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研究成果の概要（和文）：申請者らは日本人新生児103,204例を対象にポンペ病のマススクリーニングを実施し
た。その結果、71例が基準値以下の酵素活性を示した。それらのAαGlu遺伝子解析により、32例(45.1％)は[c.
1726G>A;c.2065G>A]のホモ接合体で、内24例には変異は無く8例には各１個の変異が認められた。残る37(52.1
％)例はヘテロ接合体で、内35例には変異は無く、2例にはそれぞれ2種類の変異が認められた。[c.1726G>A;c.
2065G>A]多型を両アリルに持たない１症例は、2種類の変異を有していた。これらの遺伝子解析の結果から、3例
の新生児が遅発型ポンペ病であるものと診断された。

研究成果の概要（英文）：We have performed newborn screening for Pompe disease with dried blood spots
 in Japanese population, from April 2013 to November 2016, in which 103,204 newborns were screened. 
71 had low acid alpha-glucosidase (AαGlu) activity. GAA sequencing showed that 32(45.1%) 
homozygotes and 37 (52.1%) heterozygotes for pseudodeficiency alleles [1726G>A; 2965G>A], 
respectively. Eight of 32 newborns with homozygous [1726G>A; 2965G>A] alleles had one mutation each.
 Two of 37 newborns with heterozygous [1726G>A; 2965G>A] alleles had two mutations each. Only one 
newborn who had two mutations did not harbor [1726G>A; 2965G>A] alleles. Based on these data, no 
infantile-onset Pompe disease was detected, and three newborns were diagnosed with potential 
late-onset Pompe disease. It was difficult to distinguish newborns with [1726G>A; 2965G>A] alleles 
from newborns with pre-symptomatic Pompe disease using AαGlu assays in DBSs or fibroblasts, GAA 
gene sequencing was necessary.

研究分野： 遺伝性代謝病の分子診断学

キーワード： ポンペ病　酸性α－グルコシダーゼ　新生児マススクリーニング　Ⅱ型糖原病　ライソゾーム病　乾燥
血液濾紙

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者は日本人新生児103,204例を対象に、アジア人固有の多型[c.1726G>A;c.2065G>A]の迅速解析法と当該遺伝
子多型の影響を低減したBa/Zn法、ならびに次世代シークエンサーによる遺伝子解析を技術基盤として、わが国
初のポンペ病マスクスリーニングを実施した。その結果、血液濾紙(Ba/Zn法含む)や培養線維芽細胞による活性
測定だけでは、最終診断まで至らないことが示され、次世代シークエンサーを用いたAαGlu遺伝子解析が有効で
あることが示唆された。この早期診断により、より速い治療介入が可能となり、患者のQOLやADLを顕著に完全で
きるものと思われた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ライソゾームに存在する加水分解酵素の１つが遺伝的に欠損することにより、当該酵素に対応する天

