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研究成果の概要（和文）： 

Gaucher 病の中枢神経症状に有効な治療法はない。Gaucher 病の原因酵素 GBA の F213I 変異は低

分子化合物 N-octyl-β-valienamine(NOV)によって活性化されることを見出し、中枢神経症状

の治療のためのケミカルシャロン療法の樹立を目指している。F213I 変異を持つマウスの作成

し、中枢神経系の治療実験を行うことを目指したが、F213I 蛋白質を発現するマウスを得るこ

とが出来なかった。正常マウスへの NOV の経口投与実験を行い、NOV は安全で、脳を含む臓器

の GBA活性を上昇させることを確認した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：  

There are no effective treatment for neurological manifestations in Gaucher disease. We found 

N-octyl--valienamine (NOV) could increase the protein level and enzyme activity of F213I mutant 

GBA in culture cells.  We have tried to establish a model mouse expressing F213I protein, but failed to 

establish the mice. The NOV effects on normal mice were evaluated. No adverse effect was observed 

and GBA activity increased with increasing NOV dose in tissues. We also found new compounds, 

bicyclic nojirimycin analogues, show a chemical chaperone activity on mutant GBAs. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 Gaucher 病はライソゾーム内の加水分解酵
素β-グルコセレブロシダーゼ（GBA）の欠損
でおこる遺伝性疾患で、現在日本国内の患者
は 100名以下のまれな疾患である。肝脾腫と
骨病変を特徴とする 1 型、乳児期に急激な中
枢神経障害を示す 2型、幼児期から小児期に
進行性の中枢神経障害を示す 3型に分類され
ている。治療として欠損する酵素を補充する
酵素補充療法がおこなわれているが中枢神
経症状には効果がほとんど見られない。 
 我々は Gaucher病の中枢神経症状の治療を
目的として、変異 GBA 酵素を活性化する低分
子のスクリーニングを行い、 2004 年に
N-octyl-β-valienamine(NOV)が、培養細胞
レベルで、F213I 変異の GBA を安定化し、細
胞内の酵素蛋白質を増加させ、ライソゾーム
への移動を促進し、蓄積するグリコセレブロ
シドを減尐させることを明らかにした。 
また、2007 年には NOV は F213I へにだけで

なく、N188S、G202R、N370S の変異を活性す
ることを明らかにし、GBA の基質が結合する
活性化ドメインの変異が NOVにより活性化さ
れる可能性を推察した。 
低分子化合物が個体レベルで中枢神経系の

変異酵素を活性化し、中枢神経系の治療薬と
なりえるかどうかが課題であった。 
 
 
２． 研究の目的 
 
 我々が見出した変異 GBA を活性化する NOV
が F213I 変異を持つモデルマウスの脳内 GBA
活性を活性化し、中枢神経系の治療効果が得
られるかどうか確認することが本研究の第
１の目的である。 
 また F213I変異をモデルマウスが作成でき
なかった場合、NOV が脳内に移行し、中枢神
経系の酵素活性を上昇させるか明らかにす
ることが第２の目的である。 
 第３の目的は、NOV 以外の低分子化合物を
スクリーニングすることである。 
 
 
３． 研究の方法 
 
 ヒト F213I 変異を持つｃDNA を作成し、
F213IGBA トランスジーン（TG）マウスを作成
する。GBA ノックアウト（KO）マウスをジャ
クソン研究所から購入し、F213IGBAを GBA-KO
マウスに導入して、F213IGBA を発現するマウ
スを作成する。 
 正常マウスの飲料水に NOV溶解して投与し、
1 週間投与後、血液尿での造血系、管腎機能
障害の有無、各臓器の GBA 活性を検討する。 

 スペイン・セビリア大学で合成された新規
化合物二環型ノジリマイシンのシャペロン
活性を種々の濃度存在下で、患者細胞および
種々変異を導入した COS細胞を 4日間培養し、
GBA 活性を測定し、細胞レベルでのシャペロ
ン活性を検討する。 
 
４． 研究成果 
 
（1）F213I 変異を発現する Gaucher 病モデル
マウスの作成 
 
F213I 変異を持った人ｃDNA を作成した。

このｃDNA を基盤研究所松田潤一郎博士に送
り、マウス受精卵に導入し、F213I-TG マウス
を作成した。このマウスと GBA-KO マウスを
Jackson 研 究 所 か ら 購 入 し 、
GBA-KO/F213IGBA-TGマウスを作成した。しか
し、このマウスでは確かに F213IｃDNA の導
入は確認できたが、F213I タンパク質の発現
は確認できなかった。F213IｃDNA を発現させ
たマウス細胞では F213Iタンパク質が小胞体
からゴルジ体に輸送されないことがわかっ
た。β-グルコセレブロシダーゼ（GBA）タン
パク質は、通常のライソゾーム酵素がマンノ
ース-6 燐酸受容体を介してライソゾームに
運ばれるのに対し、LIMP-2によって運ばれる
ことが 2007 年に明らかにされており、ヒト
F213I 変異蛋白質はマウス細胞内でマウス
LIPM-2 によってうまく運ばれない可能性も
あり、現在、変異 GBA と LIPM-2 との相互作
用について検討している。 
 

