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研究成果の概要（和文）：本研究では、ストレス誘導性の転写調節因子ATF3のプリオン病の病態機序への関与を
調べた。プリオン感染マウスでは、神経細胞死が顕著に生じる視床と橋核で、有意にATF3陽性細胞が増加するこ
と、およびその80%が神経細胞であったが、これらの領域ではアポトーシスは生じていなかった。視床における
GPx4の量はプリオン感染により減少する傾向が認められ、ATF3陽性神経細胞では脂質の過酸化マーカーである
4-HNEの蓄積が少なかった。従って、視床の神経細胞ではフェロトーシスにより神経細胞死が生じること、およ
び、ATF3の発現誘導は、フェロトーシスを抑制する方向に作用することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the role of stress-inducible activating 
transcription factor 3 (ATF3) in the pathobiology of prion diseases. ATF3-positive cells were 
significantly increased in the thalamus and pontine nucleus of prion-infected mice, where neuronal 
cell death is well-observed, and around 80% of ATF-3 positive cells were identified as neurons. 
Apoptosis were not observed in the thalamus, where pronounced neuronal cell death occurred. The 
amount of GPx4 in the thalamus tended to decrease with prion infection. The 4-HNE, a marker of lipid
 peroxidation, was less accumulated in ATF3-positive neurons than ATF3-negative neurons. These 
results suggested that neurons in the thalamus die of ferroptosis and that induction of ATF3 
expression may mitigate lipid peroxidation in the neurons and suppress ferroptosis. 

研究分野： 獣衛生学、微生物学

キーワード： プリオン　ATF3　神経細胞死　フェロトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難治性神経変性疾患の一つであるプリオン病における神経細胞死に、脂質の過酸化が誘因となるフェロトーシス
が関与する可能性を世界で初めて見いだしたことは、学術的に大きな意義がある。また、フェロトーシスの抑制
が神経細胞死の抑制につながる可能性があり、治療法開発戦略の新たな治療標的となる点でも社会的な意義も大
きいと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

プリオン病の研究分野における未解決の課題として、1) 感染因子プリオンの性状、2) プリオ
ン病における神経変性機構、3) 治療法の開発、が挙げられる。このうち、感染因子プリオンの
性状は、大腸菌で発現させた組み換えプリオンタンパク質に感染性を付与できることから、感染
因子は「ゲノムとしての核酸をもたず、タンパク質から構成される」ことが最終証明された。一
方、神経変性機構は依然不明であり、有効な治療法も確立されていない。 

アルツハイマー病、ハンチントン病、前頭側頭型認知症およびプリオン病などの難治性神経
変性疾患の患者数は増加の一途をたどると予想され、我が国では、2035 年までに 65 歳以上の高
齢者の 12.5%、470 万人が認知症を患うと推定されている。患者はもとより、介護者の Quality of 
Life の低下、社会経済の負担が著しいことから、有効な治療法の開発は急務である。治療の標的
を見出すためにも、神経変性機構の解明は重要な研究課題である。ヒトの難治性神経変性疾患の
病態を正確に再現できる動物モデルが少ない中で、プリオン感染マウスは、ヒトの神経病態と同
様の神経変性を再現する。従って、プリオン感染マウスは、プリオン病の神経変性機構の解明に
極めて有用なモデルであり、そこから得られた知見は、他の神経変性疾患の病態解明にも有益な
情報となる。 

