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研究成果の概要（和文）：NLRP3遺伝子変異陰性CAPS症例の原因として高頻度NLRC4体細胞モザイシズムを同定
し、患者由来iPS細胞を用いた解析により病的意義を確定した。CAPS軟骨病変の病態解明では、体細胞モザイシ
ズムを原因とするCAPS患者より樹立したNLRP3変異陽性及び変異陰性iPS細胞を用い、変異iPS細胞由来軟骨では
SOX9発現が亢進し、細胞マトリックス産生が増加している事を確認した。又、Aicardi-Goutieres Syndrome
（AGS）の新規原因遺伝子IFIH1に機能獲得型変異を有するマウスに於いて脳炎とI型インターフェロンの産生亢
進を確認し、疾患モデルマウスとして病態解明を行っている。

研究成果の概要（英文）：We identified high-frequency somatic NLRC4 mosaicism as a cause of CAPS 
phenotype in a patient who lacks NLRP3 mutation through phenotype dissection using patient-derived 
iPS cells. For the analysis of pathophysiology of chondrohyperplasia in CAPS, we stablished isogenic
 iPSCs with wild-type and mutant NLRP3 derived from CAPS patients carrying NLRP3 somatic mosaicism, 
and found that mutant iPSCs produced larger chondrocyte masses through increased expression of the 
chondrocyte master regulator SOX9. We also investigated the pathophysiology of AGS 
(Aicardi-Goutieres Syndrome) by using IFIH1 mutant mice. These mice showed increased transcript 
levels of type I interferon response genes in various organs and encephalitis-like brain lesions, 
indicating that these mice are useful as an AGS disease model.

研究分野： 小児免疫疾患
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、自然免疫系に関する分子の異常を基

に、発熱等の炎症病態を繰り返す疾患群に対
して、自己炎症性疾患という概念が提唱され
ている（Cell 1999, 97:1333）。獲得免疫系の
異常として知られる自己免疫疾患と発症機
構の面から対比される新たな概念に基づく
疾患群であり、CAPS（cryopyrin-associated 
periodic syndrome, 原因遺伝子：NLRP3）、
MKD（mevalonate kinase deficiency、原因
遺伝子：mevalonate kinase）、FMF（familial 
Mediterranean fever、原因遺伝子：MEFV）、
Blau 症候群（原因遺伝子：NOD2）などの疾
患が知られているが、いまだ原因不明の炎症
病態を呈する多くの疾患が存在するものと
考えられており、発症基盤として IL-1β等の
炎症性サイトカインの過剰産生が推測され
ている。CAPS の発症機構としては、自然免
疫系を司るインフラマソームと命名された
カスパーゼ 1活性化複合体を構成する分子で
ある NLRP3 の機能獲得型変異によるインフ
ラマソーム活性化と IL-1β過剰産生が考え
られているが（Cell 2004, 117;561）、NLRP3
変異が同定できる症例は約半数に留まって
いた。MKD においては、インフラマソーム
の活性化は生じているものの、その構成分子
には異常が認められず、mevalonate kinase
活性の低下に伴う細胞内代謝動態の変動が
インフラマソーム活性化を惹起すると推察
されているが、詳細は不明のままである。こ
のように、自己炎症性疾患の病態解明には、
インフラマソームに加えて、その関連分子群
を含めた包括的な理解が必須である。 
我々は、原因不明の CAPS 症例の中には従

来の診断法では見逃されていたモザイク発
症例が存在することを明らかにしたが
（Arthritis Rheum 52;3579;2005、Blood 
111;2132;2008）、モザイク症例を含めても
NLRP3 遺伝子変異を認める症例は 80%に留
まり（Arthritis Rheum 63:3625; 2011）、低
頻度モザイクの検証、および新規分子病態の
探索が求められている。さらに、自己炎症性
疾患という疾患概念が提唱される以前から
知られていた FMF においても、疾患概念は
症候学的なものに留まり、病態解明は遅々と
して進んでいない。FMF の原因分子として
の MEFV はインフラマソームの構成分子で
あり、基本的には機能喪失型変異で発症する
と考えられているが、臨床症状を満足し、か
つ exon10 に変異を有する FMF 典型例の他
に、非定型的な臨床症状を呈し、病的意義が
検証できないMEFV変異を有するFMF非典
型例が数多く存在し、真の FMF の定義、病
態把握、診断、治療において大きな混乱を来
たしている。混乱の原因としては MEFV の
機能評価系が未開発であることが大きく、典
型例、非典型例を同一疾患として分類できる
のか、症候分類から、分子病態分類への転換
が必須である。加えて、診断・重症度分類・
治療の視点から、病態把握・バイオマーカー

