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プリオン病は伝達性海綿状脳症

とも呼ばれ，牛海綿状脳症（BSE），

鹿の慢性消耗病，羊や山羊のスク

レイピーや人のクロイツフェル

ト・ヤコブ病といった神経変性疾

患が含まれる．プリオン病の伝達

に関わる因子，すなわちプリオン

は主として界面活性剤に不溶性

で，プロテアーゼによる消化を受けにくい異常プリオン

タンパク質（PrPSc）から成るが，PrPScは細胞が元より

発現しているプリオンタンパク質（P r P）の正常型

（PrPC）が異常型に変換したものであり，このPrPCから

PrPScへの変換がプリオン病の発病機序の中心的な出来

事と考えられている［1］．プリオン病に罹患すると，

PrPScが脳内に蓄積し，海綿状変化，神経細胞の変性・

脱落と星膠細胞の増生を特徴とした神経変性病変が観察

される．プリオン病の実験室内診断は脳に蓄積した

PrPScを免疫学的に検出することによるため，PrPと特

異的に結合できる抗体は，プリオン病の診断技術を高度

化させていく上できわめて有用である．また，細胞表面

に分布するPrPCと特異的に結合できる抗体のなかには，

PrPCから PrPScへの変換に際して起きると考えられる

PrPCとPrPScの相互作用を阻止することによりプリオン

持続感染細胞におけるPrPScの蓄積を抑制するものが確

認されている［2, 3］．また，抗PrP抗体遺伝子導入マウ

スではプリオンを接種してもプリオン病の発病が阻止さ

れる［4］．一方で，抗体の投与がプリオン病発病阻止効

果を示すのは，末梢からのプリオン感染と同時に，もし

くはごく短期間の間に投与された場合に限られる［5］

が，その理由として投与された抗体が血管から組織内，

特に中枢神経系には到達しにくいことが挙げられる．さ

らに，PrPCと反応する抗体を脳内に投与すると，海馬

や小脳の神経細胞がアポトーシスを起こすことが報告さ

れている［6］が，このことは抗体の結合によってPrPC

分子間の架橋形成や分子の集積が起こって，異常なシグ

ナル伝達が生じることが原因と考えられている．抗PrP

抗体を効率よく中枢神経系に到達させ，抗体投与の副作

用を避けるための方法の一つとして，抗体を単鎖型可変

領域フラグメント（scFv）抗体化すること，すなわち抗

原との結合部位である抗体可変領域をリンカー配列と呼

ぶポリペプチド鎖で遺伝子工学的につなぐこと［7h9］

が挙げられる．抗体は重鎖と軽鎖各2本のポリペプチド

鎖から成る大きな分子であるため，そのままでは遺伝子

導入ベクターを用いた遺伝子操作には適さない．しか

し，抗体遺伝子をクローニングし，scFv抗体遺伝子と

して再構築してしまえば，scFvは分子量も小さく，構

造もシンプルであるため，遺伝子操作そのものが容易に

なると同時に，細胞への遺伝子導入も容易となる．現

在，ファージディスプレイシステムを用いて抗体の

scFv化クローンを分離することは比較的簡単に実施可

能である．本研究ではPrPに対する新規モノクローナル

抗体（mAb）を開発するとともに，抗体遺伝子をクロー

ニングして，プリオン増殖抑制効果をもつ scFv抗体を

作出することを目的とした．

1 抗PrPモノクローナル抗体の作製

PrPは正常細胞が発現しているタンパク質であるた

め，マウスのPrPで，通常のマウスを免疫しても，異物

とは認識されず，抗体応答が認められない．この問題点

を解決するために，マウス組換えPrPでプリオン遺伝子

ノックアウトマウスを免疫する手法を試み，20クロー

ン以上の抗体産生ハイブリドーマを作出することができ

た．そのなかから，T1とT2と名付けた抗体の性状につ

いて詳細に検討したので，以下に紹介したい．

性状解析を進めたmAb T1及びT2はいずれも，マウ

スのPrPはもちろん，ハムスター，羊，牛，鹿のPrPと

反応し，さらに，人の PrPとも反応することを確認し

た．T1，T2ともにプリオン病の診断技術の一つである

ウエスタンブロット法でさまざまな動物種のPrPScを検

出することが可能であった（図1）．なお，T2はわが国

のBSEの確定検査用の抗体の一つに採用されている．

さらに，民間メーカーとの共同研究によって開発された
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BSE診断用ELISAキットには，作出したmAbが利用さ

