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は じ め に

脳 ・脊髄は,体 の中で再生が最 も困難な領域の一つ

と考えられ,心 臓 ・腎臓 ・肝臓 ・肺などの他臓器の研

究 に比べて,再 生 に関する研究の歴史は比較的新 しい

ものである.1970年 代 の後半か ら1980年 代にかけて,

パーキンソン病のモデル動物の作成が可能になったこ

とをきっかけに,ド パ ミンを産生する胎仔黒質細胞 な

どを脳内に移植する研究が行われるようになったので

あるが,現 在では,21世 紀の医学の中心である再生医

学 ・遺伝子治療などの対象疾患 として筆頭 にあげられ

る疾患の一つがパーキンソン病であり,こ れは,分 子

生物学的手法や細胞工学の発達などにより,種 々の神

経疾患が移植 ・再生療法の対象 と考えられるようにな

ったことと深 く結びついている.

本稿では,再 生医学から見たパーキンソン病につい

て,こ れまでの基礎 ・臨床的研究の流れをまとめ,将

来展望を行 う.

パーキンソン病に対する移植 ・再生療法の流れ

パーキンソン病は,黒 質線条体 ドパ ミン神経系の変

性 を主体 とする慢性進行性神経変性疾患である.正 常

人と比較 して,線 条体の ドパ ミン濃度が20%以 下,黒

質細胞数が50%以 下になるとパーキンソン病が発症す

るとされるが,こ れは,細 胞移植によって ドパ ミンを

外 因性に供給する,あ るいは,神 経栄養因子の供給で

内因性の ドパ ミン神経系 を活性化することにより,こ

の閾値を少 し超えることができれば,症 状の改善が期

待 で きる とい うことを意味 してお り,パ ーキ ンソン病

に対す る細胞移植 の有用性の根拠の一つ となっている.

パ ーキ ンソン病 に対す る脳 内細胞 移植 の 目的は,大

きく3つ に分類 す るこ とがで きる.(1)欠 落 した神 経伝

達物質 を脳 内移植 に よって宿 主 に供給す る,(2)移 植 し

た ドナー細胞 が宿主 内に神経 突起 を伸展 し,宿 主神経

細胞 とシナ プス を形成す る ことによって神経 回路の再

構築 をはか る,(3)ド ナー細胞 か ら神経栄養 因子 を宿主

に供給 し,宿 主内因性 の神経細胞の活性化 を促進す る,

の3つ である(図1).

パー キンソ ン病 に対 す る細胞移植 の これ まで の歴 史

を振 り返 る と(図2),ま ず,ド ナ ー細胞 として用 い

られ たの は,胎 仔 ・胎 児の 中脳黒 質細胞(ド パ ミン細

胞)で あ り,ラ ッ トパ ーキ ンソ ン病 モデ ルの行動学 的

改善が著 明に得 られた こ とが報告 され,そ の後 の神経

移植研究 の発展 の大 きな きっかけ となった といって よ

い.胎 仔 ・胎児 黒質細胞 の移植 に引 き続 いて行 われた

のが,副 腎髄質 クロム親和細胞 ・交感神経節細胞 な ど

の自己細胞 を ドナー細胞 とす る細胞移植 である.特 に,

クロム親和 細胞 は,ド パ ミンな どのカテ コール ア ミン

だけでな く,多 くの神経栄養 因子 を産生 す るこ とが 明

らかにされて きた.図1に お ける,(1)の 目的に加 えて,

(3)の目的,す なわち細胞移植 にお ける神経 栄養 因子 の

脳 内への供給 とい う目的 にス ポ ッ トライ トをあてたの

は,ク ロム親和細胞 の移植研 究であ った1,2).こ の研

究の流れ は,神 経栄養 因子の遺伝子 を脳 内 に導入 して

ドパ ミン神経系 の回復 を促 進 させ た り,遺 伝 子導入 に

よ り作 製 した神経栄養 因子産生細胞 を脳 内移植 に用 い

る研 究へ と発展 して きている.

分子生物学 的手法 の発達 に より,種 々の神経伝達物

質 ・神経栄養 因子 を産生す る細胞株 を作 製す る ことが

可能 になっている.し か しなが ら,こ れ らの細胞株 を
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図1　 パー キ シソ ン病 に対す る脳 内細 胞 移植 の 目的
(1
)ド パ ミンの 減 少 した 宿 主線 条体 に ドハ ミン産生細 胞 を移 植す

る こ とに よって安 定供 給す る.

(2)ド ナー細 胞 か らの 神経 突 起 を宿 主 内 に伸 展 させ ,神 経 回路 の

再構築 をはか る.

(3)脳内 ドハ ミン神経 系 を活 性 化 させ る働 きの あ る神 経 栄 養 因子

を移 植 に よ って線 条 体 内 に 供給 し,宿 主 内 因性 ドパ ミン系の 活

性 化を 促進 す る.

脳 内 移 植 に 川 い る た め に は,免 疫 学 的 拒 絶 反 応 や 細 胞

の 腫 瘍 化 な ど を制 御 す る 必 要 が あ る.こ の 日的 の た め

に,ド ナ ー 細 胞 を 高 分 子半 透 膜 製 の カ プ セ ル に 封 入 し

た 後 に 移 植 す る 方 法 が 開 発 さ れ,す で に 臨 床 応 用 も 行

わ れ て い る(図2,図3).

パ ー キ ン ソ ン病 に 関 連 した 遺 伝 子 治 療 は
,in vivo遺

伝 子 治 療 とex vivo遺 伝 子治 療 に 分 け る こ と が で き る.

