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研究成果の概要（和文）：抗酸化nanoparticle (RNPO)の経口投与は，悪玉活性酸素種を選択的に消去して顕著
な抗酸化作用を発揮し，NASHモデルのSqstm1:Nrf2遺伝子二重欠失(DKO)マウスにおける肝線維化と肝発癌を抑止
した．腸内細菌叢ゲノム解析より, RNPOは種多様性を回復させ，腸内環境の改善は肝へのLPS流入の減少につな
がり，線維化進展と肝発がんを抑止した．RNPOはNrf2の発現低下により生体の抗酸化作用が低下した個体におい
て，慢性肝疾患における肝病態の増悪を抑止する生体材料である可能性が示唆された．また，Nrf2の脆弱化は酸
化ストレスを増悪させ，肝炎症・線維化を促進させるものと考えられた．

研究成果の概要（英文）：Oral administration of antioxidative nanoparticles (RNPO) inhibited liver 
fibrosis and prevented HCC development in p62/Sqstm1 and Nrf2 double knockout (DKO) mice through 
exerting potent anti-oxidative actions and suppressing inflammation by scavenging ROS. In the 
microbiome analysis, RNPO treatment improved the alpha-diversity of gut microbiota and changed the 
microbiota composition, which in turn lipopolysaccharide levels and liver lipopolysaccharide-binding
 protein expression were significantly lower compared with those in the nontreatment group. In the 
clinical study, a decreased Nrf2 expression aggravated oxidative stress in the livers leading to 
inflammation and fibrosis. Taken together, RNPO may be a potent biomaterial which attenuates 
aggravation of chronic liver diseases in the individuals associated with decreased antioxidative 
defense action.

研究分野： 健康応用科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗酸化nanoparticle (RNPO)は，高分子ポリマーに抗酸化剤を結合させたレドックス粒子である．RNPOは腸管か
ら吸収され肝に滞留し，抗炎症・酸化ストレス作用を発揮する．本研究の結果からRNPOは肝における酸化ストレ
ス, ERストレスの発生を軽減し，肝線維化を抑止し，さらに，肝発癌を抑止するものと考えられた．また，RNPO
は腸内細菌叢の種多様性を改善し, 腸から流入するLPSを減少させることにより, 「腸-肝連関」の観点から,  
NASHだけでなく肝発癌に対しても予防効果があることを示したことは意義が大きい.

※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 
(1) 本邦では肥満小児の増加に伴い, 脂肪肝,血清脂質異常症,糖尿病など様々な合併症への対応
が重要な医療課題になっている. 肥満小児では nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)の有病率が
高い. 米国の長期予後調査では, NAFLD の一部は予後不良の nonalcoholic steatohepatitis (NASH)
へ進展することが報告されている (Gut 2009). 
 
(2) 肥満者における腸内細菌叢の乱れ(dysbiosis)は NASH 発症に深く関与する. Dysbiosis は,腸管
上皮の透過性の亢進と合間って, 高 LPS 血症を引き起こす (Diabetes 2008). 肥満者では高 LPS
血症がしばしば認められる(J Gastroenterol 2018). 肥満では高 leptin 血症の病態下に LPS が異物
として過剰に認識され, 炎症シグナル伝達経路の増大により肝臓の炎症病態が増幅される(Cell 
Meta 2012). 
 
(3) LPS に対する生体側の抑止因子には抗酸化ストレス応答を制御する Keap1-Nrf2 システムが
ある. Nrf2 は LPS による自然免疫系の活性化を抑止する因子であるが(J Clin Invest 2006), 活性化
剤によるNrf2 の長期間に及ぶ活性化には限界がある(J Gastroenterol 2012).肥満NAFLD に対して, 
potent な抗酸化剤による LPS に関連した酸化ストレス障害の軽減が必要となる. 
 
(4) 研究協力者の長崎は高分子ポリマーに抗酸化剤を共有結合させた抗酸化 nano-
medicine(RNPO)を開発した. RNPO は消化管内で崩壊せず腸管に高濃度に集積し, 腸管内で LPS 
と会合して MΦ, 好中球が過剰に産生する ROSs の選択的消去に役割を演じる(図 1). 

