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<論文要旨> 

プリオン病はヒトを含む多くの哺乳類が罹患する致死的な神経変性疾患である。ヒト

のプリオン病は 3 つの型に大別され、孤発性/特発性のクロイツフェルト・ヤコブ病 

(CJD)、ゲルストマン・ストロイスラー・シャンカー病や致死性家族性不眠病などの PrP

をコードする遺伝子の遺伝的な変異に起因した遺伝性のプリオン病、牛のプリオン病 

(狂牛病) に汚染された牛肉の喫食に起因した変異型 CJD に大別される。なかでも孤発

性CJDは最も一般的であり、プリオン病患者の 80%を占め、100 万人に約 1-1.5 人の

割合で発症することが知られている。プリオンタンパク質 (PrP) はプリオン病の病因

タンパク質であり、正常型プリオンタンパク質 (PrPC) の異常型プリオンタンパク質 

(PrPSc) への高次構造変換により発症が惹起されると考えられている。PrP は分泌系の

タンパク質に属し、アミノ末端側に小胞体への移行配列、カルボキシ末端側に GPI ア

ンカー付加配列をもち、細胞膜上の脂質ラフトに局在する。さらに細胞膜上に局在した

PrP はエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ、リソソーム中の分解酵素による

分解を受ける。プリオン病の神経変性機構の解明を目的として、PrP の生理的な機能の

解析が進み、細胞内シグナル伝達や抗酸化ストレスの制御、概日リズムの調節に関与し

ていることが明らかとなった。しかしながら高次構造変換を通した PrP の正常な生理

学的な機能の喪失、または新たな機能獲得のいずれが神経変性の要因となり得るのかと

いうことを含め、プリオン病の神経変性機構は詳細に明らかとなっていない。また、PrP

の高次構造変換はプリオン病の病因となることから、PrPScの産生抑制と分解の亢進を

標的とした化合物が同定されてきたものの、薬剤耐性を持ったプリオン株の発生が薬剤

の効果を減弱させ、今日において臨床的に十分な効果が得られた治療薬が存在しない。

そこで本研究では、プリオン病の神経変性機構の解明を目的とし、第一章では神経変性

疾患の病因タンパク質のミトコンドリアへの異所性の局在が神経変性の要因となり得

ることが報告されていることを踏まえ、PrP のミトコンドリアへの標的化および神経変



性機構の解析を行った。また第二章では、プリオン病の新規治療薬の開発を目的とし、

PrP の高次構造変換が疾患の発症要因であることから、強いα-ヘリックス誘導活性を

有することが報告されているヘキサフルオロ-2-プロパノール (HFIP) のプリオン病治

療薬への応用を目的とした基礎的検討を行った。 

第一章: プリオン病におけるプリオンタンパク質のミトコンドリアへの標的化と神経

変性機構の解析 

神経細胞におけるエネルギー不全は細胞障害と変性を引き起こすため、多くの神経変

性疾患の発症や進行にミトコンドリアが関与することが報告されている。神経変性疾患

の病因タンパク質のミトコンドリアへの異所性の局在に起因した神経変性が報告され

ており、プリオン病においても PrP 遺伝子の遺伝的な変異は PrP をミトコンドリアに

局在させ、神経変性を引き起こすことが報告されている。また、健康なマウスでも PrP

の一部がミトコンドリアに局在することも報告されている。しかしながらこれらの報告

の一方で、分泌系タンパク質である PrP がいかにしてミトコンドリアに局在するのか

については明らかでない。そこで第一章では、PrP のアミノ酸配列中のミトコンドリア

配列およびミトコンドリアへの標的化に関与する因子の同定を通じて、PrP のミトコン

ドリアへの標的化機構を明らかとすることを目的とした。さらに培養細胞を用いた PrP

のミトコンドリアへの標的化系の構築を通じて、PrP のミトコンドリアへの局在が細胞

機能へ及ぼす影響を解析した。PrP のミトコンドリアへの局在に関与する配列を同定す

るため、GFP と融合させた様々な長さのマウス PrP のトランケートを構築し、細胞内

局在を観察したところ、PrP の分子中央付近の 122-139 番目までのアミノ酸がミトコ

ンドリアへの局在に関与することを明らかとした。PrP が局在したミトコンドリアの細

胞内局在は非神経細胞であるHeLa 細胞では正常であったのに対し、マウス神経芽細胞

腫由来 Neuro 2a (N2a) 細胞では正常な細胞内分布を失い、核の周囲に集積した。ま

た、HeLa 細胞において PrP は膜間腔および内膜近傍に局在していたのに対し、N2a 細



胞では膜間腔および内膜近傍に加えて外膜にも局在していた。また、ミトコンドリア外

膜上の Tom70 ならびに細胞質の 14-3-3γおよびηは PrP のミトコンドリアへの局在

に必須であった。加えて 14-3-3ζはミトコンドリアの核周囲の集積体の形成に必須で

あった。以上の結果から PrP はミトコンドリア局在配列、14-3-3γおよびη、Tom70

を介してミトコンドリアに標的化し、神経細胞特異的にミトコンドリア外膜に局在した

PrP は 14-3-3ζ依存的にミトコンドリアの正常な細胞内分布を破綻させることが示唆

された。軸索はシグナル伝達等で多量の ATP を必要とすることから、神経細胞特異的

な軸索末端のミトコンドリア供給不全は軸索の退縮を引き起こし、プリオン病の神経変

性の要因となり得ることが示唆された。 

第二章: 吸入麻酔薬前駆体ヘキサフルオロ-2-プロパノールのプリオン病治療薬への応

用に向けた基礎的研究 

プリオン病は何らかの理由で PrPCが PrPScに構造変換し、中枢神経系に蓄積すること

で発症が惹起されると考えられている。PrPScの蓄積が発症の要因となることから、PrPSc

の産生阻害を目的とした様々な薬剤がプリオン病治療薬として検討されてきた。しかし

ながら薬剤の継続的な投与がもたらす、薬剤耐性を有したプリオン株の出現が治療効果

を減弱させ、今日において臨床的に十分な効果が得られた治療薬が存在しない。 

セボフルランは酸ハロゲン化物に代謝されないため、副作用が少なく、臨床的に広く

用いられる吸入麻酔薬である。フッ素系アルコールであるヘキサフルオロ-2-プロパノ

ール (HFIP) はセボフルランの前駆体である。HFIP をはじめとしたフッ素アルコール

はタンパク質のβ-シート構造を破壊し、α-ヘリックス構造を誘導する性質からアミロ

イドβ (Aβ) ペプチドのようなペプチド凝集体を溶解する溶媒として用いられている。

プリオン病の治療薬として PrPCから PrPScへの構造変換を阻害する化合物の同定が試

みられているが、上述のとおりこれらの薬剤は継続的な投与により薬剤耐性を持ったプ

リオン株が生じてしまうことが問題であった。一方で HFIP は強固なα-ヘリックス誘



導活性を有するため、PrPScを PrPCへと誘導し、PrPScそのものの構造を正常化すること

が可能と考えられる。以上を踏まえて第二章では、HFIP のプリオン病治療薬としての

可能性を、組換え PrP およびプリオン病の in vitro のモデルとして確立されているス

クレイピー持続感染マウス神経芽細胞腫由来細胞株 (ScN2a) を用いたアッセイ系に

て検討した。 

組換えタンパク質より作成した PrP 線維に HFIP を添加した時の形態を透過型電子顕

微鏡で観察したところ、10 mMのHFIP の添加は線維構造を分岐した三叉の構造に変

化させた。さらに 20 mMのHFIP の添加は線維構造を消失させ、規則構造を持たない

アモルファス様の凝集体を形成させた。一方でアミロイドβ (Amyloid β: Aβ) (1-40) 

線維へのHFIP の添加は、線維構造を変化させないものの、濃度依存的に線維どうしの

会合を促進させた。また、円二色性スペクトルの測定により、HFIP は Aβ (1-40) と

比較し PrP に対して強いα-ヘリックス誘導活性を有することを明らかとした。さらに

ScN2a 細胞にHFIP を添加し、プロテアーゼ抵抗性を検出したところ、15 mM以上の

HFIP の添加は PrP のプロテアーゼ抵抗性を有意に減弱させた。また、ScN2a 細胞は

N2a 細胞と比較してHFIP の添加により有意に低い細胞生存率を示した。以上の結果か

ら、HFIP の PrP に対する強いα-ヘリックス誘導活性と PrPScを持った細胞への強い細

胞毒性を確認した。安全域の狭さや、PrP の基質特異性の問題など治療薬としての実用

化に向けて課題があるもののPrPScからPrPCへの誘導を目的としたHFIPのプリオン病

治療薬としての作用機序はこれまでに開発が進められてきた治療薬にはない新規のア

プローチであり、HFIP を含めたフッ素化合物がプリオン病治療薬となり得る可能性が

示唆された。 



<Abstract> 

Prion diseases are a group of fatal neurodegenerative disorders affecting 

numerous mammalian species, including humans. Human prion diseases are 

mainly classified into three types, sporadic Creutzfeldt-Jacob Disease (sCJD), 

genetical prion disease in which a gene encoding Prion protein (PrP) in mutated 

such as Gerstmann-Sträussler-Scheinker or Fatal Familial Insomnia, and variant 

CJD caused by ingestion of food contaminated with bovine prion disease (bovine 

spongiform encephalopathy: BSE). Among these diseases, sCJD is most prevalent, 

accounting for more than 80% of patients and affects 1 to 1.5 people per million. 

Prion diseases are fundamentally caused by a conformational change of the 

responsible protein, the prion protein, from its cellular isoform (PrPC) to its disease-

associated isoform (PrPSc). PrP is a secretory protein with an endoplasmic reticulum 

(ER) targeting signal at the amino-terminal end and a GPI-anchor signal end to a 

lipid rafts on the cell membrane at carboxy-terminal end. In addition, PrP localized 

on plasma membrane is taken up by endocytosis and undergoes degradation by 

degrading enzymes in lysosomes. To elucidate the neurodegenerative mechanisms 

of prion diseases, the physiological functions of PrP were analyzed and found to 

be involved in intracellular signaling, regulation of oxidative stress, and circadian 

rhythm. However, the mechanism of neurodegeneration in prion diseases remains 

unclear, including whether the loss of normal physiological functions due to 

structural changes or acquisition of novel functions for PrP. In addition, as a 

therapeutic agent for prion diseases, attempts have also been made to identify 

compounds that inhibit the structural conversion PrPC to PrPSc and induce 

degradation of PrPSc. However, many of these drugs have resulted in drug resistant 



of prion strains. Because these problems remain, the development of clinically 

satisfactory therapeutics continues. In Chapter 1, to elucidate the 

neurodegenerative mechanism of prion disease, considering the ectopic 

localization of pathogenic proteins to mitochondria has been reported to be 

involved in the pathogenesis of neurodegenerative disease, the mechanism of 

ectopic localization of PrP to mitochondria was conducted. In Chapter 2, 

conducted a basic study of hexafluoro-2-propanol (HFIP), which has been reported 

to possess strong α -helix-inducing activity for the development of new 

therapeutic agents of prion disease. 

Chapter 1: Analysis of the mechanism of prion protein targeting to mitochondria 

and neurodegeneration in prion diseases 

In many neurodegenerative diseases, mitochondria are actively involved in the 

onset and/or progression of diseases because the energy depletion of the neuronal 

cells directly leads to the dysfunction and degeneration of cells. Recently, it has 

been reported that ectopic localization of pathogenic proteins of 

neurodegenerative diseases to mitochondria can be a factor in disease and genetic 

mutations in the PrP gene has also reported to localize PrP to mitochondria and 

cause neurodegeneration. In addition, it has been also reported that PrP is 

localized to mitochondria in healthy mouse. Despite these findings, the precise 

mechanism of how PrP, a secretory protein, is targeted to mitochondria is not well 

understood. In Chapter 1, we used cultured cells to analyze the mechanism of PrP 

targeting mitochondria and its physiological importance in detail, including 

mitochondrial localization sequences on the amino acid sequence of PrP and 

receptors on the mitochondrial outer membrane. To clarify the amino acid 



sequence responsible for the mitochondrial targeting of PrP, we have constructed 

various truncated forms of mouse PrP fusing GFP and observed intercellular 

localization of PrP. Consequently, the 18 amino acids at positions 122-139 around 

the molecule's middle were discovered to be critical for targeting PrP to 

mitochondria. Even when PrP was localized, the subcellular distribution of 

mitochondria in HeLa cells was normal. In N2a cells, however, mitochondria 

formed perinuclear aggregates and there was no distribution near the cell terminus. 

PrP was found in the intermembranous lumen or near the inner membrane of 

mitochondria in HeLa cells, but not in N2a cells, where it was found in the outer 

membrane as well as the intermembranous lumen and near the inner membrane. 

The mitochondrial outer membrane protein Tom70 and cytoplasmic the gamma 

and eta isoform of 14-3-3 proteins were required for PrP mitochondrial targeting. 

In addition, the zeta isoform of 14-3-3 protein was essential for the formation of 

mitochondrial perinuclear aggregates. These results suggested that PrP targets 

mitochondria via mitochondrial targeting sequence, gamma and eta isoforms of 

14-3-3 proteins and Tom70. Neuron-specific localization of PrP at the 

mitochondrial outer membrane disrupts normal intracellular distribution of 

mitochondria in a zeta isoform of 14-3-3 protein-dependent manner. Since axons 

require large amounts of ATP for signaling, etc., it was suggested that a neuron-

specific failure of mitochondrial supply at axon terminals may cause axonal 

degeneration and contribute to the neurodegeneration of prion diseases. 

Chapter 2: Fundamental study of the inhalant anesthetic precursor hexafluoro-2-

propanol for use as a therapeutic agent for prion disease 

Prion diseases are thought to be triggered by the structural conversion of PrPC 



into PrPSc, which accumulates in the central nervous systems for some reason. 

Since the accumulation of PrPSc is the cause of prion disease, various drugs aimed 

at inhibiting the production of PrPSc have been investigated for the treatment of 

prion disease. However, the emergence of drug-resistant prion strains resulting 

from continuous drug administration has weakened therapeutic efficacy, and there 

are no clinically effective treatments available. 

Sevoflurane is a commonly used inhalation anesthetic with relatively fewer side 

effects than other inhalation anesthetics because it is not metabolized to acyl 

halides. The fluorinated alcohol hexafluoro-2-propanol (HFIP) is a precursor of 

sevoflurane. Fluorinated alcohols, such as HFIP, have a particularly strong protein-

denaturing activity and break the β-sheet structure leading to α-helix. Therefore, 

it has been used as a solvent to dissolve peptide aggregates such as amyloid β 

(Aβ) peptides. Although attempts have been made to identify compounds that 

inhibit the structural conversion of PrPC to PrPSc as therapeutic agents for prion 

diseases, the problem with these agents, as mentioned above, is that continuous 

administration of these agents leads to the development of drug-resistant prion 

strains. On the other hand, HFIP has strong α-helix-inducing activity, should be 

able to unwind PrPSc into PrPC, and PrPSc structure itself will be normalized. In 

chapter 2, we explored the possibility of HFIP as a therapeutic drug for prion 

diseases using recombinant PrP and scrapie-infected mouse neuroblastoma cells, 

an established in vitro model of prion disease. 