開発・MEFV の疾患関連遺伝子としての機序
解明・治療法の開発が喫緊の課題として存在
する。 
更に、自己炎症性疾患に比較的特徴的な問

題として、多臓器に渡る病変の拡がりが挙げ
られる。例えば、CAPS 患者においては膝関
節軟骨細胞の過剰増殖による変形・機能障害
が QOL を大きく低下させる。CAPS の原因
分子である NLRP3 は、単球、マクロファー
ジなど自然免疫を司る血液細胞と軟骨細胞
で発現する。しかし、軟骨細胞は NLRP3 分
子を発現するものの、インフラマソームを構
成する他の分子を発現しておらず、インフラ
マソーム活性化がその病態とは考えられな
い。CAPS の炎症病態に劇的な効果を示す抗
IL-1β製剤が、膝関節病変には治療効果を持
たないこともこの病態の複雑さを明示して
いるが、関節病態の解明は全く手つかずの状
態である。この様に、自己炎症性疾患が有す
る多臓器病変に対する包括的診療基盤確立
には、罹患臓器別に、異なった視点からの病
態解明・治療開発を必要とする。 
以上の様に、自己炎症性疾患の病態解明・

診療基盤開発においては、解決すべき課題が
数多く存在する。１）未だ原因遺伝子同定に
至らない疾患がある。２）多くの疾患が症候
分類に留まるため、研究・診療体系確立にお
いて混乱を来たしており、分子病態分類への
転換が必須である。３）自己炎症性疾患が有
する多臓器病変に対する解明が進んでおら
ず、unmet needs を視野に入れた研究・診療
基盤開発が必須である。４）疾患病態特異的
バイオマーカー同定、疾患特異的な分子機構
を標的とした治療開発等、包括的診療基盤開
発が切望されている。 
我々は、厚生労働省難治性疾患克服研究事

業において、自己炎症性疾患患者の登録シス
テムの整備・各種自己炎症性疾患の診療フロ
ーチャートの策定等を通して患者集積を行
っている。併せて、これまでの研究の過程で
多くの自己炎症性疾患特異的 iPS細胞を作製
済みまたは作製中である。これらリソースを
有効に活用し、unmet needs の解消を目指し
て多臓器病変の解明を行うため、病態臓器と
しての血液細胞、軟骨細胞、神経細胞への分
化システムも確立しており（PLoS One 8: 
e59243  2013）、発展的に本申請課題の実施
に繋げることができる。（財）かずさ DNA 研
究所とは共同研究の実績を積み重ねており、
次世代シークエンサーを用いた遺伝子解析
をはじめ、メタボローム解析、単細胞からの
細胞機能評価、免疫不全 NOG マウスでの病
態解析への展開など新規の視点からの研究
展開が可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究の大きな目的は、自己炎症性疾患の

代表的疾患である CAPS、FMF、TRAPS、
MKD、Blau を取り上げ、次世代シークエン
サー等を駆使したモザイシズムを含めた原



因遺伝子の同定、iPS 細胞等を用いた炎症病
態の正確な把握、疾患病態特異的バイオマー
カーの同定により、症候分類に基づく研究体
系から分子病態分類に基づく研究体系への
転換を行う事である。炎症病態の起点として、
免疫系細胞のみならず、多臓器病変に視野を
拡げた横断的・包括的な病態解明と新規治療
法の開発を行う。多臓器病変には、従来のイ
ンフラマソーム関連分子の理解を超えた役
割の存在が示唆されており、インフラマソー
ム関連分子の新たな生命的意義に迫りつつ、
unmet needs としての基礎的・臨床的な問題
点を解決する。更に、その成果を新規自然免
疫炎症関連分子の検索に繋げ、自然免疫シス
テムの機構解明に貢献することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 以下に研究のシェーマを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（1）自己炎症性疾患における低頻度モザイ
シズム症例の同定・発症病態解明・新規原因
遺伝子同定： 
我々は CAPS 発症の大きな要因として、全

