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〈要 約〉

　核膜の崩壊は多くの遺伝性疾患の原因，あるいは，老化現象のひとつとして知られている．この研究では，加齢にともない発症率の高くなる神経変性疾患であるパーキンソン病における原因遺伝子のひとつLRRK2遺伝子について，もっとも高い頻度でみられる変異をもつ患者に由来する細胞を用い解析した．患者の皮膚細胞からiPS細胞を樹立して神経幹細胞に分化させ，老化を模倣する目的で培養皿において継代をくり返したところ，健常者から同様に分化させた神経幹細胞に比べ，核膜の変形やニューロンへの分化能の低下が有意に観察された．また，これらの神経幹細胞においてみられた表現型は，iPS細胞においてこのLRRK2遺伝子の変異を特異的に修復することにより消失し，逆に，同じ変異をヒトのES細胞に導入することにより再現できたことから，この変異が原因であることが確認された．さらに，この変異をもつパーキンソン病の患者の脳の組織を解析したところ，健常者に比べ核膜の変形が高頻度にみられた．以上の解析により，iPS技術を用いることでパーキンソン病における老化に依存した核膜の崩壊という新たな表現型を発見し，将来的な診断や治療の分子標的としての可能性を示すことができた．

はじめに

　核膜は真核生物において核と細胞質とを隔てる，内膜と外膜の2層の脂質からなる構造体であり，内膜の内側には核の構造維持と転写の制御を行う線維状タンパク質であるラミンが存在する．ヒトではA型ラミンおよびC型ラミンをLMNA遺伝子が，B型ラミンであるラミンB1とラミンB2をLMNB1遺伝子とLMNB2遺伝子がそれぞれコードしており，ほかの膜タンパク質とともに核ラミナを形成している．核膜は細胞にとり非常に重要な役割をはたしており，核膜の崩壊はさまざまな遺伝性疾患や老化した細胞において認められている1-5)．
　この研究では，老化した細胞に観察される核膜の変性と，加齢にともない発症リスクの高まる神経変性疾患のひとつであるパーキンソン病との関係に注目した．パーキンソン病はアルツハイマー病についで世界で2番目に多い神経変性疾患で，神経伝達物質であるドーパミンを産生するニューロンの変性を主体とする進行性の疾患であり，さまざまな運動障害をひき起こす6)．しかし，その病因や分子機構についていまだ不明な点が多く，根本的な治療法は皆無である．その要因のひとつとして，これまでヒトにおいてはニューロンを用いた研究が困難であることがあげられてきた．しかしながら，2012年にノーベル医学賞を受賞した山中伸弥らによるiPS細胞（induced pluripotent stem cell，人工多能性幹細胞）の開発により，疾患患者の皮膚細胞よりiPS細胞を樹立し，さらにそれをニューロンに分化させることで，疾患の分子機構の解明や創薬スクリーニングへ利用することが可能になった7)．しかし実際には，遺伝的な背景による影響は大きく，たとえ親子に由来する細胞であっても別個体のあいだでの比較はむずかしく，厳密な比較対照のないことがヒトにおける解析のうえでのつぎなる課題となっていた．そこで，筆者らは，相同組換えにより染色体において特定の標的遺伝子を自由に改変する技術を開発し8)，この技術を用いて同一の遺伝的な背景をもつ遺伝子を修復した細胞を作製した．これらの技術を組み合わせることにより，パーキンソン病において老化に関連する疾患の分子機構の解明をめざし研究を行った（図1）．

1．LRRK2変異タンパク質に結合するタンパク質の探索

　加齢にともない症状の現われるパーキンソン病において，変異の割合のもっとも高い，LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異に注目した．この変異ではLRRK2遺伝子のキナーゼドメインに一塩基置換が生じ，LRRK2のもつリン酸化酵素活性が過剰に高くなっている．まず，このLRRK2変異タンパク質に結合する新規のタンパク質を探索した．HeLa細胞においてこのLRRK2変異タンパク質を過剰発現させプロテオーム解析を行った結果，既知の結合タンパク質にくわえ，新たに多くの核膜構成タンパク質の結合が認められた．また，このLRRK2変異タンパク質を過剰発現することにより核膜の変形が観察された．これらの結果から，2019番目のグリシン残基がセリン残基に変異したLRRK2と核膜とのつながりが示唆された．

2．LRRK2変異をもつiPS細胞の樹立と神経幹細胞の解析

　ヒトのLRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異をもつトランスジェニックマウスでは，成熟ののち神経の新生に異常をきたすことが報告されている9)．そこで，このLRRK2変異をもつパーキンソン病患者の皮膚細胞に3つの転写因子Oct3/4，Sox2，Klf4（山中因子）を導入することによりiPS細胞を樹立した．つづいて，樹立したiPS細胞を神経幹細胞に分化させた．神経幹細胞は自己複製能をもつため継代をくり返すことができる．老化を模倣する目的で培養皿においてこの神経幹細胞の継代をくり返したところ，継代数が14をこえるとこのLRRK2変異をもつ神経幹細胞でのみ核膜の変形が観察され，継代が進むにつれその表現型は顕著となった．また，このLRRK2変異タンパク質を過剰発現させることにより，この変異をもたない神経幹細胞においても核膜に異常がみられた．さらに，免疫染色法により，調べた核膜構成タンパク質のうちラミンB1とラミンB2のB型ラミンのみ，変形した核膜において部分的に局在が欠失していることがわかった．免疫共沈降法により，神経幹細胞においてもB型ラミンとLRRK2変異タンパク質は複合体を形成することが確認され，継代を重ねたLRRK2変異をもつ神経幹細胞においてB型ラミンの過剰なリン酸化が観察された．以上の結果より，LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異をもつ神経幹細胞は，継代をくり返すことによりB型ラミンを過剰にリン酸化し，その核膜における局在が部分的に失われ核が変形してしまうことが示唆された．

