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研究成果の概要（和文）：リソソーム性β-Hexsosaminidase（Hex）Aの遺伝的欠損に基く脳内GM2ガングリオシド（GM2
）蓄積症における細胞内トラフィック異常の解明と細胞外からの組換えHexのリソソームへの輸送促進技術の開発研究
を実施した。また世界に先駆けて患者体細胞からのiPS細胞の樹立と神経細胞への分化誘導、蓄積GM2分解に基く組換え
Hexの補充効果の評価に成功した。さらに人工蛍光基質Rhodol β-GlcNAcや酸性pH活性化蛍光プローブRh-PMを用い、疾
患モデル細胞及びマウス脳内に補充された組換えHexのin vivoイメージング法を確立した。

研究成果の概要（英文）：We studied on intracellular traffic abnormality in lysosomal beta-hexosaminidase (
Hex) deficiencies including Tay-Sachs disease (TSD) and Sandhoff diseases (SD) to develop novel enzyme rep
lacement therapy based on techniques to promote delivery of recombinant Hex to lysosomes when extracellula
rly administrated. We developed modified Hex with high content of mannose 6-phospahte (M6P) residues, whic
h were efficiently incorporated by disease-model cultured cells via cell surface M6P receptors. In additio
n, we established an iPS cell line derived from a TSD patient, and examined conditions under which neural 
cells including neural stem cells (NSC) and neural progenitor cells (NPC) could be induced from the TSD iP
S cells. Furthermore, we developed novel fluorescent probes including Rhodol beta-GlcNAc as an artificial 
substrate for intracellular Hex activity and acidic pH-activatable fluorescent Rh-PM for in vivo imaging t
o detect lysosomal distribution of recombinant Hex. 
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1. 研究開始当初の背景 

GM2 ガングリオシド（GM2）の分解代謝に関わ

るリソソーム酵素-Hexosaminidase（Hex）A(

ヘテロ二量体)を構成する及び鎖をコードする

HEXA及び HEXBの遺伝子変異が原因で、脳内 GM2

の過剰蓄積と中枢神経症状を伴う常染色体劣性遺

伝病 Tay-Sachs病（TSD）と Sandhoff病（SD）が

発症する。従来、これらの GM2 蓄積症に対して

有効な根本治療薬はない。しかし近年、ムコ多糖

症１型などの末梢症状を主症状とする一部のリソ

ソーム病（６種）に対し、細胞表面の Mannose 

6-phosphate (M6P)レセプターをデリバリー標的

として哺乳類培養細胞で生産する組換えヒト酵素

を定期的に静脈内投与する酵素補充治療法などが

臨床応用されている。また血液脳関門を透過でき

ない組換え酵素を脳脊髄液内に投与する治験が中

枢症状を示すリソソーム病に対して進行中である。

そこで本研究では、Hex欠損症（TSDや SD）に

対する新しい酵素補充療法と患者由来 iPS細胞を

利用する新規評価系の構築を目指し研究を進めた。 

 

