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研究成果の概要（和文）：中枢神経症状を伴うβ-Hexosaminidase (Hex)α鎖欠損症（Tay-Sachs病, TSD）及びCatheps
in A欠損症（Galactosiaidosis）を対象とし、ダイレクトリプログラミング法による患者皮膚線維芽細胞からのinduce
d Neuron（iN細胞）の誘導、また患者iPS細胞からの神経細胞の分化誘導を目的として研究を進め、iPS細胞からの大脳
皮質ニューロン（CN）の誘導に成功した。GM2蓄積と栄養因子非存在下での細胞死亢進を伴うTSD-CNへのHex補充により
、蓄積GM2の減少と生存率が回復し、本誘導系は神経病態の解明及び治療効果の評価に有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to establish induced Neurons (iN cells) by direct 
reprogramming from patient fibroblasts and/or induce neurons from the iPS cells derived from the patient 
with lysosomal diseases involving neurological symptoms. We succeeded in inducing cortical neurons (CN) 
from the patient iPS cells with Tay-Sachs disease (TSD, Hexαdeficiency) and cathepsin A (CTSA) 
deficiency, in which their substrate accumulation was observed. The TSD-CN showed lower cell viability in 
the absence of neurotrophic factors, that was restored by normal recombinant Hex enzyme replacement. The 
CN culture system induced from the iPS cells with neurodegenerative lysosomal diseases was considered to 
be useful for studying the neuropathogenesis and evaluating therapeutic approaches.

研究分野：分子病理学・分子治療学
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１．研究開始当初の背景 
リソソーム酵素の単一遺伝子変異に基づく
リソソーム蓄積症（ Lysosomal storage 
disease, LSD）の多くは、神経系での基質の
過剰蓄積が原因で中枢神経症状を発症する。
しかし発症機構は不明の部分が多く、有効な
治療法も無いのが現状である。 
これまで代表者の伊藤は、リソソーム性
-Hexosaminidase（Hex）の遺伝的欠損によ
り脳内 GM2 ganglioside (GM2)等の脳内過
剰蓄積と中枢神経症状を伴う Tay-Sachs 病
（TSD）や Sandhoff 病（SD）、および日本
人種に多い CathepsinA（CTSA）の劣性変異
により、二次的に Neuraminidase-1（NEU1）
が同時欠損し、末端シアル酸含有糖鎖の脳内
蓄積と中枢神経障害を伴うGalactosialidosis
（GS）を対象に、これらの疾患の神経病態の
解明や治療用シーズを開発してきた。本研究
では、通常、生検試料として利用できない患
者由来神経系細胞の代替えとして、ダイレク
トリプログラミング法により、患者線維芽細
胞株から直接神経系細胞を誘導するう技術、
または患者体細胞から樹立した iPS細胞から
神経系細胞を分化誘導する方法の確立を目
的として研究を実施した。また、連携研究者
の浦野らが開発した酸性 pH活性化蛍光プロ
ーブまたは新規人工蛍光基質を用い、患者由
来培養細胞に対し補充する酵素の in vivo イ
メージング法の開発を検討した。 
 
２．研究の目的 
近年、神経症状を伴う LSD（ムコ多糖症 I型
や II型など）に対し、組換え酵素製剤を患者
の脳脊髄液内に投与する、酵素補充療法
（Enzyme replacement therapy, ERT）の臨
床試験が実施されている。我々は、これまで
Hex 欠損に基づく SD モデルマウスに対し、
末端マンノース 6-リン酸（M6P）含有糖鎖
が付加された改変型ヒト Hex を開発し、脳
室（脊髄液）内への同酵素の補充により、神
経系細胞表面の M6P レセプターを介した細
胞内取り込みと蓄積 GM2 の分解、運動機能
の改善と寿命を延長させることに成功して
きた（Tsuji, D. et al. Ann. Neurol., 2011; 
Matsuoka, K. et al. Mol. Ther., 2011, 
Kitakaze, K. et al. J. Clin. Invest., 2016）。
連携研究者の浦野らは、酸性 pH条件下で初
めて蛍光を示す酸性 pH活性化蛍光プローブ
の開発に成功しており（Urano, Y. et al. Nat. 
Med., 2009）、組換えリソソーム酵素とのコ
ンジュゲートを用いることにより、脳実質神
経系細胞内の酸性 pHオルガネラであるリソ
ソームへの輸送イメージングに応用可能と
考えられる。 
しかしこれまでヒト神経系細胞に対するこ
れらの治療用シーズや蛍光プローブの効果
や有用性は検討できていない。最近、分担研

