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研究成果の概要（和文）：ニーマンピック病C型（NPC）の新たな創薬標的の探索を指向し、モデル細胞の病態分
子機構解析を行った。【脂質代謝異常】LC-MS/MS解析によってステロイドホルモン数種類の産生能低下を見出し
た。塩基性移動相を用いて分析法を高感度化した。【プロテオーム】4000以上のタンパク質を同定し、2倍以上
に増減するタンパク質を50種程度確認した。フェロトーシスが特徴的な経路として探索された。【メタボロー
ム】2倍以上増加または0.5倍以下に減少したピークを70種程度確認できた。アミノ酸代謝が特徴的な経路として
探索された。【まとめ】変動した代謝経路は、創薬標的の分子機構になる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the molecular pathology of Niemann-Pick disease type C (NPC) in 
model cells with the aim of discovering new drug targets. “Lipidome” ; We found decreased 
production of several steroid hormones by LC-MS/MS analysis. We have improved the sensitivity of the
 analytical method by using basic mobile phases. “Proteome” ; More than 4000 proteins were 
identified, and approximately 50 proteins that increased or decreased more than 2-fold were 
identified. Ferotosis was explored as a characteristic pathway. “Metabolome” ; Approximately 70 
proteins were identified that increased more than 2-fold or decreased less than 0.5-fold. Amino acid
 metabolism was explored as a characteristic pathway. “Summary”; Variable metabolic pathways were 
considered to be possible molecular mechanisms of drug targets.

研究分野：疾患代謝分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ニーマンピック病C型 (NPC) は、進行性の中枢神経脱落を伴う常染色体劣性遺伝性疾患である。病態分子機構は
明らかでなく、治療上のアンメットニーズも存在することから、本研究では、NPC分子病態機構を多面的に解明
した。ステロイドホルモン代謝は、発育不全との関連も示唆される。プロテオームによりフェロトーシスの変動
が明らかとなり、細胞死との関連が示唆された。アミノ酸代謝の変化も明らかにとなった。こうした多くの代謝
変化は、NPCの新たな創薬標的となることが期待され、今後、本研究の成果を基にした発展が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ニーマンピック病 C 型 (NPC) は、進行性の中枢神経変性を伴う常染色体劣性遺伝性疾患で、
指定難病のライソゾーム病に分類される。本疾患患者の多くは最終的に呼吸不全、寝たきりの後
に死に至る重篤な疾患である。唯一の治療薬であるミグルスタットも、神経症状の進行をある程
度遅延するのみであり、治療におけるアンメットニーズが未だに存在する。 
申請者らはこれまで、液体クロマトグラフィー／タンデム質量分析 (LC-MS/MS) を活用し、NPC
早期診断に資するバイオマーカー探索を行ってきた。コレステロールの異常代謝物として尿中
コレン酸類を見出したほか、最近、血中の未知物質 lysosphingomyelin-509 (LSM-509) の構造決定
により、N-palmitoyl-O-phosphocholine-serine (PPCS) を見出した[1]。本化合物は、これまでに知ら
れるどのリン脂質とも異なり、セリン骨格を有する新奇脂質であった。 
リン脂質は、グリセロールまたはスフィンゴシンを骨格とし、多様な極性基や脂肪酸が結合し
