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研究成果の概要（和文）：本研究より、パーキンソン病患者iPS 細胞由来ドパミン神経細胞において、高度な 
DNA 脱メチル化を伴ったcatechol-O-methyltransferase (COMT) の発現増加を見出し、げっ歯類の黒質ドパミン
神経特異的に COMT を過剰発現させることにより、運動障害が惹起されることを明らかとした。こうした結果よ
り、黒質ドパミン神経におけるエピジェネティック修飾を伴った COMT の発現増加は、パーキンソン病初期段階
において、ドパミン神経の機能障害に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In Parkinson's disease, it has been widely accepted that the continuous loss
 of dopamine (DA) neurons in the substantia nigra leads to movement disorders. However, the 
mechanism that underlies the selective loss of DA neurons in Parkinson's disease is not fully 
understood. In this study, we found a dramatic increase in catechol-O-methyltransferase (COMT) along
 with a decrease in DNA methylation levels in Parkinson’s disease-specific iPSC-derived DA neurons.
 Furthermore, in the cell-specific in vivo study, overexpression of COMT in DA neurons of the 
substantia nigra of dopamine transporter-Cre mice produced cataleptic behaviors accompanied by 
impaired motor coordination. These findings suggest that increase of COMT, with its epigenetic 
modification, in dopaminergic neurons may result in the dysfunction of synaptic DA transmission in 
the initial process of Parkinson's disease.

研究分野：幹細胞薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、疾患特異的 iPS 細胞技術や神経科学的アプローチに従って、黒質ドパミン神経におけるエピ
ジェネティック修飾を伴った COMT の発現増加を見出し、こうしたドパミン神経特異的 COMT の発現増加は、ド
パミン神経の機能障害に関与する可能性を明らかとした。このような結果は、パーキンソン病態の初期段階を反
映していることが考えられるため、初期段階における治療法の開発の一助となる可能性が示唆された。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 パーキンソン病とは、黒質ドパミン神経の変性脱落を伴った運動障害を主徴とする神経変性
疾患であり、振戦、筋固縮、無動、姿勢反射障害を伴う難治性疾患である。これまでの患者剖
検脳研究やゲノム研究の成果から、パーキンソン病のいくつかの原因遺伝子候補が提唱されて
いる。一方、近年、難治性疾患の原因として、環境に応じてゲノム構造や機能を変化させるこ
とにより遺伝子発現を調節する仕組みが注目されるようになった。こうした仕組みとして注目
されているのが後天的遺伝子修飾 (エピジェネティクス)  であるが、エピジェネティクスは細
胞分化や核リプログラミング・老化シグナルと深く関わっているだけでなく、その破綻や機能
異常ががんや生活習慣病など多くの疾患の原因に結びつくことが明らかにされている。パーキ
ンソン病をはじめとした神経変性疾患は一般的には、ゲノムの異常に基づき発症していると考
えられているが、近年では、時系列に従ったエピジェティックな細胞機能脆弱性が病態の形成
に重要であるという知見も散見される。また、これまで数多くの研究が進められているものの、
パーキンソン病態における黒質ドパミン神経選択的な脱落メカニズムは明らかとなっていない
のが現状である。そこで、本研究では、パーキンソン病の原因遺伝子の一つである parkin 遺伝
子に変異が認められているパーキンソン病発症患者から採取した iPS 細胞をドパミン神経細
胞に分化させ、エピゲノム変化を解析した。また、エピゲノム変動を伴って発現変動が認めら
れる疾患特異的変動分子を絞り込み、疾患特異的変動分子をげっ歯類の黒質ドパミン神経に特
異的に発現させることにより、ドパミン神経細胞の脆弱性ならびに錐体外路障害への影響につ
いて検討を試みた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、パーキンソン病態における黒質ドパミン神経の脆弱性を惹起するメカニズムを
探索する目的で、パーキンソン病患者由来 iPS 細胞からパーキンソン病の疾患感受性細胞であ
るドパミン神経細胞への分化誘導を行い、ドパミン神経伝達に関わる遺伝子群の発現変化に着
目し、これら遺伝子の発現変動に関連したエピゲノム変化について検討を行う。また、パーキ
ンソン病態下ドパミン神経細胞における疾患特異的変動分子を抽出し、黒質ドパミン神経にお
ける疾患特異的変動分子の発現変動が運動障害に及ぼす影響について、げっ歯類を用いた遺伝
子改変技術を応用して検討を行う。 
 
３．研究の方法 
  本研究課題については、星薬科大学研究倫理委員会、動物実験委員会ならびに組換え DNA 
実験安全委員会の承認を得て研究を遂行している。 
1. 使用細胞 
	 健常者由来 iPS 細胞 (Takahashi et al., Cell, 2007, Imaizumi et al., Mol Brain, 2012)、Parkin に変
異の認められる家族性パーキンソン病 (PARK2) 患者由来 iPS 細胞 (Imaizumi et al., Mol Brain, 
2012)、健常者 iPS 細胞において parkin を欠失させた PARK2 isogenic iPS 細胞 (Suda et al., Mol 
Brain, 2018, Kuzumaki et al., Brain, 2019) を使用した。 
 
