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研究成果の概要（和文）：プリオン病ではミクログリアとアストロサイトが早期から活性化する。グリア細胞の
活性化が神経変性に関与することが示唆されているが、その詳細は明らかでない。そこで本研究では、網羅的遺
伝子発現解析によりミクログリアとアストロサイトの活性化状態を詳細に解析した。さらに、プリオン感染マウ
ス脳内で神経細胞数の減少が起こる微少領域を同定して、その領域における網羅的遺伝子発現解析を実施した。
その結果、小胞体ストレス応答により発現が誘導される転写調節因子ATF3が、神経細胞の脱落が生じる視床背外
側で神経細胞に発現することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：　Microglia activation and astrogliosis are observed in the early stage of 
prion diseases. Therefore, glial activation are thought to be involved in the neurodegeneration, 
however, details of the mechanisms remain to be elucidated. In this study, first we analyzed the 
activation state of microgila and astrocyte in prion infected mice by RNA-sequencing. We also 
analyzed brain regions where neuronal loss was progressively observed in prion-infected mice and 
analyzed gene expression in the small region. Neuron-enriched genes were selected by bioinformatics 
and further analyses disclosed that expression of stress-induced transcriptional factor, ATF3, was 
induced in the lateral dorsal part of the thalamus where progressive neuronal loss was observed. The
 lateral dorsal part of the thalamus is one of the regions where intense glial activation is 
observed and thus, it is of interest to elucidate if glial activation induces STF3 induction in 
prion-infected neurons.

研究分野： 獣医衛生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経変性疾患におけるグリア細胞の活性化状態の比較解析から、神経変性におけるグリア細胞の役割の理解が一
層進むと思われる。本研究におけるミクログリアとアストロサイトの遺伝子発現情報は貴重な基礎データとして
活用が期待されるため、独自にデータベース化して公開する方向で検討している。また、転写調節因子ATF3が神
経変性機構を理解する鍵となる分子となる可能性があるため、ATF3は今後の重要な研究標的であり、その解析が
進むことで、神経変性疾患の新たな治療標的となる可能性もある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 プリオン病における神経変性を考える際、1) 神経細胞でプリオンが増殖することで細胞が変

性する細胞自律性の神経細胞死（autonomous neuron death）、2) 神経細胞以外の因子が関与する

非細胞自律性の神経細胞死（non-autonomous neuron death）を区別する必要がある。プリオンの

感染に伴い、細胞で異常型プリオンタンパク質（PrPSc）が産生され、タンパク質の翻訳異常が

生じて小胞体ストレスを誘発する結果、神経変性が生じるとする報告がある（Moreno et al., 

2012）。また、PrPSc の産生に伴うミトコンドリアの機能異常が神経変性に関与することを示唆

する報告もある（Siskova et al., 2010）。これらの報告は、神経細胞での PrPScの産生が神経細胞

死の直接の原因となることを示唆している。 

ミクログリアは、プリオン感染後早期から活性化する。免疫抑制剤 FK506 の投与（Mukherjee 

et al., 2010）、コロニー刺激因子受容体を介するシグナル伝達経路の阻害（Gomez-Nicola et al., 

2013）により、ミクログリアの活性化が抑制され、プリオン感染マウスの生存期間が延長する。

我々は、lipopolysaccaride（LPS）のレセプターとして炎症反応の促進に関与する CD14 分子の

欠損により、ミクログリアの活性化状態が炎症制御性の M2-type にシフトし、マウスの生存期

間が延長することを報告した (Sakai et al., 2013)。これらの結果は、ミクログリアが、その活性

化状態により神経保護的/障害性の両方に作用することを示す。一方、IL-1受容体欠損マウス

を用いて、アストロサイトの活性化がプリオン病の病態進行を増悪させることが報告されてい

る (Schultz J et al, 2004)。グリア細胞が、プリオン病の神経変性に深く関わることは明白である

が、活性化したグリア細胞が神経細胞に作用して神経変性が生じる機構は不明な点が多い。プ

リオン病における神経変性機構に迫るためには、プリオンが感染した神経細胞とグリア細胞の

相互作用に焦点をあてた解析が必要である。 

 

２．研究の目的 

 プリオン病における神経細胞死は、プリオンが神経細胞で増殖することに加え、活性化した

グリア細胞などの神経細胞以外の因子も関与する非細胞自律性の神経細胞死と考えられる。従

って、プリオン病における神経変性機構に迫るためには、プリオンが感染した神経細胞と、ミ

クログリア、アストロサイトとの相互作用を解析する必要がある。 

 そこで、本研究では、神経細胞 (ニューロン) -グリア細胞のクロストークを研究標的として、

プリオン病における神経変性機構の分子機構の解明に迫ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) プリオン感染マウスからのグリア細胞の分離 

