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研究成果の概要（和文）：ヒトプリオン病においてプリオンタンパク（PrP）遺伝子変異による遺伝性は十数％を占め
る。本研究では遺伝性プリオン病であるGSS（P102L変異）20例、FFI（D178N変異）12例、遺伝性CJD（E200K変異）22例
について、我々が以前開発した高感度異常型PrP増幅検出法であるRT-QUIC法により髄液検査を行ったところいずれも80
%前後以上の感度を示し、臨床的に有用性が高いことを確認した。さらに免疫抑制剤であるFK506がオートリソソーム系
を活性化して異常型PrPの分解を促進し、予防・治療的効果を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The genetic form of human Prion diseases (gPrD) is caused by mutations in the 
prion protein gene. We recently developed a highly sensitive amplification　technology, designated 
real-time quaking-induced conversion (RT-QUIC). In this study, we evaluated RT-QUIC assay in patients 
with gPrD, as a diagnostic tool. The detection sensitivities of RT-QUIC were as follows: GSS(78%), 
FFI(100%), gCJD E200K(87%). In contrast, the detection sensitivities of biomarkers were considerably 
lower: GSS(11%), FFI(0%), gCJD E200K(73%). Thus, RT-QUIC had a much higher detection sensitivity compared 
with testing for biomarkers. Moreover, we evaluated the effect of FK506 on prion infection, using cell 
culture and animal models. We found that FK506 reduced PrPSc and increased the formation of autolysosome 
in prion-infected cells. The survival periods in prion-inoculated mice were significantly increased when 
FK506 was administered. These findings show that FK506 could constitute a novel anti-prion drug.

研究分野： 神経解剖学・神経病理学

キーワード： 神経変性疾患　遺伝性プリオン病
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１．研究開始当初の背景 
プリオン病は感染性病原体プリオンによっ

て引き起こされる致死性の神経変性疾患であ
り、ヒトのクロイツフェルトヤコブ病（CJD）、
ヒツジのスクレイピーなどが代表的な疾患で
ある。病原体プリオンはおそらくは単一のタ
ンパク質である異常型Prion protein (PrP) 
のみから構成されている、とするタンパク単
独仮説が提唱されている。 
異常型PrP は、主に神経系に発現している

正常型PrP が構造上変化したもので、異常型
と正常型PrP ではアミノ酸配列に違いはなく、
その立体構造のみが異なっている。正常型は
α-helix 構造を多く含み、可溶性で柔軟な構
造をしているが、異常型はβ-sheet 含量が高
く、凝集しやすく不溶性、蛋白分解酵素処理
に抵抗性などの性質を持つ。遺伝性プリオン
病ではPrP遺伝子の変異により、正常型の構造
がわずかにほぐれ、長時間の後に異常型への
構造変化が自然に誘導されると考えられてい
る。しかし、PrP 遺伝子変異が実際にどのよ
うに異常型PrP 生成に結びつくか、その構造
変換プロセスの詳細についてはわかっていな
い。 
我々は、異常型PrP高感度試験管内増幅法

（RT-QUlC法：Real-time quaking-induced 
conversion）の開発に成功し、プリオン患者
髄液中の微量な異常型PrPを検出可能である
ことを証明した(Atarashi R et al. Nature 
Medicine 2011)。このRT-QUIC法を用いて、陰
性コントロールを含む100例以上の髄液を検
査した結果、ヒトの弧発性CJDを感度80%以上、
特異度100％で診断可能であった。すなわち今
まで脳生検が必要であったCJDの生前の確定
診断が、髄液採取により可能であることが示
された。本研究ではこのRT-QUIC法を、遺伝性
プリオン病にも適応できるようさらなる検討
を行う。遺伝性プリオン病としてはP102L変異
のGerstmann-Straussler syndrome（GSS）、
E200K変異による遺伝性CJD 、D178N変異によ
るFatal Familial Insomnia（FFI）などが代
表的である。 
遺伝性プリオン病は弧発性と異なり、遺伝

子変異ごとの浸透率から発症予測が可能であ
るため、浸透率の高いものについてはかなり
早期から予防・治療を開始することができる
という利点がある。しかし、感染性プリオン
病動物モデルにおいて予防・治療効果のある
薬剤の報告例は増えているが、発症までの期
間(潜伏期)をある程度伸ばす程度であり、遺
伝性プリオン病に対する予防・治療法の開発
は進んでいないのが現状である。その目的の

ために遺伝性プリオン病のモデルマウスを作
製し、解析する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究ではプリオン病、主に遺伝性プリオン
病を標的として、以下に掲げる項目について
の研究を行う。 
① 髄液を検体とした試験管内異常型プリオ

