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研究成果の概要（和文）：Niemann-Pick病 Type C（NPC1）は、コレステロール(Cho)のエステル化障害と輸送障
害によりリソソームにChoが蓄積するライソゾーム病の一種である。6-O-α-maltosyl-β cyclodextrin (Mal-β
CD)のNPC1治療薬としての有効性をNpc1-/-細胞を用いて検討した。
Mal-βCD処理により、Npc1-/-細胞の細胞Choは濃度依存的に減少し、リソソームChoも時間依存的に減少した。
この減少メカニズムは、Mal-βCDが細胞内に取り込まれ、細胞ChoとリソソームChoが水溶性のCho－CD complex
を形成し細胞外に排出されたことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Niemann-Pick Type C (NPC) disease is a lysosomal storage disease 
characterized by excess accumulation of unesterified cholesterol in the lysosomes. β-cyclodextrin 
derivatives (βCDs) form inclusion complexes with unesterified cholesterol and are a subject of 
intense research in the context of treating the NPC disease. In this study, we used quantitative 
LC/MS/MS to demonstrate that a 6-O-α-maltosyl-β-cyclodextrin derivative (Mal-βCD) is internalized
 by Npc1 KO and CHO-JP17 cells by fluid-phase endocytosis. This is followed by Mal-βCD transport to
 the lysosomes, where the majority of Mal-βCD is metabolized to Glc-βCD. Finally, the lysosomal β
CDs and unesterified cholesterol are released to the extracellular fluid. We believe that our study 
makes a significant contribution to the literature because it not only provides insight into the 
intracellular fate of internalized Mal-βCD but also may inform future treatment of the NPC disease.
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１．研究開始当初の背景 
Niemann-Pick 病 C 型 (NPC) は稀少難治

性疾患の１つとして知られ、日本では毎年 10
人弱が発病している。NPC は、厚生労働省難
治性疾患克服事業の一環として「ライソゾー
ム病態の解明及び治療法の開発に関する研
究」（平成 13年度より）および「ライソゾー
ム病に関する調査研究」（平成 16 年度より）
の対象疾患であり、病態解明や治療法に関す
る研究が進められてきたが、現在、なお NPC
の有効な治療方法は確立されていない。
Niemann-Pick病はAからDの 4型に分類さ
れている。その中で、C 型 (NPC) は膜蛋白
質である NPC1 の欠損またはエンドゾーム
で NPC1 と共存する分泌性蛋白質である
NPC2 の欠損が原因で、リソソームに遊離型
コレステロール (FCho) や糖脂質が蓄積す
ることを特徴とする疾患である 1)。FCho の
蓄積の原因としては、１）コレステロールの
細胞外放出に関わる反応であるコレステロ
ールのエステル化の抑制 ２）リソソームが
仲介する細胞内輸送の欠陥などが指摘され
ている。NPC の原因遺伝子としては、NPC1
遺伝子と NPC2 (HE1) 遺伝子が明らかにさ
れているが、この遺伝子産物はコレステロー
ルの細胞内輸送に関わる事が明らかにされ
ている。最近、FCho と包接化合物を形成す
るシクロデキストリン (CD) 類の一つの 2-
ヒドロキシプロピル-シクロデキストリン 
(2-HP-CD) が NPC 患者 2)や NPC 病態細胞
の FCho レベルを低下することが明らかとな
り 3)、新規 NPC 治療薬として期待が高まっ
ている。しかしながら、2-HP-CD 投与によ
り肺障害や聴力障害をきたすことが明らか
となり、安全性の高い CD 類の開発が望まれ
ている 
２．研究の目的 
本研究では、 CD 類として低毒性の

6-O--maltosyl- cyclodextrin (Mal-CD) 
を使用して、NPC 病態細胞への Mal-CD の
取り込み、細胞・リソソーム内の FCho レベ
ルの変化、さらに FCho の細胞外排出機構に
ついて検討した。 
３．研究の方法 
使用細胞 
野生型 Chinese Hamster Ovary 細胞 

(CHO, JP17) および retrovirus-mediated 
gene trap mutagenesis で Npc1 遺伝子を破
壊した細胞 (Npc1 KO, A101) を用いた 4)。 
蛍光染色 
 Npc1 KO 細胞、CHO 細胞を 2.5×105 

cells/mL でガラスボトムディッシュに播種
し 24 h 培養後、PBS で洗浄し、3.7％ホルム
アルデヒド/PBS で固定し、FCho を Filipin
で、リソソームを Lyso sensor で蛍光染色を
行った。 
LC/MS 
MS ： Quattro premier triple-quadrupole 
LC/MS (Micromass) 、LC：Alliance HT 
Waters 2795 (Waters Co.)、Ionization：ESI 

