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 ムコ多糖症 II 型（MPS II・Hunter 症候群）は、イズロン酸-2-スルファターゼ（IDS）

酵素活性の欠損により全身にヘパラン硫酸、デルマタン硫酸などのグリコサミノグリカン

（GAG）が蓄積する X 連鎖性劣性遺伝性疾患である。近年開発された酵素補充療法（ERT）

は、GAG 蓄積による諸症状を改善するが、中枢神経症状を改善しないという問題点を持つ。

また MPS II に対する他の治療法として、骨髄移植療法（BMT）も以前より施行されてい

るが、中枢神経系への治療効果に一定の見解はない。今回の研究は（１）BMT により中枢

神経障害は改善するか（２）BMT と ERT ではどちらが効果があるか（３）BMT を行っ

た患者に対して ERT を行うべきかの 3 点につき、MPS II マウスモデルを使用し組織内

GAG の減少を指標として治療効果の検討を加えた。結果として、BMT、ERT、また BMT

＋ERT 併用療法いずれの治療も、脳の GAG を減少させず、マウスの行動異常を改善させ

なかった。また、ERT は BMT よりも心、腎、肺の GAG をより減少させた。BMT に ERT

を併用すると、BMT 単独に比べより著明に組織内 GAG を減少させた。 

本研究においてこれら治療の効果判定には、Total GAG 測定と Pathologic GAG 測定の

2 つの方法を用いた。Total GAG は全ての GAG であり、Pathologic GAG は、IDS が欠損

することにより特異的に蓄積する GAG である。両者の比較では Pathological GAG がより

鮮明に治療効果を反映していた。このことから Pathologic GAG 測定は、Total GAG に比

べ MPS II における治療効果を鋭敏に反映するバイオマーカーになると考えられた。 
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１．序論 

 

ムコ多糖症 II 型（MPS II・Hunter 症候群）は、イズロン酸-2-スルファターゼ（IDS）酵素

活性の欠損により全身にヘパラン硫酸、デルマタン硫酸といったグリコサミノグリカン（GAG）

が蓄積する X 連鎖性劣性遺伝性疾患である［1］。分解されない GAG はライソゾーム内に蓄積

し、骨格変形、弁膜症、心肥大、肝脾腫、顔貌異常、上気道狭窄、聴覚異常、舌肥大、網膜症、

成長障害、精神発達遅滞等様々な症状を引き起こす［2］。これらの臨床症状は MPS II 患者の

QOL を著しく低下させている。 

現在 MPS II の治療には、酵素補充療法（ERT）、骨髄移植療法（BMT）の 2 つの方法が用

いられている。ERT は、MPS II 患者にヒト組換え IDS を毎週、経静脈的に投与するという治

療法であり、病初期よりこの治療を開始することで MPS II の表現型は大きく改善する［3-5］。

しかし ERT の効果は限定的であり、進行例や中枢神経症状を改善しないという問題を持つ。中

枢神経症状に対する限定的効果は、他のライソゾーム病における ERT でも観察されており、こ

れは補充酵素が血液脳関門を通過しないことによる［6,7］。また骨病変や心弁膜病変に対する

効果も乏しく［8］、補充酵素に対する抗体の産生も臨床上の大きな問題となっている。中枢神

経病変や骨病変、心病変は、患者の ADL を損なう重要な問題であり、また ERT における継続

的な補充酵素の注射や高額な医療費は、患者に大きな負担を生じさせることから［9］、現在 ERT

に代わる新規治療法が望まれている。 

もう 1 つの治療である BMT は、移植された正常細胞から発現される IDS によって症状の改

善を期待する治療法である。BMT においては、移植細胞が脳内に生着することにより、中枢神

経病変を改善させうると期待されている。既報では、BMT は、MPS I, MPS VI, グロボイド細

胞白質ジストロフィー、異染性白質ジストロフィー、ゴーシェ病など他の神経障害性ライソゾ

ーム蓄積疾患における中枢神経病変を改善すると報告されている［10,11］。しかしながら MPS 

II に対する BMT には欧米を中心に否定的な見解が目立つ。いくつかの既報は、MPS II 患者へ  
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の BMT は、中枢神経病変への効果が期待できないことから、施行すべきではないと示してい

る［12-15］。一方で近年本邦より報告された研究は、BMT が MPS II の中枢神経病変に長期的

治療効果をもたらしたと示した［16］。よって、現在のところ MPS II に対する BMT 施行の可

否に一定の見解はない。この見解の相違は、実際に BMT による脳蓄積 GAG への影響を示した

報告がないことも一因になっていると考えられる。 

BMT、ERT いずれの治療を選択するかは、中枢神経病変への治療効果の他に各種諸症状に

おける治療効果の差異にも言及する必要がある。しかしながら、MPS II における BMT と ERT

の治療効果の差異に言及した報告はない。また、いずれの治療も諸症状を完全に軽快させるこ

とは少なく、多くの臨床医は、既に BMT を施行された MPS II 患者に対し、ERT を追加する

かという点に疑問を抱いている。そこでこの研究では、MPS II マウスモデルを使用し、蓄積

GAG の減少といった諸臓器の矯正を明らかにすることで、BMT の中枢神経系に対する効果、

BMT と ERT の効果の差異、BMT と ERT の併用効果について検討した。なお本学位論文の一

部は Akiyama らが Molecular Genetics and Metabolism に報告している［17］。 
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２．方法 

