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研究成果の概要（和文）：従来の検査法の種々の課題から新規診断法開発が望まれていた脂質異常疾患であるニ
ーマンピック病C型の新規診断法構築を目的とし、種々検討を行った。各種コレステロール代謝物類、スフィン
ゴ脂質類のMS/MS条件検討を行い、それぞれに特徴的なフラグメントパターンを見出すとともに、それらを識別
可能なLC条件を見出した。それらの条件を活用したフォーカスドメタボロミクス法により、ニーマンピック病C
型患者体液に特徴的な分子を見出した。それら代謝物の精密定量について検討し、化学診断に有用な分析法を開
発するとともに、検討した代謝物が非常に診断マーカー性能に優れていることを見出した。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of developing a novel diagnostic method for Niemann-Pick 
disease type C, which is a lipid abnormal disease that was desired to develop a novel diagnostic 
method, various investigations were conducted. MS/MS conditions of various cholesterol metabolites 
and sphingolipids were investigated, and characteristic fragment patterns were found. In addition, 
LC conditions, which can identify them, were optimized. By focused metabolomics using these 
conditions, we found characteristic molecules in body fluids of Niemann-Pick disease type C 
patients. In next, we investigated the accurate analysis method for these metabolites. As a result, 
we developed an analytical method useful for diagnosis and found that the metabolites have very 
excellent diagnostic marker performances.

研究分野：臨床分析化学

キーワード： ニーマンピック病C型　コレステロール代謝物　LC/MS/MS　化学診断　バイオマーカー　フォーカスドメ
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１．研究開始当初の背景 
 ニーマンピック病 C 型 (NPC) は発症時期
や臨床症状が多様な常染色体劣性の先天性
疾患である。早期発症例では劇症型の消化器
症状を、遅発になるにつれて、中枢神経症状
や精神疾患様症状を呈するとされる。進行性
の中枢神経脱落によって、嚥下困難、気管切
開、寝たきりとなる難病である。治療薬とし
ては、神経症状改善効果のあるミグルスタッ
トが承認されているほか、シクロデキストリ
ンや HDAC 阻害薬なども研究開発が進んで
いるなど、治療に関する進歩が著しい。 
 しかしながら、NPC治療における課題は診
断にある。NPCは遺伝病であるにもかかわら
ず、上述のように新生児から成人までと発症
時期が広い。また、症状の多くは他の先天性
疾患、神経疾患、精神疾患とも重複する。NPC
を専門とする医師も少ないことからも、他疾
患への誤診や見逃しがおこってしまう。こう
した背景から、容易に NPC検査に使用可能な
スクリーニング法や他疾患との鑑別が可能
な診断法の開発が望まれている。 
原因遺伝子である NPC1および NPC2は、
リソソーム内コレステロール輸送に関わる
膜タンパク質あるいは分泌型タンパク質を
コードする。それらの変異がコレステロール
輸送排出に異常をもたらし、コレステロール
の蓄積を惹起し、さらに、スフィンゴ脂質の
二次的な蓄積を引き起こす。従来の確定診断
には、フィリピン染色と遺伝子診断が用いら
れるが、検査にかかる時間的・費用的コスト
が大きい上、侵襲性も高く、気軽に検査でき
ないといった課題があった。 
一方、申請者らは、一例の NPC患者で報告
されていた尿中抱合型コレステロール代謝
物、すなわち、SNAG-Δ5-CA、SNAG-Δ5-CG
および SNAG-Δ5-CT（図 1A-C）の液体クロマ
ト グ ラ フ ィ ー ／ タ ン デ ム 質 量 分 析 
(LC/MS/MS) 測定法を構築した。コレステロ
ール代謝異常症である 3β-ヒドロキシステロ
イド-Δ5-C27-ヒドロキシステロイドデヒドロ
ゲナーゼ欠損症と健常人に比較して、NPC患
者尿中のそれらの濃度は高値である可能性
があったため (Maekawa et al., Steroids, 78 
(2013) 967-972)、その後、症例数を増やして
検討した結果、いずれも優れた診断マーカー
性能を示したが、わずかに偽陰性も存在した
ため、抱合代謝物のみを特異的かつ網羅的に
検出するフォーカスドメタボロミクスを構
築し、NPC患者尿へ応用し、新たなマーカー
候補分子を見出した。 
 
２．研究の目的 
 こうした背景から、NPCでは、複雑な脂質
代謝変動の可能性があり、そうした病態に基
づく分子変化を網羅的に解析することで、新
規診断マーカー候補が探索できると考えた。
そこで、NPCにおいて変動すると考えられて
いる、コレステロールおよびスフィンゴ脂質
の両代謝物群を網羅的かつ詳細にプロファ

イリングし、それらと病態の関連を解析する
フォーカスドメタボロミクスの手法を構築
し、それを活用して得られた結果を基に、マ
ーカー候補分子を選択し、その精密分析法を
構築し、新規 NPC化学診断法を構築すること
を目的とした。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 効率的マーカー分子探索を可能とするフ
ォーカスドメタボロミクス解析法の構築 

