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研究成果の概要（和文）：リソソーム病に対する新規根本治療法の開発を目指し、リソソーム性β-ヘキソサニ
ミダーゼA（HexA）の欠損に基くGM2ガングリオシド蓄積症（テイ-サックス病）に対し、組換えヒト改変型HexB
を創製・精製した。またHexA欠損モデルマウスの脳室内投与により、脳内GM2の減少、運動機能の改善及び寿命
を延長させることに成功した。
　ヒトα-イズロニダーゼ（IDUA）遺伝子を絹糸腺で高発現するTgカイコを作製し、絹糸腺及び繭から精製した
IDUAに対し、末端マンノース6-リン酸（M6P）含有合成糖鎖を付加する技術を開発した。ネオグライコは、M6Pレ
セプターを介してIDUA欠損細胞に対し補充効果を示した。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel enzyme replacement therapy for Tay-Sachs disease as a 
lysosomal disease, caused by lysosomal beta-hexosaminidase A (HexA) associated with excessive 
accumulation of GM2 ganglioside (GM2) and neurological symptoms, a novel recombinant human modified 
HexB (mod2B) was developed and purified. The  intracerebroventricularly administered mod2B had 
therapeutic effects on restoration of HexA activity, reduction of GM2 accumulated in brain regions, 
improvement of motor dysfunction and prolongation of life span of HexA-deficient model mice.
 We succeeded in producing transgenic silkworm strain overexpressing the human alfa-iduronidase 
(IDUA) gene in the silk glands, and developed a novel transglycosylation technology to attach the 
synthetic terminal mannose-6-phosphate (M6P)-carrying N-glycans to the IDUA purified from silk 
glands and cocoons. The neoglyco-IDUA was taken up by the fibroblasts with IDUA deficiency and 
reduced the accumulated substrates including heparan sulfates.

研究分野： 病態生化学、分子治療学

キーワード： バイオ医薬品　糖タンパク製剤　リソソーム病　ドラッグデリバリー　糖鎖工学
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１．研究開始当初の背景 
リソソーム病（ライソゾーム病）は、細胞内
外の生体分子の分解代謝に関わるリソソー
ム酵素の遺伝的欠損に基づき、患者の臓器内
で基質が過剰に蓄積し、多様々な全身症状を
引き起こす先天性代謝異常症である。疾患と
しては 40 種類ほど存在し、発生頻度は 1～
10 万人に一人程度の希少疾患であるが、厚生
労働省では特定疾患「難病」に指定されてい
る。1990 年以降、哺乳動物由来培養細胞株
で製造する組換えヒトリソソーム酵素製剤
を、１～２週間に１回、患者の静脈内に投与
する酵素補充療法（Enzyme Replacement 
Therapy, ERT）が実用化され、国内ではゴー
シェ病やファブリー病をはじめ、８種類の疾
患に対し９種類の治療薬が臨床応用されて
いる。このリソソーム病の ERT では、組換
えヒトリソソーム酵素に付加される糖鎖の
末端マンノース 6-リン酸（M6P）やマンノー
ス（Man）残基が、患者の様々な臓器を構成
する細胞表面に存在する、M6P レセプター
（M6PR）またはManレセプター（ManR, 主
にマクロファージや白血球などに分布）と結
合を介して、組換え酵素が細胞内に取り込ま
れてリソソームまで輸送され、蓄積基質を分
解するため、治療効果が現れるのが特徴であ
る。しかし現行の ERT では、患者１人の治
療に年間 3,000 万円以上の高額な医療費がか
かる。またリソソーム病の半数以上は中枢神
経症状を示すが、静脈内投与された酵素は、
血液脳関門があるため、血液中から脳実質内
まで到達しにくく、中枢神経症状に対する治
療効果は見込めない。この問題の解決に向け
て酵素製剤を脳脊髄液中に投与する ERT が
開発され、複数の臨床試験・治験が世界で実
施されている。さらに生来、当該酵素を持た
ない患者に治療用酵素を投与すると、異物と
して認識され、免疫応答やアレルギーなどの
副作用が現れるため、免疫原性の低い高機能
型酵素の開発が望まれている。 
２．研究の目的 
本研究では、これまでに治療薬がない、中枢
神経症状を伴うリソソーム病である、β-ヘキ
ソサミニダーゼ（HexA, αβ二量体）欠損症
（テイ-サックス病、ザンドホッフ病）、カテ
プシン A（CTSA）欠損症（ガラクトシアリ
ドーシス、GS）、及びα-イズロニダーゼ
（IDUA）欠損症（ムコ多糖症１型）に対す
る新規高機能型ネオグライコバイオロジク
ス（人工糖タンパク質性バイオ医薬品）を開
発する目的で、 
（１）ヒト HexA 及び HexB（ββ二量体）
のX線結晶構造情報と in silicoデザインに基
づき、GM2 ガングリオシド（GM2）分解能
をもつ改変型HexBを創製し、哺乳動物CHO
細胞株で高発現した組換え酵素の分子特性
と疾患モデルに対する有効性を評価する。 
（２）高分子量糖タンパク質バイオ医薬品の
新規生産基材として、日本発のトランスジェ
ニック（Tg）カイコに着目し、絹糸腺でヒト

