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研究成果の概要（和文）：現在の肝硬変治療法のオプションは限られており、肝移植がエンドステージの唯一の
効果的な治療法であることもある。この問題を解決するために、本研究では、ナノ粒子を用いた新規治療法の開
発を試みた。シルビニンを含有する多機能性有機-無機ハイブリッド中空ナノ粒子を合成した。このナノ粒子は
細胞内グルタチオンに応答し変形した。この変形により、シリビニンがナノ粒子が放出された。さらに、このナ
ノ粒子は活性酸素を除去する能力を有していた。表面修飾により、このナノ粒子は肝星細胞とクッパー細胞をタ
ーゲティングした。シリビニン放出能と活性酸素除去能により、肝組織が修復され、肝機能が回復した。

研究成果の概要（英文）：We synthesized multifunctional organic-inorganic hybrid hollow nanoparticles
 (HNPs) containing silibinin. The HNPs were mainly composed of siloxanes and disulfides and had 
surface thiols. The disulfides were cleaved by intracellular glutathione and reduced to thiols, 
leading to the deformation of the HNPs. Silibinin molecules were released through the cracks formed 
by HNP deformation. Furthermore, the HNPs suppressed the generation of hydroxyl radicals, a major 
cause of liver fibrosis, via sulfenylation reactions of HNP thiols. Retinol-modified HNPs targeted 
Kupffer cells and hepatic stellate cells, which are essential for hepatic fibrogenesis. The combined
 suppression of hydroxyl radical generation and release of silibinin using the HNPs decreased the 
proportion of fibrotic tissues and improved hepatic function. The therapeutic efficacy was greater 
than can be achieved by the suppression of hydroxyl radical generation alone and the injection of 
silibinin alone.

研究分野： 生体材料

キーワード： ナノ粒子　ハイブリッド　ナノ医療　多機能性　DDS　刺激応答性　ドラッグデリバリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝硬変は、慢性肝炎やアルコールの過剰摂取、肥満による脂肪肝などにより肝臓が線維化し、本来の機能を果た
せなくなった状態である。現在の肝硬変の治療は、食事療法、運動、肝移植であり、肝臓の線維化を引き起こす
原因に対して治療を施す療法はなく、線維化した肝臓を正常状態に戻すことはできない(日本消化器学会)。厚労
省の発表では、肝硬変の患者は全国で50万人にのぼり、5年生存率は僅か40%である。このような背景から、早期
の治療法の開発が求められている。本研究では、ナノ粒子を静脈内注射により投与することで、マウスの肝組織
修復、肝機能回復を達成できており、これは新規治療法となる可能性がある。

※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 

肝硬変は、慢性肝炎やアルコールの過剰摂取、肥満による脂肪肝などにより肝臓が線

維化し、本来の機能を果たせなくなった状態である。肝臓の線維化が進むと、肝性脳症

や食道静脈瘤などの重篤な症状や合併症が現れる。さらに、食道静脈瘤が破裂すると大

量の出血によりショック死を招く。また、線維化により肝がんのリスクも高まる。現在

の肝硬変の治療は、食事療法、運動、肝移植であり、肝臓の線維化を引き起こす原因に

対して治療を施す療法はなく、線維化した肝臓を正常状態に戻すことはできない(日本

消化器学会)。厚労省の発表では、肝硬変の患者は全国で 50 万人にのぼり、5年生存率

は僅か 40%である。このような背景から、早期の治療法の開発が求められている。 

 肝臓の線維化の主な原因は、(1)活性酸素(主にヒドロキシラジカル)と(2)肝臓血管周

囲に存在する星細胞の活性化によるコラーゲン線維の過剰な生成である。上記(2)の星

細胞(HSCs)の活性化は、肝臓の毛細血管に存在するクッパー細胞が産生するタンパク質

である transforming growth factor(TGF)-βにより誘引されることが知られている。 

２．研究の目的 

 活性酸素除去能および刺激応答性薬剤徐放能を有するナノ粒子を作製する。さらに、

このナノ粒子の表面修飾により、肝星細胞およびクッパー細胞をターゲティングするこ

とを可能にする。肝線維症モデルマウスを用いて、上記ナノ粒子の静脈内投与により、

肝組織および肝機能を評価する。 

３．研究の方法 

材料：(3-mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPTMS), silibinin (SIL), retinol, 1-

(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride, 4-dithiodipyridine, 

N-hydroxysuccinimide を Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan)から購

