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研究要旨 

ライソゾーム病の９０％以上は中枢神経障害を来す。中枢神経障害の病態を明らかにする

為に iPS 細胞を用いての基礎研究を行うと同時に、中枢神経障害の治療として酵素を直接ム

コ多糖症ＩＩ型のマウス脳室内に投与することにより中枢神経系への治療効果を明らかに

した。又ポンペ病は酸性α―グルコシダーゼの酵素欠損により発症し、心筋、骨格筋を障害

するが、今回ヒト並びにマウスポンペ病より iPS 細胞を作成し、骨格筋に分化させ病態並

びに治療研究を目的に iPS 細胞を作成した。又ヒトのファブリ病、ポンペ病、ゴーシェ病患

者よりレトロウイルス或いはセンダイウイルスベクターを用いて山中３因子或いは４因子

を導入し、iPS 細胞を作成し、生化学的並びに形態的な手法により病態解析を行った。ポ

ンペ病の iPS 細胞は、筋細胞の電顕所見でも筋細胞内にグリコーゲンの蓄積を確認した。又

治療研究ではポンペ病 iPS 細胞を作成し、生化学的並びに電顕による超微形態分析並びに

ポンペ病に対する酵素補充療法による病態解析を行った。ヒトファブリ病 iPS 細胞におい

ても同様にすでに iPS 細胞で著明な脂質の蓄積が認められた。 
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A. 研究目的 

（１）ムコ多糖症ＩＩ型の中枢神経障害を酵素を

髄注して治療効果を検討する。iduronate 

2-sulfataseノックアウトMPSII型モデルマウス

（IDS-KO mice）を用いて、その脳室内に IDS を

投与し、IDS脳室内酵素補充療法の効果を検討し

た。 

 

（２）ヒト並びにマウスポンペ、ファブリ病、ゴ

ーシェ病から iPS 細胞を作成し、病態を明らかに

する。 

Ａ．ポンペ病よりの iPS 細胞の樹立と骨格筋細胞へ

の分化:形態的変化：Pompe 病モデルマウスから

iPS細胞を樹立し、骨格筋細胞への分化を試みた

ので報告する。iPS 細胞、分化した骨核筋細胞の

形態的変化を検討した。 

 

（Ｂ） ゴ ー シ ェ 病 及 Patients-Specific Induced 

Pluripotent Stem Cells as a Model for Lysosomal 

Storage Diseases 

ゴーシェ病はライソゾームの代表的疾患であり、細胞

内にグルコセレブロシドが大量に蓄積する。細胞内

でのこれら蓄積物質の蓄積による病態の機序並び

に治療の効果を検討するために。ゴーシェ病の病態

解析並びに治療効果の解析を目指し患者皮膚線維



芽細胞由来 iPS 細 iPS をレトロウイルス或いはセンダ

イウイルスベクターを用いての iPS 細胞樹立を試み

た。 

（Ｃ）ファブリー病はα-galactosidase 遺伝子の欠損に

よりその基質である GL-3 が皮膚、腎臓、心臓などの

全身の細胞に蓄積する。主な症状として腎障害や四

肢末端痛などがあり、特に心臓に蓄積すると不整脈、

心肥大などを呈する。iPS 細胞は皮膚細胞などに初

期化因子を導入することにより樹立された、人工多

能性幹細胞である。我々はファブリー病の心筋病態

を解析することを目的として、センダイウイルスベクタ

ーを用いてファブリー病患者皮膚線維芽細胞由来

iPS 様細胞を樹立した。 

 

