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研究成果の概要（和文）：順天堂大学に蓄積された孤発性症例パーキンソン病患者検体からiPS細胞の樹立を進
め、研究期間中に100症例以上のiPS細胞株を樹立した。樹立した孤発性患者由来iPS細胞を順次ニューロンに分
化誘導し、複数の種類の表現型をそれぞれの症例で解析しその結果をデータベース化した。孤発性患者は症例に
よって示す表現型が様々であり、臨床所見同様に細胞の表現型でも多様性があることが明らかになった。本研究
で樹立したリソースは今後様々なプロジェクトで活用することができる重要な研究リソースとなった。

研究成果の概要（英文）：We have established more than 100 iPS cell lines from sporadic cases of 
Parkinson's disease patients at Juntendo University during the study period. The established 
sporadic patient-derived iPS cells were sequentially induced to differentiate into neurons, and 
multiple phenotypes were analyzed in each case, and the results were made into a database. Sporadic 
patients have a diversity of cellular phenotypes as well as clinical findings. The iPSCs and 
database established in this research have become important research resources that can be used in 
various projects in the future.

研究分野：神経発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では100症例以上の孤発性パーキンソン病の検体を解析し、これまで実現不可能であったiPS細胞を用いた
孤発性疾患の解析システムを構築した。今後はこれらの結果を指標として、個々の孤発性患者が細胞内のどの分
子機構に異常を来しているかを明らかにし、新たな病態分類を確立し最適な治療法の開発の基礎となることが期
待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
神経疾患に対する創薬・病態解明のツールとして iPS細胞を用いた疾患モデルが有効であるこ
とが示されている。申請者はこれまで遺伝性パーキンソン病(Ohta et al. Hum Mol. Gen. 2015, 
Imaizumi et al. Mol. Brain 2012) 、レット症候群（Andoh-Noda et al. Mol. Brain 2015）、統
合失調症（Maekawa et al. Biol Psychiatry. 2015, Bundo et al. Neuron 2014）、アルツハイマ
ー病（Yagi et al Hum Mol. Gen. 2011）その他の神経疾患における iPS を用いた疾患モデルシ
ステムの構築を行ってきた。しかしながら、申請者以外のグループも含むこれまでの疾患 iPS 
細胞を用いた解析は単一遺伝子病を中心として解析が行われている。そのような患者検体から
の疾患 iPS細胞の報告では平均して約 3症例の患者が解析されており、それぞれの報告におい
て疾患に関連する表現型が結論づけられている。実際の患者検体からの iPS細胞の作製と解析
では極めて多くの作業が必要であり、単一の研究グループの研究としては、10症例以上の症例
を解析するのは実質的には不可能であった。しかしながら、パーキンソン病や ALS（筋萎縮性
側索硬化症）を例に取ると、その過半数（~90%）が孤発性であり家族性の症例が占める比率
は多いとは言えない。このような神経疾患の孤発性症例の解析においては、iPS 細胞で再現さ
れる Genetic, Epigeneticな変化の寄与率を考慮すると、実際の臨床研究で行われるような症例
数（n＞100）の解析を行う必要があるのではないかと考えられる。申請者はこの問題を解決す
べく、患者検体からの iPS細胞の樹立と神経分化誘導システムを小スケール・効率化してきた。
このシステムでは、従来の 1/1000 程度の細胞数（1000 個以下）の患者細胞を 96well 上で並
列に処理し、28日以内に神経分化を完了することが出来る。本提案では、申請者が既に開発し
たハイスループットな神経疾患 iPS細胞の樹立・解析システムを用いて、100症例以上の孤発
性パーキンソン病の検体を解析し、これまで実現不可能であった iPS細胞を用いた孤発性疾患
の解析システムを構築することを目標とする。申請者がこれまで樹立・解析してきた遺伝性パ
ーキンソン病 iPS 細胞由来ドーパミン神経細胞での分子機構特異的な表現型を指標として、
個々の孤発性患者が細胞内のどの分子機構に異常を来しているかを明らかにし、新たな孤発性
パーキンソン病の病態分類を確立し、最適な治療法の開発の基礎とする。 
 
