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総緒 

 

プリオン病、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側

索硬化症などの神経変性疾患は、特定の神経細胞の脱落や中枢神経組織に特徴的な

繊維状蛋白質（アミロイド）の蓄積（アミロイドーシス）を起し、蛋白質の異常な

フォールディングや細胞内の蛋白質分解機構であるユビキチン-プロテアソーム機

構の機能不全が関係している[Jucker and Walker, 2013; Schapira et al., 2014; Smethurst, 

et al., 2015]。中でもプリオン病は、病原体プリオンを原因とし、伝達性海綿状脳症

とも呼ばれる。ヒトや動物において希な疾患（ヒトでは 100 万人あたり 1 人程度）

である。現在のところ唯一他の動物への伝達が確認され、認知症、運動機能障害お

よび脳アミロイドーシスによって特徴づけられる致命性神経変性疾患のグループで

ある。プリオン病の代表的な病変特徴は、神経細胞脱落、星状細胞増生、アミロイ

ド斑形成および組織空胞変性であり、長期の潜伏期間後に急速な症状の進行が認め

られる[Prusiner, 1998]。脳の損傷領域は、それぞれのプリオン病間で異なり、それぞ

れ異なった臨床徴候や進行症状が現れる。プリオン病の効果的な原因治癒や対処療

法は確立されておらず症状の進行や遅延を防止できず致命的であることから、人の

健康に深刻な脅威となっている[Colby and Prusiner, 2011]。 

ヒトのプリオン病は、原因不明の孤発性クロイツフェルト·ヤコブ病（sporadic 

Creutzfeldt-Jakob disease, sCJD）、 プリオン蛋白質（prion protein, PrP）遺伝子変異が

原因の家族性 CJD (familial CJD, fCJD)、 Gerstman-Sträussler-Scheinker 病 (GSS)およ

び致死性家族性不眠症 (fatal familial insomnia, FFI)、外部からプリオン感染によるク

ールー（kuru）、医原性 CJD（iatrogenic CJD, iCJD）および変異型（variant CJD, vCJD）

の 3 種類に分類される[Bechtel and Geschwind, 2013]。ヒツジやヤギのスクレイピー
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（scrapie）は、1700 年代から散発的な発生があり、ウシの牛海綿状脳症（bovine 

spongiform encephalopathy, BSE）は、飼料として与えられた肉骨粉を感染源として

1985 ~ 2000 年代初めにかけて世界的に大きな社会問題となった[Ducrot et al., 2008; 

Hunter, 2003]。 

病原体プリオンは、宿主遺伝子がコードする PrP が深く関係し、細胞型プリオン

蛋白質（ cellular isoform of the prion protein , PrP
C）と感染型プリオン蛋白質

（ scrapie isoform of the prion protein,  PrP
Sc）の二種類のアイソフォームが存在

する[Prusiner, 1998]。PrP
C は、中枢神経組織に多く含まれる可溶性蛋白質であり、β

シート構造の含有が少なく、プロテイナーゼ K による分解を受ける。一方で、PrP
Sc

は、プリオン病においてのみプロテイナーゼ K 抵抗性蛋白質として確認され、β シ

ート構造の含有が高く、不溶性繊維物質であるアミロイドの主要な構成成分であり、

病原体プリオンの本体と考えられている[Prusiner, 1998]。 

アルツハイマー病（Alzheimer’s-disease, AD）と CJD に「共通する発症メカニズム」

が存在するという観点からの研究も進んでいる。AD は、ヒトの高齢化における認知

症の最も一般的な疾患であり、アミロイド前駆体蛋白質（amyloid precursor protein, 

APP）の切断産物であるアミロイド β（Aβ）オリゴマーの不溶性化蓄積よるシナプス

機能障害として特徴付けられている[Selkoe et al., 1996; Zhang et al., 2011]。最近の報告

によると、プリオンに汚染された成長ホルモン製剤投与によって CJD を発症した患

者 8 人の死後脳を調べた結果、そのうちの 6 人にアルツハイマー病に特徴的な Aβ

蓄積の病変が認められたと報告されている[Jaunmuktane et al., 2015]。AD 発症への出

発点は、β セクレターゼ（β-secretase）によって APP が分解され Aβ ペプチドの蓄積

にある[Selkoe, 2001]。興味深いことに、PrP
C
 の過剰発現は、β セクレターゼによる

APP の分解を阻害し、Aβ 減少を誘導する[Parkin et al., 2007]。また、脂質ラフトに存
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在する PrP
C が、Aβ オリゴマーと高い親和性で結合し、Aβ によるシナプス可塑性機

能障害を改善することを示唆している[Lauren et al., 2009]。 

ハンチントン病（Huntington's disease）は、huntingtin 遺伝子が原因で起こる神経変

性疾患であり、グルタミンをコードする（CAG）繰り返し配列の伸長による huntingtin

の異常凝集にある[MacDonald et al., 1993]。培養細胞を用いた研究において、PrP
C は、

活性酸素種（reactive oxygen species, ROS）の減少やプロテオソーム系の活性化を通

して huntingtin の凝集を阻害することが示唆されている[Lee et al., 2007]。PrP
C の役割

と他の神経変性疾患との関係を明らかにし、これら原因蛋白質の凝集が相互にどの

ように関係し合って病態形成が行われるのか、これからの研究の非常に重要な焦点

の一つである。 

PrP
 は、ほぼ 30 年前にゴールデンハムスターより正常な細胞蛋白質として最初に

同定され、254 アミノ酸残基からなる[Oesch et al., 1985]。N 末端側の 22 アミノ酸残

基のシグナルペプチドが切断後、2 カ所の N-型糖鎖修飾を受け、208 ~ 209 番目のア

ミノ酸残基でグリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）アンカー付加されて細

胞表面に輸出される質量 33–35 kDa の細胞膜蛋白質である[Basler et al., 1986; Stahl et 

al., 1987; Endo et al., 1989]。 

PrP 遺伝子（Prnp）を欠損させたノックアウトマウス（Prnp
-/-マウス）脳組織内に

野生型マウス（Prnp
+/+マウス）脳組織を移植した後にプリオンを感染させると、移

植部位である野生型脳組織には、神経細胞の脱落および PrP
Sc の蓄積が起こるが、近

隣の PrP 欠損脳組織が損傷を受けることはない[Brandner et al., 1996]。さらに、PrP 欠

損神経細胞周辺の野生型グリア細胞内の PrP
Sc進行性蓄積は、PrP

Scの直接的な in vitro

細胞毒性効果と相反し、PrP 欠損神経細胞に細胞死を誘導しない[Mallucci et al., 2002; 

Mallucci et al., 2003]。以上のことから PrP
Cの細胞内発現は、プリオン病進行に無視
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できない存在あることが明らかにされた。 

ヒト PrP
Sc 中のアミノ酸領域 106 ~ 126 は、疎水性領域に存在し、β シート構造を

とり、PrP
C からの PrP

Sc への変換に重要な領域として考えられている。プロテイナー

ゼ K 抵抗性 PrP
Sc の N 末端近傍に位置するヒト PrP 106 ~ 126 番目を含むペプチド

（PrP106 ~ 126）は、PrP
Sc のように溶液中で β シート構造をとり、アミロイド様線維

を形成する[Bergstrom et al., 2005; Tagliavini et al., 1993]。また、プロテイナーゼ K に

抵抗性を持ち、初代培養ニューロンや脳内投与で細胞死を起こす等、多くの生化学

的特徴を示す[Forloni et al., 1993]。 

PrP
Sc の伝達が神経変性疾患であるプリオン病と深く関連付けられている事実にも

かかわらず、多くの報告がPrP
Cの神経細胞保護を示唆している[Diarra-Mehrpour et al., 

2004; Kim et al., 2004; Kuwahara et al., 1999; Lehmann, 2002; Milhavet and Roucou et al., 

2003; Shyu et al., 2005]。PrP
C の過剰発現は、培養細胞および初代神経細胞をアポトー

シス刺激から保護する。さらに、PrP
C は、細胞生存を含む細胞内シグナル伝達カス

ケードを調節する役割を果たすことが示唆されている[Lo et al., 2007]。PrP
C の N 末端

領域は、血清欠乏によって誘導される ROS から細胞を保護する役割が報告されてい

る[Haigh et al., 2009]。ストレス誘導性蛋白質 1（Stress-inducible protein-1, STI1）と呼

ばれるヒートショック蛋白質共シャペロン分子（heat shock protein-organizing protein, 

HOP）は、PrP
C の中心領域（アミノ酸残基 113 ~ 128）に結合して細胞から分泌され、

神経細胞の生存と分化を促進することが報告されている[Zanata et al., 2002]。 

ヒト PrP
C の球状ドメインに位置するアミノ酸残基 144 ~ 154、173 ~ 194、200 ~ 228

は、α ヘリックス構造をとり、アミノ酸残基 128 ~ 131 と 161 ~ 164 は、β シート構

造をとる[Zahn et al., 2000]。ヒトおよびマウス PrP
C は、110/111 番目または 111/112

番目のペプチド結合で細胞内蛋白質分解による開裂を受け（α-開裂と呼ばれる）、N



5 

 

末端側の N1 断片と C 末端側の C1 断片を生じる[Chen et al., 1995; Mange et al., 2004; 

Pan et al., 1992; Shyng et al., 1993]。C1 断片は GPI を介して細胞膜上に繋ぎ止めら、

N1 断片は、細胞外に放出される。PrP
C の α-開裂は、プロテインキナーゼ A ではな

く、プロテインキナーゼ C 刺激物質によって増幅される[Vincent et al., 2000]。さらに、

α-開裂は、小胞体ではなく大部分がゴルジ体で行われる[Walmsley et al., 2009]。α-開

裂は、PrP
Sc の毒性と PrP

C から PrP
Sc への変換の両方に重要な PrP106 ~ 126 の領域を

分裂させる[Forloni et al., 1993; Gasset et al., 1992; Jobling et al., 1999; Norstrom et al., 

2005]。一方で、CJD 患者脳、プリオン感染マウス脳およびプリオン感染培養細胞に

おいて、PrP
Sc は、プロテイナーゼ K 抵抗性断片として N 末端において 74 ~ 102 番目

の範囲で様々なアミノ酸末端を持つ C2 断片を生成する（β-開裂と呼ばれる）[Chen et 

al., 1995; Dron et al., 2010; Mange et al., 2004; Parchi et al., 2000]。β-開裂断片である C2

では、PrP
C
 が PrP

Sc に転換される上で必要不可欠な領域であり、神経細胞毒性やア

ミロイド形成能を有する PrP のコアである 106 ~ 126 番目のアミノ酸領域が保持され

ている[Forloni et al., 1993; Gasset et al., 1992; Jobling et al., 1999; Norstrom et al., 2005]。 

PrP
C が関与する細胞機能および分子経路を解明するために、これまでに世界で 6 

系統のノックアウトマウス（Ngsk, Npu, Rcm0, Rikn, Zrch I, Zrch II）が作製されてい

る。1992 年に世界で初めて登場したノックアウトマウス（Zrch I）は、発達や行動

に異常を示さない[Bueler et al., 1992]。一方で Npu マウスでは、日内リズム調節異常

が報告されている[Tobler et al., 1996]。Ngsk マウスでは、老齢期に小脳プルキンエ細

胞の変性脱落、小脳性運動失調が報告されている[Sakaguchi et al., 1996]。 

PrP
C の生理的機能はいまだに多くの議論があるが、これまでに言われている機能

は、銅イオンとの選択的結合による細胞保護、神経細胞の興奮性調節および神経突

起伸長調節などである。PrP51 ~ 90 番目のアミノ酸領域は、8 アミノ酸残基
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（PHGGGWGQ）が 4 回から 5 回繰り返す配列（オクタペプチドリピート）が存在

し、この領域で二価の銅イオン（Cu
2+）と選択的に結合する[Brown et al., 1997a; 

Hornshaw et al., 1995a, b]。PrP は、Cu
2+との結合によって立体構造が変化し[Jackson et 

al., 2001; Miura et al., 1996; Qin et al., 2000; Quaglio et al., 2001; Stöckel et al., 1998; Viles 

et al., 1999; Wong et al., 2000]、組換え PrP のフォールディングにも Cu
2+の影響を受け

ている[Brown et al., 1999; Jones et al., 2004; Qin et al., 2000; Wong et al., 2000]。しかしな

がら、これら立体構造の変化およびフォールディング時の Cu
2+の必要性はあまり理

解されていない。 

多く研究で最も広く受け入れられている PrP
C の役割として酸化損傷に対する細胞

保護機能がある[Brown et al., 1997a, b; Herms et al., 1999; Klamt et al., 2001; Rachidi et 

al., 2003; White et al., 1999; Wong et al., 2001b]。興味深いことに、抗酸化防御の損失は、

プリオン感染細胞や感染脳において主要な役割を果たし、酸化ストレスがプリオン

病の発症機序に中心的な役割を果たしていると考えられている[Arlt et al., 2002; 

Guentchev et al., 2000; Guentchev et al., 2002; Milhavet et al., 2000; Wong et al., 2001a]。

Cu
2+（CuSO4）による細胞毒性や酸化ストレスを調べた報告によると、PrP ノックア

ウトマウスから得られた初代培養の小脳神経細胞は、野生型神経細胞よりも銅毒性

や酸化ストレスに対して脆弱である。また、銅結合 PrP51 ~ 90 ペプチドを作用させ

ても、遮断効果が低いことから、細胞内発現の PrP
C が銅のキレートや恒常性維持と

して働いていることを示唆している[Brown et al., 1998b]。さらに、PrP ノックアウト

マウスから得られた神経細胞は、Cu/Zn スーパーオキシドデスムターゼ活性の低下

を認め、脳から精製した PrP
C や大腸菌組換え PrP では、スーパーオキシドデスムタ

ーゼ様の活性を認めている[Brown et al., 1997b, 1999]。シグナルペプチドを改変して

切断されない PrP は、細胞表面での存在、脂質ラフトでの存在、細胞内輸送および
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銅依存的エンドサイトーシスにおいては、野生型 PrP
C と違いはない。しかし、細胞

外のフリーラジカル増加、スーパーオキシドデスムターゼ活性やグルタチオンパー

オキシダーゼ活性を減少させ、プロテイナーゼ K に抵抗性を示す[Zeng et al., 2003]。 

PrP
C は、イオンチャネルや神経細胞の興奮性調節に役割を果たしているという報

告がある。PrP
C は、多くの種類のイオンチャネルが集中しているシナプスに局在し、

正常なシナプスの発達と機能のために重要である[Kanaani et al., 2005;  Moya et al., 

2000] 。興奮毒性神経細胞死は、 N-メチル -D-アスパラギン酸レセプター

（N-methyl-D-aspartate receptor, NMDAR）の活性化が深く関与している[Arundine and 

Tymianski, 2004]。NMDAR は、興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸受容体であ

り、グルタミン酸の結合によって活性化する陽イオン透過性チャンネルを形成して

いる。PrP
C
 は、グルタミン酸による NMDAR の活性化を阻害することによって興

奮毒性を弱め、神経細胞保護に働いていることが示唆されている[Khosravani et al., 

2008]。最近の報告によると、PrP
C は銅依存的に NMDAR のシステイン残基をニトロ

シル化し、神経細胞保護に働くことが報告されている[Gasperini et al., 2015]。 

PrP
C の機能のいくつかは、細胞表面上での蛋白質の局在化に関連している。細胞

接着分子としての PrP
C の挙動は、神経突起伸長、神経細胞生存および神経分化を含

むいくつかの相互に関連し合う過程に参加していることを示唆している[Linden et 

al., 2008]。PrP
 C は、ラミニン、37 kDa ラミニン受容体前駆体/67 kDa ラミニン受容体

および神経細胞接着分子（neural cell adhesion molecule, NCAM）を含むいくつかの膜

タ淡白質と相互作用することが発見されている[Gauczynski et al., 2001; Graner et al., 

2000; Rieger et al., 1997; Schmitt-Ulms et al., 2001]。 NCAM との相互作用では、PrP
C
 は、

NCAM を脂質ラフトに誘導し、p59
fyn

 非レセプター型チロシンキナーゼ（p59
fyn

 

nonreceptor tyrosine kinase, fyn）の活性化を通して、神経突起伸長を促進する
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[Santuccione et al., 2005]。一方で、PrP
C は、神経突起伸長阻害因子であるコンタクチ

ン関連蛋白質（contactin-associated protein, Caspr）に結合して神経突起伸長を阻害す

ることが報告されている[Devanathan et al., 2010]。この相互作用では、Caspr の神経細

胞表面での増加を PrP
C は促し、神経突起伸長促進に関係するセリンプロテアーゼで

あるリーリン（Reelin）による Caspr 分解を阻害することによるとされる。 

細胞接着に PrP
C が関与する証拠は、プリオン研究の焦点ではなかったゼブラフィ

ッシュで報告されている[Malaga-Trillo et al., 2009]。ゼブラフィッシュの遺伝子には、

哺乳類の PrP と構造的に類似している GPI アンカー型蛋白質 PrP-1 と PrP-2 と呼ばれ

る 2 つ遺伝子がコードされている。PrP-1、PrP-2 は、時空的発現パターンが異なり、

PrP-1 は、初期胚発生時に主に細胞‐細胞接合部に発現しているのに対し、PrP-2 は、

発達途上の神経系において、後半で発現の上昇が認められる。PrP-1 ノックダウンの

結果、受精 6 時間後に原腸（胚）形成ができなくなり、9 時間後には胚発生が停止す

る。PrP-2 ノックダウンでは、正常な胚形成は起こるが、受精 7 日前後で頭部形成異

常が起こり、特に脳や目において奇形形成を示す。 

以上の PrP
C 機能の研究から、銅イオンとの選択的結合による細胞保護、神経細胞

の興奮性調節、神経突起伸長調節、イオンチャネル活性、細胞接着分子としての細

胞の配置決定因子としての役割が示唆されている。 

PrP 遺伝子は、ラット、マウス、ウシおよびヒツジにおいて 3 つエクソン、または

ハムスターおよびヒトにおいて、2 つのエクソンから構成されており、最後の単一エ

クソン（第 3 または第 2 エクソン）に完全長の蛋白質翻訳領域がコードされている

[Basler et al., 1986; Inoue et al., 1997; Puckett et al., 1991; Saeki et al., 1996a; Westaway et 

al., 1994a, b]。また、哺乳動物各種においてアミノ酸配列が高度に保存されている。

様々な解析手法を用いた PrP 遺伝子の発現状況が報告され、胚段階から加齢の過程
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で、ほぼすべての器官や組織で発現している[Fournier et al., 1998; Goldmann et al., 

1999; Sales et al., 2002]。しかしながら、発現レベルは、年令や組織によってそれぞれ

に異なった調節がされており、特に中枢神経系（central nervous system, CNS）に高い

発現を認める[Horiuchi et al., 1995; Moudjou et al., 2001; Peralta et al., 2012]。一方で、肝

臓などでは非常発現が低い。 

PrP 遺伝子エクソン 1 上流には、複数の SP1 結合コンセンサス領域を含むグアニン

（G）＋シトシン（C）に富む領域が存在し、TATA ボックスは存在しないが、CCAAT

ボックスが認められている。これらの配列を含む領域の転写活性解析によると、主

要なプロモーター領域は、エクソン 1 から上流 80 ~ 150 bp の配列が重要であること

が示唆されている[Baybutt et al., 1997; Inoue et al., 1997; Mahal et al., 2001; Saeki et al., 

1996b]。 

近年、エピジェネティクス（epigenetics）と呼ばれる DNA 塩基配列の変化を伴わ

ないゲノム機能の遺伝的変化における研究が、表現型の根底にある遺伝子発現調節

の重要な学問分野となっている[Bird, 2002]。ゲノム機能の遺伝的変化には、DNA メ

チル化、ヒストン修飾（ヒストンアセチル化/脱アセチル化、ヒストンメチル化）と

マイクロ RNA の変化が含まれる。これらの現象は、初期の細胞分化に非常に重要な

役割を果たすばかりか、疾病病因にも深く関与している[Dwivedi et al., 2011; Egger et 

al., 2004]。DNA のメチル化は、転写因子、エンハンサー結合およびインシュレータ

ーの結合やクロマチン構築への影響を通して、様々なレベルでの遺伝子発現の制御

に関係している[Jones, 2012]。真核生物におけるもっとも一般的な DNA のメチル化

は、CpG と呼ばれるシトシン―グアニン（C-G）ジヌクレオチド配列中のシトシン

塩基 5’ -炭素位置におけるメチル化化学修飾である。CpG は、ゲノム中には比較的稀

な配列であるが（1% 程度）、CpG アイランドと呼ばれる高水準に CpG が偏在する
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領域がある。CpG アイランドは、C と G を合せた含有量が 50% 以上の少なくとも

