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研究成果の概要（和文）：プリオン病は異常型プリオンタンパク質が中枢神経系に蓄積することで発症する神経
変性疾患である。本研究では、試験管内プリオン増幅法（PMCA法）を用いて薬剤の異常プリオン増幅抑制効果を
検証した。
58種類の化合物を治療薬候補化合物としてPMCA反応に添加し、抑制効果を検証したところ、遺伝性ヒトプリオン
病馴化株であるFukuoka-1株の増幅を抑える3つの化合物を見出した。そして、スクレイピー馴化株である22L株
も同様に実験したところ、興味深いことに10種類の化合物はFukuoka-1株と異なる結果を示し、プリオン株によ
って薬剤の抗プリオン効果に違いがあることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Prion disease is a neurodegenerative disorder caused by the accumulation of 
abnormal prion protein in the central nervous system. In this study, we examined the inhibitory 
effect of drugs on abnormal prion amplification using the in vitro prion amplification assay (PMCA 
assay).
Fifty-eight compounds were added to the PMCA reaction as candidate compounds for therapeutic agents,
 and their inhibitory effects were examined. Three compounds were found to suppress the 
amplification of the Fukuoka-1 strain, an acclimated strain of hereditary human prion disease. 
However, the scrapie acclimation strain, 22-L, showed different results from those of Fukuoka-1, 
indicating that the anti-prion effects of drugs differed among prion strains.

研究分野： ウイルス学

キーワード： プリオン病　試験管内プリオン増幅法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プリオン病は異常型プリオンタンパク質が中枢神経系に蓄積することで発症する神経変性疾患である。本研究の
成果は２つあり、1つはプリオン株ごとに阻害剤の抑制効果が異なることを明確に示したこと。もう一つはプリ
オン潜伏感染という現象を初めて発見したことである。今後このメカニズムを解明することで、予防薬の開発の
ための知見が得られるだけでなく、発症要因が不明であった孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病の発症機構の解
明につながる可能性が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
プリオン病は正常型プリオンタンパク質（PrPC）が構造変換し、異常型プリオンタンパク質

（PrPSc）となり、中枢神経系に蓄積することで認知症や様々な運動障害を呈する致死性神経変性
疾患である。プリオン病はウイルスと同様に株が存在することが特異な点であり、症状・徴候お
よび臨床経過が異なる。プリオン病の予防・治療法はなく、治療薬の開発が急がれている。ヒト
プリオン病の 80％を占める孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）の発症要因は明らかでは
なく、遺伝子変異やプリオン感染源との暴露歴がなくとも、年間およそ百万人に 1～2 人の確率
で発症する。これまでに抗マラリア薬であるキナクリン、鎮静剤であるフルピリチン、間質性膀
胱炎や関節炎の治療薬であるペントサンポリサルフェート（PPS）は臨床研究が行われたが、効
果は一過性であり、副作用が問題となった。 

 
２．研究の目的 
PrPScは構造変換（βシート構造の増加）によってプロテナーゼ Kで消化されにくくなるため、

でこれまでに in vitroにおける抗プリオン薬のスクリーニングはプロテナーゼK耐性PrP（PrP-
res）の検出によって行われてきた。しかし、プロテアーゼで消化されてしまう、PrP 10～20 分
子程度のオリゴマーは感染性が高いことが報告されており、PrP-res の検出だけでは感染性の指
標として十分とは言い難い。そこで本研究では PrP-res レベルだけでなく高感度検出法である
RT-QUIC 法を応用することにより培養細胞中の感染性オリゴマーの検出を行うことで、真に有効
な治療方法の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
プリオン病の治療薬開発には以下の３つの課題がある。①創薬に応用可能なプリオンのハイス
ループット・スクリーニング法がないこと、②現スクリーニング法では PK感受性 PrPSc の見落
としていること、③治療効果及び副作用の問題である。以上の課題を念頭に置いて本研究ではア
メリカ食品医薬品局（FDA）承認済みの 1200 の薬剤の内、表面プラズモン共鳴イメージング(SPRi)
によってヒト PrPCに結合することが示された 26の薬剤および、これまでにマウスプリオン感染
細胞において PrPSc 減少効果があると報告された 32 の化合物を治療薬候補化合物として以下の
研究を行った。 
 
