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研究成果の概要（和文）：本研究ではプリオン初代培養神経細胞とプリオン感染マウスモデルを用いてプリオン
病の神経病態における補体因子の機能を解析した。Chandler株感染神経細胞および感染マウスの脳では、補体因
子C1qとC3が異常型プリオンタンパク質 (PrPSc)蓄積量を減少させていること、22L株感染神経細胞および感染マ
ウスの脳ではC3がPrPSc蓄積量を増加させていることが示唆された。本研究の結果より、プリオン感染神経細胞
およびマウスの脳では、プリオン株により異なる補体因子が反応すること、補体反応が病態に与える影響が異な
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Roles of complement factors in neuropathogenesis of prion diseases are 
unknown. The results of the current study suggest that the amount of abnormal form of prion protein 
(PrPSc) was reduced in Chandler-infected primary cultured neurons, but was increased in 22L-infected
 neurons after temporary decrease. To assess the effects of complement reaction in in vivo prion 
infection, I injected lentivirus vectors harboring shRNA against complement factors C1qA and C3 into
 prion-infected mouse brains. In Chandler-infected mice, PrPSc was increased after C1q- and C3-shRNA
 injection. In contrast, PrPSc was decreased in 22L-infected mouse brains after C3-shRNA injection, 
but not C1qA-shRNA injection. These results suggest that the type and the effect of complement 
factors on the neuropathogenesis were different among the prion strains 

研究分野：獣医病理学、病原微生物学
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１．研究開始当初の背景 

プリオン病には羊のスクレイピー、牛海綿状

脳症(BSE)、人のクロイツフェルト・ヤコブ病

(CJD)などがあり、BSE は人の変異型CJD の

原因となることから、人獣共通感染症として

も知られている。異常型プリオンタンパク質

(PrPSc) の沈着はプリオン病の病因であり、こ

れまでにもプリオン増殖抑制活性を持つ因子

が報告されてきているが、その多くは発症前

から投与をする必要があり、現在のところプ

リオン病に有効な治療法はない。補体は自然

免疫因子であり、病原体の感染や神経変性疾

患で脳内に発現することが報告されている。

プリオン病では、補体因子C1q、C3、C3/C4 受

容体欠損マウスは末梢からのプリオン感染に

抵抗性を示すことから、補体はプリオンが末

梢から中枢神経系に侵入する過程で重要であ

ると考えられてきた (Klein et al., 2001; 

Mabbott et al., 2001; Zabel et al., 2007)。一方で、

補体因子の神経病態における役割は不明であ

る。C1q、C3、C5、Factor B 欠損マウスにプ

リオンを脳内接種しても野生型マウスと生存

期間は変わらない(Klein et al., 2001; Mabbott et 

al., 2001, 2005)。しかし、補体因子がプリオン

病の神経病態に関与している可能性も示唆さ

れている。人のプリオン病患者の脳では、PrPSc 

の沈着に一致して補体が検出される。また、

プリオンを脳内に感染させたマウスでは空胞

変性が観察される以前から補体遺伝子の発現

が上昇する(Dandoy-Dron et al, 1998; Skinner 

etal., 2006)。申請者は、プリオン持続感染マウ

ス神経芽腫細胞に補体を作用させると、細胞

膜の不安定化が起こり、細胞内膜のホスファ

チジルセリンが外膜に露出することを報告し

た(Hasebe et al., Virology 2012)。神経芽腫細

胞は末梢神経由来であり、中枢神経系の神経

細胞とは性質が異なるが、プリオン感染初代

培養神経細胞でも同様に、補体反応により膜

の不安定化が起こることがこれまでの研究で

明らかとなっている。初代培養神経細胞にス

クレイピーChandler 株を感染させると、感染

10 日前後からPrPSc 量の増加が認められる。

補体反応による膜の不安定化がPrPSc 量に影

響を与えるかを検討するために、Chandler 株

感染16 日後の神経細胞に補体を反応させる

と、PrPSc 量が減少した。しかし驚くことに、

感染12 日後に補体を反応させてもPrPSc の蓄

積量に変化は認められなかった。以上の結果

から、補体反応はプリオン感染神経細胞から

PrPSc を減少させるが、ある程度PrPSc が細胞

に蓄積した後でないと補体反応が起こらない

ことが示唆された。すなわちPrPSc が増殖し、

病気が進行した後でも治療効果が得られる可

能性が期待された。 

 

２．研究の目的 

 以上の背景を踏まえて、本研究は補体によ

るプリオン増殖抑制効果と PrPSc 蓄積量の関

係を複数のプリオン株で検証することを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) プリオン感染初代神経細胞における PrPSc

の蓄積に対する補体因子の影響 

 胎齢 15-16日の ICRマウス胎仔の代の皮質

より神経細胞を培養した。Chandler 株と 22L

株感染マウスの脳より調整したミクロソー

ム画分を培養 8 日目の神経細胞に暴露した。

対照として、非感染マウスの脳より調整した

ミクロソーム画分を神経細胞に暴露した。感

染 8、12、16、20 日目にほぼ全ての補体因子

を含む正常マウス血清を終濃度 10%となる

ように培養上清に添加した。陰性対照として、

非働化した正常マウス血清を培養上清に添

加した。マウス血清添加 4、8 日後に細胞を

回収し、Proteinase K 処理後に PrPScをウエス

タンブロットにより検出した。PrPSc蓄積量の

変化がマウス血清中の補体因子によるもの

かを確認するために、正常マウス血清に抗

C1q、C3、C9 抗体またはこれら 3 種の抗体を

添加し、4℃3 時間反応させた。その後、Protein 

G ビーズにより抗体を除去し、それぞれを培

養上清に添加した。 

 