200 塩基対の領域で 、実際の CpG 出現頻度が確率的に予想される CpG 出現頻度の

0.6 以上と定義されている[Gardiner-Garden and Frommer, 1987; Illingworth and Bird, 

2009; Saxonov et al., 2006]。CpG アイランドは、非 CpG アイランドに比べてメチル化

が非常に低頻度の傾向にあり、多くの場合、遺伝子プロモーターと関連している。

CpG アイランドのすぐ周囲の領域は、「沿岸 shores」と呼ばれ、続いて「棚 shelves」

と呼ばれる領域に続く。遺伝子の約 60 ~ 70% は、プロモーター領域を含む CpG ア

イランドを有し、プロモーター領域は、CpG の密度に応じて分類されている[Saxonov 

et al., 2006; Weber et al., 2007]。プロモーター領域を含む CpG アイランドのメチル化

は、一般的に遺伝子発現と負の相関関係にあるが、いくつかの特定遺伝子では、逆

効果を持つものが存在する[Gutierrez-Arcelus et al., 2013; Lam et al., 2012; Weber et al., 

2007]。プロモーター領域のメチル化は、生理学的過程の転写調節において重要な役

割を有することが示されており、正常な DNA メチル化の変化は、胚形成、細胞分化、

老化に関与している [Aoyama et al., 2004; Hashimshony et al., 2003]。一方で異常な

DNA メチル化は、癌や糖尿病などの慢性疾患と密接な関係を持っている  [Jones, 

2002; Leonhardt and Cardoso, 2000; Qiu et al., 2008]。 

発癌は、生物個体にとっての必要性を考慮することなく、細胞の制御不能な分裂

を引き起こし、癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の不活性化など複数の正常な細胞

分裂調整を不能にする遺伝的変化を必要とする。これまでに多くの研究が、癌の発

生過程において、DNA のメチル化修飾を含むエピゲノム変化が非常に重要であるこ

とを示している[Nephew and Huang, 2003]。CpG のメチル化が発癌につながる可能性

は、少なくとも 3 つの主要なメカニズムに区別される。第 1 に、ゲノムの低メチル

化によって癌遺伝子の活性化やゲノム不安定性を向上させる[Sproul and Meehan, 
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2013]。第 2 に、癌抑制遺伝子のプロモーター領域に限局した過剰なメチル化による

癌抑制遺伝子転写の不活性化である。このメカニズムは、網膜芽細胞腫の RB1 遺伝

子[Greger et al., 1994]、大腸癌の MLH1 遺伝子[Cunningham et al., 1998; Herman et al., 

1998]、乳癌の BRCA1 遺伝子[Esteller et al., 2000]のプロモーター領域のメチル化でよ

く説明されている。第 3 に、メチル化 CpG 部位は、C から T への転移のポットスポ

ットであり、自然な加水分解脱アミノ化によって引き起こされる突然変異誘発があ

る。さらに、メチル化された CpG アイランドは、発癌化学物質の結合や紫外線によ

る突然変異誘発を起こしやすい場所でもある[Jones and Baylin, 2002]。 

近年、神経変性疾患における CpG メチル化の変化が注目されるようになった。ア

ルツハイマー病（AD）は、進行性の認知低下、神経細胞脱落、細胞外のアミロイド

β 斑およびタウ蛋白質のリン酸化過剰を特徴とするもっとも一般的な神経変性疾患

である[Salminen et al., 2013]。また、APP 遺伝子やプレセニリン（presenilin）遺伝子、

PSEN1 と PSEN2 の異常が本疾患の発症と関係している。AD においては、側頭葉や

海馬領域の広範囲な CpG メチル化の低下が報告されている[Chouliaras et al., 2013; 

Mastroeni et al., 2010]。パーキンソン病（PD）は、AD に次ぐ一般的な神経変性疾患

であり、黒質のドーパミン作動性ニューロンの進行性脱落により、筋硬直、動作緩

慢、振戦および感情不安定を特徴とする[Schapira et al., 2014]。PD の原因はよくわか

っていないが、稀なケースの遺伝性 PDでは、alpha-synuclein（SNCA）、parkin2（PARK2）

や Leucine Rich Reapeat Kinase 2（LRRK2）ほかいくつかの遺伝子の変異が認められて

いる[Yang et al., 2009]。PD 患者における SNCA 遺伝子発現調節領域の DNA メチル化

の変化が報告されているが、結論には至っていない[Lu et al., 2013]。ハンチントン病

（HD）は、舞踏病、筋失調症、認知低下を特徴とする常染色体優性進行性神経変性

疾患であり、HTT 遺伝子異常が発症と深く関係している[Thomas 2016]。HD におい
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ては、大脳基底核線条体の adenosine A2A receptor（ADORA2A）遺伝子 5’-非翻訳領域

において、DNA メチル化の低下が認められている[Villar-Menendez et al., 2013]。筋萎

縮性側索硬化症（ALS）は、脳や脊髄の運動ニューロンの選択的脱落によって引き

起こされるが、運動ニューロンの脱落機構については、トキシンや食事因子などの

環境因子が疫学的に言われているだけであり、あまりわかっていない[Menke et al., 

2016]。非常に稀な遺伝性 ALS において、superoxide dismutase 1（SOD1）、TAR 

DNA-binding protein（TARDBP）、ubiquilin2（UBOLN2）、ほかいくつかの欠損遺伝子

の報告はあるが、大部分の孤発性 ALS については不明のままである[Chen et al., 2013]。

孤発性 ALS 患者の脊髄において、広範囲の遺伝子メチル化増加が報告されてはいる

が、結論には至っていない[Figueroa-Romero et al., 2012]。 

これらの背景をもとに、本研究では、プリオン病の伝達および発症と深く関係し

ている PrP 遺伝子発現制御機構に注目し、遺伝子発現制御に深く関係している DNA

メチル化状態を明らかにするとともにプロモーター領域への結合が予想される転写

因子と PrP 遺伝子発現との関係を明らかにすることを目的とした。 

本論文において、第Ⅰ章では、マウス各組織におけるプロモーター領域を含むエ

クソン 1 上流部の DNA メチル化状態について述べる。第Ⅱ章では、マウス由来株化

培養細胞における PrP 遺伝子の DNA メチル化状態を明らかにし、神経細胞分化にと

もなう DNA メチル化状態の変化について述べる。第Ⅲ章では、マウス由来株化培養

細胞における転写因子の発現状況と PrP 遺伝子発現との関係について述べる。 
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第Ⅰ章 

 

マウス各組織における PrP 遺伝子上流部の 

CpG メチル化状態と遺伝子発現との関係 
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Ⅰ-1 緒言 

 

PrP
C は、GPI を介して細胞表面上に存在する糖蛋白質である[Stahl et al., 1987]。PrP

C

の生理機能は、抗アポトーシス[Kuwahara et al., 1999]、酸化ストレス軽減[Klamt et al., 

2001]、細胞接着[Graner et al., 2000]、シグナル伝達[Mattei et al., 2004; Stella et al., 2010]、

銅による神経保護[Gasperini et al., 2015]などへの関与が示唆されているが、いまだに

結論は出ないままである。 

PrP 遺伝子は、マウスでは第 2 番染色体上に、ヒトでは 第 20 番染色体上にコード

されている[Liao et al., 1986; Sparkes et al., 1986]。体組織中の PrP
Cや PrP mRNA の分

布は、ハムスター[Bendheim et al., 1992]、ラット[Saeki et al., 1996a]、マウス[Ford et al., 

2002]、ヒツジ[Horiuchi et al., 1995]、ウシ[Tichopad et al., 2003]など多くの哺乳類で解

析されている。これらの研究により PrP
C や PrP mRNA は、幅広い組織に存在してい

るが、個々の組織ごとに産生量は異なっている。PrP
C は、健常個体においては特に

中枢神経組織、中でも神経細胞において高く発現している。また、その他の臓器に

おける発現は、極めて低いか、ほとんど発現を確認することは困難である。マウス

の研究において、脳における PrP 遺伝子の発現は、生後直後から 3 週令までに 4 倍

に増加し、その後、生涯を通して一定に発現している[Lazarini et al., 1991; Manson et al., 

1992]。近年、遺伝子転写の制御に関わるプロモーター領域の解析が、ラット[Saeki et 

al., 1996 b]、ウシ[Inoue et al., 1997]、マウス[Baybutt and Manson, 1997]、ヒト

[Funke-Kaiser et al., 2001]で行われ、主要なプロモーター領域の詳細が明らかにされつ

つある。PrP 遺伝子の主要なプロモーター活性は、エクソン 1 上流の GC 配列に富む

150 bp 以内に存在している。しかしながら、遺伝子発現調節に関わる重要な学問領

域であるエピジェネティクスは、プリオン研究分野で行われていない。 
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エピジェネティクスは、遺伝子 DNA の塩基配列変化を伴わない遺伝子発現制御の

後天的な変化を対象とする 2000 年以降に発展した学問領域であり、遺伝子 DNA の

メチル化は、細胞特有な遺伝子発現に影響するエピゲノム制御の一つである

[Chatterjee and Vinson 2012; Jones, 2012; Schübeler, 2015]。DNA メチル化のゲノムワイ

ドな変化は、発生や癌において遺伝子の転写に大いに影響し細胞表現型の変化の主

な原因であることが示されている。遺伝子における CpG 配列のシトシンメチル化は

代表的な DNA のメチル化であり、特に CpG 配列を多く含む CpG アイランドは遺伝

子発現調節に大きな影響を持つとされる。最近、遺伝子 DNA におけるメチル化とい

う小さな変化は、細胞表現形の変化に多大な結果をもたらす可能性があると考えら

れている[Gammon, 2014]。 

そこで本章の研究では、マウス 34 組織に含まれる PrP mRNA を定量するとともに、

PrP 遺伝子プロモーター領域を含む約 1 kb に存在する 46 個の CpG 配列のメチル化

状態を明らかにすることで PrP 遺伝子発現調節におけるエピジェネティクスに着手

した。 
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Ⅰ-2 材料および方法 

 

Ⅰ-2-1）実験動物 

本実験において使用したすべてのマウスは、日本エスエルシー（Hamamatsu, Japan）

より購入した。8 週齢の C57BL/6NCrSlc と BALB/cCrSlc マウス雄、雌 5 匹ずつから

各組織を採材した。採材した組織は、大脳、小脳、間脳、嗅球、視床、下垂体、延

髄、脊髄、心臓、胸腺、腎臓、副腎、肺、肝臓、胆嚢、脾臓、胃、十二指腸、空腸、

回腸、結腸、虫垂、盲腸、直腸、膀胱、膵臓、大腿筋、眼球、舌、子宮、卵巣、精

巣、精嚢、血液を採材し、上記のすべての組織を実験に使用するまで−80°C にて保

存した。使用する実験動物は、最小限に止め、神戸大学実験動物実験実施規則（承

認番号 23-06-03）に則って行った。 

 

Ⅰ-2-2）マウス各組織からのゲノム DNA 調製 

PureLink
TM

 Genomic DNA kits（Thermo Fisher Scientific,Yokohama, Japan）を使用し、

ゲノムDNAを抽出した。方法は以下の通り行った。−80°Cに保存した各組織からそれ

ぞれ25 mg（脾臓は10 mg）、を無菌状態の1.5 mlのチューブに入れた。180 μlの

PureLink
TM

 Genomic Digestion Bufferと20 μlのProteinase K（20 mg/ml）を加えた。バッ

ファー内に組織が完全に沈んでいることを確認しながら、時折ボルテックスし、完

全に組織が溶解するまで55°Cでインキュベートした。その後、室温、15,000 × gで3

分間遠心分離し、上清を新しい1.5 mlのチューブに移した。20 μlのRNase A（20 mg/ml）

を加え、ボルテックスを行いよく混ぜ、室温で2分間インキュベートした。その後、

200 μlのPureLink
TM

 Genomic Lysis/Binding Bufferを加え、ボルテックスした。さらに

200 μlの100 % エタノールを加え5秒間ボルテックスした。その後、溶液をPureLink
TM
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Spin Columnに移した。カラムを室温、14,000 × gで2分間遠心し、コレクションチュ

ーブを捨て、新しいコレクションチューブにカラムをセットした。カラム内に500 μl

のWash Buffer 1を加え、室温、13,000 × gで2分間遠心した。コレクションチューブを

捨て、新しいコレクションチューブをカラムにセットし、500 μlのWash Buffer 2をカ

ラムに加えた後、室温、15,000 × gで3分間遠心した。コレクションチューブを捨て、

カラムに200 μlの精製水を加え、室温で1分間インキュベートした後、室温、15,000 × 

gで1分間遠心し、コレクションチューブ内のゲノムDNA溶液を回収した。もう一度

精製水を100 μl加え、室温、15,000 × gで1分半遠心分離し、さらに残りのDNAを回収

した。抽出DNAはNANODROP2000（Thermo Fisher Scientific）を用いて、吸光度を測

定し、DNA濃度を計測した後、実験に使用するまで−20°Cで保存した。 

 

Ⅰ-2-3）ゲノム DNA の Bisulfite 処理 

MethylEasy Xceed Rapid DNA Bisulfite Modification kit（TaKaRa, Ohtsu, Japan）を用

いて各組織から調整した DNA を Bisulfite 処理した。方法は以下の通り行った。20 μl 

DNA の溶液（100 ng/μl）を 1.5 ml のチューブに移した。この DNA 溶液に 3M NaOH

溶液を 2.2 μl を加えて、ピペッティングによりよく混和した。37°C で 15 分間インキ

ュベートし後、220 μl の Reagent 1 と Reagent 2 の混合液を入れて、ゆっくりとピペ

ッティングにより混和した。その後、遮光し 80°C、45 分間インキュベートした。チ

ューブ上部に結露を生じている場合はチューブを軽く遠心した。反応混合液を付属

のコレクションチューブに移し、240 μl の Reagent 3 を加えて、ピペッティングによ

りよく混和した。付属のカラム中に全溶液を移し、5 回以上ピペッティングした。そ

の後、カラムをコレクションチューブにセットして室温で13,000 × gで1分間遠心し、

コレクションチューブ内の溶液は捨てた。カラムをコレクションチューブに戻し、
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300 μl の Reagent 4 をカラムに加えて、室温で 13,000 × g 、1 分間遠心した。コレク

ションチューブ内の溶液を捨て、もう一度 300 μl の Reagent 4 をカラムに加えて、室

温で 13,000 × g 、1 分間遠心した。コレクションチューブ内の溶液は捨て、カラムを

コレクションチューブに戻し、再び室温で 13,000 × g、4 分間遠心した。完全にカラ

ムを乾燥させるため、このステップではキャップを開けて行った。新しいコレクシ

ョンチューブにカラムを移し、カラムのメンブレン上にあらかじめ 70°C で温めた

Reagent 5 を 100 μl 注意深く加えた。溶液がカラムの縁ではなくメブレンの上に入ら

れていることを確認した。室温で 1 分間インキュベートした後、室温で 13,000 × g、

1 分間遠心した。その後、コレクションチューブ内の溶液を 95°C、20 分間インキュ

ベートした。結露を軽減するためにインキュベーション中に一度遠心した。実験に

使用するまで、DNA を含む反応液は、−20°C で保存した。 

 

Ⅰ-2-4）Bisulfite 処理したゲノム DNA の PCR （Bisulfite-PCR） 

PCR 装置は GeneAmp
®

 PCR System 9700（Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。

PCR 反応液組成は bisulfite 処理したゲノム DNA 2.5 μl（25 ng/μl）をテンプレート

とし、47 μl の反応混合液 0.25 μl の TaKaRa EpiTaq HS for bisulfite-treated DNA（5 U/μl）、

5 μl の 10 × EpiTaq PCR buffer（Mg
2+

 free）、5 μl の 25 mM MgCl2、6 μl、の dNTP mixture

（各 2.5 mM）、30.75 μl の滅菌蒸留水 30.75 μl とした。そこに、それぞれ 0.25 μl の

プライマー（100 pmol/μl）を混合し、全量を 50 μl とした。反応条件は、98°C・10 sec、

60°C・30 sec、72°C・30 sec、の 40 サイクルとした。プライマーは、マウス PrP 遺

伝子配列（ACCESSION ID AL833794）をもとに、MethPrimer ソフトウェア

（http://www.urogene.org/methprimer/）を用い bisulfite 前のプライマーと bisulfite 後の

プライマーを設定した（表 1）。PCR 終了後、PCR 産物 50 μl を 1.8% アガロースゲ
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ル（Lonza Japan, Tokyo, Japan）にて電気泳動を行うことで増幅した DNA 断片を確認

し、目的のサイズの PCR 産物をゲルから精製した。 

 

Ⅰ-2-5）ゲルからの DNA 精製 

Wizard
®
 SV Gel and PCR Clean-Up System kit（Promega, Tokyo, Japan）を用いて、付

属のプロトコールに従い DNA の精製を行った。方法は以下の通り行った。UV 照射

下で清潔なカミソリを用いて目的の DNA バンドを切り取り、1.5 ml のチューブに移

した。Membrane Binding Solution をゲルスライス 10 mg に対して 10 μl 添加し、60°C

でゲルスライスが完全に溶解するまでインキュベートした。付属のコレクションチ

ューブに SV Minicolumn をセットし、調製したゲル溶解液を SV Minicolumn に移し

た後、室温で 1 分間インキュベートした。その後、16,000 × g、1 分間遠心し、SV 

Minicolumn を取り外し、コレクションチューブ内の溶液を捨てた。SV Minicolumn 

をコレクションチューブに再度セットし、Membrane Wash Solution 700 μl を添加し、

16,000 × g、1 分間遠心した。コレクションチューブの中の溶液を捨て、Membrane Wash 

Solution 500 μl を再度添加し、16,000 × g、5 分間遠心した。SV Minicolumn を新しい

1.5 ml のチューブに移し、nuclease-free water 50 μl を添加し、1 分間室温でインキ

ュベートし、その後 16,000 × g、1 分間遠心した。SV Minicolumn を捨て、遠心チュ

ーブ内に溶出した DNA を回収し、NANODROP2000（Thermo Fisher Scientific）を用

いて、吸光度を測定し、濃度を計測した後、実験に用いるまで−20°C で保存した。 

 

Ⅰ-2-6）シークエンス解析 

シークエンス反応は、BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher 

Scientific）の付属プロトコールに従い、反応装置は GeneAmp
®
 PCR System 9700
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（Thermo Fisher Scientific）を用いて行った。反応液組成は、材料および方法 5）にて

精製した DNA 1 μl（25 ~ 30 ng/μl）をテンプレートとし、18 μl の反応混合液、3.5 μl の

5 × Sequencing Buffer、1 μl のBRR-100、13.5 μlの滅菌蒸留水と混和し、1 μl（3.2 pmol/μl）

のプライマー（表 1）を加え、全量を 20 μl とした。反応条件は、（1）96°C・1 min、

（2）25 サイクル（96°C・10 sec、50°C・5 sec、60°C・4 min）とした。反応終了後、

反応液を新しい 1.5 ml のチューブに移し、125 mM の EDTA を 5 μl 加えて混和した。

その後、100% エタノールを 60 μl 加えてよく混和し、暗所室温で 15 分間インキュ

ベートした後、4°C、15,000 × g で 15 分間遠心した。白色の沈殿物を残して、上清を

除き、70% エタノールを 60 μl 加えて、15,000 × g で 5 分間遠心した。白色の沈殿を

残して、上清を除いて乾燥機で 20 分間乾燥した。よく乾燥させた後、20 μl の Hi-Di 

formamide を入れて 95°C で 2 分処理した後、ABI 3130（神戸大学自然科学系先端融

合研究環遺伝子実験センターの機械）装置にてシークエンスを決定した。 

 

Ⅰ-2-7）CpG メチル化頻度の算出方法 

シークエンス波形の生データを用いて、それぞれの CpG 配列におけるシトシンメ

チル化頻度を算出した（図 1）。算出方法は、Jiang M ら[Jiang M et al., 2010]の方法に

従って行った。すなわち、シトシン残基（C）の蛍光波形低部から頂点までの高さを

計測して Ch とし、チミジン残基（T）の蛍光波形低部から頂点までの高さを計測し

て Th とした。メチル化頻度（%）= Ch/Ch+Th × 100 として求めた。また、相補鎖

においては、メチル化頻度（%）=Gh/Gh+Ah × 100  としてメチル化頻度を算出した。

さらに、メチル化頻度の補正を行うために、あらかじめマウス由来 RAW264.7 細胞

からメチル化されていることを確認した cDNA または、メチル化されていないこと

を確認した cDNA をプラスミドに組み込みクローニングし、それぞれのプラスミド
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を 0:10、1:9、2:8、3:7、4:6、5:5、6:10、7:3、8:2、1:9、10:0 の比率で混合してシー

クエンス解析することで、各組織のメチル化頻度の補正を行った。遺伝子組換え実

験は、神戸大学遺伝子組換え実験安全委員会の承認を得て行った（承認番号 25-47）。 

 

Ⅰ-2-8）組織からの全 RNA の調製 

RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN, Tokyo, Japan）を用い全 RNA の調整を添付のプロ

トコールに従って行った。方法は、以下のとおりである。マウス各組織からそれぞ

れ 30 mg を滅菌した 1.5 ml のチューブに入れ、600 μl の Buffer RLT Plus を加えて、

超音波破砕機 VP050（TAITEC, Saitama, Japan）を使用し塊がなくなるまで超音波し

た後、3 分間 10,000 × g で遠心した。遠心分離後、ピペットで注意深く上清を採取し、

2 ml コレクションチューブをセットした gDNA Eliminater スピンカラム中に移した。

その後、8,000 × g で 30 秒間遠心後、gDNA Eliminater スピンカラムを捨て、フロー

スルー液を採取した。採取したフロースルー液に等量の 70% エタノールを加え、ピ

ペッティングにてよく混和した。試料を 2 ml コレクションチューブ中にセットされ

た RNeasy スピンカラム中に移した。8,000 × g で 15 秒間遠心分離した後、フロース

ルー液を捨て、700 μl の Buffer RW1 を RNeasy スピンカラムに添加し、8,000 × g で

15 秒間遠心分離した。遠心後、フロースルーは捨て、500 μl の Buffer RPE を RNeasy

スピンカラムに添加し、8,000 × g で 15 秒間遠心した。遠心後、フロースルーは捨て、

500 μl の Buffer RPE を RNeasy スピンカラム中に添加し、8,000 × g で 2 分間遠心分

離した。遠心後、RNeasy スピンカラムを新しい 2 ml コレクションチューブに移し、

RNase フリー水を RNeasy スピンカラムに添加して、8,000 × g で 1 分間遠心を行うこ

とで全 RNA を溶出した。調整した全 RNA は、NANODROP 2000（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて、吸光度を測定し、濃度を計測した。実験に使用するまで全 RNA
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は−80°C で保存した。 

