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研究成果の概要（和文）：ライソゾーム病に対するケミカルシャペロン化合物の効果について、細胞内分子機構の解明
を行った。化合物と標的酵素の結合結晶構造解析により、α-ガラクトシダーゼ酵素に対するシャペロン効果に重要な
水素結合を同定した。また、小胞体ストレス応答阻害剤の一つがシャペロン効果との相乗効果を示した。さらに、培養
線維芽細胞で、シャペロン化合物と酵素蛋白質の結合・解離の酵素活性と基質蓄積に及ぼす影響を明らかにした。これ
らの結果より、今後の新規シャペロン化合物の開発に有用な知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：I investigated the intracellular molecular mechanisms of chemical chaperone compou
nds to the lysosomal storage diseases. Co-crystal structural analysis of chaperone compound with lysoosmal
 enzyme protein identified a potent hydrogen bound in human alpha-galactosidase A protein. I also investig
ated the synergetic effect of the proteostasis regulator with the chaperone compound. Cultured fibroblasts
 analyses also found that the effect of treatment or washout of chaperone compounds on alpha-galactosidase
 enzyme activities as well as substrate accumulation. These results provided us important insights applica
ble to develop new chaperone compounds for other lysosomal diseases.
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１．研究開始当初の背景 
 ライソゾーム蓄積症とは先天代謝異常症
の一つの疾患群で、細胞内小器官ライソゾー
ムの加水分解酵素やその補酵素などの遺伝
的欠損により、細胞内に未分解の基質が蓄積
することによって引き起こされ、多くは新生
児期から小児期に重篤な中枢神経症状を主
症状に発症する。ライソゾーム病の治療法と
して、欠損酵素を補充する酵素補充療法と造
血幹細胞移植療法があるが、いずれも中枢神
経障害に対する効果が乏しく、新規治療法の
開発が望まれている。 
 私は、ライソゾーム蓄積症の中枢神経障害
に対する有効な新規治療法としてケミカル
シャペロン療法を開発してきた。この方法は、
欠損酵素に結合能をもつ酵素基質類似低分
子化合物を用い、細胞内で変異酵素に結合さ
せることで、小胞体で変異酵素を安定化し、
分解を逃れさせることで、ライソゾームへの
輸送を促進し、変異酵素活性を上昇させるこ
とが可能となる。これまで、GM1-ガングリ
オシドーシスとゴーシェ病に有効性を示す
シャペロン化合物を同定し、試験管内、培養
細胞およびモデルマウスに対する効果を検
証してきた。この解析結果より、化合物のシ
ャペロン効果は変異酵素蛋白質構造に依存
的であり、変異型特異的であることが分かっ
た。また、試験管内では標的酵素に対する強
い阻害活性を示すが、培養細胞に対する効果
を認めないなどの問題点が明らかになり、こ
の効果の詳細な細胞内分子機構の解明が必
須の課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
ライソゾーム病に対するケミカルシャペロ
ン効果に関する細胞内分子機構の解明を行
うことを目的とした。具体的には、1) 化合物
の細胞内取り込みに関する分子機構、2) 小胞
体におけるシャペロン化合物と酵素蛋白質
の相互作用、3) シャペロン化合物と変異酵素
複合体のライソゾーム輸送およびライソゾ
ームでの解離に関する分子機構、に関し、試
験管内および培養細胞実験系により解析を
行った。 
 
３．研究の方法 
ライソゾーム病である GM1-ガングリオシド
ーシスとファブリー病を対象とし、既存
（NOEV, DGJ）および新規のシャペロン化合
物（6S-NBI-DGJ, DGJ-ArTs）を用い、解析を
行った。 
(1) シャペロン化合物 
GM1-ガングリオシドーシスとファブリー病
に対するシャペロン化合物は、既存シャペロ
ン化合物（NOEV, DGJ）および共同研究者の
Ortiz Mellet 教授、Garcia Fernandez 教授
（セビリア大学、スペイン）らにより新規に
有機合成したシャペロン化合物（6S-NBI-DGJ, 
DGJ-ArTs）を DMSO に溶解して用いた。 
 

(2) 培養皮膚線維芽細胞に対するシャペロ
ン効果の検討 
培養皮膚線維芽細胞に対するシャペロン効
果の検討は各濃度のシャペロン化合物を含
む培地で４日間培養後、細胞抽出液の-ガラ
クトシダーゼ酵素活性を4-MU人工基質を用
い測定し行った。基質蓄積に対するシャペロ
ン効果の検討は、ファブリー病細胞内の蓄積
基質である Gb3-に対する抗体を用い、免疫
蛍光染色を行い、蛍光画像を共焦点レーザー
顕微鏡により取得し、蛍光強度を測定するこ
とにより行った。 
 