FCho；Column：FluoFixⅡ (2×150mm) 、
Eluent：CH3CN：5 mM CH3COONH4 (72：
28) 、 
Flow rate： 0.4 mL/min、Mass number 
(SIM)：FCho m/z 369.3 [M+H－H2O]+、
FCho-D6 (I.S.)  m/z 375.4 [M+H－H2O]+  
CD 類；Column：X Bride ® Amide (4.6×
150mm) 、 Eluent ： CH3CN ： 5 mM 
HCOONH4 (63.5：36.5) 、Flow rate：0.2 
mL/min、Mass number (SRM)：Mal-CD 
m/z 1459.7>1459.7 、 Glc-CD m/z 
1297.7>1297.7、CD (I.S.) m/z 973.7>973.7 
コレステロールエステル化体 (ECho) の測
定 
総コレステロール (TCho) をコレステロ

ール E-テストワコー (コレステロールエス
テラーゼ＋コレステロールオキシダーゼ・
DAOS 法) で、FCho を遊離コレステロール
E-テストワコー (コレステロールオキシダー
ゼ・DAOS 法) で測定し、ECho は TCho か
ら FCho を差し引いた値とした。 
Mal-CD による細胞処理 

Npc1 KO 細胞、CHO 細胞を 5×105 
cells/mL で播種  (培地；DMEM：Ham’s 
F12=1：1) し 24 h 培養後、FBS 不含培地に
換え、各種濃度のMal-CDで0.5 h処理した。
培地への FCho 漏出量と細胞 FCho 量、細胞
内へのMal-CD取り込み量をLC/MSで定量
した。 
リソソーム画分中の FCho とCD 類の測定 
5 mM Mal-CD で 0.5 h、1.5 h、3 h 処理し
た 後 、 リ ソ ソ ー ム 画 分 を Lysosome 
Enrichment Kit (PIERCE) で分画した。リ
ソソーム画分は acid phosphatase 活性、
-glucosidase 活性で確認し、リソソーム画
分中のFChoとCD類をLC/MSで定量した。 
Mal-CD 処理細胞からの FCho とCD 類の
細胞外への排出 

5 mM Mal-CD で 0.5 h 処理した Npc1 
KO 細胞、CHO 細胞を洗浄後、PBS に再懸
濁し、37℃でインキュベーションし、0.5 h
後、1.5 h後、3 h後のPBS中と細胞中のFCho
とCD 類を LC/MS で定量した。 
４．研究成果 
(1) Mal-CD 処理による細胞の FCho 量変化 
Npc1 KO 細胞は Npc1 遺伝子欠損のため、リ
ソソームに多量の FCho を蓄積する点が特徴
である。そこで、Npc1 KO 細胞の FCho を
Filipin で、リソソームを Lyso sensor で蛍
光染色したところ、CHO 細胞に比べて Npc1 
KO 細胞のリソソームに FCho の強い蛍光が
観察された。FCho の蛍光は Mal-CD 処理 
(5 mM、0.5 h) で顕著に減弱した。次に、
Mal-CD 処理による細胞 FCho の減少を詳
細に調べるために、1～10 mM Mal-CD で
0.5 h 処理し、LC/MS で細胞 FCho を定量し
た。Npc1 KO 細胞の FCho 量は CHO 細胞の
約 3 倍多く存在しており、Mal-CD 処理に
より FCho は濃度依存的に培地中に漏出され、
細胞 FCho 量は低下した。この傾向は CHO