 
一般的なメタボロミクス手法は膨大なピ
ークを検出できることが利点であるが、解析
も困難になりがちである。申請者はある種の
分子群、すなわち、コレステロール代謝物と
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(C) Taurine-conjugated 3β-sulfooxy-7β-N-
acetylglucosaminyl-5-cholen-24-oic acid
(SNAG-Δ5-CT)

図 1 本研究で有用性が見出された NPC

診断マーカー候補代謝物 



スフィンゴ脂質のみを対象とすることとし、
MS/MS スキャンによるフォーカスドメタボ
ロミクスを活用することとした。 
まず、コレステロール代謝物およびスフィ
ンゴ脂質類を網羅的に解析可能な分析条件
の検討を行った。 
 
(2) 体液中脂質プロファイル解析ならびに疾
患マーカー分子探索と新規診断法の開発 
 
 構築したフォーカスドメタボロミクス解
析法を用いて、NPC患者体液ならびにコント
ロール検体の体液を測定することによって、
新規診断マーカー分子を探索し、それを対象
とする精密分析法を構築することで、新規
NPC化学診断法を開発することとした。 
 
４． 研究成果 
 
(1) 効率的マーカー分子探索を可能とするフ
ォーカスドメタボロミクス解析法の構築 

 
まず、MS/MS条件の検討を行った。代表的
なスフィンゴ脂質の一種である、リゾスフィ
ンゴミエリンは、感度よく m/z 184のピーク
を生成し、高感度に検出できることがわかっ
た一方、ステロール類の直接分析は難しいこ
とがわかった。そこで、既報 (Yamashita et al., 
Steroids, 72 (2007) 50-59.) に従い、ピコリン酸
による誘導体化を試みることとした。その結
果、ピコリン酸誘導体に変換したいずれのス
テロール類も、ナトリウム付加イオンとして
高感度に検出可能であった。さらに、MS/MS
においては、ピコリン酸部分に由来する m/z 
146 のイオンあるいは、ピコリン酸部分の脱
離による 123 Da のニュートラルロスで検出
されることがわかった。 
次いで、LC 条件の検討を行った。ステロ
ール類には、組成式が同一であるゆえに質量
が等しいが、構造の異なる異性体が多数存在
する。これらは MS/MS でほぼ同一の挙動を
示すため、それのみによる識別は不可能であ
り、LC 分離が不可欠である。カラム、移動
相について、種々の検討を行った結果、すべ
ての異性体を分離することに成功し、それら
を識別可能な条件を見出した。 
 また、前処理についても検討を行い、ステ
ロール類はいずれも液液抽出を用いて効率
的に回収可能であることがわかった。また、
スフィンゴ脂質については、除タンパクある
いは固相抽出によって良好に回収できるこ
とがわかった。 
 検討した条件を適切に設定した LC/MS/MS
によって、対象となる脂質を網羅的に解析で
きることがわかった。 
 
(2) 体液中脂質プロファイル解析ならびに疾
患マーカー分子探索と新規診断法の開発 
 
 上記の検討によって構築した、各種脂質類

を測定対象とするフォーカスドメタボロミ
クス法を用いて、NPC患者各種体液の解析を
行った。 
 その結果、尿中のコレステロール代謝物ピ
ーク（m/z 469および m/z 467）が NPC患者に
特徴的であることがわかった。これらを最終
的に 3β-スルホオキシ-7β-ヒドロキシ-5-コレ
ン酸および 3β-スルホオキシ-7-オキソ-ヒド
ロキシ-5-コレン酸と同定した (図 1D および
E)。これら 2種の精密定量分析法を構築する
ことが NPC の新規診断法構築につながると
考えられたため、新規に同定した 2種とこれ
まで測定対象としていた 3 種の代謝物、計 5
種 (図 1) を一斉に測定する LC/MS/MS 法の
開発を行うこととした。 
 MS/MS条件、LC条件を検討した結果、い
ずれの化合物も相互に分離し、なおかつ、い
ずれの夾雑ピークとも分離可能な条件を見
出した。分析法バリデーション試験について
も行い、構築した手法が信頼性に優れること
を証明した。構築した手法により、NPC患者
と健常人尿の測定を行ったところ、代謝物の
うち 1種は、両者を完全に識別できるマーカ
ー性能を有することがわかり、構築した分析
法は、NPC化学診断法として有用であるとわ
かった。本成果は現在、論文化の準備中であ
る。 
 一連の成果は国内外ともに広く認められ、
2016 年版 NPC 診断アルゴリズムに関する総
説にも取り入れられるなど、広く認知される
に至っており (Papandreou et al., Ther. Adv. 
Neurol. Disord., 9 (2016) 216-229)、現在も国内
の NPC診療における社会実装へ向け、臨床研
究を続けている。 
 また、血中のスフィンゴ脂質代謝物につい
ても、高濃度に存在する興味深いピークを検
出したが、同定するには至っておらず、さら
に今後も、NPCにおける脂質異常を深く解析
する必要があると考えている。 
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