 

２－１． 実験動物 

 

疾患マウスモデルの作成に関して、まず MPS II Hetero の雌マウス（IDS+/-）をノース

カロライナ大学、Joseph Muenzer 博士より供与して頂いた［18］。次にこれら雌マウスと

同じ遺伝的背景を持つ雄の Wild type (WT; C57BL/6)を三協ラボラトリーより購入、

Hetero雌マウスとの交配を行った。生後7週までに全ての出生仔より尾組織を採取し、PCR

法をもってその遺伝子型を確認した。本症は X 連鎖性性劣性遺伝性疾患であるため、交配

によって得られる雄のマウスは 1/2 の確率で IDS ノックアウトマウス(IDS-/-)となる。骨髄

移植に用いるドナーマウスには B6.SJL-ptprca マウスを使用した。この遺伝子組み換え株

は、CD45.1 という独自の識別的細胞抗原を持ち、免疫寛容に優れ、現在骨髄移植研究に多

く用いられている。B6.SJL-ptprca マウス（CD45.1+CD45.2-）は三協ラボラトリーより購

入、WT マウス（CD45.1-CD45.2+）との交配を行い、実際ドナーマウスとして用いる

CD45.1+CD45.2+マウスを作成した。全ての実験動物は、必要十分な栄養、感染防御等適正

な環境条件下で飼育管理した。これら実験動物の繁殖、飼育、またこれら実験動物に対す

る全ての処置は、東京慈恵会医科大学動物実験委員会によって承認されている。 

 

 

２－２．骨髄移植療法 

 

骨髄移植は、既報にやや変更加え施行した［19］。まず生後 8~12 週齢の CD45.1+CD45.2+ 

マウスより大腿骨、脛骨を採取、Hanks balanced Salt Solution を用い髄腔より骨髄細胞

を洗い出した。次に骨髄細胞を 100-μm cell strainer（BD Falcon）を用いフィルトレー 
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ション、溶血バッファー(BD Biosciences)を用い赤血球を除去した。骨髄細胞数のカウント

にはトリパンブルーを用いたセルカウンターを使用した。レシピエントマウスには移植前

処置として放射線照射を行った。アクリルボックス内にレシピエントマウスを静置、照射

条件は 20 mA、150 kV、2.0-mm aluminum filter とし、照射は 9Gy、単回投与とした。

照射機材には Hitach-MBR1520R irradiator(Hitachi)を用いた。前処置を受けた生後 9 週

の MPS II マウスに 2.0×106個の骨髄細胞を経静脈的に投与した。移植細胞の生着は、フ

ローサイトメーター分析を用いた CD45.1+CD45.2+細胞の検出により評価した。まず移植

後 12 週と 27 週に、レシピエントマウスより末梢血を採取、溶血バッファーを用い赤血球

を除去した。次に得られた白血球をFc blockerにて処理、続いて fluorescein isothiocyanate

標識の抗マウス CD45.1 抗体(eBioscience)と allophycocyanin 標識の抗マウス CD45.2 抗

体(eBioscience)にて染色した。細胞系統の判別には、phycoerythrin 標識の抗体を使用、

認識抗原は、B 細胞 -CD45R、 T 細胞 -CD3e、顆粒球 -Ly6G、マクロファージ

-CD11b(eBioscience) と し 同 様 の 染 色 を 行 っ た 。 死 細 胞 染 色 に は

4',6-Diamidino-2-phenylindole を用いた。フローサイトメーターには MACSQuant® 

Analyzer(Miltenyi Biotec)を使用、分析には MACSQuantify® Software(Miltenyi Biotec)

を用いた。 

 

 

２－３．酵素補充療法 

 

生 後 9 週 齢 の MPS II マ ウ ス に 、 ヒ ト IDS (Elaprase®; Shire HGT 

Pharmaceuticals)0.5mg/kg を経尾静脈的に投与した。投与量はヒト治療量に準じた。ヒト

IDS は Genzyme Japan より供与された。 
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２－４．治療計画 

 

治療計画を図 1 に示す。治療群は BMT 群、ERT 群、BMT＋ERT 併用群とした。コン

トロールには無治療 MPS II (NT)マウス、WT マウスを用いた。ERT 群においては、生後

9 週より ERT を開始、計 27 回の IDS 投与を行った。BMT 群においては、生後 9 週に BMT

を施行した。BMT＋ERT 併用群においては、生後 9 週に BMT を施行、その 12 週後に ERT

を開始し計 15 回の IDS 投与を行った。経時的に全てのマウスの体重測定、採血、採尿を

行った。ERT 群、BMT＋ERT 併用群における採血は、毎回 ERT 施行直前に行った。すべ

てのマウスにおいて、治療開始後 26 週～27 週の間に Y 字迷路を行った。治療後 27 週に

は、組織生化学分析、病理解析のため全てのマウスを解剖、組織の採取を行った。ERT 群、

BMT＋ERT 併用群における解剖は、最後に ERT を施行した 1 週間後に行った。 

 

