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プリオン病に挑むアンフォルジン

金　子　清　俊

東京医科大学生理学第二講座

【要旨】正常型プリオン蛋白質（Prpc）からプリオン病に関わる感染型プリオン蛋白質（PrPSc）への変換

に際しては、未同定の因子（X因子）の関与により、Prpcが一旦解きほぐしを受けると予想される。我々は

このような解きほぐし機能を有する分子を出芽酵母から同定し（アンフォルジン）、その性質を解析した。次

に、Prpcの細胞内輸送機構の検討を行い、　PrpcのN末端側断片は細胞内に取り込まれた後に、微小管上を

順行性及び逆行性に移動していることを確認し、その輸送に関与するモーター分子を同定した。また、Prpc

過剰発現による神経細胞死機構について検討した結果、ミトコンドリアアポトーシスの関与を明らかにし、

ミトコンドリアへのtransporter並びにミトコンドリア外膜上の受容体の同定と分子機構を明らかにした。こ

れらの成果に加え、最後に人工合成プリオンについて紹介する。

はじめに

　プリオン病に関わるプリオン蛋白質には、正常型

（Prpc）と感染型（PrPSc）の2つのアイソフォームが

存在し、Prpcの立体構造変換によるPrPScの複製がそ

の発症原因とされる。我々の研究目標は、（1）PrPScへ

の立体構造変換に関与する分子群の同定、（2）Prpc

の生理機能解明、（3）プリオンによる神経細胞死の

分子機構解析、（4）プリオン病治療・予防法の開発で

ある。本稿においては、これらのうちの（1）一（3）につい

て概説した後、昨年報告された人工合成プリオンにつ

いても簡単に紹介する。

アンフォルジン

　プリオン病の原因となるPrPScの複製は、　Prpcに由

来すると考えられている。両者のアミノ酸配列は相同

であるが、その立体構造が大きく異なっている。PrPSc

が複製される際には、原料となるPrpcが一旦解きほ

ぐしを受けた後に、PrPSc型に巻き戻されるとされ、

Prpcの解きほぐしに関与すると考えられているのが

いわゆるX因子である1）。

　こういつた解きほぐし活性は、正常に巻かれた分子

（Prpc）を標的とすると考えられるため、異常に巻かれ

た蛋白質を標的とする一般的な分子シャペロンの範

疇には該当しない。そこで我々は、正常分子に対し解

きほぐし活性を発揮するこのような分子シャペロン

が実際に存在するかどうかを、まず酵母のアッセイ系

を確立した後に検討した。その結果、正常に巻かれた

蛋白質を解きほぐす新規クラスの分子シャペロンを

同定し、“アンフォルジン”と命名した。アンフォルジ

ンを高純度に精製し電子顕微鏡を用いて一分子の形

態を低角度回転蒸着法により観察したところ、直径約

10nm、中央に約2nmのホールを持つリング状構造が

観察された（図1）。アンフォルジンは通常の分子シャ
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図1アンフォルジンの電子顕微鏡写真
　　ATP存在下で開口し（活1生化）、　ADP存在下では閉口する（非活性化）。スケールバー＝10　nm。
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図2　アンフォルジンによる高度の解きほぐし活性
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アンフォルジンとの反応後、難溶性蛋白質である組み換えプリオン蛋白質（ベータ型）、アルファシヌクレイン、アミロ

イドベータペプチド（1－42）が、低濃度のトリプシン（200ng／ml）にて容易に分解されている。繊維状の構造物は、難

溶性蛋白質の電子顕微鏡写真に相当する（スケールバー＝10nm）。

ペロンとは異なり、正常に巻かれた分子を幅広く認識

しており、その解きほぐし活性はATP依存性であり、

ADP存在下では活性が認められない。我々はまた、ア

ンフォルジンは細胞周期依存性にその解きほぐし活

性を変化させることを見出した。この新規分子シャペ

ロンは、正常分子の“解きほぐし”を通じて正常蛋白
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三の代謝制御に関与する可能性を示しており、従来知

