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研究成果の概要（和文）：誤嚥性肺臓炎の病態におけるIL-1βおよびNLRP3インフラマソームの役割を解明する
ため、マウス誤嚥性肺臓炎モデルを用いて解析し、IL-1βがNLRP3インフラマソーム非依存的に肺傷害の進行に
関与することを明らかにした。
続いて酸刺激で誘導されるカスパーゼ-1非依存的な新規IL-1βプロセシング機構を解明する目的で、THP-1細胞
をpH 1.75酸性溶液で刺激したところ20-kDa 成熟型IL-1β（以下p20-IL-1β）がプロセシングされた。p20-IL-1
βは、カスパーゼ-1非依存的に未知のアミノ酸切断部位でプロセシングされることを明らかにし、そのアミノ酸
切断部位を質量分析で解析中である。

研究成果の概要（英文）： We investigated the role of NLRP3 inflammasome-driven IL-1β production in 
a mouse model of acid aspiration-induced inflammation and ALI. Acid aspiration induced inflammatory 
responses and ALI in wild-type mice, and these were significantly attenuated in IL-1β-knockout (KO)
 mice; however, acid aspiration-induced ALI and IL-1β production were not inhibited in NLRP3-KO 
mice. In vitro experiments revealed that acidic stress (pH 1.75) induced pro-IL-1β processing into 
its 20-kDa mature form (p20-IL-1β), which was different from caspase-1-processed 17-kDa form 
(p17-IL-1β), in human THP-1 macrophages. Acidic stress-produced p20-IL-1β was prevented by 
inhibitors for seine proteases (AEBSF), but not for cysteine proteases (E-64) and cathepsin G. We 
generated THP-1 macrophages constitutively expressing human IL-1β which have known cleavage site 
mutations, and found that acidic stress failed to process these mutants.

研究分野：呼吸器内科学

キーワード： 炎症　酵素　細胞・組織　肺疾患　免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

急性肺傷害（acute lung injury：ALI）や急性
呼吸窮迫症候群（ acute respiratory distress 

syndrome：ARDS）は全身性炎症や肺組織の
直接的な傷害によって誘導される。その病態
には、各種炎症性サイトカインや好中球エラ
スターゼの関与等が報告されているが、その
詳細は不明で、現在においても ARDSの死亡
率は 20～30%と高いことから、有効な治療法
の開発が急務となっている。 

近年、病原体が直接的には関与しない無菌
性炎症に、炎症性サイトカインである IL-1β

（ interleukin-1β）の関与が示されている。
IL-1β は前駆体（pro-IL-1β）として分泌され
た後、プロテアーゼにより活性型 IL-1β にプ
ロセシングされる。これを行う代表的なプロ
テアーゼがカスパーゼ-1である。カスパーゼ
-1の活性化は、Nod-like receptorであるNLRP3

とアダプター分子 ASC、カスパーゼ-1で構成
される NLRP3 インフラマソームと呼ばれる
細胞質内蛋白質複合体によって主に制御さ
れることが知られている（図 1）。危険シグナ
ルを認識することで NLRP3 インフラマソー
ムが形成され、ALI を含む様々な疾患の無菌
性炎症を惹起することが報告されている。一
方で、IL-1β のプロセシングには、カスパー
ゼ-1以外のプロテアーゼも関与する（インフ
ラマソーム非依存性 IL-1β プロセシング）が、
その詳細は不明である。 

誤嚥性肺臓炎は、pH 2.5未満の胃内容物（胃
酸および食物残渣）の誤嚥により発症し、ALI

を合併する。強酸の胃内容物を誤嚥すること
で、肺胞上皮細胞が直接傷害されて炎症細胞
が浸潤し、炎症性サイトカインや活性酸素種
が産生されることでALIの病態が誘導される。
一方、申請者は、肺胞腔内に常在する肺胞マ
クロファージが NLRP3 インフラマソームを
強く発現していることを確認している（図
2：Western blot 法。初代培養細胞を使用）。そ
こで、誤嚥性肺臓炎では、酸刺激によって肺
胞マクロファージの NLRP3 インフラマソー
ムが活性化し、炎症が惹起されるとの仮説の
検証を行った。ところが、IL-1β 欠損マウス
では傷害の程度が有意に軽減されたにも関
わらず、NLRP3欠損マウスでは改善を認めな
かった。また、気管支肺胞洗浄液（BALF）
中の IL-1β 濃度は、塩酸気管内投与により上
昇するが、野生型（WT）マウスと NLRP3欠
損マウスで有意差を認めなかった（図 3）。以
上の予備的な検討から、この病態では、
NLRP3に非依存的な IL-1βプロセシング機構
が存在する可能性が示された。 

  一方、本病態における NLRP3 以外のイ
ンフラマソームの構成分子である ASC やカ
スパーゼ-1の役割は不明である。これに関し
て、最近、申請者らを含むいくつかのグルー
プから、これらの構成分子がインフラマソー
ムとは独立した各々の分子固有の機能を持
っていることが報告されており（J Biol Chem. 