ウ イ ル ス や リ ボ ソ ー ム を 使 っ てtvrosine hvdroxvlase

(TH)やL-aromatic alnino acid decarboxvlase(AADC)

な どの 神 経 伝 達 物 質 関 連 酵 素 の 遺 伝 子や,glia lcell line-

derived neurotrophic factor(GDNF)な どの 神 経 栄 養 因

子 の 遺 伝 子 を 直 接 脳 内 に 運 搬 す る 方 法 は,in vivo遺 伝

子 治 療 で あ る.一 方,こ れ らの 遺 伝 子 を培 養 細 胞 に 導

入 し,そ の 後,そ の 細 胞 を脳 内 移 植 す る こ と に よ っ て,

神 経 伝 達 物 質 や 神 経 栄 養 因 子 を 脳 内 に 運 搬 す る 方 法 が

ex vivo遺 伝 子 治 療 で あ る.in vivo遺 伝 子 治 療 で は 多 く

の ベ ク ター が 開 発 され,臨 床 応 用 を 目11勺と したprechllical

studyが 霊 長 類 を 用 い て 進 行 して い る.ま た,ex vivo

遺 伝 子 治 療 は,培 養 し た 細 胞 を 脳 内移 植 す る 必 要 が あ

る た め,カ プ セ ル 化 細 胞 移 植 の 研 究 と と も に 発 展 して

き た と い っ て よ い.

21世 紀 の 医 学 の 中 心 の 一つ で あ る 円1生 医 学 の 最 た の

トピ ッ クが 幹 細 胞 の 医 療 へ の 応 用 で あ ろ う.神 経 幹 細

胞 に つ い て も,こ れ を ど の よ う に して 特 定 の(例 え ば

図2　 パ ー キ ン ソ ン病 に対 す る 移 植 ・再生 医療 に 用い られ る ド

ナ ー細 胞,遺 伝 子療 法

ドパ ミン系の)神 経細胞 へ分化 させ るかの研究がすす

んでお り,ド ナー細胞 の供給源 としての期 待は大 きい .

より 上流 に存在する胚性 幹細 胞 〔ES糸田胞).自 己細胞

移 植の可能性 を秘 めた骨髄 問質細胞,な どを ドナー細

胞 と してパ ーキン ソン病 に対す る細胞移植 の 日的 に用

いよ うとする試み も行われつつある(図2) .

胎仔 ・胎 児黒質細胞移植

パーキ ンソン病 に対す る脳 内細胞移植 は ,ま ず,胎

仔 ・胎 児の ドバ ミン産生細胞 であ る黒 質細胞 を ドナー

として研 究が進ん だ.パ ーキ ンソン病 モデル動 物 を用

いた多 くの研 究 によ り,胎 仔 ・胎児黒 質細胞 を線 条体

に移植す る と,ド ナー細胞 は神経 突起 を宿 主線 条体内

に伸展 し,宿 主線 条体 ニュ ー ロン とシナ プス を形 成,

宿 主脳 内に ドハ ミンを供給 し,宿 主動物 のパーキ ンソ

ン病症状 を改 善 させ るこ とが明 らか にされて きた .多

くの 基礎研究 の結 果に基づ き,ヒ トのパ ーキ ンソン病

患 者 に対 して,ヒ トの胎児黒 質細 胞 を移植 した報告 が

1988年 にな されたが,最 初 の報告 では効果 は十分では

なか った3.そ の 後,移 植部位,移 植 方法 な どの検 討

が進み,移 植細胞の宿主脳 内での生 着がPET scanや

剖 検例で確認 され,臨 床的 に も神経症状 の改善 が報 告

され て きた。 これ までの欧 米での 臨床応 用は約350症

例であ るが,そ のデー タをま とめる と,パ ー キ ンソン

病 に対す る胎児黒 質細 胞の脳内移植 に よって,工 臨 床

症状 を示すUPDRS） パーキ ンソン病 ス コア ―が術後改

善,(2)一 日の 中でoff時(抗 パー キン ソン病 薬の効果

が切れて いる時 間1の 占め る時 間が減 少,(3)L-ド パ 内
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服量が術後減量,(4)PETscanで フルオロドパの取 り込

みが術後増加,な どの効果が報告されている.

米国で1995年 から施行 された胎児黒質細胞移植の二

重盲検は,こ の治療法の科学的有効性が確認で きるか

どうかに関 して大いに注 目を集めた.そ の報告の内容

は,60歳 以下の患者では,胎 児黒質細胞移植群におい

て,シ ャム手術群 より有意な症状の改善が得 られたが,

60歳 より高齢の患者では,症 状の有意な改善は得 られ

なかった,と 要約することができる4).60歳 以下の患

者での有効性を中心にとらえるか,60歳 より高齢の患

者で効果がなかったことを中心にとらえるか,に よっ

てこの報告の評価はさまざまである.さ らに米国では,

Olanowら が2003年 に二重盲検の結果を発表 している5).

その報告では,ド ナー細胞を1体 の胎児か ら得た治療

群,4体 の胎児から得た治療群にわけ,分 析 している.

34症例の検討で,4体 の胎児から得た ドナー細胞を移

植 した群の方が,1体 の胎児から得た ドナー細胞 を移

植 した群,あ るいはプラセボ群に比べて有意な神経学

的効果がみ られたのであるが,移 植群全体では,プ ラ

セボ群 と有意差がなかった.術 後 ドパ ミン代謝のPET

scanの データあるいは剖検例の組織学的検討では,移

植細胞 の生着は良好であり,胎 児細胞移植を受けた群

の半数の患者 に遅発性のジスキネジアが認められた.

