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I. 基本情報 

 

事  業  名 ：  難治性疾患実用化研究事業 

      Practical Research Project for Rare / Intractable Diseases 

 

研究開発課題名： プリオン病及び遅発性ウイルス感染症の分子病態解明・治療法開発に関する研究 

      Research Committee of Molecular Pathogenesis and Therapies for Prion  

         Disease and Slow Virus Infection 

 

研究開発担当者  （日本語）金沢大学医薬保健研究域医学系 脳老化・神経病態学（神経内科学） 

所属 役職 氏名：      教授 山田 正仁 

         （英 語）Masahito Yamada, Professor, Department of Neurology and Neurobiology of  

              Aging, Kanazawa University Graduate School of Medical Sciences. 

      

実 施 期 間： 平成 26 年 6 月 2 日 ～ 平成 29 年 3 月 31 日 

 

分担研究     （日本語）研究の統括とプリオン病、SSPE、PMLに対する治療法開発のための 

開発課題名：        臨床試験体制の構築 
         （英 語）Management of studies and establishment of clinical trial systems for treatment of  

                           prion diseases, SSPE, and PML. 

 

研究開発代表者  （日本語）金沢大学医薬保健研究域医学系 脳老化・神経病態学（神経内科学） 

所属 役職 氏名：      教授 山田 正仁 

         （英 語）Masahito Yamada, Professor, Department of Neurology and Neurobiology of  

              Aging, Kanazawa University Graduate School of Medical Sciences. 

 

分担研究     （日本語）遺伝性プリオン病患者登録･評価･介入ユニット（trial unit）の構築 

開発課題名：   （英 語）Establishment of a registration, evaluation and interventional system  
                           (clinical trial unit) of patients with genetic prion diseases.  
 
研究開発分担者  （日本語）国立研究開発法人国立精神・神経医療研究センター 

所属 役職 氏名：      理事長 水澤 英洋 

         （英 語）Hidehiro Mizusawa, National Center of Neurology and Psychiatry. 
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分担研究     （日本語）プリオン病における神経変性阻害効果を持つ薬品の探索 

開発課題名：   （英 語）Exploratory studies for the inhibitor agents against prion disease. 

          
研究開発分担者  （日本語）東京都立産業技術研究センター バイオ応用 

所属 役職 氏名：      招聘主任研究員 八谷 如美 

         （英 語）Naomi Hachiya, Senior Researcher, okyo Metropolitan Industrial Technology 

                           Research Institute Research and Development Department Division II  

                           Biotechnology. 

     

分担研究     （日本語）プリオン病治療戦略構築に向けてのプリオン蛋白質の性状解析 

開発課題名：   （英 語）Analysis of prion protein for the development of therapeutic strategy of  
           prion diseases. 

 

研究開発分担者  （日本語）琉球大学 医学部 保健学科 生体代謝学 

所属 役職 氏名：      准教授 作道 章一 

         （英 語）Akikazu Sakudo, Associate Professor, Laboratory of Biometabolic Chemistry, 

School of Health Sciences, Faculty of Medicine, University of the Ryukyus. 

     

分担研究     （日本語）新規のプリオン病の治療法開発を目指したプリオン分解のメカニズムの 

開発課題名：        解明 

         （英 語）Elucidation of the mechanism of prion degradation for development of a new type  

of therapeutics against prion disease. 

 
研究開発分担者  （日本語）徳島大学先端酵素学研究所 

所属 役職 氏名：      教授 坂口 末廣 

         （英 語）Suehiro Sakaguchi, Professor, The Institute for Enzyme Research, Tokushima 

University. 

     

分担研究     （日本語）プリオン感染動物の体内におけるプリオン多様性とそれらの相互作用が 
開発課題名：        病態に及ぼす影響の解析 

         （英 語）Analysis of prion strain diversity and interaction between prion strains co-existed 

in an animal. 

 

研究開発分担者  （日本語）農研機構動物衛生研究部門ウイルス 疫学研究領域 

所属 役職 氏名：      主任研究員 宮澤 光太郎 

         （英 語）Kotaro Miyazawa, Division of Viral Disease and Epidemiology, National 

Institute of Animal Health, National Institute of Animal Health, National 

Agriculture and Food Research Organization. 
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分担研究     （日本語）プリオン病の治療薬開発に向けた新しい実験モデル動物の開発 

開発課題名：   （英 語）Development of new humanized mouse model for therapeutics of  
              human prion diseases. 
 