 

Ⅰ-2-9）リアルタイム RT-PCR 

One Step SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR kit（TaKaRa）に付属のプロトコールに従

い、Thermal Cycler Dice Real Time System TP800（TaKaRa）を用いてリアルタイム

RT-PCR を行った。プライマーは、Universal Probe Library （UPL） ソフトウェア

（http://roche-biochem.jp/sis/rtpcr/universal-probelibrary-upl/）を用いて PrP と 28S rRNA

に対する 4 種 2 組のプライマーを作製した（表 2）。反応液組成は PrPcDNA の増幅に

は、調製した全 RNA 5μl（10 ng/μl）をテンプレートとして用い、28S rRNA の増幅に

は、RNA 5μl（1 ng/μl）用いた。15μl の反応混合液（12.5 μl の 2 × One Step SYBR RT-PCR 

Buffer 4、1.5 µl の TaKaRa Ex Taq HS Mix、0.5 μl の PrimeScript PLUS RTase Mix、0.5 

μl の RNase Free dH2O）にそれぞれ 2.5 μl のプライマー（2 pmol/μl）を混合し、全量

を 25 μl とした。反応条件は、（1）逆転写反応：42°C・5 分、95°C・10 秒、（2）PCR

反応：95°C・5 秒、65°C・30 秒を 45 サイクル、（3）Dissociation：95°C・15 秒、60°C・

30 秒、95°C・15 秒とした。リアルタイム RT-PCR 終了後、5 μl の RT-PCR 産物を 3% 

アガロースゲル（Lonza Japan）にて電気泳動を行うことで増幅した DNA 断片を確認

した。各組織における 50 ng 中の PrP mRNA の存在量を内在性コントロール 28S 

rRNA にて補正し、大脳における PrP 遺伝子の発現を 100 として相対数値化した。 

 

Ⅰ-2-10）統計解析 

有意差検定は、スチューデント t 検定を用いた。相関分析は、ピアソンの相関係数

を用いた。 

  

http://roche-biochem.jp/sis/rtpcr/universal-probelibrary-upl/
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Ⅰ-3 結果 

 

Ⅰ-3-1）C57BL/6CrSlc および BALB/cCrSlc マウスの PrP 遺伝子上流部の塩基配列 

C57BL/6CrSlc および BALB/cCrSlc マウスにおける PrP 遺伝子プロモーター領域を

含む上流部の塩基配列を決定するために、大脳および肝臓から得られたゲノム DNA

を用いて PCR を行い、PCR 増幅産物を直接シークエンス解析することで塩基配列を

決定した。図 2 は、C57BL/6CrSlc マウス大脳および肝臓から得られたゲノム DNA を

もとに PCR を行い、アガロース電気泳動によって目的増幅産物の確認を行ったもの

である（図 2, A および B）。プライマーペア nMePrP-1F および nMePrP-1R を用いた

PCR によって、予想される 529 bp に単一のバンドを確認した（図 2, A）。プライマー

ペア nMePrP-2F および nMePrP-2R を用いた PCR によって、予想される 583 bp に単

一のバンドを確認した（図 2, B）。ゲルから目的の産物を切り出し精製し、シークエ

ンス反応を行った後、塩基配列決定を行った（図 3）。得られた塩基配列は、Gen bank 

ACCESSION ID AL833794 と同一の配列が確認され、配列中に含まれる CpG 配列を 1 

~ 46 まで番号を付けた。CpG アイランド解析を行ったところ、図 3 青のボックスで

囲まれた範囲 370 bp（−218 ~ +152）が CpG アイランドを示し、CpG 9 ~ CpG 40 まで

の 32 個の CpG 配列が含まれた。 

 

Ⅰ-3-2）CpG メチル化頻度の補正 

実際にシークエンス波形から計測されたメチル化頻度を補正するために、マウス

由来株化培養細胞 RAW264.7 から得られたゲノム DNA を bisulfite 処理し、CpG 1 か

ら CpG 4 までが完全にメチル化されたゲノム DNA と非メチル化状態のゲノム DNA

を PCR で増幅し、pMD20 にクローンニングした。材料および方法Ⅰ-2-3）のとおり
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非メチル化 DNA を含むプラスミドとメチル化 DNA を含むプラスミドを 0：10、1：

9、2：8、3：7、4：6、5：5、6：4、7：3、8：2、9：1、10：0 の割合で混ぜた後、

シークエンス解析を行った（図 4）。シークエンス反応に forward primer を用いた時

に実際に観察されたメチル化頻度は、それぞれ 0.0±0.0（期待値 0）、4.2±5.4（期待

値 10）、14.7±2.9（期待値 20）、25.8±3.7（期待値 30）、35.5±2.9（期待値 40）、44.9

±3.3（期待値 50）、52.4±3.3（期待値 60）、63.4±3.6（期待値 70）、76.4±3.7（期待

値 80）、87.4±3.2（期待値 90）、100.0±0.0（期待値 100）であった。reverse primer

を用いた時に実際に観察されたメチル化頻度は、それぞれ 0.0±0.0（期待値 0）、13.3

±4.3（期待値 10）、28.6±4.2（期待値 20）、40.0±3.7（期待値 30）、52.3±5.8（期待

値 40）、61.4±3.7（期待値 50）、71. 3±4.0（期待値 60）、80.2±4.0（期待値 70）、89.5

±3.4（期待値 80）、95.9±4.1（期待値 90）、100±0.0（期待値 100）であった。各組

織から算出されたメチル化頻度の実測値（X）は、シークエンス反応に forward primer

を使用した時には、Yf=−0.0019X
2
+1.1724X+2.2458 式に当てはめ補正値で表した。ま

た、reverse primer を使用した時には Yr=0.0044X
2
+0.5156X+1.2904 の式に当てはめ補

正値で表した。 

 

Ⅰ-3-3）C57BL/6CrSlc マウス各組織における PrP 遺伝子の CpG メチル化頻度 

C57BL/6CrSlc マウス雄および雌 2 匹づつからそれぞれ 34 組織のゲノム DNA を抽

出し、bisulfite 処理行い、Bisulfite-PCR を行った。塩基配列−682 bp から−154 bp を増

幅する プライマーペア MePrP-1F および MePrP-1R を使用した時に、目的の 529 bp

に単一のバンドを確認した（図 5, A）。また、塩基配列−236 bp から+347 bp を増幅す

るプライマーペア MePrP-2F および MePrP-2R を使用した時に、目的の 583 bp に単

一のバンドを確認した（図 5, B）。ゲルから目的のバンド DNA を切り出し、精製し、
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直接シークエンス反応に使用することで塩基配列の決定を行い、個々のメチル化頻

度を算出した。 

雄と雌のそれぞれ 34 組織から得られた CpG 1 から CpG 46 までのメチル化頻度を

表 3、表 4、図 6 に示した。CpG 1 のメチル化頻度の平均は、雄および雌において、

それぞれ 53.8%、52.3% であった。もっとも高い頻度のメチル化が、胸腺（雄 83.2%、 

雌 90.4%）で認められ、次いで血液（雄 82.2%、雌 83.2%）、脾臓（雄 81.4%、雌 81.0%）、

肝臓（雄 77.8%、 雌 75.5%）で認められた。もっとも低い頻度のメチル化が、直腸

（雄 22.7%、雌 267.0%）で認められ、次いで盲腸（雄 36.6%、雌 30.8%）、十二指腸

（雄 39.5%、雌 34.6%）、虫垂（雄 46.4%、雌 30.8%）で認められた。メチル化頻度

において、雄雌間で組織ごとの有意な差は認められなかった（P < 0.01）。 

CpG 2 のメチル化頻度の平均は、雄および雌において、それぞれ 16.7%、16.7%で

あり、CpG 1 のメチル化頻度よりも低下した。もっとも高い頻度のメチル化が、胸

腺（雄 48.6%、雌 46.0%）で認められ、次いで脾臓（雄 42.6%、雌 44.0%）、副腎（28.1%、

32.4%）、肝臓（27.5%、28.4%）で認められた。大脳（雄 4.4%、雌 6.1%）と小脳（雄

7.5%、雌 9.5%）のメチル化頻度は低かった。CpG 2 においても雄雌間で組織ごとの

有意な差は認められなかった（P < 0.01）。 

CpG 3 のメチル化頻度の平均は、雄および雌において、それぞれ 14.0%、13.6%で

あり、CpG 2 に比べさらなる低下が認められた。心臓のメチル化頻度が最も高く、

雄 32.7%、雌 34.4% であったが、CpG 2 のメチル化頻度（雄 17.1%、雌 22.3%）との

逆転が認められた。このように CpG 3 においては、平均値は、CpG 2 よりも低下が

認められたが、いくつのかの組織においては、CpG 3 の方が CpG 2 と比較して、メ

チル化頻度の高いものが認められた。嗅球（雄 6.1%、雌 4.2%）、胸腺（雄 7.1%、雌

5.2%）、虫垂（雄 8.3%、雌 7.2%）、子宮（7.8%）におい低いメチル化が認められ、
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精巣のみが非メチル化状態であった。胸腺では、CpG 1、CpG 2 番目において、組織

中で最も高いメチル化状態を示したが、CpG 3 においては、嗅球に次いで低いメチ

ル化頻度であった。CpG 3 においても雄雌間で組織ごとの有意な差は認められなか

った（P < 0.01）。 

CpG 4 のメチル化頻度の平均は、雄および雌において、それぞれ 10.8%、11.0%で

あり、CpG 3（雄 14.0%、雌 13.6%）に比べると若干の低下が認められた。心臓（雄

26.7%、雌 26.9%）においてメチル化頻度が最も高く、次いで、副腎（雄 20.7%、雌

24.0%）であった。精巣のみが、CpG 3 に加えて、CpG 4 においても非メチル化状態

が確認された。CpG 4 においても雄雌間で組織ごとの有意な差は認められなかった

（P < 0.01）。 

CpG 5 から CpG 7 では、ほとんどの組織で非メチル化状態を示し、胃、腎臓、副

腎、眼球、血液においてのみ低頻度のメチル化が認められた。CpG 8 から CpG 46 の

メチル化は、すべての組織において認めらなかった。メチル化頻度の平均値は、CpG 

1 から CpG 7 へと遺伝子下流に行くに従って低下する傾向を示したが、組織ごとの

メチル化状態は、組織特有のメチル化状態にあった。図や表中には示さないが、CpG 

1 よりも上流に存在する 6 つの CpG −6 から CpG −1（塩基場所−1275、−1273、−1271、

−1182 および−864）についても雌の大脳と肝臓においてのみ調べたが、いずれの CpG

も 100% のメチル化を示した。 

 

Ⅰ-3-4）C57BL/6CrSlc マウスから得られた 34 組織中の PrP 遺伝子発現解析 

それぞれの CpG メチル化頻度と PrP 遺伝子発現の相関関係を評価するために、マ

ウス 34 組織中の PrP 遺伝子発現の定量をリアルタイム RT-PCR を用いて行った（表

5 および図 7）。PrP 遺伝子発現量の補正は、28S rRNA を内在性コントロールとして
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選択した。マウスゲノム DNA からの PCR 増幅を回避するために、用いたプライマ

ーペアは、PrP cDNA の増幅には、エクソン 1 およびエクソン 2 に位置するプライマ

ーペアを用い、28S rRNA の増幅にはエクソン 5 およびエクソン 6 の位置にするプラ

イマーを設定し用いた（表 2）。PrP 遺伝子転写物の増幅がすべての試料で確認でき、

組織間で様々な遺伝子発現状態にあることが認められた。PrP 遺伝子は、大脳（100）

で最も高く、次いで小脳（79.48±23.74）、間脳（68.32±19.45）、嗅球（50.41±19.85）、

延髄（49.03±9.83）、視床（35.85±8.25）、脊髄（29.63±9.76）および下垂体（22.69

±5.17）であった。大脳での PrP 遺伝子発現は 28S rRNA の転写物の 0.034% であっ

た。もっとも低い PrP 遺伝子発現は、膵臓（0.10±0.00）で認められ、次いで血液（0.14

±0.04）、十二指腸（0.50±0.07）、空腸（0.71±0.21）と胆嚢（0.89±0.23）であった。

他の組織では、PrP 遺伝子発現の範囲は 1.3 から 19.6 の間で認められた。 

 

Ⅰ-3-5）PrP 遺伝子メチル化と遺伝子発現の相関性 

定量リアルタイム RT-PCR の結果と個々の CpG 部位のメチル化頻度に基づいて、

ピアソンの相関分析を行った結果、CpG 2（−576 bp）のメチル化と PrP 遺伝子発現

との間に有意な負の相関を認めた（Pearson's r = −0.374、P=0.0352）（表 6）。しかし、

他の CpG 部位においては、有意な相関関係は認められなかった。 

CpG 2 が位置する配列の重要性を見い出すために転写因子結合配列を検索した結

果、CpG 2（−576 bp, 図 3）は、CACGAG 配列上に存在することがわかった（図 8）。

CACGAG 配列には、basic helix-loop-helix（bHLH）転写因子ファミリーが結合するこ

とが知られている[Iso, T et al., 2003]。この CACGAG 配列は、他の CpG 1 および CpG 

3からCpG 46上には存在しない配列であった。さらにPrP遺伝子上を検索した結果、

エクソン 1 の前後 5 kb 以内に CACGAG 配列は存在しなかった。また、CACGAG 配
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列のすぐ下流には、GAGGG 配列（−569 bp ~ −565 bp）が認められた。この相補配列

である CCCTC は、CCCTC 結合因子（CTCF）が結合することが知られ、CTCF はイ

ンシュレーターである[Franco, M et al., 2014]。CCCTC 配列は、図 3 中の PrP 遺伝子

プロモーター領域内の−40 bp から−36 bp の位置にも存在が確認された。 

 

Ⅰ-3-6）C57BL/6CrSlc および BALB/cCrSlc マウス系統間の精巣における遺伝子メチ

ル化の相違 

C57BL/6CrSlcマウス各組織のCpGメチル化解析において精巣だけがCpG 3および 

CpG4 の非メチル化を示した（表 3、図 6）。そこで、さらに精巣での PrP 遺伝子 CpG

メチル化および発現におけるマウス系統間の相違について解析を行うために、

BALB/c マウス大脳、小脳および精巣における Bisulfite-PCR および遺伝子発現定量

RT-PCR を行った（図 9、図 10）。BALB/c マウスの大脳、小脳および精巣における

46 箇所の CpG 部位のメチル化頻度は、CpG 5 から CpG 46 が C57BL/6 マウスと同様

に完全な非メチル化状態にあることが明らかとなった。CpG 1 から CpG 4 のメチル

化頻度において、大脳および小脳の両方においては、C57BL/6 および BALB/c マウ

ス両系統間で有意な差は認められなかった。（図 9, A-D）。一方で、BALB/c マウス精

巣において、CpG 1 では、42.8±1.1% を認め（P = 0.0008）、C57BL/6 と比較して有

意な差を認めた（図 9, A）。さらに、C57BL/6 においては非メチル化状態を示した CpG 

3およびCpG 4において、BALB/cマウス精巣ではそれぞれ 4.2±0.9%（P = 5.0 × 10
-7）

および 4.1±2.0%（P = 0.0005）と有意なメチル化を認めた（図 9, C および D）。CpG 

2 メチル化においては、両系統間に有意な差は認めなかった（P = 0.727）（図 9, B）。 

BALB/c において、PrP 遺伝子発現を大脳、小脳、および精巣において調べたとこ

ろ、C57BL/6 および BALB/c マウス系統間で有意な差は認めなかった。（図 10）。以
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上のことから、精巣の CpG 1、CpG 3 および CpG 4 のメチル化の違いは PrP 遺伝子

の発現に影響がないことが示唆され、CpG 2 に系統間でメチル化の違いが認めれら

れかったことが、PrP 遺伝子発現を系統間で同等にしていることを強く示唆した。 
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Ⅰ-4 考察 

 

本章の研究は、マウスをモデルとして 34 組織の PrP 遺伝子発現量と遺伝子発現の

調節と深く関与しているプロモーター領域を含む遺伝子上流部における CpG メチル

化との相関性を初めて評価したものである。 

リアルタイム定量的 RT-PCR を使用して C57BL/6CrSlc マウスにおいて、これまで

に報告のない組織を含め 34 の異なる組織において PrP 遺伝子の発現状態を定量化し

た。Sheep [Wang et al., 2011]、bovine [Tichopad et al., 2003]の mRNA 量をリアルタイム

定量的 RT-PCR で解析した結果では、中枢神経組織の発現が他の組織と比べて高い。

今回の結果においても、中枢神経組織の PrP 遺伝子発現がもっとも高い状態にあり、

PrP 遺伝子の発現は中枢神経組織において優勢的に高い発現状態にあることを確認

した（表 5 および図 7）。 

CpG 配列のメチル化状態の解析は、マウス PrP のプロモーター領域とその周辺（エ

クソン 1 を含む上流域 749 bp、下流域 280 bp）の領域に注目した。組織ごとに特有

な PrP 遺伝子発現を生み出す機構を理解するため、選択した配列中に含まれる 46 箇

所の CpG 配列についてメチル化状態を詳細に解析した（図 3 および図 6）。メチル化

状態の解析には、Bisulfite-PCR 産物を直接シークエンス解析に用いる手法を採用し

た。この手法は、ゲノム DNA を bisulfite 処理後、PCR を用い、得られた増幅産物

を精製し、直接シークエンス解析に用いる方法である。シークエンス波形からの CpG

メチル化頻度の算出には、Jiang らの方法を用いた[Jiang et al., 2010]。これらの手法

を採用することで、PCR 産物のプラスミドへのクローニングに伴うシークエンス結

果の偏りを回避した。Jiang らは、シークエンス波形からメチル化頻度を計算する際

に、プロセスデーターを使用しているが、本研究では、生データ（Raw data）をもと
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にメチル化頻度を求めた（図 1）。理由として、シークエンスのプロセスデーターは、

塩基配列を読み取ることに重点が置かれ、ソフトウェアが波形を同じ波形高になる

ように調節しているため、必ずしも真実を反映していないと考えたためである。ま

た、今回の実験からシークエンス解析において、センス鎖を解読するのか、アンチ

センス鎖を解読するのかによって、予想されるメチル化頻度に違いを生じ、補正が

必要となることが明らかとなった（図 4）。このことは、A、C、T、G の蛍光強度を

波形に表す際に生じていると考えられた。すなわち、メチル化頻度を算出する際に、

センス鎖では、メチル化頻度（%）= Ch/(Ch+Th)を用い、アンチセンス鎖では、メチ

ル化頻度（%）= Gh/(Gh+Ah)を用いているからである（図 1）。 

マウス PrP 遺伝子に含まれる 46 箇所の CpG 配列におけるメチル化状態を調べた

結果、CpG アイランド（CpG 9 から CpG 40）を含む CpG 8 から CpG 46 において、

非メチル化状態を示した（図 6）。この領域には、マウスやラットのプロモーター解

析による報告から、CpG 20 から CpG 24 の領域にプロモーターの存在が示唆されて

いる[Baybutt and Manson, 1997; Saeki et al., 1996b]。一般的に、プロモーター領域に存

在する CpG 配列のシトシンメチル化は、転写活性がサイレントな遺伝子との相関性

を持つエピジェネティックなマークであり、遺伝子発現が ON 状態の CpG アイラン

ドはメチル化されていない[Imamura et al., 2001]。また、細胞特異的な発現を示す遺

伝子は、多くの細胞で遺伝子がメチル化されており不活性状態が保たれる一方で、

ハウスキーピング遺伝子のプロモーター領域が存在する CpG アイランドはほとんど

の組織や細胞で非メチル化状態にある [Caiafa and Zampieri, 2005; Vinson and 

Chatterjee, 2012]。本章で明らかになった結果から、PrP 遺伝子プロモーター領域を含

む、CpG アイランドは、調べたすべての組織で非メチル化状態であったことから PrP

遺伝子は典型的なハウスキーピング遺伝子の一つであることを証明した（図 6）。 
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これまでの他の遺伝子によるエンハンサー領域解析によって、エンハンサー領域

は、CpG の存在頻度が低い傾向にあり、おそらく ten-eleven translocation（TET）など

の蛋白質の存在のために、不完全なメチル化が起こるとされる[Jones, 2012; Stadler et 

al., 2011]。これらの不完全なメチル化が起こる領域は、組織や細胞ごとに様々なメチ

ル化状態にあり、メチル化可変領域（Differentially methylated regions, DMRs）と呼ば

れている。本章の結果は、CpG 1 から CpG 7 までの領域（−579 bp ~ −279 bp）におい

て、組織ごとに異なった様々なメチル化状態にあることを明らかにし（図 6）、染色

体上の一つのメチル化可変領域であることを強く示唆した。各組織における PrP 遺

伝子発現の定量化を行い、遺伝子メチル化との相関性を調べた結果、CpG 2（−576 bp）

が PrP 遺伝子発現と負の相関関係にあることが明らかとなった（表 6）。また、C57BL/6

および BALB/c マウス精巣における DNA メチル化解析から、両系統間で PrP 遺伝子

発現量に違いを認めないことと、CpG 1、CpG 3 および CpG 4 には両系統間でメチル

化の違いが存在するが、CpG 2 のメチル化には有意な差がないことが示され、CpG 2

のメチル化が PrP 遺伝子発現に影響することが示唆された（図 9 および図 10）。PrP

遺伝子プロモーター領域を含む CpG アイランドは、完全な非メチル化状態にあり、

そのすぐ上流領域にメチル化可変領域と遺伝子発現に負の相関性を示す場所が存在

したことから、CpG 2 を含む領域が PrP 遺伝子のエンハンサー領域であることが予

想された（表 6 および図 6）。 

興味深いことに、CpG 1 から CpG 46 において、CpG 2 が存在する場所のみに N-box

と呼ばれる配列 CACGAG が存在した（図 3）。N-box には、bHLH ファミリーの HES-1

（mouse homologue of Drosophila hairy and Enhancer of split 1 protein）などの転写リプ

レッサー因子が結合することが知られている[Iso et al., 2003]。HES-1 は、胎児期の中

枢神経系（CNS）の発達に大きな役割を果たし、神経幹細胞および神経前駆細胞の



33 

 

