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楢 林 賞

パーキンソン病の遺伝子治療研究

望月 秀樹１）２）＊

要旨：ついにパーキンソン病遺伝子治療の臨床治験が開始された．遺伝子治療法の主体はアデノ随伴ウイルス
（AAV）ベクターで，それ自身の病原性や自己増殖などはみとめない．パーキンソン病に対する遺伝子治療は，現在
必ずしも最良の治療とは思わないが，さらなる進歩により将来的に新たな治療手段となる可能性は否定できない．
本稿では，パーキンソン病遺伝子治療の臨床研究の紹介とそれに関連するわれわれの遺伝子治療研究について概説
する．
（臨床神経，49：9―16, 2009）
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はじめに

パーキンソン病は，l-dopa による補充療法を主流とする治
療方法が確立し，多くの薬剤が使用できるようになってきて
いる．しかし，未だその発症をおさえる事ができない．Fig.
1 は，順天堂におけるパーキンソン病 1,183 名の Yahr III に到
達する年数を示しているが１），18 年でほぼすべてがYahr III
になり，現在の薬物療法では病気の進行も抑止できないこと
を示している．そのため，病気の抑止を目指す治療法として，
遺伝子治療が注目を浴びるようになった．その理由の一つと
して，パーキンソン病の障害部位が黒質・線条体というかな
り限局した箇所であるために，遺伝子導入が比較的容易であ
ることが挙げられる．また，神経細胞は非分裂細胞であるため
遺伝子導入は容易でなかったが，ウイルスベクターの進歩に
より，神経細胞でも安全に高効率に遺伝子導入が可能となっ
たことが，パーキンソン病の遺伝子治療が発展したもう一つ
の理由である．そのために，遺伝子治療ばかりでなく，パーキ
ンソン病の基礎的な研究においてもウイルスベクターの使用
が有用な手法になってきた．本稿では，ウイルスベクターによ
る遺伝子導入の基礎的な検討から，パーキンソン病の治療研
究にいたるまでの順天堂大学神経内科およびNIH，NINDS
で私が関与してきたデーターについて紹介する．

ウイルスベクターをもちいた神経細胞への遺伝子導入

パーキンソン病の研究を進める時に，in vitroでドパミン神
経細胞や神経前駆細胞への遺伝子導入し解析することが有用
なことがある．しかし，神経細胞は非分裂細胞であり，神経前

