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研究成果の概要（和文）：1-Deoxynojirimycin (DNJ)のC5位に分岐型アルキル基を導入する新たな誘導体化デザ
イン戦略を見いだすことに成功した。中でも5-C-heptyl-DNJは、現在、Phase IIに入っているDNJよりも13倍強
力なGAA親和性を示すことが明らかになった。更にポンペ病の原因酵素であるGAAの活性中心近傍に、これまで知
られていなかった疎水性ポケットが存在することを発見し、このポケットに収容されるよう芳香環を配置するこ
とで、GAAとの結合安定が飛躍的に向上明らかになった。今後、糖認識部位以外に今回見いだした脂溶性ポケッ
トを標的とする化合物デザインが展開されることが期待される。

研究成果の概要（英文）：This study provides the first example of a strategy to design a high 
affinity ligand toward lysosomal acid α-glucosidase (GAA) focusing on alkyl branches on 
1-deoxynojirimycin (DNJ); 5-C-Heptyl-DNJ produced a nanomolar affinity for the GAA, with a Ki value 
of 0.0047 μM, which is 13-fold more potent than DNJ. The protein thermal shift assay revealed that 
10 μM 5-C-heptyl-DNJ increased the midpoint of protein denaturation temperature (Tm) to 73.6 °C 
from 58.6 °C in the absence of the ligand, significantly improving the thermal stability of rhGAA. 
Furthermore, 5-C-heptyl-DNJ dose-dependency increased intracellular GAA activities in Pompe 
patient’s fibroblasts with the M519V mutation. The introduction of C5 alkyl branches on DNJ 
provides a new molecular strategy for pharmacological chaperone therapy for Pompe disease which may 
lead to the development of higher affinity and practically useful chaperones.

研究分野：糖質生化学

キーワード： リソソーム病　グリコシダーゼ　イミノ糖　シャペロン　フォールディング　ポンペ病　シャペロン療
法　酵素補充療法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ポンペ病はGAAの 活性低下に起因する疾患であり、厚生労働省難治性疾患等政策研究事業対象の稀少疾患に指定
されている。従来用いられてきた酵素補充療法は、抗体の産生や副作用の問題など克服すべき点が多くあった。
本研究課題を通して既存のDNJに代わる新たな化合物デザインの提案に成功した。本化合物群とrhGAAの併用投与
は、rhGAAに強く結合することで酵素の安定性と成熟度を高め、その結果、酵素の輸送効率を飛躍的に向上さ
せ、より低用量で酵素補充療法が実施可能になることが期待される。更に、本成果は既存のDNJによるシャペロ
ン療法が無効な変異を有するポンペ病患者にも新たな治療薬開発の指針を与えるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1)ポンペ病は、リソソーム酸性α-グルコシダーゼ（GAA; EC 3.2.1.20）をコードする GAA遺伝
子の変異によって発症する。GAAは、グリコーゲンの α-グリコシド結合を切断してグルコース
を放出する役割を担う保持性のエキソグルコシダーゼである。GAA をコードする遺伝子は染色
体 17q25.2-q25.3 に存在し、19 のコーディングエキソンを含んでいる。現在までに、250 以上の
異なる点突然変異が GAA遺伝子内で同定されている。ポンペ病の発症率は、アフリカの集団と
アフリカ系アメリカ人で 14,000 分の 1、ヨーロッパでは 238,000 分の 1 と報告されている。近
年、新生児スクリーニング（NBS）による遺伝子検査の結果が報告され、ポンペ病に関連する遺
伝子変異の発生率は 1：17,000と推定されている。これらの GAA遺伝子の変異は、ミスフォー
ルディングを引き起こし、その結果、酵素の安定性が低下し、小胞体品質管理システムに認識さ
れ、最終的にユビキチン化を伴う小胞体関連分解（ERAD）で分解される。この酵素が欠損する
と、多くの組織でグリコーゲンのリソソーム蓄積を引き起こすが、筋線維と心筋細胞が最も深刻
な影響を受ける。 
 
(2)これまでのところ、遺伝子組換えヒト GAA 酵素（rhGAA）を用いた酵素補充療法（ERT）は、
ポンペ病に対して 承認された唯一の治療法である。治療効果の観点から、ERTは小児ポンペ患
者の心病態を改善し、人工呼吸の必要性を遅らせることが示されている。しかし、rhGAA 酵素
の細胞内安定性は必ずしも高くはなく、プロテアソームなどによる分解の危険性がある。したが
って、実際にリソソームに移行する酵素の量は限られていることが多い。さらに、高用量の酵素
製剤は、注入された製剤に対する望ましくない免疫反応を引き起こす。 
 
