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研究成果の概要（和文）：異染性白質ジストロフィー（MLD：metachromatic leukodystrophy）
は arylsulfatase A(ASA)の遺伝的酵素欠損により、脳白質をはじめとする全身の組織にスルフ
ァチドなどの脂質が蓄積し、主に大脳白質が広範囲に障害される脱髄疾患である。現在のとこ
ろ有効な治療法はなく、新しい治療法の開発が期待されている。本研究では神経症状の改善が
可能な新規骨髄移植法の開発を目的として、造血幹細胞の自己複製を促進させる homeobox B4 
(HoxB4)遺伝子発現骨髄細胞を用いた移植により MLD モデルマウスを使用し、神経症状の治療が
可能か検討を行った。移植後 8ヶ月にて脳を解析したところ、骨髄細胞に HoxB4 を遺伝子導入
し発現させることにより、脳内により多くの移植細胞が確認され、ASA 欠損 MLD マウスにおい
てスルファチドの減少と、行動実験において有意な改善を認めた。HoxB4 遺伝子発現骨髄細胞
移植は MLD などの脱髄性疾患の治療に有用と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：To evaluate the contribution of bone marrow (BM) cells to treat 
neurological disorders, we examined the effectiveness of BM cells expressing the homeobox 
B4 (HoxB4) gene to cure mice with metachromatic leukodystrophy (MLD) through 
transplantation. Increased number of donor cells was observed in brains of the MLD mice 
transplanted with HoxB4-transduced BM cells (B4MLD) in contrast to those transplanted 
with control GFP-transduced BM cells (MIGMLD). Transplantation of BM cells overexpressing 
HoxB4 appears to effectively prevent the progression of MLD in this mouse model. These 
findings support the idea that hematopoietic stem cells (HSCs) transduced with a HoxB4 
expression vector could be useful carriers of therapeutic proteins into the brain for 
regeneration of oligodendrocytes to treat such demyelinating disorders as MLD, Krabbe 
disease and multiple sclerosis. 
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１． 研究開始当初の背景 
リソゾーム酵素欠損症（以下リソゾーム
病）は、リソゾーム内の加水分解酵素が
遺伝的に欠損しているため糖脂質が蓄積
する先天性代謝異常症である。１型（非
神経型）ゴーシェ病やファブリー病など
神経症状を伴わないリソゾーム病に対し
ては精製した欠損酵素を定期的に静脈注
射する酵素補充療法の有効性が確認され
ている。しかし、arylsulfatase A(ASA)
の欠損症である異染性白質ジストロフィ
ー（MLD：metachromatic leukodystrophy）
のような神経変性を伴う疾患に対しては
血液脳関門（BBB: blood brain barrier）
の存在が大きな障害となり、有効な治療
戦略が立てられていない。また治療法の
１つとして骨髄移植も行われ有効例の報
告もみられるが、神経症状を伴うリソゾ
ーム病に対しての有効性は疑問がある。
これらの中枢神経症状を治療する方法と
して遺伝子治療が期待されている。我々
は、欠損酵素を発現するアデノ随伴ウイ
ルスベクター(AAV: adeno-associated 
virus)の脳内直接注入による遺伝子治療
法を試み MLD モデルマウスの治療に成功
している(Kurai et al., Mol.Ther. 2006)。
しかし MLD では全ての神経系組織が障害
されており、直接注入法で脳全体を治療
するためには広い領域について多数・頻
回のベクター注入が必要であり、技術的
にも倫理的にも臨床応用の可能性は低い。
また欠損酵素を発現する骨髄細胞を移植
する骨髄幹細胞遺伝子治療も報告されて
いる(Biffi et al., Nature Med. 2004, 
J.Clin.Invest. 2006)が、人への臨床応
用においては遺伝子導入細胞の生着率が
悪いために治療効果が発揮されない可能
性が高い。よって遺伝性神経変性疾患を
治療するためには BBB の壁を越える新し
いアプローチが必要である。 
近年、骨髄移植により移植した細胞が脳
神経細胞へ分化されることは報告されて
おり神経疾患の治療法として期待されて
いるが、しかし、効率が悪いために治療 
効果が発揮されないことが問題となって
いる。我々は homeobox transcriptional 
factor B4 (HoxB4)発現骨髄細胞が骨髄幹
細胞の増殖をもたらし、その結果移植に
よる生着率の向上が可能である事を報告
している(Miyake et al., Stem cell 
2006)。この結果に基づき、HoxB4 発現骨
髄細胞の骨髄移植への有用性、脳神経細
胞への分化、しいては神経病変の治療効
果を検討する。 