　一方，パーキンソン病の原因のひとつとされるミトコンドリアの異常10) は，継代を重ねたこのLRRK2変異をもつ神経幹細胞においてはみられなかった．また，パーキンソン病患者の皮膚から得た線維芽細胞，あるいは，パーキンソン病患者の皮膚から樹立されたiPS細胞においては，継代を重ねても核膜に異常はみられず，この表現型は神経幹細胞に特異的なものであることが示唆された．

　継代を重ね核膜の変形したこのLRRK2変異をもつ神経幹細胞をよりくわしく解析したところ，プロモーター領域において老化したニューロンの指標のひとつとされるヒストンH3の4番目のリジン残基のトリメチル化11) に異常をきたしていることが全ゲノムレベルの解析により明らかになった．また，健常者に由来する神経幹細胞に比べ，クローン増殖力およびニューロンへの分化能が有意に低下していた．興味深いことに，タンパク質分解にかかわるプロテオソームの阻害剤をくわえると，このLRRK2変異をもつ神経幹細胞は継代数に依存することなくアポトーシスによる細胞死が増加した．

3．相同組換えを用いた遺伝的な背景の同一なiPS細胞の樹立と神経幹細胞の解析

　これまでの解析の結果はLRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異によることを証明するため，筆者らが以前に開発した，安全なアデノウイルスベクターによる高効率な遺伝子ターゲッティング技術8) を用いて，このLRRK2変異をもつiPS細胞において変異遺伝子の修復を行うことにより，遺伝的な背景の同一なLRRK2変異をもたないiPS細胞を作製した．このiPS細胞を神経幹細胞に分化させたところ，LRRK2変異をもつ神経幹細胞にみられた表現型は消失した．同じ技術を用いて，逆に，ヒトのES細胞（embryonic stem cell，胚性幹細胞）にLRRK2変異を導入したところ，このLRRK2変異をもつ神経幹細胞と同様の表現型がみられた．これらの結果から，パーキンソン病の患者に由来する神経幹細胞における核膜の変形など継代に依存的な表現型は，LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異が原因であることが強く示唆された．

4．LRRK2の阻害剤による抑制効果

　LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異は，LRRK2のもつセリン/スレオニンリン酸化活性が過剰にはたらくことでパーキンソン病の原因となっていることが示唆されている10,12)．実際に，このLRRK2変異をもつ神経幹細胞では継代に依存してさまざまな基質が過剰にリン酸化されており，これが核膜の変形など表現型の原因になっている可能性が考えられた．そこで，すでに知られているLRRK2によるリン酸化の阻害剤13,14) により処理したところ，継代を重ねたこのLRRK2変異をもつ神経幹細胞においてLRRK2の標的となる基質のリン酸化は減少し核膜の変形など表現型はレスキューされた．このことから，LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異による神経幹細胞でみられる表現型は可逆的であり，薬剤により治療が可能であるため将来的な創薬の標的となりうることが示唆された．

5．パーキンソン病の患者における脳組織の解析

　これらin vitroにおいて得られた新しい知見が生体において生じているかどうか確認するため，パーキンソン病の患者と年齢がほぼ同じ健常者の脳組織のスライスを作製し，成人の脳でも神経幹細胞が存在する海馬歯状回において免疫染色法により核膜の形状を調べた．その結果，LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異をもつパーキンソン病の患者では，健常者に比べ核膜の変形が有意に多くみられた．興味深いことに，これ以外の変異をもつパーキンソン病の患者においても中程度に核膜の変形がみられた．このようなほかの変異によるパーキンソン病と核膜との関係については，今後，よりくわしい解析が必要である．以上の結果より，LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異をもつパーキンソン病の患者の神経幹細胞においては，加齢とともに核膜の崩壊が起こりその機能が低下することによりさまざまな症状がひき起こされている可能性が示唆された．

おわりに

　患者から万能細胞をつくりだすiPS技術は，疾患モデルの作製や病因の究明においても非常に有用であり，今回の解析では，in vitroにおいて新たな知見を得て，それを生体においても確認することができた．このようなiPS技術を用いたin vitroからin vivoへの解析法は，今後，ほかの疾患においても同様に行えることが予想され，原因の不明な多くの疾患においてその分子機構の解明されることが期待される．さらに，この研究において成功した遺伝子の修復法を用いることにより変異のない正常な細胞を作製することでき，これを患者自身にもどせば拒絶反応のない細胞移植治療が可能となることから，ほかの遺伝病の治療においても大きな期待がもたれる．今後は，これらの細胞を用いた新規の薬剤のスクリーニングや，遺伝子を修復した細胞を用いた移植治療などの応用研究を行い，一刻も早く多くの疾患の完治が可能となる治療法が確立することを願っている．
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図1　研究の流れ

LRRK2の2019番目のグリシン残基がセリン残基となる変異をもつパーキンソン病の患者から皮膚細胞を単離し，これに山中因子（Oct4，Sox2，Klf4）を導入することによりiPS細胞を樹立する．これを神経幹細胞に分化させてから，継代をくり返すことにより培養皿において“老化”を模倣すると，この変異をもつ神経幹細胞においては核膜の変形などさまざまな表現型が観察された．この表現型は，相同組換えを利用した遺伝子の修復，あるいは，LRRK2阻害剤の処理によりレスキューすることができた．
