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研究成果の概要（和文）：ニーマン・ピック病C型（NPC）は中枢神経系障害および肝機能障害を主徴とする常染
色体劣性遺伝病であり、国の難病に指定されている。NPCは細胞内コレステロール輸送を担うNPC1またはNPC2タ
ンパク質が欠損することで細胞内に遊離コレステロールが蓄積する。NPCの唯一の治療薬であるミグルスタット
の治療効果は限定的であるため、新たなアプローチによる治療薬の開発が望まれている。本研究ではNPCの病態
発症機構の解明、及びNPC治療薬の開発を目的として研究を行い、セラミド代謝酵素がNPCの治療標的となり得る
ことを明らかにし、また、セラミド代謝酵素を阻害する新規化合物を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Niemann-Pick disease type C (NPC) is a lipid storage disorder resulting from
 mutations in either the NPC1 or NPC2 genes. Loss of function of NPC1 or NPC2 protein causes defects
 in the intracellular cholesterol trafficking, which results in the accumulation of multiple lipid 
species in the endosomal/lysosomal compartment. Miglustat has been shown to increase lifespan, delay
 the onset of neurological dysfunction, and reduce the magnitude of neurological symptoms in NPC 
animal models, but the therapeutic benefit is limited. In this study, we revealed that 
ceramide-metabolizing enzymes can be a therapeutic target for NPC. Furthermore, we attempted to 
develop a ceramide-metabolizing enzyme inhibitor to develop a therapeutic drug for NPC and obtained 
a new compound.

研究分野：薬理学、脂質生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
セラミド代謝酵素がNPCの治療標的となり得ることを明らかにし、また、セラミド代謝酵素を阻害する新規化合
物を得ることに成功した。本研究で着目しているセラミド代謝酵素の阻害は遊離コレステロールの蓄積を軽減で
き、また、副作用も少ないことが期待される。従って、今後さらなる誘導体展開を実施することで、これまでに
ない革新的なNPC治療薬が創出されることが期待される。

※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 
ニーマン・ピック病 C型（NPC）は中枢神経系障害および肝機能障害を主徴とする常染色体
劣性遺伝病であり、国の難病に指定されている。NPCの発症率は 12万人に 1人であり、多くの
患者が幼少期に発症し、10 歳前後で死亡する。NPC は細胞内コレステロール輸送を担う NPC1
または NPC2 タンパク質が欠損することで発症する。NPC 患者の 95%は NPC1 遺伝子に、残り
の 5%は NPC2遺伝子に変異をもつ。その結果、細胞内に遊離コレステロール及びスフィンゴ糖
脂質が蓄積し、進行性の神経症状や肝脾腫などを呈する。NPC の唯一の治療薬としてミグルス
タット（商品名: ブレーザベス）が 2012年 5月に日本で NPC治療薬として承認されている。ミ
グルスタットはスフィンゴ糖脂質合成酵素の阻害薬であり、脳内のスフィンゴ糖脂質レベルを
減少させ、神経脱落を抑制する。しかしながら、遊離コレステロールの蓄積を軽減できないため
治療効果は限定的である。従って、新たなアプローチによる治療薬の開発が望まれている。 
 
 
２．研究の目的 
  本研究では、セラミド代謝酵素の阻害が NPCの治療につながることを見出していた。具体的
には、１）NPC 細胞のセラミド代謝酵素を阻害すると細胞内コレステロール輸送が改善され、
遊離コレステロール蓄積が軽減されること、２）NPC1欠損マウスのセラミド代謝酵素を遺伝的
に欠損させると、脳における遊離コレステロール蓄積が軽減し、神経脱落が抑制されることを見
出していた。また、NPC1欠損マウスは生後、小脳プルキンエ細胞を始めとした中枢神経系障害
が進行し、振戦や体重減少を伴い約 10 週齢で死亡する。本研究において、NPC1 欠損マウスの
セラミド代謝酵素を遺伝的に欠損させるとプルキンエ細胞の脱落が抑制され、振戦の発現が遅
延し、生存期間が延長することを見出していた。さらに、セラミド代謝酵素欠損マウスの表現型
はほとんど観察されないことから、セラミド代謝酵素を標的とした治療薬は安全性が高いこと
が予想される。このように、本研究で着目しているセラミド代謝酵素の阻害薬は遊離コレステロ
ール蓄積を軽減でき、且つ、安全性の高い NPC治療薬になる可能性がある。そこで、本研究で
はセラミド代謝酵素と NPC発症との関連性を解析し、NPCの病態発症機構を解明すること、ま
た、セラミド代謝酵素を阻害する化合物の開発を試み、NPC 治療薬を創出することを目的とし
て研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
１）ヒト血漿におけるスフィンゴ脂質の定量 

NPC患者および健常人から採取した血漿におけるスフィンゴ脂質量を LC/MS/MSにより網羅
的に定量した。 
 
２）グリア細胞活性化に対するセラミド代謝酵素の役割解析 
 マウスの小脳組織切片において、ミクログリア及びアストロサイトの活性化を免疫染色法に
より観察した。免疫染色には抗 Iba-1抗体（ミクログリア）および抗 GFAP抗体（アストロサイ
ト）を用いた。 
 
３）マウスの肝機能評価 
 マウスの肝臓組織切片において HE染色を行い、顕微鏡にて観察した。また、マウスの血漿に
おける AST・ALT値を測定キットにより測定した。 
 
４）疾患 iPS細胞を用いた解析 
 NPC 患者に由来する iPS 細胞から分化誘導した神経細胞において、フィリピン染色を行い、
共焦点レーザー顕微鏡にて遊離コレステロールを観察した。また、神経細胞への分化の障害性を
評価した。 
 
