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研究成果の概要（和文）：GM1ガングリオシドーシス患者由来iPS細胞を作成し、神経系細胞へと分化させること
によって、in vitroで病態を解析することができる細胞モデル系を確立した。誘導した患者神経系細胞では、健
常者に比べてGM1の過剰な蓄積がみられ、また、神経伝達物質の放出能が低下していることを見出した。本疾患
の治療薬候補を探索する目的で、患者神経幹細胞とイメージングサイトメトリー法を組み合わせたハイスループ
ット薬剤スクリーニング系を確立し、細胞内のGM1蓄積を抑制する化合物を数個同定した。
私たちの構築した疾患モデルは、本疾患の病態解析および治療薬開発に非常に有用である。

研究成果の概要（英文）：GM1 gangliosidosis is a type of lysosomal storage disease, which is caused 
by lack of lysosomal β-galactosidase activity, leading to progressive neurodegeneration due to 
massive accumulation of GM1 ganglioside in the brain. Here, we generated the GM1 
gangliosidosis-derived iPSCs to elucidate the pathological mechanisms of neural dysfunction under 
the disease and to find new drug candidates. Neurons from the patients-derived iPSCs exhibited the 
GM1 ganglioside accumulation and impaired pre-synaptic function. High throughput drug screening 
system using the patient-derived neural cells found two compounds as novel drug candidates. These 
could significantly reduce GM1 ganglioside accumulation in vitro and in vivo, and restored the 
presynaptic dysfunction in the patient-derived neurons. Our findings demonstrated the potential 
value of the patients-derived iPSC lines for the cellular model of GM1 gangliosidosis and that two 
compounds are the potential candidates as drugs in the future.

研究分野：細胞生物学

キーワード： GM1ガングリオシドーシス
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１．研究開始当初の背景 

GM1 ガングリオシドーシスはライソソー
ム病の１つであり、GM1 ガングリオシドの
加水分解に関与するライソソーム酵素であ
るβ-ガラクトシダーゼ(β-gal)の欠損・異常
によって、GM1 ガングリオシドが特に神経
系（脳）に蓄積してしまう先天性代謝異常症
である。発症頻度は 1/10 万～20 万人とされ
ており、発症時期と臨床経過により、乳児型、
若年型、成人型に分類される。特に乳児型は
生後 3～6 ヶ月までに発達の遅れが見られ、
生後 1 年を過ぎるまでにほとんどの患児が、
除脳硬直など重度の神経障害を示すように
なり、通常 3～4 歳までに死亡する。治療と
して骨髄移植も試みられているが、効果は乏
しい。脳の構造上、患者の病変部に外部から
アクセスし病態を解析することが非常に困
難であるため、本疾患の病態解析および薬剤
開発が遅れており、現在のところ有効な治療
薬がなく特定疾患として難病指定されてい
る。したがって、本疾患の病態解明および治
療薬の開発が必要不可欠であり、iPS 細胞の
特性を利用した研究・薬剤開発により、患者
の延命・QOL の向上に貢献できる。 

GM1 ガングリオシドは主に神経系に存
在・蓄積するため、本疾患の病態解析・薬剤
開発には神経系細胞を用いる必要がある。し
かし、患者の病変部から神経細胞を採取し、
病態を解析することは非常に困難である。ま
た、マウスなどの既存の疾患モデルやモデル
細胞株を用いた薬剤スクリーニングにおい
て高い有効性を示した薬剤であっても、種の
違い、原因遺伝子の過剰発現・欠失による人
工的な表現型などの理由により、実際の臨床
治験の際には、効果が不十分な場合や強い副
作用などがみられることがある。申請者らは
ヒト患者から iPS 細胞を樹立し神経系細胞
へと分化させることによって、いままで困難
であったヒト患者神経系細胞を in vitro で
解析でき、種の違い・人工的な表現型等の問
題を起こしにくいスクリーニング系を構築
しようと考えた。 

まず、GM1 ガングリオシドーシス患者由
来の皮膚線維芽細胞にセンダイウイルスベ
クターを用いてリプログラミング因子
（KLF4, OCT3/4, SOX2, c-MYC）を導入し、
患者由来 iPS 細胞を作製した。この iPS 細胞
を Gibco® PSC Neural Induction Medium

