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研究成果の概要（和文）：本研究では、制御された細胞死の1種類であるネクロプトーシスを、Forster 
resonance energy transfer と呼ばれる技術を用いて、蛍光イメージング法により可視化できるセンサータンパ
ク質(SMARTと命名）を開発した。また細胞死に伴い放出されるDanger-assosiated molecular pattern (DAMP)s
の放出に、遅いモードと早いモードが存在し、かつそのモードの決定が細胞膜修復に関与するCHMP4Bというタン
パク質により制御されていることを１細胞レベルのイメージングより明らかにした。さらにSMARTを発現するト
ランスジェニックマウスを樹立した。

研究成果の概要（英文）：Necroptosis is a regulated form of necrosis that depends on 
receptor-interacting protein kinase (RIPK)3 and mixed lineage kinase domain-like (MLKL). While 
danger-associated molecular pattern (DAMP)s are involved in various pathological conditions and 
released from dead cells, the underlying mechanisms are not fully understood. Here we develop a 
fluorescence resonance energy transfer (FRET) biosensor, termed SMART (a sensor for MLKL activation 
by RIPK3 based on FRET). SMART is composed of a fragment of MLKL and monitors necroptosis, but not 
apoptosis or necrosis. SMART monitors plasma membrane translocation of oligomerized MLKL, which is 
induced by RIPK3. SMART in combination with imaging of the release of nuclear DAMPs and Live-Cell 
Imaging for Secretion activity (LCI-S) reveals two different modes of the release of High Mobility 
Group Box 1 from necroptotic cells. We also generated mice stably expressing SMART that will be 
useful to investigate necroptotic cells in vivo. 

研究分野：実験病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、蛍光イメージング法によるネクロプトーシスの可視化を実現した世界で初めての研究であり、死細胞
から放出され周囲の細胞に影響を与え、様々な病態に深く関与しているDAMPsの放出パターンが2種類があること
を1細胞レベルで初めて明らかにした研究である。今後、ネクロプトーシスやDAMPsが関与する病態の解明や、治
療技術の開発に貢献することが期待される。また新規に開発したセンサータンパク質を発現する遺伝子改変マウ
スなどを作成することで、ネクロプトーシスが体の中でどのような状況で起こっているかの新たな解析手法を提
供できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ネクロプトーシスは制御された細胞死の一つであり、近年虚血再灌流障害、ウイルス感染の排
除、敗血症性ショックなどの様々な病態への関与が示されつつある。ネクロプトーシスは TNF
などのサイトカインや、ウイルス感染や polyI:C などにより誘導される。ネクロプトーシス細
胞はアポトーシス細胞と異なり、早期に細胞膜の障害が誘導されることから、Danger-associated 
molecular pattern (DAMP)sと呼ばれる細胞内タンパク質や核酸などが周囲に放出され、強い炎症
を誘導すると考えられている。しかし DAMPs の放出と細胞膜障害がどのように制御されてい
るかの詳細は不明であった。一方で、ネクロプトーシスの実行には RIPK1, RIPK3 と呼ばれる
セリンスレオニンキナーゼのリン酸化および、最終的な実行因子である MLKL が RIPK3 によ
りリン酸化され、多量体を形成して、細胞膜に移行してポア形成をすることで細胞死が誘導さ
れると考えられている。これまでにアポトーシスに伴い活性化されるカスパーゼの活性化を
Forster resonance energy transfer (FRET)の原理を用いて１細胞レベルで可視化する技術（例えば
三浦らの開発した SCAT1 や SCAT3）は開発されていた。一方でこれまでにネクロプトーシス
を可視化する技術は開発されておらず、ネクロプトーシスのメカニズムのさらなる解明や、ネ
クロプトーシスにより誘導される生体応答を解析するためにはネクロプトーシスのライブセル
イメージングを可能にする技術の開発が必須であると考えられていた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究課題では、ネクロプトーシスを特異的に検出することのできる FRETバイオセン
サーを開発し、かつネクロプトーシスに伴い放出される DAMPsの１細胞イメージングを行い、
ネクロプトーシスによる細胞膜障害と DAMPs の放出の関係を解明することを目的とした。ま
た SMART Tgマウスを作成し、生体内でネクロプトーシスがどのように実行されているかを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)N末に FRETの acceptorである Ypetおよび C末に donorである CFPをリンカー配列で連結
した FRET vectorに、RIPK3との会合に必要なMLKLの部位を含み、かつ一部を SAGG（セリ
ン、アラニン、グリシン、グリシン）という配列に置換した様々な断片を挿入した FRETベク
ターを構築した。構築したベクターを L929細胞に一過性に発現させ、TNF + zVAD刺激により
ネクロプトーシスを誘導して FRET/CFP 比の上昇が見られるかを検討した。FRET 比の上昇が
見られた FRET vector（SMARTと命名）を恒常的に発現する細胞を樹立し、ネクロプトーシス
以外の刺激（例えばアポトーシス刺激やネクローシス刺激など）でも FRETが誘導されるかを
検討した。 
(2)白崎らの開発した Live Cell Imaging for Secretion activity (LCI-S)という方法を用いて、
Danger-associated molecular pattern (DAMP)sの一つである HMGB1がネクロプトーシス細胞から
どのように放出されるかを１細胞イメージングを行った。そのために蛍光色素との融合タンパ
ク質(HMGB1-mCherry)を恒常的に発現する L929細胞を樹立し、anti-mCherry抗体で培養皿をコ
ートして、全反射蛍光顕微鏡にて観察した。 
(3)ネクロプトーシス細胞を in vivoでイメージングするために ROSA26遺伝子座に CAGプロモ
ーター + SMART cDNAを受精卵に遺伝子導入し、SMART cDNAを全身で発現するトランスジ
ェニックマウスを樹立した。 
 