これ ら2つ の米国での二重盲検の結果をまとめてみる

と,(1)プ ラセボ群 にも神経学的改善効果がみられる

(すなわち,パ ーキンソン病患者では治療効果に関 し

て精神的な要素がかな り強 く反映する可能性がある)

ため,移 植群 との有意差がでに くい.(2)PETで は移植

群に有意にF-dopaのuptakeが 上昇 し,剖 検で も良好

な移植細胞の生着が確認されているにもかかわらず,

症状の有意な改善になかなかつなが らない.(3)胎 児黒

質細胞をそのまま脳内に移植する場合,実 際には ドパ

ミン細胞以外の多 くの細胞が混入 してお り,こ のため,

十分な効果が上がっていない可能性がある.そ の意味

で,よ りpureで 性質のはっ きりしている細胞株や,

神経幹細胞への ドナー細胞 としての期待が広がってき

ている.

自 己細 胞 移 植

パーキンソン病に対する胎児細胞移植 に伴 う倫理的

問題あるいは免疫学的問題を回避するため,自 己細胞

である副腎髄質クロム親和細胞や,交 感神経節細胞を

ドナ ー とす る細胞移植 の研 究,臨 床応用 が行 われて き

た.動 物モ デルでは,胎 仔 黒質細胞 を ドナ ー とす る場

合 と遜色 ない効果 が報 告 され て きた こと もあ り,実 際

にヒ トのパ ーキ ンソン病患者 で,最 初 に脳 内移植 の臨

床応 用が行 われたの は,ク ロム親和細胞 を ドナー とす

る移植で ある.1987年 には,ク ロム親和 細胞移植 によ

る機能改善 が報 告 され6),そ の後多 数例 の臨床応用 が

なされたが,ド ナー細 胞が成体 由来であ るため,ク ロ

ム親和細胞単独 の移植 で は,長 期 の生着率が低 い こと

が明 らか とな った.ク ロム親和細胞 は,ド パ ミンな ど

の カテ コールア ミンだ けで な く,種 々の神経栄養 因子

の供給源 で もあ るこ とか ら,移 植 後の生着率 を向上 さ

せ るため の種 々の方法が研 究 され,臨 床 応用 され た.

前切 断 した末梢 神経 の遠位端 は神経成 長 因子(NGF)

を非常 に多 く含 むため,こ れ をクロム親和細胞 と同時

に移植 す ると,ク ロム親和細胞 の生着率が著 明 に向上

し,し か も宿 主の内 因性 ドパ ミン神経 の回復 も有意 に

促進 され るこ とが動物実験 で明 らか とな り,臨 床応 用

例 で もそ の効 果が剖検例 で証 明 され てい る7β).自 己

細胞 を ドナー とす る移植 では,ド ナー細胞 自体 が加齢

やパ ーキ ンソン病 で傷害 を受 ける可能性 があ る.し か

しなが ら,ク ロム親和細胞 の移植 の研究 ・臨床応用 に

よ り,細 胞 移植 と神経 栄養 因子の 関係 や,移 植 した細

胞 の生着向上 の方法 が明 らか にな り,パ ーキ ンソ ン病

に対 す る細胞移植 の分 野 に大い に貢献 す る結果 となっ

ている1,2).

最近,自 己細胞 のソースとして,頸 動脈小体(carotid

body cell)を 移植 した報告が ある.す なわち,Arjona

らによる,Hoehn and Yahr scoreで3以 上の進行 した

パー キンソ ン病患者 に対 す る頸動脈小体 の 自己線条体

内移植 のパ イ ロッ トス タデ ィであ る9).頸 動脈小体 は

副腎髄質 のクロム親和細胞 同様,神 経提 由来 のパ ラニ

ューロンであ り,別 の報告で は,頸 動脈小 体 か ら分泌

されるGDNFに よる神経保護作用 も非常 に重要である

とされてい る10).Arjonaら は6人 の患者 に対 して 自己

頸動脈小体 の両側線 条体移植 を行 い,術 前 と18ヶ 月後

の評価 を行 ってい る.副 作 用 は1例 も生 じず,ジ スキ

ネジア等 の不 随意運動 も生 じなかった.6人 中5人 は

臨床のスケール(off時 のUPDRS III)で 改 善 を示 して

い る.正 式 な評価 には,よ り多 くの症例 お よび二重 盲

検 試験が必要 だが,簡 便 で安全 な治療 法で あ り,自 己

移植 で あ り倫理 的な問題 もないため,今 後の さ らなる
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応用 に も期待 が もたれる.

神経栄養因子の脳 内供給

神経移植 の研 究 が盛 ん になるにつれ,移 植片 自体 あ

るいは移植 を うけた宿 主脳 か ら種 々の神 経栄養 因子 が

分泌 され,こ れが機 能回復 に大 いに関与 している こと

が わか って きた.特 に,種 々の神経 栄養 因子 を含 む ド

ナー組 織 と して,副 腎髄 質 クロ ム親 和細 胞,精 巣 の

Sertoli細 胞 な どが注 目され,そ の移植 の研 究 に よって

神経栄養 因子 と神経再 生の 関係 が明 らか となって きて

い る1,2).パ ーキ ンソ ン病 モ デル動 物 には ドパ ミンニ

ューロ ンに対す る効 果の ある神経 栄養 因子 の投与 が有

効 である こ とが示 されて きた.1993年 ドパ ミン系 に対

して栄養 作 用 のあ る こ とが始 めて報告 され たGDNF

は,こ れ まで報告 されて きた神経 栄養 因子 の中では最

も ドパ ミン系 に対 す る栄養作用 が強い もの の一つ と考

え られてい る11).我 々は,パ ーキ ンソン病モ デルラ ッ

トを用 いて,GDNFの 種 々の投 与方法が脳 内 ドパ ミン

系 に対 して どの ような保護 ・再生作用 を示す かを検討

して きた12).GDNFの 効果 は,用 量依存性 であ り,ド

パ ミン系 に対 して保 護 ・再生 の両作用 を持つが保護作

用 の方 が よ り強力 であ る.ま た,側 脳 室内投与 に比 し

て線条体 内投与 の方が よ り効果 的であ り,投 与総量 が

同 じであれ ば,1回 投 与 と少量持続投 与 との問に差 が

ない ことも明 らか となった.GDNFは 若年動物 のみな

らず老齢動 物 で も ドパ ミン系 の 回復 に有効 で あ る上,

サ ルのパ ー キ ンソ ン病 モ デルに対 す る治療効果が優 れ

てい る ところか ら,臨 床応用 に対す る期待 は大 きい.

