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研究成果の概要（和文）：　本研究では、アトラクチンとソーチリンのTgマウスを作製しプリオンを感染させ
た。アトラクチンTgマウスはコントロールマウスより早期にプリオン病を発症したが、ソーチリンTgマウスでは
遅延した。この結果は、アトラクチンがプリオン病の進行を促進し、ソーチリンは逆に抑制することを示唆し
た。また、トランスゴルジネットワーク (TGN)のゴルジン97がソーチリンと結合し、プリオン感染細胞ではゴル
ジン97が低下することを明らかにした。この結果は、プリオン感染細胞ではゴルジン97の低下によりソーチリン
のTGNへ逆輸送が障害されることを示唆した。また、新規のプリオン病の治療薬としてエタノールアミンを同定
した。

研究成果の概要（英文）：  In this study, we produced transgenic (Tg) mice expressing either 
attractin or sortilin and intracerebrally inoculated prions into them. Attractin-Tg mice developed 
disease earlier than control mice and sortilin-Tg mice succumbed to disease later than control mice.
 These results suggest that attractin could promote the pathogenesis of prion disease while sortilin
 could retard disease progression. We also found that golgin-97, which is expressed in the 
trans-Golgi network (TGN), could interact with sortilin-containing vesicles. However, golgin-97 was 
reduced in prion-infected cells. These results suggest that prions could reduce golgin-97, thereby 
disturbing the retrograde transport of sortilin to the TGN in infected cells. We also identified 
ethanolamine as a new anti-prion agent.

研究分野：分子生物学

キーワード： プリオン　プリオン病　アトラクチン　ソーチリン　エタノールアミン 　トランスジェニックマウス　
ポストゴルジ輸送
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　プリオン病の病態メカニズムを明らかにし、プリオン病の治療法を開発することは緊急の課題である。本研究
では、アトラクチンがプリオン病の進行を促進し、ソーチリンは逆にプリオン病の進行を抑制することを明らか
にした。この結果は、アトラクチンとソーチリンがプリオン病の病態に関与することを示し、アトラクチンの機
能抑制やソーチリンの活性化がプリオン病の治療法開発につながる可能性を示した。また本研究では、新規のプ
リオン病の治療薬としてエタノールアミンを同定した。以上の研究成果は、プリオン病の病態メカニズムの解明
やプリオン病の治療法開発に貢献するものであり、学術的意義及び社会的意義がある。

※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。



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

プリオン病は、感染性蛋白質「プリオン」の脳内蓄積により起こる神経変性疾患である。プリ

オン病の病態メカニズムは十分に解明されておらず、治療法も未だ開発されていない。従って、

プリオン病の病態メカニズムの解明及びプリオン病の治療法開発は緊急の課題である。 
プリオンは、神経細胞の膜蛋白質である正常プリオン蛋白質（以下、正常プリオン）が構造変

