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研究成果の概要： ピロリジン型イミノ糖が活性部位指向的なケミカルシャペロン効果を持つこ

とを見いだした。これら化合物は、細胞表面の糖鎖構造に影響を与えることなく、Gaucher 病
モデル細胞内の-glucocerebrosidase 活性を増加させた。これまでピロリジン型イミノ糖は、水

溶液中におけるコンフォメーションが安定せず、特定のグリコシダーゼに対し選択的に結合す

ることは難しいとされてきた。本研究成果により、特定の誘導体化により生体内の pH に依存

することなく、ほぼ一定のコンフォメーションを保たせることが可能であることを明らかにし

た。従って、これらピロリジン型イミノ糖は、新しいタイプのケミカルシャペロンと成り得る

可能性が期待される。 
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年度  

  年度  
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ダーゼ 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) リソソーム病は、リソソーム酸性加水分
解酵素の活性が低下し、未消化の糖脂質が蓄
積するために起きる先天性代謝疾患の総称
である。-galactosidase A の欠損による Fabry
病や、-hexosaminidase A,B の欠損による
Sandohoff 病などが存在する。発症は非常に
稀であるが、その病状は重篤かつ多様である。
Gaucher 病は、リソソーム病の中で日本にお

ける患者数が比較的多く、有効な治療法の開
発が望まれている。 
 
（ 2 ） Gaucher 病 は 、 リ ソ ソ ー ム 酵 素
Glucocerebrosidase 活性の低下により、その基
質であるGlucosylceramide ( 以下 GlcCer ) が
蓄積することで発症し、臨床症状に応じてⅠ
型からⅢ型に分類される。発症年齢が高く、
中枢神経障害を併発しないⅠ型に対し、乳



児・新生児に発症する急性神経型のⅡ型、幼
児期に発症する亜急性神経型のⅢ型が存在
する。GlcCer が肝臓・脾臓・骨髄といった細
網内皮系に蓄積し、肝脾腫や極度の貧血、出
血傾向、骨粗鬆症を引き起こす。Ⅱ型・Ⅲ型
では中枢神経系にまで GlcCer が蓄積するた
め、斜視や開口障害のほか強直性の痙攣や呼
吸不全を発症する。 
 
(3) Gaucher 病の治療には、欠損酵素の補充、
蓄積脂質の生合成の抑制、レトロウイルス・
アデノウイルスを利用する遺伝子治療、さら
には骨髄移植などが考えられている。しかし
現時点では遺伝子治療および骨髄移植に関
しては、アメリカを中心に治療法の確立が
試みられているものの、具体的な臨床応用
の実現のめどは立っていない。日本では欠
損酵素を外部から補充する酵素補充療法が
行われており、酵素製剤 cerezymeTMが認可さ
れている。Ⅰ型からⅢ型にまで適応され、肝
脾腫・出血傾向・貧血に対し著明な効果を発
揮している。しかし、酵素補充療法は根本的
治療法ではないために治療は一生涯続き、治
療を受ける患者の負担は大変大きい。さらに、
血液脳関門を通過しないため、神経症状を呈
するⅡ型及びⅢ型患者の中枢神経症状には
効果が得られないという問題点がある。 
 
(4) 先天的な遺伝病の多くは、重要な機能を
持つタンパク質の点突然変異や部分的欠損
が原因で起こる。これらの変異によってタン
パク質分子は正しく折りたたまれなくなり、
機能が減退したり、異常な凝集体を形成する
ようになる。小胞体には新生タンパク質分子
の折りたたみ状態をモニターする品質管理
機構が存在し、品質管理からふるい落とされ
た未成熟なタンパク質分子はゴルジ装置へ
送られることなく小胞体に留められ、最終的
には分解過程へと送られる。最近、フォール
ディングに異常がある変異タンパク質であ
っても分子シャペロンを過剰発現させると
分解過程に移行するタンパク質の割合が減
少し、機能性の向上が認められるという報告
がなされている。 
 