て分子群を形成する。これらはコレステロールとともに、細胞膜やオルガネラ膜を構成する一方、
生理活性分子の供給源としても働く。近年、脱アシル体のリゾリン脂質が、細胞膜受容体を介し
て作用する脂質メディエーターであることがわかってきた。これらには善玉、悪玉両方の様々な
生理作用が知られているが、PPCSと類似構造を持つリゾホスファチジン酸やリゾホスファチジ
ルコリンに関しては、神経細胞の脱髄作用が報告されている。 
申請者らはバイオマーカー研究を進めた結果[2]、NPC 病態分子機構の未開領域の一端を見出
した。これに関する脂質に限らず、代謝物、タンパク質などの分子変化の多くも、未解明のまま
である。また、本疾患はライソゾーム病であるが、小器官ごとの分子解析や機能解析も行われて
いない。脂質の分子と機能が連関する脂質クオリティの面からも、新奇脂質の生理作用は興味深
く、解明が望まれる。こうした病態分子機構、病態生理の解析が、新たな創薬標的の探索、さら
には、NPCの克服につながると考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究は上記の問いを解くべく後述する計画にて研究を進め、未解明な NPC病態の分子機構
と病態生理を明らかにするとともに、新たな創薬標的を探索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

NPC 病態の分子機構、病態生理を解明した後、創薬標的を探索し、本疾患克服の基盤を構築す
る。 
本研究の概要は 3 年間で下記計画を実行する。NPC 病態の分子機構を解明した後、創薬標的
を探索し、本疾患克服の基盤を構築する。 
オミクス計測等の分析法を活用し、NPC病態における分子機構を明らかにすることとした。 
【ステロイドホルモン代謝異常解析】 
主要ステロイドホルモン 13 種を解析対象とした。質量分析計には QTRAP6500を、液体クロ
マトグラフには Nexera を用いて、MS/MS 条件および LC 条件を検討した後、分析法バリデー
ション試験を実施した。野生型 CHO細胞および Npc1 gene trap CHO細胞を DMEM/Ham’s F-12 
(10%FBS 不含) 中で培養した。オルガネラ観察には、Orgenelle-ID-RGBⓇを用いた。細胞懸濁液
あるいは培養上清中のステロイドホルモン類を酢酸エチルで抽出後、LC/MS/MS 分析に付した。 
【脂質バイオマーカー分析法の高感度化】 
我々は本疾患患者の尿中に多量に見られるコレステロール代謝物に着目し、LC/MS/MS によ
る定量法を構築し、NPC 診断における有用性を報告した[3]。しかしながら、L 法は大量の尿を
注入する必要があるうえ、分析に長時間を要することから、改良法として塩基性移動相を用いる
分析法 (S法) を構築した。同一の尿検体を L法と S法で分析して両者を比較し、S法の NPCス
クリーニングにおける有用性を評価した。3β-スルホオキシ-7β-N-アセチルグルコサミニル-5-コ
レン酸およびそのグリシン、タウリン抱合体、3β-スルホオキシ-7β-ヒドロキシ-5-コレン酸 (S7B-
Δ5-CA) およびその 7-オキソ体を測定対象とした。トラップカラムに Oasis HLBを、分析カラム
に L-column 3 (2.1 mm i.d.×30 mm, 2 μm) を用い、タンデム質量分析計 API 5000に液体クロマト
グラフ Nexeraを接続した装置を用いた。尿もしくは水 25 μLに、内標準溶液 25 μLを加え、標
準溶液もしくは水／エタノール (1:1, v/v)を 25 μL添加後、水 175 μLを加えて希釈したものを分
析用試料とした。試料を注入後、1分間トラップカラムに送液した後、水あるいはメタノール／
アンモニア水 (100:1, v/v) を移動相とするメタノールグラジエントにより LC分離・検出した。
NPC患者尿 38検体、健常人尿 33検体を S法と L法で分析し、その値を比較解析した。 
【プロテオーム変動解析】 
NPC モデル細胞におけるプロテオーム変動を解析し、NPC で変化するタンパク質及びシグナル
経路を考察した。肝細胞癌由来細胞 HepG2 (WT)と、NPC原因遺伝子である NPC1の一部をノッ
クアウトした 2種類の NPCモデル化 HepG2細胞 (KO1、KO2)を用いた。3種の細胞からタンパ
ク質を抽出し、還元アルキル化処理後にトリプシン消化し、前処理後に分析に付した。装置には
質量分析計 Orbitrap Fusionに、分析カラムとして NANO HPLC Capillary Column (75 µm×12.5 cm, 