2. 研究成果の目的 

（１）現行のリソソーム病に対する酵素補充療法

は、哺乳類培養細胞株で発現するリソソーム酵素

に特異的に付加される末端M6P含有糖鎖と、患者

の各組織細胞表面に存在するカチオン非依存性

M6P レセプターとの結合を介した細胞内取り込

みとリソソームへの輸送原理に基いている。しか

し患者細胞内ではリソソームへのトラフィック停

滞などの異常や当該組換え酵素の定期・継続的な

静脈内投与による中和抗体産生などの副作用が惹

起される。これらの問題を克服するためには、治

療用酵素の細胞内取り込み及びリソソームへの輸

送効率や体内安定性を高め、一回有効投与量を減

少させる必要がある。本研究では、HexA（ヘ

テロ二量体）を構成する鎖の一部を鎖型に改変

し、GM2分解能と高い熱安定性を示し、かつ TSD

患者に対しては低抗原性が期待できる改変型ヒト

HexB（’’ホモ二量体）を恒常発現する哺乳類細

胞 CHO 株を樹立し、培養液中に分泌される組換

え Hexの精製法を確立する。また徳島大疾患酵素

学研究センターの真板との連携で、精製酵素の X

線結晶構造を解明する。 

（２）中枢神経症状を伴う GM2 蓄積症患者の脳

組織を臨床検体として基礎研究に利用することは

倫理的に不可能であり、また疾患モデルマウスで

は糖脂質分解代謝経路が異なるなどの種差に基づ

く研究上の障害がある。そこで利用可能な患者由

来皮膚線維芽細胞から iPS細胞を樹立し、さらに

神経系細胞を分化誘導して、ヒト神経系に対する

組換えHexの有効性・安全性を評価するシステム

を構築する。 

（３）GM2蓄積症患者由来培養細胞や疾患モデル

マウス脳内での、リソソームへのトラフィック異

常メカニズムを解明し、また細胞外から投与する

組換え酵素のリソソームへのデリバリーを追跡、

さらに輸送効率を高める化合物のスクリーニング

系の開発を目的として、連携研究者である東京大

院・医学系研究科の浦野らが開発した、Hex に対

する人工蛍光基質や酸性 pH 活性化蛍光プローブ

を用いる in vivo 蛍光イメージング技術を開発す

る。 

 

3. 研究の方法 

（１）ヒト野生型HexA（）とHexB（ホモ

二量体）の X 線結晶構造を基に、鎖のアミノ酸

残基の一部を型に改変した HEXB 遺伝子を恒常

発現する CHO細胞株を樹立し、培養上清から、末

端 M6P 含有糖鎖をもつ改変型ヒト HexB を、色

素吸着、Phos-tag及びイオン交換カラムクロマト

グラフィー等を用いて精製し、GM2蓄積症モデル

に対する補充効果を検討する。 

（２）GM2蓄積症患者由来皮膚線維芽細胞に対し、

センダイウイルスベクターを用いて４種のリプロ
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分化マーカー（

胚葉系細胞への分化誘導及びテラトーマ形成を指

標にする多分化能を評価する

rosette または

胞への分化誘導法

組換えヒト

検討する。 

（３）細胞外から取り込まれた組換え

ソームへの輸送を可視化するため、疾患モデル細

胞の培養液に人工蛍光基質

酸性pH活性化プローブ

ヒト Hexを投与し、細胞内に取り込

酸性 pHのリソソーム

のイメージングを行う。

 

4. 研究成果

（１）鎖の一部を

恒常発現する

約 0.1gの前駆体タンパクの産生能を有し、３段階

クロマトグラフィーにより

34mgの精製と

また患者組織内への取り込みに必要な末端

M6P 残基を含む

みを精製する方法を確立し、精製酵素を

培養線維芽細胞

投与したところ、

ームまで輸送され、

蓄積基質の減少

下の遅延や寿命の延長などの有効性

（２）センダイウイルスベクターを用い

山中因子を

に導入し、未分化マーカーとしての内因性の

OCT3/4, SOX2, KLF4, NANOG

SSEA4を恒常発現し、また３胚葉系細胞への分化

能、SCID マウス精巣内移植によりテラトーマ形

成能をもつ患者由来

グラミング因子（OCT3/4, SOX2, KLF4

）を導入して iPS

分化マーカー（NANOG

細胞への分化誘導及びテラトーマ形成を指

標にする多分化能を評価する

または Neurosphere

胞への分化誘導法を構築し、

組換えヒトHexA及び改変型

 

