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【研究の背景】

パーキンソン病（PD）は、黒質から線条体に投射するドパミン神経の選択的な脱落・変性によって引き起こされる神経変性

疾患である。患者の多くは 65歳以上の高齢者であり、日本には約 16万人の患者がいるとされている。現行の治療法は薬物

療法が主流であり、症状の改善には一定の効果を示すが症状の進行を抑制することはできない。従って、発症を予防する

実質的な方法を開発することが望まれている。 

PDの発症要因の一つとして、α-シヌクレインの凝集やプリオン様脳内伝播によって引き起こされる神経変性（シヌクレイノ

パチー）とそれに起因する神経細胞死が誘発されることが知られているが（Braak et al., NNeeuurroobbiiooll..  AAggiinngg, 1997）、現状では

死後の病理解剖による確定診断によって現象が観察できるのみである。従って、シヌクレイノパチーの病態を正確に理解し、

その根拠に基づいた予防法・治療法を確立するためには、分子レベルで変化する病因タンパク質の脳内伝播および物性変

化の過程を解明できるヒト脳モデルの構築が必要であると考えられる。 

 

【目 的】

複数領域にわたって起こる病因タンパク質の脳内伝播を in vitro実験系を用いて再現するため、ヒト多能性幹細胞（iPS細

胞）から三次元構造を持つ中脳-線条体オルガノイドを作製し、α-シヌクレインの脳内伝播および病変を再現し、病態を詳

細に理解するための脳モデルを作製することを目的とした。 

 

【方 法】

ヒト iPS 細胞から線条体ニューロスフェアおよび中脳ニューロスフェアの誘導を行った。用いたプロトコールは自身の研究

室で独自に開発したプロトコールを用いた（Amimoto et al., SStteemm  CCeellll  RReess.., 2021; Nishimura et al., SStteemm  CCeellll  RReeppoorrttss, 2023）。

誘導したニューロスフェアの特性解析として脳領域特異的なマーカーを用いた免疫染色および PCRによる遺伝子発現解析

を行った。α-シヌクレインを標的とした病態解析を進めるために、α-シヌクレインを誘導的に発現するヒト iPS細胞とα-シヌ

クレイン欠損ヒト iPS 細胞の樹立を行った。α-シヌクレイン誘導性発現ヒト iPS 細胞は、piggyBac システムを用いて当該遺伝

子をゲノム DNAに挿入した。またα-シヌクレイン欠損ヒト iPS細胞は CRISPR/Cas9法を用いて作製した。 

 

【結 果】

研研究究成成果果 11：：ヒヒトト iiPPSS細細胞胞かからら中中脳脳――線線条条体体オオルルガガノノイイドドのの作作製製 

本研究では、三次元培養法を用いてヒト iPS 細胞から線条体ニューロスフェアおよび中脳ニューロスフェアの作製法の確

立を行った。また両ニューロスフェアを融合させた後、長期間培養をした時に両ニューロスフェアのサイズが同等になるように、

スフェアを作製する際の細胞数の検討を行い、適切なサイズになる細胞数をそれぞれ決定した。次に、両ニューロスフェア

の特性を明らかにするべく、免疫染色および遺伝子発現解析を行なった。その結果、線条体ニューロスフェアでは

DARPP32 陽性神経細胞が多数観察され、中脳ニューロスフェアでは TH 陽性神経細胞が多数観察され、両ニューロスフェ
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アを正確に作製できることが明らかとなった。 

研研究究成成果果２２：：線線条条体体--中中脳脳オオルルガガノノイイドドをを用用いいたたシシヌヌククレレイイノノパパチチーーのの分分子子病病態態のの可可視視化化  

線条体-中脳オルガノイドを用いて、脳の領域を越えて伝播する α-シヌクレインの挙動を解析できるモデルシステムを構

築するため、α-シヌクレイン欠損ヒト iPS細胞およびα-シヌクレイン誘導発現ヒト iPS細胞の樹立を行なった。α-シヌクレイ

ン欠損ヒト iPS細胞の作製は、CRISPR/Cas9法を用いて行なった。α-シヌクレイン遺伝子の exon3に gRNA を設計すること

で、α-シヌクレイン遺伝子の両アレルにインデルを挿入し、両アレル共にフレームシフトによるナンセンス変異を導入するこ

とに成功した。またこの細胞からドパミン神経を誘導し、α-シヌクレインタンパク質の発現を検討したところ、野生型では α-

シヌクレインの発現が観察されたが、α-シヌクレイン欠損細胞では、α-シヌクレインタンパク質の発現が観察されなかった。

また α-シヌクレインの欠損は、ドパミン神経への誘導効率自体には影響を与えないことが明らかとなった（Inoue and 

NNiisshhiimmuurraa et al., BBiiooll..  PPhhaarrmm  BBuullll.., 2023）。 

次に、α-シヌクレイン誘導発現ヒト iPS細胞の作製を行なった。細胞の樹立には piggyBac トランスポゾンを用いて Tet-On

システムによって α-シヌクレインの発現を誘導できるシステムを採用した。遺伝子導入後、薬剤選択を行い、α-シヌクレイ

ン誘導発現ヒト iPS細胞株を 2株樹立した。これらの細胞について、未分化時におけるα-シヌクレインの誘導割合を検証し

たところ、大多数の細胞で α-シヌクレインが発現することを確認した。また神経誘導後においてもおよそ 50％の細胞が α-

シヌクレインを発現することも確認できた。今後は、それぞれの細胞から中脳ニューロスフェアおよび線条体ニューロスフェア

を作製し、α-シヌクレインの挙動を観察する予定である。 

 

【考 察】

本研究では、ヒト iPS 細胞から線条体ニューロスフェアおよび中脳ニューロスフェアをそれぞれ誘導し、お互いを融合させ

ることで、線条体と中脳の 2 領域を有するニューロスフェアの作製に成功した。この線条体-中脳ニューロスフェア内では、中

脳側から線条体側へのドパミン神経の投射が確認できたことから、部分的にではあるが脳の構造を模倣した形態を有してい

ることが明らかとなった。さらにこの 2 領域を持つニューロスフェアを用いて α-シヌクレインの領域間伝播を再現するため、

α-シヌクレイン誘導性発現ヒト iPS細胞とα-シヌクレイン欠損ヒト iPS細胞の作製に成功し、解析に必要なリソースを確立す

ることができた。今後は、これらのリソースを活用して、脳領域を越えて伝播する α-シヌクレインの挙動を解析できる脳モデ

ルの作製を進める予定である。 

 

【臨床的意義・臨床への貢献度】

神経変性を伴うシヌクレイノパチーは、一度発症すると有効な治療がないのが現状であるため、有効的な予防法の開発が

求められている。本研究課題で得られた線条体-中脳ニューロスフェアを用いてシヌクレイノパチーの病態が再現でき、さら

にそれを抑制する予防的創薬のコンセプトを確立することができれば、PD の発症リスクの軽減へと繋がることが期待される。

さらに PD発症者数の増加を抑制できれば医療資源や医療費の圧迫も抑制でき、臨床への貢献度は大きいと考えている。 
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