 

図 1．治療計画 

図は治療検査計画を継時的に示したものである。治療群は、BMT 群、ERT 群、BMT+ERT

併用群の 3 つである。▽は BMT 開始時を示している。↓は IDS 投与を示している。○は

IDS 活性測定、GAG 測定、抗 IDS 抗体測定のための採血、採尿時を示している。●は解

剖時を示している。全ての治療群において、生後 9 週より治療を開始した。ERT 群におい

ては計 27 回 IDS を投与した。BMT+ERT 群においては計 15 回 IDS を投与した。 
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２－５．血清、組織 IDS 活性測定 

 

血 清 、 組 織 に お け る IDS 活 性 の 測 定 に は 、 人 工 基 質 で あ る

4-methylumbelliferyl-alpha-iduronide-2-sulfate (4MU-αIdu-2S, Moscerdam Substrates)

を用いた。測定方法は既報に準じた［20］。組織蛋白濃度測定には、BCA 蛋白分析キット

(Thermo Fisher Scientific)を使用した。まず、2μlの血清ないし 15μgの組織蛋白溶液を、

それぞれ 20μl の基質溶液(1.25 mM MU-αIdu-2S-Na2, 0.1 M Na-acetate/0.1 M acetic 

acid buffer (pH5.0), 10 mM Pb-acetate)とともに、暗室 37℃で 4 時間インキュベートした。

次に、40μl の Pi/Ci buffer (0.4 M Na-phosphate/0.2 M citrate buffer (pH 4.5), 0.02% 

Na-azide)と 10μg の LEBT (purified Lysosomal Enzymes from Bovine Testis)を加え、

37℃で 24 時間インキュベートした。酵素反応の停止には、200μl の stop buffer (0.5 M 

NaHCO3/0.5 M Na2CO3 buffer (pH 10.7), 0.025% Triton X-100)を用いた。遊離した 4MU

の蛍光測定には、RF-5300PC 分光蛍光光度計(励起波長;365nm, 蛍光波長;460nm, 島津製

作所)を用いた。検量線は、蛍光基質 4-methylumbelliferyl-α-iduronide (Sigma-Aldrich 

Japan)を使用し作成した。IDS 活性の単位に関して、血清 IDS 活性値は WT との相対百分

率にて表記した。組織 IDS 活性値は nmol/4h/mg protein と表記した。 

 

 

２－６．Total GAG 測定 

 

尿ないし組織 Total GAG (tGAG)の測定には、Wieslad® sGAG quantitative Alcian 

blue-binding assay kit (Euro-Diagnostica)を使用した。測定方法は既報に準じた［20］。

尿は遠心しその上清を用いた。組織は水でホモジナイズした。まずサンプルをプロテアー

ゼとともに 37℃で 24 時間インキュベートした。次にその上清 50μl を 50μl の 8 M  
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Guanidine-HCl とともに室温で 15 分間インキュベートした。50μl の SAT solution (0.3% 

H2SO4, 0.75% Triton X-100)を加えた後、750μl の alcian blue working solution とともに

室温で 15 分間以上インキュベートした。次に遠心後上清を廃棄、ペレットを DMSO(40% 

DMSO, 0.05 M MgCl2)で洗浄した。最終的に 500μ l の Gu-prop solution (4 M 

Guanidine-HCl,33% 1-propanol, 0.25% Triton X-100)を加え、ペレットを完全に溶解した。

吸光度は、SH-9000 分光光度計(波長600nm, Hitachi High-Technologies)を用い測定した。

組織蛋白濃度を BCA 蛋白分析キットで測定、尿中クレアチニンを LabAssay® 

Creatinine(和光純薬)で測定、測定単位はそれぞれμg GAG/mg protein、μg GAG/mg 

creatinine とした。 

 

 

２－７．Pathologic GAG 測定 

 

Pathologic GAG 測定 (pGAG)には、Sensi-Pro Non-Reducing End heparan sulfate 

assay を使用した。測定方法は既報に準じた［21］。Sensi-Pro assay は、2-O sulfated 

Non-Reducing End を定量することにより、IDS 欠損によってのみ生じる GAG 蓄積を明

らかにするものである。まず組織をホモジナイズし、イオン交換クロマトグラフィーによ

り GAG を分離した。次に、ヘパランリアーゼ(IBEX Technologies)を用いて GAG を 2 糖

単 位 に 分 解 し た 。 酵 素 処 理 に よ り 得 た 2-sulfo-iduronic linked to 

N-sulfoglucosamine-6-sulfate(I2S6)を安定同位体[12C6]で標識、標準物質を[13C6]で標識、

検量線をもとに I2S6 を定量した。測定には液体クロマトグラフィー/質量分析を用いた。

データには 3 回の測定結果の平均値を用いた。 
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２－８．行動解析 