世界的に NLRP3 遺伝子モザイシズムが存在
することを報告したが（Arthritis Rheum 
63:3625; 2011）、従来のサブクローニング法
では５％のモザイク率が検出限界である。依
然として 20%を占めるNLRP3変異陰性症例
が存在する中、すでに確立済みの 1%の感度
で検出可能な次世代シークエンサーを用い
た大量解析の系（DNA Res 19: 143; 2012）
を用いて低頻度モザイク症例の有無を検討
するとともに、真の変異陰性 CAPS を絞り込
む。真の変異陰性 CAPS は、エクソーム解析
等にて原因遺伝子探索を行なう。サブクロー
ニング法では物理的制約のため、検索領域を
ホットスポットとしてのエクソン３、４、６
に限局せざるを得なかったが、今後の研究に
おいては、次世代シークエンサーを用いるこ
とにより全エクソンの解析が可能となり、従
来の方法における見落とし領域の懸念が払
拭される。TRAPS や Blau 症候群においても、
同様の検討を行う。さらに、低頻度のモザイ
ク症例を見い出した場合、低頻度モザイクの
病態発症機序を解明する。 

 
（2）自己炎症性疾患特異的 iPS 細胞の作製・

病態再現・病態解明への応用： 
モザイシズムを有する CAPS 症例より正

常 iPS細胞、疾患特異的 iPS細胞を樹立する。
さらに、FMF 典型例・非典型例、TRAPT 典
型例・非典型例、MKD 症例、Blau 症例に由
来する疾患特異的 iPS 細胞を作製する。FMF
症例、TRAPS 症例、MKD 症例、Blau 症例
に由来する疾患特異的 iPS 細胞は、人工ヌク
レアーゼによるゲノム編集技術を用いて疾
患関連遺伝子の正常型への置換を行いコン
トロール iPS 細胞とすることにより、遺伝的
背景を同一とする細胞間の比較を可能とし、
精度の高い研究を遂行する。上記疾患の病態
発症臓器としての単球・マクロファージ、軟
骨細胞、神経細胞、および CD34 陽性造血未
熟細胞への分化について、既に我々が確立し
ている健常人由来 iPS細胞で確立している分
化方法を用いて確認する（PLoS One 8: 
e59243  2013）。さらに、各種分化細胞が該
当疾患の病態を再現しているか、細胞生物学
的性質、発現遺伝子の網羅的解析を行い確認
する。それを用い、非治療介入下での真の病
態解明を行う。 

 
（3）症候分類から分子病態分類への導入： 
現在の標準的 FMF 診断は臨床症状に基づ

く診断であるため、見落とし・他疾患の漏れ
こみ等、診断に客観性が乏しい。原因として
の MEFV 遺伝子遺伝子変異は、FMF 診断に
直結する変異が存在する一方、疾患関連遺伝
子としての確認ができない変異も多数存在
する。このように混乱を来たしている FMF
診療基盤を整理するため、①典型例に絞った
発症病態の絞り込み、およびその非典型例で
の確認・新たな病態の提示、②MEFV 遺伝子
の機能評価系確立、③典型例・非典型例の簡
易特異的診断バイオマーカーの同定を行う。
具体的展開として FMF 典型例、非典型例を
集積し、炎症関連分子のバイオプレックス分
析、RNAseq 等による診断、重症度、治療反
応性に関するバイオマーカー同定を行う。併
せて、両群疾患特異的 iPS 細胞を作製して血
球系細胞への分化を誘導し、非治療介入下で
バイオマーカー同定を行う。また②として、
シグナル伝達において MEFV 遺伝子の下流
に位置する遺伝子を同定し、その発現やプロ
モーター解析をもって機能評価方法として
確立する。TRAPS、Blau 症候群においても、
TNFRSF1A、NOD2 変異を認める典型例、
変異を同定できない非典型例に分類し、上記
の解析を行う。 

 
（4）MKD における炎症病態解明： 

MKD におけるインフラマソーム活性化機
構は解明されておらず、代謝性疾患としての
側面から HMG-CoA 還元酵素阻害薬（スタチ
ン）の使用報告をあるが、その効果は確定し
ていない。MKD 疾患特異的 iPS 細胞から単
球、マクロファージ、好中球を作成し、メタ
ボローム解析を行い、細胞内代謝の変調がイ