入した。3-thiocyanatopropyltriethoxysilane (TPTES)を Gelest (Morrisville, PA, 

USA)から購入した。Aqueous ammonia (28%)と N,Nʹ-dimethylformamide (DMF)を Kishida 

Chemical Co., Ltd. (Osaka, Japan)から購入した。Glutathione (GSH)と 4% 

paraformaldehyde (PFA)を Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan)か

ら購入した。 

ナノ粒子合成：MPTMS (25 mM), TPTES (25 mM), and SIL (350 mM)を DMF に溶解した。

アンモニア水(12.6 mM)をこの DMF 溶液に加え、60℃で 1分間撹拌した。生成物を 22,140 

× g で 20 分間遠心分離して回収し、蒸留水で洗浄した。得られたナノ粒子を SIL-HNPs

と表記する。 

表面修飾：SIL-HNPs (2.8 mg/mL)を DMF に分散した。Retinol (3.9 μM)と p-

maleimidophenyl isocyanate (39 μM)をこの分散液に加え、室温で 10分間撹拌した。

生成物を 22,140 × g で 20 分間遠心分離して回収し、DMF と蒸留水で洗浄した。表面

修飾後のナノ粒子を R-SIL-HNPs と表記する。 

構造解析：ナノ粒子のサイズと形状は TEM (H-800; Hitachi, Tokyo, Japan)観察によ

り評価した。FT-IR と Raman スペクトルはそれぞれ FT-IR spectrometer (Nexus 470; 

Nicolet, Madison, WI, USA)と Raman spectrometer (NRS-1000; JASCO, Tokyo, Japan)

を用いて測定した。無機相および有機相の割合は DTA-TG (TG 8120; Rigaku, Tokyo, 

Japan)を用いて評価した。SIL-HNPs中のSIL含有量はHPLC (Prominence UFLC; Shimadzu, 

Kyoto, Japan) and MS (4500Qtrap; AB SCIEX, Tokyo, Japan)により評価した。 

細胞株: HSCs と Kupffer cells はそれぞれ Sciencell Research Laboratories 



(Carlsbad, CA, USA)と RIKEN Cell Bank (Tsukuba, Japan)から購入した。これらの細

胞は fetal bovine serum (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 含

有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma, St. Louis, MO, USA)を用いて、

5% CO2雰囲気、37℃で培養した。 

細胞取り込み: HSCs と Kupffer cells (2.5 × 104 cells)は R-HNPs 或いは HNPs 

containing rhodamine B (75 ng/mL)存在下で、3、12、24 時間、35 mmφ glass-bottom 

dishes 中で培養した。これらの細胞は 4% PFA で固定し、核を 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI)で染色した。蛍光イメージはconfocal laser scanning microscope 

(LSM 710; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)を用いて撮影した。 

細胞毒性：HSCs と Kupffer cells は R-HNPs (5、45、90 μg/mL)存在下で 24 時間培養

した。コントロールとして、R-HNPs 非存在下でこれらの細胞を培養した。細胞毒性は

Cell Proliferation Reagent WST-1(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)を用いて評

価した。 

Kupffer cells が生成するヒドロキシラジカル除去能評価: Kupffer cells (5000‒6000 

cells/well)を 1 μg/mL lipopolysaccharide（LPS）存在下で 24 時間培養した。次に、

45 または 90 μg/mL R-HNPs を培地に加えた。R-HNPs 存在下で Kupffer cells を 24 時

間培養した後、培地中のヒドロキシラジカルを aminophenyl fluorescein（APF）を用い

て検出した。コントロールとして、LPS なし、HNPs なしグループを作製した。蛍光イメ

ージは confocal microscope を用いて撮影した。蛍光強度は fluorescence microplate 

reader (FP-8600; JASCO)を用いて評価した。 

実験動物：治療効果評価のために C57BL/6NCrSlc マウス(female, 6 weeks of age)を用

いた。このマウスは Japan SLC (Shizuoka, Japan)から購入し、名古屋大学 Center for 

Animal Research and Education（SPF）で飼育した。本動物実験は名古屋大学 Animal 

Care Committee に承認されている。 

肝線維症モデル作製：C57BL/6NCrSlcマウスにCCl4をミネラルオイルに溶かし(CCl4: 

mineral oil = 1:1 v/v)、週2回 (dose: 1 mL/kg)8週間にわたり腹腔内投与した。 

HSCsおよび Kupffer Cellsのターゲティング: 肝線維症マウスにFITC含有 SIL-R-HNPs

を樹夫脈内投与した。24時間後、肝組織を摘出し、4% PFA で 48 時間固定した。Kupffer 

cells と HSCs をそれぞれ Cy5-binding F4/80 antibodies と tetramethylrhodamine 

(TRITC)-binding anti-desmin antibodies で染色した。核は DAPI で染色した。蛍光イ

メージは confocal microscope を用いて撮影した。 

治療効果評価：SIL-R-HNPs、SIL-HNPs、SILを肝線維症マウスに1回もしくは2回静脈内

投与した。2回目の投与は1回目の投与から1週間後に行った。投与してから2週間後、肝

臓と血清を回収した。肝組織を4% PFAで48時間固定し、組織標本を作製した。肝組織は

hematoxylin-eosin（HE）およびSirius Red-Fast Greenで染色した。線維組織の割合は

ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA)を用いて評価した。Automated biochemical analyzer 

