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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎(NASH)はメタボリック症候群を背景として近年増加傾向であ
る。NASHの進展機序として肝臓の壊死・炎症を引き起こすマクロファージの活性化が重要である。本研究ではマ
クロファージを標的としたドラッグデリバリーシステムを用いてNASHの新規治療法を考案した。NASH マウスモ
デルに、シゾフィラン(SPG)とTNF-a siRNAを結合したSPG-TNFaを投与したころ、肝組織の壊死・炎症、線維化、
酸化ストレス、アポトーシスが改善された。また活性化したマクロファージの減少を認め炎症性サイトカインの
産生も抑制された。マクロファージを標的としたNASH治療法の有効性が示された。

研究成果の概要（英文）：Macrophages play important roles in liver injury and fibrosis during the 
progression of non-alcoholic steatohepatitis (NASH). In this study we try to establish effective 
delivery system into macrophages, and elucidate whether TNF-α siRNA complexed with schizophyllan 
(TNFα-SPG) inhibit liver inflammation and fibrosis in murine NASH models. We confirmed siRNA 
complexed with SPG can be specifically delivered into macrophage. In addition, TNFα-SPG 
successfully ameliorate inflammation, fibrosis, apoptosis, and ROS production in murine NASH model. 
Our result demonstrated a possible new therapeutic approach on macrophages by administration of 
siRNA-SPG for treatment of NASH.

研究分野： 消化器病学

キーワード： 非アルコール性脂肪肝炎　マクロファージ　ドラッグデリバリー

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪肝炎（以下 NASH）は

メタボリック症候群の肝臓表現型とされ
ているが、肝硬変や肝臓癌へ進展する疾患
である。近年 NASH の 患者数は増加傾向に
あり、今後重要な健康問題となると予想さ
れるが、いまだ有効な治療法は少ない。
NASH 発症メカニズムとして Two hits 
theory が広く浸透しているが、これによる
と、まず栄養過多により脂肪肝が生じ、肝
細胞での貯蔵限界を超えると酸化ストレ
スが生み出され、それが肝細胞障害を引き
起こし、NASH に進展するという説である。
しかし、Two hits theory のみでは NASH の
持続炎症や線維化、その後の肝発癌の発症
機序まで説明できない。 

２．研究の目的 
非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の発症

機序として、肝マクロファージ（クッパー
細胞）の活性化が重要であり、Toll 様受容
体シグナルや炎症反応を誘導する蛋白質
複合体シグナル（インフラマソーム）の経
路が注目されている。本研究では、クッパ
ー細胞を標的としたドラッグデリバリー
技術を siRNA 医薬に応用することで、①
NASH 発症におけるクッパー細胞活性化の
分子機構を解析すること、②ドラッグデリ
バリー技術と特異的核酸医薬を用いた
NASH の新規治療法を構築することを目的
とする。 

３．研究の方法 
研究1年目： 
(1)クッパー細胞特異的なDDS化siRNA作成 

Beta-D グルカン（schizophyllan (SPG)）
と一本鎖核酸の複合（核酸-SPG 複合体）
を作成し、一本鎖核酸の末端に siRNA を
ホスホジエステル結合で連結（包摂）し
て、機能性核酸キャリア（DDS化siRNA）
を作成する。 
siRNA として NLRP-3, IL-1b, MyD88, 
TNF-a, MCP-1、IL-6 を用い、各種デザイ
ンして連結する。 

 (2)NASH モデルの作成と組織学的解析・イ
ンフラマゾーム活性化の検討 

NASHモデルは、コリン欠乏食マウス
（CDAA食）（対照は非コリン欠乏食）と
メチオニン・コリン欠乏高脂肪食モデル
（MCD-HF食）の2種類を用いる。いずれ
も脂肪肝を背景にNASHを発症するモデ
ルである。 

①病理学的検討として、HE染色のほか脂肪
化（Oil Red O,TBARS）、マクロファージ
の浸潤（F4/80, Ly6C, CCR2)、線維化
（Sirius-red染色, aSMA）を解析する。
さらに遺伝子発現としてサイトカイン・
ケモカイン（TNF-a, IL-1b, MCP-1, CCR2）、
線維化関連遺伝子（Cola1(I), TGF-b, 
TIMP-1）を検討する。 

②インフラマソーム活性化は、NLRP3, 
NLRP1, ASC, AIMS, Caspase-1 を Western 

blot で発現を検討する。またこれら因子
は遺伝子発現を検討する。 

(3)NASH モデル由来クッパー細胞の採取とイ
ンフラマゾーム活性化の検討  

①NASHモデル肝からF4/80 MACSを用いてク
ッパー細胞を採取する。 
クッパー細胞のインフラマソーム活性
化をWestern blotで発現を検討する。ま
たこれら因子の他、MCP-1, TNF-a, TLR4, 
TLR-9, MyD88遺伝子発現を検討する。 

②活性化誘導分子を解明する目的で、クッ
パー細胞培養上清にパルミチン酸、ATP, 
セラミド、グルコース等を添加し、IL-1b
産生を ELISA で検討する。 

(4)siRNAーSPG 複合体を用いたクッパー細胞
ノックダウンの検討 

①NLRP-3, IL-1b, MyD88, TNF-a, 
MCP-1,siRNAを連結した核酸-SPG複合体
を、予備実験として、LPSで活性化した
マウスマクロファージ細胞株(Raw 
264.7cell) で各種の遺伝子発現、蛋白
発現を確認し、ノックダウン効率から、
有効な濃度の決定を行いsiRNA配列の適
格化を行う。 

