かし、40 mMになる

まで20 mM phosphate buffer (pH7.4) で希釈した。 

 

4-3    結果結果結果結果 

・ELISAによるによるによるによるPRB7 scFv, PRB30 scFvファージクローンファージクローンファージクローンファージクローンの特異性の特異性の特異性の特異性 

 ELISAによって単離したPRB7 scFvとPRB30 scFvファージクローンの特異性を

調べた。どちらのクローンともpH8.0の条件下でα-form PrPに対する結合活性は

示されなかった。そして、pH4.0の条件下でβ-form PrPに対して特異的結合活性

が示された。また、プリオンタンパク質はHis-tagを持っているが、His-tagを有し

ているTIM-3に対しての結合活性は示されなかった (Fig.13)。 

 

 

Fig.13 scFvファージクローンの特異性 

 

・・・・ELISAによるによるによるによるPRB7 scFv, PRB30 scFvの特異性の特異性の特異性の特異性 

 上記のELISA同様にscFvの特異性を調べた。結果は上記と同様であり、PRB7 

scFvとPRB30 scFvはβ-form PrPに対して特異的な結合活性を示し、α-form PrPに

対しては結合活性を示さなかった (Fig.14)。 
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Fig.14 scFvの特異性 

 

・・・・pHによる影響を確認するためのによる影響を確認するためのによる影響を確認するためのによる影響を確認するためのELISA 

 ELISAの際に、コートしているプリオンタンパク質の構造を保つためにpHを

限定しているが、pH8.0の条件下ではβ-form PrPに影響があり、pH4.0の条件下で

は抗体の安定性とα-form PrPに影響があることが示唆される。よって、それぞれ

のpH環境下で抗体反応をした際の影響を検討した。その結果、どのpH環境下で

もPRB7 scFvとPRB30 scFvはβ-form PrPに対して特異的に結合することが示され

た。 
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Fig.15 scFvの特異性はpHによって影響を受けない 

( )内のpHはscFvを反応させた条件を示している。 

 

・・・・scFvののののDNA配列と配列と配列と配列とgene usage 

 PRB7, PRB30ともにヒトの抗体配列を有していた。また、IMGT databaseを用

いてgene usageを調べた結果は下記に示す通りとなった (Fig.16)。 

 



第4章 ファージディスプレイ法を用いたβ-form PrP特異的 
一本鎖抗体の単離とその特異性          

 

 41 

 

Fig.16 scFvの配列 (A: VH配列、B: VL配列) とgene usage (C) 

 

・ゲル濾過クロマトグラフィーによって回収された・ゲル濾過クロマトグラフィーによって回収された・ゲル濾過クロマトグラフィーによって回収された・ゲル濾過クロマトグラフィーによって回収されたピークフラクションピークフラクションピークフラクションピークフラクションに対すに対すに対すに対す

るるるるscFvの反応性の反応性の反応性の反応性 

 論文で報告されていたプリオンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィーを

行い

9
、回収したピークフラクションに対してのscFvの反応性を調べた。私たち

が作製したα-form PrPはシングルピーク (11.8 min) が観察され (Fig.17 A)、回収

したピークフラクション (α-form PrP Fr-1) をCDスペクトラム解析したところα

へリックスを持った構造体であることが示された (Fig.17 B)。次に、β-form PrP

はダブルピーク(7.5 min, 12.6 min) が観察され (Fig.17 A)、7.5 minのピーク 

(β-form PrP Fr-1) はオリゴマーであることがマーカーより示唆され、12.6 minの

ピーク (β-form PrP Fr-2) はモノマーであることがマーカーより示唆された。ど

ちらのピークフクラクションもCDスペクトラム解析したところβシート構造を

持った構造体であることが示された (Fig.17 B)。これらの回収したピークフラク
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ションをELISAプレートにコートし、scFvとの結合活性を調べたところ、scFvは

βシート構造を持った構造体である、β-form PrP-Fr1, Fr2に対してのみ結合活性を

示した (Fig.17C)。 
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Fig.17 ゲル濾過クロマトグラフィーによって回収されたピークに対するscFvの

反応性 

A. プリオンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィー、B. 回収したピークフラ

クションのＣＤスペクトラム、C. 回収したピークフラクションに対するscFvの

結合活性 
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4-5    小括小括小括小括 

    バイオパンニングによりPRB7 scFvとPRB30 scFvの二つの抗体を単離した。こ

の二つのscFvはβ-form PrPに対して特異的に結合し、それはELISAによって示さ

れた。また、それぞれのクローンはヒトの配列を持っていることがDNA解析か

ら示された。プリオンタンパク質のゲル濾過クロマトグラフィーでは、β-form 

PrPはオリゴマーとモノマーの混ざった構造体であることが示されたが、どちら

もβシート構造を持っていた。さらにPRB7 scFvとPRB30 scFvはオリゴマーとモ

ノマーにも結合活性を有する抗体であり、この二つの構造体は抗体が反応する

どうようのエピトープを持っていることが考えられる。さらにβシート構造を持

っているAβ42ペプチドに対して結合活性が観察されなかったことより、これら

の抗体はプリオンタンパク質の立体構造を認識していることが示唆される。 
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第第第第5章章章章     

ββββ----form PrPform PrPform PrPform PrP特異的特異的特異的特異的IgGIgGIgGIgG抗体の作製とその生化学的特性抗体の作製とその生化学的特性抗体の作製とその生化学的特性抗体の作製とその生化学的特性    

 

