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研究成果の概要（和文）：LRRK2は優性遺伝パーキンソン病（PD）の原因分子の一つである。本研究では、
I2020T変異LRRK2が起因となるPD発症機序の解明とその病態モデルの確立を目指し、I2020T変異LRRK2を有する相
模原家系内PD患者iPS細胞と剖検脳を用いた病態解析を行った。その結果、iPS細胞から誘導した患者の神経細胞
群から、①酸化ストレスの脆弱性、②ドーパミンの放出異常、③細胞内のAKT/GSK-3βシグナル伝達経路の異常
によるリン酸化タウの増加を明らかにした。また、iPS細胞樹立患者の死後脳から、GSK-3β活性化によるリン酸
化タウの増加、そしてそれが脳内に沈着して生じる神経原線維変化を確認した。

研究成果の概要（英文）：LRRK2 is the causative molecule of the autosomal dominant hereditary form of
 Parkinson’s disease (PD), PARK8, which was originally defined in a study of a Japanese family 
harboring the I2020T mutation. In the present study, to elucidate the mechanism of neurodegeneration
 in PD caused by LRRK2, we generated iPS cells (iPSC) derived from fibroblasts of PD patients. We 
found that patient LRRK2 iPSC-derived neurons released less dopamine than control-iPSC-derived 
neurons. Furthermore, we demonstrated that patient iPSC-derived neurons had a lower phospho-AKT 
level than control-iPSC-derived neurons, and that the former showed an increased incidence of 
apoptosis relative to the controls. Interestingly, patient iPSC-derived neurons exhibited activation
 of GSK-3β and high Tau phosphorylation. In addition, the postmortem brain of the patient from whom
 the iPSC had been established exhibited deposition of neurofibrillary tangles as well as increased 
Tau phosphorylation in neurons. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： パーキンソン病　LRRK2　iPS細胞　TAU　ゲノム編集　PARK8
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１．研究開始当初の背景 

優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
の優性遺伝 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 を有する相模
原家系内 PD 患者 2 名の皮膚線維芽細胞か
ら人工多能性幹細胞（iPSC）を樹立し、神経
細胞への分化誘導に成功した。 

 

２．研究の目的 

本研究では、I2020T 変異 LRRK2 をもつ遺
伝性パ－キンソン病患者から樹立した iPS 

細胞由来神経細胞を用いた解析および iPS 

細胞を樹立した患者剖検脳を用いた解析を
行うことによって、①パーキンソン病患者の
iPS 細胞由来神経細胞の in vitro 病態モデル
としての評価、②I2020T 変異 LRRK2 が引き
起こすパーキンソン病の発症機序の解明、を
目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）iPSC 由来神経細胞の機能および形態に
関する解析 

 I2020T 変異 LRRK2 を有する相模原家系
内 PD 患者 2 名（LA、LB）から樹立した iPS 

細胞（I2020T LRRK2-iPSC）4 株と健常者 2 名
から樹立された iPSC（Control-iPSC）2 株を
使用した。分化誘導法は、既報に従い、iPSC 

から胚様細胞塊、さらには神経幹細胞塊を形
成させ、神経細胞へ分化誘導した。iPSC 由
来神経細胞は、Beta-III Tubulin 抗体、GFAP 

抗体、TH 抗体を用いた免疫化学染色によっ
て評価した。 I2020T LRRK2-iPSC および
Control-iPSC 由来神経細胞におけるドーパミ
ン量またはドーパミン放出能について HPLC

を用いて測定した。また、PD 患者と健常者
間におけるリン酸化タンパク質の差異に関
して、ウエスタンブロットを用いて解析した。
同様に、酸化ストレスの指標となる酸化修飾
蛋白質を Oxyblot 法で解析した。さらに、長
期培養した I2020T LRRK2-iPSC および
Control-iPSC 由来神経細胞におけるアポトー
シス陽性細胞の数的差異を調べた。 

（２）患者剖検脳の解析および iPSC との比
較 

iPSC を樹立した LB 患者の剖検脳について、 

病理学的解析および分子レベルでの生化学
的解析を行った。特に、神経原線維変化およ

び Tau のリン酸化に関しては、様々なリン酸
化部位認識抗体を用いて解析を進めた。iPSC

由来神経細胞から得られた結果と比較解析
を行い、患者 iPSC を in vitro の PD 病態モデ
ルとして評価した。 

（３）遺伝子修復した患者 iPS 細胞の作製お
よび解析 

 共同研究機関の慶應義塾大学生理学で作
製済のLRRK2-TALENプラスミドを使用して、
患者 iPSC における I2020T 変異を遺伝子修復
した。シークエンス解析による遺伝子修復の
確認および characterization による選別後、遺
伝子修復した患者 iPSC の細胞株の樹立を行
った。さらに、遺伝子編集技術によって遺伝
子修復された患者 iPSC を神経細胞に分化誘
導して、異常な表現型が回復するかについて
解析した。 

（４）薬剤スクリーニングによる神経保護効
果をもつ薬剤の探索 

 患者の iPSC 由来神経細胞では、細胞死の
亢進が予想されるため、LRRK2 を標的にした 

LRRK2 inhibitor 群を投与し、神経保護効果が
あるか否かを評価した。 

 

４．研究成果 
（１）iPSC 由来神経細胞の機能および形態に
関する解析 

樹立した iPSCの characterizationを行った結
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、培養１４日後の iPSC

由来細胞は、80％が神経細胞、そのうち約 5％
が TH 陽性のドーパミン産生神経細胞を示し
た。さらに、培養 118 日後では、約 20％がド
ーパミン産生神経細胞を示すことがわかっ
た。 