Transmission electron microscopy of the morphology of PrP fibrils prepared from 

recombinant protein with HFIP revealed that the addition of 10 mM HFIP induced 

a branched, trifurcated fiber structure. Moreover, the addition of 20 mM HFIP 



completely transformed the fibrous PrP into an amorphous shape. Compared to 

PrP the Aβ (1-40) did not alter the fibrous structure in the presence of HFIP, but 

a rather enhanced association of the amyloid fibrils. The measurement of circular 

dichroism spectrum revealed that HFIP has stronger α-helix inducing activity 

against PrP than Aβ (1-40). When HFIP was added to ScN2a cells and protease 

resistance was detected, the addition of HFIP above 15 mM significantly 

attenuated the protease resistance of PrP. Furthermore, ScN2a cells showed 

significantly lower cell viability with the addition of HFIP compared to N2a cells. 

These results confirm the strong α-helix induction activity of HFIP against PrP 

and its strong cytotoxicity against cells with PrPSc. Although there are some issues 

for practical application as a therapeutic agent, such as a narrow safety margin 

and the substrate specificity of PrP, the mechanism of action of HFIP for induction 

of PrPSc to PrPC as a therapeutic agent for prion diseases is a novel approach that 

has not been developed so far, suggesting that fluorine compounds including HFIP 

may be a potential therapeutic agent for prion diseases. 



<目次> 
目次 2 
諸言 3 
第一章: プリオン病におけるプリオンタンパク質のミトコンドリアへの標的化と 

神経変性機構の解析 
   1. 序論 8 
   2. 材料及び方法 11 
   3. 結果  
      3-1. PrP (122-139) は PrP のミトコンドリアへの局在に関与する 16 
      3-2. PrP が局在したミトコンドリアは神経細胞特異的に核周囲に  

集積し、軸索の退縮を惹起する 16 
      3-3. ミトコンドリア外膜上の PrP はミトコンドリアを核周囲に 

集積させる 17 
      3-4. 細胞質の 14-3-3 タンパク質は PrP のミトコンドリアへの 

局在およびミトコンドリアの核周囲への集積に関与する 18 
      3-5. ミトコンドリア外膜上のTom70 は PrP の受容体として 

機能する 20 
   4. 考察 21 
   5. 小括 27 
   6. 図表 28 
第二章: 吸入麻酔薬前駆体ヘキサフルオロ-2-プロパノールのプリオン病治療薬への 

応用に向けた基礎的研究 
   1. 序論 38 
   2. 材料及び方法 41 
   3. 結果  
      3-1. PrP およびAβ線維におよぼすHFIP の影響 47 
      3-2. HFIP は ScN2a 細胞における PrP のプロテアーゼ抵抗性を  

減弱させる 47 
      3-3. HFIP は PrP の細胞内局在およびミトコンドリアの膜電位に 

影響を与えない 48 
      3-4. ScN2a 細胞はHFIP に対する感受性が高い 49 
   4. 考察 50 
   5. 小括 55 
   6. 図表 56 
総括 60 
謝辞 63 
引用文献 64 

2



<諸言> 

 ヒトにおけるクロイツフェルト・ヤコブ病 (CJD: Creutzfeldt-Jacob Disease)、ゲル

ストマン・ストロイスラー・シャインカー病 (GSS: Gerstmann-Sträussler-

Scheinker)、致死性家族性不眠症 (FFI: Fatal Familial Insomnia)、ヒツジやヤギにお

けるスクレイピー、シカにおける慢性消耗病、ウシにおける牛海綿状脳症 (BSE: 

Bovine Spongiform Encephalopathy) を含み、伝達性海綿状脳症としても知られる

プリオン病は、正常プリオンタンパク質 (PrPC: cellular isoform of prion protein) が

何らかの要因で伝達性を有する異常プリオンタンパク質 (PrPSc: scrapie isoform of 

prion protein) に高次構造変化し、中枢神経系に蓄積することにより急速な神経変性

を引き起こすまれな致死性疾患である [1]。致死性の神経変性疾患でありかつ人獣共

通感染症であることから、医学領域および獣医学領域の双方で重要な疾患として知ら

れている。 

ヒトにおけるプリオン病は発症機序から、原因不明の孤発性/特発性、PrP をコード

する遺伝子の変異に起因した遺伝性、外部からの PrPScの伝播による獲得性 (感染性) 

プリオン病の 3つに大別される。孤発性CJD (sCJD: sporadic CJD) は年間 100 万人

に約 1人の率で発症し、CJD症例の約 85%を占める [2]。平均生存期間は約 6ヶ月で

あり、発症した患者の 85-90%が 1年以内に死亡すると報告されている [3]。sCJDの

発症要因は明らかとなっていないものの発生率が年齢とともに増加することから、

PrPScの産生確率とクリアランスの減少に起因している可能性があると考えられている 

[4]。さらに年齢に加えて、PrP をコードする遺伝子である PRNPのコドン 129 と 219

の遺伝子多型は sCJDの発症リスクに影響を及ぼすことが知られている [5]。コドン

129 では、メチオニン-メチオニン (MM型)、メチオニン-バリン (MV型)、およびバ

リン-バリン (VV型) の 3つの多型をとるが、MV型は最も平均生存期間が長く、VV

型とMM型が続くことが報告されている [6]。また、神経機能の低下も生存率と同様
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の傾向を示すことが報告されている [7]。以上のことから、コドン 129 の多型は sCJD

の生存予測モデルにも使用されている [8]。対してコドン 219 では、グルタミン酸-グ

ルタミン酸 (EE 型)、グルタミン酸-リジン (EK 型)、リジン-リジン (KK型) の 3つの

多型をとるが、EK型の sCJD患者は著しく少ないことが報告されており [9]、コドン

129 と同様に遺伝子多型が保護的に働くと考えられている。約 10-15%を占める遺伝

性プリオン病は、PrP のオープンリーディングフレームにおける遺伝的な変異によ

り、PrP の高次構造変換のリスクが高まることが発症要因となると考えられている 

[3]。遺伝性プリオン病の病因となる変異は特定または複数のコドンにおける点突然変

異、ナンセンス突然変異、PRNPのN末端ドメインにおけるオクタペプチド反復配列

の挿入または欠失とされている [10-13]。遺伝性プリオン病は臨床病型により遺伝性

CJD、GSS、FFI およびその他に分類され、現在までに 30種類以上の遺伝子変異と

15種類の欠失・挿入が報告されている [14]。獲得性 (感染性) プリオン病は、医学的

または外科的処置による偶発的感染である医原性CJD、BSE による人獣共通感染症と

して発生した変異型CJD (vCJD: variant CJD) 、遺体を食する習慣を持ったパプアニ

ューギニアの民族の風土病であるクールー病からなる [15]。医原性CJDの要因は、

PrPScを含んだ患者からのヒト由来下垂体成長ホルモンの投与、硬膜外科移植があげら

れる [16, 17]。vCJDはプリオン病のなかでもまれな病型であり、1996 年に初めて英

国で報告されて以降 [18]、2021 年 7月までに世界で 232 例の報告がある。本邦にお

いても 2006 年に初めて報告され [19]、哺乳動物由来タンパク質飼料の利用の規制や

と畜場における全頭検査の契機となった [20] 、獣医学領域における最も重要な疾患

の一つである。 

 病因タンパク質であるプリオンタンパク質 (PrP: Prion protein) は動物種を超え高

度にアミノ酸配列が保存された糖タンパク質であり [21]、中枢神経系や末梢神経系で

高発現することが知られている [22]。マウスの PrP は 254 個のアミノ酸からなる前
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駆タンパク質として翻訳され、疎水性に富むN末端の 22個のアミノ酸はシグナルペ

プチド、C末端のアミノ酸はグルコシルホスファチジルイノシトール (GPI: 

glycosylphosphatidylinositol) アンカー付加シグナルとして機能し、小胞体において

除去される [23, 24]。また、179 番目と 214 番目のシスチンによってジスルフィド結

合が形成され [25]、181 番目と 197 番目のアスパラギンに糖鎖が付加される [26]。

細胞膜へ輸送された PrP は細胞膜上のマイクロドメインである脂質ラフトに局在し、

GPI アンカーによって脂質二重膜の外側に繋ぎ止められる [27]。さらに細胞膜上に局

在した PrP はエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ、リソソーム中の分解酵

素による分解を受ける [28]。プリオン病の神経変性機構の解明を目的として、PrP の

正常な機能の解析が進み、細胞内シグナル伝達 [29] や酸化ストレスの制御 [30]、概

日リズムの調節 [31] 等に関与していることが明らかとなった。しかしながら高次構

造変換を通した PrP の正常な生理学的な機能の喪失、または新たな機能獲得のいずれ

が神経変性の要因となり得るのかということを含め、プリオン病の神経変性機構が詳

細に明らかとなっていないのが現状である。また、前述のとおりプリオン病が PrP の

高次構造変換によって惹起されることから、PrPScの産生の阻害と分解の亢進を標的と

した化合物が同定されてきた。例としてペントサンポリ硫酸 [32] やコンゴーレッド 

[33]、アルプレノロール [34] のプリオン持続感染細胞株への添加は、PrPScのレベル

を低下させることが報告されている。しかしながら病気の進行につれてこれらの薬剤

に耐性を持ったプリオン株が出現することが薬剤の効果の減弱をもたらし [35] 、今

日において臨床的に十分な効果が得られた治療薬が存在しない。 

そこで本研究では、プリオン病の神経変性機構の解明ならびに新規治療薬の開発に向

けた基礎的研究を行った。第一章では、プリオン病の神経変性機構の解明を目的とし、

神経変性疾患の病因タンパク質のミトコンドリアへの異所性の局在が神経変性の要因

となり得ることが報告されていることを踏まえ、PrP のミトコンドリアへの標的化機構
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の解析を行った。タンパク質のミトコンドリアへの局在には固有のミトコンドリア局在

配列、細胞質やミトコンドリア側の標的化分子を要することから、当該因子の同定を通

じて PrP のミトコンドリアへの標的化機構を解析し、さらに構築した実験系を用いて

PrP のミトコンドリアへの異所性の局在が細胞機能に及ぼす影響を観察した。PrP のミ

トコンドリア局在配列を同定するため、GFP で標識した様々な長さの PrP のトランケ

ート発現ベクターを構築し、PrP とミトコンドリアの細胞内局在を観察した結果、PrP

のアミノ酸配列上の 122 番目から 139 番目までの 18 アミノ酸がミトコンドリア局在

配列として機能することを明らかとした。さらに PrP のミトコンドリアへの局在は、非

神経細胞におけるミトコンドリアの細胞内分布に影響を及ばさなかった一方で、神経細

胞における正常なミトコンドリアの細胞内分布を破綻させ、高度にミトコンドリアを核

の周囲に集積させた。また、この現象は神経細胞特異的にミトコンドリア外膜に局在し

た PrP に起因していた。加えてRNA干渉を用いた阻害実験により、PrP のミトコンド

リアへの局在に細胞質の因子として 14-3-3γならびにη、ミトコンドリア外膜上の受

容体としてTom70 が機能していることを明らかとした。また、ミトコンドリア外膜上

に局在した PrP は、細胞質の 14-3-3ζ依存的にミトコンドリアを核周囲に集積させる

ことを明らかとした。軸索はシグナル伝達等で多量の ATP を要求することから、神経

細胞における軸索へのミトコンドリア供給不全は軸索の脱落を惹起し、このことがプリ

オン病の神経変性の一端を担っていることが示唆された。第二章では、プリオン病の発

症がα-ヘリックス構造に富んだ PrPCのβ-シート構造に富んだ PrPScへの高次構造変換

によって惹起されること、第一章で見出されたミトコンドリア局在配列中にも PrP の

アミロイド線維形成に重要な役割を担うことが報告されているアミノ酸残基が含まれ

ていることを踏まえ、強いα-ヘリックス構造誘導活性を持つことが知られているヘキ

サフルオロ-2-プロパノール (HFIP: Hexafluoro-2-propanol) に着目し、HFIP のプリ

オン病治療薬への応用へ向けた基礎的検討を行った。組換えタンパク質より作成した
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PrP 線維と HFIP を混和し、37ºC で 24 時間インキュベートしたところ、10 mM の

HFIP は PrP の線維構造を三叉の構造へと変化させた。さらに 20 mMの HFIP は PrP

の線維構造を完全に消失させ、特異的な構造を持たないアモルファス様の凝集体を形成

させた。一方でアミロイドβ (Aβ: Amyloid beta) (1-40) 線維へのHFIP の添加は濃

度依存的に線維どうしの会合を促進させた。また、円偏光二色性スペクトルの測定によ

り、HFIP は Aβ (1-40) 線維と比較して、PrP 線維に強いα-ヘリックス誘導活性を持

つことが明らかとなった。さらプリオン持続感染細胞への HFIP の添加は PrPScの特徴

であるプロテアーゼに対する抵抗性を減弱させた。ScN2a 細胞においてもHFIP の PrP

に対するα-ヘリックス誘導活性を確認できた一方で、HFIP は PrP の細胞内局在やミ

トコンドリアの膜電位に影響を及ぼさなかった。また HFIP は N2a 細胞と比較し、

ScN2a 細胞に対して強い細胞毒性を示した。治療域の狭さや基質特異性の問題が課題

として挙げられるものの、HFIP をはじめとしたフッ素化合物のプリオン病治療薬とな

り得る可能性が示唆された。 

本博士論文の第一章の一部 [36]、第二章 [37] の結果についてはそれぞれすでに誌上

発表されている。 
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<第一章> 

プリオン病におけるプリオンタンパク質のミトコンドリアへの標的化と 

神経変性機構の解析 

1. 序論 

前述のとおりプリオン病の病因タンパク質はプリオンタンパク質 (Prion Protein : 

PrP) であり、正常型のプリオンタンパク質 (PrPC) の異常型プリオンタンパク質 

(PrPSc) への高次構造変換によって発症が惹起されると考えられているが、プリオン病

の神経変性機構は未だ明らかとなっていない。一方、細胞が機能を維持するためには、

1万種を超えるタンパク質が細胞内で合成され、必要とされる特定の細胞内区画へ運ば

れる必要がある。一部のミトコンドリアのタンパク質を除くすべてのタンパク質の翻訳

は細胞質で始まる。オルガネラに局在するタンパク質は細胞質での翻訳中または翻訳後

に固有の局在配列をもとに目的のオルガネラに標的化するのに対し [38-40]、細胞内膜

系のタンパク質は N 末端側の小胞体移行配列の翻訳と同時に粗面小胞体へ標的化し、

小胞体膜上の翻訳後に内腔に取り込まれ、ゴルジ体を通じて最終的に細胞外へ分泌され

るか、細胞膜やリソソーム、他細胞内膜系の構成成分として機能する [41]。タンパク質

の細胞内における異所性の局在は細胞機能に影響を及ぼし、様々な疾患の発症に関与す

ることが知られている [42]。特に神経変性疾患の発症にはミトコンドリアへの病因タ

ンパク質の異所性の局在が関与することが報告されており、アルツハイマー型認知症に

おけるアミロイド前駆タンパク質やアミロイドβ [43]、筋萎縮性側索硬化症における

TAR DNA結合タンパク質 43 [44]、パーキンソン病におけるα-シヌクレイン [45] 等

の複数の神経変性疾患で、病因タンパク質のミトコンドリアへの異所性の局在が疾患の

原因となり得ることが報告されている。 

 PrP は N末端側に小胞体移行配列およびC末端側にGPI アンカー付加配列を有する

分泌型の糖タンパク質であり、細胞膜上の脂質ラフトと呼ばれるドメインに局在する 
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[46, 47]。さらに細胞膜に局在した PrP はエンドソームによって細胞内に取り込ま