GDNFに 関す る最近 の話題 として,5人 のパ ーキ ン

ソ ン病患者 に対す るGDNFの 線条体 内直接注入が有効

であった とす るGillら の報告があ る13).両 側 の被殻 に

ミニ ポ ンプを使 ってGDNFを 直接投 与 した もの であ

る.こ の報告で は,体 重 減少な どのGDNFに よる副作

用 は1例 も生 じてお らず,患 者 の 日常生活動作 お よび

ドパ ミン代 謝 を有 意 に改善 してい る.具 体 的には,注

入1年 後 の時点でUPDRSの39%改 善,PETで のF-

dopaの 取 り込みが28%上 昇,と 報告 されてい る.さ ら

に,ジ スキネ ジアの改善効果 も認 め られた.GDNFの

線 条体内注入 の方が,側 脳室 内注入 に比べ て効 果が高

い とい うこ とは筆 者 らもす で に動物実験 で証 明 して き

てい る ところであ り14),こ の ことが臨床応用 で も証明

された といえる.

これまで,神 経栄養因子の脳内供給の方法としては,

神経栄養因子 自体 を線条体や側脳室内に直接注入する

方法が行われてきたが,最 近は,神 経栄養因子の遺伝

子を種々のベクターを使って線条体 に導入 した り,神

経栄養因子の遺伝子を導入 した細胞 を脳内移植する方

法 も行われるようになっている.

細胞株の脳内移植

1.カ プセル化細胞移植

細胞株 を脳 内移植 の ドナー細胞 として用いる利点

は,理 論的に供給源 として無限であるとい う点 と,遺

伝子操作 が行いやすいという点をあげることができ

る.現 時点では,神 経伝達物質や神経栄養因子の供給

源 として安定性のあるものは,ほ とんどが異種由来の

細胞株であるため,免 疫反応抑制と腫瘍化の制御が課

題である.高 分子半透膜製のカプセルにこれらの細胞

株を封入 して移植することにより,こ れ らの問題 を克

服 しうることがこれまでの研究で示 され,臨 床応用 も

行われてきた15-18).

半透膜製のカプセルに封入 して移植するわけである

から,カ プセル内への酸素,栄 養素の供給は自由に行

われ,カ プセル内の細胞から産生される神経伝達物質

や神経栄養因子は自由に外にでることができる.し か

しなが ら,分 子量の大 きな抗体や免疫担当細胞は,中

に入ることができず,カ プセル内は免疫学的租界 にな

っている.ま た,カ プセルに一定の硬度があるため,

中の細胞が腫瘍化 して脳内に浸潤 してい くことを防 ぐ

ことが可能である(図3).

現在カプセル として用いているのは,ポ リスルホン

などを素材 とする円筒形の中空糸であるが,物 理的に

強 く,シ リコンのtether(ヒ モ)を 付着 させ,そ の 一

端を頭蓋骨 に固定 しておけば,脳 深部に移植 しても容

易 に脳の外 に取 り出す ことがで きるとい う長所 を持

つ.ヒ トへの臨床応用を考える場合,移 植後何か問題

が生 じた時に,脳 の外に容易 に取 り出せるということ

は,安 全性の上からも重要である(図3).

2.神 経伝達物質産生細胞株の移植

カプセル化 ドパ ミン産生細胞の脳 内移植の ドナー細

胞 としては,ラ ット副腎褐色細胞腫 由来の ドパミン産

生細胞株であるPC12細 胞が用い られている.パ ーキ

ンソン病モデルラットの線条体に移植することによっ

て,改 善効果が得られることが,組 織学的,生 化学的,
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図3　 カプ セル化細 胞 移植 の模 式図

高分 子 半透 膜 製 の カ プセ ル に細 胞 を封入 して移 植 す るの で,酸

素 ・栄養 素 は周 囲脳 か ら十 分 供給 され,細 胞 か ら産生 され る神

経伝 達 物 質 ・神 経栄 養 因子 は カプセ ル外 にス ムー ス に分 泌 され

るが,カ プセル 内 は免疫 学 的租 界 となっ てい る(左).カ プセ ル

にシ リ コ ンの ひ も(tether)を 付 着 させ て移 植 す るた め(中,

右上),カ プセ ル移植 後 もい つで も脳 の外 に簡 単 に と りだす こと

が で きる.右 下 は カ プセ ルの 断面 図 を走 査 電顕 で 示す.最 も内

面が 半透 膜 であ る.

行動学 的 に確 認 された.こ の細 胞 を,異 種 であるサ ル

の線条体 内 にカプセル化 しない状態で その まま移植 し

た場合 は,移 植2週 後 まで はサ ルの脳 内 にPC12細 胞

が生存 す るこ とが で きる ものの,拒 絶反応 のため に移

植4週 後 には生存 するPC12細 胞 はご くわずか とな り,

8週 後 には完全 に消失 して しまうことが,MRIと 組織

学的検討 によって確認 された19).