プリオン感染あるいは非感染マウスの脳を酵素処理後、抗ミエリン抗体結合磁性ビースを用

いて、共雑するミエリンを除去する。その後、CD11b (ミクログリアマーカー) あるいは ACSA2 

(Astrocyte Cell Surface Antigen 2, アストロサイトマーカー) に対する抗体が結合した磁性ビー

ズを使用して、各々のグリア細胞を分離した。 

(2) 網羅的遺伝子発現解析 

細胞を分取後直ちに TRIzol 試薬を用いて total RNA を回収した。次世代シークエンサーIon 

Proton により、平均長 150-200 base、1 サンプル当たり計 3-10 G base のデータを取得した。バ

イオインフォマティクスには Avadis NGS Software および Ingenuity Pathway Analysis を用いた。 

(3)プリオン感染初代神経培養細胞の作製 



胎生 14 日齢のマウス胚から、大脳皮質、海馬、および視床領域を採材して初代神経細胞を

培養し、これにプリオンを接種した。 

(4) プリオン感染初代神経培養細胞とグリア細胞の共培養 

プリオン感染初代神経培養細胞とグリア細胞が直接接触するよう、分離したアストロサイト、

ミクログリア、あるいはその両方を添加して培養した (直接共培養)。液性因子の影響を調べる

ために、孔径 0.8μm のトランスウェルを介して共培養した (間接共培養)。 

(5) グリア細胞がプリオン感染初代神経細胞に及ぼす影響の解析 

グリア細胞と共培養したプリオン感染マウス初代神経細胞に生じる変化は、1) 神経細胞の

形態変化、2) ストレス応答タンパクの発現、により解析した。 

(6) 神経細胞が減少する脳領域の同定と網羅的遺伝子発現解析 

プリオンの感染により神経細胞数が減少する脳領域は NeuN を指標とした蛍光抗体法によ

り解析した。その微少領域を実体顕微鏡下で回収し網羅的発現解析を実施した。 

 

４．研究成果 

(1)プリオン感染マウスのアストロサイトとミクログリアの網羅的遺伝子発現解析 

神経細胞 (ニューロン) -グリア細胞のクロストークに焦点をあてた解析を進め、プリオン病

における神経変性機構の分子機構の解明に迫ることを目的としている。そこで、プリオン感染

マウスから、接種後 60、90、120、および 145 日(dpi)に脳を採材し、アストロサイトとミクロ

グリアを分離して、RNA-seq により網羅的遺伝子発現解析を行った。 

ミクログリアとアストロサイトで感染早期（接種後 60 日）から遺伝子発現変動を調べたと

ころ、ミクログリアでは自然免疫に関する遺伝子の発現が上昇していたが、アストロサイトで

は接種後 60 日で既に遺伝子発現変動が認められるものの、自然免疫に関与する因子の遺伝子発

現には変化が認められなかったことから、プリオン感染の感染初期における自然免疫応答はミ

クログリアであることが示唆された（図 1）。 

また、アストロサイトにおける遺伝子発

現の解析から、神経保護に働くアストロサ

イトでより活性化することが報告されて

いる STAT3 シグナル経路、および神経傷害

的なアストロサイトで亢進が報告されて

いるNFk-b経路の両方が活性化しているこ

とが明らかとなった。STAT3 が調節する遺

伝子のうち、神経保護的な作用を有するこ

とが報告されている遺伝子、Thbs1, Bcl3, 

Timp1, Serpina3n の発現が病気の進行とと

もに上昇していたことから、アストロサイ

トは神経保護的な機能を発揮し続ける可能性が示唆された。一方で、神経細胞とオリゴデンド

ロサイトを傷害する A1 タイプと、神経保護的に働く A2 タイプのアストロサイトに特徴的に発

現するマーカー遺伝子の発現は、両方の遺伝子発現が上昇しており、どちらか一方に活性化し

ている傾向は認められなかった。 

 ミクログリアとアストロサイトの RNA-seq のデータを、既に公共のデータベースに登録され

ているアルツハイマー病モデルマウスおよび LPS 投与マウスのものと比較したところ、プリオ

図1. 感染早期の自然免疫応答の主役としてのミクログリア
ミクログリアとアストロサイトで細胞膜に発現あるいは分泌されるタンパク質を
コードされる分子を抽出し（Secretome）、そのうちから免疫応答に関与する分子
を抽出して発現パターンを比較したところ、感染早期（接種後60, 90日）では、
免疫応答に関与する機能はミクログリアで亢進が予測されるが、アストロサイト
ではさほど顕著ではなかった。



ン病におけるミクログリアおよびアストロサイトの活性化は、アルツハイマー病モデルマウス

と類似するが、活性化がより亢進した状態にあることが明らかと成った。一方で、LPS 投与マ

ウスの活性化状態とは異なることも明らかと成った。 

(2) プリオン感染初代神経培養細胞とグリア細胞の共培養 

 プリオン感染初代神経培養細胞は、シナプスタンパクの僅かな減少などの軽微な変化を示す

が、神経細胞数の減少や小胞体ストレス応答に関与するタンパク質のリン酸化などの変化は認

められなかった。 

(3) 神経細胞が減少する部位での網羅的遺伝子発現解析 

 NeuN の発現を指標に、プリオン感染マウスの脳

で神経細胞の脱落が生じる場所を同定した。その結

果、視床背外側では、接種後 120 日には 30％程度の

神経細胞が脱落していることが示唆された（図 2）。

その微小領域の RNA-seq を行い、我々が収集したミ

クログリア、アストロサイトの RNA-seq の結果およ

び、他の研究者が報告しているオリゴデンドロサイ

トと血管内皮細胞の RNA-seq のデータを用いて、主

に神経細胞で発現する遺伝子群を抽出した。さらに

解析を進め、視床背外側の神経細胞で、

ATF3-Chop-Chac1 経路の活性化を示す結果が

得られた。脳凍結切片の蛍光染色により、接

種後 90 日頃から、視床背外側の神経細胞で

ストレス誘導性の転写調節因子 ATF3 の発現

が誘導されることが確認できた（図 3）。従っ

て、プリオン感染マウスの神経細胞では、部位特異的に ER ストレスが生じていることを示す

結果である。 
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