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緒 言 

 

先天性糖鎖合成異常症（CDG）は、タンパク質のグリコシレーションに関わる100を越える遺伝子群の異常によって起こ

る症候群であり、不完全な糖鎖構造形成が原因となって精神・運動発達遅延、肝や消化管機能異常など多岐にわたる臨床症

状が引き起こされる。CDGは臨床診断が困難であるが、血中糖タンパク質の糖鎖プロファイリグや遺伝子診断など生体検査

によって診断される。1980年後半以降、欧米の研究者が中心になってCDGの原因遺伝子の特定や診断法の開発が精力的に

行われ、現在、原因遺伝子によって100を超えるタイプに分類されている［1］。そのほとんどは決定的な治療法がない難病

であるが、その中でCDGタイプ1b（CDG1b）は唯一治療が可能なCDGである。CDG1bはフルクトース6-リン酸（Fru-
6-P）をマンノース 6-リン酸（Man-6-P）に変換するホスホマンノースイソメラーゼ（PMI）の遺伝子異常が原因となって

（図1）、糖タンパク質糖鎖の生合成に必須なMan-6-Pレベルが激減することによって発症する。それに対して、マンノー

ス（Man）を摂取するとMan-6-Pが代謝的に補充されて正常化されるため、現在、治療法としてドイツで開発されたマンノ

ース補充療法（Man療法）［2］が世界的に利用されている（図1）。その治療法の原理は、米国Freeze博士らがCDG1bに

おけるマンノース動態などを詳細に調べることによって解明されている ［3］。一方、日本においては研究例が少ないが、

その理由はCDG患者の殆どが別のCDG1aタイプであり、Man-6-PをMan-1-Pに変換するホスホマンノムターゼ（PMM ）
を原因遺伝子とするためである。しかし、今後、CDG1b患者数の増加が予測されており､依然としてその重要性は失われて

いない［4］。 
 

 
図1．CDG1bとMan療法およびKDN療法（新提案）の概念図（左）とKDNの構造（右） 

右パネルに示すようにKDNはManとピルビン酸から構成される。CDG1bの治療役としてManが使用されているが、KDN
は代謝的にManを与える可能性があるため（左パネル）、Manの代わりにKDNも治療薬となる可能性がある。KDNとMan
を比較すると、本文中に示すようにKDN には種々のメリットがあるため、KDN が治療薬として実現されれば優れた代替薬

になるかも知れない。 
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Man療法では、一日1グラム／Kg体重という大量のMan摂取が長期間必要であり、患者の生活における負担が大きい。

また、治療患者には因果関係は明確でないものの進行性肝障害や下痢や激しい腹痛症状が報告されている［4、5］。さらに、

その潜在的副作用も問題視されている。グルコース以上に糖化能が高い Man の摂取が血中タンパク質の糖化を昂進して、

生活習慣病の一要因であるAGE（Advanced glycation end products）の集積リスクを高めるほか、Man摂取でそのリン酸

化に伴うATPの過剰消費が起こるため細胞増殖抑制や胎児期の神経異常が危惧される。このようにMan療法には改善が期

待される多くの課題がある。 
一方、我々はMan が上記酵素PMI を介してグルコース（Glc）から供給されるだけでなく、シアル酸の一種デアミノノ

イラミン酸（KDN；図1）から哺乳類における2つのハウス・キーピング酵素であるシアル酸アルドラーゼ（SPL）反応お

よびシアル酸9-リン酸合成酵素（SPS）の逆反応によっても供給されることを発見した（図1）。しかも、KDNはManよ

り10 倍程度低い濃度でも細胞に取り込まれ、同等の細胞内Man 濃度を実現することから、Man の代わりにKDN を摂取

することによってMan療法と同等の効果が期待できる。そこで本研究では、CDG1b患者の臨床応用が可能な治療法として

Manの代わりにKDNを投与する「KDN療法」の開発を目指している。今回、その技術基盤を確立することを目的として、

細胞レベルおよび個体レベルでKDN の投与がCDG1b の症状の改善につながるかを調べることとした。しかし、残念なこ

とに、CDG1b細胞の樹立の段階で、PMIのsh-RNAの安定発現株が単離できないという予期せぬ結果となり、大幅に計画

が遅れてしまった。ただし、ManとKDNの代謝物を正確に微量定量する方法の確立は完了しており、解析の準備状況は達

成できた。また、KDN とNeu5Ac の細胞による取り込み機構が同じシアル酸であるにも関わらず異なるという新たな知見

を得ることができ、今後のKDN療法の機構解析における有用な情報になると考えている。現在、PMI遺伝子ノックアウト

マウスの線維芽細胞を入手しており、今後、その細胞を用いて、KDN療法の有効性を検証する予定である。 
 
 

