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研究成果の概要： 
 
ファブリー病は α-galactosidase A(GalA)の欠損により糖脂質などが蓄積する疾患である。酵素

補充療法が行われているが、輸注された酵素に対する抗体が発生する。今回の検討で酵素補充

療法を受けている FD 患者で発生する抗体は治療効果も阻害することが明らかとなった。そこ

で免疫寛容を導入するために組織特異的プロモーターにより Gal A を発現するレンチウイルス

ベクターを作成し FD モデルマウスに経静脈的に投与したところ、少なくとも肝臓、脾臓にお

いて Gal A の発現が長期間持続し免疫寛容が導入された可能性があると思われた。 
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1. 研究開始当初の背景 
現在、６つのライソゾーム病蓄積症に対して
酵素補充療法が行われているが、輸注された
酵素に対する抗体が発生し治療効果を阻害
することが問題になっている。またライソゾ
ーム病の遺伝子治療の場合も発現する酵素
に対する抗体が発生したり遺伝子導入細胞
に対して細胞障害性Ｔ細胞が発生したり、や

はり効果を阻害することが明らかとなって
いる。酵素補充療法、遺伝子治療法の効果を
最大限発揮させるためにも免疫寛容の導入
が重要な課題である。ファブリー病(FD)はα
-galactosidase A(Gal A)が欠損するライソゾ
ーム病で酵素補充療法が行われており、酵素
補充療法中に発生する中和抗体が治療効果
を阻害する可能性がある疾患の一つである。 



 
2. 研究の目的 
今回の研究は FD の酵素補充療法、ならびに
遺伝子治療法において発生する酵素に対す
る免疫応答を抑制する治療法を開発するこ
とが目的であった。FD をそのモデルとして
酵素補充療法中に生じる抗体の性状を検討
すると伴に組織特異性プロモーターを用い
た遺伝子治療を行い免疫寛容の導入を試み
た。組織特異的プロモーターとしてはクラス
II 陽性細胞で特異的に遺伝子を発現できる
MHCII プロモーターを用いた。これは先行
する研究で MHCII プロモーターを用いると
発現蛋白に対する免疫寛容を導入できた事
を示唆する実験結果があったためである。 
 
3. 研究の方法 

1） 抗体の性状ならびに臨床効果に
対する影響に関する検討：FD酵
素補充療法で出現するGal Aに
対する抗体価(IgG)をELISA法
にて測定した。またGal Aと血清
を混ぜ酵素活性を測定すること
により中和活性を測定した。次
にGal Aと抗体陽性ならびに陰
性患者血清を混和後、FD患者よ
り樹立した培養皮膚線維芽細胞、
ならびにFDモデルマウスに投
与して細胞へのGal Aの取り込
みに抗体が影響するか否かを検
討した。 

2） 抗体の臨床効果への影響：実際
に抗体が臨床効果に影響を与え
るか否かを蓄積物質である
globotriaosylceramide (GL-3)
の尿中濃度を継時的にタンデム
マスで測定した。 

3） 組織特異的プロモーターを有す
る組換えレンチウイルスの作成
ならびに特異性に関する検討：
組織特異的プロモーターを使用
することにより発現蛋白に対し
て免疫寛容が導入されるか否か
を検討した。今回は研究協力者
が免疫寛容を導入できるプロモ
ーターとして報告したMHCII
ブロモーターを用いた(Kimura 
T et al. Mol Ther. 2007 
Jul;15(7):1390-9)。本プロモー
ターはクラスII陽性細胞で特異
的に蛋白質を発現させ、なおか
つ発現蛋白に対する免疫寛容を
導入すると報告されている。ま
ずそれを確認するためMHCII
プロモーターでGFPを発現する
組換えレンチウイルスとコント
ロールとしてCMVプロモータ

ーでGFPを発現する組換えレン
チウイルスを作成した。特異性
を検討するために２つの組換え
レンチウイルスベクターをマウ
ス(Balb/c)の骨髄細胞、クラスII
陽性ならびに陰性細胞株に感染
させその特異性をクラスII特異
抗体を用いFACSにて検討した。 

4） 組織特異的プロモーターを有す
る組換えレンチウイルスベクタ
ーのマウスへの投与：MHCIIプ
ロモーターでGal Aを発現する
組換えレンチウイルスとコント
ロールとしてCMVプロモータ
ーでGal Aを発現する組換えレ
ンチウイルスを作成した。同じ
タイターの上記２つの組換えレ
ンチウイルスをFDモデルマウ
スに経静脈的に投与し、6,12,24
週後にマウスより肝臓、脾臓、
腎臓、心臓を採取、各臓器にお
けるGal A活性、およびPCR
法,qPCR法にてウイルスゲノム
の存在の有無を検討した。 また
TLC法にてGL-3 の蓄積の度合
いも検討した。 

 
4. 研究成果 

体の性状ならびに臨床効果に1） 抗
対する影響に関する検討：
ELISA法にてGal Aに対する
IgG陽性患者の血清にはGal A
の活性を抑制する活性が認めら
れ、この抑制活性は抗Gal A IgG
の量と正の相関を示した。よっ
て、このIgGには中和活性があ
ることが判明した。また抗体価
の高い患者血清とGal Aを混和
後、培養細胞に加えると、抗体
価の低い患者血清と混和した場
合に比べ著明に細胞内へのGal 
Aの取り込みが抑制された。同
様に抗体価の高い患者血清と
Gal Aを混和後、FDマウスモデ
ルに静脈内投与すると抗体価の
低い患者血清と混和した場合に
比べ著明に組織内へのGal A取
り込みが抑制された。以上より
患者血清中に生じる抗体は酵素
の細胞内への取り込みを著しく
阻害することが判明した。 

2） 抗体の臨床効果への影響：合計
14名のFD患者（抗体陽性 7名、
陰性 7 名）の尿中GL-3 は抗体陽
性者でその減少が抑制されてい
た。以上より抗体は臨床効果に
影響を及ぼす可能性が示唆され



た。 
3） 組織特異的プロモーターを有す

る組換えレンチウイルスの作成
ならびに特異性に関する検討：
マウス骨髄細胞、クラスII陽性、
陰性細胞株にMHCIIプロモー
ターを用いてGFPを発現させる
とクラスII陽性細胞に特異的に
GFPが発現しており、一方CMV
プロモーターを用いた場合は、
その様な特異性は認められなか
った。よってMHCIIプロモータ
ーはクラスII陽性細胞に特異的
に遺伝子を発現させるプロモー
ターであることが判明した。 

4） 組織特異的プロモーターを有す
る組換えレンチウイルスベクタ
ーのマウスへの投与：クラスII
陽性細胞でGal Aを発現させた
場合のみ肝臓ならびに脾臓で
24 週までGal Aの発現が認めら
れた。一方CMVプロモーターを
用いて発現させた場合は 6 週の
時点で、どの臓器にも発現は認
められなかった。PCR, qPCRに
よるウイルスゲノムの存在を検
討したが酵素活性の結果と同様
でMHCIIプロモーターを用い
たときのみ肝臓、脾臓にウイル
スゲノムが認められた。GL-3
もMHCIIプロモーターを用い
たときのみ肝臓、脾臓で低下し
ていた。MHCIIプロモーターに
よる遺伝子の長期発現が得られ
たのが免疫寛容によるものか否
かは研究期間中には明らかにで
きなかった。今後の課題であっ
た。 
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