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研究成果の概要：ATP（アデノシン三リン酸）は全ての細胞内で生産され、エネルギー産生

に欠かせない細胞内成分である。本研究により、肝臓の炎症で細胞外に放出された ATP が白血

球のマクロファージや T 細胞に結合することにより活性化を誘導して、正常組織を破壊する更

なる炎症悪化の経路が示唆された。さらに、この炎症の経路は肝炎だけでなく、肺や腎臓やそ

の他のマクロファージや T 細胞が関わっている炎症全般に起こりえる経路であり、多くの炎症

制御研究に応用できると期待される。 
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１．研究開始当初の背景 

ATP および NAD は全ての細胞内で生産さ
れ、生命維持に欠かせない細胞内成分である。
また、ATP と NAD は、in vitro でマクロフ
ァージや T 細胞上の P2X7受容体に主に結合
して細胞の活性化と細胞死を誘導すること
が報告されている。近年、関節リウマチの炎
症によって細胞外に放出された ATP が、マ
クロファージの活性化を誘導して症状の悪
化を招いている可能性が報告されたしかし、

実際の組織傷害や炎症によって破壊された
細胞から放出された ATP が、どのような経
路でマクロファージやT細胞を活性するか不
明な点が多い。そこで本研究は、T 細胞（NKT
細胞を含む）の活性化に起因する自己免疫性
肝炎モデルマウスを用いて、肝炎で肝細胞か
ら放出された ATP によるマクロファージと
T 細胞の活性化と相互作用に焦点をあて、肝
炎の発症メカニズムの解明を検討した。 
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４．研究成果 ２．研究の目的 
本実験は、炎症で細胞外に放出された ATP

や NAD によって活性化されたマクロファー
ジや T 細胞が、正常組織を破壊する更なる炎
症悪化の経路を明らかにすることを目的と
した。そこで、目標を 3 つの項目に分け、
Concanavalin A (Con A)誘導性肝炎発症のメ
カニズムを検討した。また、Con A 誘導性肝
炎モデルマウスは、マウスに 15mg/kg の Con 
A を尾静脈より接種して作製した。 

 
（1）傷害された肝細胞内成分の ATP が引き
起こす「肝炎発症のメカニズム」を明らかに
する。 
① 肝炎によって血清中の ATP 値が上昇す

るのか？ 
② 血液中に ATP が増加すると肝炎が悪化

するのか？ 
 
（2）ATP と Con A によるマクロファージの
活性化を明らかにする。 
① マクロファージのサイトカイン産生に影

響するのか？ 
② マクロファージ上の認識機構は？ 
③ マクロファージの活性化経路は？ 
 
（3）自己免疫性肝炎におけるマクロファー
ジと白血球の相互作用を明らかにする。 
① ATPにより活性化したマクロファージと

他の白血球の関係は？ 
ATP と Con A による T 細胞や NKT 細胞へ
の影響は？ 
 
 
３．研究の方法 
（1）Con A 単独または ATP 併用の肝炎モデ
ルを作製して ALT 測定、HE 染色で肝炎発症
状態を検討する。 
 
（2）血中の ATP 値、各種サイトカインを
ELISA 法で測定する。 
 
（3）Thioglycolate 誘導性腹腔内マクロファ
ージを用いて、in vitro で ATP と Con A と共
に培養し、上清中の各種サイトカインを測定
する。また、シグナル経路を検討する。 
 
（4）肝臓のリンパ球を用いて、in vit o で
ATP と Con A と共に培養し、上清中の各種
サイトカインを測定する。 

r

関与している可能性が示唆された。 

肝炎の

2）ATP と Con A によるマクロファージの

tro で ATP と Con A 刺激によるマク

ージを活性
化する事が

（1）傷害された肝細胞内成分の ATP が引き
起こす肝炎悪化の経路 
 Con A を投与後、8 時間から 24 時間の間に
肝炎の指標である血清 ALT 値の著しい上昇
が認められた（図 1A）。同時に、16 時間をピ
ークとする血清 ATP 値の上昇が確認された
（図 1B）。このことから、Con A 投与による
リンパ球性の肝炎により、傷害された肝細胞
から ATP が放出されたことが示唆された。 
 

 
 図 1：Con A 誘導性肝炎における血清中 ALT
値と ATP 値の推移 
 
そこで、ATP を直接投与して Con A 肝炎の
悪化を検討した。その結果、ATP の予備刺激
による肝炎の悪化は認められなかったが、
Con A 投与後に ATP 投与すると ALT 値の有
意な増加を認め、さらに４割近いマウスが死
亡した（図 2A, B）。これらのことから、ATP
は肝炎の誘発を助長するより、肝炎の悪化に

図 2：ATP 接種による Con A 誘導性
悪化 
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ロファージのサイトカイン産生 

in vitro で ATP が、マクロファ
報告されている。そこで、in vitro

で ATP と Con A 刺激によるマクロファージ
のサイトカイン産生能を測定した。その結果、
IL-1βと TNFαが、Con A 単独刺激より ATP
を加えると有意に産生が増強された（図 3）。
このことから、ATP は炎症性サイトカインの
産生を増加させ、肝炎の悪化を助長している
と考えられた。 

 
（5）ATP と Con A による他の白血球への
影響を、フローサイトメーターを用いて検
討する。 
 
 
 



