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研究成果の概要： 
 リソソーム病に対して酵素補充療法が導入されたが、現在使用されている酵素薬には克服す

べき多くの問題がある。そこで、リソソーム病の中でも重要なファブリー病と GM2 ガングリオ

シドーシスに対して、夫々の疾患責任酵素に構造が似た酵素を、分子設計により改変し、基質

特異性を変換した新規酵素を作製した。これらは、野生型酵素に比べて安定で、細胞内取り込

みに優れ、アレルギー反応を起こし難いと考えられ、リソソーム病に対する新規酵素治療薬と

して期待出来る。 

 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 

2007 年度 3,000,000 900,000 3,900,000 

2008 年度 2,300,000 690,000 2,990,000 

年度  

  年度  

総 計 10,100,000 3,030,000 13,130,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・遺伝・先天異常学 
キーワード：リソソーム病、ファブリー病、α-ガラクトシダーゼ、GM2 ガングリオシドーシス、

テイ-サックス病、ザンドホッフ病、β-ヘキソサミニダーゼＡ 
 
１．研究開始当初の背景 
 「リソソーム病」は、細胞内のリソソーム
にある酵素活性が低下して起こる一群の遺
伝病である。これまでリソソーム病に対する
根本的治療法はなかったが、近年になり、組
み換え酵素を定期的に血管内投与する「酵素
補充療法」が導入され、効果を上げている。 
 しかし、既存の治療薬である組み換え酵素
は、血中で不安定で、標的臓器への取り込み

が充分とは言えず、酵素が欠損した患者への
繰り返し投与によりアレルギー反応が生じ
たり、効果が減じるなどの問題点が指摘され
るようになった。このため、血中で安定で、
臓器への取り込みがよく、その投与によりア
レルギー反応を起し難い酵素治療薬の開発
が強く求められている。 
 
２．研究の目的 



 リソソーム病治療用の優れた新規酵素を
開発するための基盤情報を得ることを目的
とした。研究対象疾患として、リソソーム病
グループの中でも発生頻度が高く臨床的に
重要なファブリー病（α-ガラクトシダーゼ
欠損症）と GM2 ガングリオシドーシス（テイ
-サックス病およびザンドホッフ病；β-ヘキ
ソサミニダーゼ A欠損症）を選択した。夫々
の疾患責任酵素の構造情報を基に、病因とな
るアミノ酸置換による立体構造変化を in 
silico で解析し、その解析結果と既知の生化
学的解析結果とを総合して、酵素分子の機能
的重要部位を同定した。次に、その情報を基
に、α-ガラクトシダーゼおよびβ-ヘキソサ
ミニダーゼ Aと構造が酷似しているが、基質
特異性が異なる、夫々、α-N-アセチルガラ
クトサミニダーゼとβ-ヘキソサミニダーゼ
B の構成アミノ酸の一部を置換させることに
より、α-ガラクトシダーゼおよびβ-ヘキソ
サミニダーゼ A としての基質特異性を持ち、
安定で細胞内取り込みのためのマーカーを
多く有し、患者に対してアレルギー反応を起
し難いと考えられる新規酵素の生産を試み
た。 
 
３．研究の方法 
(1)ファブリー病に対する新規治療用酵素の
開発 
①α-ガラクトシダーゼの機能部位の同定 
 ヒトα-ガラクトシダーゼの X 線結晶構造
情報（PDB:1R46）を基に、ファブリー病の病
因となるアミノ酸置換（212 種類）による構
造変化を分子モデリングソフトウェア
TINKER を用いて解析した。これと既知の生化
学的解析情報とを合わせて、α-ガラクトシ
ダーゼの基質認識に関係するアミノ酸残基
を同定した。 
②改変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
の分子設計 
 ニワトリα-N-アセチルガラクトサミニダ
ーゼの構造情報（PDB:1KTB）を基に、ヒトの
同酵素の立体構造を、分子モデリングソフト
ウェア Jackal を用いて、構築した。これを
基に、α-ガラクトシダーゼに関する構造/機
能情報を利用して、ヒトα-N-アセチルガラ
クトサミニダーゼ分子の活性ポケット領域
において、基質認識に係る 2アミノ酸残基を
特定した。α-ガラクトシダーゼ活性を持つ
改変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼを
作るため、分子設計により、この 2残基を置
換した。 
③改変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
遺伝子の発現 
 ヒト野生型α-N-アセチルガラクトサミニ
ダーゼ cDNA を鋳型として、 in vitro 
mutagenesis により、改変α-N-アセチルガラ
クトサミニダーゼ cDNA を作製した。野生型

