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略語一覧 

AAV: adeno-associated virus 

AAV-hGLA: AAV vector carrying human α-Gal A codon DNA 

α-Gal A: α-galactosidase A 

BBB: blood brain barrier 

CMV: cytomegalovirus 

dg: diploid genome 

FBS: fetal bovine serum 

FD: Fabry disease 

Gb3: globotriaosylceramide 

GLAko: GLA knockout 

G3S: human Gb3 synthetase 

HEK: human embryonic kidney 

ITR: inverted terminal repeat 

NAb: neutralizing antibody 

NS: not significant 

pA: polyadenylation 

PBS: phosphate buffered saline  

qPCR: quantitative PCR 

SV40: simian virus 40 

TgG3S: G3S-transgenic  

vg: vector genomes 

WT: wild type 
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1. 緒言 

 Fabry病 (FD) は代表的なライソゾーム病のひとつであり、X染色体上に存在

するGLA遺伝子 (GenBank: NM_000169.3)の変異によって発症する1-3。GLAはラ

イソゾームに存在する加水分解酵素α-galactosidase A (α-Gal A)をコードし、この

α-Gal Aの活性が低下すると、酵素基質であるスフィンゴ糖脂質  (主に

globotriaosylceramide: Gb3)が、血管内皮、心筋、腎臓、自律神経節、角膜等に進

行性に蓄積し3,4、脳血管障害、四肢末端痛、虚血性心疾患、心筋症、腎障害、発

汗低下、下痢・腹痛、角膜混濁など多彩な臓器症状を呈する5。発症頻度は40000

人に1人程度とされていたが、我が国の新生児スクリーニングの検討では男児約

3600人に1人と報告されており6、従来の報告よりも多くの患者が潜在しているこ

とが示唆される。 

病型は古典型と遅発型とに分けられ、古典型のα-Gal A残存活性は1%未満で、

小児期に四肢末端痛、発汗低下で発症し、20歳以降に尿蛋白、30歳以降に心肥大、

脳血管障害、40歳以降に進行性の腎不全、不整脈を認め、平均死亡年齢は41歳で

ある。遅発型のα-Gal A残存活性は5-10%未満で、成人期以降に心肥大や腎不全を

呈し、重症度は多様である。左室肥大を有する男性患者の3%7、男性の透析患者

の1%8、原因不明の若年性脳梗塞を発症した男性患者の0.4％9がFabry病であった

とする報告がある。 
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また、FDはX連鎖性顕性伝形式をとるが、女性のヘテロ患者も存在する。発症

年齢や症状の進行は男性患者よりも遅い傾向にあるが、男性遅発型患者と同様

に多様な臨床症候を呈する。スクリーニングで測定される白血球α-Gal A活性は

低下していない場合が多く、診断にはGLA遺伝子解析が必要となる。 

FDに対する標準治療として酵素補充療法があり、経静脈的に投与されたヒト

組換えα-Gal Aは細胞膜に存在するmannose-6-phosphate受容体を介して組織へと

吸収される10。この治療は特に発症早期に行えば進行性の臓器障害に対する予防

効果を発揮するが11、半減期が短いため2週間ごとの反復投与 (点滴静注)が必要

であることや、組換え酵素に対する中和抗体の産生、血液脳関門 (blood brain 

barrier: BBB)透過性を持たないことなど多くの課題が残っている。このほかに、

薬理学的シャペロン療法 (経口薬)が認可されたが、特定のGLA遺伝子変異のみ

に適応が限られている12。 

今後FDに対する遺伝子治療が確立すれば、単回の治療によって長期にわたる

全身的な効果が期待できるため、その開発が期待されている。今回、我々はadeno-

associated viral (AAV) ベクターを用いて、FDモデルマウスにおける遺伝子治療の

効果を検討した。 

AAVは非病原性の一本鎖DNAウイルスで、分裂細胞・非分裂細胞どちらにも

感染することができ、その安全性と有用性から遺伝子のベクターとして研究や
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臨床の場で広く使用されてきた13-16。AAVには100を超える血清型・変異型が存在

し、その違いによって組織指向性が異なることが知られている。多くの種類で神

経細胞に遺伝子を送達することが知られているが、その機序についてはまだ充

分に解明されていない17,18。 

これまでに、GLA knockout (GLAko)マウスに対してAAV1型、AAV2型、AAV6

型、AAV8型、AAV9型をベクターとして使用し、ヒトGLA遺伝子を導入した報告

があり19-23。各種臓器のα-Gal A活性の回復、Gb3蓄積量の減少に成功している。 

しかしながら、GLAkoマウスはFDの実験モデルとして広く使用されているも

のの、FDの表現型をもたない24。TaguchiらはGLAkoマウスが表現型を得るには

Gb3蓄積量が不足していることを示し、GLAkoマウスとhuman Gb3 synthetase 

(G3S)-transgenic (TgG3S)マウスとを交配させ、より高度にGb3が臓器に蓄積する

症候性の FDモデルマウス  (TgG3S/GLAkoマウス )を生み出した。この

TgG3S/GLAkoマウスは生後7週で角膜混濁、10週で蛋白尿、20週で振戦、動作緩

慢や歩行障害といった神経症状を呈し、36週で死亡することが報告されている（

50%生存期間: 27週）25,26。 

今回の研究で、我々はまずGLAkoマウスにヒトGLA遺伝子発現カセットを搭

載したAAV2型、AAV9型ベクターを経静脈投与し、脳・心臓・肝臓・腎臓組織中

のα-Gal A活性、ウイルスゲノムコピー数、Gb3蓄積量を測定した。その結果、2 
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× 1012 vector genomes (vg) AAV9投与群、1 × 1011 vg AAV9投与群、1 × 1011 vg AAV2