(Hitachi 7180)を用いて、血清中のaspartate aminotransferase (AST)、alanine 

aminotransferase (ALT)、alkaline phosphatase (ALP)を評価した。  

４．研究成果 

4.1. HNPs の合成と評価：SIL-HNPs の TEM 像から HNPs は中空構造であることが確認さ

れた。粒径は 144 ± 13 nm であり、シェル厚は 35 ± 2 nm であった。 



HNPs のラマンスペクトルにおいて、MPTMS および TPTES にみられたチオールおよびチ

オシアネート由来のピーク（それぞれ 2565 cm−1と 2147 cm−1）が消滅し、ジスルフィド

由来のピークが 510 cm−1に現れた。FTIR スペクトルにおいて、MPTMS と TPTES のアルコ

キシ基由来の吸収（それぞれ 812 cm−1と 793 cm−1）が減少し、シロキサン由来の吸収が

1033 cm−1に出現した。これらの結果から、HNPs はジスルフィドとシロキサンからなる

有機－無機ハイブリッド中空ナノ粒子であることが明らかになった。 

UV-vis スペクトルにおいて、HNPs には吸収が見られなかったが、SIL-HNPs には 260‒

270 と 280‒300 nm に吸収が見られた。これらの吸収は SIL 単独でも見られたことから、

HNPs が SIL を含有していることが示唆された。 

HPLC-MS により、SIL-HNPs は 100 mmol/g の SIL を含有しており、封入効率は 100%で

あることが明らかになった。 

TG 曲線より、SIL は 250～480℃で分解することが明らかになった。SIL-HNPs は SIL

単独と同じ温度で分解した。SIL-HNPs の重量減少は HNPs よりも大きかった。この結果

からも、SIL-HNPs が SIL を含有していることを示している。また、HNPs は 38%が無機

成分（シリカ）であることが明らかになった。 

4.2. 表面修飾：HSCs ターゲティングを可能にするため、SIL-HNPs 表面のチオール基を

活用し、レチノールを修飾した。Ellman アッセイにより、表面修飾前は、6.6 mol/g チ

オールが SIL-HNPs 表面に存在していることが明らかになった。この結果に基づき、SIL-

HNPs 溶液に p-maleimidophenyl isocyanate と retinol をチオールの半分量（モル）加

えた。表面修飾後の Ellman アッセイにより、3.1 mol/g チオール基が残存しているこ

とが明らかになった。これらの結果から、SIL-R-HNPs 表面に 3.5 mol/g retinol が存

在していることが明らかになった。 

4.3. GSH-応答性 SIL 放出：SIL-R-HNPs を GSH 含有水に 80 分間および 24 時間浸漬し

た。TEM 画像から、GSH 含有水に 80 分浸した後、HNP 骨格は変形することが明らかにな

った。24時間浸漬後、HNPs の分解により生じた破片が観察された。これらに結果から、

HNPs は GSH に応答して、徐々に分解することが明らかになった。 

無刺激では HNPs から SIL は放出されないことが明らかになった。80 分間の GSH 刺激

により、63%の SIL が放出された。以上より、GSH に応答して HNPs 構造が崩壊し、微小

孔が形成されることにより、SIL が放出されることが示された。 

4.4. ヒドロキシラジカル除去：Fenton 反応により生じたヒドロキシラジカルを HNPs

を用いて除去することが可能か検討した。ヒドロキシラジカルは APF で検出した。HNPs

が存在しない場合は、0.9 mM のヒドロキシラジカルが検出されたが、HNPs が存在した

場合は、0.09 mM のヒドロキシラジカルが検出された。これらの結果から、HNPs は 1.2 

mol/g のヒドロキシラジカル除去能を有することが明らかになった。 

 ヒドロキシラジカル除去メカニズムをラマンスペクトルにより評価した。ヒドロキシ

ラジカル除去後、SOH 由来のピークが 715 cm‒1 に出現した。この結果から、HNPs が

sulfenylation 反応によりヒドロキシラジカルを除去することが明らかになった。 

4.5. In Vitro 実験：HNPs が HSCs および Kupffer cells に取り込まれることを確認す

るために、R-HNPs に rhodamine B を封入した。この HSCs 存在下で HSCs および Kupffer 

cells を培養し、蛍光顕微鏡で観察した。R-HNPs は HSCs に取り込まれたが、未修飾 HNPs

