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研究成果の概要（和文）：テイ-サックス病の原因酵素であるHex Aを標的酵素としたライブラリースクリーニン
グを実施した。その結果、Hex Aは、基質認識が寛容であり、イミノ糖の環サイズを変えても高い親和性を示す
事が明らかになった。その中でプロリンアミド型イミノ糖に特に強力な親和性が認められた。そこで全16種の異
性体について構造活性相関を検討した結果、(2S, 3R) -コンフィグレーションを取ることが強い認識に必須であ
ることが明らかになった。最も強力な親和性を示したDMDP amideは、濃度依存的に変異酵素の熱安定性を向上さ
せるとともにテイ－サックス病患者由来線維芽細胞内の酵素活性を約 15 倍程度上昇させた。

研究成果の概要（英文）：We performed the computer modelling aided design and synthesis of Hex A 
inhibitors along with their applicability to Tay-Sachs disease treatment through biological 
evaluation in both an enzymatic and cellular setting. All 16 stereoisomeric N-methyl proline amides 
iminosugars have been synthesized from lactone saccessible from the enantiomers of glucuronolactone.
 All eight enantiomers with a (3R)-hydroxyl configuration are low micromolar to nanomolar inhibitors
 of a range of Hex A. Furthermore, its stereoisomers bearing a (2S,3R)-trans configuration are 
significantly more potent inhibitors than those with a (2R,3R)-cis motif. DMDP amide improved the 
thermostability of Hex A in vitro and increased intracellular Hex A activity by 15-fold in Tay-Sachs
 G269S fibroblasts after incubation for 5 days. These experimental results suggested that DMDP amide
 will be a good candidate for treatment of Tay-Sachs disease.

研究分野：糖質生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) リソソーム病は、リソソームに局在する
酸性グリコシダーゼの遺伝的活性低下に起
因する疾患である。これら酸性加水分解酵素
の欠損または酵素活性の低下は、基質である
糖脂質のリソソーム内蓄積を招き、発症は非
常に稀であるが、その病状は重篤かつ多様で
ある。リソソーム病は、ミューテーションを
受けた酵素に応じて分類され、これまでに約 
40 種類が明らかとなっており、厚生労働省
難治性疾患等政策研究事業の一つとなって
いる。 
 
(2) -N-Acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.52 : 以
下、Hex と略す) は役割を終えた糖脂質末端
の N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc)残基 や、
N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) 残基の加
水分解を触媒する酸性加水分解酵素である。
Hex は、およびサブユニットから構成さ
れるが、それぞれ単量体では、機能を発揮で
きず、二量体として存在する。ヒトでは、
および サブユニットの二量体 ()から
なる Hex A、サブユニットの二量体 () か
らなる Hex B が主なアイソザイムとして知
られている。また、マイナーではあるが サ
ブユニットの二量体 () からなる Hex S 
が存在する。 
 
(3) HEXA 遺伝子は Hex A, S のサブユニッ
トを、HEXB 遺伝子は Hex A, B のサブユ
ニットをそれぞれコードし、いずれかの遺伝
子変異により、GM2 ガングリオシドーシス
が発症する。このうち、HEXA の遺伝子異常
により Hex A 酵素活性が低下することに起
因するテイ-サックス (Tay-Sachs) 病は、多様
な民族で確認されているが、特にアシュケナ
ージ系ユダヤ人に多いことが知られている。
その割合は、一般的な民族が 112,000 出生児
に 1 人であるのに対し、アシュケナージ系
ユダヤ人では 4,000 出生児に 1 人程度とか
なり高頻度である。 
 