投与群の順に、ウイルスゲノムコピー数、α-Gal A活性が増加し、Gb3量が少ない

ことがわかった27。 

次の実験で、TgG3S/GLAkoマウスにGLA遺伝子搭載AAV9ベクターを2 × 1012 

vg静注し、初回の実験と同様の評価を行った。心臓と肝臓では、未治療群と比べ

て有意にα-Gal A活性が上昇し、Gb3量も有意に減少していた。脳と腎臓において

も同様の傾向が見られたが、未治療群との有意差はなかった。抗Gb3モノクロー

ナル抗体を用いた免疫組織学染色では、AAV投与後の脳、心臓、肝臓、腎臓でGb3

沈着が減少していた。 

 以上の結果から、AAV ベクターの単回投与によって FD モデルマウスの主要臓

器に α-Gal A を発現させ、Gb3 蓄積が軽減することが示された。特に脳と腎臓で

治療遺伝子の導入効率を上げるためにさらなる研究が必要である。 

 

2. 材料と方法 

2-1. AAV-hGLA ベクターの作製 

 pUC57 プラスミド (Azenta Life Sciences)にサブクローニングしたヒト GLA を

pAAV-MCS プラスミド  (Agilent Technologies) にサブクローニングし、

cytomegalovirus (CMV) promoter、GLA、simian virus 40 (SV40)  polyadenylation  
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(pA)シグナル配列を含む pAAV-CMV-GLA プラスミドを構築した。 

pAAV-CMV-GLA プラスミド、アデノウイルスヘルパープラスミド pHelper 

(Agilent Technologies)、ヘルパープラスミド (pAAV2 Rep/AAV2 Cap 遺伝子または

pAAV2 Rep/AAV9 Cap 遺伝子を含む）を human embryonic kidney (HEK)293 細胞

に共移入し、AAV purification kit (タカラバイオ)を用いて AAV ベクター (以下、

AAV vector carrying human α-Gal A codon DNA: AAV-hGLA と称する)溶液を精製し

た 。 ウ イ ル ス の 力 価 は SV40 pA シ グ ナ ル 配 列 (forward, 5′-

CAAATAAAGCAATAGCATCACAAA-3′; reverse, 5′-

ATGAGTTTGGACAAACCACAAC-3′)  の定量的 PCR によって測定した。 

 

2-2. 実験動物 

実験動物は自治医科大学実験医学センターで飼育され、実験は自治医科大学

動物実験規程に従って行われた。 

<実験 1> 

 Gla 遺伝子の exon 3 と intron 3 がネオマイシン耐性遺伝子カセットによって組

み換えられた B6;129-Glatm1Kul/J (GLAko マウス、#3535; Jackson Laboratory) を実

験に使用した。6 週齢オスの GLAko マウス 7-8 匹を 1 グループとし、それぞれ

1 × 1011 vg (以下、「低用量」と表記する)の AAV2-または AAV9-hGLA 溶液、2 × 
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1012 vg (以下、「高用量」と表記する)の AAV9-hGLA 溶液、phosphate buffered 

saline (PBS)を後眼窩静脈叢から投与後、8 週間飼育した。投与直前、投与 3 週

後、8 週後に採血を行い、血漿中の α-Gal A 活性を測定した。投与 8 週後に脳、

心臓、肝臓、腎臓を摘出し、臓器中の α-Gal A 活性、ウイルスゲノムコピー数、

Gb3 量を測定した。対照として同週齢オスの C57BL/6J マウス（野生型）を 8 匹

使用した (図 1)。 

 

<実験 2> 

 メスのホモ接合型 GLAko マウスと、オスの TgG3S マウス (nbio232; 国立研究

開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 実験動物研究資源バンク)とを交配し、

TgG3S/GLAko マウスを得た。TgG3S マウスは片側アレルに CMV immediate early 

enhancer- CAG promoter を備えた G3S 導入遺伝子をもち、臓器中にヒト Gb3 を

過剰発現させたマウスで、Shiozuka ら 28によって創出された。 

 6 週齢オスの TgG3S/GLAko マウス 8 匹に対し、2 × 1012 vg の AAV9-hGLA 溶

液または PBS を後眼窩静脈叢から投与後、8 週間飼育した。実験 1 と同様に、

投与直前、投与 3 週後、8 週後に採血を行い、血漿中の α-Gal A 活性を測定した。

投与 8 週後に脳、心臓、肝臓、腎臓を摘出し、臓器中の α-Gal A 活性、ウイルス

ゲノムコピー数、Gb3 量を測定した。対照として同週齢オスの野生型マウス、
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TgG3S マウス、GLAko マウスを各 7 匹ずつ使用した (図 2)。 