化を起こし蛋白分解酵素抵抗性となった異常プリオン蛋白質（以下、異常プリオン）から構成さ

れている。プリオンが感染すると、その構成蛋白質である異常プリオンが正常プリオンに作用し、

正常プリオンの構造を異常プリオンの構造へと変化させ、その結果異常プリオンが脳内に蓄積

しプリオン病が起こると考えられている。実際、研究代表者らは、正常プリオン欠損マウスを作

製しプリオンを脳内に接種しても欠損マウスは病気にならないことを明らかにし、正常プリオ

ンが異常プリオンに変換し、その結果起こる異常プリオンの蓄積がプリオン病の病態に必須で

あることを報告した(1)。また研究代表者らは、プリオン病では神経細胞内の細胞膜蛋白質のポ

ストゴルジ小胞輸送が障害され細胞膜蛋白質の細胞膜発現が低下し、その結果細胞膜蛋白質の

機能が低下することを報告した(2)。さらに、プリオン病では蛋白質輸送関連分子ソーチリンが

減少し、その結果ソーチリンを介した蛋白質の輸送が障害され、プリオンの産生が増加しプリオ

ン病が増悪することを報告した(3)。しかし、プリオンによるポストゴルジ小胞輸送障害がプリ

オン病の病態に関与するのか不明である。また、プリオンによるソーチリンの減少メカニズムも

不明であり、ソーチリンの減少が抑制されればプリオン病の病態が改善するのかも不明である。

そこで本研究では、プリオン病の病態メカニズムを解明することを目的とし、これらの問題に取

り組む。また、プリオン病の治療法開発を目指し、プリオンの産生を抑制する化合物の同定も行

う。 
 
 
２．研究の目的 
（１）プリオンによる細胞膜蛋白質のポストゴルジ輸送障害を抑制するとプリオン病の病態が

改善するのか明らかにする。研究代表者らは、プリオン病では、インスリン受容体やアトラクチ

ンなどの細胞膜蛋白質のポストゴルジ輸送が障害され、その結果これらの蛋白質の細胞膜発現

が低下しそれぞれの蛋白質の機能が低下することを報告した(2)。従って、これらの蛋白質を過

剰発現させると、プリオンが感染しても細胞膜の発現低下を抑制でき、その結果ポストゴルジ輸

送障害による機能低下を抑制できると考えられる。そこで本研究では、それぞれの蛋白質を過剰

発現するトランスジェニック(Tg)マウスを作製し、これらのマウスにプリオンを感染させ、プリ

オン病の病態が改善するのか明らかにする。もしこれらのTgマウスでプリオン病の病態が改善

すれば、細胞膜蛋白質の細胞膜発現の低下を抑制するとプリオン病の病態が改善することを示

すことができる。 
 
（２）ソーチリンを介した蛋白質の輸送障害を改善するとプリオン病が改善するのか明らかに

する。研究代表者らは、ソーチリンをプリオン感染細胞に過剰発現すると、ソーチリンによる蛋

白質輸送が改善しプリオンが減少することを見出した(3)。そこで、ソーチリンの過剰発現Tgマ
ウスを作製しプリオンを感染させると、プリオンの産生が抑制されプリオン病の進行が抑制さ

れるのか明らかにする。 
 
（３）プリオンによるソーチリンを介した蛋白質輸送障害のメカニズムを解明する。研究代表者

らは、プリオンが感染するとソーチリンが蛋白質レベルで減少し、その結果蛋白質の輸送が障害



されることを明らかにした(3)。そこで、プリオンがソーチリンを介した蛋白質輸送を障害する

メカニズムを解明するために、プリオンによりソーチリンが減少するメカニズムを明らかにす

る。 
 
（４）プリオンの産生を抑制する化合物を同定する。申請者らは、偶然にも、プリオン感染細胞

をAdvanced DMEM培地  (Thermo Fisher Scientific社 )で培養すると通常のDMEM培地 
(Thermo Fisher Scientific社)と異なりプリオンが減少することを見出した。そこで、Advanced 
DMEM培地から、プリオンの産生を抑制する化合物を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）アトラクチン過剰発現 Tg マウスの作製：アトラクチンの cDNA をハムスタープリオン蛋

白質遺伝子ゲノムを含む CosSHa.Tetコスミドベクター(InPro Biotechnology, Inc.)に挿入し、

アトラクチンがハムスタープリオン蛋白質遺伝子プロモーター下に発現するようにした。コス

ミドベクター由来の DNA を除去したのち、コンストラクトを C57BL/6 マウスの受精卵に注入

し、常法に従い Tg マウスを作製した。 
 
（２）プリオン感染：マウスの脳内に RML プリオン感染マウス脳乳剤を 20µL ずつ接種した。 
 
（３）ウェスタンブロティング(WB)法：細胞ライセート及びマウス脳乳剤を SDS-ポリアクリア

ミドゲルにて電気泳動を行い、蛋白質を Immobilon-P PVDF membrane (Millipore Corp.)に電
気的に転写し、１次抗体で反応させたのちHorse-radish peroxidase抱合２次抗体で反応させた。

シグナルは、 ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP substrate (Millipore)で反応させ