 
図１：抗酸化ナノ粒子 (RNPO) 

2. 研究の目的 
 生体の抗酸化ストレス応答機能の減衰した Sqstm1:Nrf2 遺伝子二重欠失(DKO)マウス(特許第
6020791 号)(図 2)に対して,高脂肪/ショ糖食による代謝性高 LPS 血症の病態を増悪させ, NASH 発
症と肝発癌の促進状態を誘導する. そして, 本 DKO マウスに対して RNPO を長期間経口投与し, 
RNPO が Gut-Liver axis を介して LPS による肝の炎症性障害を軽減し, NASH 発症と肝発癌に対
する抑止効果を発揮することが可能であるかを検証する. 

 

図２：DKO マウスの NASH, HCC 発症進展機序には「腸-肝連関」の病態が関連する 

3. 研究の方法 
 通常食(NASH モデル), または, 60%高脂肪食(HCC モデル)を摂餌させた雄性の DKO マウスに



対して, RNPOを 26 週間, 自由飲水投与した(約 10 mg/日). 32 週齢でと殺し，体組成，血液生化学
検査，肝病理解析(steatosis activity fibrosis score; SAF score)，肝組織の炎症線維化因子の qPCR 解
析，肝組織の酸化ストレスおよび RNA シークエンスの解析，更に，糞便中の腸内細菌叢解析に
より，NASH 肝病態を比較解析した． 
 
4. 研究成果 
(1) 通常食摂餌 DKO マウスの対照群(C)と RNPO投与群(R)では, mortality や体重変化, 解剖時の
肝重量, 白色脂肪組織重量に差を認めなかった. 肝病理評価(SAF score) (図 3)では, 脂肪化は S 群
で高値である一方(C: 0.9 ± 0.1, S: 1.4 ± 0.2), 炎症には差はなく(C: 1.2 ± 0.1, S: 1.0 ± 0.0), 線維化は
S 群で有意に抑制されていた(C: 1.1 ± 0.1, S: 0.2 ± 0.1). 血液生化学による肝障害は，両群間で有
意な差を認めなかった. S 群では, Tnf-, Il-6, Trl4, Tlr9 などの肝炎症シグナルに関わる因子, Tgf-
1, Colla1, -Sma などの肝線維化に関わる因子が抑制されていた. また, 酸化ストレスマーカー
である Malondialdehyde, Hexanoyl-lysine が S 群で有意に抑制されていた. 

 
図３：RNPO 投与は肝線維化を抑止する 

(2) 高脂肪食摂餌 DKO マウスでは，対照群(HC)で 17 /52 例(33%)に肝癌が認められたのに対し, 
RNPO投与群(HR)では明らかな肝癌発生は認められなかった(0 /10 例) (図 4). また, HR 群の線維
化は有意に抑制されていた(HC：4.0 ± 0.0, HS：3.4 ± 0.2). HR 群では,肝臓における血清リポ多糖
(LPS)濃度とLPS結合タンパク質(LBP)の発現は,HC群と比較して有意に低値であった(図 5). また, 腸
内細菌叢のゲノム解析では, HC 群と比較して HR 群の腸内細菌の種多様性(diversity)が増大して
おり, LPS産生菌やプロバイオティクス関連菌を含む腸内細菌叢の組成に変化が見られた(図 6). 
 さらに, RNPOは, 通常食群および高脂肪食群の両群で ER ストレスシグナル伝達遺伝子, HCC 
driver gene, および cancer pathway gene の発現を抑制した. 特に高脂肪食群において, PI3K-Akt シ
グナル伝達遺伝子の発現を減少させた. 

 
図４：RNPO 投与は肝癌発生を抑止する 



 
図５：RNPO 投与は LPS を抑制する 

 
図６：腸内細菌叢の群間比較 

 
（３）考察 
 本研究の結果より, RNPO は肝における酸化ストレス, ER ストレスの発生を軽減し, 肝線維化
を抑止することより肝発癌を抑止するものと考えられた. また, RNPO が腸内細菌叢の種多様性
を改善し, 腸から流入する LPS を減少させることにより, 「腸-肝連関」の観点から, NASH のみ
ならず肝癌に対しても予防効果があることを示した. 
 ヒト慢性肝疾患における NRF2 の発現と細胞内局在を解析した結果, NRF2 の肝細胞における
染色強度は, 肝炎症，線維化と有意に関連し, それらの高度な症例では NRF2 の染色強度が低
下していた. また, 核局在・濃染が高度の症例では, 炎症・線維化が高度であった. RNPOはNRF2
の発現低下により生体の抗酸化作用が低下した個体において, 肝炎症・線維化の進展を抑止す
る生体材料として有用であると考えられた. 
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