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Improvement of Skeletal Lesions in Mice with Mucopolysaccharidosis Type VII

             by Neonatal Adenoviral Gene Transfer.

            (ム コ多 糖症VII型 モデ ル マ ウス の骨格 異常 は生 後早 期 の

             アデ ノ ウイル スベ クター 全 身 投与 で改 善す る)

内容の要旨

金 治

 ム コ多糖 症VII型(MPSVII)は 、 リソゾー ム酵素 の一つ であ るﾟ一グ

ル クロニダー ゼ(GUSB)蛋 白の先天 性欠損 に よ り発症 す る常染色

体劣性遺伝病 で ある。臨床 的 には肝 脾腫、精神運 動発育遅 滞、角膜

混濁、難聴、骨格 異常な どの多彩 な症 状がみ られ 、病 理組織学 的 に

は リソゾー ムの腫 大 による空胞変性 がほ とん どの罹患臓器 で認 め ら

れ る。 最近、鎌 田 らは生後 早期 のMPSVIIモ デル マ ウス(MPSVIIマ ウ

ス)に 対 して ヒ トβ一グル クロニダーゼ遺伝 子 を発現す るアデ ノ ウイ

ル スベ クター(AxCAhGUS)を 静注 した ところ、特徴 的な頭蓋 骨変

形 が改善 され た こ とを報 告 した。本研 究 はMPS冊 マ ウス に対 して

AxCAhGUSの 経静脈的 全身投与 を行い、骨 ・関節病 変に対す る治療

効 果 につ いて 生化 学的、病 理組織 学 的 に評 価 す る こ とを 目的 とし

た。

 成 長終 了後 のMPSVIIマ ウスに対す る効果 を評価 す る 目的で、生後

12週 齢 以上 のMPSVIIマ ウスの尾静 脈 よ り1×108pfuのAxCAhGUSを

投与 した。AxCAhGUS静 注後7日 後に軟骨組織 を採取 し4-MU法 に よ

るGUSB活 性 の定量 を行 った ところ、正 常B6系 マ ウスの約1.5倍 以上

に相 当す る高い活性 が 関節軟骨 に認 め られ た。 しか しこのGUSB活

性 はAxCAhGUSが 直接、関節軟 骨 に導入 された こ とに よるものでは

な く、マ ンノース6リ ン酸受容体 を介す るcross-correctionによる もの

であった。次 に生後 早期のMPSVIIマ ウス に対す る治療 の効果 を評価

す る 目的で、生後24時 間以 内のMPSV皿 マ ウスに浅側頭静脈 か ら1×

107pfUのAxCAhGUSを 静 注 し、以 下の検討 を行 っ た。1.生 化学 的

検討:AxCAhGUS静 注後40日 目に関節軟骨 のGUSB活 性 定量 を行 っ

た ところ、正常値 の3倍 以上 の極 めて高い活性 が認 め られ た。 また

PCR法 に よ り、 ウイル ス由来 のDNAが 関節 軟骨に集積 してい るこ と

が明 らか とな り、AxCAhGUSが 関節軟骨 に導入 され てい るこ とが示

され た。2.形 態学 的検討:無 治療 のMPSVIIマ ウスでは低身長 、平

坦 な顔 貌、長管 骨 の短縮 とい った特徴 的 な骨格 異 常が認 め られ た

が、AxCAhGUS投 与後140目 目のマ ウスではこれ らの異 常はほぼ完全

に正常化 され、外 見で は正 常のマ ウス と見分 け るこ とは不 可能 で

あった。 また病理組織 学的 には生後早期 に治療 を受 けたMPSVIIマ ウ

スでは無治療 のMPSVIIマ ウス と比較 して、関節軟 骨、軟骨 下骨 、成

長軟骨 にお ける空胞変性細胞 が明 らかに減少 してい た。

 以上の検討 よ り、MPSVIIマ ウスの骨 ・関節病 変は生後 早期 にアデ

ノ ウイル スベ クター を全身投 与す るこ とに よ り改善 され るこ とが確

認 された。 この結果 か ら、アデ ノ ウイル スベ ク ター を用 いた新 生仔

