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研究成果の概要（和文）：我々が確立した異常型プリオンタンパク質の特異染色を用いて、アストロサイトがプリオン
の増殖あるいはプリオンの増殖により生じる神経細胞の微細な変化を認識し、その後ミクログリアが活性化するという
感染初期における神経病態の一端を明らかにした。
ミクログリアの遺伝子発現解析から、ミクログリアはプリオン感染早期では病気の進行に抑制的に働くが、感染の進行
とともに炎症促進性の活性化状態にシフトすることを明らかにした。また、抗炎症性サイトカインは脳におけるプリオ
ンの増殖を抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established PrPSc-specific staining method and using this method we elucidated 
a part of neuropathophysiology in the early stage of prion infection; astrocytes recognize prion 
propagation directly or subtle changes in neurons by prion propagation and astrocyte activation precedes 
over microglial activation.
Gene expression analysis of microglia in prion-infected mice showed that microglia play a neuroprotective 
role by secreting neurotrophic factors at the early stage of prion infection in the early stage of prion 
infection, but the microglial activation state shifts to pro-inflammatory or neurotoxic state along with 
the progression of prion disease. Furthermore, anti-inflammatory cytokines such as IL-10 interfere the 
propagation of prions in brain.

研究分野： 獣医衛生学
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様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
 
	 羊のスクレイピーおよびヒトのクロイツ
フェルト・ヤコブ病 (CJD) に代表されるプ
リオン病は、致死性の神経変性疾患である。
現在まで有効な治療法はなく、その確立が希
求されている。これまでプリオン病の治療法
開発に関する研究は、プリオンの増殖阻害を
標的として進められてきたが、機能的な回復
には及ばない効果しか得られていない。有効
な治療法を確立するためには、プリオン病に
おける神経変性機構を含む病態機序を理解
する必要がある。 
	 我々は、プリオン病の神経病変形成機構を
知る目的で、プリオン感染マウスの脳局所に
おける遺伝子発現を経時的に解析してきた。
その結果、ミクログリアで発現する Aif1, 
CCL9, CD14, CD68 などが感染後早期から
発現が上昇することを見出した。ミクログリ
アの活性化は、プリオン病、アルツハイマー
病などの神経変性疾患の特徴の一つである。
しかし、神経変性疾患におけるミクログリア
の活性化は、その活性化状態により、病気に
対して保護的に機能したり、病気を増悪させ
る方向に働く、「諸刃の剣」である (Hickman 
et al, J Neurosci, 2008)。 
	 マクロファージと同様に、ミクログリアが
産生する分子群のプロファイルにより、ミク
ログリアの活性化状態を IL-1βや TNFαな
どの炎症性サイトカインの刺激に制御され
る M1-type、抗炎症性サイトカインである
IL-4 に対する応答の M2-type に分類するこ
とも提案されている  (Morgan et al., J 
Neuropathol Exp Neurol, 2005)。しかし、
分類のためには、プロファイリングの精度の
向上、および新規マーカーの同定が必要であ
る。また、プロファイルとミクログリア機能
の関連を明確にする必要がある。ミクログリ
アの活性化状態は、病気の進行の最初から最
後まで一定ではなく、病態進行の過程で変化
すること、また、異なる機能を有するミクロ
グリアが混在することも予想される。従って、
病気の進行に伴うミクログリアの活性化状
態およびその変化を知ることは、プリオン病
の神経病態を理解する上で重要である。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 ミクログリアは神経組織で神経細胞の活
性の監視、異物除去、自然免疫の調節などに
関わる多機能細胞である。ミクログリアの増
生はプリオン病の神経病変の特徴の一つで
あり、ミクログリアの活性化はプリオン病の
病態の進行に関与すると考えられるが、その
作用はほとんど判っていない。プリオン病の
治療法は未だ確立されておらず、プリオンの
増殖阻害を標的とする戦略だけでは有効な
治療法は望めない。有効な治療法の開発のた
め、今一度、病態機序の解明に取り組み、治

療標的を明らかにする必要がある。そこで本
研究では、プリオンの増殖に対するミクログ
リアの反応、ミクログリアで発現する分子群、
およびミクログリアの機能を詳細に解析し
て、プリオン病の神経病態とミクログリアの
関係を明らかにすることを目的とする。 
	 プリオンの増殖に対するミクログリアの
反応、プリオン病の神経病態の進行に伴うミ
クログリアの活性化状態の変化を知ること
は、病態機序を解明する上で重要である。 
	 そこで本研究では、 
①PrPSc の蓄積がプリオン感染後早期か
ら起こる脳局所で、PrPSc の蓄積が起
こる細胞と PrPScの細胞内局在を明ら
かにする。 

