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研究成果の概要（和文）：本研究では、宿主の自然免疫機構におけるプリオン感染に対するI型インターフェロ
ンシステムの抑制メカニズムについて検討した。結果として、低分子化合物やリコンビナントタンパクによりI
型インターフェロン受容体を刺激することでプリオン感染を抑制することを明らかにした。また、これまで報告
の無かったプリオン株においてもI型インターフェロン受容体を介したメカニズムにより、その感染を抑制する
ことができる可能性を明らかにした。本研究により得られた成果は、新たなメカニズムをターゲットにしたプリ
オン病の予防・治療法の開発の進展に大きく寄与するものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated about suppression mechanism via type I 
interferon system in innate immune responses against prion infection to host. As a result, we 
defined that low molecular compound and recombinant protein can stimulate type I interferon system 
in host might inhibit prion infection. Furthermore, we showed that the immune system mediating type 
I interferon receptor might also suppress infection from prion strain has never been clear in 
prion-infected mice model. We believe that our achievement in this project might contribute to 
progress of prevention and drug discovery for prion disease. 

研究分野：ウイルス学、免疫学、分子生物学

キーワード： Prion　Innate immunity　Interferon

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
宿主の自然免疫機構を視点としたプリオン感染病態メカニズムの解明について研究を遂行することにより、免疫
学的知見を生かしたプリオン病の創薬開発が進むことが期待される。

※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 
プリオン病は、ヒトのクロイツフェルトヤコブ病やウシの牛海綿状脳症 (狂牛病：BSE)な
どの各種動物に見られる空砲変性及びグリオーシスなどの脳内病理変化を伴う難治性の中
枢神経変性疾患である。病原体（プリオン）は、核酸を有しないタンパク質のみで構成され
ており、宿主の正常プリオンタンパクが何らかの原因で異常化することによって形成され
るため、アミノ酸配列は一致し、立体構造が異なるのみとされている。このため、感染症の
原因となるウイルス・細菌等の病原体とは異なり、感染時に宿主の防御機構である免疫応答
が惹起されないとされている。 

 
２．研究の目的 
本研究では、病原体プリオンの感染時における宿主自然免疫応答の役割を明らかにするこ
とを前提に、I型インターフェロン活性化システムに注目し、病原体プリオンの感染病態の
詳細を解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(１) Lentivirus vector のシステムを用いたプリオン感染モデルに対する I 型インターフェロ
ンの影響 
本課題では、まず、SIN ベクターを用いたレンチウイルスのシステムを構築した。レンチウ
イルス粒子内に目的の遺伝子を導入するために、プラスミドは、CSII-CMV-MCS（CSII-CMV-
Venus、CSII-CMV-MCS-IRES2-Bsd、CSII-CMV-MCS-IRES2-Venus）を用途によって使い分けて
使用した。SIN ベクターを作製するためのプラスミドでは、3'LTR の U3 にあるエンハンサ
ーの一部またはすべての領域とプロモーター領域が削除されているため、SIN ベクターが
細胞に感染し染色体に組み込まれた後のプロウイルス状態では、両方の LTR ともプロモー
ター活性を持たないことになり、5'R 領域からの全ゲノムの転写は起こらない。つまり、こ
のシステムで作成されたレンチウイルス粒子は複製能力が無く目的の遺伝子をキャリーし
ているだけで、他のウイルス種を作り出さない。その上、LTR による遺伝子の誘導は起こら
ず、内部の CMV プロモーターによって目的遺伝子の転写が起こる。このシステムで、I型イ
ンターフェロンの遺伝子をコードしたプラスミドを HEK293T のパッケージング細胞に導入
し、ウイルス粒子を作り出した。ウイルス量を定量化には p24 protein を使った感染価の
測定キットを用いた。高い感染価を有するロットのウイルス粒子を用いて、定位的にマウス
の脳内にウイルスを感染させる実験を行った。プリオン感染後の脳内摂取後のマウスの脳
内変化については、病理変化およびウェスタンブロットで検討した。 

 
(２) IFNAR1KO マウスを用いた BSE 株プリオン感染に対する影響 
4週齢の I型インターフェロン受容体遺伝子欠損マウスの雄にマウス BSE株の 10%脳乳剤を
右脳側の前頭葉の脳内に 20μL 摂取し、プリオン病発症による生存期間に関する影響つい
て検討した。 

 
(３) リコンビナント I型インターフェロンを用いたプリオン感染に対する影響 
プリオン持続感染細胞にマウス種のリコンビナント I 型インターフェロンを処置し、48 時
間後の異常型プリオン蛋白の発現について、ウェスタンブロット法を用いて検討した。同様
にプリオン感染していない細胞（非感染）細胞株にマウス種のリコンビナント I 型インタ
ーフェロンを前処置後、プリオン感染を行い、数継代後の異常プリオン蛋白の細胞内蓄積に
ついて検討した。 