および改変酵素の cDNA を、夫々、レトロウ
ィルスベクターに組み込み、これらをファブ
リー病患者由来の培養線芽細胞に感染させ
た後に、目的遺伝子が導入された細胞を選択
した。 
 これらの細胞を試料として、4-メチルウム
ベリフェリル-α-D-ガラクトピラノシドを
基質としてα-ガラクトシダーゼ活性を、4-
メチル-2-アセトアミド-2-デオキシ-α-D-
ガラクトピラノシドを基質としてα-N-アセ
チルガラクトサミニダーゼ活性を、夫々、蛍
光法で測定した。蛋白質濃度の測定は、Micro 
BCA Protein Assay Reagent キットを用いて
行った。 
④改変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
の生産と性状解析 
 目的蛋白質の分泌を促進するようにシグ
ナルペプチド配列部分を変換した、改変α
-N-アセチルガラクトサミニダーゼ遺伝子を
チャイニーズハムスター卵巣由来細胞に導
入し、培地中に分泌された当該酵素をカラム
クロマトグラフィーで精製して、その性状を
生化学的に解析した。 
(2)GM2 ガングリオシドーシスに対する新規
治療用酵素の開発 
①β-ヘキソサミニダーゼ A の機能部位の同
定 
 ヒトβ-ヘキソサミニダーゼ A（αおよびβ
サブユニットのヘテロ２量体）の X線結晶構
造情報（PDB:2GJX）を基に、50 種類のテイ-
サックス病の病因となるアミノ酸置換と２
種類のザンドホッフ病の病因となるアミノ
酸置換による構造変化を、夫々、分子モデリ
ングソフトウェア TINKERを用いて解析した。
これと既知の生化学的解析情報とを合わせ
てβ-ヘキソサミニダーゼ A の基質認識に係
るアミノ酸残基を同定した。 
②改変β-ヘキソサミニダーゼ Bの分子設計 
 ヒトβ-ヘキソサミニダーゼ Aの構造/機能
情報を利用し、ヒトβ-ヘキソサミニダーゼ B
（βサブユニットのホモ２量体）の基質認識
に係る 6 アミノ酸残基を同定した。β-ヘキ
ソサミニダーゼ A 活性を持つβ-ヘキソサミ
ニダーゼ Bを作るため、分子設計により、β
サブユニット中の 6残基を置換した。 
③改変βサブユニット遺伝子の作製と改変
β-ヘキソサミニダーゼ B の生産および性状
解析 
 ヒト野生型βサブユニット cDNA を鋳型と
して、in vitro mutagenesis により、改変β
サブユニット cDNA を作製した。野生型およ
び改変βサブユニット cDNA を、夫々、チャ
イニーズハムスター卵巣由来の細胞に導入
して発現させた。この操作により得られた改
変β-ヘキソサミニダーゼ B の性状を生化学
的に解析した。 
 