5-1    小序論小序論小序論小序論 

 PRB7 scFvから抗体の構造的安定性を高め、プリオンタンパク質の微妙な構造

変化を解析するためPRB7 IgG1を作製した。作製したPRB7 IgG1は、SDS-PAGE

から完全なIgGであることが示され、特異性に関してもscFvとほぼ同等の結合活

性を示していた。また、PRB7 IgG1はエピトープ解析よりヒトプリオンタンパク

質のaa128-132を強く認識していることが示された。そして、種に対する特異性

を調べたところヒト、ウシ、マウス、ヒツジのβ-form PrPに対して非常に強い結

合活性を示した (ウシα-form PrPに対しては非常に弱い結合活性を示した)。 

 

5-2    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

・・・・PRB7 IgG1の発現ベクターの発現ベクターの発現ベクターの発現ベクター 

DNAプライマーは北海道システムサイエンス (Sapporo, Japan) に合成を依頼し

た。PRB7 IgG1の発現ベクターの詳細な構築手順は下の図に示した。 

The heavy-chain leader sequence (Vhls; HAVT20) 30
、heavy-chain variable gene (Vh)、 

light-chain leader sequence (Vlls) 51
と light-chain variable gene (Vl) of PRB7はPCRに

よって増幅した

53
。使用したプライマーは、 

Vhls forward primer 1 

(5’-AAAAATCTAGAGCTAGCGATGGCATGCCCTGGCTTCCTGTGGGCACTTG

TGATCTCC-3’) 

Vhls back primer 

(5’-AAAAAGCAACAGCTGCACCTCAGCCATGGAAAATTCAAGACAGGTGGA

GATCACAAGTGCC-3’), 

Vh forward primer 

(5’-GAGGTGCAGCTGTTGCAG-3’) 

Vh back primer 
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(5’-AAAAAGGGCCCTTGGTGGATGAGGAGACGGTGAC-3’) 

Vlls forward primer 

(5’-AAAAAGCTAGCGATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCC-3’) 

Vlls back primer  

(5’-AAAAATCCGGTGGTTGGGAGCCAGAGTAGCAGGAGGAAGAGAAGCTGC

GC-3’) 

Vl forward primer 

(5’-AAAAAACCGGAGACATCGTGATGACCCAG-3’) 

Vl back primer 

(5’-AAAAAGAAGACAGATGGTGCAGCCACAGTACGTTTAATCTCCAGTCGGT

-3’) 

を用いた。 

human immunoglobulin heavy chain 1 (IGHC1) と human immunoglobulin κ-chain 

(IGKC)の定常領域はPCRによってリンパ球のcDNAから増幅した。その際に用い

たプライマーは 

IGHC1 forward primer (5’-TCCACCAAGGGCCC-3’) 

IGHC1 back primer (5’-AAGCTTCGGAGACAGGGAGAG-3’) 

IGKC forward primer (5’-ACTGTGGCTGCACCATC-3’) 

IGKC back primer (5’-AAGCTTCTAACACTCTCCCCTGTTG-3’) 

を用いた。 
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Fig.18 PRB7 IGHC1発現ベクターの構築手順とベクターマップ 
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Fig.19 PRB7 IGKC発現ベクターの構築手順とベクターマップ 
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・・・・PRB7 IgG1の発現と精製の発現と精製の発現と精製の発現と精製 

 PRB7 IgG1の発現と精製は論文に従って行った

50,56
。FreeStyle 293F細胞は37℃、

8% CO2の条件下でスピンナーフラスコを用いて撹拌培養を行った。トランスフ

ェクション (volume 500 ml) は、500 µg/10mlのDNA (H鎖発現ベクターとL鎖発

現ベクターのmol比、1:1)/OptiPro SFMと500 µl/10mlのFreeStyle MAX 

regent/OptiPro SFM を混ぜ、10分間静置した。その後、その溶液を1 x 106 cells/ml, 

500 mlにまで増やしたFreeStyle 293F細胞に加え、37℃、8% CO2の条件下でスピ

ンナーフラスコを用いて撹拌培養を7日間行った。PRB7 IgG1の精製は、培養液

を回収後、遠心により細胞を取り除き、protein Aカラムを用いて精製をした。 

 

・・・・PRB7 scFvととととPRB7 IgG1のコンピューターシュミレーションモデルのコンピューターシュミレーションモデルのコンピューターシュミレーションモデルのコンピューターシュミレーションモデル 

PRB7 scFvの分子モデルは2GHWD (anti SARS spike proteinreceptor antibody) をテ

ンプレートとしてMolecular Operating EnvironmentTM (MOE, Version 2009.10) を

用いてシュミレーションを行った。PRB7 IgG1のFab domainの分子モデルも同様

にして行った。それぞれのテンプレートとPDBコードは、PRB7 H鎖のフレーム

ワーク領域とCDR領域: flanking region;1HEZ.B, CDR1; 1NLO.H, CDR2; 

2GHW.DH, CDR3; 4FAB.H、 PRB7 L鎖のフレームワーク領域とCDR領域; 

1HEZ.A, CDR1; 1ZLS.L, CDR2; 1U6A.L, CDR3; 1DNO.C.を用いてシュミレーシ

ョンを行った。 

 

・・・・SDS-PAGE 

 Protein Aによって精製したPRB7 IgG1は、２MEで処理したサンプルと処理しな

いサンプルを作製し、10％ SDS-PAGEに流した。その後、ゲルはCBBにより染

色を行った。 
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・・・・ELISAを用いた様々なタンパク質に対するを用いた様々なタンパク質に対するを用いた様々なタンパク質に対するを用いた様々なタンパク質に対するPRB7 IgG1の特異性の特異性の特異性の特異性 