プリオン病では、脳組織で小胞体ストレスが生じる結果、Unfolding protein response (UPR)の
一つである PERK (double stranded RNA- activated protein kinase-like ER kinase) が活性化して、翻
訳開始因子の eIF2α (eukaryotic initiation factor-2α) をリン酸化することにより、細胞全体の翻訳
レベルが低下、すなわちタンパク質生産レベルが低下し、神経変性に至ることが示唆されている 
(Moreno et al., Nature 2012; Sci Transl Med, 2013)。プリオンが脳内で増殖してから神経細胞死が起
こるまでの間に、シナプス機能の障害、ユビキチン・プロテアソーム系の阻害、小胞体ストレス
あるいは酸化ストレスが生じることが報告されているが (Hughes & Halliday, Pathogens, 2017)、
これらの現象と神経細胞死との因果関係は十分に理解されていない。我々は、PrPSc の増殖が神
経細胞に与える影響を、初代培養神経細胞を用いて解析してきたが、PrPSc の増殖だけでは UPR
などの顕著な変化は生じなかった (Tanaka et al, PLoS One, 2020)。従って、小胞体ストレス等の
病的変化が生じるには、PrPSc の増殖に加えて、初代神経細胞の培養系には存在せず、脳組織に
存在するミクログリアやアストロサイト等が産生する因子などによる外的刺激が必要と考えら
れる。 
 
 
２．研究の目的 

プリオン病、アルツハイマー病など、タンパク質の異常凝集を伴う難治性の神経変性疾患で
は、小胞体ストレス、酸化ストレスなどに対するストレス応答が生じ、最終的には細胞機能が破
綻して神経細胞死が生じる。神経細胞で生じる一連のストレス応答が明らかになれば、ストレス
応答の制御による神経保護を標的とした治療法開発の道が開ける。研究代表者のグループは、独
自に実施してきた脳内微小領域の網羅的遺伝子発現解析と免疫組織学的解析から、神経細胞の
脱落が起こる領域の神経細胞で ATF3 が発現誘導される現象を発見した。そこで、プリオン病の
神経変性機構の解明を目指して、ストレス誘導性の転写調節因子 ATF3 の神経細胞死への関与を
解析する。プリオン病を含め、難治性神経変性疾患で神経細胞における ATF3 発現誘導の病態生
理学的意義を解析した例はなく、本研究は、前例がない新規の神経変性機構の発見に繋がる可能
性がある。研究代表者のグループの究極の目標は、プリオン病における神経変性機構の全容解明
と治療法開発への貢献であり、本研究の目的は、この目標を達成する過程で、独自のアプローチ
から発見したストレス誘導性の転写調節因子 ATF3 の神経細胞死・神経変性機構への関与を明ら
かにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ATF3 の発現誘導の詳細な解析 

脳の矢状断および冠状断の凍結切片を作成し、ATF3 と NeuN 陽性神経細胞を脳領域ごとに詳
細に計測し、病態進行とともに、ATF3 発現と神経脱落が生じる領域を同定する。また、ミクロ
グリア（Spi1）、アストロサイト（Sox9）、および神経細胞（NeuN）の核を染色するマーカー分子
と ATF3 の多重染色を実施して、ATF3 が発現誘導される細胞種を解析した。 
 
(2)ATF3 の組織的ノックダウンの試み 

静脈投与でも血液脳関門を通過して、脳全体の細胞に遺伝子導入できる AAV ベクターrAAV-
PHP.eBを使用し、ATF3遺伝子に対する guide RNAと Syn1プロモーターで SaCas9 (Staphylococcus 
aureus に由来する小型 Cas9) を発現する CRISPR ノックアウトコンストラクトを構築し、rAAV-
PHP.eB にパッケージングした。これを初代培養神経細胞に導入し、想定される部位でゲノム編
集が生じているかを確認した。 



 
(3) ATF3 により転写調節を受ける因子の解析と ATF3 が発現した神経細胞の解析 

ATF3 により発現誘導されることが報告されている、Chac1 および Chop の発現を蛍光多重染
色および RNA scope を用いる in situ hybridization により解析した。また、腫瘍細胞で ATF3 の発
現が脂質の過酸化が関与する細胞死であるフェロトーシスに関与することが報告されたことか
ら（Ratan, Cell Chemical Biology, 2020）プリオン感染に伴う ATF3 の発現誘導とフェロトーシス
の関係を解析した。神経細胞の減少が認められる視床背外側を解析の標的として、神経細胞およ
びアストロサイトでの脂質の過酸化を 4-hydoxy-2-nonenal(4-HNE)の染色を指標に解析し、グルタ
チオンおよびグルタチオンペルオキシダーゼ（GPx4）の量を生化学的に解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)ATF3 の発現誘導の詳細な解析 

