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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病のリスク遺伝子であるGBA－/－メダカは、脳内神経炎症を伴った神経
細胞死とα-Syn蓄積を示す。本研究では、同変異メダカにおいて、神経炎症の病態への関与を解析した。
CRISPR/Cas9により、TLRsのアダプター分子であるメダカMyD88とTRIF遺伝子の破壊に成功した。MyD88－/－、
TRIF－/－メダカ共に、明らかな表現型の異常を認めなかった。そこで、GBA－/－MyD88－/－、
GBA－/－TRIF－/－メダカの解析を行ったが、GBA－/－メダカと比較して神経細胞脱落や生存期間の改善を認め
ず、MyD88とTRIFを介したシグナル経路の病態への関与は明らかでなかった。

研究成果の概要（英文）：GBA mutations are the strong risk factor of Parkinson’s disease. We have 
developed GBA－/－ medaka which display neuronal loss and alpha-synuclein accumulation accompanied 
with neuroinflammation. In this study, we analyzed the association of neuroinflammation with the 
pathophysiology in GBA－/－ medaka. MyD88 and TRIF are the adaptor molecules of TLRs. We 
successfully established MyD88 and TRIF knock-out medaka by CRISPR/Cas9. MyD88－/－ and TRIF－/－ 
medaka did not show any apparent abnormal phenotypes. Therefore, we analyzed GBA－/－MyD88－/－ and 
GBA－/－TRIF－/－ medaka, but any improvement in the neuronal loss or life span was not observed in 
those double mutant medaka compared to GBA－/－ medaka. These results suggest that signal pathways 
via MyD88 and TRIF do not associate with the pathophysiology in GBA－/－ medaka.

研究分野： 神経内科学

キーワード： パーキンソン病　ゴーシェ病　自然免疫　メダカ
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病（PD）は運動障害を主徴と
する進行性の神経変性疾患であり、病理学的
にはα-シヌクレイン（α-Syn）の凝集体で
あるレヴィ小体形成を伴うドパミン神経細
胞死を特徴とする。我が国の患者数は 15 万
人以上であり、病態解明と治療法開発は急務
である。近年、遺伝学的研究から、ゴーシェ
病の原因遺伝子である glucocerebrosidase 
(GBA)の変異が強力なPDのリスクとなること
が明らかとなった。我々は最近、GBA を欠失
するゴーシェ病モデル(GBA−/−)メダカに、脳内
に神経炎症と神経細胞死を伴い、α-Syn が蓄
積することを見出した。PDの病態においても、
神経炎症の重要性が考えられているが、機序
や治療標的としての可能性については不明
な点が多い。 
 PD において、脳内、特に中脳黒質において
炎症が起こっていることが示されているが
(Hirsch EC, et al. Lancet Neurol 2009)、
病態への関与については不明な点が多い。こ
のため、我々は GBA−/−メダカにおいて神経炎
症の病態への関与を調べることを想起した。
これまでにゴーシェ病モデルマウスの解析
により、神経炎症は receptor-interacting 
protein kinase-3 (RIP3)依存的に起こって
いることが報告されている(Vitner EB, et al. 
Nat Med 2014)。RIP3 は Toll-like receprors 
(TLRs)の下流にあり、これはゴーシェ病の神
経炎症が TLRs シグナルを介していることを
示唆する。一方、TLR4 を介して炎症を惹起す
るlipopolisaccarideを投与した野生型マウ
スにおいて、神経炎症、神経細胞死と脳内α
-Syn 凝集体形成が認められ、α-Syn 欠失マ
ウスでは神経細胞死が抑制されたとの報告
がある(Gao HM, et al. J Neurosci 2008)。
これは、神経炎症がα-Syn を介してドパミン
神経細胞に対して毒性を持ち、細胞死を引き
起こすことを示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、GBA−/−メダカにおいて、神経炎

症が病態にどのように関与しているかを解
明することを目的とする。具体的には、TLRs
を介する神経炎症を遺伝学的に抑制するこ
とにより、生存期間、神経細胞死やα-Syn 蓄
積への影響を観察し、ゴーシェ病とパーキン
ソン病の病態機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
 まずはメダカの MyD88, TRIFのクローニン
グと塩基配列決定を行う。次に CRISPR/Cas9 
system にてこれら遺伝子破壊を試みる。
MyD88, TRIF それぞれの欠失体作製が成功す
れば、これら単独のホモ接合型変異体
（MyD88−/−, TRIF−/−）の表現型の確認を行う。
これらが、研究継続が困難な表現型を示さな
いことが確認されれば、GBA 変異メダカとの
交配により GBA−/−MyD88−/−, GBA−/−TRIF−/−メダ
カを作製し、それらの表現型を解析する。両

