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研究成果の概要（和文）：リソソーム内で複合体を形成するヒト・カテプシンA（CathA）とノイラミニダーゼ1（NEU1
）の遺伝的欠損症に対し、両者の相互作用部位をターゲットとする新規治療薬開発を目指して研究を進め、活性型Cath
Aを大量発現するトランスジェニック（Tg）カイコの作製、その中部絹糸腺からの精製及びX線結晶構造の解明に成功し
た。また細胞膜透過性ペプチド（R8）とのコンジュゲートは、CathA欠損症患者線維芽細胞内のリソソームへの補充効
果を示し、蓄積シアル酸含有糖鎖を減少させた。さらにNEU1と相同性を示す細胞質性NEU2に対し、SiastatinBが酸性pH
条件下で熱安定化効果を示した。

研究成果の概要（英文）：To develop novel therapeutics for human deficiencies (lysosomal storage diseases) 
of lysosomal cathepsin A (CathA) and neuraminidase-1 (NEU1) based on protein-protein interaction between C
athA and NEU1, we produced transgenic (Tg) silkworm strains overexpressing human CathA and NEU1 in middle 
silk glands, and succeeded in purification and elucidation of X-ray crystal structure of the enzymatically
 active CathA. The conjugates of active CathA purified from Tg silk glands and cell-penetrating peptides (
R8) had replacement effects on cultured fibroblasts derived from patients with CathA deficiency (Galactosi
alidosis) to reduce the accumulated sialyloligosaccharides. In addition, siastatin B was found to have sta
bilizing effects like a chaperone compound on recombinant human cytosolic NEU2 with structural similarity 
to NEU1. 
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1. 研究開始当初の背景 

リソソーム性保護タンパク質/カテプシン A

（CathA）は、それ自体が酸性セリンカル

ボキシペプチダーゼや中性デアミダーゼ等

の触媒活性を示すとともに、リソソーム内

で糖鎖分解に関わるノイラミニダーゼ 1

（NEU1）及びβ-ガラクトシダーゼ（GLB1）

と多酵素複合体を構成し、NEU1 の活性化

や GLB1 のリソソーム内プロテアーゼによ

る分解からの保護作用を示す。ヒト CathA

をコードする CTSA 遺伝子の劣性変異が原

因で、CathA 活性のみならず、二次的に

NEU1 活性の著しい低下と GLB1 活性の部

分欠損、及び末端シアル酸含有糖鎖の患者

組織内での過剰蓄積と中枢神経症状を含む

全身症状を伴う遺伝性リソソーム病（ガラ

クトシアリドーシス , Galactosialidosis, 

GS）が発症する。従来、GS に対して有効

な根本治療薬はない。しかし近年、α-ガラ

クトシダーゼ（GLA）欠損症であるファブ

リー病など、末梢症状を主症状とする一部

のリソソーム病（６種）に対し、哺乳類培

養細胞株で生産する組換えヒト酵素製剤を

定期的に静脈内投与する酵素補充療法が臨

床応用されている。また、中枢症状を示す

リソソーム病に対し、血液脳関門を透過で

きない酵素製剤の脳脊髄液内への投与や、

酵素分子のフォールディング異常を基質ア

ナログ（低分子化合物）により是正する薬

理学的シャペロン療法などの治験が進行中

である。そこで本研究では、CathAとNEU1

の同時欠損症である GS に対する新規の酵

素補充療法や酵素増強薬の開発を目指し研

究を進めることとした。 

2. 研究成果の目的 

（１）現在の酵素補充治療薬は、ヒト正常

酵素遺伝子を導入した哺乳類細胞であるチ

ャイニーズハムスター卵巣由来 CHO 細胞

やヒト繊維肉腫細胞 HT1080 株を用いて製

造している。しかし哺乳類細胞株の高密度

培養は困難で大規模プラントが必要となり、

製造コストも高価になる。またヒト感染性

病原体の汚染の危険性もある。一方、絹糸

の効率的な生産能力をもつカイコの絹糸腺

は、高分子量外来タンパクの大量生産に適

している。またこれまでにヒト感染性病原

体の報告がないカイコは、ヒト抗体医薬品

原薬の新規生産基材としても注目されてい

る。本研究では、（独）農業生物資源研究所・

遺伝子組換えカイコ研究開発ユニットの小

林らとの共同で、組換えヒト CathA 及び

NEU1 を大量発現するトラスジェニック

（Tg）カイコの作製を目的とした。 

（２）異種生物であるカイコ絹糸腺で発現

するヒトリソソーム酵素では、糖鎖付加な

どの翻訳後修飾が異なる可能性があるため、

組換え酵素の精製法を確立するとともに、

糖鎖構造などの分子特性の評価を行う。ま

た患者に対する有効性・安全性、特に神経

系に対する評価を行うため、患者由来皮膚

線維芽細胞から iPS 細胞株の樹立を行い、

さらに神経系への分化誘導法を開発する。 

（３）結晶構造が未知の成熟型 CathA や

NEU1 の構造を、徳島大学疾患酵素学研究

センターの真板らとの連携で解明するとと

もに、（独）産業技術総合研究所・創薬分子

プロファイリング研究センターの広川らと

の共同で、構造既知のヒト CathA 前駆体や

相同性を示す細胞質性NEU2やその阻害剤

との複合体の３次構造情報を基に、in silico



で高機能型酵素の分子デザインやケミカル

シャペロンの探索を行い、新規酵素補充治

療薬や酵素増強薬候補を予測し、評価する。

3. 研究の方法

（１）ヒトリソソーム酵素の大量生産基材

として

NEU1

製する。酵母

と pi

特異的セリシン

した

GAL4

に連結した

入した各々の発現系統を樹立した。中部絹

糸腺および繭中におけるヒト酵素タンパク

発現を解析し、中部絹糸腺からのレクチン、

疎水性及びイオン交換カラムクロマトグラ

フィーを用いる精製法を検討する。

（２）

センダイウイルスベクターを用い、４種の

リプログラミング因子（

KLF4

カー（

葉系細胞への分化誘導及びテラトーマ形成

を指標にする多分化能を評価した。また

Neural rosette

への分化誘導系を構築し、治療薬候補の投

与効果を検討する。

（３）精製した活性型ヒト
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ヒト
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