研究開発分担者  （日本語）東北大学大学院医学系研究科 病態神経学分野 

所属 役職 氏名：      教授 北本 哲之 

         （英 語）Tetsuyuki Kitamoto, Professor, Tohoku University Graduate School of 
Medicine Department of Neurological Science. 

     

分担研究     （日本語）感染性に基づくクロイツフェルト・ヤコブ病の分類 

開発課題名：   （英 語）Classification of Creutzfeldt-Jakob diseases based on the transmission properties. 

 

研究開発分担者  （日本語）北海道大学大学院獣医学系研究科 

所属 役職 氏名：      准教授 小林 篤史 

         （英 語）Atsushi Kobayashi, Associate Professor, Hokkaido University Graduate School of 

Veterinary Medicine. 

     

分担研究     （日本語）治療薬探索に最適なプリオン感染細胞モデルの作製と同モデルを用いた 

開発課題名：        治療薬探索 

         （英 語）Production of a prion-infected cell model most suitable for therapeutic  

                           drug discovery, and drug screening in this cell model. 

 

研究開発分担者  （日本語）東北大学大学院医学系研究科 神経化学分野 

所属 役職 氏名：      教授 堂浦 克美 

         （英 語）Katsumi Doh-ura, Professor, Tohoku University Graduate School of Medicine 

Department of Neurochemistry. 

 

分担研究     （日本語）酵母を用いたプリオン病異種間感染機構の解明 

開発課題名：   （英 語）Molecular Basis for Cross-Species Prion Transmission in Yeast. 

 

研究開発分担者  （日本語）国立研究開発法人理化学研究所 脳科学総合研究センター 

所属 役職 氏名：      チームリーダー 田中 元雅 

         （英 語）Motomasa Tanaka, Team Leader, RIKEN Brain Science Institute. 

 

分担研究     （日本語）多機能幹細胞の誘導及び神経細胞への分化を促す一連の化合物の探索と 

              それらのプリオン病への応用 

開発課題名：   （英 語）Discovery of a series of compounds which induce pluripotency or 
differentiate into neuron cells, and their application to prion diseases. 
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研究開発分担者  （日本語）岐阜大学大学院連合創薬医療情報研究科 

所属 役職 氏名：      教授 桑田 一夫 

         （英 語）Kazuo Kuwata, Professor, Gifu University Graduate School of Drug Discovery 

and Medical Information. 

 

分担研究     （日本語）病原体プリオンの宿主の自然免疫応答および病因機序についての研究 

開発課題名：   （英 語）Research Relating to Mechanism of Pathogenesis and Host Innate  

Immune Response against Prion Infection. 

   
研究開発分担者  （日本語）長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 

所属 役職 氏名：      准教授 石橋 大輔 

         （英 語）Daisuke Ishibashi, Associate Professor, Nagasaki University, Department of 

Molecular Microbiology and Immunology. 

 

分担研究     （日本語）プリオン病の病態機序におけるグリア細胞の役割の解明 

開発課題名：   （英 語）Elucidation of the roles of glial cells on pathobiology of prion diseases. 

 

研究開発分担者  （日本語）北海道大学大学院獣医学研究科 獣医衛生学教室 

所属 役職 氏名：      教授 堀内 基広 

         （英 語）Motohiro Horiuchi, Professor, Hokkaido University, Graduate School of 

Veterinary Medicine Laboratory of Veterinary Hygiene. 

     

分担研究     （日本語）医療行為でプリオン病と同時にアルツハイマー型病理変化が伝播する可能

開発課題名：        性について 

         （英 語）Possibility of iatrogenic transmission of Alzheimer type neuropathological change 

like prion diseases. 

 

研究開発分担者  （日本語）金沢大学附属病院 

              講師 濵口 毅 

所属 役職 氏名： （英 語）Tsuyoshi Hamaguchi, Associate Professor, Department of Neurology, Kanazawa 

              University Hospital. 

