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研究成果の概要（和文）：ファブリー病やポンペ病に対するシャペロン治療薬開発に役立てるた

め、当該酵素とその基質類似体との分子間作用について、等温滴定カロリメトリーや表面プラ

ズモン共鳴法で解析し、熱力学的および動力学的パラメータを決定した。さらに、構造学的解

析を行い、化合物本体は、酵素の活性ポケット内の残基と、その側鎖はポケットの壁を構成す

る残基と結合することを示した。これらの情報を基に、変異酵素を安定化する新規化合物を見

出した。本研究は、シャペロン療法の開発に役立つと期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：To obtain basic information useful for development of chaperone 
therapy for Fabry disease and Pompe disease, we examined the molecular interactions 
between α-galactosidase A /acid α-glucosidase and their substrate analogues by means of isothermal 
titration calorimetry and surface plasmon resonance biosensor assays, and first determined the 
thermodynamic and binding-kinetics parameters. Furthermore, the structural analysis in silico revealed 
that the chemicals fit into the active site pocket of the enzyme molecule and undergo hydrogen bonding 
with residues comprising the pocket. The side chain of the chemicals is thought to be oriented towards 
the entrance of the pocket. On the basis of the results, we designed a new chemical that strongly 
stabilizes a mutant enzyme. Thermodynamic and structural studies should provide us with a lot of 
information for improving chaperone therapy for Fabry disease and Pompe disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内小器官のひとつであるリソソーム
には、酸性に至適 pH を持つ多くのリソソー
ム酵素が存在し、糖複合体などの基質を分解
処理する役割を担っている。このリソソーム

酵素の活性が低下すると、基質が分解されず
にリソソーム内に蓄積して、様々な障害を来
たす「リソソーム病」が発生する。現在まで
に、障害される酵素の種類により、約 40 種
類のリソソーム病が知られている。リソソー
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ム病は、厚生労働省の特定疾患に指定される
難病であるが、近年、リソソーム病に含まれ
る幾つかの疾患に対して、1‐2 週間に 1 回の
割合で組換え酵素を点滴静注する「酵素補充
療法」が導入され、効果を上げている。しか
し、その治療薬はタンパク製剤であるため、
極めて高価であり、血管内投与が必要である
と共に、標的器官への取り込みが必ずしも良
好でない等の問題がある。 
 そこで、最近、酵素の基質類似体であるイ
ミノ糖を変異酵素に結合させて、変異酵素タ
ンパク質を細胞内で安定化させることで、リ
ソソームへの輸送を促進する「シャペロン療
法」または「酵素増強療法」の開発が検討さ
れている。これは、遺伝子変異に基づくアミ
ノ酸置換などによりコンフォーメーション
が変化した変異酵素に対して、イミノ糖を結
合させることでコンフォーメーションを矯
正して安定化し、細胞内の「質管理システム」
による過剰分解を防ごうとするものである。
現在、α‐ガラクトシダーゼ A（GLA）酵素
活性の低下が原因で起こるファブリー病に
対して、1‐deoxygalactonojirimycin（DGJ）
が開発されている。また、酸性α‐グルコシ
ダーゼ（GAA）酵素活性の低下によるポンペ
病に対しても、同様の考えに基づく低分子治
療薬の開発が開始された。 
 しかし、DGJ をはじめとして、リソソーム
病に対する治療薬候補として上げられてい
るイミノ糖は、いずれも in vitro では当該酵
素に対して強力な阻害効果を及ぼす。従って、
これらを実際にリソソーム病の治療薬とし
て用いる場合、投与量設定の困難さや有害副
反応の発生が懸念される。（注. その後、DGJ 
は欧州で承認されたが、ごく最近、DGJ によ
る顕著な臨床的改善は見られなかったとい
う報告がなされた）。そこで、今後、優れた
治療薬として、変異酵素に対する阻害効果が
弱く、安定化効果が強い低分子化合物を開発
する必要がある。これまでの研究は、単にイ
ミノ糖をリソソーム病患者由来細胞の培養
液中に添加し、細胞内酵素活性の変化を解析
するに止っており、酵素と低分子化合物との
相互作用を分子レベルで明らかにした報告
はなく、低分子治療薬の開発のためには、物
理化学的および構造学的理論に基づく情報
が必要と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リソソーム病のモデルとして、
ファブリー病とポンペ病を選択し、各々の疾
患関連酵素とその基質類似体との分子間相
互作用について、熱力学的方法と構造学的方
法で解析し、酵素と基質類似体との結合機構
を明らかにする。その情報を基に、ファブリ
ー病やポンペ病に対する新規の低分子治療
薬開発の基礎を構築することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
1)  ファブリー病に関する研究 
① 組換え酵素 
 熱力学的解析用の酵素として、ヒト GLA
遺伝子をチャイニーズハムスター卵巣
（CHO）細胞に導入して発現した組換え
GLA（agalsidase beta, Genzyme）を購入し、
これを用いた。また、野生型 GLA と M51I
アミノ酸置換を伴う変異 GLA（M51I-GLA）
との比較実験には、それぞれの遺伝子を酵母
に導入し、その培養液を試料としてカラムク
ロマトグラフィーで精製した酵素を用いた。 
②基質型類似体 