細胞外から取り込まれた組換え

ソームへの輸送を可視化するため、疾患モデル細

胞の培養液に人工蛍光基質

活性化プローブ

を投与し、細胞内に取り込

のリソソーム内

のイメージングを行う。

研究成果 

鎖の一部を鎖型に改変したヒト

恒常発現する CHO細胞

前駆体タンパクの産生能を有し、３段階

クロマトグラフィーにより

の精製と X線結晶構造の解明に成功した

また患者組織内への取り込みに必要な末端

残基を含む N 型糖鎖をもつ改変型

する方法を確立し、精製酵素を

培養線維芽細胞や疾患モデルマウス脳室内

与したところ、標的細胞内に取り込まれリソソ

ームまで輸送され、GM2

減少、またモデルマウスの運動機能低

寿命の延長などの有効性

（２）センダイウイルスベクターを用い

山中因子を GM2 蓄積症患者由来皮膚線維芽細胞

に導入し、未分化マーカーとしての内因性の

OCT3/4, SOX2, KLF4, NANOG

を恒常発現し、また３胚葉系細胞への分化

マウス精巣内移植によりテラトーマ形

成能をもつ患者由来 iPS

OCT3/4, SOX2, KLF4

iPS細胞株の樹立を試み

NANOG, SSEA-4等）の発現、三

細胞への分化誘導及びテラトーマ形成を指

標にする多分化能を評価する。また

Neurosphere を経由する神経系細

を構築し、GM2等の基質蓄積や

及び改変型 HexB

細胞外から取り込まれた組換え

ソームへの輸送を可視化するため、疾患モデル細

胞の培養液に人工蛍光基質Rhodol 

活性化プローブRh-PMで標識した組換え

を投与し、細胞内に取り込

内へと輸送された

のイメージングを行う。 

鎖型に改変したヒト

細胞株は、培養上清

前駆体タンパクの産生能を有し、３段階

クロマトグラフィーにより培養上清

線結晶構造の解明に成功した

また患者組織内への取り込みに必要な末端

型糖鎖をもつ改変型

する方法を確立し、精製酵素を

や疾患モデルマウス脳室内

細胞内に取り込まれリソソ

GM2やアシアロ

、またモデルマウスの運動機能低

寿命の延長などの有効性

（２）センダイウイルスベクターを用い

症患者由来皮膚線維芽細胞

に導入し、未分化マーカーとしての内因性の

OCT3/4, SOX2, KLF4, NANOG

を恒常発現し、また３胚葉系細胞への分化

マウス精巣内移植によりテラトーマ形

iPS細胞株の樹立に

OCT3/4, SOX2, KLF4 及び

細胞株の樹立を試み、未

等）の発現、三

細胞への分化誘導及びテラトーマ形成を指

。また Neural 

を経由する神経系細

等の基質蓄積や

HexBの補充効果

細胞外から取り込まれた組換え Hexのリソ

ソームへの輸送を可視化するため、疾患モデル細

Rhodol -GlcNAc及び

標識した組換え

を投与し、細胞内に取り込まれ、さらに

へと輸送されたHex活性

鎖型に改変したヒト HexB

培養上清 1L当たり

前駆体タンパクの産生能を有し、３段階

培養上清 1L から

線結晶構造の解明に成功した

また患者組織内への取り込みに必要な末端

型糖鎖をもつ改変型 HexB

する方法を確立し、精製酵素を患者由来

や疾患モデルマウス脳室内に一回

細胞内に取り込まれリソソ

やアシアロ GM2などの

、またモデルマウスの運動機能低

寿命の延長などの有効性を示した。

（２）センダイウイルスベクターを用いて４種の

症患者由来皮膚線維芽細胞

に導入し、未分化マーカーとしての内因性の

OCT3/4, SOX2, KLF4, NANOG, c-MYC 及び

を恒常発現し、また３胚葉系細胞への分化

マウス精巣内移植によりテラトーマ形

細胞株の樹立に成功した

及び

、未

等）の発現、三

細胞への分化誘導及びテラトーマ形成を指

Neural 

を経由する神経系細

等の基質蓄積や

の補充効果を

のリソ

ソームへの輸送を可視化するため、疾患モデル細

及び

標識した組換え

まれ、さらに

活性

HexBを

当たり

前駆体タンパクの産生能を有し、３段階
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線結晶構造の解明に成功した。 

また患者組織内への取り込みに必要な末端

HexB の

患者由来

一回

細胞内に取り込まれリソソ

などの

、またモデルマウスの運動機能低

を示した。 

４種の

症患者由来皮膚線維芽細胞

に導入し、未分化マーカーとしての内因性の

及び

を恒常発現し、また３胚葉系細胞への分化

マウス精巣内移植によりテラトーマ形

成功した

（図１

また同患者

Rosette

細胞を誘導する分化条件を確立した。

週後の患者由来神経

であったが、

と、神経細胞表面の

して細胞内に取り込まれ、

GM2

になった

（３）
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質分解が起こり、

一方、

光はほとんど検出されなかった。しかし
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また酸性

改変型
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Hex
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さらに
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（図１）。 

