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研究成果の概要（和文）：本研究では組織内での計画的ネクローシス（RN）誘導を時空間的に解析するため、RN
誘導を継時的にモニターできるFRETバイオセンサーを全身性に発現するトランスジェニックマウスを作製した。
このマウスを利用した病態モデルにおける生体内FRETイメージングの結果、以下の知見を得た。
1) 敗血症モデルにおいて空腸陰窩上皮細胞でRNが誘導されたことから、腸上皮細胞の消失は腸陰窩上皮細胞の
RNが原因になっていること。
2) 急性腎障害モデルにおいて近位尿細管の閉塞にともない尿細管上皮細胞でRNが誘導されたことから、尿細管
損傷の原因が尿細管閉塞をトリガーとした尿細管上皮細胞におけるRNの誘導であること。

研究成果の概要（英文）：We generated transgenic mice systemically expressing a FRET biosensor that 
can monitor the induction of regulated necrosis (RN) in living cells in order to determine where and
 when RN is induced in the pathological tissue. As a result of in vivo FRET imaging in mouse models 
for human diseases using the transgenic mouse, the new findings were obtained regarding the 
mechanism by which RN exacerbates the pathological condition as followed.
1) RN was induced in jejunal crypt epithelial cells in a mouse sepsis model by excess TNF, 
suggesting that this causes tissue damage with loss of intestinal epithelial cells.
2) In an acute kidney injury model, from the results that RN was induced in renal tubular epithelial
 cells after the proximal tubular occlusion by cisplatin administration, it was suggested that the 
cause of renal tubular damage was the induction of RN in renal tubular epithelial cells triggered by
 tubular occlusion.

研究分野： 病態医化学

キーワード： ネクロプトーシス　FRETイメージング　RIPK3　敗血症　急性腎疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では虚血性疾患や炎症性疾患において計画的ネクローシス（RN）誘導による病態増悪のメカニズムを継時
的に解析するためのトランスジェニックマウスを作製した。マウス病態モデルにおいてRN誘導部位の特定と組織
障害までを継時的にモニターすることに国内外を通じて初めて成功した。作製したトランスジェニックマウスは
バイオリソースとして高い独自性を有しており、さまざまな病態モデルに利用することで疾患の原因となるRNを
時空間的に解析するという新規性の高い研究を創造できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)計画的ネクローシスは炎症性サイトカインやウイルス感染など細胞外からの刺激に応答して
起こるネクローシス様の細胞死である。計画的ネクローシスは急性腎傷害や虚血再還流障害な
どの急性疾患、敗血症や全身性エリテマトーデスなどの炎症性疾患、あるいはパーキンソン病や
アルツハイマー病などの難治性神経疾患など多様な病態の増悪やウイルス感染細胞の排除等に
関与していることが示されている。計画的ネクローシスはアポトーシスと異なり、細胞死実行時
の細胞膜傷害に伴い Damage-associated molecular pattern molecules（DAMPs）を放出するこ
とで周囲の細胞に炎症の惹起やさらなる細胞死を誘導するとされている。計画的ネクローシス
の進行を継時的に解析することは炎症の増悪や組織の損傷に先立って細胞死の刺激がどのよう
に伝播していくかを理解する上で非常に重要である。しかし計画的ネクローシスの誘導から実
行までを連続的にかつ特異的に検出する方法はなく、その後の DAMPs の放出との相関を証明す
ることが不可能であった。したがって研究開始当初、計画的ネクローシスを特異的にかつ継時的
にモニターする新たな実験系の開発が望まれていた。 
 
(2)生細胞内のタンパク質の構造あるいは状態変化を時空間的に解析する方法として１分子
FRET 法が知られている。１分子 FRET 法は蛋白質の相互作用や翻訳後修飾、酵素活性の変化など
の生理学的現象を FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）として可視化できる手法である。我々は計
画的ネクローシス誘導時に制御因子である RIPK3が細胞死実行分子である MLKLと相互作用する
ことで活性化することに注目し、FRET 用のプローブを作製し、SMART（a sensor of MLKL 
activation by RIPK3 based on FRET）と命名した。SMART を培養細胞に導入して FRET 解析した
ところ、計画的ネクローシス実行時の細胞膜傷害に先行して FRET現象がおこることを見出した。
この計画的ネクローシス誘導時の SMART による FRET 現象は RIPK3 活性の阻害や MLKL の発現ノ
ックアウトによって観察されなくなることから、SMART が計画的ネクローシスを生細胞で特異的
にモニターできる FRETバイオセンサーであることを報告した（Murai et al., Commun Biol, 
2022）。 
 
