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研究成果の概要（和文）：幹細胞由来ドパミン神経の移植はパーキンソン病の有望な治療戦略である。我々はド
パミン神経による線条体支配に細胞接着分子インテグリンα5β1が関与することを示したので、インテグリンα
5過剰発現ドパミン神経のパーキンソン病モデルマウスへの移植効果を検討した。インテグリンα5遺伝子をノッ
クインしたマウス胚性幹細胞の作製に成功し、ドパミン神経へと分化させた。パーキンソン病モデルマウスに移
植したが、生着数はごく僅かで、パーキンソン病様症状の改善には繋がらなかった。実際、インテグリンα5ノ
ックインES細胞のドパミン神経への分化効率は低く、さらなる分化誘導方法・移植術について検討する必要があ
ることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Transplantation of stem cell-derived dopaminergic neurons is a promising 
therapeutic strategy for Parkinson's disease. Since we showed that the cell adhesion molecule 
integrin α5β1 is involved in striatal innervation by dopaminergic neurons, we investigated the 
effect of transplantation of integrin α5-overexpressing dopaminergic neurons into Parkinson's 
disease model mice. We succeeded in producing integrin α5 knock-in mouse embryonic stem cells, and 
differentiated them into dopaminergic neurons. They were transplanted to Parkinson's disease model 
mice, but the number of engrafts was very small, and it did not lead to improvement of the 
disease-like symptoms. In fact, it was found that the efficiency of differentiation of integrin α5 
knock-in ES cells into dopaminergic nerves is low and that further investigations about 
differentiation induction methods and transplantation techniques are necessary to resolve it.

研究分野：神経薬理学

キーワード： パーキンソン病　ドパミン神経　線条体　インテグリン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
幹細胞由来細胞の移植治療において、現在は、遺伝子変異の無い(無傷な)細胞移植が求められている。本研究の
ように、移植細胞の機能を高めるという考え方は、既存の概念からのパラダイムシフトを提示するものである。
インテグリンα5β1の機能を高めることで黒質-線条体系ドパミン神経投射を再生することができれば、パーキ
ンソン病に対して副作用が少なく治療効果が高い細胞移植療法に繋がる可能性がある。しかし、本研究の結果の
ように幹細胞は株ごとに異なる挙動を示すこともあるため、遺伝子操作した幹細胞株ごとでの分化条件の調整が
必要であることが示された。

※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 
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。中脳黒質
-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 細胞を臨床応
用に利用する研究(治験)が進んでいる。現在進行中の治験では、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、欠乏したドパミンを補充する戦略である。し
かし、パーキンソン病を真に克服するためには、ドパミン神経を中脳黒質に移植し、線条体へ軸
索を誘導することが必要である。 

 
 
２．研究の目的 
我々はドパミン神経による線条体神経支配に細胞接着分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(Sci Rep. 2017;7:42111)。そこで、インテグリンα5過剰発現ドパミ
ン神経を移植すると効率よく線条体の神経回路に組み込まれると考えられた。これまでの検討
で、インテグリンα5 を過剰発現させた ES 細胞は神経分化効率が低下しており、細胞移植には
不向きであった。そこで、ゲノム編集によりドパミントランスポーター遺伝子にインテグリンα
5 遺伝子をヘテロノックインした ES 細胞を作製し、神経分化誘導後にインテグリンα5 を発現
するという戦略に変更した。本研究の目的は、インテグリンα5 ノックイン ES 細胞から分化さ
せたドパミン神経をパーキンソン病モデルマウスに移植し、神経回路を再構築できるかを検証
することである。 
 
３．研究の方法 
(1)ドパミン神経への分化誘導法 
マウスES細胞は、フィーダー細胞を用いた SDIA法（stromal cell-derived inducing activity
法）または微細加工したスフェロイド形成培養用低接着培養容器で無血清凝集浮遊培養法
（Serum-Free Embryonic Body quick：SFEBq 法）により神経に分化誘導した。 
 