 
２．研究の目的 
神経疾患に対する創薬・病態解明のツールとして iPS細胞を用いた疾患モデルが有効であるこ
とが近年示されている。これまでの疾患 iPS 細胞を用いた解析は単一遺伝子病を中心として解
析が行われているが、これは iPS細胞樹立と解析に多大な労力を要するからであった。申請者
はこの問題を解決すべく、患者検体からの iPS細胞の樹立と神経分化誘導システムを小スケー
ル・効率化してきた。本提案では 100症例以上の孤発性パーキンソン病の検体を解析し、これ
まで実現不可能であった iPS細胞を用いた孤発性疾患の解析システムを構築する。遺伝性パー
キンソン病 iPS細胞での分子機構特異的な表現型を指標として、個々の孤発性患者が細胞内の
どの分子機構に異常を来しているかを明らかにし、新たな病態分類を確立し最適な治療法の開
発の基礎とする。 
 
３．研究の方法 
（1）孤発性患者からの iPS 細胞の樹立と神経分化誘導・表現型解析 
孤発性患者検体はすでに順天堂大学に蓄積されつつあるので、項目(2)-(4)の解析方法が最適化
され次第、100 症例単位で順次解析を開始する。具体的には 96-well 上にそれぞれの患者の 10^3
個の末梢血単核球をプレートし、センダイウイルスベクターを用いてリプログラミングする。
96well 上でそのまま Purmorphamine, FGF-8 その他の小分子化合物を用いてドーパミンニュー
ロンへの神経分化誘導を効率よく行う。In Cell Analyzer を用いて神経突起進展、細胞死
（Cleaved Caspase3 の検出）など一般的な脆弱性の表現型を検出する。これらはすでに
PARK2,PARK6-iPS 細胞では小スケールで定量的に表現型が検出されることを確認している。さ
らに以降に述べるそれぞれの遺伝性パーキンソン病特異的な表現型検出モジュールを開発し、
それぞれの症例でどの表現型が検出されたかという情報を症例ごとに蓄積していく。 
 
（2）PARK1,4-iPS 細胞を用いたαシヌクレイン蓄積を定量化する解析方法の開発 
申請者らはすでに PARK2 患者由来 iPS 細胞のうち、パーキンソン病特有の症状であるαシヌク
レイン蓄積を示す患者を同定しその蓄積を示している（Imaizumi et al.2012）。しかしながら
PARK2 は本来αシヌクレインが蓄積しないタイプのパーキンソン病であるため、非典型例であ
る。申請者らはさらにαシヌクレインの遺伝子構造自体に異常がある PARK1,PARK4 の iPS 細胞
を樹立中である。これらのαシヌクレインが蓄積する細胞を用いて、96well 上で分化させたニ
ューロンを抗αシヌクレイン抗体で免疫染色し、In Cell Analyzer を用いて定量化する手法を
確立する。  
 
（3）PARK2,6-iPS 細胞を用いたミトコンドリア機能異常を定量化する解析方法の開発 
申請者らはすでに PARK2 患者由来 iPS 細胞を用いて、ミトコンドリア ComplexIII coreI シグナ
ルの減少を指標に、原因遺伝子である Parkin/Pink1 の機能不全によるマイトファジー異常を検



出することに成功している。マイトファジー異常を示す細胞においては、CCCP など細胞へのス
トレス負荷で損傷されるミトコンドリアを正常に除去できないため、正常では消失するはずの
ComplexIII coreI シグナルが残存する。この手法を 96-well ベースの小スケールで In Cell 
Analyzer を用いて蛍光強度からマイトファジー異常を定量するシステムを確立する。 
 
(4) PARK9-iPS 細胞を用いたリソソーム異常を定量化する解析方法の開発 
申請者らはすでに PARK9 の iPS 細胞を樹立しており、予想されるマイトファジー時のリソソー
ム機能異常の表現型をリソソーム特異的な細胞内 pH指示薬(LysoSensor Yellow/Blue DND-160
など)によって検出する方法を開発中である。PARK9 細胞ではリソソーム機能の異常から pH が
酸性にならない表現型が示されると考えられる。これをさらに小スケール解析系に適合させ、
In Cell Analyzer を用いて定量化する手法を確立する。 
 
