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研究成果の概要（和文）：我々は、プリオンの分解を促進する分子として、蛋白質輸送関連分子ソーチリンを同
定した。ソーチリンは、正常プリオン蛋白質及び異常プリオン蛋白質の両者と結合し、両者の分解を促進した。
しかし、プリオンが感染すると、ソーチリンはリソゾームでの分解が促進され低下することが分かった。また
我々は、ノックアウトマウスはコントロールマウスと比べて早期にプリオン病を発症し、早期に死亡することを
明らかにした。脳内の異常プリオン蛋白質の蓄積は、ノックアウトマウスでは早期から検出できた。以上の結果
から、プリオンはソーチリンの発現を低下させることにより、自己増殖していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified that sortilin promotes degradation of prions. Sortilin 
interacted with the normal and abnormal prion proteins and transported them to lysosomes for 
degradation. Downregulation of sortilin increased the abnormal prion protein in prion-infected 
cells. The normal prion protein was also increased by downregulation of sortilin in prion-uninfected
 cells. Interestingly, prion infection reduced sortilin by promoting lysosomal degradation of 
sortilin. Finally, we intracerebrally inoculated prions into sortilin-knockout (KO) and control 
wild-type (WT) mice. Sortilin-KO mice developed prion disease and died significantly earlier than WT
 mice. Sortilin-KO mice also accumulated the abnormal prion protein from the earlier stages of 
infection, compared to control WT mice. These results suggest that prions could propagate themselves
 through reducing sortilin. 

研究分野： プリオン学
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１．研究開始当初の背景 
 プリオン病は、異常型プリオン蛋白質（以
下、異常プリオン）から構成される感染性蛋
白質「プリオン」の脳内蓄積により起こる神
経疾患である①。異常プリオンは、神経細胞
の細胞膜に発現する正常型プリオン蛋白質
（以下、正常プリオン）が構造変化を来たし
たものである。プリオン病では、正常プリオ
ンが異常プリオンに構成的に変換し、神経細
胞死をきたす。しかし、どのようなメカニズ
ムを介して正常プリオンが異常プリオンに
構成的に変換するのか不明である。 
 ソーチリンは、蛋白質の細胞内輸送に関与
する蛋白質である②。また、ソーチリンファ
ミリー分子の遺伝子多型が神経変性疾患で
あるアルツハイマー病の病態に関与するこ
とが知られている③。さらに、ソーチリンフ
ァミリー分子がアルツハイマー病の原因因
子として考えられている Aβ の分解を促進す
ることが報告されている④。しかし、プリオ
ン病におけるソーチリンの役割については
明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、異常プリオンの脳内蓄積にお
けるソーチリンの役割を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞 
マウス神経芽腫由来N2a細胞にプリオン蛋

白質遺伝子を導入した N2aC24 細胞をプリオ
ン非感染細胞として、またプリオン持続感染
細胞には 22L プリオン持続感染 N2aC24L1-3
細胞を使用し、培養には DMEM 培地を用い
た。 

 
（２）プリオン感染 

N2aC24 細胞を 6 ウェルプレートに播種し、
24 時間後に 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 

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 Sortilin ノックアウト細胞を作製した。 
 
（５）ソーチリンノックアウトマウスへのプ
リオン感染 
 ソーチリンノックアウトマウス⑤と野生
型マウスの脳内に RML プリオン感染マウス
脳乳剤を接種した。接種後、経時的に脳を摘
出し、ウエスタンブロット法に供し、異常プ
リオンを検出した。 
 

４．研究成果 
（１）プリオン感染によりソーチリンは低下
する 
 プリオン非感染N2aC24細胞およびプリオ
ン感染N2aC24L1-3細胞においてソーチリン
発現量を、抗ソーチリン抗体を用いたウエス
タンブロット法により比較したところ、
N2aC24L1-3細胞においてソーチリン発現量
が低下していた（図1）。ソーチリン発現量低
下がN2aC24L1-3細胞特有の現象であること
が懸念されたので、非感染細胞であるN2aC24
細胞にRMLプリオンを感染後、経時的にソー
チリン発現量を解析した。ソーチリンの発現
はプリオン感染6日後で有意に低下した。また、
感染9日後に間接蛍光抗体法によりソーチリ
ンおよび異常プリオンを観察したところ、異
常プリオンが観察されない細胞ではソーチリ
ンの強い蛍光が観察されるのに対して、異常
プリオンを蓄積している細胞ではこれが観察
されず、プリオン感染がソーチリン発現低下
を引き起こしていることが示された。 

