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研究成果の概要（和文）：病原体プリオンはウイルスなどとは異なり、病原特異的な核酸を持たず、おそらくは単一の
異常型プリオンタンパク(PrPSc)のみから構成されていると推測されている。しかしながら、ウイルス感染時の特徴的
な干渉現象や自然免疫機構の活動がプリオン感染時においても見られ、ウイルス由来の核酸などPrPSc以外の因子がプ
リオン感染病態に関与することが示唆される。本研究により我々は、プリオン感染病態にPrPSc以外の修飾・補助因子
として二本鎖RNAもしくは二本鎖RNA様因子と、その宿主側シグナル分子群である自然免疫関連因子が関与していること
を見出した。

研究成果の概要（英文）：Although the pathogenesis of prion disease has not been clarified fully, it is 
widely accepted that prion disease occurs through autocatalytic conformational conversion of the 
ubiquitous normal form of prion protein (PrPC) to PrPSc in a protein only manner. Meanwhile, activation 
of the innate immune system has been suggested to partially block the progression of prion disease. 
Furthermore, different prion strains can interfere with each other, and this is known as prion strain 
interference. The results suggest that cofactors, such as virus derived nucleic acids, involve in prion 
propagation. In this study, we demonstrated that double-stranded RNA innate immune responses play a key 
role in the pathogenesis of prion disease.

研究分野： 神経分子病態学
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１．研究開始当初の背景 
プリオン病（別名; 伝達性海綿状脳症）は

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 （ Creutzfeldt-Jakob 
disease: CJD）、ヒツジのスクレイピー、牛
の 牛 海 綿 状 脳 症 （ Bovine Spongiform 
encephalopathy: BSE）などが代表的な疾患
である。現在、病原体プリオンはウイルス、
細菌などとは異なり、病原特異的な核酸を持
たず、正常型プリオンタンパク（PrP）から
の構造変換によって凝集・蓄積される異常型
PrP（PrPSc）が主要構成因子と推測されてい
る。一方 PrP 以外の修飾・補助因子の存在す
ることを示唆する報告もなされているが、そ
れら因子の存在についてはまだ議論のある
ところであり、プリオン感染病態における役
割も解明されていない。 
ヒトのプリオン病であるCJDは①自然発症型
の孤発性、②PrP 遺伝子異常による遺伝性、
③プリオンの汚染による感染性に分類され、
孤発性 CJD は CJD 全体の 78%を占めるにもか
かわらず、現在のところ発症原因は解明され
ていないが（図 1）、研究代表者らは予備的実
験から（研究の目的に後述）、PrPSc 以外の修
飾・補助因子が孤発性 CJD の発症に大きく関
与しているのではないかと考えている。 

 
２．研究の目的 
これまでにウイルス感染時の特徴的な干

渉現象（Science. 310:493-6. 2005）や自然
免疫機構の活動（J Virol. 86:4947-55. 2012）
がプリオン感染時においても見られること
が証明され、ウイルスなど PrPSc 以外の因子
の関与が示唆されている。さらに、研究代表
者らは、ウイルス由来の二本鎖 RNA（dsRNA）
と同様の免疫活性を持つ合成 dsRNA である
PolyI:C が、野生型マウスにおけるプリオン
感染後の発症までの潜伏期間を短縮し、神経
芽細胞腫細胞株N2a58細胞におけるプリオン
感染後の PrPSc 蓄積を増大することを確認し
た。これらの結果は、dsRNA がプリオン感染
を促進し、プリオン病を増悪させる因子であ
ることを示している。本研究では、プリオン

