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研究成果の概要（和文）：細胞外に放出されたATPは、組織損傷の情報を免疫系に伝える危険信号（danger 
signal）として働く。本研究では、マクロファージなどの炎症性細胞が細胞外ATPに応答して炎症性サイトカイ
ンの一つであるインターロイキン-1β（IL-1β）を放出する際のミトコンドリアの役割を検討した。その結果、
ATPに対する受容体として機能するリガンド作動性イオンチャネルP2X7の下流で、機能を保持したミトコンドリ
アがカルシウムを能動的に取り込むことが、細胞外ATPによるIL-1βの効率の良い放出に重要な役割を担う可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：Extracellular ATP functions as a danger signal that transduces information 
on tissue damage to the immune system. In this research, we examined the role of mitochondria in the
 production and secretion of interleukin 1β (IL-1β), an inflammatory cytokine, in inflammatory 
cells such as macrophages in response to extracellular ATP. We found that the intake of calcium by 
functional mitochondria downstream of the ligand-operated ion channel P2X7 that functions as a 
receptor for ATP appears to play an important role in ATP-induced IL-1β secretion.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、さまざまな疾患の病因あるいは増悪因子として慢性炎症が注目されていることから、炎症の程度や持続時
間を制御する機構の解明が急務である。その足がかりとなるのが、炎症のトリガーとして働く炎症性サイトカイ
ンIL-1βの産生機構の解明である。本研究では、IL-1βの産生にミトコンドリアの機能が重要であることが明ら
かとなったことから、ミトコンドリアの機能を維持することが慢性炎症をコントロールする一つの方策となるこ
とが示唆される。



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

古くから口腔領域では、慢性歯周炎が歯周組織にとどまらず全身の疾患につながるとの概念
が一般的であった。最近その概念が広まり、慢性炎症を理解し、それをコントロールすること
がさまざまな疾患の克服に必要であると考えられている。炎症の初期においては、マクロファ
ージや樹状細胞などがインターロイキン-1β（IL-1β）などのサイトカインを放出することで
炎症が惹起される。この IL-1βが何らかの問題によって持続的に産生されてしまうと、炎症が
必要以上に遷延化し、慢性炎症に至る。特に不顕性の慢性炎症が問題で、軽微であっても長期
に及ぶ炎症は、恒常性を崩すのに十分なダメージを生体に与え、疾患の発症をもたらす。よっ
て、IL-1βの産生をいかに正確に制御するかが、炎症の程度や持続時間を制御する上で重要な
戦略の一つとなる。 
炎症を誘導する様々な因子は、マクロファージや樹状細胞においてインフラマソーム（IFS）
と呼ばれる細胞内タンパク質複合体を活性化し、IL-1βのプロセシングと細胞外への放出を促
す。主要な IFS の一つである NLRP3-IFS は、きわめて多様な刺激によって活性化されることが
知られているが、その活性化の共通の機構としてミトコンドリアの機能低下が提唱されている。
それに対して我々は、あらためて NLRP3-IFS 活性化におけるミトコンドリアの役割を検討する
ため、マウス骨髄由来マクロファージを刺激した際のインフラマソーム活性化にミトコンドリ
ア脱共役剤 CCCP がどのような影響を与えるかを検討した。その結果、複数の NLRP3-IFS 活性化
刺激のうち、細胞外 ATP によるインフラマソーム活性化のみを CCCP が抑制したことから、機能
を維持したミトコンドリアが、細胞外 ATP による NLRP3-IFS の活性化を促進することが強く示
唆された。よって、ミトコンドリアの機能低下が NLRP3-IFS 活性化の共通のメディエーターで
あるとの多くの研究者のこれまでの見解とは異なり、機能を維持したミトコンドリアが積極的
にインフラマソームの活性を調節する機構が存在することが予想された。 

