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研究成果の概要（和文）：【目的】日本人眼皮膚白皮症１A型の、ケミカルシャペロン効果を利用した眼皮膚白
皮症の治療法の開発を目的とする。【方法】ミスセンス変異体をHeLa細胞に導入し、その局在を調べた。デオキ
シアルブチンを投与し、チロシナーゼ活性の変化を測定した。【結果】チロシナーゼミスセンス変異体は
ER-retentionを起こしていた。P431L変異体にデオキシアルブチンを20μM投与した際、チロシナーゼ活性が有意
に上昇した。【結論】デオキシアルブチンはケミカルシャペロン効果を示し、ケミカルシャペロン療法が眼皮膚
白皮症１A型の治療法として有用であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Oculocutaneous albinism (OCA) is an autosomal recessive disease 
characterized by reduction or complete lack of melanin pigment in the skin, hair and eyes. In this 
study, we firstly investigated the intracellular localization of Japanese OCA1A missense mutants 
tyrosinase using immunohistochemical staining and western blotting. R77Q, R239W, D383N, P431L mutant
 tyrosinases retained within the ER, while H211Y mutant tyrosinases were partially transported to 
the Golgi apparataus. Secondly, we explored the possibility of chemical chaperone therapy for 
Japanese OCA1A missense mutants, and found that HeLa cells that express P431L tyrosinase mutant are 
able to retain the DOPA oxidase activity by the addition of a tyrosinase inhibitor in a 
dose-dependent manner. These results led to the conclusion that chemical chaperone therapy may be 
helpful for a fundamental treatment for OCA1 with P431L missense mutation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、これまで治療方がなかった眼皮膚白皮症の治療法として、ケミカルシャペロン治療がすくな
くともチロシナーゼ遺伝子の一部の変異による患者については有効であるということが理論的に証明された。今
回の研究により、薬物の内服あるいは外用により、皮膚の色の回復、視力回復が期待できる可能性があることが
示された。これは試験管内での成果であるので、動物実験で実際に有効であるのかどうか、検討していく必要が
ある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

先天性白皮症についてはこれまで治療方法がなく、遺伝子診断を行いそれにともなった病態生理を

解析する、というレベルにとどまっていました。今回私は、先天性白皮症の中でも最も重症なタイプ、つ

まり視力障害がより高度に認められるタイプであるチロシナーゼ遺伝子異常にともなったOCA1につい

て、治療する新しい戦略を考えました。ケミカルシャペロン効果を利用して、OCA1 患者の治療につい

て追求していきたいと考えました。 

 

２．研究の目的 

白皮症の治療戦略として、考えられる方策としては、以下の３つが考えられます。 

（１） タンパク質補充療法 

チロシナーゼ酵素をタンパクとして精製し、ファブリー病のようなタンパク質点滴治療。問題は、眼

は血液脳関門により保護されているので、視力障害の改善は見込めないことです。 

（２） ケミカルシャペロン法 

ミスセンス変異の結果、チロシナーゼ蛋白がミスフォールディングをおこし酵素活性を失っていると

ころへ、酵素と結合できる少量の単純な化合物投与により、正しいコンフォーメーションに直すシャ

ペロン効果（シャペロン＝介添え役）を生じさせ、失活した酵素活性を回復する方法です。 

（３） ナンセンス変異に対するリードスルー効果を利用した治療法 

アミノグリコシドなど、リードスルー効果をもった薬剤により、ナンセンス変異によるタンパク合成のス

トップを回避し、酵素活性を持った全長チロシナーゼ蛋白を合成させる。 

日本人のチロシナーゼ遺伝子変異の種類と頻度については、日本皮膚科学会雑誌 109 巻

1974-76(1999)に富田先生が発表しています。一番高頻度な変異は、一塩基挿入の P310insC で 54%、

次にミスセンス変異 R77Q で 20%、その次がナンセンス変異 R278X で 9%、さらにミスセンス変異 P431L 

4%、R239W 2%、D383N 2%と続きます。チロシナーゼのミスセンス変異タンパク(mouse tyrosinase C85S, 

Human tyrosinase T373K)は、小胞体の中に異常蓄積していること(ER-retention)が示されています

(Halaban R 2002 PNAS)。Gaucher 病では、このように異常蓄積した酵素をケミカルシャペロン効果によ

り酵素活性を復活させ、驚くべきことに「ムコソルバン」という去痰剤により神経症状が改善していると聞

いています。Gaucher 病はリソソーム酵素異常ですが、チロシナーゼは、メラノゾーム（リソゾーム関連

細胞内小器官）に輸送されて酵素活性を発揮するという点で、同様の治療戦略が奏功する可能性が

あります。 

 今回の研究では、日本人 OCA1 のミスセンス変異について、ER-retention が生じているのか、ケミカ
ルシャペロン効果が期待されるのか、について in vitro の系で検討したいと考えています。 
 
３．研究の方法 

（１） In vitro mutagenesis によりチロシナーゼミスセンス変異 cDNA を作成する  

（２） HeLa 細胞にトランスフェクションを行い、チロシナーゼ活性アッセイシステムの構築 

（３） 変異チロシナーゼをレンチウイルスにより恒常的に発現する HeLa 細胞株を樹立 (Tyrmut-HeLa)

する。抗チロシナーゼ抗体により、チロシナーゼの細胞内分布を観察する。 

（４） ケミカルシャペロン効果が期待できる低分子化合物の候補物質を、Tyrmut-HeLa 細胞に添加し、

チロシナーゼ細胞内分布の変化が認められるか、チロシナーゼ活性に変化がみられるかを検討

する。 

 
４．研究成果 

白皮症の治療戦略としてケミカルシャペロン療法の可能性について、科学研究費の補助のおかげに

より３年前より研究を行うことができました。この研究成果は、J Invest Dermatol につい最近アクセプト



されております。その内容は、チロシナーゼのミスセンス変異 P431L 変異を定常的に発現するように

遺伝子導入した HeLa 細胞に、チロシナーゼの competitive inhibitor である、デオキシアルブチンを

20μM という低濃度の容量で、チロシナーゼ活性が回復する、というものです。 

 

この P431L チロシナーゼ変異体は、三次構造の変化により、小胞体（ER）にとどまっているところ(ER 

retension) で、これは R77Q, R239W, D383N でも同様の所見となりました。例外的に H211Y のみ

cis-Golgi 装置にまで移動していることが観察されました。H211 のヒスチジンは、チロシナーゼタンパク

が銅イオンと結合するのに必要な、塩基性アミノ酸で、このヒスチジンがチロシンに変化することにより

銅イオンと H211Y ミスセンス変異チロシナーゼタンパクが結合できなくなると考えられ、このために、ER

から cis-Golgi までの輸送は問題ないものの、cis-Golgi から trans-Golgi への輸送に障害が生じている

ものと推察されました。 



 

（付図説明） 

「チロシナーゼ H211Y のミスセンス変異タンパク(緑)は、ER のみならず cis-Golgi とも merge しているこ

とがわかります。他のチロシナーゼミスセンス変異タンパク（R77Q, R239W, D383N, P431L）は ER と

merge しているものの、cis-Golgi とは merge していません。一方 wild チロシナーゼタンパクは、ER や

cis-Golgi のいづれにも merge せず、細胞質に顆粒状に分布しておりおそらくライソゾームに分布して

いるものと推察されます。」 

 

以上のことから、デオキシアルブチン（チロシナーゼの選択的阻害薬で美白剤の一つ）は P431L ミスセ

ンス変異をもったOCA1Aの患者さんの皮膚に外用すると、メラニン合成が回復されることが期待されま

す。 
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