細胞においても同様であった。続いて、
Mal-CD 処理による ECho 量の変化をコレ
ステロールオキシダーゼ・DAOS 法で調べた。
CHO 細胞では、ECho は FCho の約 50％存
在しているのに対し、Npc1 KO 細胞では、
10%以下であった。両細胞において、Mal-CD
処理 (5 mM、0.5 h) 前後で ECho 量に変化
は見られなかった。 
(2) Mal-CD の細胞内への取り込み 
CD 類の細胞内での動態については、現在ほ
とんど知られていない。そこで、Npc1 KO
細胞、CHO 細胞の Mal-CD の細胞内への取
り込み量を LC/MS/MS で測定した。1～10 
mM Mal-CD で処理  (0.5 h) すると、
Mal-CD はCHO細胞よりもNpc1 KO細胞
に、約 2.5 倍多く取り込まれ濃度依存的な増
加であった。処理による取り込み量は、0.5 h 
でほぼ平衡に達した。また、この取り込み量
は 4℃での処理、Antimycin A、Cytochalasin 
D の共存下で両細胞ともに著しく低下 (date 
not shown) したことから、Mal-CD の細胞
内への取り込みは、エネルギー依存性でアク
チンの関与が示唆された。LC/MS/MS 測定に
より、Mal-CD のマルトース側鎖が加水分解
さ れ た 6-O--D-glucosyl- cyclodextrin 
(Glc-CD) が僅かに検出された。そこ で、
Acarbose (lysosomal -グルコシダーゼ阻害
剤) 共存下での Mal-CD の取り込みを調べ
た結果、Glc-CD は検出されなくなった。こ
の結果より、Mal-CD は細胞内でリソソーム
に取り込まれ-グルコシダーゼにより一部
Glc-CD に代謝されることが明らかとなっ
た。 
(3) Mal-CD のリソソームへの取り込みとリ
ソソーム FCho 量の変化 
動物細胞においてコレステロールは主に２
つの供給源から獲得される。すなわち、細胞
内における生合成とリポタンパク質を介し
た細胞外からの取り込みである。なかでも低
密度リポタンパク質 (LDL) によるコレステ
ロールの輸送は、末梢組織へのコレステロー
ルの供給源として重要な生理的役割を果た
している。LDL 由来コレステロールの細胞内
輸送に関しては、LDL は細胞膜上に存在する
LDL 受容体を介してエンドサイト―シスに
より取り込まれる 5)。LDL に含まれるコレス
テロールは FCho に比べて ECho が多い。取
り込まれた ECho は、初期エンドソームにお
いて酸性リパーゼにより加水分解され、
FCho となる。その後、FCho は NPC 病の原
因遺伝子産物である NPC1 や NPC2 が局在
する後期エンドソーム／リソソームに運ば
れたのち、細胞膜や小胞体、ミトコンドリア
等の各オルガネラに輸送される 6,7)。しかしな
がら、NPC1 や NPC2 が欠損した細胞では、
FCho が後期エンドソーム／リソソームに蓄
積する。そこで、5 mM Mal-CD 処理 (0.5 h、
1.5 h、3 h) による Npc1 KO 細胞のリソソー
ムの FCho 量の変化とリソソームへの
Mal-CD 取り込みについて調べた。Npc1 

KO 細胞のリソソームの FCho 量は、CHO 細
胞に比べて約 3 倍多かったが、Mal-CD 処
理により FCho は時間依存的に減少し、3 h
後では未処理の約 1/2 に減少した。これに対
して、CHO 細胞のリソソームの FCho 量は、
Mal-CD 処理でほとんど減少しなかった。
Mal-CD 処理による細胞 FCho の低下が、
Npc1 KO細胞とCHO細胞でほぼ同程度であ
ったのに対し、リソソーム FCho に対しては、
Npc1 KO 細胞の多量に蓄積した FCho のみ
を低下させた。一方、リソソーム中の CD 類
を分析した結果、Mal-CD の代謝物である
Glc-CD が時間依存的に増加することが分
かった。Npc1 KO 細胞と CHO 細胞における
Mal-CDの取り込みは0.5 hでほぼ平衡に達
したことから、細胞質からリソソームへの移
行には時間を要すると考えられる。リソソー
ム中の CD 類の検出量は、Npc1 KO 細胞の
方が CHO 細胞よりも約 2 倍多かった。 
(4) Mal-CD 処理細胞からの CD 類と FCho
の排出 
Mal-CDで処理するとMal-CDは細胞内に
取り込まれ、その約 40%が時間経過とともに
リソソームに移行し、リソソームの FCho を
低下させることが明らかとなった。次に、細
胞内に取り込まれた Mal-CD は細胞内に滞
留し続けるのか否か、またその際の FCho の
動きについて調べた。Mal-CD 処理細胞を洗
浄後、PBS に再懸濁後、37℃でインキュベー
トし、PBS に排出された CD 類と FCho を、
また細胞に残存している CD 類と FCho を
測定した。その結果、Mal-CD 処理 Npc1 KO
細胞ではFChoとCD 類は時間依存的に細胞
外に排出され、細胞内の FChoと CD 類の残
存量は減少していった。一方、Mal-CD 処理
CHO 細胞では、FCho は一定量が細胞から排
出され、CD 類は時間依存的に排出された。
両細胞における排出量を比較すると、FCho
は Npc1 KO 細胞 ＞ CHO 細胞、CD 類は
Npc1 KO 細胞 ＜ CHO 細胞であった。以上
の結果から、Mal-CD による細胞 FCho 量の
減少は、FCho－Mal-CD complex を形成し
細胞外に排出されたと考えられる。また、
Mal-CD の 排 出 は 、 FCho － Mal-CD 
complex で排出される以外に Mal-CD 単独
の排出があると考えられる。CHO 細胞では
その割合が高いことから、Mal-CD を細胞外
へ排出する傾向が強く、Npc1 KO 細胞では
Mal-CD を細胞内に滞留させる傾向が強い
ことが示唆された。 
 本研究成果は、 NPC 患者にとって
Mal-CD が安全かつ有効な薬物治療に使用
されるための重要な基礎資料になると考え
られる。 
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