以上 の こ とか ら,PCI2細 胞 をサルの脳 内に移植 し,

その生 存 を期待す る には,カ プセル化移植 が必要で あ

る.臨 床応 用 を 目的 に,カ プセ ル化PC12細 胞 の脳 内

移植 につい て,サ ルのパー キンソ ン病 モデル を用い て

長期 に検討 した20).宿 主のサ ルには,左 側 の内頸動脈

にMPTPと い う脳 内 ドパ ミン系 に対す る神経毒 を注入

し,片 側パ ーキ ンソン病モ デル とした.左 側の線条体

内 に,カ プセ ル化PC12細 胞 を移 植 し,移 植1カ 月"

6カ 月,12カ 月後 に屠殺 した.移 植 された カプセ ルか

らの ドパ ミン産生量 は移植12カ 月後 も十分量が保 たれ

てお り,組 織 学 的 に も多数 のPC12細 胞の生着 が認 め

られ た(図4).免 疫抑制剤 は使 用 してい ない にもか

かわ らず,宿 主脳 内 には移植細胞 の腫瘍 化や免疫学 的

拒絶 反応 は認 め られず,カ プセル周辺 の グリオーシス

はわず かで あった(図4).血 液 学的検索 で も移 植後

白血球数,CD4/CD8値 などの異常 は観察 されなかった.

PC12細 胞 の移植 をうけたサルでは,移 植後12カ 月の長

A

B C D

図4　 サルのパーキ ンソン病モデルへのカプセル化PCI2細 胞 移植

(A)カ プセ ルか らは,移 植12カ 月の長 期 に わた って ドパ ミンが安

定 して産生 され てい る.(B)移 植12カ 月後 の カ プセ ル内 にPC12

細 胞が 良好 に生 着 して い る.カ プセ ル周辺 の 宿主脳 につ いて は,

ニ ッス ル染 色(C),GFAP染 色(D)で 示 され る よ うに,組 織 反応

は ご くわず か であ り,こ の カ プセ ルが脳 内でbiocompatibleで

ある こ とが わ かる.

期 にわ たってパ ーキ ンソン病症状 の改 善効果が得 られ

た.同 様の カプセル化PCI2細 胞移植 を行 ったサ ルで,

カプセルからの ドパ ミン産生がpositron emission tomog-

raphy(PET)に よって も証明 されている21).

多 くの動物実験 の結 果 に基づ き,カ プセ ル化 ドパ ミ

ン産生細胞 の脳 内移植 は臨床応用可 能 な方法 と考 え ら

れ,従 来 の定位脳手術 に併用す る方 法が,よ り効果 的

なパー キ ンソ ン病 に対す る外科 的治療 法 と して期待 さ

れ る.こ の方法 によって,定 位脳手術 後 に患者が 内服

す るL-ド パ量 を減少 させ るこ とが期待 で き,ひ いては

L-ド パ長期服用 に よる副作 用 を軽減 させ るこ とに なる

と考え られる1.2).

3.神 経栄養因子産生細 胞株 の移植

種 々の神経疾患 に対 して,神 経 栄養因子 を脳 内投与

す るこ とに より,関 与す る神経細胞 の保護や再生 が期

待で きる ことが示 されて きた.一 方,分 子生物学 的手

法の発達 に よ り,種 々の神経栄養 因子産生細胞株 を作

製す るこ とが可 能 になっている.こ れ らの細胞株 をカ

プセル化 し脳内移植することにより,神 経栄養 因子 を脳

内に安定供給することができる.こ れまでにnerve growth

factor(NGF),ciliary neurotrophic factor(CNTF),

glial cell line-derived neurotrophic factor(GDNF),
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basic fibroblast growth factor(bFGF)な どの神経栄養

因子 産生細胞 を カプセル化 して移植 した報 告が あ る.

いずれの場合 も遺伝子導入細胞 としては,baby hamster

kidney(BHK)細 胞 が使 われ,こ れ に遺伝子操作 を加 え

て,種 々の神 経栄養 因子 の遺伝子 を組 み込み,安 定産

生す る細胞株 を作製 している.

GDNFは 前述 の ように,脳 内 ドパ ミン神経系 に対 し

て強い効果 をもつ神経栄養 因子で ある.遺 伝 子操作 に

よってGDNFを 産生す る細胞株 を作 製 し,カ プセルに

封 入後,ラ ッ トの右線条体 内 に移植 した.宿 主 ラ ッ ト

の右 線条体 には,移 植前 あ るい は移植後 に ドパ ミン系

に対 す る神 経毒 であ る6-OHDAを 注入 し,GDNF産 生

カプセ ルの宿 主 ドパ ミン神 経系 に対す る長期 の保護お

よび再生効果 につ いて検討 した22,30).移 植 した カプセ

ルか らは6ヵ 月間持続 的にGDNFが 産生 され,カ プセ

ル内 にはGDNF産 生細胞が良好 に生着 した.宿 主線条

体 お よび黒 質の ドパ ミン線維 お よび ドパ ミンニ ューロ

ンの良好 な生存 お よび再生 が観 察 され,行 動学 的 に も

改 善が得 られた.カ プセル化GDNF産 生細胞脳 内移植

につい ては,サ ルのパ ーキ ンソン病 モデル を用 いた検

討 で も有用 であるこ とが報告 されている.

4.細 胞株脳 内移植の新 しい工夫

1)　神経伝達物質 と神経栄養因子の同時供給

これ までの研 究で示 された ように,パ ーキ ンソン病

に対 す る細胞移植 で は,欠 落 した ドパ ミンを供給 す る

ことに加 えて,GDNF等 の神経 栄養 因子 を供 給す るこ

とで内 因性 の ドパ ミン系 を活性 化 させ る とい う二つの

目的があ る.従 来の研 究 では,こ の両者 は,別 々の ア

プ ローチ を用 いて試み られて きたが,カ プセル化細胞

の移植 で は,神 経伝 達物 質 と神 経栄養 因子 を同時 に脳

内 に供給す る ことが可能 であ り,筆 者 らは新 しい試み

を行 っている.