２．研究の目的 
(1) SMART を利用してマウス病態モデルにおける組織内での計画的ネクローシスの FRET タイム
ラプスイメージングを行う目的で SMART を全身性に発現するトランスジェニックマウスを作製
する。 
 
(2) 作製したトランスジェニックマウスから調製した初代培養細胞を用いて種々の細胞死誘導
時の FRET タイムラプスイメージングを in vitro で実施し、培養細胞同様トランスジェニック
マウス由来の初代培養細胞においても計画的ネクローシスが SMART により特異的にモニターで
きることを確認する。 
 
(3) SMART を全身性に発現するトランスジェニックマウスの組織における in vivo での計画的ネ
クローシスのタイムラプスイメージングの結果から、マウス病態モデルにおける計画的ネクロ
ーシスの組織内での三次元的な分布とその時間的変化について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスゲノム上の Rosa26 遺伝子座に SMART を挿入し全身に発現するトランスジェニックマ
ウス（SMART-マウス）を作製する（研究協力 隅山健太博士、理研・BDR）。２光子顕微鏡による
SMART の蛍光強度の測定から、作製された SMART-マウスの臓器における SMART の発現量が in 
vivo での FRET 解析に十分なシグナル強度であることを確認する（研究協力 松田道行博士、京
大・医）。解析に十分な S/N 比が得られない場合は、ゲノム上の高発現領域への遺伝子導入が期
待できるトランスポゾンの発現系を利用して SMART-マウスを作製する。 
 
(2) 作製した SMART-マウスの腹腔にチオグリコレートを投与し３日後に腹腔からマクロファー
ジを調製する。細菌由来のリポ多糖 LPSあるいはその構成脂質（lipid IV および lipid A）によ
って計画的ネクローシス、あるいはパイロトーシスを誘導し in vitro で FRET タイムラプスイ
メージングを実施する。さらに別の初代培養細胞として SMART-マウスから MEF を調製し TNF に
よって計画的ネクローシス、あるいはアポトーシスを誘導し FRET タイムラプスイメージングを
実施する。これらの FRET 解析の結果から SMART-マウス由来の細胞においてもすでに報告してい
る培養細胞の結果と同様に SMART によって計画的ネクローシスのみが特異的にモニターできる
ことを確認する。 
 
(3-1) 敗血症モデル：マウス尾静脈より TNFα（個体あたり 10µg）を投与すると敗血症をおこ
し、6時間以内に致死となる。このモデルにおいて計画的ネクローシスによる組織障害がおこる



ことがすでに報告されている。そこでこの敗血症モデルを SMART-マウスに適用し、回腸におけ
る計画的ネクローシス誘導を２光子顕微鏡によりイメージングする。実験結果から計画的ネク
ローシスの局在を明らかにする。敗血症は血管の傷害を伴うため、計画的ネクローシスの局在と
血管との３次元的な位置関係の相関、脱落細胞のうち計画的ネクローシスの比率、時間経過によ
る計画的ネクローシスの局在変化について解析する。 
 
(3-2) 急性腎疾患モデル：抗がん剤であるシスプラチンを過剰投与（20g/kg）すると、尿細管上
皮の脱落などの腎障害がみられることが報告されている。さらにこの腎障害には計画的ネクロ
ーシスが関与しているとされている。そこで SMART-マウスにシスプラチンを腹腔投与し、腎臓
表層部における計画的ネクローシスを２光子顕微鏡によりイメージングする。実験結果から腎
障害の病態の増悪と計画的ネクローシスの時空間的相関を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) マウスゲノム上の Rosa26 遺伝子座に SMART を挿入し全身に発現するトランスジェニックマ
ウス（SMART-マウス）を作製した。作製したマウスの主要な臓器での SMART の発現を確認したと
ころ、SMART の発現量は極めて低かった。またウエスタンブロッティングの結果から SMART の部
分断片の発現もみられたため、作製したマウスは in vivo FRET イメージングには不適であると
判断した。そこで SMART-マウス作製の代替手法としてトランスポゾンの発現系を利用した方法
を実施した。作製した SMART-マウスは複数の臓器でイメージングに十分な発現がみられ、また
SMART の部分断片もみられなかったことから、このマウスを in vivo FRET イメージングに使用
することとした。 
 
