
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０２

基盤研究(B)

2013～2011

Ｓ１Ｐ・ヒアルロン酸修飾リポソームを用いた難治性肝障害に対する新規治療薬の開発

Development of new reagent for liver diseases using S1P and hyaluronic acid

４０２１３６７３研究者番号：

大河内　信弘（OHKOHCHI, NOBUHIRO）

筑波大学・医学医療系・教授

研究期間：

２３３９０３１９

平成 年 月 日現在２６   ６   ５

円    14,700,000 、（間接経費） 円     4,410,000

研究成果の概要（和文）：我々は血小板が肝再生促進効果及び細胞障害抑制効果を持ち、その作用がスフィンゴシン1 
リン酸（S1P）によることを報告してきた。本研究の目的はS1P の肝に対する作用機序の解明と、選択的に肝臓に集積
させるためにS1P とヒアルロン酸を修飾したdrug delivery system(DDS) を開発することである。その結果、S1Pは肝
類洞活性化作用と保護作用を有することを明らかにした。またS1Pとヒアルロン酸を直接結合させたDDS製剤を作成し肝
虚血再灌流後の障害抑制効果をラットモデルで実証した。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that platelets have ability of liver regeneration and liver
 protection. Sphingosine 1 phosphate (S1P) is the main component of this ability. In this study, we reveal
ed that S1P directly activates liver sinusoidal endothelial cells. In addition, we generated new drug deli
very system (DDS) using hyaluronic acid (HA) which is selectively incorporated into liver sinusoidal endot
helial cells. The new reagent by adapting S1P and HA ameliorated rat ischemia-reperfusion injury of the li
ver.
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌の原因疾患として最も多いのがC
型肝炎である。現在170万人が慢性肝炎となっ
ているが30～40％は肝硬変から肝細胞癌を発
生する。我が国のHCVの特徴は抗ウイルス療法
に反応しにくい１ｂ型が大多数を占めること
であり、線維化の進行と共に発癌の可能性が
高まってくる。重度肝機能障害をもつ肝癌は
肝移植以外に治療法はない。また、メタボリ
ックシンドロームの一種である非アルコール
性脂肪性肝疾患は全成人の15～30％が有する
疾患であり、そのうち約10％は非アルコール
性脂肪性肝炎（NASH）に進行する。NASHは肝
臓への脂肪沈着に加えて壊死炎症性変化を示
し、肝硬変から肝細胞癌を発症する。C型慢性
肝炎、NASHともに肝再生、線維化改善ならび
に肝発癌を抑制する治療法は皆無であり、そ
の開発が社会的に強く求められている。 

 

２．研究の目的 
我々は血小板が強力な肝再生促進効果、線
維化抑制効果、及び細胞障害抑制効果を持つ
ことを世界で初めて報告し，血小板輸血によ
る難治性肝疾患治療の探索的臨床試験を開始
した。また、血小板による肝病態制御の生理
活性の本体が、血小板に含まれるスフィンゴ
シン1リン酸（S1P）による肝類洞内皮細胞の
活性化であることを発見した。本研究の目的
はS1P の分子生物学的作用機序の解明と、選
択的に肝臓に集積させるためにS1P とヒアル
ロン酸を修飾したdrug delivery system を開
発することである。加えて，肝切除、虚血再
灌流障害 などの肝疾患モデルを用い新規薬
剤であるS1P・ヒアルロン酸リポソームの病態
制御効果を明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

i)S1Pの不死化ヒト肝類洞内皮細胞に対する
作用の検討 
ヒト肝類洞内皮細胞株（TMNK1）に対してS1P
を添加して作用を検討する。主な検討項目は
増殖作用とサイトカイン分泌作用である。さ
らに肝類洞内皮細胞の培養上清が肝細胞増殖
に与える影響を検討する。 

ii) マウス肝切除後肝再生の評価 
ヒアルロン酸は肝類洞内皮細胞に選択的に
取り込まれることからS1P封入リポソームに
ヒアルロン酸(HA)を修飾したDDSを用いて、マ
ウス70%肝切除後のインターロイキン6(IL-6)
の産生効果および再生促進効果を検討する。 

