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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ライソゾーム病の一つ、β-ガラクトシダーゼ欠損症に対し、アロステリ
ックシャペロン化合物の開発を行い、候補化合物２個を同定した。また、既存の基質競合阻害型シャペロン化合物を元
に、側鎖構造を変換した新規化合物を合成し、阻害活性の低い新規化合物を開発した。この化合物はいくつかの変異酵
素に対し有意な酵素活性上昇効果を示す、新規シャペロン候補化合物であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have explored to develop non-inhibitory chaperone compounds for 
human beta-galactosidase deficiency. Screening of the compound library found two candidates, which showed 
stabilization activity to beta-galactosidase enzyme in vitro without substrate competitive inhibition 
activity. We also identified a new chaperone candidate, conduramine-F4 based on a lead compound, NOEV. 
This compound showed a decreased inhibitory activity and increased enzyme enhancing activity against 
human beta-galactosidase in vitro, indidated as a new chaperone candidate for this disease.

研究分野：小児神経学
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１．研究開始当初の背景 
我々は、先天代謝異常症であるライソゾー
ム病の脳病態に有効な新規治療法として、ケ
ミカルシャペロン療法を開発してきた。この
方法では、標的酵素の活性中心部位に結合す
る低分子化合物（ケミカルシャペロンまたは
シャペロン化合物）を用い、患者細胞内の変
異酵素を安定化することで、残存酵素活性を
上昇させる。また、低分子化合物は、疾患モ
デルマウス投与試験の結果、血液脳関門を通
過し、脳への効果を発揮した。このコンセプ
トにより、GM1-ガングリオシドーシス、ゴ
ーシェ病、ファブリー病などに対する化合物
を開発してきた。一方で、シャペロン化合物
は、基本的に標的酵素に対する基質競合阻害
剤であることから、高濃度で使用すると阻害
活性を発揮した。また、シャペロン効果は変
異型特異的であり、有効な変異型に限りがあ
り、新しいタイプのシャペロン化合物の開発
が求められていた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、ライソゾーム病に対する
既存の阻害剤ベースのシャペロン化合物の
限界を克服するため、基質結合部位以外に結
合することで阻害活性を持たず、さらに酵素
安定化活性を示す、アロステリックシャペロ
ン化合物の開発を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では、これまで多くのシャペロ
ン化合物を開発してきた、GM1-ガングリオ
シドーシスを標的疾患とし、欠損酵素 β-ガラ
クトシダーゼに対する新規シャペロン化合
物の開発を行った。 
3-1). 蛍光標識法を用いた試験管内蛋白質安
定化アッセイ法と化合物ライブラリースク
リーニング 
蛋白質疎水残基に結合し、蛍光を発する蛍光
物質を用い、蛋白質フォールディング状態を
検出した。精製ヒト β-ガラクトシダーゼとシ
ャペロン候補化合物を試験管内で混和後、
48℃で 30分加温した。その後、PSA dye 
(ProFoldin)を加え、室温５分間反応後、蛍光
プレートリーダー（ex. 535 nm / em. 615 
nm）で蛍光強度を測定した。化合物ライブ
ラリーの探索は FDA認可薬化合物ライブラ
リー（ENZO Life Sciences）640化合物を用
い、スクリーニングを行った。 
3-2). ライソゾーム酵素活性即的と試験管内
基質競合阻害活性試験 
β-ガラクトシダーゼ酵素活性は、蛍光標識さ
れた人工基質 4-methylumberyferyl 
(4-MU)-beta-D-galactosideを用い、測定し
た。試験管内基質競合阻害活性は、ヒト β-ガ
ラクトシダーゼとシャペロン候補化合物、お
よび 4-MU人工基質を混和後、37℃30分反
応させ、蛍光プレートリーダー（ex. 380 nm 
/ em. 510 nm）で測定を行った。 
3-3). 培養細胞に対するシャペロン活性の測