れている．現在，キットは実用化され，診断に活用され

ている．

mAbの抗原認識部位（エピトープ）を明らかにする

ために，マウスPrPのN末側及びC末側からさまざま

な程度にアミノ酸配列を欠失させた組換えPrPを作製し

て，mAbとの反応を観察した結果，mAb T1はマウス

のアミノ酸残基番号で132h146 の領域内にエピトープ

が存在することが示された．一方，mAb T2の反応には

少なくとも132h156 の領域が含まれることが必要であ

るが，マウス免疫に用いた組換えPrP（121h231 の領

域）と同等の強さの抗体との反応を得るにはC末側の

212h217の領域も必要であり，mAb T2はPrP分子内の

不連続な領域で構成される抗原エピトープを認識してい

ることが示された．さらに，PrPのアミノ酸配列情報を

基にして配列を数残基ずつずらして設計した多数のペプ

チドをナイロン膜上に合成したエピトープ同定用の

Pepspot膜を作製し，これをmAbと反応させてエピト

ープマッピングを行った結果，mAb T1のエピトープは

アミノ酸残基137h143（MIHFGND）であることが判

明した．一方，mAb T2はPepspot膜上のいずれの合成

ペプチドとも反応せず，この結果はmAb T2のエピトー

プが不連続エピトープであるという上記の結果と一致し

ている．

mAb T1とT2が細胞膜上の存在するPrPCと反応する

かどうかを知るために，株化神経芽腫細胞N2aを用い

たフローサイトメトリー解析を行った結果，mAb T2は

細胞膜上のPrPCと反応するが，mAb T1では反応が認

められず，細胞膜に穴を開けて，抗体が細胞内に到達で

きるようにすると，反応が認められた．mAb T1が細胞

内部のPrPCとのみ反応するという結果は，細胞膜上に

局在化しているPrPCと細胞内部に存在するPrPCでは立

体構造に違いがあるためか，あるいは細胞膜上では

PrPCと他の分子との間の相互作用によってmAb T1の

結合が抑制されているためと考えられる．

次に，mAb T1及びT2についてプリオン持続感染株

化細胞（ScN2a）への抗体添加によるプリオン増殖抑制

効果の有無を検討したところ，T1には抑制効果が認め

られなかったが，T2には極めて高いプリオン増殖抑制

効果が認められた．効果の程度の指標とされる50％阻

止濃度を測定したところ，プリオン増殖抑制効果を持つ

ことが確認されているmAb 6H4が 0.13μg/mlであっ

たのに対し，mAb T2は0.02μg/mlであり（図2），こ

れまでに報告されている抗体のうち，最も阻止効果の高

いもの［3, 10］に匹敵することが確認できた．

2 抗体遺伝子のクローニングとscFv抗体遺伝子

導入細胞の作出

低分子化した抗体や，遺伝子を利用した脳内への抗体

のデリバリーを想定して，mAb T2産生ハイブリドーマ

から抗体遺伝子の可変領域をクローニングし，図3に示
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図2 モノクローナル抗体T2と6H4のプリオン増殖抑制
効果

プリオン持続感染細胞株 ScN2aを0 .001h1μg/ml
の濃度の抗体存在下で 4 日間培養後，P r P S c量を

Seprionhligand［11］を用いたELISA法によって測
定した．○はT2，●は6H4存在下でのPrPSc量を示す．
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図1 モノクローナル抗体の各動物種由来のPrPScとの反

応

プリオン感染動物（マウス，ハムスター，羊，牛及

び鹿）の脳乳剤をプロテアーゼKで処理したものを抗
原としてウェスタンブロット法に用いた．抗原を転写

したメンブレンをmAb T1及びT2と反応させ，さら
にHRP標識2次抗体と反応後，ケミルミネッセンス
試薬を用いて抗原抗体反応シグナルを検出した．
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したように，scFv抗体として発現できるように遺伝子

を加工した．このように加工した scFv DNA断片をファ

ージディスプレイ用のベクターにクローニングして，

scFv抗体をファージ粒子表面タンパク質との融合タン

パク質として発現させ，ファージ粒子と組換えPrPとの

結合反応を観察することによって，PrPとの結合能をも

つmAb T2の scFv抗体すなわち，scFv T2を産生する

ファージクローンを選別した．scFv化した場合に抗原

との結合能を消失してしまう抗体のあることが知られて

いるが，mAb T2は scFv化してもPrPとの高い結合能

を保持していた．次にPrPとの結合能をもつファージク

ローンから scFv T2遺伝子領域に相当するDNAを切り

出し，動物細胞分泌発現用プラスミドベクターへのサブ

クローニング操作を行った．このようにして作製した

scFv T2動物細胞分泌発現用プラスミドを神経芽腫細胞

株へトランスフェクトさせ，選択剤添加条件下で細胞を

継代培養したのち，scFv T2を細胞外に安定的に分泌産

生する細胞株を作出した．この scFv T2産生細胞とプリ

オン持続感染ScN2a細胞を同じ培養器内で培養すると，

ScN2a細胞のプリオン増殖が抑制されることを確認し

た（図4）．T2は scFv化しても，mAb T2と同様にPrP

との結合能，さらにはプリオン増殖抑制能を保持してい

ることが明らかとなった．

以上のように，PrPと特異的に結合するmAbはプリ

オン病の診断技術の高度化に有用であり，また，scFv

化したT2はプリオン増殖抑制効果を保持していること

から，抗体遺伝子を活用したプリオン病の防除技術を開

発していくための研究資材として有用と考えている．
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図3 単鎖型可変領域フラグメント（scFv）抗体の作出
モノクローナル抗体の2 つの可変領域（VH及び

VL）をそれぞれRThPCR後，ファージディスプレイ
ベクターにクローニングすることにより，2つの可変

領域をリンカー配列で結合した単鎖型可変領域フラグ

メント（scFv）抗体として発現させることができる．
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図4 分泌発現 scFv T2抗体によるプリオン増殖抑制効果
scFv T2抗体を安定に産生する N2a 58細胞株

（scFv T2抗体産生細胞）を作出し，この細胞とプリ
オン持続感染細胞株 ScN2aとを同じ培養器内で4日
間培養した後，ウェスタンブロット法によってPrPSc

を検出した．対照としてN2a 58細胞（scFv非産生細
胞）を用いた．写真上の数字は共存させた2種類の細

胞の細胞数の比（scFv T2産生または非産生細胞：
ScN2a）を示す．
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