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研究成果の概要（和文）： 
Rhoキナーゼ阻害剤を肝星細胞に効率よく運搬する新たなDrug Delivery Systemを作製し、肝虚

血再灌流障害の分子・細胞標的治療法を開発する研究を行った。まず、GFPを内包化したビタミ

ンAリポソーム体の全身投与では、肝類洞壁にGFPの集積を認めた。Rho阻害剤を内包化したビタ

ミンAリポソーム体は、Rho阻害剤単身の投与に比較し、約１００分の１の投与量でラット虚血再

潅流障害を改善させることが判明し、低血圧などの副作用も軽減することができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have developed the vitamine A-coupled liposomes containing Rho kinase inhibitor to 
attenuate the hepatic ischemia-reperfusion injury in rat. First, GFP was specifically 
detected in the sinusoidal linings when the vitamine A-coupled liposome containing GFP 
was administered systemically. We have also confirmed that the liposomes have ameliorated 
the ischemia-reperfusion injuries at the dose of one-hundreds compared with alone Rho 
kinase inhibitor, with attenuating the side effects such as a hypotension.  
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１．研究開始当初の背景 

肝癌に対する肝切除や肝不全や肝細胞癌

などに対する生体肝移植は、今日日常の治療

手段として行われているが、今尚いくつかの

解決すべき課題が残されている。 

大量肝切除や過小グラフトや脂肪肝を用

いた生体部分肝移植では、術後肝不全に陥る

ことがしばしば見られ、その主要な肝障害の

メカニズムの一つに肝虚血再潅流障害が挙

げられる。 
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われわれは、肝移植モデルを用いて肝虚血

再潅流障害の治療のメカニズムの解明と治

療法の開発に関する研究を行ってきた。その

中で、smallGTP 蛋白である Rho シグナル下流

にある Rho キナーゼの阻害剤の投与により、

移植肝の虚血再潅流障害が軽減されること

を報告した、すなわち肝類洞内皮細胞とそれ

を裏打ちする星細胞が虚血再潅流により活

性化・収縮することにより類洞を狭小化し、

肝血流障害が引き起こされる事を明らかに

し、さらに ROCK 阻害剤により星細胞の活性

化が抑制され肝組織中の末梢循環の改善が

得られ肝虚血再潅流障害が軽減されること

を明らかにした（Mizunuma, Tashiro et, 

Transplantation 2003）。 

一方、Rho シグナルは、体細胞においては、

そのシグナルは生理学的に細胞の運動、接着、

分裂などを司る重要なシグナル伝達系であ

る。そのため、全身投与では低血圧などの副

作用が報告され、より選択的な Drug delivey 

system が求められる。一般的に、星細胞は、

類洞循環を調節作用としての機能以外にも

Retinol-binding タンパクのレセプターを

発現しビタミン A 貯蔵細胞としても作用す

る。この特性を利用し、肝硬変治療にコラー

ゲン特異的シャペロンであるヒートショッ

ク プ ロ テ イ ン ４ ７ に 対 す る small 

interfering RNA(SiRNA)をリポソーム化（ビ

タミン Aを含む）し、肝硬変ラットに投与し、

肝硬変の進行を軽減化できる事が報告され

た（Nature biotechnology,2008）。そこで、

Rho キナーゼ阻害剤をリポソーム（ビタミン

Aを含む）化しその複合体を作成することで、

より選択的に星細胞に取り込まれ、効率的に

Rho キナーゼ阻害剤を投与することが可能と

なることが考えられる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、肝星細胞を標的に、肝虚血再潅

流障害の新たな治療法を開発する。星細胞は

エンドセリンや NO に反応し、その収縮活動

と緊張状態により類洞血流を調節している。

そこで、肝虚血再潅流障害の治療に星細胞を

標的に、星細胞に特異性が高いビタミン Aを

リポソームと併用し新たな Drug Delivery 

System として利用し、その星細胞の収縮活動

の制御シグナルである Rhoキナーゼを阻害す

るキナーゼ阻害剤を星細胞に効率よく運搬

することによる肝虚血再潅流障害の新たな

治療法を開発することを目的とする。 

 
３．研究の方法 

Rho 阻害剤(Fasdil)をビタミン A と伴にリポ

ソームで複合体を作製し、まず単利したラッ

ト星細胞への取り込み効率を確認し、さらに

ラット虚血再潅流障害モデルおよび肝移植

モデルに投与し、肝虚血再潅流障害の軽減が

可能か否かを研究する。 

 
４．研究成果 

１． 肝星細胞に親和性の高いビタミンA

をリガンドとしてRhoキナーゼ阻害剤を

内包化したリポソーム体を作製し、その

内包化率を液体クロマトグラフィーによ

り測定し、至適配合比率を決定した。 

２． 同リポソーム体の肝星細胞への取

り込みを確認するため、Rhoキナーゼ阻害

剤の代わりにGFPを内包化させ、ラットに

同リポソーム体を静注した。肝への取り

込みは心・肺・腎などの他臓器に比較し

有意に高かった。また、肝星細胞への特

異性を確認するため、デスミンによる二

重染色で類洞壁に高い特異性を持って

GFPが取り込まれていることを確認した。 

３． 分離したラット肝星細胞への同リ

ポソーム体の作用を確認するため、

collagen gel-contraction assayを用い

て検討した。Rho阻害剤単身とリポソーム

体で比較すると、同リポソーム体は約１

００分の１の濃度で非リポソーム体と同

程に肝星細胞の収縮を抑制した。 

４． ラット虚血再灌流障害モデル（全肝

４５分阻血）を作製し、同リポソーム体

とRho阻害剤単身の効果を比較すると、上

記collagen gel-contraction assayの結

果と同様に、同リポソーム体はRho阻害剤



 

 

単身の約１００分の１の投与量で術後３

時間のGOT値を同程度に抑制した。 

５． ラット虚血再灌流障害モデル（全肝

７０分阻血）での実験では、未治療群は

ラットの１週間生存率では０％であった

が、Rho阻害剤単身では10mg/kgで１００

％生存を得られた。一方、同リポソーム

体では0.1mg/kgで１００％生存が得られ

た。つぎに同リポソーム体によるRho阻害

剤の副作用（低血圧）抑制効果を確認し

た。Rho阻害剤単身の投与では1mg/kgで体

血圧は平均90mmHgから約40mmHgへ低下す

るも、同リポソーム体ではラット虚血再

灌流障害モデルにおける抑制効果が得ら

れた0.1mg/kgでは体血圧は平均90mmHgか

ら約70mmHgへの低下にとどまった。 

以上の結果から、Rho 阻害剤を内包化したビ

タミン A リポソーム体は、Rho 阻害剤単身の

投与に比較し、約１００分の１の投与量でラ

ット虚血再潅流障害を改善させることが判

明し、さらに Rho 阻害剤の投与量が少ないこ

とで低血圧などの副作用も軽減することが

できた。 
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