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研究成果の概要（和文）：本研究により過食に伴いNASH、肝硬変へ進展する分子機構を解明した。ミトコンドリ
アダイナミクスは生体のエネルギーバランスを感知し、ATP産生を調節している。エネルギー供給の過剰によ
り、肝細胞でのATP産生が亢進し細胞内ATP濃度が増加すると、VNUTを介する細胞外へのATP分泌が増加する。細
胞外ATP分泌に引き続くプリン受容体シグナルの活性化がDRP1をリン酸化し、ミトコンドリア分裂を惹起してい
ることを明らかにした。代謝産物であるATPはDAMPとしての作用も併せ持ち、DRP1を介したミトコンドリア分裂
にVNUTを起点としたプリン受容体シグナルが不可欠であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：This study elucidated the molecular mechanisms underlying the progression to
 NASH and cirrhosis following overeating. A key aspect of this process is the regulation of ATP 
production through the dynamic behavior of mitochondria. Mitochondria, acting as sensors of the 
organism's energy balance, play a crucial role in modulating ATP synthesis.
When excess energy is supplied to hepatocytes, ATP production within these cells increases, leading 
to elevated intracellular ATP levels. Consequently, there is a subsequent rise in the secretion of 
ATP through vesicular nucleotide transporter (VNUT). The activation of purine receptor signaling 
following extracellular ATP secretion phosphorylates DRP1 and triggers mitochondrial fission. The 
metabolic product ATP also acts as a DAMP, indicating that purine receptor signaling initiated by 
VNUT is essential for DRP1-mediated mitochondrial division.

研究分野： Endocrinology and metabolism

キーワード： ATP　Mitochondrial dynamics　VNUT　DRP1　NASH　Purinergic signal　Mitochondrial fission　Auto
phagy
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研究成果の学術的意義や社会的意義
高齢化社会を迎え、糖尿病、NASHといった生活習慣病が急増し、その克服は健康寿命の延伸に不可欠である。現
代社会における過食、過栄養の結果、蓄積する代謝物に対する自然免疫応答により慢性炎症が引き起こされるこ
とがこれら生活習慣病に共通の分子基盤であることが示唆されている。本研究により、ミトコンドリアダイナミ
クス（代謝）とプリン受容体シグナル（炎症）をつなぐ分子としてVNUTを同定し、代謝物であるATP自身が炎症
を惹起する分子機構を明らかにした。この研究成果を基に、VNUTを標的とするNASHを含めた生活習慣病の予防
法、治療法開発が進むことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアは生体の栄養状態（同化/異化）を感知し、常に融合・分裂のバランスを変化させ、動

的にその構造を変化させている。このミトコンドリアダイナミクスはミトコンドリア自身の品質管理

のみならず、エネルギー代謝（ATP 産生）や慢性炎症に関与する。一方、ミトコンドリアで産生された

ATP は細胞外に分泌されプリン受容体シグナルを駆動し炎症を惹起する。 

(1) ミトコンドリアダイナミクスとエネルギー代謝：ミトコンドリアの分裂は DRP1 が外膜上の受容体

である MFF に結合、局在化し、その GTPase 活

性を利用して生じる（図 1A）。ミトコンドリア

は生体内では常に融合と分裂を繰り返してい

る。このミトコンドリアダイナミクスは、エネ

ルギーの需要と供給の影響を受ける。飢餓な

どエネルギー供給が減少し、代謝が異化に向

かうとミトコンドリアは融合に傾く。一方過

栄養による高血糖状態など、エネルギー供給

が増加し、代謝が同化に向かうとミトコンド

リアは分裂する。その際ミトコンドリア内膜

電位が消失し ATP 産生能が低下し劣化したミトコンドリアはミトファジーにより排除される。すなわ

ち、ミトコンドリアダイナミクスはエネルギー供給に応答してそのバランスを変化させ ATP 産生を制

御するとともに、自身の品質管理にも重要な役

割を担っている。（図 1B） 

(2) 細胞外 ATP が炎症を惹起する：生体内にお

ける炎症惹起物質は、感染性微生物に由来する

PAMPs (pathogen-associated molecular 

patterns)と、傷害された細胞から放出される

DAMPs (damage-associated molecular 

patterns) に大別され、慢性炎症の持続には主

に DAMPs が関与している。全ての真核生物が細

胞内でエネルギー通貨として利用している ATP

は、細胞外に分泌されると代表的な DAMPs とし

て働き、プリン受容体シグナルを介して炎症や

代謝調節に関与する。ミトコンドリアで

合 成 さ れ た ATP は Vesicular 

Nucleotide Transporter (VNUT)により

分泌小胞内に取り込まれ、細胞外へ

exocytosis される。我々は、膵β細胞か

らインスリンと共分泌される ATP がイ

ンスリン分泌を阻害し、肝臓から食後に

分泌される ATP がインスリン感受性を

低下させることを明らかにした(Sci Rep 2014)。さらに肝臓から小胞分泌された ATP が炎症を惹起し、



 