 

2-3. 検体の収集と処理 

 AAV 投与直前、投与 3 週後、8 週後に、イソフルランによる全身麻酔下で下

顎静脈から毛細管採血を行った。採取した血液はヘパリン化し、遠心分離によっ

て（1000 × g 、4 ℃、15 分間）血漿を分離した。血漿と、AAV 投与 8 週後に摘

出した脳、心臓、肝臓、腎臓は液体窒素で瞬間凍結後、-80 ℃で保存した。 
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図 1. 実験スケジュール (実験 1) 

生後 6 週齢オスの GLAko マウスに対し、AAV2 または AAV9 ベクターを経静

脈的に投与する。AAV ベクターは両端の inverted terminal repeat (ITR)構造間に

CMV immediate-early promoter、ヒト GLA 遺伝子、SV40 pA 配列を有している。

注射直前、注射 3 週後、8 週後に採血を行い、血漿中の α-Gal A 活性を測定する。

8 週後に脳・心臓・肝臓・腎臓を摘出し、組織中の α-Gal A 活性、ウイルスゲノ

ムコピー数、Gb3 蓄積量を測定する。 

 

 

 

 

 

 

図 2. 実験スケジュール (実験 2) 

生後 6 週齢オスの TgG3S/GLAko マウスに対し、AAV9 ベクターを経静脈的

に投与する。AAV ベクターの構造、採血および臓器摘出時期、測定項目は実験

1 に準じる。  
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2-4. α-Gal A 酵素活性の測定 

 Alpha Galactosidase Activity Assay Kit (Biovision）のプロトコールに従い測定し

た。組織検体をキット中のバッファーとホモジネートした後、4 ℃、12000 × g で

10 分間遠心分離を行い、その上清を α-Gal A 基質と 37 ℃で 2 時間反応させた。

α-Gal A と反応した基質から発せられた蛍光の強度を Fluoroskan Ascent FL 

(Thermo Fisher Scientific)で測定し  (励起光  360 nm、蛍光  445 nm)、 4-

methylumbelliferone を用いて作成した検量線から、分解された基質量 (nanomole)

を求めた。1 時間・組織中の蛋白質 1mg あたり分解された α-Gal A 基質量 

(nanomole/h/mg protein)を、α-Gal A 酵素活性として表した。組織中の蛋白質濃度

は BCA Protein Assay Kit (タカラバイオ)を用いて測定した。 

 血漿も同様にして α-Gal A 基質と反応させ、1 時間・血漿 1 ml あたり分解され

た基質量 (nanomole/h/ml)によって α-Gal A 活性を表記した。 

 

2-5. ゲノム DNA の精製と定量 

 マウスの脳、心臓、肝臓、腎臓から DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN)を用

いて DNA を抽出し、SYBR green master mix、StepOne real-time PCR system (Thermo 

Fisher Scientific)を用いてリアルタイム定量 PCR を行った。AAV ベクターゲノム

の検出には、SV40 pA シグナル配列 (上述)をプライマーとした。同時に、マウ
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スゲノムの内部標準遺伝子として hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 を測定

し  (プライマー配列 ; forward, 5′-AGGCCCAGCTCTACAAGTTT-3′; reverse, 5′-

TGATTGCGCATTCCCACAAA-3′)、それらの結果を vg/diploid genome (dg)として

表記した。 

 

2-6. Gb3 の抽出と定量 

マウスから摘出した脳、心臓、肝臓、腎臓をメタノールでホモジネートした後、

クロロフォルム/メタノール (1/2, v/v)によって希釈し、内部標準として Gb3 

(C17:0) (Matreya 社)を加えた 29。遠心分離後の上清から、液体クロマトグラフ質

量分析計 (LCMS-8060 (島津製作所))によって Gb3 アイソフォームの分離・濃度

測定を行った。Multiple Reaction Monitoring transition の設定は Kodama らの報告

30に従った。検量線は、Gb3 mixture (Matreya 社)のアイソフォームを測定して作

成した。総 Gb3 量は、各 Gb3 アイソフォーム量の和によって求められた。この

実験は各グループ 3 匹のマウスで実施した。 

 

2-7. 組織化学染色 

<実験 1> 

AAV9 高用量群マウスの脳、心臓、肝臓、腎臓から 10 μm 厚の組織凍結切片を
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作成し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。 

 

<実験 2> 

 マウスの脳、心臓、肝臓、腎臓から 10 μm 厚の組織凍結切片を作成し、抗 Gb3

モノクローナル抗体 (#A2506, 東京化成工業)と 4 ℃で一晩反応させた（希釈倍

率は脳、心臓、肝臓で 1:1、腎臓で 1:4）。その後、室温でビオチン標識した第二

抗体  (#414321, ニチレイバイオサイエンス )と 10 分間、次いで 3,3'-

diaminobenzidine と 20 分間反応させた。 

 