駆細胞は浮遊細胞で，無血清培地による培養が必要であるこ
となどから，遺伝子導入は困難であった．いくつかのウイルス
ベウターをうまく使用することで，それらが解決するように
なってきた．以下に具体例を示す．
アデノウイルスベクター
アデノウイルスは，直径約 80nmで正 20 面体のDNAウイ
ルスである．このウイルスを改変し作製したウイルスベク
ターで遺伝子導入したばあい，分裂細胞と非分裂細胞に遺伝
子導入が可能となるが，染色体外に発現するため，その発現は
一時的であるという特徴を有する．われわれは，初代黒質神経
細胞培養を確立し，細胞毒性の研究を開始したが，いざ遺伝子
を導入しようとすると，それは非常に困難を有した．最初に使
用したウイルスベクターは，前述のアデノウイルスベクター
であった２）．幸運にも，このウイルスベクターのドパミン神経
細胞に対する感染効率はすばらしく（Fig. 2），約 80％以上の
TH陽性細胞に遺伝子導入が可能であった．この結果は，1996
年日本神経学会において発表した．しかし後の検討で，すべて
のアデノウイルスで再現性があるわけではないことを確認し
た．つまり，われわれが使用したものと作成者がことなるアデ
ノウイルスベクターでは神経細胞に遺伝子導入できないので
ある．この差については非常に興味があるのだが，未だ理由は
判明していない．
HIVベクター
水野美邦教授のご高配により米国NIH，NINDSに visiting
associate として 1996～1998 年の間留学させていただいた．
主に神経細胞への遺伝子導入を目的としたHIV（Human im-
munodeficiency virus）ベクターの開発が主な仕事であった．
HIVは，全長 9.2kb の RNAウイルスでレトロウイルス科に
属する．このHIVを改変し遺伝子導入可能となった初期の
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Fig. 1 The duration to reach Stage I I I. The ordinate indicates the proportion (percentage) of the pa�
tients remaining at Stage I I or less. The abscissa indicates the years from the onset. Total number 
of the patients analyzed was 1,178 (men, 530; women, 648). The fine solid black line indicates men, 
the gray line women, and the heavy black line men and women combined (Sato et al. Mov Disord. 
20061)) 
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Fig. 2 Gene transfer to dopaminergic neurons by adenovirus vector
Infection of rat dopaminergic cells (a) Rat dopmanergic cells (brown) infected using Adeno-lacZ 
(blue): low power magnification (b) high power magnification
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HIVベクターを，より効率よく安全に神経細胞に遺伝子導入
できるよう改変することがテーマーであった．具体的には，
HIVベクターのエンベロープを他のウイルス蛋白を使用し，
効率の良い第二世代のHIVベクターの作製にあたった．同時
にHIVベクターの種々のアクセサリー蛋白を除去し，安全性
と効率をしらべたものである３）．小脳顆粒神経細胞培養，心筋
細胞培養では，約 30％程度の遺伝子導入効率であった．論文
には記載していないが，黒質神経細胞培養では遺伝子導入効
率は 1％程度であった．帰国後に，HIVベクターの使用をす
ぐに開始しなかった一つの理由である．もう一つの留学中の
テーマーは，HIVベクターを産生するHIV産生細胞の確立で
あった．HIVの tat や rev，envelope として使用するVSV-

G 蛋白など毒性が強いため，それぞれを開発されたばかりの
Tet-On Off システムなどを駆使し，蛋白発現を制御しなが
ら，多種類の細胞を培養し stable cell line の作成を開始した．
しかし遺伝子導入効率が高いとリークする毒性蛋白により細
胞が死滅し，少ない蛋白量だと良いウイルベクターが作製で
きないという研究結果で，最後までHIVウイルス産生細胞の
作成には成功しなかった．後にイギリスのグループが，trans-
fection でなくレトロウイルスをもちいて遺伝子導入するこ
とで stable cell line の樹立に成功している４）．
帰国後日本ではHIVの取り扱い規約が厳しく，P3施設が
必要とされたため，こちらでは扱う事を断念した．2004 年度
より大幅にHIVの使用規約が改正されたためか，いくつか共
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同研究の申し込みも届いた．HIV vector を扱っていたことも
あり，ウイルスベクターの使用に対する安全性についても勉
強してきたので，順天堂でウイルスベクターを扱うための安
全性などの検討には少なからず役に立ったと思っている．
アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター
AAVベクターは非病原性ウイルス由来で，免疫原性は低
く，アデノウイルスベクターのように脳内導入後に脳炎など
を生じる事も少ない．AAVは血清型で，その性質は若干こと
なり，現在は 1～12 型をはじめとし，さまざまな型が報告され
ている．AAV 2型はヒト由来のウイルスで，すでに成人の約
60～85％が抗体を有すると報告されており，現在主に遺伝子
治療に使用されている．問題点としては，安定したウイルス作
成細胞を作成できないため大量生産が難しく，その製作手技
が煩雑であることが挙げられる．またウイルスの構造上，導入
できる遺伝子のサイズに約 4kbという制限があり，それ以上
の大きさの遺伝子を組み込む事ができないことも問題であ
る．
私は，日本医科大学の島田隆教授のご指導によりAAVベ
クター作成システムを確立し，神経細胞の遺伝子導入を in vi-

