
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

研究活動スタート支援

2013～2012

ＮＬＲＰ３モザイクによる疾患発症、炎症波及機序の解明

Elucidation of molecular mechanisms of NLRP3 mosaicism

９０６３４９３１研究者番号：

井澤　和司（Izawa, Kazushi）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・医員

研究期間：

２４８９００９６

平成 年 月 日現在２６   ６   １

円     2,300,000 、（間接経費） 円       690,000

研究成果の概要（和文）：自己炎症性疾患であるCINCA症候群はNLRP3遺伝子の機能獲得型変異によって発症する。遺伝
形式は常染色体優性遺伝であるが、約半数の患者にヘテロNLRP3変異を認めない。ヘテロ変異を認めない患者の7割にNL
RP3モザイク変異を認め、疾患発症の原因と考えられる。しかし低頻度モザイクによる疾患発症機序の詳細は未だ不明
である。そこで、今回われわれは、疾患機序解明のため、単細胞培養系を用いたサイトカイン測定法を確立した。その
系において、CINCA症候群における主要なサイトカインであるIL-1βの放出は、細胞膜の整合性が失われた直後におこ
ることが確認された。

研究成果の概要（英文）：CINCA syndrome is an autoinflammatory  syndrome caused by gain-of-function NLRP3 m
utations. The inheritance of CINCA syndrome is sporadic and autosomal dominant. It has been known that con
ventional genetic analyses fail to detect disease-causing mutations in approximately 50% of patients. We r
eported 70% of mutation negative patients have somatic mosaicism of NLRP3. However, the mechanism of infla
mmation by  somatic mosaicism of NLRP3 is not elucidated.
To elucidate the mechanisms of NLPR3 mosaicism, we developed real-time single-cell imaging of IL-1 beta se
cretion. We found found that most of the IL-1 beta secreted cells lost their membrane integrity. Also, we 
found IL-1 beta secretion followed to the loss of cell membrane integrity with some lag time.
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１．研究開始当初の背景 
自己炎症性疾患である CINCA 症候群は発

熱、蕁麻疹様発疹、慢性髄膜炎、感音性難

聴などの症状を呈する。NLRP3 遺伝子の

機能獲得型変異によって発症する。遺伝形

式は常染色体優性遺伝であるが、de novo

の変異も多い。約半数の患者にヘテロ

NLRP3 変異を認めないが、その 7 割に

NLRP3 モザイク変異を認めることを国際

共同他施設研究において示した。また、次

世代シーケンサーを用いた低頻度体細胞モ

ザイク検出法を確立した。しかしながら低

頻度体細胞モザイクによる疾患発症機序の

詳細は未だ不明である。 

 

２．研究の目的 

低頻度体細胞モザイクによる疾患発症機序

を解明するため、 単細胞培養系を用いたサ

イトカイン測定、遺伝子解析方法を確立す

る。 

 

３．研究の方法 

まずは健常者健常者の血液から MACS を用

いて、CD14 陽性単球細胞を分離する。 LPS, 

ATP 刺激を行い、そこから放出される IL-1

β、 IL-6 をリアルタイムに測定する。ま

た、カルセインの消失、SYTOX の流入を

同時に評価することにより、細胞膜の整合

性の消失と IL-1β、IL-6 放出との時間的関

係を明らかにする。また NLRP3 ヘテロ患

者、NLRP3 体細胞モザイク患者末梢血よ

り MACS を用いて、CD14 陽性単球細胞を分離

する。 LPS, ATP 刺激を行い、単細胞から

分泌される IL-1βを測定する。次に、遺伝

子解析により同定した NLRP3 変異陽性・

陰性単球からの単細胞におけるサイトカイ

ン測定を用いて、変異陰性単球が生体内で

すでに IL-1βなどの影響によりサイトカ

イン産生能が亢進状態にあるかを検討する。 

 

４．研究成果 

健常者から血液を採取し、MACS により分離し

た CD14 陽性単球を LPS, ATP にて刺激した。

その結果、単細胞培養システムにおいて、

単細胞から分泌される IL-1β、IL-6 をリア

ルタイムに測定することが可能であった。 

LPS 刺激により IL-6 が放出されるが、IL-6

を放出した細胞の 91％はカルセイン

(+)/SYTOX (-)であり、細胞膜の整合性は保

たれており、生細胞であると考えられた。 

 

 

 

一方、単球は LPS, ATP 刺激により細胞死

を起こすことが知られていたがその詳細は

不明であった。LPS, ATP 刺激により、カ

ルセインの消失と SYTOX の流入がおこり、

つづいて、IL-1βが検出された。すなわち

IL-1βの放出は細胞膜の整合性が失われた

後におこることがこの系によって、明らか

にされた。 

 
また、健常者、NLRP3 ヘテロ患者、NLRP

モザイク患者の単球における IL-1βの測

定、遺伝子解析も現在進行中である。 
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