 

マウスの行動異常は、Y 字迷路を用いた交替行動変化率、自発的活動量により評価した。

交替行動変化率は空間作業記憶を反映する。まずそれぞれのアームを A、B、C と標識、ア

ーム A にマウスを静置後 8 分間その行動を観察した。それぞれのアームへの進入は、尾全

体がアーム内に入ることと定義、アームへの進入回数、順序を用手的に記録した。交替行

動は、3 つのアームに一定の順序で進入することと定義した（例; A→B→C）。自発的活動

量はアームへの総進入回数にて評価した。それぞれのマウスで、1 日あたり 3 回測定した。

同実験を 3 日間繰り返しデータにはその平均値を用いた。 

 

 

２－９．病理解析 

 

まずマウスをフェノバルビタールで麻酔、4%パラホルムアルデヒド･2%グルタールアル

デヒド(和光純薬)を使用し経心腔的に潅流固定した。次に肝、心、脾、腎、脳を摘出、同固

定液に最低 2 時間以上浸漬させた。後固定には 1% osmium tetroxide を使用、サンプルを

エポキシ樹脂で包埋した。続いて切片を 1μm に薄切、トルジンブルーを用で染色した。

評価には、光学顕微鏡(BX-50, オリンパス)を使用、肥大したライソゾーム病変を検出した。 
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２－１０．抗 rhIDS 抗体測定 

 

抗ヒト組換え IDS(rhIDS)抗体の測定には ELISA 法を使用した。まず 96 穴

Nunc-Immuno plate MaxiSorp®(Nunc)に、rhIDS を 10μg コートし４℃で一晩静置した。 

ブロッキングには PBS/1% bovine serum albumin を使用、洗浄後のプレートに 100μl を

添加し室温で 5 時間インキュベーションした。次にプレートを PBS/0.05% Tween 20 で洗

浄、100 倍に希釈した血清サンプルをそれぞれのウェルに加え室温で 1 時間インキュベー

ションした。続いて再度プレートを PBS/0.05% Tween 20 で洗浄、全てのウェルに 5000

倍希釈のペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG 抗体(Kirkegaard & Perry Labs)100μl を加

えた。室温で 30 分間静置後プレートを再度洗浄、発色基質 3,3’,5’,5’-tetramethylbenzidine 

substrate reagent(Kirkegaard & Perry Labs)を加えた。10 分後、0.6 N H2SO4 100μl を

加え呈色反応を停止、吸光度の測定を行った。測定には ARVOMX/Light plate reader (波

長 450nm, PerkinElmer)を使用した。マウス抗ヒト IDS モノクローナル抗体より検量線を

作成、抗体価を算定した。マウス抗ヒト IDS モノクローナル抗体は、JCR Pharmaceutical

より供与された。 

 

 

２－１１．統計解析 

 

データの統計解析に、Graphpad Prism software (GraphPad software, Inc)を使用した。

検定には、ｔ検定ないし一元配置分散分析法(post test; Tukey-Kramer)を用いた。有意水

準は p<0.05 とした。 
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３．結果 

 

３－１．MPS II マウスへの BMT におけるドナー細胞の生着 

  

BMTないしBMT＋ERT併用療法を施行したすべてのマウスのドナー細胞の生着を評価

した(表 1)。ドナー細胞の生着率は、BMT 施行後 12 週、27 週いずれにおいてもおよそ 90%

に達した。T 細胞の生着率は他の細胞系統に比しやや低く留まったが、これは T 細胞の半

減期が長い故にレシピエント細胞が残存したためと考えられる。 

  

  

 B cell (%)
a
 T cell(%)

a
 顆粒球(%)

a
   マクロファージ(%)

a
   

BMT施行後 12週     

BMT  95.72±4.51 78.99±5.39 87.39±4.64 89.6±7.88 

BMT+ERT  96.41±1.64 79.95±4.19 89.8±3.84 92.89±3.8 

     

BMT施行後 27週     

BMT  93.9±8.41 78.34±5.8 92.36±6.58 91.28±9.44 

BMT+ERT  95.46±3.04 85.48±4.3 94.82±3.05 89.1±4.174 

表 1．BMT ないし BMT＋ERT 併用療法をうけたマウスのドナー細胞生着率 

a BMT 施行後 12 週ないし 27 週での末梢血のおけるドナー細胞生着率。それぞれの値を

平均±SD で示した(BMT: n=5, BMT+ERT: n=5) 
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３－２． BMT、ERT、またその両者併用療法をうけたマウスの IDS 活性  

    

３－２－１．BMT による血清 IDS 活性の持続的発現 

 