②PrPSc の蓄積がプリオン感染後早期か
ら起こる脳局所で、PrPSc の蓄積、ミ
クログリアおよびアストロサイトの反
応の時間的、空間的変化を明らかにす
る。 

③プリオンの増殖に反応して活性化する
ミクログリアにおける遺伝子および蛋
白発現を経時的に解析してプロファイ
ル化する。 

④ミクログリアの機能を経時的に解析し
て、その時点における遺伝子および蛋
白発現プロファイルと対応させ、ミク
ログリアの機能との関連が明確なプロ
ファイリング法を提案する。 

	 これら通じて、プリオン病の神経病態にお
けるミクログリアの役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)プリオン感染マウスの脳内における PrPSc

蓄積部位、ミクログリア、アストロサイトの
時間的、空間的解析 
	 抗 PrP抗体mAb132を用いる PrPSc特異的染
色法を確立したことで、凍結組織切片上で
PrPSc と他のマーカー分子の蛍光多重染色が
可能となり、形態学的な情報の収集精度が向
上した。この方法では、プリオン接種後 30
日目から視床外側および延髄で PrPSc の増殖
を検出できる。そこで、感染早期を中心に、
PrPScの蓄積、細胞内局在、およびミクログリ
アとアストロサイトの反応を調べる。 
 
(2) ミクログリアの遺伝子発現の解析 
	 プリオン感染マウスの脳組織を酵素処理
し、Percoll密度勾配遠心により、単核細胞を
回収する。ミクログリアの表面マーカーとな
る CD11b, CD45に対する抗体を用いて、免疫
磁気細胞分離法によりミクログリアを分離
する。 
	 回収したミクログリアから total RNAを抽
出し、M1/M2-typeマクロファージのマーカー
として使用される遺伝子の発現を、TaqMan 
assayによる RT-PCRにより解析する。 
	 定量 RT-PCRの実施と並行して、より多く



の遺伝子を解析するために、Affymetrix Gene 
Chip Mouse Exon ST Array、あるいは次世代シ
ークエンサーを用いて網羅的遺伝子発現解
析を実施する。 
 
(3) ミクログリアにおける遺伝子産物発現の
免疫組織化学的解析 
	 プリオン感染マウスの脳を経時的に採材
して、延髄前庭核および視床背外側を含む冠
状断の凍結切片を作製し、ミクログリアマー
カー分子と、ケモカイン・サイトカイン、あ
るいは神経細胞とのクロストークに重要な
役割を果たす分子など、ミクログリアの機能
と直接的な関連が示唆されている分子の免
疫多重染色を行い、遺伝子発現解析の結果を
検証する。 
 
(4)ミクログリアの機能解析 
	 プリオン感染マウスの脳から経時的に分
離したミクログリアを用いて、神経保護・傷
害作用、異物貪食能、活性酸素種の産生能を
解析する。 
 
 
４．研究成果	 
 
(1)プリオン感染マウスの脳内における PrPSc

蓄積部位、ミクログリア、アストロサイトの
時間的、空間的解析 
	 
	 プリオン接種後早期から PrPSc が検出され
る脳の部位を調べたところ、Chandler 株感染
マウスでは、プリオン接種後 30 日から延髄
で PrPScが検出され始め、視床では接種後 45
日から検出され始めた。PrPScと細胞マーカー
分子との蛍光二重染色により、感染後早期に
検出される PrPSc の大部分が、前シナプス領
域のマーカー分子である Synaptophysin 陽性
となる領域の近傍に位置することが判明し
た。Chandler 株感染マウスの視床では、接種
後 45 日に GFAP 陽性アストロサイトの増生
を認め始め、その後 Iba-1 陽性の活性化ミク
ログリアが検出されるようになった。凍結連
続切片の蛍光免疫染色とタイルスキャン画
像取得による、広範囲かつ高倍率の画像取得
により、アストロサイトの活性化がミクログ
リアの活性化よりも先に起こることは、感染
後早期から実際に PrPSc が存在する局所でも
確認できた。これらの結果から、アストロサ
イトがプリオンの増殖あるいはプリオンの
増殖により生じる神経細胞の微細な変化を
認識し、その後ミクログリアが活性化すると
いう感染初期における神経病態の一端が明
らかとなった。 
 
