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研究成果の概要（和文）：PD早期バイオマーカーを探索する目的で、白血球、iPSならびに分化誘導した細胞群
のトランスクリプトーム解析、および末梢血液中の分泌因子解析（Secretome解析）を行った。バイオマーカー
候補となる統計的に有意な分子のうちで、特にPARK2変異を有する遺伝的背景においてMEG3やIL18といった因子
が抽出された。各炎症因子群の既報との比較では量的変動において一致または相反する結果が含まれ、PD患者の
病態ステージによる変動の結果と考えている。標的細胞として想定される血管内皮細胞や単球を用いた候補因子
の機能解析については継続的な今後の解析が必要である。

研究成果の概要（英文）：To identify biomarker in the early stage of Parkinson’s disease, we 
employed transcriptome analysis for blood cells as well as iPS-derived neural lineage cells. 
Additionally, inflammatory cytokines and secreted molecules in blood plasma and serum were also 
examined as secretome analysis.  Although transcriptome analysis identified temporal increase of 
THMD and AREG transcript, but sequential analysis in second year did not present these significant 
changes.  Unlike blood transcriptome, cellular transcriptome during differentiation process 
indicated significant changes of MEG3 transcript, which is non-coding RNA was downregulated in 
entire lineage of PARK2 deficient background.  PARK2 patients provided significant increase of IL-18
 cytokine.  In this study, we characterized dysregulation of PD at molecular level in both central 
nervous system and immune system, raising the further requirement of dictating missing link to 
reveal the underlying mechanism as well as therapeutic target.  

研究分野：神経免疫学

キーワード： バイオマーカー　パーキンソン病　炎症性サイトカイン　トランスクリプトーム　オミクス解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はトランスオミクス的視座にたち、神経系細胞系譜の細胞と免疫系細胞との遺伝子ネットワークの共役性
を明らかにしようとしたものである。PD患者の早期診断バイオマーカーは臨床的に早期の治療介入や疾患修飾療
法の開発に重要であり、iPS細胞を利用したトランスクリプトーム解析ではメカニズムの一端を明らかにできた
と考えられる。血中バイオマーカーについては既報との相違についてさらなる検証が必要と考えられるが、特に
PARK2変異の遺伝的背景におけるメカニズムを説明しうる因子群が明らかとなったため、特に創薬標的候補を得
る結果につながったと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 直面する高齢化社会において急激な増加を認める神経変性疾患（認知症、パーキンソン病等）
への対応は、喫緊の解決課題である。本研究では未だに根治療法の存在しないパーキンソン病に
着目して、そのバイオマーカーおよび重要と見られる因子をマルチオミクス解析によって同定
し、機能解析するための端緒を得ることを試みた。ゲノム情報をもとにして原因遺伝子あるいは
リスク遺伝子を同定する手法は既に有効性が示されており、当講座も実績を有している。しかし
ながら遺伝情報や臨床的な所見に加えて、早期の病態を反映するバイオマーカー、病態の進行マ
ーカー、あるいは薬効の指標となる何らかのマーカーを確定できれば、より優れた治療法を適用
することが可能となる。研究開始当初の背景として、海外のグループから血中 miRNA の発現解析
が複数報告されている他、当講座で見出した代謝産物（Hatano T et al., 2015）をバイオマー
カーとして報告していた。 
様々な原因遺伝子がパーキンソン病に関与していることが報告されているが、これらの多様

な進行性の病態に対して、特に先制医療における疾患修飾療法の開発が期待されている状況に
あった。一方で、脳腸連関や様々な末梢免疫系細胞の脳内浸潤や数的変動などについて、実験モ
デル動物だけでなく臨床検体においても小規模ではあるが報告されてきており、病態メカニズ
ムを解決するための大規模解析によって新たな作用点や因子（群）の同定が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CAGE 法によるトランスクリプトーム解析および Luminex 技術を基盤としたサイ
トカイン測定によって血中のバイオマーカーを測定しようとするものである。CAGE 法において
は、血中に加えて Cell intrinsicな変化を明らかにできると考えて iPS細胞から分化誘導した
各分化段階にある細胞のトランスクリプトームについても解析を進めた。研究の進捗に伴って、
特定シグナル経路のモニタリング細胞を導入して、中分子化合物ライブラリーをスクリーニン
グして特定経路を阻害する化合物の探索を試みた。また同定された因子の作用機序については
マイクロアレイ法によるトランスクリプトーム解析により質的な変化を捉えようとした。 
 