troでおこなえるようになった．しかし，in vitroの系について
の検討では，初代神経細胞培養に投与してもまったく遺伝子
導入ができないことが判明した．これは，神経幹細胞に対して
も同様で，種々の工夫を凝らしてみたが遺伝子導入は不可能
であった．次に，スライスカルチャーでの遺伝子導入を検討し
た．胎児脳に直接ウイルスベクターを投与してから培養を作
成する方法と，培養後時間を置いてからウイルスを投与する
方法により神経細胞への遺伝子発現を確認できるようになっ
た．スライスカルチャー作成直後にウイルスベクターを投与
しても遺伝子導入ができず，ウイルスのレセプターが培養細
胞作成時に障害を受けることが影響している可能性が考えら
れた．
レトロウイルスベクター
レトロウイルスベクターは，神経前駆細胞など分裂細胞の
みに遺伝子導入が可能だが，神経細胞に遺伝子導入はできな
い．レトロウイルスベクターによる in vivo遺伝子導入におい
ても，導入された遺伝子の発現がmethylation により発現が
現弱することで，長期持続発現が不可能なことが判明し，この
ベクターの弱点となっている．レトロウイルスベクターはそ
の後，共同研究者の小野寺雅史先生らによりさらに工夫され，
envelope を VSV-G 蛋白にして濃縮可能になり，ホストレン
ジも広くなった．またmethylation site を取り除くことで，in

vivo導入後も遺伝子発現が長期に可能となり，脳内に移植し
た細胞の追跡や直接投与した細胞のマーキングに有用となっ
た５）．神経前駆細胞は移植用の細胞として利用されているが，
塊で浮遊細胞として増殖するために遺伝子導入が難しい．さ
らに，血清により分化する性質を有するために，無血清培地で
細胞培養を継続しなければならない．レトロウイルスベク
ターは通常作成時に血清を要するために，その溶液には必ず
血清が混入し幹細胞が分化してしまうために幹細胞には遺伝
子導入が不可能であった．レトロウイルス自体の envelope

は壊れやすく，遠心濃縮が不可能であったが，VSV-G に変え
たことにより遠心，濃縮が可能となり血清を除去することで，
神経前駆細胞にも高率に遺伝子導入が可能となった．このウ
イルスベクターを駆使することで，成人における神経幹細胞
の同定５）や遊走６）７）を観察することが可能になりパーキンソン
病神経新生の研究８）～１０）などを推進できた．

ウイルスベクターをもちいたパーキンソン病モデル

1997 年に，常染色体優性遺伝を呈する家族性パーキンソン
病の家系で α-synuclein 遺伝子（SNCA）が，この家族性パー
キンソン病の発症原因である１１）との報告がなされた．パーキ
ンソン病の特徴的な病理所見であり，ドパミンニューロン内
に沈着するレビー小体にも，α-synuclein 蛋白質をその主要な
成分とする事がわかっている．DLB患者脳の皮質レビー小体
にふくまれる α-synuclein 蛋白質を分離・解析し，C末近傍の
セリン残基（S129）が高頻度にリン酸化を受けていることも
知られている．α-synuclein の神経細胞死の関与を検討するた
めに，AAVベクターをもちいてラット黒質ドパミンニュー
ロン内にヒト α-synuclein 蛋白質を過剰発現させ，それによ
りひきおこされるドパミンニューロン変性による片側パーキ
ンソン病モデルラットを作成した１２）．病理変化として，リン酸
化 α-synuclein の発現が確認され，caspase-9 の活性化もパー
キンソン病剖検脳にみとめられる所見と同様の所見を再現す
ることが可能となった．この変化は α-synuclein Tg mouse
では再現されていないため，現時点ではもっともパーキンソ
ン病に類似するラットモデルであろう．このラットは，内在性
promoter に CMVをもちいたことにより，細胞変性が完了す
るまでに約 3カ月を要する．そのために変性は緩徐にひきお
こされ，よりパーキンソン病細胞死に近いモデルが作成でき
たのであろう．この方法で，猿をもちいた大型動物モデルの作
成を試みた．東京都神経研究所高田先生との共同研究で，医薬
基盤研究所筑波霊長類センターにて，定位脳手術法により線
条体にAAV-α-synuclein を投与し，逆行性に黒質神経細胞に
遺伝子導入をおこなった．遺伝子発現は確認でき，一部で黒質
神経細胞脱落を確認するも，パーキンソン病モデル作製には
いたらなかった１３）．しかし，脳外科でもちいられているナビ
ゲーションシステムを導入することにより，猿の黒質への遺
伝子導入が可能となった．進行性に神経細胞脱落をみとめ，進
行性の大型パーキンソン病モデル動物が確立しつつある．こ
のモデルが確立すれば，各種薬剤のスクリーニングに有用で
あると考えている．