 96穴プレートにプリオンタンパク質、Aβ42コンフォーマー（50 ng/50 µl/well）

を室温、1時間それぞれのfolding bufferでコートし、0.25% BSA/PBS で1時間、室

温でブロックした。0.1% Tween20/PBS で洗浄後、PRB7 IgG1 (50 ng/50 µl/well)

を加えて室温で1 時間反応させた。0.1%Tween20/PBS で洗浄後、検出のため、

HRPをコンジュゲートしたanti human IgG (1:5000) を加え、1時間室温で反応させ

た。プレートを洗浄後、50 mlの3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine solutionを加え、室

温で3~5 分後、50 mlの1 N HClを加えて反応を止めた。その後、450nmの吸光度

を測定し結合した抗体を検出した。 

 

・・・・PRB7 IgG1のエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパのエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパのエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパのエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパ

ンニングンニングンニングンニング 

Control human IgG (300 ng/50 µl/well) とPRB7 IgG1 (300 ng/50 µl/well) を96穴プ

レートにコートした後、0.25% BSA/PBSで一晩ブロックを行った。その後、コン

トロールscFvをコートしたwellに4 x 1011 pfu/wellのPhD-12ライブラリを加え、1

時間反応させることでコントロールIgGに対する非特異的なファージクローン

を除いた。その後、PRB7 IgG1をコートしたwellに加え1時間反応させ、0.2% 

Tween/PBSで洗浄後、特異的に結合したファージクローンを0.1M Glycine-HCl 

(pH 2.2) で溶出し、直ぐに1.0 M Tris-HCl (pH 9.1) で中和した。その後、100 µl

のファージ溶液を20 mlの対数増殖期の大腸菌 (ER2738) に感染させ37℃で4.5

時間培養することで、ファージを増幅後、同様の操作をさらに2回繰り返し行い、

より特異的なファージクローンを単離した。 
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・・・・ELISAを用いたを用いたを用いたを用いたPRB7 IgG1に特異的に反応するペプチドファージに特異的に反応するペプチドファージに特異的に反応するペプチドファージに特異的に反応するペプチドファージ 

 96穴プレートにPRB7 IgG1 (50 ng/50 µl/well) を室温、1時間それぞれのfolding 

bufferでコートし、0.25% BSA/PBS で1時間、室温でブロックした。0.1% 

Tween20/PBSで洗浄後、ペプチドファージクローン (50 µl/well、1 x 1011 

virions/ml) を加えて室温で1 時間反応させた。0.1% Tween20/PBS で洗浄後、検

出のため、ビオチンをコンジュゲートしたanti M13抗体 (1:2000)、HRPをコンジ

ュゲートしたストレプトアビジンをそれぞれ1時間室温で反応させた。その後、

プレートを洗浄後、50 mlの3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine solutionを加え、室温で

3~5 分後、50 mlの1 N HClを加えて反応を止めた。その後、450 nmの吸光度を測

定し結合したファージクローンを検出した。 

 

・ペプチドファージクローンのシークエンス解析・ペプチドファージクローンのシークエンス解析・ペプチドファージクローンのシークエンス解析・ペプチドファージクローンのシークエンス解析 

PRB7 IgG1特異的ファージクローンのモチーフDNA配列は、KEB-108プライマ

ー (5’-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3’) を用いたDye Terminator法で解析した。

得られたDNA配列をもとにアミノ酸配列を決定した。 

 

・・・・ヒトプリオンタンパク質ヒトプリオンタンパク質ヒトプリオンタンパク質ヒトプリオンタンパク質に対するホモロジー解析に対するホモロジー解析に対するホモロジー解析に対するホモロジー解析 

上記シークエンス解析でファージモチーフのアミノ酸配列を決定後、ヒトプ

リオンタンパク質とのホモロジー解析をClustal W version 3.1ソフトウェアーで

解析した。 

 

・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション 

 ヒトα-form PrPはPDB code, 1QM0をPyMolを用いてシュミレーションした。 
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・・・・ELISAを用いたを用いたを用いたを用いたプリオンプリオンプリオンプリオンタンパク質タンパク質タンパク質タンパク質の種の種の種の種に対するに対するに対するに対するPRB7 IgG1の特異性の特異性の特異性の特異性 

 96穴プレートにプリオンタンパク質 (100 ng/50 µl/well) を室温、1時間それぞ

れのfolding bufferでコートし、0.25% BSA/PBS で1時間、室温でブロックした。

0.1% Tween20/PBS で洗浄後、PRB7 IgG1 (50 ng/50 µl/well) を加えて室温で1時間

反応させた。0.1% Tween20/PBSで洗浄後、検出のため、HRPをコンジュゲート

したanti human IgG (1:5000) を加え、1時間室温で反応させた。プレートを洗浄

後、50 mlの3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine solutionを加え、室温で3~5 分後、50 ml

の1 N HClを加えて反応を止めた。その後、450nmの吸光度を測定し結合した抗

体を検出した。 

 

5-3    結果結果結果結果 

・・・・PRB7 IgG1の発現と精製の発現と精製の発現と精製の発現と精製 

PRB7 IgG1の発現と精製は論文に従って行った

50,56
。その結果、回収量は約400 

ug/Lであった。 

 

・・・・PRB7 scFvととととPRB7 IgG1のコンピューターシュミレーションモデルのコンピューターシュミレーションモデルのコンピューターシュミレーションモデルのコンピューターシュミレーションモデル 

