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研究成果の概要（和文）：本研究ではニーマンピック病 C 型 (NPC) のアラキドン酸代謝を解

析した。また NPC で蓄積が認められるスフィンゴ脂質によるアラキドン酸代謝への影響を調

べ、以下の結果を得た。1) NPC 細胞では細胞質型ホスホリパーゼ A2α (cPLA2α) によるアラ

キドン酸代謝が細胞障害性や活性酸素種 (ROS) の産生に重要な役割を担っていること、2) ス
フィンゴミエリン (SM) やラクトシルセラミド (LacCer) が cPLA2αの活性を直接的に調節

していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the metabolism of arachidonic acid in 
NPC. In addition, we examined the effect of sphingolipids accumulated in NPC on the 
metabolisms of arachidonic acid. We showed that 1) cPLA2α-dependent arachidonic acid 
metabolism plays important roles in the cytotoxicity and the ROS formation in NPC cells, 
2) SM and LacCer are direct regulators of cPLA2α. 
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１．研究開始当初の背景 

NPC は小脳失調が前景に立つ中枢神経障
害を主徴とする常染色体劣性遺伝病であり、
生化学的には LDL 由来コレステロールやス
フィンゴ糖脂質等の後期エンドソーム/リソ
ソームでの蓄積を特徴とする。この疾患の原
因タンパク質 NPC1 の欠損マウスにおいて、
活性型グリア細胞の増殖およびグリオーシ
スが観察されること、非ステロイド性抗炎症
薬がマウスの寿命を遅延させることなどか

ら、NPC の発症・増悪に炎症反応の寄与が示
唆されているが、詳細は不明である。 
私たちは、本研究開始前まで、炎症性疾患

に深く関与する cPLA2αの活性制御機構の解
析を行ってきた。その研究過程で、NPC で蓄
積が認められるスフィンゴ脂質が cPLA2αの
活性制御に重要な役割を担うことを明らか
にした。さらに、本研究に関連する予備実験
を行ったところ、NPC1 欠損細胞では
cPLA2αに依存したアラキドン酸代謝の異常
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亢進が観察された。従って、NPC 細胞におけ
るアラキドン酸代謝異常が NPC の発症・増
悪の原因となり得る可能性を考え、本研究に
着手した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) NPC 細胞におけるアラキドン酸代謝物の
産生およびアラキドン酸代謝関連酵素の機
能解析を行い、NPC 発症との関連性を検証す
る。 
 
(2) NPC 細胞で蓄積しているスフィンゴ脂質
が cPLA2α活性に与える影響を検討し、その
詳細なメカニズムを明らかにする。本研究で
は特にSM及びLacCer に焦点を当てて解析
を行った。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では NPC1 欠損細胞として CHO 
(チャイニーズハムスター卵巣由来の線維芽
細胞) の変異細胞、及びヒト NPC 患者皮膚
由来線維芽細胞を用いた。NPC 細胞とそのコ
ントロール細胞における各種アラキドン酸
代謝酵素の発現量をウエスタンブロットで
検出し、また細胞ホモジネートでの酵素活性
を測定した。放射標識したアラキドン酸で細
胞をラベルした後、細胞外に遊離したアラキ
ドン酸を測定することでアラキドン酸遊離
率の測定を行った。アラキドン酸代謝物の産
生は EIA 法にて検出した。コレステロール輸
送阻害薬 U18666A を処理した際の細胞障害
性および細胞周期への影響を、LDH 漏洩、
フローサイトメトリーによりそれぞれ解析
した。 
 
(2) SMあるいはLacCerの細胞内レベルを変
化させた細胞における cPLA2αの活性を解析
した。cPLA2α活性を直接的に制御するか否
かを in vitro PLA2 assay により検証した。
また、cPLA2αとの結合性を lipid-protein 
overlay assay により検証した。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) NPC 細胞におけるアラキドン酸代謝の変
化 
 NPC1 欠損 CHO 細胞 (A101 細胞) および
そのコントロール細胞 (JP17 細胞) におけ
るアラキドン酸遊離変化を検討した。両細胞
にカルシウムイオノフォア (A23187) 及び
プロテインキナーゼ C 活性化剤 (PMA) の
同時刺激を行ったところ、A101 細胞におけ
るアラキドン酸遊離がコントロール細胞に

比べて 2 倍程度上昇した (図 1)。このアラキ
ドン酸遊離は cPLA2α阻害剤 (ピロフェノ
ン) の処理により抑制された。また、アラキ
ドン酸代謝物のプロスタグランジン E2 
(PGE2) の産生も A101 細胞で上昇していた。
シクロオキシゲナーゼ-1及び 2の発現量は両
細胞で同程度だった。A101 細胞におけるア
ラキドン酸遊離および PGE2 の産生上昇は、
リポタンパク欠損血清を含む培地で培養す
ることで抑制された。これらの結果から、
NPC 細胞ではコレステロールが蓄積するこ
とで cPLA2αによるアラキドン酸代謝が促進
されることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. NPC 細胞におけるアラキドン酸遊離 
 
 
 
 
 