ンフラマソーム活性化へ及ぼす影響・病態解
明、治療基盤開発を行う。 

 
（5）遺伝子解析に依存しない CAPS 病態把
握体系の確立: 

CAPSに対してIL-1β阻害薬のカナキヌマ
ブが使用可能となったが、NLRP3 変異が確
認できない臨床診断症例にもカナキヌマブ
が使用されるようになってきている。病態把
握・理解とともに、診断・重症度判定・治療
効果判定に有用なバイオマーカー同定が必
須であり、患者検体・CAPS 疾患特異的 iPS
細胞を用い、上記のバイオマーカー同定を行
う。 

 
（6）CAPS の臓器特異的病態解明とインフ
ラマソーム非依存的 NLRP3 分子の生物学的
役割の解明： 

CAPS において、血液細胞に起因する全身
炎症症状に対してカナキヌマブの改善効果
が確認されているが、関節病変、内耳病変に
対する治療効果は乏しく、臓器特異的な病態
機構が存在することが推測される。CAPS の
病変組織としての軟骨細胞では、インフラマ
ソーム複合体を構成する ASC 等の分子が発
現しておらず、機能単位としてのインフラマ
ソームを形成していない。疾患特異的 iPS 細
胞から分化した軟骨細胞、内耳細胞などを用
い、NLRP3 分子のシグナルメカニズムを解
明して、インフラマソームに依存しない
NLRP3 の生物学的役割を明らかにする。 

 
（7）NOG マウスを用いた病態再現・病態解
析・治療基盤開発： 

CAPS におけるモザイク病態、関節軟骨増
殖病態、MKD における中枢神経病態を疾患
iPS 細胞由来分化血液細胞、軟骨細胞、神経
細胞を免疫不全マウスである NOG マウスに
移植し、病態の再現・解析を行うとともに、
開発される新規治療薬の有効性検証を行う。 

 
（8）CAPS における特異的細胞死を用いた
新規治療法の開発： 
我々は、NLRP3 変異陽性単球が LPS 刺激

により選択的に細胞死に至ることを明らか
にしている（Blood 112:2132, 2008）。この特
異的細胞死の機構を、カスパーゼ１、ASC、
カテプシン B 等に対する shRNA による遺伝
子ノックダウンやシグナル分子阻害剤を用
いて iPS 細胞由来単球において解明する。そ
の結果を踏まえ、我々が開発した単細胞機能
システムを統合して、NLRP3 変異陽性細胞
を選択的に除去する薬剤をスクリーニング
し、モザイシズム CAPS 症例において
NLRP3 変異陽性細胞を選択的に除去する治
療法を確立する。 

 
（9）iPS 細胞を用いた細胞移植治療による根
本的治療法開発： 
自己炎症性疾患は遺伝子変異を有する遺

伝性疾患であり、対症療法としての創薬によ
る治療基盤の確立とともに、根本治療として
の移植治療の確立を目指す。まず、各種疾患
特異的 iPS 細胞において、人工ヌクレアーゼ
によるゲノム編集を用いて疾患関連遺伝子
の正常型への置換を行った iPS 細胞を用い、
単球・マクロファージにおける病態の改善を
確認する。CD34 陽性造血未熟細胞を用いた
NOG マウスにおける治療基盤を開発する。
併せて、関節病変、難聴に対す細胞移植医療
の可能性を検討する。 

 
（10）原因が特定出来ない自己炎症性疾患に
対する解析： 
真にNLRP3遺伝子変異陰性のCAPS症例、

原因不明の周期性発熱疾患症例から疾患特
異的 iPS 細胞を作製し、病態解析を行うとと
もに、原因遺伝子の同定を行う。 
 
４．研究成果 
（1）自己炎症性疾患における低頻度モザイ
シズム症例の同定・発症病態解明・新規原因
遺伝子同定： 

TNFRSF1A 遺伝子変異陰性ながら臨床的
にTRAPSを疑った 72症例に対して 1％の検
出限界精度にて次世代シークエンサーを用
いたモザイシズムの有無を検討したが、体細
胞モザイクを原因とする症例は見出せず、
CAPS と TRAPS との間に乖離を認めた。一
方、低頻度モザイシズムを含めて NLRP3
遺伝子変異を認めない臨床的CAPS症例の
新規責任遺伝子として NLRC4 変異を同定
し、患者由来 iPS 細胞を用いた解析により
病的意義を確定した。 