2. iPS 細胞からの中脳ドパミン作動性神経細胞への誘導 
	 iPS 細胞を、TrypLE select 処理にてシングルセルに分離し、FGF8b ならびに Shh を含む MHM+B27 培地に
て 12 日間浮遊培養することによりドパミン神経前駆細胞を含む神経幹細胞の誘導を行った。神経幹細胞の継
代は、TrypLE select 処理にて行い、実験には、3-5 継代 (36 日-60日培養後) の神経幹細胞を使用した。ドパミ
ン神経細胞への分化誘導は、poly-ornithine ならびに fibronectin コーティグ後のディッシュに細胞を播種し、
BDNFをはじめとする栄養因子を添加した MHM+B27 培地を用いて 10 日間接着培養した。 
 
3. DNA メチル化解析 
	 DNA メチル化アレイに従い抽出した DNA メチル化の変動が大きいドパミン関連疾患特異
的変動分子について、qMSP 法ならびにバイサルファイトシークエンス法に従い解析を行った。 
 
4. iPS 細胞由来ドパミン神経細胞における catechol-O-methyltransferase (COMT) 過剰発現によ
る細胞脆弱性に対する検討 
	 CSIV-hSynI-hCOMT-IRES2-Venus vector plasmid あるいはCSIV-hSynI-IRES2-Venus control 
plasmid を作成し、これらのプラスミドを用いて、レンチウイルスを作製した。健常者由来 iPS 
細胞より誘導したドパミン神経細胞に上記のウイルスベクターを用いて COMT を過剰発現さ
せ、活性酸素種 (ROS) の産生を指標に、ドパミン神経細胞脆弱性の評価を行った。 
 
5. 遺伝子改変動物を用いた黒質ドパミン神経特異的 COMT 過剰発現による運動障害に対する
検討 
	 野生型マウスあるいはドパミントランスポーター (DAT)-Cre マウスの両側黒質に flex-swich 
システムに従い、Cre 酵素依存的に COMT の発現を誘導できるアデノ随伴ウイルスベクター 
(AAV) を微量注入することにより、黒質ドパミン神経特異的な COMT の過剰発現動物を作製
した。運動の評価については、AAV 微量注入後 13 週目まで各週に渡り、rotarod test ならび 
horizontal bar test を行った。 



 
４．研究成果 
	 	 健常者ならびにパーキンソン病患者 (PARK2) 由来 iPS 細胞から疾患感受性細胞と考え
られる中脳ドパミン神経細胞へ分化誘導し、遺伝子発現ならびに DNA メチル化の網羅的解析
を行った。その結果、いくつかの分子の転写開始点直上付近で DNA メチル化の大きな変動が
認められた。中でも、健常者と比較し、パーキンソン病患者 iPS 細胞由来ドパミン神経細胞に
おいて、ドパミンの代謝酵素である COMT の発現増加を見出し、こうした COMT の発現増加
には、著明な脱メチル化を伴うことを明らかとした。また、COMT 遺伝子転写開始点直上の
CpG サイトにおける DNA 低メチル化状態は、qMSP 法あるいはバイサルファイトシークエ
ンス法を用いても同様に確認された。 
	 次に、パーキンソン病患者 iPS 細胞由来ドパミン神経細胞における COMT 遺伝子の発現変
化が parkin 遺伝子の変異に起因しているか否か検討する目的で、CRISPER/Cas9 システムを応
用して作製した isogenic iPS line を用いて検討を試みた。その結果、健常者 iPS 細胞由来ドパ
ミン神経細胞と比較して、isogenic iPS 細胞由来ドパミン神経細胞において、COMT の有意な
発現増加が認められた。 
	 こうした結果を受け、パーキンソン病患者疾患特異的 iPS 細胞研究により抽出したドパミン
神経細胞における COMT の発現増加がパーキンソン病態下において認められるドパミン神経
の脆弱性を惹起するか否か検討を行った。その結果、健常者 iPS 細胞由来ドパミン神経細胞に 
COMT を過剰発現させたところ、COMT の過剰発現により、活性酸素種 (ROS) 産生の亢進が
認められた。 
	 さらに、疾患特異的 iPS 細胞研究により抽出した黒質ドパミン神経細胞における COMT の
発現増加がパーキンソン病態下に認められる運動障害を惹起させるのか否か検証を行った。
DAT-Cre マウスの両側黒質に Cre 酵素依存的に COMT を発現するアデノ随伴ウイルスベク
ターを微量注入し、rotarod 法ならびに holizontal bar 法に従い、運動機能の評価を行った。そ
の結果、黒質ドパミン神経特異的 COMT の過剰発現により、運動障害の発現が認められた。
以上の結果より、黒質ドパミン神経における COMT の発現増加は、パーキンソン病態下で認
められる運動障害を惹起する一因である可能性が示唆された。 
  以上、本研究より、疾患特異的 iPS 細胞研究より、パーキンソン病患者 iPS 細胞由来ドパ
ミン神経細胞において、COMT の発現増加を見出し、こうした COMT  の発現増加にはエピ
ジェネティック修飾が関与していることを明らかにした。また、黒質ドパミン神経における 
COMT の発現増加は、ドパミン神経の脆弱性を促し、運動障害に繋がることを見出した。こう
した結果は、パーキンソン病態のドパミン神経脱落前の初期段階を反映していることが考えら
れるため、こうした分子を標的とした治療法の開発の一助となる可能性が示唆された。 
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