CTSA 及び IDUA を高発現する Tg カイコを
作製し、絹糸腺または繭から各酵素を精製し
て分子特性を解明する。 
（３）N 型糖鎖のコア構造を認識するエンド
グリコシダーゼ M などのトランスグリコシ
レーション活性と、末端 Man または M6P 含
有 N 型糖鎖を利用し、Tg カイコ絹糸腺また
は繭から精製した CTSA または IDUA に対
し機能性糖鎖を付加したネオグライコ酵素
を創製し、疾患モデルを用いて有効性を評価
する。 
３．研究の方法 
（１）徳島大学先端酵素学研究所、産業技術
総合研究所・創薬分子プロファイリング研究
センターとの共同で、X 線結晶構造解析や構
造情報に基づき in silico デザインにより、Hex
α鎖の機能（GM2 分解能及び GM2 活性化タ
ンパク質との結合能）をもつ改変型 Hexβ鎖
をコードする遺伝子を構築し、哺乳類 CHO
細胞への導入株の培養上清から、組換え改変
型 HexB を精製した。 
（２）中枢神経症状を伴う HexA 欠損症モデ
ルとして、マウス Hexb のノックアウトマウ
スの脳室内に改変型 HexB を投与し、脳内
HexA 活性（人工蛍光基質分解活性）の回復
と蛍光イメージング、蓄積 GM2 の MS イメ
ージングに関する分布解析と減少の評価を
行った。 
（３）HexA 欠損症の一種であるテイ-サック
ス病（TSD）患者由来皮膚繊維芽細胞から iPS
細胞を樹立し、神経細胞への分化誘導条件を
確立した。また精製改変型 HexB を培養液に
投与し、補充効果を検討した。 
（４）農研機構・カイコ機能改変技術開発ユ
ニットとの共同で、２種のリソソーム病、ガ
ラクトシアリドーシス（GS）とムコ多糖症１
型（MPSI）の責任酵素である、ヒトカテプシ
ン A（CTSA）とイズロニダーゼ（IDUA）を
絹糸腺で発現する Tg カイコ系統（CTSA-Tg
及び IDUA-Tg）を作製した。 
（５）群馬県蚕糸技術センター及び前橋遺伝
子組換えカイコ飼育組合との共同で、ヒト
CTSA-や IDUA-Tg カイコ（各々約１万頭）の
中部絹糸腺を採取し、凍結保存した。中部絹
糸腺の抽出液を､レクチン（ConA）アフィニ
ティー、疎水性（Butyl）及び陽イオン交換体
（SP）などのクロマトグラフィーを利用し、
酵素活性をもつ成熟型 CTSA 及び IDUA を精
製した。また中性緩衝液を用い、各 Tg カイ
コの繭から CTSA 前駆体及び活性型 IDUA を
抽出し、疎水性（Butyl）及び陽イオン交換体
（SP）などのクロマトグラフィーにより精製
した。 
（６）国立医薬品食品衛生研究所・生物薬品
部との共同で、中部絹糸腺から精製した成熟
型 CTSA 及び活性型 IDUA、また繭から精製
した CTSA 前駆体及び活性型 IDUA に付加さ
れた N 型糖鎖構造を解析した。 
（７）中部絹糸腺及び繭から精製した成熟型
CTSA、活性型 IDUA 及び CTSA 前駆体を蛍



