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研究成果の概要（和文）：中枢神経症状を伴うリソゾーム病では、血液脳関門（BBB)の存在が大きな障害となり
有効な治療法がない。本研究では脳全体の広範な神経変性を伴う、異染性白質ジストロフィー（MLD)を対象とし
て, 既にBBBが構築されている成体MLDモデルマウスの脳神経組織に対する長期の酵素補充療法を開発した。
MLDの治療蛋白であるASAを発現する self-complementary AAV 9型（scAAV9/ASA)を静脈投与し治療効果を検討し
た結果、BBBを通過し脳全体の遺伝子導入に成功、蓄積物質であるスルファチドの減少、行動実験においても有
意に改善を認め神経症状を抑えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Metachromatic leukodystrophy (MLD) is a lysosomal storage disease caused by 
the deficiency of arylsulfatase A (ASA) and characterized by neurological symptoms. To treat adult 
MLD mice, we generated self-complementary type 9 AAV vector expressing ASA (scAAV9/ASA), which could
 cross the BBB, and examined the feasibility of scAAV9/ASA mediated gene therapy for MLD. After 
scAAV9/ASA injection, immunohistochemical analysis showed efficient ASA expression was detected in 
systemic organs and brain. Alcian blue staining and quantative analysis of sulfatide showed decrease
 of the amount of stored sulfatide in scAAV9/ASA treated MLD mouse. In the behavior test, scAAV9/ASA
 treated mice showed a significant improvement in their ability to traverse narrow balance beams as 
compared to non-treated MLD mice. These data indicate that IV injection of scAAV9/ASA is effective 
for suppression of sulfatide storage in brain and this therapeutic approach may be useful for gene 
therapy of adult MLD patients.

研究分野： 遺伝子治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では脳全体の広範な神経変性を伴う、異染性白質ジストロフィーをモデルとし、非侵襲的かつ安全で脳神
経組織に長期の酵素補充療法が出来る治療法の開発を行った。
self-complementary AAV 9型を用いることで、脳組織の治療が可能になり、リソゾーム病のみならず、ALS、ア
ルツハイマー病などの様々な脳神経病変を伴う疾患に応用が可能なると示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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、アリルスルファターゼ

A(arylsulfatase A:ASA)の欠損症である異染性白質ジストロフィー (metachromatic 

leukodystrophy:MLD)のような神経変性を伴う疾患に対しては、血液脳関門（blood brain 

barrier: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。よって神経変

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。 

我々は現在までに中枢神経症状を伴う MLD モデルマウスを対象に中枢神経症状を治療する方

法として治療用蛋白を発現する Adeno-associated-virus (AAV)ベクターの脳内直接注入(Kurai 

et al., Mol.Ther.2006)、髄腔内投与（Iwamoto et al., J.Gene Med. 2009）を試みてきたが、

直接注入法で脳全体を治療するためには広い領域に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く、髄腔内投与では治療に十分な遺伝子導入効率を得る

のは困難であった。近年我々は AAV ベクターを新生児期に投与することにより脳神経組織に広

範囲に遺伝子導入が可能であることを報告(Miyake et al., Brain Res.2011)しており、この研

究成果を踏まえ、中枢神経症状を伴う新生児期 MLD モデルマウスの治療法の確立(Miyake et 

al., Gene Ther.2013)に成功した。しかしながら、成体マウスでの治療には BBB が大きな障害

となり未だ治療法が確立していない。近年、人への臨床応用において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(Biffi et al., Science. 2013)も報告されているが、こ

れは未発症の患者への治療であるため、神経症状の抑制、改善が明らかでない。本研究では脳

全体の広範な神経変性を伴う MLD を対象モデルとして、非侵襲的かつ安全な、脳神経組織に対

する新しい治療法の開発を目的とする。 

 
２．研究の目的 
 
 リソゾーム病では、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 を対象モデルとして、臨床応用を目的とし、非侵襲的か

つ安全で、脳神経組織に対する長期の酵素補充療法が出来る革新的な治療法の開発を目的とす

る。具体的には、BBB を効率よく通過すると言われている self-complementary AAV (scAAV)に

治療用蛋白を組み込み、成体 MLD モデルマウスに静脈投与することにより神経症状の改善を確

立する。 

 
３．研究の方法 
 
 成体ではすでに BBB が形成されているために、既存のベクターの全身投与では神経症

状を改善させる事は困難と考えられるので以下のような改良を行う。 

(1) 治療用 AAV ベクターの改良：BBB を通過可能な血清型の検索、scAAV ベクターの使用。脳

神経組織に高率に遺伝子導入が可能と言われている血清 1,8,9型の scAAVベクターを用い

て中枢神経組織に一番遺伝子導入可能なタイプを決定する。 

(2) 成体マウス治療法の確立：強力に発現できるプロモーターを用いて、治療用蛋白である ASA

発現 AAV ベクターを作製し，成体 MLD モデルマウスに静脈投与を行い、治療効果判定を行

う。 

治療効果判定として以下の項目を検討する。 

① 抗体染色による神経細胞での ASA の発現 

② Alcian Blue 染色によるスルファチドの蓄積の確認 

③ Thin-layer chromatography assay によるスルファチドの定量 

④ Balance Beam テストによる行動実験 

 



 

 

４．研究成果 

 

(1) 治療用 AAV ベクターの改良 

血清1,8,9型のGFP発現 single-strand AAV (ssAAV)およびscAAVベクターを作製し、

成体(8w-10w)マウスに尾静脈より投与し、4 週間後にどの血清型が脳内での発現が高

いか調べた結果、9型の scAAV が一番導入効率が高いことが判明した。よって 9型の

scAAV ベクターに、治療用蛋白である ASA を導入し、ASA 発現ベクターを作製した。

また長期に、強力に発現させるため CAG プロモーターを搭載した。 

 

(2) 成体マウス治療法の確立：ASA 発現治療用 scAAV ベクター（9 型）を成体(8-10ｗ)の MLD

モデルマウスに 2x1012 vector genome を尾静脈より投与し、15 ヶ月後に以下の解析を行っ

た。 

1) 脳神経組織への導入効率、ASA 発現効率の ASA 抗体による免疫染色解析 

 静脈投与後 15ヶ月においても、脳内の広範囲（嗅球、大脳皮質、海馬、視床、脳幹）    

 に、ASA が発現していることを確認した。 

   

2) 蓄積物質であるスルファチドの染色、定量 

スルファチドを Alcian Blue 染色により確認をした結果、未治療群に比べ蓄積が抑え

られていることを確認した。また、thin-layer chromatography assay にてスルファ

チドの定量を行った結果、治療群において有意にスルファチドの蓄積抑制が確認され

た (0.44±0.09 vs. 0.92±0.16, p<0.001)。 

 

3) Balance beam test による行動実験 

行動実験において、治療群が未治療群に比べ有意に改善を認めた(Latency: 8.1±1.1  

vs. 13.9±2.4 sec, p<0.05; Slips: 1.9±0.6 vs. 6.2±0.1.3 times, p<0.05)。 

 
以上の結果より成体MLDマウスにASA発現９型scAAV ベクターを投与することで、広範囲の

脳へ遺伝子導入することが可能であり、治療効果があることを確認した。 

このことより、MLDのみならず神経症状を呈するKrabbe等の遺伝病の治療に有効であると

考えられた。 
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