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研究成果の概要（和文）：ニーマン・ピック病C型（NPC）は遺伝難病で、脂質蓄積を伴う肝障害が問題となる。
本研究では、NPC肝障害の病態機序解明と治療薬開発を目指し検討を行った。①NPCモデルマウスにHPBCDを微量
脳室内投与する実験結果からNPCの中枢神経障害と肝障害の病態連関が示唆され、この機序に関与する分子を同
定し、この病態機序解明の更なる研究の足がかりを見出した。②HPBCDに代わる新規治療薬候補マルトシル-γ-
シクロデキストリンを見出し、特許出願・論文発表を行った。③アセトアミノフェンによる薬剤性肝障害におよ
ぼすNPC1遺伝子変異の影響をマウスと培養細胞で調べたが肝障害が増悪するような知見は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：Niemann-Pick disease type C (NPC) is a recessive genetic disorder caused by 
mutations in NPC1 and NPC2 genes, resulting in liver damage and cholesterol buildup. This study 
aimed to evaluate the mechanisms of development NPC-related liver disorders and develop therapeutic 
agents. (1) Intracerebroventricular administration of hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPBCD) to NPC 
model mice decreased serum transaminase levels and liver tissue's osteoactivin (GPNMB), indicating a
 link between CNS and liver damage. Identifying molecules involved in this brain-liver connection 
lays the groundwork for further research on liver pathogenesis. (2)  Maltosyl-γ-cyclodextrin 
(G2GCD), an alternative therapy to HPBCD, was discovered and patented. (3) Experiments with NPC-like
 cells and mice reported acetaminophen exacerbating hepatotoxicity. Thus, we examined the impact of 
NPC1 gene mutations on acetaminophen-induced hepatotoxicity, finding no evidence of worsened 
toxicity in vitro and in vivo models.

研究分野： 応用薬理学

キーワード： ニーマン・ピック病C型　シクロデキストリン　肝障害　脳肝連関　薬剤性肝障害　アセトアミノフェン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
未だ病態が解明されておらず治療薬開発が急務な疾患であるNPC肝障害における脳-肝臓連関があることを薬理学
的検討から明らかにし、更に新規治療薬候補のG2GCDを見出し、それぞれ論文報告した点で、学術的にも社会的
にも極めて意義のある成果である。また、NPCにおけるアセトアミノフェン肝毒性に関する情報を提供し、その
臨床使用に際して有益な情報を提示するものであり、社会的意義のある研究成果と考えられる。

※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、NPC1 または NPC2 遺伝子の常染色体劣性遺伝子の変
異によって引き起こされるリソソーム貯蔵障害で、アンメットメディカルニーズが高い疾患で
ある。リソソーム膜タンパク質である NPC1 と内腔タンパク質である NPC2 は、リソソームか
ら小胞体へのコレステロールの輸送を仲介するために協働し細胞機能を維持している。一方、こ
れらのタンパク質が遺伝的に欠損すると、細胞内のコレステロール輸送が阻害され、リソソーム
に遊離型コレステロールが異常蓄積し、他のオルガネラではエステル型コレステロールが不足
するようになる。これにより生命維持に関わる中枢神経障害や肝腫大を伴う肝障害（NPC 肝障
害）を発症する。中枢神経障害に対し、スフィンゴ脂質類生合成経路を阻害するミグルスタット
が本邦でも保険適用されるなど、治療法の進歩が見られている。なお、ミグルスタットは NPC
肝障害には無効であることが報告されている。一方、NPC 肝障害は、若年期や青年/成人期では、
肝障害が重症化することなく生命予後に影響しないため、中枢神経障害と比較して軽視されて
いる。しかし、幼児期の NPC では、ほとんどの患者が神経症状に先行して重度な肝腫大を呈し、
現場の医療者はこの治療に難渋している。さらに、胆汁うっ滞を伴う劇症肝障害を発症し、肝移
植を余儀なくされる症例や中枢神経症状を発症する前に死に至る症例など、重症症例も多数報
告されている。したがって、中枢神経障害に加えて、NPC 肝障害の病態機序を明らかにするこ
とは学術的にも社会的にも極めて重要である。 

 2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin（HPBCD）は、コレステロールを含む親油性化合物との環
状オリゴ糖包接体であり、食品添加物や医薬品の可溶化剤として広く使用されている。これまで
の研究では、HPBCD が細胞および動物モデルにおいて NPC の神経症状や肝障害に対して潜在
的な効果を持つことが示され、NPC患者に対してHPBCDは人道的使用として投与されている。
現在、米国と欧州で臨床試験が進行中であり適応取得が期待されているが、有害反応として聴覚
障害が頻発しており、有効かつ安全性の高い新しい治療薬候補の探索が求められている。 