 
２．研究の目的 

本研究では、機能を維持したミトコンドリアが積極的にインフラマソームの活性を調節する
機構を明らかにすることで、炎症制御におけるミトコンドリアの新規機能を理解し、慢性炎症
をコントロールする足がかりを掴むことを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) ミトコンドリア内 Ca2+動態のライブイメージング解析 
コラーゲンコートしたガラスベースディッシュに HEK293A 細胞を播種し、一晩培養後、Ca2+

感受性蛍光バイオプローブである CEPIA2mt の発現プラスミド（CEPIA2mt-pCMV-Myc）1)、ATP 受
容体である P2X7 の発現プラスミド（Flag-P2X7-pcDNA3）、ミトコンドリアマトリックス局在型
の蛍光タンパク質の発現プラスミド（DsRed2-Mito-pcDNA3）をトランスフェクションした。24
時間後、細胞培養液を除去し、代わりに HBSS (25 mM HEPES、150 mM NaCl、4 mM KCl、1.8 mM 
CaCl2、1 mM MgCl2、5.6 mM Glucose)を加えたのちに、共焦点レーザー顕微鏡 Carl Zeiss LSM710
を用いてタイムラプス解析を行った。CEPIA2mt については励起光 488 nm、蛍光波長 492-540 nm
の蛍光強度を、DsRed2-Mito については励起光 543 nm、蛍光波長 550-670 nm の蛍光強度をそれ
ぞれ検出した後、ZEN 2.5 lite（Carl Zeiss Microscopy）で CEPIA2mt 由来の蛍光強度を数値
化し、 

Ca2+の量（相対値） ＝ CEPIA2mt の蛍光強度 ／ DsRed2-Mito の蛍光強度 
として解析することにより、ミトコンドリアマトリックスの容積変化による影響を除外した。
CEPIA2mt 由来の蛍光強度（F）は、定常状態の蛍光強度の平均（F0）で標準化し（F/F0）、5 つ
以上の細胞の平均として算出した。 

(2) マウス腹腔内マクロファージにおける NLRP3-IFS 活性化の検討 
8-12 週齢の C57BL/6J マウスの腹腔内に 4 %液体チオグリコレート培地 2 mL を注射し、2日後
にマウスを頸椎脱臼法により安楽死させ、氷冷した PBS 10 mL を充填した注射器および 23G の
注射針を用いて腹腔内に滲出してきた細胞を回収した。採取した細胞は 40 µmのセルストレイ
ナーにて不溶物を除去した後、1,500 rpm にて 10分間遠心分離した。その細胞を 8％ FBS を含
む RPM-1640 を用いてディッシュに播種し、その 1時間後、マクロファージ以外の細胞を除去す
るために PBS で 2回洗浄し、さらに同様の培養条件下で一晩培養を行った。その細胞を 24 well
プレートに播種し、各種実験に供した。 
NLRP3-IFS 活性化刺激を行う前に培養上清を除去したのち、100 ng/mL LPS を添加した
Opti-MEM を加えた。その 4 時間後に PBS で 2 回洗浄を行った後、Opti-MEM に交換し、各種
NLRP3-IFS 活性化刺激を行った。一定量の培養上清を回収し、ELISA にて IL-1βを定量した。
残りの培養上清にはサンプルと同量の 100% メタノールおよび 1/4 量のクロロホルムを加えて
ボルテックスで十分混和した後、-20℃に 10 分間静置した。その後、15,000 rpm で 10 分間遠
心し、中間層を吸わないよう注意しながら上清のみを除去した。さらにサンプルと同量の 100％ 
メタノールを再び加えてボルテックスで十分混和した後、-20℃に 10分間静置した。その後、
15,000 rpm で 20 分間遠心分離し、ペレットを吸わないように上清のみを除去した。次にクロ
ロホルムを完全に除去するために、100％ メタノールをサンプルの 2倍量加えて、15,000 rpm



