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研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的はファブリー病に対する新規治療法であるシャペロン療法を研究する
ためのモデルマウスを作製することにある。ファブリー病はα-ガラクトシダーゼAの遺
伝的活性低下により細胞内に糖脂質、主にグロボトリアオシルセラミド（Gb3）が蓄積
し障害を引き起こす遺伝病である。これまでのモデルマウスは薬物投与の影響を組織
での酵素活性の上昇により観察できたものの、ファブリー病の直接の病因であるGb3
量の変動を評価するには不適当であった。そこで、本研究において私は、ヒトGb3合成
酵素遺伝子を導入することで組織でのGb3合成を活発化したマウスを作製し、Gb3量の
変化によって薬物の影響を評価できるモデルマウスの作製に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of our study is to establish a mouse model for the chaperone therapy for 

Fabry disease. Fabry disease is an inherited disease caused by the deficient activity 
of α-galactosidase A and resulted to accumulation of glycosphingolipid, predominantly 
globotriaosylceramide (Gb3). The mouse model established previously was good for the 
determination of enzyme activity but not for the accumulation of Gb3 on the effect of 
drug candidates. In our present study, we prepared the transgenic mouse expressing human 
Gb3 synthase gene, and we succeeded a mouse model in which we can determine the effect 
of compounds on both enzyme activity and Gb3 content. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)ファブリー病は α-ガラクトシダーゼ A
（α-Gal A）の遺伝子異常により生じる活性

低下によりリソソームに糖脂質、主にグロボ
トリアオシルセラミド（Gb3）が蓄積し障害
を引き起こす疾患である。ファブリー病の遺
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伝子異常は家族ごとに様々で変異の種類も
多岐にわたる。これまで報告されている遺伝
子異常の約６割は一アミノ酸の置換による
変異であり、タンパク質は合成されるものの、
フォールディングが不完全なため小胞体で
の品質管理機構により分解される。これら変
異酵素の中には正常な酵素活性を持つもの
も多いことから、我々はフォールディングを
矯正することで活性上昇すると予想し、患者
細胞を用いた実験で活性部位に結合する低
分子化合物の添加により活性が上昇するこ
とを証明した。この方法を用いる治療法はシ
ャペロン療法と呼ばれ、ファブリー病を中心
にその応用が進められている。 
(2) これまで私はシャペロン療法を研究す
るためのモデルマウスとして、ヒト変異
α-Gal A 遺伝子をホモに持ち、マウス α-Gal 
A 遺伝子を欠損させた(TgM/KO マウス)を作製
し、このマウスを用いて薬物投与の影響を組
織での酵素活性の上昇により判定してきた。
しかしこのマウスはファブリー病の直接の
病因である Gb3 の蓄積が尐なく、酵素活性の
上昇が Gb3量の減尐に繋がるかを評価するに
は不適当であった。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、これまでのマウスを改良し、
薬物投与の影響を酵素活性の上昇と糖脂質
の減尐の両者で評価できるモデルマウスを
作製することにある。すなわちヒト Gb3 合成
酵素を高発現するトランスジェニックマウ
ス(TgG3S マウス)を樹立し、これまでに確立
している TgM/KO マウスと交配させることで、
患者由来変異酵素を恒常的に発現し、しかも
Gb3の蓄積があるTgM/G3S/KOマウスを確立し、
ファブリー病のシャペロン療法研究用モデ
ルマウスとして応用する。 
 
３．研究の方法 
(1) TgG3S マウスの作製： C57BL/6J マウス
の受精卵に DNA フラグメント{ヒト Gb3 合成
酵素 cDNA(名古屋大学・医学部の古川鉱一教
授提供)を発現ベクターpCXN2(大阪大学･医
学部の宮崎純一教授提供)に組込み、精製し
たプラスミド DNA を制限酵素 HindIII、SalI
及び ApaLI 処理後、発現ユニットのみを分取
した 3.3 kb の DNA フラグメント}をマイクロ
インジェクションし、仮親(ICR マウス)の子
宮に入れて産仔を得た。トランスジーンの有
無は、マウス耳片より調製した DNAについて、
プライマーセット（5’-ATTGTTCTCAAGAACCTG 
CG-3’と 5’-ATTTGTGAGCCAGGGCATTG-3）を用
いて PCR により識別した。 
(2) TgM/G3S/KO マウスの作製：TgG3S マウス
をライン化した後、まず KO マウスと交配さ
せることで α-Gal A 活性を持たない TgG3S
マウス(TgG3S/KO マウス)を作製した。次に