(4) これまでのところ GM2 ガングリオシド
ーシスに対する治療薬はなく対症療法に限
定されている。様々な治療薬の開発研究が試
みられているが、その一つに酵素補充療法 
(Enzyme Replacement Therapy : ERT) がある。
酵素補充療法は、遺伝的要因により機能しな
くなった内因性のリソソーム酵素に代わり、
外部から正常酵素を補充することで蓄積基
質の分解を促進させるという方法である。こ
の酵素補充療法は、Gaucher 病や Pompe 病、
Fabry 病、ムコ多糖症 I 型といった一部の 
LSD については実現され末梢症状の改善効
果が認められているが、従来行われている点
滴静注では薬剤が血液脳関門を通過できな
いことから神経症状には効果が認められて
いない。そのため、神経症状を主症状とする 
GM2 ガングリオシドーシスについては、酵
素補充療法は効果が期待できない。 

(5) リソソーム病は、原因酵素の残存活性の
有無により、古典型と亜型に分類される。こ
のうち亜型は、酵素合成に異常は認められな
いものの、特定のアミノ酸残基が１箇所ミュ
ーテーションを起こすことにより正しい三
次元構造がとれないため発症する。これらミ
ューテーションタンパク質は、中性条件下の
環境にある小胞体では、不安定であり著しい
活性低下が認められるが、小胞体品質管理機
構を通過し、本来機能すべき酸性条件下のリ
ソソームまで輸送されれば、安定構造を保持
できることが明らかにされている。 
 
２．研究の目的 
(1)これまでにファブリー病に対するファー
マコロジカル・シャペロンとして GalafoldTM 
(migalastat)が上市され、ミューテーションタ
ンパク質のフォールディングを促し、コンフ
ォメーションを安定化させる効果が実証さ
れたが、一方で、それ以外のリソソーム病で
は酵素の安定性を高めることができる実用
的なシャペロン化合物が十分に見いだされ
ていないという課題もある。そこで本研究課
題では、テイ−サックス病の治療に最適なイ
ミノ糖のデザイン合成と治療効果の評価を
目的とした。 
 
(2) テイ−サックス病に対するイミノ糖型シ
ャペロンは、DNJNAcに代表されるピペリジ
ン型イミノ糖に限定されているが、その効果
は十分であるとは言えない。また、シャペロ
ン効果を発揮するために必要な OH基の配位
や結合配向等に関する網羅的な研究は行わ
れていない。そこで、本研究では、ピペリジ
ン型イミノ糖のみならず、アゼチジン型、ピ
ロリジン型およびアゼパン型など、環構造に
とらわれない幅広い候補化合物のスクリー
ニングを行うとともに、汎用性の高いシャペ
ロンのデザインを行った。 
 
３．研究の方法 
(1)スクリーニング初期段階から基質の化学
構造から予測される化合物にのみ限定しデ
ザインを行うのではなく、申請者が所有する
約 900種類のイミノ糖ライブラリーを活用し、
あくまでもHex Aに対して強いアフィニティ
ーを持つ化合物を新たに見いだし、化合物
個々の構造活性相関を検討することにより、
最適構造を導くことした。 
 
(2)標的酵素である Hex A に対する結合親和
性を指標としたスクリーニングを行った。候
補化合物については更に、熱安定性に及ぼす
効果、テイ−サックス病患者由来線維芽細胞
を用いたシャペロン効果の評価を行った。 
効果が認められた化合物については、一連の
異性体及び関連化合物の合成を行い、構造活
性相関を検討し、作用発現に必要な条件を検
討するとともに、必要に応じて系統だった一
連の化学的・酵素的な修飾を実行した。 



 
４．研究成果 
(1) 基質構造との類似性が Hex Aとの親和性
に与える影響を調べる目的で GlcNAc との相
同性が高い β-HNJNAcと-HMJNAcを新たに
合成し、Hex Aに対する阻害効果を検討した。
その結果、両化合物の human placenta由来Hex 
Aに対する IC50値は、それぞれ 72および 303 
μM となり、その阻害活性は、これまで報告
されている同じ基質類似体 DNJNAc あるい
は DGJNAcと比較して明らかに弱かった。こ
のことからもHex Aに関しては基質構造との
類似性が必ずしも高い親和性を産み出すわ
けではないことが示唆された。 
 