 

分担研究     （日本語）亜急性硬化性全脳炎に対する治療法開発の基礎研究および臨床応用 

開発課題名：   （英 語）Basic research and clinical application of therapeutic method development for subacute 

sclerosing panencephalitis 

 

研究開発分担者  （日本語）公立大学法人福島県立医科大学医学部小児科学講座 

所属 役職 氏名：      教授 細矢 光亮 

         （英 語）Mitsuaki Hospya, Professor, Fukushima Medical University Department of 

Pediatrics, School of Medicine. 
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分担研究  （日本語）亜急性硬化性全脳炎（SSPE）ウイルスの神経病原性規定因子の解明と

開発課題名：  SSPE ウイルス阻害法の開発 
 （英 語）Study on neuropathogenicity-determining factors of subacute sclerosing 

panencephalitis (SSPE) virus and development of methods to inhibit SSPE virus. 

研究開発分担者  （日本語）神戸大学大学院保健学研究科 経口ワクチン創薬研究開発講座 

所属 役職 氏名：  特命教授 堀田 博 

 （英 語）Haku Hotta, Endowed Professor, Kobe University Graduate School of Health 

Sciences Department of Oral Vaccine and Drug Development. 

分担研究   （日本語）麻疹ウイルスの神経細胞感染機構の解明とそれに基づく治療法開発 

開発課題名：   （英 語）Study of measles virus neurotropism and its application to the treatment for subacute 

sclerosing panencephalitis. 

研究開発分担者  （日本語）九州大学大学院医学研究院 ウイルス学分野 

所属 役職 氏名：  教授 柳 雄 介 

 （英 語）Yusuke Yanagi, Professor, Kyushu University Faculty of Medicine, Department of 

Virology. 

分担研究  （日本語）進行性多層性白質脳症（PML）の病態解明と治療法の開発

開発課題名：   （英 語）Investigation of PML pathogenesis and identification of antiviral agents for JCV 

infection.

研究開発分担者  （日本語）北海道大学・人獣共通感染症リサーチセンター 

所属 役職 氏名：  教授 澤 洋 文 

 （英 語）Hirofumi Sawa, Professor, Research Center for Zoonosis Control, Hokkaido 

University Division of Molecular Pathobiology 

分担研究   （日本語）本邦発症進行性多巣性白質脳症（PML）に対する塩酸メフロキン治療の多数

開発課題名：   例での検討 

 （英 語）Analysis of clinical effect of mefloquine hydrochloride on progressive multifocal 

leukoencephalopathy: a large scale study in Japan. 

研究開発分担者  （日本語）東京都立駒込病院脳神経内科 

所属 役職 氏名：  診療科責任医長 三浦 義治 

 （英 語）Yoshiharu Miura, Chief Doctor, Tokyo Metropolitan Komagome hospital 

Department of Neurology. 

分担研究   （日本語）進行性多巣性白質脳症(PML): JCウイルスが誘導する細胞死のメカニズム 

開発課題名：   （英 語）Progressive multifocal leukoencephalopathy: Mechanisms of JC virus-induced cell

         death.
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研究開発分担者  （日本語）東京医科大学 医師・学生・研究者支援センター 

所属 役職 氏名：  准教授 原 由紀子 （宍戸-原 由紀子） 

 （英 語）Yukiko Shishido-Hara, Associate Professor, Department of Anatomic 

Pathology, Tokyo Medical University. 

分担研究   （日本語）乏突起膠腫細胞株における JC ウイルス感染許容細胞の検索および特異的

増殖因子の特定 

開発課題名：   （英 語）Establishment of JC virus infected cell line and identification of  specific 

proliferative factors.

研究開発分担者  （日本語）北海道大学大学院医学研究科 腫瘍病理学分野 

所属 役職 氏名：  名誉教授・長嶋 和郎 

 （英 語）Kazuo Nagashima, Honorary professor, Hokkaido University Graduate School of 

Medicine Department of Cancer Pathology. 

