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研究成果の概要（和文）：NLRP3インフラマソームはIL-1β産生を制御する自然炎症経路の一つであり、心血管
病態における無菌性炎症の惹起に寄与する細胞内分子複合体である。本研究では、ARIH2によるNLRP3タンパク分
解が、オートファジーではなく、プロテアソームによって誘導されていることを明らかにした。また、LPS投与
による敗血症性心筋症がNLRP3インフラマソームを介して惹起されることを示した。特に、この敗血症性心筋症
の病態はIL-1βやIL-1α、GSDMDそれぞれの単独欠損では影響を受けず、IL-1βの欠損とAAVベクターによる
IL-18BP発現誘導により抑制されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：NLRP3 inflammasome is a multiprotein complex that regulates IL-1β release 
and contributes to sterile inflammatory responses in the pathophysiology of cardiovascular disease. 
In this study, we showed that ARIH2 promoted the degradation of NLRP3 protein by the proteasome, but
 not by autophagy in macrophages. We also demonstrated that NLRP3 inflammasome is required for 
LPS-induced septic cardiomyopathy. IL-1β deficiency with AAV-mediated overexpression of IL-18BP 
prevented the development of LPS-induced septic cardiomyopathy although deficiency of IL-1β, GSDMD,
 or IL-1α alone failed to prevent it. These findings suggest that NLRP3 inflammasome-driven IL-1β 
and IL-18 contribute to the pathophysiology of septic cardiomyopathy and provide new insights into 
the mechanism underlying the pathogenesis of septic cardiomyopathy.

研究分野：免疫学

キーワード： サイトカイン　炎症反応　心血管疾患　プロテアソーム

  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心血管病態における無菌性炎症で重要な役割を果たしていることが明らかになってい
るが、その活性化機構や病態への関与については、未だ不明な点も多い。本研究の成果により、ARIH2による
NLRP3インフラマソームの制御機構や、NLRP3インフラマソームの敗血症性心筋症での役割が明らかになったこと
は、学術的に十分な意義がある。また、敗血症性心筋症は現在でも有効な治療法が確立されていないことから、
その分子機序の一部を解明することができたことには、社会的な意義もあると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 NLRP3 インフラマソームは強力な炎症性サイトカインである IL-1β 産生を制御する自然炎症

経路の一つであり、心血管疾患の病態に共通する無菌性炎症の惹起に寄与する細胞内分子複合

体である。申請者はこれまで、心血管疾患におけるインフラマソームの重要性を報告し、その制

御機構の解明が新たな治療法の開発に繋がることを明らかにしてきた。NLRP3 インフラマソー

ムはセンサー分子 NLRP3 とアダプター分子 ASC、エフェクター分子 Caspase-1（Casp1）から構

成され、Casp1 の活性化を介して強力な炎症性サイトカインであるインターロイキン-1β（IL-1β）

の前駆体（非活性型）から活性型へのプロセシングを引き起こす [1]。また、この Casp1 が

Gasdermin D（GSDMD）をプロセシングし、GSDMD の N 末端断片（GSDMD-NT）が細胞膜で

重合して膜の孔形成を引き起こすことで、炎症性細胞死である Pyroptosis を誘導することも明ら

かになっている。申請者らは、NLRP3 インフラマソーム活性化の分子機構の解明のため、イン

フラマソーム複合体を精製して質量分析による網羅的な解析を行い、NLRP3 に結合する新規

RBR（RING-between-RING）型 E3 ユビキチンリガーゼである ARIH2（Ariadne homolog 2）を同

定し、ARIH2 がインフラマソームの活性化を負に制御していることを明らかにした[2]。ARIH2

の役割はほとんどわかっていないため、ARIH2-flox マウスを新たに作成するとともに（全身欠

損は胎生致死）、TR-TUBE 法（Trypsin Resistant-Tandem Ubiquitin-binding Entity）を用いて、ARIH2

によりユビキチン化される新規標的分子（基質）の探索を行い、いくつかの候補分子を得た。こ

れらの解析により、ARIH2 による NLRP3 インフラマソーム活性化への作用機構や生体での役

割、さらには病態における NLRP3 インフラマソームの包括的な理解が進むことが期待される。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、（1）ARIH2によるNLRP3インフラマソームの制御機構を明らかにするとともに、

（2）心血管疾患における NLRP3インフラマソームの役割について解析し、ARIH2 および NLRP3

インフラマソームの制御機構や心血管病態での役割を解明することを目的に研究を行った。 

 

３．研究の方法 

（1）ARIH2 による NLRP3 インフラマソームの制御機構 

 ARIH2 欠損マウスは胎生致死であることから、ARIH2-flox マウスを作成し、LysMCre マウス

と交配させてマクロファージ特異的 ARIH2 欠損マウス（ARIH2f/f;LysMCre）を得た。マウス骨

髄細胞を単離して M-CSF を処理することで骨髄由来マクロファージを作成した。ヒト THP-1 細

胞を用いて CRISPR/Cas9 システムを利用して ARIH2 欠損 THP-1 マクロファージを作成した。ま

た、ヒト THP-1 細胞に Tet-on 発現誘導システムを用いてドキシサイクリン誘導性 ARIH2 発現

THP-1 マクロファージを作成した。NLRP3 や ARIH2 のタンパク発現は Western blot 法により解

析を行った。 

（2）心血管疾患における NLRP3 インフラマソームの役割 

 野生型 C57BL/6J マウス（wild-type：WT；♂、8-12 週齢）および NLRP3 欠損、Casp1 欠損、

IL-1β欠損、IL-1α欠損、GSDMD 欠損マウス（C57BL/6J background）を使用した。敗血症性心筋

症は、LPS（Lipopolysaccharide：Escherichia coli O111:B4：6 mg/kg）腹腔内投与により誘導した。

心機能は小動物イメージング解析システム（Vevo2100 imaging System, Visual Sonics）、心筋傷害

は血中 CK-MB測定により評価した。炎症性サイトカインはそれぞれ ELISA法により測定した。



IL-18 binding protein（IL-18BP）発現系は、アデノ随伴ウイルス（AAV serotype 1、コントルロー

ルは AAV-GFP）を用いて構築した。 

 