iii) ラット肝虚血再灌流モデルにおけるS1P

の肝障害軽減作用の検討 
S1PとHAを直接結合したHA-S1Pによるラッ
ト虚血再灌流モデルでの障害抑制効果を検討
する。 
 
４．研究成果 
i) S1Pの不死化ヒト肝類洞内皮細胞株に対す
る作用の検討 
 S1PはTMNK-1の増殖作用（図1A）、抗アポト
ーシス作用（図1Ｂ）を有し、S1P刺激によっ
てIL-6やVEGFが産生された（図1C）。 
 
図1 S1Pの類洞内皮細胞に対する作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
S1Pによって刺激された肝類洞内皮細胞は肝
細胞のDNA合成を促進させた（図2A）。その効
果はIL-6の阻害剤でキャンセルされた（図2B
）。この結果からS1Pが肝類洞内皮を刺激して
IL-6を分泌させ、肝細胞を増殖させると考え
られた。 
 
図2 S1Pによって刺激された肝類洞内皮細胞
の肝細胞に対する作用 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
ii) マウス肝切除後肝再生の評価 
ヒアルロン酸は肝類洞内皮細胞に選択的に
取り込まれることからS1P封入リポソームに
ヒアルロン酸を修飾したDDSを生体内で検討

 



した。 
マウス70%肝切除を以下の4群に施行し、肝組
織中のIL-6の量、肝切除72時間までの肝体重
比を以下の4群で比較した。Control群；肝切
除のみ施行。S1P群；術前にS1P単独投与。Lipo
群；術前にS1P搭載リポソーム投与。HA-Lipo
群；術前にヒアルロン酸（HA）で修飾したS1P
搭載リポソーム投与。肝切除6時間までの肝組
織中Il-6を測定するとcontrol群と比較して
LipoあるいはHA-Lipo群の肝組織中IL-6は有
意に増加した（図3A）。しかし、肝体重比は
術後72時間まで有意な変化はみられなかった
（図3B）。 
 
図3 S1Pによるマウス肝切除後の肝再生 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kupffer細胞除去モデルでは肝再生が遅延
することが知られており、再生に対する肝類
洞内皮細胞の効果がより鮮明になると考えら
れた。そこでKupffer細胞除去モデルで70%肝
切除を施行し、S1Pを投与したが、明らかな投
与効果を実証できなかった。 
iii)ラット肝虚血再灌流モデルにおけるS1P
の肝障害軽減作用の検討 
LiposomeにHAとS1Pを修飾させたHA-S1P- 
Liposome(iiのHA-Lipo群)では、Liposomeの電
荷や分子量等の問題でHAのリガンド作用が不
充分であった。そこで新たにHAに直接S1Pを修
飾させたHA-S1Pを作成した。 
 

図 4 HA-S1P の作成 

 
 
 
 
 

ラット虚血再灌流モデルにS1Pを投与する実
験を行った。ラットに20分間の全肝虚血を行
い、その後再灌流を行い2時間までの肝臓の炎
症の変化を検討した。Vehicle群；無治療。HA
群；ヒアルロン酸のみ事前投与。S1P群；S1P
のみ事前投与。HA-S1P群；HA-S1Pを事前投与
。他の3群と比較してHA-S1P群では有意に血清
ALTが低下し、肝障害を抑制することに成功し
た(図5A)。そのメカニズムとして肝組織の
cleaved caspase3の抑制とHO-1の活性化が考
えられた（図5B）。また肝組織中のアポトー
シス細胞をTUNEL染色法にて評価し定量化す
るとHA-S1P群で有意にアポトーシス陽性細胞
の低下を認めた（図5C）。 
 
図5 HA-S1Pの肝障害に対する効果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

今後はHA-S1Pの肝線維化、肝細胞癌に対する

影響などを検討し、画期的な肝疾患治療薬の

開発に結び付けていきたいと考えている。 
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