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研究成果の概要（和文）：プリオン病は、中枢神経系における異常型プリオンタンパク質の蓄積、神経細胞の変性、ア
ストロサイトおよびミクログリアの増生を特徴とする。プリオン感染動物では臨床症状が発現する以前から、脳内でア
ストロサイトが活性化することが知られている。このアストロサイトの活性化が神経細胞に対して保護と傷害のいずれ
の作用を示すかを解き明かすことは、プリオン病の病態機序解明へとつながる。そこで、アストロサイトに注目し、異
常型プリオンタンパク質のアストロサイトにおける動態を検索した。その結果、異常型プリオンタンパク質はアストロ
サイトにおいて主にリソソームに存在することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The accumulation of abnormal prion protein, degeneration of neurons, astrogliosis 
and microglial activation are characteristics of prion diseases. By assessing prion-infected mouse brains,
 astrocyte activation tend to appeare earlier than microbial activation. To analyze the effects of activat
ed astrocytes on neurons are important for understanding the pathogenesis of prion diseases. Then, the ast
rocytes are focused, especially the localization of abnormal prion protein in astrocytes were analyzed. As
 a result, the abnormal prion protein were mainly found to be in lysosome in astrocytes.  
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１．研究開始当初の背景 
 プリオン病は、中枢神経系における異常型
プリオンタンパク質の蓄積、神経細胞の変性、
アストロサイトおよびミクログリアの増生
を特徴とする、致死性の神経変性疾患であり、
有効な治療法は無い。プリオン病の病原体は
プリオンと呼ばれ、宿主が生来保有する正
常型プリオン蛋白質(PrPC)が構造変換して
生じる異常型プリオン蛋白質(PrPSc)で構成
されている。プリオンの感染性は PrPScにあ
るが、脳での PrPScの蓄積から神経細胞の変
性に至るまでの機構は明らかになっていな
い。現在までのところ、プリオン病の治療
には、PrPSc の産生を阻害する治療法が一定
の効果を上げている(Doh-ura K, 2004; Song 
CH, 2008)が、劇的な改善をもたらすもので
はない。プリオン病の効果的な治療法の開
発には、プリオン病での神経変性機構の全
体像を明らかにし、治療法の標的となるプ
ロセスに関与する細胞および分子群を知る
必要がある。 
 プリオン感染動物では臨床症状が発現する
以前から、脳内でアストロサイトが活性化す
ることが知られている。アストロサイトは、
｢支持細胞｣として、血液脳関門の形成、神
経伝達物質（グルタミン酸など）の取り込
み処理、神経細胞への栄養供給(L-セリンや
ピルビン酸)、神経栄養因子の供給など、脳
機能の維持管理に重要な役割を果たしてい
ることが知られている。プリオン病におい
て早期よりアストロサイトが活性化し、病
末期にかけて顕著に増生することは明らか
になったものの、アストロサイトの活性化
や増生が神経細胞に保護的に作用するのか、
あるいは傷害的に作用するかは明らかにな
っていない。①アストロサイトが活性化す
ることにより、神経栄養因子の供給が亢進
したり、アストロサイトの増生により、神
経細胞に足場を提供したり、神経細胞に対
して保護的に作用する可能性が考えられる。
一方で、アストロサイトの過剰な活性化は
神経細胞に害となる可能性が、アルツハイ
マー病などの多くの神経変性疾患および加
齢性変化で強く示唆されている(Johnstone 
M, 1999; Wang P, 2008)。プリオン病において
も、②アストロサイトが活性化したために、
サイトカインやケモカインなどの分泌が亢
進し、神経細胞に悪影響をおよぼす可能性
が考えられる。プリオン病で認められるアス
トロサイトの活性化が、神経細胞に対して保
護と傷害のいずれの作用を示すかを解き明か
すことが、プリオン病の病態機序解明の「鍵」
となると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 プリオン病では、アストロサイトがミクロ
グリアよりも早期から活性化することから、
アストロサイトがプリオン病の病態機序に
積極的に関与する可能性が考えられる。プリ
オン病でのアストロサイトの活性化が神経細

胞に与える影響を解析し、プリオン病の病態
機序にアストロサイトが果たす役割を明らか
にするために、 
(1) アストロサイトにおける PrPSc の動態を

明らかにする。 
(2) 今後の in vitro での解析に必要な、初代培

養の神経細胞の純培養の手法について検
討する。 

 
３．研究の方法 
(1) マウス胎子由来のニューロスフェアモデ

ルにプリオンを感染させ、間接蛍光抗体法
にて多重染色することで、GFAP陽性のア
ストロサイトにおいて、どの細胞内小器官
と共局在を示すかを検討する。プリオンの
株は、マウス馴化スクレイピーである帯広
株、チャンドラー株、22L株、およびマウ
ス馴化牛海綿状脳症であるKUS株を用い
た。細胞内小器官のマーカーとして、ERC
マーカーのRab11a、後期エンドソームマー
カーのRab7およびRab9、前期エンドソーム
マーカーのRab5、ゴルジマーカーのTgn38
およびGiantin、リサイクルおよび後期エン
ドソームとゴルジ複合体のマーカーであ
るFlotillin、前期エンドソームからリソソー
ムまでのマーカーであるLamp1と
CathepsinDを用いた。 

(2) 神経細胞の純培養系の検討 
 材料となる動物：マウス胎子と新生子を検

討する。 
 培養用培地：Neurobasal, NeurobasalA, 

DMEM/F12およびB27やN2 supplementなど
の添加物について検討する。 

 精製方法：グリア細胞の混入を防ぐための
神経細胞の精製方法として、密度勾配遠心、
パンディング、細胞分裂阻害剤添加の方法
を検討する。 

 
４．研究成果 
(1) PrPScはFlotillin、CathepsinDおよびLamp1

と主に共局在しており、Tgn38および
Giantinとは共局在を示さず、Rab5aと
Rab11aとはいくらか共局在を示した。これ
らより、PrPScはアストロサイトにおいて主
にリソソームに存在することが明らかに
なった。 

(2) マウス新生子を用いて、NeurobasalA に
B27 を添加し、神経細胞をパンディング
法で回収した場合に、神経細胞へのダメ
ージが少なく、グリアの混入も少ないこ
とが分かった。しかしながら、少数では
あるが、アストロサイトの混入は避けら
れなかった。アストロサイトの突起は神
経細胞の突起に寄り添うように存在し、
アストロサイトに寄り添われた神経細胞
はそうでない神経細胞と比較して形態が
美しく保持されており、特に長期間の培
養において顕著にその傾向がみとめられ
た。わずかではあるが、アストロサイト
が混入することで、神経細胞の状態の評



価が混乱するため、神経細胞の純培養の
さらなる技術的な改善が必要であること
が明らかになった。 
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