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「糖鎖機能を利用した組換えリソソーム酵素の脳内補充療法の開発」 

 

１．研究実施の概要 

リソソーム酵素のリソソームへの輸送には、酵素に付加される特異的な糖鎖構造の認識

機構が重要な役割を果たしている。近年、組換え酵素の糖鎖と標的細胞表面に存在する糖

鎖レセプターとの結合及び細胞内取り込みを利用した酵素補充療法が、リソソーム病（リ

ソソーム酵素欠損症）の根本治療法として実用化されている。本研究では、中枢神経障害

を伴うリソソーム病の治療への応用を目指して、糖鎖生合成に関する酵母変異株を用いた

ヒト型様糖鎖含有組換えリソソーム酵素の大量生産系の確立とリソソーム病の分子病態を

基盤とした高機能化酵素のデザインを行う。また血液脳関門透過能をもつ機能改変型酵素

あるいは当該酵素を恒常発現・分泌する脳内侵入性細胞株を作製して欠損症モデルマウス

の神経系構成培養細胞株や個体に投与し、末梢血管から脳実質内へ、またニューロン及び

グリア細胞内へと酵素を送達するための技術開発と評価を進めている。これまでに活性型

β-ヘキソサミニダーゼ（Hex）アイソザイムを恒常発現・分泌する酵母変異株の作製、脳

標的化ペプチドの同定とコンジュゲートタンパク質及び正常マウス骨髄由来前駆細胞の脳

内移行、Hex欠損モデルマウス由来の不死化グリア前駆細胞株、初代ミクログリア及び骨

髄間葉系幹細胞の樹立、さらにHexアイソザイムの分子モデリングに基く酵素機能の改変

に成功している。今後はHex欠損モデルマウスを用いた、神経系構成細胞の糖鎖レセプタ

ーシステムの解明と脳標的化ペプチド-Hexコンジュゲートあるいは融合タンパク質の脳内

移行能を検討していく予定である。 

 

２．研究実施内容 

【研究目的】 

中枢神経障害を伴うリソソーム病の酵素補充療法の開発を目指して、GM2-ガングリオシド

ーシスであるTay-Sachs病（Hexα欠損症）及びSandhoff病（Hexβ鎖欠損症）を対象として、

酵母発現系を用いた組換えHexアイソザイムの大量生産システムの確立、疾患の分子病態

解析に基くHex分子モデルの構築と高機能化分子のデザイン、血液脳関門透過性ペプチド

配列の探索と脳標的化技術の開発及びSandhoff病モデルマウス（SDマウス）由来の神経系



培養細胞を用いた酵素補充及び治療効果の評価を行う。 

 

【研究方法】 

1. ヒトHexBのX線結晶構造を基に、HexAアイソザイム（αβヘテロダイマー）の分子モデ

ルを構築し、国内外のTay-Sachs病及びSandhoff病患者で同定された遺伝子変異によ

る構造変化を解析し、基質認識及びサブユニット間相互作用に及ぼす影響を予測した。 

2. HexA分子モデルとホモロジー解析から、各サブユニットの分子表面に存在するエピト

ープを予測し、各々を特異的に認識する抗ペプチド抗体を作製した。 

3. 糖鎖生合成に関するメタノール資化酵母変異株にヒトHexα及びβ鎖遺伝子を同時に導

入し、ヒト型様糖鎖構造をもつ組換えHexAを大量生産・精製し、糖鎖構造の改変と補

充効果との相関を検討する。 

4. SDマウス由来の神経系構成細胞の培養モデル系を構築するため、不死化グリア前駆細

胞株、シュワン細胞株、初代ミクログリア等を樹立・調製した。またヒトHexAを恒常

発現・分泌するCHO細胞株の培養上清から組換え酵素を分離し、培養系での補充効果

を検討した。 

5. 脳標的化ペプチドをビオチン-アビジン高分子複合体上に提示させ、酵素タンパク質

や人工担体（金属ナノ粒子）とのコンジュゲートを作製し、人工血液脳関門モデル系

や実験動物における脳移行性を検討し、最適化を行う。 

 