れ、リソソームにより加水分解される [28]。一方、PrP が典型的な分泌型のタンパク

質としての特徴を持つにも関わらず、PrP がミトコンドリアの機能不全に関与すると

の報告が多数なされている。例として、野生型の PrP を強制発現させた老齢のトラン

スジェニックマウスでは、PrPScの接種がなくとも中枢神経系の局所的な空胞化を含む

ミトコンドリア脳筋症を自然発症することが報告されている [48]。また、PrP を過剰

発現させた老齢のTg (MoPrP) 4053/FVB マウスではプロテアソーム活性の低下に一

致した PrP のミトコンドリアへの異所性の局在と細胞質におけるグルタチオン濃度の

低下、マンガンスーパーオキサイドジスムターゼ活性の低下、シトクロム cの細胞質

への放出、カスパーゼ 3の活性化、DNAの断片化が引き起こされることが報告され

ている [49]。さらに、遺伝性プリオン病の一つであるゲルストマン・ストロイスラ

ー・シャインカー病 (GSS: Gerstmann-Sträussler-Scheinker) の要因となる PrP の

145 番目のストップコドンへのアンバー変異 (Y145STOP) は、マウス神経芽細胞腫

由来Neuro2a (N2a) 細胞および PrP 遺伝子欠損マウスから樹立された海馬神経細胞

由来株Hpl3-4 細胞において PrP をミトコンドリアに局在させ、細胞死を引き起こす

こと報告されている [50]。また近年 Faris らは、健康な野生型の若齢マウスでも PrP

の一部がミトコンドリアに局在することを報告した [51]。しかしながらこれらの先行

研究に対し、分泌系のタンパク質である PrP がいかにしてミトコンドリアに局在し、

神経変性を起こしうるのかについては、詳細が明らかでない。さらに、前述のとおり

タンパク質のミトコンドリアへの局在には固有のミトコンドリア局在配列が必須であ

るものの、PrP のアミノ酸配列中のミトコンドリア局在配列や PrP のミトコンドリア

への標的化に関与する因子も同定されていない。そこで本研究では、PrP のアミノ酸

配列中のミトコンドリア局在配列およびミトコンドリアへの標的化に関与する因子の

同定を通じて、PrP のミトコンドリアへの標的化機構を明らかとすることを目的とし
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た。さらに培養細胞を用いた PrP のミトコンドリアへの標的化系の構築を通じて、

PrP のミトコンドリアへの局在が細胞機能へ及ぼす影響を観察した。 
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2. 材料及び方法 

2-1. GFP 融合トランケート PrP の構築 

 GFP 融合トランケート PrP は既報に従い [52]、pcDNA3.1-MHM2 PrP:GFP をテン

プレートとして 

Forward primer 5′-CGGGATCCACCATGGCGAACCTTGGCTACTGGCTG-3′, 

Reverse primer  

5′-CCGCTCGAGTCACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGA-3’ (1‒33),  

5′-CCGCTCGAGTCACTGAGGTGGGTAACGGTT-3’ (1‒52), 

5′-CCGCTCGAGTCATCCTTGGCCCCATCCACC-3’ (1‒91), 

5′-CCGCTCGAGTCACACTACTGCCCCAGCTGC-3’ (1‒121), 

5′-CCGCTCGAGTCAATG GATCATGGGCCTGCT-3’ (1‒139)  

を用いてPCRで増幅した。PCR産物は制限酵素BamHIおよびXhoIを用いて消化し、

pcDNA3.1-MHM2PrP:GFP の BamHI-XhoI 断片に挿入した。得られたプラスミドの挿

入は、ダイレクトシーケンス法で確認した。 

 

2-2. 細胞培養 

 ヒト子宮頸がん由来HeLa 細胞、アフリカミドリザル腎臓由来COS-7 細胞およびマウ

ス神経芽細胞腫由来N2a 細胞はAmerican Type Culture Collection (Manassas, VA, 

USA) より購入した。ScN2a (Chandler) 細胞は北海道大学 大学院獣医学研究院 獣医

衛生学教室の堀内基広教授の分与を受けた。N2a 細胞および ScN2a 細胞は終濃度 10%

のウシ胎子血清および 100 units/mL のペニシリン、100 µg/mL のストレプトマイシ

ンを含む Eagle’s Minimum Essential Medium (Cat. No. 051-07615、富士フイルム和

光純薬株式会社、大阪) 、HeLa 細胞および COS-7 細胞は終濃度 10%のウシ胎子血清

および 100 units/mL のペニシリン、100 µg/mL のストレプトマイシンを含む

11



Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Cat. No. 043-30085、富士フイルム和光純薬

株式会社) を用いて 5%CO2、37ºC、加湿条件で培養した。トランケート発現ベクター

のトランスフェクションは Lipofectamine™ 3000 (Cat. No. 11668027, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用い、添付取り扱い説明書に従って行った。

N2a 細胞の神経細胞への分化は既報に従い、細胞播種から 24時間後に血清不含培地に

交換して 48時間培養することで誘導し [53]、神経突起の伸長により神経細胞への分化

を確認した。 

 

2-3. 生細胞イメージングと統計学的解析 

生細胞観察のため、2×104個の細胞を 35 mm径のガラスボトムディッシュ (Cat. No. 

D11130H、松浪硝子工業、大阪) に播種した。生細胞観察は、IX-73 蛍光顕微鏡 (オリ

ンパス株式会社、東京) を用いて行った。ミトコンドリアは終濃度 50 ng/mL の

MitoTracker™ Red CMXRos (Cat. No. M7521, Thermo Fisher Scientific) を培地に

添加し、37ºC で 15 分間インキュベートすることで染色した。PrP のミトコンドリアの

局在は、サンプルあたり少なくとも 100 個の細胞をカウントした。すべての値は独立

した 3回の試行の平均値±標準偏差で示した。群間の統計学的有意差は Student の t 検

定 (両側) で評価し、危険率が 5%未満の際に有意差ありとした。 

 

2-4. ウェスタンブロット法 

 N2a 細胞およびHeLa 細胞はスクレーパーを用いて培養皿より剥離し、4℃、2,000×

G、5 分間遠心することでチューブ内に回収した。細胞ペレットにプロテアーゼ阻害剤 

(Cat. No. 25955、ナカライテスク株式会社、京都) を含んだ PBS (-) を添加・懸濁し、

ガラスダウンス型ホモジナイザー (Cat. No. 357538, WHEATON Industries Inc., 

Millville, NJ, USA) を用いて氷上で穏やかに 25回ストロークすることで、細胞を破砕
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した。サンプル中に含まれるタンパク濃度は Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 

Concentrate (Cat. No. 500‒006, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) を用い

て添付取扱説明書に従い測定した。ポリアクリルアミド電気泳動はXV PANTERA Gel 

(Cat. No. NXV-241P20、ディー・アール・シー株式会社、東京) を用いて 300 V で 15

分間行うことでタンパク質を分離させた。電気泳動の後、ゲル中のタンパク質を iBlot™ 

2 Gel Transfer Device (Thermo Fisher Scientific) を用いて添付取扱説明書に従い

PVDF 膜に転写させた。5%スキムミルクを含む Phosphate buffered saline with 

Tween-20 (PBS-T) を添加し、室温で 30分間インキュベートすることでブロッキング

を行った後、PBS-T で一次抗体を希釈し、室温で一晩インキュベートした。15分 1回、

5 分 3 回 PBS-T を用いてメンブレンを洗浄した後、5%スキムミルクを含む PBS-T で

5,000 倍に希釈したHorseradish peroxidase (HRP) 標識-抗マウス IgG抗体を添加し、

室温で 1時間インキュベートした。PBS-T を用いて 15分 1回、5分 3回メンブレンを

洗浄した後、HRP 化学発光検出試薬 (Cat. No. WBLUR0500, Merck Millipore, 

Billerica, MA, USA) をメンブレンに添加し、室温で 1分間インキュベートした。画像

はChemiDoc™ Touch (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA. USA) を用いて取得し、

分子量マーカーとしてDr. Western (Cat. No. 46901900, オリエンタル酵母工業株式

会社、東京) を用いた。一次抗体として用いた抗体の型番および希釈倍率を表 1に示す。 

 

2-5. 透過型電子顕微鏡観察 

細胞を pH7.4 の PBS で希釈した 2%グルタルアルデヒド緩衝液ならびに 1%の四酸化

オスミウム溶液で固定した。エタノールを用いて脱水ならびに t-ブタノールへ置換した

後、エポキシ樹脂中に包埋した。超薄切片は酢酸ウラニルと硝酸鉛を用いて染色し、H-

7000 透過型電子顕微鏡 (株式会社日立ハイテク、東京) を用いて画像を取得した。 
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2-6. ミトコンドリアの単離とサブコンパートメントの分画 

 10 cm ディッシュ 2 枚の N2a および HeLa 細胞を湿重量 8 倍量のミトコンドリア単

離バッファー (70 mM Mannitol, 250 mM Sucrose, 10 mM Hepes-KOH (pH 7.5), 

0.2 mM EGTA) で懸濁し、ホモジナイザーペッスルを用いて氷上で穏やかに 25 回攪

拌することで細胞を破砕した。細胞懸濁液を 4ºC で 2,000×G、3 分間遠心し、上清を

さらに 4ºC、6,000×G、10分間遠心することでミトコンドリア画分のペレットを得た。

ペレットを 20 µL のミトコンドリア単離バッファーでサスペンドした後ミトコンドリ

ア外膜画分を得るため、単離したミトコンドリアに対し、終濃度 0.15 mg/mL となる

ようにジギトニン (Cat. No. 12333-51、ナカライテスク) を添加し、4ºC で穏やかに

攪拌しながら 15分間インキュベートした。次いで 4ºC、13,000×Gで 15分間遠心し、

可溶性画分である上清をミトコンドリア外膜画分、ペレットを内膜が露出したマイトプ

ラススト画分として単離した。マイトプラスト画分に対し、終濃度 250 µg/mL となる

ように Proteinase K (PK) (Cat. No. 169-212041、富士フイルム和光純薬工業株式会

社) 、ならびにTritonX-100 (Cat. No. X100-100ML, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, 

USA) を添加し、氷上で 60分間インキュベートし、PKに対するタンパク質の感受性か

らタンパク質のミトコンドリア内における局在を推定した。 

 

2-7. RNA干渉 

RNA干渉は Lipofectamine™ RNAiMAX Transfection Reagent (Cat. No. 13778150, 

Thermo Fisher Scientific) を用い、リバーストランスフェクション法によって行った。

60 mmディッシュを用い、6 µL の Lipofectamine™ RNAiMAX Transfection Reagent 

を300 µLのOpti-mem® (Cat. No. 31985-070, Thermo Fisher Scientific) に希釈し、

Opti-mem® に溶解した 5 μMの siRNA 12 μL と混合することで siRNA Complex

を作成した。作成した 600 µL の siRNA Complex をディッシュに添加し、室温で 15
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分間静置した。その後、5.4 mL の培地に懸濁した 3×105の細胞を播種し、24時間後に

新しい培地に交換した。細胞播種より 24 時間後にプラスミド DNA を遺伝子導入し、

さらに 24 時間後に蛍光顕微鏡による観察およびタンパク質発現解析サンプルとした。

RNA干渉に用いた siRNAの配列は表 2のとおりである。なお、ネガティブコントロー

ルとして、MISSION® siRNA Universal Negative Control #1 (Cat. No. SIC001-

10NMOL, Sigma-Aldrich) を用いた。 
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3. 結果 

3-1. PrP (122-139) は PrP のミトコンドリアへの局在に関与する 

PrP のミトコンドリアへの局在に関与するアミノ酸配列を同定するため、様々な長さ

にトランケートし、GFP を融合させた PrP の発現ベクターを構築した (図 1 A)。これ

らのトランケート PrP 発現ベクターをHeLa 細胞およびN2a 細胞に一過性に遺伝子導

入し、抗GFP抗体を用いたウェスタンブロットによりタンパク質の発現を確認した (図

1 B)。 

 次に、これらのトランケート PrP の HeLa 細胞における細胞内局在を蛍光顕微鏡を用

いて観察した。PrP (1-33)、PrP (1-52)、PrP (1-191) および PrP (1-121) は、小胞体膜

への局在配列である PrP (1-22) を有しながらも細胞質に局在した。全長の PrP である

PrP (1-254) はすでに報告されている PrP の典型的な細胞内局在パターンである細胞

膜とゴルジ体への局在を示した [52, 54]。一方で PrP (1-139) は発現したすべての PrP

がミトコンドリアに局在した (図 2 A, B)。同様に、アフリカミドリザル腎臓由来COS-

7 細胞にトランケート PrP を遺伝子導入し細胞内局在を観察したところ、全長の PrP 

(1-254) は細胞膜とゴルジ体に局在した。一方で PrP (1-139) は HeLa 細胞と同様に発

現したすべての PrP がミトコンドリアに局在した (図 2 C)。PrP (1-121) は細胞質、

PrP (1-139) はミトコンドリアにそれぞれ局在したことから、PrP (122-139) はミトコ

ンドリアへの局在に関与するアミノ酸配列であることが示唆された。 

  

3-2. PrP が局在したミトコンドリアは神経細胞特異的に核周囲に集積し、軸索の退

縮を惹起する 

次に、トランケート PrP を N2a 細胞に導入し、PrP の細胞内局在を蛍光顕微鏡を用い

て観察した。HeLa 細胞と同様に PrP (1-33)、PrP (1-52)、PrP (1-191) および PrP (1-

121) は細胞質、PrP (1-139) はミトコンドリアにそれぞれ局在した。さらに HeLa 細
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胞や COS-7 細胞と異なり、PrP (1-139) が局在したミトコンドリアは正常な細胞内分

布を失い、細胞膜方向へ向かう順方向の移動が阻害された核周囲の高度な集積体として

観察された (図 3 A, B)。また、スクレイピーのプリオン株である Chandler 株を持続

的に感染させた、PrPSc持続産生株である ScN2a 細胞においても PrP (1-139) はミトコ

ンドリアに局在し、ミトコンドリアはN2a細胞と同様に核の周囲に高度に集積した (図

3 C)。さらに透過型電子顕微鏡による観察によっても、PrP (1-139) を発現する細胞は、

コントロールの細胞と比較してミトコンドリアが核の周囲に集積している様子が観察

された。また核周囲に集積した N2a 細胞のミトコンドリアは、酸化的リン酸化におい

て ATP 合成を担う呼吸鎖複合体が局在するミトコンドリア内膜の折りたたみ構造であ

るクリステ構造 [55] が高度に破壊されていた (図 3 D)。 

さらに PrPが引き起こすミトコンドリアの核周囲の集積が神経に及ぼす生理学的意義

を明らかとするため、神経細胞への分化を誘導したN2a細胞におけるトランケートPrP

の細胞内局在と細胞形態を観察した。遺伝子導入をしていない細胞では、伸長した軸索

を確認でき、軸索に沿って末端までミトコンドリアが局在していた (図 4 A)。神経細胞

において PrP (1-254) は細胞膜および軸索に局在し、ミトコンドリアはコントロールの

細胞と同様に軸索に沿って末端まで局在していた。一方で PrP (1-139) は未分化細胞と

同様にミトコンドリアに局在し、ミトコンドリアが高度に核の周囲に集積した。さらに

PrP がミトコンドリアに局在した神経細胞を明視野で観察したところ、伸長した軸索の

退縮が観察された (図 4 B)。以上の結果より、PrP のミトコンドリアへの局在は軸索へ

のミトコンドリアの供給不全を引き起こし、軸索の退縮を惹起することが示唆された。 

 