PC12細 胞 にGDNF遺 伝 子 を組 み込 んで,PC12-

GDNF細 胞 株 を作 り,こ れ をカプセル化 して移植 に用

いる方法 を検討 した.PC12細 胞 は ドパ ミンは安定産生

す るが,GDNFは 全 く産 生 しない.リ ボ ソー ム法 で

GDNF遺 伝 子 をPC12細 胞 に導 入す る こ とに よって,

ドパ ミン とGDNFの 両者 を産生 す る ことが確認 され

た.パ ーキ ンソン病モ デル ラッ トにカプセル化PC12-

GDNF細 胞 を移植 した ところ,組 織学 的,生 化学 的,

行 動学的 にパーキ ンソ ン病 の改善が認め られた.

この ように神経伝達物 質 と神経栄養 因子 を同時 に宿

主脳 内に供給 す るこ とが可能 となれば,治 療効果が よ

り高 まる もの と期待 され る.

2)　 ヒ ト由来細胞株の脳 内移植

神経伝達物 質や神 経栄養 因子 の産生細胞 株 の脳 内移

植 の臨床応用 にあた っては,ヒ ト由来の細 胞株 での検

討 も必要 である.ヒ ト由来の細胞 として,細 胞 移植 ・

再生医療 の研究 に用 い られ て きた ものの一つ に羊膜上

皮細 胞が ある23).羊 膜上皮細胞 は,ド パ ミンや アセチ

ル コリンな どの神経伝 達物質 と,種 々の神 経栄養 因子

を産生す るこ とが知 られてい る.不 死化 された ヒ ト羊

膜 上皮細胞株 をカプセル化 し,6-OHDA線 条体注入 に

よって作成 したパ ーキ ンソン病モ デル ラッ トの脳 内に

移植 した.

移植 したカプセルか らは,ド パ ミンが持 続的 に分泌

され,ド パ ミン神 経系 に働 く神 経栄養 因子 と して は,

bFGFとTGF-β が産生 されてい た.ま た,宿 主 の黒質

線 条体 ドパ ミン系 に対 す る修 復効果 とそれ に伴 う機能

的改善効果が認 め られた.ヒ ト由来 の細胞株 で もカプ

セル化 によって免疫反応 や腫 瘍化 を起 こす ことな く脳

内移植 が可能 である ことが確 認 され,臨 床応用 に関 し

ての有用 な結果 と考 え られる.

3)　移 植細胞株か らの神 経伝 達物質や神経栄養 因子産

生量 の制御

細胞株 を脳 内移植す る場合,移 植細胞 か ら産生 され

る神経伝 達物質や神経栄養 因子の量 を外部 か ら制御で

きることが望 ましい.そ のための試みが行 われつつある.

L-dopaの 産生量 を外部か らの刺激 に よって調節可能

な細胞株であ るPC12th Tet-Off細 胞株 を作成 した.こ

の細胞 株 はL-dopaや ドパ ミン生合成 の律 速段 階酵素

であるチロシン水 酸化酵素(TH)遺 伝子 をテ トラサ イ

ク リン調節 システ ムの下 流 に導 入す る こ とによって,

テ トラサ イク リンやそのアナ ログで ある ドキ シサ イク

リンを添加す る ことでL-dopaの 産生 量 を制御 で きる

細胞株 であ る.

この細胞 株 を前述 の高分子 半透膜製 カプセル に封入

し,L-dopaの 産生量 を測定 した.TH遺 伝 子が導入 さ

れてい るので,ド キシサイ クリンを無添加 の状 態で は

通常 のPC12細 胞 に比べ て6倍 量のL-dopaが 産生 され

てい たが,ド キシサ イク リンを添加 してoff状 態 に し

た ところ,L-dopaの 産生量 は60分 の1ま で減少 した

(図5).さ らにカプセル化 したPC12th Tet-off細 胞株

をパ ーキ ンソ ン病 モデル ラ ッ トの線条体 に移植 した と
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ころ,機 能的評価 のめやす となる薬物誘発 回転運動 に

つ いて,ド キシサ イク リンの投与 に よって調節が可能

で あった.

この ように移植 した細胞株 か らの神経伝 達物質や神

経栄養 因子の産生量 を外 部か ら調節す る ことも次第 に

可能 にな りつつ あ り,細 胞株脳 内移植 の臨床応 用 に際

して問題 とな る点が克服 されつつあ る.

遺 伝 子 治 療

遺伝子治療 はin vivoとex vivo遺 伝子治療 に分類 さ

れ る.In vivo遺 伝子治療 とは,ウ ィルスや リボソーム

を使 ってTHな どの ドパ ミン産生 関連酵素やGDNFな

どの神経 栄養 因子 の遺伝 子 を直接脳 内に運搬 す る方法

であ り,ex vivo遺 伝子治療 とは,培 養細胞 に これ らの

遺伝子導入 を行い,そ の細胞 を脳 内に移植 す る方法で

あ る.

ウィルスベ クター を用 いたin vivo法 では,ア デノウ

ィルス,ア デ ノ随伴 ウ ィルス,ヘ ルペ ス ウィルス,レ

ンチウ ィルス な どのベ クター を用い てパ ーキ ンソン病

モ デル動物 の線条体 にTH,AADCな どの ドパ ミン産

生 関連酵 素の遺伝子 を導入 した り,ド パ ミンニ ューロ

ンに対す る神 経栄養 因子 の遺伝 子 を導入 した報告が多

くみ られる.現 時点 では,ア デ ノウ ィルス,ア デ ノ随

伴 ウィルスベ クターを用 いた報告が最 も多 い.

