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研究成果の概要（和文）：

　DNA マイクロアレイ法を用いて、プリオン感染早期から発現が変動する宿主遺伝子の探索
を行い、発現がプリオン感染早期から上昇する遺伝子の病態機序への関与を解析した。その結

果、LPS レセプターとして知られる Cd14 分子が病態進行に関与すること、神経保護作用を有
するケモカインとして知られる Cxcl10 が病気の進行に抑制的に働くことを明らかにした。ま
た、ミクログリアの活性化が病態進行に抑制的に働くことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：
　To identify host genes whose expression is up-regulated in the early stage of prion-infection,
DNA microarray analysis was carried out and involvement of the genes in pathobiology of prion
diseases was analyzed.  The results showed that Cd14 molecule, known as receptor for LPS,
influences the progression of the disease, whereas, Cxc110, known as chemokine with
neuroprotective effect, plays a role in antagonizing the disease progression.  In addition,
microglial activation was suggested to have a protective effect on the disease progression.
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１．研究開始当初の背景
　プリオン病の神経変性機序については、
これまで、PrPSc の蓄積が神経変性の主な原
因と考えられてきた。しかし、PrPSc の蓄積
と神経変性の関係について、単純に PrPSc の

存在だけでは説明できないことを示唆する
結果も報告されている。例えば、プリオン
感染脳に PrP 遺伝子欠損(PrP0/0)マウスの神経
細胞を移植した実験では、PrPSc が周囲に存
在するにもかかわらず PrP0/0 マウス由来の移
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植神経細胞は細胞死に至らない(Brandner et
al., Nature 379: 339-343, 1996) 。 PrPC は
glycosyl-phosphatidyl-inositol(GPI)結合型膜蛋
白質として細胞表面に発現する。GPI アンカ
ーを欠損する変異 PrP を発現したトランスジ
ェニック(Tg)マウスにプリオンを接種すると、
脳の細胞外におびただしい PrPSc プラークの
沈着が生ずるが、神経組織の変性は軽微の
ままマウスは生残する(Chesebro et al., Science
308: 1435-1439, 2005)。これらの結果から、
神経変性機序は“PrPSc の存在＝神経変性の
原因”だけでは説明できない。
　プリオン病の神経変性機序は依然として
良くわかっていない。プリオン病における
神経変性機序を考える上で、アストロサイ
ト、稀突起膠細胞(オリゴデンドロサイト)、
ミクログリアなど、神経細胞のみならず神
経組織を構築する細胞群の関与も考慮する
必要がある。しかし、病末期の神経病変は、
病気の進行に伴い神経が変性した結末であ
る。神経変性機序を解析するためには、PrPSc

が PrPC と会合して、PrPSc が細胞内で産生さ
れるプリオン感染初期の過程と神経変性を
を注視する必要がある。

２．研究の目的
　プリオン病の有効な治療法はなく、その
確立が希求されている。プリオン感染にお
ける神経変性機序の解析は病変形成機序の
理解につながり、ひいてはプリオン病の予
防・治療法の開発に重要な知見を提供する。
本研究では、プリオン病の予防・治療法、
および診断法の開発に貢献するために、プ
リオン病における神経変性機序の解析を目
的とする。プリオン病の臨床期中期~病末
期では神経変性の初期過程から末期過程ま
でが混在しているため、神経変性を引き起
こす変化と、神経変性後の代償性変化を区
別することが難しい。そこで、プリオン感
染の初期過程を解析の標的として、病変形
成・神経変性に伴い変動する宿主因子を網
羅的解析により特定する。そのような宿主
因子の神経変性への関与を細胞レベル、組
織レベルおよび動物レベルで検証する。こ
れらの解析、検証を通じて、PrPSc の存在だ
けでは説明できない神経変性機構を、組織
レベルおよび細胞レベルで明らかにする。

３．研究の方法
（１）遺伝子発現の網羅的解析
　プリオン感染の初期過程を解析の標的と
して、病変形成・神経変性に伴い変動する
宿主因子を網羅的解析した。マウス順化
Obihiro株、Chandler株感染マウスを、プリ
オン接種後 60、74、および 90日目に安楽殺
し脳を採材した。陰性対照として、正常マ
ウス脳乳剤を接種したマウスを用いた。実