然基質が体内に過剰に蓄積し様々な症状をきたす一連の疾患をライソゾーム病と称する。1991 年、ゴ

ーシェ病に対する酵素補充療法が開始されて以来、ファブリー病、ポンペ病(Ⅱ型糖原病)さらにムコ

多糖症(Ⅰ、ⅥおよびⅡ型)等に対する組換え酵素製剤の研究開発が行われるに至った。国内ではゴー

シェ病やファブリー病、ムコタ多糖症に対する組換え酵素を用いた酵素補充療法が厚生省に承認され

既に臨床に応用されている。これらの疾患に続く酵素補充療法の対象疾患としてポンペ病が注目され、 

組換え酵素製剤(MyozymeTM)の使用が、わが国でも 2007 年に承認された。ポンペ病はライソゾームに存

在する酸性α-グルコシダーゼ(AαGlu)の遺伝的欠損に起因する遺伝性代謝異常症(Ⅱ糖原病としても

知られる)で、本酵素活性の顕減により骨格筋や心筋、肝を中心にグリコーゲンが過剰蓄積する疾患で

ある。したがって、他の遺伝性欠損症と同様に、患者の早期発見が効果的治療法の要件と考えられる。

本症の診断は、筋生検材料や培養繊維芽細胞を用いた AαGlu 活性の測定によって行われてきた。しか

し、新生児スクリーニングの試料としてこれらの臨床材料を用いることは、患者への負担や長期にお

よぶ細胞培養期間の必要性等から事実上不可能である。そのため、他の新生児スクリーニングと同様

に、採取が容易な血液試料を用いた AαGlu 活性測定が理想的とされるが、血液細胞(主に好中球)由来

の類似酵素MG(maltase-glucoamylase)の存在により、特異的な酵素診断法は不可能であった。我々は。

この問題を解決するため、経口糖尿病約として開発されたアカルボースが MG活性を特異的に阻害する

ことを利用し、それを混合白血球に応用して AαGlu の特異的測定法を確立した(Okumiya T, et al. Mol 

Genet Metab, 2006)。 

 申請者らはプレ実験として健常日本人715例およびポンペ病患者18例から得た乾燥血液濾紙を用い

て直径約 3.2mm の血液ディスクに打ち抜き酵素活性を測定とした。測定には、人工蛍光基質(4MU-Aα

Glc)を用い、血液ディスク中に含まれる AαGlu により遊離した 4MU の蛍光強度を測定した。遺伝子多

型(２つの遺伝子多型c.1726G>Aと c.2065G>Aから構成される10種類のディプロタイプ)の解析は活性

測定に使用した後の血液ディスクをテンプレートとして用い、当研究室で確立した ARMS 法にて解析を

行った。その結果、健常者の酵素活性分布は二峰性を示し、大多数を占める高活性グループとは別に

一部患者活性領域と重なる低活性グループが約 3.9％存在することが明らかとなった。遺伝子多型解

析により、この低活性グループは c.1726A と c.2065A のホモ接合体(AA ホモ接合体)であることが判明

した(kumamoto S, et al. Mol Gnent Metab, 2009)。このことは、アジア系人種を対象とした本症の

新生児スクリーニングにおいては、この遺伝子多型の存在を考慮しなければならないことを意味し、

現在の方法では多くの偽陽性を出してしまうことが推察された。 

 そこで、申請者らは AAホモ接合体と患者を明確に識別する分析技術を確立する目的で、反応溶液中

に存在するヘモグロビンの影響とその回避策について検討した。その結果、ヘモグロビンは遊離した

4MU の蛍光強度に直接影響を与え、著しくその値を低下させることが判明した。そこで、このヘモグ

ロビンを効率的に除去する方法について検討を行った結果、水酸化バリウムと硫酸亜鉛を用いて酵素

反応後の溶液からヘモグロビンを除去することで、高感度で信頼性の高い AαGlu 活性測定が可能とな

った(Ba/Zn 法：Shigeto S, Mol Genet Metab, 2011)。 

 

２．研究の目的 

AA ホモ接合体の存在により、アジア系人種のためのポンペ病新生児スクリーニングは困難と考えられ

ていた。この問題を解決するため我々は Ba/Zn 法を開発した。この Ba/Zn 法と ARMS 法を技術基盤とし

て、アジア系人種のためのポンペ病スクリーニングシステムを構築した。本法は、先ず血液濾紙を試

料として従来法による一次スクリーニングを行い、約 97％の健常者を除き、残りの約 3％の症例を対



象に二次スクリーニングとして Ba/Zn 法を実施し、更に約 0.1％まで絞り込むことができると推定さ

れた。この約0.1％の症例の遺伝子多型を解析し、もし[c.1726G;c.2065G/c.1726G;c.2065G]であれば、

ポンペ病の可能性が極めて高いと判断し、それ以外の遺伝子多型の場合でも Ba/Zn 法のカットオフ値

4.0 以下の場合には、培養線維芽細胞を用いて AαGlu 活性を測定し確定診断を行うこととした。全血

からリンパ球(単核球)を分取して、それを酵素試料として酵素診断する方法も可能であるが、既にそ

の方法は確定診断には適さないことを検証していたので利用しなかった。培養線維芽細胞を用いた A

αGlu 活性測定の基準値としては、健常者で異なる遺伝子多型毎の測定値、さらにポンペ病の臨床表

現型毎の測定値が既に集積されているので、その値を用いて診断の根拠とした。 

 

