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研究成果の概要（和文）：　SARS-CoV-2由来ORF3a共存下でASC機能亢進型エクソン2欠損スプライスバリアント
(Δexon2)は野生型に比して有意に高いIL-1βを産生することを認めた。またインフラマソーム結合新規因子と
して抗菌ペプチドDermcidinを同定した。ASCはrs8056505A>G SNPによってΔexon2優位になりIL-1βによって野
生型優位になる。そこでIL-1β刺激THP-1細胞のRNAseqを行いMASCRNAなどスプライシング調節因子の発現を認め
た。以上よりSNPによるΔexon2発現に伴うIL-1βがスプライシング干渉しASCバリアントが周期発現する「周期
発現モデル」を提唱した。

研究成果の概要（英文）：　We found that THP-1 cells expressed ASC exon 2-deficient splice variant 
(Δexon2) in the presence of  SARS-CoV-2-derived ORF3a, produced significantly higher IL-1β than 
the case with wild type ASC . We identified the antimicrobial peptide dermcidin as a novel 
inflammasome-binding factor. We have found that rs8056505A>G SNP in ASC confers Δexon2 dominance, 
while IL-1β confers wild type dominance. RNAseq of IL-1β-stimulated THP-1 cells revealed the 
expression of splicing regulators such as MASCRNA. Based on the above, we proposed a "cyclic 
expression model" in which IL-1β interferes with the splicing of ASC variants in response to the 
expression of Δexon2 induced by SNP.

研究分野： 分子生物学、免疫学

キーワード： 自己炎症性疾患　インフラマソーム　ASC　スプライスバリアント

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、ASCの機能亢進型スプライスバリアントを生じる選択的スプライシングがSNPとASC依存的に産
生されるIL-1βによって制御されることが明らかになった。このことより申請者はバリアントと正常型がASCが
自己形成するネガティブフィードバックループによって周期的に交互発現する「周期発現モデル」を提唱するに
至った。これは自己炎症性疾患に多く認められる周期的炎症のメカニズムを説明しうる初めてのモデルであり、
今後本モデルの検証を行うことで、生活習慣病や認知症の一部、新型コロナウイルス感染症の増悪など多くの疾
患を包含する自己炎症性疾患の効果的な診断法や治療法の開発につながると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病などの認知症、感染症、痛風、脂肪肝や動脈硬化など各種の生活習慣病な
どは、各疾患の原因物質である危険シグナルを細胞内に伝達する様々なインフラマソームタン
パク質複合体の機能変調による「自己炎症性疾患」として認識されつつある。申請者はこれま
でに各インフラマソームの共通構成分子である  ASC:PYCARD (Apoptosis-associated 
speck-like protein containing a CARD: PYD and CARD domain containing) のエクソン 2 脱
落型スプライスバリアントを日本人集団中に独自に見出した。またインフラマソーム機能異常
が疑われる回帰性リウマチ患者ではこのバリアントが優位に発現していることを見出し、バリ
アント ASC は正常型と比較して IL-1β産生量を増大させ、シグナル受容分子 NLRP3 との結合
性が増大していることを報告した（科研費基盤 C 2016-8、Suganuma et al., Asian Pacific J 
Allergy Immunol. PMID: 31421660, 2019、国内特許 特開 2016-101092）。 
２．研究の目的 
 インフラマソーム構成タンパク質のうち、危険因子の受容分子は NLRP1, NLRP3, AIM2

など複数が明らかにされているが、イフェクターである Caspase-1 に活性化シグナルを伝え
るアダプターは ASC しか見出されていない。つまり ASC の機能異常は幅広い自己炎症性疾
患の病態形成機構へ関与すると考えられるため、本研究ではバリアント ASC のさらに詳細な
機能解析とバリアント産生機序の解明を行い、様々な自己炎症性疾患に共通する病態形成機
構を明らかにすることを目的とした。 
３．研究の方法 
本研究では ASC エクソン 2 脱落型スプライスバリアント発現に伴うインフラマソーム機能の
変調を明らかにし、自己炎症性疾患の共通病態形成機構を解明するために、2020-22 年度の 3
年間で以下の課題に取り組んだ。 
 課題 1：ASC スプライスバリアントの機能の解明 
 課題 2：ASC スプライスバリアントの産生機序の解明 
 
課題 1：PYCARD (ASC) スプライスバリアントの機能解析 
 課題 1 の目的： ASC スプライスバリアントの、正常型と比較した機能変化の解明 
 ASC 正常型およびスプライスバリアントのヒト単球系THP-1細胞内強制発現系を構築し、