3-3. ミトコンドリア外膜上の PrP はミトコンドリアを核周囲に集積させる 

ミトコンドリアは二重膜に囲まれたオルガネラであり、外膜、膜間腔、内膜、マトリ

ックスの 4つのサブコンパートメントより構成される。PrP がミトコンドリア外膜もし
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くはミトコンドリア内部のいずれに局在しているのかを明らかとするため、ミトコンド

リアの各膜画分を生化学的に単離した。まず外膜画分と内膜由来の小胞であるマイトプ

ラスト画分を得るため、PrP (1-139)-GFP を遺伝子導入した HeLa 細胞および N2a 細

胞のミトコンドリアを緩徐な界面活性剤であるジギトニンを用いて可溶化し、遠心分離

に供した。可溶性画分である上清を外膜画分 (図 5 A①) として回収し、ペレットをマ

イトプラスト画分として単離した。さらに得られたマイトプラスト画分に対して PKを

処理し、ウェスタンブロットで検出した PKに対するタンパク質の感受性をもとに PrP

の局在を推定した。膜間腔および内膜近傍に局在する場合、PK の処理によってバンド

が消失する (図 5 A②)。内膜を貫通するようにタンパク質が局在する場合、内膜内側に

は PKが到達しないため、内側部分が PK抵抗性の分子量の小さなバンドとして検出さ

れる (図 5 A③)。マトリックスに局在する場合にはタンパク質全長が PK抵抗性となる

ため、PK の処理でバンドの消失がみられない (図 5 A④)。PK と同時に TritonX-100

を処理した場合、ミトコンドリア内膜が可溶化されるため、いずれの局在でもバンドが

消失し、非特異的バンドのみが検出される。それぞれの膜画分に含まれる PrP (1-139)

を、抗GFP抗体を用いたウェスタンブロットにより検出したところ、HeLa 細胞では、

PrP (1-139) はマイトプラスト画分にのみバンドが検出され、PK および PK ならびに

TritonX-100 の処理によってバンドが消失した。一方でN2a 細胞では、PrP (1-139) は

外膜画分とマイトプラスト画分の双方に検出された (図 5 B, C)。以上の結果から、N2a

細胞において PrP (1-139) の一部はミトコンドリア内部に取り込まれず、ミトコンドリ

ア外膜上にとどまることが示唆された。 

  

3-4. 細胞質の 14-3-3 タンパク質は PrP のミトコンドリアへの局在およびミトコン

ドリアの核周囲への集積に関与する 

In vitro の研究により、様々なミトコンドリア前駆タンパク質のミトコンドリアへの
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輸入には細胞質のタンパク質が関与していることが古くより報告されている [56]。そ

こで PrPのミトコンドリアへの標的化を担う細胞質側の因子として14-3-3 タンパク質

に着目した。当該因子はHisch らが孤発性CJD患者と正常人の脳組織を二次元電気泳

動で比較・検討した結果、CJD 患者での特異性を示すことが報告されている [57]。ま

た、1998 年 WHO の診断基準では髄液検査における 14-3-3 タンパク質が補助的診断

基準項目の一つとして採用されている。さらにタンパク質の機能として、in vitro の実

験系においてミトコンドリア前駆タンパク質のミトコンドリアへの輸入促進効果を持

つことが報告されている [58-60]。14-3-3 タンパク質が PrP のミトコンドリアへの標

的化に関与しているか否かを明らかとするため、RNA 干渉を用いた発現阻害実験を実

施した。真核細胞において 7つのアイソフォームより構成される 14-3-3 タンパク質の

それぞれのアイソフォームに特異的な siRNAを構築し、14-3-3 タンパク質の発現を阻

害した上で PrP (1-139) を導入し、蛍光顕微鏡を用いた観察を行った。特異的なタンパ

ク質発現の阻害は、各アイソフォームに特異的な抗体を用いたウェスタンブロットによ

って確認した (図 6 A)。14-3-3β,ε,σ,τの発現を阻害したとき、PrP (1-139) は、ス

クランブルコントロールと同様にミトコンドリアに局在し、ミトコンドリアの細胞内分

布もスクランブルコントロールと同様に核周囲の集積体として観察された。一方で 14-

3-3γおよびηの発現を阻害したとき、PrP (1-139) は細胞質に局在し、ミトコンドリ

アの細胞内分布も正常な細胞内分布を示した。さらに 14-3-3ζの発現を阻害したとき、

PrP (1-139) はミトコンドリアに局在したものの、ミトコンドリアは細胞全体に局在し、

正常な細胞内分布を示した (図 6 B)。以上の結果から、14-3-3γおよびηは PrP (1-139) 

のミトコンドリアへの局在に必須であり、さらに PrP (1-139) がミトコンドリアに局在

した後、14-3-3ζがミトコンドリアの核周囲への集積体の形成に関与していることが示

唆された。 
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3-5. ミトコンドリア外膜上の Tom70 は PrP の受容体として機能する 

TOM 複合体は細胞質で合成されたミトコンドリアの前駆体タンパク質のミトコンド

リア内部への中心的な搬入孔として機能する [61]。Tom複合体は 7種類のサブユニッ

トより構成され、Tom40 はタンパク質の外膜透過のチャネルを形成している。また、

Tom20、Tom22、および Tom70 は外膜の細胞質側にドメインを露出させ、前駆タン

パク質を認識してTom40 に導く [62]。Tom5、Tom6、Tom7は、small Tomタンパ

ク質と呼ばれ TOM複合体の調節因子として機能し、Tom5はタンパク質の輸送 [63]、

Tom6 および Tom7 は TOM 複合体の安定性にそれぞれ寄与すると考えられている 

[64]。そこで PrP のミトコンドリア側の認識および外膜の透過にTOM複合体が関与し

ているかを明らかとするため、N2a 細胞に Tom20、Tom22、Tom40、Tom70 のそれ

ぞれに特異的な siRNA を導入した上で、PrP (1-139) を導入し、細胞内局在を観察し

た。siRNA によるサブユニット特異的なタンパク質発現の阻害はウェスタンブロット

により確認した (図 7 A)。この条件で PrP (1-139) を導入し、蛍光顕微鏡を用いた観察

を行ったところ、Tom20、Tom22、Tom40 の発現を阻害したとき PrP (1-139) は、ス

クランブルコントロールと同様にミトコンドリアに局在し、ミトコンドリアもスクラン

ブルコントロールと同様に核周囲の集積体として観察された。一方でTom70 の発現を

阻害したとき、PrP (1-139) は細胞質に局在し、ミトコンドリアの細胞内分布も正常な

細胞内分布を示した (図 7 B)。以上の結果から、PrP (1-139) のミトコンドリア外膜上

の認識機構に、Tom70 が受容体として関与していることが示唆された。 
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4. 考察 

分泌系タンパク質 [65] とミトコンドリア前駆体タンパク質 [66] の細胞内輸送シス

テムは大きく異なる。PrP は分泌系タンパク質に特徴的な配列を有しているのにも関わ

らず [46, 47]、多くの先行研究において、PrP がミトコンドリアに局在するとの報告が

なされている [48-51, 67]。そこで PrP のミトコンドリアへの局在に関与する配列を同

定するため、本研究では様々な長さの PrP のトランケート発現ベクターを構築し、PrP

の細胞内局在を観察したところ、122 番目から 139 番目までの 18 アミノ酸である

“GGLGGYMLGSAMSRPMIH” がミトコンドリアへの局在配列として機能することを

見出した (図 2 A-C, 図 3 A-C)。これらの 18アミノ酸は典型的なミトコンドリア局在

配列と共通の特徴を持たないため [68, 69]、PrP のアミノ酸配列上の隠されたシグナル

配列として機能していると考えられる。本研究で用いたコンストラクトは非常に短く、

PrP (1-33)、(1-52)、(1-91)、(1-121) は細胞質への局在を示したことから、これらの新

生ペプチド鎖の小胞体膜への共翻訳に失敗し、その後の正しい細胞内局在が妨げられた

可能性がある。しかしながら、Pfeiffer らの先行研究によると [70]、PrP (1-155) の長

さのコンストラクトでも正常な共翻訳が起こることから、少なくとも PrP (1-121)、(1-

139) の長さでは PrP (1-22) は小胞体移行配列として機能している可能性がある。した

がって本実験条件において PrP (1-22) の小胞体移行配列としての機能は PrP (122-

139) のミトコンドリア局在配列よりも弱く、結果的に PrP (1-139) はミトコンドリア

への局在を示したと考えられる。さらに GPI アンカー型タンパク質の小胞体への取り

込み経路はシグナル認識粒子 (SRP: signal recognition particle) の認識を受け、Sec61

トランスロコンを介して小胞体内腔に取り込まれる SRP 依存経路と、SRP 非依存的に

小胞体膜へ取り込まれるSRP非依存経路の二つに大別されることが知られている [71]。

SRP 非依存経路はさらに Sec62 経路、guided entry of tail anchored protein (GET) 

経路、SRP-independent 経路の 3 つに大別され、近年 PrP は Sec62 経路および GET
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経路を介して小胞体内腔へ取り込まれること報告されている [72]。さらに、PrP をはじ

めとした N末端における小胞体移行配列の疎水性が低い GPI アンカー型タンパク質は

小胞体移行配列としての機能が低いために、細胞質において全長が前駆体タンパク質と

して合成され、より疎水性の高い GPI アンカー付加配列をもとに小胞体へ標的化して

分泌タンパク質として機能することが報告されている [72]。このことから、細胞質で

の合成途中に小胞体移行配列よりも機能の高いミトコンドリア局在配列で新生鎖の翻

訳が停止した結果、PrP がミトコンドリアへ局在したものと考えられる。本実験条件で

は N 末端を削除したトランケート PrP の局在は検討していないため、C 末端側にもミ

トコンドリアへの標的化に関与する配列が存在する可能性もある。そのような場合でも

今回の結果から、PrP (122-139) は少なくとも部分的にはミトコンドリアへの標的化に

必須であると考えられる。 

神経細胞はアストロサイトやオリゴデンドロサイトなどの他の細胞と比較して、解糖

能が限られている [73]。しかしながら、神経細胞はシナプス小胞の分泌、膜電位の維

持、能動輸送、活動電位からの回復など様々な場面で他の細胞よりも多くの ATP を必

要とすることが知られている [74, 75]。したがって、これらの活動に十分なエネルギー

を供給するため、ミトコンドリアは軸索や樹状突起に沿って長い距離を微小管上で絶え

間なく移動している [76]。このミトコンドリアの移動は、細胞膜に向かう順方向の移

動はキネシン、核に向かう逆方向の移動はダイニンが担っている [77-79]。本研究では

PrP に依存的なミトコンドリアの核周囲への集積が神経細胞特異的に観察されること、

さらにミトコンドリアの核周囲への集積は軸索の退縮を引き起こすことが明らかとな

った (図 4 A, B)。加えてこの現象はHeLa 細胞では、PrP がより速やかに外膜を透過

しミトコンドリア内部に取り込まれるのに対し、N2a 細胞や ScN2a 細胞では、PrP の

一部がミトコンドリア外膜上にとどまり (図 5)、ミトコンドリア外膜上の PrP がキネ

シンモーター複合体とミトコンドリアとの相互作用を阻害し、順方向の移動が阻害され
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たことに起因した現象であることが示唆された。このことから、PrP のミトコンドリア

外膜への蓄積の抑制は、PrP 依存性のミトコンドリア機能障害を抑制し、治療標的とな

り得る可能性がある。また、ミトコンドリアの細胞内輸送に関与する分子は酵母から哺

乳類まで比較的保存されており、神経細胞において異なるミトコンドリア輸送機構が存

在することは考えにくい [80-83]。 

また透過型電子顕微鏡観察の結果から、PrP が局在したミトコンドリアは正常な細胞

内分布を失っていることに加え、内膜におけるクリステ構造が高度に破壊されているこ

とが明らかとなった (図 3 D)。クリステは内膜の表面積を増加させることにより、酸化

的リン酸化の効率を上昇させていると考えられている [84]。さらに、電子伝達系の構

成成分を集積させることで、ATP 産生効率を促進させている [85, 86]。近年Wuらは

プリオン感染マウスや神経毒性を持つ PrP (106-126) [87] の添加が、クリステ構造の

破壊と細胞内 ATP の減少、ミトコンドリア膜電位の低下を引き起こすことを報告して

いる [88]。以上を踏まえると PrP のミトコンドリアへの局在は、呼吸活性の低下とミ

トコンドリア機能不全を惹起することが示唆された。 

さらに本研究ではPrPのミトコンドリアへの標的化に細胞質からミトコンドリア外膜

への輸送時に分子シャペロンなど他の分子が関わっている可能性を踏まえ、PrP のミト

コンドリアへの標的化を担う細胞質側の因子として 14-3-3 タンパク質の関与を RNA

干渉を用いて検討した。その結果 14-3-3γおよびηの発現阻害は PrP のミトコンドリ

アへの局在を抑制した (図 6)。プリオン病の診断マーカーとして採用されている 14-3-

3 タンパク質は古くよりミトコンドリア前駆タンパク質のミトコンドリアへの輸入促

進効果を持ち [58-60]、ミトコンドリアへの標的化を担うシャペロンとしての活性を持

つことも報告されている [89]。また 14-3-3 タンパク質は HSP60 およびリン酸化非依

存的に PrP と複合体を形成してミトコンドリアに局在することや [90]、PrP (106-126) 

ペプチドとの相互作用が報告されている [91]。本研究でミトコンドリアへの局在を示
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した PrP (1-139) は 14-3-3 タンパク質との相互作用が報告されている PrP (106-126) 

