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研究成果の概要（和文）：ファブリー病の新規治療薬候補である改変型α-N-アセチルサミニダーゼ（NAGA）を安定化
する化合物を選出した。この化合物をファブリー病患者由来の培養線維芽細胞に改変型NAGAと同時に添加した結果、改
変型NAGANの取り込み効率が上昇した。しかし、この化合物と改変型NAGAをモデルマウスに同時投与した結果、改変型N
AGAの取り込み効率は上昇しなかった。そこで、改変型NAGAを安定化する化合物の新たな探索方法として、サーマルシ
フトアッセイ法を構築し、有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We found a compound which stabilize modified α-N-acetylgalactosaminidase (NAGA). 
The compound enhanced the uptake of modified NAGA into cultured fibroblasts derived from Fabry patients. 
But the compound did not enhance the uptake of modified NAGA into organs of Fabry mice. We also 
constructed a new screening method using thermal shift assay.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
リソソーム病は、リソソームに存在する酵
素の活性が遺伝的に低下することで、それら
の基質が分解されずに蓄積してしまう遺伝
病で、障害される酵素の種類により約 40 種
類が知られている。研究開発当初 7種類（現
在 8種類）のリソソーム病において、組換え
酵素を 1-2週間に 1度投与する「酵素補充療
法（ERT）」が導入され、有用性が示されて
いる。そして、現在も新たなリソソーム病に
対する酵素補充療法薬の開発が行われてい
る。しかし、本製剤は酵素製剤であるため、
極めて高価であること、血中で不安定なため
標的臓器への取り込みが必ずしも良好でな
いこと等が問題となっている。そのため、酵
素製剤の投与量を減らし費用を抑えること
や、血中で酵素製剤を安定化され標的臓器へ
の取り込み効率が上昇することが期待され
ている。 
また、新たな治療法として原因となるリソ
ソーム酵素の基質類似体を投与するケミカ
ルシャペロン療法が注目されており、臨床治
験が行われている。ケミカルシャペロン療法
は、基質類似体を内在性の変異酵素の活性部
位に結合させ、変異酵素のフォールディング
を改善し安定化することで酵素活性を増加
させようとする治療法である。しかし、基質
類似体は、活性部位に結合して阻害剤として
も働くため、その投与量の決定は難しいと考
えられている。 
リソソーム病の一つであるファブリー病
は、α-ガラクトシダーゼ A（GLA）の酵素
活性が遺伝的に顕著に低下することで、基質
である糖脂質グロボトリアオシルセラミド
(Gb3)やグロボトリアオシルスフィンゴシン
(Lyso-Gb3)が全身の細胞に蓄積する X 染色
体性の遺伝病である。現在、ファブリー病に
対して ERT が導入されている。しかし、欠
損した GLAを患者に投与するため、GLAに
対する抗体が産生され、免疫的副作用や治療
効果が減少される等の問題が生じていた。そ
こで我々は、ファブリー病患者に投与しても
抗体産生が起こらないことを期待し、α-N-
アセチルガラクトサミニダーゼ（NAGA）の
基質認識部位のアミノ酸 2 残基を置換し、
GLA 活性を有するようにした改変型 NAGA
を作製した。改変型 NAGA をファブリー病
モデルマウスに投与した結果、臓器に蓄積し
た Gb3 が減少することが確認され、改変型
NAGA がファブリー病の新規酵素補充療法
薬となる可能性が示唆された。 

 
２．研究の目的 
 酵素補充療法薬を安定化する化合物（基質
類似体）と酵素補充療法薬を同時に投与する
ことにより、酵素補充療法薬の治療効果を向
上させることが可能かを検証することとし
た。モデルとして、ファブリー病の新規酵素
補充療法候補製剤である改変型 NAGA を使
用することとした。初めに改変型 NAGA を

安定化する基質類似体を探索し、続いて細胞、
モデルマウスに改変型 NAGA と基質類似体
を同時添加し、その取り込み効率の増強効果
を解析することとした。 
 
３．研究の方法 
(1) 改変型 NAGA を阻害する基質類似体の探
索 
 改変型 NAGA に、GLA 及び NAGA の基質類似体
を添加し酵素活性を測定することで、改変型
NAGA を阻害する基質類似体を選出した。また、
強い阻害を示した化合物については、
Lineweaver-Burk プロットより、それらの阻
害様式と阻害定数(Ki 値)を決定した。 
 
(2) 改変型 NAGA を in vitro 条件下で安定化
する基質類似体の探索 
 (1)で選出した基質類似体と改変型NAGAを
酸性及び中性の緩衝溶液に同時添加し、それ
ぞれ 55℃と 42℃で 1 時間熱処理した。そし
て、この残存活性を測定することで、改変型
NAGA を安定化する基質類似体を選出した。 
 
(3) 細胞に改変型 NAGA を同時添加して改変
型 NAGA の治療効果を増強する基質類似体の
探索 
 様々な濃度の(2)で選出した基質類似体と
1μg/mL 改変型 NAGA をファブリー病患者由
来の培養線維芽細胞に同時添加し、培養した。
そして、細胞内に取り込まれた改変型 NAGA
の治療効果の評価として、酵素活性を測定す
ることで酵素活性の上昇を、抗 NAGA 抗体を
用いたウェスタンブロットを行うことで酵
素蛋白質量の増加を解析し、改変型 NAGA 単
独添加に比べて取り込み効率を上昇させた
基質類似体を選出した。 
 
