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研究成果の概要（和文）：ファブリー病は、酵素α-ガラクトシダーゼA（GLA）をコードする遺伝子に異常があ
ることにより発症する遺伝病です。しかし、GLA遺伝子に異常があるにもかかわらずファブリー病にならない遺
伝子変異があるため、病気になる遺伝子変異と何が違うのか蛋白質レベルで比べることで、その原因の解明を目
指しました。その結果、病気にならない遺伝子変異によって作られるGLA蛋白質は病気になる遺伝子変異によっ
て作られるGLA蛋白質に比べて、細胞の中で安定であることが明らかになりました。

研究成果の概要（英文）：Fabry disease is caused by mutation of GLA gene, leading to deficiency of α
-galactosidase A activity. In this study, we compared functional polymorphisms with mutations 
leading to later-onset Fabry disease. The stability of GLA proteins of functional polymorphism was 
more stable than those of mutation with later-onset at neutral pH condition. 

研究分野：生化学

キーワード： ライソゾーム病　遺伝子変異　臨床表現型

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ファブリー病の診断において、新しいGLA遺伝子変異が見つかった場合、それが病気を引き起こす遺伝子変異で
あるか否かの判断が難しいことがあり、臨床現場で問題となっています。今回の研究成果は、ファブリー病のメ
カニズムの一部を明らかにしたとともに、新しい遺伝子変異が見つかった場合に病気を引き起こす遺伝子変異で
あるか判断するための有益な参考情報になると考えられます。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ファブリー病は、リソソーム性加水分解酵素であるα-ガラクトシダーゼ A(GLA)の遺伝子変
異により GLA活性が顕著に低下し、その基質である糖脂質が蓄積する X染色体性の遺伝病で、
難病に指定されている。ファブリー病患者は、臨床症状から古典型男性患者、遅発型男性患者、
ヘテロ接合体女性患者の 3 つに分類される。古典型男性患者は、少年期から低汗症や四肢疼痛
等を、壮年期以降に心障害、腎障害や脳血管障害を起こす。遅発型男性患者は、少年期の症状が
無く、壮年期以降に心障害、腎障害や脳血管障害を起こす。ヘテロ接合体女性患者は、X染色体
のランダムな不活化により、古典型男性患者と同様の症状を示す患者からほとんど臨床症状を
示さない患者までおり、臨床症状は多様である。このように、ファブリー病患者は特徴的な臨床
症状を示さないため、臨床症状から診断することが非常に難しく、診断の際はファブリー病特異
の検査（GLA活性、GLA遺伝子解析、蓄積物質の解析等）を行うことが必要である。ファブリ
ー病の治療薬が承認されたことにより、近年、新生児スクリーニングやハイリスクスクリーニン
グなどが日本を含めた世界中で実施されるようになり、ファブリー病の頻度は従来考えられて
いたよりも高い（日本では約 1万人に 1人）ことや新規の GLA遺伝子変異が次々に見つかり合
計で 1,000種類を超えることがわかってきた。 
我々は、日本人で比較的多く見つかる p.E66Qアミノ酸置換が、GLA活性の低下を示すにも
かかわらずファブリー病を発症しない機能的多型であることを報告しており、海外でも
p.R118C, p.A143T, p.D313Yアミノ酸置換が機能的多型である可能性が高いと報告されており、
新規にこのような機能的多型が見つかった場合、ファブリー病と誤診されてしまう可能性があ
る。また、一方、我々は日本人で比較的多い p.R112H, p.N215S, p.M296I変異を持つ患者では、
ファブリー病を引き起こすが臨床症状は特に軽度であり、男性患者においても残存 GLA活性が
あり蓄積物質の量も著しく低く、特に女性患者では対照と区別できないことがあるため、機能的
多型と誤診されてしまう可能性があることを報告している。このように臨床では、新生児のよう
な臨床症状がまだ見られない時期や女性患者で新規アミノ酸置換が見つかった場合、その新規
アミノ酸置換が病因変異であるか機能的多型であるかを判断することが非常に困難であるため
問題となっている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、遅発型の中でも特に軽度な臨床症状を引き起こすミスセンス変異 3 種類
（p.R112H, p.N215S, p.M296I）と機能的多型と考えられる 4種類（p.E66Q, p.A143T, p.R118C, 
p.D313Y）を蛋白質レベルで比較し、病気と非病気の境界の解明を目指す。これにより、ファブ
リー病の遺伝子変異と臨床症状の相関性が蛋白質レベルで解明されるとともに、診断で新規ア
ミノ酸置換がどちらであるか判断するための基礎データが得られることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
（１）COS-7 細胞に発現させた変異 GLA 蛋白質の比較 
哺乳類細胞発現用ベクターに挿入された 9種類(野生型、古典型ミスセンス変異１種類、遅発
型ミスセンス変異３種類、機能的多型４種類)の GLA 遺伝子を COS-7 細胞にリポフェクション法
により導入する。そして、発現させた変異 GLA 蛋白質の酵素活性と蛋白質量を解析する。 
 
