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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移行は、酵素に付加される特異的な糖鎖構造の認識シス

テムにより制御されている。近年、組換え酵素の糖鎖と標的細胞表面の糖鎖レセプターとの

結合・細胞内取り込みを利用したリソソーム病（リソソーム酵素欠損症）の酵素補充療法が

実用化され、その社会医学的需要が増大している。本研究では、中枢神経障害を伴うリソソ

ーム病の酵素補充療法を開発すべく、メタノール資化酵母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バイオインフォーマティクス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脳標的化ペプチドタグ融合酵素やコ

ンジュゲート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

デルマウスに投与し、末梢血管から脳実質内へ、また神経系構成細胞（ニューロン及びグリ

ア等）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。今年度までに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、脳標的化タグ

融合 Hex やコンジュゲートの精製、また分子モデリングに基く Hex 機能の人為的改変を行

っている。さらに Hex 欠損モデルマウス由来の各種神経系細胞株、骨髄間葉系幹細胞株及

び核移植 ES 細胞株の樹立に成功している。今後は Hex 欠損モデルマウス個体及び神経系構

成細胞に対する脳標的化タグ融合 Hex やコンジュゲートの脳内移行と糖鎖レセプターを介

した細胞内取り込み機構を解明していく予定である。 

 

２．研究実施内容 

 【研究目的】 

 中枢神経症状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）を対象疾

患として、メタノール資化酵母を用いたヒト型様糖鎖含有組換え Hex アイソザイムの大

量生産・精製系の確立、バイオインフォーマティクスに基く高機能化 Hex 分子のデザイ

ンと評価、血液脳関門透過性ペプチドタグ融合 Hex やコンジュゲートの作製と脳標的化



 

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株の樹立や

幹細胞からの分化誘導系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) 糖鎖生合成に関するメタノール資化酵母変異株を用いてヒト型様糖鎖構造をもつ組

換え HexA の大量生産を行い、生産性の向上や高回収率精製を目指した Hex サブユニ

ット遺伝子の改変と His タグ付加酵素の作製を行う。またマンノース-6-リン酸残基

の含有率等の糖鎖構造の解析と Tay-Sachs病患者由来皮膚繊維芽細胞への組換え酵素

の補充効果の検討を行う。 

(2) ヒト HexB（ββホモダイマー)の X 線結晶構造を基に構築した HexA アイソザイム（αβ

ヘテロダイマー）の分子モデルにおいて、αβサブユニット間相互作用の安定化に関わ

るアミノ酸残基を予測し、当該変異導入遺伝子の発現実験により高機能化を検討する。

Tay-Sachs 病及び Sandhoff 病患者で同定されたミスセンス変異体の構造モデルと臨床

表現型との相関を解析する。 

(3) 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、新生児マウス由来

の各種神経系細胞株の樹立、またニューロスフィア(神経幹細胞)、骨髄間葉系幹細胞

及び体細胞由来核移植 ES 細胞の樹立を試みる。さらにマンノース-6-リン酸レセプタ

ー（M6PR）及びマンノースレセプター（MR）の発現を解析する。 

(4) 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て組換え Hex アイ

ソザイムやモデルタンパク質とのコンジュゲートを作製し、Hex 酵素等の１分子に付

加されるタグ分子数の評価を行う。また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。 

(5) 脳標的化ペプチド配列を融合したβ-サブユニットを含む組換えヒト HexA を恒常発

現・分泌する CHO 細胞株を樹立し、培養系での補充効果を検討する。 

(6) 脳移行性を示すミクログリア株細胞および骨髄由来細胞を樹立し、Hex サブユニット

遺伝子を導入後、SD マウスに対する ex vivo 遺伝子治療を試みる。 

 

 【結果・結論】 

(1) His タグを N 末端に付加したβ-サブユニットを利用し、組換えヒト HexA を高発現す

るメタノール資化酵母 Ogatae minuta 株を樹立した。ファーメンターを用いて大量培

養後、マンノシダーゼ処理により末端マンノース-6-リン酸（M6P）基を露出させた

HexA（M6PHisHexA）を培養液 1L 当たり 0.8mg 程度精製することが可能になった。

またM6PHisHexA はTay-Sachs病患者由来繊維芽細胞にM6PRを介して取り込まれ、

欠損酵素活性を回復させ、蓄積基質である GM2 ガングリオシドを分解することが示

された。メタノール資化酵母発現系で得られたヒト型様糖鎖含有組換え HexA が、そ

の欠損症の酵素補充療法に応用可能であると考えられた。 



 