非アルコール性脂肪肝炎(NASH)、肝硬変を引き起こすことを見出していた。また、我々は VNUT がケト

ン体によりアロステリックに阻害されることを見出し、クロドロン酸を VNUT 特異的阻害薬として同定

した(図 3, TIPS 2018)。 

 
２．研究の目的 
メタボリックシンドローム（Mets）は内臓肥満・インスリン抵抗性を特徴し、エネルギー過剰による

種々の臓器の代謝恒常性の破綻と慢性炎症がその本質的病態である。日本における Mets の罹患率は特

に高齢者で高く、予備軍を含めると 70 歳以上の男性の 57%,女性の 29%が該当する（平成 28 年国民健

康・栄養調査報告）。Mets の肝臓における表現型である NASH の罹患率は世界中で急増しているにも関

わらず、食事・運動療法を越える有効な治療薬が存在しない。本研究では、我々がこれまで研究成果を

挙げてきたミトコンドリアダイナミクス（代謝）とプリン受容体シグナル（炎症）という２つの重要な

研究領域を融合させ、代謝物である ATP 自身が炎症を惹起する分子機構を明らかにする。肝臓に焦点

を当て、ミトコンドリアダイナミクスと VNUT 依存性 ATP 分泌を基点とするプリン受容体シグナルの相

互作用機構を明らかにし、ミトコンドリアダイナミクス及び VNUT を標的とした、新たな慢性炎症の制

御法の開発から糖尿病、NASH、肝硬変治療へ向けた基礎的基盤の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) ミトコンドリアダイナミクスによる VNUT 発現・機能調節機構 

野生型マウスならびに Drp1 欠損マウスより初代培養肝細胞を樹立し、高グルコース刺激によるミトコ

ンドリアダイナミクスを制御する Drp1,Mfn1/2 の発現を mRNA、蛋白レベルで経時的に評価する。各時

点での培養上清の ATP 濃度を測定、MitoTracker, TMRE によるミトコンドリア形態を評価する。3D-CLEM

法（三次元光-電子相関顕微鏡法を用いた Mt 形態の詳細な観察を行う。 

2)プリン受容体シグナルによるミトコンドリアダイナミクス制御機構 

クロドロン酸及びプリン受容体作動薬・阻害薬を用いて、VNUT 依存性 ATP 分泌、プリン受容体シグナ

ルによるミトコンドリアダイナミクスに及ぼす影響を観察し、このフィードバック機構を解明する。

また、細胞外フラックスアナライザーを用いて細胞の解糖系及びミトコンドリア呼吸活性を経時的に

計測し、プリン受容体シグナルによるミトコンドリア機能への影響を解析する。 

3) 肝細胞特異的 DRP1/VNUT 複合欠損マウス 

肝細胞特異的 DRP1 遺伝子欠損(Drp1LiKO)マウスと VNUTKO マウスの交配を行い、肝臓において両分子

を欠損するマウス作成し、各遺伝子単独欠損マウスならびに複合欠損マウスの表現型を比較すること

で、個体レベルで DRP1 と VNUT の関連を明らかにする。また、高脂肪食負荷時に DRP1LiKO マウスで見

られる肝臓の炎症所見を評価し、ミトコンドリアダイナミクスで制御されるプリン受容体シグナルの

炎症における役割を明らかにする。 

 
４．研究成果 

1) ミトコンドリアダイナミクスによる VNUT 発現・機能調節機構 

マウス肝臓における Drp1 発現は 4週間の高脂肪

食負荷で増加していた。さらに、自由摂食時には

増加し、24時間絶食でその発現はほぼ完全に抑制



 

 