(2) U18666A による細胞障害性における
cPLA2αの関与 

マ ウ ス 線 維 芽 細 胞  (L929 細 胞 ) に
U18666A を 48 時間処理すると、細胞増殖の
抑制および LDH 漏洩の亢進が認められた。
これらの現象は、cPLA2αをノックダウンす
ることで見られなくなった (図 2)。細胞周期
への影響をフローサイトメトリーにより解
析したところ、U18666A 処理により G1 期か
らS期への移行が遅延していることが判明し
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. U18666A による細胞障害性 

 
 
次に、U18666A による細胞障害性におけ

る ROS の関与を検討した。U18666A を処理
した L929 細胞は ROS の産生が上昇してお
り、cPLA2αのノックダウンにより抑制され
た (図 3)。また、U18666A による LDH 漏洩
が NADPH オキシダーゼ阻害薬の DPI、
apocynin の処理によりそれぞれ抑制された 
(図 4)。よって U18666A は NADPH オキシ
ダーゼ依存的な ROS 産生を促し、細胞障害
性を引き起こすこと、また、NADPH オキシ
ダーゼの活性化は cPLA2αを介することがわ
かった。以上の結果から、NPC 細胞では
cPLA2αによるアラキドン酸代謝が亢進して
おり、その結果として ROS の産生や細胞障
害性を引き起こすことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. U18666A による ROS 産生 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. U18666A による細胞障害性における
ROS の関与 

(3) SM による cPLA2α活性制御機構 
 セラミド輸送タンパク CERT に変異があ
り、SM 合成能が欠失している CHO 細胞 
(LY-A 細胞) は細胞内 SM レベルが低下して
いる。LY-A 細胞と、そのコントロール細胞 
(LY-A/hCERT 細胞) を用いてアラキドン酸
遊離量の測定を行った。A23187 刺激による
アラキドン酸遊離量は LY-A 細胞ではコント
ロール細胞に比べて 1.7 倍程度上昇していた 
(図 5)。また、酸性スフィンゴミエリナーゼ
阻害薬を処理し、細胞内 SM レベルを上昇さ
せた時のアラキドン酸遊離は抑制された。従
って、SM がアラキドン酸遊離を抑制するこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. LY-A 細胞におけるアラキドン酸遊離 

 
 
 次に、SM の cPLA2α活性への影響を検討
した。cPLA2αの基質であるホスファチジル
コリンのリン脂質ベジクルを用いて酵素活
性を測定したところ、SM を含むリン脂質ベ
ジクルでは酵素活性が低下した(図 6)。さら
に、lipid-protein overlay assay を行ったと
ころ、SM は cPLA2αのグリセロリン脂質へ
の結合を阻害した。以上の結果から、SM は
cPLA2αのグリセロリン脂質への結合を阻害
することで、アラキドン酸遊離を抑制するこ
とが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. SM の cPLA2α活性への影響 
 
 



 

 

(4) LacCer による cPLA2α活性制御機構 
 LacCer を外因的に添加した細胞において
アラキドン酸遊離の上昇が認められ、それは
ピロフェノンの処理および cPLA2αのノック
ダウンによりそれぞれ抑制された。共焦点レ
ーザー顕微鏡の観察により LacCer は
cPLA2αの核近傍へのトランスロケーション
を誘導することがわかった。また、cPLA2α
の C2 ドメインのトランスロケーションも誘
導した。 

次に、LacCer の cPLA2α活性への影響を
検討したところ、LacCer を含む脂質ベジク
ルでは酵素活性の上昇が認められた。また、
lipid-protein overlay assay を行ったところ、
LacCerは cPLA2αのC2ドメインと結合する
ことが判明した。よって LacCer は C2 ドメ
インに結合することで cPLA2αのトランスロ
ケーションを誘導し、アラキドン酸遊離を引
き起こすことがわかった。 

腫瘍壊死因子 TNF-αは cPLA2αによるア
ラキドン酸遊離を誘導することが知られて
いる。また、TNF-αは LacCer の生成を促進
することも知られているため、cPLA2α活性
化との関連性を解析した。TNF-α刺激をした
L929 細胞では LacCer の生成およびアラキ
ドン酸遊離の亢進が認められた。このアラキ
ドン酸遊離の亢進はグルコシルセラミド合
成酵素の阻害薬 (PPMP) の処理により抑制
された。また、TNF-αによる cPLA2αのトラ
ンスロケーションも PPMP が抑制した。以上
の結果から、TNF-αは LacCer の生成を促進
して、cPLA2αを活性化することがわかった。 
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2010 年 6 月 25 日、つくば 
 
 
 
〔図書〕（計 1 件） 
中村浩之、村山俊彦、千葉大学出版、薬学の
世界をのぞく「体に欠かせない存在“脂質”」 
千葉学ブックレット；千葉の健康-6、2010、
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計 1 件） 
 
名称：セラミド誘導体およびこれを用いたゴ
ルジ体標識化プローブ 
発明者：西田篤司、中村浩之、牧山智彦、 
村山俊彦 
権利者：国立大学法人 千葉大学 
種類：特許 
番号：特願 2011-177720 号 
出願年月日：2011 年 8 月 15 日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 0 件） 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.p.chiba-u.ac.jp/lab/hinka/index.
html 
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