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研究成果の概要（和文）：本課題ではライソゾーム病の一つであるニーマンピック病C型（NPC病）の治療を目的
に、β-シクロデキストリン（β-CD）を含有した細胞内分解性ポリロタキサンを設計し、NPC病モデルマウスに
対する治療効果を評価した。細胞内分解性ポリロタキサンは現在臨床試験がすすめられているβ-CD誘導体と比
較して約10分の1の低濃度で治療効果を示すことが明らかになった。以上より、ポリロタキサンはβ-CDの輸送担
体として有効であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, stimuli-labile polyrotaxanes containing β-cyclodextrins were
 developed for the treatment of Niemann-Pick type C (NPC) disease. The administration of the 
polyrotaxane significantly prolonged the life span of the mouse model of NPC disease at lower dose 
than clinically tested β-cyclodextrin derivatives. Accordingly, the polyrotaxanes are promising 
candidate for the treatment of NPC disease.

研究分野：バイオマテリアル

キーワード： ポリロタキサン　シクロデキストリン　コレステロール　ライソゾーム病　ニーマンピック病C型　オー
トファジー
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１．研究開始当初の背景 
ライソゾーム病の一つであるニーマンピ
ック病 C型（NPC病）は、リソソームから小
胞体へのコレステロール輸送を担う膜貫通
タンパク質 NPC1が変異することにより、リ
ソソームにコレステロールの蓄積を生じる
先天性疾患である。NPC病は進行性神経後退、
肝脾腫、運動失調といった重篤な症状を示す
致死的疾患である。しかしながら、現在有効
な治療法が確立されていない難治性疾患で
ある。近年、コレステロールと包接錯体を形
成するヒドロキシプロピル-β-シクロデキス
トリン（HP-β-CD）が、NPC病細胞中に蓄積
したコレステロールの排泄を促し、その結果
NPC 病モデルマウスの生存期間を著しく延
長することが見いだされた。本結果を受けて、
NPC 病に対する HP-β-CD の臨床試験が世界
中で進められている。しかしながら、高濃度
の HP-β-CDによる急性毒性、聴力低下、組織
障害性といった副作用に関する指摘もあり、
投与量や投与形態の改善が求められる。 
研究代表者は、NPC 病治療における

HP-β-CDの問題点を改善するために β-CD空
洞部にポリマー鎖が貫通したインターロッ
ク構造の超分子ポリロタキサン（PRX）の利
用を提唱している（図 1）。PRX中の β-CDは
疎水性空洞部がポリマー鎖で占められた構
造であるため、空洞部に由来する障害性や非
特異的包接を回避できる。また、PRXは β-CD
誘導体と比較すると高分子量であるため、血
中投与後の腎排泄が遅延されると期待され
る。 
このような仮説のもと、NPC 病に対する

PRX の有効性を明らかにすることを目的に、
β-CDを含有した分解性 PRXの設計、ならび
に培養細胞系でのコレステロール除去作用
について検討をすすめてきた。これまでの研
究で、PRXは、細胞内特異的な β-CDの放出

によりHP-β-CDの 100分の 1の濃度でコレス
テロール蓄積の改善が可能であることを報
告している（A. Tamura, N. Yui Sci. Rep. 4, 4356, 
(2016））。よって PRX は効果的かつ低侵襲的
な NPC治療が可能になると期待される。 
 
２．研究の目的 

PRX は培養細胞系において HP-β-CD より
も低濃度でコレステロール除去が行えるこ
とを明らかにしているが、NPC治療薬として
の PRX の有効性を示すためには、NPC 病モ
デル動物に対する治療効果を明らかにする
必要がある。また、分解性 PRXの分子設計に
関しても生態環境下で作用し得る設計が必
要である。本研究課題では、血液中での安定
性とリソソーム酸性環境下での分解特性を
示す酸分解性 PRX を新たに設計するととも
に、培養細胞系での評価、ならびにモデル動
物に対する治療効果の評価を行った。NPC病
の病態改善には脳への β-CD 輸送が必須であ
るが、脳への標的指向性を有する PRXの分子
設計についても検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）酸分解性ポリロタキサンの分子設計 
一級アミノ基を両末端に有する Pluronic 

P123（PPG: Mn = 4,200, PEG: Mn = 1,100×2）と
β-CD を用いて擬ポリロタキサンを調製し、
N-(triphenylmethyl)glycine で両末端を封鎖す
ることにより PRX を調製した。PRX を水溶
化するため、β-CD の水酸基をカルボニルジ
イミダゾール（CDI）で活性化後、2-ヒドロ
キシエトキシエチルアミン（HEEA）を反応
させ、2-ヒドロキシエトキシエチル（HEE）
基が修飾された水溶性 PRX を得た
（HEE-PRX）。各 pHにおける HEE-PRXの安
定性・分解応答性の評価は HPLC測定、SEC
測定により評価した。各 pH の緩衝溶液に
HEE-PRXを溶解し、所定時間経過ごとに SEC
測定による β-CD放出、ならびに HPLCで脱
離した N-triphenylmethyl（Trt）基を定量した。 
 
