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研究成果の概要（和文）：インフラマソームはIL-1β産生を制御して、心血管病の病態に共通する無菌性炎症に
寄与している。本研究では、NLRP3と相互作用するE3リガーゼARIH2のマクロファージ特異的欠損マウス（全身欠
損は胎生致死）を作成し、ARIH2欠損マクロファージではNLRP3発現が増加することを明らかにした。また、低酸
素によるNLRP3インフラマソーム活性化がグルコース濃度依存性にKATPチャネルの開口とK+流出を介して引き起
こされることや、マウス川崎病モデルでの血管炎がNLRP3インフラマソームを介して惹起されることも明らかに
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. We previously identified an E3 ligase ARIH2 that 
interacts with NLRP3 and negatively regulates inflammasome activity. In this study, because systemic
 deletion of ARIH2 is embryonic lethal in mice, we generated macrophage-specific ARIH2-deficient 
mice and showed that NLRP3 protein level was increased in ARIH2-deficient macrophages. We further 
showed that glucose regulates NLRP3 inflammasome activation in response to hypoxia through KATP 
channel-mediated K+ efflux. Furthermore, using a murine model of Kawasaki disease induced by CAWS, 
we showed that NLRP3 inflammasome contributes to the development of Kawasaki disease-like 
vasculitis. 

研究分野： 循環器病学

キーワード： 炎症反応　サイトカイン　心血管病　タンパク質修飾

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NLRP3インフラマソームの活性化の制御機構や病態への関与については、未だ不明な点も多く、これを標的とし
た治療応用に向けても様々な課題が残されている。本研究の成果により、NLRP3インフラマソームの活性化の新
たな分子機構が明らかにされたことは学術的な意義がある。また、川崎病の病因についても未だ不明であること
から、その血管炎惹起の分子機序の一部を示すことができたこと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 
 
 心血管病における炎症反応の重要性が注目されている。これらの疾患での炎症は、病原体の関

与がないことから無菌性炎症と称されているが、その炎症惹起機序はこれまで不明であった。近

年、この無菌性炎症が NLRP3 インフラマソーム（Inflammasome）と呼ばれる新規の自然炎症経

路を介して惹起されることが明らかになってきた。インフラマソームは、炎症性カスパーゼの活

性化を誘導する細胞内分子複合体であり、主として NLRP3（Nod-like receptor [NLR] family, pyrin 

domain-containing 3）インフラマソームが様々な無菌性炎症に関与することが報告されている。

NLRP3 インフラマソームは、Nod 様受容体である NLRP3 とアダプター分子 ASC（apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD）、カスパーゼ-1（Casp1）から構成され、その活性

化により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）の産生が誘導されると

ともに炎症性細胞死である Pyroptosis が誘導されて炎症が惹起される。この Pyroptosis の機序に

関しては、近年、Casp1 によって Gasdermin D（GSDMD）が切断されることで、その N-末端で

ある GSDMD-NT が細胞膜で重合して孔を形成することにより Pyroptosis が生じることが示され

ている。申請者はこれまで、心筋梗塞や動脈硬化、腹部大動脈瘤、血管傷害後の内膜肥厚といっ

た様々な心血管病の動物モデルを用いて、これら病態における無菌性炎症が NLRP3 インフラマ

ソームを介して惹起され、NLRP3 インフラマソームを阻害することで病態が改善されることを

報告してきた。また、その構成分子である NLRP3 には、インフラマソームとは独立した機能が

あることも報告してきた。さらに最近、そ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解析を行った結果、インフラマソーム複合体中に新規 RBR（RING-

between-RING）型 E3 ユビキチンリガーゼである ARIH2（Ariadne homolog 2）が含まれることを

見出し、ARIH2 が NLRP3 に直接結合して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。しかし、その活性化の制御機構や病態への関与については、未だ不明な点も多く、

NLRP3 インフラマソームを標的とした治療応用に向けては、様々な課題が残されているのが現

状である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、NLRP3 インフラマソームを制御する分子機構を解明するとともに、心血管