(2) ミクログリアの遺伝子発現の解析 
 
	 脳組織から酵素消化、密度勾配遠心、およ
び磁気細胞分離を組み合わせ、Cd11b 陽性ミ
クログリアを 4時間程度で分離する方法を確

立した。プリオン感染マウスの脳組織から
CD11b 陽性ミクログリアを経時的に分離し、
遺伝子発現解析を行った。プリオン感染マウ
ス由来ミクログリアでは、感染初期の接種後
60 日では、NGF および BDNF など神経栄養
因子の発現上昇が見られ、接種後 90日では、
プリオン病の病気の進行に抑制的に働くこ
とが示唆されているCXCL10の発現が一過性
に上昇した。一方で、感染の進行に伴い、特
に接種後 90日以降、TNF-α、IL-12p40および
IL-1β などの炎症性サイトカインの遺伝子発
現の上昇が顕著となり、炎症抑制性の M2マ
クロファージでの発現上昇が知られる YM-1、
MRC-1、FIZZ-1 および CD163 の遺伝子発現
は低下した（図 1）。これらの結果から、ミク
ログリアは、プリオン感染の初期においては
神経栄養因子などの分泌により神経保護的
に機能するが、感染の進行とともに炎症促進
性の活性化状態にシフトすることが示唆さ
れた。 

 
図１．プリオン感染マウス由来ミクログリア
における、サイトカイン、M2 タイプマクロ
ファージマーカー、神経栄養因子等の遺伝子
発現の変化。 
プリオン Chandler 株、Obihiro 株およびプリ
オン非感染脳乳剤接種後 60 日、90 日、120
日、145日にそれぞれ CD11b陽性ミクログリ
ア細胞を分離し、定量 RT-PCRによって栄養
因子の遺伝子の発現量を比較した。各感染後
日数における、プリオン非感染のマウス由来
ミクログリアにおけるmRNA発現量を 1とし
た場合の相対値を棒グラフに平均値±誤差 
(n=3) で示した (左縦軸)。青：非感染マウス、
赤 Chandler 株感染マウス、緑：Obihiro 株感
染マウス 
 
 
	 遺伝子発現解析をさらに発展させ、次世代
シークエンサーを用いて、ミクログリアにお
ける遺伝子発現の網羅的解析を実施した。そ
の結果、ケモカイン遺伝子 CCL2, CCL7, およ
びCXCL10の発現が感染早期から上昇する傾
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向が確認できた。Pathway 解析により、イン
ターフェロン応答の刺激因子となる Secreted 
phosphoprotein 1, Synaptotagmin 1や SNAP25
等のシナプス関連タンパクと、これらケモカ
インの分子間ネットワークの存在が示唆さ
れた。この分子間ネットワークの上流に存在
する分子の解析により、プリオン増殖に伴い
生じる神経細胞での変化のどのような現象
が、ミクログリアを活性化させるかが解明で
きる可能性がある。 
 
(2) CD14欠損マウスを用いたミクログリアの
機能の解析 
 
	 我々はこれまでに、CD14欠損マウスでは、
野生型マウスに比べて、プリオン感染に伴う
生存期間が延長すること、感染早期では、
CD14 欠損マウスでミクログリアがより活性
化することを報告してきた。接種後 60 日の
感染早期では、CD14 マウス欠損マウスの脳
ではWTマウスと比較して、PrPScの蓄積が軽
度であり、プリオン感染価も低かった。従っ
て、CD14 欠損マウスにおける早期のミクロ
グリアの活性化が、PrPScの産生抑制（プリオ
ンの増殖抑制）効果を発揮することが示唆さ
れた。 

 
図２．CD14欠損マウスにおける IL10の発現
解析。 
 
 
	 そこで、プリオン感染 CD14欠損マウスの
脳におけるミクログリア活性化状態の詳細
な解析を行った。プリオン感染 CD14欠損マ
ウスでは、Iba-1 や CD11b のミクログリアマ
ーカーに加えて、ミクログリアマーカーとし
て使用される CD68 や F4/80 の発現増加が認
められた。また、感染初期の接種後 60-75 日
の時点では、抗炎症性サイトカインとして知
られる IL-10や TGF-bの発現が高く、炎症性

サイトカインである IL-1b の発現が低下して
いた（図 2）。また、興味深いことに、抗炎症
性サイトカインである IL-13 の発現が接種後
75日で一過性に増加し、その後、発現が殆ど
認められなくなった。これらサイトカイン、
ケモカインの発現パターンは、CD14 欠損マ
ウスでは、プリオン感染初期にミクログリア
が一時的に炎症制御性の M2-typeにシフトす
ることを示唆している。これらの結果は、プ
リオン感染初期において CD14分子は脳内の
抗炎症性に作用する自然免疫応答を抑制す
ることで、プリオン感染初期におけるプリオ
ンの増殖を進める方向に作用することが示
唆された。	 
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