３．研究の方法 
CAGE 法によるトランスクリプトーム解析 理化学研究所で開発された Cap-analysis Gene 
Expression（CAGE）法は、RNA の 5’末端に付加されている Capを特異的にビオチン化するとと
もに、アビジン・ビオチン結合により回収して配列決定を行う手法であり、大規模かつゲノムワ
イドに遺伝子転写開始点を同定できるとされる。nAnT-iCAGE により H&Y ステージ初期にある患
者末梢血液の PAX Gene RNA を解析した。本研究では他グラントによって推進されていた経年変
化を辿る末梢血液トランスクリプトーム解析プロジェクトから派生した、候補遺伝子について
の調査ならびにバイオマーカー候補の解析を行った。 
 
炎症性サイトカイン測定 福原らは以前に、分泌因子群の包括的解析から脳内の各細胞が分泌
する炎症性サイトカインのパターンを報告している（Irving K, and Fukuhara T et al., 2012）。
この手法は、RBM 社が提供する Luminex を基盤とした炎症タンパク質の解析技術（Myriad 
Inflammation MAP）により定量化しクラスタリング解析によって可視化するものである。他プロ
ジェクトと協同で予備的な知見を得る目的で血漿ならびに血清のサンプリングおよび測定を行
った。遺伝子解析から PARK2 に変異を有する PD患者サンプルも入手し、PARK2 変異によって特
徴的な変化をきたす炎症性サイトカインについても併せて検討した。 
 
炎症因子の機能解析とシグナル経路特異的調節剤の探索 得られた結果をもとにして候補因子
の機能を解析することを試みた。ライブイメージングによる細胞の増殖や形態変化を経時的に
観察したのに加えて、細胞表面マーカーの刺激応答性をフローサイトメトリーにより解析した。
TEER（バリア抵抗）測定も試みたが有効な結果は現在までに得られなかった。候補因子が細胞の
遺伝子発現に与える影響は、マイクロアレイ（Clariome S）を計画したが現在進行中である。 
特定シグナル経路の調節能を持つ化合物を探索するためのアッセイ系を構築し、試験的に化
合物ライブラリーの探索を行った。具体的にはシグナルの下流を司る転写因子の結合配列下に
分泌性アルカリフォスファターゼ（SEAP）を融合した遺伝子コンストラクトを有する安定遺伝子
導入細胞を活用して、96 ウェルフォーマットでのアッセイ系構築が可能であり、アッセイ条件
についても当該候補因子の添加後４８時間に培養上清をサンプリングして、SEAP 基質添加後は
１時間程度で呈色結果を得ることができる。上記の系構築を行い、シグナル調節化合物の探索を
試験的に進めた。 
 
４．研究成果 
 研究開始後、様々な代謝物が早期あるいは病態を反映するバイオマーカーとして当講座から
報告された（Saiki S et al., 2017; Fujimaki et al., 2018; Saiki S et al., 2019）。代謝
産物に着眼した方法は診断マーカーとして有望と考えられるが、本研究では神経免疫学的な作
用の端緒を得て治療作用点となる候補因子を同定する目的で、末梢血液中白血球のトランスク
リプトームならびに炎症性サイトカインに着目した。 
 



CAGE 法によるトランスクリプトーム解析  
末梢血液のトランスクリプトームについて共同研究により CAGE解析を行った。２つの異なる
アルゴリズム（DEseq2, EdgeR）により、健常者（１０名）に比して PD患者（２２名）では上昇
する有意な変化を示すと見られた２候補遺伝子を同定した（Amphiregulin および
Thrombomodulin）。なお 150bp 程度の短転写産物についても候補が得られたが、上記２因子は血
管に作用する因子として注目される。しかしながら同一患者から経年で採血された血中白血球
の CAGE解析によると、転写産物の発現差は減少し有意差を認めなかった。このことから何らか
の作用をしていることが予想されるが、病態進行に伴うバイオマーカーにはならない可能性が
示唆された。さらに診断目的で採血によりタンパク質レベルでバイオマーカーとなりうるか有
効か検討したが、少なくとも利用した THBDの ELISA キットから得られたデータでは、健常者と
PD患者との間に有意差は見出されなかった。これらの知見については、CAGE解析による包括的
な遺伝子発現変化データベースを構築して、学会発表および論文発表した（Valentine MNZ et 
al., 2019）。 
一方で研究の進捗に追随して、神経免疫学的な作用と神経細胞自律的なトランスクリプトー

ムの変化について特に PARK2 変異に着目して CAGE解析を行った。iPS細胞から様々な化合物と
誘導因子を添加して、PD患者由来の iPS細胞を分化誘導した。未分化 iPS細胞、神経前駆細胞、
およびドーパミン神経細胞に対して RNA 抽出を行い、これらのトランスクリプトームについて
Hiseq200 を用いた CAGE解析により得た。３つのアルゴリズム（DEseq2, EdgeR, Bayseq）を用
いて分化過程において変動を示す遺伝子を解析したところ、多くの遺伝子が得られた。中には
ZNF248や C21orf33(HES1)、また現在までにアノテーションされていない遺伝子も含まれており、
３つのいずれのアルゴリズムでも PD 群で高発現する転写産物として抽出された。ZNF248 は転写
因子と予想されるが論文報告が少なく機能は未知である。また C21orf33(HES1)の異常蓄積は翻訳
制御を受けるサーカディアンリズム調節因子の異常が想定されるため、PDの前駆症状（レム睡眠
行動異常）との関連が示唆される。 