（２）NPC病由来細胞に対するコレステロー
ル除去作用、オートファジー機能の評価 

NPC病患者由来皮膚繊維芽細胞（NPC1細
胞）におけるコレステロール低下作用の評価
は、細胞を HP-β-CDまたは HEE-PRXにより
24 時間作用させた後に、コレステロールを
Filipin染色し、蛍光顕微鏡により評価した。
また、NPC1 細胞におけるオートファジー機
能は、オートファゴソームのマーカータンパ
ク質である LC3、オートファジー選択的に分
解を受けるタンパク質である p62の免疫染色、
ならびに western blot による発現量より評価
した。また、mRFP-GFP-LC3を発現した NPC1
細胞を用いてオートファゴソーム数、オート
リソソーム数の計測を行った。 
 
（３）NPC病モデルマウスに対する治療効果
の評価 

 
図1. 酸分解性ポリロタキサンの化学構造式 



動物実験は東京医科歯科大学動物実験委
員会の承認を得て実施した（動物実験番号：
0150234A, 0160207C）。NPC 病モデルマウス
として BALB/cNctr-Npc1m1N/Jを使用した。生
後 3 週齢より週 1 回 HEE-PRX、または比較
対象である HP-β-CDを背部皮下に投与し、体
重変化、運動機能スコア、生存期間を観察し
た。また、生後 3週から 7週まで週 1回皮下
投与を行った後に、各臓器を摘出し組織中の
コレステロール類含量を GC-MS により定量
した。 
 
４．研究成果 
（１）酸分解性ポリロタキサンの設計と pH
分解応答性 

PRX に対し HEE 基の修飾を行った結果、
反応仕込み時の[CDI]/[β-CD]のモル比に応じ
て HEE 基の修飾数を制御することが可能で
あった。β-CDあたりの HEE基修飾数が 4以
上のときに HEE-PRX は水溶性を示し、水へ
の溶解度は 150 mg/mL 以上であった。
HEE-PRXの pHに対する分解応答機能を明ら
かとするために、各 pH の緩衝溶液に
HEE-PRXを溶解し、末端の Trt基の加水分解
速度を評価した（図 2）。中性～弱アルカリ性
条件（pH 7.4～9）では、48 時間静置後でも
Trt基の解離率は 5%以下であり、十分に安定
であることが明らかになった。しかしながら、
pH の低下に伴い加水分解が進行し、pH 5.0
では 24時間でほぼ完全に Trtが解離した。ま
た、SEC 測定を行った結果、Trt 基の解離に
伴いポリロタキサン骨格が分解し、貫通して
いた β-CD が放出されることを確認した。ま
た、HEE基修飾数の影響を評価した結果、Trt
基の加水分解速度は HEE 基修飾によって変
化しないことが明らかとなった。 
 
（２）NPC病由来細胞に対するコレステロー
ル蓄積改善 
 HP-β-CD、HEE-PRXで NPC1細胞を 24時
間処理し、Filipin染色により細胞内のコレス
テロールを観察した。その結果、10 mM の

HP-β-CDで処理したNPC1細胞では正常細胞
と同程度まで蛍光強度が減少し、コレステロ
ールの蓄積が改善されたことが示唆された
（図 3）。一方、HEE-PRX で処理した NPC1
細胞では 0.1 mMの濃度でも（PRX中の β-CD
濃度換算）の正常細胞と同程度まで蛍光強度
が減少した。 
 
（３）NPC病由来細胞におけるオートファジ
ー不全の改善 
ライソゾーム病ではリソソームに種々の
代謝物が蓄積することで細胞機能やシグナ
ル伝達等に障害を及ぼす。その一つにオート
ファジーの異常が挙げられ、多くのライソゾ
ーム病ではオートファジーの障害が明らか
となっている。オートファジーは自己のタン
パク質を分解することで生命維持活動に重
要な役割を担っているため、オートファジー
の障害は神経変性疾患等の疾患と関連する
ことが明らかとされている。NPC病において
もオートファジーの機能障害が報告されて
おり、神経変性との関連が指摘されている。 
そこで、NPC病のオートファジー機能障害
に対する PRXの作用を検討した。正常線維芽
細胞とNPC1細胞を用いてLC3を免疫染色し
た結果、これまでの報告と同様に NPC1細胞
では基底状態で LC3 陽性の小胞が多数観察
され、細胞質中にオートファゴソームが蓄積
していることが確認された（図 4A,B）。NPC1
細胞に対し HP-β-CD（10 mM）、PRX（1 mM）
を作用させた結果、HP-β-CDでは LC3陽性の
小胞がさらに増加したのに対し、PRX では
LC3陽性の小胞の減少が観察された。このと
き、HP-β-CD、PRXを作用させた細胞は両者
ともコレステロールが正常細胞レベルまで
減少していた。すなわち、HP-β-CD と PRX
はコレステロールの減少に対しては同様の
作用を示すが、オートファジーに対しては正
反対の作用を示すことを示唆している。 
細胞中の LC3量を定量した結果、HP-β-CD
では LC3 量が増加したが、PRX では正常細
胞レベルまで LC3量が減少した（図 4C）。オ
ートファジーにより分解を受けるタンパク
質 p62の発現量を評価することで、オートフ
ァジーによるタンパク質分解の程度を評価
した結果、HP-β-CDを作用させた NPC1病細
胞では p62量の増加が認められた。本結果は、
オートファジーによるタンパク質分解機能