方 法 

 
先天性糖鎖合成異常症CDG1bタイプの治療法として、現行の「Man療法」の欠点を改良する「KDN療法」を考案し、

それをヒトに適用する技術基盤を確立するために、哺乳類由来の培養細胞およびマウス個体を用いて「KDN療法」の検証実

験を行いたいと思い研究を開始した。 
1．培養細胞レベル 
 マウスメラノーマ由来B16細胞、マウス線維芽細胞NIH-3T3細胞は研究室で保存使用しているものを用いた。また、PMI
遺伝子欠損マウス由来の線維芽細胞は、Hudson Freeze博士（Sanford Burnham Prebys Medical Discovery Institute）か

ら恵与された。培養条件は標準的な条件を用いた。 
 まず、細胞レベルにおいては、PMI 遺伝子の発現抑制および欠失細胞を樹立して、KDN 投与によるCDG 表現型の改善

効果を生化学的および細胞生物学的効果を検証することを計画した。遺伝子抑制には、siRNAおよびshRNA方法、および

ゲノム編集技術としてCRISPR-Cas9法を用いた。同時に、KDNおよびMan代謝のクロストーク分子機構を関連酵素の遺

伝子発現と代謝物の変化から解明することとした。遺伝子発現解析には、リアルタイムPCR法を用い、代謝物の変化につい

ては、KDN および Man はそれぞれ特異的な蛍光標識（DMB 化および PA 化）を行って、高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）で分離定量した［6］。 
2．マウス個体レベル 
次に、個体レベルにおいては、PMI遺伝子欠損マウスが胎生致死であるためモデル動物として利用できないことから、別

の方法で遺伝子抑制脳をもつマウスを作製して、KDN投与法の効果を調べ、CDG1bモデル個体として利用できるか否かを

検証する。また、正常マウスにKDN投与法の副作用の可能性も調査する。 
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結 果 

 
1．CDG1b細胞の確立 

CDG1b細胞はCDG1bの原因遺伝子であるPMI（ホスホマンノイソメラーゼ）遺伝子の発現抑制細胞株であり、その取

得を目指した。しかし、Sh-RNA法によって一過性発現細胞は調製できたものの、Sh-RNA法による安定発現株の樹立がで

きなかった。一度は安定発現株が樹立されたと判定された細胞も、薬剤選択する過程で遺伝子発現の抑制効果が減弱してし

まった。そこで合計 7 種類のノックダウン・プローブを単独および混合して遺伝子導入を試みたり、CRISPR-Cas9 法によ

る遺伝子欠失を試みた。しかし、いずれも抑制細胞の樹立に至らなかった。これらの過程で何が起こったのかは、これまで

のところ不明のままである。長期にわたる培養によってPMI抑制細胞が淘汰されてしまうのかも知れない。CDG1b細胞の

樹立は本研究の重要なステップであるであるが、これまでの結果を受けて、PMIノックアウトマウス由来の線維芽細胞を導

入することとし、今後、KDNセラピーの効果の評価と条件設定を行う予定である。 
2．KDNおよびMan代謝産物の解析法の確立 
  蛍光標識したものを高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で分離・定量する方法で、測定試料の調製法を含めて詳細に

検討し、液体窒素で急速に試料を凍結する方法が重要であることをつきとめた（図2）。特に、急速凍結法は従来の方法に比

べて定量性において優れていることがわかった。とくに、遊離のシアル酸量の定量において従来法は適していないことがわ

かった。 
 

 

図2．細胞回収法による細胞内遊離シアル酸の回収量の違い 
従来法では、培養細胞をon iceで剥がして回収した（左欄）。急速凍結法では液体窒素で凍結後70％エタノール中で細胞を回

収した（右欄）。その後、超音波処理して細胞を破砕、超遠心操作によって上清に細胞質画分を回収し、DMB化-HPLC法に

よってシアル酸を定量した。 
 

 

