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研究成果の概要（和文）：　GM2ガングリオシドーシスは、リソソーム酵素であるHexの欠損に基づき、GM2ガングリオ
シドが過剰蓄積して発症する常染色体劣性遺伝病であり、中枢神経症状を伴うリソソーム病である。
　本研究では、本疾患における神経細胞死の解明を目指し、患者由来iPS細胞等を用いてシグナル異常の解明を行うこ
とを目的とした。その結果、病態ではPI3K経路の低下により、mTORC1不活性化が起こり、引き続いてオートファジーが
亢進していた。また、神経症状を伴うリソソーム病モデルマウス脳でTFEBの活性化が観察された。これらはHexの酵素
補充により回復した。以上より、本疾患における細胞死に関わるシグナルの解明が行えた。

研究成果の概要（英文）： GM2 gangliosidoses are lysosomal β-hexosaminidase (Hex) deficiency involving 
excessive accumulation of undegraded substrates, including GM2 ganglioside, and progressive 
neurodegeneration.
 In this study, we generated iPS cell from Tay-Sachs disease (TSD) patient fibroblast, and demonstrated 
the abnormalities of signaling in TSD neurons. We found differences in PI3K and autophagy signaling in 
GM2 gangliosidosis model when compared to normal control. In addition, we observed activation of TFEB in 
lysosomal storage disorders model mice with neuronal manifestations. These results suggest that mTORC1 
inactivation and the increase of autophagy were dependent on down-regulation of PI3K signaling. 
Furthermore, replacement of Hex rescued abnormal signaling in GM2 gangliosidosis models. These findings 
may represent a mechanism in linking cell death observed in GM2 gangliosidosis neurons.

研究分野： 病態生化学

キーワード： リソソーム　オートファジー　糖脂質　リソソーム病　iPS細胞
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１．研究開始当初の背景 

リソソーム病は、リソソームに存在する糖
質加水分解酵素の欠損により、その酵素が認
識する生体内基質が過剰に蓄積して全身性
に臓器障害を伴う先天性代謝異常症である。
現在約 40 種類の疾患が存在し、その発生頻
度は 1万に 1人と考えられており、さらに有
効な治療法が殆ど存在しないため、我が国に
おいても特定疾患（難病）指定されている。
リソソーム病において、中枢神経症状を惹起
する疾患は多くの割合を占めており、各リソ
ソーム酵素の欠損に基く疾患で蓄積してい
る生体内基質が異なっているにも関わらず、
多くの疾患で精神運動発達遅滞やてんかん
など良く似た臨床症状を呈することが知ら
れている。このことは、過剰蓄積が起こった
リソソームから何らかの異常シグナルが細
胞内に伝達され、神経変性を含む脳内環境の
破綻が起こり、その結果として神経機能の異
常を起こしていることを示唆している。しか
しながら、疾患における神経機能と生体内基
質蓄積との関係に関する研究は殆ど行われ
ていないのが現状であり、リソソーム病の神
経機能異常メカニズムは不明である。 

申請者は、これまでリソソーム病の発症機
構の解明とその治療法開発のための基礎研
究に従事してきた。特に中枢神経症状を惹起
する代表的なリソソーム病である GM2 ガン
グリオシドーシスモデルマウス（Sandhoff 病
モデルマウス：SD マウス）を用いてケモカ
インの発現変動を解析し、脳において
Macrophage inflammatory protein-1α（MIP-1α）
が特異的に増大し、ミクログリアやアストロ
サイトなどのグリア細胞が活性化している
ことを明らかにした。また SD マウス脳由来
グリア細胞における MIP-1α の異常発現機構
の解明や増殖に関与するシグナル伝達機構
の研究を行ってきた。これらの研究において、
SD マウス由来ミクログリアでの MIP-1 α の
異常産生機構、アストロサイトの異常増殖に
関与するシグナル伝達機構、そして脳内酵素
補充により小脳において MIP-1α の産生抑制
と運動改善を明らかにした。また単球系の細
胞が脳から分泌された MIP-1α により誘因さ
れ、生体内基質蓄積がその走化性を増大させ
ることを明らかにしている（論文投稿準備
中）。これらの成果は、SDマウス脳内におい
て生体内基質蓄積により、グリア細胞が活性
化することで神経細胞機能の異常を促進し、
病態の進行に深く関与していることを示し
ている。 

