
自治医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３２２０２

若手研究

2019～2018

アダプター分子ASCを介した血栓形成における新たな制御機構の解明と治療への応用

ASC contributes to thrombus formation independent of NLRP3

８０７７０６１９研究者番号：

渡邊　幸子（Watanabe, Sachiko）

研究期間：

１８Ｋ１５９００

年 月 日現在  ２   ４ ２４

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、NLRP3インフラマソームの構成分子であるASCがインフラマソームとは独
立して血栓形成に寄与していると考え、その役割を明らかにすることを目的に解析を行った。その結果、ASCと
相互作用する新規分子の同定に成功した。また、ASC KOマウスの血小板ではCRP刺激による細胞内カルシウム濃
度、P-selectinや活性型インテグリンの発現、ERKおよびAktのリン酸化が野生型マウスと比較して優位に上昇し
ていた。以上の結果から、血小板においてはASCと候補分子が相互作用し、コラーゲンの受容体であるGPVI下流
のシグナルを負に制御することで血小板の活性化を調節することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：NLRP3 inflammasome is a cytosolic multi-protein complex that regulates IL-1
β maturation and plays a key role in sterile inflammatory diseases. ASC (apoptosis-associated 
speck-like protein containing a CARD) is an adaptor protein of NLRP3 inflammasome. In this study, we
 identified a candidate molecule that interacts with ASC. We also found that mouse platelets 
expressed only ASC, but not NLRP3 and caspase-1, suggesting NLRP3 inflammasome-independent role of 
ASC in the process of thrombosis. ASC-KO platelets displayed hyperactivation in response to GPVI 
agonists and this was associated with enhanced Ca2+ mobilization and integrin activation downstream 
of GPVI. Our results demonstrate that ASC negatively regulates GPVI signaling in platelets and 
enhances thrombus formation, independent of NLRP3 inflammasome. These findings provide novel 
insights into the mechanism of inflammation-related thrombosis and suggest that ASC is a novel 
potential therapeutic target for thrombosis. 

研究分野：炎症免疫学

キーワード： 血小板　血栓症　インフラマソーム　ASC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、血小板においてASCがインフラマソームとは独立した作用で血栓形成機序に寄与していることが
明らかになった。血小板凝集における新たな分子機構の解明、および本邦における心筋梗塞や脳梗塞といった血
栓関連疾患の増加という点から、本研究の学術的・社会的な意義は大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、生活習慣の欧米化などに伴って心筋梗塞や脳梗塞といった血栓症を基盤とする脳・心血

管疾患が増加しており、その発症機序の解明と有効な治療法の確立は重要な課題である。申請者

のグループは、心血管疾患に着目して研究を行い、心筋梗塞や動脈硬化、腹部大動脈瘤、血管傷

害後の内膜肥厚などの病態におけるインフラマソームの重要性を明らかにしてきた (Circulation 

2008, 2011; Trend Cardiovasc Med 2011; BBRC 2012; Int Heart J 2014; ATVB 2015 など)。 

NLRP3 インフラマソームは、アダプター分子 ASC (Apoptosis-associated speck-like protein 

containing a CARD) を中心とし、NLR (Nod-like 受容体) である NLRP3と Caspase-1 から構成さ

れる。危険シグナルを NLRP3 が認識すると、この複合体が形成されて Caspase-1 の活性化が誘

導され、強力な炎症性サイトカインであるインターロイキン-1β (IL-1β) の前駆体 (非活性型) か

ら活性型へのプロセシングが起こり、細胞外に分泌されることで周囲の組織に炎症反応を引き

起こす。これまで、痛風の原因である尿酸結晶や傷害細胞から放出される ATP などの様々な危

険シグナルが、NLRP3 インフラマソームを活性化して病態に関与していることが報告されてい

る。 

そこで申請者は、血栓症におけるインフラマソームの役割を明らかにするため、NLRP3・ASC・

IL-1β の各遺伝子欠損 (KO) マウスを用いて、深部静脈血栓症や脳梗塞モデルを作製して解析を

行った。その結果、両モデルとも ASC-KO マウスでのみ、血栓形成が促進して病態が増悪する

ことを見出した。さらに、マウス血小板における NLRP3インフラマソーム構成分子の発現を解

析すると、ASC のみが血小板に発現していることが明らかになった。このことから血小板を介

した血栓形成では、ASCがインフラマソームとは独立した役割を持つことが示唆された。また、

ASC は CARD と PYRIN ドメインという 2 つの結合モチーフを持つことから、ASC がアダプタ

ー分子として血小板活性化で働いている未知の分子と会合することで、血栓形成に寄与してい

るのではないかとの仮説を立てた。そして、血小板検体を ASC 抗体で免疫沈降した後、2 次元

電気泳動で展開・分離し、有意なスポットを質量分析 (LC-MS/MS) を行うことで、ASCとの結

合が推測される 5 つの候補分子を同定した。以上より、ASC はこれら候補分子のいずれか、あ

るいは複数と相互作用して血栓形成や他の生体反応に関与しているとの着想に至った。 

 

 

２．研究の目的 
  

 本研究の目的は、申請者が独自に同定した候補分子と ASC が、血小板においてどのように相

互作用をするのかを解明し、血栓形成における役割を明らかにすることである。さらに、他の心

血管疾患モデルを用いて、ASC / 新規同定分子の相互作用の新たな機能を検証することで、これ

を利用した血栓症のみならず他の心血管疾患における新たな治療法の開発を目指す。 

 

