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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、神経症状を示すライソゾーム病としてGM1-ガングリオシドーシスと
ゴーシェ病に対し、我々が見いだした阻害活性を示さない新しいタイプの薬理学的シャペロン化合物を用い、試
験管内試験と培養細胞試験によりその有効性を調べた。培養細胞試験で、各化合物の変異型特異的な活性上昇効
果を認めた。また、ゴーシェ病化合物について、正常酵素をシャペロン化合物の同時投与による相乗効果を認め
た。さらに、ゴーシェ病細胞のミトコンドリア機能異常に対する相補効果も認めた。以上の結果は、これらの化
合物が新規アロステリックシャペロン薬候補化合物としての有用性を示すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the candidate chaperone compounds’ effects for 
beta-galactosidase deficiency and Gaucher disease in in vitro and cultured cell experiments. All the
 compounds showed no specific substrate competitive inhibition activity in vitro. And they showed 
enzyme enhancement activity in mutation specific manner in cultured cells. When cell treated with 
both chaperone and purified human normal beta-Glucosidase, synergetic effect was observed. In 
addition, chaperone for Gaucher disease showed restoration of mitochondrial abnormality in mutant 
GBA1 expressed cells. These results provided us important insights into efficacy of these compounds 
as candidate for chaperone therapy in the future. 

研究分野： 細胞遺伝学

キーワード： シャペロン　アロステリック　ライソゾーム　低分子化合物　治療法開発　中枢神経障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性ライソゾーム病の脳病態に有効な治療法の開発が求められている現状に対し、薬理的シャペロン療法は有
効な治療アプローチで、その開発研究は重要である。また、副反応の低い新しい治療法の開発は、将来的なシャ
ペロン療法の応用のためも有用な知見を示すことができた。

※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、研究者個人に帰属します。



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、ライソゾーム内に局在するライソゾーム加水分解酵素の遺伝的欠損によ
り引き起こされる先天代謝異常症で、原因の異なる 50 種類以上の疾患からなる疾患群の総称で
ある。ライソゾーム病の治療法は、酵素補充療法、造血幹細胞移植療法、基質合成抑制療法、薬
理学的シャペロン療法などが、いくつかのライソゾーム病に応用されている。一方で、ライソゾ
ーム病の半数以上の疾患は、乳児期から小児期にかけて中枢神経症状を主症状として発症する
神経難病であることから、脳病態に有効な治療法が求められている。我々は、これまで、中枢神
経症状を示すライソゾーム病を標的として、薬理学的シャペロン療法の開発研究を行ってきた。
この療法は、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、細胞内で構造的
に不安定な変異ライソゾーム酵素に結合させ安定化させることで、変異酵素活性を上昇させ、効
果をえる方法である。また、低分子物質であるシャペロン化合物は経口投与が可能で、脳を含む
広範な組織に対する効果をえることが可能となる。ファブリー病に対するシャペロン薬ガラフ
ォルドは、2018 年より本邦でも応用され、有効性が実証されてきている。一方で、これまで開
発されているシャペロン化合物の大半は、標的酵素の基質と類似構造をもち、高濃度作用させる
と阻害活性を示す問題点が指摘されている。よって、従来の阻害型シャペロンでは、投与濃度の
設定が重要となり、また、近年では、阻害活性を示さない新しいタイプのシャペロン化合物の開
発も進められていた。 
 
２．研究の目的 
 我々は、試験管内で標的ライソゾーム酵素に対する安定化活性を定量的に測定することがで
きる系を独自に開発し、この系を用いた低分子化合物ライブラリーのスクリーニングを行った。
その結果、GM1-ガングリオシドーシスの欠損酵素であるβ-ガラクトシダーゼ、およびゴーシェ
病の欠損酵素であるβ-グルコシダーゼに対し、試験管内安定化活性を示す一群の化合物を選別
した。本研究課題では、それらの化合物の中でも、阻害活性を示さない化合物群に着目し、培養
細胞系を用い、酵素安定化活性の変異特異性などの活性を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
・シャペロン候補化合物 
ヒトβ-ガラクトシダーゼに対する候補化合物として AC-GM1 と AC-GM2 を、ヒトβ-グルコシダ
ーゼに対する候補化合物として AC-GD1 を用いた。これらの化合物はいずれも分子量 300〜400 の
低分子化合物である。 
・ライソゾーム酵素活性測定 
ヒトβ-ガラクトシダーゼとヒトβ-グルコシダーゼの活性測定は、蛍光 4-MU 標識された特異的
基質を用い、測定した。また、最終活性値は、細胞抽出液中の蛋白質量で補正した。 
・試験管内基質競合阻害活性試験 
化合物の試験管内基質競合阻害活性試験は、酵素蛋白質、基質および各濃度の化合物を混和後、
37℃で反応し、遊離 4-MU 蛍光量を測定した。阻害活性はコントロール活性に対する比活性で求
めた。また、既存の阻害型シャペロン化合物 NOEC と NOV を陽性コントロールとして用いた。 
・培養細胞に対する酵素活性上昇効果（シャペロン活性）の測定 
ヒトβ-ガラクトシダーゼ欠損 HAP1 細胞株（HAP-GLB1KO 細胞）およびヒトβ-グルコシダーゼ欠
損 HAP1 細胞株（HAP-GBA1KO 細胞）に対し、変異 GLB1-cDNA および変異 GBA1-cDNA 発現ベクター
を一過性に発現後、化合物を含む培地で 48 時間培養し、その後、細胞内酵素活性を測定した。 
・ミトコンドリア染色 
細胞内ミトコンドリア活性染色は、MitoTracker-Red 試薬を用い生細胞で染色した。蛍光画像は、
共焦点顕微鏡（Nikon 社）を用い取得した。 
 