特に PARK2 変異の遺伝的背景において影響する遺伝子を抽出し、かつ qPCR による発現の再確
認を行ったところ、non-coding RNA である MEG3は、PARK2 変異において遺伝子発現が低下する
ことが検証された。MEG3は、エピジェネティックな遺伝子のサイレンシングを行う機能（Mondal 
T et al., 2015）や p53と直接結合して増殖制御や低酸素刺激によるアポトーシス耐性を賦与す
る（Yan H et al., 2016; Zhan R et al., 2017）ことが知られているので、PARK2 変異を有する
神経細胞が示す酸化ストレスへの高感受性（Imaizumi et al., 2012）のメカニズムにおいて一
端を担うことが示唆された。同様のメカニズムは細胞自律的なものと考えられるが、本研究で着
目する免疫系細胞において、あるいは免疫系細胞との細胞間相互作用において、同様に作用する
かは現在のところ不明であるため、今後のさらなる解析が必要である。上記の知見については学
内発表（Juntendo Medical Journal および学内ポスター発表）を行い論文投稿準備中である。 
 また PARK2 変異を有する遺伝子組み換えマウスを用いた研究が進行中であり（基盤研究 C, 
19K07831）、今後のより詳しいメカニズムについてはマウスモデルで検証したいと考えている。 
 
 



炎症性サイトカイン測定 
 血清ならびに血漿を用いた複数回の測定を行い得られた定量データに対して、簡便に２群（健
常者と PD 群）において強い有意差を示した因子を検索したところ、CCL5 および CCL4が PD 群で
有意に低下する結果を得た。両者の量的低下度合いは、測定により３０％程度の低下、ないし 50-
60%程度の低下を認めた。CCL5 は、T細胞、好酸球や好塩基球のケモカインとして知られており、
PD では既に血清中の CCL5 量は弱いながらも重症度に正の相関を示すマーカーとして報告され
ている（Tang P et al., 2014)。加えて、この論文では健常者と PD（重症度平均 H&Y=2.4）の比
較において血清中の平均 CCL5量は若干健常者で低いことも示されていることから、CCL5 は病態
の初期および進行をモニターするバイオマーカーとして妥当と考えられる。また PD患者の病態
ステージがより広範であり包括的で異なると考えられるが、末梢血液に含まれるサイトカイン
解析を行った論文の Systematic-reviewおよびメタ解析（Qin X-Y et al.,2016）では、3196 件
から厳選された 25件の解析について IL-6, TNFa, IL-1b, CRP, IL-2, IL-10, CCL5 が上昇する
バイオマーカーとして認識されていることから、CCL5 は病態ステージ毎に特徴的なパターンを
示すと考えられる。 
一方で CCL4は、NK細胞や単球など多くの免疫系細胞のケモカインとして知られる。これにつ

いても既報から、PBMCから調製された単核球を LPSで刺激した際に分泌される CCL4および CCL5
量を比較したところ、PD（重症度平均 H&Y=2.5）において 1.91, 1.73 倍増大することが報告さ
れている（Reale M et al., 2009）。当該論文ではこれ以外にも炎症因子（TNFa, IL-1b, IFNg, 
IL-8）が PD 群で有意に上昇していること、また NFkBp65量と正の相関を示す知見が報告されて
おり、本研究との結果の相違については不明だが、今後レジストリ作成後に別コホートによる追
試が必要と考えられた。 
 

PD 群で上昇傾向を示す因子として、抗炎症性サイトカイン IL10、炎症性サイトカイン IL1b、
IL18など IL1 family因子が抽出されたが、いずれの測定においても統計的有意差は示さなかっ
た。ただし PARK2 変異を有する群との比較において IL-18 は健常者に比べて統計的有意に上昇
していた。健常者、PD、あるいは PARK2 変異の３群を比較検討したところ、PARK2 変異患者にお
いて IL18が統計的有意に約２倍程度の上昇が明らかとなった。 
既報では aSyn は NLRP3 inflammasome 経路を介して IL1bを発現誘導し、IL1bの作用は ROSを

