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研究成果の概要（和文）：ガラクトシアリドーシスは糖鎖の分解に関わる酵素であるカテプシンA(CTSA)の先天
的異常によって発症するリソソーム病である．発症原因となるCTSA遺伝子変異はいくつか報告されているが、日
本人患者でよく見られる一塩基変異(IVS7 +3a>g)は異常なRNAスプライスを起こすため酵素が欠損する．我々は
RNAスプライスに必要な細胞内因子U1 snRNAに着目し、塩基を改変したU1 snRNAによってこの変異を持つCTSA遺
伝子から正常なmRNAを合成することに成功した．個体レベルでこの方法が適用できれば本疾患の有効な治療法に
なる可能性がある．

研究成果の概要（英文）：Cathepsin A (CTSA) is a multifunctional lysosomal enzyme, and its hereditary
 defect causes an autosomal recessive disorder called galactosialidosis.  In a certain number of 
galactosialidosis patients, a base substitution from adenine to guanine is observed at the +3 
position of intron 7 (IVS7 +3a>g) of the CTSA gene.  With this mutation, a splicing error occurs; 
and mRNA lacking exon 7 is produced.  To produce properly spliced mRNA from the CTSA gene with this 
mutation, we examined the possible usefulness of modified U1 snRNA that could interact with the 
mutated 5' splice site.  As a result, we succeeded in obtaining improved formation of properly 
spliced CTSA mRNA from the mutant CTSA gene.  Our results suggest the usefulness of modified U1 
snRNA for rescue from exon 7 skipping caused by the IVS7 +3a>g mutation of the CTSA gene.

研究分野：薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、ガラクトシアリドーシスの発症原因となるCTSA遺伝子IVS7 +3a>g変異によって起こるRNAスプライス異
常を、改変U1 snRNAによって是正できることを培養細胞を用いた実験によって明らかとした．ガラクトシアリド
ーシスは難病指定されているリソソーム病（ライソゾーム病）の一種であり、現在は対症療法しか存在せず、根
本的な治療法は確立されていない．RNAスプライス異常が原因で発症する他の遺伝性疾患においても塩基改変し
たU1 snRNAを治療に用いる試みが為されている．従って、我々の確立した手法をさらに進展させればガラクトシ
アリドーシスの有効な治療法開発に繋がることが期待できる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
リソソーム(ライソゾームとも呼ばれる)は細胞内の不要な物質や細胞外から取り込んだ物質を
様々な加水分解酵素で分解する細胞小器官である．ここで働く多機能性酵素であるカテプシン
Ａ(CTSA)の先天的な欠損はガラクトシアリドーシスという代謝異常症の発症原因となる．CTSA
は酸性カルボキシペプチダーゼ活性やデアミダーゼ活性を有する酵素であるが、他のリソソー
ム酵素であるβ-ガラクトシダーゼやノイラミニダーゼ-1 と複合体を形成し、前者を安定化、
後者を活性化する保護タンパク質としても働いている．β-ガラクトシダーゼやノイラミニダー
ゼ-1は糖タンパク質や糖脂質に結合している糖鎖の分解を担っているため、CTSA が欠損すると
二次的にβ-ガラクトシダーゼやノイラミニダーゼ-1 の機能が低下し、細胞や組織内に糖鎖が
過剰蓄積してガラクトシアリドーシスとなる．本症は常染色体劣性遺伝病であり、その発生頻
度は出生児 10万人に１人程度と推定されているが、世界症例の 60%が日本人である．発症原因
となる CTSA 遺伝子変異がいくつか報告されているが、日本人ガラクトシアリドーシス患者の多
くで CTSA 遺伝子イントロン 7 での一塩基変異(IVS7 +3a>g)が見いだされている．この変異は
RNA スプライスの異常を引き起こし、その結果不完全な mRNA が産生されるため CTSA 酵素が欠
損する．ガラクトシアリドーシスの根本的な治療法は確立されておらず、対症療法が主となっ
ている．現在、動物培養細胞などを用いて調製した正常な CTSA 酵素を患者組織に補充する「酵
素補充療法」が試みられているが、精製酵素が大量に必要であり莫大な手間とコストが掛かっ
てしまうという問題がある．従って、より簡便で安価なガラクトシアリドーシス治療法の開発
が望まれている． 
 