を用いて神経幹細胞(NSC)へと分化誘導した。
NSC はニューロンに比較し、①細胞質部分が
広いため、ライソソームに蓄積した GM1 ガ
ングリオシドが顕微鏡下で観察しやすい。②
細胞分裂・細胞増殖を活発に行うため、多く
の細胞数を確保でき、ハイスループットに多
くの薬剤プレートに細胞を播種できる。③物
理的・酸化的ダメージに強く、培養時や染色
時にウェルのコート面から細胞が剥がれに
くい。④一度 iPS 細胞から誘導した NSC は
凍結保存することができるため、分化誘導時
間を短縮することができる。これらの理由に

より、終末分化させたニューロンよりも NSC

の方がハイスループットスクリーニングに
適している。 

健常者および患者由来NSCを 96ウェルプ
レートに播種し、化合物ライブラリーを各ウ
ェルに添加し 72 時間培養した。その後、細
胞固定・膜透過処理を行い、FITC 標識 CTB 

(CTB：コレラ毒素 B サブユニット；GM1 ガ
ングリオシドと特異的に結合する)を用いて
細胞内 GM1 ガングリオシドを蛍光染色した。
各ウェルの蛍光強度をイメージングサイト
メーター(IN Cell Analyzer 6000)を用いて画
像取得し、IN Cell Developer Toolbox プロ
トコールを用いて自動解析・定量を行った。
計 2070 種類の化合物スクリーニングによっ
て GM1 蓄積を軽減する作用を持つ 2 つの化
合物(化合物Ｘおよび化合物Ｙ)を発見した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、発見した候補化合物の GM1

ガングリオシドーシス新規治療薬としての
有効性およびメカニズムを探るために、次の
3 つの実験系を用いて評価を行う。①患者
NSC から分化させたニューロンを用いた in 

vitro での評価系において、化合物処理時にお
ける GM1 ガングリオシド蓄積および細胞機
能を評価する。②GM1 ガングリオシドーシ
スモデルマウス(β-gal -/-)を用いた in vivoで
の評価系において、候補化合物の有効性を解
析する。③化合物処理した患者由来ニューロ
ンおよびマウス脳組織における遺伝子発現
の変化を網羅的に解析し、候補化合物の作用
メカニズムについても探る。 

 

３．研究の方法 

 本研究は、大きく分けて次の 3 点からなる。
①治療薬候補のニューロンに対する有効性
を確認するために、患者 NSC から分化させた
ニューロンを候補薬剤で処理して同様に GM1 
ガングリオシドの蓄積が減少するか、また、
FM1-43 を用いてニューロンの細胞機能が改
善するかを in vitro で調べる。②候補薬剤
のin vivo での効果について明らかにするた
め、モデルマウス(β-gal -/-)に候補薬剤を
投与後、脳内ガングリオシド量を定量し、in 
vivo でも GM1 ガングリオシド蓄積を軽減す
る作用があるかを調べる。③患者由来ニュー
ロンおよびモデルマウス脳組織の化合物処
理時の遺伝子発現を網羅的に解析し、薬剤が
どのような経路に影響しているかを探る。 
 
【① 治療薬候補の患者ニューロンに対する
in vitro での有効性の評価】 
健常者および患者由来 iPS 細胞から誘導し
た NSC を、Neuronal Differentiation Medium
（ Neurobasal® medium with B-27® 
Serum-Free Supplement and GlutaMAX ™ -I 
Supplement）を用いてニューロンへと分化さ
せる。 
（1） LC-MS を用いたガングリオシド量の測