維持に大きな影響を及ぼしている[Kageyama, R et al., 2008]。HES-1 遺伝子（Hes1）

の発現は、マウス胚性神経上皮細胞と神経前駆体で高い発現を示し、成体の中枢神

経系においての発現は非常に低いレベルまで減少している[Sasai et al., 1992]。一方で、

マウス胚における PrP 遺伝子の発現は、神経分化が終了した中枢神経細胞や末梢神

経細胞で確認され、生後から 3 週令までに急速に遺伝子発現は上昇し、その後は、

生涯を通じて発現レベルが維持される[Lazarini et al., 1991; Manson et al., 1992]。この

ように PrP 遺伝子発現は、神経系における胎児期および成体期の段階での HES-1 遺

伝子の発現と逆相関の発現パターンである。本章の結果では、N-box が位置する CpG 

2 サイトのメチル化と PrP 遺伝子発現が負の相関関係にあることを示したが、リプレ

ッサー領域のメチル化と負の相関性があることを説明するには、さらなる研究が必

要である。N-box に結合する未知のエンハンサー因子が HES-1 などのリプレッサー

効果から避難しているのかもしれない。 

Neuro-2a 細胞において、HES-1 を人工的に過剰発現させると PrP 遺伝子の発現を

著しく減少させることが報告されている[Wright et al., 2009]。一方で、最近の報告で

は、HES-1 は、ADAMTS5、MMP13、IL6、Il1rl1 などの遺伝子発現の誘導によって、

本来のリプレッサーの働きからエンハンサーに切り替わることが報告されている

[Sugita et al., 2015]。これらのことから分化後の神経細胞においては、HES-1 のよう

な本来リプレッサー因子がエンハンサーとして働き PrP 遺伝子の発現を高めている

のかもしれない。 

また、N-box 配列（−578 bp から−573 bp）のすぐ下流の−569 bp から−565 bp には、

CCCTC 配列の存在が認められた。CCCTC 結合因子（CTCF）は、インシュレーター

と呼ばれ、エンハンサー（またはリプレッサー）とプロモーターとの相互作用を妨

害する因子として知られている[Gaszner and Felsenfeld, 2006]。さらに、CTCF は遺伝
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子転写の抑制または活性化に寄与し、クロマチン構成およびリモデリングに参加し

ている因子である [Franco et al., 2014]。今後、PrP 遺伝子上流部に存在する

CACGAGATTGAGGG 配列にどのような転写因子が結合するのかを明らかにする必

要があるが、CpG 2 サイトのメチル化は、PrP 遺伝子発現の調節に重要な役割を果た

している可能性がある。 

マウス[Baybutt et al., 1997]、ウシ[Elmonir et al., 2010]の PrP 遺伝子プロモーター解

析の報告によると、イントロン 1 に転写活性に影響をおよぼすエンハンサーと考え

られる領域を認めている。パーキンソン病の主な危険遺伝子であるヒト α-シヌクレ

イン遺伝子のメチル化に関する報告では、イントロン 1 のメチル化によって遺伝子

発現を調節し、パーキンソン病患者において患部のメチル化頻度が変化することが

報告されている[Jowaed et al., 2010]。さらに次世代シークエンサーの登場によって、

パーキンソン病特有のヒト α-シヌクレイン遺伝子メチル化が明らかにされつつある

[de Boni et al., 2011]。本実験では、マウス PrP 遺伝子イントロン 1 の上流域 280 bp 中

の 13 個の CpG 配列のメチル化を調べたが、すべてが非メチル化状態を示した。さ

らに範囲を遺伝子下流域に広げて、CpG 配列メチル化状態の解析や、プリオン病状

態にある中枢神経組織において、本章の研究で明らかにしたメチル化可変領域にお

けるメチル化状態の変化について興味が持たれる点である。 

以上のことから、第Ｉ章では、マウスを研究材料として、異なる 34 組織の PrP 遺

伝子発現状態および遺伝子上流部のメチル化状態を明らかにした。また、遺伝子発

現と CpG メチル化の相関解析から、−576 bp に位置する CpG 2 のメチル化が PrP 遺

伝子発現に重要な調節領域であることが示唆された。同様な現象がヒトやウシで認

められるのかは、今後の研究に委ねられるが、本章の研究成果は、プリオン病の病

態機構の解明や遺伝子を標的とした治療法の開発に貢献する成果と考えられる。 
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Ⅰ-5 要約 

 

細胞型 PrP（PrP
C）は、GPI アンカーを介して細胞表面に存在する糖蛋白質であり、

プリオン病の伝達や進行にきわめて重要な役割を果たしている。マウス PrP 遺伝子

は、第二染色体上の長腕上に存在し、 3 つのエクソンと 2 つのイントロンから構成

されている。PrP mRNA は、組織中に普遍的に存在していると考えられているが、

PrP 遺伝子メチル化を含むエピジェネティクス分野の研究報告はない。そこで本章で

は、マウス PrP 遺伝子プロモーター領域とその周辺（エクソン 1 を含む上流域 749 bp

および下流域 280 bp の 1029 bp 領域）の CpG メチル化状態を異なる 34 組織におい

て明らかにすることを目的とした。 

マウス PrP 遺伝子のプロモーター領域を含む CpG アイランド（−218 bp ~ +152 bp）

は、調べたすべての組織において完全に非メチル化状態であり、PrP 遺伝子は典型的

なハウスキーピング遺伝子であることを明らかにした。一方、CpG アイランドに隣

接する領域（−599 bp ~ −279 bp）の CpG メチル化状態は、組織ごとにさまざまな状

態にあり、メチル化可変領域であることを強く示唆した。さらに興味深いことに、

CpG 2（−576 bp）のメチル化が PrP 遺伝子発現と負の相関関係にあることを明らか

にした（Pearson’s r = −0.374, P = 0.035）。以上のことから、PrP 遺伝子は、典型的な

ハウスキーピング遺伝子であり、メチル化可変領域に存在する CpG のメチル化が組

織特有な遺伝子発現調節に重要であることを示唆した。これらの研究成果は、プリ

オン研究分野におけるエピジェネティクスに貢献する成果と考えられる。 
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Ⅰ-6 表 

 

 

 

  

Gene symbol Sequence ID

Prnp

Prnp

AL833794

AL833794

AL833794

AL833794

AL833794612 bp
5’-ATTGAATTATTTTAGTTAAAGGTTG-3’

5’-CTTAAACTCTCAAAAAACTAACATC-3’

MePrP-3F

MePrP-3R

5’-GGAGTATTGGGTATTGGATTAG-3’

5’-CCAAAAACAATCAAAAAATACCA-3’

5’-GTGGGAGCTGTTAAATGCAGTG-3’

5’- CCCCAGTGTCAGCACTCCCTGA-3’ 

5’-GGAGCATTGGGTACTGGATCAG-3’

5’-CCAAGGACAGTCAAAAGATGCCA-3’

5’-GTGGGAGTTGTTAAATGTAGTG-3’

MePrP-2F

MePrP-2R

529 bp

583 bp

529 bp

583 bp

nMePrP-1F 

nMePrP-1R

nMePrP-2F 

nMePrP-2R

MePrP-1F 

表1 PCRに使用したプライマー

Primer  name Size of product Sequence

MePrP-1R 5’-CCCCAATATCAACACTCCCTAA-3’ 

Prnp

Prnp

Prnp
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Gene symbol Primer name Size of product Sequence Sequence ID

PrP-F 5'-TCCAATTTAGGAGAGCCAAGC-3'

PrP-R 5'-GCCGACATCAGTCCACATAG-3'

28S-F 5'-AGCCAAGCACATACACCAAA-3' 

28S-R 5'-GGGTTTAGACCGTCGTGAGA-3' 

表 2 リアルタイム RT-PCRに使用したプライマー

Prnp

28S rRNA

NM_011170

NR_003279

71 bp

120 bp
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1 2 3 4 5 6 7 8－46

Cerebrum 41.1±1.9 4.4±4.2 9.5±2.3 5.4±1.6 － － － －

Cerebellum 71.2±1.5 7.5±3.9 15.4±2.4 10.6±1.8 － － － －

Diencephalon 55.4±2.7 7.1±5.1 7.1±3.9 6.0±2.2 － － － －

Olfactory bulb 51.9±2.2 10.7±1.1 6.1±2.1 5.5±1.0 － － － －

Thalamus 54.9±2.3 11.5±0.8 9.9±1.3 9.0±1.5 － － － －

Pituitary gland 56.0±3.3 13.7±1.9 12.8±3.2 9.4±1.9 － － － －

Medulla oblongata 54.3±2.3 12.5±3.7 15.1±3.6 7.6±3.7 － － － －

Spinal cord 42.8±4.6 10.6±4.4 13.9±3.3 7.1±5.4 － － － －

Duodenum 39.5±2.4 12.0±2.3 12.9±2.5 9.2±1.7 － － － －

Jejunum 41.5±6.8 11.0±0.9 13.3±8.1 8.0±5.7 － － － －

Ileum 37.2±2.6 11.5±2.4 13.2±1.6 10.5±2.0 － － － －

Colon 30.7±5.9 9.8±1.8 11.3±2.7 9.1±1.6 － － － －

Appendix 46.4±10.7 18.9±4.7 8.3±0.9 9.6±1.8 － － － －

Cecum 36.6±14.1 13.4±6.6 8.9±1.8 9.5±1.8 － － － －

Rectum 22.7±2.4 6.3±2.6 6.9±1.8 6.9±1.8 － － － －

Gastric 45.3±7.4 11.6±3.8 22.0±2.3 16.4±1.6 0.8±1.9 1.9±3.0 － －

Heart 57.9±2.5 17.1±3.1 32.7±4.9 26.7±3.5 － － － －

Thymus 83.2±4.5 48.6±3.4 7.1±3.7 10.0±1.8 － － － －

Kidney 55.2±11.9 15.4±3.3 14.4±3.6 12.5±4.4 － 2.5±3.0 － －

Adrenal gland 58.2±3.7 28.1±2.1 27.6±3.1 20.7±3.1 1.2±2.6 2.3±2.6 － －

Lung 65.4±1.6 19.3±3.5 21.2±2.8 13.8±1.6 － － － －

Spleen 81.4±1.6 42.6±2.7 11.4±2.4 12.2±1.6 － － － －

Liver 77.8±2.3 27.5±1.4 12.5±2.2 10.1±2.2 － － － －

Gallbladder 65.6±1.5 23.1±3.8 21.1±2.0 15.6±2.7 － － － －

Pancreas 63.6±2.9 18.2±1.9 18.1±2.0 10.7±1.7 － － － －

Thigh muscle 45.4±2.2 12.5±3.4 29.9±5.2 21.0±3.8 － － － －

Bladder 56.1±7.1 17.3±3.5 12.2±2.9 11.1±1.7 － － － －

Eyeball 64.3±2.5 12.6±2.2 21.0±2.3 16.0±1.7 2.8±3.1 4.9±3.5 1.2±2.0 －

Glossa 45.2±4.5 11.9±2.4 23.4±4.8 16.8±5.0 － － － －

Blood  82.2±1.2 42.2±4.8 12.4±6.8 11.1±3.8 4.2±10.4 3.8±4.2 2.4±5.9 －

Seminal vesicle 54.2±6.0 9.5±1.5 9.1±1.3 7.6±1.3 － － － －

Testis 38.9±3.2 16.9±2.7 － － － － － －

Average 53.8±4.1 16.7±3.0 14.0±2.8 10.8±2.3 0.3±0.5 0.5±0.5 0.1±0.2 －

表3 雄マウスの各組織におけるメチル化頻度

Mouse tissue
 CpG position
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1 2 3 4 5 6 7 8－46

Cerebrum 47.3±6.2 6.1±2.9 7.2±2.1 6.4±1.6 － － － －

Cerebellum 72.4±2.5 9.5±0.9 14.8±3.7 12.3±3.6 － － － －

Diencephalon 55.5±5.5 11.1±1.9 7.2±2.3 5.7±1.9 － － － －

Olfactory bulb 51.8±2.7 10.5±2.1 4.2±2.4 4.7±2.3 － － － －

Thalamus 55.9±2.2 11.8±1.6 10.9±3.9 9.0±3.9 － － － －

Pituitary gland 49.4±11.0 15.1±2.1 8.2±3.5 6.5±2.3 － － － －

Medulla oblongata 44.3±9.2 8.1±1.9 9.5±5.0 6.9±3.7 － － － －

Spinal cord 45.0±3.0 9.6±2.4 13.2±6.8 8.3±5.5 － － － －

Duodenum 34.6±6.3 10.7±1.6 14.5±4.6 10.0±2.1 － － － －

Jejunum 38.0±2.3 11.9±2.1 16.0±2.5 12.3±1.48 － － － －

Ileum 40.9±6.3 13.3±1.7 14.7±2.0 10.9±1.5 － － － －

Colon 27.2±4.2 9.7±1.7 9.9±2.4 10.0±5.3 － － － －

Appendix 30.8±9.1 11.2±3.4 7.2±3.7 7.8±3.7 － － － －

Cecum 30.8±5.9 9.9±2.3 8.3±3.4 9.1±2.1 － － － －

Rectum 27.0±2.9 9.0±2.0 7.1±1.5 7.5±1.9 － － － －

Gastric 39.9±17.0 14.0±13.3 15.5±4.7 12.5±4.1 0.7±1.7 0.8±1.9 － －

Heart 62.0±6.8 22.3±2.3 34.4±5.6 26.9±2.4 － － － －

Thymus 90.4±6.1 46.0±2.5 5.2±2.1 7.9±1.1 － － － －

Kidney 59.1±2.6 15.6±3.5 13.7±2.8 12.2±2.7 － － － －

Adrenal gland 57.4±4.3 32.4±2.7 27.8±5.5 24.0±3.7 － 0.9±2.1 － －

Lung 63.0±3.4 17.9±1.4 21.7±4.9 16.1±4.3 － － － －

Spleen 81.0±3.8 44.0±1.8 9.5±0.7 10.3±3.1 － － － －

Liver 75.5±1.8 28.4±2.5 10.8±4.0 8.9±0.7 － － － －

Gallbladder 63.9±3.2 19.0±4.7 21.6±2.9 17.6±2.3 － － － －

Pancreas 67.0±3.0 18.3±1.9 22.2±5.2 12.0±2.6 － － － －

Thigh muscle 45.1±4.0 8.3±0.7 21.3±3.8 14.9±3.9 － － － －

Bladder 48.5±4.5 15.2±4.5 14.2±3.5 11.0±2.1 － － － －

Eyeball 63.1±6.3 10.6±1.5 18.8±3.8 11.8±3.1 － 2.0±3.4 － －

Glossa 39.6±2.6 10.1±1.7 17.0±4.4 11.4±0.9 － － － －

Blood 83.2±0.7 44.8±3.9 9.0±5.1 9.4±2.7 3.0±6.7 7.7±8.3 2.3±5.2 －

Uterus 38.0±4.4 14.6±1.8 7.8±2.4 7.4±2.7 － － － －

Ovary 45.9±3.1 16.0±2.2 12.8±2.2 10.7±1.9 － － － －

Average 52.3±4.9 16.7±2.6 13.6±3.5 11.0±2.7 0.1±0.2 0.3±0.5 0.1±0.2 －

表 4 雄マウスの各組織におけるメチル化頻度

Mouse tissue
Number of CpG position
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C57BL/6 マウス大脳における PrP 遺伝子発現量を 100 とし、相対発現量で示した。 

 

Cell Line Gene Expresion

Cerebrum 100

Cerebellum 79.5±17.7

Diencephalon 68.3±19.4

Olfactory bulb 50.4±19.8

Medulla oblongata 49.0±9.8

Thalamus 35.8±8.3

Spinal cord 29.6±9.8

Pituitary gland 22.7±5.2

Eyeball 19.6±8.1

Kidney 17.0±3.3

Lung 14.9±3.6

Gastric 10.8±4.4

Colon 9.9±1.7

Thigh muscle 9.5±4.3

Appendix 8.7±2.6

Heart 8.4±1.5

Adrenal gland 7.4±0.4

Ovary 7.2±2.0

Bladder 5.2±3.4

Spleen 5.2±1.5

Rectum 5.1±0.3

Glossa 4.4±1.1

Seminal vesicle 4.3±1.9

Liver 4.2±2.0

Cecum 4.2±0.2

Testis 4.0±1.8

Uterus 3.3±0.4

Thymus 2.7±0.6

Ileum 1.3±0.1

Gallbladder 0.9±0.2

Jejunum 0.7±0.2

Duodenum 0.5±0.1

Blood 0.14±0.04

Pancreas 0.10±0.003

表 5 マウス各組織におけるPrP遺伝子発現
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Pearson’s r-values ≥ ± 0.3 および P-values ≤ 0.05 の場合に有意な相関関係があるとみな

す。有意な負の相関関係が認められた CpG 2 の値を太字体と斜体で示す。 

  

CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 CpG 5 CpG 6 CpG 7

Pearson’s (r -values) 0.064 -0.374 -0.264 -0.285 -0.142 -0.142 -0.114

P -value
0.730 0.035 0.145 0.115 0.437 0.437 0.535

表 6 PrP遺伝子のメチル化と発現の相関関係
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Ⅰ-7 図 

 

 

 

図 1 シークエンス蛍光波形（生データ）を元にした CpG メチル化頻度の算出方法。 

それぞれの蛍光波形底部から頂点までの波形高を Ch、Th、Ah、Gh とした。表中の

計算式に当てはめ、補正前の CpG メチル化頻度を算出した。 
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図 2 Bisulphite 処理前のゲノム DNA を用いた PCR 産物の電気泳動像 

A: nMePrP-1F および nMePrP-1R プライマーを用いた PCR 産物像。 

B: nMePrP-2F および nMePrP-2R プライマーを用いた PCR 産物像。 

M は DNA サイスマーカーを示す。マーカーサイズを左に bp で示す。 

 1 はマウス大脳ゲノム DNA 増幅産物。 2 は肝臓の DNA 増幅産物。 

それぞれ目的の 529 bp および 583 bp の産物を得て、シークエンス解析に用いた。  
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図 3 PrP遺伝子CpGメチル化解析を行った領域の塩基配列。CpG配列を赤色で示し、

上流から番号を付した。黄色と緑色の矢印は、プライマー設計部位。CpG アイラン

ドは青で囲った。PrP 遺伝子エクソン 1 は、水色のアンダーラインで示しめした。推

定される PrP 遺伝子プロモーター領域は、赤のボックスで示した。右隅の数字は、

転写開始点を基準とした塩基距離を付した。 
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図 4 メチル化頻度の実測値（observed methytation）と補正値（expected methylation）

の関係曲線。材料および方法に記述した 2 種類のリファレンス遺伝子をプラスミド

にクローニングし、それぞれのプラスミドを比率で混合し、シークエンス解析を行

った。シークエンス反応にフォワードプライマー用いた場合のプロットを▲、リバ

ースプライマーを用いた場合のプロットを■で示した。それぞれのプロットは 12 回

の実験結果の平均値で行った。得られた近似曲線式をそれぞれ図中に示した。これ

らの式に当てはめ、目的 CpG 部位のメチル化頻度の実測値を補正した。 
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図 5 Bisulphite 処理前のゲノム DNA を用いた PCR 産物の電気泳動像 

A: MePrP-1F および MePrP-1R プライマーを用いた PCR 産物像。 

B: MePrP-2F および MePrP-2R プライマーを用いた PCR 産物像。 

M は DNA サイスマーカーを示す。マーカーサイズを左に bp で示す。  

1 はマウス大脳ゲノム DNA 増幅産物。 2 は肝臓の DNA 増幅産物。 

それぞれ目的の 529 bp および 583 bp の産物を得て、シークエンス解析に用いた。  
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図 6 雄および雌マウス各組織における CpG メチル化頻度 

円グラフはそれぞれの CpG 部位にいけるメチル化状態を示し、それぞれ 2 匹のマウ

スから 6 回の解析で得たメチル化頻度（%）の平均値を黒で示す。 

CpG 9 から CpG 45 までは、非メチル化状態であり点線で略して示す。 
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図 7 C57BL/6 マウス各組織における PrP 遺伝子発現 

大脳の PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合の各組織の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 

卵巣と子宮を除くデータは、雄から得られた。 
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図 8 CpG 2（−576 bp）周辺に結合が予想される転写因子。 

CpG 2（−576 bp）を含む−594 bp から−557 bp までの塩基配列を示す。 

赤のボックスで示す CACGAG 配列は、N-box と呼ばれ、HES-1 が結合することが知

られている。 

青のボックスで示す CTCCC 配列は、CTCF が結合することが知られている。 

Me は、メチル化部位を示す。 
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図 9 BALB/c マウス大脳、小脳および精巣における PrP 遺伝子メチル化頻度の

C57BL/6 マウスとの比較。黒および白の棒グラフは、それぞれ C57BL/6 および

BALB/c 各組織における 6 回の異なる実験から得られた CpG メチル化頻度 A、B、

C および D は、それぞれ CpG 1、CpG 2、CpG 3 および CpG 4 のメチル化頻度。デー

タは平均値±標準偏差。＊は比較間において有意な差を認めた（P < 0.01）。 
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図 10 BALB/c マウス大脳、小脳および精巣における PrP 遺伝子発現量の C57BL/6 マ