(2) プロリンアミド型のイミノ糖である
N-methyl 5-(hydroxymethyl)- 
3,4-dihydroxyproline amideの異性体・全 16種
についてHex Aに対する構造活性相関を検討
した。その結果、測定した 16 種のうち 8 種
の化合物にHex Aに対する高い親和性が認め
られ、特に D-manno型のイミノ糖では IC50値
が 0.033 μM と極めて強力な阻害活性が認め
られた。阻害効果を示した 8種のプロリンア
ミド型のイミノ糖は、いずれも C3(R)-コンフ
ィグレーションを取っていたことから、
C3(R)-コンフィグレーションを取ることが活
性発現に極めて重要であることが明らかに
なった。更に強力な阻害活性を示した
D-manno 型プロリンアミドを中心に置換基の
配位を変えたところC2位のCONHMe基の配
位を反転させると活性が明らかに低下した。
このことからプロリンアミド型のイミノ糖
においては(2S, 3R) -コンフィグレーションを
取ることがHex Aに対する強い認識に必須で
あることが明らかになった。 
  これまでプロリンアミド型イミノ糖と同
様にピロリジンを母核とするイミノ糖とし
て L-arabinose型の C2位に NHAc基を有する
LABNAcが IC50 6.7 Mを示すことが報告さ
れている。更に我々は LABNAcの構造異性体
である XYLNAcを glucuronolactoneから合成
するとともに LYXNAc のエナンチオマーを
L-arabino--lactoneと D-ribino--lactoneからそ
れぞれ合成し、Hex Aに対する親和性を比較
したところ D-xylo 型の XYLNAc に IC50 4.9 
M を示すことを明らかにしている。
LABNAcに対して D-XYLNAcは C4エピマー
の関係にあり、これは今回得られたプロリン
アミド型イミノ糖の活性発現条件とも異な
る。これらの結果は、Hex Aとの親和性にお
いてNHAc基の位置が大きく影響しているた
めと考えられる。 
 
(3) より環サイズがより小さいアゼチジン型
イミノ糖 17種についても同様に Hex Aに対
す る 結 合 能 を 評 価 し た 。 こ の う ち
L-ribono-azetidine amideが Hex Aに対し Ki値
0.9 Mを示すなど、DNJNAcとほぼ同程度の
強力な親和性を持つ化合物を見いだすこと

に成功した。更により環サイズの大きいアゼ
パン型イミノ糖についてもスクリーニング
を行った結果、Ki値 1.8 Mを示す化合物が
含まれるなど、アゼチジン（4員環）、ピロリ
ジン（5員環）、ピペリジン（6員環）および
アゼパン（7 員環）と環サイズを変えても高
い親和性を示す化合物が認められたことか
ら、Hex Aは従来までのグリコシダーゼとは
異なり、かなり柔軟性に富んだ酵素である事
が明らかになった。 
 
(4) 環サイズが異なるイミノ糖のうち、高い
親和性が認められた化合物として、azetidine 
amide、DMDP amide、DNJNAcおよび azepane 
NAcを選択し、PDB (Protein Data Bank)に収載
されているヒトHex Aの 3次元座標データを
応用した、コンピュータリガンドドッキング
を行った。その結果、これらイミノ糖類は、
共通したアミノ酸相互作用を有しているこ
とが明らかになった。特に高い親和性を示し
た DMDP amideは、R178、E462、Y456、Y421、
E323、D322 および W460 と相互作用してい
ることも示唆された。 
 
(5) プロリンアミド型イミノ糖は、濃度依存
的に変異酵素の熱安定性を向上させた。更に
テイ−サックス病患者由来線維芽細胞に本化
合物を 100 M 添加することにより、未添加
群と比較して約 15 倍程度、細胞内酵素活性
が上昇した。比較対象として、先行研究にて
臨床試験が行われている  pyrimethamine 
(PMT) を用い、同様の試験を行ったが PMT
添加による酵素活性の上昇は 2倍程度にとど
まった。この事からも我々が見いだしたプロ
リンアミド型イミノ糖は、十分な治療効果が
期待できる化合物であると考えている。 
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