を含むことから、PrP (106-126) を介して PrP (1-139) と結合した 14-3-3γおよびη

がシャペロンとして働き、PrP をミトコンドリアへ導くと考えられた。一方で本研究で

は PrP と 14-3-3 タンパク質の相互作用を確認していないため、PrP と 14-3-3 タンパ

ク質が細胞内で直接相互作用していない可能性も考えられる。14-3-3 タンパク質はミ

トコンドリアや細胞質に局在する TOMM34 を介してミトコンドリアのタンパク質の

シャペロンとして働く HSP70 [92] のリフォールディング効果を調節することも報告

されていることから [93]、14-3-3 タンパク質が間接的に PrP のミトコンドリアへの標

的化を調節している可能性もある。さらに、14-3-3ζの発現阻害はミトコンドリアの核

周囲の集積体の形成を抑制したことから、14-3-3γおよびηによって PrP がミトコン

ドリアに局在した後、14-3-3ζ依存的にミトコンドリアの核周囲の集積体が形成される

ことが示唆された (図 6)。14-3-3ζは凝集体形成の促進を通じてミスフォールドタンパ

ク質の除去に働くことが提唱されており [94]、ハンチントン病の病因タンパク質であ

るハンチンチンの凝集体の形成にも必須であることも報告されている [95]。また、ミ

トコンドリアはモータータンパク質とアダプタータンパク質の複合体を介して微小管

上を核方向および細胞膜方向の双方向に移動することが知られている [96-101]。以上

を踏まえると 14-3-3ζはミトコンドリア外膜上において PrP の凝集を促進し、凝集し

た PrP はモータータンパク質とアダプタータンパク質の複合体との結合を阻害するこ

とでミトコンドリアの細胞膜方向への移動を阻害し、ミトコンドリアを核周囲に集積さ

せているものと考えられた。 

さらに細胞質で合成されるほぼ全てのミトコンドリアタンパク質のチャネルとして機

能する TOM 複合体 [102] の PrP のミトコンドリアへの標的化との関与を検討したと

ころ、ミトコンドリア前駆タンパク質の受容体として機能するTom70 がミトコンドリ

ア外膜上の受容体として機能していることが明らかとなった (図 7)。ほとんどのミトコ
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ンドリア前駆タンパク質のミトコンドリアへの局在には受容体による認識を必須とす

る [92, 103, 104]。Tom20、Tom22、Tom70 は受容体としての機能を有し、Tom20

および Tom22 は正電荷を帯びた両親媒性のα-ヘリックス構造を持つ古典的な N 末端

のミトコンドリア局在配列を認識することが知られている [105-110]。一方で Tom70

は、ミトコンドリア内膜の複数回膜貫通型キャリアータンパク質をはじめとした内在性

のミトコンドリア局在シグナルを認識し [106, 111]、細胞質のシャペロンである

HSP70 の結合部位として機能することも知られている [92]。PrP は N末端側に小胞体

移行配列を有することから、PrP のミトコンドリアへの局在には Tom20 や Tom22 で

なく、Tom70 によるミトコンドリア局在配列として機能する PrP (122-139) の認識が

必須であることが示唆された。またTom40 はミトコンドリア前駆タンパク質の輸入孔

として機能する親水性チャネルを形成し [112]、βバレル構造の内側が前駆タンパク質

の通り道として機能する [113]。しかしながら本研究では、Tom40 の発現阻害が PrP

のミトコンドリアへの局在に及ぼす影響は観察されなかった。一部のTom70 による認

識を受けるミトコンドリアのタンパク質では、Tom40 を介さずともミトコンドリア外

膜に局在することが報告されていることから [114-117]、PrP が同様の経路を介してミ

トコンドリア外膜に局在している可能性がある。一方で本研究ではTom40 を阻害した

ときのPrPの局在ミトコンドリア内における局在を検討していないため、PrPがTom40

を介してミトコンドリア内部に送達される経路も存在する可能性もある。その場合には

Tom40 の発現の阻害は外膜上の PrP の局在に影響を及ぼすとは考えにくいことから、

ミトコンドリアの核周囲の集積体の形成にはミトコンドリア外膜上に局在した PrP の

みで十分であると考えられる。 

タンパク質の異常標的化は、多くの場合でタンパク質の恒常性を乱し、毒性を引き起

こすことで疾患の発症に関与する [43, 118, 119]。神経変性疾患の発症には、病因タン

パク質のミトコンドリアへの異常標的化が関与することが報告されており、アルツハイ
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マー型認知症 (AD: alzheimer's disease) では、アミロイド前駆タンパク質のミトコン

ドリア上の蓄積がミトコンドリアの機能不全を引き起こし、疾患の発症に関与すると考

えられている [120]。また、AD患者の脳では、ミトコンドリアの形態変化やクリステ

構造の破壊が観察されている [121]。パーキンソン病においても細胞質のタンパク質で

あるα-シヌクレインがミトコンドリアに局在し、引き起こされるミトコンドリアの分

裂・融合の阻害が神経変性の要因となり得ることが報告されている [122]。従って、本

研究で見出された PrP (122-139)、14-3-3 タンパク質およびTom70 に依存的なミトコ

ンドリアへの標的化と続発する神経細胞特異的なミトコンドリアの核周囲の集積と軸

索の退縮は、神経細胞の機能障害へつながるとものと考えられ、プリオン病の急速な神

経変性の一端を担うものと考えられた。 

  

26



5. 小括 

本章ではプリオン病の神経変性機構の解明に向け、PrP のミトコンドリアへの異常標

的化機構ならびに PrP のミトコンドリアへの局在が細胞機能に及ぼす影響を明らかと

した。GFP を融合させた PrP のトランケートプラスミドを構築し、蛍光顕微鏡を用い

て PrP の細胞内局在を観察したところ、PrP のアミノ酸配列上の 122 番目から 139 番

目までのアミノ酸がミトコンドリア局在配列として機能することを見出した。さらに

PrP が局在した神経細胞のミトコンドリアは正常な細胞内分布を失い、高度に核の周囲

に集積することを見出した。また、神経細胞と非神経細胞のミトコンドリアサブコンパ

ートメントの分画を行い、PrP の局在をウェスタンブロットによって比較したところ、

PrP は非神経細胞において膜間腔ならびに内膜近傍に局在するのに対し、神経細胞にお

いては膜間腔ならびに内膜近傍に加えて、外膜にも局在していることが明らかとなった。

このことから、ミトコンドリア外膜上の PrP がミトコンドリアの核周囲の集積体の形

成に関与していることが示唆された。さらに RNA 干渉を用いた阻害実験により、PrP

のミトコンドリアへの局在を担う細胞質側の因子として 14-3-3γならびに 14-3-3ηが

機能すること、ミトコンドリアの核周囲の集積体の形成には 14-3-3ζが必須であるこ

とが明らかとなった。また、ミトコンドリア外膜上の PrP の受容体としてTom70 が特

異的に機能することを同様のRNA干渉を用いた実験系で明らかとした。これらの結果

から、PrP は 122 番目から 139 番目の 18アミノ酸、14-3-3γならびにη、Tom70 を

介してミトコンドリアに標的化し、神経細胞特異的にミトコンドリア外膜上に局在した

PrP は 14-3-3ζ依存的にミトコンドリアを核周囲に集積させることが明らかとなった 

(図 8 A)。神経細胞におけるミトコンドリアの核周囲への集積は、シグナル伝達等で多

量の ATP を要求する軸索末端へのエネルギー供給不全を意味し、引き起こされる軸索

の退縮はプリオン病の神経変性の一端を担うものと考えられた (図 8 B)。 
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1

Antibody Catalog Number Source Antibody Dilution
GFP 50430-2-AP Proteintech (Rosemont, IL, USA) 1:1000

α-Tubulin T6199 Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, USA) 1: 10000
Tom20 sc-11415 Santa Curuz Biotechnology (Dallas, TX, USA) 1: 5000
Tom22 11278-1-AP Proteintech 1: 1000
Tom40 18409-1-AP Proteintech 1: 10000
Tom70  14528-1-AP Proteintech 1: 10000
14-3-3β 18641 株式会社免疫生物研究所 (群馬) 1: 1000
14-3-3γ 18647 株式会社免疫生物研究所 1: 3000
14-3-3ε 18643 株式会社免疫生物研究所 1: 3000
14-3-3ζ sc-293415 Santa Curuz Biotechnology 1: 1000
14-3-3η 18645 株式会社免疫生物研究所 1: 1000
14-3-3σ 18642 株式会社免疫生物研究所 1: 1000
14-3-3τ 10017 株式会社免疫生物研究所 1: 1000

表1: 第一章におけるウェスタンブロットで用いた抗体の型番および希釈倍率
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2

Target gene siRNA sequence 
5'-GAUGCUGAAGCAGUUCAGA[dT][dT]-3'
5'-UCUGAACUGCUUCAGCAUC[dT][dT]-3'
5'-GAAGUUCUUACAUGCCCAU[dT][dT]-3'
5'-AUGGGCAUGUAAGAACUUC[dT][dT]-3'
5'-GCGAGUACCGUGGUUCUGA[dT][dT]-3'
5'-UCAGAACCACGGUACUCGC[dT][dT]-3'
5'-GAUAAAGGUUUGGAGCUUA[dT][dT]-3'
5'-UAAGCUCCAAACCUUUAUC[dT][dT]-3'
5'-CAAAGAGUACCGUGAGAAG[dT][dT]-3'
5'-CUUCUCACGGUACUCUUUG[dT][dT]-3'
5'-CGGUGAAGGCAACAACUAA[dT][dT]-3'
5'-UUAGUUGUUGCCUUCACCG[dT][dT]-3'
5'-GUUAAUCUGUUGUGACAUU[dT][dT]-3'
5'-AAUGUCACAACAGAUUAAC[dT][dT]-3'
5'-CGAGGUUGCUGCUGGUGAU[dT][dT]-3'
5'-AUCACCAGCAGCAACCUCG[dT][dT]-3'

5'-GCUGAAUGAACCACUAUCUAA[dT][dT]-3'
5'-AGAUAGUGGUUCAUUCAGCUC[dT][dT]-3'

5'-GGGAGAAGGUAGAGACCGA[dT][dT]-3'
5'-UCGGUCUCUACCUUCUCCC[dT][dT]-3'
5'-CUACCAAGAGGCGUUUGAU[dT][dT]-3'
5'-AUCAAACGCCUCUUGGUAG[dT][dT]-3'

YWHAG

TOMM20

TOMM22

TOMM40

TOMM70A

YWHAB

YWHAE

YWHAZ

YWHAH

YWHAS

YWHAT

表2: 第一章におけるRNA干渉に用いたsiRNAの配列
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Mouse PrP (1-254)

GFP-PrP (1-254)

1 22 33 230 254

GFP-PrP (1-139)

GFP-PrP (1-91)

GFP-PrP (1-52)

GFP-PrP (1-33)

ER Signal sequence

GFP

GPI anchor signal

1 22 33 230 25434

1 22 33

1 22 33 34 52

1 22 33 34 91

1 22 33 34 139

1 22 33 34 121
GFP-PrP (1-121)

(A)

α-tubulin

1 2 3 4 5 6 7

* * *
*

*

*
68
55

42

82

28

Mr

α-tubulin

1 2 3 4 5 6 7Mr

*
*

*
* *

*68
55
42

82

28

(B)

図1: GFP融合-PrPトランケートプラスミドの構築とHeLa細胞およびN2a細胞での発現
(A) GFP融合-PrPトランケートプラスミドの模式図。 (B) HeLa細胞 (a) およびN2a細胞 (b) におけるトランケートプラスミドの発
現を抗GFP抗体を用いたウェスタンブロットにより検出した。アスタリスクは発現させたGFP融合-PrPのバンドを示し、他のバン
ドは非特異のバンドである。α-Tubulinを内在性のコントロールとして使用した。レーン1: 遺伝子導入なし、レーン2: PrP (1-
33) 、レーン3: PrP (1-52)、レーン4: PrP (1-91)、レーン5: PrP (1-121)、レーン6: PrP (1-139)、レーン7: PrP (1-254) を示す。

(a)

(b)
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図2: PrP (122-139) はミトコンドリアへの局在に関与する
(A) HeLa細胞におけるトランケートPrPの細胞内局在。遺伝子未導入細胞ではGFPのシグナルは観察されなかった。全長のPrP
(1-254) はゴルジ体と細胞膜に局在した。PrP (1-33), (1-52), (1-91), (1-121) は細胞質へ局在した。一方で、PrP (1-139) はミト
コンドリアに局在し、MitoTracker と同様の局在を示した。 ミトコンドリアの形態と細胞内分布はコントロールと同様であった。
スケールバーは10 µmをあらわす。 (B) HeLa細胞においてPrPがミトコンドリアへ局在した細胞数の定量。エラーバーは標準偏
差を示す。n=3。**p < 0.01。(C) COS-7細胞におけるPrP (1-139) および PrP (1-254) の細胞内局在。
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図3: 神経細胞においてミトコンドリアに局在したPrPはミトコンドリアを核周囲に集積させる
(A) N2a 細胞におけるトランケートPrPの細胞内局在。全長のPrP (1-254) およびPrP (1-33), (1-52), (1-91), (1-121) はHeLa細胞
と同様の細胞内局在を示した。一方でPrP (1-139) はミトコンドリアに局在し、PrP (1-139) が局在したミトコンドリアは細胞膜方
向へ向かう順方向の移動が阻害された核周囲の集積体として観察された。スケールバーは5 µmを示す。点線は細胞形態を表す。
(B) N2a細胞においてPrP がミトコンドリアへ局在した細胞数の定量。n=3。エラーバーは標準偏差を示す。**p < 0.01。(C) 
ScN2a 細胞におけるPrP (1-139) の細胞内局在。遺伝子未導入細胞ではGFPのシグナルは観察されなかった。全長のPrP (1-254) 
は細胞膜とゴルジ体に局在した。PrP (1-139) はミトコンドリアに局在し、N2a細胞と同様にミトコンドリアが核周囲に集積した。
スケールバーは10 µm を示す。 (D) N2a細胞において核周囲に集積したミトコンドリアの透過型電子顕微鏡観察像。コントロー
ルのミトコンドリアは細胞全体に局在した一方で、PrP (1-139) が局在したミトコンドリアは核周囲に集積した。スケールバーは1 
µmを示す。
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図4: ミトコンドリアの細胞内分布の破綻は神経細胞において軸索の退縮を惹起する
(A) N2a細胞を血清不含培地で48時間培養することで神経細胞への分化を誘導した。(a) MitoTrackerにより染色したミトコンド
アおよび明視野像。(b) (a) における拡大図。神経細胞への分化誘導により軸索の伸長および軸索に沿ったミトコンドリアの局在を
確認した。(B) 神経細胞への分化を誘導したN2a細胞にトランケートPrPを導入し、PrPとミトコンドリアの細胞内局在および細胞
形態を観察した。全長のPrP (1-254) は細胞膜および軸索に沿って局在し、ミトコンドリアの細胞内局在と軸索の形態はコント
ロールと同様であった。一方でPrP (1-139) はミトコンドリアに局在し、ミトコンドリアは核周囲に集積した。さらにミトコンド
リアの軸索への供給不全により、伸長した軸索が退縮した。点線は細胞形態を表す
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図5: 神経細胞特異的なミトコンドリア外膜上のPrPはミトコンドリアを核周囲に集積させる
(A) ミトコンドリアサブコンパートメントの生化学的単離法の模式図。ミトコンドリアサブコンパートメントにおけるPrP (1-139) 
の局在をウェスタンブロットにて検出した。(B) HeLa細胞では、PrP (1-139) はマイトプラスト画分に検出された。(C) N2a細胞で
は マイトプラスト画分に加えて外膜画分にもPrP (1-139) が検出された。アスタリスクのバンドは PrP (1-139) を示し、他のバン
ドは非特異である。レーン1: 外膜画分、レーン2: マイトプラスト画分、レーン3: マトリックス画分、レーン4: TritonX-100で破
裂させたマイトプラスト画分。
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(B) GFP

siRNA Scramble YWHAB YWHAG YWHAE YWHAZ YWHAH YWHAS YWHAQ
14-3-3β
14-3-3γ
14-3-3ε
14-3-3ζ
14-3-3η
14-3-3σ
14-3-3τ