(2) SMART-マウスから調製した腹
腔マクロファージにカスパーゼ活
性抑制下で LPSにより計画的ネク
ローシスを誘導して FRET タイム
ラプスイメージングしたところ細
胞膜の傷害に先行して FRET が観
察された（図１）。LPS 同様に lipid 
A による計画的ネクローシス誘導
においても細胞膜の傷害に先行し
て FRET が観察された。しかし LPSによりパイロトーシスを誘導したところ、細胞膜傷害の前後
で FRET は観察されなかった。さらに SMART-マウスから調製した初代培養の MEF においても同様
に FRET イメージングを実施した。調製した MEF は実行分子である MLKL が発現していなかった
ため TNF 刺激によって計画的ネクローシスが誘導されなかった。このとき FRETも観察されない
ため SMART による計画的ネクローシスの検出は MLKL発現依存的であることが確認された。この
MEF をインターフェロンβ刺激することで MLKL の発現を誘導した後、TNF 刺激による計画的ネ
クローシスを誘導し FRET のタイムラプスイメージングを行ったところ、腹腔マクロファージと
同様に細胞膜の傷害に先行して FRET が観察された。しかしこの MEF に TNF 誘導性のアポトーシ
スを誘導しても FRET は観察されなかった。これらの結果から SMART-マウス由来の細胞が計画的
ネクローシスを特異的に検出するツールとして有用であり、SMART-マウスが国内外の細胞死研
究に寄与できる優れたバイオリソースであることが証明された。 
 
(3-1) SMART-マウスに TNFαを投与し、回腸
での計画的ネクローシス誘導をリン酸化
RIPK3 抗体による免疫染色によって検出し
た。その結果 TNFα投与からわずか２時間以
内に腸管上皮細胞で計画的ネクローシスが
誘導されていることが明らかとなった（図２
a）。そこで回腸での計画的ネクローシス誘導
を継時的に観察するため、腸管を PBSで満た
すことでin  vivoにおけるFRETイメージン
グの系を構築した（図２b）。FRET タイムラプ
スイメージングの結果から TNFα投与後の回
腸陰窩において計画的ネクローシスが誘導
されていることが明らかとなった（図２c）。
この結果から敗血症において α ディフェン
シンなどの抗菌ペプチドの分泌を担ってい
るパネート（Paneth）細胞に計画的ネクロー
シスが誘導されることにより、腸管での殺微
生物作用が失われ腸管の恒常性が維持でき
なくなっていることが予想される結果とな
った。さらに回腸陰窩での腸管上皮細胞の計



画的ネクローシスによってその新生および分化が破綻することが腸管での組織損傷の原因とな
っていることを示唆する結果となった。これらの結果から回腸陰窩での計画的ネクローシスが
敗血症の病態の起点となっている可能性が示唆された。 
 
(3-2) SMART-マウスにシスプラチンを腹腔投与し急性腎
障害を誘導した。その結果シスプラチン投与２日後には
近位尿細管の閉塞や尿細管上皮細胞の損傷がみられ、計
画的ネクローシスが誘導されていることがリン酸化
RIPK3 抗体による免疫染色によって明らかとなった（図
３a）。またシスプラチン投与によってアポトーシスも検
出できたものの、投与２日後では計画的ネクローシスが
優位に誘導されていることが明らかとなった（図３a）。
この病態モデルにおいて SMART-マウスにシスプラチンを
投与して２日後 in vivo FRET イメージングを行なった。
その結果、シスプラチン投与により近位尿細管が閉塞し、
それに伴い FRET が観察された（図３b,c）。このことから、
尿細管閉塞が計画的ネクローシスを誘導している可能性
が示唆された。また傷害を受けた尿細管上皮細胞の一部
でも計画的ネクローシスが誘導されていることから、近
位尿細管の閉塞が計画的ネクローシス誘導のトリガーと
なっており、それによって尿細管上皮傷害を増悪させて
いる可能性が示唆された。さらに RIPK3 ノックアウト
/SMART-マウスではシスプラチン投与により尿細管の閉
塞はみられず FRET現象も見られなかった（図３d）。しか
し既報とは異なりシスプラチン投与後にアポトーシスが
亢進し、尿細管の損傷が増悪していることが明らかとな
った。以上より腎障害による尿細管傷害にはアポトーシ
スと計画的ネクローシスの両者が関与しており、計画的ネクローシスがアポトーシスに比べ優
位に起こっていること、計画的ネクローシスを阻害するとアポトーシスが亢進すること、アポト
ーシスは尿細管閉塞とは関連のないことが明らかとなった。さらに計画的ネクローシスによる
組織損傷は、尿細管閉塞と密接に関連している可能性が示唆された。 
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