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研究要旨 

リソソーム病の一つであり、著明な骨病変、心弁膜症、神経症状を来すムコリピドーシス

の培養皮膚線維芽細胞を用いて、この疾患の病態解明とライソゾーム酵素の補充による治療

法の開発を行なった。またもう一つのライソゾーム病であるクラッベ病についても変異解析

と、その変異蛋白の発現実験系を用いてシャペロン療法の可能性について解析を行なったの

で報告する。 

 

A. 研究目的 

 ムコリピドーシス II/III (MLII/III)の患者の培

養皮膚線維芽細胞においてライソゾーム酵素の糖

鎖のリン酸化が障害されることにより、様々な基

質が蓄積することが基本病態と考えられるが、そ

れ以外にライソゾームの pH、オートファジー、

膜のエンドサイトーシスなどにおける病態を解明

する。また正常細胞内のライソゾーム酵素を塩化

アンモニウム処理することによって培養液中に放

出する現象を用いて、ライソゾーム酵素の混合液

を作成し、治療薬の開発を目的とした。 

 また、クラッベ病の日本人の病型をまとめ、変

異解析を行なうことで遺伝子型—表現型相関を解

析し、変異蛋白の一過性発現系を構築して、βガ

ラクトシダーゼのシャペロン NOEV の有効性を

確認することを目的とした。 

 

B. 研究方法 

1) ライソゾーム酵素混合液の作成；正常細胞に塩

化アンモニウムを負荷し、培養液中に出てきた

酵素を濃縮して作成した。 

2) ムコリピドーシスの患者細胞におけるライソ

ゾームの変化の解析と前記酵素混合液の治療

効果の解析；LysoSensor を用いて細胞を染色

し、ライソソームの pH を測定し、正常との差

を調べ、治療によってどうなるかを解析した。

ライソゾームの基質として Phospholipid と

Cholesterol を例にとりその量を正常と比較し、

治療効果を調べた。ライソソームの数（量）を

LysoTrackerとDAPIとの蛍光量を用いて測定

し、正常細胞との差を調べ、治療による効果を

解析した。BODIPY-Cer を培養細胞に負荷し、

その取り込みを最上細胞と比較し、治療効果を

解析した。オートファジーの状態を LC3 の

Western を用いて正常と比較し、酵素治療での

反応を見る。またミトコンドリアの形態変化に

ついても観察した。電子顕微鏡で Inclusion 

body の様子を酵素治療の前後で観察した。 

3) クラッベ病の日本人症例の解析；５１例につい

て、その臨床病型と遺伝子変異について解析し

た。高頻度変異について発現ベクターを作成し、

その酵素活性と前駆体からの成熟について解

析した。 

4) クラッベ病の変異蛋白に対する NOEV のシャ

ペロン効果；変異蛋白の発現系を用いて、シャ

ペロン物質 NOEV の効果について解析した。 



C. 研究結果 

5) ライソゾーム酵素混合液の作成；ライソゾ

ーム混合液の酵素活性を、正常細胞の培養液上

清と比較すると、β-hexosaminidaseA の 20

倍を最高に上昇しており、そのパターンは、

MLII 細胞の上清における漏れ出た酵素活性の

比と類似していた。これを疾患細胞に負荷した

あと細胞内の酵素活性は負荷前より上昇し、こ

れは M-6-P の濃度依存性に阻害された。 

6) ムコリピドーシスの患者細胞におけるライ

ソゾームの変化の解析と前記酵素混合液の治

療効果の解析；ライソゾームの pH は正常で

4.8 なのに対し、5.3 と上昇し、酵素治療に反

応して 5.0 程度に回復した。ライソゾームの基

質は正常に比し疾患細胞で増加していたが、こ

れは酵素治療に反応して回復した。ライソゾー

ムの DAPI 染色に対する比としての量は正常

で 0.4 であったが疾患細胞で 1.2 と増加し、治

療によって 0.8 と低下した。エンドサイトーシ

スの状態を BODIPY-Cer の取り込みでみると、

MLII ではゴルジ領域に停滞していた流れが、

酵素治療後は正常化していた。正常細胞に比し

MLII 細胞では LC3 の発現が上昇しているが、

これも治療により改善がWesternでみられた。

またミトコンドリアの形態も MLII では

fragmentation が多いのが治療により改善が

みられた。顕微鏡で見る Inclusion body は酵

素治療後に明らかに減少していることが観察

された。 

 

 

 

 

 

7) クラッベ病の日本人症例の解析；日本人５

１人のクラッベ病患者の臨床病型をまとめ、乳

児型は全体の 41％と半分以下であることを明

らかにした。そして後期乳児型 20％、若年型

10％、成人型 29％と、成人型もかなり多いこ

とが判明しており、日本人の特徴と考えられる。

また、変異解析のまとめから、高頻度変異 7

つで日本人のクラッベ病の 6 割が同定できる

こと、また遺伝子型／表現型相関の解析から、

乳児型変異４つ、遅発型変異 3 つを見つけてお

り、今後診断時に遺伝子診断から臨床病型の類

推に重要な情報となった。また、変異の重症度

と western blot で確認した蛋白のプロセッシ

ングの効率が、乳児型で悪く、若年型変異で高

いことも確認した。 

8) クラッベ病の変異蛋白に対するNOEVのシ

ャペロン効果；酵素活性に対する効果としては

乳児型の変異に対してはその有効性は明らか

でなかったが、遅発型の変異 3 つに対してはい

ずれも有効性が見られ、2μM で最大の効果を

認めた。また、Western blot からは前駆体の量

は変異にあまり関係ないが、ライソゾームに運

搬されたあとにプロセスされて成熟すると言

われている成熟タンパク質の量は、正常蛋白、

遅発型変異に多く、乳児型蛋白は成熟蛋白をほ



とんど認めないことが判明した。 

 

D. 考察 

 ムコリピドーシスの繊維芽細胞ではライソゾー

ム酵素の運搬障害により、ライソゾーム内の酵素

が減少し、その分解基質が蓄積するのみならず、

pH 上昇、エンドサイトーシスの異常、オートフ

ァジー亢進、ミトコンドリアの形態異常など様々

な細胞機能に異常を来していることが解明された。

またこれがライソゾーム酵素の調整混合液を用い

た治療により、多くの細胞機能がかなり改善する

ことが認められ、今後 in vivo での効果を試す意

義があると考えられる。 

 ケミカルシャペロン NOEV は、クラッベ病の

原因酵素ガラクトセレブロシダーゼの阻害効果も

認め、その熱安定性を増大させることがわかった。

in vivo で変異酵素の酵素活性の増大は、遅発型の

変異で明らかであり、重症な乳児型には効果は弱

いと考えられた。活性の上昇する変異は成熟蛋白

の増加が認められており、NOEV により ER から

ライソゾームへの運搬が高率良く行なわれている

ことが判明した。 

 

E. 結論 

 ムコリピドーシスは大半のライソゾーム酵素の

減少をともなうことにより、基質の蓄積以上に細

胞内の様々な機能異常を来たしているが、ライソ

ゾーム酵素の混合液の治療により、有効に細胞内

に取り込まれることが明らかになり、今後の治療

開発の将来性を示すものと考えられた。 

 ケミカルシャペロン NOEV は、クラッベ病の

原因酵素ガラクトセレブロシダーゼの高頻度の遅

発型変異４つに対し、そのライソゾームへの運搬

効率を上昇し、成熟タンパク量を増やすことによ

って治療効果が想定される。 
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