病での NLRP3 インフラマソームの役割を明らかにすることである。本研究では、特に以下の 3

点に焦点を絞って検討を行った。 

（1）ARIH2 の遺伝子改変マウスの作成と NLRP3 インフラマソーム活性化への影響 

（2）低酸素による NLRP3 インフラマソーム活性化への影響 

（3）川崎病様血管炎における NLRP3 インフラマソームの役割 

これらの検討により、心血管病における NLRP3 インフラマソームを介した無菌性炎症の惹起

機構の包括的な理解と、これを標的とした新たな治療法開発の手がかりを得ることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）ARIH2 の遺伝子改変マウスの作成と NLRP3 インフラマソーム活性化への影響 



 ARIH2 のエクソン 4 領域を

LoxP 配列で挟んだ ARIH2-flox マ

ウスを作成し、マクロファージ特

異的に Cre recombinase を発現す

る LysMCre マウスと交配させ、マ

クロファージ特異的 ARIH2 欠損

マウス（ARIH2f/f;LysMCre）を作

成した（図 1A）。腹腔マクロファ

ージはチオグリコール酸の腹腔

内投与により、骨髄由来マクロフ

ァージ（BMDM）は骨髄細胞に M-

CSF を処理することにより作成

した。ARIH2 や NLRP3 の発現は

Western blot 法で解析した。血清中

および培養上清中 IL-1β 濃度は

ELISA 法により測定した。 

 

（2）低酸素による NLRP3 インフラマソーム活性化への影響 

マウス BMDM およびマウス J774 マクロファージを用いて、AnaeroPack system（三菱ガス化学）

により 0.1％酸素濃度での低酸素暴露を行った。培養上清中 IL-1β濃度は ELISA 法により、細胞

死は LDH 測定と DNA に結合する SYTOX 色素により評価した。 

 

（3）川崎病様血管炎における NLRP3 インフラマソームの役割 

Wile-type（WT: C57BL/6J, ♂, 8–10 週齢）マウスおよび、NLRP3 欠損、ASC 欠損、IL-1β欠損マ

ウス（C57BL/6J background）を用いた。川崎病様血管炎モデルは、Candida albicans の培養上清

可溶性多糖画分（Candida albicans Water Soluble fraction: CAWS; 1 mg/マウス）を 5 日間連続で腹

腔内投与し、28 日後に犠牲死させて解析を行った。Casp1 活性化は FLICA（Fluorescent-labeled 

inhibitor of caspases）法により、組織 IL-1β濃度は ELISA 法により評価した。組織の炎症や線維

化は HE（Hematoxylin-eosin）、SR（Sirius Red）、MT（Masson’s Trichrome）、EVG（Elastica van Gieson）

染色により、炎症細胞浸潤は CD45 と Mac-2 に対する免疫染色により評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）ARIH2 の遺伝子改変マウスの作成と NLRP3 インフラマソーム活性化への影響 

  

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 ARIH2f/f;LysMCre を得た（図 1A）。このマウスは、WT および ARIH2-flox マウスと

比較して発育に異常を認めなかった。ARIH2f/f;LysMCre マウスから作成した腹腔マクロファー

ジ（図 1B）と BMDM（図 1C）では、ARIH2 のタンパク発現が著明に低下していることが確認

された。NLRP3 タンパク発現については大きな変化を認めなかった。NLRP3 発現は priming signal

として LPS（Lipopolysaccharide）などの刺激により誘導されてくることが知られていることから、

ARIH2-flox マウスと ARIH2f/f;LysMCre マウス、ARIH2 ヘテロ欠損（ARIH2+/–）マウスにおける

 