   組換えGLAの基質類似体である26種類の
イミノ糖を実験に用いた。そのうちの一部は、
新規に合成した。 
③GLA 酵素活性測定と酵素学的パラメータ
の決定 
  GLA の 酵 素 活 性 測 定 は 、
4-methylumbelliferyl-α-D-galactopyranosi
de（Calbiochem）を基質とする蛍光法で行
った。タンパク量測定は、Micro BCA Protein 
Assay Kit（PIERCE）を用いて行った。酵
素学的パラメータは、一定量の酵素に種々の
濃度の基質を加えて酵素活性を測定して、そ
のデータを基に計算により求めた。 
④基質類似体による GLA 酵素活性阻害 

   GLA に結合する化合物を求めるため、ま
ず 20種類のイミノ糖を agalsidase betaに対
して反応させ、酵素活性を阻害する化合物を
探索し、その阻害定数（Ki）を決定した。 
⑤ファブリー病患者由来培養線維芽細胞に対
する基質類似体の効果 
 Q279E 変異を持つファブリー病患者由来
培養線維芽細胞の培養液中に、種々の濃度の
イミノ糖を添加して 4 日間培養後、細胞内
GLA 酵素活性を測定した。 
⑥GLA /基質類似体の複合体形成反応に関す
る熱力学的解析 
 agalsidase beta とイミノ糖との複合体形
成について、等温滴定カロリメトリー（ITC）
と表面プラズモン共鳴法（SPR）で解析し、
熱力学的および動力学的パラメータを決定
した。 
⑦GLA /基質類似体の複合体の構造学的解析 
  GLA とイミノ糖の複合体の立体構造を、
Auto Dock 4.0 の grid-based docking 
program を用いて予測した。複合体を形成す
る GLA 分子の構造については、ヒトGLA の
結晶構造情報（PDB: 1R47）を利用した。 
⑧M51I 変異酵素の酵素学的解析と基質類似
体による効果 
  agalsidase beta の場合と同様の方法で、酵
母で生産した野生型 GLA および M51I-GLA 
の酵素学的パラメータとイミノ糖による Ki
を決定した。また、各pHにおける野生型GLA



と M51I-GLA の安定性を解析すると共に、
イミノ糖添加による当該酵素の活性回復に
ついて解析した。 
⑨変異酵素 /基質類似体の複合体形成反応 
における熱力学的解析 
 M51I-GLA とイミノ糖との複合体形成に
ついて、SPR を用いて解析し、熱力学的およ
び動力学的パラメータを決定した。 
⑩変異酵素の構造学的解析 
 野生型 GLA の結晶構造（PDB: 1R46）を
鋳型として、分子モデリングソフトウェア
TINKER を用いて、M51I-GLA の立体構造
を in silico で予測した。次に、M51I-GLA 構
造と野生型 GLA の構造とを Cα 原子を基に
重ね合わせ、両者の違いを計算上で求め、
M51I による GLA の構造変化を予測した。 
⑪変異酵素に対する新規基質類似体の阻害
および安定化効果 
 既知の基質類似体と野生型 GLA および
M51I-GLA との複合体形成反応の解析デー
タを基に、新たに分子設計した 6 種類の新規
基質類似体を M51I-GLA と反応させ、その
中で阻害効果が弱く、安定化効果が強いもの
を探索した。 
 