 

３．研究の方法 
 

 ・血小板から ASC結合タンパクを回収・質量分析 (LC-MS/MS) を行い、5つの結合分子候補



を得た。そこで、これら新規分子の構造・機能による絞り込み (NCBI データベース等を利用) と、

免疫沈降法による ASCへの結合の検証を行った。 

・レンチウイルスベクターによる強制発現・発現抑制 (CRISPR/Cas9 システムを利用) 系を構

築し、血小板への活性化刺激 (ADP・CRP・トロンビン) を加えた際の血小板凝集能・ 細胞内シ

グナル (Syk・PLC・PI3K-Akt 等) ・細胞内カルシウム濃度について評価を行った。さらに、候補

分子の蛍光融合タンパクを作製して、細胞内での局在や挙動、ASC との結合・解離について共

焦点顕微鏡で解析した。血小板はマウスから単離して使用し、遺伝子導入実験ではヒト巨核球細

胞株 (CMK11-5) を使用した。 

・ASCの欠失変異 (CARD・PYRINドメイン等) を作製して、候補分子とともに HEK293 細胞

および HeLa 細胞に導入し、ASCと候補分子の結合部位の同定を試みた。 

・血栓症以外での ASC/新規候補分子の役割を明らかにするため、心血管細胞 (血管内皮・平

滑筋・心筋・線維芽細胞) や炎症細胞 (マクロファージ・樹状細胞・リンパ球) における新規同

定分子の発現とその制御を解析した。 

 

 

４．研究成果 
 

まず初めに、得られた候補分子の機能から本研究での解析対象を PDZ and LIM domain protein 

1 (PDLIM1) と Peroxiredoxin-6 (Prdx6) に絞り込んだ。PDLIM1 は CLP36としても知られ、GPVI

を介した血小板の活性化を負に制御することが知られている (Circ Res 2012)。また、Prdx6 は脳

梗塞により壊死した組織から放出され、浸潤したマクロファージを活性化させることにより炎

症を引き起こすことが知られている (Nat Med 2012)。申請者はこれら 2つの分子が ASCと相互

作用し、血小板の活性化を制御する可能性が高いと予想し、その後の解析を進めた。 

Flagタグを融合した ASC および Myc タグを融合した PDLIM1 および Prdx6 を HeLa 細胞へ強

制発現させ、それぞれを蛍光標識し共焦点顕微鏡下での観察を行ったところ、ASC とこれら分

子は細胞内で部分的に共局在しており、相互作用することが示唆された。また、免疫沈降法によ

り ASCと PDLIM1・Prdx6 との結合部位の同定を試みたが、HeLa 細胞および HEK293 細胞では

結果が得られず、結合部位の同定には至らなかった。同様に、マクロファージ様細胞株(RAW264.7, 

J774)・ヒト巨核球細胞株(CMK11-5) ・ヒト T 細胞細胞株（Jurkat）・マウス組織由来細胞 (腹腔

細胞・脾細胞・胸腺細胞) における ASC・PDLIM1・Prdx6 の発現および相互作用の有無を検討

したが、これら細胞では結果が得られなかった。さらに、CMK11-5 およびレンチウイルスベク

ターを使用した ASC の発現抑制 (CRISPR/Cas9 システムを利用) 系を構築し、活性化刺激を加

えた際の細胞内シグナル・細胞内カルシウム濃度について評価を行った。その結果、ASC の発

現を抑制した (ASC-KD) CMK11-5 細胞ではコントロール細胞と比較して細胞内カルシウム濃度

に上昇傾向が見られたものの、有意な差は認められなかった。また、細胞内シグナルについても

同様に、ASC-KD とコントロールの間に有意な差は認められなかった。 

しかし、マウスの血小板においては免疫沈降法でもASCとの結合が確認でき、ASCとPDLIM1・

Prdx6 が相互作用することが示唆された。さらに、マウスの血小板では CRP やトロンビン刺激に



よって ASC スペック様の凝集塊や多量体形成が認められた。また、ASC KO マウスの血小板で

はこれら刺激による細胞内カルシウム濃度が野生型マウスと比較して優位に上昇しており、特

に CRP 刺激においては、その下流の P-selectin や活性型インテグリンの発現も優位に上昇し、

ERK および Akt のリン酸化も強く亢進していた。興味深いことに、ASC KO マウスの血小板で

は PDLIM1 の発現が野生型マウスと比較して低下していた。PDLIM1 は CRP によって活性化さ

れる GPVI 下流のシグナルを負に制御しており、PDLIM1 を欠損する血小板では CRP 刺激によ

る細胞内カルシウム濃度や P-selectin・活性型インテグリンの発現が上昇することが報告されて

いる。本研究の結果は、ASC が PDLIM1 に作用することで血小板の活性化を制御することを強

く示唆している。 

以上の結果から、血小板の ASCはインフラマソームとは独立した機能を持っており、PDLIM1

と相互作用することでコラーゲンの受容体である GPVI 下流のシグナルを負に制御し、血小板の

活性化を調節することが示唆された。血栓症は適切な治療を行った場合でも再発や出血のリス

クのある疾患であり、その詳細な発症機序の解明と有効な治療法の確立は重要な課題である。本

研究で ASC や PDLIM1 を対象とした治療効果を明らかにすることはできなかったが、今後、in 

vivo での病態解明が進み、新たな治療法が開発されることを期待する。 
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