３．研究の方法 

熊本県(一部福岡県を含む地域)で出生した新生児を対象として、被検者の保護者あるいは代諾者に対

して充分説明を行い文章による同意を得たうえで、被験者から得られた乾燥血液濾紙約例を用いて、

我々が確立したスクリーニングシステムを用いてポンペ病のマススクリーニングを実施した。血液濾

紙によるスクリーニングによりポンペ病が強く疑われる症例が認められた場合には、被験者の保護者

あるいは代諾者の同意のもとに皮膚片を採取し、培養皮膚線維芽細胞を樹立した。この培養皮膚線維

芽細胞を試料として AαGlu 活性を測定し、基準値以下の場合にはポンペ病を疑う症例として、血液濾

紙あるいは培養皮膚線維芽細胞からゲノム DNA を抽出し、次世代シークエンサにより AαGlu 遺伝子コ

ーデイング領域のフルシークエンスを行った。AαGlu mRNA の発現レベルの解析には、患者の培養皮

膚線維芽細胞を用い、参照遺伝子としてはヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子

を用い⊿⊿CP法により評価した。 

一次スクリーニングとしては、乾燥血液濾紙を専用のパンチング装置で、直径約 3.2mm の血液ディ

スクとして打ち抜き、その１枚を専用抽出液 100 μLで抽出し、その抽出液 20 μLを酵素試料として

マイクロプレートに入れ、さら 4.5 μmol/L のアカルボースを含む 2.0 mmol/L 4MU-αGlc、CP 緩衝液

(pH 4.0)を 40 μL 添加し混和後、37℃で 24 時間インキュベートした。酵素反応後、反応停止液とし

て 0.2％SDS 含有 0.2 mol/L グリシン－NaOH 緩衝液(pH 10.7)を 190μL添加し、AαGlu 活性により遊

離した 4MU の蛍光強度を、励起波長 360nm、蛍光波長 450nm としてマイクロプレートリーダーで測定

した。 

 二次スクリーニングとしては、直径約 3.2mm の血液ディスク１枚を 1.5 ml のプラスチックチューブ

に入れ、そこに 3.0 μmol/L のアカルボースを含む 2.0 mM 4MU-αGlc、CP 緩衝液(pH 4.0)を 60 μL

添加し、10 分間激しく混和後、37℃で 24 時間インキュベートした。酵素反応後、0.15mol/L 水酸化

バリウム溶液を 30 μL添加し、充分混和後、室温で 5分間放置し、さらに 0.15 mol/L 硫酸亜鉛溶液

を 30 μL 添加し、充分混和後、室温で 10 分間放置した。水酸化バリウム溶液と硫酸亜鉛溶液により

懸濁した反応液を 12,000rpm で 5 分間遠心し、その上清 90 μLを取りマイクロプレートに移した。こ

の上清に、反応停止液として 0.1％TritonX100 ならびに 0.2％SDS 含有 0.4 mol/L グリシン－NaOH 緩

衝液(pH 10.7)を 160μL 添加し、AαGlu 活性により遊離した 4MU の蛍光強度を、励起波長 360 nm、蛍

光波長 450 nm としてマイクロプレートリーダーで測定した。 

 培養皮膚線維芽細胞によるAαGlu活生測定には人工蛍光基質4MU-αGlcならびに天然基質であるグ

リコーゲンを用いた。人工蛍光基質による測定では、培養線維芽細胞ホモジネートを酵素試料として、

一次スクリーニングと同様の方法で行った。なお、培養線維芽細胞には MG活性が存在しないので半応

液中にはアカルボースを加えなかった。グリコーゲンによる AαGlu の測定では、天然基質であるグリ

コーゲンを基質として、培養線維芽細胞ホモジネートを反応させ、グリコーゲンから加水分解され遊

離する微量のグルコース濃度を、我々の研究室で開発した超高感度なグルコース定量方法で検出し、



単位時間・単位蛋白質量当たりのグルコース遊離量を算出し、グリコーゲンの分解活性を求めた。 

 