MOEを用いてscFvとIgGの分子モデル作製し、抗体の立体的な構造を比較した。 

抗体のポケットの部分を比較するとIgG (Fig.20 B) がscFv (Fig.20 A) に比べてポ

ケットが深くなり、CDR全体でポケットを包んでいるように示された。 
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Fig.20 PRB7 scFvモデル (A) とPRB7 IgG1のFab領域モデル (B) 
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・・・・SDS-PAGE 

作製したPRB7 IgG1が正常に構築されているかを確かめるためにSDS-PAGE

を用いて確認した。非還元状態の結果より、作製した抗体はControl human IgG

とほぼ同じ位置にバンドが観察されることから、IgGの形で存在していることが

示唆される。還元状態の結果からは、作製した抗体はH鎖とL鎖を持ち、そのサ

イズはControl human IgGとほぼ同等であることが示された (Fig.21)。 

 

 

Fig.21 PRB7 IgG1の還元条件下と非還元条件下でのSDS-PAGE 

 

・・・・ELISAを用いた様々なタンパク質に対するを用いた様々なタンパク質に対するを用いた様々なタンパク質に対するを用いた様々なタンパク質に対するPRB7 IgG1の特異性の特異性の特異性の特異性 

 作製したPRB7 IgG1のリフォールディングしたプリオンタンパク質に対する

特異性を確認した。その結果、PRB7 IgG1はβ-form PrPに対して特異的に結合し

ていた。また、βシート構造を持っているsoluble Aβ42、Aβ42 prefibril oligomer、

Aβ42 fiberとα-form PrPに対して結合活性を示さなかったことから、この抗体は

β-form PrPの立体構造を認識して結合していることが示唆された (Fig.22)。また、
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プリオン特異的抗体であるSAF32、Aβに対して特異的である6E10がどのコンフ

ォーマーに対しても同程度の反応を示していることより、同程度のタンパク質

がコートされていることが示されている (Fig.22)。 

 

 

Fig.22 様々なタンパク質に対するPRB7 IgG1の特異性 

 

・・・・PRB7 IgG1のエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパのエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパのエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパのエピトープ解析のための、ペプチドファージを用いたバイオパ

ンニングンニングンニングンニング 

 PRB7 IgG1のエピトープ解析のため、ペプチドファージを用いたバイオパンニ

ングを行った。パンニングを簡単に説明すると、control human IgGに対して結合

するファージを吸収した後、PRB7 IgG1に対して結合するファージを回収し、増
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幅するというラウンドを3回繰り返した (Fig23 A)。ラウンドを重ねるごとに

12merのペプチドを提示しているファージライブラリからは回収されるファー

ジクローンの数が増加し、クローンの濃縮が示されたが、環状ペプチドを提示

しているC7Cペプチドファージライブラリからはクローンの濃縮が示されなか

った (Fig23 B, C)。 

 

 

Fig.23 エピトープ解析のためのバイオパンニング手順 (A) とペプチドファー

ジの濃縮 (B, C) 
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・・・・ELISAを用いたを用いたを用いたを用いたPRB7 IgG1に特異的に反応するペプチドファージに特異的に反応するペプチドファージに特異的に反応するペプチドファージに特異的に反応するペプチドファージ 

バイオパンニングによって得られたファージライブラリから90クローンをス

クリーニングし、２つのPRB7 IgG1に特異的に結合するペプチドファージクロー

ンが単離された (pepPRB7-14とpepPRB7-38)。２つのペプチドファージクローン

はPRB7 IgG1に対して特異的に結合し、control human IgG/Kappaに対しては結合

を示さなかった (Fig.24)。 

 

 

Fig.24 PRB7 IgG1に特異的に反応するペプチドファージ 

 

・ペプチドファージクローンのシークエンス解析・ペプチドファージクローンのシークエンス解析・ペプチドファージクローンのシークエンス解析・ペプチドファージクローンのシークエンス解析 

    pepPRB7-14とpepPRB7-31はシークエンス解析を行い、ペプチドの配列を決定

した (Fig.25)。 
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Fig.25 PRB7 IgG1特異的ペプチドファージクローンのペプチド配列 

 

・・・・ヒトプリオンタンパク質ヒトプリオンタンパク質ヒトプリオンタンパク質ヒトプリオンタンパク質に対するホモロジー解析に対するホモロジー解析に対するホモロジー解析に対するホモロジー解析 

 pepPRB7-14とヒトプリンタンパク質のホモロジー解析を行った。pepPRB7-14

はヒトプリオンタンパク質のaa124-136に対してホモロジーを持つことが示され

た。特にaa128-132の領域に配列相同性が高く、この領域は正常型プリオンタン

パク質のβ1領域である (Fig.26)。一方、pepPRB7-38はホモロジーを持つ配列が

示されず、構造特異的もしくは不連続エピトープを認識していることが示唆さ

れる。 
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Fig.26 pepPRB7-14とヒトプリオンタンパク質とのホモロジー解析 

 

・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション・ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション 

 コンピューターシュミレーションを用いて正常型プリオンタンパク質と

pepPRB7-14のホモロジー部分の解析を行った。pepPRB7-14と正常型ヒトプリオ

ンタンパク質の相同性が高い配列であるaa124-136を赤で示した (Fig.27)。ただ

し、PRB7 IgG1はβ-form PrPに対して特異的に結合する抗体であるため、ここに

示す領域には結合しないことになる。よってβ-form PrPはこの構造の部分が変化

していることが示唆される。 
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Fig.27 正常型ヒトプリオンタンパク質のコンピューターシュミレーション 

 