（5）亜型 Fabry 病患者由来の変異酵素は、基
質に対する Km、Vmax は正常酵素と変わらな
いとの報告がある。また、酵素の合成自体に
は異常は認められないことも確認されてい
る。これら変異酵素を解析した結果、小胞体
内と同じ中性条件下においては、酵素活性の
速やかな失活が認められるのに対し、リソソ
ームと同じ酸性条件下では、その活性は正常
酵素よりは低いものの保持される傾向が見
られる。つまり、変異酵素は、熱安定性と中
性付近での pH 安定性が低下しているといえ
る。 

 
２．研究の目的 
(1) 内因性分子シャペロンと同様に、コンフ
ォメーションが不安定であったり、正しい折
りたたみ構造が取れないような変異酵素に
対し、コンフォメーションの安定化を促した
り、正しい折りたたみ構造の形成を促すよう
な化合物を外因的に加えることによって、変
異酵素が分解過程に回される割合を減少さ
せ、結果としてリソソーム酵素活性を向上さ
せうる化合物のデザインを行う。 
 
（2）具体的な化合物の探索・修飾にあたっ
ては、酵素の X 線結晶解析データに基づいた
Rational Design だけでなく、酵素と化合物の
induced fit を考慮したデザインを用いた。ま
た、作用メカニズムに関して小胞体品質管理
や小胞体関連分解との関わりを精査し、細胞
生物学的な基礎研究に裏打ちされた効果的
な治療法の確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（1）変異酵素の活性中心と可逆的に結合し、
かつ高い親和性を有する化合物ほどタンパク
分子のコンフォメーションを安定化させ、ゴ
ルジ装置へ輸送を手助けする能力が高いこと
が考えられた。従ってターゲット酵素が候補
化合物を認識するかどうかだけではなく、タ
ーゲット酵素と化合物の複合体の安定性、カ
イネティック分析を、同時に測定し候補化合
物を効率よく絞り込んだ。測定サンプルとし
ては、酵素の基質特異性の面から、ピラノー
ス環の酸素原子を窒素原子に置き換えたピロ
リジンあるいはピペリジンアルカロイドや炭
素環式糖アナログであるカルバ糖を中心に用
いた。 
 
（2）候補化合物については更に、ミューテー
ション部位の異なる多様なモデル細胞を用い、
酵素活性の測定ならびにウエスタンブロット
によるターゲット酵素タンパク量の増加の有
無を確認した。効果が認められた化合物につ
いては構造活性相関を検討し、作用発現に必
要な条件を検討するとともに、必要に応じて
系統だった一連の化学的・酵素的な修飾を実
行した。 
  
 
４．研究成果 
（1）スクリーニングの結果、ノルトロパン
アルカロイドである calystegine やピペリジン
型のイミノ糖に活性部位指向的なケミカル
シャペロン効果が確認された。以下に、イミ
ノ糖によるケミカルシャペロン効果につい
て、基本骨格ごとに研究成果を示す。 
 



(2) ノルトロパン型イミノ糖：初期スクリー
ニ ン グ の 結 果 、 calystegine B2 が 、
-glucocerebrosidase および-galactosidase A
に対して高い親和性を示した。そこで水酸基
の配位の異なる一連の calystegine 類について
測定を行い、構造活性相関を検討したところ、
calystegine B2 の 2- デ オ キ シ 体 で あ る
calystegine A5 および 2-エピマーである
calystegine B3では、両酵素に対する親和性が
著しく低下した。また、calystegine B2の C6exo
位に水酸基が配位した calystegine C1 では、
-glucocerebrosidase に対する親和性が、
calystegine B2 よりも強くなる一方で、
-galactosidase A に対する親和性は大きく低
下した。この現象は、C6exo 位に水酸基が配
位しているcalystegine B1においても確認され
た。以上の結果から、母核上の C2 位の位水
酸基が、エクアトリアルに配位していること
が-glucocerebrosidase および-galactosidase A
に対する強い親和性に必要であり、また
C6exo 位に水酸基が配位させることにより、
-glucocerebrosidase に対する選択性を向上さ
せることが可能であることが明らかになっ
た。更に、-galactosidase A に対する選択性
を向上させるデザインを模索した結果、ノル
トロパン骨格上の窒素原子にメチル基を導
入することにより、選択性が向上することが
示唆された。Calystegine B2および calystegine 
C1 を Gaucher 病モデル細胞に添加したとこ
ろ、有意な活性の上昇が認められた。一方、
N-methyl-calystegine B2を亜型 Fabry 病モデル
細胞に添加したところ、同様に明らかな活性
の上昇が認められたが、その効果は、既にケ
ミカルシャペロン作用が報告されているピ
ペ リ ジ ン 型 イ ミ ノ 糖
1-deoxygalactonojirimycin (DGJ)よりも弱かっ
た。 
 