４．研究成果 

2013年 4月から 2016年 11月までに 103,204 件の新生児を対象にポンペ病のマススクリーニングを実

施した。一次スクリーニングと二次スクリーニング(Ba/Zn 法)で 111 例(0.108％)の症例まで絞り込む

ことができた。この症例数はプレ実験の成績と一致していた。この 111 例の中から、培養線維芽細胞

による AαGlu 活性測定ならびに次世代シークエンサにより３例の症例が遅発型ポンペ病と診断され

た。培養線維芽細胞による活性測定で明らかな低下が認められるものの次世代シークエンサによる遺

伝子解析により既報の明らかな遺伝子変異が認められなかった症例は 10 例認められたことから、これ

らの症例では新たな遺伝子変異の存在も考えられるため注意深いフォローアップが必要と思われた。  

10 例中 9 例が、どちらかのアリールに[c.1726A;c.2065A]を有していたことから、ポンペ病発症に

[c.1726A;c.2065A]多型が関与しているか否か調べるために、片側のアリールに病因遺伝子変異は同定

されているが、もう一方のアリールに遺伝子変異が同定されていない患者由来の培養線維芽細胞をス

クリーニングし、[c.1726A;c.2065A]多型を両方あるいは片側のアリールに有する症例を 4例同定した。

その内、１例は片側に既知の病因遺伝子変異を有しおり、それとは異なるアリールに

[c.1726A;c.2065A]多型と既知の多型を数個有していた。そこで、SDM により、[c.1726A;c.2065A]を

有する AαGlu cDNA と[c.1726G;c.2065G]を有する AαGlu cDNA に同定された既知の遺伝子多型(アミ

ノ酸が置換するもの)をそれぞれ組込み、発現コンストラクトを作製した。これらの発現コンストラク

トを COS-7 細胞に導入し、様々なバリアント AαGlu 酵素蛋白質を発現させ、ウエスタンブロッティン

グと酵素活性測定(人工蛍光基質とグリコーゲン基質)により、既知遺伝子多型と[c.1726A;c.2065A]

のコンビネーションが AαGlu 酵素機能へ与える影響を調べた。その結果、アジア系人種に比較的高頻

度に求められる既知の遺伝子多型が[c.1726A;c.2065A]と共存する場合には、細胞内に前駆体酵素は若

干認められたが成熟体 AαGlu がほとんど発現されず、細胞内酵素活性は検出限界以下となることが判

明した。このことから、従来まで単独ではポンペ病の原因とならないと考えられていた

[c.1726A;c.2065A]多型は、他の遺伝子多型(アミノ酸置換するもの)と共存することで、AαGlu の発

現に著しい影響を与えることが証明された。このことは、従来までは各１つの病因遺伝子変異を両ア

リールに同定することで、病気の原因を説明してきたが、複数の多型が共存することで、いわば｢複合

型遺伝子多型｣として働き、酵素活性に直接影響を与えるという、新たな遺伝性疾患の発症概念を提起

するものである。 

 103,204 件を対象に実施したポンペ病の新生児マススクリーニングにより顕著な活性低下を示した

10症例は、培養線維芽細胞の酵素活性測定により、全症例ともに遅発型ポンペ病の可能性が示された。

この中で遺伝子解析の結果、２つの既報の遺伝子変異を有していたのは３例だけであった。このこと

から、今回のマススクリーニングでポンペ病(遅発型)と確定診断された症例は３例とすることとした。

しかし、既報以外の未知の遺伝子変異の存在を否定できないことから、残る 7 例に関してはポンペ病

を完全否定することは危険であるものと考えられる。これらの症例が壮年期にポンペ病を発症しない

ことは否定できない。今回の研究成果から原因不明の神経筋疾患患者(成人)の中に、予想を上回るポ

ンペ病が潜在している可能性が予想される。そこで、確定診断がなされていないが臨床症状として明

らかに神経筋症状のある患者から得られた筋生検材料の凍結切片を試料として、酵素活性を測定する

方法を確立した。現在、その方法を用いて年間約 700 例の患者のハイリスクスクリーニングを行って

いる。残念ながらその研究は現在進行中であり、結果は現時点で集計されていない。その成果が集積

されれば、今まで確定診断されていなかった遅発型ポンペ病の頻度が明らかになり、神経内科領域へ

のポンペ病の除外診断の重要性を啓発することができるものと考えている。 
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