
明治薬科大学・薬学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６８４

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

有害免疫反応を示さない高機能酵素の開発とそのファブリー病治療への応用

Development of new enzyme replacement therapy for Fabry disease with a 
high-functioning enzyme expected to escape from harmful immune reaction

６０１１４４９３研究者番号：

櫻庭　均（SAKURABA, HITOSHI）

研究期間：

１５Ｋ０９６０６

平成 年 月 日現在３０   ５ １７

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：α-ガラクトシダーゼA（GLA）活性を持たせた改変型α-N-アセチルガラクトサミニダ
ーゼ（NAGA）をCHO細胞で大量生産した。この新酵素は、ファブリー病患者由来の培養細胞に取り込まれ、GLAよ
りも安定に機能した。また、若齢のファブリー病モデルマウスに継続投与した所、有害免疫反応を示さず、臓器
への糖脂質の蓄積を抑制し、病理学的所見を改善した。改変型NAGAは、ファブリー病に対する新規酵素補充治療
薬として有望と考えられる。    

研究成果の概要（英文）：A modified α-N-acetylgalactosaminidase with α-galactosidase A- like 
substrate specificity was produced in Chinese hamster ovary cells. The enzyme was incorporated into 
cultured Fabry cells and stably functioned. Recurrent administration of the enzyme not only improved
 the pathological changes in the liver, kidneys and heart of a young Fabry mouse but also prevented 
accumulation of glycolipids in their organs and tissues. Furthermore, it did not induce any harmful 
immune reaction during the treatment. It is highly promising as a new and safe enzyme for enzyme 
replacement therapy for Fabry disease. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
ファブリー病は、α-ガラクトシダーゼ A
（GLA）の著しい活性低下により、体内にグ
ロボトリアオシルセラミド（Gb3）やグロボ
トリアオシルスフィンゴシン（Lyso-Gb3）な
どの糖脂質が蓄積して、腎臓や心臓血管系な
どの臓器が障害されるX染色体性遺伝病であ
る。本症に対する治療として、組換えヒト GLA
を患者の血管内に定期的に投与する酵素補
充療法（ERT）が導入され、効果を上げてい
る。しかし、ファブリー病男性患者において
は、ERT により組換えヒト GLA に対する抗体
が産生され、アナフィラキシーなどの有害免
疫反応が惹起されたり、酵素薬の効果が減弱
する症例があることが知られる様になった。
そこで、抗体による有害免疫反応を起こし難
い新規ERT治療薬の開発が臨床サイドから求
められている。 
我々は、これまでの研究で得られた分子遺
伝学的および構造学的解析結果を基に、GLA
とよく似た構造（アミノ酸レベルでの相同
性：75％）を持つα-N-アセチルガラクトサ
ミニダーゼ（NAGA、旧名：α-ガラクトシダ
ーゼ B）に注目した。この酵素は、Gb3 や
Lyso-Gb3 を分解することは出来ないが、GLA
よりも安定性が高いことが知られている。フ
ァブリー病男性患者の多くは体内にGLAを持
っていないが、NAGA については生下時からこ
れを有している。そのため、ファブリー病男
性患者に対して GLA を投与した場合には、抗
GLA 抗体が作られる可能性があるが、NAGA ま
たはその改変体を投与した場合には抗体が
産生され難いと予想される。 
そこで、我々は、ヒト NAGA の基質認識部
位を構成する S188 と A191 のアミノ酸 2残基
を、夫々、EとＬに置換した改変型NAGA（S188E、
A191L）を設計した。そして、改変型 NAGA cDNA
を CHO 細胞に導入した後、ウシ血清加培養液
を用いた付着細胞型培養系で細胞培養を行
い、細胞から培養液中に分泌される改変型ヒ
ト NAGA を精製した。精製された改変型ヒト
NAGA は、GLA の人工基質である 4-メチルウン
ベリフェリル-α-D-ガラクトピラノシド
（MU-GAL）を分解する能力を獲得し、GLA ノ
ックアウトマウスに投与すると、臓器中の
GLA 活性が増加し、蓄積 Gb3 量が減少するこ
とが示された。 
これらの予備研究の結果を基に、本研究で
は、ファブリー病患者に対して有害免疫反応
を示さない新規の高機能酵素の開発を行う。     
 
２．研究の目的 
ファブリー病患者に対して有害免疫反応
を示さない新規高機能酵素を開発するため、
下記の目標を達成する。 
(1) 無血清培養液を用いた浮遊細胞培養系
で改変型 NAGA の大量生産法を確立する。 
(2) 精製した改変型 NAGA の酵素学的性状を
明らかにする。 
(3) 改変型 NAGA と GLA との間に免疫交叉性

がないことを証明する。 
(4) 細胞実験により、改変型 NAGA が細胞内
に取り込まれ、GLA 活性を発揮すると共に、
細胞内での安定性が高いことを示す。 
(5) 動物実験により、改変型 NAGA の投与で
有害免疫反応が起こらず、治療効果があるこ
とを示す。 
 