290:5065-77, 2015, J Immunol 192:4342-4351, 

2014 等）、インフラマソームに関連する各々
の欠損マウスを用いて検証する必要がある。 

 

  また、申請者による培養マクロファージ
を用いた予備的な解析では、pH 1.75 の酸性
溶液刺激によって IL-1β 前駆体は成熟型
IL-1β にプロセシングされたが、それはカス
パーゼ-1 によってプロセシングされた IL-1β

（17-kDa）とともに、異なる分子量の IL-1β

（20-kDa）がより明瞭に検出された（図 4：
Western blot 法）。つまり、in vitroの系におい
ても酸刺激によってカスパーゼ-1 以外のプ
ロテアーゼによる IL-1β プロセシング機構が
あることが明らかとなった。しかし、この酸
刺激によって活性化されるプロテアーゼが
IL-1βのアミノ酸配列のどこを切断するのか、
どのような機序で誘導されるのかについて
は、現在のところ、全くわかっておらず、こ
れまで報告もない。 

 

【国内外における研究動向】 

これまで、誤嚥性肺臓炎におけるインフラ
マソームや IL-1β の役割を検証した報告はな
い。また、IL-1β のカスパーゼ-1 非依存的な
プロセシング機構については、好中球エラス
ターゼやカテプシン G 等での報告が散見さ
れるが、その詳細は明らかではない。 
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２．研究の目的 

 

急性肺傷害における無菌性炎症の重要性
が示されているが、その炎症が惹起される
分子機序は未だ解明されていない。我々は、
これまで様々な肺傷害における炎症性サイ
トカイン IL-1β 産生を制御する新規炎症経
路であるインフラマソームの役割について
研究してきた。その過程において、胃酸誤
嚥により発症する誤嚥性肺臓炎が、IL-1β

による無菌性炎症によって惹起されること
を見出した。ところが、この IL-1β 産生は
インフラマソーム非依存性であり、誤嚥性
肺臓炎の病態では、インフラマソームによ
って活性化される IL-1β のプロセシング酵
素、カスパーゼ-1とは異なる酵素（プロテ
アーゼ）による新たなプロセシング機構が
存在することが示唆された。そこで今回、
誤嚥性肺臓炎における IL-1β の役割、およ
びカスパーゼ-1 非依存性の IL-1β プロセシ
ング機構を解明し、さらには誤嚥性肺臓炎
を含む急性肺傷害における無菌性炎症の分
子基盤を解明し、急性肺傷害における新た
な治療標的の同定することを目的に研究を
行った。 

 

３．研究の方法 

 

【研究計画 1】誤嚥性肺臓炎の病態における
IL-1βおよびNLRP3インフラマソームの役割 

 

マウスの気管内に 0.05 N 塩酸を投与する
ことで、マウス誤嚥性肺臓炎モデルを作製し、
組織染色（HE）を行い、肺傷害の程度を評価
した。BALF中の IL-1βを ELISA法で測定す
るとともに、肺組織における IL-1β を含む炎
症性サイトカイン/ケモカインの発現や炎症
細胞浸潤を Real-time RT-PCR法や免疫染色法、
フローサイトメトリー法で解析した。 

誤嚥性肺臓炎における IL-1βおよびNLRP3

インフラマソームの役割を検証するため、
NLRP3および IL-1βの各欠損マウスに同モデ
ルを作製して検討した（図 5）。 

 

図 5 

【研究計画 2】酸刺激で誘導されるカスパー
ゼ-1 非依存的な新規 IL-1β プロセシング機構
の解明 

 

培養マクロファージ（マウス腹腔マクロフ
ァージ・ヒト単球性白血病細胞株 [THP-1]）
に、酸刺激（pH 1.75溶液）を加えた際の IL-1β

の産生を ELISA 法で、IL-1β のプロセシング
を Western blot 法で解析した。酸刺激による
IL-1β の産生およびプロセシングはすでに確
認しており、インフラマソーム活性化経路と
の関連を探るため、カスパーゼ -1 阻害剤
（Z-YVAD）、ミトコンドリア活性酸素種阻害
剤（Mito-TEMPO）、リソソーム阻害剤
（CA074-Me）、K流出阻害（KCl 130 mEq/L）
等による影響を検討した。 

責任プロテアーゼを同定するため、以下の
①〜③の手法を用いて解析を行った。 

 