２．研究の目的 

 本研究では NPC 肝障害に対する治療薬の開発ならびに病態発症機序の解明を目的として、主
に以下の 3 点について検討を行うこととした。①シクロデキストリン誘導体 HPBCD の微量脳
室内投与時のモデルマウス肝病変の変化を調べる。②培養細胞および病態モデルマウスを用い
て、新規治療薬候補化合物の有効性評価を行う。③小児科領域で汎用されるアセトアミノフェン
などの肝障害惹起薬物の NPC における安全性を評価することで、NPC 患者に対し薬剤性肝障
害の回避に資する情報を収集する。 

３．研究の方法 
実験材料：HPBCD および mono-6-O-α-maltosyl-γ-CD (G2GCD)は、それぞれ日本食品化工株
式会社および塩水港精糖株式会社より恵与された。4%中性緩衝パラホルムアルデヒドリン酸緩
衝液は、和光純薬工業株式会社から購入した。Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）、
ペニシリンストレプトマイシン、トリプシンは Gibco-Life Technologies から購入した。 Fetal 
bovine serum（FBS）は Biowest から購入した。 リン酸緩衝液は和光株式会社から購入した。 
アセトアミノフェンおよび filipin complex は SIGMA Life Science から購入した。 
NanoCulture® Plate は SCIVAX 社から購入した。研究全体を通じて、脱イオン蒸留されたバ
イオピュアグレードの水を使用した。 他のすべての試薬および溶媒は試薬グレードのものを用
いた。 
 
動物実験：病態モデルマウスである Npc1 遺伝子欠損マウス（BALB/cNctr-Npc1m1N）を使用し
た。マウスは、12 時間の明暗サイクルで一定の室温 (24℃) の制御された条件下で維持され、
食物と水は自由に与えらた。 組織学的分析が行われるまで、マウスの体重を毎週測定した。 脳
サンプルは生後 8 週目に採取され、カルビンジンの免疫組織化学的染色が行われました。 すべ
ての実験は熊本大学動物実験倫理委員会の動物使用ガイドラインに準拠しました。 
病態モデルマウスへの HPBCD 脳室内投与に用いる薬液は、HPBCD を水に溶解し、320.8 

mM に調製した。その後、 pH 7.2 - 7.4 に調整し、滅菌濾過を行い投与した。 3 種類の混合麻
酔薬（メデトミジン 0.3 mg/kg、ミダゾラム 4.0 mg/kg、ブトルファノール 5.0 mg/kg）を腹腔
内注射した後、小動物用定位固定装置（IMPACT-1000C および STEREOTAXIC）に固定しま
した。 インジェクター KDS 310 Plus を用い、針を左側脳室から頭蓋骨の穿孔に挿入し、生理
食塩水または HPBCD を投与した。なお、術中はマウスの体温を 37 ℃に維持するためにヒー
タを用いて保温した。 なお、G2GCD は全身投与（皮下投与）によりその有効性評価を行った。 
 
NPC 病態モデルマウスの中枢神経障害の評価：NPC の神経変性の影響は、小脳プルキンエ細
胞の病理評価により実施した。プルキンエ細胞のマーカーである抗カルビンジン D28K 抗体 
(N-18) による免疫染色を実施し、Histofine® SimpleStain MAX PO および Mayer のヘマト
キシリンで発色させた。 Biorevo BZ-9000 顕微鏡システムを使用して組織病理学的変化を画像



化し、小脳全体で発現したカルビンジン陽性細胞の数を測定した。 
 

NPC 病態モデルマウスの肝障害の評価：NPC 肝機能障害を調べるため、血清トランスアミナー
ゼ値および肝病理学的変化を評価した。血液は下大静脈から採取し血清を採取した。血清 ALT
値は、自動分析装置（FUJI DRI-CHEM 7000 V）を用いて測定した。NPC 肝病変の影響につい
ては、肝サンプルは直ちに重量を測定し 4％PFA で固定し、パラフィン包埋切片とし、ヘマトキ
シリン・エオシン（H&E）染色）染色を行い、Biorevo BZ-9000 顕微鏡システムを使用して組
織病理学的変化を画像化して評価した。 
 
細胞培養： ヒト肝癌由来細胞 HepG2 細胞は RIKEN BioResource Center 製（RCB1648）の
ものを用いた。細胞はインキュベータ内で 5%CO2、 37℃に維持され、10%FBS、100 U/mL 
penicillin、100 µg/mL streptomycin を含む DMEM 培地を用いて NanoCulture® Plate に播種
して培養を行った。実験に使用しない維持目的の細胞は 3-4 日に 1 回継代を行った。HepG2 細
胞を 1.0×104 cells/well の濃度で NanoCulture® Plate に各濃度の U18666A を含む DMEM で
播種し、48 時間インキュベーションしてアセトアミノフェン添加を行った。また HPBCD を用
いた実験では播種から 42 時間後に各種試薬添加を行い、その 6 時間後に各試薬に置換を行っ
た。 細胞生存率は Cell counting kit にて WST-8 assay を行い、450 nm における吸光度をマイ
クロプレートリーダーにて測定し生細胞数を求めた。コントロールとして培地のみで培養した
群の生細胞数を細胞生存率 100%とし、それに対する生細胞数の相対的な割合を算出し、各群の
細胞生存率とした。 