産生させ NLRP3経路を活性化することが知られている。多発性硬化症で見られるように、IL-18
が NLRP3 経路を協調的に利用してポジティブフィードバックループによって炎症惹起と増悪化
することが推測される(Lang Y et al., 2018)。IL-18は Th1 の IFNg産生や NK細胞の活性化に
寄与することが一般に報告されているが、PDにおけるその作用機序は明らかでない。Pink1 ある
いは PARK2 の遺伝子欠損マウスを用いた報告（Sliter DA, 2018）から、STING 経路や NLRP3 
inflammasome を介した炎症制御を司る細胞はミエロイド系細胞（単球）やマクロファージが想
定される。前述の論文では、PD 患者や PARK2 欠損マウスについて炎症因子の検索もされている
が、CCL2, IL-6, IFNb1 が抽出されるのみであったことから、IL-18の直接的な作用点は明らか
にされておらず、病態進行に伴う血中分泌因子の複雑なメカニズムが示唆された。IL-18の妥当



性を示す報告としてごく最近に、エジプト PD家系に遺伝子プロモーター多型（Fahmy E et al., 
2019）が報告され、この変異は孤発性 PDにおいて発症年齢と相関があることが示されている。
通常 IL-18は食道で高発現が認められ脳では脊髄に発現が認められる（Human protein atlas）
が、PDでは腸内細菌叢の変化とその原因性についてマウスモデルならびにヒトで示されており、
PD 前駆症状である便秘と腸内細菌叢の dysbiosis との関係が注目されている（Sampson TR et 
al., 2016; Lin C-H et al., 2019）。IL-18の具体的な作用機序については解決課題である。 
また有意ではないものの炎症マーカーとして知られる CRP は低下傾向を示した。また血管に

発現する CD54（ICAM1）、CD106（VCAM1）は、炎症に応じて発現されて、リンパ球の組織内浸潤を
促進する重要な因子である。これらの膜タンパク質は、炎症度の進行に伴って、異なるステージ
ではあるがプロテアーゼにより sheddingされて血中に分泌される炎症マーカーとしても知られ
ている。実際に Inflammation MAPにも（切断された）可溶性 ICAM1 や VCAM1 が検出されており、
測定によっては有意差を示す形で炎症の進行を示した。上記の各サイトカインや可溶性タンパ
ク質によって規定される PD末梢血液内の炎症状態は、病態初期の特徴を反映していると推測さ
れるが、これらが全身性の免疫系細胞の炎症活性化と血管における炎症応答を示すエビデンス
ではあるものの、血管における変化と病態進行に係るメカニズムの解明にはさらなる検討が必
要である。 
 また当該バイオマーカー因子群が単球や血管内皮細胞に与える影響については、解析系の構
築を順次行い血管内皮細胞とリンパ球系細胞の接着・浸潤アッセイ系をライブイメージング装
置 Incucyte によって構築した。TEER についても様々な血管内皮細胞株を利用して系の構築が
できつつある。遺伝子発現変化については、Clariom S マイクロアレイを用いた包括的トランス
クリプトーム解析による炎症モード転換を検索する予定であったが、実施期間中に完了しなか
ったため今後引き続き解析を継続する。 
 以上のトランスクリプトームおよび Secretome 解析から、PD 患者血液に特徴的なバイオマー
カーの探索を試みた。いずれの解析においても有望と見られる病態初期に特徴的な候補因子群
を同定した。単一の因子で病態の発症や進行が制御されているわけではないことから、既報と一
致する因子の抽出だけでなく、相反する量的変動を得たものについても、今後層別化可能なコホ
ートによるサンプリングおよび再検討が必要だろう。特に PARK2 変異を有する PD患者において
同定された MEG3や IL-18については、PARK2 変異マウスを用いた解析が別途進行中であり、今
後の解析において併せて検証したい。 
 また進捗に応じて発展的に展開した項目として、本解析から明らかになった IL1 family 因子
群（特に IL1b, IL-18）あるいは NLRP3 経路のシグナル調節剤の探索について報告する。両者
の産生阻害剤あるいは活性中和抗体は、治療薬として有効と考えられたため、SEAP活性を指標
としたモニタリング細胞系を利用して化合物ライブラリーの探索を試みた。北里大学から提供
された約２００種類の中分子化合物ライブラリーから、唯一 IL1b 経路のみを活性化する候補化
合物（コード番号 3D）がヒットした。これ以外にも IL1b 経路を活性化する化合物（コード番
号 5B）は存在したが、TNFa 経路にも作用する結果を得た。そこでこの化合物 3D の構造類似
体を含めて９種類の組成比の異なる化合物について、IL1b 活性化における相関を検討したが更
に活性化する化合物は存在しなかった。一方で本疾患において有望と見られる IL1b 経路を抑制
しうる化合物については、現在までに得られていない。新たに入手した IL18レポーター細胞を
用いて同様の解析を行う予定である。 
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