(１）PMCA（Protein misfolding cyclic amplification）法による化合物のプリオン増幅抑制効
果の検証 
PMCA 法は健常動物由来脳乳剤（PrPC）を基質としてインキュベーションと超音波処理を繰り返

すことで極微量の PrPScを試験管内で爆発的に複製させる方法である。この方法は脳内で起こる
PrPScの増幅を模倣していると考えられている。PrPC から PrPSc への構造変換を抑制すること
を目的とした場合、培養細胞系よりも直接的に構造変換抑制効果を評価できる PMCA
法をスクリーニングに用いることが適切であると考えた。ヒトの遺伝性プリオン病（ゲル
ストマン・ストロイスラー・シャインカー症候群：GSS）のマウス馴化株である Fukuoka-1 株と
ヒツジのプリオン病であるスクレイピーの馴化株である 22L 株を PMCA 反応の種（シード）とし
て用いた PMCA に候補化合物を添加し、プリオン増幅抑制効果を検証した。 
(２）RT-QuIC 法によるプリオン持続感染細胞中のプリオン活性の検出 
プリオン感染細胞内のプリオン活性レベルを評価するため RT-QuIC法を行う。RT-QUIC法は PrPSc

のオリゴマー～アミロイドフィブリルまでを高感度に検出可能なアッセイである。プリオン感
染細胞（Fukuoka-1 株、22L 株感染マウス神経芽細胞種）に候補化合物を添加し、細胞内プリオ
ン活性への影響を調べる。本研究では実験１）でプリオン株特異的効果が顕著に示されたペント
サンポリサルフェートを中心に検証した。 

(３）ヒトプリオン試験管内増幅系 Hu-iPMCA の構築 

ヒトプリオン病の 8割は孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病（sCJD）である。そこで、バキュロ
ウイルス-昆虫細胞発現系により発現させたプリオンタンパク質(Bac-HuPrP)を基質とした sCJD
プリオン試験管内増幅系 Hu-iPMCA 法の構築を試みた。 
(４）多剤併用療法のための構造ベースドッキング計算によるプリオンタンパク質‐化合物相互
作用解析 
PubChem に 3 次元構造が登録されていない化合物を除き、計 47 種の候補化合物のドッキング

計算を行い結合エネルギーおよび結合部位に関してシミュレートし、実験１）で行った各化合物
の PMCA 抑制レベルとの相関性を検証した。 
 
４．研究成果 
（１）PMCA 法による化合物のプリオン増幅抑制効果の検証と（４）結合エネルギーとの相関性 
58 種の化合物のプリオン増幅抑制効果を PMCA 法にて検証した。Fukuoka-1 株に対する強力な

プリオン増幅抑制効果を持つ化合物が 3つ見出された。各化合物の PMCA 抑制レベルとドッキン



グ計算によって示された結合エネルギー
には相関がなかった。（右図１）抑制効果
が見込まれる2つの薬剤を併用しPMCA抑
制効果を検証したところ、相加効果は得
られたが、相乗効果は得られなかった。  
また、22L 株を用いて同様に実験を行