PMAと尿酸結晶による刺激実験からASC正常型/バリアント間で IL-1β産生量に有意な差異が
存在することを明らかにしていた（Suganuma et al., Asian Pacific J Allergy Immunol. PMID: 
31421660, 2019）。これを踏まえ、本研究では構築済み THP-1 細胞内 ASC 正常型/バリアン
ト強制発現系を用いて、以下の項目を検討した。 
・新型コロナウイルスの ORF3a 遺伝子産物 viroporin が ASC のユビキチン化を介してサイト
カイン過剰産生を誘導することが報告されていることから、PMA (または LPS)および MSU 刺
激によるインフラマソーム活性化によって培養上清中に産生される IL-1β や IL-18 の ELISA
法による定量を行い、ASC スプライスバリアントと正常型の差異を調べた。 
・インフラマソーム構成因子に結合し、機能調節する新規因子は NEK7 などが知られているが、
その全貌は明らかではなかった。そこで最もよく研究されている NLRP3 インフラマソームに
結合する新規機能調節因子の探索を抗 NLRP3 抗体および抗 caspase-1 抗体を用いた免疫沈降
実験と質量分析によって行なった。 
 
課題 2：ASC スプライスバリアントの産生機序の解明 
 課題 2 の目的：ASC 遺伝子スプライシング時においてエクソン 2 が脱落する機構の解明 
 これまでに ASC バリアントの遺伝子発現については、以下を明らかにしていた。 
・DNA 配列上では保持されているエクソン 2 がスプライシング時に脱落した mRNA にコード

されている 
・エクソン 2 の脱落によってフレームシフトは生じず、本来の終始コドンまでタンパク質に翻

訳されている 
・脱落部分配列の位置から、イレギュラーな mRNA を分解する品質保証機構である RNA decay

も作用しないと予想される 
・ASC バリアント発現検体のゲノム DNA において、一般の日本人集団では稀な dbSNP デー

タベースにも記載のある rs8056505(A→G)SNP が存在する（図 3） 
・上記の SNP 含有ゲノム遺伝子を pSPL3 ベクターに導入したミニ遺伝子を HEK293 細胞に
導入し、スプライシング再現の予備実験（エクソントラップ法）を行った結果、バリアント
RNA の発現が亢進した 
これらを踏まえ、構築済みのミニ遺伝子を THP-1 細胞へ導入するスプライシング再現実験を



行い、RT-PCR 法によってスプライシング産物を解析し、当 SNP のスプライシングへ影響を
およぼす可能性を検証した。また産生した ASC バリアントによって IL-1β 産生が亢進するこ
とを明らかにしている一方、IL-1β によってスプライシングが変動することが報告されている
ことから、スプライシング再現実験は IL-1β 刺激条件を変えて実施した。さらに、IL-1β刺激
によって THP-1 細胞に生じる網羅的遺伝子変動を明らかにするために、RNA-seq によるトラ
ンスクリプトーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
課題 1：ASC スプライスバリアントの機能の解明 
 Δexon2 では野生型と比較して ORF3a 共存下で有意に高い IL-1β 産生を認めた。またイン
フラマソームに結合する THP-1 細胞中因子を免疫沈降法と質量分析によって探索した結果、
抗 NLRP3 抗体および抗 caspase-1 抗体共に結合する因子として抗菌ペプチド Dermcidin を同
定した。抗 Dermcidin 抗体による免疫沈降実験から NLRP3, ASC および Caspase-1 の結合を
確認し、さらに siRNA による THP-1 細胞中の Dermcidin 発現抑制下で分泌 IL-1βを測定した
結果、IL-1β産生が有意に亢進した。これらより抗菌ペプチド Dermcidin の新たな機能として、
NLRP3 インフラマソーム構成因子に結合することでその機能を抑制することが明らかになっ
た (投稿中)。 
 
課題 2：ASC スプライスバリアントの産生機序の解明 
 スプライシング再現実験の結果、ASC は rs8056505 G アレルによってΔexon2 が優位にな
る一方、IL-1βやその下流スプライシング制御因子である C6-ceramide によって野生型が優位
になることを認めた。そこで IL-1β 刺激 THP-1 細胞のトランスクリプトーム解析を RNAseq
によって実施した結果、スプライシング調節因子 MASCRNA や U1 small RNA variant 
(RNVU) などが有意に発現上昇することを認めた。MASCRNA については qPCR による検証
を行い、発現上昇を確認した。当研究室から報告済みの通り、Δexon2 は野生型に比して高い
IL-1β産生に関与する。これらより、SNP によるΔexon2 発現によって IL-1βが亢進し、これ
がMASCRNAなどスプライシング制御因子を誘導することで Δexon2から野生型にスプライ
シングが修正され IL-1β およびスプライシング制御因子発現が低下するに伴って、再び SNP
によるΔexon2 発現が優位になるフィードバックループが生じることで IL-1βなど炎症性サイ
トカインの周期的発現が惹起されると考える「ASC 周期発現モデル」を提唱し、論文発表を行
った (Hattori M et al., Asian Pac J Allergy Immunol. 2022, epub ahead of print)。 
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