分担研究   （日本語）進行性多巣性白質脳症（PML）の治療薬の探索 

開発課題名：   （英 語）The search of anti-PML drugs

研究開発分担者  （日本語）神戸市環境保健研究所 

所属 役職 氏名：  副部長 奴久妻 聡一 

 （英 語）Souichi Nukuzuma, Sub-chief , Kobe Institute of Health Department of Infectious 

Diseases 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 プリオン病、亜急性硬化性全脳炎(SSPE)、進行性多巣性白質脳症(PML)の克服を目標に、分子病態解明、

それに基づく治療・予防法開発を目的に研究を実施し以下の成果を得た： 

（１）プリオン病：プリオン病に特異的な神経細胞死機構を明らかにするマウス神経芽細胞腫由来 

Neuro2a(N2a) 細胞を用いたアッセイ系を構築し、3つの物質がプリオン蛋白（PrP）による細胞死を抑制し

ていることを明らかにした。shRNAを用いてPrP発現低下することで異常型プリオン蛋白質(PrPSc)を減少さ

せることに成功した。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。

スクレイピー発症同一個体内における複数のスクレイピープリオン株が存在することを明らかにした。こ

れまで伝達できなかったCreutzfedlt-Jakob disease (CJD)-MM2C(Cortical form)プリオンを世界で初めてモデ

ル動物に伝達することに成功した。MM1およびMM2プリオンが混在したヒトプリオン病脳の感染性の解

明を行った。より生体に近い状態での治療薬開発のための感染細胞モデルを確立し、250種類の薬剤から

効果が期待出来る2種類の薬剤を発見した。Oct-1はプリオン感染により発現レベルが低下し、それに伴っ

てIRF3の発現が低下していることを明らかにした。iPS細胞を薬物投薬により神経細胞に分化させる技術

を確立し、プリオン病を含む神経変性疾患の治療法の開発に利用できることを明らかにした。異なる二種

の酵母由来の酵母PrPの解析を行い、異種間プリオン感染に重要な役割を果たす5つのアミノ酸を同定した。

ミクログリア活性化状態をM2-typeにシフトさせる方法は、プリオン病の新たな治療標的となることを明

らかにした。PrP遺伝子の多型や変異によりPrPは異なる生化学的性質を示し、内在性PrPの干渉を受けずに

多型や変異を解析することが可能な細胞として有用であることが確認された。硬膜移植後CJD剖検脳を検

討し、医療行為による脳βアミロイドーシスが促進されることを明らかにした。未発症の遺伝性プリオン

病遺伝子変異を有する症例を登録し, プリオン病発症時に至るまでの検査結果の変化を追う研究に関し、

倫理審査の承認を得た。 

（２）SSPE：麻疹ウイルスが神経細胞に感染し伝播するにはウイルスの膜融合能亢進が重要であることを

明らかにし、麻疹ウイルスのF蛋白質Y398H変異が感染拡大に重要な役割を果たしていることを明らかに

した。既存の薬品でSSPEウイルスの増殖を阻害するものを3つ発見した。変異を有するF蛋白質をもつ組換

え麻疹ウイルスが感染した神経細胞では、感染性ウイルス粒子はほとんど産生されず、細胞融合による合

胞体形成も観察されなかった。しかし、細胞間のウイルス伝播は、麻疹ウイルスによる膜融合を抑制でき

るfusion block peptideで阻害された。リバビリン脳室内持続投与療法の臨床試験が進行し薬物動態の解明を

行い、今後の医師主導治験の準備を行った。 

（３）PML：JCウイルス（JC virus: JCV）の後期mRNAおよびタンパク質発現の新たな調節機構を明らか

にした。培養細胞において細胞毒性の低い範囲でJCVの細胞内増殖が低下する化合物を同定した。早期に

PMLを診断する上で有用な微量のJCVゲノムを安定して検出するためのPCR検査系を確立した。また、JC

ウイルス感染における腫大核のドット状の核内構造（PML-NBs）を解析し、PML-NBsはJCウイルスの

agnoproteinが宿主細胞のPML-NBsに対して機能することを明らかにした。JCウイルスをtransfectionした

U87細胞株に高濃度のCCR5 inhibitorを加えると細胞内でのウイルス量が増加した。トポイソメラーゼ活性

阻害によるβ−ラパコンのJCウイルスの増殖抑制効果などを明らかにした。PML症例に対するメフロキン投

与の効果についての検討を行い、今後の医師主導治験の準備を行った。 
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     In order to overcome prion diseases, subacute sclerosing panencephalitis (SSPE), and progressive multifocal 

leukoencephalopathy (PML), we carried out studies, and got the following results:  