パーキンソン病の遺伝子治療

パーキンソン病に遺伝子を導入し治療するという遺伝子治
療は，すでに海外ではいくつかのプロトコールが治療研究と
して開始されている．考えられる治療法の候補遺伝子として
は，①ドパミンに関連する補酵素群を投与する遺伝子治療計
画，米国，日本におけるAAVベクターをもちいたAADC
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Fig. 3 (a) Photomicrographs of TH immunostaining in the substantia nigra of an MPTP-treated 
AAV-Apaf-1-DN-injected (arrow) mouse. (b) The noninjected side shows neuronal loss. (c) The in-
jected side shows nos. of neurons compared with the noninjected side. (d) Ratio of TH-positive cells 
between the noninjected and injected sides. The total number of TH-positive neurons was counted 
in three sections each from four different mice (Mochizuki et al. PNAS. 200117)) 

補充療法１４），フランスにおけるレンチウイルスベクターをも
ちいたTH，AADC，GCH補充療法，②視床下核の興奮を抑
制するDBSに類似した遺伝子治療，米国におけるAAVベク
ターをもちいたGAD補充療法１５），③神経細胞死抑制を目指す
遺伝子治療，米国におけるAAVベクターをもちいたNeur-
turin 補充療法１６），細胞死抑制遺伝子，Apaf-1-dominant nega-
tive１７）や α-synuclein inhibitor１８）など，④常染色体劣性家族性
パーキンソン病の欠損遺伝子を補充する遺伝子治療，われわ
れのグループが検討しているAAVベクターをもちいた
parkin 補充療法などが考えられる１９）．われわれが報告してき
た遺伝子治療研究についてのみ次に記載する．

神経細胞死抑制を目指す遺伝子治療

Apaf-1-dominant negative
未だ進行を抑制する薬剤がない病気なので，進行抑制する
遺伝子治療について検討してきた．パーキンソン病は，以前か
らミトコンドリア異常による関与が，その発症機序にかかわ
ることが良く知られている２０）．このミトコンドリアと細胞死，
とくに apoptosis の系は，caspase 9 と Apaf-1 が cytochrome
c などと caspase-recuritment domain（CARD）を介して com-
plex を形成し，caspase 9 を活性化し，さらに caspase 3 を活
性化することにより細胞死を実行することが知られている．

この系を制御する方法として，Apaf-1 の CARDを過剰発現
すると，apoptosome が形成できずApaf-1-dominant negative
として機能するために，このApaf-1-dominant negative を
コードするAAVベクターを東京大学薬学部三浦正幸教授と
の共同研究で作成した．マウスの一側（片側）線条体に過剰発
現させた後，MPTP 30mg�kg，24 時間毎 4回腹腔内に投与し
た（慢性投与）．MPTP投与による黒質TH陽性細胞数は，非
投与側ではコントロールマウスに比較して減少していたが，
Apaf-1-dominant negative 投与側では，非投与側に比しその
減少を抑制することを確認できた（Fig. 3）１７）．以上のような実
験的所見から，パーキンソン病の神経細胞死も，ミトコンドリ
アを介した apoptosis の系が関与する可能性が示唆され，こ
の系を制御することで細胞死が抑制される治療法が期待され
た．
同時期に，パーキンソン病モデルを作成の際，MPTPの投
与法により黒質神経細胞障害に差があり，mitochondria を介
する系とは独立し，炎症を介する caspase 11 の系も関与する
神経細胞死が存在することを報告した２１）２２）．症例によっては，
抗炎症剤が有効な治療例が存在すると考えている．