ウスとの比較。黒および白の棒グラフは、それぞれ C57BL/6 および BALB/c 雄各組

織における 3 回の異なる実験から得られた相対的な PrP 遺伝子発現量を示し、

C57BL/6 大脳を 100 とした。データは平均値±標準偏差。系統間で発現に有意な差

は認めなかった（P > 0.05）。 
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第Ⅱ章 

 

マウス由来株化培養細胞における神経細胞分化に伴う 

PrP 遺伝子の発現と DNA メチル化状態の変化 
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Ⅱ-1 緒言 

 

病原体プリオンの複製と神経毒性については不明な点が多く残されており、個々

の神経細胞における PrP 遺伝子発現、PrP アミノ酸配列および PrP の生理学的機能が、

プリオン病の伝達や進行と複雑に相互関係を持っている[Biasini et al., 2012]。PrP 遺

伝子ノックアウトマウスは、プリオンの本体と考えられている感染型 PrP（PrP
Sc）の

複製を完全に拒絶し、神経変性作用から回避し、プリオン病を起こさない[Brandner et 

al., 1996; Bueler et al., 1993]。トランスジェニックマウスにおける細胞型 PrP（PrP
C）

の発現増加は、プリオン感染に対する感受性を増大し、潜伏期間の短縮を起こし、

PrP
Sc の毒性に対する細胞耐性を低下させる[Brown, 1998a; Fischer et al., 1996]。コンデ

ィショナルノックアウトマウスの研究において、PrP 遺伝子の部分的発現の欠如は、

神経変性の進行を停止させることが示されている[Mallucci et al., 2003]。以上のよう

に PrP 遺伝子発現調節機構を理解することは、プリオン病における神経変性機構の

理解に重要である。 

PrP 遺伝子発現調節機構を明らかにするために、プロモーター解析がマウス

[Baybutt and Manson, 1997]、ラット[Saeki et al., 1996b]、ウシ[Inoue et al., 1997]、ヒト

[Mahal et al., 2001]において報告されている。また、PrP 遺伝子発現を増強する転写因

子として、重金属依存性転写因子（MTF-1）、Sp1、Sp3、p53 および銅シャペロン

Antioxidant-1（Atox-1）が報告されている[Bellingham et al., 2009; Vincent et al., 2009; 

Wright et al., 2009]。一方で、PrP 遺伝子発現の抑制因子として、Yin Yang-1（YY1）、

HES-1、フォークヘッドボックス O3a（Foxo3a）が報告されている[Burgess et al., 2009; 

Liu et al., 2013; Wright et al., 2009]。しかしながら、個々の組織や細胞における PrP 遺

伝子発現に多いに影響をおよぼしていると考えられるエピジェネティクス分野につ
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いての理解は不十分なまま残されている。 

遺伝子転写の影響には、エピジェネティクスな機構が働き、転写制御のためにク

ロマチン構成因子、転写因子、転写抑制因子（リプレサー）、活性化因子（エンハン

サーおよびサイレンサー）が複雑に相互作用している[Goldberg et al., 2007; Link et al., 

2010]。また、DNA メチル化、ヒストン修飾、非コードマイクロ RNA（miRNA）な

ども、遺伝子発現を調節するための後天的な遺伝子発現調節の環境因子「エピゲノ

ム」として働いている。さらに複数の環境要因が、エピジェネティックパターンの

変更、特定の DNA メチル化の過程において仲介機構として働き、遺伝子発現を調節

し、最終的に細胞表現型に影響を与えている[Mathers et al., 2010]。 

そこで本章では、細胞レベルでの PrP 遺伝子発現と CpG メチル化を明らかにする

ため、6 種類（Neuro-2a、C-1300、WEHI-231、HePa1-6、RAW264.7 および P19C6）

のマウス由来株化培養細胞を用いて、PrP 遺伝子発現状況と DNA メチル化状態につ

いて解析を行い、また P19C6 については、細胞神経細胞分化過程における PrP 遺伝

子発現と CpG メチル化の変化について解析を行った。さらに DNA methyltransferase

阻害剤 RG108 を用いて、遺伝子脱メチル化を誘導し、PrP 遺伝子発現への影響を調

べた。 
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Ⅱ-2 材料および方法 

 

Ⅱ-2-1） マウス由来株化培養細胞 

C-1300 細胞（A/J マウス由来神経芽細胞）、 P19C6 細胞（C3H マウス由来胚性腫

瘍細胞）は理化学研究所バイオリソースセンターから購入した。HePa 1-6 細胞（C57L

マウス由来肝癌細胞）は、大阪大学・松浦善治先生から分与された。Neuro-2a（マウ

ス由来神経芽細胞）、WEHI-231 細胞（BALB/c マウス B 細胞リンパ腫細胞）、RAW264.7

細胞（BALB/c マウス由来マクロファージ様細胞）は日生研・竹山夏実先生から分与

された。 

C-1300 細胞の継代培養には、5% ウシ胎児血清（FBS, Thermo Fisher Scientific, 

Wilmington, DE, U.S.A.）添加 RPMI1640（Nacalai, Tesque, Kyoto, Japan）を用いた。

P19C6 細胞の継代培養には 15% FBS 添加 DMEM（Nacalai）を用いた。Neuro-2a 細胞、

HePa 1-6 細胞および RAW264.7 細胞の継代培養には 10% FBS 添加 DMEM（Nacalai）

を用いた。WEHI-231 細胞の継代培養液には 10% FBS 添加 RPMI1640（Nacalai）を用

いた、すべての細胞は、5% CO2 下 37°C で培養を行った。 

 

Ⅱ-2-2） P19C6 細胞の神経分化誘導 

P19C6 細胞を神経に分化誘導するために、90mm（Koryo Chemical, Nara, Japan）の

細菌培養用 dish を用い、3 × 10
5 の細胞を入れ、培養液として 1 × 10

-6
 M のレチノイ

ン酸（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.）を含む 10% FBS 添加 αMEM（Nacalai）

で培養を行った。4日間の培養後にPBS（－）で 1回洗い、0.05%-Trypsin/EDTA（Nacalai）

で処理し、凝集体のまま回収した。4 × 10
5 細胞をポリ-L-リジンでコーティングされ

た 60 mm dish（IWAKI, Shizuoka, Japan）に 1 × N2 無血清培地（100 × N-2 Supplement, 
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Thermo Fisher Scientific）および 1 µg/ml フィブロネクチン（Bovine Plasma Fibronectin, 

Thermo Fisher Scientific）を含む DMEM/F-12（Thermo Fisher Scientific）培地にて培養

した。次いで、48 時間ごとに培地交換を行い 1 週間培養され神経細胞に分化させた。 

 

Ⅱ-2-3） DNA methyltransferase インヒビター（RG108）処理 

4 × 10
5 細胞の Neuro-2a および P19C6 細胞は、100 mm dish にて、100 µM の RG108

（Abcam plc, Cambridge, U.K.）を含む培養液にて 48 時間培養後、DNA と RNA を抽

出した。 

 

Ⅱ-2-4) 培養細胞からのゲノム DNA の調製 

100 mm dish に培養した細胞を第Ⅰ章Ⅰ-2-2）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅱ-2-5) ゲノム DNA の Bisulfite 処理 

第Ｉ章Ⅰ-2-3）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅱ-2-6）Bisulfite 処理したゲノム DNA の PCR （Bisulfite-PCR） 

第Ｉ章Ⅰ-2-4）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅱ-2-7）ゲルからの DNA 精製 

第Ｉ章Ⅰ-2-5）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅱ-2-8) Bisulfite-PCR 産物のシークエンス解析 

第Ｉ章 I-2-6）に記述の方法に従って行った。 
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Ⅱ-2-9）CpG メチル化頻度の算出方法 

第Ⅰ章Ⅰ-2-7）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅱ-2-10）細胞からの全 RNA の調製 

100 mm dish に培養した細胞を第Ⅰ章Ⅰ-2-8）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅱ-2-11）リアルタイム RT-PCR 

第Ⅰ章Ⅰ-2-9）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅱ-2-12）コンピテント細胞の調製 

トランスフォーメーションバッファー（TB）は、滅菌超純水 475 ml に PIPES 1.5 g、

CaCl2・H2O 1.1 g、KCl 9.3 g を加え、KOH で pH を 6.7 に調製し、全量を 500 ml にメ

スアップ後、滅菌処理を行い作製した。SOB 培地は、Bacto
TM

 Tryptone 5 g、Yeast Extract 

1.25 g、5 M Nacl 0.5 ml、2 M KCl 0.3125 ml を加え、250 ml にメスアップ後、滅菌処

理を行い、別に滅菌した 1 M MgSO4・7H2O 1.25 ml、1 M MgCl2・6H2O 1.25 ml を加

えて作製した。XL-10 Gold Ultracompetent Cells（Agilent Technologies, Tokyo, Japan）

を 250 ml の SOB 培地に 50 µl 加え、17°C で 26 時間振盪培養した。その後、氷上で

10 分間静置し、2,000 × g、4°C で 10 分間遠心した。遠心後上清は捨て、TB を 10 ml

加え、細胞を懸濁し、氷上で 10 分間静置の後 2,000 × g、4°C で 10 分間遠心した。

再び上清を捨て、TB を 10 ml 加えた。その後最終濃度で 7% となるよう DMSO を加

え、500 µl ずつ 1.5 ml のチューブに入れ、直ちに液体窒素で凍結した。使用するま

で−80°C で保存した。 



58 

 

 

Ⅱ-2-13）Bisulfite-PCR 産物のプラスミドベクターへの組み込みおよび大腸菌の形質

転換 

 ゲルから精製した各 DNA（10 ng/µl） 2 µl を T-Vector pMD20（TaKaRa）0.5 µl、

Ligation Mix（TaKaRa）5 µl、滅菌精製水 2.5 µl とよく混和し、16°C で 1 時間静置し

た。コンピテント細胞 100 µl に上記の反応液を加え、氷中で 2 分間静置し、その後

37°C のウォーターバスで 3 分間静置し、その後氷中で 5 分間静置した。その後、20 

ng/µl の X-GAL 20 µl と 0.2 M IPTG 50 µl 塗布した LB 寒天培地に播種し、37°C で一

晩培養した。翌日、白色のコロニーをピックアップし、2 ml の LB 培地を入れた小

試験管中で振盪培養した。12 時間後、1.5 ml のチューブに移し、10,000 × g で 5 分間

遠心し、上清を捨て、遺伝子クローニングのチェックを行った。 

 

Ⅱ-2-14）遺伝子クローニングのチェック 

 プラスミドに目的のインサート DNA が導入されたかどうかを確認するため、イ

ンサートチェックを行った。まず、GTE buffer（A 液）、0.2 N NaOH/1% SDS（B 液）、

5 M KOAc（C 液）の 3 種類の溶液試薬を調製した。A 液は、50 mM グルコース、25 

mM Tris-HCl（pH 8.0）、10 mM EDTA（pH 8.0）をろ過滅菌し作製し、使用まで 4°C

で保存した。C 液は、KOAc を 98.14 g、CH3COOH を 23 ml 滅菌超純水に加え全量

を 200 ml とし、オートクレーブ後、使用するまで 4°C で保存した。 

 Ⅱ-2-13）で得た大腸菌に A 液 100 µl を加え、ボルテックスにて懸濁した。続

いて B 液 200 µl を加え、転倒混和し、さらに C 液 150 µl を加え転倒混和後、10,000 × 

g で 5 分間遠心した。上清にイソプロピルアルコール 450 µl を加え転倒混和し、室

温で 10 分間静置し、10,000 × g で 10 分間遠心した。その後上清を取り除き、沈殿物
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に滅菌超純水 100 µl を加えた。10 µl を 1.0% アガロースゲルで電気泳動を行い、DNA

バンドの位置から目的遺伝子の組み込まれたプラスミドを選択し、シークエンス解

析を行った。 

 

Ⅱ-2-15）シークエンス解析用のプラスミド DNA の精製 

Ⅱ-2-14）に記述の方法で得たプラスミドを持つ大腸菌を PureLink Quick Plasmid 

Miniprep Kit（Thermo Fisher Scientific）を用いて、キット添付の方法に従いプラスミ

ド DNA の調製を行った。プラスミド DNA の濃度は、NANODROP2000（Thermo Fisher 

Scientific）によって測定した。シークエンス解析に使用するまで−20°C で保存した。 

 

Ⅱ-2-16）プラスミドのシークエンス解析 

プラスミド DNA（100 ~ 120 ng/μl）をテンプレートとし、プライマーは M13f

（5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’）、M13r（5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’）（3.2 

pmol/μl）を使用した。シークエンス解析は、Ⅰ-2-6）の記述に従って行った。 

 

Ⅱ-2-17）統計解析 

有意差検定は、スチューデント t 検定を用いた。相関分析は、ピアソンの相関係数

を用いた。 
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Ⅱ-3 結果 

 

Ⅱ-3-1）マウス由来株化培養細胞における PrP 遺伝子の CpG メチル化頻度 

6 種類のマウス由来株化培養細胞について、図 3 中の 46 箇所の CpG メチル化状態

を調べた（表 7 および図 11）。CpG 1 は、神経芽細胞 Neuro-2a および C-1300 におい

て非メチル化状態にあったが、P19C6 細胞において 71.0% の最も高いメチル化頻度

を認めた。他の細胞株のメチル化頻度は、48.9% から 61.4% の間であった。CpG 2

は、Neuro-2a細胞およびC-1300細胞においてCpG 1同様に非メチル化状態であった。

HePa 1-6細胞において78.9% の最も高いメチル化頻度を示し、他の細胞株では28.3% 

から 62.5% のメチル化状態であった。CpG 3 は、Neuro-2a 細胞および C-1300 細胞で

は非メチル化状態であり、P19C6 細胞において 49.7% の最も高いメチル化頻度を認

めた。他の細胞株では、15.3% から 41.7%の間であった。CpG 4 は、Neuro-2a 細胞

および C-1300 細胞では非メチル化状態であり、P19C6 細胞において 50.2% の最も高

いメチル化頻度が観察された。他の細胞株では、16.5% から 35.8% の間であった。

CpG 5 は、P19C6 細胞および RAW264.7 細胞においてのみ、それぞれ 22.2% と 4.2% 

のメチル化が観察された。CpG 6 から CpG 8 では、P19C6 細胞のみ、それぞれ 12.1%、

11.8%、6.0% のメチル化頻度を示した。CpG 9 から CpG 46 は、すべての細胞でメチ

ル化が観察されなかった。以上のことから、神経芽細胞である Nruro-2a や C-1300 で

は、PrP 遺伝子上流部は、調べたすべての CpG 部位が非メチル化状態にあることが

示された。また、第Ｉ章のマウス各組織の結果に続いて、マウス由来株化培養細胞

においても CpG アイランドに位置する CpG 9 から CpG 40（図 3）は、非メチル化状

態にあることが観察され、PrP 遺伝子は典型的なハウスキーピング遺伝子であること

を再確認した。さらに、CpG 1 から CpG 8 は、第Ｉ章のマウス各組織の結果に加え
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細胞種ごとに様々なメチル化状態にあり、CpG アイランドに隣接するこの領域がメ

チル化可変領域であることを強く示唆した。 

 

Ⅱ-3-2）マウス由来株化培養細胞における CpG メチル化パターン 

 メチル化可変領域の示した CpG 部位のメチル化パターンを調べるために、それぞ

れの Bisulfite-PCR 産物のクローニングとシークエンス解析を行った（図 12 および図

17, A）。Neuro-2 および C-1300 では、クローニング後も CpG 1 から CpG 8 は非メチ

ル化状態であることが確認された（図 12, A および図 12, B）。WEHI-231 では、CpG 1

がメチル化されているパターンとすべてが非メチル化パターンの 2 種類がクローニ

ングされた（図 12, C）。HePa1-6 では、CpG 1 と CpG 4 がメチル化、パターン、CpG 

1 のみがメチル化、CpG 2 のみがメチル化の 3 種類が観察された（図 12, D）。RAW264.7

では、CpG 1 から CpG 4 までがメチル化、CpG 1 と 2 番目がメチル化、CpG 2 と CpG 

3 がメチル化、すべてが非メチル化状態の 4 種類が観察された（図 12, E）。P19C6 で

は、さらに様々なメチル化パターンを示す遺伝子がクローニングされた（図 17, A）。

以上のように、メチル化可変領域では、ランダムなメチル化が起こっているように

思われたが、それぞれの細胞において PrP 遺伝子上では、細胞特有のメチル化が可

変的に起こっていることが予想された。これらの細胞特有のメチル化パターンが PrP

遺伝子の発現に影響を与えている可能性がある。 

 

Ⅱ-3-3）マウス由来株化培養細胞における PrP 遺伝子発現解析 

株化培養細胞における CpG メチル化頻度と遺伝子発現の相関関係を調べるために、

各細胞株の PrP mRNA を定量的リアルタイム RT-PCR を用いて解析を行った（表 8

および図 13）。PrP 転写産物は、すべての細胞試料から検出され、細胞ごとに PrP 遺
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伝子発現が異なっていることが明らかとなった。Neuro-2a 細胞の PrP 遺伝子発現が

一番高く 9.3±2.6 であったが、大脳の発現（100）と比較すると約 10 分の 1 であっ

た。次に C-1300 において高く 7.3±2.2 であった。WEHI-231、HePa1-6、RAW264.7、

P19C6 細胞では、さらに低くそれぞれ 1.6±1.5、0.7±0.3、0.5±0.6、0.5±0.3 であっ

た。 

 

Ⅱ-3-4）PrP 遺伝子メチル化と遺伝子発現の相関性 

定量的リアルタイムRT-PCRの結果と個々のCpG部位のメチル化頻度に基づいて、

ピアソンの相関分析を行った結果、CpG 1 から CpG 4 においてメチル化と PrP 遺伝

子発現との間に有意な負の相関（r > −0.3 および P <0.05）を認めた（表 9）。しかし、

他の CpG 部位に他の CpG 部位においては、有意な相関関係は認められなかった。こ

れらの結果から、CpG 1 から CpG 4 のメチル化が PrP 遺伝子発現に影響しているこ

とが示唆された。 

 

Ⅱ-3-5）神経細胞分化に伴う PrP 遺伝子の発現上昇と CpG メチル化頻度の低下 

神経分化に伴う PrP 遺伝子の発現と CpG メチル化の変化を明らかにするために、

P19C6 細胞の神経細胞分化前後において調べた。P19C6 細胞は、多能性胚性癌腫細

胞である P19 細胞からサブクローニングされた細胞株であり、神経発生モデルとし

て使われている[Gao, X et al., 2001; Jones-Villeneuve, EM et al., 1982]。P19C6 細胞は、

Gao らの方法に従って神経細胞に分化させたところ、多数の神経様突起の伸長が認

められた（図 14, B）。神経分化後の細胞において、PrP 遺伝子の発現は、分化前と比

較して約 26 倍の発現上昇が認められた（図 15）。 

神経細胞分化後のメチル化状態を調べた結果、CpG 1 から CpG 8 までのすべての
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部位で分化前の細胞と比較して有意なメチル化低下（P < 0.01）が認められた（図 16）。

CpG 8 のメチル化は、分化後には非メチル化状態であることが観察された。それぞ

れ有意なメチル化の低下が認められた CpG において、分化前後でのメチル化頻度の

変化は、それぞれ CpG 1（70.9% から 61.2% に減少）、CpG 2（62.5% から 23.7%）、

CpG 3（50.2% から 18.8%）、CpG 5（22.2% から 9.6%）、CpG 6（12.1% から 8.1%）、

CpG 7（11.8% から 5.7%）、CpG 8（6.0% から 0%）に変化した。中でも CpG 2、CpG 

3、CpG 4、CpG 7 および CpG 8 は、50% 以上の減少が観察された。CpG 9 から CpG 

46 までは、分化後においても非メチル化状態のまま変化は認められなかった。 

P19C6 細胞の神経分化後のメチル化パターンに変化があるのかを調べるために、

神経分化後の Bisulfite-PCR 産物をクローニングし、シークエンス解析を行った（図

17, B）。分化後において、分化前では観察されなかった CpG 1 だけのメチル化遺伝子

が観察された。また、すべての CpG が非メチル化状態を示す遺伝子も観察され、分

化後のメチル化低下とメチル化パターン変化が起こっていることが明らかとなった。

これらの結果は、神経細胞分化に伴う細胞表現形の変化に PrP 遺伝子メチル化可変

領域の低下を伴い、それに伴って PrP 遺伝子の発現が上昇していることを示唆した。 

 

Ⅱ-3-6）DNA methyltransferase 阻害剤 RG108 による PrP 遺伝子の発現低下 

遺伝子脱メチル化と PrP 遺伝子発現の関係を調べるために、P19C6 細胞および

Neuro-2a 細胞を DNA methyltransferase（DNA メチル化転移酵素）阻害剤の一つであ

る RG108 で処理し、処理前後における PrP 遺伝子発現とメチル化の変化について解

析した（図 18 および図 19）。RG108 で 48 時間処理した細胞において、Neuro-2a 細

胞における PrP 遺伝子発現には有意な差を認めなかったが、P19C6 細胞においては

PrP 遺伝子発現が約 2.4 倍上昇した（図 18）。 
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RG108 処理後の P19C6 細胞におけるメチル化頻度を解析したところ、RG108 処理