 
図 2. 各 pHにおける酸分解性ポリロタキサ
ンの分解挙動 

 
図 3. HEE-PRXで処理したNPC1細胞中の
コレステロール蓄積状態 



が低下していることを示唆している。一方、
PRX の場合は LC3 とともに p62 も正常細胞
と同程度まで減少しており、オートファジー
機能を改善していることが示唆された。同様
にコレステロールを減少可能な HP-β-CD で
は PRX で正反対の作用を示す点について詳
細な原因は明らかとなっていないが、
HP-β-CD と PRX の細胞に対する作用部位の
差異が関連していると考えられる。 
 
（４）NPC病モデルマウスに対する治療効果 

NPC 病に対する治療効果の評価として、
Npc1 欠損マウスをモデルマウスとして使用
し、生存期間の観察を行った。その結果、
HEE-PRXを 500 mg/kgで週 1回投与したマウ
スでは有意な生存期間の延長が確認された
（図 5）。比較対象である HP-β-CD を投与し
たマウスでは 4000 mg/kg の投与量で
HEE-PRXと同等の生存期間を示したが、500 
mg/kg の投与量では治療効果は認められなか
った。また、HEE-PRXを投与したマウスは、
HP-β-CD に関する既報と同様に、血中 AST, 
ALTレベルの低下、組織中コレステロール量
の低下、組織の空胞化の抑制、小脳プルキン
エ細胞脱落抑制を示した。以上の結果より、
HEE-PRXは HP-β-CDより低投与量で同様の
治療効果を示すことが明らかとなった。 
 次に NPC 病モデルマウスの組織中におけ
るコレステロール含量を GC-MS 測定により
評価した。8 週齢の NPC モデルマウスでは、
肺、肝臓、脾臓で野生型マウスの 10 倍程度

のコレステロール含量の増加が認められた
（図 6）。HEE-PRXを 500 mg/kgで週 1回、
計 5回投与したマウスの組織中コレステロー
ル含量は野生型マウスとほぼ同レベルを維
持していた。一方、同投与量の HP-β-CDでは
組織中コレステロール含量の有意な変化は
認められなかった。また、他のステロール類
（植物由来コレステロール、コレステロール
前駆体、酸化ステロール）に対しても同様の
評価を行った。NPC病モデルマウスではコレ
ステロールだけではなく植物由来コレステ
ロール、コレステロール前駆体、酸化ステロ
ールの組織中含量も増加しており、コレステ
ロールの吸収・生合成が亢進するとともに、
酸化ストレスによるコレステロールの酸化
も亢進していることが明らかになった。興味
深いことに、HEE-PRX を投与することでこ
れらのステロール類の組織中含量の増加を
抑制することが明らかになった。本結果は、
HEE-PRX によりコレステロールの吸収・生
合成・酸化を正常レベルに維持されることを
示唆している。 
以上の結果より、HEE-PRXは NPC病モデ
ルマウス組織中のコレステロール蓄積を効

 
図 4. (A) HP-β-CD（10 mM）、PRX（1 mM）
を作用させた NPC 病由来細胞の LC3 免疫
染色像、(B) 画像解析より求めたオートファ
ゴソーム数、(C) LC3-II, p62の発現量変化 

 
図 5. HP-β-CD、HEE-PRX（500 mg/kg、週
1 回皮下投与）を投与した NPC 病モデルマ
ウスの生存期間 
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図 6. HP-β-CD、HEE-PRX（500 mg/kg、週
1回、計 5回皮下投与）を投与した NPC病
モデルマウス組織中のコレステロール量 



果的に抑制することが明らかになり、このよ
うな作用が低投与量での生存期間延長に結
実していると考えられる 
 
（５）脳標的指向化のための分子設計 

HP-β-CD による NPC 病治療には、脳への
HP-β-CD の局所投与が効果的であることが
報告されており、脳の症状改善が必須だとい
える。HEE-PRX は血液脳関門を超えて脳へ
到達する効率は非常に低いため、脳へのター
ゲティングが可能となれば、より低濃度で作
用させることが可能になると期待される。脳
への薬物送達には様々なレセプターやトラ
ンスポーターを介した方法が試みられてい
る。NPC病モデルマウスの血液成分を評価し
た結果、代謝物 Xの濃度が野生型マウスと比
較して有意に低いことが明らかとなった。そ
こで、代謝物 X に関連する合成リガンド Y
を修飾したポリロタキサンを新たに設計し
た。本ポリロタキサンは脳へのターゲティン
グが可能になると期待され、現在も評価を継
続中である。 
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