られていない新しい生体内分子制御機構の概念を形

成する可能性も考えられる。

　PrPScの分解には、加熱、加圧、焼却、強アルカリ処

理といった非常に強力な不活法が要求されるが、これ

らの方法を生体内でのプリオン不活法として応用す

ることは不可能である。現在我々は、アンフォルジン

の治療への応用を目指している2－4）。試験管内でアン

フォルジンがベータ型プリオン蛋白質、アルツハイ

マー病に関わるアミロイドベータペプチド（レ42）、

パーキンソン病に関わるアルファシヌクレインなど

の異常凝集蛋白質を解きほぐせるか否か、トリプシン

感受性を用いたアッセイ系により検討した結果、予想

通りATP存在下においてアンフォルジンはこれらの

基質の立体構造を解きほぐし、トリプシン感受性をあ

げる事ができた（図2）。この活性を制御することがで

きれば、プリオン病にとどまらず、他の神経変性疾患

の有力な治療法となり得る可能性を秘めている。

正常プリオン蛋白質の微小管依存性細胞内輸送

PrPScについてのさまざまな研究成果の傍ら、　Prpc

についてはその生理的な機能はおろか、細胞内での動

態についてすらほとんど知られていない。そこで、ま

ず細胞内可視化の系を用いてPrpcのマウス神経芽細

胞腫由来N2a細胞内挙動を観察することにより、N2a

生細胞内でのtraMckingを解析し、以下に挙げる新し

い事実を見出した5・6）。1）微小管阻害剤であるノコダ

ゾールにより、Prpcの細胞内局在パターンが明らかに

阻害されたことから、Prpcの細胞内局在には微小管が

関与していることを明らかにし、さらに試験管内の再

構成実験により、Prpcと微小管との相互作用を確認し

た（図3）。2）N末端にGFPを融合したPrpcを発現

させ細胞内の動きをタイムラプスにて詳細に観察し

た結果、Prpcの微小管依存性順行性及び逆行性輸送を

見出した。3）タイムラプス計測によって得られた

データから順行性及び逆行性輸送速度を計算し、さら

に各阻害剤を添加した実験から、順行性輸送はキネシ

ンスーパーファミリーのKIF4によって、逆行性輸送

はダイニンによって行われていることを明らかにし

た。4）Prpcのアミノ酸配列上、各輸送に関わる部分

を同定した。さらに、5）N末端、C末端両方に蛍光蛋

白質を融合したキメラプリオン蛋白質のN2a生細胞

による観察から、細胞内でのPrpc切断を可視化し、　N

末端を含む切断断片とC末端を含む切断断片では

Tubulin（赤）依存性の

PrPC（緑）細胞内輸送

順行性輸送：140－160nm／sec

逆行性輸送：1．0－1．2湛m／sec

図3　微小管依存性細胞内Prpc局在と輸送
　　PrpcのN末端側断片は細胞内に取り込まれた後に、微小管上に局在し、順行性（KIF－4依存性）及び逆行性（ダイニン

　　依存性）に移動している。
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各々の分布が異なっていることが明らかになった。こ

