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要約

　タンパク質やペプチドから調製された可溶性オリゴマーが細胞傷害性を示すことが幾つかの研

究で示されている。今回、私たちはATPと銅イオンの共存下でPrP（2338）から非線維状の凝

集体が生成することを明らかにした。生成した凝集体はプロティナーゼK抵抗性を示し、コン

ゴーレッドやチオフラビンTの結合が認められるアミロイド様であった。また、この凝集体は

neuroblastoma　N2a細胞に対して傷害性を示した。

Abstract

　　Many　studies　have　shown　that　soluble　oligomer　generated　from　a　variety　of　proteins

and　peptides　are　cytotoxic．、　Here，　we　have　shown　for　the　first　time　that　PrP《2338），

which　contains　four　highly　conserved　octarepeats（residues　6031）and　on．e　partial　repeat

（residues　9238），　polymerizes　into　amyloid4ike　and　proteinase　Kresistant　spheri㈱l

aggregates　in　the　presence　of　ATP　plus　copper　ions、　The　nonイibrillar　aggregates　were

toxic　to　neuroblastoma　N2a　cell．
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序論

　プリオン病感染動物の脳から分離精製されたPrps・や合成ペプチドPrP（106426）を用いた研

究からプリオンタンパク質の細胞傷害性が明らかにされている（Forloni　et　aL，1993；Brown

et　aL，1996；Giese　et　al．，1998；Gu　et　aL　2002；Hetz　et　al．，2003）。しかし穐プリオンタン

パク質の物理的状態と細胞傷害性の関係や実際にどの領域が細胞傷害性をもつのかといった点は

不明のまま残されてきた。特に、PrPScはプリオンタンパク質から成るアミロイド線維やオリゴ

マー（Silveria　et　aL，2005）、さらにはPrPs・に強固に結合した非タンパク質成分などから成る

ことから（Appel　et　aL，1999；Zou　et　aL，2004）、細胞傷害性をもつ因子の特定や物理的状態

を明らかにすることは困難とされてきた。

　最近の研究からプリオンタンパク質の物理的状態と細胞傷害性の関係の一部が明らかにされて

いる。Novitskayaらは培養細胞と初代培養神経細胞を用いた研究から、可溶性のモノマーと比

較すると、オリゴマーとアミロイド線維の細胞傷害性が高いことを報告している（Novitskaya

et　aL，2006）。また、胚性テラトカルシノーマNTERA2細胞を用いた研究ではアミロイド線維

のみが細胞傷害性をもつと報告されている（Novitskaya　et　aL，2007）。更に、ゲルストマン・

ストロイスラー・シャインカー症候群の脳に認められアミロイド断片に相当する合成ペプチド

PrP（82446）から調整された線維状タンパク質が細胞傷害性とアポトーシスを誘導することが

報告されている（Fioriti　et　aL，2007）。この研究ではこれらの残基の中で特に106426残基と

127446残基を含む領域が細胞傷害性に寄与していることが明らかにされている。しかし．プリ

オンタンパク質の物理的状態と細胞傷害性の関係について理解を深めるには更なる研究が必要と

考えられている。

　HuPrP（23441）を用いた研究からはプリオンタンパク質がアミロイド線維を形成するには

138441残基が重要であることが報告されている（Kundu　et　aL，2003）。加えてプリオンタン

パク質の細胞傷害性には106426と127446の両方の残基が重要であることも示されている。

PrP（23－98）はこれらの特徴を欠く銅イオン結合領域を持つN末端の領域である。このような

PrP（23－98）がNADPHと銅イオンの共存下で、　PK抵抗性を示すアミロイド様の非線維状の

凝集体に変化することや細胞傷害性を示すことが報告されていることから（Shiraishi　et　al．，

2006；Shiraishi　et　aL，2009）、本研究ではPrP（23－98）の凝集へのATPの影響と生成した凝

集体の細胞傷害性をneurobalstoma　N2a細胞を用いて調べた。
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FIGURE　1．　ImmuRofluorescence　imaging　of　PrP一（23－98）aggregates。　Mixtures　co鷹ainiRg　50

mM　Mes（pH　72）and　40μM　PrP一（23－98）were　incubated　at　25℃for　30　s　iR　the　presence　of

160μMcopper　ions，　and　500μM　NADPH　or　ATP　was　added　to　induce　aggregation．
Mixt雛res　were　inc雛bated　at　25℃for　30　min．　FourμM　of　aggregate　was　then　dil雛ted　with

