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研究成果の概要（和文）：細胞内の脂質代謝・転送の破綻に起因する稀少難病であるNiemann-Pick病Type C (NPC)治療
における2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPBCD)の有効性・安全性評価を行った。HPBCD (1000-4000 mg/kg,週1回
皮下投与)は、Npc1欠損マウスの病態改善効果を示した。この際、血清中HPBCD濃度は0.1-2 mMの範囲であった。また、
Npc1欠損マウスでは、健常マウスと比較して、HPBCD大量投与においても臓器傷害が生じにくいことが明らかになった
。本研究は、NPC治療におけるHPBCD投与の最適化に寄与するものと思われる。

研究成果の概要（英文）：2-Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HPBCD) is an attractive drug candidate against 
Niemann-Pick disease Type C (NPC). However, the efficacy and safety of HPBCD treatment for NPC patients re
main to be elucidated. This study was conducted to obtain the essential information on efficacy and safety
 of HPBCD treatment for NPC patients. 1) Weekly subcutaneous administrations of HPBCD at a dose of 1000-40
00 mg/kg to Npc1-deficient mice ameliorated hepatomegaly and survival rates in the mice. 2) Compared with 
wild type mice, Npc1-deficient mice were substantially resistant to the lethality and the organ injury ind
uced by HPBCD at higher doses. This study provides information on optimization of HPBCD treatment for NPC 
patients and also suggests Npc1 genotype should be considered in the safety evaluation of HPBCD using anim
als and cells.
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１．研究開始当初の背景 
Niemann-Pick Type C 病 (NPC)は、脂質代
謝・転送の破綻に起因し、コレステロール（Ch）
等の細胞内への蓄積を特徴とする稀少疾患で
あり、典型的には幼少期に発症し、肝脾腫およ
び進行性の神経障害が起こり、10 歳前後で死
亡する難病である。 NPC では、Ch の細胞内
trafficking に関わる膜蛋白質NPC1 または
endosome で NPC1 と共存する分泌性蛋白質
NPC2 の遺伝的欠損に伴い、細胞内の
late-endosome/lysosome に遊離型Ch (ChF)や
スフィンゴ脂質類が異常に蓄積し、細胞機能が
損なわれると考えられているが、本疾患に対す
る有効な治療法は確立していない。 
2009 年、Liu らは NPC病態モデルマウス
（Npc1-/-）に注射剤用素材として使用実績のあ
る 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPBCD)を
静脈内投与すると、病状改善や延命に有効であ
ると報告した。同年、これら基礎研究の成果をも
とに、米国 FDAは HPBCDの NPC患児への人
道的使用を特認し、各国で臨床応用が開始され
た。本研究の共同研究者が所属する佐賀大学
医学部附属病院では、院内の臨床研究倫理審
査委員会の承認を得て、2009年 9月より院内製
剤として HPBCD注射剤を調製し、本邦初の
NPC患児（当時4歳）の治療を開始した。患児の
状態を確認しながら、HPBCD投与量を適宜増
減し、現在ではHPBCD（1 回 2500 mg/kg）の週
3回静脈内点滴投与している。現時点で、NPC
患児へのHPBCD投与は13ヶ月間継続したが、
患児の肝脾腫の縮小、脳波上の改善がみられ
るものの、神経学的には明らかな改善は認めら
れていない。今後、CD療法の最適化を図るた
めに、新たな CD誘導体の選択、投与量・投与
間隔の設定、投与経路、併用薬の選択等を含
む至適投与プロトコールの確立が強く望まれる。 
我々は、環状オリゴ糖シクロデキストリン(CD)
が、その分子空洞サイズに応じて、生体膜表面
から脂質類を選択的に可溶化する現象を見い
だし（Eur J Biochem, 186, 17 (1989)）、基礎・応
用両面での研究を展開してきた（Chem Rev, 98, 
2045 (1998)）。特に、β-CD誘導体が生体膜か
ら Ch を選択的に引き抜く現象は、多分野で有
効利用されている。 
通常、Ch エステル類 (ChE)は、LDL 受容体
を介して細胞内に取り込まれた後、
late-endosome/lysosome で ChF に加水分解さ
れ、NPC1 や NPC2 を介して小胞体 (ER) に移
行して、再びChE に変換されると、細胞内の必
要な部位に移行するという多段階にわたる厳密
な制御が行われている。一方、NPC患児では、
この細胞内輸送システムが破綻した状態にあり、
細胞内Ch のアンバランスが生じている。 我々
の知見 (Eur J Biochem, 186, 17-22(1989))から
推測すると、CDが細胞外にChが熱力学的に安
定に存在できるプールを形成することによって、
LDL受容体を介さない細胞内外のChの授受を
可能にし、Ch の体内での再分配や体外への排
泄促進が期待されるが、実験的検証は行われて
いない。 

 
２．研究の目的 
本研究は、NPCに対するCD療法の最適化を
図るため、CD誘導体を基盤とした各種化合物
から NPC治療薬候補の探索、および臨床にお
ける NPCに対する HPBCD療法の情報不足を
補うことを目的とし、1）HP-β-CDの有効投与量
および有効濃度の検討、2）高用量HPBCD療法
の安全性評価を実施した。さらにこれらの基礎
研究結果を基に、3）NPC 患児へのHPBCDの
至適投与条件について考察した。 
 
３．研究の方法 
NPC病態モデル 
Npc1 遺伝子欠損Chinese hamster ovary cells 
(Npc1 KO CHO細胞)および NPC モデルマウス
（Npc1 -/- マウス）を用いた。 
 
