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研究成果の概要（和文）：ネクロプトーシスは、TNF(tumor necrosis factor)などのサイトカインや細菌・ウイ
ルス成分などによって引き起こされる制御性ネクローシスであり、これまでにいくつかの制御分子が同定されて
きたが、その分子機構の詳細は不明であり、またネクロプトーシス細胞の検出法の開発が求められていた。我々
は、ネクロプトーシス誘導に必須の分子であるRIPK3の活性化を検出する手法を開発し、細胞内でのRIPK3の動態
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Necroptosis is the regulated necrosis that is induced in response to the 
stimulation with cytokines such as tumor necrosis factor, and components of bacteria and viruses. 
Although various regulatory molecules have been identified in past studies, the molecular mechanism 
underlying necroptosis remains unknown. In addition, development of tools or methods to detect 
necroptotic cells is needed.

研究分野：病態医化学

キーワード： 細胞死

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ネクロプトーシスが数多くの感染性・非感染性炎症性疾患の病態に関わっていることが報告されており、これら
の疾患に対する治療の有用な標的になると期待されている。本研究で開発された手法を用いて分子機構の詳細を
明らかにし、また、生体内でのネクロプトーシスの検出法の確立につなげることで、様々な炎症性疾患に対する
新たな治療法の開発につながると期待される。

※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 
ネクローシスは、細胞の膨潤と細胞膜の破裂という特徴を示す細胞死の１形態である。その特
徴ゆえに、ネクローシス細胞は死に際に細胞内の物質を放出し、周囲に炎症反応を引き起こす
（図 1）。古くから炎症部位でネクローシス細胞が観察され、ネクローシスと疾患の関係性が
示唆されていたが、その細胞がどのように死に、どのように病態と関係しているかは不明であ
った。これまでネクローシスは物理化学的な要因や栄養の枯渇などによって特定の分子には依
存せずに引き起こされると考えられてきた。しかし、近年ネクロプトーシスと呼ばれる、形態
的にはネクローシスであるが、特定の分子を介した細胞内シグナル伝達機構によって制御され
る細胞死が見つかってきた。ネクロプトーシスは TNFなどのサイトカインや細菌・ウイルス
成分などによって引き起こさ
れ、受容体からのシグナルは
RIPK3という細胞質内セリ
ン・スレオニンキナーゼに集
約される。RIPK3はネクロ
プトーシス誘導に必須の分子
であり、活性化すると下流分
子であるMLKLをリン酸化
してシグナルを伝達する。こ
れまでの研究により、RIPK3
ノックアウト（KO）マウス
では、数多くの感染性・非感
染性炎症性疾患（ウイルス・
細菌感染症、虚血性脳・心・
腎疾患、リウマチ性関節炎、
乾癬、神経変性疾患、膵炎な
ど）における炎症が抑制され
ることが分かっている。その
ためネクロプトーシスは炎症
性疾患に対する治療の有用な
ターゲットになると期待され
ている。 

一方で、ネクロプトーシスの分子機構には未だ不明な点が多く残されており、特に、細胞質に
存在するネクロプトーシス誘導に必須の分子である RIPK3やMLKLが、活性化によって細胞
内でどのような挙動を示すかについてはよく分かっていない。また、種々の病態モデルにおい
ていつどこでネクロプトーシスが起きているかについてもよく分かっていない。RIPK3や
MLKLがリン酸化されることによって活性化されるという点に着目し、これまでにそれぞれの
リン酸化フォームを認識する抗体が開発され、これらのツールを使用することで、細胞や組織
において活性化型 RIPK3やMLKLが検出されてきた。しかしながら、これらの抗体には感
度・特異度において課題があり、さらに、抗体を用いた手法は特定の時間のスナップショット
での解析に限られる。 
 

２．研究の目的 
そこで本研究では、ネクロプトーシスを制御する分子の動態をイメージングする手法を開発し、
その分子機構の解明と、炎症病態におけるネクロプトーシスの役割の理解へとつなげることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
ネクロプトーシスを誘導する刺激が入ると、RIPK3 はネクロソームと呼ばれる分子複合体を形
成し、その中で RIPK3はアミロイド様のオリゴマーを形成することが分かっている。ネクロソ
ーム内で活性化された RIPK3は、次に下流分子MLKLをリン酸化する。リン酸化したMLKL
はオリゴマーを形成し、細胞膜に孔を開けることによりネクロプトーシスを実行する（図 2左）。
分子複合体を検出する手法の一つに発光・蛍光タンパク質再構成法がある。この手法は、蛍光も
しくは発光を発するタンパク質を二分割し、それぞれを融合させた目的タンパク質が結合した
時においてのみ、蛍光・発光タンパク質が再構成され、蛍光・発光が発生するというものである
（図 2右）。目的タンパク質の二量体形成による再構成で蛍光・発光が発生するが、オリゴマー



形成により更に強い光が発生することが過去に報告されている。そこで、ネクロプトーシス実行
の過程で、RIPK3やMLKLがオリゴマー化することに着目し、発光・蛍光タンパク質再構成法
を用いてネクロプトーシスを可視化するためのシステムの開発を行った。 
 

 
４．研究成果 
蛍光または発光タンパク質を既報に従って二分割し、まず片方に FKBP タンパク質、もう片方
に FRBタンパク質を融合させ、それらのタンパク質を発現する細胞を作成した。この細胞でラ
パマイシン依存的に二量体形成を引き起こした際に蛍光・発光が発生することを確認した。次に、
RIPK3、MLKL の N 末端側また C 末端側に蛍光または発光タンパク質の各フラグメントを融
合させたプラスミドを作成した。また、融合部位におけるリンカー配列について、長さ・配列の
異なる数種類のリンカーを組み込んだプラスミドをそれぞれ作成した。そして、全ての組み合わ
せで蛍光または発光タンパク質のN末端側フラグメントと C末端側フラグメントを共に発現す
る細胞を作成した。これらの細胞を、カスパーゼ阻害剤と SMAC mimetic存在下で TNFで刺
激することでネクロプトーシスを誘導した（図 3左）。ネクロプトーシス誘導後にタンパク質再
構成が起きているかどうかを時系列を追って確認した。その結果、RIPK3 に融合させた蛍光タ
ンパク質の再構成を確認することができた（図 3 右）。さらに、確認された RIPK3 は細胞内で
重合体を形成し、部分的にフィラメント状の構造を取っていることがわかった。このことから、
RIPK3が細胞内でフィラメント状の高次構造体を形成していることが確認された。 
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