 
（2）自己炎症性疾患特異的 iPS 細胞の作製・
病態再現・病態解明への応用： 

NLRP3 遺伝子変異の体細胞モザイシズム
を原因とするCAPS患者よりNLRP3変異陽
性及び変異陰性 iPS 細胞を樹立し、骨・軟骨
病変の病態再現と解析を行った。更に、
FMF 典型例・非典型例、TRAPS、MKD、
Blau の各疾患特異的 iPS 細胞を作製すると
共に、一部の細胞については人工ヌクレアー
ゼによるゲノム編集技術により遺伝子変異
を修復したコントロール iPS細胞を作成した。 

 
（3）症候分類から分子病態分類への導入： 

FMF、CAPS、MKD、及び新規自己炎症
性疾患である DADA2（ADA2 欠損症）の患
者より検体の提供を受け、病態解明とバイオ
マーカー検索を目的とした網羅的サイトカ
イン解析・トランスクリプトーム解析・プロ
テオーム解析を行った。 

 
（4）MKD における炎症病態解明： 

MKD 患者より作成した iPS 細胞由来の単
球とマクロファージを用いて IL-1β等のサ
イトカイン産生について検討したところ、
CAPS と異なり、サイトカイン産生亢進を確



認できず、両疾患の患者末梢血からマクロフ
ァージを誘導した検討でも同様の結果を得
た。末梢血単球と単球より分化させたマクロ
ファージ・iPS 細胞由来単球・マクロファー
ジをトランスクリプトーム解析にて比較し
たところ、iPS 細胞由来単球は末梢血のマク
ロファージに近いことが明らかとなり、分化
段階の違いから MKD の病態再現が困難にな
っていることが示唆された。現状では iPS 細
胞を用いた病態解明は困難であると判断し、
問題を克服するため MVK 遺伝子変異を導入
したマウスを作成した。 

 
（5）遺伝子解析に依存しない CAPS 病態把
握体系の確立: 
 患者末梢血及び iPS 細胞より分化した単
球・マクロファージを用いてトランスクリプ
トーム及びプロテオーム解析を行った。 

 
（6）（7）CAPS の臓器特異的病態解明とイ
ンフラマソーム非依存的 NLRP3 分子の生物
学的役割の解明、及び NOG マウスを用いた
病態再現・病態解析・治療基盤開発： 
体細胞モザイシズムを原因とする CAPS

患者より樹立した NLRP3 変異陽性及び変異
陰性 iPS 細胞を用い、安定した軟骨作成のた
め CD271 と CD73 発現を指標に分化プロト
コールを改良して病態解析を継続し、変異
iPS 細胞由来軟骨では正常 iPS 細胞由来軟骨
と比べて SOX9 発現が亢進し、細胞マトリッ
クス産生が増加している事を確認した。又、
軟骨塊を NOG マウスの皮下に移植して、骨
化病態の再現と解析を行うとともに、軟骨の
過形成を抑制する化合物の探索を行った。 

 
（8）CAPS における特異的細胞死を用いた
新規治療法の開発： 

NLRP3 変異細胞に特異的に細胞死を祐津
する薬剤の探索は行えていない。 

 
（9）iPS 細胞を用いた細胞移植治療による根
本的治療法開発： 
各種疾患特異的 iPS 細胞において、人工ヌ

クレアーゼによるゲノム編集を用いて疾患
関連遺伝子の正常型への置換を行い、単球・
マクロファージにおける炎症性サイトカイ
ンの過剰産生が抑制されることを確認した。 

 
（10）原因が特定出来ない自己炎症性疾患に
対する解析： 
真にNLRP3遺伝子変異陰性のCAPS症例

の新規原因遺伝子として NLRC4 を同定した。
又 、 新 た な 自 己 炎 症 性 疾 患 と し て
Aicardi-Goutieres Syndrome（AGS）の病態
解明に取り組み、新規原因遺伝子として
IFIH1 を同定した。更に、化学変異により同
遺伝子に機能獲得型のミスセンス変異が生
じたマウスを解析したところ、FDG-PET で
脳の炎症を示唆する高集積が認められ、全身
の臓器で I 型インターフェロンの産生亢進が

生じていたことから、本マウスが AGS の疾
患モデルとなりうることを確認した。 
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