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研究成果の概要（和文）：バイオ医薬品の取り込み機構をin vitroで評価することを目標とし、正常組織由来の培養細
胞に対してα-ガラクトシダーゼ（GLA）の取り込みに関する検討を行い、従来から知られているGLAの取り込み機構で
あるマンノース６リン酸レセプターを介さない機構が存在することを見いだした。また、由来組織依存的な取り込み特
性が認められたことから、本培養系が臓器ごとのバイオ医薬品の取り込みを推測する評価に応用できると思われる。

研究成果の概要（英文）：To estimate uptake mechanism of biomedicine such as alpha-galactosidase (GLA), we 
developed the evaluation system of uptake analysis system using in vitro primary culture cell. We proved 
GLA uptake dependent mannose-6-phosphate receptor (M6PR) in primary cultured cell. However, M6PR 
independent uptake was obtained in renal proximal tubule epithelial cells and renal cortical epithelial 
cells. These results correlate with in vivo pharmacokinetics. These results suggest that our cell culture 
system is useful for pharmacokinetic study in pre-clinical.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝的にリソソーム酵素が欠損した疾患
群（リソソーム病）の中でも、発生頻度が高
く臨床的に重要な疾患であるファブリー病
では、α-ガラクトシダーゼ（GLA）の欠損に
より、全身の様々な臓器に GLA の基質である
Gb3 が分解されずに蓄積してしまう。特に腎
臓などにおけるGb3の蓄積はその機能を傷害
し、患者の全身状態を悪化、最終的には死に
至らしめる。その根本的療法として、欠損し
ている酵素の補充、すなわち酵素補充療法
（ERT）があり、効果を上げている。 
ERT では細胞工学的に生産された GLA が血中
に投与されることで各臓器に分布し、その内
在性基質であるGb3を分解することで機能を
発揮する。しかしながら、その臓器移行性は
均一ではなく、肝臓にはかなり取り込まれる
ものの、腎臓へは移行性が悪い。 
腎臓における Gb3 の蓄積は、腎不全を惹起す
るため、患者の予後や QOL を著しく左右し、
血中から腎臓へ酵素移行性の改善は治療効
果の向上のために急務である。 
これまでの研究から、これら酵素製剤の取り
込みには主としてマンノース-6-リン酸レセ
プター（M6PR）が関与していることが知られ
ており、取り込み効率の向上を目的としてマ
ンノース-6-リン酸（M6P）を付加する改変酵
素の検討などがなされ、一定の効果をあげて
きている。しかしながら、当教室の基礎検討
からある種の腎臓由来細胞株では、M6PR の発
現が低いにも関わらず、酵素取り込み効率が
高いこと、すなわち M6PR 非依存的取り込み
を有することが明らかとなった。 
そこで、本研究では、臓器移行性、特に腎臓
での酵素取り込み効率の改善を目指すため
に、酵素製剤の各種臓器への取り込みを評価
しうる in vitro 評価系の構築、既知の酵素
取り込み機構である M6PR を介した取り込み
機構の詳細化を行うこととした。 
 近年、酵素のようなバイオ医薬品の開発が
急速に進行しており、ジェネリックに相当す
るバイオシミラーや、より機能を強化した改
変酵素の開発、さらに抗体医薬等、生物学的
製剤の普及が進んでいる。よって、in vitro
での評価系の構築は、今後の生物医薬品開発
における評価や、品質管理等に重要になると
期待される。 
 
２．研究の目的 
遺伝的にリソソーム酵素が欠損した疾患
であるリソソーム病の根本的治療として、欠
損した酵素を補う ERT が普及している。しか
しながら、その効果は限局的であり、特に腎
臓における血中からの酵素移行性の改善が
治療効果の向上のために強く求められてい
る。本研究では、バイオ医薬品取り込みの評
価を目的として、本疾患で実際の治療に用い
られている GLA 製剤をモデルとした。これら
酵素製剤の各種臓器での取り込みを評価し
うる in vitro 

評価系の構築を行い、GLA の既知の取り込
み機構であるマンノース６リン酸レセプタ
ー（M6PR）を介した取り込み機構の詳細化、
さらに M6PR 非依存的な新規酵素取り込み機
構の分子レベルでの探索をすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト正常組織由来細胞の培養 
 ヒト正常組織由来細胞は、Lonza 社 
及び、ScienCell Research Laboratories 社
より購入し、検討を行った。細胞種としては、
繊維芽細胞、微小血管内皮細胞、心筋細胞、
腎皮質上皮細胞、尿細管上皮細胞、血管内皮
由来細胞を用いた。これらの細胞はそれぞれ
専用の培地、添加因子等を用いて培養し、取
り込み実験、レセプター発現実験等に用いた。 
 
（２）M6PR タンパク質発現レベルの検討 
ERT に用いられる組替え酵素の主たる取り
込み因子とされているM6PRの発現レベルは、
ウエスタンブロット法を用いて解析を行っ
た。また、ヒト正常組織における M6PR の発
現レベルは正常組織由来 RNA を購入し、リア
ルタイム RT-PCR 法を用いた。 
 
（３）GLA の取り込みの検討 
取り込み酵素のモデルとしてGLAの取り込
みについて、蛍光基質を用いた酵素活性測定
法を用いて解析を行った。 
 これら正常組織由来細胞は、培養にそれぞ
れ特異的な培地、添加因子を要求するが、取
り込み実験の際に、培地や増殖因子などによ
り取り込みに差が認められたため、培養条件
をなるべく統一化して取り込みに影響を及
ぼすカウンターイオン等の影響を排除した
均質な取り込み評価系を構築した。 
 
