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研究成果の概要（和文）：この研究では、ゴーシェ病II型患者由来iPS細胞を樹立し、そのiPS細胞から神経細胞
に分化させ、疾患iPS細胞由来の神経細胞が健常者のものとどのように違うのかを機能解析した。ゴーシェ病II
型の神経幹細胞を利用した薬剤スクリーニングシステムを確立し、薬剤ライブラリー（1392種類の化合物）から
GlcSphの蓄積を軽減させる化合物を見つけだした。その発見した化合物の治療薬としての有効性を、ゴーシェ病
II型神経細胞とモデルマウスを用いて解析し、また作用メカニズムの解明も、現在行っている。

研究成果の概要（英文）：In this research, the iPS cells were generated from patients with GD type 
II, and neurons were differentiated from GD type II iPS cells. We compared the function of neurons 
from iPS cells with GD type II and those of neurons from iPSCs with healthy control. Moreover, we 
developed the drug screening system using the neural stem cells (NSCs) with GD type II and found out
 the compound, which can alleviate accumulation of GlcSph, from compounds library (1392 compounds). 
We presently have been analyzing effectiveness of the identified compound in the neurons from iPSCs 
with GD type II and the model mouse for GD type II, and investigating mechanisms of the compound.

研究分野：小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究結果は、プレシナプス機能異常として、SNAREタンパク質の異常が、ポストシナプス機能異常として、
種々のCaイオンチャンネルの異常が考えられ、新たなゴーシェ病II型の表現型を提示するとともに新たな治療タ
ーゲットを示唆するものとなった。また、薬剤スクリーニングによって今回見つけ出した化合物は、この化合物
自体の本来の作用機序とは異なる作用機序によってGlcSphを低下させていると考えられ、新たな薬理学的作用機
序の提示が期待された。さらに、この化合物は、この疾患の治療薬となる可能性だけでなく、この疾患の神経細
胞の新たな治療ターゲットを見出す可能性があることを示唆した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ゴーシェ病は、ライソソーム酵素の酸性β-グルコシダーゼの活性欠損によって、グルコシル

セラミド(GlcCer)からセラミド(Cer)に分解できないために、GlcCer とグルコシルスフィンゴシ

ン(GlcSph)が蓄積する疾患である。血液学的異常，臓器腫大，骨異常を特徴とする。神経症状の

有無および進行によって 3つの臨床的サブタイプがある。I型（または成人型）は非神経型であ

り，II型は乳児型もしくは急性神経型，III 型は若年型または亜急性神経型である。欧米諸国で

は、I型がきわめて多く 98％を占めているが、本邦においては I型、II型、III 型の頻度はほぼ

同じである。II 型は、最重症型であり、広範囲の内臓障害を伴う神経変性が、乳児期に発症し

て急速に進行し生後数年間で死に至る。現在、ゴーシェの治療としては、酵素補充療法（イミグ

ルセダーゼ、ベラグルセラーゼ）、基質削減療法（エリグルスタット）、シャペロン療法（アン

プロキソールが治験中）がある。酵素製剤は血液脳関門を通過することが難しく、基質削減療法

とシャペロン療法も酵素活性が比較的保持されている場合に有効であり、I型や III 型のゴーシ

ェ病には有効であっても、最重症型の II 型のゴーシェ病に有効な治療法はまだ確立されていな

い。従って、日本人に多い II 型のゴーシェ病に有効な治療法を確立することは、極めて重要で

ある。 

 
２．研究の目的 
ゴーシェ病 II型患者由来 iPS 細胞から樹立した神経幹細胞（NSC）を利用した薬剤スクリーニン

グシステムによって、既存の薬剤からライソソーム内の GlcCer と GlcSph の蓄積を軽減する化

合物を見つけだす。さらに、発見した化合物からゴーシェ病 II 型の新規治療薬としての有効性

を、ヒト患者 iPS 細胞由来神経細胞（in vitro）、およびモデルマウス(in vivo)を用いて解析

し、また作用メカニズムについても探索することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1)ゴーシェ病 II 型患者由来のリンパ球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 4因子（KLF4, OCT3/4, SOX2, c-MYC）を導入し、ゴーシェ病 II型患者由来 iPS 細胞を作製

する。 

 