α-Tubulin

(A)

Mitochondria Merged

Scramble

si YWHAB

si YWHAG

si YWHAE

si YWHAZ

si YWHAH

si YWHAS

si YWHAQ

図6: 14-3-3タンパク質はPrPのミトコンドリアへの局在と核周囲への集積に関与する
(A) 14-3-3タンパク質を構成する7アイソフォームに対する特異的なsiRNAをN2a細胞に導入し、ウェスタンブロットにより特異的
なタンパク質発現阻害を確認した。(B) 14-3-3タンパク質の発現を阻害したときのPrP (1-139) の局在を蛍光顕微鏡を用いて観察し
た。14-3-3β,ε,σ,τの発現を阻害したときのPrP (1-139) の局在およびミトコンドリアの細胞内局在はスクランブルコントロー
ルと同様であった。一方で14-3-3γおよびηを阻害したときPrP (1-139) は細胞質に局在し、ミトコンドリアの細胞内局在も正常
な局在を示した。さらに14-3-3ζを阻害したときPrP (1-139) はミトコンドリアに局在するもののミトコンドリアは正常な細胞内
分布を示した。スケールバーは10 µm をあらわす。破線は細胞形態を表す。
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Scramble TOMM20 TOMM22

Tom22

Tom20

Tom40

Tom70

α-Tubulin

siRNA TOMM40 TOMM70A(A)

(B) GFP Mitochondria Merged

si Scramble

si TOMM20

si TOMM22

si TOMM40

si TOMM70A

図7: Tom70 はミトコンドリア外膜上のPrPの受容体として機能する
(A) ミトコンドリア前駆タンパク質の受容体として機能するTom20、Tom22、Tom70 およびミトコンドリア外膜透過装置として
機能するTom40に対するsiRNAをN2a細胞に導入し、ウェスタンブロットにより特異的なタンパク質発現阻害を確認した。
(B) N2a細胞にsiRNAでTom複合体構成タンパク質の発現を阻害したときのPrP (1-139) の局在を蛍光顕微鏡を用いて観察した。
Tom20、Tom22、Tom40の発現阻害したときのPrP (1-139) の局在およびミトコンドリアの細胞内局在はスクランブルコント
ロールと同様であった。一方でTom70を阻害したときPrP (1-139) は細胞質に局在し、ミトコンドリアの細胞内局在も正常な局在
を示した。スケールバーは10 µmをあらわす。点線は細胞形態を表す
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図8: 第一章の概念図
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<第二章> 

吸入麻酔薬前駆体ヘキサフルオロ-2-プロパノールの 

プリオン病治療薬への応用に向けた基礎的研究 

1. 序論 

 諸言で述べたとおり、プリオン病は何らかの理由で PrPCが PrPScへ構造変換し、中枢

神経系に蓄積することで発症が惹起されると考えられている [1]。第一章で見出された

ミトコンドリア局在配列であるPrP (122-139) 中の 138および 139番目のアミノ酸も

遺伝性プリオン病における PrP アミロイド線維の形成に重要な役割を担うことが報告

されており [123]、PrP のミトコンドリアへの異所性の局在と PrP の高次構造変換の関

与が考えられる。PrPScの蓄積が発症の要因となることから、PrPScの産生阻害を目的と

した様々な薬剤がプリオン病治療薬として検討されてきた。しかしながら薬剤の継続的

な投与がもたらす薬剤耐性を有したプリオン株の出現が問題となっている [124]。例と

して培養細胞を用いた実験系において強力な抗プリオン活性をもつ化合物として同定

された抗マラリア薬であるキナクリンのプリオン感染マウスへの投与は、一過性に

PrPScのレベルを低下させるものの、継続的な投与は PrPScのレベルの回復をもたらし、

結果として生存期間の延長が観察されないこと報告されている。さらに薬剤投与マウス

の脳内に残存した PrPScの生化学的性状や組織中の局在が薬剤未投与マウスの PrPScと

異なることから、キナクリンの継続的な投与は新たに薬剤耐性を持ったプリオン株の蓄

積につながることが示されている [125]。同様にCompound B (Cpd-B) はプリオン感

染マウスの生存期間を延長することが報告されているが、Luらは Cpd-B の継続的な投

与は PrPScのグアニジン塩酸塩に対する安定性の向上をもたらすこと、PrPScの組織中の

局在を変化させることから、プリオン株の形質転換を引き起こすことを報告している 

[126]。Berry らは、2-アミノチアゾール化合物である IND24 はプリオン感染マウスの

生存期間の延長をもたらすが、IND24 投与マウス由来の脳ホモジネートは、CAD5 細
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胞に対して感染性を持ったプリオンを含むことを報告している。さらに IND24 処理マ

ウス由来の脳抽出液を処理した CAD5 細胞の PrPScは IND24 のみならず、キナクリン

およびCpd-Bに耐性をもった多剤耐性のプリオン株であることを報告している [124]。

このような問題から、今日において臨床的に十分な効果が得られた薬剤が存在せず、プ

リオン病は致死的疾患である。 

セボフルラン (フルオロメチル-1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロピルエーテル) は

酸ハロゲン化物に代謝されないため、他の吸入麻酔薬と比べて比較的副作用が少な

く、臨床的に広く用いられる麻酔薬である [127, 128]。1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-

2-プロパノール (HFIP) はセボフルランの前駆体かつ代謝産物でもあり、2つのトリ

フルオロメチル基を有するフッ素系アルコールである。シトクロム P-450 (CYP2E1) 

による第Ⅰ相代謝反応で酸化を受けたセボフルランは、フッ化イオンとHFIP へと代

謝される。さらにHFIP はウリジン二リン酸グルクロン酸転移酵素による第Ⅱ相代謝

反応によりグルクロン酸抱合を受け、HFIP-グルクロニドとして代謝され、尿中へ排

泄される [129, 130]。 

現在のところ臨床的な濃度でのHFIP の毒性は報告されていない。一方で、HFIP は

エンドトキシン刺激による炎症メディエーターの分泌を抑制することで、腹膜炎敗血

症モデルマウスの生存率を向上させることが報告されている [131]。また、HFIP をは

じめとしたフッ素系アルコールは、タンパク質のβ-シート構造を破壊してα-ヘリッ

クス構造を誘導する性質から、タンパク質溶液中の分子間相互作用の変化をもたらす

エフェクター分子として作用することが知られている [132]。Viera らは、Aβ (1-40) 

線維に対してHFIP が 3つのフッ素原子を含むテトラフルオロエタノールと比べて強

いα-ヘリックス誘導活性を持つことから、フッ素系アルコールのヘリックス誘導活性

がフッ素化率に依存することを報告している [133]。この性質を利用し、HFIP は Aβ

ペプチドのようなペプチド凝集体を溶解する溶媒として用いられている [134-137]。 
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PrPScは一様な構造でなく、多くの構造から構成されていると考えられている。プリ

オン病の治療薬として、PrPCから PrPScへの構造変換を阻害する化合物の同定が試み

られているが、上述のとおりこれらの多くの薬剤は薬剤耐性を持ったプリオン株を生

じてしまうことが問題であった [138]。一方でHFIP は強固なα-ヘリックス誘導活性

を有するため、PrPScを PrPCへと誘導し PrPScそのものの構造を正常化することが可能

と考えられる。したがって従来検討されてきた化合物の問題点であった薬剤耐性プリ

オン株の発生という問題点を解決することが期待される。 

以上を踏まえて第二章では、組換えタンパク質より作成した PrP 線維およびプリオ

ン病の in vitro モデルとして確立されているスクレイピー持続感染マウス神経芽細胞

腫由来細胞株 [139, 140] を用いてHFIP のプリオン病治療薬への応用に向けた基礎

的研究を行った。  
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2. 材料及び方法 

2-1. 細胞培養 

マウス神経芽細胞腫由来Neuro2a (N2a) 細胞、アフリカミドリザル腎臓由来COS-7

細胞はAmerican Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) より購入した。ス

クレイピーChandler 株をN2a 細胞に持続感染させた ScN2a 細胞は北海道大学 大学

院獣医学研究院 獣医衛生学教室の堀内基広教授の分与を受けた。N2a 細胞および

ScN2a 細胞は Eagle’s Minimum Essential Medium (Cat. No. 051-07615、富士フイ

ルム和光純薬株式会社、大阪) 、COS-7 細胞はDulbecco’s modified Eagle’s 

Medium (Cat. No. 043-30085、富士フイルム和光純薬株式会社) に終濃度 10%のウ

シ胎子血清および 100 units/mL のペニシリン、100 µg/mL のストレプトマイシンを

添加し、5%CO2、37ºC、加湿条件で培養した。 

 

2-2. 組換え PrP の発現と精製 

透過型電子顕微鏡観察に用いた全長ハムスターPrP (23-231) (Cat. No. 03-030) 

は Thermo Fisher Scientific Prionics AG (Schlieren, Switzerland) より購入し、1 

µg/µL となるように PBSに溶解した。円偏光二色性 (CD: Circular Dichroism) スペ

クトルの測定には透過型電子顕微鏡観察と比較して多量の基質が必要であったため、

マウス組換え PrP を大腸菌に発現させ、精製したものを試料とした。マウスの PrP の

全長である 23番目から 230 番目までのアミノ酸をコードする PrP (23-230) の発現ベ

クター [141] を E. coli BL21 (DE3) 株 (Cat. No. 69450, Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) に遺伝子導入し、Luria-Bertani Broth (Cat. No. 10855001, Thermo 

Fisher Scientific) を用いて 37ºC で 18 時間培養した。さらに形質転換された大腸菌

を 0.4%のグリセロールを含むTerrific Broth (Cat. No. 227110022, Thermo Fisher 

Scientific) 中に接種し、37ºC で 3時間培養した。次いで PrP の発現を誘導するた
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め、終濃度 500 µMとなるように Isopropyl-β-D (-) -thiogalactopyranoside (Cat. 

No. 096-05143, 富士フイルム和光純薬株式会社) を添加し、30ºC, 120 rpmで震盪

しながら 3時間培養した。大腸菌中で封入体として発現させた PrP は、封入体を可溶

化バッファー (50 mM Tris‒HCl (pH 7.5), 8 M Urea, 150 mM NaCl, 500 µM 

Phenylmethylsulfonyl fluoride) を用いて可溶化し、遠心分離の後に PrP のオクタペ

プチドリピート領域がニッケルイオンに対する親和性を持つ性質を利用し [142]、ニ

ッケルキレートカラム (Cat. No. 17524801, Cytiva, Marlborough, MA, USA) を用

いて精製した。ニッケルキレートカラムアプライサンプルをあらかじめ可溶化バッフ

ァーにて平衡化したカラムにアプライした。可溶化バッファーでカラムを洗浄した

後、溶出バッファー (50 mM Tris‒HCl (pH 7.5), 8 M Urea, 150 mM NaCl, 500 µM 

Phenylmethylsulfonyl fluoride, 500 mM Imidazole) による Imidazole のステップワ

イズにて溶出した。各精製分画に含まれるタンパク質を SDS-PAGEと CBB染色にて

確認し、目的のタンパク質を含む分画を回収し試料として用いた。 

 

2-3. 試験管内での PrP およびAβ (1-40) 線維の作成 

 透過型電子顕微鏡観察に使用したハムスター組換え PrP およびCDのスペクトル測定

に使用したマウス組換え PrP はそれぞれ PBSおよび 5 mM Tris-HCl (pH 7.5) に溶解

し、静置することで線維を形成させた。Aβ-peptide (Human, 1-40) (Cat. No. 4307-

v、株式会社ペプチド研究所、大阪) は 0.05%のアンモニウム水 (Cat. No. 012-

03143, 富士フイルム和光純薬株式会社) を用いて 500 µMとなるように溶解した。

透過型電子顕微鏡観察に用いたAβ (1-40) は終濃度 100 µMとなるように 50 mMの

リン酸ナトリウム水溶液 (pH 7.5) で希釈し、150 µL の溶液を 2 mLチューブ中で

MicroMixer E-36 (タイテック株式会社、埼玉) を用いて 1,500 rpmで室温で 16時間

震盪することで線維を形成させた。CDスペクトルの測定に用いたAβ (1‒40) は 100 
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µMとなるように PBSに希釈し、300 µL を遠沈管中でBR-23FP (タイテック株式会

社) を用いて 37ºC で 250 rpmで 12時間震盪することで線維を形成させた。 

 

2-4. 透過型電子顕微鏡観察 

組換え PrP およびAβ (1-40) は終濃度 14.6 µMに希釈し、HFIP (セントラル硝子

株式会社) を添加して 37ºC で 24 時間インキュベートした。3 µL の試料をホルムバ

ールおよびカーボン蒸着させたグリッドに添加した。次いで試料と等量の 1%Eu-

Preyssler 型リンタングステートカリウム塩 (Cat. No. 166-2789、富士フイルム和光

純薬株式会社) をグリッドに添加し、ネガティブ染色を行った。グリッドを乾燥させ

た後、透過型電子顕微鏡Titan Cubed G2 60-300 (FEI Group, Hillsboro, Oregon, 

USA) を用いて画像を取得した。 

 

2-5. 円偏光二色性スペクトル測定 

マウス組換え PrP を 5 mM Tris-HCl (pH 7.5) にて溶解し、HFIP を室温で 3時間処

理し、円二色性分散計 (J-820、日本分光株式会社、東京) を用いてCDスペクトルを

測定し、二次構造解析プログラムBeStSel [143] を用いて解析した。 

 

2-6. プロテアーゼ耐性試験 

 ScN2a 細胞を 6 well プレートに 1×106の濃度で播種し一晩培養した後、HFIP (0-20 

mM) 含有培地に交換し、24時間培養した。Well あたり 500 µL の RIPAバッファー 

(Cat. No. 188-02453、富士フイルム和光純薬株式会社) を添加し、氷上で 1分間イン

キュベートすることでタンパク質を抽出した。次いで 850×Gで 10分間、4ºCで遠心

することで、上清を可溶化タンパク質画分として回収した。サンプル中に含まれるタ

ンパク質濃度は、Total Protein Quantitation Kit, Bradford Ultra (Cat. No. BFU05L, 
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Novexin Ltd., Cambridge, UK) を用いて添付取扱説明書に従って測定した。100 µg

の総タンパク質を 10 µg/mL の Proteinase K (PK) (Cat. No. 169-212041、富士フイ

ルム和光純薬工業株式会社) で 37ºC で 30 分間処理した。次いでプロテアーゼ阻害剤 

(Cat. No. 25955-24, ナカライテスク株式会社、京都) を添加し、室温で 5分間攪拌

することで、PKの反応を停止させた。PKの分解に対して抵抗性を持つ PrP が易沈殿

性である性質を利用し、20,000×Gで 20分間、4ºCの遠心で沈殿した画分を PK耐性

画分とした。 

 

2-7. ウェスタンブロット 

ウェスタンブロットは第一章と同様のプロトコルで実施した。PrP の検出には一次抗

体としてマウス抗 PrP 抗体 Clone SAF-83 (Cat. No. A03207, Bertin Bioreagent, 

Montigny le Bretonneux, France) を用い、PBS-T で 1,000 倍希釈し室温で一晩反応

させた。二次抗体はHRP標識-抗マウス IgG (H+L) (Cat. No. W4021, Promega Co., 

Madison, WI, USA) を 5,000 倍希釈で使用した。バンド強度は Image J (NIH, 

Bethesda, MD) を用いて定量した。 

 