治療後の IDS 活性を経時的に評価した(図 2)。BMT 単独療法をうけたマウスの血清

IDS 活性は、移植後 2 週間の時点で上昇し、移植後 20 週には WT の約 25%に達した

(p<0.001, vs. NT)。ERT 単独療法をうけたマウスの血清 IDS 活性は検出されなかった。

これは投与された IDS が急速に循環血液内より排除されていることを示している。BMT

＋ERT 併用療法をうけたマウスの血清 IDS 活性の経時的変化は、BMT 単独療法の経過

と非常に酷似した (p<0.001 vs. NT, p>0.05 vs. BMT)。併用療法において ERT 開始後も

血清 IDS 活性に変化はなく、投与された IDS は急速に循環血液内より排除されていると

考えられる。これらの所見は、BMT 後ドナー細胞が安定的に生着し、それらが IDS を

持続的に発現していることを示している。 
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図 2．BMT をうけたマウスにおける血清 IDS 活性の持続的発現 

BMT、ERT、BMT＋ERT 併用療法をうけたマウス、さらに WT マウス、NT マウス

の血清 IDS 活性を測定した。↓は併用療法群において ERT を開始した時期を示す。血

清 IDS 活性値を、同週齢の WT との相対百分率にて示した(WT マウスの活性値は図に示

していない)。それぞれの値を平均±SEM で示した(それぞれの群: n=5)。治療開始 20 週

後の酵素活性の差異を、4 群間(BMT, ERT, BMT+ERT, NT)の一元配置分散分析法で評

価した。アスタリスクは p<0.001 を示す。“n.s”は有意差なしを示す。 

 

 

 

 

３－２－２．諸臓器における IDS 活性の変化 

 

治療開始後 27 週に、BMT、ERT、またその両者併用療法をうけたマウスの肝、心、

脾、腎、肺、大脳の IDS 活性を評価した。ERT 単独群においては(図 3A)、肝を除くす

べての臓器で IDS 活性は上昇しなかった。これは、最後の酵素補充から 1 週間後に臓器

を採取したため、酵素が諸臓器よりすでに排除されているためだと考えられる。一方肝

臓では、多量の酵素が取り込まれるため、酵素補充 1 週間後も IDS 活性を検出すること

が可能であったと考えられる。BMT 単独群においては(図 3B)、肝、心、脾、腎、肺に

おいて IDS 活性が上昇、大脳における活性上昇は認めなかった。BMT＋ERT 併用群に

おいては(図3C)、BMT単独群と同様に IDS活性が上昇した。BMT単独群と異なるのは、

大脳において IDS 活性が有意に上昇したことであるが、その増加は極わずかである。こ

れらの結果は、BMT をうけたマウスにおける安定的なドナー細胞の生着が、諸臓器にお

ける IDS 活性の上昇に寄与していることを示している。 
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 図 3．諸臓器における IDS 活性の変化 

治療開始後 27 週に、BMT、ERT、BMT＋ERT 併用療法をうけたマウス、また同週齢

の WT マウス、NT マウスより、肝、心、脾、腎、肺、大脳を採取した。組織 IDS 活性値

を、nmol/4h/mg protein で示した。それぞれの値を平均±SEM で示した(それぞれの群: 

n=5)。治療群と NT 群との酵素活性の差異を、t 検定を用いて評価した。アスタリスクは

p<0.05 を示す。“n.s”は有意差なしを示す。 
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３－３． IDS 活性増加による蓄積 GAG への影響 

  

３－３－１．組織 Total GAG への影響 

 

BMT の中枢神経系に対する効果、BMT と ERT の効果の差異、BMT と ERT の併用

効果について検討するため、治療開始後 27 週に、BMT、ERT、またその両者併用療法

をうけたマウスの大脳、肝、心、脾、腎、肺の tGAG を測定した。tGAG 測定にはアル

シアンブルー法を用いた。大脳において(図 4)、tGAG はいずれの治療でも減少しなかっ

た。しかしながら WT と NT の GAG の蓄積に差がなく、本測定においては、脳蓄積 GAG

への治療効果に言及することはできないと考えられた。肝において(図 4、図 6)、tGAG

は BMT、ERT、BMT＋ERT 併用療法により明らかに減少した。治療群間に統計学的有

意差は認めなかった。図は、BMT＋ERT 併用療法が BMT 単独に比しより GAG を減少

させる傾向を示唆するが、この傾向に統計学的有意差はなかった。心、脾において(図 4、

図 6)、tGAG は全ての治療でほぼ正常レベルにまで減少した。治療群間に統計学的有意

差は認めず、肝同様 BMT＋ERT 併用療法が BMT 単独に比しより GAG を減少させるこ

とはなかった。腎において(図 4、図 6)、tGAG は ERT と BMT＋ERT 併用療法により明

らかに減少したが、BMT では減少しなかった。つまり ERT ないし BMT＋ERT 併用療

法は、BMT に比しより tGAG を減少させた。肺においては(図 4)、全ての治療で tGAG

は減少した。また ERT ないし BMT＋ERT 併用療法は、BMT に比しより tGAG を減少

させた。まとめると、ERT は BMT に比し腎、肺においてより tGAG を減少させた。ま

た同組織において、BMT と ERT の併用は BMT に比しより tGAG を減少させた。 
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図 4 ．諸臓器における蓄積 tGAG の減少 