究者の辻は、TSDおよび GS患者由来 iPS細
胞株の樹立に成功しており、同細胞株からの
ヒト神経系培養細胞の分化誘導系を構築で
きれば、患者由来ヒト神経系細胞における病
態や治療用シーズの有効性を検討すること
ができると考えられる。また近年、皮膚線維
芽細胞などの組織体細胞に、複数の転写制御
遺伝子を導入することにより、直接目的の他
の組織細胞へと分化転換できることが報告
されている（Young & Lee, Cell 152, 2013）。
本研究では、GS 患者由来皮膚線維芽細胞株
に、転写因子NGN2 および SOX11遺伝子を
導入することにより神経細胞への分化転換
を図る、ダイレクトリプログラミング法を検
討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ダイレクトリプログラミング法による
GS 患者皮膚線維芽細胞株の神経細胞への分
化転換の試み 
 ヒト CTSAの遺伝的欠損に基づき、糖鎖分
解酵素の NEU1と GLB1（-Galactosidase）
の同時低下と、末端シアル酸含有糖鎖の脳内
過剰蓄積および中枢神経症状を伴う GS患者
由来皮膚繊維芽細胞株に、レンチウイルスベ
クターを用い、ヒト Neurogenin2 (NGN2)
および SOX11 を同時導入し、神経細胞（運
動ニューロンを含む）へのダイレクトリプロ
グラミングを試みた。細胞形態は、線維芽細
胞の紡錘形から、神経突起様構造を含む変動
が観察された。しかし、成熟神経細胞マーカ
ーである-Tubulin III や Neurofilament-L
などを安定発現する神経細胞への分化転換
には至らなかった。 
 
（２）中枢神経症状を伴うリソソーム病患者
皮膚線維芽細胞からの iPS細胞株の樹立と大
脳皮質ニューロンへの分化誘導 
 既に、徳島大倫理委員会の承認を得て、
TSD 患者皮膚線維芽細胞由来 iPS 細胞株の
樹立に成功している。本研究では、早期乳児
型 GS患者由来皮膚線維芽細胞に、センダイ
ウイルスベクターを用いて、山中因子
（OCT3/4, SOX2, KLF4および c-MYC）を
導入し、未分化能と３胚葉への多分化能を併
せもつ GS患者 iPS細胞株を樹立した。また
京都大 iPS研の井上治久教授らが開発した大
脳皮質ニューロン（CN）への分化誘導法
（Kondoh, T. et al. Cell Setm Cell, 2013）に
より、神経細胞への分化誘導を試みた。誘導
開始 56日後には、TSDおよび GS患者 iPS
由 来 細 胞 集 団 は 、 -Tubulin III や
Neurofilament-Lなどの神経細胞マーカーお
よび CTIP2, TBR1 および STAR2 などの大
脳皮質特異的な転写因子を発現していた（図
１）。 



 
またGS-CNでは、Cathepsin AおよびNEU1
活性の同時低下と、末端2,3結合シアル酸の
認識抗体（Anti-2,3Sial）との免疫反応性を
示し、末端シアル酸含有糖鎖の蓄積が観察さ
れた。 
さらに同様の培養条件で、TSD患者 iPS細胞
からの大脳皮質ニューロンへの分化誘導に
も成功した。同培養系に CHO 細胞由来改変
型HexB（mod2B）及び組換え CTSAを投与
したところ、カチオン非依存性 M6P レセプ
ターとの結合を介して取り込まれ、欠損酵素
活性を回復させるとともに、神経栄養因子非
存在下での TSD-CN の神経細胞死を有意に
抑制させることが明らかになった（図２）。 
 

