
研究課題別評価 

 

１ 研究課題名：プリオン病の治療とワクチン開発のための基盤構築 

 

２ 研究者氏名：坂口 末廣 

  研究員：山中 仁木 （研究期間 H.15.4.1〜H.18.3.31） 

  研究員：石橋 大輔 （研究期間 H.15.4.1〜H.18.3.31） 

 

３ 研究のねらい： 

 プリオン病は感染性神経変性疾患である。現在、有効な治療法及び予防法はない。本研究では、プリオン病の

治療及びワクチン開発のための基盤構築を目標とした。そのための一つとして、正常プリオン蛋白（PrPC）の生

理学的機能を明らかにし、プリオン病の病態を解明することである。また二つ目は、プリオン蛋白特異抗体や

siRNA による異常プリオン蛋白（PrPSc）の産生抑制と治療法への応用の研究である。そして最後には、レコンビ

ナント PrP（rPrP）を用いたプリオンワクチンの研究である。 

 

４ 研究成果： 

PrPC の正常機能解析 

 我々は、独自に作製した PrPC 欠損（Ngsk PrP-/-）マウスがプルキンエ細胞死を起こし、PrPC がプルキンエ細

胞の長期生存に必要であることを報告した。しかし、他の研究室で作製された Zrch I PrP-/-ではこのような異常

が認められなく、どうしてこのような違いが生じるのか長年謎であった。最近我々は、PrP の C 末領域と非常に高

い類似性を有する PrP 類似蛋白（PrPLP/Dpl）が Ngsk PrP-/-マウスの脳特異的に異所性に過剰に発現してい

ることを見出した。そこで我々は、プルキンエ細胞死における PrPCと PrPLP/Dpl の役割について検討するために、

Zrch I PrP-/-マウスバックグランドに PrPLP/Dpl を発現するトランスジェニックマウスを作製した。その結果、こ

れらのマウスは、PrPLP/Dpl の発現量に比例してプルキンエ細胞死をきたした。しかし、Zrch I PrP+/-バックグラ

ンドではプルキンエ細胞は遅れて死に、Zrch I PrP+/+バックグランドではプルキンエ細胞死がほとんど観察され

なかった。これらの結果は、PrPLP/Dpl は神経変性作用を有し、PrPC は PrPLP/Dpl の神経変性作用と機能的に

拮抗しプルキンエ細胞の生存維持に関与していることを示した。 

 また我々は、一過性前脳虚血よる海馬神経細胞の細胞死における PrPC と PrPLP/Dpl の役割について解析し

た。Zrch I PrP-/-マウスに脳虚血を行うと、雄では強い神経細胞死が認められたが、雌では神経細胞死が認め

られなかった。このことは、PrPC の機能が性差により異なること示した。しかし、雄に女性ホルモンを投与しても

神経細胞死は軽減されず、この性差は性ホルモンに関係ないことが示唆された。一方、Ngsk PrP-/-マウスでは、

性差による違いは認められず、雌も雄と同様に強い細胞死を示した。興味深いことに、Ca2+チャンネル拮抗薬の

flunarizine を Ngsk PrP-/-マウスに投与すると、雌では神経細胞死が緩和された。雄でもその傾向が認められた

が有為な効果は認められなかった。これらの結果は、PrPLP/Dpl が Ca2+の負荷を増し神経細胞死を来たしてい

ることを強く示唆した。また PrPC は、PrPLP/Dpl の機能と拮抗することから、Ca2+の負荷を軽減することで神経細

胞を保護していると考えられた。 

 

siRNA 及び抗 PrP 抗体による PrPSc の産生抑制 

 我々は、PrP 翻訳領域内の異なる 5 カ所の部位を標的にした PrP-siRNA#1〜5 を作製し、プリオン感染神経芽

細胞（ChN2a-58）を用いて、これらの PrPSc の産生抑制効果について検討した。その結果、PrP-siRNA#3 を除い

て全ての PrP-siRNA において、PrPSc 産生の抑制が認められた。特に、PrP-siRNA#1 は最も強い抑制効果を示

した。これらの効果は、異なるプリオン株に感染した細胞を用いても、同様であった。つまり、siRNA による PrPSc

産生の抑制は、全てのプリオン感染において有効であることを示した。次に、PrP-siRNA#1 をプリオン感染マウ

スの脳内また脾臓に導入し、in vivo における siRNA の効果を検討した。その結果、siRNA の脳内デリバリーの効

率が悪く、脳内における PrPSc の減少は観察されなかった。しかし、感染脾臓では、コントロール siRNA と比較し

て、有意に PrPSc の減少が認められ、siRNA が in vivo でも効果的に PrPSc 産生を抑制できることを示した。 

 抗 PrP モノクロナル抗体 Sh3.9 をプリオン感染神経芽細胞（ChN2a-58）の培養上清に混入すると、その機序は

不明であるが、PrPSc の産生を抑制する。そこで我々は、Sh3.9 抗体を感染マウスの脳室内に浸透圧ポンプを用

いて持続投与を行い、その治療効果について検討した。感染後期の 13 週目から Sh3.9 抗体を投与しても、有意

な治療効果は認められず、PrPSc の脳内蓄積の減少も認められなかった。しかし、感染中期の 8 週目から投与す

ると、潜伏期の延長は認められなかったが、脳内の PrPScの蓄積は半分ほどに減少した。このことは、Sh3.9 抗体

が脳内における PrPSc の蓄積を抑制するが、生命予後に重要な部位に到達出来ないために治療効果が認めら
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れなかった可能性を強く示した。したがって、siRNA の場合と同様に、いかに効率良く Sh3.9 抗体を脳内にデリバ