 
(４) IFNAR1 アゴニスト RO8181 を用いたプリオン感染に対する影響 

I型インターフェロン受容体（IFNAR1）のアゴニストである RO8191を用いて、リコンビナ
ント I 型インターフェロンと同様なプリオン感染に対する影響について検討するため、プ
リオン持続感染細胞に化合物を処置し、48時間後の異常プリオン蛋白の発現量をウェスタ
ンブロット法を用いて検討した。その際、化合物による I型インターフェロンシステムの活
性化の指標として、インターフェロン刺激遺伝子の発現についても検討した。また、同様に
プリオン感染していない細胞（非感染）細胞株に化合物を前処置後、プリオン感染を行い、
数継代後の異常プリオン蛋白の細胞内蓄積について検討した。 

 
４．研究成果 
(１) インターフェロンのマウスへの有効性の評価として、レンチウイルスを用いてマウスの脳
内にインターフェロンを強制的に発現させ、そのマウスにプリオンを摂取し、プリオン感染
に対する影響について評価するために、マウスへのレンチウイルス導入条件について検討
した。蛍光タンパクビーナスを組み込んだレンチウイルスを用いて脳内に導入した。ウイル



スの局在については、術後 2 週間後に視床への局在を確認した。病理変化についての検討
では、凍結切片を用いて脳内のビーナスの発現を確認したことより、レンチウイルスの感染
を確認した。プリオン感染後の脳内の病理変化では、コントロールに比べ著名な変化は見ら
れなかった。また生存期間については有意な変化は見られなかった。一方、ウエスタンブロ
ッティングにおける異常プリオン蛋白の蓄積については、I型インターフェロンを発現させ
たマウスにおいてその蓄積が有意に抑制されていた。これらの結果より、I型インターフェ
ロンは in vivo のプリオン感染に対して抵抗性を示すことが示唆された。 

 
(２) I 型インターフェロン受容体遺伝子欠損マウスにマウス BSE 株を感染させた際の病態発現
について検討した。10%脳乳剤の脳内投与後、I 型インターフェロン受容体遺伝子欠損マウ
スは野生型マウスに比べ、生存期間が短縮したが有意差は見られなかった(p=0.0547）（野生
型, n=10, 185±12 日,遺伝子欠損型, n=11, 180±7 日）。これまでの研究で 22L プリオン
では、有意な生存期間の短縮が認められていたことより、I型インターフェロンによる宿主
防御機構には、プリオン株の特異性があることが示唆された。 

 
(３) 恒常的に異常プリオンを産生しているプリオンに感染した細胞への IFN の影響およびイ
ンターフェロンについて検討した。プリオン持続感染細胞へのリコンビナント I 型インタ
ーフェロンの処置により、異常プリオンタンパクの発現減少が確認された。この発現減少は
濃度依存的に減少するものであった。さらにアルファタイプよりベータタイプがその効果
が強く見られた。次に、プリオン非感染細胞にプリオンを感染させる Ex vivo プリオン感
染モデル実験では、リコンビナント I 型インターフェロンの前処置により、プリオン感染
後の異常型プリオンの発現が、処置無しの群に比べ、有意に低下していることが確認され
た。 

 
(４) I 型 IFN 受容体の低分子化合物のアゴニストである RO8191 は、リコンビナント I 型インタ
ーフェロンと同様に、プリオン感染細胞における異常プリオン蛋白の発現を濃度依存的に
減少させた。神経芽細胞腫由来のプリオン持続感染細胞においても化合物の処置により、I
型インターフェロンシステムの活性化の指標となるインターフェロン刺激遺伝子の発現の
上昇も共に確認された。さらに、プリオンを感染させる Ex vivoプリオン感染モデル実験に
おいても、同様に異常プリオンの産生抑制効果が確認され、RO8191 の前処理を行うことで、
プリオン感染に対し耐性を有していた。 

 
以上の結果から、プリオン感染は I型インターフェロンシステムの活性化により、その感染が制
御され、宿主側はその生体防御機構によって病原体プリオンの浸食から逃れていることが示唆
された。さらに、I型 IFN受容体アゴニスト RO8191は低分子化合物であり、高濃度処置にお
いても細胞死を引き起こさなかったことから、創薬開発候補として有望と考える。今後は、構造
展開を含め、更なる薬効を示すプリオン持続感染細胞においてインターフェロン刺激遺伝子の
発現を誘導し、且つ異常プリオンタンパクの産生を抑制する化合物を開発することが期待され
る。 
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