病における二本鎖RNAの作用メカニズムを解
析し、未だ不明確である病原体プリオンの感
染病態機構を解明することが目的である。 
 
３．研究の方法 
【培養細胞へのプリオン感染】 
 22L 株プリオン感染マウス脳乳剤の N2a58
細胞への感染時に、PolyI:C、一本鎖 RNA
（PolyU）、二本鎖 DNA（dsDNA）、リポ多糖（LPS）
を処置し、その後の PrPScの発現について検
討を行った。PrPScは回収した細胞試料を蛋白
分解酵素（Proteinase-K:PK）による消化後、
ウエスタンブロット法により検出した。さら
に、その関連分子の遺伝子、siRNA の導入に
より分子を人為的に増減させたN2a58細胞に
対して22Lプリオン感染実験することにより、
その作用メカニズムを解析した。 
【野生型マウスへのプリオン感染】 
22L 株プリオン感染マウス脳乳剤の野生型

マウスへの脳内投与による感染時に、
PolyI:C、PolyU、LPS をそれぞれ同時に脳内
投与し、プリオン病態進行に対する因子の作
用を観察した。 
【PMCA 法（Protein misfolding cyclic 
amplification）】 
 野生型マウス由来の正常脳乳剤と 1ng 
PrPSc相当量の22L株プリオン感染マウス脳乳
剤を混ぜ合わせて、そこに間欠的な超音波処
理をすることによりPrPScを増幅するPMCA法
を用いて、無細胞系 PrPSc 増幅における
PolyI:C の作用を調べた。 
 
４．研究成果 
N2a58 細胞への 22L プリオン感染と同時に

PolyI:C、PolyU、dsDNA、LPS をそれぞれ同時
に添加し48時間後 PrPSc蓄積の増減を測定し
た。PolyI:C（0.02, 0.2, 2μg）は、濃度依
存的に N2a58 細胞における PrPSc蓄積を増大
した（図 2）。一方、PolyU、dsDNA、LPS 添加
後の PrPSc 蓄積には有意な変化は観察されな
かった。その PolyI:C（2μg）の PrPSc蓄積に
対する増大作用は、dsRNA 分解酵素である
RNaseⅢの前処理により抑制された（図 3）。 
さらに、PolyI:C（2μg）は野生型マウスに
おける22Lプリオン感染後発症までの潜伏期
間を有意に短縮した（図４）。一方、PolyU、
LPS が投与された野生型マウスでは、有意な
潜伏期間の変化は観察されなかった。これら
の結果は、dsRNA がプリオン感染を促進し、
プリオン病を増悪させる特異的な因子であ
ることを示している。 
次に、PolyI:C の PrPSc蓄積増大作用が、PrPSc

に対する直接的な作用によるものなのかを
判断するため、PolyI:C（2μg）を前処置し
0,3,24,48 時間後に PBS による洗浄を行った
後、22L プリオン感染実験を行った。その結
果、24、48 時間処置群において、PolyI:C は
PrPSc蓄積を増大し（図 5）、PolyI:C の除去後
も同様の反応が観察されることが判明した。
さらに、無細胞系であるPMCA法においては、



PolyI:C（0.2, 2μg）は PrPSc 増幅に対して
有意な作用を示さなかった（図 6）。このこと
から、PolyI:C の PrPSc蓄積増大作用は PrPSc

への直接的な作用によるものではなく、宿主
側シグナル分子群が関与していることが示
唆された。 
N2a58 細胞へ dsRNA を認識する Toll-like 
receptor 3（TLR3）を導入することによって、
プリオン感染後のPrPSc蓄積が増大した（図7）。
ま た 、 dsRNA を 認 識 す る Retinoic 
acid-inducible gene-I（RIG-I）、Melanoma 
differentiation-associated protein 5
（MDA5）の導入によっても PrPSc 蓄積の増大
が観察された（図 7）。一方、LPS を認識する
TLR4、一本鎖 RNA を認識する TLR8 の導入は
PrPSc蓄積に影響しなかった（図 7）。 
また、TLR3、RIG-I に対する siRNA の神経芽
細胞への導入は、PolyI:C 非存在下及び存在
下における PrPSc の蓄積に対して抑制傾向を
示した（図 8）。 
以上の結果より、プリオン感染に PrP 以外の
修飾・補助因子として dsRNA もしくは dsRNA
様因子と、その宿主側シグナル分子群である
TLR3、RIG-I、MDA5 などの自然免疫関連因子
が働いていることが示唆された。 
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