図 3：ATP と Con A 刺激によるマクロファー
ジのサイトカイン産生能 
 
② in vitr で ATP と Con A 刺激によるマク
ロファージのサイトカイン産生とそのシグ
ナル経路 

o

o

in vitro でのATP刺激によるマクロファー
ジのサイトカイン産生は、マクロファージ上
の主にP2X7受容体にATPが結合することが
重要であると報告されている。そこで、P2Xs
受容体の antagonist である KN-62 と
agonist である Bz-ATP を用いて、ATP 受容
体を検討した。その結果、IL-1β産生に P2X7
受容体が重要であることが示された。一方、
TNFα産生には P2X7 受容体だけでなく、そ
の他の P2X 受容体への結合も関与している
ことが示唆された（図 4）。 

図 4：ATP の P2X7 受容体経由による IL-1β
産生 
 
③ in vitr で ATP と Con A 刺激によるマク
ロファージのサイトカイン産生のシグナル
経路 

マクロファージ上のP2X7受容体とATPの
結合と LPS 刺激は、ERK1/2 シグナル経路や
p38MAPK経路を利用してマクロファージの
IL-1β産生を誘導していることが報告されて
いる。そこで、ATPとCon A刺激による IL-1β
産生のシグナル経路を検討した。その結果、
IL-1βの産生は ERK1/2 のシグナル経路が重
要であることが示された（図 5）。一方、
p38MAPK経路の活性化は認められなかった。
また、ERK1/2 阻害剤（PD98056）を用いる
と IL-1β産生が抑制された（図 6）。 

これらのことから、ATP と Con A による

マクロファージの IL-1β産生は、Con A がレ
クチンレセプター等に結合し、ATP が P2X7
受容体に結合して、ERK1/2 シグナル経路を
経由して、IL-1β産生が起こると示唆された。 

 
 
図 5：ATP の ERK1/2 シグナル経路の活性化 

 
 
図 6：ERK1/2 シグナル経路抑制による IL-1β
産生の減少 
 
（3）Con A 誘導性肝炎におけるマクロファ
ージと白血球の相互作用 
① in vivoでのATP活性化マクロファージの
好中球誘導 
 IL-1βと TNFαは血管内皮細胞上の E セレ
クチンの発現を誘導し、更に ICAM-1 も発現
が増強される。また、E セレクチンは好中球
のローリングに、ICAM-1 は好中球の付着に
重要な接着分子である。よって、ATP 活性化
マクロファージから産生される IL-1βと
TNFαにより好中球が誘導される可能性が考
えられた。そこで、ATP 活性化マクロファー
ジの好中球誘導を検討した。その結果、有意
な好中球の増加が認められた（図 7）。以上の
ことから、ATP 活性化マクロファージから産
生される IL-1βと TNFαは好中球が誘導し、 
好中球の活性酸素等による更なる炎症悪化
の経路が推測された。 
 
 



 
図 7：ATP 刺激による顆粒球誘導 

 
② ATP と ConA 刺激による NKT 細胞およ
び T 細胞への影響 

in vitro で肝臓のリンパ球や脾臓のリンパ
球を Con A で刺激すると、IFN-γや IL-4 が
NKT 細胞や T 細胞から産生されることが報
告されている。そこで、ATP と Con A 刺激
による NKT 細胞および T 細胞のサイトカイ
ン産生能を測定した。その結果、IL-4 が、Con 
A 単独刺激より ATP を加えると有意に産生
が増強された（図 8A）。一方、IFN-γは Con A
単独刺激と ATP 添加群で有意な差は認めら
れなかった。次に、IL-4 の産生増加を in vivo
で検討をおこなった結果、血清中に有意な
IL-4 の産生増加が認められた（図 8Ｂ）。 
これらの結果から、組織傷害での細胞から

放出された ATP が NKT 細胞や T 細胞にも、
更なる活性をもたらしていることが示され
た。 

 
図 8：ATP と Con A 刺激による NKT 細胞と
T 細胞からの IL-4 産生の増加 
 
 
（4）総括 

Con A を用いた自己免疫性肝炎モデルは、
NKT 細胞と T 細胞の過剰な活性化による細
胞傷害が引き起こすと一般に知られている。
また、研究の多くは NK 細胞，NKT 細胞お
よびT細胞の細胞傷害活性の経路やそれら細
胞の活性抑制を中心に行われている。残念な
がら、未だに自己免疫性肝炎の発症のメカニ
ズムは不明な点が多く、炎症に重要なマクロ
ファージの検討報告は少ない。そこで、本研
究は、Con A 誘導性肝炎で起こっているマク

ロファージとT細胞の作用を中心とした発生
悪化のメカニズムの解明を検討した。その結
果、炎症で細胞外に放出された ATP によっ
て活性化されたマクロファージからの IL-1b
と TNFa の産生増加や NKT 細胞と T 細胞か
らの IL-4 の産生増加が好中球を誘導して、
正常組織を破壊する更なる炎症悪化の経路
（図 9）が示唆された。さらに、この炎症の
経路は肝炎だけでなく、肺や腎臓やその他の
マクロファージやT細胞が関わっている炎症
全般に起こりえる経路であり、多くの炎症制
御研究に応用できると期待される。 
 

 
図 9：ATP による Con A 誘導性肝炎悪化の経
路 
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