ンタンパク（PrP）増幅法（RT-QUIC 法）
による遺伝性プリオン病診断への有用性
を検証する。 

② 遺伝性プリオン病モデルマウスの作製
とその解析とそのマウスに対する 

③ プリオン病に対する新規発症予防・治
療法の開発 
 

３．研究の方法 
（１）RT-QUIC 法は、異常型 PrP を増幅反応
のシード（核）として用いて、リコンビナン
ト PrP(rPrP)の凝集（アミロイドフィブリル
形成）反応を連続的に試験管内で行わせ、検
体中の異常型PrPを増幅して検出するという
方式である。この RT-QUIC 法を用いると、サ
ンプルが多数の場合でも非常に簡便に、かつ
real-time に測定可能なシステムを構築する
ことが可能である。本研究では PrP 遺伝子の
P102L 変異による Gerstmann-Straussler 
syndrome（GSS）、V180I変異による遺伝性CJD、 
E200K 変異による遺伝性 CJD 、D178N 変異に
よる Fatal Familial Insomnia（FFI）など何
種類かの遺伝性プリオン病患者由来髄液検
体を用いて、RT-QUIC 法を行い、どの程度の
感度・特異度があるかどうかを検証した。 
（２）ヒト配列 PrP に遺伝子変異を導入した
Tg マウスは自然には発症しないことが報告
されている。この原因は不明であるが、一つ
の可能性として PrPの C末端側に共有結合し
ている GPI アンカーの影響が考えられる。そ
こでGPIアンカーのシグナル配列を欠損させ
細胞外へ分泌されるようにした変異 PrP-Tg
マウスを作製し、検証する。実際、GPI アン
カーのないマウス配列 PrP-Tg マウスではプ
リオン感染により野生型マウスでは見られ
ない細胞外に巨大な異常型PrPのアミロイド
斑を形成することが報告されており、GPI ア
ンカーの有無が病態像に影響することが示
されている。P102L 変異による GSS でも異常
型PrPのアミロイド斑を形成することが知ら
れており、この GPI 欠損 P102L 変異 PrP-Tg
マウスが自然発症するかどうか興味が持た
れる。また同じ変異 PrP を持つが GPI アンカ
ーを持つものと持たない Tg マウス同士を掛



け合わせたダブル Tg マウスも作製し、その
両者が同一細胞に発現する場合の影響につ
いて観察する。 
（３）免疫抑制剤である FK506（別名
tacrolimus）は FKBP に結合し、カルシニュ
ーリンの活性を阻害することが知られてい
る。我々は FK506 が Autolysosome 系を活性
化して異常型PrPの分解を促進するのではな
いかとの仮説を立て、以下の実験を行った。
まずプリオン感染培養細胞にFK506を添加し
て異常型 PrP が減少するかどうか検討した。
次にプリオン感染マウスにFK506を投与して
予防・治療効果がみられかについても解析を
行った。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝性プリオン病である GSS(P102L 変
異)20 例、FFI（Fatal familial Insomnia、
D178N 変異）12 例、遺伝性 CJD（E200K 変異）
22 例について、我々が以前に開発した高感度
異常型 PrP 増幅検出法である、RT-QUIC 法に
より髄液検査を行った。その結果、P102L 変
異例では 90%（18/20）、D178N 変異例では
83.3％（10/12）、E200K 変異例では 81.8%
（18/22）の感度であった。同時に行った髄
液の生化学的マーカーである T-tau protein
や 14-3-3 に比べ、とくに P102L 変異例、D178N
変異例ではRT-QUIC法の感度は顕著に高かっ
たのに対して、E200K 変異例では同等レベル
であった。この結果は、RT-QUIC 法による髄
液検査は遺伝性プリオン病においても有用
性が高いことを示している。 
（２）上記研究方法で述べた遺伝性プリオン
病モデルマウス（P102L 変異を導入した GPI
アンカー（＋）と（－）の 2 種類のヒト PrP
配列トランスジェニックマウス）を作製した。
現在遺伝的背景をPrP遺伝子ノックアウトマ
ウスに置き換えている途中であるが、遺伝的
背景が野生型のマウスでもGPIアンカー（－）
の Tg マウスでは失調歩行や脊柱後彎、体重
減少といった症状が見られており、現在解析
を進めている。 
（３）本研究により免疫抑制剤である FK506
は、Autolysosome 系を活性化し、プリオン感
染細胞に蓄積する異常型PrPを減少させるこ
とを初めて明らかにした。さらにプリオン感
染モデルマウスにFK506を投与すると潜伏期
が延長するとともに、それらのマウス脳にお
いてオートファジー関連遺伝子が活性化し、
異常型 PrP の蓄積が遅延した。これらの結果
はFK506がプリオン病などの神経変性疾患に
お い て蓄積 す る凝集 タ ンパク 質 を 、

Autolysosome 系を活性化することにより分
解を促進し減少させ、神経変性の進行を遅ら
せる可能性を示すものである。 
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