４．研究成果 
(1)ファブリー病に対する新規治療用酵素の
開発 
①構造学的解析結果 
アミノ酸置換によるα-ガラクトシダーゼ

分子の立体構造変化について、当該アミノ酸
置 換 に よ り 影 響 を 受 け る 原 子 の 数 、
root-mean-square distance お よ び
solvent-accessible surface area を計算す
ることによって解析した。早期発症で重症の
表現型を示すタイプでは、分子内部に大きな
構造変化が、晩期発症で軽症の表現型を示す
タイプでは、分子表面に小さな構造変化が起
こると考えられた。これらの例のうち、酵素
活性に影響を与えると考えられる変異体を
詳しく解析すると共に、α-ガラクトシダー
ゼとα-N-アセチルガラクトサミニダーゼの
立体構造を比較することにより、夫々の基質
特異性を規定するアミノ酸残基を同定した。 
②改変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
の発現実験結果 
 改変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
遺伝子をファブリー病患者由来細胞に導入
した所、元々欠損していた細胞内α-ガラク
トシダーゼ活性の著明な増加が認められた
が、α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ活
性の増加はみられなかった。一方、野生型α
-N-アセチルガラクトサミニダーゼ遺伝子を
導入した場合、当該酵素活性の著明な活性増
加が認められたが、α-ガラクトシダーゼ活
性の増加はみられなかった。これにより、改
変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼでは
基質特異性が変化したことが示された。 
③改変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼ
の性状解析結果 
チャイニーズハムスター卵巣細胞で生産

した、改変α-N-アセチルガラクトサミニダ
ーゼは、中性および酸性緩衝液中でもヒト血
漿中でも、α-ガラクトシダーゼに比べて安
定であった。また、改変α-N-アセチルガラ
クトサミニダーゼの糖鎖中のマンノース 6-
リン酸含量は 5.1 モル/モルであり、α-ガラ
クトシダーゼにおけるマンノース 6-リン酸
含量（2.1－3.6 モル/モル）に比べて高値を
示した。さらに、改変α-N-アセチルガラク
トサミニダーゼは、抗α-ガラクトシダーゼ
抗体に対して免疫反応性を示さなかった。改
変α-N-アセチルガラクトサミニダーゼを、
ファブリー病患者由来の培養線維芽細胞の
培養液中に添加した所、当該酵素は細胞内に
取り込まれ、蓄積していた糖脂質を分解した。 
 これらの結果から、改変α-N-アセチルガ
ラクトサミニダーゼは、血中安定性が高く、
マンノース 6-リン酸受容体を介した細胞内
取り込みに優れ、α-ガラクトシダーゼが欠
損しているファブリー病患者にアレルギー
反応を起し難いと考えられ、ファブリー病に

対する新規治療薬として有望であると期待
された。 
(2)GM2 ガングリオシドーシスに対する新規
治療用酵素の開発 
①構造学的解析結果 
 アミノ酸置換によるαおよびβサブユニ
ットの立体構造変化について、当該アミノ酸
置換により、影響を受ける原子の数と
solvent-accessible surface area を計算す
ることによって解析した。早期発症で重症の
表現型を示す GM2ガングリオシドーシスのタ
イプでは分子内部に大きな構造変化が、晩期
発症で軽症の表現型を示す GM2ガングリオシ
ドーシスのタイプでは分子表面に小さな構
造変化が起こると考えられた。特に、酵素活
性に影響を与えることが知られている B1 異
型について詳しく解析すると共に、αおよび
βサブユニットの立体構造を比較した。これ
により、β-ヘキソサミニダーゼ Aとβ-ヘキ
ソサミニダーゼ Bの基質特異性を規定するア
ミノ酸残基を同定した。 
②改変β-ヘキソサミニダーゼ B の発現と性
状解析結果 
 基質特異性に関連する 6残基を置換したβ
サブユニット cDNA を in vitro mutagenesis
で作製し、これを発現ベクターに挿入した。
これをチャイニーズハムスター卵巣細胞に
導入して、改変β-ヘキソサミニダーゼ B を
生産した。この改変酵素は、β-ヘキソサミ
ニダーゼ Aの特異的基質である GM2 ガングリ
オシドを分解する能力を持ち、血中でβ-ヘ
キソサミニダーゼ A と比べて安定であった。
これらの結果から、改変β-ヘキソサミニダ
ーゼ B は、テイ-サックス病やザンドホッフ
病に対する新規治療薬として有望と考えら
れた。 
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