定 
培養細胞に対するシャペロン活性の測定は、
GM1-ガングリオシドーシス患者由来培養皮
膚線維芽細胞と、GLB1遺伝子ノックアウト
マウス由来線維芽細胞株に、変異 GLB1 
cDNAを一過性発現させた細胞を用いて行っ
た。患者皮膚線維芽細胞および変異 GLB1 
cDNA一過性発現マウス細胞株をシャペロン
候補化合物を含む培地で４日間培養後、細胞
抽出液を回収し、細胞内 β-ガラクトシダーゼ
を 4-MU基質で測定した。化合物非投与細胞
の β-ガラクトシダーゼ活性に対し、化合物投
与細胞の活性を比較することで、化合物の酵
素活性上昇効果（シャペロン活性）を測定し
た。 
 
４．研究成果 
ヒトβ-ガラクトシダーゼに対する安定化
活性を指標に、FDA認可薬化合物ライブラリ
ーのスクリーニングを行った。結果、有意な
安定化活性を示した２化合物（化合物 X、化
合物 Y）を同定した（図１）。この２化合物の
うち、化合物 Xは NOEVと同等の、化合物
Y は NOEV よりやや弱いものの、ともに有
意な試験管内β-ガラクトシダーゼ酵素安定
化作用を認めた（図 2A）。一方で、基質競合
阻害活性は、ともに示さなかった（図 2B）
ことから、これらの基質結合活性中心部位に
は結合しない、アロステリックシャペロン候
補化合物である可能性を示唆した。以前のポ
ンペ病に対するアロステリックシャペロン
の解析に関する報告では、アロステリックシ
ャペロン化合物は、基質競合阻害型シャペロ
ン化合物とは異なる変異型に有効性を示す
ことが分かっている（Porto et al., Mol Ther, 
2012）。今回同定した、２化合物についても、
既存の基質競合阻害型シャペロン化合物で
ある NOEVが有効性を示す変異型（R201C, 
R201H, R457Qなど）をもつ培養皮膚線維芽
細胞に対して、有意な酵素活性上昇効果（シ
ャペロン効果）を認めなかった。現在、変異
cDNA発現細胞系を用い、様々な変異型に対
する効果を検討しており、今後、有効性を示
す変異型が明らかになるものと思われる。 
次に、既存の基質競合阻害型シャペロン化
合物を元に、側鎖構造を改変することで、阻
害活性が低い新規シャペロン化合物の開発
を行った。NOEV は我々が開発してきたβ-
ガラクトシダーゼに対する基質競合阻害型
シャペロン化合物であるが、培養細胞試験お
よびモデルマウス投与試験において、高濃度
使用時の阻害活性による副反応が問題とな
っていた。そこで、今回 NOEV の側鎖構造
を改変した新規化合物を複数合成し、スクリ
ーニングを行った。その中の１化合物、
N-substituted conduramine-F4（図３）を同
定した。この化合物は、試験管内基質競合阻
害活性において、NOEVより約 35倍低い活
性を示し、また、培養細胞試験において、
R201C 変異β-ガラクトシダーゼに対し、



NOEV よりやや高いシャペロン活性を認め
た。β-ガラクトシダーゼ欠損症培養皮膚線維
芽 細 胞 に 対 す る 効 果 試 験 の 結 果 、
conduramine-F4 は NOEV の効かない変異
型（I51T, W273L, G438E）に対し有意なシ
ャペロン効果を認めた（図４）。以上の結果
から、conduramine-F4 は阻害活性の低い基
質競合阻害型新規シャペロン化合物である
ことが分かった。 

 

 
 

 
 

 

 

 
 
今後、アロステリックシャペロン候補化合
物について、分子モデリングなどにより、酵
素結合部位の同定をする必要がある。また、
β-ガラクトシダーゼはライソゾーム内で

PPCA、Neuraminidase と複合体を作るが、
化合物の結合状態における蛋白質複合体の
様態について、詳細に調べる必要がある。一
方で、conduramine-F4について、変異 cDNA
発現細胞系を用い、広範な変異型に対する効
果を明らかにする必要がある。また、モデル
マウス投与試験により、血液脳関門の通過お
よび脳への有効性を確証することで、シャペ
ロン治療薬候補化合物としての有効性の検
討を行う予定である。 
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