（２）酵母を用いて精製変異 GLA 蛋白質を作製し、性状(活性・安定性)を比較 
初めに各変異 GLA 蛋白質を培養液中に分泌する安定発現酵母株を樹立する。そして、培養液か
らカラムクロマトグラフィーを用いて CBB 染色でシングルバンドになる程度まで精製する。次
に精製変異 GLA 蛋白質の性状を比較するために、酵素学的パラメータの算出と熱安定性の解析
を行う。熱安定性の解析は、リソソームの pH である酸性条件とその他の細胞小器官の pHである
中性条件において、37℃熱処理した後の残存酵素活性の測定により機能低下を、サーマルシフト
アッセイによる熱変性温度(Tm)の測定により立体構造の崩壊を解析することで行う。 
 
（３）In silico で変異 GLA 蛋白質の立体構造モデルを構築し、立体構造変化を比較 
野生型 GLA の立体構造を鋳型として、分子モデルソフト TINKER を用いて、各アミノ酸置換が
起きた際にエネルギー的に最も安定となる立体構造モデルを構築する。これを野生型と重ね合
わせ、GLA 分子内の影響を受けた原子の数とその移動距離(Root-mean-square distance)、活性
部位への影響の程度、及び置換したアミノ酸の位置(Accessible surface area)を解析する。 
 
 

  



４． 研究成果 
（1）COS-7 細胞に発現させた変異 GLA 蛋白質の比較 
    COS-7 細胞に対照である野生型と代表的な古典型ミスセンス変異 1種類（p.R112C）とと
もに、遅発型ミスセンス変異 3種類と機能的多型 4種類を一過性過剰発現させ、72 時間後
に GLA 活性と GLA 蛋白質量を解析した（図１）。機能的多型の方が遅発型ミスセンス変異に
比べて GLA 活性が高く、GLA 蛋白質量も多い傾向がみられたが、機能的多型のなかでも
p.R118C と p.A143T は p.E66Q と p.D313Y に比べて低く、遅発型ミスセンス変異に近い値を
示すことが確認された。また、p.N215S の分子量が他に比べて小さかったが、これは N-結
合型糖鎖が結合するアスパラギンに変異が起きているため、糖鎖が 1本結合しなかったた
めと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）酵母を用いて精製変異 GLA 蛋白質を作製し、性状(活性・安定性)を比較 
 ①精製変異 GLA の酵素活性 
各変異 GLA 蛋白質を培養液中に 
分泌するメタノール資化性酵母株 
を樹立し、その培養液約 10L から 
変異 GLA 蛋白質を 0.5-2mg 精製し 
た。 
p.N215S 変異 GLA は、COS-7 細胞 
での発現同様、分子量が小さかっ 
たが、糖鎖除去処理することで他 
と同じ分子量になったため、哺乳 
類細胞で作製した GLA 蛋白質と同 
様であることが確認され、本研究 
の目的に適した精製酵素であるこ 
とが確認された（図 2）。 
これらの変異 GLA の酵素学的パ 

   ラメータ（Km、Vmax）は野生型 
GLA とほとんど同じであることから（表１）、全ての変異において酵素の機能低下は起きて 
いないことが確認された。 
 
②精製変異 GLA の安定性 
37℃熱処理した後の残存酵素活性の測定により機能の低下を解析したところ（図２-A）、
リソソームの pHである酸性条件下では野生型よりもやや低いものの、全ての変異 GLA は極
めて高い安定性を保持していることが確認された。一方、リソソーム以外の細胞内 pH であ
る中性条件では、p.N215S, p.E66Q, p.R118C, p.D313Y は野生型よりも低いが安定性が保持
されるものの、p.R112H, p.M296I, p.A143T はほとんど失活した。このことから、遅発型ミ
スセンス変異は機能的多型に比べて中性での安定性が低い傾向にあることが確認された。 
立体構造が崩壊する熱変性温度（Tm）を解析したところ（図 2-B）、リソソームの pH であ
る酸性条件下では、全ての変異 GLA が野生型よりもやや低いものの極めて高い安定性を保
持していることが確認された。一方、リソソーム以外の細胞内 pH である中性条件下では、
p.M296I は野生型と同程度の安定性を、p.N215S, p.E66Q, p.R118C 及び p.D313Y は野生型
よりもやや低い安定性を、p.R112H と p.A143T は野生型よりも大きく低下した安定性を示し
た。 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) In silico で変異 GLA 蛋白質の立体構造モデルを構築し、立体構造変化を比較 
  コンピューターを用いて変異 GLA 蛋白質の立体構造モデルを構築し、各アミノ酸置換によ
り GLA 蛋白質にどのような立体構造変化が起きるかを予測し、野生型と比べて位置が移動し
た原子を CPK モデルで示すとともに、その移動距離に応じてカラーリングした（図 3）。その
結果、p.R112H, p.E66Q, p.D313Y は分子表面に小さな構造変化が起きていること、その他は
極めて小さな構造変化しか起きていないことが予測された。しかし、p.N215S は糖鎖結合部位
のアミノ酸に変異が起きていること、p.M296I は分子内部に構造変化が起きていることが、予
測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
結論 
機能的多型 4 種類は分子表面に小さな構造変化しか起こしていないが、遅発型ミスセンス
変異 3種類については p.R112H は中程度の構造変化を起こすこと、p.N215S は糖鎖結合部位に
変異が起きていること、p.M296I は分子内部に変異が起きていることにより、中性である小胞
体で安定性が低下し、小胞体関連分解により大部分が分解されるため、ファブリー病を引き起
こしていると予測された。 
本研究の生化学的、構造学的解析結果は、ファブリー病の分子病態の解明につながる結果で
あると考えられた。 
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