(2) ゴーシェ病 II型患者由来の iPS 細胞を Gibco® PSC Neural Induction Mediumを用いて神

経幹細胞(NSC)へと分化誘導する。また、NSC から神経細胞へ 2か月かけて分化誘導する。 

 

(3）健常者とゴーシェ病 II 型患者から樹立できた iPS 細胞由来の神経細胞を使用して、神経機

能を比較検討する。 

 

(4)健常者とゴーシェ病 II型患者由来 NSC における GlcSph の蓄積量と LAMP1 の発現を比較検討

する。 

 

(5) ゴーシェ病 II 型患者由来 NSC においては、GlcSph の蓄積量と LAMP1 の発現が亢進してい

る。この両者をマーカーにして、ゴーシェ病II型患者由来NSCにおいてGlcSphの蓄積量とLAMP1

の発現量を減少させる薬剤を、既存の薬剤ライブラリー（プチスクリーニング 2014; シグマ ア

ルドリッチ、天然生理活性物質ライブラリー; シグマ アルドリッチ、理化学研究所の橋爪氏ら

が作成した化合物ライブラリー)から見つけ出す。 

 



(6)健常者とゴーシェ病 II 型患者から樹立できた iPS 細胞由来の神経細胞に、薬剤ラブラリー

から見つけ出した有効化合物を作用させて、有効化合物によって違いのあった神経機能が改善

するか検討する。 

 

(7) ゴーシェ病 II 型モデルマウスを獲得または確立し、ゴーシェ病 II 型モデルマウスの脳内

に GlcCer または GlcSph 量が蓄積していることを LC/MS を使用して検討する。有効化合物投与

により脳内の GlcCer または GlcSph の蓄積量が減少することを確認する。 

 

４．研究成果 

(1) ゴーシェ病 II 型患者由来のリンパ球に 4因子（KLF4, OCT3/4, SOX2, c-MYC）を搭載した

センダイウイルスベクターを用いて、ゴーシェ病 II 型患者由来の iPS 細胞を獲得した(図 1)。

また、ゴーシェ病 II型患者 2名、ゴーシェ病 III 型患者 1名の計 3名から樹立した。 

 

図１. ゴーシェ病 II型患者由来の iPS 細胞の樹立 

A. ゴーシェ病 II 型患者由来の iPS 細胞の遺伝子発現

（RT-PCR） 

B. ゴーシェ病II型患者由来のiPS細胞の pluripotency 

marker の染色 

                           

 

 

 

(2) ゴーシェ病 II型患者の 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(図 2A)。ゴーシェ病 II 型患者の NSC は、健常者の NSC に比べて病

気の責任酵素である酸性β-グルコシダーゼの活性が顕著に低下していた(図 2B)。また、NSC か

ら神経細胞へ 2 か月かけて分化誘導した(図 2C)。ゴーシェ病 II 型患者の神経細胞では、α-

synuclein が顕著に蓄積していた(図 2C)。 

                        

図2. ゴーシェ病II型 iPS細胞からの神経幹細

胞と神経細胞の樹立 

A. ゴーシェ病 II型患者神経幹細胞の遺伝子発

現（RT-PCR） 

B. ゴーシェ病 II型患者神経幹細胞（NSC）にお

ける NSC marker の免疫染色 

C. ゴーシェ病 II型患者神経幹細胞（NSC）にお

ける酸性β-グルコシダーゼ酵素活性レベル 

D. ゴーシェ病 II型患者神経細胞における神経

細胞の免疫染色 

 

 

 

 

(3）健常者とゴーシェ病 II 型患者の神経細胞において、Fluo 4-AM と FM1-43 の蛍光プロープを

用いたイメージング機能解析を行った。Fluo 4-AMを用いた細胞内のカルシウムシグナル伝達は、

ゴーシェ病 II型の患者由来 iPS 細胞から分化させた神経細胞において、カルシウムシグナル伝

達が健常者 iPS 細胞由来の神経細胞よりも亢進していることが確認できた(図 3A)。さらにカル

シウムシグナル伝達の亢進について、カルシウムイオンチャンネルにフォーカスを充てて qPCR

A. B. 

A. 

B. 

C. 