二重変異体で何らかの表現型の改善所見が
見 ら れ た 場 合 は 、 三 重 変 異 体
GBA−/−MyD88−/−TRIF−/−の作製と解析も試みる。 
 
４．研究成果 
まず、メダカ MyD88 と TRIF をクローニン

グし、コーディングリージョンの塩基配列を
決定した。メダカ MyD88は 288 アミノ酸、メ
ダカ TRIF は 577 アミノ酸よりなる蛋白質で
あった。次に CRISPR/Cas9 system による遺
伝子破壊を試みた。いずれの遺伝子について
も３種類の crRNA を設計し、一細胞期の受精
卵にマイクロインジェクションした。
Heteroduplex Mobility Assay にて double 
strand breakを起こす効率を確認したところ、
いずれの遺伝子についても良く機能する
crRNA を得ることができた。最終的に、MyD88
に関しては 4 塩基欠失により 51 番目のアミ
ノ酸からフレームシフト変異を起こす変異
体が、TRIFに関しては 10 塩基欠失により 40
番目のアミノ酸からフレームシフト変異を
起こす変異体が得られた（図１）。いずれの
遺伝子に関しても、蛋白質の前半部分からフ
レームシフト変異を起こしており、機能は欠
失していることが予想された。 

 
いずれの変異体においてもヘテロ接合型

変異体同士を交配し、ホモ接合型変異体
（MyD88−/−、TRIF−/−）を得た。MyD88−/−、TRIF−/−

共に、懸念された易感染性は問題にはならず、
いずれも成魚になり得た。また、外観や泳ぎ
方からは、明らかな表現型の異常は観察され
なかった。MyD88変異メダカ、TRIF変異メダ
カ共に蛋白質レベルで欠失していることを
確認するため、メダカ MyD88 とメダカ TRIF
に対するウサギポリクローナル抗体を作製
し、野生型、MyD88−/−、TRIF−/−メダカ脳を用い
て蛋白質レベルでの欠損の確認を試みたが、
ウェスタンブロッティングでは、野生型メダ
カ脳でもいずれの蛋白質の発現も確認でき
なかった。脳におけるこれら蛋白質の発現が
低い可能性を考えて、今後 whole body を用
いての解析を予定している。 
次に、GBA+/−MyD88+/−, GBA+/−TRIF+/−メダカ同

士 の 交 配 を 開 始 し て GBA−/−MyD88−/−, 
GBA−/−TRIF−/−メダカの解析に着手した。GBA−/−

メダカの特徴として、約２か月齢から異常回
転運動が観察される。これは中枢神経の変性



を反映していると考えており、まずは異常回
転運動発現時期に違い（改善）が見られるか
を 観 察 し た 。 し か し 、 GBA−/−MyD88−/−, 
GBA−/−TRIF−/−メダカ共に、GBA−/−メダカと比較
して異常回転運動発現時期に違いは見られ
なかった。さらに、神経細胞死の程度に改善
が見られるか、視床ドパミン神経細胞（ヒト
中脳黒質ドパミン神経細胞に相当）と青斑核
ノルアドレナリン神経細胞を３ヵ月齢にて
カウントした。サンプル数が少なく結論が出
せていないものの、現在のところ、いずれの
神経細胞群においても脱落の改善に乏しい
という結果である（図２、３）。 
 

 
また、 GBA−/−MyD88−/−メダカの生存期間を解

析したが、GBA−/−と比較してむしろ短縮すると
いう結果であった（図４）。 
 

 
今後、GBA−/−TRIF−/−メダカの生存曲線、上記

神経細胞のカウントのサンプル追加、炎症抑
制効果の評価（魚類ミクログリアのマーカー
である APOE の in situ hybridization、炎
症性サイトカイン mRNA 定量測定）、α-Syn 
蓄積の評価（免疫組織染色、ウェスタンブロ
ット）を行い、何らかの所見に改善が見られ

ないか、解析を予定している。 
しかしながら、これまでに得られた結果か

らは、GBA−/−メダカ、すなわち神経型ゴーシェ
病においては、TLRs シグナルの阻害は病態を
改善しないと考えられた。 
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