 
（２）ソーチリンの機能抑制はプリオン蛋白
質の蓄積を引き起こす 
次に、ソーチリンの機能抑制が、正常プリ

オンおよび異常プリオンに対してどのように
作用するのかを解析した。まず、非感染
N2aC24細胞に対してsiRNAによりソーチリン
をノックダウンしところ、正常プリオンの発
現量は上昇し、細胞表面に蓄積した（図2）。
しかし、プリオン蛋白質遺伝子の転写レベル
に変化はなく、この正常プリオンの増加は正
常プリオンの分解が抑制されているものと考
えられた。 
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図２．ソーチリンノックダウンにより非感染細胞で正常プリオンが細胞
表面に蓄積する  
(a)ウエスタンブロットによる正常プリオン発現量の比較。ソーチリン
ノックダウンにより正常プリオンが増加する。(b)間接蛍光抗体法によ
る正常プリオン局在の比較。局在変化は見られないが細胞表面での
蛍光強度は増加している。  
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図１．非感染細胞と感染細胞におけるソーチリン発現量の比較  
プリオン感染細胞ではソーチリン発現量が減少している。  



また、感染N2aC24L1-3細胞においても非感
染細胞同様にソーチリンをノックダウンした
ところ、異常プリオンも増加することが示さ
れた（図3）。これらの結果は、ソーチリンが
発現低下すると、正常プリオンおよび異常プ
リオンの分解が促成され、細胞に蓄積するこ
とを示した。 

 
（３）ソーチリンは正常プリオンおよび異常
プリオンに結合する 
 ソーチリンが正常プリオンおよび異常プリ
オンの分解を促進するメカニズムを明らかに
するために、ソーチリンが正常プリオンおよ
び異常プリオンに結合するか免疫沈降法にて
調べた。その結果、ソーチリンは両者とも結
合することが分かった。この結果は、ソーチ
リンは正常プリオンおよび異常プリオンと結
合し、リソソームに運搬し分解を促進する可
能性を示した。 

 
（４）ソーチリンの機能が抑制された細胞は
プリオン感染に対して高感受性を示す 
 プリオン感染に対するソーチリンの作用に
ついて解析するために、CRISPR-Cas9システ
ムによりN2aC24細胞のソーチリンをノック
アウトしたN2aC24Sort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
プリオン量をウエスタンブロットにより比較
したところ、N2aC24Sort細胞ではN2aC24細
胞の約5~10倍の異常プリオンを蓄積すること
が示された。また、感染7および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
異常プリオンを蓄積している細胞の割合を比
較したところ、N2aC24Sort細胞ではN2aC24
細胞の約5倍の細胞がプリオンに感染してい
た。これらの結果は、ソーチリンの機能抑制
はプリオン感染に対して高感受性になること
を示した。 
 
（５）ソーチリンノックアウトマウスは異常
プリオンの脳内蓄積を促進し、プリオン病を
早期に発症する 
 最後に、プリオン病の病態におけるソーチ
リンの役割を明らかにするために、ソーチリ

ンノックアウトマウスと野生型マウスにRML
プリオンを脳内接種した。感染後、脳を経時
的に摘出し、ウエスタンブロット法にて異常
プリオンの脳内蓄積を比較した。その結果、
ソーチリンノックアウトマウスの脳内では、
異常プリオンが野生型マウスと比較して早期
から検出された。また、ソーチリンノックア
ウトマウスは、野生型マウスと比較して、早
期にプリオン病を発症し、早期に死亡した（図
4）。これらの結果は、ソーチリンが異常プリ
オンの蓄積を阻害し、プリオン病の発症を遅
延する機能を有することを示した。 
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感染細胞においても、ソーチリンをノックダウンす
ることにより異常プリオンが増加する。  
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図4：プリオン感染後のソーチリンノックアウトの生存率  

ソーチリンノックアウトは、野生型マウスと比較して、プリオン病を早期に発症し、
早期に死亡した。  
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