（2）正常マウスへの NOVの投与と臓器の GBA
活性 
 
 正常マウスに種々濃度の NOVを含む飲料水
を ad libitum 飲ませて 7日間飼育し、血液、
尿検査による臓器障害の有無、臓器の GBA活
性を測定した。高濃度(10mM)の NOV 投与では
飲水量が尐なくなり、脱水をおこし体重が減
尐し、腎機能が低下するが、低濃度では明ら
かな異常所見を認めなかった。血中濃度は飲
水中組織の NOV の濃度依存的に増加し、1mM
で 0.5μM、3mMで 1.5μM、10mMで 2.5μM に
増加した。臓器の濃度は、肺、肝、腎に高く、
大脳、小脳、心、脾、筋で低かった。また臓
器の GBA 活性は肝臓、脾、小脳、心、筋で有
意に増加し、NOV は正常の GBA タンパク質も
安定化し、脳内へも移行することを明らかに
した。 
（Luan Z, Ninomiya H, Ohno K, Ogawa S, Kubo 
T, Iida M, Suzuki Y. The effect of N-octyl-
β-valienamine on β-glucosidase activity 
in tissues of normal mice. Brain Dev 
32(10):805-9,2010） 



 

 

 
（3）二環型ノジリマイシンは新たな GBA に
対するシャペロンとなる 
 
我々は、二環型 SP2 アザ糖の構造を持つ二環
型ノジリマイシンがβ-グルコセレブロシダ
ーゼ（GBA）の選択的阻害剤となることを見
出した。複数の二環型ノジリマイシンを用い
て、種々変異を持つ Gaucher 病患者線維芽細
胞、種々変異を導入したヒト GBAｃDNA を一
過性に発現させた COS 細胞を用いて、変異酵
素の安定化を検討した。二環型 SP2 アザ糖の
中で、5-N, 6-O-(N'-octyliminomethylidene 
-NJ(NOI-NJ)、その 6-thioおよび 6-amino 
-6deoxy 誘導体（6S-NOI-NJ、６N-NOI-NJ）、
およびそれらのガラクトノジリマイシン誘
導体(NOI-GNJ, 6S-NOI-GNJ, 6N-NOI-GNJ)に
ついて検討し、これらの誘導体は、N188S, 
G2020R, F213I, T369M、N370S 変異を活性す
ることを明らかにした。またその活性増強作
用は、アメリカのグループにより報告された
N-(n-nonyl)-1deoxynojirimycin より強作用
があることを明らかにした。 
（ Luan Z, Higaki K, Aguilar-Moncayo M, 
Ninomiya H, Ohno K, García-Moreno MI, 
Ortiz Mellet C, García Fernández JM, 
Suzuki Y. Chaperone activity of bicyclic 
nojirimycin analogues for Gaucher 
mutations in comparison with 
N-(n-nonyl)deoxynojirimycin. Chembiochem. 
10(17):2780-92,2009） 
さらに蛍光標識した 6-thio-(5N,6S)-4- 
([N’-dansylamino]butyliminomethylidene
)nojirimycin(6S-NDI-NJ)を合成し、この化
合物もシャペロン効果を持ち、さらに GBAの
濃度と比例してライソゾームにはいること、
また神経細胞内にも取り込まれることを明
らかにし、神経系の治療に有効である可能性
を示した。 
（Luan Z, Higaki K, Aguilar-Moncayo M, Li 
L, Ninomiya H, Nanba E, Ohno K, 
Garcia-Moreno M, Mellet CO, Fernandez JMG, 
Suzuki Y.A fluorescent SP2-iminosugar 
with pharmacological chaperone activity 
for Gaucher disease: Cellular uptake and 
intracellular distribution studies. 
ChemBioChem 11(17):2453-64,2010） 
 
 
（4）NOV が活性化する GBA変異の特異性 
 
 我々が 2004 年に始めて GBA のシャペロン
効 果 を 持 つ と 報 告 し た N-octyl- β
-valienamine(NOV)が活性化する変異の特異
性を検討するために、種々の変異を持つ GBA
ｃDNA を作成し、COS 細胞に発現させた。そ
の結果、ドメインⅢに存在する変異のみが活

性化されることを明らかにした。2007年に考
えた様に、変異がドメインⅢにあることが
NOV によって活性化される必要条件であるこ
とを明らかにした。 
（Luan Z, Li L, Ninomiya H, Ohno K, Ogawa 
S, Kubo T, Iida M, Suzuki Y. The 
pharmacological chaperone effect of 
N-octyl-beta-valienamine on human mutant 
acid beta-glucosidases.Blood Cells Mol 
Dis. 44(1):48-54, 2010） 
 
以上から、F213I 変異を持つモデルマウス

の作成は出来なかったが、日本で新規に合成
された N-octyl-β-valienamine (NOV)で活性
化される β-Glu はドメインⅢに変異を持つ
ことが必要条件であることを明らかにした。
また NOVはマウス個体に安全に投与でき脳内
の β-Glu の活性を上げることができる可能
性を示した。 
さらに、二環型ノジリマイシンは Gaucher

病の 5番目のケミカルシャペロンであること
を報告し、分化して分裂をしない神経系細胞
でも二環型ノジリマイシンは細胞内に取り
込まれることから、神経系細胞の変異酵素の
活性化が期待できることを明らかにした。 
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