リーするかが今後の課題である。 

 

レコンビナントプリオン蛋白（rPrP）によるプリオンワクチンの開発研究 

 我々は、マウス、ハムスター、ウシ、ヒツジ、ヒトのレコンビナントプリオン蛋白（rPrP）を作製し、BALB/c マウス

の腹腔内に免疫し、それぞれの抗原性について検討した。その結果、マウス rPrP は免疫寛容のため極めて弱

い抗体反応を惹起したのみであったが、すべての異種の rPrP は高い抗原性を示し高い抗体産生を起こした。興

味深いことに、異種 rPrP を免疫して得られたこれらの抗血清はマウス rPrP と程度の差はあるが交叉反応性を

示した。このことは、異種 rPrP がマウスにおける PrP に対する免疫寛容を破綻させ、PrP に対する自己抗体を産

生させる活性を有していることを示した。さらに興味深いことに、ウシとヒツジのrPrPを免疫したマウスにマウスプ

リオンを感染させると、マウス rPrP を免疫したマウスや非免疫のマウスと比べて、有意に潜伏期が延長すること

を見出した。これらの結果は、異種 rPrP が免疫寛容を破綻させるメカニズムを解明することにより、さらに強力な

プリオンワクチンの開発が可能であることを示した。 

 プリオンの感染経路は不明であるが、最も有力なルートとして経口感染が考えられており、粘膜免疫によるプリ

オンワクチンの開発が重要である。そこで我々は、マウス及びウシ PrP の C 末領域（121-231）を大腸菌のエンテ

ロトキシンの易熱性毒素(LT)の B サブユニットと融合したレコンビナント蛋白を作製し、マウスに経鼻接種するこ

とにより粘膜免疫の可能性について検討した。非融合のマウス PrP121-231 を経鼻接種しても自己抗体の産生

は認められなかったが、LTB と融合すると僅かであるが有意に自己抗体を誘導した。このことは、LTB と融合す

ることにより、抗原性が高められ免疫寛容を破綻させることができることを示した。また、異種rPrPの腹腔内免疫

と同様に、非融合のウシ PrP121-231 を経鼻免疫しても、マウス PrP と交叉反応性を示す抗体を誘導した。非融

合のウシ PrP121-231 を免疫したときよりも、LTB 融合ウシ PrP121-231 は効率良く IgG 及び IgA を誘導した。し

かし、自己抗体の産生能は増強されなかった。これらの結果は、LTBとの融合がPrPの粘膜抗原性を高めること

を示し、プリオン粘膜ワクチンの開発に役立つと考えられた。 

 

５ 自己評価： 

   PrPCがPrPLP/Dplや虚血による神経細胞死からの保護に重要であることを明らかにすることができ、PrPCの正

常機能の解明に貢献できたと考えている。またこれらの結果は、プリオン病でも PrPC から PrPSc への変換による

PrPC の機能障害が、神経細胞死に関与していること示唆し、意義ある成果だと考えている。しかし、分子レベルに

おける PrPC の機能解析が進まず、プリオン病の病態と PrPC の機能との関係に明確な解答を出すことが出来なか

ったことがこれからの課題として残された。 

   PrPScの産生を抑制する siRNA を作製できたことはこの研究の成果の一つと考えている。また、感染マウスの脾

臓に直接投与することにより、in vivo でも siRNA が PrPSc の産生抑制に効果があることを世界ではじめて示すこと

ができた。しかし、脳内への効率良いデリバリーができず、siRNA の治療効果等について検討できなかったのは

残念である。これからもこの研究をすすめ、ウイルスベクター等の脳内デリバリーシステムを検討していきたいと

考えている。 

   siRNA と同様に脳内デリバリーの問題のため、抗 PrP 抗体による治療効果についても、最終的な結論が出せな

かったのは残念である。現在、ミクログリアを用いた抗 PrP 抗体の脳内デリバリーシステムを開発中であり、今後

ともこの研究は継続していきたいと考えている。 

   異種 rPrP を免疫することにより、PrP に対する免疫寛容が破綻し、高い抗体産生が得られ、プリオン病の発症

を有意に遅延させることができた。この結果は、本研究の大きな成果の一つと考えている。異種 PrP が免疫寛容

を破綻させたのは、分子擬態（molecular mimicry）メカニズムによると考えられる。つまりこれらの結果は、もっと高

い分子擬態性を示す分子やペプチドの開発または同定により、もっと有効なプリオンワクチンの開発が可能であ

ることを示唆し、今後さらに発達させるべき分野だと考えている。 

 

６ 研究総括の見解： 

   本研究は正常プリオン蛋白の生理学的機能の解明と、プリオン蛋白特異抗体や siRNA による異常プリオン蛋

白の産生抑制、およびレコンビナントを用いたプリオンワクチンの開発を目的として行われた。その結果、正常プリ

オンの生理学的機能として、虚血による細胞死から神経細胞を保護することに重要であることを明らかにした。ま

た異常プリオンの産生を抑制する siRNA の作製に成功した。さらにレコンビナントを用いたプリオンワクチン開発

の基礎データとして、異種レコンビナントプリオン蛋白を免疫することによって、プリオン蛋白に対する免疫寛容が

破綻して高い抗体産生が得られプリオン病の発症を有意に遅延させることを証明した。これらの成果は、当初の

研究目標を達成したとは言えないものの、今後の研究の発展の道筋を呈示した貴重なものである。 
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