・・・・ELISAを用いたを用いたを用いたを用いたプリオンプリオンプリオンプリオンタンパク質タンパク質タンパク質タンパク質の種の種の種の種に対するに対するに対するに対するPRB7 IgG1の特異性の特異性の特異性の特異性 

 PRB7 IgG1はヒトβ-form PrPに対して特異的に結合することが示されたが 

(Fig.22)、他の種に対する特異性を確認した。各種プリオンタンパク質はヒトと

同様の手法によりリフォールディングを行った。リフォールディングを行った

プリオンタンパク質の2次構造はCDスペクトラム解析を行い、β-form PrPと

α-form PrPが作製されていることが示された。PRB7 IgG1は、ヒト、ウシ、マウ

ス、ヒツジのβ-form PrPに対して非常に高い結合活性を示し、α-form PrPに対し

ては結合活性を示さなかった。ただし、ウシのα-form PrPに対しては、非常に弱

いが結合活性を示していた (Fig.28 B)。 
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Fig.28 プリオンタンパク質の種に対するPRB7 IgG1の特異性 

 

5-4    小括小括小括小括 

 PRB7 scFvから抗体の構造的安定性を高め、プリオンタンパク質の微妙な構造
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変化を解析するためPRB7 IgG1を作製した。作製したPRB7 IgG1は、SDS-PAGE

から完全なIgG1であることが示され、特異性に関してもscFvとほぼ同等の結合

活性を示していた。また、PRB7 IgG1はエピトープ解析よりヒトプリオンタンパ

ク質のaa128-132を強く認識していることが示された。そして、種に対する特異

性を調べたところヒト、ウシ、マウス、ヒツジのβ-form PrPに対して非常に強い

結合活性を示した（ウシα-form PrPに対しては非常に弱い結合活性を示した）。

これらの結果から、PRB7 IgG1が認識しているβ-form PrPのaa128-132の領域は

α-form PrPの構造であるβ1構造とは異なった構造をしていることが考えられる。 
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第第第第6章章章章     

PRB7 IgGPRB7 IgGPRB7 IgGPRB7 IgGが、細胞内が、細胞内が、細胞内が、細胞内ββββ----form PrPform PrPform PrPform PrPの産生と蓄積に及ぼす影響の産生と蓄積に及ぼす影響の産生と蓄積に及ぼす影響の産生と蓄積に及ぼす影響 

 

6-1    小序論小序論小序論小序論 

PRB7 IgG1とScN2a細胞を3日間共培養することによって3つの特徴的染色パター

ンが観察された。これらのPRB7 IgG1で染色される粒子はβ-form PrPであり、蓄

積していき、これが蓄積することによってアポトーシスを起こすことが示され

た。しかしながら、この抗体を用いてPrPres
増幅阻害実験を行ったところ、まっ

たく阻害が出来なかった。この結果はCollingeらによる感染と毒性は別であると

いう説を支持するデータとなる

22
。 

 

6-2    材料と方法材料と方法材料と方法材料と方法 

・細胞培養・細胞培養・細胞培養・細胞培養 

ScN2a、N2a58、FF32、N2aL1は、Opti-MEM/10% FBS/penicillin/streptomycin 培

地で、37℃、5％ CO2存在下で培養を行った。 

 

・生細胞と固定化した細胞の・生細胞と固定化した細胞の・生細胞と固定化した細胞の・生細胞と固定化した細胞の免疫免疫免疫免疫染色染色染色染色 

免疫染色は論文の方法に準じて行った

57-59
。ScN2a細胞は5 x 104 cells/mlを

Adcanced TCTM glass bottom cell culture dish (Greiner Bio-One, Germany)上で2日間

培養した。 生細胞の染色は、ScN2a細胞は3% BSA/0.1% azide/PBSで室温、30分

ブロックをした。固定化した細胞は、ScN2a細胞を4% paraformaldehydeで20分間、

室温で固定後、3% BSA/PBSで30分間、室温でブロックした。その後、0.1% 

saponin/PBSで膜透過処理後、それぞれ、PRB7 IgG1, control human IgGもしくは
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SAF32 (5 µg/ml)を用いて染色をし、検出にはAlexa Fluor488-anti human IgG 

(1:2000)、Alexa Fluor546-anti mouse IgG, DAPIを用いて染色した。 

 

・・・・ScN2a細胞と細胞と細胞と細胞とPRB7 IgG1を共培養したを共培養したを共培養したを共培養した免疫免疫免疫免疫染色染色染色染色 

 免疫染色は論文の方法に準じて行った

57-59
。ScN2a細胞は5 x 104 cells/mlとPRB7 

IgG1, SAF32, control human IgG, control mouse IgG (5 µg/ml)をAdcanced TCTM 

glass bottom cell culture dish (Greiner Bio-One, Germany)上で3日間、共培養した。

その後、固定化、ブロック、膜透過処理後、Alexa Fluor488-anti human IgG (1:2000)、

Alexa Fluor546-anti mouse IgG, DAPIを用いて染色した。プリオンの粒子の数に関

しては、100枚程度の写真を取、目視によりカウントを行った。 

 

・・・・actinととととtublinを用いた多重染色を用いた多重染色を用いた多重染色を用いた多重染色 

ScN2a細胞は5 x 104 cells/mlとPRB7 IgG1, SAF32, control human IgG, control 

mouse IgG (5 µg/ml)をAdcanced TCTM glass bottom cell culture dish (Greiner 

Bio-One, Germany)上で3日間、共培養した。その後、-20℃で冷却していたメタノ

ールを加え、－20℃で30分間固定化後、ブロック、膜透過処理後、Alexa 

Fluor488-anti human IgG (1:2000)、DAPIを用いて染色した。 

 

