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研究成果の概要（和文）：今回ムコ多糖症（MPS）およびクラッベ病由来iPS細胞を臓器系統に分化させ、遺伝子
改変システムによる治療効果を評価し、更に治療補助用デバイスの実現を目指した。まずクラッベ病モデルマウ
ス由来のiPS細胞より神経系細胞への分化誘導を試み、神経系スフェアへの分化誘導に成功した。ただしそこか
ら神経系起源基細胞、各神経系細胞への分化誘導に成功せず、レンチウイルスベクターを用いた遺伝子導入の有
無による移植比較実験に移行することが難しかった。
　

研究成果の概要（英文）：Mucopolysaccharidosis (MPS) and Krabbe's disease are diseases in which 
substrates are accumulated and damaged by enzyme deficiency. In this study, we used the 
disease-derived iPS cells to differentiate into organ lineages, evaluated the therapeutic effect of 
gene modification systems such as viral vectors, and aimed to realize autologous therapeutic 
therapeutic devices. MPS type VII, Krabbe's iPS cells have been successfully created and maintained.
 At first, we try to induce differentiation of neural cells from iPS cells derived from Krabbe's 
disease model mouse, and successfully induce differentiation into nervous system spheres. However, 
the induction of differentiation into neural lineage-derived base cells and individual lineage 
neurons was not sufficiently successful, and we have not succeeded to shift to comparative 
experiments with and without gene transfer using lentiviral vectors.

研究分野：先天代謝異常症
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ライソゾーム病は細胞内小器官であるライソゾーム関連酵素の欠損により基質が蓄積し、臓
器不全を呈する疾患群の総称である。このうちMPS は酵素欠損により中枢神経、肝、脾、心、腎、骨系統などに
GAG が蓄積し、多発性臓器障害を来すとされる。現在Ⅰ型、Ⅱ型、VI 型において酵素補充療法が保険承認され
ているが、中枢神経系、心弁膜症・心筋症、骨系統合併症には効果が不十分とされている。またクラッベ病も酵
素欠損により中枢神経系が主に障害され、現在有効な保険承認治療がない。これらの疾患の予後向上を目指し、
重要臓器の病態解析および治療戦略としてのデバイス作成を計画した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  