期 の遺伝子治療 を ヒ トム コ多糖 症VII型に対 して臨床応 用す るこ とに

よ り、特徴 的な成長 障害や骨格 異常は改善 され る可能性 が あるこ と

が示唆 され た。

有 彦

論文審査の要旨

 ムコ多糖症VII型(MPSVII)は 、β一グル クロニ ダーゼ(GUSB)蛋 白

の先天性欠 損 によ り発症す る常染色体劣性 遺伝病 であ る。本研 究は

MPSVIIモ デ ルマ ウス(B6!MPSVII)に 対 して ヒ トGUSB遺 伝子 を発現

す るアデ ノウイル スベ クター(AxCAhGUS)の 経静脈的全 身投与 を

行 い、骨 ・関節 病変 に対 す る効果 にっいて検討 す るこ とを 目的 と し

た。ま ず 生 後12週 齢 以 上 のB6!MPSVIIの 尾 静 脈 よ り1×108pfuの

AxCAhGUSを 静 注 した ところ、 AxCAhGUS投 与後7日 目の関節軟骨

におい て正 常B6系 マ ウス の約15倍 に相 当す るGUSB活 性 が認 め られ

た。 しか しこのGUSB活 性 はAxCAhGUSが 直接 関節軟 骨に導入 され

た こ とに よる もので は な く、マ ン ノー ス6リ ン酸受 容体 を介 す る

cross-correctionによ る も の で あ っ た。次 に 生 後24時 間 以 内 のB6!

MPSVIIの 浅側 頭 静脈 よ り1×107pfUのAxCAhGUSを 静注 した とこ

ろ、AxCAhGUS投 与後30日 目の 関節 軟骨 において正常値 の3倍 以上

に相 当す る高いGUSB活 性 が認 め られ た。 このGUSB活 性 はPCR法 に

よ り、cross-correctionによるものだ けでな くAxCAhGUSが 直接関節軟

骨 に導入 され たこ とに よる効果 で あるこ とが示唆 された。また病理

組 織 学 的評 価 で は、無 治 療 のB6!MPSVIIと 比 較 して、生後 早 期 に

AxCAhGUS投 与 されたB61MPSVIIで は関節軟骨、成長軟骨、軟骨 下骨

の空胞変性 細胞が 明 らか に減少 してい るこ とが 明 らか とな った。以

上の結果か ら、B6/MPSVIIの 骨 ・関節病変 は生 後早期 にアデ ノウイル

スベ クター を全身投 与 す るこ とに よ り改 善 され るこ とが確 認 され

た。

 審査 では、生後早期 にAxCAhGUSを 投与 され たマ ウス で関節 軟骨

に遺伝子 が導入 され た とす る根 拠がPCR法 のみ の検 討で適切 か ど う

か につ いて質問が な された。 これ に対 し顕微鏡 を用い て厳密 に軟骨

組 織の摘 出を行 ったため、滑膜 な ど他の組織 の混入は ない と考えて

い るが、PCR法 は鋭敏 な検査 であるた めin situ hybridyzationなど他の

手法 を用 いた検討 も行 うべ きであった と回答 された。ま た単 一の酵

素活 性の評価 のみで病理組 織学的 な改善の メカニズム を説 明できる

のか と質問 され た。 これ に対 してMPSVIIはGUSBの 先天性 欠損 に よ

り発症 す るため、骨 ・関節軟 骨病 変の改 善はGUSB活 性 の上昇 に よ

る と考 え られ るが、改善 のメカニ ズムを解明す る とい う点 では他 の

因子 を含 めて詳細 に検討 すべ きであった と回答 され た。最後 に骨 病

変 の病理組織 学的所 見について 、も う少 し詳細 に記 載すべ きであ る

と指摘 された。

 以 上の よ うに、本研 究 は さ らに検 討 すべ き 点 を残 してい るが、

MPSVIIの 骨 ・関節病 変が アデ ノ ウイル スベ クター を用いた遺伝子 治

療 に よ り改 善 され るこ とを証明 した点で有意義 な研 究で ある と評 価

され た。
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