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研究成果の概要（和文）：CINCA症候群はインフラマゾームの構成因子であるNLRP3遺伝子のヘテロ変異を原因と
し、慢性炎症症状に加えて関節変形を伴うことを特徴とする自己炎症疾患である。関節変形の原因である成長軟
骨板の増殖分化異常の分子機構を明らかにするために、モザイク患者から樹立した変異陽性と陰性のiPS細胞の
それぞれを蛍光色素遺伝子で標識した。そしてそれぞれを軟骨細胞に分化誘導した後に、培地を共有できる培養
装置を用いて共培養実験を行った。その結果、モザイク患者においては、変異陽性細胞が分泌因子を介して変異
陰性細胞に作用していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：CINCA syndrome is one of auto-inflammatory diseases with a heterozygous 
mutation of NLRP3 gene and characterized as showing joint deformities along with symptoms related to
 chronic inflammation.  To investigate the molecular mechanisms causing the abnormal growth plate, 
iPS cells with and without mutant NLRP3 gene were established and labeled with different markers, 
which can distinguish them.  Chondrocytes were induced from each type of iPS cells and were cultured
 under the condition in which they shared culture supernatants.  The results indicated that 
chondrocytes with mutant NLPR3 affected the phenotype of chondrocytes without the mutant gene by 
producing soluble factors.

研究分野： 整形外科学、分子腫瘍学、幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ク ライオ ピ リン関 連 周期熱 症 候 群
（Cryopyrin Associated Periodic Syndrome、
CAPS）は、インフラマゾームの主たる構成
因子の一つである NLRP3 遺伝子のヘテロ変
異が原因となり、慢性炎症症状を呈する自己
炎症疾患群であり、最も重症なものが関節症
状を伴う CINCA 症候群(Chronic Infantile 
Neurologic Cutaneous and Articular 
Syndrome)である．関節症状は CINCA 症候
群における他の症状とは異なり炎症所見に
乏しく、成長板軟骨の異常増殖像を呈する．
我々は体細胞性モザイクの CINCA 症候群患
者より、変異陰性と変異陽性の iPS 細胞を樹
立し、変異陽性細胞が陰性細胞に比して、軟
骨関連遺伝子の発現が早期から誘導され、か
つ基質形成能も著しく亢進していることを
見出した．更に NLRP3 から IL1β までイン
フラマゾームの各ステップの因子に関する
阻害剤を用いても、観察された軟骨分化能の
亢進はキャンセルされなかったことより、軟
骨病態はインフラマゾーム非依存性の現象
であることが判明した．そして SOX9 遺伝子
の発現を指標とした解析により、変異陽性細
胞では cAMP〜PKC〜CREB のシグナルが
亢進していることを見出した． 
 これらの結果から、NLRP3 変異細胞では
インフラマゾーム非依存性に何らかの因子
が産生され、cAMP を増加させるシグナルを
伝達しているという仮説が想定される．一方、
変異細胞が 10%程度のモザイク患者でも経
配偶子性変異患者（即ち全て変異陽性細胞）
と、同等の成長板軟骨の異常増殖像を呈する
という臨床所見も報告されている．これらの
事実より、モザイク患者においては変異陰性
細胞も変異陽性細胞より、何らかのシグナル
を受取り、異常な増殖分化を遂げているので
はないかという仮説が想定できる． 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、本課題では成長板軟骨細
胞の異常増殖における変異陽性細胞と陰性
細胞の相互作用に着目し、その分子機構を解
明することを目的と、新規の培養器具を用い
た共培養系等により、変異 NLRP3 により活
性化される細胞間相互作用因子を同定する
ことを目指した．その結果は CINCA 症候群
における軟骨病変に対する新規治療法の開
発とともに、成長板軟骨の増殖分化機構の理
解にも寄与するものとなることが期待され
る． 
 
