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研究成果の概要（和文）： 先天代謝異常症ニーマン・ピック病C型（NPC）に対する2-hydroxypropyl-β
-cyclodextrin（HPBCD）脳室内投与療法の確立や新規創薬候補の探索を行い、以下の知見を得た。1）モデルマ
ウスにおいて、約20-30 μmol/kgのHPBCD脳室内投与で、末梢循環血中に高濃度で移行することなく、中枢神経
障害を改善する、2）この投与量で2週間に1回反復投与することでモデルマウスの生命予後ならびに諸症状を著
明に改善する、3）HPBCDよりも物性面で優れ、安全性もしくは有効性に優れる化合物を数種類見出した。以上の
成果は、NPC治療法開発に際し重要な基礎知見となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPBCD), a cyclic oligosaccharide, has been 
focused as an attractive drug candidate against Niemann-Pick disease type C (NPC), a rare autosomal 
recessive disease. We conducted this study to evaluate the efficacy and safety of 
intracerebroventricular HPBCD therapy and found the following results: (1) In animal experiments 
using mouse models, an intracerebroventricular injection of HPBCD (approximately 20-30 μmol /kg) 
can improve NPC-related neuronal symptoms without excessive distribution in peripheral systemic 
circulation which may cause adverse reactions, such as lung and liver injuries. 2) Repeated 
treatment of intracerebroventricular HPBCD every two weeks at the doses can drastically improve 
lifespan and manifestations in NPC model mice. 3) We found out superior compounds with appropriate 
physicochemical properties as an injectable ingredient, and compounds which can show safer or more 
effective properties as a therapeutic agent against NPC.

研究分野：医療薬学

キーワード： Niemann-Pick病C型　Niemann-Pick type C　Niemann-Pick disease　ニーマンピック病C型　シクロデキ
ストリン　cyclodextrin

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当初、NPC患者に施行されたHPBCD静脈内投与療法は、重篤な肺障害を引き起こし問題視されていた。本研究で見
出したHPBCDの脳室内至適投与量は、これら肺障害などの有害作用回避につながり、かつ延命などの治療効果を
もたらす可能性を示唆している。治療法のない遺伝難病NPCに対するHPBCD脳室内投与療法の科学的根拠を示す点
で、学術的・社会的意義の高い研究成果であると考えられる。また、HPBCDよりも優れた物性や有効性・安全性
を示す複数の治療薬候補化合物を見出し、学術誌で公表し、さらに、特許取得および出願を行った。HPBCDを凌
駕する新規治療薬候補を見出した点からも社会的意義が高いと考えられる。

※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 
ニーマン・ピック病 C型 (NPC)は、患者の多くは 10 歳前後で呼吸不全や誤飲性肺炎などで
亡くなる進行性の神経変性疾患である。NPCでは、細胞内コレステロール輸送に関わる膜蛋白
質 NPC1または分泌性蛋白質 NPC2の遺伝子変異により、細胞内コレステロールの代謝・輸送
系が破綻し、遊離型コレステロールやスフィンゴ脂質類が異常に蓄積し、細胞機能が損なわれ
る。近年、2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPBCD)を NPCモデルマウスに皮下投与すると、病
状改善や延命に有効であることが偶然見出され、米国 FDAは、注射剤の製剤素材として臨床実
績がある HPBCDの NPC患者への人道的使用を 2009年に特認した。 
同じく 2009 年に、申請者らは佐賀大学医学部附属病院にて HPBCD 注射剤を調製し、NPC
患者に本邦初の HPBCD 療法をおこなった。その後、基盤研究(C)（23590642 および 233406）
の支援を受け、基礎研究では、HPBCDが Npc1欠損細胞の遊離型コレステロールを減少させエ
ステル型コレステロールを増加させること、その効果に至適濃度範囲が存在することを明らか
にした。臨床研究では、HPBCD を NPC 患者に静脈内投与後の動態を解析し、HPBCD の至適
投与条件を確立した。NPC患者への HPBCD静脈内投与により、肝脾腫の縮小および脳波の改
善傾向がみられたが、治療開始約 2 年後に誤嚥性肺炎に罹患した直後から、HPBCD 投与後に
発熱、炎症性マーカーの軽度上昇を伴う肺野の透過性低下のエピソードを繰り返すようになっ
たため、静脈内投与を中止した。 