い、Fukuoka-1 株の結果と比較した。48種
の化合物は抑制の程度に差はあるものの
Fukuoka-1 株と同様の結果を示した。しか
し残り 10 種類の化合物の内、4 種類は
Fukuoka-1 株では抑制効果が得られたが、
22L 株では効果が全く得られず、6 種類は 22L 株では抑制効果が得られたが、Fukuoka-1 株では
効果が全く得られなかった。これらのことからプリオン株によって薬剤の抑制効果が異なるこ
とが示唆された。 
 ペントサンポリサルフェート(PPS)を用い
た実験ではこのプリオン株特異的な抑制効果
がより明確に示された。スクレイピー馴化株
である 22L 株、Chandler 株および ME7 株では
PPS による異常型プリオンタンパク質増幅抑
制効果が示されたが、Fukuoka-1株およびmBSE
株においてはスクレイピー由来株ほどの抑制
効果は得られなかった。（右図２）これまでに
PPS はスクレイピー株感染細胞及び感染マウ
スにおいてプリオン阻害効果が認められ、臨
床試験が日本とイギリスで行われた。しかし
孤発性 CJD、BSE 由来の変異型 CJD および遺伝
性プリオン病(GSS)の患者において治療効果
は得られなかった。本研究で明示されたPPSの
プリオン株特異的なPMCA抑制効果は、in vivo
における PPS のプリオン阻害・治療効果を裏
付ける結果となった。 
（２）RT-QuIC 法によるプリオン活性の検出 
これまでのスクリーニングではプロテアーゼ耐性の

異常型プリオンタンパク質（PrP-res）を指標としてい
ため、プロテアーゼで消化される PrP 10～20 分子の高
いプリオン感染性や神経毒性をもつオリゴマーを見落
としていた。本研究ではパイロットスタディとして
PPS 処理したマウスプリオン持続感染細胞のプリオン
活性を RT-QuIC を用いて測定した。22L 株においては PrP-res およびプリオン活性が検出されな
くなった後に培地から PPS を除き、25 回継代培養を行っても PrP-res およびプリオン活性が戻
ることはなかった。しかし、Fukuoka-1 株においては PrP-res 消失後もプリオン活性は低いなが
らも残存し、そして PPS を培地から除くとプリオン活性および PrP-res は元のレベルまで回復
した。つまり PPS によって Fukuoka-1 株感染細胞はプリオン潜伏感染が誘導さることが明らか
となった。 
（３）ヒトプリオン試験管内増幅系 Hu-iPMCA の構築 
実験１）、２）の結果はヒトのプリオン病治療薬の開発にはヒトプリオン（CJD）のスクリーニン
グ系の確立が必須であること示している。しかし実験１）の PMCA 法では CJD プリオンを増幅す
ることはできない。我々は PMCAbuffer の組成および補助因子の添加により CJD プリオンの増幅
を試みたが、反応に 48 時間以上かかるうえスクリーニングに応用できるほどの増幅効率が得ら
れなかった。そこで、バキュロウイルス-昆虫細胞発現系により発現させたプリオンタンパク質
(Bac-HuPrP)を基質とした Hu-iPMCA の構築を試みた。Bac-HuPrPwt と、遺伝子多型である 129 番
目のメチオニンをバリンに変更した Bac-HuPrP129V を作成し条件検討を行った。現時点では反
応に必要となる補助因子候補が見出されており 16 時間でプリオン増幅が可能となったが、増幅
効率が安定していない点が課題である。 
 
本研究の成果は 2つある。1 つはプリオン株ごとに阻害剤の抑制効果が異なることを明確に示

したことである。もう一つは培養細胞におけるプリオン潜伏感染という現象を初めて発見した
ことである。PPS によって細胞内のプリオン活性が 1000-10000 分の１に減少しているにもかか
わらず、細胞内分解機構から逃れ活性を維持し続けている。このメカニズムを解明することで、
予防薬の開発のための知見が得られるだけでなく、発症要因が不明であった孤発性クロイツフ
ェルト・ヤコブ病の発症機構の解明につながる可能性が期待される。 

図 2. PPS による異常型プリオンタンパ
ク質増幅抑制効果。Fukuoka-1 株および
mBSE 株では 10mg/ml 、 22L 株で は
156g/ml以上、Chandler株では39g/ml
以上の濃度で抑制効果を示した。ME7 で
は 2.44g/ml の低濃度でも抑制効果が
あった。 
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