(3)ファーマコロジカル・シャペロン療法は、可逆的競合阻害剤が、変異型酵素の活性部位を占有
することによって小胞体における本来のフォールディング状態を安定化させ、正しいフォール
ディングを促進し、それによって成熟過程とタンパク質の最終的な細胞内脱離への輸送を促進
するテンプレートとして働くという概念に基づいている。シャペロン化合物は一般に、高い生物
学的利用能を有し、血液脳関門（BBB）を通過し、経口投与が可能であるという利点がある。そ
の中で、D-グルコピラノースのアナログである 1-deoxynojirimycin（DNJ、AT2220、duvoglustat）
は、GAA に対して高い親和性を有する。DNJはすでに臨床試験中であり、第 I 相試験で安全性
と忍容性が証明されたが、成人のポンペ患者を対象に行われた第 II相試験は、2人の患者が薬剤
の過剰摂取により重篤な有害事象を経験したため中断された 
 
(4) 近年、酵素補充療法とシャペロン併用療法の有用性が確立されつつある。以前の研究では、
N-butyl-deoxynojirimycin（miglustat）が外因性 rhGAA の安定性と取り込みを改善し、その結果、
相乗的に治療効果が高まったことが示唆されている。したがって、ファーマコロジカル・シャペ
ロン化合物は、患者の変異型酵素そのものを安定化させるだけでなく、使用する酵素製剤の量を
減らし、抗体産生のリスクを軽減することができると期待される。 
現在、これら併用療法に使用される新たなシャペロン化合物の開発が強く求められている。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1)ファブリー病に対する変異酵素安定化剤としてとして GalafoldTM (migalastat)が上市され、ファ
ーマコロジカル・シャペロン療法がリソソーム病に対する有効な治療法である事が実証された。
その一方で、本研究で着目するポンペ病に対しては酵素の安定性を高めることができる実用的
なシャペロン化合物が十分に見いだされていない。本研究課題では、ポンペ病の治療に最適なイ
ミノ糖のデザインを行う上で、高親和性および酵素安定性を生みだすために必要な条件の探索
を目的とした。 
 
(2) ポンペ病に対するファーマコロジカル・シャペロン化合物の候補として 1-deoxynojirimycin
（DNJ、AT2220、duvoglustat）が臨床試験に入っているが、その効果は十分であるとは言えない。
本研究課題では、GAA を用いた酵素安定化試験および患者由来 M519V 変異細胞を用いた酵素
活性の上昇を測定することにより、候補化合物の有用性や実用性を検証する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 一連の 5-C-alkyl化 DNJ誘導体の設計と生物学的評価を実施した。rhGAAの安定性とポンペ
病患者の線維芽細胞への取り込みに対する有用性を評価した。5-C-heptyl-DNJと GAAとの分子



ドッキング特性を DNJおよび N-alkyl-DNJと比較した。 
 
(2) グルコースとの相同性が低いピロリジン型イミノ糖を選択し、DAB と LAB の両エナン
チオマーに対して N-置換誘導体をそれぞれ合成し、各種グリコシダーゼに対する阻害スペクト
ルの変化を観察した。さらに、分子ドッキング解析と分子動力学（MD）シミュレーションを行
い、最適化された DABのフェニルブチル誘導体のリソソーム酸性α-グルコシダーゼ（GAA）へ
のドッキング配置を予測し、ポンペ線維芽細胞に対するファーマコロジカル・シャペロン効果を
検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) DNJを酵素安定剤として利用するための効果的な誘導体化法を提案することを目的として研
究を行い、以下の特徴を明らかにした：(a) DNJの一般的な誘導体手法である N-アルキル化の場
合、N-アルキル鎖の長さによって速度定数は変化せず、その親和性は DNJよりも弱かった。(b) 
対照的に、DNJ に C5 アルキル分枝を導入すると、GAA に対する親和性が著しく変化した。(c) 
DNJよりも強い親和性を得るためには、butylよりも長いアルキル鎖が必要である。(d) 5-C-heptyl-
DNJは GAAに対して最も強い親和性を示し、Ki値は 0.0047 μM を示し、DNJに対して 13倍
強い阻害を示すことを発見した。 (e) 5-C-heptyl-DNJと N-heptyl-DNJのアルキル鎖は、Trp481と
Phe525を境にして左右に異なる窪みに収納された。(f) 5-C-heptyl鎖は、Trp376、Leu405、Val480、
Trp481、Phe525および Phe649によって形成される疎水性分子表面に配向しており、N-heptyl-DNJ
よりも有利な疎水性相互作用の恩恵を受けていた。(g) 5-C-heptyl-DNJ と rhGAA の共投与は、
rhGAA単独と比較して Tm値を 15.0℃上昇させ、この効果は DNJのそれよりも 3.4℃高かった。
(h) 5-C-heptyl-DNJは、M519V 変異を持つポンペ患者の線維芽細胞において、細胞内 GAA 活性
を用量依存的に増加させた。このように、5-C-heptyl-DNJ は酵素補充療法における rhGAA の安
定性と細胞内変異酵素活性の両方を増加させることが期待され、ポンペ病の治療に有用な治療
選択肢を提供する可能性がある。本研究成果は、J. Med. Chem. 65(3) 2329-2341, 2022に掲載され、
その実用性等が高く評価されている。 
 
