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研究成果の概要（和文）：細胞死が肝細胞、ケラチノサイト、小腸上皮細胞などで亢進したマウスモデルを樹立
し、死細胞から放出されるdanger-associated molecular pattern (DAMP)s（ダイイングコード）を同定し、そ
れらがどのような生体応答を誘導するかを明らかにした。さらにネクロプトーシスをライブセルでイメージング
するためのForster resonance energy transfer (FRET)バイオセンサーの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to elucidate the mechanisms underlying 
cellular responses triggered by necroptosis or apoptosis. We identified several danger-associated 
molecular pattern (DAMP)s released from hepatocytes, keratinocytes, and intestinal epithelial cells 
that induced variety of cellular responses. Moreover, we developed a sensor for live cell imaging of
 necroptosis, which was referred to SMART (a Sensor for MLKL Activation by RIPK3 based on FRET). 
SMART revealed two different modes of the release of DAMPs from necroptotic cells. 

研究分野： 実験病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の開発したネクロプトーシスをライブセルでイメージングすることを可能にしたバイオセンサーや、それを
発現するトランスジェニックマウスを開発することで、ネクロプトーシスが生体のどこで起こっているかをリア
ルタイムでイメージングすることが可能となり、ネクロプトーシスの様々な病態における役割の理解が飛躍的に
進むと考えられる。またネクロプトーシスに伴い放出されるdanger-associated molecular pattern (DAMP)sを
いくつかのマウス病態モデルを用いて同定できており、今後は同定したDAMPsの疾患バイオマーカーとしての有
用性や、治療の標的にできる可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
これまで計画的細胞死はアポトーシスと同義語であると考えられてきたが、最近の研究からあ
る種の細胞ではアポトーシスの実行因子であるカスパーゼ非依存性に細胞膜の破壊を伴うネク
ローシス様の細胞死が誘導されることが明らかにされた。その後の研究からこの細胞死は計画
的ネクローシスと呼ばれ、RIPK1 および RIPK3 と呼ばれるキナーゼ依存性に誘導される細胞死
であることが報告された。cFLIP はスプライシングにより cFLIPLと cFLIPs の 2 種類のタンパク
質を産生するが、cFLIPL はアポトーシスと計画的ネクローシスの両者を抑制するのに対し、
cFLIPs は計画的ネクローシスを促進することが in vitro の実験から示された。予備実験の結果
から cFLIPsのトランスジェニックマウスおよびヒト遺伝性慢性膵炎で見られた変異 SPINK1の
ノックインマウスを樹立したところ、それぞれ腸上皮細胞および膵腺房細胞で RIPK3 依存性の
計画的ネクローシスが誘導されることを見出した。 
  そこで、計画的ネクローシスはウイルス感染の排除、心筋梗塞や脳梗塞などの虚血再還流
障害、薬剤誘導性急性膵炎などに関与していることが明らかにされており、本研究で得られる
成果は、アポトーシス以外の細胞死も関与すると推測される様々な疾患の新たな治療標的分子
を同定できる可能性があり、広く社会に貢献できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これらの樹立した遺伝子改変マウスを用いどのようなメカニズムにより計画的ネ
クローシスがそれぞれの組織で誘導されるのか、また計画的ネクローシスが誘導された結果、
どのような生体応答が誘導されるかを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)肝臓で cFLIP の発現の低下したマウスを樹立し（cFLIP 発現低下マウス）、少量の TNF を投
与することで一過性に肝細胞にアポトーシスを誘導する。肝死細胞の除去や炎症の収束に肝臓
に常在するクッパー細胞が関与するのか、あるいは骨髄由来の単球が関与するかをクロドロネ
ートリポソームを投与してクッパー細胞の除去や、骨髄由来の単球や好中球をジフテリアトキ
シンを用いて除去できるライソザイムM-ヒトDT受容体発現マウスとの骨髄キメラマウスを作
成して解析する。 
(2)表皮細胞特異的に cFLIP 欠損マウスを樹立し、表皮の細胞死が亢進した結果どのような病態
が誘導されるかを検討する。表皮特異的 cFLIP 欠損マウスは胎生致死となる可能性もあること
から TNFR1 欠損マウスとの交配を行う。cFLIP 欠損マウスに見られた表皮の分化障害が内因性
の原因なのか、あるいは周囲に存在する炎症性サイトカインによるものかを、出生直後のマウ
スの表皮からケラチノサイトを調整し、in vitro での分化培養系を用いて検討する。 
(3) ネクロプトーシスを Forster resonance energy transfer (FRET)の原理を利用してイメージング
するために、ネクロプトーシスを選択的に検出できる FRET バイオセンサーを開発する。ネク
ロプトーシスに伴い放出されるDanger-associated molecular pattern (DAMP)sの放出を 1細胞レベ
ルでイメージングし、細胞膜障害と DAMPs 放出の因果関係を明らかにする。 
(4) ネクロプトーシスを in vivo で誘導し、その後の生体応答を解析するために cFLIPs 遺伝子を
X 染色体上に挿入したトランスジェニックマウスを樹立する。樹立した cFLIPs Tg マウスでど
のようば病態が生じているのか、また生じている細胞死の種類やそのメカニズムを様々な遺伝
子改変マウスと交配し明らかにする。 
(5) 出生直後の野生型、Spink3（ヒト SPINK1 のマウスオルソログ）-/-、Spink3-/-部分的に出生
直後の死亡がレスキューマウスの膵臓より RNA を抽出し、マイクロアレイ法で発現解析を行
い、膵臓障害に伴う組織修復に関与する候補遺伝子を選び、CRISPR/Cas9 システムを用いて遺
伝子改変マウスの作出を行った。 
 
