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要     旨 

ア．緒 言（目的）：2023 年 6 月に、全ての脂肪性肝疾患が steatotic liver disease（SLD）と総称され

るようになった事を機に、改めて全世界的に同疾患への注目が高まっている。近年、ダメージを受けた

肝細胞から細胞外に分泌される ATP やアデノシン（Ado）が damage-associated molecular patterns

（DAMPs）として、alcohol-associated liver disease（ALD）や metabolic dysfunction associated 

steatotic liver disease（MASLD）病態の肝臓の炎症や線維化を助長することが明らかになってきた。

一方で、ALD、MASLD の病態進行に伴う肝細胞外 ATP/Ado 動態に関する報告は未だ認められていな

い。本研究では、肝細胞から放出される ATP および Ado に着目し、細胞外 ATP、Ado を可視化できる

ゼブラフィッシュ（GRABATP、GRABAdo フィッシュ）を独自に作製し in vivo にて解析することで、

ALD、MASLD を含む SLD 病態に関する新たな分子メカニズムの解明を目指し、さらに肝 ATP/Ado

経路を介する治療応用への展開を目的とした。                                   

イ．研究対象及び方法（材料を含む）：①野生型ゼブラフィッシュ成魚にエタノール暴露（以下 EtOH 
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群）もしくは高脂肪食負荷（以下 HFD 群）をさせ、肝臓の組織学評価、肝 ATP/Ado 含量を解析した。

②ヒト肝癌由来細胞株（HepG2 細胞）にエタノール、もしくはパルミチン酸を添加し細胞上清の

ATP/Ado 含量を解析した。さらに pDisplay-CMV-GRABATP、GRABAdoをトランスフェクションし、同

試薬添加後の蛍光強度を測定した。③GFP を指標に肝細胞外 ATP および Ado 動態を可視化できる

GRABATP、 GRABAdo ゼブラフィッシュを作製し、EtOH 群、高コレステロール食給餌群（以下 HCD

群）で蛍光強度を解析した。また、野生型稚魚において EtOH 群、HCD 群それぞれの病態を組織学的

評価（HE 染色）、リアルタイム PCR 法で解析した。④VNUT 阻害剤であるクロドロン酸を HCD 群の

GRABATP、 GRABAdoゼブラフィッシュに投与し、実験③と同様の評価を行った。                   

ウ．結 果：①EtOH 群、HFD 群いずれの HE 染色でも肝臓内に脂肪滴沈着を認めた。LC/MS/MS に

てEtOH群ではコントロール群に比べて肝ATP量が有意に減少していたが、一方HFD群の肝ATP/Ado

量はいずれも有意に増加していた。②細胞上清内の ATP/Ado 量は有意に増加しており、

pDisplay-CMV-GRABATP、GRABAdoトランスフェクション後の GFP 蛍光強度はコントロール群と比較

して有意に増強した。③EtOH 群、HCD 群の GRABATP、 GRABAdoゼブラフィッシュは GFP 蛍光レ

ベルの有意な増強を認めた。同様の刺激を行った野生型稚魚では肝組織に脂肪滴沈着を認め、炎症、線

維化の一部のマーカーの発現が有意に増加した。④クロドロン酸投与にて、HCD 群の GRABATP、 

GRABAdoゼブラフィッシュの蛍光強度増強が抑制され、炎症マーカーの発現が抑制された。                 

エ．考 察：ゼブラフィッシュにおいてエタノール、および高脂肪食負荷により SLD が惹起された。ま

た、HepG2細胞を用いた in vitro実験において同負荷によりATP/Adoが細胞外に放出され、GRABATP、 

GRABAdoセンサーの GFP 蛍光強度と相関することが判明した。さらに、GRABATP、 GRABAdoゼブラ

フィッシュを用いた in vivo 実験においても、同負荷後に同様の結果を得た。以上より、肝臓特異的

GRABATP、 GRABAdo ゼブラフィッシュを作製・解析することは、SLD の新たな病態メカニズムを解

明するのに有用であることが示された。またクロドロン酸が HCD 負荷時の病態を改善したことより、

クロドロン酸の MASLD の新規治療薬としての有用性が示唆された。                             

オ．結 語（まとめ）：肝臓特異的 GRABATP、 GRABAdo ゼブラフィッシュを作製・解析することで、

SLD の肝細胞外の ATP/Ado 動態と SLD の病態・進展度との相関、ならびにその分子メカニズムが明

らかになった。                                             