(2) 希少糖型イミノ糖である L-ido-DNJを用いて、ピペリジン型イミノ糖の C5位に分岐した炭
素鎖を導入することが、グルコシダーゼに対する親和性に及ぼす影響を検討することを目的と
して研究を行い、以下の特徴を明らかにした：(a) L-ido-DNJ に C5 アルキル分枝を導入すると、
GAA に対する親和性が著しく変化した。さらに、アルキル鎖の伸長による親和性の変化の挙動
は、DNJ の 5-C-アルキル化とは明らかに異なっていた。(b) methyl 基や ethyl 基のような短鎖の
導入は、L-ido-DNJと比較して親和性を有意に増加させ、Ki値はそれぞれ 0.060および 0.078 μ
M であった。(c) アルキル鎖の長さは親和性と直線的な正の相関を示さず、親化合物とその 5-C-
methyl誘導体との間、および 5-C-ethyl基と 5-C-propyl基との間に、いわゆる「活性クリフ」が
存在した。(d) ドッキングシミュレーション解析の結果、5-C-alkyl-L-ido-DNJ のアルキル鎖は、
アルキル鎖の伸長によって異なる 3 つのポケットに収納され、それによって分子配向が変化す
ることがわかった。これらの異なる配向は、分岐アルキル鎖を収容するポケットのサイズと許容
性に依存していた。(e) 5-C-methyl-L-ido-DNJ は、M519V 変異を持つポンペ患者の線維芽細胞に
おいて、用量依存的に細胞内 GAA活性を増加させた。 
この結果は、基質と相同性の低い希少糖、特に L 型単糖模倣体に対する新しい効果的な誘導体
化法を提供するものである。さらに、5-C-methyl-L-ido-DNJは、グルコース類似体 DNJとは異な
るポーズで GAAに結合し、酵素の熱安定性を高め、シャペロン活性を示す。これらの知見から、
5-C-methyl-L-ido-DNJは、DNJによるシャペロン療法が無効となる変異を有するポンペ病患者に
対する新たな治療候補となり得ることが示された。本研究成果は、Org. Biomol. Chem. 20 (36) 7250-
7260, 2022に掲載され、論文の表紙を飾った。 
 
(3) 酵素安定化剤として用いる薬理学的シャペロンとしての DAB の効果的な誘導体化法を見出
すことを目的として実験を行い、以下の特徴を明らかにした： (a) DABおよび LABの窒素原子
上に単純な n-アルキル鎖を導入すると、α-グルコシダーゼ、β-グルコシダーゼを問わず、試験
したすべてのグリコシダーゼに対する阻害作用が明らかに低下した。(b) 対照的に、DABの窒素
原子に末端芳香環を持つ直鎖アルキル鎖を付加すると、GAA に対する活性が向上した。N-( 4'-
phenylalkyl)-DABのスペーサーの伸長度と GAAに対する阻害力の間には正の相関はみられず、
butylが最適なスペーサー長であった。(c) N-butyl-DABと N-(4'-phenylbutyl)-DABはイオン性相互
作用のパターンが明らかに異なっていた。(d) N-(4'-phenylbutyl)-DABの phenyl環上の p-CF3誘導
体は GAAに対して最も強力な親和性を示し、Ki値は 0.73μMであった。(e) 本化合物の芳香環
部分は、Trp376、Trp481、Phe649、Leu650、Leu677、Leu678によって形成される新規の疎水性ポ
ケットに収容されていた。さらに、フェニル基の p位に付加した CF3基は Leu678と有利な相互
作用を形成した。(f) MDの結果、N-4'-(p-trifluoromethylphenyl)butyl-DABは GAAの活性部位で安
定に強く結合するのに対し、N-(4'-phenylbuty)-DAB は結合ポケットの phenyl 部分がダイナミッ
クに変動するため不安定であった。フェニル基の p 位に結合した CF3基がフェニル基の揺らぎ



を効果的に抑制し、GAA と安定な結合形態を形成することを可能にした。 (g) N-4'-(p-
trifluoromethylphenyl)butyl-DAB は、M519V 変異を有するポンペ患者の線維芽細胞において、用
量依存的に細胞内 GAA活性を上昇させ、その効果はポンペ病に対する第 II相臨床試験中の DNJ
と同等であった。 
これらの研究は、DAB の窒素原子へのフェニルアルキル化によって新しい GAA 選択的化合物
を開発することにつながり、疎水性ポケットを標的としたファーマコロジカル・シャペロン作用
のメカニズムについてさらなる洞察を与えるものである。本研究成果は、J. Med. Chem. 66 (13) 
9023-9039, 2023に掲載され、その応用可能性が高く評価されている。 
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