は取り込まれなかった。R-HNPs の 85%が HSCs に取り込まれた。未修飾 HNPs および R-

HNPs の 95%が Kupffer cells に取り込まれた。これらの結果から、R-HNPs が HSCs と



Kupffer cells の両方に取り込まれることが明らかになった。 

R-HNPsのKupffer cellsおよびHSCsに対する細胞毒性をwater-soluble tetrazolium 

salt (WST)-1 assay に評価したところ、90 μg/mL の濃度で、どちらの細胞に対しても

毒性を示さなかった。 

R-HNPs が Kupffer cells によって生成されたヒドロキシラジカルを除去することが

できるか検証した。ヒドロキシラジカルは APF で検出した。Kupffer cells を LPS で刺

激しない場合はヒドロキシラジカルは検出されなかったが、Kupffer cells を LPS で刺

激するとヒドロキシラジカルが生成されることを確認した。また、R-HNPs を培地中に

加えることで、ヒドロキシラジカルが減少することを確認した。R-HNPs を 90 μg/mL 加

えた場合、完全にヒドロキシラジカルが除去された。これらの結果から、R-HNPs が

Kupffer cells によって生成されたヒドロキシラジカルを除去することを明らかになっ

た。 

4.6. In Vivo 実験：肝線維症マウスに SIL、R-HNPs、SIL-R-HNPs を単回もしくは二回

静脈内投与を行った。治療効果は、免疫染色および生化学検査により行った。 

まず、SIL-R-HNPs の Kupffer cells および HSCs に対するターゲティング能を蛍光免

疫染色より評価した。ターゲティング能を評価するためにに SIL-R-HNPs に FITC を封入

した。比較のために、未修飾の SIL-HNPs も投与した。Kupffer cells と HSCs はそれぞ

れ Cy5-conjugated F4/80 antibodies と TRITC-conjugated anti-desmin antibodies で

染色した。SIL-R-HNPsはKupffer cellsとHSCsに局在していることが明らかになった。

一方、未修飾 HNPs は Kupffer cells をターゲティングすることはできたが、HSCs をタ

ーゲティングすることができなかった。これらの結果から、SIL-R-HNPs は生体内におい

て Kupffer cells と HSCs をともにターゲティングできることが明らかになった。さら

に、retinol 修飾は HSCs のターゲティングに有効であったが、Kupffer cells のターゲ

ティングには必ずしも必要でないことも明らかになった。 

肝臓内の線維組織およびコラーゲンファイバーの割合を病理組織学的に解析した。線

維組織は Sirius Red で赤色に、nonfibrous tissues は Fast Green で緑色に染色した。

正常な肝組織では、血管周囲のコラーゲンファイバーのみが染色された。全組織に対す

るコラーゲンファイバーの割合は 0.9%であった。一方、肝線維症マウスにおいては、線

維組織が肝臓全体に観察され、その割合は 13%であった。R-HNPs の単回投与(R-HNPs-1)

と二回投与(R-HNPs-2)により、線維組織の割合はそれぞれ 4.4%、2.7%に減少した。SIL

の単回投与(SIL-1)、二回投与(SIL-2)では、線維組織の割合はそれぞれ 6.5%、2.8%に減

少した。これらの結果は、SIL と R-HNPs の投与により、ダメージを受けた肝組織が改善

することを示している。さらに、SIL-R-HNPs の単回投与(SIL-R-HNPs-1)、二回投与(SIL-

R-HNPs-2)は線維組織をそれぞれ 2.8%、1.8%に減少させた。これは、SIL-R-HNPs が SIL

または R-HNPs 単独よりも肝組織を修復する能力が高いことを示している。 

生化学検査により、血清中の AST、ALT、ALP を評価した。SIL、R-HNPs、SIL-R-HNPs

の投与により、AST、ALT、ALP 値は正常値に近づいた。特に、SIL-R-HNPs の二回投与の

効果は大きく、AST、ALT、ALP 値はほぼ正常値を示した。 

以上の結果から、SIL-R-HNPs のターゲティング能、ヒドロキシラジカル除去能、薬剤

徐放能により、SIL-R-HNPs を一週間毎に二回投与することで、肝組織が修復され、肝機

能が正常状態に回復することが明らかになった。 
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