B. 研究方法 

（１）ムコ多糖症ＩＩ型の中枢神経障害を酵素を

髄注して治療効果に関する研究 

ムコ多糖症 II 型（MPSII）ハンター症候群は、先

天性代謝異常症の一つで iduronate 2-sulfatase

（IDS）の機能異常により引き起こされる X 染色

体連鎖劣性遺伝のライソゾーム病ある。IDSの活

性低下によりその基質であるグリコサミノグリ

カン類（GAGｓ）であるデルマタン硫酸（DS）と

ヘパラン硫酸（HS）が中枢神経系を含む様々な組

織に異常蓄積する。臨床症状は特徴的な顔貌、

肝脾の腫大、骨・関節障害、中枢神経障害など

である。治療法は IDS 酵素補充療法（ERT）や造

血幹細胞移植（HSCT）がある。一般的に血液中に

投与された酵素製剤は、血液脳関門（BBB）によ

りその脳内移行が妨げられる。よって ERT によ

る治療法は脳障害の治療は難しいことから、IDS

を脳室内に直接投与することにより BBB を介さ

ず脳内に酵素を取り込ませることにより中枢神

経障害の治療が可能性を検討した。 

雄 IDS-KO mice を用いた。IDS 酵素には、CHO

細胞で発現・精製された遺伝子組換えヒト

iduronate 2-sulfatase を用いた。マウスの表現

系の解析は実験動物用 X 線 CT 撮影装置を用いて

骨格異常を解析した。ヒト MPSII 型ハンター症

候群患者由来皮膚線維芽細胞を用いて細胞への

取り込み実験を行った。21 週齢 IDS-KO mice 右

脳室内に20gの IDSを 3週間おきに4回連続投

与し脳室内酵素補充療法の有効性を生化学的、

病理組織学的に検討した 

（２）ヒトiPS細胞の作成はヒト初期化因子（SOX2, 

OCT3/4, KLF4, c-MYC）を組み込んだ pMXs レトロウ

イルスベクターを皮膚細胞に感染させることによって

iPS 様細胞を樹立した。iPS 様細胞は透過型電子顕

微鏡（TEM）をもちいて細胞の内部構造を解析した。 

又サイコシンなどの糖脂質の解析はＭＳ分析で行つ

た。 

。 

【結果＆考察】 

1) 骨症状の検討：iduronate 2-sulfatase ノッ

クアウト MPSII 型モデルマウス(IDS-KO mice)は

鼻が低い独特の顔貌をしていた。X 線 CT 撮影の

結果、鼻部や眼球周囲の骨形成異常等が特徴的

であり、臨床的な鑑別に有効である。2) IDS の

細胞内取り込みに関して：時間依存的にヒト

MPSII細胞においてIDSが効率良く取り込まれた

ことから、細胞内への酵素補充が可能と考えら

れた。3) 脳室内酵素補充療法に関して：マウス

大脳組織内IDS酵素活性が正常controlマウス群

と比較して数倍、IDS-KO mice 生食投与群と比較

して数百～一千倍上昇した。小脳の IDS 酵素活

性は正常 control マウスと同程度まで上昇した。

IDS酵素活性は３週間毎の投与により脳組織でそ

の活性を高く維持出来るものと考えられた。

GAGs の脳組織蓄積程度、Lapm2 タンパク質など

のライソゾームの種々のマーカー分子を含めた

脳細胞内動態に関して生化学的、組織学的な検

討を加えた。 

（２）ヒト、マウスポンペ病よりの iPS 細胞の樹

立と骨格筋細胞への分化 

（１）Pompe 病は糖原病Ⅱ型とも呼ばれるライ

ソゾーム病のひとつであり、酸性αグルコシダ

ーゼ (acid- α-glucosidase: GAA)の活性が低

下することにより、グリコーゲンが全身に蓄積



して様々な症状を引き起こす。、線維芽細胞な

どの体細胞に初期化因子を導入することで作成

可能な多能性幹細胞である iPS 細胞に着目し、

iPS細胞から分化誘導した筋肉系細胞を用いた細

胞移植療法の開発を目指し、骨格筋細胞や心筋