３．研究の方法 
(1)改変型 NAGA の大量生産法の確立 
改変型 NAGA（S188E および A191L のアミノ
酸置換を導入したヒト NAGA）の酵素ユニット
コード部分に GLA のシグナルペプチド（発現
タンパクの細胞外への分泌を促進するため
に付加したものであり、この部分は細胞外へ
の分泌後には発現タンパクから除去される）
コード部分を連結した遺伝子を遺伝子発現
ベクターpEE14.4 (Lonza Biologics) に組み
込み、CHO 細胞に導入した。続いて、改変型
NAGAを発現するCHO細胞をグルタミン合成遺
伝子発現システム（Lonza Biologics）の利
用と GLA 活性測定によりクローン化した。そ
の後、29 種類の無血清培養液を用いて培養条
件を検討し、高活性の改変型 NAGA を分泌す
る浮遊CHO細胞の至適培養条件の決定とクロ
ーニングを行った。次に、当該細胞株を用い
て、三角フラスコや WAVE バックによる大量
振盪培養を行い、細胞外に分泌された改変型
NAGA を含む細胞培養液を得た。   
(2)改変型 NAGA の精製とその酵素学的解析 
改変型 NAGA を含む CHO 細胞培養液を試料
として、限外濾過した後、フェニールセファ
ロース、SP セファロースおよび Qセファロー
スカラムの順でカラムクロマトグラフィー
を行い、改変型 NAGA を精製した。 
精製した改変型NAGAを試料として、MU-GAL
を基質に用いた蛍光法で、その GLA 活性を測
定した。     
(3)改変型 NAGA と GLA との免疫交叉性に関す
る解析 
精製した改変型NAGAおよび組換えヒトGLA
と、夫々の酵素に対するウサギ抗血清を用い
て、ウェスタン・ブロッティング法および表
面プラズモン共鳴（SPR）法により、互いの
免疫交叉性の有無について解析した。   
(4)改変型 NAGAの細胞内取り込みとその安定
性に関する解析  
GLA ノックアウトマウス由来の iPS 細胞か
ら分化させた培養心臓組織細胞（心筋細胞を
含む）と培養線維芽細胞の培養液中に改変型
NAGA を最終濃度 1 または 10μg/mL になる様
に加えて 2日間培養後に細胞を摂取して、細
胞内 GLA 活性を測定した。また、マンノース
6 リン酸（M6P）受容体を介した改変型 NAGA
の細胞内取り込みを調べるため、改変型
NAGA(最終濃度 10μg/mL)と同時に M6Pを 5mM
となる様に添加した後、同様の操作を行って、
細胞内 GLA 活性を測定し、M6P 無添加時の酵
素活性値と比較した。 
次に、改変型 NAGA の細胞内での安定性を



調べるため、ファブリー病患者由来の培養線
維芽細胞の培養液中に、1μg/mL の濃度にな
る様に改変型 NAGA または対照として組換え
GLA を加えて 2 日間細胞培養した。その後、
改変型 NAGA を含まない培養液に換えて、更
に 0、 3、 7 および 14 日間細胞培養を行い、
各時点における細胞内 GLA 活性を測定して、
酵素活性の推移を解析した。            
(5)ファブリー病モデル動物に対する改変型
NAGA の効果と免疫学的影響に関する解析 
ファブリー病男性患者における免疫状態
に似せて、GLA を欠損するがヒト NAGA は生下
時から体内に存在する状態を持つ実験動物
を得るため、マウス・アルブミンプロモータ
ーの下流にヒト NAGA cDNA を連結した遺伝子
を組み込んだ遺伝子発現ベクターを GLA-/- 
卵に導入することにより、ヒト NAGA トラン
スジェニック・GLA ノックアウトマウスを作
成した。 
このマウスおよび対照としてのGLAノック
アウトマウスに対して、4 mg/kg の改変型
NAGA を尾静脈から、週 2回の割合で、2週間
（合計 5回）投与した後、血中の改変型 NAGA
特異的IgG1およびIgG 2a抗体価を測定した。
また、同様の酵素投与を 4週間（合計 9回）
行い、両者の生存率を解析した。 
次に生後 5 週齢のヒト NAGA トランスジェ
ニック・GLA ノックアウトマウスに対して、
2mg/kgまたは4mg/kgの改変型NAGAを尾静脈
から週 2 回の割合で 6 週間（合計 11 回）投
与した後、その 24 時間後に肝臓、腎臓およ
び心臓を採取し、夫々の臓器中の Gb3 および
Lyso-Gb3 含量を液体クロマトグラフィー/タ
ンデム型質量分析法で解析した。また、電顕
による各臓器の病理学的解析を合わせて行
った。               
 
