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研究成果の概要（和文）：各種植物の抽出エキスから、ショ糖密度勾配超遠心法を用いて、複数の分画を分離、
回収した。それぞれの分画をナノ粒子トラッキング解析法を用いて粒子サイズ、量を解析し、これらの植物の
nanoparticle分画を同定し、その量を明らかにした。生姜由来のナノ粒子が肝細胞株に取り込まれることを確認
し、ナノ粒子が取り込まれた肝細胞株に飽和脂肪酸を添加し、脂肪摘が減少することを見いだした。
生姜由来ナノ粒子分画にはShogaolが含まれていることを見出した。続いてNAFLD（非アルコール性脂肪性肝疾
患）モデルマウスにこの生姜由来のnanoparticleを投与したところ、体重減少効果、脂肪肝改善効果が見られ
た。

研究成果の概要（英文）：Multiple fractions were separated and recovered from plant extracts using 
sucrose density gradient ultracentrifugation. Each fraction was analyzed for particle size and 
quantity using the nanoparticle tracking analysis method to identify the nanoparticle fractions of 
these plants and their amounts. We confirmed that ginger-derived nanoparticles were incorporated 
into hepatocyte cell lines, and found that saturated fatty acids were added to hepatocyte cell lines
 in which the nanoparticles were incorporated, and fatty points were reduced.
The ginger-derived nanoparticle fraction was found to contain Shogaol by thin-layer chromatography. 
The ginger-derived nanoparticles were subsequently administered to NAFLD model mice, and showed 
effects of weight loss and improvement of fatty liver.

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NAFLDはメタボリック症候群の増加とともに我が国においても増加傾向となり、肝硬変、肝癌の主要な原因の1つ
である。一方、NAFLDの治療は生活習慣の指導となり、現在有効な薬剤はない。今回の研究では通常の生活で
我々がよく食している生姜由来nanoparticleがShogaolを豊富にが有しており、NAFLDマウスモデルに対して脂肪
肝改善効果や抗酸化作用を示すことを見出した。また生姜由来nanoparticleが経口投与により、効率的に肝細胞
内に取り込まれることも分かった。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)は肝におけるメタボリックシンドロームの表現型であり、

わが国でも肥満者の増加につれ、急増している (Kojima, S, et al. Journal of 

gastroenterology 38, 954-961)。NAFLD の 10～20%程度に炎症を伴い肝硬変、肝癌へと進展する

予後不良な NASH (非アルコール性脂肪性肝炎)が存在する。ウイルス性肝炎がコントロールでき

るようになり、NAFLD の対策は急務である。 

NAFLD に対する治療の課題として 

(1) 生活習慣(食事、運動療法)の改善が唯一の治療であるが長期の生活習慣の維持は困難であ

る。 

(2) NAFLD,NASH 発症には多因子(インスリン抵抗性、ホルモン異常、酸化ストレス、ER ストレ

ス)が関与するとされ、多因子に作用する治療薬が必要である。 

(3) 現在開発中の薬剤は化学創薬が中心で副作用の問題、高価な薬価の問題がある。 

近年、生体内の種々の細胞が分泌する exosome をはじめとした nanoparticle は内部に蛋白・脂

質・RNA を含有しており、これらの nanoparticle は周囲の細胞に endocytosis により取り込ま

れ、内包物を効率よく伝達することが分かった。Nanoparticle は従来の遺伝子導入の方法にく

らべ内包物を高い効率で他の細胞に伝達することが明らかとなり、細胞間の新たなシグナル伝

達手段として知られるようになった。自然界に存在する nanoparticle の代表的なものに、植物

由来の nanoparticle が挙げられる。我々が日常生活において食している植物の成分にも NAFLD

の改善に必要な糖・脂質代謝改善作用・抗酸化・炎症・線維化作用を有する ものが報告されて

いる。経口より摂取された植物由来の nanoparticle は腸管より吸収されて、門脈を介して肝臓

に到達し、様々な生理作用、病態に影響を及ぼしていると考えられる。今回、我々は NAFLD 改善

効果を有するとされる植物由来の nanoparticle が、NAFLD の治療選択となり得るかを明らかに

する。 

 
２．研究の目的 
既報にて NAFLD 改善効果を有するとされる植物由来の nanoparticle を抽出し、内包する成分の

解析を行う。これらの nanoparticle の NAFLD への治療効果を明らかにし、新たなる治療方法と

なるような、植物由来の nanoparticle を見出すことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) Nanoparticle の回収、解析  