細胞への分化に関する基礎的研究を行っている。

今回はPompe病モデルマウスからiPS細胞を樹立

し、骨格筋細胞への分化を試みた。ポンペ病では

乳児型（心臓型）も遅発型（筋肉型）も iPS 様細胞が

樹立した。ポンペ病 iPS 細胞ではマイオザイムを

10-1000ug/ml medium の濃度で加え細胞内ライソゾ

ームに蓄積している封入体の減少程度を電子顕微

鏡下で観察した。電顕上は乳児型ポンペ病で遅発

型に比較して可なり多く蓄積し、マイオザイム 

1000ug/ml をメジウム内に投与して完全に蓄積物質

の消失が見られた。ゴーシェ病 II 型 iPS 様細胞の細

胞質には大きな空胞が確認でき又蓄積物質である

サイコシンが tandem MS で正常の５倍程度増加して

いた。ので報告る。 

（２）ゴーシェ病では II型（神経型）の iPS様細胞は

樹立できたが、I 型（非神経型）の iPS 様細胞は作成

出来なかった。ゴーシェ病 II 型 iPS 様細胞の細胞質

には大きな空胞が確認でき又蓄積物質であるサイコ

シンが tandem MS で正常の５倍程度増加していた。

ので報告る。TEM 解析により、ゴーシェ病 II 型 iPS

様細胞の細胞質には大きな空胞が確認できた。 

（３）ヒトファブリ病 iPS 細胞では既に電顕上特有の封

入体が認められ、ファブリ病に特異的であつた。 

 

【方法・結果】 

10 週齢の Pompe 病モデルマウスの尾から線維

芽細胞を採取し、初期化因子である Klf4、

Oct3/4、Sox2 の 3因子を導入し、約 1ヶ月培養

することで iPS 様細胞コロニーが得られた。そ

れらの細胞を、RT-PCR 法にて解析したところ、

未分化マーカー分子の発現が認められた。また、

未分化の指標であるアルカリホスファターゼ活

性染色、及び胎児性抗原である SSEA-1 について

免疫染色を行ったところ、いずれも陽性細胞が

確認できた。樹立したPompe病由来iPS細胞を用

いて作成したテラトーマを 3胚葉由来のマーカ

ー分子の発現について免疫染色で解析したとこ

ろ、陽性領域が認められた。また、この

Pompe-iPS細胞で GAA活性の顕著な低下が認めら

れ、酸性ホスファターゼ活性染色についても陽

性細胞が確認できた。次に、樹立したPompe-iPS

細胞から骨格筋様細胞への分化誘導を行った。

iPS 細胞から Embryoid Body (EB)を形成させ、そ

の EB をマトリゲルでコーティングしたプレート

にて培養を行った結果、紡錘状の細胞が認めら

れ、更に培養を続けると自発的収縮が確認でき

た。また、骨格筋のマーカータンパク質である

ミオシン重鎖について免疫染色を行ったところ、

陽性細胞が認められた。 

 

Ｃ. 考察・展望 

これらの結果より、Pompe 病モデルマウスの線維

芽細胞に 3 つの初期化因子を導入することで、

Pompe 病の疾患の特徴を維持した Pompe-iPS 細胞

が樹立できた。また、マトリゲルを用いた分化誘導法

で得られた細胞は、形態的特徴やマーカー分子の

発現から骨格筋細胞であると考えられる。今後はこ

の分化誘導法で得られる骨格筋様細胞の更なる特

徴づけを進めると同時に、移植に利用する骨格筋前

駆細胞の単離を試みる予定である。又ポンペ病細胞

へのマイオザイムによる治療研究でも高濃度の酵素

補充が必要であることが証明された。 

ゴーシェ病、ファブリ病ｉＰＳ細胞では特異的な電顕

上特異的封入体を認め、又ゴーシェ病ではサイコシ

ンの蓄積を認め、治療研究に応用できることを証明

した。今後ライソゾーム病に対する iPS 細胞での 

研究は種々の細胞に分化し、治療効果を明らかに 

する意味で重要である。 
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