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研究成果の概要（和文）：NLRP3インフラマソームはIL-1β産生を制御し、無菌性炎症に関わる細胞内分子複合
体である。NLRP3インフラマソームの構成分子の欠損マウスを用いて解析を行い、腹部大動脈瘤やドキソルビシ
ンによる心不全、妊娠高血圧症といった心血管病におけるインフラマソームの重要性を明らかにした。また、
NLRP3に直接結合する新規E3ユビキチンリガーゼであるARIH2を同定し、ARIH2がインフラマソーム活性を負に制
御することも明らかにした。これらの所見から、NLRP3インフラマソームが心血管病における重要なメディエー
ターであることが示され、その制御機構の解明は新たな治療法の開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：NLRP3 inflammasome is a multiprotein complex that regulates IL-1β release 
and involved in sterile inflammatory responses. We investigated the role of NLRP3 inflammasome using
 mice deficient for NLRP3 inflammasome components and found the importance of NLRP3 inflammasome in 
abdominal aortic aneurysm, doxorubicin-induced cardiotoxicity, and pregnancy hypertension. 
Furthermore, we identified an ARIH2 as an interacting molecule with NLRP3 and found that ARIH2 
directly ubiquitinates NLRP3 and negatively regulates its activation. These findings suggest that 
NLRP3 inflammasome is a key player in the pathophysiology of cardiovascular disease and a better 
understanding of the mechanism that underlies NLRP3 inflammasome will offer new therapeutic 
modalities in the disease.

研究分野：循環器病学、炎症・免疫学

キーワード： サイトカイン　炎症反応　心血管病　タンパク質修飾

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

図１ ウワバインによる心機能障害とIL-1β欠損による影響  

１．研究開始当初の背景 

心血管病や腎臓病、生活習慣病といった
様々な疾患における炎症反応の重要性が注
目されている。これらの疾患での炎症は、病
原体の関与がないことから無菌性炎症と称
されているが、その炎症惹起機序はこれまで
不明であった。近年、この無菌性炎症が
NLRP3 インフラマソーム（inflammasome）と
呼ばれる新規の自然炎症経路を介して惹起
されることが明らかとなってきた。NLRP3 イ
ンフラマソームとは、カスパーゼ-1（Casp1）
の活性化を誘導する細胞内分子複合体であ
り、主として NLRP3（Nod-like receptor [NLR] 

family, pyrin domain-containing 3）インフラマ
ソームが様々な無菌性炎症に関与すること
が報告されている。NLRP3 インフラマソーム
は、Nod 様受容体である NLRP3 とアダプタ
ー分子 ASC（apoptosis-associated speck-like 

protein containing a CARD）、Casp1 から構成さ
れ、その活性化により強力な炎症性サイトカ
インであるインターロイキン-1β（IL-1β）の
産生が誘導されるとともに炎症性細胞死で
ある Pyroptosis が誘導されて炎症が惹起され
る。申請者はこれまで、心筋梗塞や動脈硬化
といった心血管病や急性腎傷害、慢性腎臓病
などの動物モデルを用いて、これら病態にお
ける無菌性炎症が NLRP3 インフラマソーム
を介して惹起され、NLRP3 インフラマソーム
を阻害することで病態が改善されることを
報告してきた。しかし、その活性化の制御機
構や病態への関与については、未だ不明な点
も多く、NLRP3 インフラマソームを標的とし
た治療応用に向けて様々な課題が残されて
いた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、心血管病での無菌性炎症
の惹起における NLRP3 インフラマソームの
役割を明らかにするとともに、NLRP3 ンフラ
マソーム制御の分子機構を解明することで
ある。特に、（１）強心配糖体による炎症惹
起と心機能障害における NLRP3 インフラマ
ソームの役割と（２）新規 E3 ユビキチンリ
ガーゼ ARIH2 による NLRP3 インフラマソー
ム活性化の制御の 2 点に焦点を当てて研究を
遂行した。これらの検討により、心血管病に
おける NLRP3 インフラマソームを介した無
菌性炎症機構の包括的な理解と、これを治療
標的とした新たな治療法の開発に繋げるこ
とを目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）強心配糖体による心機能障害における
NLRP3 インフラマソームの役割 

 野生型 C57BL/6J マウス（wild-type：WT；
♂、8-12 週齢）および NLRP3 欠損（-KO）, 

Casp1-KO 、 IL-1β-KO マ ウ ス （ C57BL/6J 

background ） を 使 用 し た 。 マ ウ ス に
lipopolysaccharide で priming し、強心配糖体
であるウワバイン（ouabain）を投与して評価

した。細胞実験では、マウス腹腔由来マクロ
ファージと J774 マクロファージを用いて、動
物実験と同様に LPS による priming 後にウワ
バインで刺激して解析を行った。 

 

（２）新規 E3 ユビキチンリガーゼ ARIH2 に
よる NLRP3 インフラマソーム活性化の制御 

 インフラマソームの新たな制御因子を探
索するため、ヒト単球由来 THP-1 細胞に ATP

刺激によって形成させたインフラマソーム
複合体を単離・精製して質量分析を行い、
ARIH2 を同定した。ARIH2 とインフラマソー
ム構成分子である NLRP3、ASC、caspase-1