2011年、HPBCDを NPC病態モデルマウスの脳室内に投与すると、皮下投与の 1/100以下の
投与量で、神経変性が顕著に軽減することが報告された。申請者らの臨床研究において、NPC
患者への HPBCDの静脈内持続点滴では十分な神経学的な改善がみられないのは、分子量 1000 
Da を超える水溶性環状オリゴ糖である HPBCD の中枢移行性の低さに起因すると考えられた。
そこで、米国で準備中であった HPBCD 髄腔内投与プロトコルに準じ、申請者らは脳室内に留
置した Omayaリザーバーを介した HPBCDの脳室内投与を 2011年 7月から開始した。投与開
始 10年以上が経過したが、明らかな有害反応はなく、神経障害の進行が遅延し、脳脊髄液中総
タウ蛋白質濃度の低下、脳波、magnetic resonance spectroscopy、positron emission tomographyで
脳機能の改善が認められた。申請者らの臨床研究開始 2年後の 2013年、米国で HPBCDの髄腔
内（脳室内）療法の第 I相試験が始まり、2016年から第 IIb/III相試験が開始されている。 
現時点で、HPBCDは NPCに対する治療薬候補として最も有力な化合物であると思われるが、
米国における臨床試験では髄腔内（脳室内）投与による聴覚障害などが問題視されている。申
請者らはNPC患者由来の人工多能性幹細胞（iPS細胞）およびNpc1欠損マウスを用いて、HPBCD
よりもグルコースが 1分子多い 2-hydroxypropyl-γ-cyclodextrinがNPC病態改善効果を有するこ
とを最近見出した。HPGCD は HPBCD よりも安全性に優れ、NPC 患者の iPS 細胞から分化し
た神経前駆細胞における遊離型コレステロールの異常蓄積の改善効果はほぼ同等である。申請
者らは、有効な治療法がない重篤な神経変性を呈する難治性・進行性劣性遺伝病 NPCの患者に
対する HPBCD投与を人道的観点から進めてきた。申請者らが実施してきた 8年間の臨床・基
礎研究の成果を踏まえて、臨床事象をもとに基礎研究に立ち返り機構解明を経て、本治療法に
科学的根拠を提供・補強するとともに、患者 ADL・QOL を高める新規創薬候補の探索を含め
た脂質輸送担体療法の確立に向けた、基礎⇄臨床の橋渡し研究を実施することとなった。 

２．研究の目的 
上述のような申請者らの HPBCD 脳室内投与療法に関するこれまでの研究成果を基盤に、本
研究では、1）HPBCD の薬物動態解析に基づく至適投与量・投与条件の確立、ならびに 2）患
者 ADL・QOLを高める新規創薬候補の探索を行うことで、基礎-臨床の橋渡し研究を加速し、
NPC治療の最適化を図る。 

３．研究の方法 
実験材料 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)、F-12培地、ペニシリンストレプトマイシン、ト
リプシンは Gibco-Life Technologies (Life Technologies Japan, Tokyo, Japan) から購入した。Fetal 
bovine serum (FBS) は Biowest (Rue de la Caille, France) から購入した。リン酸緩衝液は和光株式
会社 (Kyoto, Japan) から購入した。ミグルスタットは TOCRIS bioscience (Bristol, UK) から購入
したものを共同研究先より送付して頂いた。2-Hydroxypropyl-α-cyclodextrin (HPACD; 平均置換
度：5.0、平均分子量：1267.00)、HPBCD（平均置換度：4.61、平均分子量：1402.38）、
2-hydroxypropyl-γ-cyclodextrin (HPGCD; 平均置換度：4.6、平均分子量：1563.92) は日本食品化
工株式会社 (Tokyo, Japan) から恵与された。また、6-O-α-maltosyl-β-cyclodextrin（G2BCD、置
換度：1、分子量：1459.27）は、塩水港精糖株式会社より恵与された。その他の試薬は市販の
特級試薬を使用し、溶媒としての水は超純水を用い、Milli-Q Advantage プロテオームタイプ、
Millipak Express 40 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) から採水した。 
動物 

NPC 病態モデルマウスは、これまでの科学研究費助成事業で支援を受けた研究と同様に、
Npc1-/-マウス（BALB/cNctr-Npc1m1N）を用いた。コントロールとして野生型マウス BALB/cNctr
を用いた。なお、本マウスは、鳥取大学名誉教授大野耕策博士ならびに取大学生命機能研究支