の両端に蛍光分子を持つPrpc可視化の系により、細

胞内でPrpc切断に関わる酵素の同定などが可能にな

ると期待され、今後さらにPrpcの生理機能解析が進

展するものと考える。

プリオン蛋白質過剰発現によって引き起こされる

　　　　　細胞死メカニズムの解明

　プリオン感染に際しての神経細胞死には、PrPScの

みならず、Prpcの存在が必須であることが知られてい

るため、次に我々は、Prpc過剰発現による細胞死機構：

過剰発現トランスジェニックマウス脳を用いた検討

を行った。その結果、加齢に伴いPrpcは最終的にミト

コンドリアへ標的化されアポトーシスを起こすこと

を見出した7）。さらに、N2a細胞を用い、　proteasome阻

害剤ラクタシスチンを添加することでPrpcが細胞内

に蓄積する系を構築し、同様の現象が生じることを見

出した7・8）。この系においてPrpcのミトコンドリアへ

の標的化機構に関与する細胞質因子を調べたところ、

Prpcがミトコンドリアへ標的化するときの14－3－3蛋

白質のアイソフォームを同定した。さらに14－3－3蛋

白質を経由した標的化機構におけるミトコンドリア

外膜上のレセプターも同定した（論文準備中、図4）。

　実際にプリオン病における神経細胞死とこれらの

知見との関連を探るために、遺伝性プリオン病の一型

であるGSS　with　Y　145STOP、すなわちPrPコドン145

にアンバー変異が入ったプリオン病の細胞培養モデ

ルを作成し検討したところ、Y145STOPを発現した細

胞は、ミトコンドリアアポトーシスによる細胞死を来

たしていることが確認された8）。このことは、ミトコン

ドリアアポトーシスが、プリオン病の神経細胞死、ひ

いては海綿状変化に、幅広く関連している可能性を示

している。今後さらに、こういつた他のプリオン病と

の関連について注目していく必要がある。

人工合成プリオン

　コッホの四原則をプリオン説に引用すれば、（1）あ

る特定の感染症に罹った個体はその病変部において

同定

同定
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図4　Prpc過剰によるミトコンドリアアポトーシス
　　Prpc過剰発現による神経細胞死には、ミトコンドリアアポトーシスが関与することを明らかにし、その経路に存在する

　　2つの新しい因子を同定した。この経路の活性化には、加齢等に伴うプロテアゾーム系の活1生低下も重要な因子である。
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特定の微生物が常に見出されなければならない、（2）