体顕微鏡下で、視床背外側、扁桃体、視床
下部および延髄前庭核の領域を採材した。
Total RNAを回収し、GeneChip Mouse430_2
(Affymetrix) を使用して DNAマイクロアレ
イ解析を実施した。

（２）遺伝子欠損マウスを用いた病態解析
　DNAマイクロアレイ解析の結果から、感
染早期から発現が上昇する Cxcl10、Cd14、
Cd44分子に着目し、これらの遺伝子の欠損
マウスを用いて、プリオン感染実験を行い、
病態を詳細に解析した。

（３）PrPSc/マーカー分子の蛍光二重染色法
の確立
　プリオン感染後早期で PrPScの増殖が始ま
る細胞を同定するために、感染後早期（プ
リオン接種後 60日まで）のマウス脳の凍結
切片を用いて、PrPScと細胞マーカーの蛍光
二重染色法の確立を行った。

４．研究成果
（１）プリオン感染マウスの脳局所におけ
る遺伝子発現の網羅的解析
　プリオン Obihiro 株あるいは Chandler 株を
接種後、60，74，90 日に延髄前庭核、視床
等を採取して DNA マイクロアレイにより遺
伝子発現の網羅的解析を実施した。その結
果から、Ccl5、Ccl9、Cxcl10、Cxcl13、Fcgr1、
Tlr2、Cd14、Cd44、Cd52、CD68 などのケモ
カインあるいは免疫系に関連する遺伝子の
発現が感染早期から上昇することが判明し
た。
　文献的にミクログリアで発現する遺伝子
を選択したことろ、モノサイト/マクロファ
ージの M1-type の活性化のマーカーとなるケ
モカイン等(Ccl5, Ccl9, Cxcl10, Fcgr1, Tlr2)な
どの発現が優勢であった。M2-type の活性化
の指標となる分子（Cd14, Fcgr2b）も発現上
昇が認められているが、M1-tpye の反応が亢
進している傾向にあると考えられた（図 1）。

（２）Cxc110 および Cd14 分子のプリオン
病病態への関与
　感染後早期から発現に変化が認められた
遺伝子のうち、Cd14、Cd44、Cxcl10 の 3 種
の分子に着目し、これらの分子の病態機序
への関与について検討するために、当該遺
伝子の欠損マウスを用いて感染試験を行っ
た。Cd14 は LPS のレセプターであり、LPS
刺激によるミクログリアの活性化は神経軸
索の Wallerian 変性後の炎症性反応を亢進さ
せ、神経変性の誘因となることが知られて
いる。また、Cxcl10 はウイルス性脳炎にお
いて神経保護作用を発揮することが知られ
ている。これら遺伝子の欠損マウスに
Chandler 株および Obihiro 株を接種したとこ



ろ、Cxcl10 欠損マウスでは、Chanlder 株で
潜伏期が有意に短縮した。Obihiro 株接種マ
ウスでは潜伏期が短縮する傾向は認められ
たものの、有意な差ではなかった。Cd14 欠
損(Cd14-/-)マウスでは、野生型マウスと比較
して、両株ともに有意に潜伏期が延長した
（表 1）。従って、Cxcl10 は病気の進行に抑
制的に働くこと、Cd14 は病態を促進する方
向に作用すると考えられた。
　一方、Cd44 欠損マウスでは、Chandler 株
および Obihiro 株接種マウスともに、潜伏期
の有意な延長あるいは短縮は認められなか
った(表 1)。

（３）Cd14-/-マウスにおけるプリオン病の病
態解析
　病末期では Cd14-/-マウスと野生型マウス
の間で PrPSc の蓄積量に差は認められなかっ

たが、接種後 120日の時点では、Obihiro株、
Chandler 株接種 Cd14-/-での PrPSc 蓄積量は野
生型マウスの 70-80%程度であった（図 2）。

　Cd14 は LPS レセプターとして知られてお
り、マクロファージ系の細胞に発現し、自
然免疫系の調節に関与する。そこで、プリ
オン感染 Cd14-/-マウスと野生型マウスで、
ミクログリアの活性化状態を比較検討した。
ミクログリアの活性化マーカーである Iba-1
陽性ミクログリアは、接種後 90日から Cd14-/-