４．研究成果 
 (1) MLKL の遺伝子断片、およびその断片の一部を SAGG 配列に置換した遺伝子断片を Ypet
と CFPとの間いに挿入した FRETベクターを構築して、L929細胞に遺伝子導入して、FRET解
析を行い、最終的に SMART (a Sensor for MLKL activation by RIPK3 based on FRET)と命名したプ

ローブの開発に成功
し た 。 SMART は
MLKL の kinase-like 
domain のアルファヘ
リックス 1〜4からな
っており、一部を
SAGG リンカー配列
に置換したベクター
で あ る ( 図 1a) 。
SMART を導入した
細胞では、ネクロプ
トーシス刺激に伴い
FRET/CFP 比の上昇
が見られたが、アポ
トーシスやネクロー
シス刺激ではその上
昇は認められなかっ



た。この現象は L929細胞だけではなく、マウス線維芽細胞や大腸上皮細胞でも認められた（図
1b）。 

さらに SMARTがどのようなメカニズムで活性化されるかを検討したところ、内在性
の Ripk3や Mlklの遺伝子をノックダウンした細胞では、FRET/CFP比の上昇が見られなくなっ
た。SMART 自身のリン酸化は必要ないものの、RIPK1 や RIPK3 のキナーゼ阻害剤でも
FRET/CFP 比の上昇が見られなくなったことから、内在性の RIPK1 や RIPK3 のリン酸化が
FRET/CFP 比の上昇には必須であることが判明した。以上を総合すると SMART はネクロプト
ーシスに伴う RIPK3とMLKLとの相互作用により生じる構造変化の結果、SMART自身の構造
変化が生じて FRET/CFP比が上昇している可能性が考えられた。 
 (2) LCI-Sと SMARTを用いたネクロプトーシスに伴うDAMPs放出のメカニズムの解析からは、
まず SMARTの活性化が見られ、次に HMGB1は最初に核から細胞質に放出され、その後に細
胞質から細胞外への放出されるという 2段階のステップがあることが判明した。一方で、予想
外なことに Histone H3はネクロプトーシス刺激によってもアポトーシス刺激によっても核内か
ら細胞質内や細胞外への放出は認めなかった。興味深いことに HMGB1の細胞外への放出には
比較的ゆっくりとして 100分以上にもわたり持続する sustained-modeリリースと、10分以内に

急速に終了する
burst-mode リリ
ースの 2 種類の
細胞が存在する
ことが判明した
（図 2a）。さらに
2 つのモードの
メカニズムを明
らかにするため
に細胞膜修復に
関 与 す る
ESCRT-III タン
パク質の構成成
分 で あ る
Chmp4b という
遺伝子をノック

ダウンしたところ、sustained-mode を示す細胞は全て burst-mode に変換されたことから、
CHMP4Bが 2つの modeを決定する重要な分子であることが明らかとなった（図 2b）。 
 
 (3) 5系統の Tgマウスが樹立でき、いずれの系統でも SMART cDNA由来の蛍光タンパク質
の発現をWestern blot法にて確認した（図 3）。まず SMART Tgマウスから採取してきた腹腔
マクロファージや、ケラチノサイトにネクロプトーシスを誘導し、FRET/CFP比の上昇が見
られるかを検討したが、これらの細胞では YFPや CFPの蛍光が弱かったために、十分な解
析をすることができなかった。そこで次に in vivoでネクロプトーシスを誘導する方法を検
討した。既報の論文にあるように 10 ugという大量の TNF を投与することにより誘導され
る敗血症モデルマウスで、回腸末端から小腸にかけて著明な浮腫が誘導され、組織学的解析
から腸上皮細胞にネクロプトーシスの指標となるリン酸化RIPK3のシグナルが検出された。
さらに TNF投与による腸上皮障害はMlkl遺伝子欠損マウスで軽減されることから、確かに
ネクロプトーシスが関与していることを確認した。そこでこのモデルを用いて２光子顕微鏡
で in vivoでのネクロプトーシスのイメージングを行った。TNF投与により FRET/CFP比の
上昇が認められる傾向にあったものの、CFP の蛍光強度が YFP 比較して弱かったことから
データの信頼性に問題が残り、現在 ROSA26遺伝子座への以外の手法での SMART Tgマウ
スの作成を行っている。 
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