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研究成果の概要：ムコ多糖症の酵素補充療法は患者に酵素製剤を定期的に供給しなければなら

ない。そのため永続的に酵素を供給可能な、ムコ多糖症に対する再生医療技術を応用した「埋

め込み型酵素補充療法」を考案した。ヒト間葉系細胞をムコ多糖症 VII 型マウス
(NOD/SCID/MPSVIIマウス)大腿筋に移植し、長期間の生着は確認されたが、βグルクロニダ
ーゼ(GUSB)の発現は弱かった。レトロウイルスベクターを用いて GUSBを遺伝子導入し、強
発現することを確認した。これらにより、ヒト間葉系細胞にレトロウイルスベクターを用いて

GUSB を遺伝子導入した後、NOD/SCID/MPSVII マウス大腿筋に移植することで、長期間生
着し、かつ永続的に GUSBを全身に供給する永久型酵素補充療法の骨子が出来上がった。 
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１． 研究開始当初の背景 
ムコ多糖症は、ムコ多糖（グリコサミノグ

リカン）を分解するライソゾーム酵素の先天
的欠損により、すべての細胞のライソゾーム
内に分解されないグリコサミノグリカンが
蓄積する、遺伝性の先天代謝異常症である。
その結果として、全身の各組織にグリコサミ
ノグリカンが蓄積し、ガルゴイ様顔貌、骨変
形、肝脾腫、関節拘縮、呼吸障害、心臓弁膜

症、角膜混濁、難聴、精神運動発達遅滞など
の多彩な症状を呈する。症状は進行性であり、
以前は対症療法のみに終始し、早ければ 10
歳頃までに死亡する予後不良な疾患であっ
た。 
近年、根治療法として造血幹細胞移植と酵

素補充療法が臨床応用され、一定の成果を挙
げている。造血幹細胞移植および酵素補充療
法は、欠損している酵素の体内への供給とい
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う基本的に共通の治療原理を有している。違
いは、ドナー由来細胞から産生される酵素を
レシピエント由来細胞内に供給するか、もし
くは外来性酵素製剤を点滴により体内に供
給するか、である。両治療法とも長所および
短所があり、造血幹細胞移植では移植が成功
し、ドナー細胞が生着すれば、そこから永続
的に酵素を供給することが可能である。しか
し、移植に伴う重篤な合併症（免疫抑制によ
る重症感染症、GVHD、生着不全など）が問
題となる。一方、酵素補充療法はそれに比し
安全に治療を行うことが可能である。しかし、
外来性酵素は効果が一過性であるため、頻回
に酵素製剤を点滴投与せざるを得ず、そのた
め医療経済として莫大な費用がかかり、また
患者は定期的な通院を一生涯続ける必要が
ある。さらに、どちらの治療法でも、酵素が
到達できない、もしくは到達しにくい組織
（中枢神経、角膜、骨・軟骨）がある。これ
らのことより、安全かつ簡便、さらに永続的
で、すべての組織に効果的な新規治療法の開
発が期待される。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、ライソゾーム病に対する再生

医療技術を応用した「埋め込み型酵素補充療
法」を考案する。ライソゾーム病の中でも、
ムコ多糖症において、ヒト間葉系細胞を分離、
培養し、レトロウイルスベクターによる欠損
酵素の遺伝子導入をした後、 
1)筋肉に移植し酵素を全身に供給する。 
2)角膜に移植し角膜混濁の改善をはかる。 
3)脳室内に投与し中枢神経病変を改善させる。 
4)軟骨に移植し骨、軟骨病変を改善させる。
この 4つを組み合わせることにより、全身の
すべての臓器に酵素を供給することが可能
であり、恒常的に酵素補充療法がおこなわれ
ている状態となる。 
 現在までに、我々の研究室では、ムコ多糖
症 VII型マウスにおける角膜混濁へのアデノ
ウイルスベクターの投与や中枢神経病変へ
の神経幹細胞の脳内移植について有用性を
示す結果を得ている。また、間葉系細胞が筋
肉に分化すること、またライソゾーム病であ
る Fabry 病や血友病でのアデノ随伴性ウイ
ルスベクターの筋肉内投与の有効性が報告
されている。これらのことから、筋肉におい
て、ムコ多糖症 VII型の欠損酵素である βグ
ルクロニダーゼ(GUSB)の産生および分泌は
可能であり、ヒト間葉系細胞を用いた自家移
植を行うことで拒絶反応、GVHDを抑えた治
療が可能となり、さらに間葉系細胞に GUSB
遺伝子を導入し、GUSBを強発現させること
で、全身に強力に酵素を供給することが可能
となると考える。そこで、われわれはライソ
ゾーム蓄積症の疾患モデルであるムコ多糖
症 VII型マウスを用いて、上記 1）の目的に