マウスでより活性化している傾向が認めら
れた(図 3a)。また、ミクログリアの数も接種
後 120日で Cd14-/-マウスで多かった(図 3b)。
　また、活性化マクロファージのマーカー
分子であり、ミクログリアでも活性化に伴
い発現が上昇することが知られている Cd11b、
Cd45、 F4/80、および Cd68 の発現を免疫組
織化学により解析した結果、プリオン感染
野生型マウスに比べ CD14-/-で発現が亢進し
ていた（結果は示さず）。
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図１．プリオン感染に伴う遺伝子発現の変化
　Obihiro株およびChandler株接種マウスの前庭核付近に
おける遺伝子発現の変化を、接種後60、74，90日の時点
で、DNAマイクロアレイにより解析した。数字は非感染
マウス脳乳剤を接種したマウスと比較した場合の、遺伝
子発現量の変化（上昇、2の累乗）を示す。N は変化が認
められなかったことを示す。Gfap以外の遺伝子は文献的
にミクログリアでの発現が報告されている遺伝子。
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表１．Cd14, Cd44, Cxcl10欠損マウスでの潜伏期

kDa

(a) 

(b)

図2　CD14-/-マウスにおけるPrPScの蓄積
 (a)ウェスタンブロット法によるPrPScの検出。プリオンを接種後、90 dpi、120
dpi、および病末期のマウスの脳からPrPScをウェスタンブロット法により検出し
た。(b)PrPScの定量解析。WT:野生型マウス

Obihiro株

30

20

30

20

kDa

WT
CD14-/-

ar
bi

tra
ry

 u
ni

ts

30

20

10

0

WT CD14-/- WT CD14-/- WT CD14-/-

90 dpi 120 dpi 末期

Chandler株

WT CD14-/- WT CD14-/- WT CD14-/-

90 dpi 120 dpi 末期

90 120 末期 90 120 末期 (dpi)

Chandler株 Obihiro株

0

300

600

800

700

500

200

400

100

90 120末期 (dpi.)90 120末期 90 120末期 90 120 末期

海馬 視床 海馬 視床

60 60 60 60

Chandler株 Obihiro株

ミ
ク
ロ
グ
リ
ア
の
数

 (個
)

WT
CD14-/-

(b)

(a)
WT CD14-/-

図3　プリオン感染WTおよびCD14-/-マウスにおけるミクログリアの増生
(a) Iba1陽性ミクログリア。Chandler株を接種したWTとCD14-/-マウスの接種
後90日の視床における免疫組織化学像を示した。スケールバーは50 µmを表
す。(b) Iba1陽性ミクログリアの定量解析。Chandler株あるいはObihiro株
を接種後、90日、120日、および末期における海馬と視床でのミクログリア
の増生をImage Jにより定量解析した。各時点で、WT、CD14-/-マウスともに
各2匹のマウスを解析し、2匹の結果を併記した。



（４）PrPSc/マーカー分子の蛍光二重染色法
の確立
　当教室で樹立した抗 PrP モノクローナル抗
体 mAb132 は、PrP 分子の最もアミロイド原
性が高い領域を認識する。蛍光抗体法の染
色条件を精査した結果、この mAb132 がプ
リオン持続感染細胞およびプリオン感染動
物組織の凍結切片で、PrPC の検出を最小限
度にとどめ、特異的に PrPSc を検出可能なこ
とを見出した。この方法を応用することで、
プリオン感染早期で、PrPSc の増殖が始まる
脳内の細胞と増殖がおこる細胞内小器官の
解析が可能になることから、凍結切片上で、
PrPSc とマーカー分子の蛍光二重染色法を検
討し、その条件を確立した。

　（１）~（３）で述べた結果は、Cd14 分
子がプリオン病の病態を進める方向に関与
すること、Cxcl10 は病気の進行に抑制的に
働くことを示唆する結果である。また、ミ
クログリアの活性化により炎症性サイトカ
インが放出され、これが各種神経変性疾患
の病態を増悪させるという仮説があるが、
本研究の成果は、この仮説とは逆に、ミク
ログリアの活性化はプリオン病の病気の進
行に抑制的に作用することを示唆している。
この成果は、これまで報告のない新知見で
あり、プリオン病の神経病変形成機構およ
び病態機序を理解する上で、重要な知見で
ある。
　また（４）で述べた技術の確立により、
プリオン感染早期から、プリオンの増殖が
おこる細胞とその細胞内小器官の解析が可
能となったことから、今後、より詳細に病
変形成機序を解析するための重要な技術と
なる。
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