ウィルスベ クターを用 いないin vivo遺 伝子治療 の一

図5　 Tet-offシ ス テ ム を組 み 込 んだPC12細 胞 か らの ドパ ミン

産生 量

ドキ シサ イ ク リ ンを加 える こ とに よ り,Tet-offシ ス テ ムが機 能

し,ド パ ミンの産 生量 が 減 少 す る.こ の細 胞 を脳 内 に移植 した

後 で ドキ シサ イ ク リ ンを投 与す る と,移 植 細 胞 の ドパ ミ ン産 生

量 を外 部 か ら調 節可 能 となる.

つ であ る リボ ソー ム法 は安全 かつ簡 便 な方 法 であ る

が,遺 伝子導入効 率 を向上 させ る必 要があ る.そ の一

つの方法 として,プ ラス ミ ドDNA-リ ボソーム複合体

をosmotic pumpを 用 いて1週 間持続注入す る方法 で

TH遺 伝子 をパ ーキ ンソン病 モデル ラ ッ トの線条体 に

導入 した ところ,良 好なTH遺 伝子 の発現が認め られ,

移 植後8週 にわ たって宿主 の機能 改善 が得 られた31).

この研 究では,osmotic pumpを 脳 内に埋 め込む ことに

よって周辺 にグ リオー シスが起 こ り,そ の グ リアが遺

伝 子 を と りこみ,発 現 してい る と考 え られ た.事 実,

免 疫組織 学的 に二重染色 を行 うとTH遺 伝子 が主にグ

リア細胞 に発現 してい るこ とが確認 され てい る.最 近

著者 らは,GDNF遺 伝 子 を同様 の方法 でパ ーキ ンソ ン

病モ デル ラ ッ トの線 条体 に導入 し,宿 主黒質線条体 ド

パ ミン系 の回復 お よび保護効果が認 め られ るこ とを観

察 している.

Ex vivo遺 伝子 治療 で は,細 胞 へ の遺伝 子導入 の過

程 を制御 ・モニ ター した上で,こ れ を移植 とい う方法

で宿 主 に戻す ことが可能で ある.つ ま り,遺 伝子導入

された細胞 の生化学 的性 質や,細 胞 の腫瘍 化,用 いた

ウィルス の毒性 な どをチ ェ ックす る ことがで きる.移

植 の ドナー として神経疾 患の治療 に用 い るこ とを考 え

る と,そ の細胞 は,入 手す るこ とが容易 で,培 養が で

き,導 入 された遺伝子 を発現 し,必 要 とす る性質 を持

った細 胞 を選 択 す る過程 に耐 え うる こ とが 条件 とな

る.異 種細胞 をex vivo遺 伝子治療 の ドナー として用

い る場合 は,免 疫 反応 と腫 瘍化 の問題 をクリアす る必

要があ るが,そ のための一つ の方法 と しての カプセル

化細胞脳 内移植 について は,前 項 にて解 説 した.と く

に神 経栄 養 因子 産生細 胞 を遺 伝子 導 入 に よ って作 成

し,カ プセ ル化 して移植 す る方法 はex vivo遺 伝子治

療 の新 しい方法の一つ といえる.

以上 のように,in vivo,ex vivoの 遺伝 子治療 の研究

が進 んでい るが,臨 床応用 を 目指 して今後 の課題 とし

てあげ られ る点 としては,い か に安全性 の高いベ ク タ

ー を用 い るか
,遺 伝子発現 をいか に して長期 間持続 さ

せ るか,導 入 した遺伝子 の発 現 と蛋 白合成 の安定性 を

どの ようにはか るか,さ らに導入 した遺伝子 の発現調

節 を どの ように行 うか,な どがあ る.

神経幹細胞,ES細 胞,骨 髄細胞 への期待

神経幹細胞 は,自 己複製 能 を有 し,ニ ューロ ン,ア
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ス トロサ イ ト,オ リゴデ ン ドロサ イ トに分化 で きる多

分化能 を有 す る.さ らに,神 経 幹細胞 は,胎 児脳 のみ

で な く,成 体 脳 の脳 室 周 囲か ら も分 離,同 定 され,

EGFやFGF-2な どの存在 下で増殖 させ る ことがで き,

また種 々の神経栄養 因子 などの存在下 で様 々なタイプ

の神経細胞 に分化可能である.

Svendsenら は,ヒ ト胎児神経幹細胞 をパーキ ンソ ン

病 モデル動物 に移植 し,機 能 回復 と ドパ ミンニ ューロ

ンへ の分化 を認 めた と報告 している24).成 体マ ウスに

おいて,側 脳室周 囲の神経幹細胞 は嗅球 に移動 し,そ

れ らの一部 は,ド パ ミンニ ューロ ンになるこ とが知 ら

れている.そ こか ら取 り出 した神経幹細胞 を,EGF存

在下 にて培養 し数 回継体培養後,EGFお よび血清 がな

い状 態で,TH(tyrosine hydroxylase)誘 導 カ クテル

下で分化誘導 する と,約40%が ドパ ミンニ ューロ ンに

分化 した25).こ れ ら神 経幹細胞 か ら分化 した ドパ ミン

ニ ュー ロ ンを ドナ ー細胞 とす る脳 内細胞移植 をパー キ

ンソ ン病 モデル動物 に対 して行 うと,ド パ ミンニュー

ロンが生着 し,機 能的 回復が 認め られ た.ま た,成 体

サ ルの側脳室 周囲か らも同様 の方法で神経幹細胞 を取

り出 し,ド パ ミンニュー ロンへ分化 させ る ことに成功

している.こ の こ とは,ヒ トのパ ーキ ンソン病患 者 の

脳か ら神経幹 細胞 を取 り出 し,こ れ を ドパ ミンニ ュー

ロ ンへ分化 させ た後 に,線 条体 に移植 を行 う とい う,

自己移植 の可能性 を示 唆 してお り,新 しいパー キ ンソ

ン病の治療法 と しての期待 を持 たせ る(図6).

