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研究成果の概要（和文）：パルミトイルエタノールアミド(PEA)は、ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体PPAR
αの活性化などを介して抗炎症・鎮痛作用を示す脂質化合物である。本研究では、PEAの抗分解性改変体を優れ
た難治疼痛治療薬として応用することを目指して以下の知見を得た。すなわち、(1) 酸性セラミダーゼが体内で
PEAの加水分解に関与することを見出し、(2) PEA改変体のPPARα活性化能の構造活性相関を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Palmitoylethanolamide is a lipid mediator that exerts anti-inflammatory and 
analgesic actions through activation of peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα). The 
goal of the present study is the application of antidegradable PEA derivatives to superior 
therapeutic agents for intractable pain, and here we revealed (1) the involvent of acid ceramidase 
in the hydrolysis of PEA in the body and (2) the structure-activity relationship of PEA derivatives 
on the PPARα-activating ability.

研究分野： 医療薬学

キーワード： 疼痛　炎症　脂質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義として、まず、セラミドを加水分解する酵素として認識されてきた酸性セラミダーゼを、
PEAの新規加水分解酵素として同定したことが挙げられる。さらに、PEAの改変体のPPARα活性化能に関して構造
活性相関を示したことも学術的意義を有する。社会的意義は、神経因性疼痛などの難治疼痛の新規治療薬として
PEA誘導体を応用する上で有用な知見となることである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
神経因性疼痛は、癌や物理的刺激による末梢・中枢神経の損傷や機能的障害により誘発され、
長期間持続する難治性の疼痛である。その病態生理には不明な点が多く、非ステロイド性抗炎症
薬などの従来の鎮痛薬に強い抵抗性を示し、新規鎮痛薬の開発が望まれている。 
パルミトイルエタノールアミド(PEA)は長鎖脂肪酸であるパルミチン酸とエタノールアミン
が縮合した構造を持ち、N-アシルエタノールアミンのひとつに分類される脂肪酸アミド化合物
である。PEAは核内受容体であるペルオキシソーム増殖剤活性化受容体 PPARαに対するアゴニ
スト作用や、内因性カンナビノイド受容体リガンドであるアナンダミドの分解を抑制する作用
など複数の機構により抗炎症・鎮痛作用を発揮する。本化合物は神経因性ないしは炎症性疼痛の
緩和にある程度有効なサプリメント・特定医療目的食品として既に欧米で販売されており、さら
に医薬品としての開発も進められている。ところが、PEA は体内で遊離脂肪酸であるパルミチ
ン酸とエタノールアミンに速やかに加水分解され、本薬物の有効性を低下させる一因となって
いる。本加水分解反応を触媒する酵素として、脂肪酸アミド加水分解酵素と N-アシルエタノー
ルアミン酸性アミダーゼがよく知られ、さらに酸性セラミダーゼも関与する可能性が示唆され
ていたが詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の最終的な目的は、PEA の化学構造の改変により、加水分解酵素によって分解されに
くく強力な新規抗分解性化合物を創製することである。本目的を達成するには、PEA の体内に
おける加水分解機構を確定させる必要がある。そこでまず、セラミドを加水分解するリソソーム
酵素として知られる酸性セラミダーゼが、PEA に対する新規加水分解酵素であることを確立し
た。さらに、種々の PEA改変体について、抗炎症・鎮痛作用の基盤となる PPARα活性化能に関
する構造活性相関を検討し、より作用の強い化合物のデザインを試みた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 精製酵素を用いた酸性セラミダーゼの PEAに対する加水分解活性の検討 

N 末端に FLAG タグを付加したヒト酸性セラミダーゼを、リポフェクション法によりヒト腎
臓 HEK293T細胞に過剰発現させた。72 時間後に培養上清を回収し、抗 FLAG抗体M2アガロー
スを用いて酸性セラミダーゼの前駆体を精製した。溶出には FLAGペプチドを使用した。37度
で 6 時間 pH 4.5で処理することで自己触媒によるペプチド鎖の限定分解を誘導し、酸性セラミ
ダーゼの活性体に変換した。14C 標識基質である C16 セラミドと PEA は、それぞれスフィンゴ
シンとエタノールアミンを 14C 標識パルミチン酸と化学的に縮合させることで調製した。酸性セ
ラミダーゼの精製標品を、これらの 14C 標識基質と 37度で 1 時間、pH 4.5で反応させた。脂質
を抽出した後、薄層クロマトグラフィーにより生成物である 14C 標識パルミチン酸を分離し、画
像解析により定量した基質と生成物の放射能強度から加水分解活性を算出した。 
 
