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研究成果の概要（和文）：siRNAを封入してLSECに選択的に取り込ませることが可能なDDSを新たに開発し，LSEC
のアポトーシスを選択的に抑制し，マウス急性肝障害モデルへの投与効果について検討した．アポトーシスを抑
制するために，ミトコンドリアにおけるアポトーシス促進因子であるBaxのsiRNAを使用した. その結果, 細胞選
択性のないDDSにBax siRNAを封入し投与しても急性肝障害モデルの肝障害は軽減されなかったが，LSECのBaxを
選択的に抑制することで，類洞構造が保たれ，肝細胞障害が抑制された．LSEC障害を抑制して類洞構造を維持す
ることが，急性肝障害の新たな治療となることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：Bax siRNA was transfected into a sinusoidal endothelial cell line (M1) to 
suppress apoptosis. C57BL/6J mice were divided into three groups: (i) a control group, only 
intravenous saline; (ii) a nonselective group, injections of siRNA sealed in the nonselective DDS; 
and (iii) an LSEC-transfer efficient group, injections of siRNA sealed in an LSEC-transfer efficient
DDS. Bax siRNA had an anti-apoptotic effect on M1 cells. Silver impregnation staining indicated that
 the sinusoidal space was maintained in the LSEC-transfer efficient group but not in the other 
groups. Electron microscopy showed that the LSECs were slightly impaired, although the sinusoidal 
structure was maintained in the LSEC-transfer efficient group. Hepatocyte apoptosis was reduced by 
the efficient suppression of LSEC apoptosis with a novel DDS. Protecting the sinusoidal structure by
 suppressing LSEC damage will be an effective treatment for acute liver failure.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
我々は、血小板の肝臓に対する種々の新た

な作用を世界に先駆けて報告してきた。マウ

スに Fas ligand を投与した劇症肝炎モデルで

は、トロンボポエチン投与による血小板増加

状態にすると、ALT の著明な低下と肝類洞内

皮細胞（LSEC）および肝細胞のアポトーシス

の有意な減少を認めた  (Hisakura K, J 

Gastroenterol Hepatol, 2011.)。また肝虚血再灌

流障害において血小板と Kupffer 細胞の相互

作用により、肝細胞にアポトーシスが誘導さ

れ、肝障害が引き起こされることを明らかに

した(Tamura T, J Surg Res 2012)。各種肝障害

においてアポトーシスが関連することが示

唆されるが、肝臓においてアポトーシスを引

き起こす細胞としては、LSEC および肝実質

細胞が存在する。肝障害のメカニズムは肝類

洞内皮細胞の障害に始まり、類洞血流不全等

が生じた結果、肝細胞障害が誘導されると言

われている。しかし、これまで in vitro、in vivo

でアポトーシスを誘導する転写因子を siRNA

で抑制することでそのメカニズム解析を試

みている報告は散見されるが、すべて肝細胞

におけるものであり、LSEC におけるアポト

ーシスに着目し、解析をしている報告は皆無

である。 

 

２．研究の目的 

本研究は独自に開発した特異的に LSECに

集積する siRNAを用いることで、LSECにお

けるアポトーシスの誘導を Bcl-2 ファミリー

のメンバーであるBaxを knockdownすること

で抑制し、肝障害における LSECのアポトー

シスのメカニズム解析を行う。具体的には、

各種肝障害マウスに LSEC 特異的に Bax を

knockdownするように設計された siRNAを投

与し、また、対照群として肝細胞におけるア

ポトーシスを抑制するように設計した siRNA

を投与し、両群の比較検討を行う。それを実

現可能にするために、北海道大学大学院薬学

研究院薬剤分子設計学研究室との共同実験

から、LSEC に集積する性質のあるペプチド

配列をもつキャリアを作成した。この LSEC

で特異的に発現をknockdownさせることが可

能になる技術の開発は我々の独創的なアイ

デアである。予想される結果は、LSEC にお

けるアポトーシスの誘導が、その後の肝細胞

におけるアポトーシスを誘導し、肝障害を来

すメカニズムの解析が可能になる。この新し

いメカニズムの解析は、肝障害治療に画期的

な進歩をもたらし、最終的に siRNAを用いた

治療薬の開発を行うことで、本邦において肝

疾患を患う 1700 万人の患者に朗報をもたら

すことが出来ると考える。 

 