援センター檜垣克美博士より供与して頂いた。マウスの繁殖は、熊本大学生命資源研究・支援
センター動物資源開発研究部門（CARD）協力のもと、体外受精により行った。全ての動物実
験は、熊本大学動物実験指針および倫理規定に則して行った。マウスは、12時間の明暗サイク
ル下（明期: 8:00-20:00）で、不断給餌により飼育した。麻酔下マウスの頭部を固定し、頭頂部
を切開した後、頭蓋骨の矢状縫合と冠状縫合の交点である Bregmaから左に 1 mm、後ろに 0.4 
mm、下に 2.3 mmの位置に薬液を投与した。投与速度は 0.1 µL/minとし、 投与中および投与
終了後 30分は体温を 37℃に保温した。 
小脳病理学的解析 
マウスは大動脈を介して 4%リン酸緩衝パラホルムアルデヒド（4%PFA）で灌流しサンプル
を摘出したした。その後、4℃で 4%PFAで固定し、パラフィンに包埋した。厚さ３ µｍのミク
ロトーム切片を、プルキンエ細胞のマーカーである抗 calbindin D28K 抗体 (N-18) （Santa Cruz 
Biotechnology Inc.; 1:100 希釈）にて 4℃で一晩インキュベートした。切片はまた、Histofine® 
SimpleStain MAX PO（ニチレイ、東京、日本）およびヘマトキシリンで染色した。組織像は Biorevo 
BZ-9000 顕微鏡システム（キーエンス社）を用いて撮影し、小脳全体でカルビンジン陽性細胞
を計数した。 
マウス脳室内投与後の HPBCD血中濃度解析 
薬物動態試験では、8週齢の野生型 Balb/cNマウス（九動株式会社）に HPBCDを単回脳室内
投与を行い、投与後 0.5、1および 2時間後にサンプリングを行った。血清中 HPBCD濃度は高
速液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析法（LC/MS/MS）により測定を行った。なお、サ
ンプルの測定は、株式会社新日本科学安全性研究所に委託し行われた。 
肝障害解析 
病態モデルマウスを生後 8.3 週齢に達した時点で体重を測定し、血液および臓器サンプルを
麻酔下にて採取した。血液は 3000×g、4℃で 10 分間遠心分離し、アスパラギン酸アミノトラ
ンスフェラーゼ（AST）およびアラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）値の測定のために
血清を採取した。血清 AST および ALT レベルは、バイオアナライザー（SPOTCHEM EZ 
SP-4430；ARKRAY, Inc.）を用いて測定した。肝臓サンプルは直ちに体重を測定し、その後、肝
臓の肥大の指標として、体重に対する肝臓重量の比を推定した。肝小葉の一部を直ちに液体窒
素中で凍結し、コレステロール測定のために-80℃で保存した。組織ホモジネートを緩衝液（20 
mM Tris, 2 mMエチレンジアミン四酢酸（EDTA）, 150 mM NaCl、および 1% Triton X-100, pH 8）
中で調製し、Micro Smash™ MS-100Rを用いて、4℃、4000 rpmで 30秒間、3回粉砕した。溶液
を回収し、2つに分けて、1つは 37℃で 30分間、コレステロールエステラーゼとインキュベー
トしました。これらのサンプル中のコレステロール含量を Determiner L FC（協和発酵キリン株
式会社）で測定した。他の肝葉は、直ちに 4%PFA で固定し、パラフィンに埋め込んだ後、ヘ
マトキシリン・エオジン染色のために４ µｍ厚の切片に切断した。 
使用機器 
遠心機はマイクロ冷却遠心機 3700 (Kubota, Tokyo, Japan) を使用した。フローサイトメーター
は BD Biosciences Accuri™ C6 Personal Flow Cytometer (Becton Dickinson Biosciences, Franklin 
Lakes, NJ, USA) を使用し、BD Accuri C6 softwareにて解析を行った。細胞数は Luna自動計数
装置 (Logos Biosystems, South Korea) にて計測した。 
細胞培養 
野生型 (WT) および NPC の原因遺伝子である Npc1 遺伝子を欠損させた Chinese hamster 

ovary (CHO) 細胞 (WT CHO細胞および Npc1 null CHO細胞) は鳥取大学生命機能研究支援セ
ンター檜垣克美博士より供与して頂いた。培養には 10% FBSおよび 100 U/mL ペニシリン、100 
µg/mL ストレプトマイシンを加えた DMEM/F12の 1:1混合物の培地を用いた。細胞はインキュ
ベータ (MCO-18AIC (Sanyo, Tokyo, Japan)) 内で 5% CO2、37℃に維持され、2-3日ごとに継代を
行った。 
LysoTracker®蛍光強度の測定 

