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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、非アルコール性脂肪肝炎（以下、NASH）発症に対する肝ミトコンド
リア障害の寄与を示すことを目的とし、マウスに高脂肪を基盤としたNASH誘導食を給餌するNASHモデルを用いた
実験を実施した。その結果、肝ミトコンドリアはNASH発症よりも前の時点で障害されていることが示唆された。
この結果を踏まえ、NASH誘導食の給餌と並行してミトコンドリア障害の阻害剤を投与したところ、肝臓への脂肪
蓄積は抑制されなかった一方で炎症応答は抑制された。以上の結果から、ミトコンドリア障害がNASHにおいて特
に炎症の惹起に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the involvement of mitochondrial injury in non-alcoholic 
steatohepatitis(NASH) pathology, we investigated liver mitochondrial function in two dietary NASH 
mouse models. As a result, increased susceptibility of isolated liver mitochondria to mitochondrial 
permeability transition(MPT) indicated that liver mitochondria were injured at the early stage of 
NASH. Pharmacological inhibition of MPT partially suppressed inflammatory response but not lipid 
accumulation in the liver. This result indicates that MPT is involved in hepatic inflammation rather
 than steatosis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
過剰な脂質摂取は脂肪組織のみならず肝臓への脂質の蓄積を引き起こす。肝臓に脂質が過剰に蓄積した非アルコ
ール性脂肪肝の罹患率は本邦で30％を超える。非アルコール性脂肪肝炎（以下、NASH）は、非アルコール性脂肪
肝が進行して肝臓が傷害され炎症が引き起こされた状態を指し、さらに進行すると肝臓の線維化から肝硬変・肝
がんに至ることから、その予防・治療法の確立が求められている。
本研究成果は、NASHの発症機構にミトコンドリア障害が関わっていることを示唆したものであり、ミトコンドリ
アの品質をターゲットとした治療法や予防法が有効である可能性を示している。

※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 
生活習慣病の１つである非アル コ ー ル 性 脂 肪 性 肝 疾 患（NAFLD）は、過栄養などの生
活習慣と遺伝要因が原因となって肝臓に脂肪が蓄積する疾患であり、国内患者は 1,000 万人と
もいわれている。NAFLD は単純脂肪肝と進行性のものに大別され、進行性のものは Kupffer 細胞
などによる免疫応答の異常な活性化によって非アルコール性脂肪肝炎(NASH)へと進み、将来的
には肝硬変、肝がんに進む。しかしながら、NASH の発症メカニズムを詳細に理解できていない
ため、NASH に対する治療薬や予防法は現状存在しない。これまでに、NAFLD から NASH への進展
に伴うミトコンドリアの形態異常やミトコンドリア由来の酸化ストレスなどが報告されてきた
（Meex and Blaak, Mol Nutr Food Res, 2021）。ミトコンドリアは脂肪酸酸化を担うことから、
過栄養状態では過剰な脂肪酸がミトコンドリアに流入することで機能が障害されると考えられ
るが、詳細な分子メカニズムは不明である。一方、ミトコンドリアの機能異常の一種であるミト
コンドリア膜透過性遷移（MPT）は、膜透過性の異常な亢進によりミトコンドリア内部の分子や
イオンが細胞質中に漏出する現象であるが、NASH との関連性については不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝的要因と環境要因によって NASH を発症する NASH モデルマウスや培養細胞を
用いることにより、NASH の発症における MPT の関与を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では NASH モデルマウスを用いて、MPT の阻害が NASH の発症を抑制する可能性を評価し
た。なお、用いたマウスはすべて雄性の C57B6J マウスである。 
（１） マウス NASH モデルにおける肝ミトコンドリアの変化 
マウスに高脂肪食を負荷することにより NASH を発症させる。用いた高脂肪食は、①高脂肪高シ
ョ糖高コレステロール食（F2HFHSD（オリエンタル酵母）を基調に、コレステロール 2％とラー
ドを添加し 60％ kcal fat に調整）、②コリン欠乏高脂肪食（Research Diet 社）の 2種である。
MPT 誘導の有無をウエスタンブロット法による細胞質画分のシトクロム C の検出により評価す
るとともに、肝臓への脂質蓄積と線維化状態を、脂肪の定量と組織染色（HE 染色、Sirius red
染色）により評価した。また、肝臓よりミトコンドリアを単離し、カルシウムイオン（25 µM）
の添加によって引き起こされる吸光度の低下幅を指標として MPT 感受性を評価した。以上の評
価を、餌①では投与開始から 8,12,16 週目に、餌②では 1,3,6 週目に行った。タイムポイントは
同種の餌を用いた過去の報告に基づいて設定した。 
（２）MPT の阻害が NASH の発症に与える影響 
（１）の結果を踏まえ、MPT が誘導されるタイミングに合わせて MPT 誘導酵素シクロフィリン D
の阻害剤 NIM811 を投与し、その後の NASH の発症に与える影響を検証した。 
（３）高脂肪食が肝ミトコンドリアに与える影響 
NASH モデルで観測される肝ミトコンドリアの変化の要因を詳細に分析するため、NASH 発症に至
らない条件として、通常の高脂肪食を雄性マウスに 11 週間投与し、肝ミトコンドリアの機能を
調べた。 
 