① 植物より抽出した nanoparticle の分離、量、サイズ解析 

既報にて糖・脂質改善作用、抗酸化・炎症・線維化作用があるとされる植物を粉砕し、その抽出

エキスに対し、ショ糖密度勾配超遠心法を行い、nanoparticle 分画を回収する。Nanoparticle

の量、サイズをナノ粒子トラッキング解析法にて評価する。 

② Nanoparticle の内包物の成分解析 

nanoparticle 分画内の成分を薄層クロマトグラフィーにて分離し、既報の糖・脂質代謝改善、

抗酸化・炎症・線維化作用を有する成分が含まれているかを明らかにする。さらに高速液体クロ

マトグラフィー(HPLC)を用いて、内包物の質的、量的解析を行う。 

(2) 植物由来 nanoparticle の細胞株に及ぼす in vitro の検討 

① in vitro にて植物由来 nanoparticle の各細胞株へのとりこみを検証する。 



nanoparticle の膜成分を PKH67 染色で標識後に、各種細胞株(肝細胞株、マクロファージ株、星

細胞株株)に添加し経時間的に共焦点顕微鏡を用いて検討し、細胞株による取り込みの違いを検

証する。  

②in vitro で nanoparticle が各種肝細胞株に与える影響を明らかにする。 

nanoparticle が取り込まれた各種肝細胞株に飽和脂肪酸(パルミチン酸 400μM)、不飽和脂肪酸

（オレイン酸 400μM）を 16 時間添加し in vitro にて NASH を再現する。この時の肝細胞の脂肪

化,細胞死・酸化ストレスの発生、糖の取り込 み（インスリンシグナル）に及ぼす nanoparticle

による影響を明らかにする。脂肪化は oil red 染色にて、細胞死は DAPI 染色およびカスパーゼ

アッセイにて評価する。また糖・脂質代謝、細胞死、酸化ストレスに関わる m-RNA は real time 

PCR にて、蛋白はウエスタンブロット、免疫染色にて評価する。 

(3) 脂肪肝マウスモデルにおける植物由来 nanoparticle の検証 

ウエスタンダイット(脂肪肝マウス)における植物由来 nanoparticle の効果の検証 

C57BL/6 マウスにウエスタンダイット（高脂肪、高フルクト―ス）を 24 週間投与し脂肪肝マウ

スモデルを作製する。このマウスに研究(1), (2)にて NAFLD に対して改善効果を見出した植物

より抽出した nanoparticle を PKH67 の蛍光色素で標識し、経口的に投与を行う。sacrifice 後、

各臓器への取り込みを確認する。このマウスでは脂肪肝と炎症はおこるが、線維化は軽度のため、

脂肪化、炎症・細胞死、酸化ストレスへの影響を明らかにする。体重減少、肝重量、肝組織変化、

精巣上体を検討し、治療効果を明らかにする。摘出した肝臓、精巣上体の遺伝子発現レベルを検

討し、分子メカニズムも明らかにする。 

 
４．研究成果 

(1) それぞれの植物 (生姜、グレープフルーツ、カボス、オレンジ）の抽出エキスから、ショ糖

密度勾配超遠心法を用いて、複数の分画を分離、回収した。それぞれの分画をナノ粒子トラッキ

ング解析法を用いて粒子サイズ、量を解析し、これらの植物の nanoparticle が豊富に深まれて

いる分画を同定し、その内包量を明らかにした。生姜において nanoparticle が特に豊富に含ま

れる分画を抽出することができた。このため生姜由来の nanoparticle を中心に解析を行った。 

(2) 生姜由来 nanoparticle 分画には薄層クロマトグラフィーにて抗酸化作用や脂肪肝改善作用

を有する Shogaol が豊富に含まれていることを見出した。HPLC でも同様にこの分画に Shogaol

が豊富に含まれていることを確認した。 

(3) 生姜由来の nanoparticle が肝細胞株、星細胞株に取り込まれることを蛍光染色を用いて確

認した。nanoparticle が取り込まれた肝細胞株に飽和脂肪酸(パルミチン酸 400μM)、不飽和脂

肪酸（オレイン酸 400μM）を添加し、脂肪滴が生姜 nanoparticle 投与群で減少することを見い

だした。一方で脂肪肝増悪の因子である肝細胞株のアポトーシスの抑制や星細胞の活性化に対

する抑制の効果は見いだせなかった。さらに mRNA の検討では生姜 nanoparticle 粒子投与によ

りコントロール群に比較してβ酸化の亢進による脂肪酸代謝の改善、抗酸化作用を認めた。 

(4) コントロールマウス、ウエスタンダイエットで作成した NAFLD モデルマウスに生理食塩水、

生姜由来の nanoparticle を経口的に投与する４群を作成し検討を行った。生姜由来

nanoparticle 投与により有害事象は認めなかった。またコントロールマウスにおいてはコント

ロール群と生姜由来 nanoparticle 投与群では明らかな体重の変化の差は認めなかった。一方、

NAFLDモデルマウスにおいては生姜由来nanoparticle投与群で有意な体重減少効果、肝臓重量、

精巣上体脂肪量の減少を認めた。血液検査では NAFLD モデルマウスにおいて生姜由来

nanoparticle 投与により ALT の有意な低下、総コレステロール値も有意な低下を示した。さら



に肝組織において炎症や線維化の改善は認めなかったが、脂肪肝の改善効果、酸化ストレスの減

少を認めた。遺伝子レベルの検討においても生姜由来 nanoparticle 投与による 肝臓内の脂肪

酸代謝の改善や酸化ストレスの減少、精巣上体の脂肪酸代謝の改善を認めた。 

 

今回の検討では生姜由来 nanoparticle による体重減少効果、肝臓脂肪化改善効果、肝臓内抗酸

化ストレス効果が明らかとなった。今後は生姜以外の植物由来の nanoparticle も検討し、肝臓

内の脂肪だけでなく炎症改善、線維化改善効果を持つ他の植物由来の nanoparticle も見出した

い。 
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