2)  ポンペ病に関する研究 
①組換え酵素 
 熱力学的解析用の酵素として、ヒト GAA
遺伝子を CHO 細胞に導入して発現した組換
え GAA（alglucosidase alfa, Genzyme）を
購入し、これを用いた。また、野生型 GAA
と S529V アミノ酸置換を伴う変異 GAA
（S529V-GAA）との比較実験には、それぞ
れの遺伝子を CHO 細胞で発現した酵素を用
いた。 
②基質類似体 
 GAA の基質類似体である 4 種類のイミノ
糖を実験に用いた。 
③GAA 酵素活性測定と酵素学的パラメータ
の決定 
 GAA の酵素活性測定は、
4-methylumbelliferyl-α-D-glucopyranoside 
（Calbiochem）を基質とする蛍光法で行った。
タンパク量測定は、Micro BCA Protein 
Assay Kit（PIERCE）を用いて行った。酵
素学的パラメータは、一定量の酵素に種々の
濃度の基質を加えて酵素活性を測定し、その
データを基に計算により求めた。 
④基質類似体による GAA 酵素活性阻害 
 GAA に結合する化合物を求めるため、4 種
類のイミノ糖を alglucosidase alfa に対して
反応させ、酵素活性を阻害する化合物を探索
し、その Ki 値を決定した。 
⑤GAA /基質類似体の複合体形成反応の熱力
学的解析 
 alglucosidase alfa とイミノ糖との複合体
形成について、ITC で解析し、熱力学的パラ

メータを決定した。 
⑥ GAA /基質類似体の複合体の構造学的解
析 
 ヒト GAA の活性部位の構造と表面構造は、
Sulfolobus solfactrics 由来のMalA の結晶構
造情報（PDB: 2G3N9）を利用し、それぞれ、
SYBYL /COMPOSER（TRIPOS）と SYBYL 
/MOLCAD（TRIPOS）を用いて、ホモロジ
ーモデリング法で予想した。GAA と基質類
似体とのドッキングモデルは、SYBYL 
/BIOPOLYMER（TRIPOS）を用いて構築し
た。 
⑦S529V 変異酵素発現細胞に対する基質類
似体の効果 
 S529V-GAA を発現する CHO 細胞の培養
液中にイミノ糖を種々の濃度で添加して 3日
間培養後、細胞内 GAA 酵素活性を測定する
と共に、GAA タンパク質についてウェスタ
ンブロッティング法で解析した。 
⑧ S529V変異酵素/基質類似体の複合体の構
造学的解析 
 S529V-GAA とイミノ糖との複合体の構造
モデルを、Auto Dock 4.0, grid-based 
docking program を用いて構築した。 
 
４．研究成果 
1)  ファブリー病に関する研究 
①GLA の酵素学的パラメータ 
 agalsidase alfa、酵母で生産･精製した野生
型GLA およびM51I-GLAの特異的酵素活性
値は、それぞれ、 2.3, 1.9 および 1.4 
nmol/h/mg protein であり、基質親和性を示
すKm値は、それぞれ、4.0, 4.5および4.0 mM
であった。 
②GLA に対する基質類似体の阻害 
 20 種類のイミノ糖を用いて、GLA に対す
る酵素活性阻害に関してスクリーニングし
た所、プロトタイプである DGJ の他に
galactostatin bisulfite（GBS）が強い阻害効
果を示した。agalsidase alfa、酵母で発現し
た野生型 GLA および M51I-GLA に対する
DGJ の Ki 値は、それぞれ、41, 38 および 47 
nM であった。また、agalsidase alfa、酵母
で発現した野生型GLAおよび M51I-GLAに
対する GBS の Ki 値は、それぞれ、100, 95
および 122 nM であった。 
③ファブリー病患者由来培養線維芽細胞に
対する基質類似体の効果 
 Q279E アミノ酸置換を伴う変異 GLA を発
現するファブリー病患者由来の培養線維芽
細胞の培養液中に 200 μmol/L の濃度の DGJ
を加えて培養した所、ほぼ欠損していた細胞
内 GLA 活性が、13 nmol/h/mg protein まで
増加したが、それ以上の濃度では酵素活性が
低下を示した。一方、GBS の場合、20 μmol/L
の濃度の添加で、酵素活性が 5 nmol/h/mg 
protein まで増加し、それ以上の濃度では酵