４．研究成果 
(1) 化合物の細胞内取り込みに関する分子機
構に関する検討 
GM1-ガングリオシドーシスおよびファブリ
ー病皮膚線維芽細胞に対し、シャペロン化合
物（NOEV および DGJ）と共に、α−,β−, γ-
シクロデキストリンとそのヒドロキシプロ
ピル体をそれぞれ同時に培養液中に添加し、
シャペロン効果に対する効果を調べた。α−
およびβ−シクロデキストリンは、それぞれ
細胞膜のリン脂質とコレステロール量を軽
減させ、細胞膜流動性を変化させることで、
シャペロン化合物の細胞内取り込みを促進
させる効果の可能性を調べた。しかし、今回
の検討した条件では、いずれのシクロデキス
トリンにおいても、シャペロン効果に対する
有意な相乗効果を認めなかった（結果未提
示）。今後は細胞膜機能に直接関連する脂質
ラフトに局在する蛋白質と、シャペロン化合
物の細胞内取り込みとの関連性の有無を調
べる必要があると考えた。 
 
(2) 小胞体におけるシャペロン化合物と酵
素蛋白質の相互作用に関する検討 
ファブリー病原因酵素α-ガラクトシダーゼ
A とシャペロン化合物（DGJ、DGJ-ArTs）
の結合様態について、共同研究により結晶構
造解析を行った（Lieberman 教授、ジョージ
ア工科大、米国）。結果、新規シャペロン化
合物 DGJ-ArTs と DGJ の比較により、活性
中心の Asp231 の水素結合がシャペロン効果
に重要な役割を果たしていることが分かっ
た（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方で、小胞体蛋白質恒常性の調節に関わ
る化合物とシャペロン化合物の併用に関す
る検討を行った。結果、抗酸化・炎症剤であ
り、Hsp90 の阻害活性を示す Celastrol では
有意な効果を認めなかったが、小胞体ストレ



スに対する抑制効果を有する 4-フェニル酪
酸（4-PBA）はシャペロン化合物 DGK-ArTs
との併用により、変異α-ガラクトシダーゼ A
酵素活性上昇の相乗効果を認めた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) シャペロン化合物と変異酵素複合体のラ
イソゾーム輸送およびライソゾームでの解
離に関する分子機構に関する検討 
シャペロン化合物は標的酵素の活性中心部
位に結合する、基質競合阻害剤である。小胞
体で酵素蛋白質に結合した化合物はライソ
ゾームへ輸送後、解離することにより、本来
の基質に対する加水分解活性を示すことが
できる。今回用いた化合物は、試験管内試験
により、中性条件下で酸性条件下より強い結
合を示す化合物であった（結果未提示）。ま
た、培養ファブリー病線維芽細胞を用い、化
合物添加の変異α-ガラクトシダーゼ A 酵素
活性と基質 Gb3 のレベルを調べた。結果、添
加後４日で酵素活性の上昇と Gb3 レベルの
減少を認めた。その後、化合物を含まない培
地に置き換えると、活性は 1 日後に速やかに
減少し、Gb3 レベルは 3 日後より上昇するこ
とが分かった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、本研究により、1) 小胞体におけ
るシャペロン化合物と酵素蛋白質の結合構
造に関する新たな知見が得られた、2) 小胞
体環境を調節することにより、シャペロン効
果を増強できる可能性が示された、3) 阻害
活性を有するシャペロン化合物のライソゾ
ーム内での酵素蛋白質との解離と、酵素活性
及び基質蓄積との関連性が示された、という
成果が得られた。化合物の結合様態は、今後
の新規シャペロン化合物の探索に応用され
る有用な知見となる。4-PBA は欧米では尿素
サイクル異常症に対する治療薬として臨床

に使われており、今後、ファブリー病に対す
るシャペロン療法開発との併用療法の可能
性を示す。また、化合物添加・除去の効果は、
今後のモデル動物およびヒト個体に対する
投与に際し有用な知見となる。 
 一方で、シャペロン化合物の細胞内取り込
みに関して有用な知見が得られなかったが、
今回用いた DGJ-ArTs は既存の DGJ に比べ両
親媒性を示すことから、細胞膜の通過に優れ
ることが分かった。今後は、既存シャペロン
化合物の構造改変が、薬としてより適した化
合物の開発のために重要であると考えられ
た。 
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