アルシアンブルー法を用いて、大脳、肝、心、脾、腎、肺の tGAG を定量した。測定値

をμg GAG/mg protein で示した。それぞれのシンボルは、個々のマウスのデータを示す。

横棒は平均値を示す。4 群間(BMT, ERT, BMT+ERT, NT)の tGAG の差異を一元配置分散

分析法で評価した。アスタリスクは p<0.05 を示す。“n.s”は有意差なしを示す。 

 

 

３－３－２．Pathologic GAG 測定を用いた疾患特異的 GAG の検出 

   

  tGAG 測定では、大脳、肝、心、脾における BMT と ERT の併用効果を観察すること

はできなかった。そこで、同組織における治療効果をより詳細に評価するため、pGAG

を測定した。pGAG 測定に用いた Sensi-Pro assay は、IDS 欠損によりライソゾーム内

に蓄積する GAG を選択的に定量する方法であり、病的に蓄積した GAG のみを検出する

ことができる。大脳では(図 5)、tGAG 同様いずれの治療でも pGAG は減少しなかった。 
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しかしながら、pGAG 測定は WT と NT の GAG 蓄積の差を明らかし、tGAG に比しよ

り鋭敏に GAG を検出することができた。肝において(図 5)、pGAG は BMT、ERT、BMT

＋ERT 併用療法により明らかに減少した。治療群間に統計学的有意差は認めなかった。

tGAG 同様、図からは、BMT＋ERT 併用療法には、BMT 単独に比しより GAG を減少

させる傾向が示唆されるが、この傾向に統計学的有意差はなかった。心においては(図 5)、

全ての治療で pGAG は減少した。また ERT ないし BMT＋ERT 併用療法は、BMT に比

しより pGAG を減少させた。まとめると、脳に蓄積した pGAG はいずれの治療でも減少

しなかった。肝における pGAG の結果は、tGAG 測定にて得られた結果と同じであった。

心では、tGAG 測定では観察されなかった BMT と ERT の併用効果が明らかになった。

これらの結果は、pGAG が脳、心における治療効果を評価するためのよりよい指標にな

るということを示している。  

 

 

図 5．諸臓器における蓄積 pGAG の減少 

Sensi-Pro assay を用いて大脳、肝、心の pGAG を測定した。測定値を pmoles of MPS II 

Sensi-Pro Marker/mg tissue で示した。それぞれのシンボルは、個々のマウスのデータ

を示す。横棒は平均値を示す。4 群間(BMT, ERT, BMT+ERT, NT)の pGAG の差異を一

元配置分散分析法で評価した。アスタリスクは p<0.05 を示す。“n.s”は有意差なしを示

す。 
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図 6．治療による病理所見への影響 

全ての写真の倍率は 1000 倍である。矢印に示す空胞形成は肥大したライソゾーム病変を

示す。すべての治療により、腎臓を除くすべての臓器で空胞形成は消失している。腎臓で

は、空胞形成の減少はあるも残存しており、組織所見上治療間の差は明らかでない。 
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３－３－３．尿中 Total GAG への影響 

   

  尿中 tGAG は、BMT、ERT、ないしはその両者併用療法によりほぼ正常レベルにまで

減少した(図 7)。治療群間に統計学的有意差はなく、BMT と ERT の効果の差異、BMT

と ERT の併用効果は認められなかった。 

 

 

図 7．尿中 tGAG の減少 

アルシアンブルー法を用いて、尿中の tGAG を測定した。測定値をμg GAG/mg 

creatinine で示した。それぞれの値を平均±SEM で示した(WT: n=5, BMT: n=5, ERT: n=5, 

BMT+ERT: n=5, NT: n=6)。4 群間(BMT, ERT, BMT+ERT, NT)の tGAG の差異を一元配

置分散分析法で評価した。アスタリスクは p<0.05 を示す。“n.s”は有意差なしを示す。 
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３－４．行動解析を用いた中枢神経系への治療評価 

 

組織 GAG 測定では、いずれの治療も脳における GAG を減少させなかった。そこで、治

療による表現型への影響を評価するため、Y 字迷路を使用し、マウスの行動解析を行った。

すべての治療は、MPS II マウスに見られる短期記憶障害、自発的活動量の異常といった行

動障害を改善することはなかった(図 8)。 

 

 

図 8．MPS II マウス行動異常への治療効果 

治療開始後 26 週～27 週の間に、Y 字迷路を施行した。(A) 交替行動変化率は空間作業

記憶を示す。(B) 総進入回数は自発的活動量を示す。それぞれのシンボルは、個々のマウ

スのデータを示す。横棒は平均値を示す。4 群間(BMT, ERT, BMT+ERT, NT)の測定結果

の差異を一元配置分散分析法で評価した。“n.s”は有意差なしを示す。 
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３－５．BMT、ERT、またその両者併用療法による過成長の抑制 

