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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病約150名のGBA遺伝子シークエンスを行い、L444P、R120W、など6名のGBA変異
患者を同定し計5系統以上のiPS細胞を樹立した。GBA 444番目アミノ酸（L444）をtargetとし、ゲノム編集を行ったが
、効率は10％弱と低確率であった。個体差・遺伝的バックグラウンドの解消の手段として、①多数例のGBA変異患者を
対象とすること、②Corinなどドパミン細胞表面に発現するマーカーを用いることによって、ドパミン神経への分化の
程度をそろえて均一なドパミン細胞集団を解析することを行った。

研究成果の概要（英文）：Genomic sequencing was performed to identify GBA-related Parkinson's disease 
patients, and five clones of iPS cells from 6 patients were generated by plasmid methods. Genome editing 
by CRISPR/cas9 was employed to edit GBA gene (L444), but its efficiency was about 10%, and it was lower 
than expected, even in HEK 293 cells. To overcome the disadvantages from heterogeneity of genetic 
background in iPS research, we are analyzing the corin-sorted dopaminergic precursor cells, as well as 
increasing the number of target clones.

研究分野： パーキンソン病

キーワード： パーキンソン病
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１．研究開始当初の背景 
 
１）GBA ヘテロ接合体変異は孤発性パー

キンソン病(PD)の極めて重要なリスク因子
である 

 
パーキンソン病（PD）は黒質線条体系ドパ

ミン神経の選択的変性とα-シヌクレイン（α
-Syn）を主要構成成分とするレヴィー小体の
存在を特徴とする神経変性疾患である。α
-Synは点変異や重複により遺伝性PDを発症
するだけでなく、その発現量を上昇させる一
塩基多型を介して孤発性 PD の遺伝的リスク
となる。このことから、α-Syn の蓄積毒性は
PD 発症に繋がると考えられるが、α-Syn は
主にオートファジー・ライソソーム（AL）系
を介して分解されることから、AL 系の障害
も PD の発症に関わっている可能性がある。 
近年、ゴーシェ病の原因遺伝子である GBA

遺伝子のヘテロ接合型変異が、孤発性 PD の
最も強力な遺伝的リスクであることが示さ
れた。日本人においてはそのオッズ比は 28
であり、PD 患者の 9.4%に GBA 変異が認め
られている。GBA はリソソーム酵素である
ことから、GBA ヘテロ接合体変異は AL 系の
障害に起因する二次的なα-syn の蓄積を引
き起こすと想定される。このことは GBA ヘ
テロ接合体変異が孤発性 PD 発症に極めて重
要なリスク因子となっている原因の一つと
考えられる。 

 
２）PD における疾患特異的 iPS 細胞を用

いた研究の限界と解決法 
 
 遺伝性 PD 患者由来 iPS 細胞の解析に関

しては、PINK1、Parkin、LRRK2、α-syn
の各遺伝子変異患者における報告がある。ミ
トコンドリア異常、酸化ストレスを始めとし
た各種ストレスに対する脆弱性、α-syn の発
現量上昇など各遺伝子変異に特異的な所見
を細胞内で再現することが可能であった。一
方で、孤発性 PD における解析の報告は、皆
無である。いくつかの理由が考えられ、①孤
発性 PD は元来 heterogenous な疾患であり、
②iPS 細胞ドナーの遺伝的背景も多様である
ことから、特異的所見が検出しにくい、さら
に③孤発性 PD は遺伝要因と環境要因から成
り立つが、細胞内では環境要因の付加が十分
ではない、などの理由が考えられる。これら
の問題点を解決すべく、以下の研究戦略を立
案した。 

 
①孤発性 PD の多様性に対して 
孤発性 PD の中でも比較的均一な集団であ

る GBA 変異（L444P）を持つ患者由来 iPS
細胞を対象とする。L444P 変異は GBA 変異
の中でも酵素活性が低く、PD 発症の高リス
クとなるとされている。 

 
②iPS 細胞ドナーにおける遺伝的背景の多様

性に対して 
近年、Zinc finger nuclease や TALEN、
CRISPR/Cas9 などの人工ヌクレアーゼによ
る細胞の遺伝子改変が報告されている。iPS
細胞はこれら人工ヌクレアーゼによる遺伝
子改変が比較的容易であり、iPS 細胞におい
ても 2012 年以降複数の報告がある。従来の
疾患群と正常群（コントロール群）の単純比
較では、遺伝的背景の多様性のため、疾患そ
のものの多様性が高い孤発性 PD に対しては
有効性が低いと予想される。TALEN または
CRISPR/Cas9 を用いて、GBA（L444P）ヘ
テロ変異を正常型に修復したものをコント
ロール群とすることによって遺伝的背景を
同一にした上で、L444P ヘテロ接合型変異に
特異的な変化を検出できるようにする。 
 
③ドパミン細胞の純化と環境要因付加 
 ドパミン神経特異的な変化の解析にはド
パミン神経の純化（sorting）が必要であるが、
現在の分化技術では、神経系に分化した細胞
に対するドパミン神経の割合は約３０％で
しかない。高橋淳らにより確立された表面マ
ーカーcorin を用いた FACS による sorting
以外に、より分化した細胞 sorting の開発を
予定している。表現型が検出できなかった場
合は、環境要因付加を考慮する。 
 