また同患者

Rosette 形成及び神経前駆

細胞を誘導する分化条件を確立した。

週後の患者由来神経

であったが、高

と、神経細胞表面の

して細胞内に取り込まれ、

GM2を減少させる（有効性を示す）ことが明らか

になった。 

（３）健常者及び

の培養液に人工蛍光基質

一定時間負荷

質分解が起こり、

一方、Hex活性がほぼ完全欠損する

光はほとんど検出されなかった。しかし

Hexを補充する

分解に基づく蛍光が検出された。

また酸性pH活性化プローブ

改変型ヒトHex

粒状蛍光が観察され、酸性

Hex輸送のイメージングが可能になった。改変型

HexBをSDマウスの脳室内に投与した場合にも、

脳全体へのHex

さらにSDマウス骨髄由来単球系細胞株における

PI3 kinase（PI3K

つ改変型HexB

化を明らかにし、

また同患者 iPS 細胞から、胚葉体、

形成及び神経前駆

細胞を誘導する分化条件を確立した。

週後の患者由来神経細胞では

高 M6P 含有ヒト

と、神経細胞表面のM6Pレセプターとの結合を介

して細胞内に取り込まれ、

を減少させる（有効性を示す）ことが明らか

健常者及びGM2蓄積症

の培養液に人工蛍光基質Rhodol 

負荷することにより、正

質分解が起こり、強い細胞内蛍光が

活性がほぼ完全欠損する

光はほとんど検出されなかった。しかし

を補充するとリソソーム

蛍光が検出された。

活性化プローブ

HexBを投与すると、

粒状蛍光が観察され、酸性

輸送のイメージングが可能になった。改変型

マウスの脳室内に投与した場合にも、

Hex活性の分布が観察された。

マウス骨髄由来単球系細胞株における

PI3K）の発現亢進と

HexBのリソソームへの輸送

化を明らかにし、GM2蓄積症由来単球系細胞にお

細胞から、胚葉体、

形成及び神経前駆細胞を経て、成熟神経

細胞を誘導する分化条件を確立した。

では GM2 の蓄積が顕著

含有ヒト HexA

レセプターとの結合を介

して細胞内に取り込まれ、Hex 活性の回復と蓄積

を減少させる（有効性を示す）ことが明らか

蓄積症患者由来線維芽細胞

Rhodol -GlcNA

することにより、正常

強い細胞内蛍光が観察された。

活性がほぼ完全欠損するSD

光はほとんど検出されなかった。しかし

リソソーム内へ輸送

蛍光が検出された。 

活性化プローブRh-PMで

を投与すると、24時間以内に顆

粒状蛍光が観察され、酸性pHのリソソームへの

輸送のイメージングが可能になった。改変型

マウスの脳室内に投与した場合にも、

活性の分布が観察された。

マウス骨髄由来単球系細胞株における

の発現亢進とGM2

リソソームへの輸送による正常

蓄積症由来単球系細胞にお

細胞から、胚葉体、Neural 

て、成熟神経

細胞を誘導する分化条件を確立した。分化誘導 8

の蓄積が顕著

A を補充する

レセプターとの結合を介

活性の回復と蓄積

を減少させる（有効性を示す）ことが明らか

患者由来線維芽細胞

GlcNAを添加

常細胞では基

観察された。

SD細胞では蛍

光はほとんど検出されなかった。しかし組換え

輸送され、基質

で標識した

時間以内に顆

のリソソームへの

輸送のイメージングが可能になった。改変型

マウスの脳室内に投与した場合にも、

活性の分布が観察された。 

マウス骨髄由来単球系細胞株における

GM2分解能をも

による正常

蓄積症由来単球系細胞にお
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の蓄積が顕著

を補充する

レセプターとの結合を介

活性の回復と蓄積

を減少させる（有効性を示す）ことが明らか

患者由来線維芽細胞

基

観察された。

細胞では蛍

基質

輸送のイメージングが可能になった。改変型

マウスの脳室内に投与した場合にも、

マウス骨髄由来単球系細胞株における

分解能をも

蓄積症由来単球系細胞にお



けるPI3Kシグナリングの異常と細胞外からのリ

ソソームへのHexのトラフィッキングまたは蓄積

基質分解との相関が示された。 
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