４．研究成果 
(1) クロドロネート投与によりクッパー細胞を除去しても、肝死細胞の除去に影響がないこと
が判明した。一方で、LysM-DTR マウス由来の骨髄で置換した cFLIP 発現低下マウスに DT を
投与し、骨髄由来単球や好中球を除去したマウスでは、TNF 投与による肝炎が劇症化し、すべ
てのマウスが TNF 投与後 6 時間以内に死亡した。またアポトーシスに陥った大量の肝細胞から
DAMPs の 1 種類である histone H3 が血中に大量に放出され、血管内皮障害に関与していること
が明らかとなった（図 1）。 
(2) 表皮特異的 cFLIP 欠損マウスは、表皮細胞のアポトーシスの亢進で胎生致死となった。
TNFR1 欠損マウスと交配したところ胎生致死の表現型はレスキューされたが、生後 6 日目より
重篤な皮膚炎が発症し、表皮分化マーカーであるロリクリンやケラチン 10 などの発現が消失し
ており、経表皮水分蒸散量が著明に亢進していた。さらに表皮の分化障害は、cFLIP が欠損し
たことによる内在性のものではなく、細胞死に伴い生じる IL-6 などの炎症性サイトカインの産
生亢進により、表皮の分化障害が誘導された結果であることが判明した。 
(3) SMART (a Sensor for MLKL Activation by RIPK3 based on FRET)と命名したネクロプトーシス
をモニタリングできる FRET バイオセンサーの開発に成功した。SMART の FRET/CFP 比の上
昇は、ネクロプトーシスに特異的であり、アポトーシスやネクローシス刺激では上昇しなかっ
た。白崎らの開発した Live Cell Imaging for Secretion activity (LCI-S)という手法によりネクロプ



トーシス細胞からの DAMPs の一種である HMGB1 の放出には、10 分以内で消失するバースト
モードと 100 分以上にもわたり持続するサステインドモードの 2 種類が存在することを明らか
にした。 
(4) 樹立した cFLIPs Tgマウスの雄は全ての細胞で cFLIPsが発現するために胎生致死となった。
一方で雌の cFLIPs Tg マウスは正常に出生し成獣にまで成長した。組織学的な解析では小腸上
皮細胞の著明な脱落と、腸管内腔に多数の活性化型カスパーゼ 3 陽性の上皮細胞が認められた。
またネクロプトーシスのマーカーであるリン酸化 RIPK3 陽性細胞も少数ながら腸管上皮に認
められた。ネクロプトーシス実行に関与する Ripk3 や Mlkl の遺伝子欠損マウスの交配によりネ
クロプトーシス細胞だけではなく、アポトーシス細胞も消失した。一方で 3 型自然リンパ球

(ILC3)が産生する
IL-22依存性に発現
が 誘 導 さ れ る
Reg3b, Reg3g の発
現が cFLIPs Tg マ
ウスで亢進してい
たことから、ILC3
や IL-22 の小腸炎
への関与を検討し
た。ILC3 や IL-22
を除去することで、
雄の胎生致死の表
現型が改善したこ
とから、胎児期に
おける過剰な ILC3
の活性化は重篤な
小腸炎を発症する
ことが明らかとな
った（図 1）。 

(5)マイクアレイ解析から Reg3a、Reg3b、Reg3g、Reg2 の発現が著明に上昇することを見出し
た。つまり Reg ファミリー分子がダイイング・コードとなって膵星細胞の活性化を介して膵線
維化を引き起こし、慢性膵炎を促進している可能性が示唆された。Reg1 および 2 を含む Reg
ファミリー（約 100kb の領域内に位置している）を欠損させたマウス（Reg1-3 KO）を樹立し、
ホモ欠損マウスでは 5 週齢で膵腺房細胞の細胞質の一部に変成が確認された。Reg1-3 が膵腺房
細胞の恒常性の維持に関与していることが示された。 
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