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研究成果の概要（和文）：変異酵素蛋白質結合し、構造異常を補正する化合物（シャペロン化合物）を用い、変
異酵素活性を上昇させるシャペロン療法の開発を行っている。本研究では、ライソゾーム酸性環境下で構造変化
し、不活性型に変換することで標的酵素蛋白質から解離する「自己不活型新規シャペロン」の開発を行った。デ
オキシノジリマイシン（DGJ）化合物を元に、pHにより構造変化を起こすオルトエステル基を付加した候補化合
物を合成した。これらの化合物を用い、ファブリー病とゴーシェ病を対象に試験管内および培養細胞を用いた検
討を行った。その結果、当初のコンセプト通り、高濃度使用時にも酵素阻害活性を示さない、それぞれ疾患への
化合物を同定できた。

研究成果の概要（英文）：We developed "self-inactivating novel chaperone" which undergoes structural 
change under acidic condition in lysosome and dissociates from target enzyme protein by conversion 
to inactive form. Based on the deoxynojirimycin (DGJ) compound, several candidate compounds were 
synthesized by adding an orthoester group. The structure of compounds changed by pH change. We 
studied the effect of these compounds for Fabry and Gaucher diseases using in vitro and cultured 
cells. As a result, we identified the compounds as original concept. The compounds did not show 
enzyme inhibition even when used at high concentrations.
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１．研究開始当初の背景 
 先天代謝異常症の一つであるライソゾー
ム病は、ライソゾーム加水分解酵素の遺伝的
欠損により引き起こされる。約 60 種類の異
なる疾患からなるライソゾーム病のうち、約
半数は新生児から小児期に重篤な中枢神経
症状を主症状に発症する、神経難病である。
患者細胞では、ライソゾーム加水分解酵素活
性欠損により、未分解の基質がライソゾーム
内に異常蓄積し、様々な細胞障害の原因とな
る。ライソゾーム病の治療法は、欠損酵素蛋
白質を補う酵素補充療法が臨床応用されて
いるが、酵素蛋白質が血液脳関門を通過しな
いことから、脳への効果は見られない。我々
は変異酵素蛋白質に特異的に結合し、構造異
常を補正することのできる化合物（シャペロ
ン化合物）を用い、変異酵素活性を上昇させ
るシャペロン療法の開発に取り組んできた。
この方法では、低分子化合物であるシャペロ
ンが血液脳関門を通過し、脳への効果が見ら
れることから、ライソゾーム病の脳病態に有
効な新規治療法として開発が進んでいる。一
方で、従来のシャペロン化合物は、基本的に
酵素活性中心に結合する基質競合阻害剤で
あり、高濃度で使用すると酵素阻害活性を示
す問題があることが分かり、この問題を克服
する新しいコンセプトのシャペロン化合物
の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究で、我々は、ライソゾーム酸性環境
下で構造変化を起こすことで不活性型に変
換し、酵素蛋白質から容易に解離することで
副作用を示さない「自己不活型新規シャペロ
ン」の開発を行うことを目的とした。標的酵
素として、ファブリー病とゴーシェ病で欠損
しているライソゾーム酵素、α-ガラクトシ
ダーゼ A とβ-グルコシダーゼに対し、分子
デザインした候補化合物から、試験管内およ
び培養細胞に対する効果試験により、最も有
効な化合物を同定し、その効果を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 候補化合物 
 デオキシノジリマイシン（DGJ）は、広範
な糖加水分解酵素に対し阻害活性を示す化
合物で、この化合物構造に、pH により構造変
化を起こすオルトエステル基を付加したα-
ガラクトシダーゼA酵素に対する候補化合物
３個（F1〜F3）、およびβ-グルコシダーゼに
対する候補化合物３個（G1〜G3）新規に有機

合成した。これらの化合物はいずれも分子量
300-400 の低分子化合物である。また、シャ
ペロン化合物 DGJ と NOV は、それぞれα-ガ
ラクトシダーゼ A とβ-グルコシダーゼに対
するコントロールとして用いた。 
 
(2) ライソゾーム酵素活性測定 
 ファブリー病の欠損酵素α-ガラクトシダ
ーゼ A とゴーシェ病の欠損酵素β-グルコシ
ダーゼ酵素活性は、それぞれ 4-メチルウンベ
リフェロン（4-MU）標識した人工基質を用い
測定した。 
 
