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研究成果の概要（和文）：本研究で着目している脂質代謝異常症は細胞内にコレステロールやスフィンゴ脂質が
蓄積し、中枢神経系障害 (特にプルキンエ細胞の脱落) を呈する難病である。本研究では脂質代謝異常症の病態
制御におけるセラミドキナーゼの役割を細胞・マウス・疾患特異的iPS細胞を用いて解析した。その結果、セラ
ミドキナーゼの阻害は脂質代謝異常症の発症を抑制する事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The dyslipidemia focused in this study is an intractable disease in which 
cholesterol and sphingolipids accumulate in cells and cause central nervous system disorders 
(particularly, Purkinje cell loss). In this study, we analyzed the role of ceramide kinase in 
dyslipidemia using cell, mouse, disease-specific iPS cells. The results showed that inhibition of 
ceramide kinase suppressed the onset of dyslipidemia.

研究分野：薬理学、脂質生化学

キーワード： セラミドキナーゼ　セラミド-1-リン酸　脂質代謝異常症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で着目している脂質代謝異常症は遺伝病であるため、根本的な治療には遺伝子治療が必要である。しかし
ながら、遺伝子治療の実用化は容易ではない。本研究により脂質蓄積症の病態発症機構の一端が明らかになり、
さらに、セラミドキナーゼが創薬標的となることが明らかになった。今後、新規セラミドキナーゼ阻害剤を開発
することで、本病態の革新的治療薬を創出できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 本研究で着目している脂質代謝異常症は細胞内にコレステロールやスフィンゴ脂質が蓄積し、
中枢神経系障害 (特にプルキンエ細胞の脱落) を呈する難病である。研究代表者のこれまでの研
究により、スフィンゴ脂質のセラミドをリン酸化するセラミドキナーゼが脂質蓄積症の治療標
的となる可能性を見出していた。具体的には、病態モデル細胞のセラミドキナーゼを阻害すると、
脂質の蓄積が軽減することを見出していた。 
 
 
２．研究の目的 
 脂質代謝異常症におけるセラミドキナーゼの役割を細胞・動物レベルで詳細に解析し、脂質代
謝異常症の病態メカニズムを解明する。さらに、新規セラミドキナーゼ阻害薬の開発を試み、脂
質代謝異常症の革新的治療薬を創出する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) セラミド-1-リン酸産生の測定 
 蛍光標識セラミド (NBD-セラミドまたは BODIPY-セラミド) を細胞に取り込ませてインキュ
ベートし、脂質抽出後、薄層クロマトグラフィーで分離し、NBD または BODIPY の蛍光をイメー
ジアナライザーにて検出した。内在性セラミド-1-リン酸の定量は高速液体クロマトグラフ質量
分析装置 (LC/MS/MS) にて測定した。 
 
(2) セラミドキナーゼ及びセラミドの細胞内局在の観察 
 HA を付加したセラミドキナーゼを細胞に一過性発現させ、抗 HA 抗体を用いた免疫染色法によ
りセラミドキナーゼの細胞内局在を観察した。また、NBD-セラミドあるいは BODIPY-セラミドを
細胞に取り込ませ、その細胞内局在を観察した。内在性セラミドの細胞内局在は抗セラミド抗体
を用いた免疫染色法により観察した。細胞内局在の観察は共焦点レーザー顕微鏡 (Zeiss, 
LSM780) にて行った。 
 
