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１．研究実施の概要 

中枢神経障害を呈するリソソーム病に対する組換え酵素補充療法の開発を目的とし、β-ヘキソ

サミニダーゼ（Hex）のβ鎖遺伝子変異が原因で発症する遺伝性 Sandhoff 病をモデル疾患として、

脳内に蓄積する GM2 ｶﾞﾝｸﾞﾘｵｼﾄﾞ(GM2)の分解能と、マンノース６リン酸（M6P）含有率の高い糖

鎖や脳移行性ペプチドが付加された高機能型ヒト Hex の作製とその補充効果を検討してきた。 

これまでに、メタノール酵母 Ogataea minuta で産生され、末端 M6P 糖鎖をもつ HexA が、患

者由来培養細胞に対し補充効果を示すこと、また今年度は、モデルマウス新生児腹腔内への投与

により一部が脳内に移行すること、および酵母育種による M6P含量が高い組換えHexAの生産に

成功した。さらに in silico で予測されたアミノ酸置換による、HexA の熱安定性や M6P 含有糖鎖

追加による細胞内取り込みの増大などの高機能化にも成功した。モデルマウス由来の脳、核移植

ntES 及び体性幹細胞から培養神経系細胞株(ニューロン、アストロサイト、ミクログリア、オリゴデン

ドロサイト前駆細胞等)を樹立し、各細胞における M6P レセプター等の糖鎖レセプターを介した細

胞内取り込みを明らかにした。一方、Hex アイソザイムと脳移行性ペプチドとのコンジュゲートは、

培養血液脳関門モデルでの透過活性を示したが、マウス個体注入における脳内移行性の増大を

示さなかった。今後は、細胞膜透過性ペプチドも含め、機能性ペプチドを付加した Hex や他のモ

デルタンパク質の脳内移行について検討する。 

 

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 及び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、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 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、欠損酵素活性の回復と蓄積基質である 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、酵素タンパク質

（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 

（１）「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研究者名 

伊藤 孝司（徳島大学大学院ヘルスバイオサイエンス研究部 薬科学教育部附属医薬創製

教育研究センター創薬生命工学(環境生物工学)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 

 

（２）「産業技術総合研究所・セルエンジニアリング研究部門」研究グループ 

①研究者名 

地神 芳文（（独）産業技術総合研究所セルエンジニアリング研究部門 上席研究員） 

②研究項目 

・酵母による組換え HexA の大量生産系の構築 

・患者由来細胞を利用した組換え HexA の評価 

・リン酸化糖鎖の多量発現に関する遺伝子の解析 

・マンノース-6-リン酸レセプタードメインの単離と利用 

 

（３）「(財)東京都医学研究機構」研究グループ 

①研究者名 

桜庭 均（（財）東京都医学研究機構東京都臨床医学総合研究所 参事研究員） 

②研究項目 

・神経難病の分子病態解明とザンドホッフ病モデルマウス由来培養神経系細胞株の樹立 

 

（４）「名古屋大学」研究グループ 

①研究者名 

澤田 誠（名古屋大学環境医学研究所生体適応・防御研究部門脳機能分野 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 

概要：これまでに、脳内に存在するグリア細胞の一種であるミクログリアが脳障害において

活性化され、障害部位に集積する能力があり、さらに実験動物の末梢血管から注入

されると血液脳関門（Blood Brain Barrier）を透過して非常に特異的に脳内に侵入

する性質があることを見いだした。さらに脳移行性を規定する複数の脳標的化ペプ

チドを分離することに成功した。本研究では、 

１） 脳標的化ペプチドをファージ粒子やビオチン-アビジン高分子複合体上で提

示させ、実験動物や人工血液脳関門モデル系における脳移行性を検討し、最

適化を行う。 

２） 脳標的化ペプチドと各β-Hex サブユニットとの融合タンパクを作製する。 

３） リポソームなどの人工担体を当該ペプチドで標識して脳移行性に改変したも

のに活性型の酵素を取り込ませる、 
４） 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に各β-Hex サブユニ

ット遺伝子を恒常発現させ、Sandhoff 病モデルマウスの末梢血管に注入した際



の脳内発現と治療効果を検討する。 
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（２）特許出願 

平成 1８年度特許出願：１件（CREST 研究期間累積件数：３件） 