ついて、GUSBを遺伝子導入したヒト間葉系
細胞をマウス筋肉内に移植し、酵素を供給す
ることで全身の蓄積しているムコ多糖を代
謝する実験系を確立する。 
 
３． 研究の方法 
1)用いる間葉系細胞を選択するため、骨髄由
来、子宮内膜由来、臍帯血由来、胎盤由来ヒ
ト間葉系細胞および骨髄由来マウス間葉系
細胞およびムコ多糖症 VII型マウス皮膚線維
芽細胞について、それぞれの細胞中および培
養液中 GUSB 活性を、 4MU 法および
Naphthol AS-BI活性染色をもちいて測定し、
適切な間葉系細胞を検討する。 
2)選択した間葉系細胞から分泌された
GUSB が、GUSB 欠損細胞へマンノース-6-
リン酸受容体を介して取り込まれているか
どうか（Cross Correction）確認する。 
3)選択した間葉系細胞について、約 2.5×107

個を NOD/SCID/MPSVII マウス大腿筋に移
植し、筋肉への分化、生着を評価、確認する。
また同様に、投与部位である大腿筋において、
GUSB活性測定および活性染色を行い、移植
細胞の GUSB活性を評価する。同様にして、
脳、心、肺、肝、脾、腎、血清における改善
を評価するため、各組織中の GUSB活性測定、
病理組織評価および GUSB活性染色を行い、
有効性を評価する。 
4) レトロウイルスベクターを用いて GUSB
遺伝子を強発現させたヒト間葉系細胞につ
いて、GUSB活性およびCross Correction を
確認する。その後、NOD/SCID/MPSVII マ
ウスの大腿筋に移植し、遺伝子導入したヒト
間葉系細胞の筋肉への分化、生着を評価、確
認する。また同様に、投与部位である大腿筋
において、GUSB活性測定および活性染色を
行い、移植細胞の GUSB活性を評価する。同
様にして、脳、心、肺、肝、脾、腎、血清に
おける改善を評価するため、各組織中の
GUSB活性測定、病理組織評価および GUSB
活性染色を行い、有効性を評価する。 
 
４． 研究成果 
1) 4MU法を用いた各細胞中のGUSB活性は、
骨髄由来、子宮内膜由来、臍帯血由来、胎盤
由来ヒト間葉系細胞、骨髄由来マウス間葉系
細胞、ムコ多糖症 VII型マウス皮膚線維芽細
胞について、それぞれ 66.2、168.0、125.3、
45.3、480.0、1.8(U/mg protein/h)であった
（図 1）。培養液中 GUSB 活性は、それぞれ
19.1、34.0、16.0、3.2、44.0、0.0(U/ml)で
あった（図 2）。同様に Naphthol AS-BI活性
染色にて、各培養細胞の活性染色を行い、活
性測定値と同様の染色結果を得た。これらか
ら、移植に用いる細胞には採取法が既に臨床
実施されている骨髄および酵素活性値の高
い子宮内膜細胞由来の間葉系細胞を選択し



 

 