 

２．研究の目的 
リソゾーム酵素欠損症では、一般的に酵
素補充療法の有効性が期待できるが神
経変性を伴う疾患に対しては BBBの存在
が大きな障害となり、有効な治療戦略が
立てられていない。本研究では脳全体の
広範な神経変性を伴う、MLD をモデルと
して、脳神経組織に対する新しい骨髄移
植法、およびそれを応用した遺伝子治療
の開発を目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
1） HoxB4 の遺伝子導入 
      5FU 処理した正常マウスの大腿骨より

骨髄細胞を採取し、レトロウイルスベ
クターにて HoxB4+GFP またはコント
ロールとして GFP 遺伝子を導入する。 

2） 導入細胞の移植 
   致死量の放射線をかけた MLDモデルマ

ウスに、①正常骨髄、②GFP 遺伝子導
入骨髄、③HoxB4+GFP 遺伝子導入骨髄
を移植する。 

3） 移植率、生着率の解析 
    移植マウスから採血を行い、フローサ

イトメトリーにより生着率を経時的
に確認すると共に、どの細胞ヘ分化し
たかを抗体にて染色し確認をする。 

4） 神経細胞への分化の解析 
   マウスから脳を採取し凍結切片作成

後、抗 GFP 抗体にて神経細胞への分化
数の比較を行う。またどの神経細胞へ
分化したのか免疫染色にて解析を行
う。 

5） 治療効果の検討  
   MLD モデルマウス：スルファチドの定

量、染色、行動実験を行う。 
6） 安全性の検討 
   治療モデルマウスを長期(1 年以上～

２年)に観察し、採血を行い異常な細
胞増殖、分化等ないか確認をする。ま
た腫瘍等の有無の確認も行う。 

 
 
 
４．研究成果 
1） 新規骨髄移植法として、HoxB4 を骨髄細

胞に導入し移植実験を行った。移植後
3,8,25,32 週に経時的に末梢血から採血
をおこない、GFP 陽性率(移植率)をフロ
ーサイトメーターにより解析を行った。
HoxB4 を導入した骨髄ではコントロール
に比べ高い生着率を示した。 

 
 



 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

2） 中枢神経系への移植細胞の効率を見る
ために、移植後 8ヶ月にて脳を解析した
ところ、HoxB4 移植マウスではコントロ
ールに比べ多くのGFP陽性細胞を認めら
れた。 
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3） 移植細胞がどの神経細胞に分化したの

か検討をするために、IbaI 抗体にてマイ
クログリア、O4 抗体によりオリゴデンド
ロサイトの免疫染色をおこなった。GFP
陽性細胞はほとんどがマイクログリア
に分化していたがHoxB4移植マウスにお
いては、オリゴデンドロサイトにも分化
されていることが確認された。 
 
Iba1 抗体:マイクログリア 
 
 
 
 

 
 
O4 抗体: オリゴデンドロサイト 

 
 
 
 

 
 
4） 中枢神経への治療効果をみるために移

植後 8 ヶ月にて脳を解析した。ASA 遺伝
子欠損により、脳へ蓄積するスルファチ
ドを Alcian blue により染色及び生化学
的定量を検討した。HoxB4 移植 MLD マウ
スはコントロールと比べて優位にスル
ファチドの減少を認めた。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

5） またもう一つの中枢神経への治療効果
の判定のためにバランスビームテスト
による行動実験を行った。行動実験にお
いても、HoxB4 移植 MLD マウスはコント
ロールと比べて優位に Latency, slip と
もに神経症状の改善が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

6） このことより骨髄細胞にHoxB4を遺伝子
導入し発現させることにより、脳内によ
り多くの移植細胞が確認され、ASA 欠損
MLD マウスにおいてスルファチドの減少
と、行動実験において有意な改善を認め
た。より多くの移植細胞が脳内に確認さ
れたのはHoxB4発現により脳内にて増殖
されたためと推測された。また、HoxB4
を発現させることにより、オリゴデンド
ロサイトへの分化が確認され、HoxB4 遺
伝子発現骨髄細胞移植はMLDなどの脱髄
性疾患の治療に有用と考えられた。本研
究では治療実験中に癌化等の副作用は
認められなかったが、今後臨床応用に向
けて、慎重な副作用、安全性の検討を行
っていく必要があると思われる。 
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