その微生物は感染個体から純粋に分離培養されなけ

れぼならない、（3）その純粋培養は感受性宿主（実験

動物）へ接種されると同一の感染症にならなければ

ならない、（4）感染動物から再び同一の微生物が分離

されなければならない、のうち、（1）をプリオンその

ものと捉えた場合、（2）以降が問題とされてきた経緯

がある。感染動物から分離精製されたPrPScを他の感

染動物で増殖させることは当初から可能であり、その

意味ではコッホの四原則は達成されていたと考えて

よいが、contaminationの問題が大きく立ちはだかっ

てきたのである。プリオン説の発表当初から、核酸が

プリオンの本体であるとの意見が強く、あるいは例え

核酸でなくとも感染動物を出発材料とする限り、con－

taminationという疑問に答えるには不十分であると

みなされた。いくらPrPScを精製しても、感染脳を出発

材料とする限り、どうしても微量の核酸の混入を防ぐ

ことは出来ないからである。

　カリフォルニア大学サンフランシスコ校（UCSF）

のDr．　Stanley　B．　Prusinerの研究室では、人工合成した

ペプチドや組み換え蛋白質の立体構造を体外で人為

的に感染型に変換し、それを用いてプリオン病を引き

起こそうとする研究を継続して行ってきた。その過程

で筆者らは、プリオン病を発症しやすい遺伝型プリオ

ン病に認められる変異を導入した合成ペプチドをネ

ズミに投与し、プリオン病の発症を加速させることが

できた9）。その際、変異を導入した合成PrPペプチドを

用いて効率良い伝達を期待するためには、宿主マウス

のPrpcにも同じアミノ酸変異を導入する必要がある

が、変異導入Prpcの発現量を上げ過ぎてしまうと、こ

のマウスはプリオン病を自然発症してしまう。そこ

で、筆者らは内在性Prpcと同程度の変異発現量を有

するトランスジェニックマウスを、実験に用いた（こ

のマウスはプリオン病の症状を呈さない）。このマウ

スは発症ぎりぎりの、まさに閾値をやや下回る程度の

状態にあると考えられ、些細なトリガーにより発症す

る、極めて鋭敏な検出系であったと考えられ、この変

異導入マウスに同じ変異を持つベータシート型合成

ペプチドを投与したところ、すべてのマウスがプリオ

ン病を発症したが、ベータシート型に構造変換しな

かったものは投与しても変化を認めなかった。しかし

この実験系では、宿主側のプリオン遺伝子にも同様の

突然変異を導入した点が議論となり、あくまでも突然

変異を有さない野生型のアミノ酸配列による検討が

必要とみなされた経緯がある。

　その後2004年になり、まさにこの点に進展を与え

た成果が発表された10）。野生型のアミノ酸配列を有す

る組み換えPrPを用い、その立体構造をベータ型に変

換した後にトランスジェニックマウスに投与し、それ

らの動物にプリオン病を発症させることに成功した

のである。さらにこの論文中では、アミロイドを形成

しやすいものとそうでないものの2系統の人工合成

プリオンの比較検討もなされており、プリオン研究に

残されたstrain（株）の課題にも大きな示唆を与えて

いる。この成果が真にプリオン説の最終証明といえる

かどうか、あらゆる他の可能性が除外されているかど

うか、今後更に検討が続けられるであろうが、今後プ

リオンの人工合成が可能になるとすれば、基礎研究の

みならず、診断・治療法の開発等にも大きく寄与する

であろう。

終わりに

　アンフォルジンには試験管内での基質特異性が認

められないにもかかわらず、細胞内においては細胞周

期依存性に活性調節機構が存在しており、それには

ATPの結合が関与していると示唆された。このATP

結合調節には、おそらく未知の因子が関与しているこ

とが推測される。これらのアンフォルジン活性調節機

構を踏まえることで、プリオン病のみならずいわゆる

タンパク質凝集病における、従来のアプローチ11－13）と

は異なる新しい治療法開発の可能性が示唆される。

　またアンフォルジンの高度の解きほぐし活性は、

様々な分野に応用が可能である。LC－MS／MS解析を

例に取れば、膜タンパク質等の可溶化、断片化の困難

なタンパク質群の効率的な解析が可能となれば、タン

パク質の網羅的解析（プロテオーム解析）における飛

躍的な進展が期待されるであろう。さらに、アンフォ

ルジンを用いた種々の疾患における異常凝集体の構

成成分を一括して解明することができれば、疾患の本

体に迫る大きな手がかりとなる。またX因子の同定に

向けて、現在我々は哺乳動物細胞からアンフォルジン

アッセイ系を応用し、新規解きほぐし活性の同定を

行っている。今後X因子の同定が可能となれぼ、プリ

オン複製の機構解明に向けて、PrPScないしPrpcの発

見に匹敵するプリオン研究における大きなブレーク

スルーとなるであろう。

　神経機能分子と蛍光性タンパク質のキメラタンパ

ク質は機能分子の動態・構造変化をリアルタイムで観

（5）
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察するうえで極めて有効であり、この方法によって従

来は見落とされていた現象として、プリオンタンパク

質の順行性並びに逆行性輸送の詳細を明らかにする

ことが出来た。今後さらにPrpcと神経細胞死との関

連に関する理解を深めることができれば、例えPrPSc

の増殖が防ぎきれなくとも、神経細胞死を抑制し、生

存させることが可能となるかもしれない。すなわち、

プリオン病の発症予防という観点からも、全く新しい

治療戦略を構築することが可能となる。
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Novel　therapeutic　challenge　with　unfoldin　for　the　prion　disease

Kiyotoshi　KANEKO，　MD

Second　Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　University

Abstract

　　　　To　examine　the　protein　unfolding　activities　against　collectly　folded　structure　exist，　we　constructed　an　assay　system　and

purified　a　novel　molecular　chaperone，　Unfbldin，　from　S．　cerevisiae，　Unfbldin　consists　of　oligomeric　ring－like　structure　with

the　central　cavity　and　has　an　ATP－dependent　protein　unfolding　activity　with　broad　specificity　in　vitro．　Unfoldin　may　belong

to　an　unusual　class　of　molecular　chaperones，　which　can　target　both　properly－folded　and　misfolded　proteins　in　an　ATP－

dependent　manner　in　vitro．　By　u．tilizing　double－labeled　fluorescent　PrPc，　we　revealed　that　the　microtubu．les－dependent

intracellular　traflicking　of　NH2－terminal　PrPC　fragrnent　and　the　kjnesin　family　（KIF4）一driven　anterograde　and　the　dynein－

driven　retrograde　movement　of　GFP－PrPc．　We　also　demonstrated　mitochondria－mediated　apoptosis　in　aged　transgenic　mice

overexpressing　wild－type　PrPC　via　a　novel　14－3－3　isotype　transports　PrPC　to　a　mitochondrial　outer　membrane　receptor．　The

same　system　is　also　involved　in　the　apoptosis　ofN2a　cells　expressing　PrP　residues　1－144，　a　heritable　human　prion　disease　model

with　Y　145STOP．　Following　cell　culture　studies　confirmed　that　decrease　in　the　proteasomal　activity　is　fundamental　for　the

PrPC－related，　mitochondria－mediated　apoptosis．　Hence，　the　age－dependent　neurotoxic　property　of　PrPC　could　be　explained

by　the　mitochondria－mediated　neuronal　apoptosis，　at　least　in　part．　Finally，　a　recent　paper　on　the　mammalian　synthetic　prions

was　briefly　mentioned．

〈Key　words＞ Unfoldin，　Microtubules－dependent　traMcking，　Mitochondria－mediated　apoptosis
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