４．研究成果 
(1)改変型 NAGA の大量生産 
改変型 NAGA 遺伝子を導入した浮遊 CHO 細
胞を、無血清培養液 Power CHO-2 を用いて振
盪培養することで、最大 40mg/L 濃度の改変
型 NAGA を含む細胞培養液を得た。     
(2)改変型 NAGA の精製とその酵素学的性状 
改変型 NAGA 遺伝子を導入した CHO 細胞か
ら分泌された発現産物を含む細胞培養液を
試料として、限外濾過およびカラムクロマト
グラフィーにより、改変型NAGAを精製した。
改変型 NAGA は、M6P を含む糖鎖を持つ糖タン
パク質であり、MU-GAL を基質とした場合、特
異活性は 0.5mmol/h/mg で、ミカエリス・メ
ンテン式で Vmax 値は 1.0mmol/h/mg、Km 値は
4.8 mM と算定された。 
(3)改変型 NAGA と GLA との免疫交叉性 
改変型 NAGA と GLA および夫々に対する抗
血清を用いたウェスタン・ブロッティングお
よび SPR 解析の結果、改変型 NAGA と GLA と
の間には、免疫交叉性がないことが示された。       
(4)改変型 NAGAの細胞内取り込みとその安定
性 

野生型およびGLAノックアウトマウス由来
のiPS細胞から分化誘導した心筋細胞を含む
培養心臓組織細胞および培養線維芽細胞の
細胞培養液中に、改変型 NAGA（単独または
M6P を同時投与）を添加して 2 日間培養した
後に、細胞内の GLA 活性を MU-GAL を基質と
して測定した結果を表 1にまとめた。その結
果、改変型 NAGA はこれらの細胞に容量依存
的に取り込まれること、培養線維芽細胞に比
べて、培養心臓組織細胞では取り込み効率が
低く、M6P 受容体を介した取り込みの割合も
低いことが明らかになった。これらの解析結
果から、臓器を構成する細胞の表面に存在す
る M6P 受容体の数の違いにより、改変型 NAGA
の細胞内取り込みに差が生ずると考えられ
た。 

また、ファブリー病患者由来の培養線維芽
細胞に改変型 NAGA と GLA を取り込ませて 48
時間後から、細胞内 GLA 活性の推移を解析し
た。追跡直後の酵素活性を 100%とした場合、
改変型 NAGA の 3、7 および 14 日後の酵素活
性残存率は夫々、65、50 および 40％であり、
GLA の場合の、夫々、20、5および 3％に比べ
て酵素活性残存率が高く、細胞内での安定性
が高いことが明らかになった。            
(5)改変型 NAGAのファブリー病モデル動物に
対する治療効果と免疫反応 
ヒト NAGA を持たない GLA ノックアウトマ
ウスに対して、改変型 NAGA を複数回投与し
た所、投与開始 14 日目（合計 5 回投与）に
は改変型 NAGA 特異的 IgG1 および IgG2a 抗体
が産生され、投与開始 21 日目（合計 7 回投
与）までには 30 匹全例が死亡した。一方、
ヒト NAGA トランスジェニック・GLA ノックア
ウトマウスに対して、改変型 NAGA を投与し
た場合には、同酵素に対する抗 IgG1 抗体は
検出されず、抗 IgG2a 抗体も僅かに検出され
た程度であり、投与開始 30 日目（合計 9 回
投与）以後も異常なく、30匹全例が生存した。
これらの結果、ファブリー病患者の場合と同
様に生下時からヒト NAGA を持つ動物では、
ヒト型の改変型NAGAを長期間投与されても、
有害免疫反応が起こり難いと考えられた。 
若齢（生後 5 週齢）のヒト NAGA トランス
ジェニック・GLA ノックアウトマウスに対し
て、改変型 NAGA を週 2回の割合で 6週間（合
計 11 回）投与した後の肝臓、腎臓および心
臓への Gb3 および Lyso-Gb3 の蓄積に関して
解析した結果を図 1に示した。その結果、改



変型NAGAは、各臓器へのGb3およびLyso-Gb3
の蓄積を容量依存的に抑制することが明ら
かになった。また、電顕による病理学的解析
の結果、未治療の場合、各臓器を構成する細
胞内に多数の層状封入体がみられるのに対
して、改変型 NAGA が投与された場合には、
層状封入体の数が著明に減少することが示
された。 

 
 (6)まとめ 
組換え GLAを用いた ERTをファブリー病男
性患者に行った場合、アガルシダーゼ・アル
ファでは 20-56%に、またアガルシダーゼ・ベ
ータでは 73-91％に抗 GLA 抗体が産生され、
抗体陽性症例では、抗体陰性症例に比べて、
有害免疫反応を呈する率が高く、予後が悪い
ことが報告されている。 
こうした問題を解決するため、我々は改変
型NAGAを分子設計し、これを大量生産して、
その効果を細胞および動物実験で解析した。
その結果、改変型 NAGA は細胞内に取り込ま
れ、有害免疫反応を起こすことなく、臓器へ
の糖脂質蓄積や病理学的変化の発生を抑制
することが示された。改変型 NAGA は、ファ
ブリー病に対する治療薬候補に成り得ると
期待される。  
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