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研究成果の概要（和文）：　動脈硬化や心筋梗塞といった心血管疾患の病態には無菌性炎症が関与しており、こ
の無菌性炎症の惹起経路としてNLRP3インフラマソームと呼ばれる細胞内タンパク複合体が注目されている。
NLRP3インフラマソームの制御機構を解明することは、新たな治療法の開発に繋がることが期待されているが、
未だ不明な点が多い。本研究では、NLRP3インフラマソーム複合体から新たに同定したE3ユビキチンリガーゼ
ARIH2を中心に解析を行い、ARIH2がNLRP3をユビキチン化することにより、NLRP3がプロテアソームによって分解
されて発現量が減少することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　Sterile inflammation is involved in the pathogenesis of cardiovascular 
diseases such as arteriosclerosis and myocardial infarction. Recent investigations have suggested 
that sterile inflammation is mediated by NLRP3 inflammasome. Elucidating the regulatory mechanism of
 NLRP3 inflammasome is expected to lead to the development of new therapeutic methods. However, its 
regulatory mechanism is still unknown. In this study, we focused on ARIH2, an E3 ubiquitin ligase 
newly identified from the NLRP3 inflammasome complex, and revealed that ARIH2 ubiquitinated NLRP3 
and regulated the expression level of NLRP3 via proteasomal degradation.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 循環器　免疫学　ユビキチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、ARIH2がNLRP3の発現量を調節して炎症を制御していることを明らかにした。これまでに、
NLRP3インフラマソームは心血管疾患のみならず、無菌性炎症が関わる多くの疾患の発症機構に関与することか
ら、ARIH2によるNLRP3インフラマソームの制御機構の一端を明らかにしたことは、インフラマソームが関与する
様々な疾患の病態解明や治療法開発にも大きく貢献することが期待される。
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１．研究開始当初の背景  
 
	 動脈硬化や心筋梗塞などの心血管疾患の発症に共通する“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、この無菌性炎症の惹起経路として“インフラマソーム”と呼ばれ
る細胞内分子複合体が注目されている。 
NLRP3インフラマソームは、アダプター分子である ASCを中心に、NLR (Nod-Like Receptor)
ファミリーの NLRP3と Caspase-1によって構成される分子複合体である。種々の刺激によっ
て細胞内にインフラマソームが形成されると、Caspase-1の活性化を介して強力な炎症性サイ
トカインである IL-1βのプロセシングが誘導される (Takahashi, Int Heart J 55:101, 2014, 
Trends Cardiovasc Med 21:37, 2011)。申請者のグループでは、インフラマソームは心虚血再
灌流や動脈硬化、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疾患の発症に関
与することを明らかにしてきた  (Circulation 117:3079, 2008; 123:594, 2011; Biochem 
Biophys Res Commun 425:162, 2012; Arterioscler Thromb Vasc Biol 35:127, 2015 など)。
NLRP3 インフラマソームの制御機構を解明する事は、心血管疾患の新たな治療法の開発に大
きく貢献することが予想されるが、その制御機構は不明な点が多い。申請者のグループは、最
近、マクロファージにおける NLRP3 インフラマソーム制御機構を解明する事を目的として、
インフラマソーム複合体を単離・精製して
質量分析による網羅的な解析を行った結
果、E3ユビキチンリガーゼである Ariadne 
Homolog 2 (ARIH2)を新たに同定した。
ARIH2 は NLRP3 に直接結合し、ユビキ
チン修飾をすることで、インフラマソーム
を負に制御していることを明らかにした 
(J Immunol 199:3614 2017, 図１)。しか
しながら、ARIH2 による NLRP3 の発現
制御機構は不明である。さらに、ARIH2
欠損マウスは胎生致死であることから、生
体における ARIH2 の役割については明ら
かでない。 
 
 
 
２．研究の目的  
 
	 本研究は ARIH2 による NLRP3 インフラマソ
ームの制御機構解明と、マウスモデルを用いて、
生体における ARIH2 の役割を明らかにし、心血
管疾患への新たな治療戦略の確立に次の観点から
挑む(図２)。 
 
・	ARIH2 によるユビキチンシグナルを介した

NLRP3インフラマソームの制御機構解明 
 
・	ARIH2 遺伝子改変マウスを用いて、生体内に
おける ARIH2の役割を解明 

 
インフラマソームが惹起する無菌性炎症は、多く
の病態に関与する事から、本研究による成果は、
疾患の病態解明や治療法開発にも大きく貢献する
ことが期待される。また、近年、高齢化や食生活
の変化とともに心血管疾患や生活習慣病は増加の
一途たどっていることから、臨床的・社会的にも大きなインパクトをもたらす可能性がある。 
 
 
 