 
２．研究の目的 
 
PD では診断の時点で既に黒質ドパミン細

胞は３－４割に減少しており、早期診断に基
づいた先制医療が必要である。GBA 変異 PD 患
者由来の iPS 細胞モデルから、マイクロアレ
イやプロテオミクスによるパスウェイ解析
を始めとした網羅的解析により、発症前の生
化学的早期バイオマーカーと疾患特異的タ
ーゲット分子の同定までを本研究の目的と
する。バイオマーカーは PD 患者の髄液で検
証を行い、疾患特異的ターゲット分子からは
将来的に薬剤スクリーニングシステムの構
築を目指す。さらにヒット化合物・薬物の in 
vivo での検証に関して、モデル動物としては、
GBA-/-メダカ、あるいはα-syn BAC トラン
スジェニックマウスとGBAヘテロノックアウ
トマウスの交配マウスが候補となりうる。
GBA-/-メダカは、ヒトやマウスでは GBA 活性
を欠損すると致死となるのに対し月単位で
生存し、神経細胞内のα-Syn や p62 の凝集体
形成、軸索内のスフェロイド形成を認める
我々が開発したモデルメダカである。 
 

３．研究の方法 
GBA 変異を持つ孤発性 PD 患者を同定し、研

究参加への同意のもと、採血によりリンパ球
を採取し、iPS 細胞を作製する。人工ヌクレ
アーゼである TALEN や CRISPR/cas9 を用いた
ゲノム編集を行い、GBA 変異を正常型に変換
し、正常コントロールとして使用する。同時



に健常人から樹立されたiPS細胞に孤発性PD
患者に認められた GBA 変異を導入する。 
これらの遺伝子改変iPS細胞は最終的に神

経系（特にドパミン神経細胞）に分化させ、
マイクロアレイを用いたパスウェイ解析な
どを行い、個体差を除外した疾患特異的な異
常の検出に使用されるが、このための基盤づ
くりを行う。 
 
 
４．研究成果 
 
１）結果 
 
国立病院機構宇多野病院通院中の患者の

中から、倫理委員会の承認のもとに、GBA 遺
伝子のシークエンスを行い、GBA 変異患者
（RecNCI GBA mutation）を同定した。患者
の選定・同意には澤田秀幸臨床研究部長・大
江田知子神経内科医長の協力を得た。本患者
の皮膚組織より繊維芽細胞を採取し、
plasmid 法により iPS 細胞を樹立した。 
iPS 細胞の遺伝子修復による isogenic 

control/mutant 作製について、まず HEK293
細胞において pilot study を行った。
CRISPR/Cas9 によるゲノム編集のため、GBA 
444 番目アミノ酸（L444）を target とした
guide RNA を作製し、cas9 plasmid とともに
transfection を行ったが、ゲノム編集率は
10％弱と予想された確率より低い確率でし
か編集が認められなかった。その後同手法を
用いた方法では、GBA 遺伝子の L444 部位に対
しては、iPS 細胞を用いた場合 1/200 程度の
効率であるとの報告がなされた。 
このため、個体差・遺伝的バックグラウン

ドの解消の手段として、①多数例の GBA 変異
患者を対象とすること、②ドパミン神経への
分化の程度をそろえて均一なドパミン細胞
集団を解析すること、とした。 
 
①に対して、京都大学附属病院通院中の患

者約 150 名に対して、倫理委員会の承認のも
と、GBA 遺伝子のシークエンスを行った。
L444P、R120W、など 6名の GBA 変異患者を同
定した。c.1447_1466 delinsTG 変異は PD に
おけるGBA変異としては新規の変異であった
（Gaucher 病変異では報告あり）。これら
L444P、R120W、 c.1447_1466 delinsTG 変異
患者より plasmid 法により計 5 系統以上の
iPS 細胞を樹立した。 
 
②に関して、ドパミン前駆細胞の細胞表面

に発現する corin に注目して sorting を行っ
た。Sorting により 70-80％程度まで corin
陽性細胞を濃縮することが可能であったが、
corin の発現率に個体差があること、また細
胞数が 10％以下に減少すること、その後の成
熟ドパミン細胞の段階で完全には分化がそ
ろうわけではないことが判明した。 
 

２）考察・結論 
iPS細胞は人工nucleaseを用いた遺伝子改

変に適しているとされているが、そのゲノム
編集効率は遺伝子部位により大きく変わる
ことが分かってきた。最も酵素活性が低下す
る L444P 変異をターゲットとしたが、R120W
などその他の部位もゲノム編集のターゲッ
トとして考慮する必要がある。また、分化の
程度を揃えて分化ドパミン細胞の正確な比
較を行う必要があるが、この点に関しても従
来の corin による sorting は、細胞移植には
効果を発揮するが、疾患研究には不十分と考
えられる。 
近年、細胞内の複数の miRNA 活性の違いを

定量的に感知することで、分化した細胞の同
定や分離の精度を 90％程度まで高めること
ができる技術が開発されており、分化ドパミ
ン細胞に適応することでこれらの問題を克
服できる可能性がある。 
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