α-synuclein リボザイム
先に述べたように α-synuclein の過剰発現によるドパミン
神経細胞毒性は，パーキンソン病発症にかかわる主要な機序
である．そこで，われわれは，ウイルスベクターをもちいてそ
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Fig. 4 Neuroprotective effect of AAV-parkin against α-synuclein toxicity
Targeted human α-synuclein overexpression in rat SN resulted in loss of dopaminergic neurons at 13 
weeks after AAV infection. Surviving dopaminergic neurons at 13 weeks after infection were deter-
mined by counting the number of TH+ cells and expressed as percentages of the contralateral SN in 
rats (P+G group) or rats (S+G and S+P group) as indicated on left column. Panels on right column 
show an overview of dopaminergic neurons (red) in SN of each group (Yamada et al. Human Gene 
Ther. 200519)).
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の発現を抑制するコンストラクトを作製し，MPTP投与によ
る細胞毒性制御を検討した．MPTP投与による神経細胞死に
は一部 α-synuclein が細胞体に集約することで細胞死にかか
わる可能性も報告されている．われわれは，リボザイムをもち
いた制御法で細胞死抑制がみられることを報告した１８）．同様
の結果が，α-synuclein RNAi でも報告されている２３）．

家族性パーキンソン病に対する遺伝子治療

常染色体劣性遺伝若年発症型家族性パーキンソニズム
（Autosomal recessive juvenile Parkinsonism：ARJP）のひと
つ PARK2 の原因遺伝子産物である Parkin は，ユビキチン・
プロテアソームシステムを構成するE3ユビキチンリガーゼ
の一種であることが知られている．PARK2 は Parkin 蛋白の
機能損失によりひきおこされるとされており，その基質蛋白
質の蓄積がドパミンニューロン変性の原因と考えられてい
る．parkin 遺伝子をもちいた parkin 変異による家族性パーキ
ンソン病に対する治療法は，変異遺伝子にかわる正常遺伝子
を導入するという遺伝子治療である．しかも病変は黒質に限

局しているので，遺伝子導入による治療効果は充分期待でき
る．現在 parkin ノックアウトマウスモデルをもちいた遺伝子
治療療法の検討をおこなっている．このマウスは，病理学的な
異常は判明しておらず，生化学的な病態について解析中であ
る．異常をみとめたばあい，parkin 遺伝子投与による改善を
検討する予定である．一方で parkin の遺伝子治療は動物実験
ではあるが，MPTPモデル２４）や 6-OHDAモデル２５）でも治療効
果が海外から報告されている．その機序としては parkin 自身
の抗酸化作用や抗アポトーシス作用による細胞死保護作用が
考えられている．われわれも，先程述べた α-synuclein 遺伝子
を黒質ドパミン神経細胞に過剰発現することにより片側の
パーキンソン病モデルを作成し，さらに，parkin 遺伝子を
AAVベクターで黒質同時投与し，病理学的，行動学的に検討
し，病理所見の改善，運動効果の改善を確認した（Fig. 4）．
parkin 遺伝子治療は家族性パーキンソン病患者のみならず
孤発型パーキンソン病患者にも有用な治療法として期待でき
る１９）（Fig. 5）．parkin 遺伝子による治療法の開発は世界的な規
模で進められ競争の激しい分野と思われる．現在，われわれは
このような家族性パーキンソン病に対する遺伝子治療プロ
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Fig. 5 Parkin Gene Therapy for Familial or Sporadic PD
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ジェクトを，医薬基盤研究所の助成を受けて順天堂大学に加
え，日本医科大学島田隆教授，東京都神経研究所高田昌彦先
生，自治医科大学小澤敬也教授のグループと共同で推進して
いる．安全性・有効性に十分配慮して研究を進めるため，現在
霊長類をもちいた検討もおこなっている１３）．このような方法
で，安全性や有用性が確認できれば，次にクリニカルグレード
のウイルスベクターを作成し，日本で初の完治を目指した家
族性パーキンソン病に対する遺伝子治療が可能になると考え
ている．