の結合は、それぞれを強制発現させた系を用
いて、免疫沈降法により解析した。また、
ARIH2 と構成分子の共局在は蛍光免疫染色
法を用いて検証した。CRISPR/Cas9 システム
とレンチウイルスベクターを用いて ARIH2

の欠損（ARIH2-KO）THP-1 細胞を作製した。 

 
４．研究成果 
（１）強心配糖体による心機能障害における
NLRP3 インフラマソームの役割 

 NLRP3 インフラマソームの上流経路の一
つにカリウムの細胞外流出（K efflux）がある。
強心配糖体であるジギタリスやウワバイン
は、Na+, K+-ATPase（Na ポンプ）を抑制して、
K efflux を引き起こすことから、強心配糖体
が心臓におけるインフラマソーム活性化を
引き起こして、心臓の炎症を引き起こし、心
機能に影響するのではないかとの仮説を立
て、その検証を行った。マウスに LPS を投与
して priming を行った後にウワバインを投与
すると、心収縮能の抑制とともに、心臓への
マクロファージを主とする炎症細胞浸潤や
血中 CPK（creatine phosphokinase）の上昇が
認められた（図 1）。一方、IL-1β-KO マウス
では、このウワバインによる心機能抑制が回
復し、炎症細胞浸潤や血中 CPK 上昇も有意に
抑制されていた（図 1）。さらに、これと同様
の所見は、インフラマソーム構成分子を欠損
させた NLRP3-KO や caspase-1-KO マウスで
も認められ、ウワバインが心臓の炎症を引き
起こして心機能を低下させること、その経路
に NLRP3 インフラマソームが寄与している
ことが明らかになった（data not shown）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 



図２ マクロファージにおけるウワバインによるインフラマソームの活性化
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図３ ARIH2とNLRP3-NACHTドメインによる相互作用  

図４ ARIH2によるNLRP3のユビキチン化  

図５ ARIH2欠損によるインフラマソーム活性化への影響
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また、LPS で priming したマウス腹腔マク
ロファージおよび J774 マクロファージにお
いて、ウワバインは濃度依存性に IL-1β の産
生を増加させた（図 2）。ウエスタンブロット
法による解析でも、ウワバインにより IL-1β

のプロセッシングが亢進し、上清中に成熟型
の IL-1β が放出されることが確認された。こ
のウワバインによる IL-1β 産生は、NLRP3 の
欠損や caspase-1 阻害剤である YVAD の前処
理により著明に抑制された（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
（２）新規 E3 ユビキチンリガーゼ ARIH2 に
よる NLRP3 インフラマソーム活性化の制御 

 インフラマソームの新たな制御因子を探
索するため、ヒト単球由来 THP-1 細胞に ATP

刺激によって形成させたインフラマソーム
複合体を単離・精製して質量分析を行い、
ARIH2 を同定した。ARIH2 とインフラマソー
ム構成分子との結合を免疫沈降法により確
認したところ、ARIH2 は ASC や caspase-1 と
は結合せず、NLRP3 と結合することが明らか
になった（図 3）。また、蛍光免疫染色法を用
いた観察でも ARIH2 と NLRP3 との共局在が
認められ、ARIH2 が NLRP3 と相互作用する
ことが確認された。また、これらの所見は、
マウス腹腔由来マクロファージにおいても
確認された。ARIH2 が相互作用する NLRP3

のドメインを同定するため、様々な部位を欠
失させた NLRP3 を作製して検討した。ARIH2

と NLRP3 との相互作用は、 NLRP3 の
AA220–575 を欠失させた場合に消失したこ
とから、この NACHT ドメインを含む部位が
責任相互作用部位であることがわかった（図
3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ARIH2 は E3 リガーゼであることから、
ARIH2 による NLRP3 のユビキチン化につい
て検討した。予想通り、ARIH2 は NLRP3 の
ユビキチン化を誘導したが、ASC や caspase-1

のユビキチン化は誘導しなかった（図 4）。ま
た、これには、K48 と K63 によるユビキチン
修飾が寄与していることもわかった（data not 

shown）。一方、RBR 型の E3 リガーゼでは
ARIH2 は RING1 と RING2 というユビキチン
化に重要な 2 つのドメインを持つことから、
それぞれの変異体である H158A（RING1 での
変異）と C300A（RING2 での変異）を導入し
て、そのユビキチン化への影響を検証したと
ころ、C300A 変異体導入細胞において ARIH2

によるユビキチン化が著明に抑制された（図
4）。この結果から、ARIH2 によるユビキチン
化にはK48とK63によるユビキチン化修飾が
関与していること、ARIH2 の RING2 ドメイ
ンがそのユビキチン化に必須であることが
明らかになった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 最後に NLRP3 インフラマソーム活性化お
よび下流の IL-1β産生における ARIH2の役割
を解析するため、ARIH2-KO 細胞を作製して
解析した。ARIH2-KO 細胞では、ATP や
Nigericinといったインフラマソーム活性化刺
激による IL-1β産生が有意に亢進され、FLICA

アッセイによる caspase-1 の活性化も促進さ
れていた（図 5）。さらに、Western blot 法に
より、IL-1β や caspase-1 のプロセシングも促
進されていることが確認された（図 5）。以上
の結果から、ARIH2 は、NLRP3 インフラマ
ソームの活性化を負に制御していることが
示された。 
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