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研究成果の概要（和文）：CINCA症候群患者由来iPS細胞を用いて、血管内皮細胞(EC)や血管平滑筋細胞(VSMC)へ
と分化誘導する系を確立した。誘導した細胞は特徴的なマーカーを有しており、ECはtube formationやLDLの取
り込み、サイトカイン産生などの機能を有していた。得られた細胞のNLRP3 inflammasomeを刺激し、Mutant 
type由来細胞とWild type 由来細胞を比較した。しかし炎症性サイトカイン産生能力や白血球接着因子に明らか
な差は認めなかった。今後は分化系の見直しと、primary細胞でのNLRP3 inflammasomeの機能を評価していきた
いと考えている。

研究成果の概要（英文）：We established a system of differentiation into vascular endothelial cells 
(EC) and vascular smooth muscle cells (VSMC) from iPS cells of patients with CINCA syndrome. 
Differentiated cells had discriminative markers. EC had functions of tube formation and cytokine 
production. We stimulated the NLRP3 inflammasome of the obtained cells with LPS and TNFα(priming 
signal), ATP and silica(activation signal). There was no significant difference in production of the
 inflammatory cytokines and adhesion molecules between the differentiated cells from mutant iPS 
cells and wild-type iPS cells. NLRP3 expression in EC and VSMC from iPS cells was scarce compared 
with primary cells such as HUVEC and HASMC. Further study is needed to reevaluate the 
differentiation system, and to investigate the functions of the NLRP3 inflammasome in primary cells.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 

 自己炎症性疾患とは、発熱、関節炎などの

症状を認め、特定の病原体や抗原の関与なく

自然免疫系の機能亢進がみられる慢性炎症性

疾患である。CINCA症候群は、乳児期早期より

発症する関節症、中枢神経病変、皮疹を特徴

とする重症の自己炎症症候群である。NLRP3

遺伝子がコードする蛋白NLRP3(cryopyrin)の

異常によるIL-1βの過剰産生が原因であり、

クリオピリン関連周期性発熱症候群の中でも

最重症型とされている。 

 動脈硬化の病態は、血管内皮細胞機能低下、

血液免疫細胞の血管内浸潤、そして血管平滑

筋細胞の遊走および増殖である。慢性炎症は

動脈硬化の要因であり、高脂血症などの成人

における動脈硬化でもNLRP3 inflammasomeに

よる炎症は重要な役割を示す。慢性炎症性疾

患である自己炎症疾患においても動脈硬化が

報告されている。また我々は、2014年にCINCA

症候群において幼少期から動脈効果の所見が

見られることを報告した。 

 iPS 細胞とは、人工的に自己複製能と3胚葉

に分化可能な能力をもった細胞である。iPS

細胞を用いて、病態解明や再生医療、創薬の

分野で様々な研究が行われている。疾患由来

のiPS細胞を作成し、疾患の特徴を反映する細

胞へ分化誘導させ、細胞の分析を行うことが

可能となった。iPS細胞は血管内皮や血管平滑

筋細胞への分化能も保持している。  

 
２．研究の目的 

 自己炎症性疾患における血管炎および動脈

硬化合併における、血管壁細胞の役割を解明

する。動脈硬化における炎症は、マクロファ

ージなど血球の活性化が主要因と考えられて

いるが、血管内皮細胞(EC)や血管平滑筋細胞

(VSMC)など血管壁を構成する細胞自体を詳細

に検討した報告はない。自己炎症性疾患では

これらの細胞もautonomousな炎症を引き起こ

す遺伝子変異を持っているため、動脈硬化に

関与している可能性がある。 

 自己炎症性疾患由来iPS細胞をEC, VSMCに

分化誘導し、炎症性サイトカインや mRNA の

発現解析などの手法を用いて多角的に解析す

ることで、自己炎症性疾患における血管炎・

動脈硬化の機序解明に寄与する。 

 

３．研究の方法 

(1)疾患 iPS 細胞の樹立、分化誘導 

 すでに作成していたCINCA 症候群、家族性

地中海熱（FMF）のiPS細胞に加え、PAPA 症候

群の疾患由来 iPS 細胞を樹立する。末梢血由

来の T リンパ球に、センダイウイルスを用い

てOct3/4, c-Myc, Klf4, Sox2の4遺伝子を組

み込み、iPS 細胞へと再プログラムする。 樹

立したiPS細胞をEC、VSMCに分化誘導する。 

 