前後において CpG 1、CpG 2、CpG 3、CpG 5、CpG 8 において有意なメチル化の低下

が観察された（図 19）。RG108 処理によるそれぞれの CpG 部位におけるメチル化頻

度の低下は、CpG 1（70.9% から 64.0% に減少）、CpG 2（62.5% から 55.8%）、CpG 

3（50.2% から 39.5%）、CpG 4（49.5% から 47.0%）、CpG 5（22.2%から 18.1%）、CpG 

8（6.0% から 3.8%）であった。CpG 9 から CpG 46 までのメチル化状態は、処理前

後において非メチル化状態に変化は認められなかった。また、処理前後で PrP 遺伝

子の発現に有意な違いを認めなかった Neuro-2a 細胞においては、CpG 1 から CpG 46

の非メチル化状態に変化は観察されなかった。以上の結果から、CpG 1、CpG 2、CpG 

3、CpG 5 および CpG 8 のメチル化の低下が PrP 遺伝子発現の上昇に関与していると

考えられた。 

本章におけるすべての結果から、CpG 1、CpG 2、CpG 3 のメチル化が PrP 遺伝子

の発現に関与している可能性があり、第Ⅰ章の結果と合わせて考えると、CpG 部位

の中でも CpG 2 のメチル化が PrP 遺伝子の発現への深い関与を示唆した。 
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Ⅱ-4 考察 

  

第Ⅰ章では、マウス各組織における PrP 遺伝子発現とメチル化状態を解析し、CpG 

1 から CpG 7 が組織特有な様々なメチル化状態にあり、これら CpG を含む領域がメ

チル化可変領域であることを提唱し、特に CpG 2（−567 bp）のメチル化が遺伝子発

現と負の相関関係にあることを明らかにした（表 6 および図 3）。組織は、様々な表

現形を持った細胞の集団から構成されていることから、本章では、マウス由来株化

培養細胞における PrP 遺伝子発現とメチル化状態を解析し、発現とメチル化の関係

を明らかにすることを目的とした。さらに、神経分化や DNA メチル化転移酵素阻害

剤の影響下における PrP 遺伝子の発現とメチル化の変化についても解析を行った。 

解析した領域には、PrP 遺伝子プロモーター、エクソン 1、イントロン 1 の上流域

の一部を含む−599 bp から+286 であり、合計 46 箇所の CpG 部位が含まれている（図

3）。PrP遺伝子エクソン 1およびプロモーター領域は、それぞれ+ 1 bpから+67 bp（CpG 

25 から CpG 33）および−62 bp から−6 bp（CpG 20 から CpG 24）である[Baybutt and 

Manson, 1997]。CpG アイランドは、−218 bp から+152 bp に存在し、32 箇所の CpG

（CpG 9 から CpG 40）部位を含む。ハウスキーピング遺伝子のプロモーター領域を

含む CpG アイランドは、ほとんどの組織や細胞で非メチル化状態である[Caiafa and 

Zampieri, 2005; Vinson and Chatterjee 2012]。このことは第Ⅰ章でも述べた。第Ⅰ章で

は調べたすべてのマウス組織において CpG アイランドが非メチル化状態にあること

を明らかにしたが、本章のマウス由来株化培養細胞を用いた研究においても、CpG

アイランドはすべての細胞株において非メチル化状態であり、PrP 遺伝子は典型的な

ハウスキーピング遺伝子の一つであることを株化培養細胞においても実証した（表 7

および図 11）。 
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近年、次世代シークエンサーの登場によって、マウス多能性胚性幹細胞や神経前

駆細胞におけるゲノム全体のメチル化状態の網羅的な研究が報告されている[Stadler 

at el., 2011]。メチロームと呼ばれるこれらの解析によって、細胞多能性や細胞表現形

に影響する遺伝子領域のメチル化状態が明らかにされつつある。これら多くの遺伝

子には、細胞表現形に関連した様々なメチル化状態を示す領域が明らかとなり、メ

チル化可変領域（differentially methylated region）と呼ばれるようになった。多能性胚

性幹細胞におけるメチル化可変領域は、ランダムに存在するのではなく遺伝子上に

限局して集中し、低メチル化状態（10 ~ 50%）であり、ゲノム CpG 全体の約 4% と

報告されている。さらに、多くの遺伝子のエンハンサー領域がメチル化可変領域に

存在することが明らかにされつつある[Jones, 2012; Rakyan at el., 2008; Stadler at el., 

2011]。PrP 遺伝子プロモーター上流部のエンハンサー領域については不明であるが、

本研究により、CpG アイランドに隣接した上流部−599 bp から−238 bp（CpG 1 から

CpG 8）の領域がメチル化可変領域であること（表 7 および図 11）、また、PrP 遺伝

子発現と負の相関関係にある CpG 部位を含んでいたことから（表 9）、PrP 遺伝子の

発現を細胞特有な状態にするエンハンサー領域を含んでいる可能性がある。 

第Ⅰ章のマウス各組織の解析では、CpG 2 が N ボックス配列（CACGAG）上に存

在し、すぐ下流に CTCF インシュレーターエレメント（CCCTC）が存在する

CACGAGATTGAGGG が、PrP 遺伝子発現調節に重要であろうことを述べたが、本章

の研究からは、CpG 1、CPG 2、CpG 3 のメチル化が PrP 遺伝子発現に影響すること

を示唆した（表 9、図 16 および図 19）。腫瘍細胞では異常な CpG メチル化がプロモ

ーターやエンハンサー領域に引き起こされることがある[Aran and Hellman, 2013; 

Jones, 2012; Ong and Corces, 2012]。株化培養細胞における PrP 遺伝子発現調節におい

て、どの CpG 部位が最も重要な役割を果たすのかをより正確に限局して定義するた
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めには、より多様な細胞株を解析する必要があるかもしれない。あるいは、PrP 遺伝

子エンハンサー領域を明らかにした上で、細胞種ごとに分類してメチル化調節と遺

伝子発現を解析していく必要があるかもしれない。 

本章では、P19C6 細胞の神経分化に伴って PrP 遺伝子発現が約 26 倍に上昇し、CpG

メチル化状態が可変することを明らかにした（図 15 および図 16）。P19C6 細胞は、

多能性マウス胚性癌細胞である P19 細胞よりサブクローニングされ、レチノイン酸

刺激により神経発生の in vitro モデル系として使用されている。[Gao et al., 2001; 

Jones-Villeneuve et al., 1982]。P19C6 細胞の神経分化後の遺伝子変動の報告では、神

経分化マーカーである MAP2 や β3 チューブリンが上昇し、胚性幹細胞マーカーであ

る Nanog や Oct4 遺伝子の減少が報告されている[Tabe et al., 2016]。PrP 遺伝子は、胚

発生の初期段階から発現し、細胞の多能性および神経発生に関係しているとする報

告がある[Lee and Baskakov, 2014; Miranda et al., 2011; Peralta et al., 2011; Shi et al., 

2016]。胚性幹細胞を用いた研究では、PrP 遺伝子は、神経分化に伴って Nanog 遺伝

子の発現が減少し、その減少と逆相関するように PrP 遺伝子発現は上昇する[Miranda 

et al., 2011]。本章で明らかにした神経細胞分化に伴う PrP 遺伝子発現上昇と CpG メ

チル化の減少は、神経分化における PrP 遺伝子発現調節機構の一端を明らかにした

成果であると考えられる。 

PrP 遺伝子 CpG 脱メチル化が及ぼす遺伝子発現への影響を明らかにするために、

本章では、DNA メチル化転移酵素阻害剤の一つである RG108 を用いて、PrP 遺伝子

発現への影響を調べた（図 18 および図 19）。P19C6 および Neuro-2a 細胞を RG108

で処理した結果、RG108 処理後に P19C6 細胞において PrP 遺伝子発現が約 2.4 倍の

増加を認めたが、Neuro-2a 細胞では PrP 遺伝子発現に影響を及ぼさなかった。P19C6 

細胞においては、CpG 1、CpG 2、CpG 3、CpG 5 および CpG 8 で有意な脱メチル化
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が起こっていた、一方、Neuro-2a 細胞は、処理後においても CpG 1 から CpG 46 の非

メチル化状態に変化はなく、CpG 脱メチル化の影響を受けないことが PrP 遺伝子発

現に変化を及ぼさなかったと考えられる。以上のことから、メチル化可変領域に含

まれる CpG の脱メチル化が、PrP 遺伝子上昇を引き起こしたと示唆された。Cabral AL

らは、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の一つである Trichostain A によって、ラッ

ト由来 PC-12 および C6 細胞を処理した結果、PrP 遺伝子の発現および PrP
C 産生を増

加させ、PrP 遺伝子発現調節はクロマチン構造に依存することを示した[Cabral et al., 

2002]。CpG メチル化とヒストン修飾とのクロストーク制御は遺伝子発現パターンの

決定に関与しているが、プロモーターおよびエンハンサー領域における DNA メチル

化制御機構はほとんど不明であるのが現状である[Calo and Wysocka, 2013; Cedar and 

Bergman 2009]。一般的に、エンハンサー/リプレッサー領域はプロモーターから様々

な距離に位置し、メチル化可変領域に存在する傾向にあるが、エンハンサー/リプレ

ッサーでの可変的な DNA メチル化制御は依然として解明が必要な分野である[Calo 

and Wysocka, 2013; Cedar and Bergman, 2009; Jones, 2012]。 

本章では、マウス由来株化培養細胞を用いて、PrP 遺伝子 CpG メチル化と PrP 遺

伝子発現のエピジェネティックな関係の一端を明らかにした。PrP 遺伝子調節領域に

おける DNA 結合転写因子およびヒストン修飾は依然として不明なままであるが、本

研究は、PrP 遺伝子のエピジェネティクスに関する新たな情報を提供し、PrP
C の生理

学的役割およびプリオン病の分子病態機構の解明に貢献すると考えられる。 
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Ⅱ-5 要約 

 

PrP 遺伝子発現制御機構の解明は、プリオン病の伝達や発症機構を理解する上で重

要である。 本章では、6 種類のマウス由来株化培養細胞を用いて PrP 遺伝子プロモ

ーター領域を含む CpG メチル化状態を明らかし、PrP 遺伝子プロモーター上流部に

は、メチル化可変領域が存在することを明らかにした。PrP 遺伝子発現と CpG 1（−599 

bp）から CpG 4（−326 bp）までのメチル化が負の相関関係にあることを示した。ま

た、神経細胞分化および DNA メチル化転移酵素阻害剤によってメチル化可変領域の

CpG メチル化の減少を引き起こし、このことが PrP 遺伝子発現上昇を引き起こすこ

とを示唆した。これらの知見は、神経分化において PrP 遺伝子発現調節に CpG メチ

ル化が関与していることを示唆し、発現制御機構の一端を解明したと考えられる。 
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Ⅱ-6 表 

 

 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9－46

Neuro-2a － － － － － － － － －

C-1300 － － － － － － － － －
WEHI-231 48.9±3.0 28.3±4.4 15.3±2.1 16.5±1.1 － － － － －

HePa1-6 61.4±2.6 78.9±3.2 41.7±4.5 35.8±5.2 － － － － －

RAW264.7 49.7±3.4 34.7±3.3 34.6±7.5 23.5±6.2 4.2±1.0 － － － －
P19C6 71.0±2.6 62.5±4.8 49.7±3.4 50.2±3.3 22.2±0.8 12.1±0.3 11.8±0.5 6.0±0.6 －

表 7　マウス由来株化培養細胞におけるPrP遺伝子メチル化頻度

Cell
 CpG position
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C57BL/6 マウス大脳における PrP 遺伝子発現量を 100 とし、相対発現量で示した。 

  

Cell line Gene Expresion 

Neuro-2a 9.3±2.6

C-1300 7.3±2.2

WEHI-231 1.6±1.5

HePa1-6 0.7±0.3

RAW264.7 0.5±0.6

P19C6 0.5±0.3

表 8 株化培養細胞におけるPrP遺伝子発現量
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Pearson’s r-values ≥ ± 0.3 および P-values ≤ 0.05 の場合に有意な相関関係があるとみな

す。 

有意な負の相関関係が認められた CpG 1、CpG 2、CpG 3 および CpG 4 の値を太字体

と斜体で示す。 

  

1 2 3 4 5 6 7 8

Pearson’s r -values -0.963 -0.837 -0.882 -0.848 -0.428 -0.354 -0.354 -0.354

P -value 0.002 0.038 0.020 0.033 0.398 0.491 0.491 0.491

表9 株化培養細胞におけるPrP遺伝子CpGメチル化と発現の相関関係

CpG position
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Ⅱ-7 図 

 

 

図 11 各マウス由来株化培養細胞における CpG メチル化頻度 

円グラフはそれぞれの CpG 部位にいけるメチル化状態を示し、8 回の解析から得ら

れたメチル化頻度（%）の平均値を黒で示した。CpG 10 から CpG 45 までは、非メ

チル化状態であり点線で示し省略した。それぞれの CpG 部位の塩基位置を上に数字

で−599 から+286 と示した。それぞれの CpG 距離を bp で下に示した。 
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図 12 各株化培養細胞における CpG メチル化パターン 

Bisulphite –PCR 産物のプラスミドへのクローニングを行い、それぞれ 5 個のプラス

ミドのシークエンス解析を行った。●および〇は、それぞれメチル化および非メチ

ル化状態を示す。上の数字は、メチル化頻度解析から得られた頻度（%）を示す。

CpG 9 から CpG 46 は、すべての試料で非メチル化状態であったので省略した。 

  



75 

 

      

図 13 各株化培養細胞における PrP 遺伝子発現 

大脳の PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 
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図 14 神経細胞分化前（A）後（B）における P19C6 細胞の位相差顕微鏡像 

スケールバー（100 µm） 
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図 15  P19C6 細胞神経分化前（P19C6）後（P19C6D）における PrP 遺伝子発現 

大脳の PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 
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図 16  P19C6 細胞神経分化前後における CpG メチル化状態の変化 

メチル化頻度データは、異なる 8回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 

＊は比較間において有意な差を認めた（P < 0.01）。 

% Decrease は、分化前と比較した分化後のメチル化減少割合。  
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図 17  P19C6 細胞における分化前（A）後（B）の CpG メチル化パターン変化 

Bisulphite –PCR 産物のプラスミドへのクローニングを行い、それぞれ 10 個のプラス

ミドのシークエンス解析を行った。●および〇は、それぞれメチル化および非メチ

ル化状態を示す。上の数字は、メチル化頻度解析から得られた頻度（%）を示す。

CpG 9 から CpG 46 は、すべての試料で非メチル化状態であったので省略した。 
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図 18  P19C6 および Neuro-2a 細胞における PrP 遺伝子発現に対する RG108 の効果 

RG108 未処理細胞（P19C6 および Nuro-2a）。 

RG108 処理細胞（P19C6+RG108 および Nuro-2a+RG108 ） 

大脳の PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 

＊は比較間において有意な差を認めた（P < 0.01）。 
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図 19  P19C6 における PrP 遺伝子 CpG メチル化に対する RG108 の効果 

メチル化頻度データは、異なる 8回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 

＊は比較間において有意な差を認めた（P < 0.01）。 

% Decrease は、分化前と比較した分化後のメチル化減少割合。 
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第Ⅲ章 

 

 

CCAAT エンハンサー結合蛋白質ファミリーが PrP 遺伝子発現

に及ぼす影響 
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Ⅲ-1 諸言 

 

ハムスター[Basler et al., 1986]、ヒト[Puckett et al., 1991]、マウス[Westaway et al., 

1994]、およびラット[Saeki et al., 1996a]の PrP 遺伝子エクソン 1 より上流は、GC 含

有量が高く、逆方向の CCAAT ボックス（ATTGG）が存在するが、TATA ボックスは

存在しない。一方で、ヒツジ[Westaway et al., 1994]およびウシ[Inoue et al., 1996]の PrP

遺伝子には、CCAAT ボックスも TATA ボックスも存在せず、GC 含有が高いことが

明らかとなっている。これら 5’非転写領域の解析では、強力なプロモーター活性を

有する領域の存在がラット[Saeki et al., 1996b]、ウシ[Inoue et al., 1997]、マウス[Baybutt 

and Manson, 1997]およびヒト[Mahal et al., 2001]で示され、約 80 ~ 150bp の配列がプロ

モーター活性には重要である。また。ラット、マウスおよびヒトでは、転写開始点

から約 80 bp 以内に存在する CCAAT ボックス（ATTGG）と Sp1 結合が予想される

配列（CCCGCC）を含む領域がプロモーター活性に重要であることが示唆されてい

る。  

CCAAT ボックスは、CAAT ボックスまたは CAT ボックスとも呼ばれ、プロモータ

ー領域に存在する CCAAT ボックスには、RNA polymerase IIが作用し 60 bp から 80 bp

下流から転写が始まることが知られている[Dolfini et al., 2009]。また、真核生物、特

に後生動物（metazoa）では、プロモーター領域の CCAAT ボックスに直接結合する

CCAAT binding factor（または nuclear factor Y）は、高度に保存され RNA polymerase II

による転写を助けている。 

Moloney murine sarcoma virus long terminal repeat や herpesvirus thymidine kinase 遺伝

子の転写に関わる CCAAT ボックスの研究から、CCAAT ボックスに選択的に作用す

る蛋白質が単離され、後に CCAAT/enhancer-binding protein（C/EBP）と呼ばれる転写
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エンハンサーがラット肝臓の核抽出物から発見された [Barbara et at., 1986; 

Landschulz et al., 1988]。エンハンサーが結合する遺伝子領域は、RNA polymerase II

が転写を開始する場所から離れて存在し、転写をポジティブに調節している。現在

では、6 種類の C/EBP が発見され、ファミリーを形成し CCAAT /エンハンサー結合

蛋白質ファミリー（CCAAT/enhancer-binding proteins 以下 C/EBPs）と呼ばれている

[Ramji and Foka, 2002]。C/EBPs 転写調節因子は、細胞の分化や種々な組織の機能に

とって重要な転写因子ファミリーを構成し、ギリシャ文字で指定された 6 つのアイ

ソフォームで構成され、それぞれ C/EBPα、C/EBPβ、C/EBPγ、C/EBPδ、C/EBPε およ

び C/EBPζ が発見年代順に登録されている[Cao et al., 1991]。C/EBPs は、2 量体を形

成し、DNA 結合に関与する C 末端側の basic-leucine zipper ドメインがファミリー間

で高度に保存されている[Ramji and Foka, 2002]。C/EBPs が結合する共通塩基配列（コ

ンセンサスシークエンス）は、(A/G)TTGCG(C/T)AA(C/T)として報告され、ATTGC

パリンドロームまたは、パリンドローム様の配列形式をとっている[Osada et al., 

1996]。しかしながら、C/EBPs と PrP 遺伝子発現との関係については不明なままであ

る。 

そこで、本章では、C/EBPs 転写因子と PrP 遺伝子発現との関係について明らかに

することを目的とし、マウス由来株化培養細胞における C/EBPs 遺伝子発現を調べ、

PrP 遺伝子発現との関連性を調べるとともに、発現ベクターを用いて C/EBPs 転写因

子を強制発現させ、PrP 遺伝子発現変動について解析を行った。 
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Ⅲ-2 材料および方法 

 

Ⅲ-2-1）マウス由来株化培養細胞 

Neuro-2a 細胞、C-1300 細胞、WEHI-231 細胞、HePa1-6 細胞、RAW264.7 細胞、P19C6

細胞は、第Ⅱ章の材料および方法のⅡ-2-1）に従って培養維持した。STO 細胞（SIM

マウス由来線維芽細胞）、は理化学研究所バイオリソースセンターから購入した。

NMuLi 細胞（マウス由来肝癌細胞）は、大阪大学・松浦善治先生から分与された。

X63Ag8.653 細胞（BALB/c マウス由来骨髄腫細胞）は、日生研の竹山夏実先生から

分与された。STO 細胞の継代培養には、10% FBS および 0.1 mM, NEAA（100 × MEM 

Non-Essential Amino Acids, Thermo Fisher Scientific）添加 DMEM（Nacalai）を用いた、

NMuLi 細胞の継代培養には 10% FBS 添加 DMEM を用いた、X63Ag8.653 細胞の継代

培養には、10% FBS 添加 RPMI1640 を用いた、すべての細胞は、5% CO2 下 37°C で

培養を行った。 

 

Ⅲ-2-2）細胞からの全 RNA の調製 

 100 mm dish に培養した細胞を第Ⅰ章Ⅰ-2-8）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅲ-2-3）RT-PCR による C/EBPs cDNA の調製 

肝臓から得た全 RNA を用いて、RT-PCR により、C/EBPα、C/EBPβ、C/EBPγ、C/EBPε、

C/EBPδ および C/EBPζ の全翻訳領域を増幅した。全 RNA 1 μg と 10 pmol の Oligo 

dT15（Promega）プライマーを含む H2O にて全量を 10 μl とし、65°C 5 分間加温後、

RT-PCR（TOYOBO, Osaka, Japan）の反応混合液（5 × buffer 4 μl、10 mM dNTP mixture 

4 μl、RNase Inhibitor 0.5 μl、RTace 1.5 μl）を加え、42°C 60 分間、95°C 5 間処理した。
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逆転写反応後、1 μl をとり、Taq ポリメラーゼ（5 U/µl） 0.25 µl、10 × Buffer 5 µl、

2.5mM dNTP Mixture 4 µl、各 10 μM プライマー0.5 µl を混合し、滅菌超純水で全量

を 50 µl とした。PCR 反応条件は、94°C・10 sec、55°C・30 sec、72°C・1min 30 sec、

30 サイクルとした。ただし、C/EBPζ のみ伸長時間を 3min 30 sec とした。用いたプ

ライマーを表 10 に示す。プライマーの両側に Eco RI 制限酵素サイトを導入し、5 末

端に Kozak 配列を組み込んだ。ただし、C/EBPζ のみ Sal I 制限酵素サイトを導入し

た。PCR 終了後、PCR 産物 50 µl を 1.0% アガロースゲル（Lonza Japan）にて電気泳

動後、ゲルをエチジウムブロミドで染色し、増幅した DNA 断片を確認し、目的のサ

イズの PCR 産物をゲルから精製した。 

 