（5）孤発性患者由来ニューロンにおける表現型の検出とデータベース化 
(1)に記載した小スケール樹立・分化誘導法を用いて孤発性患者検体を 1回の検討で 100 症例程
度ずつ、一般的な脆弱性の表現型に加えて上記遺伝性パーキンソン病に特異的な表現型の有無
を検出する。孤発性のパーキンソン病は、臨床症状・経過的には一様では無く、ドーパミンニ
ューロンの脆弱性を結果としてもたらす様々な分子機構に異常を来していると考えられる。す
でに遺伝性パーキンソン病で知られている、それぞれの孤発性患者検体におけるドーパミンニ
ューロンの脆弱性と関連ある分子の障害が示す表現型の有無を、遺伝性パーキンソン病の細胞
をポジティブコントロールとして比較し、その情報を記載し蓄積していく。 
 
４．研究成果 
 
(1)孤発性患者からの iPS 細胞の樹立と神経分化誘導・表現型解析 
 順天堂大学に蓄積された遺伝性症例パーキンソン病患者検体を用いて細胞死・マイトファジ
ー異常・αシヌクレイン異常蓄積・ROS 異常産生・リソソーム異常を In Cell Analyzer を用い
て検出するシステムを確立した。平行して蓄積された孤発性症例パーキンソン病患者検体から
iPS 細胞の樹立を進め、研究期間中に 100 症例以上の iPS 細胞株を樹立した。当初の計画では
96well ベースで樹立を進める計画であったが、24well で樹立した方が樹立成功率が高く、結果
的にスループットが向上するため 24well での樹立を行った。iPS 細胞株としてストックし孤発
性症例パーキンソン病患者 iPS 細胞ライブラリーを作製した。 
 
(2) PARK1,4-iPS 細胞を用いたαシヌクレイン蓄積を定量化する解析方法の開発 
PARK4-iPS 細胞を樹立した。その他のαシヌクレイン異常蓄積を示すタイプの iPS 細胞も用い
てαシヌクレイン異常蓄積を In Cell Analyzer を用いて定量化する手法を確立したが、症例に
よってはαシヌクレイン異常蓄積の表現型を検出するまでに 5週間以上の培養が必要で、それ
を克服するためにより短期間でαシヌクレイン異常蓄積を検出する手法を確立した。 
 
(3) PARK2,6-iPS 細胞を用いたミトコンドリア機能異常を定量化する解析方法の開発 
96-well ベースの小スケールで In Cell Analyzer を用いて蛍光強度からマイトファジー異常を
安定的に定量するシステムを確立し、PARK2,6 では薬剤スクリーニングを行う体制が整備され
た。特定の薬剤の評価に関しても安定的に行えており、その結果は Ren et al. PNAS 2018 に発
表した。 
 
(4) PARK9-iPS 細胞を用いたリソソーム異常を定量化する解析方法の開発 
リソソーム異常の定量を小スケール化することが困難で、別の方法を用いてリソソーム異常を
小スケール解析系に適合させ、In Cell Analyzer を用いて定量化する手法を確立した。PARK9
においても薬剤スクリーニングを行う体制が整備された。 
 
(5)孤発性患者由来ニューロンにおける表現型の検出とデータベース化 
樹立した孤発性患者由来 iPS 細胞を順次ニューロンに分化誘導し、複数の種類の表現型をそれ
ぞれの症例で解析しその結果をデータベース化した。孤発性患者は症例によって示す表現型が
様々であり、臨床所見同様に細胞の表現型でも多様性があることが明らかになった。一方でそ
れぞれの表現型が連動して動くために単一の表現型の特異度が高くないことが明らかになった。
従って、孤発性症例を正確に分類するための指標に関しては、引き続き解析を継続することが
必要であると考えられた。しかしながら、本研究で樹立したリソースは今後様々なプロジェク
トで活用することができる重要な研究リソースとなった。 
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