3 µm)を装着した液体クロマトグラフ EASY-nLC 1000を接続して用いた。ギ酸／水 (0.1:100, v/v)



を移動相 A、ギ酸／アセトニトリル／水 (0.1:80:20, v/v/v)を移動相 Bとし、m/z 375-1600の範囲
で Data dependent analysisにより解析した。WTに対して KO1、KO2で有意に変化したタンパク
質 (DEP)を、KEGG PATHWAY に基づいてエンリッチメント解析した。解析用ソフトウェアに
Proteome Discoverer、MetaboAnalyst、STRINGを用いた。 
【メタボローム変動解析】 
肝細胞癌由来の HepG2細胞 (WT) と、NPC1をノックアウトした 2種類の HepG2細胞 (KO1
および KO2)を用いた。3種の細胞を培養し、それぞれ PBSにより洗浄後、回収した。細胞を冷
50%メタノール中で超音波処理し、遠心上清 を乾燥した後、1万細胞／μLとなるよう 50%メタ
ノールで再溶解した。分析カラムとして CAPCELL PAK ADME HR (2.1 × 50 mm, 2 µm) を用い、
質量分析計 QTRAP 6500に液体クロマトグラフ Nexeraを接続した装置を用いた。試料 1 µLを注
入後、水を移動相 A、ギ酸／メタノール (0.1:100, v/v) を移動相 Bとし、m/z 70-1000の範囲を正
イオンモードでスキャン分析した。測定データを MS-DIALで補正した後、Metaboanalyst 5.0で
統計解析した。その後、アミノ酸を中心とした 15種の代謝物 15種を正イオンモードの SRM分
析に付した。MultiQuant 2.1.1 により各ピークを定量した後、KEGG パスウェイをもとに
MetaboAnalyst 5.0を用いてエンリッチメント解析 を行った。 
４．研究成果 

【ステロイドホルモン代謝異常解析】 
短時間で相互分離可能で、良好な直線性を示す分析条件を確立した。また、NPC モデル細胞
の形態を観察したところ、ミトコンドリアの形態異常が認められ、特に分解過程にあるものが多
かった。次に、ステロイドホルモン量を解析したところ、野生型と比較して NPC モデル細胞の
培養上清中では 3 種のステロイドホルモンが減少し、細胞内のステロイドホルモンのうち 4 種
が減少した一方、1種の増加が確認された。このことから、NPCにおいてミトコンドリア異常に
よってステロイドホルモン量が変動することがわかった[4]。 
【脂質バイオマーカー分析法の高感度化】 
先行研究[3]の pH 5.5の移動相使用時と比べ、平均で 16倍のピーク面積向上が認められた。い
ずれの化合物も 0.3 ng/mLから 1000 ng/mL の範囲で良好な直線性を示し、日内および日間再現
性も満足できる結果であった。5種の尿中代謝物の両分析法による定量値をそれぞれ比較解析し
た結果、回帰式の傾きは 2化合物で 1に近い値を示した。そのうち、S7B-Δ5-CAは回帰式の直線
性も良好であった。また、ROC 解析の結果、S 法の診断性能は 5 種すべての化合物において L
法と同等であったが、S7B-Δ5-CA以外の分子で異なるカットオフ値を示した。以上の結果から、
S7B-Δ5-CAについては L法と相関する形で NPCスクリーニングにおける有用性が示された。 
【プロテオーム変動解析】 
WT、KO1、KO2から総計 3000を超えるタンパク質を同定し、DEPは KO1、KO2それぞれから
100種以上確認できた。また、KO1、KO2の双方でフェロトーシスやマイトファジーなどの変化
が見られた[5]。 
【メタボローム変動解析】 
NPC モデル細胞における発現割合が、統計的に有意に 2 倍以上増加または 0.5 倍以下に減少し
たピークを、それぞれ 70種程度確認できた。定量した代謝物においては、KO1で 5種、KO2で
10種の代謝物が、WTに対して KO1あるいは KO2における定量値が有意に変化した代謝物は、
KO1で 5種、KO2で 10種認められた。中でも、クレアチニン合成やシステイン代謝の経路に関
連する代謝物が多く変化していた (in preparation)。 
まとめ：マルチオミクスによる多面的なアプローチによって、NPC の病態分子機構を明らかに
した。これら変動していた分子群、すなわち、ステロイドホルモン、プロテオーム、メタボロー
ムはいずれも機能性分子であり、今後、創薬標的分子としての研究展開が期待される。 
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