NPC病変の指標として、リソソソームの容積変化を LysoTracker® Green DND-26の蛍光強度
変化を測定することで評価した。WT CHO 細胞および Npc1 null CHO細胞を 12ウェルプレー
トに 1×105細胞/ウェルで播種し、37℃で 24時間インキュベートした。細胞をリン酸緩衝生理
食塩水で洗浄し、10％FBSと抗生物質を含む DMEM/F12（1:1）に溶解した 50nM LysoTracker®
で 37℃、15分間染色した。次いで、細胞を 0.25%トリプシン処理後に回収し、フローサイトメ
ーター（BD Biosciences Accuri™ C6, Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA）を用
いて、488 nmレーザーを用いて LysoTracker®の蛍光を測定した。最後に、530±30 nmのフィ
ルターを用いて、FL1チャネルで蛍光を検出した。10,000個の細胞からのデータを収集し、BD 
Accuri C6ソフトウェア（Becton Dickinson Biosciences）を用いて、平均蛍光強度として示した。 
細胞内コレステロール定量 

WT CHO細胞、Npc1 nullCHO細胞を 6 well plate (1×105 cells/mL) に播種し、培養培地を用い
て 37℃で 24時間前培養した。100 µMミグルスタット (溶媒は DMSO) または 1 mM各種シク
ロデキストリン誘導体を含む培地に置換し、37 ℃で 24 時間培養後、細胞を 0.25%トリプシン
により回収し、遠心を行った (4700 g、10 min)。上清を取り除き、70 µLのリン酸緩衝液で希釈
後ホモジネートを行いサンプルとした。 
細胞内のコレステロール量は、デタミナーL FCにより測定した。サンプル 50 µLに、抽出液 (ク



ロロホルム：2-プロパノール：NP-40＝7:11:0.1) を 200 µL 添加し、遠心を行った (4℃、15000 
g、10 min)。ペレットをよけて下層をガラスチューブに 160 µL 回収し、窒素乾固した (40℃、 
窒素ガス)。混合液 (2-プロパノール：アルキルエーテル：ラウリルエーテル＝ 87：10：3) 80 µL
を加え、総コレステロール用と遊離型コレステロール用に 30 µLずつ分注した。純水またはコ
レステロールエステラーゼ(ChE、10 U/mL) 10 µL添加し、インキュベーション (37℃、30 min) 後、
デタミナーL FCのプロトコルに従い、溶液中のコレステロールを定量した。なお、エステル型
コレステロール量は、総コレステロール量から遊酢型コレステロール量を除することにより算
出した。また、BCA protein assayを行うことで補正を行った。 
細胞内スフィンゴ脂質定量 

WT CHO細胞、Npc1 null CHO細胞を 100 mm dish (5×104 cells/mL) に播種し、培養培地を用
いて 37℃で 24時間前培養した。100 µMミグルスタットまたは 1 mM各種シクロデキストリン
誘導体を含む培地に置換し、37 ℃で 24時間培養後、細胞を 0.25%トリプシン処理後に回収し、
遠心分離を行った (4700 g、10 min)。細胞数を計測し、1×106 cells/mL細胞懸濁液を調製後、1 mL
分取した。1×106 cellsを 50 µLの Lysis bufferで溶かし、BCA protein assay後、タンパク量 1mg/mL
に調製した。そのうち 20 µLを採取し、80 µLの (MeOH：BuOH＝1：1) 溶液を添加したもの
をサンプルとして-80℃にて保管した。 
 サンプルは株式会社小野薬品工業に LC/MS/MSによる測定を依頼した。 

