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研究成果の概要（和文）：ムコ多糖症の脳病態に有効な低分子シャペロン薬候補化合物の探索を行った。試験管
内試験の結果、ムコ多糖症II型およびムコ多糖症IIIB型に対する候補化合物を選別した。また、患者皮膚由来培
養線維芽細胞および変異酵素cDNA発現細胞系を用いた検討の結果、候補化合物は変異型特異的な酵素活性上昇効
果を認め、新規シャペロン治療薬候補化合物としての活性を認めた。今後は、薬物動態試験、in vivo薬効試験
を行うことで、治療薬としての開発が進むものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have screened novel small molecular chaperone compounds for 
mucopolysaccharidoses. In vitro screening identified several candidate compounds for both MPSII and 
MPSIIIB diseases. Cell culture testing with patients’s derived fibroblasts or mutant enzyme cDNA 
expression have revealed that some of these compounds enhanced the residual enzyme activities in 
mutation specific manner. Further pharmacokinetic analyses and drug efficacy evaluations are needed 
to develop the compounds as novel chaperone therapies for these diseases.

研究分野：人類遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ムコ多糖症の脳病態に対する、新規シャペロン治療薬の候補化合物の開発は、現時点で有効な治療法の存在しな
い疾患に対する治療法の開発につながり、意義があるものと考えられる。また、経口投与の可能なシャペロン療
法は、酵素補充療法の代替え治療として、開発の意義は高い。さらに、シャペロン化合物の効果の変異特異性
は、変異酵素蛋白質構造の構造異常との相関を明らかにすることで、この疾患の蛋白質病態の解明に有用な知見
となると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ライソゾーム病は、真核生物にある細胞内小器官の一つライソゾーム内に局在する加水分解
酵素などの遺伝的欠損により引き起こされる疾患群の総称で、50 種類以上の異なる疾患からな
る。臨床症状は損傷をうける細胞・組織により異なるが、肝・脾腫大や骨異常などの広範な症状
を示し、また多くの疾患は新生児期から小児期に進行性の重篤な中枢神経症状を主症状として
発症する。ライソゾーム病の治療法として、酵素補充療法、造血幹細胞移植療法などが広く行わ
れているが、高分子の酵素蛋白質は血液脳関門を通過できず、脳への効果は認められない。我々
は、ライソゾーム病脳病態に有効性を示す新規治療法として、ケミカルシャペロン療法（または
シャペロン療法）の開発を行ってきた。この方法では、標的酵素に結合できる低分子化合物（シ
ャペロン化合物）を用い、患者細胞内で変異酵素に結合させることで、酵素蛋白質の構造異常を
補正し、残存酵素活性を上昇させることで効果を発揮する。また、低分子物質であるシャペロン
化合物は、血液脳関門を通過し脳への効果を示し、経口投与が可能となるなどの利点がある。こ
れまで、我々は、GM1-ガングリオシドーシス、ゴーシェ病、ファブリー病などのライソゾーム
病に対する新規シャペロン化合物の開発を行ってきて、他のライソゾーム病への応用が期待さ
れていた。 
 
２．研究の目的 
 ムコ多糖症は、細胞内ライソゾームにおいてムコ多糖を分解する酵素の遺伝的欠損により起
こる疾患で、12の異なる酵素欠損からなるライソゾーム病である。ムコ多糖症 II型（MPSIIま
たはハンター病）はイズロン酸-2-スフファターゼをコードする IDS 遺伝子変異によりおこる。
症状は特徴的顔貌、関節拘縮、椎体変形を示し、重症型では幼児期から精神運動発達障害、多動
を示す。この疾患に対して、酵素補充療法が行われており、骨異常などに対する有効性は認めら
れているが、脳への効果はなく、新規治療法の開発が求められていた。本研究課題では、MPSII
の欠損酵素であるヒト IDS に対する新規シャペロン薬候補化合物の探索を行い、試験管内およ
び培養細胞に対する効果を検証することを目的とした。また、同様の手法を用い、ムコ多糖症
IIIB 型に対する新規シャペロン薬候補化合物の探索も行った。さらに、従来のシャペロン化合
物は標的酵素の基質類似構造を持ち、基質結合部位に結合する阻害剤であったが、本課題では、
新規に樹立したスクリーニグ系を用い、阻害活性のない新しいタイプのシャペロン化合物の同
定も試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 酵素活性測定 