以上のことから、中枢神経症状を惹起する
リソソーム病は、神経細胞をはじめとする脳
内の細胞への生体内基質過剰蓄積により、神
経機能の異常やグリア細胞からのケモカイ
ンなどの病態促進因子の放出を伴い、脳内環
境の破綻を起こしており、これらのメカニズ
ムを解明することはリソソーム病の病態解
明及び治療にとって重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、既に樹立している SD マウス
由来グリア細胞株（アストロサイト、ミクロ
グリア、オリゴデンドロサイト前駆細胞）及
び核移植 ES 細胞から分化させた神経細胞を
用いて、各細胞間の恒常性維持及び破綻機構
を in vitroで解明し、さらに in vivo での正常
酵素の補充による効果を、蛍光プローブを用
いてイメージング解析を行い、正常化したグ
リア‐神経の脳内環境と機能回復との関係
を明らかにし、最終的に患者由来 iPS 細胞か
ら分化させた各神経系細胞で再現を試みる
ことを目的とし、下記の実験を行った。 

 

（1）リソソーム病モデルマウス及び脳由来
神経系細胞を用いた細胞内異常シグナル鍵
因子の特定 

（2）脳内酵素補充による正常化と蛍光イメ
ージングによる神経機能不全と病態との関
係を解明 

（3）患者由来 iPS細胞から分化させた神経系
細胞を用いた神経‐グリア間の脳内環境破
綻モデルの構築 

 

３．研究の方法 

（1）リソソーム病モデルマウス及び脳由来
神経系細胞を用いた細胞内異常シグナル鍵
因子の特定 

 神経症状を呈するリソソームのモデルマ
ウス（GM2ガングリオシドーシス、ムコ多糖
症ⅢA型、多種スルファターゼ欠損症）を用
いて、リソソームの生合成のマスター遺伝子
である Transcription factor EB (TFEB)の発現・
局在について解析を行った。また mTORC1

をはじめとするオートファジーに関連する
シグナル伝達経路についても解析を行った。 

 

（2）脳内酵素補充による正常化と蛍光イメ
ージングによる神経機能不全と病態との関
係を解明 

 GM2 ガングリオシドーシスモデルである
Sandhoff 病モデルマウスに対して、改変型
HexB の脳室内酵素補充を行い、蓄積基質の
改善と治療効果（ロータロッドによる運動機
能及び寿命）を検討した。また蛍光プローブ
を用いて酵素の局在解析を行った。 

 

（3）患者由来 iPS細胞から分化させた神経系
細胞を用いた神経‐グリア間の脳内環境破
綻モデルの構築 

GM2 ガングリオシドーシスである
Tay-Sachs 病の患者由来皮膚線維芽細胞に対
して、Yamanaka 因子（OCT3/4、SOX2、KLF4、
c-MYC）をセンダイウィルスベクターにより
遺伝子導入し、iPS 細胞の樹立を行った。さ
らに樹立した iPS 細胞から神経細胞の分化誘
導を行い、マイクロアレイ解析を行った後、
PI3Kシグナル経路について解析を行った。 

 

 



４．研究成果 

（1）リソソーム病モデルマウス及び脳由来
神経系細胞を用いた細胞内異常シグナル鍵
因子の特定 

 神経変性を引き起こすリソソームのモデ
ルマウス（GM2ガングリオシドーシス、ムコ
多糖症ⅢA型、多種スルファターゼ欠損症）
及びコントロールのマウス（野生型及び
Pompe 病）の脳切片を用い、リソソームの生
合成のマスター遺伝子である Transcription 

factor EB (TFEB)に対する抗体を用いて免疫
組織化学を行った結果、野生型及び神経症状
が出ない Pompe 病モデルマウスの脳では、
Tfebは細胞質に局在しているのに対し、神経
症状を引き起こすリソソーム病モデルマウ
スの脳では Tfeb は核に局在していることが
明らかになった（①）。 

 

①リソソーム病モデルマウスの脳における
Tfebの局在解析 

 

さらに Tfeb の遺伝子発現が亢進している
かを調べるために Tfeb プロモーターの下流
に LacZ を連結したトランスジェニックマウ
スと Sumf1 ノックアウトマウス（多種スルフ
ァターゼ欠損症モデル）を交配し、脳切片を
用いて X-Gal 染色を行った結果、野生型では
観察されない青いシグナルが多種スルファ
ターゼ欠損症モデルマウスの脳全体で観察
され、Tfebの Up-regulation が起こっているこ
とが明らかになった（②）。 

 

②多種スルファターゼ欠損症モデルマウス
の脳における Tfeb発現上昇 

 

