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研究成果の概要（和文）：我々は、新規の正常プリオン結合分子としてソーチリンを同定した。正常プリオンは、細胞
膜表面でソーチリンと結合していた。プリオン持続感染細胞からソーチリンをノックダウンすると、異常プリオンが増
加した。逆に、ソーチリンを過剰発現すると、異常プリオンは減少した。さらに我々は、ソーチリンのノックアウトし
たマウス神経芽細胞を樹立し、プリオンを感染させた。その結果、コントロール細胞と比べて、ソーチリンのノックア
ウト細胞はプリオン感受性が著明に亢進し、異常プリオンも大量に産生した。これらの結果は、ソーチリンが正常プリ
オンから異常プリオンの構造変換に関与している可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：We identified sortilin as a novel PrPC-binding molecule in this study. Sortilin 
is a transmembrane protein playing an important role in protein trafficking. Immunocytochemical staining 
revealed that PrPC is colocalized with sortilin mainly on the plasma membrane. Knockdown of sortilin 
using siRNA caused increase in PrPSc levels in prion-infected mouse neuroblastoma N2a cells. On the 
contrary, forced overexpression of sortilin reduced PrPSc levels in prion-infected cells. We also 
established sortilin-knockout N2a cell lines and infected them with prions. Compared to control N2a 
cells, the knockout cells were highly susceptible to prions and produced much higher levels of PrPSc. 
These results indicate that sortilin functions to inhibit the conversion of PrPC into PrPSc.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	
 プリオン病はプリオンの感染によって起
こる神経変性疾患である。プリオンが感染す
ると、神経細胞に発現する正常プリオン蛋白
質（以下、正常プリオン）の高次構造が変化
し、異常プリオン蛋白質（以下、異常プリオ
ン）に変換する。感染が進行すると、異常プ
リオンは脳内に蓄積し、プリオン病を引き起
こす。従って、正常プリオンはプリオン感染
に必須な分子であると考えられる。実際我々
は、正常プリオン欠損マウスを作製し感染実
験を行ない、これらのマウスがプリオン病に
感染しない事を証明した（１）。 
	
 一方、正常プリオンが発現するにも関わら
ず、プリオンが感染しない組織が存在する事
が古くから知られている。実際、正常プリオ
ンをマウスの胸腺や肝臓に強制的に発現さ
せても、これらの組織はプリオンに感染しな
い事が報告されている（２）。これらの事実
は、プリオン感染には正常プリオン以外の宿
主分子が重要な役割を果たしている事を示
している。しかし、このような宿主分子は未
だ同定されていない。プリオン感染のメカニ
ズムを解明するためにも、このような宿主分
子を同定することは重要である。 
 
２．研究の目的 
	
 プリオン感染のメカニズム解明を目指し、
プリオン感染に関与する宿主分子の同定を
行なう。 
 
３．研究の方法 
（１）培養細胞 
マウス神経芽腫由来 N2a 細胞に Prnp 遺伝

子を導入した N2aC24 細胞をプリオン非感染
細胞として用いた。また、プリオン持続感染
細胞は、N2aC24 細胞に 22L プリオンが持続
感染した N2aC24L1-3 細胞を使用した。培養
には DMEM培地を用いた。 

 
（２）プリオン感染実験 
細胞を 6ウェルプレートに播種し、24時間

後に 50 µg タンパク量を含む RML プリオン
感染マウス脳乳剤を加え 2または 3日おきに
継代した。 

 
（３）ソーチリンノックダウン法 

6 ウェルプレートに播種した N2aC24 細胞
または N2aC24L1-3 細胞に、Lipofectamine 
RNAiMax (Thermo Scientific)を用い Stealth 
siRNA(Thermo Scientific)を導入した。 

 
（４）ソーチリンノックアウト細胞の作製 
	
 CRISPR/CasシステムによりN2aC24細胞由
来のソーチリンノックアウト細胞を作製し
た。 
 
（５）ウェスタンブロッティング 
	
 細胞ライセートを SDS-ポリアクリルアミ
ドゲルにて展開し、各抗原に対する抗体を用

いて行なった。 
 
（６）細胞免疫染色 
	
 常法に従い行なった。異常プリオンの検出
は mAb132（北海道大学、堀内教授より分与）
を用いて行なった（３）。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）ソーチリンは正常プリオンと細胞膜上
で結合する	
 