MPSIIの欠損酵素ヒト IDS、およびMPSIIIBの欠損酵素ヒト NAGLUの測定は、共に蛍光
標識（4-MU）された人工基質を用い、測定した。 
(2) シャペロン候補化合物のスクリーニング 
低分子化合物ライブラリー（1,118 化合物）を用い、試験管内酵素基質競合阻害活性を指標と
し、ヒト IDS 酵素、およびヒト NAGLU 酵素に対し阻害活性を示す化合物のスクリーニングを行っ
た。また、精製ヒト IDS 酵素蛋白質を用い、同様の化合物ライブラリーから、酵素安定化活性を
示す化合物のスクリーニングを行った。 
(3) 試験管内阻害活性試験と試験管内酵素安定化活性試験 
 スクリーニングで得られた各候補化合物について、ヒト IDS またはヒト NAGLU に対する濃度
依存的な試験管内基質競合阻害活性を検討し、IC50 値を算出した。また、同様に試験管内酵素
安定化活性を測定した。 
(4) 培養細胞試験を用いたシャペロン効果試験 
 シャペロン候補化合物について、①患者由来培養皮膚線維芽細胞、②ヒト変異酵素 cDNA 発現
細胞系、を用い、変異酵素に対する酵素活性上昇効果（シャペロン効果）の検討を行った。皮膚
線維芽細胞については、培地中に各化合物添加 4日後の細胞内酵素活性を測定した。また、変異
酵素発現細胞系については、ゲノム編集で IDS ノックアウトした細胞株にヒト変異 IDS cDNA 発
現ベクターを導入後、化合物を含む培地で 2日間培養後の細胞内酵素活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 候補化合物のスクリーニングと試験管内活性 
 MPSII の欠損酵素ヒト IDS に対し、阻害活性スクリーニグと酵素安定化活性スクリーニングに
より、阻害剤ベースの候補化合物と阻害活性を示さない候補化合物を得た。また、MPSIIIB の欠
損酵素ヒト NAGLU に対し、阻害活性スクリーニングを行い、候補化合物を複数得た。IDS と NAGLU
に対する阻害活性スクリーニグにより得られた候補化合物は、いずれもそれぞれの標的酵素に
対し、濃度依存的な試験管内基質競合阻害活性を認めた（図 1）。一方、IDS に対する安定化活性



スクリーニングにより得られた
化合物は、いずれもヒト IDS に対
する阻害活性は認めなかった。 
 

 
(2) ヒト線維芽細胞に対するシャペロン活性 
 異なる変異型を有する MPSII 患者
由来培養皮膚線維芽細胞を用い、候
補化合物の変異 IDS 活性に対する活
性上昇効果（シャペロン効果）を検
討した。結果、いくつかの化合物に
おいて、変異酵素活性に対するシャ
ペロン効果を認め、化合物#103 は
MPSII Patient#1 細胞において 1.8
倍 の 、 化 合 物 #105 は MPSII 
Patient#2 細胞において 2.4 倍の活
性上昇を認めた（図 2）。また、同様
の検討を MPSIIIB 患者由来皮膚線維
芽細胞を用い行った結果、化合物
#301は MPSIIIB Patient#1細胞にお
いて3.2倍の、化合物#310はMPSIIIB 
Patient#2 細胞において 5.8 倍の高
い酵素活性上昇効果を認めた（図
3）。しかし、いくつかの細胞におい
ては、いずれの化合物でも活性上
昇効果を認めなかったことから、
化合物のシャペロン効果の変異型
特異性を示唆した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) シャペロン候補化合物のヒト変異 IDS に対する効果 
 シャペロン候補化合物の変異酵素に対す
る効果を調べるために、ヒト変異酵素発現
細胞系を構築した。まず、ヒト IDS 遺伝子
をゲノム編集法により完全欠損した細胞株
に、MPSII 患者で報告のある異なる変異型を
導入したヒト変異 IDS cDNA 発現ベクターを
一過性に導入後、抗 IDS を用い、免疫蛍光
染色（図 4A）および、ウェスタンブロット
法（図 4B）により、IDS 酵素蛋白質の発現を
確認した。次に、同様の手法で 30種類の変
異 IDS 酵素を一過性に発現後、各化合物を



含む培地で培養後の細胞内 IDS 酵素活性を測定し、化合物の変異 IDS に対するシャペロン活性
を測定した。図 5では 10変異についての結果を示すが、化合物#105 は、30 変異のうち約半数の
変異型に対し、1.5 倍以上の酵素活性上昇効果を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、MPSII に対し、阻害活性を有するタイプのシャペロン候補化合物と阻害活性
を示さない新しいタイプのシャペロン候補化合物をそれぞれ同定した。また、MPSIIIB に対し、
阻害活性を有するタイプシャペロン候補化合物を同定した。また、いくつかの化合物においては、
培養細胞に対し、変異酵素活性を上昇する効果を認めた。今後は、候補化合物の細胞内の GAG 含
量に対する軽減効果の有無を判定することで、細胞病態に対する効果を検証する必要がある。ま
た、阻害活性を示さない化合物は、従来の基質結合部位以外の結合部位を同定する必要がある。
さらに、今回の化合物はいずれも低分子化合物であるが、薬物動態、特に脳への移行性、および
モデル動物に対する治療実験を行うことで、ムコ多糖症脳病態に有効なシャペロン薬の開発へ
つながるものと考えられた。 
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