ま と め

パーキンソン病の根治療法がない現在，遺伝子治療も選択
される治療法へとなりつつある．一方でウイルスベクター自
身の進歩もいちじるしく，AAVなど血清型を変えることで
全身に遺伝子を投与することが可能となってきた．また，再生
医療の進歩から，細胞を初期化する遺伝子も多く発見されて
きている．これらの使用については，癌化の発生なども危惧さ
れ十分慎重に使用しなければならない．一方でパーキンソン
病の non-motor の症状，つまり気分障害，認知症，抑うつ症
状についても注目されている．ナビゲーションシステムを使
用することで，扁桃体，視床下部，海馬，前頭前野などの神経
細胞に遺伝子導入できるようになり，精神症状を遺伝子治療
で制御することも理論的には可能であろう．しかし遺伝子治
療には，治療目的以外の遺伝子操作，とくに優生思想に基づい
た遺伝子治療をおこなってはならないという暗黙の了解があ
る．精神部分に遺伝子治療でアプローチをするばあい，倫理面
もふくめ十分な討論が必要となるのはいうまでもない．
謝辞：本稿をまとめるにあたり，パーキンソン病研究の最初か
らご指導・ご鞭撻いただいた順天堂大学老人性疾患病態治療研究
センター長，順天堂大学越谷病院院長，水野美邦教授にこの場を借
りてお礼を申し上げます．また多くの先生に研究面でご指導いた
だきました．本賞の推薦をいただいた順天堂大学脳神経内科服部

信孝教授，遺伝子治療研究をご指導いただいた日本医科大学分子
生物学島田隆教授，その他NIH，NINDS Roscoe O Brady 先生，東
京都神経科学総合研究所高田昌彦先生，東京大学薬学部三浦正幸
教授，東京都精神神経研究所秋山治彦先生，国立成育医療センター
研究所小野寺雅史先生とご指導いただいた多くの先生にお礼を申
し上げます．これらの研究に関しては，医局員，大学院生，ポスド
ク，技術研究員など多くのスタッフに感謝します．また，入局時よ
りお世話になりました故楢林博太郎先生には，パーキンソン病臨
床について大学のみならず神経科クリニックでもご指導いただき
ました．楢林先生の手術を目のあたりにし，患者さんが意識下のも
と筋固縮や振戦が手術中に消失するのをみせていただき感動した
ことが思い出されます．その楢林先生の冠のついた賞をいただい
たことは，パーキンソン病研究をするものには，本当に，大変名誉
なことと思っております．この受賞を機に，パーキンソン病患者さ
んのために今後一層臨床や研究を続けていきたいと心に誓い，稿
を終えたいと思います．
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Abstract

The studies of gene therapy for Parkinson’s disease

Hideki Mochizuki１）２）
１）Department of Neurology, Juntendo University

２）Research Institute for Disease of Old Age, Juntendo University

Various clinical trials of gene therapy for Parkinson’s disease (PD) are finally underway. The vehicle used
mainly for gene delivery to the human brain is recombinant adeno-associated viral (rAAV) vector, which is non-
pathogenic and non-self-amplifying. At present, the gene therapy approach is not the best way for the treatment
of PD patients, but we believe that the further progress is anticipated toward making this strategy a therapeutic
option for PD in the future. This article will review currently ongoing clinical trials of PD gene therapy and then
introduce our studies about the gene therapy for PD.

(Clin Neurol, 49: 9―16, 2009)
Key words: Parkinson’s disease, gene therapy, adeno-associated virus vector, parkin