(2) ヒト HexB の構造情報を基に HexA 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予測した。また HexA を安定化すると予測されたβサブユ

ニットのアミノ酸置換型ミスセンス変異遺伝子の発現実験により、HexA の熱安定性

を増大させるアミノ酸置換が見出された。またαβサブユニット間相互作用に関して

ヒト-マウス間の種差の原因となるアミノ酸残基の置換により、キメラ HexA の安定

性の増大が示唆された。 

(3) 定量的 PCRにより SDマウス由来のシュワン細胞におけるM6PR mRNA の発現を解析

したところ、その発現はヒト皮膚繊維芽細胞に比べ、1/15~1/40 程度であった。神経

系細胞への酵素補充を強化するために、組換え酵素の糖鎖に付加される M6P 残基数

の重要性が示唆された。 

(4) CHO 細胞株由来の組換えヒト HexA は、 SD マウス由来の骨髄間葉系幹細胞から分

化誘導された神経細胞に、M6PR を介して細胞内に取り込まれ、蓄積 GM2 及び

GlcNAc-oligosaccharides を分解することが示された。 

(5) 新生児 SD マウスの脳から、新たにニューロスフィア（神経幹細胞）とオリゴデンド

ロサイト前駆細胞を単離した。また SD マウス体細胞由来の核移植 ES 細胞の樹立に

成功した。神経系細胞をはじめ様々な組織細胞への分化誘導系を構築する基盤ができ、

今後糖鎖レセプターを介した治療効果の評価に応用できると考えられた。 

(6) 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、モデルタンパク

質（抗体分子、GFP 等）とのコンジュゲート作成に関する最適化法を確立した。脳移

行性ペプチド配列を組み込んだ発現ベクターを構築してアザミグリーンとの組換え

融合タンパク質を作製・精製し、正常マウスの血中に投与することにより脳移行性が

示された。また脳標的化ペプチド配列を融合したβ-サブユニットを含む組換えヒト

HexA を恒常発現・分泌する CHO 細胞株から精製した融合酵素が Sandhoff 病患者由

来繊維芽細胞に M6PR を介して取り込まれ、治療効果が示された。 

(7) マウス脳血管内皮細胞株を用いた人工血液脳関門（BBB）モデル系において、ミクロ

グリア細胞がトランスマイグレーションの機構で内皮細胞層を透過することが示さ

れた。また新生児 SD マウスの脳からミクログリア株を樹立することに成功した。 

 今後は、これらの知見を統合し、神経系培養モデル、人工血液脳関門モデルや SD マウ

スを利用して、大量生産・精製した脳標的化タグ融合ヒト HexA やコンジュゲートの神経

系構成細胞や脳内への補充・治療効果を検討・評価するとともに、HexA の高機能化デザ

インを行い、組換えリソソーム酵素の脳内補充療法の開発・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」 研究グループ 

①研究分担グループ長：伊藤 孝司（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 BT タグ融合組換えヒト HexA アイソザイムの培養細胞への酵素補充

効果の解析 

2. Sandhoff 病モデルマウス（SD マウス）脳からの中枢神経系構成細胞の樹立と治療効果

の検討 

3. SD マウスの骨髄間葉系幹細胞の神経細胞への in vitro 分化誘導 

4. SD マウス体細胞由来核移植 ES 細胞株（ntES）の樹立 

5. 分子モデルに基く組換えヒト HexA アイソザイムの高機能化解析 

 

「産業技術総合研究所・糖鎖工学研究センター」 研究グループ 

①研究分担グループ長：地神 芳文（産総研・糖鎖工学、センター長（兼チーム長）） 

②研究項目： 

1. 酵母による組換え HexA の大量生産 

2. 酵母による組換え HexA の糖鎖構造解析 

3. 酵母による組換え HexA の機能評価 

 

「（財）東京都医学研究機構」 研究グループ 

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、参事研究員） 

②研究項目： 

1. 培養シュワン細胞および培養線維芽細胞におけるマンノース-6-リン酸受容体含量の比

較 

2. マウス由来のザンドホッフ病ニューロフェアの作製 

3. 組み換えグルコセレブロシダーゼを認識する特異抗体の作製 

 

「名古屋大学」 研究グループ 

①研究分担グループ長：澤田 誠（名古屋大学、教授） 

②研究項目：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

血液脳関門透過機構の検討 

 

「セレスター・レキシコ・サイエンシズ」 研究グループ 

①研究分担グループ長：土居 洋文（幕張 R&D センター、代表取締役社長） 

②研究項目：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高機能

化を目指した組換え酵素分子のデザイン 
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