(4) モデルマウスに基質類似体と改変型
NAGA を単回同時投与し、改変型 NAGA が血中・
臓器中で安定化されるか検証 
 ファブリー病モデルマウスに 3mg/kg 体重
の(3)で選出した基質類似体と4mg/kg体重の
改変型 NAGA の混合溶液を尾静脈より単回投
与した。そして、投与開始 1,3,6,24,48,120
時間後に血液と臓器（肝臓、腎臓、心臓）を
摘出し、酵素活性を測定した。そして、改変
型 NAGA 単独投与した場合と比較した。 
 
(5)新規スクリーニング法の開発 
 今回のスクリーニングで選出した化合物
は、阻害活性を指標に 1次スクリーニングを
行っているため、2 次スクリーニングの安定
性の解析において阻害活性をもつ化合物に
ついて酵素活性で評価していた。しかし、こ
のスクリーニング法の問題点として、①酵素
活性部位以外に結合する化合物や阻害活性
が極めて弱いまたは無いにも関わらず改変
型 NAGA を安定化させる化合物を選出できな
い、②阻害が極めて強い化合物は安定性の評
価ができないという問題があった。そこで、



酵素活性以外を指標に1次スクリーニングと
して使用できる、つまり再現性が良く、簡便
で、多検体を短時間で処理できる実験系の確
立が必要であると考えた。そこで、(2)で選
出した化合物をポジティブコントロールと
して用い、表面プラズモン共鳴（SPR）法に
よる分子間相互作用解析とサーマルシフト
アッセイ法による Tm 値の解析がスクリーニ
ング法として有用となり得るか検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 改変型 NAGA を阻害する基質類似体の探
索 
 GLA と NAGA の基質類似体の中から、改変型
NAGA を阻害する化合物を選出した。その結果、
２つの化合物（A,B）が特に強い阻害を示し
た。そして、これら 2つの化合物は競合阻害
を示し、化合物A, BのKi値は、それぞれ135nM, 
262nM であった。 
 
(2) 改変型 NAGA を in vitro 条件下で安定化
する基質類似体の探索 
 (1)で選出した２つの化合物を酸性及び中
性条件下で改変型 NAGA とともに熱処理し残
存酵素活性を測定した結果、化合物 Aは 1μM
で改変型 NAGA を酸性及び中性条件下で安定
化した。一方、化合物 Bは、酸性条件下では
20μMで改変型 NAGA を安定化させたが、中性
条件下では安定化は確認されなかった。 
 
(3)細胞に改変型NAGAを同時添加して改変型
NAGA の治療効果を増強する基質類似体の探
索 
 (2)において酸性及び中性条件下で低濃度
で安定化作用を示した化合物Aと改変型NAGA
をファブリー病患者由来の培養線維芽細胞
に同時添加した。その結果、10μM の化合物
Aを同時添加することで、改変型 NAGA 単独に
比べて約1.5倍の酵素活性の上昇が確認され
た。また、改変型 NAGA 蛋白質量の増加も確
認された。しかし、100μMまで濃度を上げて
も、酵素活性は 10μMよりも増加はしなかっ
た。以上のことから、化合物 Aは細胞レベル
で改変型 NAGA の取り込み効率を上昇させる
ことが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(4) モデルマウスに基質類似体と改変型
NAGA を単回同時投与し、改変型 NAGA が血中・
臓器中で安定化されるか検証 

 4mg/kg体重の改変型NAGAと3mg/kg体重の
化合物 Aを混合し、ファブリー病モデルマウ
スに尾静脈より投与し、経時的に血液及び臓
器中の改変型 NAGA の酵素活性を測定した。
今回の投与条件では、期待した血中での改変
型 NAGA の安定化と標的臓器への取り込み効
率の上昇は確認されなかった。以上のことか
ら、今回のスクリーニングで選出した化合物
は、動物レベルで改変型 NAGA の治療効果を
増強させることができなかった。しかし一方、
近年、組換え GLA を用いた酵素補充療法にお
いて、基質類似体と組換え GLA とファブリー
病モデルマウスに同時投与することで、血中
及び臓器中で GLA が安定化され、その治療効
果が増強されることが報告された。このこと
から、改変型 NAGA に結合することで改変型
NAGA を安定化し、その治療効果を増強させる
化合物を選出する方向性に問題はないと考
えられた。 
 
(5)新規スクリーニング法の開発 
① SPR 法 
 改変型 NAGA を CM5 チップに固定し、化合
物をアナライトとして流し、それらの分子間
相互作用を検出することを目指した。しかし、
分子間相互作用を解析するのに十分な量の
改変型 NAGA をチップに固定することができ
なかったため、本法は断念した。 
② サーマルシフトアッセイ法 
改変型 NAGA は、酸性条件下の方が中性条
件下に比べ Tm 値が高かった。化合物 A,B は
ともに濃度依存的に酸性及び中性条件下で
改変型 NAGA の Tm 値を上昇させたが、その程
度(ΔTm)は酸性条件下の方が大きかった。そ
して、化合物 Aの方が化合物 Bに比べ、ΔTm
が大きかった。この結果は、(２)で行った方
法の結果と一致していた。さらに、(２)に比
べ再現性が高く、解析が容易、操作が簡便、
多検体を同時に短時間で測定できる等のメ
リットがあるため、1 次スクリーニング法と
して有用であると考えられた。また、本法は、
他のリソソーム病に対する酵素補充療法薬
を安定化する化合物を探索する際のスクリ
ーニング方法としても有用であると考えら
れた。 
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