４．研究成果 
これまでの科学研究費助成事業で支援を受けた研究で、細胞添加培地中および動物血中での

HPBCDの有効濃度は約 1 mMで、脳室内投与の至適投与量は約 30 µg/ kgであることがわかっ
ている。この投与量を基準に、脳室内投与時の薬物動態ならびに有効性評価を行った。その結
果、HPBCDをマウスに単回脳室内に投与したときの末梢血中濃度は投与後 30分で約 0.09 µM
であり、投与 2時間後では検出限界以下であった。この結果から、本投与方法において、HPBCD
はごくわずかな量しか末梢臓器に移行しないことが示唆された。高用量 HPBCD 静脈内投与療
法（約 2000-4000 mg/kg）では肺障害などの有害作用が問題になることから、脳室内投与療法は、
安全性の面からも優れていることが薬物動態学的観点からも示唆された。次に、NPC病態モデ
ルマウスに、生後 28日後から二週間に 1回の頻度で脳室内反復投与（1回 30 µg/ kg）を実施し
た。その結果、無処置のモデルマウスが生後 80 日程度でほぼ全個体が死亡するのに対し、
HPBCD 反復投与を継続することで、最も早い個体でも 280 日でエンドポイントに到達し、複
数の個体が 300日以上生存した。過去の本マウスで有効性評価が行われた様々な薬効評価試験
の成績より顕著に優れており、HPBCD脳室内投与の有効性が示唆された。 

NPC ではライソゾームに遊離型コレステロールだけでなくスフィンゴ脂質類の異常蓄積が
みられる。そこで、本研究では、スフィンゴ脂質類蓄積に及ぼす各種シクロデキストリン誘導
体添加の影響を Npc1遺伝子欠損 Chinese hamster ovary（以下 Npc1 null CHO）細胞にて評価し
た。その結果、Npc1 nullCHO細胞において、スフィンゴミエリン（SM）およびヘキソシルセ
ラミド（HexCer）の蓄積がみられ、その蓄積は HPBCDおよび HPGCD処理により減少した。
興味深いことに、リン脂質と相互作用する HPACD を処理した場合には、HPBCD、HPGCD の
ような減少効果は見られなかった。また、NPCに唯一承認されている治療薬（米国では未承認）
ミグルスタット処理では、合成酵素阻害作用による HexCerの顕著な減少がみられたが、SMは
むしろ増加傾向を示した。さらに、WT CHO細胞においても、ミグルスタット処理により HexCer
が減少したのに対して、いずれのシクロデキストリン誘導体を処理した場合も、WT CHO細胞
の細胞内脂質量に影響しなかった。以上の結果より、HPBCDおよび HPGCDは、Npc1 null CHO
細胞における SMの異常蓄積を改善することが示唆された。また、シクロデキストリン誘導体
とミグルスタットでは、NPCのスフィンゴ脂質類の蓄積に対して異なる作用を示すことが明ら
かとなった。リン脂質との相互作用が HPACD よりも弱い HPBCD および HPGCD 処理によっ
て SMの減少効果がみられたことから、シクロデキストリン誘導体による細胞内のスフィンゴ
脂質類の減少は、シクロデキストリン誘導体のリン脂質類への直接的な作用だけではないこと
が示唆された。また、我々の過去の細胞および動物実験で NPC病態改善効果を見出した HPGCD
は、HPBCDと同様の効果を有することが示唆された。 

HPBCDは確かに NPC治療効果を有することが示されたが、NPC患者における人道的使用な
らびに臨床試験において、肺障害や聴覚障害などの有害反応が問題になっている。そこで、
HPBCD よりも安全性、さらには有効性に優れる新規治療薬を探索する目的で、我々の有する
化合物ライブラリを用いて比較検討を行った。その結果、いくつかの化合物が見出された。そ
のうちの 1つである G2BCDの NPCに対する薬剤候補としての可能性を評価した。G2BCDは
水溶液中で比較的低い粘性と表面活性を示し、注射剤の開発に適した特性を有していた。
G2GCDは、Npc1 null CHO細胞において、細胞間コレステロール輸送およびリソソーム障害を
濃度依存的に抑制した。G2BCD（2.9 mmol/kg）を週 1 回皮下注射すると、NPCモデルマウス
のコレステロール代謝異常、肝細胞腫大、血清トランスアミナーゼ上昇が改善された。また、
G2BCD（21.4 µmol/kg）を脳静脈内に単回投与したところ、モデルマウスでは小脳のプルキン
エ細胞減少、体重減少、運動機能障害が抑制された。以上のことから、HPBCD に代わる NPC
治療薬として最適な薬剤開発の可能性が示唆され、さらなる最適化合物探索の試験を行い、2



種類の化合物を見出した。これらの化合物について、現在、特許取得および出願中であり、今
後さらなる検証を行う予定である。 
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