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研究成果の概要（和文）：プレセニリン１変異を有する家族性アルツハイマー病患者由来皮膚線維芽細胞から疾患特異
的iPS細胞を作製した(AD-iPS細胞)。AD-iPS細胞と非疾患iPS細胞をそれぞれ、グルタミン酸作動性神経を主とする大脳
皮質神経細胞へと分化誘導を行い、比較したところ、アルツハイマー病に関連の深いアミロイドβペプチドの産生能に
違いが見られた。また、フローサイトメーターを用いて回収した純化神経細胞の遺伝子発現解析を行い、AD-iPS細胞由
来神経細胞で変動している遺伝子(群)を同定した。

研究成果の概要（英文）：We have generated disease-specific iPS cells from familial Alzheimer's disease pat
ients with Presenilin 1 mutations (AD-iPSCs). AD or control iPSCs were differentiated into cortical neuron
s mainly containing glutamatergic neurons. The production ratio of the pathogenic amyloid beta species was
 increased in AD-neurons. Microarray analysis of purified neurons revealed distinct gene expression profil
es between AD and control neurons.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
申請者が研究対象としているアルツハ

イマー病は、記憶障害を中核とする進行性の

認知機能障害を生じる神経変性疾患である。

高齢化社会を迎えつつある現在、アルツハイ

マー病患者はさらに増加すると考えられ、そ

の発症機構の解明、治療法の確立が急務とな

っている。アルツハイマー病を研究するに当

たり、様々なモデル動物やモデル細胞が使用

されているが、過剰発現系や株化細胞、げっ

歯類の神経細胞とヒト神経細胞の細胞内環

境は厳密には異なる可能性がある。 

2006 年にマウス線維芽細胞にレトロウ

イルスを用いて胚性幹細胞(ES 細胞)で発現

する 4つの遺伝子を導入することにより、ES

細胞に匹敵する多分化能を有する細胞を樹

立できることが報告された (Cell 126, 

663-676, 2006)。この細胞は、人工多能性幹

細胞(iPS 細胞)と命名され、翌年、ヒト線維

芽細胞から iPS 細胞が樹立された(Cell 131, 

861-872, 2007)。この iPS細胞作製技術によ

って、体細胞を初期化することにより疾患を

有する患者自身の体細胞から、疾患特異的

iPS 細胞を経て、疾患の標的細胞を入手する

ことが可能になった。 

申請者らはこれまで、ヒト iPS 細胞を、

グルタミン酸作動性神経を主とする大脳皮

質神経細胞へ分化誘導を行い、アルツハイマ

ー病で重要な分子の一つであるアミロイド β

ペプチド(Aβ)の検出が可能であることを示し

た(PLoS ONE 6, e25788, 2011)。さらに、近

年プレセニリン (PSEN)変異 iPS細胞由来神

経細胞において、疾患と関連が深いと考えら

れる Aβ 種の産生量の比(Aβ42/Aβ40)が非疾

患のものに比べ高い値を示すことが報告さ

れ(Hum. Mol. Genet. 20, 4530-4539, 2011)、

ヒト iPS細胞を使用した実験系が、アルツハ

イマー病解析に有用であることが示されつ

つある。 

また、アルツハイマー病において、特に

アセチルコリン系の障害が報告されており、

病態との関連が示唆されてきた。まず、アル

ツハイマー病患者の大脳皮質でコリンアセ

チルトランスフェラーゼ(ChAT)活性が有意

に低下していることが示された(Lancet 2, 

1403, 1976)。さらに、マイネルト基底核から

大脳皮質へ広範に投射しているコリン作動

性神経の脱落がみられることが報告された

(Science 215, 1237-1239, 1982)。しかし、現

在もマイネルト基底核のコリン作動性神経

の選択的な脱落が生じる原因は分かってい

ない。 

近年、ヒト多能性幹細胞から大脳基底核

コリン作動性神経への積極的な分化誘導法

についても、いくつかの報告がなされ(Stem 

cells 29, 802-811, 2011; J. Cell. Mol. Med. 14, 

1476-1484, 2010)、アルツハイマー病を含む

神経変性疾患において大脳基底核コリン作

動性神経細胞解析への道が開かれつつある。 
 
２．研究の目的 
 
上記の背景から、本研究では、アルツハ

イマー病の原因遺伝子として知られ、 Aβの

産生に直接関わる PSEN１に変異を有した患

者由来の iPS細胞を作製し、樹立した iPS細

胞をグルタミン酸作動性神経を主とする大

脳皮質神経細胞へ分化誘導し、疾患、非疾患

での遺伝子発現の違いを解析するとで、疾患

関連遺伝子（群）を同定することを目指した。

また、ヒト iPS細胞の大脳基底核コリン作動

性神経への分化誘導系の確立および、コリン

作動性神経に特異的な疾患関連遺伝子（群）

を同定することを目指していたが、純化神経

細胞の収量の少なさ、および、神経細胞の解

析において見いだされた疾患関連遺伝子

（群）の細胞特異性の検証の必要性を考え、

認知機能低下に関連があると考えられてい

る血管細胞（血管内皮細胞、血管壁細胞）を

神経細胞と同様に得て、遺伝子発現解析を行

うことを目指した。 
 
３．研究の方法 

 

