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研究成果の概要（和文）：β-glucocerebrosidaseに対する結合親和性および構造安定化作用の２つの観点からスクリ
ーニングを行った。その結果、高いシャペロン活性を持たせるためには活性中心に局在するE340、E235、D127の3つの
アミノ酸残基との相互作用が特に重要であることが明らかになった。更にタンパク-リガンドinduced fit docking解析
の結果から、母核構造は同じであっても、イミノ糖の水酸基の配位の違いにより結合配向が異なり、酵素の熱安定性お
よびシャペロン効果が変化することを初めて見いだした。また、母核構造が異なるイミノ糖を網羅的に合成し、断片化
していた阻害選択性に関する情報を集約した。

研究成果の概要（英文）：We report on the identification of the required configuration and binding orientat
ion of iminosugars against b-glucocerebrosidase. A molecular docking study revealed that strong-binding im
inosugars had a favorable van der Waals interactions and the hydrogen bonding. Calystegines, which is one 
of the candidates for pharmacological chaperone, bound into the same active site as isofagomine and the es
sential hydrogen bonds formed to Asp127, Glu235 and Glu340 were maintained. However, their binding orienta
tions were obviously different. It is noteworthy that Type 1 orientated calystegines effectively stabilize
d b-glucocerebrosidase, and consequently increased intracellular b-glucocerebrosidase activities in N370S 
fibroblasts, while Type 2 orientated calystegines could not keep the enzyme activity. These results clearl
y indicate that the binding orientations of iminosugars are changed by the configuration of the hydroxyl g
roups.
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１．研究開始当初の背景 
(1) リソソーム病は、リソソームに局在する
特定の酸性加水分解酵素の活性が欠損又は
低下により、対応する未消化の糖脂質がリソ
ソーム内に蓄積することが要因とされる先
天性代謝疾患の総称である。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。 
 
(2) ゴーシェ病は、リソソーム酵素である
-glucocerebrosidase の活性低下に起因する疾
患であり、-glucocerebrosidase の基質である
glucosylceramide (以下、GlcCer)が肝、脾、骨
髄などに蓄積し、多様な臨床症状が現れる。
ゴーシェ病は、臨床症状の違いにより 1型か
ら 3 型に分けられる。1 型は、発症に至る年
齢が比較的高く、中枢神経障害を併発しない
特徴を有する。一方、乳児・新生児に発症す
る 2型および幼児期に発症する 3型は、中枢
神経障害を併発するのが特徴である。 
 
(3) 現在、1型ゴーシェ病に対する治療法とし
て酵素製剤 cerezymeTMが保険適用され、実用
化されているが、酵素製剤が血液脳幹門を通
過できないため、神経症状が現れる 2 型、3
型の患者には効果が期待できない。 
 
(4) リソソーム病は、当該酵素の残存活性の
有無により、古典型と亜型に分類される。こ
のうち亜型は、酵素合成に異常は認められな
いものの、特定のアミノ酸残基が１箇所ミュ
ーテーションを起こすことにより正しい三
次元構造がとれないため発症する。これらミ
ューテーションタンパク質は、中性条件下の
環境にある小胞体では、不安定であり著しい
活性低下が認められるが、小胞体品質管理機
構を通過し、本来機能すべき酸性条件下のリ
ソソームまで輸送されれば、安定構造を保持
できることが明らかにされている。 
 
２．研究の目的 
(1) リソソーム病のうち、ファブリー病に関
してはミューテーションタンパク質のフォ
ールディングを促し、コンフォメーションを
安定化させる実用的なファーマコロジカ
ル・シャペロンが見いだされているが、それ
以外のリソソーム病で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という問題
点がある。そこで本研究課題ではゴーシェ病
に対するシャペロン療法に最適なイミノ糖
のデザイン合成と効果の評価を目的とした。 
 
(2) これまで報告されているイミノ糖型シャ
ペロンは、ピペリジン型イミノ糖に限定され
ており、また、シャペロン効果を発揮するた
めに必要な OH基の配位や結合配向等に関す
る網羅的な研究は行われていない。そこで、
本研究では、ピペリジン型イミノ糖を出発と
し、ピロリジン型やノルトロパン型など、柔
軟かつ汎用性の高いシャペロンのデザイン