４．研究成果 

 HPBCD の脳室内投与による小脳の神経障害の減弱の可能性を確認するために、Npc1 遺伝子
欠損マウスでカルビンジン免疫染色を行った。その結果、HPBCD の脳室内注射（21.4 mol/kg
を 4 および 6 週齢時に投与、合計 2 回投与）により、体重の減少が抑制された。マウス小脳の
プルキンエ細胞消失の組織学的評価において、カルビンジン免疫染色を行った。生理食塩水処理
した Npc1 遺伝子欠損マウスでは、8 週齢時に行った観察で、生理食塩水処理した野生型群のレ
ベルに比べ、カルビンジン陽性細胞はほとんど認められなかった。一方、HPBCD 処理群では、
生理食塩水処理群とは有意に異なるカルビンジン陽性細胞が多数検出されたことから、本実験
条件下において、HPBCD では顕著な神経障害抑制効果が見られた。 

このとき Npc1 遺伝子欠損マウスの HPBCD 脳室内投与したときの肝病態におよぼす影響を
評価した。生理食塩水を投与した Npc1 遺伝子欠損マウスでは血清トランスアミナーゼレベルの
異常な増加観察されたが、この増加は HPBCD 処理によって顕著に抑制された（図 1A）。さら
に、Npc1 遺伝子欠損マウスの肝臓の病理組織像（H&E 染色）において、生理食塩水で処理し
た Npc1 遺伝子欠損マウスでは、広範な空胞化した肝細胞とクッパー細胞が観察された。興味深
いことに HPBCD を脳室内投与すると、これらの肝臓の病理学的変化の少なくとも一部が改善
された（図 1B）。更に、薬理学的解析を行った結果、この HPBCD 脳室内投与の NPC 肝障害抑
制効果に関与する因子として生体内物資 X を見出した。以上の結果と、これまで申請者が行っ
てきた結果を総合的に勘案すると、HPBCD は中枢神経障害を軽減し、生体内物質 X の産生不
全を改善することで、肝障害を軽減したことが示唆され、今後、この機序を精査することで、
NPC 肝障害の発症機序が明らかになると期待され、新たな治療法開発にもつながると考える。 

 
図 1. NPC 病態モデルマウスにおける HPBCD 微量脳室内投与による NPC 肝障害改善効果  
A）血清 ALT 値、B）肝臓の病理学的評価 
平均値 ± 標準誤差 (n = 8–11). *** p < 0.001 compared with the wild-type group. ### p < 0.001 compared 
with the saline group. 
申請者らの投稿論文 Int J Mol Sci, 22, 452 (2021)より引用 



 

次に、HPBCD に変わる治療薬候補として、G2GCD の NPC 治療効果を検証した。その結果、
Npc1 遺伝子欠損マウスにおいて NPC 肝障害に対する抑制効果が見られた。G2GCD の全身投
与では HPBCD で見られるような聴覚障害が見られないことから新規治療薬として有望である
可能性が見出された。G2GCD は、生体適合性が高い NPC 肝障害治療として優れた化合物であ
ることが示された。この発見を基盤にして、今後は新規 NPC 治療薬開発研究を進めており、あ
らたな研究成果を得ているところである。 

更に、NPC 肝障害時に、アセトアミノフェンのような薬剤性肝障害を惹起する薬物投与の影
響を調べた。In vitro NPC 病態モデル作成に使用される U18666A を HepG2 細胞に処理して、
細胞内コレステロール蓄積が確認され、そのとき U18666A の濃度に依存してアセトアミノフェ
ンの細胞障害性が増大し、HPBCD 処理により改善されたことが明らかとなった。一方で NPC1
の siRNA によるノックダウン細胞を用いた検討では、細胞内コレステロール蓄積が確認される
ものの、アセトアミノフェンの肝細胞障害性の増強は見られなかった。また、Npc1 遺伝子欠損
マウスでは、野生型マウスと比較して血清 ALT 活性は低値を示し、アセトアミノフェン誘発肝
障害において見られる小葉中心性壊死や DNA の断片化および酸化ストレスも軽度であった。以
上より、U18666A 処理細胞では NPC1 とは別な機序でアセトアミノフェン誘発細胞障害性を増
強している可能性が考えられ、NPC 病態によるアセトアミノフェン肝障害性の増悪を示す明確
な知見は得られていない。したがって、NPC 病態によるアセトアミノフェン肝障害性の増強は
否定的であると考えているが、NPC を含む多くの遺伝性疾患患者でも使用されるアセトアミノ
フェンの肝毒性に関して、今後も更なる検討が必要である。 
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