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研究成果の概要（和文）：本研究では生活習慣病など無菌的な炎症反応の惹起に重要なインフラマソームが静脈
血栓、動脈血栓モデルでの血栓形成に関与すると考え、療標的としての有用性を明らかにし、インフラマソーム
制御による新規の治療戦略の構築を目的とした。その結果、これらの疾患ではインフラマソームとは独立にASC
分子がP-selectinの活性化に寄与し、血栓形成に関与することを明らかにした。今後、ASCがP-selectinの活性
化にどのように寄与しているか詳細なメカニズムの検討を行なうことで、ASCによるP-selectin制御機構が明ら
かにし、血栓が関連する様々な疾患の病態解明や新たな治療法の開発に取り組みたい。

研究成果の概要（英文）：In this study, we thought that the inflammasome, which is important for 
inducing aseptic inflammatory reactions such as lifestyle-related diseases, was involved in thrombus
 formation in venous thrombosis and arterial thrombosis models, clarified its usefulness as a 
therapeutic target, and regulated inflammasome control. The objective was to construct a new 
treatment strategy by as a result, it was clarified that in these diseases, ASC molecule contributes
 to the activation of P-selectin independently of inflammasome and was involved in thrombus 
formation. In the future, by examining the detailed mechanism of how ASC contributes to the 
activation of P-selectin, the mechanism of P-selectin regulation by ASC would be clarified, and the 
pathology of various diseases related to thrombosis and I would like to work on the development of 
new treatment methods.

研究分野： 炎症・免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NLRP3インフラマソームは痛風の原因となる尿酸結晶など生体外の無菌的な危険因子を認識し活性化することか
ら注目され、動脈硬化(Nature;464, 2010)や肥満(Cell Metab;12, 2010, Nat Med;17, 2011)といった生活習慣
病においても重要な役割を持つことが報告されている。に関してはこれまで血小板におけるインフラマソームの
活性化についての報告はあるが(Blood;122, 2013)、血栓形成に直接関与する報告は全くない。本研究により、
血栓が関連する様々な疾患の病態解明や新たな治療法の開発に役立つものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

インフラマソームの中でも NLRP3 インフラマソームは痛風の原因となる尿酸結晶、傷害に

より細胞外へ放出された ATP といった生体内の無菌的な危険因子や石綿肺の原因となる石

綿や珪肺の原因となる二酸化珪素といった生体外の無菌的な危険因子を認識し、カリウム

の流出、リソソームの傷害、ミトコンドリア由来の活性酸素種 (ROS)を介して活性化する

ことが知られている。このことから NLRP3 インフラマソームは最近最もよく研究されてい

るインフラマソームであり、動脈硬化(Nature;2010)や肥満(Cell Metab;2010, Nat 

Med;2011)といった生活習慣病において、無菌性の炎症反応引き起こす原因であるという

報告がなされている。しかし、これらの報告とは逆に動脈硬化や肥満から引き起こされる

脂肪肝において、インフラマソームの構成分子を欠損しても病態が改善されないという報

告や、むしろ増悪するという報告もある (Cell Death Dis;2011, Nature;2012)。我々は

これまで様々な循環器疾患モデルにおけるインフラマソームの重要性についてこれまで報

告してきているが(Circulation;2008, 2011, BBRC;2012, ATVB;2015)、静脈血栓形成モデ

ルでは ASC を欠損することで病態が増悪化することが分かってきた。さらに動脈硬化発症

モデルでは、抗生剤を投与することにより、ASC 欠損マウスの動脈硬化形成の増悪化を抑

制するということも判明した。これらのことから、我々は ASC 欠損マウスにはインフラマ

ソームとは独立した分子機構が存在し、腸内細菌叢の変化等を介し病態を増悪化させてい

るのではないかと仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

当初本研究では、動脈硬化形成、静脈血栓形成、脂肪肝形成におけるASCのインフラマソ

ームとは独立した役割を分子的な機序を解明することを目的とし、その上で新たな治療法

の開発としてASCが治療標的となり得るかの検討を行った。そのために研究期間内に次の3

点の達成を目標とした。 

 

(１)動脈硬化形成モデル、静脈血栓形成モデル、脂肪肝モデル動物におけるASCの役割を

検討 

(２)各疾患おける病態を増悪化させるASCの独立した分子機構を明らかとする  

(３)ASC 制御によるモデル動物での治療効果を検証する。 

 

(１)その結果から各病態モデルの中で特に深部静脈血栓症モデルにおいて ASC 欠損マウス

では病態が増悪する結果が再現よく得られたため、(２)以下の検討をまずは深部静脈血栓

症モデルを中心に行いインフラマソームとは独立した ASC の役割について明らかにするこ

ととした。 

 