Ⅲ-2-4）ゲルからの DNA 調整 

PCR 産物のゲルからの精製は、第Ⅰ章Ⅰ-2-5）に記述の方法に従って行った。 

 

Ⅲ-2-5）6 種類の C/EBPs PCR 産物のプラスミドベクターへの組み込みおよび大腸菌

の形質転換 

PCR 産物の T-vector への組み込みおよび大腸菌の形質転換は、第Ⅱ章Ⅱ-2-13）に

記述の方法に従って行った。 

 

Ⅲ-2-6）遺伝子クローニングのチェック 

プラスミドベクターに組み込まれた目的遺伝子のチェックは、第Ⅱ章Ⅱ-2-14）に

記述の方法に従って行った。 

 

Ⅲ-2-7）シークエンス解析用のプラスミド DNA の精製 
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シークエンス解析用のプラスミド DNA の精製は、第Ⅱ章Ⅱ-2-15）に記述の方法

に従って行った。 

 

Ⅲ-2-8）プラスミドのシークエンス解析 

プラスミド DNA（100 ~ 120 ng/μl）をテンプレートとし、プライマーは M13f、M13r

（3.2 pmol/μl）を使用した。シークエンス解析は、Ⅰ-2-6）の記述に従って行った。 

 

Ⅲ-2-9）6 種類の C/EBPs の哺乳類細胞発現ベクターの作製 

 上記により得た cDNA を制限酵素（Eco RI または Sal I）にてプラスミドから切り

出し、ゲル精製を行い、発現ベクターpIRES2-EGFP（BD biosciences, Tokyo, Japan）

に組み込んだ。C/EBPζ 以外は Eco RI（Wako, Osaka, Japan）サイトに組み込み、C/EBPζ

は、Xho I（Wako）サイトに組み込んだ。目的の cDNA を持った発現ベクターをシー

クエンス解析により確認した。シークエンス解析は、プラスミド DNA（100 ~ 120 ng/µl）

を テ ン プ レ ー ト と し 、 プ ラ イ マ ー は pIRES2-EGFP_P5’

（ 5’-GTAGGCGTGTACGGTGGGAG-3’ ） 、 pIRES2-EGFP_P3’

（5’-AACGCACACCGGCCTTATTC-3’）（3.2 pmol/µl）を使用した。 

 

Ⅲ-2-10）6 種類の C/EBPs 過発現細胞の作製 

 培養細胞への遺伝子導入は Polyethylenimine （PEI, Polysciences, Illinois, USA）を

利用した。まず、4 × 10
5 細胞の Neuro-2a および P19C6 細胞を 100 mm dish にて、12

時間培養した。Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific）200 μl に各発現ベクター5 µg、

PEI 15 µg の混合液を作製し、15 分間静置した。次に細胞の培養液を取り除き、新た

に FBS を含まない培養液を 10 ml 加え、上記の混合液を加えて 37°C で 6 時間培養し
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た。その後、培養液を取り除き、新たに FBS を含む培養液を加え、24 時間培養を行

った。その後、蛍光顕微鏡にて細胞の EGFP 蛍光を確認した後、500 µg/ml 濃度の

G418 が入った培養液を入れ 37°C で培養した。48 時間ごとに培養液の交換を行い、

G418 抵抗性の細胞を得た。 

 

Ⅲ-2-12）リアルタイム RT-PCR 

表 11 に示すプライマーを用いて C/EBPα、C/EBPβ、C/EBPγ、C/EBPδ、C/EBPε、

C/EBPζ、HES-1 および CTCF 遺伝子の発現定量を行った。リアルタイム RT-PCR は、

第ⅠのⅠ-2-9）に記述の方法に従って行った。 
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Ⅲ-3 結果 

 

Ⅲ-3-1）マウス由来株化培養細胞における PrP 遺伝子の発現解析 

 第Ⅱ章で調べた 6 種類のマウス由来株化培養細胞（Neuro-2a、C-1300、WEHI-231、

HePa1-6、RAW264.7 および P19C6）に加えて（図 13 および図 15）、STO 細胞、NMuLi

細胞および X63Ag8.653 細胞における PrP 遺伝子発現量を調べた（図 20）。大脳にお

ける PrP 遺伝子発現量を 100 とした相対的発現量としてそれぞれの細胞株における

PrP 遺伝子発現を示した。調べた細胞の中で、神経分化誘導後の P19C6 細胞（P19C6D）

で PrP 遺伝子発現が一番高く 12.8±1.6 であった。次に Neuro-2a 細胞の 9.3±2.6、

C-1300 細胞の 7.3±2.2 であった。STO 細胞および NMuLi 細胞では、それぞれ 5.5±

2.0 および 5.0±1.9 であり、WEHI-231 細胞の 1.6±1.5 よりは高かった。X63Ag8.653

細胞では、1.0±0.6 であり、HePa1-6、RAW264.7、P19C6 細胞では、さらに低くそれ

ぞれ 0.7±0.3、0.5±0.6、0.5±0.3 であった。以上のように PrP 遺伝子の発現は、調

べたすべての細胞株において認められたが、組織の中で最も高い発現を示した大脳

よりはいずれも細胞株においても発現は低く、また、細胞株固有な発現レベルにあ

ると考えられた。 

 

Ⅲ-3-2) マウス大脳における C/EBPs、HES-1 および CTCF 遺伝子の発現解析 

マウス大脳における目的の転写因子遺伝子の発現量と PrP 遺伝子発現量の関係を知

るため、定量的リアルタイム RT-PCR を用いて解析を行った（図 21）。大脳における

PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合、C/EBPα ~ ζ、HES-1 および CTCF 遺伝子の発現

はそれぞれ 112±43.8、85.6±54.6、118±25.7、97±43.7、63.5±50.5、63.5±44.6、
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6.5±3.2 および 108.9±42.4 であった。HES-1 遺伝子発現量は、ほかの遺伝子発現量

と比較すると有意に低い発現レベルであった。 

 

Ⅲ-3-3）マウス由来株化培養細胞における C/EBPs 遺伝子の発現解析 

9 種のマウス由来株化培養細胞および P19C6 細胞については神経分化処理前後の

細胞から全 RNA を調製し、定量的リアルタイム RT-PCR を用いて、C/EBPα ~ ζ の

mRNA 量の定量を行った（図 22）。マウス大脳における目的の遺伝子発現量を 100

として、それぞれの遺伝子発現量を相対的数値として表した。 

C/EBPα 転写産物は、細胞ごとに量が異なり、RAW264.7 細胞において発現が最も

高く 250.4±188.4 であった（図 22, A）。次に WEHI-231 細胞において高く 145.9±75.2

であった。C-1300、STO、NMuLi、X63Ag8.653、HePa1-6 および P19C6 細胞では、

それぞれ 10.1±4.2、35.3±9.1、6.1±1.2、3.5±2.1、81.9±21.1 および 18.3±6.0 であ

った。Neuro-2a 細胞では検出限界以下であった。P19C6 細胞においては神経分化後

に発現上昇が認められ（P19C6D）、約 3.2 倍となった（57.58±9.5）。 

C/EBPβ 転写産物量は、細胞ごとに量が異なり、WEHI-231 細胞において最も高く

1401.7±757.4 であった（図 22, B）。次に NMuLi 細胞で 1123.3±716.1 であった。

Neuro-2a、STO、X63Ag8.653、HePa1-6、RAW264.7 および P19C6 細胞では、それぞ

れ 743.4±260.2、297.9±36.8、212.3±118.4、245.5±67.1、618.5±660.9 および 90.3

±31.2 であった。C-1300 細胞では検出限界以下であった。P19C6 細胞においては神

経分化後に発現上昇が認められ（P19C6D）、約 3.1 倍となった（280.6±63.4）。 

C/EBPγ 転写産物は、すべての細胞試料から検出され、C-1300 細胞において最も高

く 173.5±46.5 であった（図 22, C）。次に Neuro-2a 細胞で 122.9±76.7 であった。STO、

NMuLi、WEHI-231、X63Ag8.653、RAW264.7、P19C6 細胞では、それぞれ 104.4±33.8、
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72.3±8.0、97.8±29.2、58.0±3.9、81.6±70.0 および 50.2±22.4 であった。HePa1-6

細胞が最も低く 44.4±9.9 であった。P19C6 細胞においては神経分化後に発現上昇が

認められ（P19C6D）、約 3.1 倍となった（155.3±17.4）。 

C/EBPδ 転写産物は、細胞ごとに量が異なり、WEHI-231 細胞において最も高く 1040

±651.5 であった（図 22, D）。次に NMuLi 細胞で 433.2±116.9 であった。Neuro-2a、

C-1300、STO、HePa1-6、RAW264.7 および P19C6 細胞では、それぞれ 112.1±50.3、

45.9±19.3、230.5±112.9、56.1±29.4、335.8±279.1 および 126.8±61.9 であった。

X63Ag8.653 細胞では、最も低く 1.7±0.7 であった。P19C6 細胞においては神経分化

前後において有意な差は認められなかった（P19C6D）（50.49±16.4）(p > 0.05)。 

C/EBPε 転写産物は、細胞ごとに量が異なり、C-1300 細胞において最も高く 1399.1

±398.5 であった（図 22, E）。次に RAW264.7 細胞で 903.8±576.3 であった。Neuro-2a、

STO、NMuLi、WEHI-231、X63Ag8.653 および P19C6 細胞では、それぞれ 29.6±27.1、

68.7±87.1、25.9±26.3、521.9±151.9、419.2±102.5、429.4±154.3 であった。HePa1-6

細胞では、最も低く 21.9±24.7 であった。P19C6 細胞においては神経分化後に著し

い発現の低下が認められ、約 97% 減少した（P19C6D）（12.1±5.0）。 

C/EBPζ 転写産物は、すべての細胞試料から検出され、RAW264.7 細胞において最

も高く 333.0±172.3 であった（図 22, F）。次に X63Ag8.653 細胞で 231.6±91.5 であ

った。Neuro-2a、C-1300、STO、NMuLi、HePa1-6 および P19C6 細胞では、それぞれ

163.2±25.9、198.4±79.4、171.3±46.8、119.0±37.5、118.1±46.2、180.6±98.6 であ

った。WEHI-231 細胞では、最も低く 97.6±39.9 であった。P19C6 細胞においては神

経分化前後において有意な差は認められなかった（P19C6D）（219.1±16.3）(P > 0.05)。 

 

Ⅲ-3-4）マウス由来株化培養細胞における HES-1 および CTCF 遺伝子発現解析 
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第Ⅰ章と第Ⅱ章では、CpG 2 のメチル化が PrP 遺伝子発現に負の相関関係にあり、

CpG 2 サイトが N-box 上に存在し、すぐ下流 CTCF 結合配列が存在することを述べ

た。そこで、N-box に結合が予想される HES-1 と CTCF の遺伝子発現と PrP 遺伝子

発現の関係を知るために、マウス由来株化培養細胞株および細胞神経分化後の

P19C6 細胞（P19C6D）における HES-1 および CTCF 遺伝子発現量を定量的リアルタ

イム RT-PCR を用いて解析を行った（図 23）。 

HES-1 転写産物は、マウス大脳での発現量を 100 として相対的発現量として表し

た（図 23, A）。HePa1-6 細胞において一番高く 431.7±161.7 であった。次に P19C6

細胞の 315.6±168.9 であった。C-1300、STO、NMuLi および X63Ag8.653 細胞では、

それぞれ 18.6±6.4、61.4±22.5、214.4±82.1、76.2±28.6 であった。Neuro-2a および

RAW264.7 細胞では、他の細胞と比較して著しく低く、それぞれ 0.4±0.1 および 0.02

±0.007 であった。WEHI-231 細胞では検出限界以下であった。神経分化前後の P19C6

細胞において有意な差は認められなかった。  

CTCF 転写産物は、マウス大脳での発現量を 100 として相対的発現量として表した

（図 23, B）。Neuro-2a 細胞が一番高く 92.9±26.7 であった。次に C-1300 細胞におい

て高く 76.4±24.2 であった。STO、NMuLi、WEHI-231、X63Ag8.653、HePa1-6 およ

び P19C6 細胞では、それぞれ 21.4±10.6、51.6±10.7、52.3±18.4、55.3±33.2、57.9

±7.3、71.6±19.8 であった。RAW264.7 細胞において最も低く 19.4±5.9 であった。

CTCF 転写産物は、すべての細胞において確認された。神経分化前後の P19C6 細胞

において有意な差は認められなかった。  

 

Ⅲ-3-5）PrP 遺伝子と C/EBPs、HES-1 および CTCF の遺伝子発現の相関関係 

 図 20、図 22および図 23において示した PrP遺伝子の発現とC/EBPファミリー、
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HES-1 および CTCF の遺伝子発現の結果に基づいて、ピアソンの相関分析を行った

（表 12）。表 12 に示すように、C/EBPγ 遺伝子発現と PrP 遺伝子発現との間に有意な

正の相関（r > 0.3 および P <0.05）を認めた。しかし、PrP 遺伝子発現と他の遺伝子

発現との間には、有意な相関関係は認められなかった。以上のことから、調べた株

化培養細胞においてC/EBPγ遺伝子発現がPrP遺伝子発現に正の影響を及ぼしている

ことが示唆された。 

 

Ⅲ-3-6）P19C6 細胞および Neuro-2a 細胞における C/EBPs 過剰発現が PrP 遺伝子発

現に及ぼす影響 

 Ⅲ-3-5 の結果を受けて、どの C/EBPs が PrP 遺伝子発現に影響があるのかを調べる

ために、P19C6 細胞および Neuro-2a 細胞に C/EBPα ~ ζ をそれぞれ過発現させた細胞

を作製し、PrP 遺伝子発現変化を調べた。C/EBPα ~ ζ 発現ベクターおよび発現ベクタ

ー作製に用いたインサートを含まない pIRES2-EGFP ベクターをそれぞれの細胞に遺

伝子導入し、24 時間後に G418 を用いて選択培養を行った。選択培養後 14 日目に

GFP の共発現を確認した（図 24）。選択後のそれぞれの細胞から全 RNA を調製し、

定量的リアルタイム RT-PCR を用いて、PrP mRNA の定量を行った（図 25）。大脳に

おける PrP 遺伝子発現量を 100 とした相対的発現量としてそれぞれの細胞株におけ

る PrP 遺伝子発現を示した。 

P19C6 細胞において、C/EBPα ~ ζ を過発現および空ベクター（Vector）である

pIRES2-EGF 導入細胞における PrP 遺伝子発現は、それぞれ C/EBPα（1.6±0.5）、

C/EBPβ（1.2±0.4）、C/EBPγ（4.1±0.7）、C/EBPδ（2.7±0.3）、C/EBPε（1.3±0.3）、

C/EBPζ（3.7±0.3）および Vector（2.6±0.3）であった（図 25, A）。有意差検定の結
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果、空ベクターと比較すると C/EBPα、C/EBPβ および C/EBPε において有意な低下が

認められ、C/EBPγ および C/EBPζ において有意な上昇が認められた。 

Neuro-2a 細胞において、C/EBPα ~ ζ を過発現および空ベクター（Vector）である

pIRES2-EGF 導入細胞における PrP 遺伝子発現は、それぞれ C/EBPα（8.9±6.5）、

C/EBPβ（8.9±2.5）、C/EBPγ（24.6±1.6）、C/EBPδ（11.6±2.4）、C/EBPε（14.1±6.2）、

C/EBPζ（21.2±5.1）および Vector（13.4±2.0）であった（図 25, B）。有意差検定の

結果、空ベクターと比較すると C/EBPγ においてのみ有意な上昇が認められた。 

以上のことから、表 12 において PrP 遺伝子発現と正の相関性が認められた C/EBPγ

の過発現は、P19C6 細胞および Neuro-2a 細胞において PrP 遺伝子発現を上昇させ、

PrP 遺伝子発現へ正の関与が強く示唆された。一方で P19C6 細胞において、C/EBPζ

の過発現は PrP 遺伝子を上昇させ、C/EBPα、C/EBPβ および C/EBPε 過発現によって

PrP 遺伝子発現の低下が認められたことから、さらなる研究が必要と考えられる。 
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Ⅲ-4 考察 

  

マウス PrP 遺伝子プロモーター解析によると、転写開始点から約 80 bp 上流に存在

する CCAAT の相補配列（ATTGG）がプロモーター活性に重要であると報告されて

いる[Baybutt and Manson, 1997]。しかしながら、PrP 遺伝子発現に影響を及ぼすエン

ハンサー因子については不明なままである。そこで、本章では、CCAAT 転写複合体

への調節因子として知られている C/EBP ファミリーと PrP 遺伝子発現影響について

解析を行った。また、第Ｉ章で PrP 遺伝子発現と遺伝子メチル化の解析において負

の関係が示唆された N-box 配列（CACGAG）および CCCTC 配列（GAGGG）に結合

が予想される転写調節因子である HES-1 および CTCF についても解析を行った。 

マウス由来株化培養細胞における PrP 遺伝子発現と C/EBPs 遺伝子、HES-1 遺伝子

および CTCF 遺伝子発現との相関性を調べたところ、C/EBPγ 遺伝子の発現が PrP 遺

伝子発現と正の相関関係にあることが明らかとなった（表 12）。C/EBPs 転写調節因

子と PrP 遺伝子発現との関係をさらに明らかにするために、C/EBPs の過発現が PrP

遺伝子の発現にどのように影響を及ぼすのかを調べた（図 25）。P19C6 細胞において、

C/EBPα ~ ζ 発現ベクターおよび空ベクターの導入を行ったところ、空ベクターとの

比較において C/EBPα、C/EBPβ および C/EBPε において PrP 遺伝子発現の有意な低下

が認められ、C/EBPγ および C/EBPζ において有意な上昇を認めた（図 25, A）。また、

Neuro-2a 細胞において、C/EBPγ においてのみ PrP 遺伝子発現の有意な上昇が認めら

れた。以上のことから、C/EBPγ の過発現は、両細胞において PrP 遺伝子の発現上昇

を引き起こすことが示された。P19C6 細胞は、多能性胚性癌腫細胞である P19 細胞

からサブクローニングされた細胞株であり、神経発生モデルとして使われている

[Gao et al., 2001; Jones-Villeneuve et al., 1982]。C/EBPs は、神経細胞、アストロ細胞や
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ミクログリア細胞の発生や分化に深く関わっている転写調節因子である

[Pulido-Salgado et al., 2015]。また、PrP 遺伝子は、胚発生の初期段階から発現し、細

胞の多能性および神経発生と関係している[Lee and Baskakov, 2014; Miranda et al., 

2011; Peralta et al., 2011; Shi et al., 2016]。P19C6 細胞において、C/EBPγ 過発現以外の

C/EBPα、C/EBPβ、C/EBPε、C/EBPζ 過発現においても発現の低下や上昇が認められ

たが、これら C/EBPs の過発現によって P19C6 細胞が持つ多能性へ影響を及ぼし、

結果として PrP 遺伝子発現に影響を及ぼしたのかもしれない。また、C/EBPγ が、様々

は細胞種において共通して PrP 遺伝子発現上昇を引き起こすのかを明らかにしてい

く必要がある。 

C/EBPγ は、組織において普遍的に発現する転写因子であり、免疫グロブリン重

鎖遺伝子プロモーターおよびエンハンサー中のシス調節部位に対する親和性によっ

て最初に同定された分子である[Roman et al., 1990]。C/EBPγ は、構造的に DNA 結合

およびホモ/ヘテロ二量体化に必要とされるロイシンジッパードメインおよび塩基性

領域は保持しているが、他の C/EBPs とは異なりトランス活性化ドメインがないこと

を特徴としている[Cooper et al., 1995; Thomassin et al., 1992]。このことから、C/EBPγ

単独ではトランス活性化がなく、他の C/EBPs に対して優勢阻害（dominant negative）

分子として見なされてきた [Cooper, C et al., 1995; Parkin, SE et al., 2002]。一方で、

C/EBPβ の活性を増強する因子としての報告もある[Gao et al., 2002]。C/EBPγ ノック

アウトマウスは、出生後 48 時間以内に高い死亡率を示し、ナチュラルキラー細胞の

機能的成熟に重要な役割を果たすことが示されている[Kaisho et al., 1999]。中枢神経

における C/EBPγ の役割は不明な点が多いが、神経炎症における炎症促進因子である

C/EBPβ のリプレッサーとしての役割が示唆され、神経損傷によっての発現上昇が認

められている[Lopez de Heredia and Magoulas, 2013]。しかしながら、プリオン病を含
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む他の神経変性疾患と C/EBPγ の関係は不明なままである。 