素活性が低下を示した。 
④GLA /基質類似体の複合体形成反応の熱力
学的解析 
 agalsidase beta と DGJ または GBS との
複合体形成について、ITC と SPR で解析し、
結合モル比、結合定数（ka）、自由エネルギ
ー変化（ΔG）、エンタルピー変化（ΔH）、
エントロピーターム変化（TΔS）およびエン
トロピー変化（ΔS）の値を決定した。これ
らの情報から、agalsidase beta と DGJ との
結合は 1:1 で、反応はエンタルピー駆動的で
あり、酵素の原子とイミノ糖の原子との間に、
ファンデルワールス力や水素結合の力が働
くと考えられた。また、agalsidase beta と
GBS との結合に関しては、モル比が 1:1 で、
反応は主にエンタルピー駆動的であるが、一
部はエントロピー駆動的であり、疎水結合の
力も加わると考えられた。 
⑤GLA /基質類似体の複合体の構造解析 
 構造解析の結果、DGJ は、その 1 位の N
原子が GLA の活性ポケットの入口に向いた
形で、ポケット内に入り込むのに対して、
GBS は、その本体がポケット内に入り、6 位
の側鎖がポケットを構成する壁に沿い入口
方向に伸びた形で酵素と結合すると予想さ
れた。 
⑥M51I 変異酵素の安定性と基質類似体の安
定化効果 
 酵母で発現した野生型 GLA と M51I-GLA
における各 pH 条件下での安定性を比較した
所、後者は、前者に比べて中性および酸性 pH
条件下で低い安定性を示した。この不安定性
は、DGJ および GBS 添加により改善した。 
⑦変異酵素 /基質類似体の複合体形成におけ
る熱力学的解析 
 M51I-GLA と DGJ または GBS との複合
体形成について、SPR で解析し、結合定数（ｋ
a）、解離定数（kd）および平衡定数（KD）
の値を決定した。これらの情報から、DGJ
は、GBS に比べて結合速度が大きいため、結
合力が強いことが明らかになった。 
⑧変異酵素の構造学的解析 
 M51I アミノ酸置換による GLA 分子の構
造変化について予測した所、分子表面で、活
性部位から離れた部位に、小さな構造変化が
起ると考えられた。 
⑨新規基質類似体の変異酵素に対する阻害
および安定化効果の解析 
 既知の基質類似体と野生型 GLA および
M51I-GLA との複合体形成に関する解析結
果を基に、DGJ の 1 位を修飾した 6 種類の
新規化合物の M51I-GLA に対する阻害と安
定 化 効 果 に つ い て 解 析 し た 所 、
N-(n-Nonyl)deoxygalactonojirimycin が、阻
害作用が弱く、強い安定効果を示した。 
 
2)  ポンペ病に関する研究 

①GAA の酵素学的パラメータと基質類似体
による阻害 
 alglucosidase alfa の特異的酵素活性およ
び Km の値は、それぞれ、283 μmol/h/mg 
protein および 1.4 mM であった。また、
alglucosidase alfa に 対 す る
1-deoxynojirimycin (DNJ), 
N-methyl-deoxynojirimycin (NM-DNJ), 
N-butyl-deoxynojirimycin (NB-DNJ)および
N-ethyl-deoxynojirimycin (NE-DNJ)の Ki
値は、それぞれ、0.55, 2.36, 4.74 および 6.20 
μM であった。 
②GAA /基質類似体の複合体形成反応の熱力
学的解析 
 alglucosidase alfa と DNJ, NM-DNJ, 
NB-DNJ または NE-DNJ との複合体形成に
ついて、ITC で解析し、結合モル比、KD、Δ
H およびΔS に関する値を決定した。これら
の情報から、酵素とイミノ糖との結合は、す
べて 1:1 で、エンタルピー駆動的であること
が示された。酵素との結合の強さは、DNJ 
>NM-DNJ >NB-DNJ >NE-DNJ であった。 
③GAA /基質類似体の複合体の構造解析 
 構造解析の結果、DNJ は GAA の活性ポケ
ットの空間内を占める形で結合しており、
NM-DNJ などの誘導体では、メチル基など
の側鎖部分がポケットを構成する壁に沿っ
て伸長する形で結合すると考えられた。 
④S529V 変異酵素発現細胞に対する基質類
似体の効果 
 S529V アミノ酸置換を伴う GAA を発現す
る CHO 細胞に対して、その培養液中に基質
類似体を加えて培養し、細胞内 GAA 活性の
変化を解析した。基質類似体を投与しない場
合、細胞内GAA活性は40 nmol/h/mg protein
であったが、50 μM の濃度の DNJ 添加では
120 nmol/h/mg protein に、同様に 50 μM の
濃度の NM-DNJ 添加では 70 nmol/h/mg 
protein にまで増加した。50 μM 以上の濃度
の基質類似体を添加すると、酵素活性は抑制
された。ウェスタンブロッティング解析を行
うと、S529V-GAA 発現細胞では、通常、GAA
前駆体（分子量 110 kDa）を示すバンドのみ
が強く検出されるのに対し、 DNJ や
NM-DNJ を加えた培養により、中間型 GAA
（分子量 95 kDa）や成熟型 GAA（分子量 76 
kDa）を示すバンドが強く検出された。
S529V-GAA は、そのままでは成熟型にプロ
セスされる前に過剰に分解されるが、基質類
似体の結合により安定化され、中間型さらに
は成熟型へとプロセシングが進むものと考
えられる。 
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