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研究成果の概要（和文）：　本研究では、大村天然化合物ライブラリーを用いて、I2020T変異Leucine-Rich 
Repeat Kinase 2（LRRK2）をもつ遺伝性パーキンソン病患者iPS細胞由来神経細胞に対して新規治療薬開発につ
ながる化合物を探索した。まず、神経突起長の短縮、酸化ストレスによるアポトーシスの亢進、リン酸化Tauの
増加について評価できる自動定量解析システムをIN Cell Analyzer 6000で構築した。この解析システムを用い
て、1stおよび2nd screeningを行い、神経突起長の伸長効果とリン酸化Tauの抑制効果を示す化合物を60種見出
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for developing novel therapeutic agents using 
Omura natural compounds and familial Parkinson's disease patient iPS cell-derived neurons harboring 
the I2020T mutant Leucine-Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2). First, we constructed an automatic 
quantitative analysis system using IN Cell Analyzer 6000, which can evaluate shortening of neurite 
length, acceleration of apoptosis to oxidative stress, and increased Tau phosphorylation. Next, 
using this analysis system, 1st and 2nd screenings were performed, and 60 compounds were found that 
showed neurite length elongation and phosphorylated Tau suppression effects.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　iPS細胞（iPSC）を用いた創薬研究では、新規治療薬となりうる候補薬剤がドラックリポジショニングの場
合、治験への移行がスムーズに開始できることから、iPSC創薬の臨床応用への展開が注目されている。遺伝性パ
ーキンソン病（PD）の原因分子LRRK2に変異をもつPD患者は、臨床症状や治療薬レボドパに対する反応性が孤発
性PD患者と類似した特徴を示す。将来的な波及効果として、リード化合物の構造を変化させた合成化合物などア
カデミア発iPSC創薬への展開が期待できる。また、Tauを標的とした化合物は、アルツハイマー病を含めた他の
神経変性疾患への応用が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
顕性遺伝パーキンソン病（PD）の原因分子 Leucine-Rich Repeat Kinase 2（LRRK2）に変異を
もつ PD 患者は、臨床症状や発症年齢、治療薬レボドパに対する反応性が孤発性 PD 患者と類似
した特徴を示す。そのため LRRK2 の解析は、PD の発症機序を理解する上で重要と考えられる。
これまでに申請者は、日本の顕性遺伝 PD 家系（相模原家系）の発症原因が LRRK2 のキナーゼド
メイン内の I2020T 変異であることを明らかにした。その後、正常 LRRK2 および変異 LRRK2 に関
する生理的機能や生化学的特性、LRRK2 の基質候補分子を明らかにしてきた。これらを踏まえ
て、共同研究者である慶應義塾大学生理学岡野栄之教授と大阪大学神経内科学望月秀樹教授と
共に、I2020T変異 LRRK2をもつ相模原家系内 PD患者 2名の皮膚線維芽細胞からiPS細胞（I2020T 
LRRK2-iPSC）を樹立し、I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞では健常者 iPSC 由来神経細胞に比べ、
ドーパミン放出能の異常や酸化ストレスへの脆弱性、リン酸化 AKT の低下、リン酸化 Tau 増加、
オートファジー機能不全がみられることを報告した。さらに、iPSC 樹立の PD 患者剖検脳の神経
細胞においてリン酸化 Tau の増加が引き起こす神経原線維変化を確認し、I2020T LRRK2-iPSC 由
来神経細胞は in vitro 病態モデルとして有用であることが明らかになった。また近年、ゲノム
編集技術で I2020T 変異を修復した iPSC（isogenic-iPSC）を新たに樹立し、I2020T LRRK2-iPSC
および isogenic-iPSC 由来神経細胞の比較解析から、新たな異常表現型などの病態へのアプロ
ーチが可能であることを見出した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、既報の I2020T LRRK2-iPSC および新規樹立の isogenic-iPSC から誘導した iPSC
由来神経細胞に対し、イベルメクチンなど様々な薬剤のソースとなった大村天然化合物ライブ
ラリーを用いた薬剤スクリーニングを展開することで、I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞の酸化
ストレスに対する細胞死を抑制する化合物または神経突起長短縮、リン酸化 Tau 増加などの異
常表現型を軽減する化合物の探索を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）疾患特異的 iPSC 由来神経細胞における異常表現型を自動定量する解析システムの構築 
I2020T LRRK2-iPSC 2 株、isogenic-iPSC 1 株、健常者 iPSC（control-iPSC） 1 株を使用し
た。特に、新規樹立の isogenic-iPSC については、characterization の詳細について解析した。
各々の iPSC 由来神経細胞は、低分子化合物を用いた既報の分化誘導法で作製した。分化細胞は、
神経細胞マーカーBeta-III tubulin 抗体、MAP2 抗体などを用いた免疫細胞化学染色で評価した。
まず、薬剤スクリーニングによる評価系システムを構築するために、神経変性疾患でみられる異
常表現型の一つである神経突起長の短縮について、レーザー型ラインスキャニング共焦点シス
テムを搭載したイメージングサイトメーター IN Cell Analyzer における自動定量解析システ
ムを用いて条件検討を行った。次に、過酸化水素による酸化ストレス応答後の活性化 Caspase-3
を検出できる自動定量解析システムについて条件検討を行った。最後に、異常表現型のひとつで
あるリン酸化 Tau を検出できる自動定量解析システムについて条件検討を行った。また、BZ-X800
蛍光顕微鏡のイメージサイトメーターモデュールによる簡便な自動定量解析システムの構築を
試みた。 
（２）大村天然化合物ライブラリーを用いた iPSC 由来神経細胞に対する保護効果化合物の探索 
1st screening として、I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞群、isogenic-iPSC 由来神経細胞群
に 240 種の大村天然化合物を添加し、構築した解析システムを用いて、神経変性疾患でみられる
異常表現型の一つである神経突起長の短縮を改善できるか否かを評価した。次に、2nd screening
として、異常表現型を改善がみられた大村天然化合物群について、酸化ストレスに対する細胞死、
リン酸化 Tau の増加などの疾患特異的な異常表現型を改善できるか否かを評価した。また、異常
表現型の改善がみられた大村天然化合物群については、LRRK2 キナーゼ阻害剤との比較解析を行
った。 
 
