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研究成果の概要（和文）：自然免疫機構の一つであるインフラマソームは、糖尿病などの内分泌・代謝疾患でお
いて重要な役割を果たしていることが明らかになっている。そこで、インフラマソームの調節機構について解析
した結果、E3ユビキチンリガーゼARIH2という分子がインフラマソームを構成する分子NLRP3をユビキチン修飾す
ることで抑制的に働くことを明らかにした。本成果は、内分泌・代謝疾患における炎症制御の為にユビキチン修
飾を標的とした薬剤の開発に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Inflammasome is a key component of the innate immune system in endocrine and
 metabolic disease. We identified E3 ubiquitin ligase ARIH2 in activated NLRP3 inflammasome. ARIH2 
ubiquitinate NLRP3 and negatively regulates NLRP3 inflammasome activation in macrophages. Our 
findings suggest ubiquitin regulation system as a potential target for the treatment of endocrine 
and metabolic disease.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症機構の一つであるインフラマソームのユビキチン修飾を介した調節系の責任分子としてARIH2が働くことを
明らかにした。ARIH2はインフラマソームの活性化機構に働くNLRP3というタンパクをユビキチン修飾することに
よって、インフラマソームの活性化を抑制する、つまり炎症反応の抑制を行なっている。本成果は、インフラマ
ソームの関与する内分泌・代謝疾患などにおいてユビキチン修飾系が、治療標的となることを明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 糖尿病や動脈硬化、メタボリック症候群などの内分泌・
代謝疾患における炎症の重要性が明らかになっている。こ
れらの疾患で炎症は、病原体の関与がないことから無菌性
炎症と呼ばれており、その惹起経路としてインフラマソー
ムと呼ばれる細胞内分子複合体が注目されている。無菌性
炎症に関わる NLRP3 インフラマソームは、アダプター分
子 ASC を中心とし、NLR（Nod-like 受容体）である NLRP3
と Caspase-1 から構成される複合体である（図１）。複合体
が形成されると caspase-1 の活性化を介して代表的な炎症
性サイトカインであるインターロイキン-1β（IL-1β）の
成熟化を誘導して、炎症惹起を寄与する。これまで、申請
者のグループや他の研究者により、痛風の原因である尿酸
結晶や傷害細胞から放出される ATP、活性酸素など、様々な危険シグナルが NLRP3 インフラ
マソームを活性化して、その病態に寄与していることが報告されていた。 
 インフラマソームを標的とした薬剤は、痛風治療薬コルヒチンや IL-1 に対する阻害薬ア
ナキンラなどがある。コルヒチンは副作用が強いことや、IL-1 阻害薬は生物学的製剤で非
常に高価であることから、それらの適用は限定されている。多様なインフラマソーム関連
疾患に適用できる特異性の高い治療法が強く待たれている。 
 申請者は、これまで自己由来の二本鎖 DNA の受容体とその下流の自然免疫活性化機構
の解明を行い、内分泌自己免疫疾患における自然免疫の重要性を明らかにしてきた。その
過程において、インフラマソーム構成分子の網羅的な解析を行い、NLRP3 に結合する新
規の E3 ユビキチンリガーゼ ARIH2 を同定した。E3 ユビキチンリガーゼの一般的な機能
は、標的分子のユビキチン化を誘導し、プロテアソームを介した分解やシグナルの活性化
を誘導することにある。その後の解析により、同定した分子 ARIH2 は、NLRP3 に結合し、
インフラマソーム構成タンパク NLRP3 のユビキチン化を誘導する。ARIH2 は、インフラ
マソームの活性化に対して抑制的に働くということを示す結果を得ている。我々は予備的
な検討により ARIH2 を介したユビキチン修飾機構が、内分泌・代謝疾患の無菌性炎症に
おける新たな治療標的になり得るとの仮説に至った。 
 NLRP3 インフラマソームの活性化には、リン酸化やユビキチン化などの翻訳後修飾の
関与が明らかになっている。ユビキチン修飾は、NLRP3 の分解や機能修飾に関与する報
告があり、我々は、NLRP3 インフラマソームの活性化に対して E3 ユビキチンリガーゼ
ARIH2 がどの様な働きを持つかについて解析を行なった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、NLRP3 インフラマソームの活性化における分子機構を明らかにすること
によって、インフラマソームの関与する炎症疾患の治療応用に向けた基盤研究を行うことであ
る。インフラマソーム活性化の分子機構を解析する過程で明らかになった E3 ユビキチンリガ
ーゼ ARIH2 の働きに関して焦点を当てて研究を遂行した。これらの検討を通して、内分泌・
代謝疾患の治療標的の開発に繋がることを目標として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）インフラマソームタンパク複合体の構成分子の解析 
 インフラマソームタンパク複合体の主要な構成タンパクとして、
NLRP3, ASC, Caspase-1 からなることが分かっている。それに加えて、
様々な酵素などが結合して、調節を行っていると想定されているが、不
明な点も多い。インフラマソームに対する制御性分子の探索を行う為、
我々はインフラマソームの構成タンパクを質量分析器を用いて、網羅的
な解析を行った。まず、インフラマソームタンパク複合体を単離する為
に、ヒトの単球由来細胞株 THP-1 のインフラマソームの構成分子 ASC
に蛍光タンパクGFPを融合させたASC-GFPを強制発現させる遺伝子導入
株を作成した。インフラマソームを活性化させると ASC-GFP が凝集して、
インフラマソーム複合体を形成する（図 2A）。それを単離して（図 2B）、
トリプシン処理後に質量分析器による解析を行った。 
（２）新規 E3 ユビキチンリガーゼ ARIH2 による NLRP3 インフラマ
ソーム活性化制御機構の解析  
インフラマソームの質量分析解析により ARIH2 が含まれることが分か
り、この分子について解析を行った。ヒト由来単球細胞株 THP-1 とマウ
ス腹腔マクロファージを用いて、ARIH2 の細胞内局在を解析した。また、
ヒト胎児由来の腎臓細胞株HEK293T細胞にARIH2とインフラマソーム構
成分子の強制発現株を作成し、免疫沈降法を用いて分子間の結合を解析
した。ARIH2 のインフラマソームに対する機能の解析をする為に、
CRISPR/CAS9 システムを使った遺伝子組み換え法を用いて、ARIH2 の欠



