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研究成果の概要（和文）：急性毒性が無く特定の臓器や組織に対する指向性も無いHSP16.5を利用し、肝星細胞
を標的とする革新的ナノドラッグキャリアを開発することを目的とした。
親水性ポリエチレングリコールリンカーを介して固定化されナノスケールの球状構造体となったHSP16.5が、肝
星細胞に対して特異的に結合することを確認した。この星細胞標的化分子修飾型ナノカプセルは、肝硬変モデル
マウスの肝臓内の星細胞に対して安定的に毒性無く高い集積性を示した。肝臓の組織化学的評価により、ナノカ
プセルが類洞を中心として肝臓全体に集積していることが確認できた。
本研究が肝星細胞制御法の確立の端緒の一つと成り得ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to develop an innovative drug nanocarriers targeting hepatic 
stellate cells using HSP 16.5 with no acute toxicity and no directivity to specific organs and 
tissues. HSP 16.5 immobilized via a hydrophilic polyethylene glycol linker was demonstrated to show 
nanoscale spherical structure specifically binds to hepatic stellate cells. The newly-developed drug
 nanocarrier in vivo in mice with liver cirrhosis showed high stable accumulation to the hepatic 
stellate cells with no toxicity. Histochemical evaluation of the liver showed that the drug 
nanocarrier accumulated in the whole liver especially in the sinusoidal area. This study may pave 
the way to develop the treatment for liver cirrhosis through the control of hepatic stellate cells.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 わが国における肝硬変患者は約 30 万人、
肝がん患者は約 5万人に及び、これらの疾患
による死亡を減らすことは国民の健康増進
に大いに寄与すると考えられる。肝硬変の主
病像である肝臓の線維化は最近まで不可逆
であると考えられていたが、近年の研究から
線維化が進行し小葉構造の改築が進んでい
る場合でも肝線維化は可逆性であることが
明らかになってきた。 
 肝線維化については肝星細胞が活性化し
筋線維芽細胞へ変容することや、抗 TGF-β
抗体や Rho-kinase inhibitor が活性型肝星
細胞を不活化し肝線維化が改善することが
報告されており、肝星細胞が肝線維化の主要
な役割を果たしていると考えられている。し
かし、肝硬変患者においては、仮に肝星細胞
を制御する薬剤が開発されても、従来通りの
薬物投与法では肝予備能の低下により十分
な効果が期待できないばかりか、重篤な副作
用が発生する懸念も大きい。 
 一方、これまでに特定の細胞を標的化する
ドラッグデリバリー (薬物送達)システムと
して、水溶性高分子やリポソーム・ミセルな
どを用いた様々なシステムが開発されてき
たが、その細胞特異性・病変組織特異性につ
いては依然問題が残されている。近年、この
問題を解決するための画期的ナノドラッグ
キャリア(次世代インテリジェント型ナノカ
プ セ ル ) を 開 発 し た (Bioconjug Chem 
2012;23:1494-1501)。これはウイルスをモデ
ルとしながらウイルスそのものではない従
来のナノドラッグキャリアとは一線を画す
るものである。 
 
２．研究の目的 
 ウイルスと非常によく似た構造体を形成
する small heat shock protein(HSP16.5)を
ドラッグキャリアとして利用し、肝星細胞を
標的とする革新的ナノドラッグキャリアを
開発する。肝線維化の主要因子であるα
-smooth muscle actinに対する siRNA やア
ポトーシス誘導性の siRNA などを内包薬物
の第一候補とする。 
 
３．研究の方法 
  (1)肝星細胞特異的ナノプセルの設計と in 
vitro 機能評価 
 HSP16.5 が自己組織化によって形成するナ
ノ構造体は内孔(径 7nm)を有する球状構造
(24 量体、外径 12nm)となる。ナノプセルは
大腸菌を使って大量発現させクロマトグラ
フィーによって精製する。さらに動的光散乱
法(DLC)と透過型電子顕微鏡(TEM)観察によ
って、組み換え HSP16.5 が期待どおりナノス
ケールの球状構造体を形成していることを
確認した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ナノカプセルの電子顕微鏡写真 

 
認する。マウス予備実験においてナノプセル
は急性毒性を示さず、特定の臓器や組織に対
す る 指 向 性 も な か っ た (Chem Commun 
2013;49:7442-7444)。カプセルを構成するタ
ンパク質のC末端はプセルの外表面に露出し
ていることがX線結晶構造解析の結果明らか
となっており、この領域に標的細胞に対する
アンテナ分子を組み込むことが可能である
(Nature 1998;394:595-599)。 
 本研究では、標的とする肝星細胞の主要な
機能であるビタミン Aの取り込み・貯蔵機能
に着目し、その標的分子であるレチノイン酸
誘導体をナノプセル表面に提示させる。疎水
性の高いレチノイン酸誘導体をより効率的
にカプセル表面に修飾さ せるため、親水性
の高いポリエチレングリコール(PEG)リンカ
ーを介して固定化することを試みた。 
 in vitroにおける肝星細胞特異性について
は、蛍光ラベル化したナノプセルとヒト肝星
細胞株 RI-T を用い、共焦点レーザー顕微鏡
観察、フローサイトメーターを用いたナノカ
プセル細胞導入試験によって定量的に評価
した。 
  (2)薬物放出型ナノプセルの設計・発現と
肝星細胞での薬理評価(in vivo) 
 蛍光ラベル化した肝星細胞特異的ナノカ
プセル(1〜500μM)100μl をマウスに尾静脈
から投与し、その指向性と代謝を in vivo 蛍
光イメージャー(IVIS®)により観察する。ま
た肝臓の組織標本に対して免疫染色を実施
する。これらの組織化学的データを詳細に検
討することにより肝特異的ナノプセルの in 
vivo での集積性を評価した。 
 また標的部位局所での薬物放出を実現す
るために、新規概念に基づく薬物放出システ
ムを開発した。詳細は避けるが、特定のアミ
ノ酸配列を用いることで、カプセルからの薬
物放出を促進するシステムを開発した。この
ナノカプセルはサイズ制御も可能であり、そ
の内孔にα-smooth muscle actin に対する
siRNA やアポトーシス誘導性の siRNA などの
薬剤を封入した。 
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血中投与したところ、類洞周辺の肝星細胞に
対して高い集積性を示した。
 血中安定性については、マウスから採取し
た血清中でカプセルの安定性を確認した結
果、少なくとも
ていることが確認できた。また規定量のナノ
カプセルをむすに投与していくつかの生化
学パラメータを評価したところ、目立った毒
性もないことが明らかとなった。この結果を
受けて肝硬変モデルマウスに尾静脈から投
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を追跡した。この結果、星細胞特異的ナノカ
プセルは野生型と比較して有意に肝臓へ集
積していることが確認できた。さらに、摘出
した肝臓を組織化学的に評価したところ、類
洞を中心としてナノカプセル
集積していることが確認できた。
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