２．研究の目的 
日本人ガラクトシアリドーシス患者の多くで見られる CTSA 遺伝子 IVS7 +3a>g 変異は、イント
ロン 7の 3番目の塩基がアデニンからグアニンに変化している(CAG/GTATGGGA→CAG/GTGTGGGA．
[/]はエクソンとイントロンの境界部位を意味し、エクソン 7/イントロン 7 の塩基を示してい
る)．RNA スプライスは遺伝子の転写によって生じた mRNA 前駆体からイントロンを除去し、タ
ンパク質合成に必要な領域であるエクソンを繋ぎ合わせる反応であり、タンパク質(酵素)合成
の鋳型である mRNA を産生するために重要な過程である．この反応は核内低分子 RNA の一種であ
る U1 snRNA が mRNA 前駆体のエクソン/イントロン境界部位(5’ss)に塩基対形成して結合する
ことで開始される．しかし IVS7 +3a>g 変異を持った mRNA 前駆体には U1 snRNA が結合できない
ため、エクソン 7を含まない mRNA が産生される．このため活性型の CTSA 酵素が合成されなく
なりガラクトシアリドーシスが発症する．申請者らは RNA スプライスの開始因子である U1 
snRNA に着目し、変異 5’ss と結合できるように塩基改変した U1 snRNA を細胞に発現させれば
IVS7 +3a>g 変異を持った CTSA 遺伝子の RNA スプライス異常を修復できる可能性があると考え
た．また、改変 U1 snRNA を細胞に発現させるための DNA は大量調製が可能で、かつ安価である．
そこで、改変 U1 snRNA のスプライス異常修復効果を検証し、これを用いた新しいガラクトシア
リドーシス治療法の確立を目的として本研究を開始した． 
 
３．研究の方法 
(1) 変異 5’ss と相補になるような改変 U1 snRNA を、相補塩基数を変えていくつか設計し、
これらの発現プラスミドを作製した．IVS7 +3a>g変異を有するCTSAミニジーンを導入したHeLa
細胞、あるいはこの変異を持つガラクトシアリドーシス患者の皮膚線維芽細胞から樹立された
株化細胞(ASVGS-1 細胞)に改変 U1 snRNA 発現プラスミドを導入した．その後、細胞から RNA を
単離し、RT-PCR によって CTSA mRNA 中のエクソン 6からエクソン 8の領域を増幅した．得られ
た PCR 産物の解析から、エクソン７を含んだ mRNA が産生されているかどうか検証した． 
 
(2) 他の遺伝子のスプライス異常を対象とした研究において、本来 U1 snRNA が結合する部位
(mRNA 前駆体の 5’ss)よりも下流の領域、すなわちイントロン領域に結合できる U1 snRNA によ
ってもスプライス異常が修復されることが報告されており、このような改変 U1 snRNA は Exon 
Specific U1(ExSpeU1)と名付けられている．U1 snRNA は他のスプライス因子が mRNA 前駆体に
集合するために必要な因子であるが、5’ss を決定して切断している因子ではない．このこと
が ExSpeU1 によってスプライス異常が修復できる理由であるとされている．そこで、CTSA イン
トロン 7内を標的とする ExSpeU1 発現プラスミドも作製し、IVS7 +3a>g 変異のスプライス異常
を修復できるのかも検証した． 
 
(3) 細胞への遺伝子導入の際に通常用いられているプラスミドベクターは、大腸菌での薬剤耐
性領域や複製領域など動物細胞内では不要な領域を多く含んでいるため分子サイズが大きくな
っており、組織移行性が低い．そこで iRed 作製技術により改変 U1 snRNA を細胞で発現させる
ことも試みた．iRed(interigent shRNA expression device)は核酸医薬のヒト組織への移行性
向上を目的として開発された核酸デバイスである．RNA 合成に必要な最小限のユニットを PCR
によって人工合成したものであり、合成の際に修飾ヌクレオチドを取り込ませてヌクレアーゼ
抵抗性を付与することも可能である．この技術を用いて、dSCTP(デオキシヌクレオチド糖部の
4’-酸素を硫黄に置換した 4’-チオ DNA)存在下、PCR を行って改変 U1 snRNA 発現ユニットを
作製し、得られた DNA 断片を細胞に導入してそのスプライス異常修復効果を検証した． 



 
４．研究成果 
(1) IVS7 +3a>g 変異を有した CTSA ミニジーンと改変 U1 snRNA 発現プラスミドを HeLa 細胞に
共導入し、生じた mRNA にエクソン 7が含まれているかを解析した．その結果、いくつかの改変
U1 snRNA によってエクソン 7 含有率が著しく増加することが示された(図１．U1 snRNA の 5’
末端の灰色ボックス部分の塩基を改変した．WTは野生型U1 snRNAを、mt8,mt10,mt2は変異5’ss
と相補になるように塩基を変えた改変 U1 snRNA を表す．小文字は変異 5’ssと相補ではない塩
基を表す)．患者由来
ASVGS-1 細胞に改変 U1 
snRNA 発現プラスミド
を導入した場合にも概
ね同様の結果が得られ
た．この結果から、変異
5’ss と相補になるよ
うに塩基改変した U1 
snRNA にスプライス異
常修復効果があること
が示された． 
 