(1) Prion diseases: To clarify the molecular mechanisms of prion protein (PrP)-dependent neurodegenetaion, we have 

established an assay system using mouse neuro2a (N2a) cells, and three drugs rescued cells from the PrP-dependent cell 

death.  The successful reduction of PrPSc levels in the cells was observed after the incubation of shRNA against PrP gene 

to prion-infected cells.  We identified that sortilin a membrane protein involved in protein trafficking, promotes 

degradation of prions.  We found that CH1641-like scrapie prions co-existed with classical scrapie prions in the brain and 

some lymphoid tissues of the natural classical scrapie case.  Creutzfeldt-Jakob disease (CJD)-MM2C (cortical form) 

which was difficult to transmit to any experimental animals including transgenic mice has been efficiently transmitted to 

the mice.  We found that the transmission properties of sporadic CJD MM1+MM2C were identical to those of sporadic 

CJD MM1.  In order to search drugs that promote decomposition of prions accumulated in neuronal cells, we developed 

a cell model that is closer to in-vivo conditions, and found two effective drugs against PrPSc after screening 250 drugs.  

We defined that prion infection could interfere in the function of Oct-1, resulting in the down-regulation of IRF-3.  We 

established the basic strategy to differentiate iPS cells to neuronal cells through the specific regulation of Sox2 function, 

which can be applied to the development of novel therapeutics for any neurodegenerative diseases including prion diseases.  

We reveal efficient cross-species yeast prion transmission by modulating conformational dynamics of a monomeric yeast 

prion protein.  Modification of microglial activation to M2-type may be a novel therapeutic target for prion diseases.  Our 

novel PrP gene expression system, in which the polymorphic or mutated PrP can be analyzed without the influence of 

endogenous PrP, is expected to be a powerful tool to elucidate the mechanism of genetic prion diseases, and also develop 

the drug-screening system.  Studies using autopsied cases of dura mater graft-associated CJD revealed that cerebral β-

amyloidosis could be transmitted with medical procedures.  The ethical review committee of the National Center of 

Neurology and Psychiatry approved this study project registering cases with genetic prion disease, which have not shown 

symptoms of onset.  

(2) SSPE: We found that a recombinant virus possessing some mutations of F protein replicated well in neural cells and 

efficiently spread to surrounding cells, which indicates strong viral neuropathogenicity.  We screened a variety of 

molecules for their antiviral activities against SSPE virus using a cell culture system, and found three effective drugs against 

SSPE.  Enhanced fusion activity, mainly due to amino acid changes in the ectodomain of the fusion (F) protein, is critical 

for measles virus to infect and spread efficiently in human neuronal cells.  Continuous infusion therapy of Ribavirin (Rib) 

+ Interferon-α(IFNα) was conducted using a subcutaneously implantable continuous infusion pump, which led to 

improvement of QOL of patients and their families without serious adverse effects. 

(3) PML: We established pathological diagnostic methods for of the PML cases by using specific antibodies against JCV 

viral proteins.  Several highly sensitive methods for detecting JCV DNA in CSF were established.  Virus-like particles 

without agnoprotein were irregularly-shaped, and cell degeneration was minimum, indicating that normally-infectious 

progeny virions are to bear at dot-shaped intranuclear domains, called PML-NBs.  We tried to add high concentrate CCR5 

inhibitor to U87 JC virus transfected, and the amount of JCV DNA was increased.  JCV replicates less in IMR-32 cells 

treated with three topoisomerase I inhibitors than in untreated cells.  Thirty-four patients with PML were treated with 

mefloquine hydrochloride and 12 were not, and the effects of mefloquine hydrochloride did not significantly differ, because 

of the small sample size.  Now we are going to prepare the future multicenter investigator-initiated confirmatory trials 

with mefloquine hydrochloride in order to determine the clinical effects of on PML and to obtain an approval for expanded 

indication. 
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分担研究     （日本語）培養細胞を用いた新規のプリオン解析系および抗プリオン薬評価系確立 
開発課題名：              の試み 