2-8. 蛍光免疫染色 

 蛍光免疫染色は八谷らの既報のとおり実施した [54]。Ca2+およびMg2+を含む PBS 

(PBS (+)) で洗浄した後、10% (v/v) のホルムアルデヒド (Cat. No. 16222-55、ナカ

ライテスク) を含む PBS (+) を添加し、室温で 30分間インキュベートすることで細

胞を固定した。PBS (-) で 4 回洗浄した後、0.1%の TritonX-100 を含む PBS (-) を添

加し、室温で 5分間インキュベートすることで、細胞膜を透過させた。次いで 10%の

ウシ胎子血清を含む PBS (-) を添加し、室温で 30分間反応させることでブロッキング

を行った。さらにウサギ抗 PrP ペプチド抗体 (PrP 76-90) [54] を PBS (-) で 200 倍
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希釈、マウス抗α-Tubulin 抗体 (Cat. No. T6119, Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, 

USA) を PBS (-) で 500 倍希釈して添加し、4ºCで一晩インキュベートした。PBS (-) 

で 4 回洗浄した後、PBS (-) で 200 倍希釈したAlexa Fluor® Plus 488 標識抗ウサギ

IgG抗体 (Cat. No. A32731, Thermo Fisher Scientific) および PBS (-) で 1,000 倍

希釈したAlexa Fluor® 594 標識抗マウス IgG抗体 (Cat. No. A11032, Thermo 

Fisher Scientific) を添加し、室温で 2.5 時間インキュベートした。PBS (-) を用いて

室温で 4回洗浄し、SlowFade™ Diamond Antifade Mountant (Cat. No. S36963, 

Thermo Fisher Scientific) を用いて封入した。蛍光画像は蛍光顕微鏡 IX73 (オリンパ

ス株式会社、東京) を用いて取得した。微小管上に局在した PrP の数は 3 µmの微小

管を 1単位として計数し、HFIP 未添加の細胞に局在した PrP の数を 100%として示

した。 

 

2-9. JC-1 染色 

JC-1 (Cat. No. 106-00131, 富士フイルム和光純薬株式会社) を終濃度 5 µg/mL で

N2a 細胞および ScN2a 細胞の培地に添加し、37ºC で 30 分間インキュベートした。

インキュベート後細胞を洗浄し、フェノールレッド不含 L-15 培地 (Cat. No. 

21083027, Thermo Fisher Scientific) に交換した。蛍光画像は IX73 蛍光顕微鏡を用

いて取得した。 

 

2-10. クリスタルバイオレット染色 

HFIP の細胞毒性は、クリスタルバイオレットによる生細胞の染色で評価した。1×

106の細胞を 6 well プレートに播種し、一晩インキュベートした。HFIP (1-50 mM) 

を含む培地に交換し、24時間インキュベートした。HFIP の処理後、100%のメターノ

ールで 30分間処理することで細胞を固定し、0.05%のクリスタルバイオレット溶液 
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(Cat. No. 038-04862、富士フイルム和光純薬株式会社) で 30 分間生細胞を染色し

た。染色された細胞画像はCKX31 顕微鏡 (オリンパス株式会社) を用いて取得し、染

色陽性面積は ImageJ を用いて定量した。 

 

2-11. 統計学的解析 

統計学的解析は、3-5 回の独立した試行に基づき平均値と標準偏差 (SD) を算出し

た。群間の有為差は F検定による母分散の比較および t検定により検定し、危険率が

0.05 未満の際に有意差ありとした。 
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3. 結果 

3-1. PrP および Aβ線維におよぼす HFIP の影響 

組換えタンパク質より作成した PrP 線維に及ぼすHFIP の影響を観察するため、ネガ

ティブ染色した組換えタンパク質の透過型電子顕微鏡による観察を行った。PBSを添

加し、HFIP の非存在下で 24時間インキュベートしたところ、PrP 線維は分岐のない

直線状の構造を形成した (図 9 A (a)-(c), 拡大図 (d)-(f))。一方で 10 mMのHFIP を添

加し、37ºC で 24 時間インキュベートすると、PrP 線維の直線状の構造は三叉の構造

に変化した (図 9 A (g)-(i), 拡大図 (j)-(l))。さらに 20 mMのHFIP を添加すると、線

維構造が完全に消失し、規則構造を持たないアモルファス様の凝集体へと変化した 

(図 9 A (m)-(o), 拡大図 (p)-(r))。以上の結果から、HFIP は PrP に劇的な高次構造変化

活性を持つことが示唆された。PrP に対し、Aβ (1-40) の線維構造 (図 9 B (a)-(f)) は

HFIP の添加により変化しなかったものの、濃度依存的にアミロイド線維どうしの凝集

が促進された (図 9 B (g)-(r))。さらにHFIP を処理した PrP およびAβ (1-40) 線維の

二次構造をCDスペクトルの測定で推定した。CDスペクトルの測定では、透過型電

子顕微鏡観察に用いたタンパク質濃度での測定が困難であったため、高濃度の基質お

よびHFIP を用いてスペクトルの測定を行った。PrP のβ-シート構造はHFIP の濃度

依存的にα-ヘリックスに豊富な構造へと変化した一方で (図 9 C (a))、Aβ (1-40) の

構造は、2.45 MのHFIP を添加するまで影響がなかった (図 9 C (b))。以上の結果か

ら、HFIP が PrP と Aβ (1-40) 線維に対して異なる影響を及ぼすことが示唆された。 

 

3-2. HFIP は ScN2a 細胞における PrP のプロテアーゼ抵抗性を減弱させる 

PrPCはタンパク質分解酵素である PKによって容易に分解される一方で、PrPScは部

分的な抵抗性を有する。PrPScの形成阻害はプリオン病の治療介入の主な標的であり、

プリオン持続感染細胞株である ScN2a 細胞は PrPScを持続産生することから、化合物
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の抗プリオン活性を評価する in vitro のモデルとして採用されている [144]。そこで

ScN2a 細胞にHFIP を添加し、PKに対する感受性を評価することで、HFIP の抗プリ

オン活性を測定した。PrPScの PK抵抗性は、5-10 mMのHFIP を添加し、24時間イ

ンキュベートときには変化しなかったものの、15 mMの添加ではコントロールと比較

して PrPScの PK抵抗性のバンド強度が 60%に減少した。さらにHFIP の濃度を 20 

mMまで上昇させると、PK抵抗性の PrP のバンド強度はコントロールと比較して

20%程度にまで減少した (図 10)。以上の結果から、HFIP は ScN2a 細胞における PrP

のプロテアーゼ抵抗性を減弱させることが示唆された。 

 

3-3. HFIP は PrP の細胞内局在およびミトコンドリアの膜電位に影響を与えない 

PrPScのプロテアーゼに対する感受性の変化が、PrPScの構造変化を反映していること

を踏まえると、PrP が細胞内に存在する様々な分子シャペロンに認識される可能性が

ある。その場合、細胞内のタンパク質品質管理機構により、PrP の細胞内分布が変化

する可能性がある [145]。そこで、HFIP 存在下の内在性 PrP の細胞内局在の変化に

ついて蛍光免疫染色を用いて検討した (図 11 A)。細胞膜への輸送過程にある内在性の

PrP は微小管上に局在し、他のカーゴタンパク質と同様に微小管に直接結合するので

はなく、モータータンパク質やアダプタータンパク質を介して、細胞膜方向および核

方向へ移動する [52, 54]。PrP と微小管の細胞内局在を観察したところ、PrP は微小

管に十分に近接しており、拡大画像からも PrP が黄色のドットとして観察された。こ

のことから、HFIP は PrP の細胞内局在や微小管との結合に影響を及ぼさないことが

示唆された (ScN2a; 図 11 A (a), 図 11 B (a), N2a; 図 11 A (b), 図 11 B (b))。 

またミトコンドリアの正常な膜電位の維持は、ミトコンドリアのエネルギー産生機能

が正常に機能し、細胞が健全な状態にあることを示す。蛍光色素 JC-1 はミトコンドリ

ア外膜に電位依存的に集積し、正常な膜電位が維持されている時には凝集した赤色の
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蛍光を発するが、膜電位が低下すると JC-1 は単量体の緑色の蛍光を発する。HFIP の

処理が ScN2a 細胞のミトコンドリア膜電位に及ぼす影響を JC-1 染色を用いて検討し

たところ、HFIP が蛍光に及ぼす影響は観察されなかった (ScN2a; 図 11 A (a) (JC-

1), N2a; 図 11 A (b) (JC-1))。以上の結果から、HFIP はミトコンドリアの膜電位に影

響を及ぼさないか、影響は軽微であることが示唆された。 

 

3-4. ScN2a 細胞は HFIP に対する感受性が高い 

最後にHFIP の細胞毒性をクリスタルバイオレット染色によって評価した。N2a 細胞

へのHFIP の添加は、20 mMまで細胞生存率に影響を及ぼさなかった (図 12 A)。さ

らに非神経細胞として線維芽細胞であるCOS-7 細胞の生存率を同様の実験系で評価し

たところ、HFIP の添加はN2a 細胞と同様に、20 mMまで細胞生存率に影響を及ぼさ

なかった (図 12 B)。一方で ScN2a 細胞では、20 mMのHFIP によりN2a 細胞と比

較して 30%細胞生存率が低下した。40 mMのHFIP の添加では、ScN2a 細胞はほと

んど生存しなかったのに対し、N2a 細胞は 40%の細胞が生存していた。以上の結果か

ら、ScN2a 細胞はN2a 細胞と比較してHFIP に対する感受性が高いことが示唆され

た。 
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4. 考察 

プリオン持続感染細胞株である ScN2a 細胞は、新規の抗プリオン活性を示す薬剤を

スクリーニングするツールとして古くより用いられてきた。今日まで、ScN2a 細胞を

用いて抗体や [146]、ドミナントネガティブ分子 [141, 147]、低分子化合物などの抗

プリオン薬の評価がなされてきた。しかしながら多くの試みにかかわらず、プリオン

病に対する治療薬として臨床的に功を奏した薬剤は未だ存在しない。 

HFIP をはじめとしたフッ素系アルコールは、フッ素が水素でなく炭素に結合した特

異な構造を持ちながらも、全体としてはアルコールとしての構造を持つ。またフッ素

は電気陰性度が高く、基質分子の疎水性相互作用を不安定な状態に導き、分子内の水

素結合を促進させる性質を有する。この性質からHFIP はβ-シート構造を破壊し、α-

ヘリックス構造を誘導する活性を有すると考えられている。さらにこの活性を利用

し、HFIP は凝集傾向の高いAβペプチドの溶媒として用いられている [136, 137]。 

先行研究において Wille らは、スクレイピーに感染したシリアンハムスターの脳抽出

液をHFIP で処理することで、線維状の PrP のアミロイド構造が扁平なリボン様の構造

に変化することを報告した [148]。そこで本研究では組換えタンパク質を用いて作成し

た PrP 線維に対して HFIP を添加し、微細構造を透過型電子顕微鏡にて観察したとこ

ろ、HFIP の添加は PrP の線維構造を規則構造を持たないアモルファス様の凝集体へと

変化させることを見出した (図 9 A)。 

これまでの研究において、HFIP のヘリックス構造誘導活性は高濃度のHFIP でのみ

報告されてきた。例としてAβの凝集のコア領域を含むAβ (11-28) のペプチドを基

質とした場合のCDスペクトルの測定では、90%のHFIP と 10%の水の混合液でα-ヘ

リックス誘導活性が見られ、水の含有量を 90%にまで増加させるとβ-シート含量が増

加することが報告されている [135]。さらに低濃度のHFIP が Aβ線維の形成を促進

させることも報告されている [149, 150]。 
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本研究では 10 mM (0.17%) および 20 mM (0.34%) の HFIP を用いたため、Aβ 

(1-40) 線維の構造は変化せず、線維どうしの会合の促進が観察された (図 9 B)。この

濃度で PrP およびAβ (1-40) 線維に対するHFIP の効果が異なるのは、それぞれの

線維の構造が異なることに起因すると考えられる。Aβ (1-40) 線維は、分子の 90%

がバックボーンとなるタイトなクロスβ構造を形成している [151, 152]。そのため

HFIP は分子内に到達できず、線維の表面上にとどまることで、線維どうしの会合を促

進させていると考えられる。一方で PrP は、非構造領域と 3つのα-ヘリックス構造、

2つの短いβ-シート構造から構成される [153, 154]。近年Wang らはクライオ電子顕

微鏡を用いた観察により、ヒトの全長の PrPC (23-231 残基) の PrP 線維が左巻きのら

せんに絡み合った 2本のプロトフィブリルから構成されることを報告した [155]。こ

れを踏まえると、PrP 線維はより変質しやすく、HFIP が分子内部に入り込み、線維状

の構造から規則構造を持たないアモルファス様の構造へと変化させることが可能であ

ると考えられる。 

PrPScは細胞膜上に集積しており、PrPCから PrPScへの構造変換は主に細胞膜上の脂質

ラフトか、細胞外で生じると考えられている [156]。HFIP が ScN2a の細胞内で PrPSc

への構造変換を誘導し、プロテアーゼに対する感受性を変化させると考えると (図

10)、PrP は細胞内の分子シャペロンに認識され、タンパク質品質管理システムが作動

する可能性がある。その結果、PrP の細胞内局在の変化が生じると考えられる 

[157]。しかしながら本研究では、PrP の細胞内局在は変化せず、細胞膜への輸送過程

にある微小管上の局在を保っていた (図 11)。従ってHFIP は細胞内には到達せず、

PrPScの構造変換によるプロテアーゼ抵抗性の減弱は細胞膜上で生じたと考えられる。

さらにこれまで ScN2a 細胞を用いた実験系で抗プリオン活性を示した化合物は数日間

の培養が必要であったことを踏まえると [158-160]、HFIP が 24 時間の処理で抗プリ

オン活性を示したことは注目に値するものと考えられる。また ScN2a 細胞において
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PrP のプロテアーゼ抵抗性の減弱が観察されたHFIP の濃度の範囲は、15-20 mMで