３．研究の方法 

(1) Bax を knockdown するように設計された

siRNAの in vitro / in vivo での検討 

①肝実質細胞：cell line；AML12(マウス)・ヒ

ト凍結肝細胞、に対する siRNA投与効果の検

討 

cell line；AML12(マウス)、ヒト凍結肝細胞に

肝実質細胞でのBaxの knockdown効果をもつ

siRNAを投与し、Baxの発現およびその上流

にある Caspase-2、Caspase-8の発現をWestern 

Blot および RT-PCR で検討した。さらに Bax

はミトコンドリアからのCytochrome cの放出

を促進する因子であることから、siRNA投与

群、非投与群での Cytochrome c を ELISAお

よび Cytochrome c抗体を使ったWestern Blot

で測定した。 

②肝類洞内皮細胞：cell line；M1(マウス)・不

死化ヒト肝類洞内皮細胞株；TMNK-1、に対

する siRNA投与効果の検討 

 cell line；M1(マウス)・不死化ヒト肝類洞内

皮細胞株；TMNK-1に対し、先の肝実質細胞

のknockdown効果をもつ siRNAに肝類洞内皮

細胞に集積する性質のあるペプチド配列を

付加させ、肝類洞内皮細胞での Bax の

knockdown効果をもつ siRNAを作成・投与し、



Bax の発現およびその上流にある Caspase-2、

Caspase-8 の発現を Western Blot および

RT-PCRで検討した(Figure 5)。さらに siRNA

投与群、非投与群での Cytochrome cを ELISA

および Cytochrome c 抗体を使った Western 

Blotで測定した。 

(2) Bax を knockdown するように設計された

siRNAの in vivoでの検討 

③急性肝炎モデル動物に対する siRNA 投与

実験 

C57BL/6 雄マウスに anti-Fas antibody を用い

た急性肝炎モデルを作成し、肝類洞内皮細胞

および肝実質細胞に対して Baxを knockdown

するように設計された siRNAを投与して、そ

の 2 群間で、ⅰ) 動物モデルの血清中の

ALT・ASTの経時的測定、ⅱ)TUNEL染色に

よる組織評価、ⅲ) アポトーシス関連蛋白の

発 現 (Caspase-3,-8,-9,Bcl-2,Bcl-xL,Bax) の

Western Blotおよび RT-PCR、ⅳ)電子顕微鏡に

よる組織形態学的検査を施行した。 

 

４．研究成果 

【結果】アポトーシスを抑制するために，ミ

トコンドリアにおけるアポトーシス促進因

子であるBaxの siRNAを使用した結果を示す

(Figure非表示)．in vitro；M1細胞（マウス肝

類洞内皮細胞）に Bax siRNA を導入し，(i) 

siRNA非導入群，(ii) siRNA導入群の 2群に

分別し導入24時間後に抗Fas抗体を投与して

アポトーシスを誘導し，細胞を採取した結果

RT-PCRでは，siRNA導入群で Bax 遺伝子の

発現抑制を認めた．Western Blotでは，siRNA

導入群で Baxおよび cleaved-caspase-3のタン

パク発現低下を認めた． 

in vivoにおいて DDSに封入した Bax siRNA

をマウス（C57BL/6J, 雌性, 8～9 週）に尾静

脈投与し，(i) 生食群（生理食塩水のみを投与

した群），(ii) HC 群（細胞選択性はないが肝

臓集積性の高い DDSを用いた群），(iii) LSEC

群（LSEC選択性 DDSを用いた群）の 3群に

分別した(Figure1). siRNA投与 24時間後に抗

Fas 抗体を腹腔内投与して急性肝障害を誘導

し，サンプリングとして血清，肝臓を採取し

た. 
 

 
 

      

 

 
 
［Figure1］プロトコール詳細 
 
ALT 値は LSEC 群で有意な低下を認めた

(Figure2)．さらに LSEC群および HC群で Bax

遺伝子およびタンパク発現の抑制を認めた．

LSEC 群においては cleaved-caspase-3 のタン

パク発現低下も認めた．TUNEL 染色では，

LSEC 群で TUNEL 陽性の肝細胞率が有意に

低かった(Figure3)．電子顕微鏡検査では，

LSEC 群で LSEC 障害が弱く，類洞構造が保

たれていた(Figure4)．鍍銀染色では，LSEC

群で類洞面積が有意に広かった(Figure5)． 
 

    

 
 
［Figure2］血清 ALT/AST値 

 

［Figure3］TUNEL染色 



 
 

 
［Figure4］LSEC電子顕微鏡像 
 
 

 

 

 
［Figure5］鍍銀染色 
 
【結論】細胞選択性のない DDSに Bax siRNA

を封入し投与しても急性肝障害モデルの肝

障害は軽減されなかったが，LSECの Baxを

選択的に抑制することで，類洞構造が保たれ，

肝細胞障害が抑制された．以上のことから、

これまでの基礎研究で、は肝障害の治療対象

は肝細胞のみに着目されていたが、われわれ

の検討からは、LSECに着目し、LSEC特異的

な DDSを開発することで、LSEC障害を選択

的に抑制して類洞構造を維持することが，急

性肝障害の新たな治療となることが示唆さ

れた．今後 LSECに着目した肝障害治療薬の

開発を行い、さらに検討を進めていく予定と

している． 
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