４．研究成果 

（1）ARIH2 による NLRP3 インフラマソームの制御機構 

 ARIH2 欠損により NLRP3 発現が増加することを既に報告していることから[2]、マクロファー

ジ特異的 ARIH2 欠損マウス（ARIH2f/f;LyzMCre）由来の骨髄マクロファージおよび ARIH2 欠損

THP-1 マクロファージ、タモキシフェン誘導性 ARIH2 発現 THP-1 マクロファージを作成して解

析した。マウス骨髄由来マクロファージおよび THP-1 マクロファージに CHX（タンパク合成阻

害）を処理すると NLRP3 の発現は経時的に減少したが、ARIH2 欠損によりこの減少が消失ある

いは低下することがわかった（図 1AB）。一方、ドキシサイクリン（DOX）により ARIH2 発現

を誘導すると NLRP3 のタンパク発現が著明に減少することも示された（図 1C）。ARIH2 による

NLPR3 分解機構を解析するため、プロテアソーム阻害剤（MG132）およびオートファジー阻害

剤（Bafilomycin A1・Chloroquine）を用いて検討した（図 2）。オートファジー阻害剤では ARIH2

による NLRP3 発現の減少を認めたが、プロテアソーム阻害剤ではその減少が抑制された。従っ

て、ARIH2 は、オートファジーではなく、プロテアソーム系を介して NLRP3 を分解することが

示唆された。一方、TR-TUBE 法と質量分析を用いて、ARIH2 によりユビキチン化される新規標

的分子（基質）の探索を行い、分子複合体で

あるメチロソーム（Methylosome）を構成する

PRMT5 と MEP50 を新規基質の候補として同

定した。しかし、それぞれの抗体を用いた免

疫沈降法では、ARIH2 が PRMT5 あるいは

MEP50 に結合することを検証することはで

きなかった。 

 

（2）心血管疾患における NLRP3 インフラマ

ソームの役割 

 敗血症性心筋症では炎症が重要な役割を果

たしていることは明らかであるが、その炎症

惹起の機序については未だ不明な点が多く、

有効な治療法も確立されていないため、LPS

投与によるマウス敗血症性心筋症モデルを作

成して NLRP3 インフラマソームの役割を検

討した。NLRP3 欠損マウスでは、LPS 投与後

の生存率が有意に改善するとともに、WT マ

ウスで LPS 投与 6 時間後に観察された心機能

障害や心筋傷害（CK-MB で評価）も改善した

（図 3AB）。Casp1 は NLRP3 インフラマソー

ムのエフェクター分子であることから、

Casp1/11欠損マウスおよびCasp11変異マウス

を用いて検討したところ、LPS による心機能

障害と心筋傷害は Casp1/11 欠損で改善した

 
図1. ARIH2欠損マウスマクロファージにおけるNLRP3の発現
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図2. ARIH2欠損下でのNLRP3発現に対するプロテアソームおよびオートファジーの影響



が、Cas11 変異では影響がなかった（図 3C）。あらに、NLRP3 欠損マウスでは、LPS 投与による

血中 IL-1β や IL-6、TNFα、IL-18 の増加が抑制されており、特に IL-1β と IL-18 の産生はほぼ完

全に抑制されていた（図 4）。これらの結果から、LPS による敗血症性心筋症は NLRP3 インフラ

マソームを介して誘導されていることが示された。 

 NLRP3 インフラマソームの下流には IL-1β や IL-18、および GSDMD があり、ある種の刺激に

よっては IL-1α も NLRP3 インフラマソームを介して産生されることが報告されている。しかし

ながら、IL-1β と IL-1α、そして GSDMD のそれぞれの欠損マウスでは、LPS による心機能障害

と心筋傷害に影響を与えなかった（図 5）。そこで、IL-18 が寄与している可能性を考え、AAV ベ

クターによる IL-18BP（内因性 IL-18 阻害因子）発現系を構築した（図 6A）。実際、AAV-IL-18BP

を導入した WT マウスでは血中 IL-18BP が著明に増加することを確認した（図 6B）。AAV-IL-

18BP を導入した WT マウスでは、LPS 投与による心機能障害は軽度に改善していた（図 6CD）。

一方、興味深いことに AAV-IL-18BP を導入し IL-1β 欠損マウスでは、その心機能障害が著明に

改善していた。この結果から、LPS による敗血症性心筋症では NLRP3 インフラマソームによっ

て誘導される IL-1β と IL-18 が重要な役割を果たしていることが明らかになった。これらの所見

は、敗血症性心筋症の発症機序の一部を解明するとともに、NLRP3 インフラマソーム/ IL-1β/IL-

18 が新たな治療標的の候補となり得ることを示唆している。 
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図3. LPS投与による敗血症性心筋症におけるNLRP3インフラマソームの役割
 

 

図4. 炎症性サイトカイン産生におけるNLRP3欠損の影響
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図5. LPS投与による敗血症性心筋症に対する
IL-1β、IL-1α、GSDMD欠損の影響  
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図6. LPS投与による敗血症性心筋症におけるIL-1βとIL-18の役割
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