TgM/KO マウスと交配させることで、変異
α-Gal A 遺伝子と G3S 遺伝子の両遺伝子をヘ
テロで持つ｛TgM(+/-)/G3S(+/-)/KO マウス｝
を作製した。 
(3) 低分子シャペロン｛1-デオキシガラクト
ノジリマイシン(DGJ)｝投与：DGJ は Toronto 
Research Chemicals から購入した。
TgM/G3S/KO マウスへの DGJ 投与は、0.05 mM
濃度に調整した水溶液を給水ビンに入れ、4
週間経口自由摂取により行った。マウスの水
分摂取量と体重からこの濃度の投与により 1
日当たり 3 mg/kg 体重を投与したことになる。
また、阻害効果の有無を調べるため 25 倍高
濃度の DGJ を投与した。 
(4) Gb3 合成酵素発現レベルの解析： Gb3 合
成酵素遺伝子の発現レベルを RT-PCR により
野生型マウスと比較した。各組織より RNAiso 
(TaKaRa)を用いて total RNA を抽出し、
TaKaRa RNA PCRTM Kit (TaKaRa)を用いて行っ
た。プライマーはヒトとマウスの Gb3 合成酵
素遺伝子を同時に増幅できる 5’-GGCATCTC 
(T/A)CTTCTGAGCTG-3’と 5’-GGATGGAACACCA 
CTTCTTG-3’を用いて増幅した。 
(5) 組織 Gb3 量の測定： Gb3 量の定量は TLC-
オルシノール硫酸法により行った。組織を水
でホモジナイズした後、タンパク質量を測定
し、20 倍量のクロロホルム･メタノール(2:1)
により抽出し、DEAE-Toyopearl カラムにより
酸性糖脂質を除去した後、アルカリ性メタノ
ール溶液で加水分解後、Folch 分配下層を分
取した。タンパク質量で揃えた上で薄層板上
にスポットし、クロロホルム･メタノール･水
(60:35:8)で展開後、オルシノール硫酸試薬
を噴霧し、加熱により発色させた。検出され
たバンドの濃さをソフトウェア Scion Image
を用いて数値化し、標準品との比較により定
量した。 
(6)酵素活性測定：α-Gal A 活性の測定は蛍
光基質 4-メチルウンベリフェリルα-D-ガラ
クトシドを用いて行い、Lowry 法により測定
したタンパク質量で補正し比較した。 
 
４．研究成果 
(1)分担研究者の松田らにより C57BL/6J マウ
スの受精卵に DNAフラグメントをマイクロイ
ンジェクションし、 36 頭の産仔を得、PCR
により遺伝子導入の確認されたマウスから
TgG3S マウスラインを１系統確立した。TgG3S
マウスの心臓、腎臓、肝臓、脾臓、小腸、肺、
脳、筋肉について G3S 遺伝子(A4GalT)の発現
レベルを RT-PCR により野生型マウスと比較
したところ、すべての臓器において顕著な
G3S 遺伝子発現レベルの上昇が確認された
(図１）。また、各組織の Gb3 量も野生型マウ
スに比べ顕著に高く、導入された遺伝子の発
現上昇が酵素量の増加を導き、Gb3 合成の増
加に寄与することが確認された。Gb3 量の増



 

 

加は特に心臓、脾臓、小腸で顕著であった。 

 
(図 1) (A)Gb3 合成酵素遺伝子（A4GalT）発現を RT-PCR
により解析、 (B)中性糖脂質の TLC-オルシノール硫酸法
による解析、（Transgene＋は TgG3S マウスで、－は野生

型マウス) 

 
(2)ヒト Gb3 合成酵素をマウス組織で高発現
させることで Gb3量が顕著に増加したことか
ら、このマウスを用いて TgM/G3S/KO マウス
を作製した。TgM/G3S/KO マウスの組織 Gb3 量
を、マウスの週齢を合わせて TgM/KO マウス
と比較した。図 2では特にファブリー病で障
害の現れる心臓と腎臓について Gb3量を調べ
た。これまでの TgM/KO マウスでは腎臓には
Gb3 が検出されるもの、心臓ではほとんど認
めらなかった。これに対し、G3S 遺伝子を導
入したマウスでは両臓器において Gb3の蓄積
が認められた。 

 

(図 2)TgM/KO(A)と TgM/G3S/KO(B)マウスの組織 Gb3 量 

(3)そこで次に DGJ 投与の影響を今回作製し
た TgM/G3S/KO マウスを用いて検討した。図
３に示すように酵素活性の顕著な上昇に伴
って、Gb3 量の顕著な減尐が、心臓と腎臓で
認められ、酵素活性と糖脂質の両者について
検討可能なシャペロン療法モデルマウスの
作製に成功した。 

 
(図 3)DGJ 投与の影響、TgM/G3S/KO マウスに 0.05 mM DGJ
を４週間投与(濃いカラム)と無処置マウス(薄いカラ
ム)の組織 Gb3 量(A)とα-Gal A 活性(B) 

 
(4)酵素活性と糖脂質量の変動で薬物の影響
を評価できるマウスができたことから、この
マウスを用いて高濃度の DGJ 投与の影響を検
討した。低分子シャペロンである DGJ は酵素
のフォールディングを矯正して酵素活性を
上昇させるが、同時に酵素の阻害剤でもあり、
高濃度の投与により、組織内で酵素が阻害さ
れ、Gb3 が蓄積してくる可能性が考えられる。
そこでこの点を明らかにするため通常投与
濃度の 5 倍と 25 倍高濃度の DGJ をマウスに
経口投与し、その影響を検討した。DGJ の濃
度に従って、酵素活性の上昇が認められたが、
Gb3 量にはほとんど変化が見られなかった
(図 4)。この Gb3 量はα-Gal A 活性を全く持
たない TgG3S/KO マウスに比べ、顕著に低く、
マウスに存在する変異酵素が Gb3 の分解に十
分関与し、25 倍量でも阻害が起きていないこ
とが確認された。 

 
(図 4)高濃度 DGJ 投与の影響、TgM/G3S/KO マウスに通常
濃度 0.05 mM DGJ(カラム 1)とその 5 倍(カラム 2)と 25
倍(カラム 3)濃度を投与し、4週間後の心臓（Aと C）と

腎臓（B と D）の Gb3 量とα-Gal A 活性。カラム 4 は
TgG3S/KO マウス 
 

 



 

 

変異酵素の活性低下をタンパク質の合成
段階で矯正し、酵素活性を上昇させ、糖脂質
の分解を正常化して治療に結び付けようと
する試みは現在米国においてファブリー病
に対する新しい治療法として臨床実験が進
められている。今回、我々が作製したモデル
マウスはシャペロン療法の安全性と有効性
を検証する上で有用な情報を提供できると
考えている。 
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