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研究成果の概要（和文）：中枢神経病変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。本研究では非侵襲的で安全な中枢神経病変の治療法の開発を目的とし、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、BBBの幼弱な新生児期の治療法を検討した。MLDの治療蛋白であるASA
発現９型アデノ随伴ウイルスベクターを新生児期の静脈内投与にて治療効果を検討した結果、脳全体の遺伝子導入に成
功し、蓄積物質であるスルファチドの減少ならびに行動実験においても有意に改善を認めた。９型アデノ随伴ウイルス
ベクターの新生児期の静脈内投与は中枢神経病変の治療法に有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined the feasibility of adeno-associated viral serotype-9 (AAV9)-mediated 
systemic neonatal gene therapy of metachromatic leukodystrophy (MLD) mice to treat central nervous system 
(CNS) disorders. AAV9 vector expressing human arylsulfatase A (AAV9/ASA) was injected into the jugular 
vein of newborn MLD mice. Global gene transfer into the brain, across the blood brain barrier, and 
long-term ASA expression in the CNS were detected in treated mice. Significant inhibition of the 
accumulation of sulfatide (Sulf) in the brain was confirmed by Alcian blue staining and biochemical 
analysis of the Sulf content. In a behavior test, treated mice showed a greater ability to traverse 
narrow balance beams than untreated mice. These data clearly demonstrate that MLD mice can be effectively 
treated through neonatal systemic injection of AAV9/ASA. Thus, AAV9 mediated systemic neonatal gene 
therapy is useful to treat various CNS disorders.

研究分野：医歯薬学
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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 マウスを対象に中枢神経症状を治療
する方法として欠損酵素を発現する
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
ついて多数・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。
また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も報告されて
い る (Biffi et al., Nature Med. 2004, 
J.Clin.Invest. 2006)が、人への臨床応用に
おいては遺伝子導入細胞の移植率・生着率
が悪いために治療効果が発揮されない可
能性が高い。我々も遺伝子導入細胞の移植
率・生着率を向上させる目的で Homeobox 
transcriotional factor B4 (HoxB4)を強発
現させた骨髄細胞を MLD マウスに移植す
る事により十分な治療効果を得るのに成
功している（Miyake et al., Mol. Ther. 
2010）が、人の臨床応用には安全性の問題
がある。 
 以上の背景を基に本研究ではこれまでの研
究成果を踏まえ、臨床応用を目的とした、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。近年申請者ら
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
た①新生児期の治療法の確立、及び BBB を
効率よく通過するための画期的な方法によ
る②成体の神経症状の新規治療法の確立を
行っていく。本研究は国内では当教室のみで
あり、海外でも前述の脳内直接注入及び骨髄
移植はあるものの、十分な効果は認められて

おらず、本研究が初めての試みである。 
 
２． 研究の目的  
 
本研究では脳全体の広範囲神経変性を伴う、
MLD をモデルとして、①新生児期の治療法の
確立、及び BBB を効率よく通過するための画
期的な方法による②成体の神経症状の新規治
療法の確立を行う。 
 
３． 研究の方法 
(1) AAV ベクターの作製 

ASA 発現 9 型 AAV ベクターは 3 種類の
プラスミド（ASA 及び GFP 発現 AAV ベ
クタープラスミド（図１）、9 型パッケー
ジングプラスミドおよびヘルパープラス
ミド）を 293 細胞にトリプル・トランス
フェクションして作製する。大量の細胞
溶解液から硫安分画と iodixanol による
密度勾配遠心法を組み合わせて高濃度の
ベクターを調整する。 
図 1 AAV ベクタープラスミドの構造 

 
 

 
(2) 新生児期治療法の確立 

ASA 発現治療用 AAV ベクター（9 型）を
新生児期(生後 48 時間以内)の MLD マウ
スに 1x1012 vector genome 静脈内投与。
15 ヶ月後に 
1) 脳神経組織への導入効率、ASA 発現

効率を GFP, ASA 抗体により免疫染
色し解析 

2) 蓄積物質であるスルファチドの染色
及び定量 

3) Balance beam test による行動実験 
により治療効果判定を行う。 
 

(3) 成体の神経症状の新規治療法の確立 
治療用 AAV ベクターの改良（BBB を通
過可能な血清型、 self-complementary 
AAV (scAAV)）を行い、脳神経組織治療に
最良のベクターの選択を行う。 

 
４． 研究成果 
 
(1) 新生児期治療法の確立： 

1) 生後 48 時間以内に静脈投与し 15 ヵ
月後に解析を行った結果、脳内で導
入遺伝子（治療蛋白）が長期にわたり
発現していることを確認した（図 2）。 

 

 



 

図2 GFP, ASA抗体による免疫染色 

 

2) MLDマウスの脳内にスルファチドが
蓄積することで神経症状を呈する。
この原因物質であるスルファチドを
Alcian blue染色により確認をした結
果、未治療群に比べ脳全体で蓄積が
抑えられていることを確認した(図3)
。 

図3 Alcian blue染色 

 

また、thin-layer chromatography assay
にて脳内の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認められwild type
と同程度まで改善を認めた(図4)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図4 スルファチドの定量 

 

3)  Balance beamテストによる行動実験
（マウスが棒の橋から黒い箱まで移
動する時間(Latency)及び踏み外した
回数(Slip)を測定）において、未治療
群と比較してAAV投与群が有意に改
善を認めた(図5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図5 Balance beamテスト 
 

 
以上の結果より新生児期にAAV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出来、治療効果が
あることを確認した。 
このことより、AAV9の新生児期での
全身投与は神経症状を呈する、MLD
のみならずKrabbe等の中枢神経病変
を伴う遺伝病の治療に有効であると考
えられる。 



(2) 成体の神経症状の新規治療法の確立 
 
成体においても BBB を通過し遺伝子導
入を可能とするために scAAV9/GFP ベ
クターを作製（近年 scAAV が従来我々
が使用していた single strand AAV 
(ssAAV)より 20-100 倍高い効率である
といわれている）し、ssAAV9/GFP ベク
ターと比較検討したところ、scAAV9 ベ
クター投与により成体でも脳全体に遺
伝子導入が可能であった(図 6)。 

 
図 6 GFP 抗体による免疫染色 
 
 
今後 scAAV9 を使用し成体の MLD マウスが治
療可能か検討を行う。 
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