2-8. 抗 AAV9 中和抗体の測定 

<実験1> 

AAV投与8週後に、AAV9低用量群、AAV9高用量群、野生型群から採取した血

漿中の抗AAV9中和抗体価を測定した。この実験は各グループ4-8 匹のマウスで

実施した。 

<実験2> 

 3匹のTgG3S/GLAkoマウスから、AAV9投与直前および投与8週後に血液を採取

し、抗AAV9中和抗体価を測定した。 
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<測定手順> 

10% fetal bovine serum (FBS)加Dulbecco's Modified Eagle Medium/HAM F12培地

100 μl に含まれたHEK293由来2V6.11細胞5 × 104 個を96穴培養プレートに撒き

、E4遺伝子発現を誘導するためPonasterone Aを添加した。翌日、サンプルの血漿

10 μlとAAV9-CMV-LacZ (1細胞あたり1000 vgに調整) 10 μlとを混合し、37 ℃で1

時間温置後、2V6.11細胞培養プレートに添加した。スクロース溶液を最終濃度

125 nmol/lとなるよう培地に加え、48時間温置後、培養液を除去した。β-

galactosidaseの活性を測定するため、酵素基質となる ortho-nitrophenyl-β-D-

galactopyranoside (Invitrogen)を添加後、SpectraMax 190 (Molecular Devices)で405 

nmの吸光度を測定した。コントロール (50%FBS)よりもβ-galactosidaseの活性が

抑制されていれば、抗AAV9中和抗体陽性と判定した。抗体の力価は、β-

galactosidase活性を抑制した血漿の最大希釈倍率として表記した。 

 

2-9. 生存曲線 

 実験 2 において、各群の生存期間を比較するため Kaplan–Meier 曲線を作成し

た。マウスは各群 5 匹とし、観察期間は生後から 18 カ月間とした。 

 

2-10. 統計解析 
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 統計解析には GraphPad Prism software version 9.1.1 (GraphPad Software)を用い

た。α-Gal A 活性、ウイルスゲノムコピー数、Gb3 量について、各群間の比較に

は、一元配置分散解析後に Tukey の事後検定を行った。Kaplan–Meier 曲線によ

って示された各群の生存期間はログランク検定を用いて比較した。 

 いずれも、有意水準として p <0.05 の場合に有意差ありと判定した。 

 

3. 結果 

<実験 1> 

AAV-hGLA 全身投与により GLAko マウス血漿中の α-Gal A 活性が上昇 

 各群における血漿 α-Gal A 活性の推移を調べるため、AAV 投与直前、投与 3 週

後、投与 8 週後に採血を行い α-Gal A 活性を測定した (図 3、表 1)。 

 AAV2、AAV9 低用量投与後の α-Gal A 活性はわずかに上昇し、最終的にそれ

ぞれ野生型の酵素活性の 62.4%、54.3%に達した。他方、AAV9 高用量群では、

AAV 投与 3 週後の α-Gal A 活性は野生型の 3.1 倍に上昇し、8 週後まで持続し

た。野生型マウスと未治療の GLAko マウスでは、α-Gal A 活性の上昇は見られ

なかった。 
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図 3. GLAko マウス群と野生型マウス群における血漿中 α-Gal A 活性の推移 

6 週齢オスの GLAko マウスを AAV2 (1×1011 vg)投与群、AAV9(1×1011 vg)投与

群、AAV9 (2×1012 vg)投与群、PBS 投与群に分け、同週齢オスの野生型マウス

群とともに、AAV (または PBS)投与直前、投与 3 週後、8 週後の血漿中 α-Gal A

活性を蛍光検出法にて測定した。AAV9 2×1012 vg 投与群の α-Gal A 活性は野生

型群の活性を超え、投与 8 週後まで維持されていた (A)。測定時期ごとの各群

間の比較を (B)に示した。ns, not significant; ****P < 0.0001; ***P < 0.001; **P < 

0.01; *P < 0.05.エラーバーは標準誤差を表す。 

A 

B 
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表 1. GLAko マウスと野生型マウスにおける AAV 注射前後の血漿中 α-Gal A 活

性値 

平均 ± 標準誤差 (単位: nmol/h/ml)  
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AAV9-hGLA 全身投与により GLAko マウス臓器に α-Gal A が発現 

 AAV による臓器組織中の GLA 遺伝子発現を評価するため、AAV 投与 8 週後

に各群マウスから脳、心臓、肝臓、腎臓を摘出し、α-Gal A 活性、ウイルスゲノ

ムコピー数、Gb3 量を測定した (図 4、表 2-4)。 

 α-Gal A 活性とウイルスゲノムコピー数は、どの臓器においても AAV9 低用量

投与群が同量の AAV2 投与群よりも高い傾向を示した。 

心臓と肝臓における α-Gal A 活性とウイルスゲノムコピー数は、全グループ間

で AAV9 高用量群が有意に最も高く、心臓の α-Gal A 活性は野生型の約 4 倍、肝

臓は 2 倍に達していた。Gb3 蓄積量も、有意差はなかったものの、GLAko マウ

ス群間で AAV9 高用量群が最も少なかった。 

他方、脳と腎臓では、AAV9 高用量群で未治療 GLAko マウス群と比べ有意に

ウイルスゲノムコピー数が上昇していたものの、α-Gal A 活性の上昇は野生型の

脳の 10.2 % 、腎臓の 39.7 %にとどまり、未治療 GLAko マウス群との有意差は

なかった。腎臓における Gb3 蓄積量は AAV9 高用量群で最も減少していたが、

他群との有意差はなかった。脳における Gb3 量は、どの AAV 投与群も低下しな

かった。 
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図 4. GLAko マウスと野生型マウス臓器における AAV 注射後の α-Gal A 活性、