(2)片側パーキンソン病モデルマウスの作製 
雄性5週齢C57BL6/Nマウスに0.2%アスコルビン酸含有PBSに溶解した6-hydroxydopamine (4 

µg)を 30G の針を用いて左脳の線条体に投与した。（ブレグマを基点にして座標：AP:-
2.0/ML:+0.5/DV:+3.7 mm、投与速度：0.5 µl/min、全量：2.0 µl) 
  
(3)パーキンソン病モデルマウスの行動学的解析 
6-hydroxydopamine 傷害の 1、2週間後、生理食塩液で希釈した apomorhine (1 mg/kg)を腹腔
内投与した。投与直後から 30 分間に誘発される回転運動を計測した。 
 
(4)細胞移植 
22G の針を用いて、ES細胞由来細胞を左脳の線条体に投与した。（ブレグマを基点にして座標：
AP:-2.0/ML:+0.5/DV:+3.7 mm、投与速度：0.5 µl/min、全量：2.0 µl)  
 
４．研究成果 
(1)細胞移植の条件検討 
マウス ES 細胞を SDIA 法により分化誘導した細胞をパーキンソン病モデルマウスに移植する
と、増殖細胞の混入から腫瘍が発生した。抗腫瘍性抗生物質のマイトマイシン Cを処置すること
で腫瘍化は抑制された。しかし、細胞移植時に単細胞にすると生着性は低く、細胞塊で移植する
と生着性が向上することが分かった。さらなる腫瘍化の抑制のため、フィーダー細胞を用いず、
細胞塊で培養を行う SFEBq 法が妥当であると判断した。 
 
(2) SFEBq 法によるドパミン神経への分化誘導 
既報に基づき、低接着 96well plate を用いて SFEBq 法を行った。ドパミン神経への分化効率
を上げるため、種々の分化誘導因子を追加した。改良した SFEBq 法で分化させると増殖性細胞が
減少し、腫瘍化のリスクは軽減したと考えられる。しかし、低接着 96well plate で作製した細
胞塊は大きく移植針に適合せず、また移植には大量の細胞塊が必要であった。そこで、微細加工
したスフェロイド形成培養用低接着培養容器を用いて SFEBq 法を適用すると、移植可能な小さ
く均一な細胞塊を大量に調製することができた。 
 
(3) パーキンソン病モデルマウスへの細胞移植効果 
ノックイン ES細胞を SFEBq 法でドパミン神経に分化させ、パーキンソン病モデルマウスの線
条体に移植した。しかし、生着数はごく僅かで、パーキンソン病様症状の改善には繋がらなかっ
た。したがって、行動改善に必要なドパミン神経の数を移植できなかった可能性がある。 



 
(4)分化誘導条件の最適化 
細胞移植による効果が見られなかったことから、SFEBq 法による分化誘導法の見直しが必要と
なった。分化に用いた D-MEM/Ham's F-12 培地では分化細胞の生存率が悪く、G-MEM 培地に変更
することで改善することが判明した。また、細胞塊のままでは、正確にドパミン神経を同定でき
なかったので、細胞塊から単細胞を得るのに必要な細胞の剥離条件を検討した。ヒト幹細胞での
報告は汎用されている Accutase と Rho キナーゼ阻害薬の併用はマウス ES 細胞では悪影響を及
ぼし、Accutase の単独使用が細胞にダメージが最も少ないことが分かった。 
ノックイン ES 細胞からのドパミン神経分化効率を評価したところ、インテグリンα5 をノッ
クインした ES 細胞では、ノックインしていないものと比べ、分化率が低くかった。当初は、イ
ンテグリンα5はドパミン神経に分化した後発現するため、分化効率には影響を与えない想定で
あった。しかし、インテグリンα5 ノックイン ES 細胞では、神経分化効率が低下していたこと
から、細胞株ごとに異なる挙動を示すこと示された。ES 細胞株ごとの不均一性を改善しなけれ
ば、インテグリンα5遺伝子の導入の影響は判定できないことが分かった。 
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