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研究成果の概要（和文）：我々はドパミンニューロンによる線条体神経支配に細胞接着因子であるインテグリン
α5β1が関与することを明らかにしたことから、インテグリンα5過剰発現ドパミンニューロンをパーキンソン
病患者の線条体に移植すると治療効果の向上が期待される。そこで、インテグリンα5遺伝子をドパミントラン
スポーター遺伝子にノックインしたマウス胚性幹（ES）細胞を作製した。このノックイン細胞をドパミンニュー
ロンへ分化誘導したところ、インテグリンα5遺伝子の発現が確認できた。また、パーキンソン病モデルマウス
にES細胞由来細胞を移植する際に、マイトマイシンC処理した細胞塊として移植すると、腫瘍化は抑制され、生
着も確認できた。

研究成果の概要（英文）：We have previously clarified that the cell adhesion factor, integrin α5β1,
 is involved in dopaminergic innervation of striatal neurons. Therefore, transplantation of integrin
 α5-overexpressing dopamine neurons into the striatum of patients with Parkinson's disease is 
expected to improves the therapeutic effect. In this study, we prepared mouse embryonic stem (ES) 
cells in which the integrin α5 gene was knocked in to the dopamine transporter gene. When the 
knock-in cells were differentiated into dopamine neurons, the expression of the integrin α5 gene 
was observed. In addition, the ES cell-derived cells were transplanted into Parkinson's disease 
model mice. When mitomycin C-treated cells were transplanted as cell aggregation, tumorigenesis was 
suppressed and engraftment was achieved.

研究分野：神経薬理学

キーワード： ノックイン　ゲノム編集　細胞移植　パーキンソン病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の幹細胞由来の細胞移植治療では、安全第一のため外来性遺伝子を排除する方向で進んでいる。しかし、本
研究では、移植する細胞の機能を亢進させるための遺伝子導入法を検討した。成果として、細胞移植実験に適し
たノックインES細胞の作製および分化・移植方法の確立ができたと考える。今後、通常の細胞よりも高機能化し
た遺伝子導入細胞を移植することの有用性を示せれば、パーキンソン病への細胞移植にとどまらず、将来の細胞
移植治療の選択肢を広げることになると予想される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、iPS（人工多能性幹）細胞が樹立され、再生医療への応用が期待されている。黒質-線
条体系ドパミンニューロン変性を主徴とするパーキンソン病においても、iPS 細胞を用いた臨
床応用に向けた研究が進んでいる。ヒト iPS細胞から分化させたドパミン神経前駆細胞を患者
の線条体に細胞移植し、ドパミン欠乏を補充するストラテジーである。現状、安全第一のため
外来性遺伝子を排除した細胞移植が試みられており、安全性や品質管理に関する課題が克服さ
れつつある。しかし、がん化リスクや患者への負担の軽減のため、より少数の細胞を移植する
ことが望ましいと考えられる。少ない移植細胞数でも高い治療効果が上げるために、通常の細
胞よりも高機能化した細胞を移植することが次世代型治療に向けたステップアップとして求め
られる。 
これまでに我々は、ドパミンニューロンによる線条体神経支配に細胞接着因子であるインテ
グリンα5β1が関与することを報告した(Sci Rep. 2017;7:42111)。したがって、インテグリン
α5を過剰発現したドパミンニューロンを移植する治療効果が向上すると考えられる。そこで、
インテグリンα5 過剰発現ドパミンニューロンを作製するため、恒常発現型プロモーターを用
いたインテグリンα5 過剰発現 ES 細胞をドパミンニューロンに分化させたところ、ニューロ
ンへの分化効率の低下が見られた。これはインテグリンシグナルが ES 細胞を中胚葉への分化
を促進すること(Development, 2013)に由来すると考えられる。 

 
２．研究の目的 
インテグリンα5を過剰発現したドパミンニューロンを効率よく作製するために、ES細胞か
らの分化誘導初期にインテグリンシグナルを働かせないことが重要であると考えられる。本研
究では、ドパミンニューロンに分化後にインテグリンα5 を発現するマウス ES 細胞を作製す
ることを目的とした。加えて、細胞移植実験に向けた分化方法および移植方法の最適化を行っ
た。 