たのち、LAS-4000 mini (Fujifilm Co.)で検出した。 
 
（４）プリオン感染細胞の薬剤処理：プリオン感染細胞(N2aC24L1-3)の培養液にそれぞれの薬

剤を添加し、その細胞ライセートを WB に供し、異常プリオンの量を調べた。 
 
（５）マウスへのエタノールアミン投与：飲料水にエタノールアミン(8 g/L)を加え、プリオン感

染マウスにプリオン感染日から与えた。 
 
４．研究成果 
（１）アトラクチン過剰発現 Tg マウスはプリオン病を早期に発症する 

プリオン病におけるポストゴルジ小胞輸送障害により細胞膜発現が低下するアトラクチンの

役割を解明するために、アトラクチン過剰発現 Tg マ

ウスを作製し、RML プリオンを脳内接種した。コン

トロール C57BL/6 マウスは、接種後 164 ± 4日でプ

リオン病を発症した（図１）。一方、アトラクチン過

剰発現 Tg マウスは接種後 144 ± 3日で発症した（図

１, p<0.0001）。以上の結果は、アトラクチンの過剰

発現はプリオン病の病態を促進することを示した。

これらの結果は、申請者らが当初考えていたプリオ

ンによるポストゴルジ輸送障害により細胞膜発現が
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図1：C57BL/6 (WT)マウスとアトラクチン過剰発現

(Attractin-Tg)マウスにRMLプリオンを脳内接種後のプリ
オン病発症率 (%)。



低下したアトラクチンの発現を増加すればプリオン病の病態が改善するかもしれないという考

えに反することとなった。従ってこれらの結果は、プリオン感染細胞で認められるポストゴルジ

輸送障害はプリオン感染に対する細胞の防御機構の一つである可能性を示した。 
 
（２）ソーチリン過剰発現 Tg マウスはプリオン病の発症が遅れる 
 研究代表者らは、ソーチリン欠損マウスに RML プリオンを感染させるとプリオン病の進行が

早まることを既に報告している(3)。このことは、逆にソーチリンを過剰発現させるとプリオン

病の病態進行を遅らせることができると考えられる。そこで、研究代表者らはソーチリン過剰発

現 Tg マウスを作製し RML プリオンを脳内接種し

た。コントロールC57BL/6(WT)マウスは、接種後 159 
± 8日でプリオン病を発症した（図２）。一方、ソーチ

リン過剰発現 Tg マウスは接種後 185 ± 20日で発症

した（図２, p=0.0006）。これらの結果は、ソーチリ

ンを過剰発現させるとプリオン病の病態進行が遅れ

ることを示し、プリオンによるソーチリンの蛋白質

レベルの低下を抑制できればプリオン病の進行を抑

制できる可能性を示した。 
 
（３）ソーチリン含有小胞はゴルジン 97 と結合する 
 ソーチリンは積荷蛋白質をリソソームに運んだのち、自身はトランスゴルジネットワーク 
(TGN)に逆輸送されリソソームでの分解を逃れ、その結果自身の蛋白質レベルを維持していると

考えられている。申請者らは、TGN 蛋白質であるゴルジン 97 がソーチリン含有小胞を膜に係

留する機能を有することを見出した。また、プリオン感染細胞では、ゴルジン 97 の蛋白質レベ

ルが低下していることも見出した。以上の結果は、プリオンが感染するとゴルジン 97 の蛋白質

レベルが低下し、その結果ソーチリン含有小胞が TGN に係留できなくなり、ソーチリンの TGN
への逆輸送が障害され、ソーチリンはリソソームで分解され蛋白質レベルが低下する可能性が

考えられた。 
 
（４）エタノールアミンは新規の抗プリオン薬である 
 研究代表者らは、偶然にも、プリオン感染細胞をAdvanced DMEM培地で培養すると通常の

DMEM培地と異なり、プリオンが減少することを見出していた。そこで、Advanced DMEM培

地に含まれるどの化合物が抗プリオン活性を持つのか明らかにすることにした。Advanced 
DMEM培地には通常のDMEM培地に加えて10
種類の化合物が添加されている。そこで、これ

らの化合物の中から抗プリオン活性を持つ化合

物を同定することにした。その結果、エタノー

ルアミンを添加するとプリオン感染細胞のプリ

オンが減少することを明らかにした(4)。次に、

プリオンを感染させたマウスにエタノールアミ

ンを投与するとプリオン病の進行が遅れること

も明らかにした（図３, p=0.0005）(4)。以上の

結果は、エタノールアミンが新規の抗プリオン
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図２：C57BL/6 (WT)マウスとソーチリン過剰発現(Sortilin-

Tg)マウスにRMLプリオンを脳内接種後のプリオン病発症率
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図３：C57BL/6マウスにRMLプリオンを脳内接種し、エタ

ノールアミンを直後(0 dpi)から飲料水で投与した後のプリ
オン病発症率 (%)。



薬であることを示した。 
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