にて遺伝子発現の解析とウエスタンブロットは行った。NMDA 型グルタミン酸受容体と AMPA 型グ

ルタミン酸受容体の発現が、ゴーシェ病 II型患者 iPS 細胞由来の神経細胞では、亢進している

ことが示唆された(図 3B)。また、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 FM1-

43 を使用して、シナプス前終末における開口放出能がゴーシェ病 II型患者 iPS 細胞由来の神経

細胞で顕著に低下していた(図 3C)。さらに、SNAP25 や Syntaxin 1a などのシナプス前終末の機

能にかかわる SNARE COMPLEX の遺伝子発現がゴーシェ病 II 型患者 iPS 細胞由来の神経細胞で低

下していた(図 3D)。 

 

 

図 3. ゴーシェ病 II型患者の神経細胞の機能解析 

A. ゴーシェ病 II型患者の神経細胞の Fluo-4 (Calcium fluorescence probe) イメージング 

B. ゴーシェ病 II型患者の神経細胞の遺伝子発現（qRT-PCR） 

C. ゴーシェ病 II型患者の神経細胞の FM-143 イメージング 

D. ゴーシェ病 II型患者の神経細胞の遺伝子発現（qRT-PCR） 

 

(4)ゴーシェ病 II 型患者由来 NSC の LAMP1 の発現は、健常者由来 NSC に比べて遺伝子とタンパ

クの両者において発現が亢進していた（図 4）。さらに、GlcSph の蓄積量も健常者由来 NSC より

もゴーシェ病 II型患者由来 NSC において増加していた。 

 

図 4. ゴーシェ病 II 型患者の神経幹細

胞における LAMP1 の発現 

 

（NSC）における LAMP１の免疫染色 

B. ゴーシェ病 II 型患者神経幹細胞

（NSC）における亢進した LAMP１のタン

パク発現 

C. ゴーシェ病 II 型患者神経幹細胞

（NSC）における亢進した LAMP１の遺伝

子発現（qRT-PCR） 

 

 

 

(5)ゴーシェ病 II型患者由来 NSC において、プチスクリーニング 2014; シグマ アルドリッチお

よび理化学研究所の橋爪氏らから提供していただいた化合物ライブラリーの化合物 合計 1392

種類の化合物で薬剤スクリーニングを行ない、その中から LAMP1 の発現が低下した化合物は、約

120 種類ほどあった。さらに、二次スクリーニングとして、スクリーニングの検体数を増やすこ

とで、最終的に 8種類の化合物まで絞りことができた。これらの 8種類の化合物のうち、複数の

薬剤で薬理学的に影響を与えている経路（KEGG）としては Calcium signaling pathway、

Neuroactive ligand-receptor interaction、Vascular smooth muscle contraction が関与して

A. B. C. D. 

A. 

B. C. 



いた。さらに、LC/MS でゴーシェ病 II 型患者由来 NSC の GlcSph の含有量を低下させる 1つの化

合物を同定できた (図 5)。 

 

図 5．ゴーシェ病 II型患者の神経幹細胞にお

いて GlcSph の蓄積を低下させた薬剤の同定 

 

 

 

 

 

 

(6)健常者とゴーシェ病 II 型患者から樹立できた NSC から神経細胞への分化誘導の過程で、薬

剤ライブラリーから見つけ出した有効化合物を作用させた。rhGBA(酵素補充)により、低下して

いたプレシナプス機能と亢進していたポストシナプス機能は、改善するが、化合物添加によるゴ

ーシェ病 II 型患者神経細胞のプレシナプス機能とポストシナプス機能の評価は現在行っている。 

 

(6)ゴーシェ病 II型モデルマウス（B6 マウス（Gba flox/flox と Gba flox/+-Nestin Cre/+と

の交配マウス））をイスラエルの Weizmann Institute of Science の Prof. Tony Futerman から

入手した。生後 10 日から 14 日後に発症する。発症の状態は、ふらつき、全身性の間代性けいれ

んまたは強直間代性けいれんを呈し、進行性で、最終的に飲食できずに、生後 3 週で死亡した

（図 7）。ゴーシェ病 II 型モデルマウスの脳内の GlcCer または GlcSph 量は、まだ測定できてお

らず、有効化合物投与により脳内の GlcCer または GlcSph の蓄積量が減少するかどうかの検討

も、今後行わなければいけない。 

 
   

図 6．神経型(II 型)ゴーシェ病モデルマウス 

A. けいれん発作発症中の神経型(II型)ゴーシ

ェ病モデルマウス 

B. 神経型(II型)ゴーシェ病モデルマウスのジ

ェノタイプ 
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