損と強制発現株を作成した。更に、ARIH2 の欠損マウスを作成する為に、アテロコラーゲンを
用いた遺伝子導入法によりマウスに ARIH2 の siRNA を導入した。 
 
４．研究成果 
 インフラマソームの制御性分子の探索を質量分析器によって解析した
結果、スコアの上位に機能性タンパク質ARIH2が候補としてhitしたので、
ARIH2 に関して解析を進めた。 
 E3 ユビキチンリガーゼ ARIH2 は、インフラマソームの活性化前は細胞
質内に拡散しており、活性化後にインフラマソーム中に含まれることを
THP-1（図３）とマウス腹腔マクロファージにおいて明らかにした。 
 ARIH2 と結合するインフラマソーム構成分子を探索した結果、NLRP3 と
特異的に結合することを明らかにした（図４A）。他のインフラマソーム構
成分子である ASC や Caspase-1 との結合は見られなかった。また、ARIH2
は NLRP3 の NACHT domain に結合することを明らかにした（図４B）。 

 さらに ARIH2 によるユビキチン修飾について解析を行った。ARIH2 はインフラマソーム構成
分子である NLRP3 特異的にユビキチン化を誘導した（図５A）。ASC, Caspase-1 に対してはユビ
キチン化を誘導しなかった。さらに変異型のユビキチン K48R と K63R（K48R は 48 番目のLysine
を Arginine に組み替えたもの）を作成し、ユビキチン鎖について解析を行った結果、K48, K63
以外にもユビキチン鎖が NLRP3 に修飾されていることを明らかにした（図５B）。 



次に ARIH2 のインフラマソームに対する機能を解析する為に、THP-1 細胞に対して、ARIH2の遺
伝子欠損株と強制発現株を作成した。ARIH2 を欠損させても、NLRP3 のタンパク量は変動が無か
った結果より ARIH2 の NLRP3 ユビキチン化は分解の誘導では無かった。インフラマソームの活
性化に関して解析すると、欠損株ではインフラマソームの結果としておこる ASC の凝集、
caspase-1 の活性化、IL-1βの分泌などが増強した（図６）。 

 
ARIH2 の強制発現株では、逆にインフラマソームの活性化が抑制された（図７）。ARIH2 の機能

ドメインを解析するため、アミノ酸置換による変異型タンパクを作ると C300A の変異で ARIH2
による抑制効果が消失した（図７BC）。 
 



これらの結果より、ARIH2 は NLRP3 のユビキチン化を誘導し、インフラマソームの活性化に抑
制的に働くことを明らかにした。 
 次にインフラマソームの関与する内分泌・代謝疾患において ARIH2 がどのような働きを持つ
か解析する為に ARIH2 の欠損マウスの作成を試みた。過去の報告より ARIH2 の KO マウスは胎生
致死である為、一過性の発現抑制が可能であるか検討を行った。野生型の C57BL/6J マウスに
ARIH2 を標的とした siRNA とアテロコラーゲンを加えて、腹腔マクロファージの ARIH2 の発現
を解析したが、ARIH2 の発現抑制は十分行うことが出来なかった（data not shown）。 
 総括すると、ARIH2 は NLRP3 と特異的に結合し、ユビキチン修飾を介してインフラマソーム
の活性化に抑制的に働くことを、細胞株を用いて証明した。これらの結果は、インフラマソー
ムの活性化に対してユビキチン修飾に関与する酵素が、インフラマソームの関与する内分泌・
代謝疾患などの治療標的になる可能性を示した。 
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