光物質（FITC など）で標識し、マウス単球系
細胞株の培養液に添加し、その細胞内への取
り込みとリソソームへの輸送を解析した、 
（８）東京化成工業株式会社・糖鎖合成部に、
末端 M6P 含有二分岐 N 型糖鎖誘導体
M5(6P2)GN2-MP の化学合成を委託し、また
同社の改変型エンドグリコシダーゼ M
（endoM N175Q 変異体）を利用する人工糖鎖
挿げ替え法により、IDUA-Tg カイコ中部絹糸
腺 由 来 の 精 製 IDUA に in vitro で の
M5(6P2)GN2 の付加反応を行った。 
（９）合成 M5(6P2)GN2 が付加された Tg カ
イコ由来ヒト IDUA を、IDUA 欠損症（ムコ
多糖症１型）患者由来培養繊維芽細胞株に培
養液に添加し、酵素補充効果を解析した。 
（１０） CTSA-Tg カイコの繭から精製した
ヒト CTSA 前駆体タンパクを、マウス Ctsa
欠損 GS モデルマウスの脳室内に投与
（1mg/kg 体重）し、脳内ミクログリアの活性
化（抗 CD68 抗体との反応性の増大）に対す
る効果を検討した。 
４．研究成果 
（１）高機能型β-ヘキソサミニダーゼ B
（HexB）の創製と疾患モデル系に対する有効
性評価 
① 分子デザインに基づき、Hexβ鎖の９ア

ミノ酸残基をα鎖型に改変した遺伝子
を高発現する CHO 細胞株を樹立し、そ
の培養上清から、GM2 分解能及び GM2
活性化タンパク質との結合能もつ組換
え改変型 HexB の作製と精製に成功した。 

② Hexb ノックアウトマウス（サンドホッ
フ病モデルマウス）の脳室内に、改変型
HexB（2mg/kg 体重）を２回投与したと
ころ、各脳領域の HexA 活性が回復する
とともに、蓄積 GM2 が減少することが
明らかになった。また脳内で改変型
HexB はプロテアーゼ抵抗性を示し、運
動機能低下を改善し、寿命を１ヶ月延長
させることに成功した。 

③ テイ-サックス病（TSD）患者由来皮膚
繊維芽細胞から iPS 細胞の樹立と、神経
細胞への分化誘導条件を確立した。また
精製改変型 HexB を培養液に投与したと
ころ、M6PR との結合を介して細胞内に
取り込まれ、HexA 活性を回復させると
ともに、蓄積 GM2 を減少させることに
成功した。（図１） 

（２）ヒトカテプシン A 及びα-イズロニダ
ーゼのトランスジェニックカイコの作製と
絹糸腺または繭からの精製と分子特性及び
各欠損症モデル系に対する有効性評価 
① ヒト CTSA-Tg カイコ（1,000 頭分）の中

部絹糸腺から、カテプシン A（セリンカ
ルボキシペプチダーゼ）活性を示す成熟
型 CTSA（30-/20-kDa）を 15mg の精製に
成功し、ヒトと全く同一のアミノ配列か
ら構成されていることを明らかにした。
また各サブユニットに１箇所ずつ存在
する N 型糖鎖付加部位には、末端 Man
残基を含む、高マンノース、パウチマン
ノース及び混成型などの、哺乳類（ヒト）
リソソーム酵素に付加される糖鎖の部
分構造をもち、昆虫だけに含まれる糖残
基や結合様式は検出されなかった。（図
２） 

 
② ヒト IDUA-Tg カイコ（200 頭分）の中部

絹糸腺から、活性型 IDUA12mg を精製す
ることに成功した。１分子当り６本の N
型糖鎖が付加されていたが、末端 Man
残基を含む、高マンノース、パウチマン
ノース及び混成型などが不均一に付加
された糖鎖構造を有していた。なお、昆
虫特異的な糖残基や結合様式は検出さ
れなかった。 

③ ヒト CTSA-Tg カイコ由来の繭（40 個）
から、CTSA 前駆体タンパク（50-kDa）
を 2.6mg 精製した。2本の N 型糖鎖が含
まれていたが、成熟型とは異なり、いず
れも高マンノース型糖鎖が付加されて
いる割合が多かった。（図２） 

