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研究要旨（耐熱性プロテアーゼによるプリオン蛋白質の分解と二次感染予防法の確立） 

熱安定性の高いプロテアーゼによる異常プリオンタンパク質の分解及び感染性の

評価を行い、プリオンの二次感染予防を目的とした洗浄剤の開発を行った。本酵素

単体もしくは酵素を有効成分とする試作洗浄剤を用いて、プリオン感染マウスの脳

ホモジネートに含まれる PrPScを不活化処理し、その感染性低減効果の定量的評価を

行った。 

 

 

Ａ.研究目的（耐熱性プロテアーゼによるプ

リオン蛋白質の分解と二次感染予防法の確

立） 

本研究ではプリオン蛋白質（PrP）を分解

し二次感染予防する酵素洗浄剤の開発を目的

とした。これまでに超好熱菌由来プロテアー

ゼでプリオン蛋白質を酵素分解できることを

確認している（BMC Biotechnology, 2013, 13,19）

が、分解産物の感染性の有無は不明であった。

また、実用的なプリオン蛋白質の酵素分解法

についても検討する必要があった。本年度は

非 SDS 系の界面活性剤を用いた酵素入り洗

浄剤を試作し、プリオン分解特性の評価を行

った。 

Ｂ.研究方法 

洗浄用酵素として、超好熱菌由来プロテア

ーゼ Tk-SPを実用化するためには、本酵素を

大量生産できる系を確立する必要がある。し

かし、本酵素はプロテアーゼ活性が大腸菌等

発現宿主の生育を阻害するため通常の生産方

法を取ることができない。そこで、セルフス

プライシング能を持つペプチド配列インテイ

ンを Tk-SPの構造形成コアに融合し、酵素を

不活化して生産した後に、自己触媒的に再活

性化する生産法を検討した。 

Tk-SPと界面活性剤、キレート剤、pH調

整剤などを混合した洗浄剤試作品を作成した。

酵素活性、保存安定性、プリオン分解能力の

評価を行った。培養細胞を用いた感染性の評

価を行った。感染に係る実験は徳島大学にお

いて行い、その他は大阪大学で実施する。 

 (倫理面への配慮) 

実験動物に必要以上の苦痛を与えないこと

を旨とし、発症後の速やかな安楽死を行った。

研究計画および倫理面での配慮については研

究実施機関の承認を得、また、当機関の規則

にのっとって実施した。 

Ｃ.研究結果 

インテイン配列を活用した Tk-SP 発現系

の構築を行った。超好熱菌 Thermococcus 

kodakarensis 由来 Cell division control 

protein(Tk1620)に含まれるmini inteinは温

度依存的にセルフスプライシングすることが

できる。本配列を Tk-SP の 359 番目の Ser

の前に挿入した融合タンパク質遺伝子を設計

し、大腸菌菌体内で発現させた。野生型酵素



では毒性を示し大腸菌は宿主として適さない

が、本融合タンパク質は大腸菌が生育し、タ

ンパク質として発現していることも確認でき

た。発現後のタンパク質を熱処理すると経時

的に酵素の比活性が上昇し、

していることが示された。一方でタンパク質

濃度が低下して

 Tk-SP を有効成分とする

行った。洗浄剤組成物として、陽イオン界面

活性剤 2種、両性界面活性剤、キレート剤の

酵素との相性を検討した。各成分と酵素を混
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熱し、in vitro
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界面活性剤耐性がないため使用条件が限定さ

れており医療現場に普及していない。
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が可能な初めての洗浄用酵素である。
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