また Tfeb が発現している細胞を調べるた
めに X-Gal 染色と細胞型マーカーを用いた 2

重染色を行った結果、多種スルファターゼ欠
損症モデルマウスの脳において、Tfeb の
Up-regulation はニューロン及びミクログリア
で起こっていることが明らかになった（③）。 
 

③Tfeb 発現細胞の特定 

 

 以上の結果から、神経症状を呈するリソソ
ーム病の脳において Tfeb が活性化している
ことが明らかになった。 

 

 次に Tfeb を活性化するシグナルを特定す
るために、Tfeb のリン酸化を行っている
mTORC1 を調べた。その結果、Sandhoff 病モ
デルマウスの各脳領域において、mTORC1 の
標的である p70S6K のリン酸化が野生型と比
較して減少していることが明らかになった
（④）。 

 

④ Sandhoff 病モデルマウス脳における
mTORC1 活性の低下 

 

 mTORC1 の低下により、オートファジーの
亢進が起こっていると考えられるため、LC3

の発現解析を行った。その結果、神経症状を
呈する Sandhoff病及び多種スルファターゼ欠
損症のモデルマウス脳において、LC3Ⅱのバ
ンドが増大しており、オートファジーの亢進
が示唆された（⑤）。 

 

 

 

 



⑤リソソーム病モデルマウス脳におけるオ
ートファジーの亢進 

 

 以上の結果より、神経症状を呈するリソソ
ーム病の脳では、mTORC1 の活性低下により、
Tfeb の活性化とオートファジーの亢進が起
こっていることが明らかになった。 

 

（2）脳内酵素補充による正常化と蛍光イメ
ージングによる神経機能不全と病態との関
係を解明 

 GM2 ガングリオシドーシスモデルである
Sandhoff 病モデルマウスに対して、改変型
HexB の脳室内酵素補充を行い、蛍光プロー
ブを用いて酵素の局在解析を行った。その結
果、脳のいたるところで酵素が検出され、低
下していた酵素活性が回復した（⑥）。 

 

⑥蛍光プローブを用いた脳内酵素補充のイ
メージング 

 

（3）患者由来 iPS細胞から分化させた神経系
細胞を用いた神経‐グリア間の脳内環境破
綻モデルの構築 

リソソーム病モデルマウスの脳において
異常シグナルが存在することが明らかとな
ったため、神経細胞モデルでシグナル伝達解
析を行うために Tay-Sachs 病の患者由来皮膚
線維芽細胞に対して、Yamanaka 因子（OCT3/4、
SOX2、KLF4、c-MYC）をセンダイウィルス
ベクターにより遺伝子導入し、iPS 細胞の樹
立した（⑦）。 

 

⑦Tay-Sachs 病患者由来 iPS 細胞 

 

 さらに樹立した iPS 細胞に対して神経分化
誘導を行い、各神経系マーカーで染色した結
果、大脳皮質マーカーである TBR1 陽性の神
経細胞が獲得でき、グリア細胞は殆ど存在し
なかった（⑧）。 

 

⑧Tay-Sachs病患者由来 iPS細胞から分化誘導
した神経細胞 

 

 これらの神経細胞を用いてマイクロアレ
イ解析を行った結果、PI3Kサブユニットの遺
伝子発現が Tay-Sachs 病患者由来神経細胞で
低下していることが明らかになった（⑨）。 

 

⑨Tay-Sachs 病患者由来神経細胞におけるマ
イクロアレイ解析 

 

 また、Tay-Sachs 病患者由来神経細胞におけ
る PI3K 発現の低下は Hex 酵素補充により回
復したことから、蓄積生体内基質による異常
であることが明らかになった（⑩）。 

 

 



⑩定量的 PCRによる PI3K発現解析 

 

最後にウェスタンブロットにより PI3K シ
グナル経路を調べた結果、Tay-Sachs 病患者由
来神経細胞においてリン酸化 PDK1、リン酸
化AktそしてmTORC1の活性が低下している
ことが明らかになった（⑪）。 

 

⑪Tay-Sachs 病患者由来神経細胞における
PI3Kシグナリング解析 

 

 以上の結果より、Tay-Sachs 病患者由来神経
細胞では、PI3Kの発現低下により、その下流
のシグナルに異常があり、結果として
mTORC1 の活性低下が起こっていた。このシ
グナル異常により、オートファジーの活性化
が引き起こされ、結果として神経細胞死を起
こしていると考えられる。 
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