培養 86 日後の I2020T LRRK2-iPSC および
Control-iPSC 由来神経細胞におけるドーパミ
ン量を測定した結果、差異はみられなかった。
しかし、Control-iPSC 由来神経細胞に比べ、
I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞のドーパミ
ン放出能が有意に低下していた。 

次 に 、 I2020T LRRK2-iPSC お よ び
Control-iPSC 由来神経細胞におけるタンパク
質レベルを解析した結果、Control-iPSC 由来
神経細胞群に比べ、I2020T LRRK2-iPSC 由来
神経細胞群における LRRK2 タンパク質の低
下、リン酸化 AKT（Ser473 および Thr308）
の低下がそれぞれみられた。さらに、
phospho-AKT substrate antibody を用いた AKT

基質分子群のリン酸化レベルを調べた結果、
I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞群において、
AKT 基質分子群のリン酸化レベルは低下し
ていた。これより AKT の機能低下が推測さ
れた。 

次に、AKT の下流分子 GSK-3βに着目して
解析をした結果、Control-iPSC 由来神経細胞
群に比べ、I2020T LRRK2-iPSC 由来神経細胞
群において、Ser9 のリン酸化 GSK-3β が低下
しており、活性化型 GSK-3β に変化している
可能性が考えられた。そこで続いて、GSK-3β



の下流分子で神経変性に関与する分子の 1 つ
である TAU に着目し、GSK-3β による TAU

の リ ン 酸 化 部 位 （ Ser202/Thr205 、
Thr231/Ser235、Thr181、Ser396/Ser404）につ
いて解析した。その結果、Control-iPSC 由来
神経細胞群に比べ、I2020T LRRK2-iPSC 由来
神経細胞群において、GSK-3β によるリン酸
化 TAU が亢進していた。さらに、Phos-tag ゲ
ルを用いた解析においても同様に TAU のリ
ン酸化レベルが I2020T LRRK2-iPSC 由来神
経細胞群において増加していることを確認
した。また、LRRK2 阻害剤である LRRK2-IN1

および GSK-3β 阻害剤である CHIR-99021 を
用いた実験より、変異 LRRK2 による TAU の
リン酸化亢進が判明したが、AKT/GSK-3β シ
グナル伝達経路の異常によってリン酸化タ
ウがより増加することがわかった。 

次に、酸化ストレスに対する脆弱性を調べ
るために、過酸化水素を添加した I2020T 

LRRK2-iPSC および Control-iPSC 由来神経細
胞におけるアポトーシス陽性細胞の数的差
異を調べた結果、活性化カスパーゼ－3 が
Control-iPSC 由来神経細胞群に比べ、I2020T 

LRRK2-iPSC 由来神経細胞群において増加す
ることがわかった。特に、TH 陽性のドーパ
ミン産生神経細胞において顕著に差異がみ
られた。 

樹立 iPSCの in vitro 病態モデルとしての評
価として、PD で報告されているオートファ
ジー機能不全および α-synuclein の蓄積、酸化
修飾蛋白質について解析した。その結果、
Control-iPSC 由来神経細胞群に比べ、I2020T 

LRRK2-iPSC 由来神経細胞群におけるオート
ファジー関連分子 p62 の増加傾向および
LC3B-Ⅱの有意な増加がみられた。また、
Oxyblot 法の結果、I2020T LRRK2-iPSC 由来
神経細胞群における酸化修飾蛋白質の増加
がみられた。一方、α-synuclein のタンパク質
レベルにおいては、両群で差異はみられなか
ったが、PARK8 の相模原家系内の PD 患者に
おいては、ほとんどが α-synuclein の蓄積がみ
られないことから矛盾しない結果であった。 

 

（２）患者剖検脳の解析および iPSC との比
較 

iPSC を樹立したうちの LB 患者の死後脳に
ついて、AT8 抗体を用いた免疫組織化学染色
で調べたところ、海馬および青斑核、黒質に
おいて GSK-3β 活性化によるリン酸化タウの
増加がみられた。また、海馬を Gallyas-Braak 

染色で調べた結果、リン酸化タウが脳内に沈
着して引き起こされる神経原線維変化を検
出した。 

 次に、LB 患者剖検脳をウエスタンブロッ
トで解析した結果、disease control 剖検脳群と
比較して、リン酸化タウの増加および活性型
GSK-3βの増加がみられた。これより、I2020T 

LRRK2-iPSC 由来神経細胞群においてみられ
た活性化 GSK-3β によるリン酸化タウの増加
を確認した。 

（３）遺伝子修復した患者 iPS 細胞の作製お
よび解析 

TALEN に よ る ゲ ノ ム 編 集 技 術 で
LRRK2-iPSCにおける I2020T変異を遺伝子修
復し、11 株のゲノム編集 iPSC を樹立した。
樹立 TALEN-iPSC の characterization において、
多能性マーカー発現および正常な染色体核
型解析を確認した。さらに、TALEN-iPSC 由
来神経細胞では、I2020T LRRK2-iPSC 由来神
経細胞でみられた神経突起の異常短縮や酸
化ストレスに対する細胞脆弱性が健常者
iPSC 由来神経細胞と同程度まで回復してい
た。 

 

（４）薬剤スクリーニングによる神経保護効
果をもつ薬剤の探索 

LRRK2 を標的にした LRRK2 inhibitor 群を
投与して神経突起長への影響を調べた結果、
LRRK2-IN1 投与時では、非投与時と比較し、
神経突起長の伸長がみられた。 
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