(3) 試験管内酵素基質競合阻害活性測定 
 培養正常ヒト線維芽細胞ライセートを用
い、各候補化合物および人工基質を混和後、
37 度 30 分反応後、遊離 4-MU 蛍光量を蛍光プ
レートリーダーで測定した。コントロール値
に対する相対活性により、基質競合阻害活性
を測定した。 
 
(4) 培養細胞試験 
 化合物の培養細胞に対する酵素活性上昇
効果の検討は、培養液に各濃度の化合物を含
む培地に交換し、４日後に細胞内の酵素活性
を測定し、行った。変異酵素への化合物の効
果は、培養 COS細胞に 17種類の変異 GLA cDNA
発現ベクターを一過性に導入した細胞を用
い、行った。また、細胞毒性試験は、化合物
を投与 24 時間後の培地を用い、LDH 活性測定
に行った。 
 
(5) 免疫蛍光染色と画像取得 
 細胞内 Gb-3 の発現量の解析は、抗 Gb-3 を
用い、免疫蛍光染色により行った。蛍光画像
は、共焦点レーザー顕微鏡を用い取得した。 
 
４．研究成果 
(1) 試験管内活性 
 中性条件下でのF1〜F3化合物のヒトα-ガ
ラクトシダーゼ A 酵素に対する IC50 値はそ
れぞれ、3.5、0.93、1.1 nM で、酸性条件下
では阻害活性を示さなかった。また、同様に、
中性条件下でのG1〜G3化合物のβ-グルコシ
ダーゼ酵素に対するIC50値はそれぞれ32.6、
0.2、0.15 nM で、酸性条件下では阻害活性を
示さなかった。 
 
(2) 培養細胞に対する酵素活性上昇効果 
 培養正常ヒト線維芽細胞に対するLDH毒性
試験の結果、F1 の 200 M および G1 の 20 と
200 M で有意な細胞毒性を認めた。また、正



常ヒト線維芽細胞を各濃度の化合物を含む
培地で４日間培養後、α-ガラクトシダーゼ A
およびβ-グルコシダーゼ酵素活性を測定し
た。結果、α-ガラクトシダーゼ Aに対し 200 
MのDGJで有意な酵素活性減少効果を認めた
のに対し、F2 と F3 では活性減少効果を認め
なかった。また、β-グルコシダーゼに対し、
200 M の G3 と NOV は有意な酵素活性減少効
果を認めたのに対し、G2 では認めなかった
（図１）。この結果から、F2 と F3 および G2
化合物は、当初のコンセプト通り酸性ライソ
ゾーム内で構造変化し、阻害活性を示さない

化合物であることが示された。 
 次に、変異酵素活性に対する化合物の活性
上昇効果について検討した。F1〜F3 化合物を、
R301G 変異をもつファブリー病皮膚線維芽細
胞に４日間投与後の細胞内α-ガラクトシダ
ーゼ A酵素活性を測定した結果、いずれの化
合物でも有意な酵素活性上昇効果を認め、特

に200 M の F3は非投与細胞の3.3倍の活性
上昇効果をみとめた（図２）。 
 また、３株のゴーシェ病皮膚線維芽細胞
（F213I/F213I、N370S/N370S、L444P/L444P）
を用い、化合物 G2 の変異酵素活性に対する
効果を同様に調べた結果、2及び 20 M の G2
は F213I と N370S 変異酵素活性を有意に上昇
させる効果を示した（図３）。 
 
(3) 細胞内基質蓄積に対する効果 
 R301G 変異をもつファブリー病皮膚線維芽

細胞に各化合物を含む培地で４日間培養後、
抗 Gb-3 抗体免疫蛍光染色を行い、基質 Gb-3
蓄積に対する効果を調べた。結果、20 M の
DGJ は有意に Gb-3 蓄積の減少を認めたが、
2200 M では蓄積が認められた。一方、化合
物 F3 はいずれの濃度でも基質蓄積に対する
減少効果を認めた（図４）。 
 
(4) 結果まとめ 
 試験管内および培養細胞を用いた検討に
より、当初のコンセプト通り、高濃度使用時

にも酵素阻害活性を示さない新規シャペロ
ン化合物として、ファイブリー病に対する F3、
ゴーシェ病に対するG2化合物を同定できた。
今後は、他の変異型に対する F3 と G2 化合物
の有効性を明らかにするとともに、モデルマ
ウス投与試験により、各病態に対する治療効
果を明らかにすることで、新規シャペロン治
療薬の開発につながってゆくものと考える。 
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