         （英 語）Establishment of a novel cell system for the analysis of prion protein and  
                          drug evaluation 
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         （英 語）Yuko Okemoto-Nakamura, Senior Research Scientist, National Institute of 
Infectious Diseases, Department Cell Biology and Chemistry. 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
ヒトプリオン病には遺伝性、獲得性、孤発性などの複数の原因による発症タイプが存在するが、

いずれにおいてもその発症メカニズムは不明であり、治療薬の開発も困難を極めている。本課題

において、これらプリオン病研究における課題を克服する手段の一つとして、細胞株を用いた汎
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用性の高い新規のプリオン解析系を確立、評価することとした。プリオン遺伝子(PRNP)を欠損

させた細胞株を新規に樹立、さらに PRNP の多型や変異を有するプリオン蛋白質(PrP)を一過性

に産生させる系および安定的に産生させる系の双方を確立した。これらを用いた解析の結果、

PRNP の多型や変異により PrP は異なる生化学的性質を示すことが明らかとなり、内在性 PrP
の干渉を受けずに多型や変異を解析することが可能な細胞として有用であることが確認された。

本系を応用することで、遺伝性プリオン病の発症メカニズムの解明促進、薬剤スクリーニング系

の改良などが期待される。 
 
 
  Human prion diseases are classified into three types: hereditary, sporadic, and acquired. 
The pathogenic mechanisms of these all prion diseases are not fully understood, and this 
enigma hinders the development of effective medications. To address these issues, this study 
is designed to 1) establish a PRNP -knockout cell line; 2) evaluate the expression of wild-type, 
polymorphic, or mutated PRNP in both transient and stable PRNP expression systems; 3) 
investigate how genetic polymorphisms or mutations effect on the biochemical properties of 
PrP.  
  We first established a PRNP-null cell line from a neuroblastoma cell, and subsequently 
analyzed PrP by both transient and stable transfection experiments. In these cells, we 
discovered that some mutated PrPs related Creutzfeldt-Jakob disease clearly have the 
different biochemical properties. 
  These results represent that our novel PRNP expression system, in which the polymorphic 
or mutated PrP can be analyzed without the influence of endogenous PrP, is expected to be a 
powerful tool to elucidate the mechanism of genetic prion diseases, and also develop the 
drug-screening system. 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
進行性多巣性白質脳症（PML）は JC ウイルス（JCV）に起因する致死的な中枢神経脱髄疾患で

あり、主に AIDS 患者、血液腫瘍系疾患、化学療法、臓器移植、および、免疫抑制療法を受けて

いる患者において発生する。その診断には脳脊髄液（CSF）中の JCV 遺伝子検出のためのリア

ルタイム PCR 検査が一般的である。本研究では、LAMP 法を用いた迅速かつ簡便な JCV 遺伝子

検出系を開発した。また、CSF から高度に濃縮した DNA を用いることで、超高感度な定量的

PCR 検査系を開発した。加えて、多数の PML 患者の脳脊髄液に由来する JCV 遺伝子クローン

のライブラリーを作出し、それらの塩基配列における変異パターンを解析した。これら研究の成

果は、PML の診断、治療および基盤的研究において有用である。 
 
 
Progressive multifocal leukoencephalopathy (PML), a severe demyelinating disease caused 
by JC virus (JCV), develops mainly in patients with AIDS as well as in those with 
immunodeficiency due to hematological malignancies, organ transplantation, and the 
treatment with chemotherapeutic and/or immunosuppressive agents.  Real-time PCR testing 
for detecting JCV genome DNA in cerebrospinal fluid (CSF) is the currently standard 
diagnostic test for PML. In this study, a loop-mediated isothermal amplification assay was 
developed for the rapid detection of JCV genome DNA.  Ultra-sensitive real-time PCR 
assay using highly concentrated CSF DNA was also established for the quantitation of 
low-abundance JCV genome DNA in CSF.  Furthermore, JCV DNA clone library was 
generated from CSF specimens of PML patients, and the mutational patterns of viral DNA 
sequences were analyzed.  These results are valuable for the diagnosis, treatment, and basic 
research of PML. 

  
. 
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