(2)分化誘導したEC、VSMCの機能評価 

分化誘導した細胞を刺激し、各種炎症性サ

イトカイン(IL-1β, TNFα, IL-6, IL-8, 

IL-18)をLEGENDplex(BioLegend)で検出、BD 

LSRFortessa(BD Biosciences)で測定する。ま

た刺激による白血球接着因子(ICAM-1, 

VCAM-1, E-selectin,P-selectin)、炎症性遺

伝子発現を測定し、疾患の特徴を反映してい

るかを確認する。 

 

(3) 自己炎症性症候群における血管炎・動脈

硬化の機序解明  

 2で得られたdataを元に、阻害剤や遺伝子発

現を調整し、疾患における炎症・動脈硬化の

機序を機能的に明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) 疾患 iPS 細胞の樹立、分化誘導 

 PAPA 症候群患者の末梢血 T リンパ球より

iPS 細胞を樹立した。自己炎症性疾患の中で

も最も炎症所見の強く、同一患者から健常対

照細胞が得られる体細胞モザイクの CINCA症

候群を用いて、実験を継続した(図 1)。 
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図 1. 体細胞モザイク CINCA 症候群患者から

血管内皮細胞および血管平滑筋細胞を作成 

 

 iPS 細胞を図 2、図 3 に示す分化系を用い

て、EC および VSMC へと分化誘導する系を確

立した。誘導した細胞は特徴的なマーカーを

有しており、また今後の実験に十分な細胞数、

純度を確保できた。 

 

図 2. iPS 細胞から分化誘導した EC 

 

 

図 3. iPS 細胞から分化誘導した VSMC 

 

(2)分化誘導した EC、VSMC の機能評価 

 EC は tube formation や LDL の取り込み、

サイトカイン産生などの機能を有していた

（図 2）。得られた細胞の NLRP3 inflammasome

を活性化するために、LPS や TNFα(priming 

signal)、ATP や Silica(activation signal)

などで刺激し、Mutant type 細胞と Wild type 

細 胞 と を 比 較 し た 。 VCAM-1, ICAM-1, 

E-selectin, P-selectinなどの白血球接着因

子は、刺激に反応して発現上昇を認めたが、

MT 細胞と WT 細胞で、明らかな差は認められ

なかった(図 4)。 
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図 4. 各種刺激におけるiPS細胞由来ECの白

血球接着因子発現 

 

 また炎症性サイトカイン産生能力は乏し

く、IL-1βは検出されなかった (図 5)（図 6）。 

 

図 5.  各種刺激におけるiPS細胞由来ECの

上清中 IL-1β産生 

 

 



 

図 6.  各種刺激における iPS 細胞由来 VSMC

の上清中 IL-1β産生 

 

 iPS 細胞由来の EC および VSMC の NLRP3 発

現は、HUVEC や HASMC などの primary 細胞に

比べ乏しい（mRNA レベル、タンパクレベル）

ため、現時点では疾患由来 EC, VSMC がどの

ように関わっているかの評価はできていな

いと考える。 

 

考察 

 自己炎症性疾患における動脈硬化の病態は、

まだ十分な知見が得られていない 。動脈硬化

においては、血管内皮細胞、免疫担当細胞（マ

クロファージなどの血球）、血管平滑筋細胞

がその疾患形成に大きく関わっている。自己

炎症性疾患では、これらの細胞全て（または

一部）に自然免疫が亢進する遺伝子変異を獲

得している。我々はNLRP3 inflammasomeに関

わる変異を持つ、CINCA症候群、FMF、PAPA症

候群に着目した。特にCINCA症候群は10歳以下

の若年時においても動脈硬化所見が見られる。

iPS細胞は疾患の特徴を反映する細胞へ分化

誘導させることで、病態解明や創薬スクリー

ニングに使用できる強力なツールとなる。今

回、体細胞モザイクCINCA症候群患者から樹立

した、WT iPS細胞と MT iPS細胞をそれぞれ血

管内皮細胞、平滑筋細胞へと高純度に分化誘

導することができた。また、これらの細胞は

成熟し、ある程度の機能を有していた。しか

し炎症性サイトカインの産生やNLRP3 

inflammasomeの評価としては十分な機能を持

つレベルに達していなかった可能性がある。

そのため今後は、分化系の見直しとprimary

細胞でのNLRP3 inflammasomeの機能評価を行

っていきたいと考えている。 
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