ウイルスゲノムコピー数、Gb3 量の比較 

2×1012 vg AAV9 投与された GLAko マウスの心臓、肝臓で、野生型と比べて

有意な α-Gal A 活性の上昇を認めた (A)。同群の脳・心臓・肝臓・腎臓におけ

るウイルスゲノムコピー数は PBS 投与群と比べて有意に上昇していた (B)。同

群の心臓・肝臓・腎臓の Gb3 量は他の GLAko マウス群よりも低下していた

が、有意差はなかった (C)。ns, not significant; ****P < 0.0001; ***P < 0.001; **P 

< 0.01; *P < 0.05. エラーバーは 標準誤差を表す。 

 

表 2. GLAko マウスと野生型マウス臓器における AAV 注射後の α-Gal A 活性値 

平均 ± 標準誤差 （単位: nmol/h/mgP） 

 

表 3. GLAko マウスと野生型マウス臓器における AAV 注射後のウイルスゲノム

コピー数 

平均 ± 標準誤差 （単位: viral genomes per diploid genome (vg/dg)）
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表 4. GLAko マウスと野生型マウス臓器における AAV 注射後の Gb3 量 

平均 ± 標準誤差 （単位: μg/g tissue）   
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AAV9 投与による組織障害所見はなかった 

 AAV9 高用量群のマウスから摘出した脳、心臓、肝臓、腎臓の凍結切片を作製

し、ヘマトキシリン・エオジン染色をおこなった (図 5)。炎症細胞浸潤や組織の

変性・壊死など、AAV 投与による組織障害を示唆する所見を認めなかった。 

 

AAV9 投与群の血漿中で抗 AAV9 中和抗体を検出 

 AAV9 投与群と野生型マウスの血漿中に存在する抗 AAV9 中和抗体の測定結

果を表 5 に示した。抗体価は低用量群 (1 : 1400 から 1 : 22400)と比べて、高用量

群 (1 : 22400 から 1 : 89600)の方が高力価を示した。野生型は全て抗体陰性だっ

た。 
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図 5. AAV9 投与後の GLAko マウスの臓器組織本 

GLAko マウスに AAV9 (2 × 1012 vg) 静注した 8 週間後の脳、心臓、肝臓、腎

臓組織のヘマトキシリン・エオジン染色。どの組織においても炎症や変性の所

見を認めなかった。スケールバーは 100 μm を表す。 

 

表 5. 野生型マウスおよび AAV9 投与 GLAko マウス群血漿における抗 AAV9 中

和抗体価 

NAb: neutralizing antibody 
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<実験 2> 

AAV9-hGLA 全身投与により TgG3S/GLAko マウス血漿中の α-Gal A 活性が上昇 

 実験 1 と同様に、AAV 投与前後での血漿中 α-Gal A 活性の推移を確認するた

め、AAV 投与直前、投与 3 週後、投与 8 週後に採血を行い α-Gal A 活性を測定

した (図 6、表 6)。 

投与前の α-Gal A 活性は、野生型と比較して TgG3S マウス群 139.5 %、GLAko

マウス群 27.8 %、PBS-TgG3S/GLAko マウス群 49.0 %、AAV9-TgG3S/GLAko マ

ウス群 12.8 %だった。AAV9-TgG3S/GLAko マウス群以外の群ではエンドポイン

トまで α-Gal A 活性が変化しなかったのに対して、AAV9-TgG3S/GLAko マウス

群の活性は投与 3 週間後に野生型と同程度まで上昇し、8 週後には野生型の約 2

倍にまで達した。 
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図 6. 各群の血漿中 α-Gal A 活性値の推移 

6 週齢オスの TgG3S/GLAko マウスを 2×1012 vg AAV9 投与群と PBS 投与群に

分け、同週齢オスの野生型マウス群、TgG3S マウス群、GLAko マウス群ととも

に、AAV (または PBS)投与直前、投与 3 週後、8 週後の血漿中 α-Gal A 活性を蛍

光検出法にて測定した。AAV9 2×1012 vg 投与群の α-Gal A 活性は徐々に上昇し、

8 週後には野生型マウスの活性の約 2 倍となった (A)。測定時期ごとの各群間の

比較を (B)に示した。ns, not significant; ****P < 0.0001; ***P < 0.001; **P < 0.01; 

*P < 0.05. エラーバーは 標準誤差を表す。 

B 

A 
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表 6. 各群における AAV 注射前後の血漿中 α-Gal A 活性値 