（１）アルツハイマー病の原因遺伝子として

知られ、Aβ の産生に直接関わるプレセニリ

ン 1に変異を有した２名の患者由来の iPS細

胞の樹立を行う。プラスミドベクターを用い、

初期化因子 Oct3/4, Sox2, Klf4, L-Myc, Lin28, 

p53 shRNA を皮膚線維芽細胞に導入し

(Nature Methods 8, 409-412, 2011)、数週間



後に出現したコロニーを選択し、iPS 細胞を

得る。胚様体を介した in vitroでの分化誘導と

テラトーマアッセイから、三胚葉への分化能

を評価し、樹立した iPS細胞に多能性がある

こと、ES 細胞に特異的なマーカーである

SSEA-4, Nanogの発現等を確認する。 

 

（２）樹立した AD-iPS 細胞および、非疾患

iPS 細胞について、グルタミン酸作動性神経

を主とする大脳皮質神経細胞への分化誘導

を行う。SFEBq法(Cell Stem Cell 12, 487-496, 

2013)を用いて胚様体を作製した後、8日目に

接着培養に移行する。神経分化誘導開始から

２か月後に、Tuj1，MAP2 等神経細胞マーカ

ー遺伝子の発現、vGult1等、グルタミン酸作

動性神経細胞のマーカーの発現を検証する。

得られた細胞について、それぞれ、2 日間の

培養上清を回収し、培養上清中の Aβ の測定

を行う(PLoS ONE 6, e25788, 2011)。 

 

（３）神経分化開始からおよそ 5 週間後に、

Synapsin I 発現下において GFP を発現する

レンチウイルス(Gene Therapy 14, 872-882, 

2007)を感染させる。その後、数週間培養し

た後、フローサイトメーターにより、GFPの

蛍光を発した細胞を、神経細胞として回収す

る。回収した細胞を再培養後、サンプリング

を行い、マイクロアレイを用いて、AD 群と

非疾患群とで遺伝子発現の比較解析を行う。 

 

（４）AD-iPS 細胞および，非疾患 iPS 細胞

について、血管細胞への分化誘導を行う。

GSK3β 阻害剤等を加えることで、フィーダ

ーを用いることなく分化誘導を行う。誘導後

10 日目前後に、Flk-1(VEGF-R2) 陽性、

Tra-1-60陰性であり、かつ、血管内皮細胞の

マーカーである VE-Cadherin 陽性 / 陰性細

胞をそれぞれフローサイトメーターにより

回収する。VE-Cadherin陽性分画を VEGF添

加下で培養することにより、CD31 陽性、

eNOS陽性の細胞を得る。また、Flk-1陽性、

Tra-1-60陰性、VE-Cadherin陰性分画の細胞

を血清および PDGF-BB添加培地により培養

を続けることで、α-SMA、Calponin、SM22α

陽 性 の 血 管 壁 細 胞 を 得 る (Arterioscler 

Thromb Vasc Biol. 29, 1100-1103, 2009)。 
 
４． 研究成果 
 
（１）アルツハイマー病の原因遺伝子プレセ

ニリン 1 に変異を有した２名の患者由来の

iPS細胞を樹立した。これらの iPS細胞のう

ち、核型に異常がなく、初期化因子等のゲノ

ムへの挿入が見られない、２クローンをそれ

ぞれ選別した。 

 

（２）樹立した AD-iPS 細胞および、非疾患

iPS細胞について、SFEBq法によりグルタミ

ン酸作動性神経を主とする神経細胞への分

化誘導を行った。また、培養上清中の Aβ を

測定し、Aβ産生能を検証した。AD-iPS細胞

由来の神経細胞の Aβ 産生については、より

凝集性の高いとされる、 Aβ42 の割合

(Aβ42/Aβ40)が上昇していた。これは、PS1

変異により、APPの切断が影響を受けたため

であると考えられる。 

 

（３）AD-iPS細胞および，非疾患 iPS細胞

由来神経細胞について、フローサイトメータ

ーにより純化を行い、マイクロアレイ解析を

行った。AD群と非疾患群とで遺伝子発現の

比較解析を行ったところ、AD群において、

発現上昇あるいは減少が見られる遺伝子(群)

が見出された。 

 

（４）AD-iPS 細胞および，非疾患 iPS 細胞

について、血管細胞への分化誘導を行い、免

疫染色で CD31陽性、eNOS陽性の血管内皮

細胞、および α-SMA、Calponin、SM22α 陽

性の血管壁細胞を得た。今後、神経細胞のマ

イクロアレイで得られた遺伝子発現データ

と合わせて比較解析を目指す。今回、神経細

胞において AD/非疾患で変動が見られた遺伝

子(群)について、異なる細胞種においても同



様の変化が観察されるかを評価することが、

細胞特異的な表現型の理解に繋がると考え

られる。コリン作動性神経細胞での解析等、

神経サブタイプの違いに焦点をあてた、より

緻密な解析は今後の課題として残ったが、今

回の研究で得られた知見がその解析基盤に

なると考えられる。 
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