①システイン・セリンプロテアーゼに対する
各種プロテアーゼ阻害剤（AEBSF、E64、
Cathepsin G Inhibitor I、Pepstatin A等）を用い
て候補となるプロテアーゼの同定を試みた。 

 

② 既知の IL-1β のプロセシング部位のアミ
ノ酸配列に変異を導入した IL-1β（Y113D・
V114E・D116I）を作製し、レンチウイルスベ
クターを用いて THP-1細胞に導入した。これ
ら変異 IL-1βを導入した THP-1細胞を用いて
プロセシング部位の解析を行った（図 6）。 

 

図 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③酸刺激による新規プロセシング部位の同
定を行なうため、プロセシングされた IL-1β

を SDS-PAGEゲルから抽出し、質量分析（MS）
で解析した（図 7）。この解析のためには、約
50〜100 ngの切断 IL-1βが必要であることか
ら、大量の THP-1培養上清を限外ろ過カラム
で精製・濃縮し、さらに Ni アガロースビー
ズ、抗 Flag抗体アフィニティーゲルを用いて
精製した。 

 

図 7 

 

 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

 

誤嚥性肺臓炎の病態における IL-1β および
NLRP3インフラマソームの役割 

 

IL-1β は NLRP3 非依存的に誤嚥性肺臓炎の
病態に関与する 

WT、IL-1β 欠損（以下 IL-1β−/−）および
NLRP3 欠損（以下 NLRP3−/−）マウスの気管
内に PBSもしくは 0.05N塩酸 50μLを投与し、
投与 24時間後に解析を行った。WTマウスの
肺組織 HE 染色では塩酸投与により肺うっ
血・出血、炎症細胞浸潤や肺胞壁の浮腫を認
めた。肺傷害を定量化したところ IL-1β−/−マウ
スではWTマウスと比較して有意に肺傷害が
軽減したが、NLRP3−/−マウスではWTマウス
と有意差を認めなかった（図 8A, B）。 

BALF 中の IL-1β は、塩酸投与により有意
に増加したが、WTマウスと NLRP3−/−マウス
に有意差を認めなかった（図 8C）。WT マウ
スの肺組織における IL-1β mRNAの発現量は
塩酸投与により有意に増加した（図 8D）。以
上の結果から IL-1βはNLRP3インフラマソー
ム非依存的にマウス誤嚥性肺臓炎モデルの
病態に関与していることが示唆された。 

 

図 8 

 

IL-1βの欠損は炎症細胞浸潤およびROS産生
を軽減する 

肺組織における炎症細胞浸潤を評価する
目的で、CD45 による肺組織の免疫染色を行
った。 

塩酸投与により WT マウスでは CD45 陽性
細胞が増加し、IL-1β−/−マウスではその増加が

有意に抑制された（図 9A, B）。BALF中の炎
症細胞の解析では、総細胞数、肺胞マクロフ
ァージ（F4/80+/CD11c+）、活性化マクロファ
ー ジ （ CD11b+/CD11c+ ）、 好 中 球
（CD45R−/Ly6G+）は塩酸投与後のWTマウス
で有意に増加した（図 9C, D）。WTマウスと
比較して、IL-1β−/−マウスでは、総細胞数、肺
胞マクロファージの増加は有意に抑制され、
活性化マクロファージと好中球数も抑制さ
れる傾向を認めた。 

4-HNE 免疫染色による ROS 産生の評価で
は、塩酸投与後のWTマウスで陽性細胞数が
増加し、IL-1β−/−マウスではその増加が有意に
抑制された（図 9E, F）。 

 

図 9 

 

 

酸刺激で誘導されるカスパーゼ-1 非依存的
な新規 IL-1β プロセシング機構の解明 

 

酸性刺激によりマクロファージの IL-1βプロ
セシングが誘導される 

マクロファージ分化させた THP-1 細胞を
pH 1.75 酸性溶液で刺激したところ、上清中
の IL-1βは有意に増加した（図 10A）。 

一方で、酸性溶液刺激後の THP-1 細胞を
Western blot 法で解析したがカスパーゼ-1 の
活性化を示す p20は検出されず（図 10B）、酸
性刺激による THP-1細胞の IL-1βプロセシン
グは NLRP3 インフラマソーム非依存的であ
ることが示唆された。加えて、酸性刺激後の
THP-1細胞上清中の IL-βをWestern blot 法で
解析したところ、代表的なカスパーゼ-1活性
化物質である ATP 刺激では 17-kDa の成熟型



IL-1β（以下 p17-IL-1β）が検出されたが、酸
性刺激ではそれとは異なる 20-kDa の成熟型
IL-1β（以下 p20-IL-1β）が検出された（図 10C）。 
マウス腹腔由来マクロファージを用いた