を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）これまでゴーシェ病治療薬候補として
フェーズIIまで進んだ実績をもつisofagomine
関連化合物を通して、-glucocerebrosidase活
性中心近傍の環境を解析し、より強力なアフ
ィニティーを持つための条件を探った。Isofa
gomineを含む全異性体4種は、5-hydroxymethy
l-3-piperideneを経由する立体選択的合成を行
った。具体的には、N-Boc-5-hydroxymethyl-3-
piperideneにNMO存在下、触媒量のOsO4を反
応させた後、脱保護を行い3-epi-isofagomine
および4-epi-isofagomineを得た。また、N-Boc
-5-hydroxymethyl-3-piperideneのオレフィン部
を環状スルフェートとし、PhCO2HとCs2CO3

を反応させた後、加水分解を行うことにより、
isofagomineおよび3,4-diepi-isofagomineを得た。 
 
(2) 、ヒト-glucocerebrosidase に対する結
合親和性を指標としたスクリーニングを行
った。候補化合物については更に、熱安定性
に及ぼす効果、ゴーシェ病患者由来線維芽細
胞を用いたシャペロン効果の評価を行った。 
効果が認められた化合物については、一連の
異性体及び関連化合物の合成を行い、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) 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
ためには、変異酵素の活性中心に対し可逆的
に結合し、かつ高い親和性を示すことが必要
である。従って、まず Gaucher病の原因酵素
である β-glucocerebrosidaseの活性中心近傍の
環境を理解する目的で、isofagomine類および
構造的共通性を有する 1-deoxynojirimycin 類
や fagomine 類を選択し、β-glucocerebrosidase
との結合様式について解析を行った。その結
果、代表的なピペリジン型イミノ糖である
1-deoxynojirimycinや fagomineは、1mM添加
でも β-glucocerebrosidaseに対し親和性を示さ
ず、むしろ-glucosidase に対して強い親和性
を示した。一方、D-isofagomineや calystegine 
B2など環内の窒素原子がグルコースの C1 位
にシフトした 1-N型イミノ糖では明らかな親
和性が認められ、特に D-isofagomine は、
β-glucocerebrosidase に対し IC50値が 0.063μM
と非常に高い親和性を示した。また、光学異
性体である L-isofagomine にも阻害が認めら
れたが、その効果は D体と比べ約 1,000倍弱
かった。次に D-isofagomine の全異性体を化
学合成し、β-glucocerebrosidase に対する親和
性の変化を網羅的に精査したところ、
D-Isofagomine の C3 位のエピ化により親和
性は著しく低下し、更に C3,4 位のジエピ化
により阻害活性は、ほぼ完全に消失した。タ
ンパク- リガンド induced fit docking 解析か



ら、D-3-epi-isofagomine では、D-isofagomine 
と β-glucocerebrosidase との間で認められる
C3 位OH基とAsp127 および Trp179 の水素
結合が形成できないことが明らかとなり、こ
れが活性低下の要因であると推察された。更
に、IFDscore 上位 10 構造を観察した結果、
阻害活性が消失した 3,4-di-epi-isofagomine で
は 配 座 が 全 て ば ら つ い て お り 、
β-glucocerebrosidase の活性中心において安定
な配座を維持できていないことが示された。 
 
(2) 活性中心における isofagomine 類と
β-glucocerebrosidase との水素結合及び結合安
定性試験の結果を更に発展させる目的で
DMDP に代表されるピロリジン型イミノ糖
の D 体、L 体を含む全 10 種の異性体の合成
を行い、β-glucocerebrosidase に対する親和性
及び阻害選択性を網羅的に検討した。その結
果、DMDPは、β-glucocerebrosidaseに対して
μM オーダーの強い IC50値を示す強力な阻害
剤であった。一方、鏡像異性体である
L-DMDP は 、 標 的 と し て い る
β-glucocerebrosidase に対する阻害活性は完全
に消失し、逆に、α-glucosidase に対して IC50