(2) イントロン 7に結
合できるよう塩基改変した ExSpeU1 の効果を ASVGS-1 細胞で検証した．その結果、それらのい
くつかにスプライス異常修復効果があることが確認でき、5’ss との距離が近い ExSpeU1 の方
がその効果が高いことも明らかとなった(図２．灰色ボックスは塩基改変した U1 snRNA の 5’
末端を表しており、CTSA mRNA のイントロンと塩基対形成する場所を相対的に表している．mt2
は図１で示した 5’ss に結合する改変 U1 snRNA を示す)．5’ss の配列は異なる遺伝子(異なる
エクソン/イントロン境界部位)であっても比較的類似しているため、改変 U1 snRNA が CTSA エ
クソン 7だけでなく、他の遺伝子(エクソン)のスプライスに影響する可能性がある．これに対
してイントロン領域の塩基配列類似性は低いため、ExSpeU1 は改変 U1 snRNA が持つ副作用すな
わちオフターゲット効果を抑制できる可能性が期待されている．従って、今後、5’ss に作用
する改変U1 snRNA(mt2など)に加えてExSpeU1(es1など)のオフターゲット効果を詳細に解析す
る必要はあるが、
これら U1 snRNA
がCTSA遺伝子の
IVS7 +3a>g 変異
が原因で発症す
るガラクトシア
リドーシス治療
に有用であるこ
とが示された． 
 
(3) IVS7 +3a>g変異を有したCTSAミニジーン導入したHeLa細胞を用いてiRed化した改変U1 
snRNA(mt2)の効果を検証した．まず改変 U1 snRNA mt2 発現プラスミドを鋳型として、U1 snRNA
発現ユニット(プロモーターと U1 snRNA コード領域)を通常の PCR で合成した．得られた DNA
断片をプラスミドのおよそ６倍の分子数で細胞に導入した場合にプラスミドと同程度のスプラ
イス異常修復が見られた．一方、dSCTP 存在下で PCR を行って得られた DNA 断片(iRed 化した
DNA 断片)を細胞に導入した場合はほとんど全くスプライス異常修復が見られなかった．iRed
化した場合に効果が見られなかった理由は不明だが、iRed は shRNA 発現のためのデバイスであ
り RNA polymerase III プロモーターが含まれている．一方、U1 snRNA 発現ユニットには RNA 
polymerase II プロモーターが含まれている．従って dSCTP を含んだプロモーターでは RNA 
polymerase II が作用できないため、改変 U1 snRNA が発現せずスプライス異常が修復されなか
った可能性が考えられる．このことから改変 U1 snRNA を iRed で発現させることは困難である
と判断した． 
 
(4) 図１や図２に示した結果から、改変 U1 snRNA あるいは ExSpeU1 の発現によってエクソン
7を含んだ CTSA mRNA 量は増加しているが、エクソン 7を含まない mRNA もまだ多く残っている
ことが示された．改変 U1 snRNA は自身のプロモーター(U1 プロモーター)から転写されるよう
にプラスミドに挿入されているが、スプライス異常修復効果を高めるため、U1 プロモーターの
上流や下流に SV40 や CMV などのウイルス由来エンハンサーを組み込んでその効果を検証した．
しかしながらこれらのエンハンサーによってスプライス異常修復効果は高まらなかった．U1プ
ロモーターは RNA polymerase II で転写されるが、一般的な RNA polymerase II プロモーター
とは異なることが報告されている．従って一般的なエンハンサーを用いて U1プロモーターから
の転写を増加させることは困難であることが明らかとなった． 
 



(5) IVS7 +3a>g 変異を持たない野生型の CTSA ミニジーンを細胞に導入してもエクソン 7を含
まない mRNA が生じることを見いだした．RNA スプライスは 5’ss だけでなくイントロン/エク
ソン境界部位(3’ss)やエクソン内、イントロン内のスプライス制御配列によっても調節されて
いることが知られている．CTSA エクソン 7付近の塩基配列を解析した結果、イントロン 6とエ
クソン 7の境界部位が一般的に保存されている配列との類似性が低いことが示された．このこ
とから、CTSA mRNA 前駆体のスプライスにおいて、エクソン 7は元々認識されにくく、IVS7 +3a>g
変異によって完全に認識されなくなることがスプライス異常の原因である可能性が示唆された．
従って、改変 U1 snRNA あるいは ExSpeU1 によって変異 5’ss を認識させるだけでなく、例えば
スプライス抑制配列の効果を阻害するなど RNA スプライスに関与する他の領域の作用も利用す
れば、より効率的にスプライス異常を修復できる可能性がある． 
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