（４）M6PR 非依存的酵素取り込み機構の解析 
補充酵素の主たる取り込み機構とされてい
る M6PR 以外に、取り込みに関与する分子の
存在を明らかにするために、M6P 添加による
基質競合阻害実験を行った。また M6P による
阻害実験を検証するために、siRNA を用いた
M6PR 抑制実験を行った。 
M6PR 抑制レベルの検討にはウエスタンブロ
ット法に加え、リアルタイム RT-PCR 法を用
いて mRAN レベルでの検討も併せて行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）ヒト正常組織由来細胞の培養 
ヒト正常組織由来細胞の培養では、繊維芽
細胞、微小血管内皮細胞、心筋細胞、腎皮質
上皮細胞、尿細管上皮細胞、血管内皮由来細
胞以外に、腎臓由来細胞であるメサンギウム
細胞も試みたが、安定した培養が確立できな
かったために除外した。また、これら正常組
織由来細胞は、培養にそれぞれ特異的な培地、
添加因子を要求するが、取り込み実験の基礎



検討の際に、培地や増殖因子などにより取り
込みに差が認められた。従って、取り込み実
験に際しては、培養条件をなるべく統一化し
て取り込みに影響を及ぼすカウンターイオ
ン等の影響を排除した均質な取り込み評価
系を確立した。 
 
（２）M6PR タンパク質発現レベルの検討 
M6PR の発現レベルは、ウエスタンブロット
法を用いて解析を行った。その結果の一例を
図１に示す。これらの結果から、心筋由来の
細胞と比較し、腎臓系の細胞において M6PR
の発現が低いことを明らかにした。また、ヒ
ト正常組織由来RNAを用いてM6PRのｍRNA発
現を検討したところ(図２)、腎臓、心臓のに
おける M6PR の発現は正常組織由来細胞にお
ける発現と相関を示すことから、本評価系で
検討した M6PR 依存的な酵素取り込みは in 
vivo にも反映することが期待できる。 
 

 
図１ 各種正常組織由来細胞における 
M6PR タンパク質の発現レベル 
 

図２ 正常組織由来 M6PR mRNA 相対 
発現レベル 

 
（３）GLA の取り込みの検討 
各種細胞における GLA 活性は蛍光基質を
用いた酵素活性測定法を用いて解析を行っ
た。これまで、患者由来繊維芽細胞や神経系
の株化細胞を用いた検討がなされてきてい
たが、正常組織由来細胞での検討はこれまで
なされていない。そこで、初めに酵素添加の
濃度依存性、並びに時間依存性の検討を行っ
た。その結果、ある一定のレベルまでに濃度
依存性、時間依存性が認められ、最適と思わ

れる条件にて各細胞における取り込み実験
を行った。その結果、M6PR の発現が低かった
腎臓由来細胞（近位尿細管上皮・腎皮質上皮）
において、心筋由来細胞よりも GLA の取り込
みが高いことを明らかにした（図３） 
 

図３ 腎臓、心臓由来正常細胞における 
GLA の取り込み 

 
 
（４）M6PR 非依存的酵素取り込み機構の解
析 
M6PR 以外に、GLA の取り込みに関与する分
子の存在を明らかにするために、M6P 添加に
よる基質競合阻害実験を行った。その結果、
GLA 添加では、M6PR の発現が低かった腎臓由
来細胞での取り込み阻害効率が高いことを
明らかにした。よって、腎臓細胞における GLA
の取り込みには、M6PR 以外の因子が関与して
いる可能性が考えられた。しかしながら、従
来から、この M6PR の阻害実験に用いられて
いる M6P 濃度は高濃度であること、また、他
の因子に与える影響も考えられたことから、
siRNAを用いてM6PRを抑制した実験を行うこ
ととした。まず、基礎検討を繊維芽細胞を用
いて行ったところ、抑制が認められ、酵素取
り込みの低下も確認された（図４）。 
 

図４ siRNA による M6PR 抑制と 
GLA 酵素取り込み量 

 
 
 腎臓由来細胞においても同様の検討を行
ったところ、取り込みの抑制は起きたものの、
M6P 添加と比較し、有意に小さな影響であっ
た。よって、M6P による他のレセプターへの
影響などを考慮する必要があるかと思われ
る。また、各種細胞での検討を行ったが、安
定した抑制と取り込みのデータが得られて



いない。今後、安定した遺伝子抑制を行った
上での検討が必要かと思われる。 
 以上より、GLA の取り込みに M6PR を介さな
い機構が存在することを見いだした。また、
検討を行った正常組織由来細胞のなかで、取
り込み特性に違いが認められたこと、正常臓
器の mRNA 発現と相関性も認められることか
ら、本培養系は由来臓器の特性を維持してお
り、臓器ごとの取り込みを推測する評価に本
実験系が応用できると思われる。 
 また、薬物の取り込みに重要な血管内皮細
胞において、平面培養に加えて、マトリゲル
中での立体培養、さらにスフェロイド形成に
よる三次元培養下での薬物取り込み評価を
検討することとし、基礎検討も行った。現時
点では、評価系の構築が試行できた状態であ
るが、より in vivo を反映した評価系の構築
が可能になるかと思われる。 
近年、医薬品全体に占めるバイオ医薬品の
割合が急増していることから、本研究は、今
後、バイオ医薬品の取り込みを簡便に in 
vitro で行う評価系の構築の基盤になると考
えられる。 
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