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研究成果の概要（和文）：近年、生活習慣病の増加を背景とする血栓症患者が増加している。本研究では自然炎症経路
の１つであり生活習慣病とも関連するNLRP3インフラマソームが血栓症で重要な役割を持つと予想しその役割の解明を
試みた。マウス血栓症モデルによる解析を行ったところ、野生型に比べNLRP3インフラマソーム構成分子の1つであるAS
Cを欠損した場合のみ病態が悪化することが判明した。またその原因としてASC-KOマウス由来の血小板ではWTに比べP-s
electinの活性化が有意に増加することが判明した。今後ASCの制御により血栓症の新たな治療法の開発が期待される。

研究成果の概要（英文）：In recent years, thrombosis patients were increasing in association with 
lifestyle related diseases. In this study, we attempeted to elucidate the role of NLRP3 inflammasome 
which is known to be involved in sterile inflammation in lifestyle-related diseases in arterial and deep 
vein thrombosis. Analysis of mice thrombosis model (middle cerebral artery thrombosis and caudal vena 
cava thrombosis), only ASC which is component of NLRP3 inflammsome deficient mice enhanced development of 
thrombosis compared with those in wild-type and other NLRP3 component deficient mice. In addition to more 
analysis, P-selectin was more likely to activation in ASC deficient platelets. ASC is expected to become 
a therapeutic target for thrombosis to clarify the mechanism.

研究分野： 循環器疾患
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１．研究開始当初の背景 
現在、わが国では、脳血管障害(脳梗塞、

脳出血など)の治療を受けている患者数は
140 万人といわれ、特に脳梗塞の患者数は
脳血管障害患者全体の 2/3 以上をしめ、脳
出血患者の約 4 倍である。また近年ではロ
ングフライト症候群(エコノミークラス症
候群)として知られる肺血栓塞栓症や深部
静脈血栓症、微小血管の炎症に起因する血
栓性臓器障害などが増加している。こうし
た背景には、生活習慣病の主要因である肥
満に加え高血圧症、糖尿病、脂質異常症な
どの増加にともなう動脈硬化や血管内凝固
亢進状態が考えられる。この状況を改善す
べく動脈硬化や血栓症の発症メカニズムを
解明し、治療法、予防法を開発することは
重要な課題である。 
 細菌感染では白血球の集簇が生じて炎症反
応が惹起されるが、近年、感染がその病態に
ほとんど関わっていない生活習慣病において
も、炎症反応が重要な役割を果たしているこ
とが指摘されている。しかしながら、この炎
症反応がどのように惹起されるかは全く分か
っていない。この様な経緯の中で、最近、免
疫学の分野においてインフラマソームと呼ば
れるシグナル分子複合体が細胞の炎症反応の
最も初期の段階で重要な役割を果たしている
ことが発見され、さらに、痛風やアスベスト
肺といった無菌性の炎症反応がこの経路によ
って引き起こされていることが報告された。
インフラマソームは、アダプター分子である
ASC(Apoptosis-associated speck-like 
protein containing a CARD)を中心として、
IPAFや Nod、NLRP3といったNLR(Nod-like受容
体)とCaspase-1から成る分子複合体で構成さ
れており、何らかの刺激（危険シグナル）が
細胞内に入るとNLRがそれを認識してASCと結
合し、さらにASCがCaspase-1と結合すること
でCaspase-1が活性化される。Caspase-1はイ
ンターロイキン（IL）-1β変換酵素であるこ
とから、インフラマソームの活性化により炎
症性サイトカインであるIL-1βおよびIL-18
の前駆体からの産生・分泌が誘導され、炎症
反応が惹起される。 
以上のようにインフラマソームは無菌性の

炎症反応の惹起に関わりがあり、生活習慣病
を背景に増加傾向にある血栓症においても
NLRP3インフラマソームは重要な役割を持
つのではないかと考えた。本研究による炎症
惹起の機序の解明を通じて、これらの疾患に
おける新たな治療のための分子標的も明らか
となることから、本研究を行う必要性は非常
に高いと考えられた。 
２．研究の目的 
生活習慣病の増加を背景とする動脈硬化