５）新規セラミド代謝酵素阻害薬の開発 
 化合物ライブラリーのスクリーニングにより、セラミド代謝酵素に対して阻害効果を有する
化合物の探索を細胞・酵素レベルで行った。また、ヒット化合物の誘導体を有機合成し、構造最
適化を行った。 
 
 



４．研究成果 
１）ヒト血漿におけるスフィンゴ脂質の定量 

NPC患者および健常人から採取した血漿におけるスフィンゴ脂質量を LC/MS/MSにより網羅
的に定量したところ、NPC 患者の血漿において、多種類のスフィンゴ脂質のレベルが高いこと
が確認された。 
 
２）グリア細胞活性化に対するセラミド代謝酵素の役割解析 

NPC1 欠損マウスの小脳ではミクログリア及びアストロサイトが活性化することが知られて
いる。本研究では、NPC1欠損マウスのセラミド代謝酵素を遺伝的に欠損させると、ミクログリ
ア及びアストロサイトの活性化が抑制されることを見出した。また、ミクログリア及びアストロ
サイトの培養細胞において、セラミド代謝酵素がグリア細胞の活性化に関与することを明らか
にした。 
 
３）マウスの肝機能評価 

NPC1欠損マウスのセラミド代謝酵素を遺伝的に欠損させると、肝機能障害が抑制されること
を明らかにした。 
 
４）疾患 iPS細胞を用いた解析 

NPC 患者に由来する iPS 細胞から分化誘導した神経細胞において、セラミド代謝酵素の阻害
がコレステロール蓄積を軽減することを明らかにした。また、セラミド代謝酵素の阻害は分化障
害を軽減した。 
 
５）新規セラミド代謝酵素阻害薬の開発 
化合物ライブラリーからセラミド代謝酵素阻害活性を有する化合物を探索した。具体的には、
化合物、セラミド代謝酵素の精製タンパク質、及び基質のセラミドをインキュベートし、生成さ
れるセラミド代謝物を測定することで探索した。その結果、複数のヒット化合物を得た。次いで、
これらヒット化合物のセラミド代謝酵素阻害作用の特異性をカウンターアッセイにより確認し
た。酵素レベルでの評価においては、ヒット化合物、セラミド代謝酵素の精製タンパク質、及び
蛍光標識セラミドをインキュベートし、生成される蛍光標識セラミド代謝物を測定することで
評価した。細胞レベルでの評価においては、蛍光標識セラミドを培養細胞に添加し、細胞内で産
生された蛍光標識セラミド代謝物の量を指標にして評価した。その結果、複数の化合物に高い活
性が認められた。 
次に、NPC 細胞における遊離コレステロール蓄積を指標としたスクリーニングを行った。具
体的には NPC細胞に化合物を添加し、インキュベート後、細胞内遊離コレステロール量をコレ
ステロール測定キット（Amprex Red）にて測定した。その結果、遊離コレステロール蓄積軽減作
用が認められ、ヒット化合物の中には、既存のセラミド代謝酵素阻害薬と構造が全く異なる化合
物 X が存在していた。セラミド代謝酵素活性に対する化合物 X の 50%阻害濃度（IC50）は、約
10 M であった。化合物 X をマウスに経口投与すると、脳内に移行し、神経保護効果を発揮す
ることが知られている。本研究においても、脳移行性を予測システム（医薬基盤・健康・栄養研
究所が開発: https://adme.nibiohn.go.jp/brain-penetration）により評価したところ、化合物 Xは P-糖
タンパク質の基質になりにくく、脳移行性が高い化合物であることが予測された。そこで、化合
物 X をリード化合物として誘導体を有機合成した。その結果、構造活性相関が得られ、セラミ
ド代謝酵素活性に対する IC50が 0.2 M となり、リード化合物に比べて活性が 50 倍高まった。
これら誘導体の脳移行性を予測システムにより評価したところ、化合物 X と同様に、P-糖タン
パク質の基質になりにくく、脳移行性が高い化合物であることが予測された。 
さらに、誘導体の肝毒性を細胞レベルで評価した。化合物 Xおよび誘導体を評価したところ、

1-10 Mの濃度で肝毒性を示さなかった。このように本研究では、脳移行性が高く、肝毒性がほ
とんどない新規セラミド代謝酵素阻害剤を有機合成することに成功した。 
 
 
このように、本研究では NPCの病態発症機構の解明、及び NPC治療薬の開発を目的として研
究を行い、セラミド代謝酵素が NPCの治療標的となり得ることを明らかにし、また、セラミド
代謝酵素を阻害する新規化合物を得ることに成功した。前述した通り、NPC 治療薬のミグルス
タットは遊離コレステロールの蓄積を軽減することができない。そのため、遊離コレステロール
の蓄積を軽減することのできる NPC治療薬の開発が望まれている。遊離コレステロールを物理
的に除去する薬剤として 2-ヒドロキシプロピル--シクロデキストリン（HPCD）の臨床試験が
実施されている。その結果、NPC 患者への点滴静注は治療効果がなかったが、髄腔内/脳室内投
与は有効であった（Mol Genet Metab Rep, 13, 13, 2017）。しかしながら、HPCDの副作用として



難聴が知られており、また、侵襲的な投与であることが欠点である。また、ミグルスタットの副
作用として重度の下痢が知られている。一方で、本研究で着目しているセラミド代謝酵素の阻害
は遊離コレステロールの蓄積を軽減でき、また、副作用も少ないことが期待される。従って、今
後さらなる誘導体展開を実施することで、これまでにない革新的な NPC治療薬が創出されるこ
とが期待される。 
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