3．CDG1b細胞へのKDNセラピーの効果の解析 
CDG1b細胞の樹立が達成できておらず実施できなかった。しかし、ManおよびKDNの添加細胞を回収して代謝物の量

的変化を追跡した。KDN 添加における細胞の状態変化を調べた。20 mM Man 添加によって細胞増殖や生存活性が抑制さ

れる一方、KDNによっても細胞増殖や生存は影響をうけないことが判明した（データは示さない）。 
今後、PMIノックアウトマウス由来の線維芽細胞を導入して、ManおよびKDNの効果を検証する予定である。 
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4．CDG1b細胞の表面糖鎖変化の解析法の樹立     
哺乳類細胞にシアル酸の構造の一部にアルキンを導入した SiaNAl およびその前駆体 ManNAl を用いてクリックケミス

トリーの手法で確認する方法を当初導入する予定であったが、その前段階として、上記第2項で樹立した方法が、CDG由来

細胞表面のシアル酸量を定量する方法として適応可能であることを証明することができた（データは示さない）。 
5．KDNの取り込み機構の解明 

KDNの生体内挙動の理解の一環として、KDNが哺乳類細胞に取り込まれる分子機構の解析を行った。マウスとヒト細胞

をKDN存在下で培養する際に、種々の物質輸送阻害剤を共存させて、KDNの取込量を測定した。その結果、ピノサイトー

シス機構とモノカルボン酸輸送体の一種が関わることが判明した（表 1）。また、Neu5Ac による輸送の競合実験において

Neu5Ac は効果を持たないことから（図 3）、KDN はシアル酸の一種であるにも関わらず典型的なNeu5Ac とは異なる取

込機構が働いていという興味深い結果が得られた。今後のKDNセラピーの樹立に向けて重要な知見である。 
 

表1． KDNの取り込みに対する各種輸送阻害剤の効果 

 
B16, マウスB16細胞；HEK293, ヒトHEK293細胞 
No, 効果なし；Inhibition, 阻害効果あり（数値は阻害率を表す） 
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図3．KDNの取り込みに及ぼす共存Neu5Acの効果 

B16細胞の培養培地に500 μM KDNを加えて、細胞内に取り込まれたKDNをDMB化HPLC法で定量した。グラフ

に示す量のNeu5Acを共存させたときに、KDNの取り込み量を測定した。KDNの取り込みがNeu5Acによって影響

するかどうかを調べた。細胞を急速凍結法で回収し、超音波処理して破砕、超遠心操作によって上清に細胞質画分を回

収し、そのシアル酸量をDMB化-HPLC法によって定量した。 
 

 
考 察 

 

細胞内Man-6-Pの供給不足が原因となるCDG1b病の治療において、現在、高濃度のManを経口摂取する「Man療法」

が採用されて、その重篤症状の改善に成功している。しかし、Man摂取が原因不明の肝障害や腹痛を引き起こすことや、グ

ルコース以上に糖化能が高い Man の摂取が血中タンパク質の糖化を昂進して生活習慣病リスクを高めることが危惧されて

いる。また、投薬量が多いために患者の日常生活における負担も小さくない。一方、KDNはManに比べて糖化反応性も毒

性も低い。そしてKDNはManに比して少量の添加で同等の細胞内Man濃度を実現できる。また、KDNはサケ卵（イク

ラ）やドジョウ表皮に豊富に存在するため、その摂取は食品成分として既に日常化しており、経口的摂取にリスクがないこ

とは検証済みである。本研究の結果、培養細胞およびマウス個体のCDG1b モデルにおいて、低濃度のKDN 摂取によって

細胞内代謝による効率的かつ持続的なMan 供給が可能であることが証明されれば、CDG1b 治療の「Man 療法」に代わる

「KDN療法」の開発実現が見通せるようになる。すなわち、血中タンパク質の糖化による合併症リスクが低く、投薬量の減

少による身体的負担が軽減される治療法として、高い安全性と、大きな患者のQOL（生活の質）の改善に寄与できる。しか

し、これまでの研究経過として、CDG1b細胞の準備段階で時間がかかっており、KDN療法のメリットを証明するには至ら

なかった。一方、現在、PMIノックアウトマウス由来の線維芽細胞を導入する手続きをしており、今後、その細胞を用いて

検証できると考えている。 
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