神経変性疾患と C/EBPs の関係についていくつかの報告がある。C/EBPα は、ミク

ログリア細胞増殖反応の調節因子として、変異型 CJD やアルツハイマー病の疾患進

行への関与が示唆されている[Gomez-Nicola et al., 2013]。C/EBPβ は、細胞増殖、分化

および生存のような多様な中枢神経系機能に関与している[Peña-Altamira et al., 2014]。 

アルツハイマー病、多発性硬化症などの特定の病理への関与が示唆されている[Carro 

et al., 2010; Strohmeyer et al., 2014]。C/EBPδ は、細胞分化や免疫応答に広く機能する

ことが知られている[Cardinaux and Magistretti, 1996; Wu et al., 1996; Zannetti et al., 

2010]。また、長期記憶の強化において役割を持ち、グリア細胞のグリコーゲン代謝

関連酵素の発現を調節への関与が示唆されている[Arguello et al., 2013; Cardinaux and 

Magistretti, 1996]。一方で、C /EBPδ の欠損は、プリオン病やアルツハイマーモデル

マウスに明確な臨床症状への影響を示さないが、アミロイド β プラークを有意に増

加させる[Lutzenberger et al., 2015]。しかしながら、C/EBPγ、C/EBPε および C/EBPζ

と神経変性疾患への関与は不明なままである。 

本章の研究において、マウス由来株化培養細胞における PrP 遺伝子発現と C/EBPγ

遺伝子発現が正の相関関係にあることを明らかにした。また、C/EBPγ の過発現が

P19C6 細胞および Neuro-2a 細胞の両方において、PrP 遺伝子の発現上昇を引き起こ

した。C/EBPs が結合する共通塩基配列は、(A/G)TTGCG(C/T)AA (C/T)として報告さ

れ、ATTGC パリンドロームまたは、パリンドローム様の配列形式をとっていること

が知られている[Osada et al., 1996]。興味深いことに、ATTGC 配列を検索したところ、

第Ⅰ章において注目した N-box および CCCTC 配列に続く、すぐ下流に ATTGC が存

在することが明らかとなった（図 26）。また、この領域は T を境としたパリンドロ

ーム構造をとっていることも明らかとなった。今後、これらの配列に実際にどのよ



98 

 

うな転写調節因子が結合するのかを明らかにする研究が必要とされるが、本研究に

おいて、PrP 遺伝子発現調節に重要な役割を果たす遺伝子領域が明らかとなった可能

性がある。 
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Ⅲ-5 要約 

 

PrP 遺伝子のプロモーター領域は、GC 配列に富み CCAAT-box とそれに続く SP1

結合領域が転写活性に重要であることが報告されている。第ⅠおよびⅡ章の研究結

果からメチル化可変領域（−599 bp ~ −238 bp）、特に N-box が位置する CpG 2（−576 

bp）のメチル化が PrP 遺伝子発現に負の影響を及ぼしていることを示した。本章の

研究では、マウス由来株化培養細胞を用いて、CCAAT 配列に影響を及ぼすと予想さ

れるC/EBPsの遺伝子発現と PrP遺伝子発現の関係を明らかにすることを目的とした。 

培養細胞における PrP 遺伝子発現と C/EBPs 遺伝子発現を解析したところ、C/EBPγ

遺伝子の発現に正の相関関係にあることを認めた。そこで、C/EBPs の過発現細胞系

を P19C6 細胞および Neuro-2a 細胞において構築し、どの C/EBPs が PrP 遺伝子発現

に影響を及ぼすのかを解析した。その結果、両細胞において、C/EBPγ の過発現が PrP

遺伝子の発現上昇を引き起こすことが観察された。興味深いことに、CpG 2（−576 bp）

が位置するすぐ下流にはインシュレーター配列である CCCTC 配列が存在し、さらに

すぐ下流には、C/EBPs 結合共通配列様の ATTGC を含むパリンドローム構造が認め

られた。今後、これらの配列に実際にどのような転写調節因子が結合するのかを明

らかにする研究が必要とされるが、PrP 遺伝子発現調節に重要な役割を果たす遺伝子

領域が明らかとなった可能性がある。 
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Ⅲ-6 表 

 

 

  

C/EBPα-F 5’-CGGAATTCGCCACCATGGAGTCGGCCGACTTCTAC -3’ 

C/EBPα-R 5’-CAGAATTCACGCGCAGTTGCCCATGGCCT-3’

C/EBPβ-F 5’-CGGAATTCGCCACCATGCACCGCCTGCTGGCCTG-3’ 

C/EBPβ-R 5’-ATGAATTCTAGCAGTGGCCCGCCGAGGCCA-3’ 

C/EBPγ-F 5’-CGGAATTCGCCACCATGAGCAAGCTGTCGCAGCCA -3’ 

C/EBPγ-R 5’-ATGAATTCTACTGCCCTGGGTTATCAGAATTTG-3’ 

C/EBPδ-F 5’-CGGAATTCGCCGCCATGAGCGCCGCGCTTTTCAGC-3’ 

C/EBPδ-R 5’-TTGAATTCTTACCGGCAGTCGGCGCCGGTG-3’

C/EBPε-F 5’-CGGAATTCGCCGCCATGTCCCACGGGACCTACTAT-3’ 

C/EBPε-R 5’-GAGAATTCAGCTGCAGCCCCCGACACCCTTGA-3’ 

C/EBPζ-F 5’-CGGTCGACGCCGCCATGTCGGCCGACCAGGAACCT-3’ 

C/EBPζ-R 5’-CTGTCGACTCACTTCCTCTGCCGTTTGGGTTTC-3’  

NM_007679

BC108954

表10 発現ベクター作製用PCRプライマー

Sequence

C/EBPζ 3159bp

C/EBPγ 453bp

C/EBPδ 807bp

C/EBPε 846bp

Sequence ID

NM_001024806

NM_007678

NM_009883

NM_009884

Gene symbol Size of product

C/EBPα 1080bp

C/EBPβ 891bp

Primer name
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Gene symbol Primer name Size of product Sequence Sequence ID Reference

CCAAT-α-F 5’- CAAGAACAGCAACGAGTACCG-3’

CCAAT-α-R 5’-GTCACTGGTCAACTCCAGCAC-3’

CCAAT-β-F 5’- GTTTCGGGACTTGATGCAAT-3’

CCAAT-β-R 5’-CCCGCAGGAACATCTTTAAGT-3’

CCAAT-γ-F 5’- GAGAATGAACGGTTGGAAGC-3’

CCAAT-γ-R 5’-TGTAGTTTCCGTGCTGATGG-3’

CCAAT-δ-F 5’- ATCGACTTCAGCGCCTACAT-3’

CCAAT-δ-R 5’-GCTTTGTGGTTGCTGTTGAA-3’

CCAAT-ε-F 5’- CGCATTATGGAGACTCAGCA-3’

CCAAT-ε-R 5’-GCGCAGAGTGTCTAGCTCCT-3’

CCAAT-ζ-F 5’- AATCCAGGATGATGCTGTCC-3’

CCAAT-ζ-R 5’-TGTCTGGCAGAAGGTCTGTG-3’

HES-1-F 5’- TGCCAGCTGATATAATGGAGAA-3’

HES-1-R 5’-CCATGATAGGCTTTGATGACTTT-3’

CTCF-F 5’- AGAGACCACACAAATGCCATC-3’

CTCF-R 5’-GCACTTGTGAGGACGAGTACC-3’

 表11. リアルタイム RT-PCRに使用したプライマー

this study

this study

-

-

-

-

-

-

Ctcf 101bp

C/EBPε 102bp

C/EBPζ 140bp

Miyano, Y et al., 2014

Miyano, Y et al., 2014

Miyano, Y et al., 2014

Hes1 90bp

C/EBPγ 126bp

C/EBPδ 101bp

Miyano, Y et al., 2014

Miyano, Y et al., 2014

NM_013672

NM_181322

C/EBPα 124 bp

C/EBPβ 122bp

Miyano, Y et al., 2014
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Pearson’s r-values ≥ ± 0.3 および P-values ≤ 0.05 の場合に有意な相関関係があるとみな

す。 

有意な相関関係が認められた C/EBPγ を太字体と斜体で示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C/EBPα C/EBPβ C/EBPγ C/EBPδ C/EBPε C/EBPζ HES-1 CTCF

Pearson’s (r -values) -0.355 0.102 0.808 -0.279 -0.230 0.003 -0.032 0.115

P -value 0.314 0.778 0.005 0.436 0.522 0.994 0.929 0.752

表12. 転写因子およびPrP遺伝子発現の相関解析
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Ⅲ-7 図 

 

       

 

図 20 各株化培養細胞における PrP 遺伝子発現 

大脳の PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 

P19C6 細胞において、神経分化誘導前後に PrP 遺伝子発現の有意な差を 

認めた（＊）  
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図 21 マウス大脳における C/EBPs、HES-1 および CTCF 遺伝子発現 

大脳の PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 
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図 22 各マウス由来株化培養細胞における C/EBPs 遺伝子発現 

A：C/EBPα 遺伝子発現；B：C/EBPβ 遺伝子発現；C：C/EBPγ 遺伝子発現；D：C/EBPδ

遺伝子発現；E：C/EBPε 遺伝子発現；F：C/EBPζ 遺伝子発現。 

大脳における各遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 

P19C6 細胞において、神経分化誘導前後に遺伝子発現の有意な差を認めた（＊）  
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図 23 各マウス由来株化培養細胞における HES-1 および CTCF 遺伝子発現 

大脳における HES-1 および CTCF の遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を

示した。A：HES1 遺伝子発現；B：CTCF 遺伝子発現。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 
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図 24 C/EBPα 過発現細胞 

Neuro-2a 細胞を用いて C/EBPε 発現ベクター導入後、24 時間目より G418 によって選

択培養を行った。写真は、選択培養後 14 日目の GFP 共発現細胞像を示す。A：明視

野顕微鏡下；B：蛍光顕微鏡下  
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図 25 P19C6 細胞および Neuro-2a 細胞における C/EBPs 過発現が PrP 遺伝子発現に及

ぼす影響 

大脳における PrP 遺伝子発現量を 100 とした場合の相対発現量を示した。 

データは、異なる 3 回の実験から得られた平均値±標準偏差で示した。 

Vector は、遺伝子発現に用いた空ベクターである pIRES2-EGFP。 

A：P19C6 細胞；B；Neuro-2a 細胞 

各C/EBPsの発現と PrP遺伝子発現との比較において有意な差を認めた場所に＊を付

す。＊P < 0.05 

 

 

  



109 

 

 

 

 

図 26 CpG 2（−576 bp）周辺に結合が予想される転写因子 

CpG 2（−576 bp）を含む−585 bp から−548 bp の塩基配列を示す。 

CACGAG：HES-1 結合共通配列；CTCCC：CTCF 結合共通配列；ATTGC：C/EBPs

結合共通配列。 
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総括 

 

細胞型プリオン蛋白質（PrP
C）は、哺乳動物間で高度に保存された糖蛋白質であ

り、GPI アンカーを介して細胞膜存在している[Stahl et al., 1987]。マウス PrP 遺伝子

は、3 つのエクソンから構成され、中枢神経系で高い発現が認められている[Saeki et 

al., 1996a; Westaway et al., 1994b]。マウス PrP 遺伝子を欠損させると、発生や発達に

は明確な障害を示さないが、スクレイピー感染から完全に回避する[Brandner et al., 

1996]。PrP
C の発現は、プリオン病の伝達に必須であるが、PrP

C の生理機能について

は、いまだに多くの議論が残されている[Biasini et al., 2012; Linden et al., 2008]。マウ

ス PrP 遺伝子プロモーター活性は、転写開始点から約 80 bp 上流に位置する ATTGG

配列（CCAAT 配列の相補）とそれに続く SP1 結合予想領域が重要である[Baybutt and 

Manson, 1997]。しかしながら、本疾患の伝達や発症に非常に重要な PrP 遺伝子発現

調節機構については、それ以上のことは不明である。PrP 遺伝子発現調節機構が解明

されれば、致死性神経変性疾患であるプリオン病の発症がコントロールでき、プリ

オン病の治療つながると考えられる。そこで本研究では PrP 遺伝子発現制御に深く

関与しているエピゲノム制御に注目し、PrP 遺伝子発現に関与している DNA メチル

化について明らかにすることを目的とするとともに、エンハンサー因子について解

析を行った。 

 第Ⅰ章では、マウス 34 組織に含まれる PrP mRNA をリアルタイム RT-PCR で定量

するとともに、PrP 遺伝子プロモーター領域を含む約 1 kb に存在する 46 個の CpG

配列のメチル化状態を Bisulfite シークエンスシンク PCR 法で明らかにした。マウス

PrP 遺伝子プロモーター領域を含む CpG アイランド（CpG 9 ~ CpG 40、−218 bp ~ +152 

bp）は、調べたすべての組織において完全に非メチル化状態であり、PrP 遺伝子は典
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型的なハウスキーピング遺伝子であることを明らかにした。一方、CpG アイランド

に隣接する領域（CpG 1 ~ CpG 7、−599 bp ~ −279 bp）の CpG メチル化は、組織ごと

に特有な状態にあり、マウスゲノムにおいてメチル化可変領域であることを強く示

唆した。さらに興味深いことに、CpG 2（−576 bp）のメチル化が PrP 遺伝子発現と

負の相関関係にあることを明らかにした（Pearson’s r = −0.374、P = 0.035）。以上のこ

とから、PrP 遺伝子は、典型的なハウスキーピング遺伝子であり、メチル化可変領域

に存在する CpG のメチル化、特に CpG 2（−576 bp）のメチル化が組織特有な遺伝子

発現調節に重要であることを示唆した。 

 第Ⅱ章では、6 種類のマウス由来株化培養細胞を材料とし、PrP 遺伝子プロモータ

ー領域を含む CpG メチル化状態を明らかした。株化培養細胞においても PrP 遺伝子

プロモーター領域を含む CpG アイランド（CpG 9 ~ CpG 40、−218 bp ~ +152 bp）は、

調べたすべての株化培養細胞において完全に非メチル化状態であることを明らかに

した。一方、CpG アイランドに隣接する領域（CpG 1 ~ CpG 8、−599 bp ~ −238 bp）

の CpG メチル化は、細胞ごとに特有な状態にあり、PrP 遺伝子プロモーター上流部

には、メチル化可変領域が存在することを明らかにした。PrP 遺伝子発現との相関分

析の結果、CpG 1（−599 bp）から CpG 4（−326 bp）までのメチル化が負の相関関係

にあることを示した。また、神経細胞分化および DNA メチル化転移酵素阻害剤によ

ってメチル化可変領域の CpG メチル化の減少を引き起こし、このことが PrP 遺伝子

発現上昇を引き起こすことを示唆した。これらの知見は、神経分化において PrP 遺

伝子発現調節に CpG メチル化が関与していることを示唆し、発現制御機構の一端の

解明と考えられる。 

第Ⅲ章では、9 種類のマウス由来株化培養細胞を用いて、CCAAT 配列に影響を及

ぼすと予想されるC/EBPsの遺伝子発現と PrP遺伝子発現の関係を明らかにすること
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を目的とした。培養細胞における PrP 遺伝子発現と C/EBPs 遺伝子発現との相関性を

解析したところ、C/EBPγ 遺伝子発現が PrP 遺伝子発現と正の相関関係にあることを

認めた。そこで、C/EBPs の過発現細胞系を P19C6 細胞および Neuro-2a 細胞におい

て構築し、どの C/EBPs が PrP 遺伝子発現に影響を及ぼすのかを解析した。その結

果、両細胞において、C/EBPγ の過発現が PrP 遺伝子の発現上昇を引き起こすことが

観察された。興味深いことに、CpG 2（-576 bp）が位置するすぐ下流にはインシュレ

ーター配列である CCCTC 配列が存在し、さらにすぐ下流には、C/EBPs 結合共通配

列様の ATTGC を含むパリンドローム構造が認められた。今後、これらの配列に実際

にどのような転写調節因子が結合するのかを明らかにする研究が必要とされるが、

PrP 遺伝子発現調節に重要な役割を果たす遺伝子領域を明らかにした研究成果と考

えられる（図 27）。 

以上のように、PrP 遺伝子発現調節に重要な領域を DNA メチル化の解析から明ら

かにし、また、転写因子 C/EBPγ が PrP 遺伝子の発現調節に関与していることを示唆

する成果が得られた。これらの研究成果は、プリオン研究分野におけるエピジェネ

ティクスに新しい知見を提供すると共に、プリオン病の診断および発症機構の解明

に貢献する成果と考えられる。 
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図 27 予想される PrP 遺伝子発現調節モデル 

TSS（Transcript Start Site）は、PrP 遺伝子転写開始点を示す。 
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ABSTRACT 

 

The cellular isoform of the prion protein (PrP
C
) is a ubiquitous 

glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored cell surface N-linked glycoprotein and plays 

critical roles in the development of prion disorders [Stahl et al., 1987]. The physiological 

roles of PrP
C
 remain elusive, but several reports have proposed some functions including 

reduction of oxidative stress [Klamt et al., 2001], cell adhesion [Graner et al., 2000] and 

copper cooperative neuroprotection [Gasperini et al., 2015]. Although the prion protein gene 

(Prnp) is predominately expressed in the central nervous system (CNS) by all known 

mammals, the pattern of gene activation is still poorly understood. The distribution of PrP
 

mRNA in various tissues has been analyzed in many mammals, including hamsters 

[Bendheim et al., 1992], sheep [Horiuchi et al., 1995], mice [Ford et al., 2002] and cows 

[Tichopad et al., 2005]. The mouse Prnp localized on chromosome 2 consists of three exons, 

with the third exon encoding the entire open reading frame [Westaway et al., 1994]. In 

mouse and rat Prnp, the region upstream of the first exon consists of high GC content 

including CCAAT box and three SP1 binding sites that have been shown to regulate the core 

promoter activity [Baybutt and Manson, 1997, Saeki et al., 1996b]. However, there has been 

no epigenetic study including an investigation of DNA methylation on Prnp.  

DNA methylation on the cytosine of CpG dinucleotides is an epigenetic modification 

that plays an important role in embryonic development, tumorigenesis, aging and other 

neurodegenerative disorders [Gopalakrishnan et al., 2008, Hannum et al., 2013, Ammal 

Kaidery et al., 2013, Sanchez-Mut and Graff, 2015]. A large number of vertebrate genes have 

been analyzed with respect to CpG frequency, the length of CpG islands (CGIs) and the 
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presence of DNA methylation on housekeeping genes and tissue-specific genes [Jones, 2012]. 

In addition, CpG methylation is an epigenetic mark generally considered to induce 

transcriptional gene silence by inhibiting the association of DNA binding factors [Bird, 

2007].  

In chapter I and II, to clarify the effect of CpG methylation on Prnp expression, I 

investigated the correlation between the CpG methylation and Prnp expression in mouse 

tissues and mouse-derived cell lines. In chapter III, to clarify the effect of transcription 

factors such as CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBPs) on Prnp expression, I 

investigated the correlation between the transcription factors and Prnp expression in 

mouse-derived cell lines. 

In chapter I, to investigate CpG site methylation in mouse tissues, the bisulfite 

sequencing PCR was performed to analyze the Prnp regions between –682 bp and +347 bp 

from the transcriptional start site. The targeted region contained a total of 46 CpG sites 

numbered CpG 1 to CpG 46, and the CGI spaned between –218 bp and +152 bp contained 

32 CpG sites (CpGs 9 to 40). The Prnp first exon and putative core promoter region are 

localized in the regions from +1 bp to +67 bp (CpGs 25 to 33) and –62 bp to –6 bp (CpGs 20 

to 24), respectively. I demonstrated that the CGI including the Prnp core promoter region 

was completely unmethylated in all tested tissues. On the other hand, CpG methylation in 

the CGI shore region (positioned at –599 bp to –238 bp) occurred in various tissue- and 

site-specific proportions. Interestingly, the correlation analysis between CpG methylation 

status and PrP mRNA levels showed that CpG 2 (–576 bp) methylation was negatively 

correlated with the PrP mRNA level (Pearson’s r = –0.374, P = 0.035). These results suggest 

that Prnp is a typical housekeeping gene and various methylation frequencies of the CGI 
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shore region are likely to affect Prnp expression in a tissue-specific manner. 

In chapter II, to investigate CpG site methylation in mouse-derived cell lines, the 

bisulfite sequencing PCR was also performed to analyze the Prnp regions between -682 bp 

and +347 bp from the transcriptional start site. The methylation analysis of the 46 CpG sites 

showed that CpGs 9 to 46 (–180 bp to +286 bp) were completely unmethylated in all cell 

lines, whereas CpGs 1 to 8 (–599 bp to –238 bp) were differentially methylated depending 

on the cultured cells. Methylation was completely absence in CGI (CpGs 9 to 40) including 

the putative core promoter region (CpGs 20 to 24) in all cell lines in addition to the results 

from mouse tissues in chapter I, concluding that Prnp is a typical house-keeping gene. To 

explore the involvement of DNA methylation in Prnp transcriptional regulation during 

neuronal differentiation of embryonic carcinoma P19C6 cells. When P19C6 cells were 

differentiated into neuronal cells, the expression level of Prnp increased 26-fold in 

comparison with undifferentiated cells, while CpG methylation was significantly 

demethylated at the nucleotide region between –599 bp and –238 bp. In addition, when 

P19C6 cells were applied in a DNA methyltransferase inhibitor, RG108, Prnp transcripts 

also increased 2.4-fold in relation to the decreased methylation statuses. These findings 

should help to elucidate the DNA methylation-mediated regulation of Prnp expression 

during neuronal differentiation. 

In chapter III, to investigate the effect of the transcription factors, C/EBPα ~ ζ, HES-1 

and CTCF on Prnp expression, the quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR) and 

over-expression experiments were performed by using mouse-derived cell lines. The 

correlation analysis based on the qRT-PCR results for PrP, C/EBPα ~ ζ, HES-1 and CTCF 

mRNAs, revealed that a significant positive correlation between PrP and C/EBPγ mRNA 
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levels (Pearson's r = –0.808, P = 0.005). On the other hand, there were no significant 

correlations between the mRNA levels of PrP and other transcription factors (P>0.05). When 

C/EBPγ was over-expressed in both P19C6 and Neuro-2a cells, PrP mRNA levels were 

induced increases, suggesting that C/EBPγ played as an enhancer factor on Prnp expression. 

These findings should help to elucidate the regulation of Prnp expression. 

Although DNA-binding factors and histone modifications in the Prnp-regulatory region 

must still be identified, these findings provide novel information for the epigenetics of the 

Prnp gene and could contribute to elucidating the physiological roles of PrPC and the 

molecular pathogenesis of prion diseases. 
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