値が 1.2-5.8 μM と強力な阻害活性を示した。
また、メソ-allo 体では、α-galactosidase およ
び α-L-fucosidaseに対する阻害活性が発現し、
β-glucocerebrosidase に対する阻害選択性が低
下するなど、水酸基の配置により親和性およ
び阻害選択性が大きく変化する事が示唆さ
れた。次に、β-glucocerebrosidase に対して高
い親和性を示した DMDP をリードとして、 
更なる高親和性化合物の合成及び活性評価
を行った。DMDPの C2位ヒドロキシメチル
基を持たないDABは、親化合物であるDMDP
と比べ、α-glucosidase に対する親和性が高ま
り、β-glucocerebrosidase に対する阻害選択性
が低下した。更に N-alkyl-DABでも同様の傾
向が認められた。一方、DAB の C1 を alkyl
化したところ、β-glucocerebrosidase の親和性
は上昇した。そこで 1-C-アルキル鎖を順次延
長したところ、1-C-アルキル鎖の炭素数増加
に伴い、β-glucosidase に対する阻害活性は増
強されることが明らかになった。以上の結果
か ら 、 DAB の 1-C- ア ル キ ル 化 は
β-glucocerebrosidase をターゲットとする新た
なファーマコロジカルシャペロンとして機
能する可能性が示された。 
 
(3) 植物由来のイミノ糖であるcalystegineは、
isofagomineと同じ1-N型イミノ糖構造を有す
ることに着目し、タンパク-リガンドinduced fit 
docking解析の結果を行った。その結果、
calystegine A3、B3およびB4は、calystegine B2

同様、β-glucocerebrosidaseの活性中心に対し競
合的に結合するものの結合配向が異なり、
calystegine B2とA3はType I型、calystegine B3と
B4はType II型を取っていることが示唆された。
更に、これら calystegine は、いずれも
isofagomineと同様、β-glucocerebrosidaseの基質

認識に重要なアミノ酸により認識を受けてい
たが、Type II型のcalystegine B3およびB4では、
窒素原子とE235とのクーロン相互作用を欠い
ていることが明らかになった。また、Type I
型の結合配向を示したcalystegine B2とA3は酵
素の熱安定性を高めるとともにゴーシェ病モ
デル細胞であるN307S細胞に対して有意なシ
ャペロン効果を示した。本研究課題では、
β-glucocerebrosidase に対し高い親和性を示す
ためにはE340、E235、D127の3つのアミノ酸
残基との相互作用が必要であることを見いだ
すとともに、イミノ糖の水酸基の配位の違い
により、β-glucocerebrosidaseに対する結合配向
し、酵素の熱安定性およびシャペロン効果が
変化することを初めて報告した。更にDMDP
やHNJなど、D体、L体を含む全異性体の合成
を行い、これらイミノ糖が各種グリコシダー
ゼに及ぼす効果を網羅的に解析し、断片化し
ていた阻害選択性に関する情報を集約し、医
薬品応用の可能性を見いだした。 
 
(4) 本研究課題では、目標であった
β-glucocerebrosidase の活性中心におけるイミ
ノ糖との水素結合の解析及び結合安定性試
験を行うことができた。特に、これまで医薬
品開発がほとんど行われてこなかった
DMDP に代表されるピロリジン型イミノ糖
の D 体、L 体を含む全 10 種の異性体の合成
を行い、これらイミノ糖が各種グリコシダー
ゼに及ぼす効果を網羅的に解析できた。また、
同様に D-マンノースから 8 種類の
α-homonojirimycinを網羅的に合成し、グリコ
シダーゼに対する阻害選択性の評価を行っ
た。更に、アゼチジン型やアゼパン型など、
母核構造が異なる複数の化合物についても
積極的に合成およびスクリーニングを行い、
簡便かつ系統的なイミノ糖の合成と、断片化
していたグリコシダーゼに対する阻害およ
び選択性に関する情報を集約し、医薬品応用
の可能性を検討した。 
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