 

平均 ± 標準誤差 (単位: nmol/h/ml) 
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AAV9-hGLA 全身投与により TgG３S/GLAko マウス臓器に α-Gal A が発現、Gb3

蓄積を改善 

TgG3S/GLAko マウスでの AAV による臓器組織中の GLA 遺伝子発現を評価す

るため、実験 1 と同様に、AAV 投与 8 週後に各群マウスから脳、心臓、肝臓、

腎臓を摘出し、α-Gal A 活性、ウイルスゲノムコピー数、Gb3 量を測定した (図

7、表 7-9)。AAV9 を投与した TgG3S/GLAko マウスの心臓と肝臓において、ウイ

ルスゲノムコピー数は有意に上昇し、α-Gal A 活性は全群間で最も高く、それぞ

れ野生型の 2.9 倍、1.1 倍だった。この 2 臓器における同群の Gb3 蓄積量は PBS

投与群のそれぞれ 15.7%、3.3%と有意に少なかった。他方、脳、腎臓において、

AAV9-TgG3S/GLAko 群のウイルスゲノムコピー数は有意に増加していたものの、

α-Gal A 活性は PBS 投与群と有意差がなかった。ただし注目すべきことに、同群

の Gb3 量は脳において PBS 群の 47.7%、腎臓で 43.7%と、PBS 群よりも少なか

った (野生型との有意差なし)。野生型と TgG3S マウス群間、GLAko マウス群と

PBS-TgG3S/GLAko マウス群間において、いずれの臓器でも α-Gal A 活性の有意

差を認めなかった。以上により、実験 1 と同様に、TgG3s/GLAko マウスにおい

ても AAV9 全身投与によって四臓器すべてのウイルスゲノムコピー数が有意に

増加したが、PBS 群と比較して有意な α-Gal A 活性の上昇および Gb3 量の減少

効果は心臓、肝臓にのみ認められた。 
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図 7. 各群マウスの臓器における α-Gal A 活性（A）、ウイルスゲノムコピー数

(B)、Gb3 定量（C）の比較と TgG3S/GLAko マウス臓器の抗 Gb3 免疫組織化学

染色（D） 

AAV9 投与された TgG3S/GLAko マウス群では、心臓と肝臓における α-Gal A 活

性が未治療 TgG3S/GLAko マウス群と比べて有意に上昇し (A)、脳、心臓、肝臓、

腎臓におけるウイルスゲノムコピー数も有意に増加していた (B)。同群の臓器

Gb3 量は未治療群よりも少なく、特に心臓と肝臓で有意差を認めた (C)。抗 Gb3

モノクローナル抗体を用いた免疫組織化学染色標本で、 AAV9 投与

TgG3S/GLAko 群における四臓器への Gb3 沈着は未治療群よりも軽減していた。

スケールバーは 100 μm を表す (D)。ns, not significant; ****P < 0.0001; ***P < 

0.001; **P < 0.01; *P < 0.05. エラーバーは 標準誤差を表す。 

 

表 7. 各群マウスの臓器における AAV 注射後の α-Gal A 活性値 

平均 ± 標準誤差 (単位: nmol/h/mgP) 

 

表 8. 各群マウスの臓器における AAV 注射後のウイルスゲノムコピー数 

平均 ± 標準誤差 (単位: viral genomes per diploid genome (vg/dg)) 
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表 9. 各群マウスの臓器における AAV 注射後の Gb3 量 

平均 ± 標準誤差 (単位: μg/g tissue) 
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中和抗体は AAV9 投与後に出現 

 血漿中に抗 AAV9 中和抗体が既存していないか確認するため、AAV 投与前後

で抗体価を測定した。 

 AAV 投与前の TgG3S/GLAko マウス血漿中で中和抗体は検出されず、投与 8

週後の血漿中で検出された (1:44800 または 1:89600 (表 10))。 

 

AAV9-hGLA 投与後 TgG3S/GLAko マウスの生存期間は延長しなかった 

 AAV9-hGLA による寿命延長効果を評価するため、各群のマウス生存数を生後

から 18ヵ月間観察した (図 8)。各群間の生存期間に有意差を認め、TgG3S/GLAko

マウスは野生型と比べて生存期間が短かった。AAV9-TgG3S/GLAko マウス群と

PBS-TgG3S/GLAko マウス群とは両者とも生存期間中央値が 11 ヵ月で、16 ヵ月

までに全数死亡し、差異はなかった。野生型と GLAko マウスは生後 18 ヵ月時

点で全数生存していた。 
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表 10. 野生型マウスおよび AAV9 投与 GLAko マウス群血漿における抗 AAV9

中和抗体価 

 

 

 

 

NAb: neutralizing antibody 

 

 

図 8. 各群の Kaplan–Meier 曲線 

AAV 治療群、未治療群ともに TgG3S/GLAko マウスの生存期間中央値は 11 ヵ

月で、野生型マウス群、TgG3S マウス群、GLAko マウス群と比べて短かった。 
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4. 考察 