コレステロール測定 
 細胞内およびマウス臓器内コレステロール量
は、 デタミナーL FC により測定した。 細胞をト
リプシン処理し回収した後、 遠心 (10000 g, 10 
min) を行った。上清を取り除き 1 ml PBS で希釈
した後、 ホモジネートと抽出操作を行い、サン
プル溶液とした。マウス臓器は、 マウスを屠殺し、 
臓器回収後、 buffer (20 mM Tris、 2 mM 
EDTA、 150 mM NaCl、 1% TritonX-100、 pH 
8) を加え、 ホモジナイザーで臓器を粉砕後、 
遠心 (10000 g、 10 min ) を行い、 ペレットを 1 
ml PBSで希釈したものをサンプル溶液とした。サ
ンプル溶液を二本の試験管に分け、 一方には
コレステロールエステラーゼを (総コレステロー
ル測定用)、 もう一方には純粋を入れ (遊離型
コレステロール測定用)、 37 ℃で30分間インキ
ュベーションを行った。 
 
組織学的解析 
 観察期間終了後、摘出した臓器を 10 %中性ホ
ルマリンにて固定し、パラフィンに包埋した後、
パラフィン切片を作製した。 
H & E 染色はMayer’s Hematoxylin で染色後、
1 % eosin 溶液で染色した。PAS 染色は、1 % 過
ヨウ素酸で 15 分染色後、Schiff 試薬で 20 分染
色を行い、亜硫酸水で洗浄後Mayer’s 
Hematoxylin で染色した。染色後、malinol で封
入し、顕微鏡 (KEYENCE BIOREVO BZ-9000) 
を用いて組織学的解析を行った。 肺傷害のス
コア化は、肺胞のうっ血•出血、炎症性細胞の浸
潤•集積および肺胞壁の肥厚を指標に、傷害の
程度に応じて、0 (no damage)-4+ (maximal 
damage) に分けて盲検下でスコア化した。 
 
細胞生存率測定 
 細胞生存率は、cell counting kit-8 を利用した
WST-8 法により測定した。 HPBCD添加 3時間
後に、上清を取り除き、WST-8 溶液を加え、
37 ℃で 1.5 時間インキュベーションした。 生細
胞中の脱水素酵素により還元され生成されたホ
ルマザンの 450 nmにおける吸光度を測定した。 
 



血清中生化学パラメータ測定 
 回収した血液サンプルを 30 分間室温でインキ
ュベーションした後、遠心分離 (5000 g、10 min、
4 ℃) を行い、上清を回収し、測定まで -20 ℃
で保存した。 血清中ALT、AST、LDH値は、ス
ポットケム TM Ⅱを用いて、SPOTCHEM EZ 
SP-4430 により測定した。 
 
血清中HPBCD濃度測定 
 マウスおよび患者における血清中HPBCD濃
度は、ポストカラム誘導体化法を用いてHPLCに
より測定した。 なお本測定方法は、過去の報告
を参考にして行った。得られた血清 (100 μL) 
に 20 %トリクロロ酢酸溶液 80 μL を添加し, 撹
拌後、遠心分離 (10000 g, 4 ℃) を行い、上清
160 μLに 1 mol/L Na2CO3 80 μLを添加し、
振盪後、Millex-HP 0.45 μm フィルターに通し、
最終的に 100 μL のサンプルを作製した。  
 
研究の倫理的配慮 
 本研究で対象となる NPC 患児への
HPBCDの使用および血中濃度解析は、佐賀
大学医学部附属病院臨床研究倫理審査委員
会および熊本大学疫学•一般研究倫理委員会
の承認を得て実施している。 
 
４．研究成果 
(1) HPBCDの有効投与量および有効濃度の
検討 
Npc1 KO CHO細胞で見られる NPC病態
に類似した遊離型コレステロールの異常蓄
積およびエステル型コレステロールの減少
は、0.1mM以上のHPBCD添加により改善
したが、その一方でHPBCD添加濃度が
2mM以上になるとエステル型コレステロー
ルに対する改善効果が消失した。また
Npc1 -/- マウスに対してHPBCDを投与し
た場合、1000-4000 mg/kg, weekly の範囲
で生存期間の延長、肝臓病理初見の改善
が観察され、このときの投与直後の
HPBCD血中濃度はおおよそ 1-2mMの範
囲を推移した。 

 
(2) 高用量HPBCD療法の安全性評価 
Npc1 +/+ マウスにおいて、20000 mg/kg
が sub lethal dose であった。その一方で、
意外なことに NPC モデルである Npc1 -/- 
マウスでは、20000 mg/kg の HPBCD単回
投与により生じる肝傷害、腎障害および肺
傷害、死亡が認められず、HPBCDによる
毒性に対して抵抗性を示した。また、モデ
ル細胞を使用した検討においても同様の
現象が確認された。 
 

(3) NPC患児へのHPBCDの至適投与条件に
ついての考察 
本研究で得られた結果を基にＮＰＣ患児に
対する HPBCD投与プロトコールを提案し
た。HPBCDが投与された患児の血清中
HPBCD濃度測定を実施し、得られた結果

を基に動態パラメータを算出した。 その結
果、静脈内点滴投与されたHPBCDは細胞
外液中に移行し、糸球体濾過により尿中に
排泄されると考えられた。本患者で確認さ
れた血清中濃度は、in vitro および In vivo 
で確認された至適濃度域内を推移しており、
有効域内にあると考えられた。 
HPBCD投与により、臨床症状の一部改善
がみられ、また目立った有害事象は確認さ
れておらず、一定の有効性・安全性が確保
できていると考えられる。 

 
本研究成果は、NPC患者にとって数少ない希
望である CDを用いた薬物療法が、より多くの
NPC患者に対して、 安全かつ有効に使用され
ていくために、 重要な基礎資料になると考えら
れる。今後さらに、本研究で得られた知見を基
に、基礎と臨床をつなぐ Translational research 
が発展していくことが、強く望まれる. 
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