・・・・PRB7 IgG1ととととSAF32による多重染色による多重染色による多重染色による多重染色 

 ScN2a細胞は5 x 104 cells/mlとPRB7 IgG1 (5 µg/ml) をAdcanced TCTM glass 

bottom cell culture dish (Greiner Bio-One, Germany) 上で3日間、共培養した。その

後、固定化、ブロック、膜透過処理後、SAF32 (1ug/ml) を1時間、室温で反応さ

せた。その後、検出のため Alexa Fluor488-anti human IgG (1:2000)、Alexa 

Fluor546-anti mouse IgG, DAPIを用いて染色した。 
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・・・・PRB7 IgG1ととととAnnexin Vによる多重染色による多重染色による多重染色による多重染色 

ScN2a細胞は5 x 104 cells/mlとPRB7 IgG1 (5 µg/ml) をAdcanced TCTM glass 

bottom cell culture dish (Greiner Bio-One, Germany) 上で3日間、共培養した。その

後、固定化前にannexin binding buffer (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2, 

pH7.4) で溶かしてAnnexin V-Alexa Fluor 568を室温で反応させた。その後、固定

化、ブロック、膜透過処理後、Alexa Fluor488-anti human IgG (1:2000)、 DAPIを

用いて染色した。 

 

・・・・PRB7 IgG1ととととSAF32もしくは６もしくは６もしくは６もしくは６D11を用いたサンドイッチを用いたサンドイッチを用いたサンドイッチを用いたサンドイッチELISA 

 96 穴プレートにPRB7 IgG1 (100 ng/50μ l/well) を室温、1時間コートし、0.25% 

BSA/PBS で1時間、室温でブロックした。0.1 ％ Tween20/PBS で洗浄後、SAF32

もしくは6D11 (100 ng/50 µl/well) を加えて室温で1 時間反応させた。0.1％

Tween20/PBS で洗浄後、検出のため、HRPをコンジュゲートしたanti human IgG 

(1:5000) を加え、1時間室温で反応させた。プレートを洗浄後、50 µlの

3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine solutionを加え、室温で3~5 分後、50 µlの1 N HClを

加えて反応を止めた。その後、450nmの吸光度を測定し結合した抗体を検出した。 

 

・・・・Alexa488ののののPRB7 IgG1へのコンジュゲートへのコンジュゲートへのコンジュゲートへのコンジュゲート 

 Alexa488のラベルはマニュアルに従って行った。 

 

・変性条件下での染色・変性条件下での染色・変性条件下での染色・変性条件下での染色 

ScN2a細胞は5 x 104 cells/mlとPRB7 IgG1 (5 µg/ml) をAdcanced TCTM glass 

bottom cell culture dish (Greiner Bio-One, Germany) 上で3日間、共培養した。その
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後、固定化、6 M GdnHClで20分間室温で変性処理後、ブロック、膜透過処理後、

SAF32 もしくは６D11 (1ug/ml) を1時間、室温で反応させた。その後、検出のた

め Alexa Fluor488-anti human IgG (1:2000)、Alexa Fluor546-anti mouse IgG, DAPI

を用いて染色した。 

 

・共焦・共焦・共焦・共焦点顕微鏡点顕微鏡点顕微鏡点顕微鏡 

蛍光イメージはZeiss LSM 700 confocal laser microscope (Carl Zeiss, Tokyo, Japan)

を用いて観察した。また、Orthogonal projectionとprofile progectionsはZeiss LSM 

software (Carl Zeiss) を用いて観察測定した。 

 

・・・・PrPres増幅阻害実験増幅阻害実験増幅阻害実験増幅阻害実験 

ScN2a細胞は5 x 104 cells/mlとPRB7 IgG1、control human IgG、 SAG32を24 well 

plateで4日間、共培養した。その後、well上の細胞をTriton lysis bufferで処理した

後、回収し、遠心により細胞を取り除いた。その後、PK (20 mg/ml)で37℃、30

分間処理し、PMSF (最終濃度 2mM) で酵素反応を止めた。このサンプルに2x 

tricine sample bufferを加え、16.5 % tricine gelに流した。ゲルはPVDFメンブレン

に転写後、メンブレンをブロックし、6D11により検出をした。 

 

6-3    結果結果結果結果 

・生細胞と固定化した細胞の免疫・生細胞と固定化した細胞の免疫・生細胞と固定化した細胞の免疫・生細胞と固定化した細胞の免疫染色染色染色染色 

 常法の染色法を用いて、PRB7 IgG1とScN2a細胞の染色を行った。その結果、

生細胞と固定化した細胞はPRB7 IgG1とcontrol human IgGによって染色されなか

った。しかし、プリオンタンパク質特異的抗体であるSAF32によって染色された 

(Fig.29)。 
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Fig.29 生細胞と固定化した細胞の免疫染色 

 

・・・・ScN2a細胞と細胞と細胞と細胞とPRB7 IgG1を共培養した免疫染色を共培養した免疫染色を共培養した免疫染色を共培養した免疫染色 

 3日間、PRB7 IgG1とScN2a細胞を共培養して染色したところ、特徴的な染色パ
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ターンが観察された (Fig.30)。Fig.30 Box-1のように細胞全体が緑の粒子(PRB7 

IgG1)で染色され、核が観察されないパターン、Fig.30 Box-2のように細胞の一部

が緑の粒子で染色され、核が観察されるパターン、Fig.30 Box-3のように緑の粒

子で染色されず、核が観察されるパターンが観察された (Fig.30)。その他の抗体

や正常型のプリオンを過剰発現しているN2a58ではこれらのパターンは観察さ

れなかった(Fig.31)。 

 

