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ファブリー病の病態酵素ガラクトシダーゼの三次元構造への
遺伝子多型の影響解析
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〈研究の目的と進め方〉
スフィンゴ糖脂質の先天性代謝異常症のファブリー病

は、α-ガラクトシダーゼの遺伝子の変異によって酵素活
性が低下した変異体酵素を生じ、リソソーム内に基質の
globotriaosylceramideが活性低下によって蓄積することに
より発症する。研究では、ファブリー病を発症するヒト
α-ガラクトシダーゼの変異体を３種取り上げ、病態酵素
として、これらの三次元構造を高分解能のＸ線結晶構造解
析で解明する。さらに、変異体の性状の解析と、正常体酵
素の三次元構造との比較を行い、遺伝子変異がもたらす三
次元構造、性状、病態への影響を蛋白質レベルで解明する
ことを目的とする。

研究では、古典型１種と亜型２種のヒトα-ガラクトシ
ダーゼの変異体酵素を調製、結晶化し、構造のＸ線解析を
行う。また、酵素の活性部位あるいは変異部位が基質とど
のように相互作用するのかを明らかにするため、
globotriaosylceramideあるいはその類似体との複合体の結
晶のＸ線解析を行う。これらと併せて、変異体酵素の性状
の解析を行う。

〈研究開始時の研究計画〉
1) 変異体酵素（２量体で分子量は約８万２千）について、

シンクロトロン放射光Ｘ線を用いて高分解能のＸ線回折
データを収集する。

2) 収集したデータを用いて、分子動力学を併用する結晶学
的最小二乗法による結晶構造の精密化を進める。

3) 基質あるいは基質類似体との複合体結晶の調製を試み、
得られる結晶いついて高分解能のＸ線解析を行う。

4) 動的光散乱法、ゲルろ過法、蛍光基質の加水分解などを
指標に、変異体酵素の性状解析を行う。

〈研究期間の成果〉
1) 正常体酵素、古典型C142Y変異体、亜型M72V変異体、

亜型Q279E変異体を調製し、それぞれの結晶について放
射光Ｘ線を利用して1.9～2.0 Å高分解能のＸ線回折デー
タを測定できた。

2) 測定した回折データを用い、結晶学的な構造精密化を進
めた。その結果、各変異体の三次元構造には正常体とは
著しい差異が無いこと、古典型変異体ではY142が基質
結合部位をブロックしていること、亜型変異体では変異
したアミノ酸残基が基質結合部位および触媒部位からは
遠く離れていることが判明した（図）。

3) 亜型Q279E変異体と基質類似体のガラクトノジリマイシ
ンとの複合体が得られ、そのＸ線解析を行うことができ
た。

4) 変異体は正常体と同じ２量体を形成すること、古典型変
異体には酵素活性が全く無いこと、亜型変異体には正常
体酵素とほぼ同程度の活性が認められるが急速に失活し
やすいことが判明した。

5) これら知見をもとに、これまで見出されている遺伝子変
異を三次元構造にマッピングし、変異の影響を考察した。
古典型変異体では、C142でのジスルフィド結合が無く
なっている。亜型変異体では変異したアミノ酸残基が蛋
白質分子内の水素結合のパターンを変えて酵素の表面構
造を変化させ、急速な活性の失活をもたらしている。

〈国内外での成果の位置づけ〉
研究で対象とした蛋白質はヒト由来の糖蛋白質であり、

また、疾患を惹起する変異体である。α-ガラクトシダー
ゼの三次元構造自体は米国グループから報告されたが分解
能が低く、酵素の活性部位、変異と疾患の関わりは明らか
にされていない。

ファブリー病を惹起する古典型１種と亜型２種のα-ガ
ラクトシダーゼの変異体酵素を調製、結晶化、高い分解能
の構造解析を行ったが、同様の研究の国内外での報告例は
ない。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
分子量が大きな基質であるglobotriaosylceramideを結晶

に導入して変異体酵素との複合体結晶を調製しようとした
が、この基質は脂質部分の溶解度が低く、複合体結晶を得
ることができなかった。一方、基質類似体のガラクトノジ
リマイシンとの複合体結晶を正常体と変異体3種について
得ることができ、シンクロトロン放射光Ｘ線回折データの
収集と三次元構造の解析に成功した。

分子のサイズが大きく、大量のデータ処理が必要なこと、
収集した結晶データに質的な問題があって、解析処理に多
大な作業時間を要した。

〈今後の課題〉
研究期間内で得られた結果に基づいて、古典型C142Y変

異体、亜型M72V変異体、亜型Q279E変異体すべてについ
て、結晶構造の精密化、変異体酵素の性状解析を最近終え
ることができた。

遺伝子変異、その三次元構造、酵素の性状への影響も詳
細に調べることができたので、病態との関連を考察して研
究をまとめ、詳細な報告を行うこととしている。

研究では、正常体酵素と変異体を大量発現させ、かつ高
純度で調製できた。この技術は、酵素補充療法のための蛋
白質の調製と、変異体での失活を防ぐ薬物のスクリーニン
グにも適用可能なものと考えられる。
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