 FD の治療として酵素補充療法、薬理学的シャペロン療法の有効性が認められ

ているが、これらの治療には、半減期の短さや BBB 非透過性といった課題があ

り、特に酵素補充療法では中和抗体産生による効果減弱の可能性や、シャペロン

療法では特定の遺伝子変異症例にしか使用できないといった制限がある。Fabry

病の遺伝子治療が確立すれば、単回の全身投与によって、中枢神経系を含めた全

身臓器において長期間の治療効果が期待できるため、研究の意義は大きい。 

 GLA遺伝子がX染色体上に存在するため FDはX連鎖性の遺伝形式をとるが、

ヘテロ接合型の女性でも α-Gal A 活性が様々な程度に低下し、FD を発症する場

合がある 31。女性患者における α-Gal A 活性の多様さは、不均一なライオニゼー

ションに起因すると考えられている 32。最終的には両性の TgG3S/GLAko マウス

で評価が必要であるが、初回の試みとしてオスに焦点を絞り実験をおこなった。 

AAV には数多くの血清型が存在し、なかでも AAV2 型は AAV の生物学的研

究のために広く用いられ、遺伝子治療のベクターとしても汎用されてきた。 

それに対し、2004 年に Gao ら 33によって報告された AAV9 は、心臓 34,35や肝

臓 36への高い遺伝子導入効率に加え、神経系組織への指向性と BBB 透過性を有

する 37-39と言われている。FD における中枢神経症状の主体は血管内皮細胞の障

害による脳血管障害であるが、血管平滑筋の Gb3 沈着 40,41 や神経細胞、アスト
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ロサイトの形態異常 42 も伴っている。血管内皮細胞での治療効果に加え、これ

らの組織障害も防げるような BBB 透過性を備えた治療手段が理想的と言える。 

 実験 1 において、AAV9-hGLA 低用量群は同量の AAV2-hGLA を投与した群と

比べ、脳を含めたすべての被検臓器で高い α-Gal A 活性を示した。また、AAV9

低用量群と高用量群とを比較すると、後者でウイルスゲノムコピー数が有意に

多く、α-Gal A 活性がより上昇し、心臓、肝臓、腎臓において Gb3 蓄積量がより

低下していた。 

 続く実験 2 では、TgG3S マウスと GLAko マウスとを交配して得られた

TgG3S/GLAko マウスを用いた。これまで FD 研究のモデルマウスとして GLAko

マウスが広く使用されてきたが、GLAko マウスは FD の表現型を持たず、生存

期間も正常マウスと変わりがない。GLAko マウスよりも高度な組織 Gb3 の蓄積

を示し、アルブミン尿や神経症状といった表現型を呈する TgG3S/GLAko マウス

の方がより FD の病態に近く、モデル動物として適している。この TgG3S/GLAko

マウスに AAV9-hGLA を静脈投与したところ、すべての試験臓器で AAV ゲノム

コピー数が有意に増加し、特に心臓、肝臓では有意な α-Gal A 活性の上昇と Gb3

量減少を認めた。脳、腎臓では α-Gal A 活性の有意な上昇を認めず、Gb3 量は未

治療群よりも減少したものの有意差はなかった。 

 以上から、GLAko マウス、TgG3S/GLAko マウスの両者で、高用量 AAV9-hGLA
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全身投与による心臓、肝臓への効果は有力であったが、脳と腎臓への影響は充分

とは言えないことがわかった。 

実験 1 において高用量 AAV9-hGLA 投与後 GLAko マウス脳での α-Gal A 活性

は野生型の 10 %程度であった。Biferi ら 23 が生後 1 か月の GLAko マウスに 1.8 

× 1014 vg/kg の AAV9-hGLA を静脈投与した結果、脳の α-Gal A 活性は野生型の

30 %程度であったが、出生直後に投与した場合の脳 α-Gal A 活性は野生型と同程

度にまで回復していた。このことから、中枢神経系で充分な効果を得るには、よ

り早期のタイミングで AAV 投与することが必要と考えられた。 

 Taguchi らの報告 25では、生後 5 週の TgG3S/GLAko マウス脳に蓄積する Gb3

量は同週齢の GLAko マウスの 14.9 倍であり、25 週齢の脳組織で神経細胞や血

管周囲の細胞内に脂質封入体を認めた。実験 2 での AAV 投与時に TgG3S/GLAko

マウス脳で既にこのような組織変化が始まっていた可能性があり、脳における

治療遺伝子伝達効率の低さの原因となったかもしれない。 

投与時期の他に、投与経路の工夫（髄腔内投与の併用など）についても検討す

る必要がある 37,43。 

 AAV9 は BBB を構成する血管内皮細胞の層を通過し、星状細胞に伝達すると

推測されているが 37,44,45、詳細な機構についてはまだわかっていない。現在、カ

プシド遺伝子の変異による研究が行われている 46。近年、BBB 透過性をさらに
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向上させた AAV-PHP.eB が開発され、脳を含めた全身臓器への遺伝子伝達ツール