(3) 2 重欠損マウス (DKO マウス) の作製 
 脂質代謝異常症の原因遺伝子を欠損したマウスとセラミドキナーゼを欠損したマウスを交配
し、DKO マウスを作製した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 病態細胞におけるセラミド-1-リン酸産生機構の解析 
 脂質代謝異常症の原因遺伝子を欠損した病態モデル細胞および正常細胞に蛍光セラミドを取
り込ませ、セラミド代謝を比較解析した。その結果、正常細胞に比べて病態細胞においてセラミ
ド-1-リン酸の産生が上昇していることが判明した。その他のセラミド代謝物の産生に大きな違
いは観察されなかった。セラミド-1-リン酸はセラミドキナーゼがセラミドをリン酸化すること
で産生される。病態細胞において観察されるセラミド-1-リン酸の産生上昇がセラミドキナーゼ
に依存するかどうか検証するために、セラミドキナーゼ阻害剤 (NVP-231) を用いて解析を行っ
た。その結果、NVP-231 の処理によりセラミド-1-リン酸の産生上昇が抑制された。従って、病
態細胞ではセラミドキナーゼに依存するセラミド-1-リン酸の産生が上昇していることが明らか
になった。また、内在性セラミド-1-リン酸を LC/MS/MS にて定量したところ、正常細胞に比べて
病態細胞においてセラミド-1-リン酸の量が上昇していることが明らかになった。 
 次に、病態細胞においてセラミド-1-リン酸の産生が上昇するメカニズムの解析を行った。セ
ラミドキナーゼの mRNA 量を定量的 PCR 法により測定したところ、正常細胞と病態細胞との間に
違いは見られなかった。また、両細胞のホモジネートを NBD-セラミドとインキュベートするこ
とで、セラミドキナーゼの活性を測定した。その結果、セラミドキナーゼ活性は両細胞間で同程
度であった。そこで、セラミドキナーゼ及びセラミドの細胞内局在を観察した。それぞれの細胞
内局在を各種オルガネラマーカー (初期エンドソーム: EEA1、後期エンドソーム: LBPA または
Rab9、リソソーム: LysoTracker、ゴルジ体: RFP-Golgi)との 2重染色により観察した。その結
果、セラミドキナーゼの細胞内局在は両細胞において主に初期エンドソーム及び後期エンドソ
ームに観察された。BODIPY-セラミドの細胞内局在を観察したところ、正常細胞においては主に
ゴルジ体に観察され、病態細胞においては主に初期エンドソーム及び後期エンドソームに観察
された。そこで、セラミドキナーゼと BODIPY-セラミドの 2重染色を行った。その結果、セラミ
ドキナーゼと BODIPY-セラミドが正常細胞においては異なる局在を示し、病態細胞においては初
期エンドソーム及び後期エンドソームで共局在する様子が観察された。また、内在性セラミドの
細胞内局在を観察したところ、正常細胞においては細胞質全体に分布していたが、病態細胞にお
いてはドット状の局在が観察された。さらに、病態細胞においてセラミドキナーゼとセラミドが
共局在する様子が観察された。これらの結果から、病態細胞においてセラミドキナーゼとセラミ
ドが共局在することでセラミド-1-リン酸の産生が上昇していることが明らかになった。 
 



(2) 疾患特異的 iPS 細胞を用いた解析 
 脂質蓄積症の患者に由来する皮膚線維芽細胞および健常人由来皮膚線維芽細胞に Oct3/4、
Sox2、Klf4、c-Myc を遺伝子導入し、iPS 細胞を樹立した。これら iPS 細胞を神経幹細胞に分化
しやすくするために、TGF阻害剤 (SB431542)、GSK3阻害剤 (CHIR99021)、AMPK 阻害剤 
(Dorsomorphin) を含む iPS 維持培地において 5日間培養した。その後 FGF を含む培地で 1週間
以上培養することで神経幹細胞に分化させた。神経幹細胞が凝集して形成されたニューロスフ
ェアを分散し、ニューロン分化培地にて脳内環境に近い低酸素条件 (4% O2、5%CO2) で 2週間以
上培養することでニューロンに分化させた。これらニューロンにおける脂質蓄積を観察したと
ころ、患者由来ニューロンでは健常人由来ニューロンに比べて脂質が蓄積していた。さらに、セ
ラミドキナーゼ阻害剤の NVP-231 を処理したところ、脂質の蓄積が軽減した。 
 