や血管内凝固亢進状態により血栓症患者が
急増しており、その発症メカニズムの解明
や治療法の開発は急務である。申請者はこ
の血栓形成において自然炎症経路の１つで
あるインフラマソームが関与するのではな

いかと仮説をたてた。インフラマソームは
生活習慣病など無菌的な炎症反応の惹起に
重要な役割を果たすことが明らかとされて
きている。本研究では、静脈血栓、動脈血
栓、播種性血管内凝固症候群の各々の血栓
形成におけるインフラマソームの役割、お
よびその治療標的としての有効性を明らか
にし、インフラマソーム制御による新規の
治療戦略の構築を行う。 
３．研究の方法 
 静脈血栓モデルとして深部静脈血栓モデ
ルを使用した。右腎静脈直下の下大静脈を
結紮し静脈血栓を誘導した。血栓は血栓重
量、最大長を評価した。また血栓の凍結切
片を作製し、HE 染色、シリウスレッド染
色を行う事で組織学的な解析を行った。動
脈血栓モデルとして中大脳動脈血栓形成に
よる脳梗塞モデルを使用した。頸静脈から
ローズベンガルを投与した(10mg/kg)。次に
中大脳動脈に向け緑色蛍光(540nm)を照射
し、動脈血栓を形成させることで脳梗塞を
誘導した。脳梗塞は 2mm 厚にスライスし
た脳を TTC 染色し評価した。各疾患動物モ
デルにはインフラマソームに関連する各
KO マウスとして、NLRP3-KO、ASC-KO、
Caspase-1-KO、IL-1β-KO のマウスを使用
し、各疾患モデルにおける病態の変化を検
討した。前述した各種パラメーター解析、
組織採取による炎症反応やインフラマソー
ムの活性化の検討、病態の重症度評価を行
った。血栓形成に直接関連するパラメータ
ーとして 1)凝固因子、2)血小板活性化機構、
3)線溶機構の 3 項目について解析を行った。
1)はプロトロンビン時間(PT)、活性化部分
トロンボプラスチン時間(APTT)の測定で
評価した。2)は活性化を P-selectin やイン
テグリンαIIbβ3を指標にFACS解析を用い
て検討した。3)は PAI-I の遺伝子発現を肝
臓において評価した。 
４．研究成果 
静脈血栓モデル、動脈血栓モデルにおい

て WT および各 KO マウス（NLRP3-KO、
ASC-KO、Caspase-1-KO、IL-1β-KO）を使
用し疾患モデルにおける病態の変化を検討
したところ、意外なことに WT マウスに比
べASC-KOマウスでのみ病態が増悪するこ
とが判明した。WT マウスと ASC-KO マウ
ス間で骨髄置換マウスを作成し、静脈血栓
モデルを作成したところ、血球系および非
血球系のどちらかが ASC が欠損されるこ
とでも血栓形成は促進するが、ASC が全身
で欠損されたマウスと比べると血栓形成が
抑制されていることが判明した。そこで血
栓形成で重要とされる 1)凝固因子、2)血小
板凝集・活性化機構、3)抗凝固機構、4)線
溶機構の 4 項目に着目し更なる検討を行な
ったところ、ASC-KO マウス由来の血小板
ではWTに比べP-selectinの活性化が有意に
増加することが判明した。一方 Western 
Blotting法により、血小板におけるP-selectin



の発現量を確認したところ、WT マウスと
ASC-KO マウスで P-selectin の発現量に差
は認められなかった。 
 本研究は ASC 分子が P-selectin の活性化
に寄与し、血栓形成に関与することを明ら
かにした。今後、ASC が P-selectin の活性
化にどのように寄与しているか詳細なメカ
ニズムの検討を行なうことで、ASC による
P-selectin 制御機構が明らかにし、血栓が関
連する様々な疾患の病態解明や新たな治療
法の開発に取り組みたい。 
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