として期待されたが、ヒト以外の霊長類では BBB 透過性がないことが判明した

47,48。2022 年には AAV-CAP.B の、マーモセットにおける BBB 透過性が証明され

49、今後この種のカプシドが FD 研究の有力なツールとなるかもしれない。 

FD モデルマウスに AAV-hGLA を投与する場合の治療戦略として、肝臓特異的

に α-Gal A を発現させて血漿中の α-Gal A 濃度を増加させ、他臓器に作用させる

手法の有効性が報告されている 21,50,51。FD における脳病変の主体は血管内皮細

胞への Gb3 沈着であるため、AAV が BBB を透過できなくとも、他臓器由来の

α-Gal A 作用により脳の Gb3 量減少が期待できるが、その効果を検証した報告は

まだない。 

 今回の研究で、肝臓および血漿中の α-Gal A 活性は野生型と比較して有意に増

加したが、脳における α-Gal A 活性の増加には寄与しなかった。血管内皮細胞以

外の病変である血管平滑筋、神経細胞に対する治療効果に関しては、更に肝臓で

の α-Gal A 産生量を増加させることで改善が見られるのか、AAV 投与量を増や

すか肝臓特異的プロモーターを採用するかなどして検証する余地がある。 

 腎臓への AAV9 型の全身投与による遺伝子導入効率は高くなく 23,36,52、AAV1-

8 型、AAVrh10 を使用した報告も同様の結果を示している 19,52,53。我々の研究で

も、GLAko マウス、TgG3S/GLAko マウスともに、心臓や肝臓と比べると腎にお
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けるウイルスゲノムコピー数は少なく、α-Gal A 活性や Gb3 量を見ても部分的な

効果にとどまった。 

 全身投与された AAV が腎臓へ到達しにくい理由として、Rubin ら 53 は腎糸球

体の構造を挙げ、そのサイズバリアにより 50 kDa 以上の分子は通過できないの

に対し AAV を含めた大半の遺伝子ベクターが MDa 単位であることを指摘して

いる。 

他方で、Biferi らの報告 23では、AAV9-hGLA の全身投与により GLAko マウス

の腎臓における α-Gal A 活性が有意に上昇したが、腎臓でのウイルスゲノムコピ

ー数は心臓や肝臓を大きく下回っていた。これらの結果は、肝臓等の他臓器で産

生された α-Gal A が腎臓で作用した可能性を示唆している。AAV6 型、8 型ベク

ターを使った研究でも同様に、GLAko マウスの腎臓で α-Gal A 活性が上昇した

報告があるが 21,22,50、AAV ウイルスゲノムコピー数や mRNA コピー数が測定さ

れていないため、腎臓以外の場所で α-Gal A が産生された可能性が残る。 

TgG3S/GLAko マウスの腎臓では、電子顕微鏡所見で近位・遠位尿細管および

集合管に層状の構造を持つ脂質封入体を認める一方で、ボーマン嚢の構造には

異常を認めず、尿中クレアチン値は終始変化しなかったことから、TgG3S/GLAko

マウスにおける糸球体濾過機能は終生保たれることが示唆されている 25。 

今回の実験で、濾過機能が正常に保たれた腎糸球体を AAV 自体は通過できな
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かったが、血漿中を循環する α-Gal A (分子量 49 kDa)が腎臓で機能し、Gb3 蓄積

をある程度防いだのかもしれない。 

 以上から、腎臓での Gb3 蓄積を防ぐためには、腎臓への AAV 投与法の改良に

より GLA 遺伝子導入効率の改善を図るか、あるいは肝臓での α-Gal A 発現量を

更に増加させることで、間接的に腎臓への効果を期待する必要があるものと思

われる。 

 実験 1、2 から、抗 AAV9 中和抗体は AAV9 静注によって産生が誘導され、

AAV9 投与量に比例して高い力価を呈すると考えられた。このことは、AAV9 を

追加投与するような場合に、その効果を減弱させる可能性を示唆している。 

 TgG3S/GLAko マウスは過去の報告と同様に、GLAko マウスと比べて明らかに

生存期間が短かった。この理由は明らかにされていないが、今回の実験で AAV9-

hGLA 投与によって心臓と肝臓とに明らかな治療効果を認めたにもかかわらず、

生存期間の延長を認めなかったことから、脳と腎臓における Gb3 蓄積が致命的

な影響を与えたのではないかと推測している。 

 今回の我々の研究において、AAV-hGLA 全身投与の効果は限定的であったが、

症候性の FD モデル動物で遺伝子治療効果を評価できたことは有意義であった。

今後の課題として、①脳・腎臓自体の遺伝子導入効率を向上させるための AAV

投与時期や投与経路、カプシド選択の工夫、②肝臓での GLA 遺伝子導入効率を
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更に向上させた場合の脳・腎臓への効果の検証が挙げられる。 

 

5. 結語 

GLA 遺伝子を搭載した AAV9 型ベクターの単回静注によって、FD モデルマウ

スの主要臓器に α-Gal A を発現させ、Gb3 蓄積量を減少させた。脳や腎臓で充分

な効果を発揮するには、これらの臓器自体に対する遺伝子導入効率を向上させ

るか、血液中を循環する α-Gal A 量を増加させるかを念頭に置き、手法を検討す

る必要がある。 
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