 
(3) 病態モデル動物の発症におけるセラミドキナーゼの役割 
脂質代謝異常症の原因遺伝子を欠損した病態モデルマウスの脳におけるセラミド-1-リン酸量
を LC/MS/MS にて定量したところ、野生型マウスに比べて病態モデルマウスではセラミド-1-リ
ン酸量が上昇していることが明らかになった。また、病態モデルマウスのセラミドキナーゼを欠
損させた DKO マウスを作製し、病態発症におけるセラミドキナーゼの関与を検証した。病態モデ
ルマウスは生後、中枢神経系障害を伴い振戦を発症し、その後、体重が減少し、死亡する。本研
究では病態モデルマウスと DKO マウスにおけるこれら表現型を比較した。マウスの小脳組織切
片を作製し、脂質蓄積の程度を観察したところ、病態モデルマウスに比べて DKO マウスでは脂質
蓄積が軽減されていた。また、小脳組織切片のプルキンエ細胞をニッスル染色および抗
Calbindin 抗体を用いた免疫染色法により観察した。その結果、病態モデルマウスでは顕著にプ
ルキンエ細胞の脱落が観察されたが、DKO マウスではプルキンエ細胞の脱落が抑制されていた。
これに伴い、DKO マウスでは病態モデルマウスに比べて振戦の発症が遅延した。体重を比較した
ところ、DKO マウスでは病態モデルマウスに比べて最大体重が高かった。また、DKO マウスでは
病態モデルマウスに比べて体重が減少するタイミングが遅延した。体重の減少が観察された後
の体重減少ペースは病態モデルマウスと DKO マウスの間で顕著な差は見られなかった。興味深
い事に、DKO マウスは病態モデルマウスに比べて生存期間が延長した。 
 病態モデルマウスの脳において神経脱落が生じる要因として、アストロサイトやミクログリ
アなどグリア細胞の活性化、ミエリン鞘の脱髄、オートファジー異常などが知られている。これ
らの現象を病態モデルマウスと DKO マウスで比較した。小脳組織切片を作製し、アストロサイト
及びミクログリアを免疫染色法により観察したところ、病態モデルマウスで観察されたグリア
細胞の活性化が DKO マウスで抑制されていることが明らかになった。グリア細胞を活性化する
サイトカインであるインターロイキン (IL)-6 及び IL-1の mRNA 量を定量的 PCR 法により定量
したところ、何れのサイトカイン量も DKO マウスで減少していた。また、ミエリン鞘マーカーの
抗 MBP 抗体を用いたウェスタンブロット法により、小脳における脱髄を比較したところ、病態モ
デルマウスで観察される脱髄が DKO マウスでは抑制されていた。また、オートファジーマーカー
である抗 LC3 抗体を用いたウェスタンブロット法により小脳におけるオートファジーを比較し
たところ、病態モデルマウスで観察されるオートファジーの異常が DKO マウスでは抑制されて
いた。これらの結果から、脂質代謝異常症の発症にセラミドキナーゼが関与することが明らかに
なった。 
 
 
(4) 病態モデル動物におけるセラミドキナーゼ阻害剤の効果検証 
セラミドキナーゼ阻害剤 (NVP-231) を病態モデルマウスに経鼻投与し、阻害剤の効果を検証
した。経鼻投与は血液脳関門を介さずに脳まで薬剤を届けることが知られている。31 日齢の病
態モデルマウスに NVP-231 を 1日 1 回、14 日間投与し、45日齢の小脳において解析した。その
結果、NVP-231 の投与により、プルキンエ細胞の脱落、グリア細胞の活性化、脱髄、及びオート
ファジーの異常が抑制された。さらに、NVP-231 の投与により振戦の発現が遅延し、生存期間が
延長した。これらの結果から、セラミドキナーゼの阻害は脂質代謝異常症の発症を抑制する事が
明らかになった。 
 
 
(5) 新規セラミドキナーゼ阻害薬の探索 
 化合物ライブラリーからセラミドキナーゼ阻害作用を有する化合物を探索するためのハイス
ループットスクリーニング (HTS) 系の構築を試みた。HTS 系はなるべく低コストで単純な実験
系が望まれる。そこで、ADP を直接定量する実験系の構築を試みた。具体的には、セラミドキナ
ーゼ、セラミド、ATP をインキュベートし、産生された ADP を酵素カップリング反応により蛍光
物質レゾルフィンへと変換した。レゾルフィンの蛍光強度を指標として ADP を定量することで、
キナーゼ活性を測定することができた。また、HTS でヒットした化合物のセラミドキナーゼ阻害
作用の特異性を評価するためのカウンターアッセイ系を構築した。具体的には、セラミド、蛍光



標識セラミド (NBD-セラミド) をインキュベートし、産生された NBD-セラミド-1-リン酸の産生
量を指標にして評価する系を構築した。今後、病態モデル細胞や本研究で樹立した疾患特異的
iPS 細胞を用いたスクリーニング系も構築する。これらスクリーニング系を用いてセラミドキナ
ーゼ阻害作用を有する化合物を探索したい。 
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