 

Fig.30 ScN2a細胞とPRB7 IgG1を共培養した免疫染色 
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Fig.31 ScN2a細胞またはN2a58細胞と各種抗体を共培養した免疫染色 

 

・・・・actinととととtubulinによるによるによるによるScN2a細胞の免疫染色細胞の免疫染色細胞の免疫染色細胞の免疫染色 

 PRB7 IgG1によって染色されたScN2a細胞が細胞であるかどうかを確かめるた

めに、細胞骨格マーカーであるactinとtubulinを用いて多重染色を行った。その結

果、PRB7 IgG1で染色される細胞は、細胞骨格のマーカーであるactinやtubulinに

より染色されることより、細胞骨格を持った細胞であることが示された (Fig.32)。 
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Fig.32 actinとtubulinによるScN2a細胞の免疫染色 

 

・・・・PRB7 IgG1で染色されるで染色されるで染色されるで染色されるScN2a細胞の分布細胞の分布細胞の分布細胞の分布 

 上記で観察された染色パターン (Fig.30) の分布を調べた。その結果、Fig.30 

Box-3の緑の粒子で染色されず、核が観察されるパターンは、4203個の細胞中

3008個の細胞で観察され、71.6％を占めていた。Fig.30 Box-2の細胞の一部が緑

の粒子で染色され、核が観察されるパターンは28%を占めており、緑の粒子が１

～３個観察されるものが主であった。Fig.30 Box-1の細胞全体が緑の粒子(PRB7 

IgG1)で染色され、核が観察されないパターンは、0.4％と非常に少なかった。こ

れらの結果より、PRB7 IgG1によって染色されるプリオンはプリオンが感染して

いる細胞内に蓄積していくことが示された。 
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Fig.33 PRB7 IgG1で染色されるScN2a細胞の分布 

 

・・・・ββββ-form PrPの蓄積によるアポトーシスの蓄積によるアポトーシスの蓄積によるアポトーシスの蓄積によるアポトーシス 



第6章 PRB7 IgGが、細胞内β-form PrPの産生と 
蓄積に及ぼす影響           

 

 72 

orthogonal projectionと共焦点イメージを用いてβ-form PrPの蓄積によりScN2a

細胞はアポトーシスを起こしているかどうかを調べた。その結果、orthogonal 

projectionを用いた詳細解析により、緑の粒子が非常に多い細胞では、アポトー

シスのマーカーであるAnnexin Vのシグナルは非常に弱いが観察された (Fig.34 

A, Annexin V, B line)。また、非常に弱いが共焦点顕微鏡では観察されなかった核

も、シグナルとして観察された(Fig.34 A, DAPI, B line)。また、多くの緑の粒子

が観察される細胞でもアポトーシスを起こしていることが観察された (Fig.34 

B)。これらの結果より、緑の粒子(PRB7 IgG1)が蓄積したScN2a細胞はアポトー

シスを起こしていることが示された。 

 

 

Fig.34 β-form PrPの蓄積によるアポトーシスの詳細解析 

 

・・・・PRB7 IgG1ととととSAF32の多重染色の多重染色の多重染色の多重染色 

 Fig.30 Box-1の細胞全体が緑の粒子 (PRB7 IgG1) で染色され、核が観察されな

いパターンは、0.4％と非常に少なかったが、これが本当にプリオンを染色して
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いるかどうかをOrhogonal projectionを用いて詳細に調べた。その結果、SAF32と

PRB7 IgG1はマージしないことが示された。また、核が共焦点イメージでは核が

観察されていなかったが、非常に弱いが核のシグナルが観察された。この結果

より、PRB7 IgG1が染めるプリオンはSAF32が染めるエピトープを持たないこと

が示唆される。また、PRB7 IgG1のエピトープは128－132であり、SAF32のエピ

トープは51-91のocta repeat regionであること (Fig.36) から、PRB7 IgG1が染色し

ている緑の粒子はN末端が無いことが示唆される。 

 

 

Fig.35 PRB7 IgG1とSAF32の多重染色の詳細解析 

 

 

Fig.36 PRB7 IgG1、 6D11とSAF32のエピトープ 
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・・・・PRB7 IgG1ととととSAF32もしくは６もしくは６もしくは６もしくは６D11を用いたサンドイッチを用いたサンドイッチを用いたサンドイッチを用いたサンドイッチELISA 

前述のPRB7 IgG1が染色している緑の粒子はN末端が無いことが示唆されたが、

２つの抗体が拮抗することによって結合が阻害されている可能性があるため、

サンドイッチELISA法 (固層化抗体：PRB7 IgG1もしくはcontrol human IgG, 検出

抗体：SAF32もしくは6D11) を用いて確認をした。その結果、N末端側の抗体で

あるSAF32もしくはC末端側の抗体である6D11 (Fig.36) を用いてもサンドイッ

チELISAによってプリオンタンパク質を検出することが出来た。よって、これら

の抗体とPRB7 IgG1が拮抗していることが無いことが示された。 

 

 

Fig.37 PRB7 IgG1とSAF32もしくは６D11を用いたサンドイッチELISA 

 

・・・・Alexa488をコンジュゲートをコンジュゲートをコンジュゲートをコンジュゲートしたしたしたしたPRB7 IgGの特異性の特異性の特異性の特異性 

Fig.37でC末端を認識する抗体とPRB7 IgG1は拮抗しないことが示されたので、

Fig.35と同様の手法と一般的にプリオンの染色には変性処理をすることが報告

されている

58,59
ので、この二つの手法を用いて染色を行った。しかし、変性を処

理を行うと、PRB7 IgG1は検出が出来なくなってしまった (data not shown)。そこ
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で、化合物であるAlexa488をPRB7 IgG1にコンジュゲートすることで染色を行う