(2) プリオン感染マウスモデルにおける PrPSc

の蓄積に対する補体因子の影響 

 4 週齢の ICR マウスの脳に Chandler 株と

22L 株感染マウスの脳乳剤、および非感染マ

ウスの脳乳剤を接種した。感染 90、120 日後

に左海馬および視床背側に補体因子 C1qA、

C3 に対する shRNA を保有するレンチウイル

スベクターを 1 x 105～1 x 106 infectious unit

導入した。2 週間後に脳を採材し、PrPSc特異

的免疫染色により PrPScを検出した。 

  

４．研究成果 



(1) プリオン感染マウス大脳皮質由来初代

培養神経細胞における PrPSc蓄積 

 初代培養神経細胞における PrPSc 蓄積の動

態を解析した。神経細胞を Chandler 株、22L

株感染および非感染感染マウス脳由来ミク

ロソームに暴露し、2、4、8、12、16、20 日

目に PrPSc量を解析した。Chandler 感染、22L

感染神経細胞ともに暴露後 8 日目から顕著に

PrPSc 量が増加し、Chandler 感染神経細胞で

は 16 日目に、22L 感染神経細胞では 12 日目

にプラトーに達した。 

  

(2) プリオン感染初代神経細胞における PrPSc

の蓄積に対する補体因子の影響 

 感染 8、12、16、20 日目に正常マウス血清 

(NMS)および非働化マウス血清(H-NMS)を添

加し、4 および 8 日後に PrPScをウェスタンブ

ロットにより検出した。Chandler 感染神経細

胞では、感染 12 日目に NMS を添加しても

PrPSc 量に変化は認められなかったが、感染

16 および 20 日後に NMS を添加すると、PrPSc

量が H-NMS 添加群と比較して有意に減少し

た（図 1A、C）。一方で 22L 感染神経細胞

では、感染8日目にNMSを添加してもPrPSc

量に変化は認められなかったが、感染 12

および 16 日後に NMS を添加すると、添加

4 日後には PrPSc量が H-NMS 添加群と比較し

て有意に減少したのち、添加 8 日後には増加

した（図 1B、D）。しかしながら、感染 20 日

後には PrPSc 量に変化は認められなかった。

以上の結果から、補体因子の反応にはある程

度の PrPSc蓄積が必要であり、かつ PrPSc量が

プラトーに達してから一定の期間までしか

起こらないことが示唆された。また、プリオ

ン株により PrPSc 蓄積量に異なる影響を与え

ることが示唆された。 

これらの変化が補体因子によるものかを

確認するために、NMS から補体因子を除去し

た血清を用いてChandler感染神経細胞では感

染 20 日目に、22L 感染神経死亡では感染 12

日目に同様の実験を行った。その結果、

Chandler 感染神経細胞では C1q、C3、C9 を除

去したときに、NMS 添加群と比較して有意に

PrPSc量が増加した (図 1E、G)。一方で、22L

感染神経細胞では C3 を除去したときのみに

NMS 添加群と比較して有意に PrPSc量が減少

した (図 1F、H)。以上の結果から、反応する

補体因子はプリオン株によりことなること

が示唆された。 

 

 

 

 

図 1. 補体因子の反応による PrPSc蓄積量の変

化. (A) NMSまたはH-NMS添加Chandler感染

神経細胞における PrPSc蓄積. (B) NMS または

H-NMS 添加 22L 感染神経細胞における PrPSc

蓄積. (C, D) Chandler (C)および 22L (D) 感染

神経細胞における PrPSc 蓄積量の定量解析. 

黒 : NMS. 白 : H-NMS. ＊ p<0.05 (Student’s 

t-test). (E-G) Chandler(E, G)および 22L (F, H)感

染神経細胞の PrPSc 蓄積量に対する補体因子

(A) 

(B) 

(C) (D) 

(E) 

(F) 

(G) (H) 



除去の効果と PrPSc蓄積量の定量解析 (G, H). 

N: 血清添加なし. mix: 抗 C1q-. C3-, C9-抗体

の混合液. IgG: 抗マウス IgG抗体（陰性対照）. 

＊p<0.05 (Dunnett’s test) 

 

(3) プリオン感染マウスにおける補体遺伝

子ノックダウンの PrPSc蓄積量への影響 

 In vivo でのプリオン感染において補体因

子が PrPSc 蓄積量へ及ぼすかを検討するため

に、Chandler および 22L 感染マウス 90、120

日目に補体因子 C1qA、C3 に対する shRNA

をレンチウイルスベクターにより脳内に導

入した。in situ hybridization により、shRNA

を導入した側と反対側の海馬および視床に

おいて、これらの因子の遺伝子発現がノック

ダウンされていることを確認した（図 2A）。

Chandler 感染マウスでは感染 90 日目に C1qA

および C3 に対する shRNA を導入した場合、

コントロール shRNA を導入したものと比較

して PrPSc蓄積量が増加した（図 2B）。一方で

22L 感染マウスでは、90 日目に C3 に対する

shRNA を挿入した場合のみコントロールと

比較して PrPSc量が減少した（図 2C）。120 日

目に shRNA を導入した場合は、Chandler と

22L 感染マウスいずれも効果が認められなか

った（図 2B, C）。 

 

 

図 2. プリオン感染マウス脳内への shRNA 導
入による補体遺伝子のノックダウンが PrPSc

蓄積量に与える影響. (A) shRNA による C1qA

遺伝子のノックダウン . 赤 : C1qA. 青 : 核 . 

(B) shRNA 導入による Chandler 感染マウス
視床における PrPSc蓄積量の変化. (C) shRNA 

導入による  22L 感染マウス視床における
PrPScの蓄積量の変化. 緑: PrPSc. 青: 核. 
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