(2) 培養細胞における酸性セラミダーゼの過剰発現および発現抑制による検討 
ヒト酸性セラミダーゼおよび N-アシルエタノールアミン酸性アミダーゼを、リポフェクショ
ン法によりヒト腎臓 HEK293細胞に過剰発現させた。24 時間後から 0.2 µMの脂肪酸アミド加水
分解酵素阻害薬 URB597で処理し、さらに 24 時間培養した。細胞を回収し、その一部を用いて
Bradford 法により蛋白定量を行った。残りの細胞を用いて Bligh-Dyer 法の変法により脂質を抽出
し、液体クロマトグラフィー-質量分析（LC-MS/MS分析）により PEA レベルを分析した。発現
抑制にはヒト前立腺 LNCaP細胞を用い、リポフェクション法により酸性セラミダーゼ、N-アシ
ルエタノールアミン酸性アミダーゼ、もしくはその両者の siRNA (標的遺伝子当たり 20 nM)を導
入した。72 時間後に細胞を回収し、HEK293細胞と同様の方法で蛋白定量と PEA レベルの分析
を行った。 
 
(3) PEA改変体の PPARα活性化能の検討 
種々の PEAの構造改変体を有機合成した。PEAのパルミチン酸部分をオレイン酸あるいはス
テアリン酸に、あるいはエタノール部分をプロパノール、ブタノール、1,3-プロパンジオールに
改変し、12 通りの組み合わせとした。また、それぞれのアセチル化体についても合成した。ヒ
ト子宮頸癌 HeLa細胞を 96 穴プレート上に培養し、PPARα/酵母転写因子 GAL4 遺伝子と GAL4
調節ルシフェラーゼレポーター遺伝子を、活性炭処理胎仔ウシ血清の存在下でリポフェクショ
ン法により導入した。48 時間後から 30 µMの PEA構造改変体で 24 時間処理し、基質を添加し
て蛍光プレートリーダーを用いてルシフェラーゼ活性を測定した。 
 



４．研究成果 
 
(1) 精製酵素を用いた酸性セラミダーゼの PEAに対する加水分解活性の検討 
酸性セラミダーゼの精製標品は PEAに対して、同種の脂肪酸を有する C16セラミド（N-パル
ミトイルスフィンゴシン）より 5.3 倍高い活性を示した（図 1A）。さらに、当該標品は脂肪酸種
の異なる他の N-アシルエタノールアミンに対しても加水分解活性を有していた。従って、これ
までセラミドを分解する酵素と考えられてきた酸性セラミダーゼが、PEA などの N-アシルエタ
ノールアミンの加水分解に関わることが無細胞反応系の検討により示唆された。 

 
(2) 培養細胞における酸性セラミダーゼの過剰発現および発現抑制による検討 

HEK293細胞に酸性セラミダーゼを過剰発現させたところ、コントロール細胞と比較して細胞
内 PEA レベルは 33%に減少した（図 1B）。この減少効果は陽性対照として用いた N-アシルエタ
ノールアミン酸性アミダーゼの値（40%）に匹敵するものであった。従って、過剰発現させた酸
性セラミダーゼは細胞内で PEA を加水分解することが明らかとなった。次に内在性の酸性セラ
ミダーゼの当該活性を検討するために、本酵素の発現レベルが高いヒト前立腺 LNCaP細胞を用
いた。siRNA 法により内在性の酸性セラミダーゼの発現を抑制したところ、細胞内 PEA レベル
は 2.4 倍に上昇傾向を示した（図 1C）。この上昇効果は陽性対照である N-アシルエタノールアミ
ン酸性アミダーゼの発現抑制による値（2.0 倍）に匹敵し、さらに、両酵素を発現抑制させると
2.9 倍とさらなる上昇が得られた。これらの結果から、酸性セラミダーゼは PEA加水分解活性を
有することが細胞レベルの検討により明らかとなった。 

 
(3) PEA改変体の PPARα活性化能の検討 

30 µMの PEAおよび種々の PEA改変体（図 2A）の PPARα活性化能を、ルシフェラーゼをレ
ポータージーンとして用いて評価した（図 2B）。PEA (P-1)の PPARα活性化能は 1.4 倍であった
が、エタノール部分の炭素鎖を 1 炭素あるいは 2 炭素延長した化合物 P-2および P-3では約 2 倍
と増大した。一方、PEA (P-1)のパルミチン酸部分をオレイン酸に変更した O-1では 2.6 倍に達し
た。O-1 のエタノール部分の炭素鎖を同様に 1 炭素あるいは 2 炭素延長した化合物(O-2 および
オレオイルブタノールアミド(OBA, O-3))でも O-1と同等の活性化能が保持されていた。PEA (P-
1)のパルミチン酸部分をステアリン酸に変更した S-1では低値であり、炭素鎖を延長しても効果
はなかった。また、P-1, O-1, S-1ともエタノール部分を 1,3-プロパンジオールにすることで分枝
させたが活性化能は低値であった(P-4, O-4, S-4)。次に、これらの化合物のヒドロキシ基をアセチ
ル化したところ、活性化能には影響を与えなかったが、溶媒への溶解性が改善した。また OBA 
(O-3)の濃度依存性についても確認した。以上のように PEA 改変体の PPARα 活性化能における
構造活性相関を明らかとした。今後、本検討で高い PPARα 活性化能を示した OBA あるいはそ
のアセチル化体をリード化合物として、より優れた薬物を創製したい。 
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