 

治療後のマウスの体重を経時的に測定した(図 9)。MPS II マウスの体重は、ヒトにおけ

る MPS II 患者同様、WT に比べ増加傾向にある［22］。この過成長は、BMT、ERT、ま

たその両者併用療法いずれの治療においても抑制された。治療開始後 27 週の時点で、治療

群間に統計学的有意差はなく、過成長抑制に BMT と ERT の効果の差異、BMT と ERT の

併用効果は認められなかった。 

 

 図 9．治療による MPS II マウス過成長の抑制 

治療開始後(生後 9 週)より 3 週毎に、すべてのマウスの体重測定を行った。それぞれの

シンボルは、各群の平均値を示す。治療開始 27 週後の体重の差異を、4 群間(BMT, ERT, 

BMT+ERT, NT)の一元配置分散分析法で評価した。“n.s”は有意差なしを示す (ERT, BMT, 

BMT+ERT vs. NT; p<0.05, BMT vs. BMT+ERT; n.s, ERT vs. BMT; n.s)。 
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３－６．補充酵素に対する IgG 抗体の発現 

 

ERT において、補充酵素に対する IgG 抗体産生の有無を評価するため、治療後のマウス

の血清中抗 rhIDS 抗体を測定した。数匹のマウスで抗 IDS 抗体の発現が見られた(図 10)。

しかしながらこれらの抗体価は、他のライソゾーム疾患モデルマウスへの ERT において観

察される発現抗体価と比べると著しく低い。例えば、本実験と同じ測定方法を用いてポン

ぺ病マウスモデルへの補充酵素に対する抗体価を測定した場合、OD 450nm 値を検量線内

に入れるには、血清を 20000 倍以上に希釈する必要がある［23］。一方本実験では、血清

を 100 倍希釈することで、OD 450 nm 値を測定することができ、それ以上に希釈した場合

は、抗体価を検出することができなかった。よって、ERT により抗 IDS 抗体の発現は見ら

れたが、それは極軽微なものであると考えられる。 

  

図 10．経静脈的酵素補充に対する抗 IDS 抗体の発現 

ERT 群、NT 群における抗 IDS-IgG 抗体を測定した。実線は、ERT 群における個々の

マウスの結果を示す。点線は NT 群における個々のマウスの結果を示す。抗体価を pg/ml

で示す。 
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４．考察 

 

 ４－１．中枢神経病変に対する BMT の治療効果について 

  

 1980 年代初頭、MPS I への BMT の有効性を示した研究結果が報告された［24］。以降、

BMTは多くのMPS I患者に施行されており、推奨されるべき治療の1つとなっている［25］。

特に、患者年齢が 2 歳未満、IQ70 以上で BMT が施行された場合、中枢神経病変の改善が

強く期待される。また動物実験においても、BMT による脳蓄積 GAG の減少が確認されて

いる［26］。一方 MPS I とは対照的に、MPS II に対する BMT には否定的な見解が目立つ

［10,11］。これは、MPS II に対する BMT は中枢神経病変への治療効果を持たないという

複数の臨床研究に基づくもので［12-15］、現在欧米では MPS II 患者に BMT を積極的に

施行することはない。しかしながら近年、本邦より報告された後方視的臨床研究は、BMT

が軽症型 MPS II 患者の中枢神経病変や心病変を改善させることを示した［16］。また MPS 

II に対する BMT の効果において、病理生化学的所見を示した報告はなく、現在 MPS II

患者に対する BMT 施行の可否について一定の見解は得られていない。 

そこでこの研究では、MPS II マウスに BMT を施行することにより、脳を含む諸臓器の

病理生化学的所見を評価した。本研究結果では、BMT によって脳における酵素活性の上昇

を認めることはなく、蓄積 GAG の減少も認めることはなかった。脳における病理学的評

価は、無治療マウスの病所見に乏しく評価が困難であった（データは示していない）。また

行動解析では、BMT による行動異常の改善は観察されなかった。これらの結果から我々は、

BMT は MPS II マウスの中枢神経症状を改善しないと考えた。この所見は同じムコ多糖症

である MPS III マウスにおける実験結果にも見られる［27］。しかしながら今回我々は、

病理生化学的所見の治療効果判定に蓄積 GAG のみを用いており、BMT の脳への治療効果

を評価するには不十分であるかもしれない。MPS II の中枢神経病変への他の治療アプロー 
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チとして、ex vivo gene therapy が考えられる。これは遺伝子治療を行った造血幹細胞を

用いることにより、酵素の過発現を期待するものであり、現在いくつかのライソゾーム病

で中枢神経系への治療効果が観察されている［28］。脳以外の諸臓器においては、BMT に

よる治療効果が確認された。 

 

 

 ４－２．MPS II マウスに対する BMT と ERT の効果の差異について 

 