あった (図 10) 一方で、HFIP の細胞毒性は 20 mM以降で有意に増加した (図 12)。

したがって、ScN2a 細胞に対するHFIP の治療域は非常に狭いと考えられる。加え

て、HFIP のα-ヘリックス誘導活性は非特異的であり、重大な副作用を引き起こす可

能性が考えられる。以上を踏まえるとHFIP そのもののプリオン病の治療薬としての

効果を実証することは困難と考えられる。これらの問題を解決するためには、細胞毒

性を示す濃度とα-ヘリックス誘導活性を発現する濃度が乖離したHFIP の誘導体を創

出することが必要である。さらにHFIP の誘導体が PrP に対する高い基質特異性を有

し、HFIP のα-ヘリックス誘導活性が非特異的に機能しないことも重要であると考え

られる。 

脂質ラフトは、コレステロールやスフィンゴ脂質に富んだ活性の高い細胞膜上のミク

ロドメインであり、膜輸送やシグナル伝達、免疫反応の活性化などの細胞内の多様な

現象に関与する重要な足場として機能する [161]。脂質ラフトの量と活性はコレステ

ロールの利用率に大きく依存している [162, 163]。コレステロールの生合成はプリオ

ンの感染により亢進することが報告されており [164]、コレステロール代謝とプリオ

ン伝播の関連が示唆されている。コレステロールは同様に PrP の細胞膜上の発現と安

定化に必須であり [165]、GPI アンカーを有する PrPScは脂質ラフトに局在することか

ら [166]、コレステロールの減少は PrP の脂質ラフトへの輸送を阻害することでプリ

オン複製を抑制することが報告されている [167, 168]。一般にアルコールは細胞膜か

らコレステロールを除去する活性を持ち、膜の流動性を高める性質を持つ。フッ素ア

ルコールは脂質二重層の漏出やアシル鎖の秩序性の低下、脂質の相転移温度の変化 

[169] やミセル凝集 [170] を引き起こすことが報告されている。さらに低濃度の

HFIP (1-3 mM) は、電位依存性遅延整流型 K+チャネルKv1.3 [171] やグラミシジン

チャネル [169] などの膜タンパク質のイオン透過性に影響を及ぼすことが報告されて
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いる。したがって本研究で見られた PrPScのプロテアーゼ耐性の低下は、HFIP が膜脂

質を不安定化させたことに起因している可能性もある。この問題を解決するために

は、膜脂質に影響を及ぼさない、もしくは非特異的な作用を示さないHFIP の誘導体

を開発する必要があると考えられる。 

さらに ScN2a 細胞はHFIP に対する感受性が非常に高く、20 mMのHFIP の存在下

で約 40%の細胞が死滅した。一方でN2a 細胞およびCOS-7 では、20 mMのHFIP の

存在下でも有意な細胞生存率の低下が認められなかった (図 12)。細胞膜構成成分の違

いはプリオン病の進行に影響を及ぼすことが知られており、小林らは脂質ラフトに豊

富に存在するスフィンゴ糖脂質であるガングリオシドの合成を触媒する遺伝子を欠損

させたマウスにおいて、プリオン感染に対する有意な生存期間の短縮を報告している 

[172]。さらに ScN2a 細胞ではコレステロールの代謝異常が生じることも報告されて

いる [173]。以上を踏まえるとHFIP の添加により ScN2a 細胞がN2a 細胞に比べて

低い生存率を示した要因は細胞株間の細胞膜の構成成分の違いに起因している可能性

がある。 

一方で 20 mMのHFIP で生存した ScN2a 細胞のミトコンドリアの膜電位は PrPScの

存在下でも正常であった (図 11 A)。また PrP の細胞内局在も正常に保たれており、

細胞が健全な状態であることが示唆された。ScN2a 細胞がN2a 細胞に比べてHFIP に

対して高い感受性を示すことを考慮すると、以上の結果は ScN2a 細胞をHFIP で処理

することでHFIP ヘの感受性が高い細胞集団が排除され、健全な細胞のみが得られる

ことも示唆している。さらにHFIP (分子量: 168.04) のような低分子は、一般的に分

子量 400 以下の物質を通過させることができる血液脳関門を容易に通過することがで

きるため [174]、薬物動態を鑑みても神経変性疾患の治療薬としての有用性が高いと

考えられる。 
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プリオン病治療薬の開発に関するこれまでの研究で行われてきた培養細胞を用いた実

験系での検討は、生体の環境に比べて非常に簡略されたモデルを用いた検討である。

したがってHFIP をはじめとしたフッ素化合物のプリオン病治療薬への実用化には、

培養細胞を用いた実験系に加えた動物実験を用いた検討が不可欠であると考えられ

る。 

  

54



5. 小括 

本章ではプリオン病の新規治療薬の開発に向けて強いα-ヘリックス誘導活性を持つ

HFIP に着目し、組換えタンパク質および PrPScを持続産生する ScN2a 細胞を用いて

HFIP のプリオン病治療薬としての基礎的検討を実施した。組換えタンパク質を用いて

PrP 線維を作成し、HFIP の添加が線維構造に及ぼす影響を透過型電子顕微鏡にて観察

したところ、10 mMのHFIP の添加により線維構造は分岐した三叉の構造に変化し

た。さらに 20 mMのHFIP の添加は線維構造を完全に消失させ、規則構造を持たな

いアモルファス様の凝集体を形成させた。一方でAβ (1-40) 線維へのHFIP の添加は

線維構造を変化させないものの、濃度依存的に線維どうしの凝集を促進させた。ま

た、HFIP の添加が二次構造に及ぼす影響をCDスペクトル測定にて観察したところ、

HFIP は Aβ (1-40) と比較して PrP に対して強いα-ヘリックス誘導活性を持つこと

が明らかとなった。さらに ScN2a 細胞にHFIP を添加し、PrP のプロテアーゼ感受性

をウェスタンブロットによって検出したところ、15 mM以上のHFIP の添加は PrP の

プロテアーゼ抵抗性を有意に減弱させた。このとき、HFIP は PrP の細胞内局在およ

びミトコンドリアの膜電位に影響を及ぼさなかった。最後に、HFIP の細胞毒性をクリ

スタルバイオレット染色によって測定したところ、ScN2a 細胞はN2a 細胞と比較し

て有意に低い細胞生存率を示した。以上の結果から、HFIP の PrP に対する強いヘリ

ックス誘導活性と PrPScを持った細胞への特異的な細胞毒性を確認することができた。

治療域の狭さや、PrP に対する特異性の問題など治療薬としての実用化に向けての課

題はあるものの、PrPScから PrPCへの誘導を目的としたHFIP のプリオン病治療薬とし

ての作用機序はこれまでに開発が進められてきた治療薬にはない新規のアプローチで

あり、HFIP を含めたフッ素化合物がプリオン病治療薬となり得る可能性が示唆され

た。 
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(A) (B)

(C)

図9: HFIPはPrPおよびAβ線維に異なる影響を及ぼす
(A) PrP線維をHFIPとインキュベートし、微細構造を透過型電子顕微鏡で観察した。HFIPの非存在下では、PrP線維は分岐のない
直線構造を呈した (a)-(c), 拡大図 (d)-(f)。10 mMのHFIPを添加し、37ºCで24時間インキュベートしたとき、PrP線維は三叉に分岐
した構造を呈した (g)-(l), 拡大図 (i)-(l)。20 mMのHFIPを添加したとき、PrP線維は構造を持たないアモルファス様の凝集体を呈し
た (m)-(o), 拡大図 (p)-(r)。(B) Aβ (1-40) のアミロイド線維をHFIPとインキュベートし、微細構造を透過型電子顕微鏡で観察した。
Aβ (1-40) の線維構造は10 mMおよび20 mMのHFIP添加により変化しなかった。一方でHFIPの濃度依存的に線維同士の凝集が
促進された (a)-(c), (g)-(l), (m)-(o), 拡大図 (d)-(f), (j)-(l), (p)-(r)。スケールバーはそれぞれのパネルに示した。(C) CD測定により、
HFIPを添加したPrPおよび Aβ (1-40) アミロイド線維の二次構造を推定した。HFIPの添加はPrP線維の二次構造の変化を誘導し
た (a)。Aβ (1-40) アミロイド線維はHFIPに耐性をもち、二次構造の変化は限定的であった。
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(A) (B)

(C)

図10: HFIPはScN2a細胞におけるPrPのプロテアーゼ抵抗性を減弱させる
(A) 0, 5, 10, 15, 20 mMのHFIPをScN2a細胞の培地に添加し24時間培養した後、PrPのPK感受性を検出した。ウェスタンブロッ
トを用いてPK耐性を持つPrPのバンド検出した (矢頭は無糖鎖、1糖鎖、2糖鎖修飾を受けたPrPを示す) 。 (B) (A) における定量
値。HFIPの濃度依存的にPrPのPK抵抗性が減弱した。統計学的有意差はHFIP0 mMに対して *p < 0.05, **p < 0.01 で示した。
n=4。エラーバーは標準偏差を示す。(C) PK処理前のPrPのバンド。
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(A)

図11: HFIPはPrPの細胞内局在およびミトコンドリアの膜電位に影響を及ぼさない

(B)

(A) HFIPを添加したScN2a細胞 (a) およびN2a細胞 (b) における内在性のPrPの細胞内局在を抗PrP抗体および抗α-Tubulin抗体を
用いた免疫染色にて検出した。矢頭は微小管 (赤) 上に局在したPrP (緑) を示す。また、JC-1染色によりHFIPの添加がミトコンド
リア膜電位に及ぼす影響を観察した。(B) 微小管上に局在したPrPの定量値。HFIP未添加群の細胞において微小管上に局在したPrP
の数を100%として示した。微小管上のPrPの局在およびミトコンドリアの膜電位はHFIPの添加で変化しなかった。n=3。エラー
バーは標準偏差を示す。

(a)

(b) (b)

(a)
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(A)

(B)

図12: HFIPはScN2a細胞に高い感受性を示す
(A) ScN2a細胞、N2a細胞にHFIPを添加し、24 時間インキュベートした時の細胞生存率をクリスタルバイオレット染色によって
評価した。20, 30, 40 mMのHFIPの添加で、ScN2a細胞はN2a細胞と比較して有為に低い細胞生存率を示した。エラーバーは標準
偏差を示す。n=3。統計学的有意差はN2a細胞に対して、*p < 0.05 **p < 0.01 で示した。 (B) COS-7細胞にHFIPを添加し、24時間
インキュベートした時の細胞生存率を評価した。n=3。
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<総括> 

プリオン病の神経変性機構は明らかとされておらず、今日において有効な治療法が存

在しない致死的疾患である。そこで本博士論文ではプリオン病の神経変性機構の解明お

よび新規治療薬の開発に向けた基礎的研究を実施した。 

 第一章では分泌系のタンパク質であるPrPのミトコンドリアへの異所性の局在が神経

変性の原因となり得ることが報告されていることを踏まえ、PrP のミトコンドリアへの

標的化機構および PrP のミトコンドリアへの異所性の局在が細胞機能に及ぼす影響を

解析した。タンパク質のミトコンドリアへの異所性の局在には、固有のミトコンドリア

局在配列が必須であることから、様々な長さのトランケート PrP の局在を観察したと

ころ、PrP のアミノ酸配列上の 122 番目から 139 番目までのアミノ酸がミトコンドリ

アへの局在配列として機能することを明らかとした。さらに、神経細胞特異的にミトコ

ンドリア外膜に局在した PrP は正常なミトコンドリアの細胞内分布を破綻させ、ミト

コンドリアを高度に核の周囲に集積させることを見出した。また、RNA 干渉を用いた

実験系より PrP のミトコンドリアへの標的化には細胞質側の因子として 14-3-3γおよ

びη、ミトコンドリア外膜上の受容体としてTom70 が特異的に機能すること、14-3-3

ζは神経細胞においてミトコンドリアの正常な細胞内分布の破綻に関与していること

を明らかとした。軸索はシグナル伝達等で多量の ATP を要求し、これを可能とするた

めミトコンドリアは微小管上を核方向および細胞膜方向に移動する。神経細胞における

ミトコンドリアの核周囲への集積は軸索におけるエネルギー供給不全を惹起し、続発す

る軸索の退縮はプリオン病の神経変性の一端を担うものと考えられた。 

第二章では、プリオン病の発症がα-ヘリックス構造に富んだ PrPCのβ-シート構造に

富んだ PrPScへの高次構造変換によって惹起されることから、強いα-ヘリックス誘導活

性をもつHFIP に着目し、組換えタンパク質および PrPScを持続産生しプリオン病の in 

vitro のモデルとして採用されている ScN2a 細胞を用い、HFIP のプリオン病治療薬へ
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の応用に向けた基礎的研究を行った。組換えタンパク質を用いて PrP 線維および Aβ 

(1-40) 線維を作成し、HFIP がそれぞれの線維構造に及ぼす影響を透過型電子顕微鏡に

て観察したところ、20 mMのHFIP の添加は PrP 線維の線維構造を消失させたのに対

し、Aβ (1-40) 線維の会合を促進させた。さらにCDスペクトル測定の結果から、PrP

線維は Aβ (1-40) 線維と比較して低濃度でα-ヘリックス構造が誘導されることが明

らかとなった。また、ScN2a 細胞を用いたプロテアーゼ感受性試験の結果より、ScN2a

細胞への HFIP の添加が PrPScの生化学的特徴であるプロテアーゼに対する抵抗性を減

弱させることが明らかとなった。この時の PrP の細胞内局在およびミトコンドリアの

膜電位は正常であったことから、HFIP は PrP の細胞内輸送およびミトコンドリアにお

けるATPの産生に影響を及ぼさないと考えられた。さらに ScN2a 細胞へのHFIP の添

加は N2a 細胞に比べて低い細胞生存率を示した。以上から、HFIP の PrP に対する強

いヘリックス誘導活性と、PrPScを有した細胞への高い感受性が示唆された。 

第一章において PrP (1-139) がミトコンドリア局在配列をもとにミトコンドリアに局

在し、PrP のミトコンドリアへの局在がプリオン病の病因となり得ることを明らかとし

たものの、実際にミトコンドリアに局在した PrP (1-139) が線維構造を呈するのかにつ

いては明らかでない。さらに第二章ではプリオン病治療薬のスクリーニングに広く用い

られる PrP (23-231) の組換えタンパク質より作成した PrP 線維、および ScN2a 細胞

を用いた検討を行ったことから、PrP のミトコンドリアへの異所性の局在による神経変

性に対して HFIP が抑制効果を持つか否かは本研究から判断することができない。PrP

がミトコンドリアに局在することが知られ、遺伝性プリオン病を引き起こすPrPの 145

番目のチロシンのストップコドンへの変異を反映した PrP (23-144) の組換えタンパク

質が生理的条件下でアミロイド線維を形成すること [175] や、138 番目と 139 番目の

アミノ酸がアミロイド線維の形成に重要な役割を示すことが報告されていることから 

[176] 、PrP (1-139) もβ-シートに富んだ構造をとることが予想されるが、PrP のミト
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コンドリアへの異所性の局在に対する HFIP による治療効果を実証するためには PrP 

(1-139) の組換えタンパク質を基質とした実験が必要である。また、PrPCから PrPScへ

の高次構造変換は細胞膜上で起こると考えられているが [154]、プリオン病の神経変性

は第一章で明らかとなった PrP のミトコンドリアへの異所性の局在や、先行研究にお

いては PrP の細胞質 [177] や核への異所性の局在 [178] が関与することも報告され

ている。第二章で観察された HFIP の ScN2a 細胞における PrPScに対するα-ヘリック

ス誘導活性は細胞膜上で発現すると考えられることから、様々な要因が発症要因として

示唆されているプリオン病において治療薬としての効果を十分に発揮するには、HFIP

をはじめとしたフッ素化合物の細胞内への送達技術も必要であると考えられる。 

 本研究はプリオン病の神経変性機構の解明および治療開発に向けた基礎的研究として

培養細胞と組換えタンパク質を用いた実験系での検討を行った。複雑な生体環境におい

て、本研究で明らかとなったプリオン病の神経変性機構およびプリオン病治療効果を実

証するためには、動物実験を用いた更なる検討が不可欠である。 
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