３．研究の方法  
	
	 本研究では、新たに同定した E3ユビキチンリガーゼ ARIH2による NLRP3インフラマソー
ム活性化の制御機構を解明するとともに、ARIH2遺伝子改変マウスを作製して、ARIH2の生
体における役割を検証する。 
 
【ARIH2による NLRP3インフラマソームの制御機構について】 



	 E3 ユビキチンリガーゼによる基質へのユビキチン修飾は、ユビキチンにあるリシン残基
(K48 や K63 など)を介した結合の種類によって、機能が異なる事が知られている。ARIH2 を
欠損または過剰発現したヒトマクロファージ THP-1 細胞(CRISPR/Cas9 システムとレンチウ
イルスベクターにより作製)を用いて、NLRP3 への K48 および K63 を介したユビキチン修飾
を見出していることから、ARIH2によるユビキチン修飾後の NLRP3タンパク発現量への影響
を検討するため、タンパク合成阻害剤シクロへキシミド(CHX)を添加し、NLRP3 タンパクの
発現をウェスタンブロット法により解析した。 
 
【ARIH2の生体における役割について】 
	 ARIH2 欠損マウスは胎生致死であることから ARIH2-flox マウスを作製、Cre-loxP システ
ムを利用し、Cre-LyzM および R26CreER マウスとの交配により、マクロファージ特異的
ARIH2欠損およびタモキシフェン誘導性(時期特異的)ARIH2全身欠損マウスを作製した。 
	
４．研究成果	
	
	 本研究では、ARIH2の NLRP3インフラマソーム活性化制御機序を解明するとともに、遺伝
子改変マウスの作製を行い、ARIH2の生体における役割を検討した。 
まずは、ARIH2 の発現を制御している因子について探索を試みるために、J774 細胞に LPS、
ATP 刺激による各種インフラマソーム活性化刺激や炎症刺激により解析を行ったが、ARIH2
の発現に変化は認められなかった。次に、ARIH2 による NLRP3 の発現制御機構について、
ARIH2 欠損 THP-１細胞を用いて、タンパク合成阻害剤である CHX 添加によって、NLRP3
発現量の変化を解析した。その結果、THP-1 細胞(コントロール群)は CHX の添加に伴い、
NLRP3 発現量は減少したが、ARIH2 欠損
THP-１細胞における NLRP3 の発現量に有
意な変化は認められなかったことから、
ARIH2 は NLRP3 の発現量を負に制御して
いることを示唆した。さらに、Tet-On シス
テムにより作製したドキシサイクリン
(DOX)添加による ARIH2の発現誘導を可能
にした THP-1 細胞を用いた解析では、DOX
により誘導された ARIH2の発現上昇に伴い、NLRP3の発現が低下することが明らかとなった。
これらの結果から、ARIH2はNLRP3の発現レベルを制御していることを明らかにした(図３)。 
 
ARIH2を発現している組織と細胞の探索、発現制御について、野生型マウスを用いて各組織に
おける ARIH2の発現を確認した。その結果、精巣、肝臓、脳、脾臓において ARIH2は特に高
く発現していた。また、様々な細胞株および初代細胞培養系を用いて解析した結果、マウスマ
クロファージ細胞株 J774、RAW264.7、マウス骨髄由来マクロファージ(BMDM)および樹状細
胞(BMDC)、ヒト巨核球細胞株 CMK11-5およびMeg01、マウス血管平滑筋細胞MOVAS、ラ
ット大動脈平滑筋細胞 A7r5において高く発現していた。 
ARIH2 遺伝子改変マウスの作製および解析について、ARIH2 欠損(-/-)マウスは胎生致死にな
ることが報告されており、申請者が作製したマウスにおいても欠損(-/-)マウスを得ることがで
きなかった。一方で、ヘテロ欠損(+/-)マウス生
存が確認できたため、解析に用いた。この解析
により、ヘテロ欠損(+/-)マウスの骨髄細胞にお
いて、NLRP3 の発現が上昇していることが分
かった。これらの結果から、ARIH2を発現して
いる細胞及び組織を同定し、ARIH2の発現を変
動する要因は見出せなかったが、NLRP3 の発
現量の調節に関わっていることを示唆した。 
さらに、ARIH2欠損マウスは胎生致死であるこ
とから ARIH2-flox マウスを作製し、Cre-loxP
シ ス テ ム を 利 用 し 、 Cre-LyzM お よ び
R26CreERマウスとの交配により、マクロファ
ージ特異的 ARIH2 欠損およびタモキシフェン
誘導性(時期特異的)ARIH2 全身欠損マウスを作製して、腹腔内マクロファージや肝臓組織で
ARIH2の欠損が誘導されていることを確認した(図４)。 
これらの結果から、ARIH2は細胞および生体において、NLRP3の発現量を調節している可能
性を示唆した。	
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