４．研究成果 
（１）疾患特異的 iPSC 由来神経細胞における異常表現型を自動定量する解析システムの構築 
新規樹立 isogenic-iPSC の characterization について解析した結果、３胚葉への分化および
正常な核型を示すことを確認した。また、ゲノム編集によるオフターゲット効果がみられないこ
とも確認した。さらに、I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞では、isogenic-iPSC 由来神経細胞に
比べ、神経突起長の短縮がみられることを確認した。 
神経変性疾患でみられる異常表現型の一つである神経突起長の短縮を評価する薬剤スクリー
ニングのための解析システムを構築するために、イメージングサイトメーターの IN Cell 
Analyzer 6000 を用いて Beta-III tubulin 抗体陽性神経細胞の神経突起長を自動識別および定
量した。その結果、Beta-III tubulin 抗体陽性神経細胞の神経突起長を自動識別して定量する
解析システムの条件を構築した。また同様に、過酸化水素による酸化ストレス応答後の活性化



Caspase-3 を検出できる自動定量解析システムと異常表現型のひとつであるリン酸化 Tau を検
出できる自動定量解析システムについても最適な解析条件を構築した。さらに、I2020T LRRK2-
iPSC 由来神経細胞および isogenic-iPSC 由来神経細胞に LRRK2 キナーゼ阻害剤 4 種をそれぞれ
添加し、免疫細胞化学染色を行った後、BZ-X800 蛍光顕微鏡のイメージサイトメーターモデュー
ルによる酸化ストレス応答後の活性化 Caspase-3、リン酸化 Tau 増加をそれぞれ検出できる簡便
な自動定量解析システムも構築した。 
 
（２）大村天然化合物ライブラリーを用いた iPSC 由来神経細胞に対する保護効果化合物の探索 
I2020T LRRK2-iPSC由来神経細胞およびisogenic-iPSC由来神経細胞に大村天然化合物群を添
加し、構築したシステムを用いて 1st screening を行った結果、240 種のうち約 80 種の天然化
合物において、I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞における神経突起の伸長促進効果を確認した。
次に、酸化ストレスに対する細胞死、リン酸化 Tau の増加などの疾患特異的な異常表現型を標的
とした 2nd screening を行った結果、約 80 種のうち約 60 種の天然化合物において、PD患者 iPSC
由来神経細胞における神経突起の伸長促進効果を確認した。I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞に
おけるリン酸化 Tau の抑制効果、細胞死抑制効果をそれぞれ示した。また、神経突起の伸長促進
効果を示した大村天然化合物群について、現在海外でパーキンソン病の臨床研究で使用されて
いる LRRK2 キナーゼ阻害剤との比較解析を行った結果、同等の神経突起の伸長促進効果を示す
ことがわかった。 
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