で 3 分間遠心分離し、上清を完全に除去した。その後、沈殿を風乾させ、SDS sample buffer
で沈殿を溶解し、上清サンプルとした。細胞については、SDS sample buffer （125 mM Tris-HCl 
［pH8.5］ 、20％ グリセロール、4％ SDS、10 mM DTT） を用いて直接溶解し、1 分間超音波
処理を行ったものを細胞サンプル（細胞抽出液）とした。これらのサンプルをウェスタンブロ
ット解析に供し、培養上清に放出された IL-1βや細胞内での NLRP3-IFS 構成分子の変化などを
検討した。 
 
４．研究成果 

細胞外 ATP による NLRP3-IFS の活性化にミトコンドリアの機能が必要とされることから、ま
ず、マクロファージ系の細胞において、細胞外 ATP に対する応答に重要な役割を担うことが知
られているリガンド作用性イオンチャネル P2X7 に着目した。P2X7 は細胞外 ATP による
NLRP3-IFS の活性化に必須と考えられているが、同時に P2X7 は細胞内に Ca2+を流入させること
が知られている。そこで、ATP 刺激による Ca2+流入が NLRP3-IFS の活性化に与える影響を検討
した結果、Ca2+の流入は ATP 刺激による NLRP3-IFS の活性化には必要なく、むしろ Ca2+の過剰流
入は NLRP3-IFS を抑制することが分かった。また、ミトコンドリア脱共役剤 CCCP は ATP 刺激に
よる NLRP3-IFS の活性化を抑えるが、その際の CCCP による NLRP3-IFS の阻害には細胞外からの
Ca2+流入が必要であることが明らかとなった。よって、ミトコンドリアが Ca2+を積極的に取り込
むことによって、細胞外 ATP 刺激時の細胞内 Ca2+の濃度や分布が適正に保たれ、NLRP3-IFS の
活性化が促進されるのではないかと予想した。 
そこで、内在性に P2X7 を発現していない HEK293 細胞に、Ca2+感受性蛍光バイオプローブ
CEPIA2mt を P2X7 と共に発現させて ATP 刺激を加えたところ、ミトコンドリアへの急速な Ca2+

流入が確認された。この流入は、CCCP や電子伝達系阻害剤 antimycin A によって抑制される一
方、CCCP とは作用機序の異なる脱共役剤 valinomycin では抑制されなかった。このような化合
物による阻害プロファイルは、マウス腹腔内マクロファージにおける細胞外 ATP による
NLRP3-IFS の活性化に対する阻害プロファイルと一致していた。一方、カルシウムイオノフォ
ア A23187 によってもミトコンドリアへのカルシウム流入が促進されるが、その際には CCCP に
よる抑制は認められなかったことから、細胞外 ATP 刺激時においては P2X7 の下流においてミト
コンドリア自身が能動的に Ca2+を取り込む機構が存在することが示唆され、その機構が細胞外
ATP による NLRP3-IFS の活性制御に重要な役割を担っていると考えられる。 
一方、以前我々は、化合物スクリーニングによって細胞外 ATP による NLRP3-IFS の活性化を
選択的に抑制する化合物を同定しているが、そのうちの２化合物が共通して抑制するプロテイ
ンキナーゼ X（PKX）についても解析を進めたところ、PKX が P2X7 を介して ATP 刺激によって活
性化されるが、細菌性毒素 nigericin や抗ウイルス薬 R837 など、NLRP3-IFS 活性化剤として良
く用いられる他の刺激によっては活性化されないことが分かった。さらに、マウス腹腔マクロ
ファージで PKX をノックダウンすると、ATP 刺激による IL-1βの細胞外放出が低下する傾向が
認められたことから、PKX が ATP 刺激による NLRP3-IFS の活性化を促進する分子であることが
示唆された。 
今後は、マウス初代培養マクロファージにおいてもミトコンドリア内Ca2+の測定系を確立し、
ミトコンドリアによる Ca2+調節と NLRP3-IFS の活性化との関連をさらに探ると同時に、その調
節機構に PKX が関わるかどうかを中心に詳細な分子メカニズムを明らかにしていきたい。 
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