 
３．研究の方法 
細胞培養：マウス ES細胞は 129/Ola マウス由来 EB5 細胞株を用いた。未分化状態は GMEM (1 mM 
NEAA、1 mM pyruvate、0.1 mM 2-mercaptoethanol、5% KSR、1% FBS、20 g/ml blasticidin、
2x103 unit/ml LIF)中で維持した。 
遺伝子導入ベクターの作製：PCR 法で増幅した DNA 断片を In-Fusion®反応で結合させることで
プラスミドベクターを作製した。 
遺伝子導入：制限酵素処理し直鎖状にしたベクターを 2x106cells の EB5 細胞にエレクトロポ
レーションすることで遺伝子導入した。抗生物質による選別を行い、生存したコロニーを単離
することでクローンを作製した。 
SDIA 法による分化誘導：ES 細胞からドパミンニューロンへの分化には stromal cell-derived 
inducing activity (SDIA)法を用いた。マウス骨髄由来細胞である PA6 細胞をフィーダー細胞
として用い、GMEM (1 mM NEAA、1 mM pyruvate、0.1 mM 2-mercaptoethanol、10% KSR)中で 14
日間維持した。 
SFEBｑ法による分化誘導：ES 細胞からドパミンニューロンへの分化には無血清凝集浮遊培養法
（SFEBq 法）を用いた。低吸着 96well プレート中で、分化用培地を用いて 14日間維持した。 
分化誘導後 ES細胞の再播種：分化誘導の細胞をディスパーゼ処理により単細胞化した。それら
をラット胎仔由来初代培養線条体細胞上に再播種した。 
 
４．研究成果 
まず始めに、ドパミンニューロン分化後に発現する tyrosine hydroxylase (TH)プロモータ
ーを用い、誘導型インテグリンα5過剰発現 ES細胞の作製を試みた。THプロモーターの下流に
インテグリンα5遺伝子を組込んだベクターを ES 細胞に導入し、SDIA 法により分化誘導した。
導入直後は遺伝子の発現が確認されたが、その後維持を続けるうちに再度分化誘導を行っても
遺伝子の発現は見られなくなった。これらの結果から、THプロモーターを用いたベクターの ES
細胞へのランダムインテグレートでは、ES細胞の強い発現抑制機構の働きにより導入遺伝子の
サイレンシングが起こったことが示唆される。 
そこで次に、ランダムインテグレートではなく、目的位置に遺伝子導入できるゲノム編集技
術を用いた。Dopamine transporter (DAT)遺伝子にインテグリンα5 遺伝子をノックインでき
るベクターを作製し、CRISPER/Cas9 とともに ES細胞に遺伝子導入することにした。また、DAT
の機能を損なわないためにヘテロノックイン細胞の作製を試みた。6.5 kbp の挿入配列とホモ
ロジーアームを含むドナーベクターを CRISPER/Cas9 遺伝子とともにマウス胚性幹（ES）細胞に
エレクトロポレーション法により導入した。約 0.8 kbp のホモロジーアームではノックイン細
胞が得られず、ホモロジーアームを約 2 kbp にすることでヘテロノックイン細胞を得た。ヘテ
ロノックインされた ES細胞のゲノムの塩基配列を解析したところ、wild type アレルに変異が
見られた。この結果は二個の対立遺伝子とも Cas9 により切断された後、片方はドナーベクター
により相同組み換えが起こったが、残る対立遺伝子は非相同性末端結合により修復されたこと
を示唆している。そこで CRISPER/Cas9 遺伝子ベクターの導入量を減少させ、wild type 配列を
含むドナーベクターを追加してエレクトロポレーションすることで、wild type アレルに変異



のないヘテロノックインした ES 細胞の作製に成功した。このヘテロノックイン ES 細胞を SDIA
法により神経分化させることでドパミンニューロンにおいて導入遺伝子の発現が確認された。 
細胞移植には、フィーダー細胞を必要としない分化方法が適している。ドパミンニューロン
への分化方法を、細胞塊を形成する SFEBq 法に変更し、さらに SFEBq 法を改変することで、ノ
ックインにより導入した遺伝子発現を確認することができた。インテグリンα5 遺伝子を恒常
的に発現させた ES 細胞では神経分化効率が低下したのに対し、DAT 遺伝子へのノックイン ES
細胞を SFEBq 法で分化させても神経分化効率に影響を与えなかった。 
最後に、細胞移植に向けた移植方法について検討した。パーキンソン病モデルマウスに ES
細胞由来ドパミン神経細胞を単細胞にして移植すると、パーキンソン病様症状は改善したが、
移植細胞の腫瘍化が見られた。移植細胞を抗腫瘍薬のマイトマイシン Cを処理することで腫瘍
化は抑制されたが、移植 8週目での移植細胞の生存はほぼ確認できなかった。一方、マイトマ
イシンC処理したES細胞由来ドパミン神経細胞を細胞塊として移植すると、腫瘍化は抑制され、
移植 8週目での移植細胞の生存も確認できた。 
以上の結果より、細胞移植実験に使用可能なノックイン ES 細胞の作製、分化方法および移植
方法を確立できたと考えられる。今後、インテグリンα5 を過剰発現したドパミンニューロン
を移植すると治療効果が向上するかを検証する予定である。 
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