(3) ピペリジン型イミノ糖：ピペリジン型イ
ミノ糖のうち、DGJ は既に-galactosidase A
に対し選択的な親和性をし、Fabry 病モデル
細胞の酵素活性を正常細胞の約 60％まで上
昇させることが報告されている。また、亜型
患者由来の cDNA を導入した TgM マウスに
おいても、30mg/kg body weight/day の濃度で
1 週間経口投与したところ、心臓、腎臓、脾
臓、肝臓で活性上昇を認め、特に心臓では非
投与群と比べ約 18 倍の酵素活性が認められ
たとの報告がある。そこで、本研究では、タ
ーゲット酵素を-glucocerebrosidase にしぼり、
スクリーニングを行った。ピペリジン型イミ
ノ糖は、ヘキソースの構造を忠実に擬態した
構造であるため、ピペリジン環上の水酸基の
配位が glucose と相同性が高い DNJ をベース
として各種誘導体化を試みた。その結果、DNJ
の N-アルキル誘導体 N-nonyl-DNJ (NN-DNJ)
は-glucocerebrosidase に対し Ki 値が 0.30 M

と強い親和性を示す優れた化合物であった。
しかしながらNN-DNJは、-glucocerebrosidase
だけでなく-glucosidase に対しても強い親和
性を示すことが明らかとなり、実用化に向け
ては、いかに-glucocerebrosidase に対する選
択性を高めるかという新たな課題が出てき
た。そこで、ピペリジン型イミノ糖にアルキ
ル側鎖を導入する位置を窒素原子ではなく
アノメリック位(C-1)に変え同様に検討した
ところ、-1-C-octyl-DNJではKi値が 0.28 M、
-1-C-nonyl-DNJ では Ki 値が 0.20 M と C-1
位 の ア ル キ ル 側 鎖 の 延 長 に 伴 っ て
-glucocerebrosidase に対する強い親和性が増
し、選択性も N-アルキル誘導体よりも優れて
いることが明らかになった。 
 
（4）ピロリジン型イミノ糖：ピロリジン型
イミノ糖は、加水分解酵素が基質を分解する
際の反応中間体を模しているといわれてい
る。これまでピロリジン型イミノ糖が活性部
位指向的なケミカルシャペロン効果を示す
という報告は、ほとんどなされていなかった
が、今回のスクリーニングの結果、ピペリジ
ン型イミノと比較するとその効果は低いも
ののいくつかの化合物にシャペロン活性が
認められた。実験の結果、これらピロリジン
型のイミノ糖は、ピペリジン型イミノ糖とは
異なり、細胞内糖鎖プロセシングに対し、最
大 1mM 添加によっても糖鎖構造に全く影響
を与えないことが明らかとなった。そのため
ピロリジン型イミノ糖は、従来型に代わる副
作用の発現を抑えた新たな基本化合物とな
りうる可能性が考えられた。しかしながら、
これまでピロリジン型イミノ糖は、ピロリジ
ン型イミノ糖と比べ、水溶液中におけるコン
フォメーションが安定せず、特定のグリコシ
ダーゼに対し選択的に結合することは難し
いとされてきた。しかしながら本研究成果に
より、特定の誘導体化を行うことにより、生
体内の pH に依存することなく、ほぼ一定の
コンフォメーションを保たせることが可能
であることが明らかになった。また、実際に
各種グリコシダーゼに対する結合指向性を
測 定 し た と こ ろ 、 -galactosidase や
-glucosidase に対する親和性は低下し、目的
とする-glucocerebrosidase に対する明らかな
選択性の向上が認められた。また、これら誘
導体を細胞に添加したところ、酵素活性の有
意な上昇が認められた。今後、生体内への吸
収及び代謝過程などを明らかにしていく必
要があるが、これらピロリジン型イミノ糖は、
新しいタイプのケミカルシャペロンと成り
得る可能性があると考えている。 
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