 MPS IIに対するERTは、患者の6分間歩行や肺呼吸機能などの改善に有効であり［3-5］、

2006 年にアメリカと EU で、2007 年に本邦で承認された。以降 ERT は多くの患者に施行

され、MPS II への治療効果は明らかになっている。しかし ERT における継続的な補充酵

素の注射や高額な医療費は、患者に大きな負担を生じさせている［9］。BMT はこれらの諸

問題を解決する可能性を持つが、BMT と ERT どちらがより高い治療効果を持つかはわか

っていない。そこでこの研究では、MPS II マウスに対する BMT と ERT の効果の差異に

ついて検討した。本研究では、ERT は、心、肺、腎において BMT よりも GAG を減少さ

せた。この結果から、ERT は同組織において BMT に比しより高い治療効果を持つと考え

られる。しかしながら、他のライソゾーム病においては、補充酵素に対する自己抗体の産

生が ERT の治療効果を大きく減ずることがわかっており、これは ERT 施行における臨床

上の大きな問題となっている［29,30］。今回我々の研究では、抗 IDS 抗体が検出されなか

ったため、ERT の効果を過大評価している可能性がある。もし補充酵素に対する免疫応答

がコントロールされるならば、ERT は BMT に比し、一部の臓器においてより効果的な治

療であるかもしれない。 
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 ４－３．BMT と ERT の併用効果について 

 

 ERT が承認される以前、本邦では多くの MPS II 患者が BMT をうけた。しかしその治

療効果は限定的であり、多くの患者はその症状を完全に軽快させるに至っていない。MPS 

II に伴う諸症状をより緩和するため、既に BMT を施行された患者に ERT を追加するかは

多くの臨床医が疑問に抱く点であり、他のライソゾーム病においては BMT と ERT の併用

に関するいくつかの研究報告も散見される。ある研究は、既に移植をうけた MPS VI 患者

に単回 ERT を施行すると、尿中 GAG を減少させることができると示した［31］。またあ

る研究は、BMT 施行後の MPS VI 患者への ERT の追加は、12 分間歩行や 3 分間階段駆

け上がりテストといったいくつか身体機能を改善させることができると示した［32］。併用

に関する報告として、BMT＋ERT 併用療法が MPS I、MPS VI 患児の移植関連合併症率

や死亡率を減少させたという報告も散見するが、これは BMT の安全性に着目したもので

あり、併用による治療効果には言及されていなかった［33-37］。この研究では、MPS II

マウスに対する BMT と ERT の併用は、心、肺、腎において BMT よりもより GAG を減

少させた。同組織では、ERT 単独でも強固な GAG の減少を認めている。これらの結果は、

BMT を施行された患者に対する ERT の追加投与は、同組織における GAG をさらに減ら

すことができるということを示唆する。しかしながら、さらなる GAG の減少が、いかに

表現型を改善させるは不明であり、追加治療の決定には、この点を勘案した治療の選択が

必要であると思われる。 

 

 

 ４－４．ムコ多糖症における pGAG 測定の有用性 

 

 この研究では、組織 GAG 測定に 2 つの測定方法を用いた。1 つはアルシアンブルー法に 
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よる tGAG 測定であり、これは疾患によって蓄積する GAG 以外にもともと生体に存在し

うる GAG をも含めて検出する方法である。もう１つは IDS 活性欠損によって蓄積した

GAG のみを検出する pGAG 測定である。tGAG 測定では、WT と NTにおける脳蓄積 GAG

に明らかな差は認められなかった(図 4)。一方 pGAG 測定は、WT と NT における脳蓄積

GAG の差を明らかにした(図 5)。また心臓における BMT と ERT の併用効果についても明

らかにした。pGAG測定によるこの感度の高いGAGの検出は、同じムコ多糖症であるMPS 

I に関する既報でも報告されている［38］。以上のことから、pGAG 測定は、MPS II に対

する治療効果を鋭敏に判定させうるバイオマーカーになると考える。この新たな定量方法

は、ERT や BMT のみならず、基質抑制療法や他の新規治療法の治療効果判定にも使用す

ることができる。また尿や血清、濾紙血を使用することにより、MPS I, II, IIIA, IIIB, IIIC, 

IIID, VI, VII といった他のムコ多糖症の診断にも有効であると考えられ、今後新生児スク

リーニングや、ムコ多糖症新規病型の発見への応用も期待される［39］。 
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５．総括 

 

 本研究の結果から、MPS II マウスにおける中枢神経病変の改善には、通常の BMT では

なく、遺伝子治療などを含めた他のアプローチが必要であると思われる。またヒトにおい

て ERT に対する自己免疫反応を制御することができれば、一部の臓器において ERT は、

BMT に比しより効果的な治療であると考えられた。本検討で示された BMT に対する ERT

の併用効果は、BMT の治療効果に乏しい患者に追加療法を検討する際の一助となろう。本

研究で用いた pGAG 測定は、tGAG 測定に比し治療効果を評価するためのよりよいバイオ

マーカーになると考えられた。 
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