④ ヒト IDUA-Tg カイコ由来の繭（50 個）
から、活性型 IDUA（80-kDa）を 0.9mg
精製した。１分子当り６本の N 型糖鎖が
付加されていたが、中部絹糸腺由来活性
型 IDUA と同様、末端 Man 残基を含む、
高マンノース、パウチマンノース及び混
成型などが存在していたが、糖鎖組成は
中部絹糸腺から精製した IDUAとは異な
っていた。なお、昆虫特異的な糖残基や
結合様式は検出されなかった。 

⑤ CTSA-や IDUA-Tg カイコの絹糸腺及び
繭から精製した各組換えヒト CTSA や
IDUA を単球/マクロファージ培養細胞

 

 



株に投与すると、ManR との結合を介し
て取り込まれ、リソソームまで輸送され
ることが明らかになった。 

⑥ CTSA-Tg カイコの繭から精製したヒト
CTSA 前駆体タンパクを、マウス Ctsa 欠
損 GS モデルマウスの脳室内に投与
（1mg/kg 体重）し、脳内ミクログリアの
活性化を抑制することができた。 

（３）エンドグリコシダーゼのトランスグリ
コシレーション作用を利用するネオグライ
コ酵素の創製と有効性評価 
エンドグリコシダーゼ M 改変体
（endoMN175Q）と、末端 M6P 含有合成糖鎖
誘導体 M5(6P2)GN2-MP を用い、IDUA-Tg カ
イコの中部絹糸腺から精製した IDUA に付加
されている N 型糖鎖の一部と、末端 M6P 含
有合成糖鎖とをすげ替えた人工ヒト IDUA の
作製に成功した。このネオグライコ IDUA を、
その欠損症である MPS1 患者由来の繊維芽細
胞の培養液に投与したところ、細胞表面の
M6PR との結合を介して細胞内に取り込まれ、
リソソームまで輸送されることを明らかに
した。以上の結果から、 
（４）β-ヘキソサミニダーゼ（HexA, αβ
二量体）の遺伝的欠損に基づき、GM2 ガング
リオシド（GM2）の脳内蓄積と中枢神経症状
を伴うテイ-サックス病及びサンドホッフ病
のモデル系に対し、GM2 分解能とプロテアー
ゼ抵抗性をもつ改変型 HexB の有効性を示し、
脳室内酵素補充療法や遺伝子治療法のシー
ズ候補として開発できた。 
（５）ヒト CTSA や IDUA 遺伝子を絹糸腺で
高発現する Tg カイコを作製し、その中部権
威線や繭から、簡便に、機能を保持し、昆虫
特異的な糖鎖構造をもたない CTSA（繭 50 個
から 2.3mg）や IDUA（12mg/1000 頭分の絹糸
腺）を精製することができた。一人のリソソ
ーム病患者を１年間治療するために必要な
酵素タンパク量は約１g 程度であるが、年間
2万頭の IDUA-Tgカイコ由来の精製酵素で賄
えることができ、低コストで低免疫原性の酵
素製剤の製造が可能と考えられる。 
（６）Tg カイコ絹糸腺または繭由来のヒト
CTSA や IDUA は、単球/マクロファージ及び
ミクログリア細胞表面の、マンノース受容体
（レセプター）（ManR）を介して取り込まれ、
リソソームまで輸送された。従って、ManR
をデリバリー標的する単球/マクロファージ
やミクログリアに対する補充効果が期待で
きる。 
（７）エンドグリコシダーゼ M 改変体
（endoMN175Q）と、末端 M6P 含有合成糖鎖
誘導体 M5(6P2)GN2-MP を用い、Tg カイコ由
来精製ヒトリソソーム酵素に付加される N
型糖鎖を挿げ替える糖鎖工学技術を用いる
ことにより、Tg カイコで製造される組換えヒ
トリソソーム酵素の有効性を拡大できると
考えられる。今後、組換えヒトリソソーム酵
素を含む Tg カイコの繭が、GMP グレードの
医薬品原材料の基準を満たし、精製したヒト

有用タンパク質製剤の中に、ヒトに対して病
原体などが含まれていないことや、カイコの
絹糸腺や繭などに由来する宿主由来タンパ
ク質などの混入が基準値以下であれば、Tg
カイコを新規生産基材として製造する、抗体
医薬品や組換えヒトリソソーム酵素製剤な
どの糖タンパク質性バイオ医薬品が実現す
ると期待される。 
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