されることを見出した。一方、ミトコンドリア融合に関与する

Mfn2 の発現は全く不変である（図 4）。すなわち、ミトコンドリ

ア分裂を制御する Drp1 がエネルギーセンサーの役割を果たし、

ミトコンドリア分裂と ATP 産生を制御していることを明らかにし

た。逆に VNUT 発現を調べると、高脂肪食負荷で mRNA 発現が 3〜4

倍上昇していた (図 5A)。また、野生型マウス初代培養肝細胞に

グルコースを添加すると一過性に ATP が上清中に分泌されること

を見出した(図 5B)。VNUT 欠損肝細胞からは ATP 分泌が見られな

いことから、グルコース応答性 ATP 分泌は VNUT 依存性小胞分泌で

ある。野生型マウス初代培養肝細胞に高グルコース刺激を与える

と、VNUT 遺伝子発現は 8h後に約 2倍に増加し、DRP1 蛋白リン酸

化が亢進した。 

2) ミトコンドリアダイナミクスとプリン受容体シグナル 

VNUT 阻害薬であるクロドロン酸の添加により、培養上清への ATP

分泌は完全に抑制され、肝細胞の DRP1 リン酸化も抑制されていた。一方、ATP の添加により

DRP1 リン酸化の亢進が見られた。これらのことから、VNUT を介する細胞外 ATP の分泌に引き続

くプリン受容体シグナルが DRP1 の活性化制御を通じてミトコンドリアダイナミクスを制御して

いることが示唆された。次に VNUT 欠損マウス初代培養肝細胞を用いた解析を行なった。VNUT

欠損マウス肝細胞のミトコンドリアの形態は、高グルコース下においても融合した網状パター

ンを呈し、野生型マウス初代培養肝細胞にクロドロン酸を添加した場合も同様な結果が示され

た（図 6）。野生型マウス初代培養肝細胞にプリン受容

体阻害薬 MRS2211 を添加すると、ミトコンドリア形態

は融合傾向を示し、ミトコンドリア分裂に細胞外 ATP

によるプリン受容体(P2Y13)シグナルの活性化が関与

していることを明らかにした。本研究から、DRP1 を介

したミトコンドリア分裂に VNUT を起点としたプリン

受容体シグナルが不可欠であることが明らかとなった。 

3) 肝細胞特異的 DRP1/VNUT 複合欠損マウス 

肝細胞特異的 Drp1 欠損マウス(Drp1LiKO)に対して高脂

肪食を負荷すると、肝細胞から Fgf21 が分泌され全身の

エネルギー代謝を改善する(Diabetologia 2015)。一方

で肝組織では炎症細胞浸潤、核の膨化、TUNEL 陽性細胞

の増加(矢頭)、線維化(Picrosirus Red 染色)が見られ、

NASH 所見を呈する(図 7)。一見奇異な現象であるが、骨

格筋や脂肪組織でのインスリン感受性は改善するにも

関わらず、肝臓ではインスリン感受性が低下し NASH 所

見を呈し、肝細胞でのミトコンドリアダイナミクスの障害が肝臓局所での炎症を惹起していた。

システミックな要因ではなく、肝臓局所で炎症が惹起されていることを示唆する。野生型、

Drp1LiKO マウスに LPS を投与し急性肝障害モデルを作成したところ、高脂肪食負荷と同様に

DRP1LiKO マウスで組織学的に著明な肝障害を認め、野生型では全体の約 5%のミトコンドリアで



 

 

マイトファジーが生じていたが、Drp1LiKO 肝細胞では殆ど見

られないことが分かった(図 8)。すなわちミトコンドリア分裂

はマイトファジーを介して肝細胞の炎症を抑制していること

が示唆される(Commun Biol 2021)。Drp1LiKO マウスではマイ

トファジーが障害され、肝障害が見られるが、VNUT 欠損マウス

では対照的に肝機能は良好である。これらの結果から、プリン

受容体シグナルは肝細胞においてマイトファジーを抑制して

いることが示唆された。Drp1LiKO マウスと VNUTKO マウスの交

配を行い、肝細胞特異的 DRP1/VNUT 複合欠損マウスを作成した。現在高脂肪食負荷をおこなっ

ているところであり、肝臓組織の表現型を解析予定である。Drp1LiKO マウスで見られる肝障害

が VNUTKO により Cancel されるか興味が持たれる。 

 

研究成果のまとめ 

本研究からミトコンドリアダイナミクスと VNUT 依存性 ATP 分泌を基点とするプリン受容体シグ

ナルの相互作用が明らかとなった。エネルギー供給が過剰となると、細胞内 ATP 濃度が上昇し、

VNUT 依存性 ATP 分泌からプリン受容体シグナルが活性化、その結果炎症が惹起する。過食に伴

い NASH/肝硬変が発症する分子メカニズムの一端を明らかにした。 
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