	
 ソーチリンは、VPS10p ファミリーに属す
る小胞輸送に重要な積荷蛋白質受容体であ
り、アルツハイマー病の病態分子であるアミ
ロイドβの産生に関与することが知られて
いる。しかし、プリオンの感染及び産生にお
けるソーチリンの役割についての報告はな
い。そこで我々は、ソーチリンがプリオン感
染に重要な機能を担っているのか解析する
ことにした。 
	
 我々は、まず、ソーチリンが正常プリオン
と結合するのか調べた。正常プリオンに対す
る抗体で N2aC24 細胞のライセートを免疫沈
降すると、ソーチリンが共沈した（図 1）。
GST－ソーチリンは全長のレコンビナントプ
リオン蛋白質をプルダウンすることが出来
たが、N末アミノ酸 23－88を欠損するレコン
ビナントプリオン蛋白質をプルダウンさせ
ることは出来なかった。この結果は、正常プ
リオンがN末アミノ酸 23－88を介してソーチ
リンと結合していることを示した。さらに
我々は、ソーチリンと正常プリオンに対する
抗体を用いた免疫細胞化学的解析を行なっ
た結果、ソーチリンと正常プリオンが細胞膜
表面で共局在していることを見出した。 

 
（２）ソーチリンは異常プリオンの産生に抑
制的に機能する 
ソーチリンが正常プリオンから異常プリオ

ンへの構造変換に関与するのか調べるために、
プリオン持続感染細胞（N2aC24L1-3細胞）の
ソーチリン発現をsiRNAを用いてノックダウ
ンし、異常プリオンの産生量をウェスタンブ
ロッティング法にて解析した。その結果、ソ
ーチリンをノックダウンすることで、異常プ
リオンの産生量が増加することが分かった
（図2）。また逆に、ソーチリンをN2aC24L1-3
細胞に過剰発現させると、異常プリオンの産
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図1：正常プリオンに対する抗体で
&%'(%)細胞のライセートを免疫沈降す
ると、ソーチリンが共沈した。
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生は抑制された。これらの結果は、ソーチリ
ンが異常プリオン産生に抑制的に機能してい
ることを示した。 

 
（３）ソーチリンはプリオン感染を抑制する 
	
 我々は、さらにプリオン感染に対するソー
チリン役割について調べた。このために、
CRISPR/CasシステムによりN2aC24細胞のソ
ー チ リ ン 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト し た
N2aC24ΔSort細胞を構築し、N2aC24細胞と、
RMLプリオン感染に対する感受性を比較した。
プリオン感染9日後での異常プリオン量をウ
ェスタンブロッティング法により比較したと
ころ、N2aC24ΔSort細胞ではN2aC24細胞の約
5~10倍の異常プリオンが観察された。また、
感染7及び10日後において、間接蛍光抗体法に
よりプリオンに感染し異常プリオンを産生し
ている細胞の割合を比較したところ、
N2aC24ΔSort細胞ではN2aC24細胞の約5倍の
細胞がプリオンに感染しており、異常プリオ
ンを産生していることが分かった（図3）。こ
れらの結果は、ソーチリンがプリオン感染に
抑制的に機能していることを示した。 
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図/：プリオン持続感染細胞（*/;!/<=->1細胞）のソーチリン発現を'()*+を用いてノックダウ
ンすると、異常プリオンの産生量が増加した。 
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図 ! ： 間接蛍光抗体法にて、感染 "及び # $日後の
%&'(&)*+,-.細胞と%&'(&)細胞の異常プリオンを染色する
と、%&'(&)*+,-.細胞が%&'(&)細胞より多くの細胞で異常プ
リオン（緑に染色）の産生が確認された。



 
６．研究組織	
 
(1)研究代表者 
  坂口	
 末廣（SAKAGUCHI,	
 Suehiro） 
徳島大学・疾患酵素学研究センター・教授 

	
 研究者番号：60274635 
 
(2)研究分担者 
	
 原	
 英之（HARA,	
 Hideyuki） 
徳島大学・疾患酵素学研究センター・助教 

	
 研究者番号：40469953  
	
 	
 

	
 

	
 

	
 