３．研究の方法 
（１）変異陽性及び変異陰性細胞のラベリン

グ：変異陰性性及び変異陽性 CINCA 細胞
にそれぞれ、GFP 及び mCherry 遺伝子を
発現するベクターを導入し、それぞれを識
別できる系を確立する． 

（２）混合培養による相互作用の解析：それ
ぞれの iPS 細胞を、これまでに確立した

培養法により軟骨前駆細胞へ分化誘導す
る．そして同量を混合した細胞集団を用い
て、2Ｄ及び 3Ｄの軟骨分化誘導実験を行
う．誘導された軟骨組織における蛍光状態
を観察した後、それぞれの分化能を定量的
に評価し、変異陰性あるいは陽性細胞を単
独で分化誘導した場合の結果と比較検討
する．2Ｄの分化誘導後、酵素処理により
単一細胞とし FACS を用いて、陰性細胞
と陽性細胞に分離し、それぞれの集団に関
して、トランスクリプトーム及びプロテオ
ーム解析を行い、特に変異陰性細胞が混合
培養によってどのような変化を遂げたの
かを詳細に解析する． 

（３）培地共有培養による相互作用の解析：
相互作用が細胞接触を必要とするもので
あるのか、分泌される因子によるものかを、
連携研究者(島崎)が開発した培地共有培
養装置を用いて解析する．標識した変異陽
性および陰性 iPS 細胞を、軟骨前駆細胞
へ分化誘導した後、フィルターで隔別され
た well に細胞を播種して、2D の軟骨分化
誘導実験を行う．最終的に形成された軟骨
塊の定量的評価、サイズ及び基質としての
GAG の定量的評価を行い、細胞塊を形成
している細胞の遺伝子発現等を評価する． 

 
４．研究成果 
（１）変異陽性及び変異陰性細胞のラベリン

グ：変異陰性及び変異陽性 CINCA-iPS 細
胞にそれぞれ、GFP 及び mCherry 遺伝子
を発現するベクターを、AAVS 遺伝子座に
導入し、それぞれを識別できる系を確立し
た.導入遺伝子は、軟骨分化誘導後も蛍光
を発色し、細胞識別マーカーとして適切で
あることを確認した． 

（２）混合培養による相互作用の解析：標識
した変異陰性及び変異陽性 CINCA-iPS
細胞を、これまでに確立した神経堤を経る
培養法により軟骨前駆細胞へ分化誘導し、
その後に両者をいくつかの比率で混合し
た細胞集団を作製し、3Ｄの軟骨分化誘導
実験を行った．その結果、変異細胞を少数
混合した場合でも、変異細胞のみのものと
細胞塊のサイズは同等となることが判明
し、やはり細胞間相互作用が存在している
可能性が示唆された． 

（３）培地共有培養による相互作用の解析：
次に上記と同様に、変異陰性及び変異陽性
CINCA-iPS細胞を軟骨前駆細胞へ分化誘
導した後に、両者を細胞が接触することな
く、かつ培地を共有できる培養器具を用い
て 2D の軟骨分化誘導実験を行った．その
結果、変異陰性細胞同士で培養上清を共有
したものと比較して、変異陽性細胞と共有
した場合、変異陰性細胞による軟骨組織の
サイズが増大することが判明した．この結
果は、変異陽性細胞が変異陰性細胞に対し
て分泌因子を介して作用している可能性
を示唆する． 



（４）遺伝子改変細胞の作製：H27 年度の研
究において、モザイク患者における変異陰
性 iPS 細胞と変異陽性 iPS 細胞の機能を
複数のクローン間で比較検討したところ、
同じタイプ（陽性あるいは陰性）の iPS
細胞でもクローン間で軟骨分化能に無視
できない相違があることが判明した．この
結果は、変異の有無による影響を正確に評
価することが困難であることを示唆する．
そこでモザイク患者由来の変異陰性 iPS
細胞に NLRP3 遺伝子の変異を、ゲノム編
集技術を用いて導入した人工的変異 iPS
細胞を作製して、もとの iPS 細胞と比較
する方針に変更し、その細胞の作製を行っ
た． 

（５）in vivo での分化能評価：３）で作製し
た変異細胞が、CINCA 症候群のモデル細
胞として適切であるのかについて、 in 
vitro で作製した軟骨塊を免疫不全マウス
の移植し、患者の成長軟骨板に発生する病
変に類似した病変が形成されるのかにつ
いて解析した． 
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