３．研究の方法 

(１)疾患動物モデルにおけるインフラマソームの関与の解明 

各疾患動物モデルには野生型（Wild-type：WT）マウスに加え、インフラマソームを構成

する各分子（NLRP3、ASC、Caspase-1）および、インフラマソームの活性化により分泌さ

れる炎症性サイトカインのIL-1βの欠損（KO）マウス（NLRP3-KO、ASC-KO、Caspase-1-

KO、IL-1β-KO）を使用し、疾患モデルにおける病態の変化を検討した。 

静脈血栓モデル 



静脈血栓モデルとして深部静脈血栓モデルを使用した。右腎静脈直下の下大静脈を結紮し

静脈血栓を誘導する。血栓は血栓重量、最大長を評価した。 

動脈血栓モデル 

動脈血栓モデルとして中大脳動脈血栓形成による脳梗塞モデルを使用した。頸静脈からロ

ーズベンガルを投与した(10mg/kg)。次に中大脳動脈に向け緑色蛍光(540nm)を照射し、動

脈血栓を形成させることで脳梗塞を誘導した。脳梗塞は 2mm 厚にスライスした脳を TTC 染

色し評価した。 

 

(２)血栓形成に関与する機構とインフラマソームの関与の解明 

血栓形成で重要とされる 1)凝固因子、2)血小板活性化機構、3)線溶機構の 3項目に着目

し、以下の解析を行なうことで血栓形成のどの機構にインフラマソームが関与するかを解

析した。 

2) プロトロンビン時間(PT)、活性化部分トロンボプラスチン時間(APTT)の測定で評価を

行った。 

3) 血小板に発現するタンパク解析をウエスターンブロッティングで行い、各種発現マー

カーや活性化の評価を P-selectin やインテグリンαIIbβ3 等を指標に FACS 解析を用

いて検討した。 

4) PAI-I の遺伝子発現で評価をおこなった。 

 

(３) ASC 結合分子の精製・分離 

WT マウスおよび ASC-KO マウスから血小板を採取し、血小板活性化刺激を加えたのち、抗

ASC 抗体を結合させた磁性ビーズを用いて免疫沈降を行った。得られたタンパク質を二次

元電気泳動によって分離、比較し ASC 存在下でのみ存在するスポットを切り出し ASC 結合

分子の同定を試みた。 

 

４．研究成果 

(１)疾患動物モデルにおけるインフラマソームの関与の解明 

深部静脈血栓モデル DVT モデルでは WT および IL-1β-KO マウスと比較して、ASC-KO マウ

スでは血栓が有意に長く、重量も増していた。一方インフラマソーム成分は主に炎症性細

胞で発現するため、血栓におけるマクロファージと好中球の浸潤をフローサイトメトリー

分析で評価したところ、WT、ASC-KO、および IL-1β-KO マウスの血栓中を構成比に差は認

められなかった。同様に、脳梗塞モデルでも WTマウスの梗塞エリアと比較して、ASC-KO

マウスの梗塞エリアは有意に拡大した。これらの結果から ASC の欠損により動脈血栓と静

脈血栓の形成は促進することが判明した。 

 

(２)血栓形成に関与する機構とインフラマソームの関与の解明 

1) プロトロンビン時間(PT)、活性化部分トロンボプラスチン時間(APTT)の測定 

血液凝固カスケードの外因性および内因性経路を評価するために、PT および APTT を

測定したところ、ASC-KO マウスと WTまたは IL-1β-KO マウス間で PT および APTT に

有意差は認めらなかった。 

2) 血小板の解析 



 ASC 欠損により、IL-1βおよび浸潤した炎症細胞とは無関係に血栓形成を増強したた

め、次に血小板の役割に焦点を当て、マウス血小板における NLRP3 インフラマソーム

成分の発現を評価した。ウエスタンブロッティングの結果から、WTマウスからの血小

板が ASC のみを発現したが、NLRP3 もカスパーゼ-1も発現しないことが判明した。一

方で、ASC-KO マウス由来の血小板の数と形状は、WT由来のそれと変化はなかった。

血小板に発現する各種マーカーをフローサイトメトリーで解析したところ、無刺激で

は GP IIb / IIIa（JON / A）、GPVI、CD31、CD49f、および CD61 の発現が WTおよび

ASC-KO 由来の血小板で同等であることが示された。 CD29、および CD49b は、WTマウ

ス由来の血小板と比較して、ASC-KO マウス由来の血小板ではわずかに減少していた。

これらの発見は、ASC が NLRP3 インフラマソームとは無関係に血栓形成に役割を果た

すことを示唆しているものと思われた。 

次に、血小板活性化における ASC の役割を検討したところ、CRP（GPVI 選択的アゴ

ニスト）による活性化誘導では、P-セレクチンおよび GPIIb / IIIa の C発現は、WT

由来の血小板と比較して、ASC-KO 由来の血小板で有意に増強された。一方で、トロン

ビン刺激による活性化ではそれらの発現には WTおよび ASC-KO 間で有意な差は生じな

かった。 

 

(３) ASC 結合分子の精製・分離 

WT マウスおよび ASC-KO マウスから血小板を採取し、血小板活性化刺激を加えたの

ち、抗 ASC 抗体を結合させた磁性ビーズを用いて免疫沈降を行った。得られたタンパ

ク質を二次元電気泳動によって分離、比較し ASC 存在下でのみ存在するスポットを切

り出し ASC 結合分子の同定を試みたところ、いくつかのタンパクの同定に成功した。   

今後はこれらのタンパクについて ASC との結合能および結合条件について詳細な検

討を行い、これらの疾患における ASC の独立した役割を明らかにし新たな治療法の開

発を行なっていく。 
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