神経幹 細胞 のパ ーキ ンソ ン病治療 へ の応 用 として,

種 々の因子 を脳 内 に投 与す るこ とに よ り,内 因性 の神

経幹細 胞 を増殖 させ,目 的の細胞 に分化 させ,さ らに

目的の場所 に誘導 させ る方法が考 え られる.Fallonら

は,ラ ットのパーキンソン病モデルの線条体にTGF alpha

を注入す る と,脳 室周囲 の細胞 が,線 条体の方へ移動

し,ド パ ミンニュー ロンに分化 し,さ らに,行 動学 的

改 善 を認 めた と報告 している26).こ の移動 した細胞 が

神経 幹細胞 であ るか どうかは明 らかで はないが,内 在

性 の細胞が ドパ ミンニ ューロ ンに変わ ったこ とは非常

に興味あ る結果で ある.著 者 らも,前 述 のTH誘 導 カ

クテ ルの脳 内投 与 によ り,ド パ ミンニ ューロ ンが新 生

し,パ ー キ ンソン病モ デル動物 の行動学的改 善が得 ら

れる ことを観察 してい る.

神経幹細胞 は,神 経変性疾患 に対 す る細胞移植 の ド

ナー として大 きな期待が寄せ られてい る。 しか し,神

経幹細 胞の ままで,脳 内移 植 して もほ とん ど目的の細

胞 に分化 させ るこ とがで きない.今 後,神 経幹 細胞の

増 殖 と維持,分 化 と遊走の メカニズムについて の さら

なる解明が重要 な課題であ る27).ま た,成 体脳 にある

内 因性 の神経 幹 細胞 が どの よ うな働 きを して い るの

か,今 後解析が進 むであろ う.

胚性 幹細胞(ES細 胞)は,神 経幹 細胞 よ り上流 に

存在 し,全 能性 の分化能 を持 つ ことか ら,神 経移植 の

ドナー細胞 と しての注 目が集 まってい る.脳 内移植 に

つ いて は,ES細 胞 を未分 化の ま ま移植す る と腫瘍 化

す る可能性があ り,い か に100%純 粋 な神経系細胞 に分

化 させ るか,さ らにいかに ドパ ミンニ ューロ ンへ分化

誘導 させ るかが課題 であ る.ES細 胞 を骨 髄間 質細 胞

と共培 養す るこ とに よ り,大 量 の ドパ ミンニュー ロ ン

へ の分化が報告 されてお り32},パ ー キ ンソ ン病 モ デル

動物 へ の移植 の効果 が期待 され る.Bjorklundら は,

ES細 胞 をレチノイン酸 を使って,ド パ ミンニュー ロ ン

までの分化で はな く,神 経 前駆 細胞 の段 階 まで分化 さ

せ,そ の細胞 を低 い細胞密 度で移植す る方法 を報告 し

てい る28).こ の方法 に よ り,移 植細胞の腫瘍化 を防 ぐ

ことがで き,移 植細胞 の ドパ ミンニュー ロンへの分化

を確 認 し,さ らに,宿 主動 物の行動学 的な改善 を認 め

た と報告 している.こ の報 告で は,移 植 細胞の腫瘍化

や生着率 の問題 は検 討 され ているが,移 植細胞が脳 を

構成 す る細胞 以外 に分化 しない ことを確 認す る必要 が

あ る.

図6　 パ ー キ ン ソン病 に対 す る神 経幹 細 胞 を 用い た 自 己移植 の

模式 図

パ ー キ ン ソ ン病 患者 の 側脳 室 周 囲か ら神 経 幹細 胞 を採 取 し,こ

れ を ドパ ミンニ ュー ロ ンに分 化 させ た 後,本 人の 線 条体 に 自己

移植 す る.
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骨髄 間質細胞 につい ては,ニ ュー ロンへ分化 させ う

る ことが最近 の研 究で明 らかにな りつつ あ り,パ ーキ

ンソン病モ デルマ ウスの脳 内に骨髄 問質細胞 を移植 す

る とその一部が ドパ ミンニューロ ンに分化 し,行 動学

的改 善効果 があ った と報告 されてい る29).骨 髄 間質細

胞 の応 用 は成体 由来の神経幹細胞 と同様 に自己移植 の

可能性 を示す ものであ り,今 後 の発展が期待 され る.

お わ り に

再 生 医学 か ら見 たパ ー キ ン ソン病 につ い て ま とめ

た.ま だ動物 モデル を用 いた基礎 実験 の段 階 にあ る研

究 もか な り含 まれてい るが,こ れ まで のこの分 野の流

れ をみ る と,基 礎 実験 の結果 が,よ く臨床結果 に反映

されてお り,慎 重 な基礎実験 を積 み重 ねる ことによっ

て,臨 床 応用 が 間近い と考 え られ る研 究 も多 くある.

再 生医学 の一分 野 としての脳 内細胞 移植 は ます ます発

展 をとげる ことが期待 され る.
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Parkinson's disease from a viewpoint of regenerative medicine
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It has long been considered that central nervous system would not regenerate after injury,but this concept has recently

been changing due to the development of neuroscience research.Cell grafting,gene transfer and neurotrophic factor

administration into the brain and spinal cord are the examples of methods to perform protection and repair.These

techniques are expected to be applied to certain neurological disorders such as Parkinson's disease,cerebral ischemia and

spinal cord injury.Parkinson's disease is a progressive neurodegenerative disorder characterized by the loss of dopaminergic

neurons in the nigrostriatal system.Fetal neurons,chromaffin cells,cell lines,certain genes,neural stem cells,ES cells and

bone marrow cells have been investigated as donor cells and vectors to treat Parkinson's disease.This review will summarize

the history of neural transplantation in Parkinson's disease and features and prospects of each donor will be discussed.