②NASH肝から得たクッパー細胞にDDS化
siRNAを処理し、TNF-a, IL-1b, MCP-1産生
能をELISA、遺伝子発現で解析し、薬理効
果を比較検討する。 

研究２，３年目 
siRNA-SPG 複合体を投与した NASH モデルの解
析 
(1)上記2つのNASHモデルに、適格化した
NLRP-3, IL-1b, MyD88, TNF-a, MCP-1  
siRNAを連結した核酸-SPG複合体を投与す
る。NASHモデル（対照群を含む）は、12週
目から1日毎に2 microgram/head/each､計8
回（総量16 microgram）尾静脈から全身投
与を行う。 

(2) 病理学的検討として、HE染色のほか脂
肪化（Oil Red O,TBARS）、マクロファー
ジの浸潤（F4/80, Ly6C, CCR2)、線維化
（Sirius-red, aSMA）を解析する。 

(3) 遺伝子発現としてサイトカイン・ケモ
カイン（TNF-a, IL-1b, MCP-1, CCR-2）、
線維化関連遺伝子（Cola1(I), TGF-b, 
TIMP-1）を検討する。 

(4)インフラマソーム活性化の確認は、
NLRP3, Caspase-1 を Western blot および
qRT-PCR で発現を検討する。 
上記を通じて、NASH 治療に最も有効な 
siRNA を検討しターゲット分子を同定し治 
療法を確立する。 
治療レジメンを意識しながら医薬粒子の最
適化を繰りかえし行い、Chemistry, 
Manufacturing and Control (CMC)研究へ橋
渡しする。 

４．研究成果 
(1)コリン欠乏食投与NASHモデルを作成 

NASHモデルを作成して、組織学的解析、
およびクッパ―細胞活性化に関連する分



子の発現を解析した。TNF-a, IL-1b,IL-6,  
MCP-1, 線維化関連遺伝子（Cola1(I), 
TGF-b, TIMP-1） および NLRP3の遺伝子
発現の亢進を確認した。 

(2)NASHモデルマウスからクッパ―細胞を
採取して、TNF-a, IL-1b, MCP-1,TLR3, 
TLR4、NRLP3の発現亢進を確認した。次
に、これらのsiRNAを数種類ずつデザイ
ンし、siRNAによるノックダウンを確認
した。いずれのsiRNAも特異的に遺伝子
発現を抑制する。 

(3)クッパー細胞特異的なDDS化siRNA作成 
Beta-D グルカン（schizophyllan (SPG)）
と一本鎖核酸の複合（核酸-SPG 複合体）
を作成し、一本鎖核酸の末端に siRNA を
ホスホジエステル結合で連結（包摂）し
て、機能性核酸キャリア（DDS化siRNA）
を作成した。今回は費用と時間の関係で
TNF-a のみ作成した。 

(4)Dectin-1 の発現の解析 
Beta-D グルカンの特異的受容体である
dectin-1 の発現を免疫組織学的に解析
した。正常マウス肝臓では、dectin-1 は
ほとんど発現を認めない。しかし、NASH 
モデル肝臓では、dectin-１の発現は肝
臓内に散在して認めた。蛍光 2重染色を
行ったところ F4/80 陽性細胞とほぼ局
在は一致した。さらに NASH 肝進展に関
与する macrophage inducible C-type 
lectin (Mincle)も dectin-1 との強発現
が観察された。Dectin-1 は正常肝で波
発現しないが NASH で発現増加し、マク
ロファージ活性化部位であることが確
認された。 

(5)NASHモデルにTNFa-SPGを投与した肝組
織像 

CDAA 投与によるNASHモデルを作成して、
12週～16週間の間、週2回TNFa-SPGを尾
静脈から投与した。対象ではcontrol 
siRNA-SPGを投与した。16週目、20週目
に肝臓を摘出して組織学的、生化学的に 
検討した。 
AST, ALTは16週､20週も共にTNFa-SPG 投
与群で優位に低下した。組織学的検討で
は、実験群で肝内小壊死巣が減少してい
た。またsirius red染色で、肝線維化を
画像解析すると､対照群に比べ実験群で
線維化は改善していた。また活性化肝星
細胞のマーカーとしてaSMA の免疫染色
をおこなうと、実験群で優位に陽性細胞
数の減少が見られた。次に免疫染色で、
F4/80, Mincle, M1マクロファージマー
カーとしてCD11cを検討したところ、い
ずれも実験群で陽性細胞の低下を認め
た。さらに肝内の活性酸素を検討する目
的で4-HNE 陽性細胞を染色すると、実験
群で明らかに陽性臓の低下を認めた。
TUNEL 染色でも実験群で陽性細胞は優
位に低下した。 

(6)NASHモデルによるTNFa-SPGを投与した

肝臓の遺伝子発現解析  
肝臓を採取して、各種の遺伝子発現を解
析した。炎症性サイトカインとしてTNFa
の抑制とともに, IL1b, TGFb, MCP-1もい
ずれも実験群で減少した。又線維化関連
として、として、ACTA2, Desmin, lysyl 
oxidaseも低下していた。 

 (7)メチオニン・コリン欠乏食によるNASH肝
障害モデルでの検討 

  CDAAモデルと同様にMCD-HF食を投与す
るモデルを作成した。本モデルでは8週
間MCD-HF食を投与するNASH モデルであ
るが、TNFa-SPGを2－4週目に週2回投与
し、4週目、8週目の肝臓を摘出した。CDAA 
食と同様の検討を行い、同様に実験群で
肝障害の軽減を認めた。ただし線維化は
進行して織らず線維化には有意差を認
めなかった。 
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