従って、GSおよび TSD患者由来 iPS細胞か
ら分化誘導された培養ヒト大脳皮質ニュー
ロンは、各リソソーム病患者由来の培養神経
細胞モデル系として、神経病態解析や治療用
シーズの有効性評価に利用可能と考えられ
る。 
（３）改変型ヒト Hex鎖遺伝子導入 CHO
細胞株由来高機能型ヒトHexBの細胞内局在
のイメージング 
代表者の伊藤は、ヒト HexA（ヘテロ二
量体）及び HexB（ホモ二量体）の結
晶構造を基に、鎖活性ポケットの触媒部
位アミノ鎖残基 DL（）を、酸
性基質認識・GM2分解に関わる鎖型 NR
（  ） に 、 ま た  鎖 RQNL
（）配列を GSEP（）
に、さらに隣接する LDS（316-318）配列

を SGT（）に置換する改変型ヒト
鎖遺伝子を構築して CHO 細胞に導入し高
発現株を樹立している。また培養上清から発
現産物（改変型 HexB, mod2B）の精製に成
功し、in vitro及び in vivoで GM2分解能お
よび細胞内でプロテアーゼ耐性を示すこと
を明らかにしている。 
 
（４）新規人工蛍光Hex基質及び酸性 pH活
性化蛍光プローブを用いる改変型ヒト HexB
の蛍光イメージング 
CHO 細胞で発現した改変型ヒト HexB
（mod2B）には末端M6P含有 N型糖鎖が複
数付加されており、標的細胞表面の M6P レ
セプターと結合後、エンドサイトーシスによ
り細胞内に取り込まれ、リソソームへと輸送
される。本研究では、東京大院（医学系）の
浦野、浅沼、神谷らが合成に成功した、-Hex
活 性 に 対 す る 新 規 人 工 蛍 光 基 質
HMDER-GlcNAc（細胞膜透過性 Rhodol
誘導体）を用い、SD 患者由来培養皮膚線維
芽細胞に取り込まれリソソーム内に輸送さ
れた mod2B による分解活性を培養系で可視
化することに成功した。 
また浦野らが開発した、酸性 pH活性化蛍光
プローブ（AcidFluorTM ORANGE, AFO）
と精製 mod2B とのコンジュゲートを作製し、
SD 患者由来線維芽細胞の培養系に添加した
ところ、細胞内に取り込まれた後、酸性 pH
のリソソーム内まで輸送され、顆粒状の蛍光
を示すことが明らかになった。従って、本蛍
光プローブ標識された組換えリソソーム酵
素の、細胞外からリソソーム内への輸送イメ
ージングが可能になった。 
 
４．研究成果 
リソソーム酵素の遺伝的欠損に基づき、脳内
基質の過剰蓄積と中枢神経症状を発症する
神経難病のモデル構築と治療法開発・評価へ
の応用を目的とし、Hex 欠損に基づく GM2 
gangliosidosisの一種である Tay-Sachs病お
よびCTSA欠損症Galactosialidosisk患者由
来 iPS細胞株から、大脳皮質ニューロン（CN）
の分化誘導系を構築した。両神経細胞では酵
素欠損に基づく基質蓄積とともに、正常組換
え酵素の投与による酵素活性回復と蓄積脂
質の減少を評価でき、中枢神経症状を伴うリ
ソソーム病患者由来培養神経細胞のモデル
システムとして利用できると考えられた。ま
た酸性 pH活性化蛍光プローブを用いて、細
胞外から細胞内リソソームへの輸送イメー
ジングを可能にする培養システムを構築で
きた。今後、リソソーム蓄積に基づく神経変
性機構やシナプス病態解明および治療法の
有効性評価への応用が期待される。 
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