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研究要旨 

本研究は、グリコサミノグリカン（GAG）を構成する二糖単位に着目し、疾患特異的に

蓄積する二糖を指標として、ムコ多糖症 II 型（MPSII）マウスに対する ex vivo 遺伝子治

療の有効性を明らかにすることを目的とする。今年度は、MPSII マウスに蓄積する GAG

の 1 つであるヘパラン硫酸由来二糖の測定系確立を試み、ヘパリナーゼを用いたヘパラン

硫酸の二糖単位への効率的消化条件を決定した。 
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A. 研究目的 

ムコ多糖症 II 型（MPSII）は、イズロン酸

-2-スルファターゼの異常により生じる X 連鎖

性劣性遺伝形式のライソゾーム病であり、酵素

欠損に伴うグリコサミノグリカン（GAG）の

蓄積を特徴とする。本疾患に対する治療法とし

て酵素補充療法及び骨髄移植療法が存在して

いるが、主要な病変部位の 1 つである中枢神経

に対しては両者とも効果は認められず、新たな

治療法が求められている。そこで我々は、造血

幹細胞に欠損酵素を遺伝子導入し移植すると

いう ex vivo 遺伝子治療法を着想した。 

従来、MPSII に対する治療効果の判定には

欠損酵素の基質であるGAGの定量が有効であ

り、主として GAG の総量の測定が行われてい

る。しかし最近、従来の測定法では、疾患モデ

ルマウスの中枢神経へのGAGの蓄積を詳細に

評価することが困難であることが明らかとな

り、ex vivo 遺伝子治療法の有効性を評価する

ためには、より疾患特異的な GAG の測定法の

開発が急務である。そこで我々は、GAG を構

成する二糖単位のうち、欠損酵素の基質である

イズロン酸-2-硫酸を含む二糖の測定に着目し

た。 

以上より本研究では、MPSII モデルマウス

を用いて ex vivo 遺伝子治療の有効性を解明す

ることを目標とし、本年度はその解析に必要と

なる疾患特異的GAG由来二糖の測定系構築を

試みた。 

 

B．研究方法 

MPSII で蓄積する GAG の 1 つであるヘパ

ラン硫酸を Sigma 社より購入し、3.3 mM 酢

酸カルシウム含有40mM 酢酸アンモニウム緩

衝液にて溶解した各種濃度のヘパリナーゼ II

（5, 10, 15, 250 mU）を添加した後に、37℃

で 16 時間酵素消化を行った。その後、各試料

をポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動

し、Tris(bipyridine)ruthenium(II) により染

色することでヘパラン硫酸の消化条件を決定

した。 

消化条件の決定後、その条件に従い作成した

ヘパラン硫酸由来二糖についてアニリン標識

を行い、逆相高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）へ展開し、消化産物のピークパター

ンの検出を行った。 
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フでは複数のピークが確認されたが、これらは

ヘパラン硫酸の構造多様性を反映していると

考えられ、ヘパリナーゼ II を用いた限定分解

が成功していることを示唆する。 

本研究の最終目的は、疾患特異的 GAG 由来

二糖を解析することで MPSII マウスに対する

ex vivo 遺伝子治療の有効性を解明することで

ある。具体的には、蓄積するヘパラン硫酸の非

還元末端に存在する二糖であり、病態を強く反

映すると考えられるイズロン酸-2-硫酸, N-硫

酸化グルコサミン-6-硫酸（I2S6）を指標とす

る。今年度の解析より、クロマトグラフ上で複

数のピークが得られたことから、これらを質量

解析することで I2S6 を同定することが可能だ

と考えられる。 

今後は、今回決定した消化条件に基づいて調

製したヘパラン硫酸消化産物の質量解析を進

めると共に ex vivo 遺伝子治療を施したモデル

マウス由来試料についても同様の操作を進め、

その効果の解析を行う予定である。 

 

E. 結論 

 ex vivo 遺伝子治療の効果解析を行う上で必

要となる疾患特異的GAG由来二糖の高率的作

成条件が決定された。 
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