ライソゾーム病は細胞内小器官であるライソゾーム関連酵素の欠損により基質が蓄積し、臓

器不全を呈する疾患群の総称である。このうちMPS は酵素欠損により中枢神経、肝、脾、

心、腎、骨系統などにGAG が蓄積し、多発性臓器障害を来すとされる。現在Ⅰ型、Ⅱ型、

VI 型において酵素補充療法が保険承認されているが、中枢神経系、心弁膜症・心筋症、骨

系統合併症には効果が不十分とされている。更にMPS におけるこれら3系統の重要臓器の

病態解析および治療戦略はこれまでも報告されているが、必ずしも十分とは言えない。 

我々は従来MPSII 型（ハンター病）,VII 型（スライ病）のモデルマウスを用いて造血幹

細胞移植、遺伝子治療を含め様々な検討を行ってきた。この疾患の欠損酵素活性の測定、ま

た蓄積するGAG の定量、更に免疫染色などの病理解析、骨髄・末梢血などのフローサイト

メトリーによる解析などの系は確立されており、またマウスの飼育環境、尾部からのＤＮＡ

抽出による遺伝子診断などによる疾患マウス系統の維持も確立されている。 更にＭＰＳ，

クラッベ病、ポンぺ病などを含めたライソゾーム病の iPS 細胞の作製、および各組織への

分化誘導は2010年以降継続的に行なっており、上記3系統の内 心筋、神経への誘導はすで

に系が確立しつつある。 骨系統に対しては当院整形外科研究チームとの連携がすでにでき

ており、今回の骨系統への分化およびデバイス作成においても協力体制をとる方針である。 
 
２．研究の目的 

先天代謝異常症のムコ多糖症（Mucopolysaccharidosis, MPS）は酵素欠損により全身

臓器にグリコサミノグリカン(GAG)が蓄積し、多発性臓器障害を来す疾患である。近年、

I, II, VI型には酵素補充療法も保険承認されているが、中枢神経、心、骨系統に関しては

効果が限定的で、その原因は十分に解明されていない。 今回疾患由来 induced pluripotent 

stem cell(iPS細胞)を用いてこれらの臓器系統に分化させ、ウイルスベクター、zinc finger

などの遺伝子改変システムによる治療効果を評価し、更に自己由来心筋シート、骨芽細胞、

中枢神経起源基細胞といった臨床治療補助用のデバイス作製を実現させることによる

MPS患者の生活の質の改善を目指す。 また同じライソゾーム病で主に中枢神経症候を来

すクラッベ病に対しても同様に行なう。 
 
３．研究の方法  

１）．疾患由来 iPS細胞樹立および誘導 

MPS VII 型,クラッベ病の iPS 細胞はすでに作成に成功し保持している。Ⅱ型に

関しては新たに作成する。またヒト由来の細胞は新たに作成する。これらの細胞に対

して、コントロールとして何も治療を加えない群と共に、欠損酵素を組込んだレンチ

ウイルスベクター（これらもすでに作成済み）および相同組換えを考慮した Zinc 

Finger Nuclease（ZFN ）システムを用いて欠損酵素の遺伝子導入を行う。ZFNに関

してはシグマ社などに依頼しドナープラスミドをデザインする。（小林） 

２）．疾患由来およびコントロール iPS細胞の重要臓器 3系統への分化誘導 

   作成したiPS細胞を心筋、骨系統、神経系統の3系統へ分化誘導を開始する。 心筋への

分化に関しては樋口、骨系統は小林および連携研究者、神経系は嶋田が担当する。我々

はすでに同じライソゾーム病であるポンぺ病iPS 細胞の心筋、骨格筋への分化、ゴー

シェ病iPS細胞の神経系への分化に成功している。( Kawagoe et al. Mol Genet Metab. 2011,  

Higuchi et al. Mol Genet Metab. 2014)  

３）前年度で作成したMPSの細胞について、遺伝子治療を加えたものとそのまま分化させ



たものを比較検討する。心筋では電位、拍動状況、各種マーカーによる抗体染色により

評価する。 骨系統は自然歴としての骨代謝がある程度明らかになったうえで、シグナ

ル伝達因子、病理などの骨系統の解析、さらに骨系統でのオートファジーの解析を行う

(嶋田)。神経系細胞も活動電位、各種マーカーによる抗体染色により評価する。更に心

筋シート、分化軟骨細胞、神経系細胞をモデルマウスに移植し、効果を見る。モデルマ

ウスへの移植での評価で有意差を持って有効性が確認され、かつ腫瘍原性のないデバイ

ス系列を選定し、倫理委員会の審査を経たうえでＧＭＰ施設内限定でヒトMPS患者由

来iPS細胞からヒトＭＰＳ患者用（移植、置換用）のデバイスを作成する。本研究では

このデバイス試作および機能評価までを目標とし、実際のヒトへの移植・置換計画は次

の段階とする 

 
 
４．研究成果 

ムコ多糖症・クラッベ病のマウス由来 iPS 細胞はすでに構築されている。 

クラッベ病由来の iPS 細胞から分化させた分化誘導細胞としてまず神経組織への誘導を試み

た。神経系スフェアの前段階までの構築は出来、神経細胞・グリア細胞などの分化を確認する

までには至ったが、遺伝子治療修飾と未修飾群の群の比較・評価は未確認。更にモデルマウス

への移植実験までは到達できていない。ムコ多糖症 VII 型由来の iPS 細胞からの分化誘導が進

まず、遺伝子治療修飾と未修飾群の群の比較・評価も未確認。更にモデルマウスへの移植実験

までは到達できていない。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 

   CNPase / DAPI-overlay 
 
 
 
 

      GFAP / DAPI-overlay 
 
 
 
 

      NeuN / DAPI-overlay 
 
図 2 
クラッベ病マウス由来 iPS 細胞を分化させたニューロスフェアの免疫染色 
各神経系細胞への分化を確認（CNPase: oligodendroglia, GFAP: astroglia, NeuN: neuron） 
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*p=0.00012 

**p=0.0008 

図 1 

患者由来の細胞に ZFNによる遺伝子編集を施したもの 

未編集細胞（M）に比べて有意に蓄積基質サイコシンの 

低下が見られる 
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