【結果・結論】 

1. ヒトHexBの構造情報を基に、HexA及びHexS（ααホモダイマー）の分子モデルを構築し、

サブユニット間相互作用に関与するアミノ酸残基を特定し、Hex欠損症患者で同定さ

れたアミノ酸置換型変異の構造に及ぼす影響と、またエネルギー最小化計算により

HexAを安定化するための人為的アミノ酸置換の候補を予測することができた。 

2. 分子モデルから予測されたヒトHexα及びβサブユニットの各々に特異的なエピトープ

（ペプチド配列）識別する、抗ペプチド抗体の作製に成功した。またβサブユニット

の前駆体から成熟体へのプロセスに伴い変動するエピトープを認識する抗ペプチド抗

体を作製した。 

3. ヒトHexα及びβ鎖遺伝子を同時導入したメタノール資化酵母Ogatae minuta株から約

6.4mg/Lの組換えHexが産生されることを明らかにした。また部分精製したHexAアイソ

ザイムはin vitroで天然基質であるGM2ガングリオシドを分解することが示された。 

4. ビオチン-アビジン高分子複合体上に提示した脳移行性ペプチドと、酵素タンパク質

（抗体分子、GFP等）や金属ナノ粒子とのコンジュゲートが人工血液脳関門モデル系

および正常マウスにおいて脳移行性を示すことを明らかになった。また脳移行配列を

組み込んだ発現ベクターを作成し、EGFP、アザミグリーン等の組換え融合タンパク質

を作製したところ、脳移行活性が再現された。 

5. SDマウス由来の不死化グリア前駆細胞株、シュワン細胞株、初代ミクログリア等を樹



立・調製に成功した。遺伝子導入CHO細胞株由来の組換えヒトHexAは、グリア前駆細

胞株及びシュワン細胞株では細胞表面に存在するカチオン非依存性マンノース-6-リ

ン酸レセプター（P型レクチン）を介して、またミクログリアでは加えてマンノース

レセプター（C型レクチン）を介して細胞内に取り込まれ、蓄積しているGM2及び

GlcNAc-oligosaccharideを分解し、酵素補充効果が示された。 

6. 正常マウスの骨髄から、脳移行性を示す前駆細胞を分離した。またSDマウスの骨髄か

ら間葉系幹細胞を樹立し、JAK inhibitor等の共存下で、神経様細胞に分化誘導する

ことに成功した。 

 今後は、これらの知見を統合し、神経系モデルやSDマウスを用い、大量生産・精製した

組換えヒトHexAの神経系構成細胞や脳内への補充・治療効果を検討するとともに、脳内へ

のHexAのデリバリーを最適化できるよう、技術改良を進めていく。 

 

３．研究実施体制 

徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部 グループ 

①研究分担グループ長：伊藤 孝司（徳島大学薬科学教育部附属医薬資源教育研究

センター・創薬生命工学分野、教授） 

②研究項目：Sandhoff病（β-ヘキソサミニダーゼ β-サブユニット欠損症）モデル

マウスの中枢神経系への酵素補充効果の評価システムの構築 

１．CHO細胞株由来の組換えヒトHexAアイソザイム酵素補充効果の解析 

２．マウスHexb（β鎖）遺伝子の組換えレンチウイルスの作製とSDマウス脳由来

細胞への遺伝子導入効果の検討 

３．SDマウスの発症過程における脳内ケモカインの発現変動解析 

４．SDマウス由来の骨髄間葉系幹細胞の樹立と神経細胞へのin vitro分化誘導系

の確立 

５．ヒト及びマウスHexサブユニット間相互作用の解析 

 

産業技術総合研究所 グループ 

①研究分担グループ長：地神 芳文（産業技術総合研究所・糖鎖工学研究センタ

ー・糖鎖生合成チーム、センター長） 

②研究実施項目：メタノール資化性酵母によるリソソーム酵素の発現系の構築 

１．組換えヒトHexAの大量生産と精製条件の検討 

２．組換えヒトHexアイソザイムのin vitro系における基質分解能の解析 

３．酵母におけるHexサブユニットのプロセシング機構の解析とプローブの作製 

 



東京都臨床医学総合研究所 グループ 

①研究分担グループ長：桜庭 均（東京都臨床医学総合研究所 臨床遺伝学研究部

門、部長） 

②研究実施項目： 

１．構造生物学的分析によるTay-Sachs病およびSandhoff病の分子病態の解明 

２．疾患責任酵素の立体構造情報を基にした特異抗体の作製とその評価 

３．Sandhoff病モデルマウス由来培養Schwann細胞への組み換えヘキソサミニダ

ーゼの取り込みについての解析 

４．脳移行性ペプチドを付加したグルコセレブロシダーゼの人工脳血管系細胞の

通過についての解析 

 

藤田保健衛生大学（現：名古屋大学） グループ 

①研究分担グループ長：澤田 誠（名古屋大学・環境医学研究所・脳生命科学部門、

教授） 

②研究実施項目：脳標的化ペプチドおよび脳特異的侵入性細胞を用いた脳への酵素

導入と血液脳関門透過機能の検討 

１．能移行型ペプチドコンジュゲートの作製と機能解析 

２．能標的化タグ（BT tag）融合タンパク質の発現と機能解析 

３．脳内侵入性骨髄前駆細胞の同定と分離 

 

セレスター・レキシコ・サイエンシズ株式会社 グループ 

①研究分担グループ長：土居 洋文（セレスター・レキシコ・サイエンシズ株式会

社、代表取締役社長） 

②研究実施項目：３次元構造情報に基づくβ-Hexサブユニット間相互作用の解析と

機能改変酵素分子のデザイン 

１．Hex酵素分子の構造モデルの構築 

２．構造モデルに基づくHex欠損症の分子病態解析 

３．ヒト及びマウスHexサブユニット間相互作用の解析 

４．高機能化HexA酵素分子の設計 
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