４．研究成果 
（１）雄性マウスに高脂肪食を摂餌さ
せて NASH を誘導する既存の NASH モデ
ルを用い、NASH 発症過程におけるミト
コンドリアの変化を調べた。高脂肪高
ショ糖・高コレステロールを含む食餌
では、8 週目で肝細胞の脂肪変性と炎
症応答、12週目で線維化応答が認めら
れた。採材したいずれのタイムポイン
トでも、ミトコンドリアの機能は障害
されていたが、MPT は観測されなかっ
た。一方でコリン欠乏高脂肪食（以下
CDAHFD）を与えたマウスでは、1週間の
投与で肝傷害マーカーの軽微な上昇
（50 IU/L 程度）、肝臓への脂肪滴の蓄
積と炎症応答ならびに線維化応答が観
測された（図１A、C）。また、肝臓より
単離したミトコンドリア画分の MPT 感
受性が上昇していた（図１B）ことから、
ミトコンドリア機能が低下しているこ



とが示唆された。ただし、MPT の有無について、細胞質へのシト
クロム C（以下 Cyt C）の漏出を指標として評価する予定だった
が、細胞質画分と Total lysate ともに Cyt C が減少するという
想定外の結果（図１D）だったため、MPT 誘導の有無は判断でき
なかった。 
（２）（１）の結果を踏まえ、本研究で用いる NASH モデル餌と
して CDAHFD を採用した。さきの検討では 1週間投与による MPT
の誘導については明確な結論を得られなかったが、肝ミトコン
ドリア機能の低下は明らかであったため、予定通り NASH の関与
を調べる検討に進んだ。CDAHFD を 1 週間与えると同時に MPT 阻
害剤である NIM811（10 mg/kg）を腹腔内投与した。NIM811 を投
与しない群には溶媒（10 % DMSO in コーンオイル）を同量投与
した。予備検討にて NIM811 投与による肝 MPT 阻害効果が 2日間は十分に持続することを確認し
たため、NIM811 の投与は Day0,2,4 の 3 回とした。その結果、阻害剤非投与群で観測される肝傷
害に抑制傾向が見られたが、肝臓への脂質蓄積には抑制が認められなかった（図２A,B）。さらに、
炎症応答を担うケモカインの一部（Mcp1）の発現が NIM811 投与によって抑制される傾向が見ら
れた（図２C）。以上を総合すると、MPT は NASH における肝への脂肪蓄積よりも炎症応答に強く
関わっていることが示唆された。 

 
（３）つぎに、高脂肪食が肝ミトコンドリアに
及ぼす影響をより詳細に調べるため、雄性マウ
スに Lard を 0 または 30％含む餌を 11 週間投
与（各群 n=4）し、肝ミトコンドリアを採取し
た。このとき、予備的な検討より MPT 感受性に
は時刻差があることを見出していたことから、
明期前半（ZT2；ZT0-12 が明期）と暗期前半
（ZT14;ZT12-24(0)が暗期）の 2時刻で n=2 ず
つに分けて採取した。その結果、Lard30％群で
体重上昇、精巣上体脂肪重量の上昇、肝重量の
低下が見られた。しかし、肝傷害マーカーであ
る Plasma ALT 値は全群で正常（10 IU/L 未満）
であり、肝臓に脂肪滴は観察されなかった（図
３B）。このとき、肝ミトコンドリアの MPT 感受
性を解析したところ、ZT2 において Lard30％群
で感受性の低下傾向が見られ（図３C、ZT2 に
おいて p=0.0501）、n 数が少なく有意な差には
至っていないものの、高脂肪食摂取により肝ミ
トコンドリアの傷害感受性が低下したことが
示唆された。この結果が（１）の CDAHFD の 1
週間投与で得られた結果（図１B）とは逆であ
ることを踏まえると、高脂肪食摂取によって肝
ミトコンドリアの傷害感受性は低下するもの
の、過剰な脂質あるいは別の刺激が加わること
によってミトコンドリア機能が障害され、脂肪
肝へ進展する可能性が考えられる。ただし、ミ
トコンドリア機能障害と肝臓への脂質蓄積の
因果関係については、ミトコンドリアでのβ酸
化能の低下が関与していると考えられるもの
の、今回の検討ではそれらの時間的前後関係も



含めて解明には至っていない。 
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