LPS への反応性を評価したとこ

ろ、ARIH2f/f;LysMCre マウスでは

血清中 IL-1β が、ARIH2-flox マウ

スや ARIH2+/–マウスと比較して

増加していることが明らかになっ

た（図 2A）。また、BMDM におけ

る LPS 刺激による NLRP3 の発現

も ARIH2 欠損により増強してい

ることがわかった（図 2B）。さら

に、NLRP3 活性化刺激である ATP

での IL-1β産生も ARIH2 欠損によ

り増強されることが示された（図

2C）。これらの結果より、ARIH2 は

NLRP3 タンパク発現とインフラ

マソーム活性化による IL-1β 産生

を負に制御していることが示唆さ

れた。 

 
（2）低酸素による NLRP3 インフラマソーム活性化への影響 
  
 炎症や免疫応答の制御において、組織局所の酸素濃度が重要な役割を果たしている。低酸素状

態では低酸素応答型転写因子である HIF（hypoxia-inducible factor）を介した応答により炎症反応

が修飾され、組織の修復やリモデリングが制御されていることがよく知られている。一方で、進

展した動脈硬化病変では壊死性コア（Necrotic core）が形成され、低酸素状態を起こすとともに、

マクロファージなどの細胞死が起こっていることも知られている。インフラマソームは IL-1βを

介した炎症を惹起するとともに、GSDMD を介した細胞死（Pyroptosis）も引き起こすことから、

低酸素による NLRP3 インフラマソーム活性化について検討を行った。マウス骨髄細胞由来マク

ロファージ（BMDM）および

J774 マクロファージをLPSで前

処理後、低酸素暴露したところ、

Casp1 の活性化とともに IL-1β

の前駆体から成熟型への変換、

上 清 中 へ の IL-1β 産 生 、

Pyroptosis の誘導が認められた。

この低酸素による IL-1β 産生は

NLRP3 欠損によりほぼ完全に

抑制されたことから、NLRP3 イ

ンフラマソームを介しているこ

とが示された。低酸素環境では、

エネルギー代謝が嫌気性の糖代

謝にシフトすることが知られて

いることから、グルコース濃度

 

 



の変化による影響を検討した。興味深いことに、グルコース濃度が低い（0 mM・5.5 mM）と低

酸素による IL-1β産生や細胞死が誘導され、グルコース濃度が高い（25 mM）と IL-1β産生と細

胞死が誘導されにくくなることがわかった（図 3A）。この分子機序についてさらに解析を進め、

グルコース濃度が低い状況で低酸素状態になると、解糖系が働かずに細胞内 ATP 濃度が減少す

ることで KATP チャネルが開口し、細胞内 K+が細胞外へと流出して NLRP3 インフラマソームが

活性化することを明らかにした（図 4B）。これらの研究成果により、NLRP3 インフラマソーム

が低酸素とグルコース欠乏という代謝変化を危険シグナルとして認識して炎症を惹起すること

が示唆された。 
 
（3）川崎病様血管炎における NLRP3 インフラマソームの役割 
 
 川崎病は冠動脈炎を合併する全身性炎症疾患であり、そのマウスモデルとして CAWS による

血管炎モデルが確立されている。そこで、この川崎病様血管炎モデルを用いて NLRP3 インフラ

マソームとの関連を検討した。CAWS を投与したマウスでは、大動脈周囲の冠動脈を含む組織に

著明な血管炎や線維化が誘導されるとともに、FLICA 解析による Casp1 の活性化や組織中 IL-1β

レベルの増加が認められた（図 4A と B）。WT マウスで認められた CAWS による血管炎や線維

化は、NLRP3 欠損、ASC 欠損、IL-1β欠損により有意に抑制された（図 4C）。またマクロファー

ジなどの炎症細胞の浸潤も、NLRP3 インフラマソームの欠損により抑制された。さらに、In vitro

での解析により、CAWS によるインフラマソーム活性化には、樹状細胞が重要な役割を果たして

いることを明らかにした。その分子機序を詳細に解析したところ、CAWS は CLR（C 型レクチ

ン受容体）の一つである Dectin-2 を介して下流シグナルにある Syk/JNK を活性化すること、活

性化 JNK は NF-κB を活性化して IL-1β の遺伝子発現を増加させ、IL-1β 前駆体を合成すること

（シグナル 1）が示された（図 4D）。一方、活性化 JNK はミトコンドリア由来活性酸素の産生を

引き起こして NLRP3 インフラマソームを活性化させ（シグナル 2）、シグナル 1 で合成された

IL-1β 前駆体を成熟型 IL-1β へと変換して分泌させることにより、炎症を惹起することが明らか

になった。川崎病の発見から 50 年以上経った現在でも、その病因については未だ不明な点も多

い。これらの研究成果は、川崎病における血管炎の分子機序の一部を明らかにするとともに、

NLRP3 インフラマソームが新たな治療標的としての候補になる可能性があることを示した。 
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