こととした。そこでまず、Alexa488をコンジュゲートしたPRB7 IgG1がリフォー

ルディングしたプリオンタンパク質に対して特異性が変化することなく特異的

に結合することができるかを確かめた。その結果、Alexa488をコンジュゲートし

たPRB7 IgG1は、β-form PrPに対して特異的に結合し、α-form PrPに対する結合活

性は示さなかった。 

 

Fig.38 Alexa488をコンジュゲートしたPRB7 IgGの特異性 

 

 

・・・・6D11ととととPRB7 IgG1の多重染色の多重染色の多重染色の多重染色 

SAF32とPRB7 IgG1はマージをしなかったが、その理由としてSAF32はN末端の

オクタリピート領域 (ヒトプリオンでaa51-91) を認識する抗体であり、PRB7 

IgG1はC末端側の128-132を認識する抗体である。よって、PRB7 IgG1が染色して

いるβ-form PrPはN末端を持っていない可能性が示唆される。そこで、私たちはC

末端側の抗体である6D11 (epitop: aa93-109) の抗体とPRB7 IgG1との多重染色を

行った。さらに、一般的に細胞内のプリオンを露出させた染色するために変性

処理が必要なため、変性処理も合わせて行った。その結果、GdnHClによる変性
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処理によりSAF32で染色されるパターンとPRB7 IgG1で染色されるパターンは

異なることが示された。次に、６D11とPRB7 IgG1の染色パターンは一部がマー

ジしていることが示された。これらの結果より、１．従来のPrPres（赤）とPRB7

（緑）の染色パターンはほとんどが異なり、従来のPrPres
はβ型では無いことが示

唆された。２．マージする染色パターンはβ-form PrPである。３．PRB7 IgGのみ

の染色パターンが少ないが観察される。よって、わずかだが6D11のエピトープ

が削られているプリオンタンパク質が存在する可能性がある。ということが示

唆された。 

 

 

Fig.39 6D11とPRB7 IgG1の多重染色 

 

・・・・PrPres
増幅阻害実験増幅阻害実験増幅阻害実験増幅阻害実験 

 細胞内のプリオンを染色するPRB7 IgG1を用いて、PrPres
の増幅を阻害する実験

を行った。その結果、PRB7 IgG1によって、PrPres
増幅は阻害することが出来なか
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った。この結果は、細胞死を起こすβ-form PrPの増幅をPRB7 IgG1によって阻害

できなかったことは、Colloingeらによる感染と毒性は別であるという説を支持

するデータとなる

22
。 

 

 

Fig.40 PrPres
増幅阻害実験 

 

6-4    小括小括小括小括 

 PRB7 IgG1とScN2a細胞を3日間共培養することによって3つの特徴的染色パタ

ーンが観察された。（Fig.30 Box-1: 細胞全体が緑の粒子 (PRB7 IgG1) で染色さ

れ、核が観察されないパターン、Fig.30 Box-2: 細胞の一部が緑の粒子で染色さ

れ、核が観察されるパターン、Fig.30 Box-3: 緑の粒子で染色されず、核が観察

されるパターン。）これらのPRB7 IgG1で染色される粒子はβ-form PrPであり、

蓄積していき、これが蓄積することによってアポトーシスを起こすことが示さ

れた。しかしながら、この抗体を用いてPrPres
増幅阻害実験を行ったところ、ま

ったく阻害が出来なかった。この結果はCollingeらによる感染と毒性は別である

という説を支持するデータとなる

22
。 

 



第7章 総 括 
 

 78 

 

第第第第7章章章章     

総総総総    括括括括 

 

従来の細胞融合法ではα-formとβ-formを区別出来る抗体ができなかった (第2

章 2-3)。しかし、本研究ではリフォールディングしたプリオンタンパク質 (第3

章) とファージディスプレイ法を用いる事により、β-formに特異的な抗体を初め

て作製する事に成功した (Fig.13、14と22)。このPRB7 IgG1はβ-form prionが細胞

内で生成し、蓄積している事を、生理的条件下で初めて直接明らかにした (Fig. 

31と33)。さらにβ-form prionの凝集体ができた細胞はapoptosisを起こす事を明ら

かにし、PRB7 IgGで染色された凝集体は6D11で染色される事よりprion proteinで

ある (Fig.34と39)。しかし、β-form prionを蓄積しない細胞も多く存在し、この

細胞はapoptosisを起こさず、増殖する (Fig.33)。このことは脳組織のスポンジ化

との関連を説明できるかもしれない。さらに、GdnHClで変性させた細胞標品で

PrPres
と考えられているprion凝集体は、染色過程で凝集したものであり、細胞内

にβ-form prion proteinとして存在したわけではないと考えられる (Fig.39)。 

 

 

Fig.41 感染と毒性は別である 
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これらの結果をまとめると、細胞を殺すのはβ-form prion であるが、α-form 

prion をβ-formにして増幅するのはβ-form prionではない、と考えられる。この考

えはCollingeらの考えを支持するデータとなる

22 (Fig.41)。 

したがって、PK-resistantという性質を示す、細胞内凝集体、およびSDS-PAGE

でPrPres
と評価されている分子は、細胞溶解物を作製する際に実験操作の過程で

生成した分子の性状と考えられる。そして、Prionはα-formそのものでは無い可

能性があるが、β-formではないと考えられる。 
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