定 
前述の通り、ニューロンは細胞質部分が狭く、
CTB 染色にてライソソームに蓄積した GM1 
を定量することが困難である。そこで、ニュ
ーロンの GM1 ガングリオシド 測定において
は LC-MS を用いる。ニューロンを候補薬剤で
処理後、細胞を回収し、Svennerholm and 
Fredman の抽出法に基づいてスフィンゴ脂
質を分画・精製し、試料とする。この試料を
Agilent 6460 Triple Quadrupole LC/MS に
て定量し、ニューロンにおいても、候補薬剤
が GM1 ガングリオシド 蓄積を抑制する効果
があることを確認する。 
（2） FM1-43 を用いたニューロン機能の評
価 
FM1-43 は、脂質二重膜を可逆的に染める蛍
光色素で、シナプス前終末の機能や分泌現象
の計測に活用されている。これを用いて、化
合物処理時の開口放出能(神経伝達物質放出
能)を測定する。この系を用いて健常者およ
び患者由来ニューロンを比較したところ、患
者由来ニューロンでは、開口放出能が低下し
ていることを見出している。そこで、化合物
処理によって、この開口放出能の低下を是正
することができるかを調べる。 
（3） オートファジーマーカーによる細胞機
能の評価本疾患のみならず、多くのライソソ
ーム病にてオートファジーの異常が報告さ
れている。健常者に比較し、本疾患患者由来
ニューロンではオートファジーマーカーで
ある LC3が過剰に発現していることを確認し
ている。そこで、化合物処理によって、この
オートファジーの異常を是正することがで
きるかを調べる。 
 
【②モデルマウス(β-gal -/-)を用いた in 
vivo での治療薬候補の有効性の評価】 
LC-MS を用いた脳内ガングリオシド量の測
定モデルマウスに治療薬候補を投与後、脳内
ガングリオシド量を前述の LC-MS を用いて
定量し、in vivo でも GM1 ガングリオシド 蓄
積を軽減する作用があるかを調べる。 
 
【③候補化合物の作用点についての探索】 
化合物処理後の遺伝子発現変化の網羅的解
析 
候補化合物で処理あり・なし後の患者由来ニ
ューロン、およびモデルマウスに投与あり・
なし後の脳組織を採取し、トータル RNA を抽
出する。この RNA を、RT-qPCR を用いて、化
合物処理あり・なしで、発現量に差ある遺伝
子群を解析し、候補化合物がどのような遺伝
子群に影響しているのかを探索する。 
 
４．研究成果 
 まず in vivo 系においては、ＢＫＯマウス
に新規治療薬候補化合物を７日間腹腔内投
与後、脳をサンプリングし、ガングリオシド
を抽出、LC-MS を用いて定量した。投与した
マウス群は、コントロールのマウス群に比べ、

有意な GM1ガングリオシド量の減少がみられ
た。 
このことから、我々が発見した候補化合物は、
マウスの血液脳関門を通過し、脳内に過剰に
蓄積したＧＭ1ガングリオシド量を低下さ 
せることが分かった。 
 

次に、FM1-43 を用いた患者ニューロンのシ
ナプス前終末の機能に候補化合物が影響す
るかを調べた。患者 iPS 細胞から神経幹細胞
まで分化させ、さらにこれらの細胞をニュー
ロンまで誘導させる。ニューロンまで分化さ
せる際、候補化合物を添加しながら分化誘導
させるものと、添加せずに誘導するものと分
け、６０日間培養した。その後、FM1-43 で処
理し、シナプス前終末の機能を解析した。そ
の結果、化合物未処理の患者ニューロンは健
常者ニューロンに比べ開口放出能が低下し
ているが、化合物処理を行った者ニューロン
は健常者ニューロンと同等までシナプス前
終末の機能が回復していた。このことから、
我々が発見した候補化合物は、患者ニューロ
ンの機能までも回復させることが分かった。 
 

次に、候補化合物の処理あり・なしでＧＭ
1 ガングリオシドの生合成・分解にかかわる
酵素群を網羅的に mRNA レベルで発現量を調
べたところ、NEU1 およびβ-GLU とよばれる
分解酵素の発現が候補化合物の処理によっ
て増加することが分かった。さらに NEU1 お
よびβ-GLU の酵素活性を測定したところ、候
補化合物の処理によって増加することが分
かった。このことから、候補化合物の作用メ
カニズムのひとつとして、ガングリオシド系
の分解経路の酵素である NEU1 およびβ-GLU
を増加させることによって、GM1 ガングリオ
シドを減少させていることが分かった。 
さらに、GM1 ガングリオシドーシスを含む多
くのライソゾーム病で報告のあるオートフ
ァジーの異常について、候補化合物の処理あ
り・なしによって調べたところ、候補化合物
の処理によってオートファジーが促進され
ていることも分かった。 
 

これらのことから、有効性を見出した候補
化合物は、ガングリオシド系の分解経路の酵
素の発現上昇およびオートファジーの促進
という２つのメカニズムを介して作用をし
ているということが示唆された。 
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