た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2)骨髄由来ヒト間葉系細胞が GUSB を分泌
した培養液を用いて、ムコ多糖症 VII型マウ
ス皮膚線維芽細胞を培養した結果、細胞内に
GUSB が取り込まれ、その取り込み率は
14.3%であった。これにマンノース-6-リン酸
を加えて、受容体を競合した結果その取り込
み率は 7.8%に低下した（図 3）。これにより
Cross Correctionが働いていることが判明し
た。同様にして、子宮内膜由来ヒト間葉系細
胞では Cross Correction による取り込み率
は 16.5%でマンノース -6-リン酸阻害下で
9.9%であった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) 骨髄由来ヒト間葉系細胞および子宮内膜
由来ヒト間葉系細胞について、それぞれ約
2.5×107個を NOD/SCID/MPSVII マウスの
右大腿筋に移植し、移植後 1週間、4週間に
おいて、投与部位である大腿筋について、ビ
メンチン染色、ジストロフィン染色により移
植細胞の筋肉への分化、生着を評価した。ビ
メンチン染色は未分化なヒト間葉系細胞特
異的に染色され、ジストロフィン染色は分化
された筋細胞においてヒト、マウスとも染色
される。両細胞とも 1週間後、4週間後の大
腿筋の移植部位においてビメンチン染色に
てヒト間葉系細胞の存在を確認し、ジストロ
フィン染色、GUSB活性染色の両者が染色さ
れることにより、ヒト間葉系細胞の筋肉への
分化と GUSBの産生を確認した。 
また、NOD/SCIDマウスにおける各組織の正

常 GUSB活性は脳、心、肺、肝、脾、腎、筋
においてそれぞれ 26.2、8.9、134.7、180.2、
439.1、68.2、18.0(U/mg protein/h)であり、
移植マウスの大腿筋の移植部位においては、
骨髄由来ヒト間葉系細胞ではそれぞれ 1週間
後で NOD/SCID マウス筋 GUSB 活性の 3.3
～52.9%（平均 13.7%）、4 週間後で 13.3～
46.1%（平均 22.4%）、子宮内膜由来ヒト間葉
系細胞ではそれぞれ 1 週間後で 6.9～26.8%
（平均 11.9%）、4 週間後で 4.3～16.4%（平
均 9.9%）の GUSB活性を残存しており、移
植後も生着した間葉系細胞から GUSB の産
生が継続されていることが判明した（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

4) レトロウイルスベクターによる遺伝子導
入細胞を用いた移植実験を行うため、最適な
遺伝子導入条件を検討した。レトロウイルス
ベクターは pGCDNsap-GUSBを用いた。エ
ンベロープには VSVGを用い、パッケージン
グ細胞に 293T 細胞を使用した。リポフェク
シ ョ ン 法 に よ り 293T 細 胞 に
pGCDNsap-GUSB をトランスフェクション
し、一過性に GUSB を発現させたところ、
293T 細 胞 の 内 因 性 GUSB 活 性 が
187.9(U/mg protein/h) に 対 し て 、
3406.5(U/mg protein/h)と強発現しているこ
とが示され、また培養液中にも 806.9(U/ml)
と強く分泌されていた。 
今後、この GUSB発現レトロウイルスベクタ
ーを用いて、パッケージング細胞にトランス
フェクションし、GUSB遺伝子の発現が高力
価となるようなウイルス産生細胞のクロー
ニングに着手する。その後、高力価ウイルス
ベクターによって、骨髄由来ヒト間葉系細胞
および子宮内膜由来ヒト間葉系細胞に
GUSB を遺伝子導入し GUSB 活性および
Cross Correction を確認する。その後、
NOD/SCID/MPSVII マウスの大腿筋に移植
し、遺伝子導入したヒト間葉系細胞の筋肉へ
の分化、生着を評価、確認する。また同様に、
投与部位である大腿筋において、GUSB活性
測定および活性染色を行い、移植細胞の
GUSB活性を評価する。同様にして、脳、心、
肺、肝、脾、腎、血清における改善を評価す
るため、各組織中の GUSB活性測定、病理組
織評価および GUSB活性染色を行い、有効性
を評価する。 
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