解析では、WT マウス由来マクロファージを
ATPで刺激すると、上清中の IL-1βは増加し、
NLRP3−/−マウス由来およびカスパーゼ-1欠損
（以下 Casp1−/−）マウス由来マクロファージ
ではその増加が抑制された（図 10D）。酸性
刺激では、WT マウス由来マクロファージで
IL-1β の増加を認めるが、その増加は
NLRP3−/−マウス由来および Casp1−/−マウス由
来マクロファージでは抑制されなかった（図
10D）。 

以上の結果から、マクロファージの酸性刺
激における、NLRP3インフラマソーム非依存
的な p20-IL-1β のプロセシング機構の関与が
示唆された。 

 

図 10 

 

酸性刺激は NLRP3 インフラマソーム非依存
的な IL-1βのプロセシングを誘導する 

インフラマソーム活性化経路との関連を
探るため、NLRP3インフラマソームの抑制に
関与する K流出阻害剤（KCl 130 mEq/L）、カ
スパーゼ-1阻害剤（Z-YVAD）、リソソーム阻
害剤（CA074-Me）、ミトコンドリア活性酸素
種阻害剤（Mito-TEMPO）を用いたが、酸性
刺激による IL-1β の産生および p20-IL-1β の
プロセシングは抑制されなかった（図 11A, 

B）。 

CRISPER/Cas9 によって作製した NLRP3−/−

およびCasp1−/−THP-1細胞でも p20-IL-1βのプ
ロセシングは抑制されなかった。以上の結果
は、p20-IL-1β のプロセシングが NLRP3イン
フラマソーム非依存的であることを示唆す
るこれまでの結果に矛盾しないものであっ
た。 

 

図 12 

 

酸性刺激による IL-1βプロセシングにはセリ
ンプロテアーゼが関与する 

p20-IL-1β の責任プロテアーゼを同定する
ため、まずはシステイン・セリンプロテアー
ゼに対する各種プロテアーゼ阻害剤を用い
た解析を行った。AEBSF（セリンプロテアー
ゼ阻害剤）および E-64（システインプロテア
ーゼ阻害剤）を添加したところ、AEBSFによ
り p20-IL-1β のプロセシングが抑制され（図
12A, B）、E-64では抑制されなかった（図 12C, 

D）。 

そこで THP-1 細胞に発現していることが
報告されているセリンプロテアーゼである
カテプシンGの阻害剤であるCGIを添加した
が、p20-IL-1β のプロセシングは抑制されなか
った（図 12E, F）。 

過去の報告で弱酸性刺激（pH 6.2）および
乳酸刺激により THP-1 細胞で p20-IL-1β がプ
ロセシングされ、それはカテプシン D阻害剤
である pepstatin Aにより抑制されることが示
されている。そこで THP-1細胞に弱酸性刺激
および乳酸刺激を行ったところ、過去の報告
と同様に、IL-1β の産生は増加し、それは
pepstatin Aにより抑制された（図 12G）。一方
で pH 1.75 酸性刺激による IL-1β 酸性は
pepstatin Aでは抑制されず（図 12F）、異なる



プロテアーゼが p20-IL-1β のプロセシングに
関与していることが示された。 

 

図 12 

 

酸性刺激では未知のアミノ酸切断部位で
IL-1βがプロセシングされる 

 

次に、p20-IL-1βプロセシングにおけるアミ
ノ酸切断部位を明らかにする目的で、既知の
IL-1β のプロセシング部位のアミノ酸配列に
変異を導入した IL-1β（Y113D・V114E・D116I）
をTHP-1細胞に導入し解析を行った（図 13A）。 
カスパーゼ 1 の切断部位の変異体である

D116I は ATP による p17-IL-1β のプロセシン
グが抑制されたが（図 13B）、いずれの変異に
おいても p20-IL-1β のプロセシングは抑制さ
れなかった（図 13C）。 

以上の結果から、酸性刺激による p20-IL-1β

のプロセシングは既知のプロセシング部位
とは異なるアミノ酸配列でプロセシングさ
れていることが示された。 

 

続いて、プロセシングされた IL-1β を質量
分析（MS）で解析し、アミノ酸の切断部位を
同定することを試みた。まず初めに
Flag-tag・His-tag 付き IL-1β を THP-1 細胞に
導入し、酸刺激を添加して、大量の THP-1培
養上清を作製した。それを限外ろ過カラムで
精製・濃縮し、さらに Niアガロースビーズ、
抗 Flag 抗体アフィニティーゲルを用いて精
製した。精製した IL-1βを SDS-PAGEゲルか
ら抽出し、質量分析を行い、p20-IL-1β のアミ
ノ酸のプロセシング部位の候補を選定した。
現在はその結果を受けて、追加実験を行って
いる。 

 

図 13 
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