プリオン感染マウスにおける ATF3 陽性
細胞の定量解析、ATF3 神経細胞の割合、お
よび出現部位を解析するために、プリオン
感染マウスの脳凍結切片を、NeuN (神経細
胞マーカー) と ATF3 に対する抗体を用い
て蛍光多重染色を実施した。ATF3 陽性細胞
の出現が顕著な視床でが、ATF3 陽性細胞の
75%以上が NeuN 陽性の神経細胞であり、
15％程度が Spi1 陽性のミクログリアであっ
た。また視床背外側以外では橋核でも病態
の進行に伴い NeuN 陽性細胞が減少し、
ATF3 陽性細胞が増加することを見いだし
た（図 1）。 

網羅的遺伝子解析の結果から、グルタチ
オンの代謝に関与する Chac1 が神経細胞特
異的に発現誘導されることを示しているこ
とから、ATF3 が Chac1 の発現調整を行って
いる可能性を検討した。RNA-scope を用い
て ATF3 陽性細胞で Chac1 の発現が確認で
きた。Chac1 は、グルタチオンをシステイニ
ルグリシンに分解し、結果として制御され
た細胞死の一つであるフェロトーシスを誘
発する主要な因子の一つである。この結果
から、何らかの刺激により ATF3 の発現誘導
が起こり、Chac1 の発現を経て、神経細胞がフ
ェロトーシスを起こすという新たな仮説を着
想するに至った（図 2）。 
 
(2)ATF3 の組織的ノックダウンの試み 

Sny1 プロモーター下で神経細胞特異的に
SaCas9 (Staphylococcus aureus に由来する小型
Cas9)を発現し、ATF3 に対する guide RNA を発
現するアデノ随伴ウイルスベクター rAAV-
PHP.eB-AFT1, rAAV-PHP.eB-AFT2 を作成した。
陰性対象として、オフターゲット効果がないと
される guide RNA を発現する rAAV-PHP.eB-
NC1, rAAV-PHP.eB-NC2, および Syn1 プロモー
ター下で EGFP を発現する rAAV-PHP.eB-EGFP
を作成した。rAAV-PHP.eB-EGFP を初代培養神
経細胞に感染させ、神経細胞特異的に EGFP が
発現すること、および同ウイルスベクターを脳
定位接種法により接種して接種部位の神経細胞で EGFP が発現することを確認した。しかし、初
代培養神経細胞では予定していたゲノム編集は生じていなかった。 
 
(3) ATF3 陽性神経細胞の解析および ATF3 により転写調節を受ける因子の解析 

顕著な神経細胞死およびお ATF3 の発現誘導が認められる視床背外側では、TUNEL 陽性とな
るアポトーシスは生じていなかった。一方、過酸化脂質のマーカーである 4-HNE の蓄積とグル
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タチオンペルオキシダーゼ (GPx4) の発現を
解析したところ、ATF3 陽性神経細胞は陰性の
神経細胞よりも4-HNEの蓄積が少なくなって
いた（図 3）。また、視床における GPx4 の量
はプリオン感染により減少する傾向が認めら
れた。従って、視床の神経細胞ではフェロト
ーシスにより神経細胞死が生じている可能
性、および、ATF3 の発現誘導は、神経細胞内
の脂質過酸化を抑制し、フェロトーシスを抑
制する方向に作用する可能性が示唆された。 

また、プリオン感染マウスの視床の網羅的
遺伝子発現解析の結果から、神経細胞保護的
に作用するとの報告がある、 endothelin 
converting enzyme-like 1 および galanin の発現
上昇を新たに見いだした。 
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