４．研究成果 
 ヒトβ-ガラクトシダーゼに対する候補化合物 AC-GM1 と AC-GM2、またはヒトβ-グルコシダー
ゼに対する候補化合物 AC-GD1 はいすれも試験管内で標的酵素に対し安定化活性を示すシャペロ
ン候補化合物である。これらの化合物の試験管内基質競合阻害活性を調べた結果、AC-GM1 と AC-
GM2 はヒトβ-ガラクトシダーゼ、AC-GD1 はヒトβ-グルコシダーゼに対する基質競合阻害活性
を示さなかった（図 1）。これらの結果は、これらの化合物が基質結合部位でないアリステリッ 



図 1. シャペロン化合物の試験管内基質競合阻害活性 
A. ヒトβ-ガラクトシダーゼ、B. ヒトβ-グルコシダーゼ、に対する基質競合阻害活性を示す。 
 
ク部位に結合する可能性を示した。次に、AC-GM1 の変異酵素に対するシャペロン効果を調べた。
GM1-ガングリオシドーシス患者で同定された 10 種類のミスセンス変異を導入した変異 GLB1-
cDNA 発現ベクターを一過性に発現した細胞に対する AC-GM1 のシャペロン効果を調べた結果、
p.R59H、p.G190D、p.R201C、p.R208C および p.R482H の５種類の変異に対し有意な効果を
認めた（図 2）。同様に、ゴーシェ病の 6 種類のミスセンス変異に対する AC-GD1 のシャペロン 

図 2. AC-GM1 化合物の変異β-ガラクトシダーゼに対するシャペロン活性 
変異 GLB1 cDNA を一過性に発現させた細胞を通常培地および AC-GM1 を含む培地で 48 時間培養
後の細胞内酵素活性を示す。 
 
効果を調べた結果、p.N188S、p.F213I、p.N370S および p.L444P の４種類の変異に有意な効果
を認めた（図 3）。次に、ゴーシェ病の p.F213I 変異 GBA1 を発現させた細胞を用い、AC-GD1 

図 3. AC-GD1 化合物の変異β-グルコシダーゼに対するシャペロン活性 
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変異 GBA1 cDNA を一過性に発現させた細胞を通常培地および AC-GD1 を含む培地で 48 時間培養
後の細胞内酵素活性を示す。 
 
 
またはヒトβ-グルコシダーゼ酵素、および AC-GD1 とヒトβ-グルコシダーゼ酵素の両方を投
与後の細胞内酵素活性を測定した。結果、シャペロン化合物の酵素蛋白質を同時に投与すること
で、相乗的な活性上昇効果を認めた（図 4）。さらに、ゴーシェ病の細胞病態に対するシャペロ 

図 4. AC-GD1 化合物とβ-グルコシダーゼ酵素の相乗効果 
変異 GBA cDNA(p.F213I)を一過性に発現させた細胞を通常培地、AC-GD1、β-グルコシダーゼ酵
素および AC-GD1 とβ-グルコシダーゼ酵素を含む培地で 48 時間培養後の細胞内酵素活性を示
す。 
 
ン化合物の効果を調べた。GBA1 欠損細胞では、MitoTracker の染色シグナルが野生型細胞にく
らべ著しく低下を認めた。一方で、変異 GBA1（p.F213I と p.L444P）を発現した細胞では、AC-
GD1 を含む培地で培養後、MitoTracker の染色シグナルが回復することが分かった（図 5）。こ
のことは、変異β-グルコシダーゼの活性上昇にともなう二次的なミトコンドリア異常を正常化
することを示した。 

図 4. AC-GD1 化合物のミトコンドリア異常に対する効果 
正常、HAP1-GBA1KO、および変異 GBA cDNA(p.F213I と p.L444P)を一過性に発現させた細胞を通
常培地および AC-GD1 を含む培地で 48 時間培養後の MitoTracker 染色像を示す。 
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