Hepes嚇uffered　saline　and　was　incubated　for　l　h　at　37℃in．　the　absen．ce（left　panel）or　in．　the

presence　of　n．euroblastoma　N2a　cellsωght　panel）．　The　aggregates　were　stain．ed　using　SAF　32

antibody　followed　by　stain．ing　with　secon．dary　an．tibody　labeled　with　Alexa　488〈green），　and　cell

簸uclei　were　stain．ed　with　Hoechst　33342（blue）．　The　size　of　the　scale　bar　is　lOμm。

　　プリオンタンパク質やその断片から調製されたアミロイド線維やオリゴマーの細胞傷害性が報

告されていることから（Novitskaya　et　aL，2006；Novitskaya　et　aL，2007；Fioriti　et　aL，

2007；Shiraishi　et　al。，2009）、次にATPと銅イオンの共存下でPrP（23－98）から生成した凝

集体のNeurobalstoma　N2a細胞への傷害性を調べた。対照と比較して、　PrP（23－98）による

細胞傷害性は認められなかった（Fig。2）。一一方、　ATPと銅イオン共存下で生成した凝集体は細

胞傷害性を示した（Fig．2）。　ATPと銅イオン共存下で生成した凝集体による処理では73％（2

μM）と36％（4μM）と濃度依存的であった。NADPHと銅イオン共存下で生成した凝集体と

比較してその傷害性に大きな差は認められなかった。
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FIGURE　2．　PrP《23－98）aggregates　are　toxic　to　neuroblastoma　N2a　eells．　Aggregates（1，2，

and　4μM）were　prepared　as　described　in　Fig．1，　and　were　ineubated　for　l　h　at　37℃with

Neuro　2a　cells　in　Hepe餅buffered　saline．　An　equal　volume　of　DMEM　supplemented　with　2％

FBS　was　added　to　the　samples，　and　cells　were　cultured　for　24　h　at　37℃．　Cell　viability　was

evaluated　by　measu血g　the　cellula控eduction　of　WST－l　to　a　formazan　product。　E欝r　bars　are

S．D。　of　four　independen．t　experiments．　Statistical　sign．ifican．ce　was　calculated　using　the　unpaired

Studenゼs　t　test（＊p《0．01）from　the　experiment　with　u．ntreated　PrPイ23－98）．　Control　indicates

the　incubation　of　cells　alone。　Cu2＋indicates　the　incubation　of　cells　with　16μM　Cu2＋．

　プリオンタンパク質の全長や断片から調製されたアミロイド線維とオリゴマーについての細胞傷害性

が報告がされている（Novitskaya　et　aL，2006；Novitskaya　et　aL，2007；Fioriti　et　aL，2007；
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Shiraishi　et　al．，2009）。　PrP（23－98）はプリオンタンパク質の細胞傷害性に寄与していると考えら

れている106426と127446残基（Kundu　et　al．，2003）欠く断片であるが、　NADPHと銅イオ

ンの共存下でPrP（2a98）から生成した凝集体が細胞傷害性を示すことが既に報告されている

（Shiraishi　et　aL，2009）。今回．新たにATPと銅イオンの共存下で生成した凝集体でも同様な

細胞傷害性が明らかにされた。

　複数のタンパク質やペプチドから調製されたオリゴマーによる細胞傷害性についての研究結果

がKayed等により報告されている（Kayed　et　al。，2003）。彼らによってAβ42，　Aβ40，α一

synuclein，　islet　amyloid　polypeptide，　polyglutamine，　lysozyme，　human　insulin，　PrP（10昏

126）などから調製された可溶性オリゴマーが細胞傷害性を示すことが明らかにされている。ま

た、これらの傷害性がオリゴマー特異的抗体A11により抑制されることも同時に示されている。

彼らの研究で用いられたタンパク質やペプチドに共通した領域はなく、生成したオリゴマーのも

つ構造がその細胞傷害性に関与していると考えられている。しかし、その詳細な機構は不明であ

る。今後、PrP（23－98）から生成した凝集体とオリゴマー特異的抗体A11との反応性やAllに

よる細胞傷害性の抑制についての検討が必要と考えられる。
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  The abbreviations used are: PrP, prion proten; PrPSc, disease-associated PrP isoform;

PrP-(23-98), reeombinant PrP enconkpassing residues 23-98; PK, proteinase K; DMEM,

Du}becco's modMed Eagie's medivgm; FBS, fetal bovine serum; WST-1, 2-(4-iodophenyb-3-

(4-nitropheny})-5-(2,4-disu}fophexxyl)-2-2H-tetrazolium.


