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研究成果の概要（和文）：NLRP3インフラマソーム関連分子欠損マウスでは腸管虚血再灌流（I/R）後の生存が延
長することを見出した。NLRP3欠損により、腸管炎症には有意な抑制を認めなかったが、腸管I/Rに続発する肺血
管透過性の亢進や炎症反応による急性肺障害が有意に抑制された。骨髄移植実験により非骨髄由来細胞の寄与が
示唆され、肺血管内皮細胞のNLRP3インフラマソームが腸管I/R障害後の急性肺障害に重要であることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：Intestinal ischemia/reperfusion (I/R) injury leads to inflammation and 
remote organ damage. The NLRP3 inflammasome regulates the caspase-1-dependent release of IL-1β 
after I/R injury. Here, we investigated the role of the NLRP3 inflammasome in mice with intestinal 
I/R injury. Deficiency of NLRP3, ASC, caspase-1, or IL-1β prolonged survival after intestinal I/R 
injury. NLRP3 deficiency prevented intestinal I/R-induced acute lung injury (ALI) characterized by 
inflammation and vascular permeability. Bone marrow chimeric experiments showed that NLRP3 in 
non-bone marrow-derived cells was the main contributor to development of intestinal I/R-induced ALI.
 The NLRP3 inflammasome in lung vascular endothelial cells is thought to be important to this 
process. These findings provide new insights into the mechanism underlying intestinal I/R-induced 
ALI, and suggest that endothelial NLRP3 inflammasome is a novel potential target for treating and 
preventing this disorder.

研究分野：医歯薬学・消化器外科学

キーワード： インフラマソーム　炎症反応　サイトカイン　腸管虚血再灌流　肺血管内皮細胞

  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、肺血管内皮細胞におけるNLRP3インフラマソームが腸管I/R障害に続発する肺血管透過性の亢進に
よる急性肺障害において重要な役割を果たしていることを明らかにした。腸管I/R障害と肺障害を繋ぐ新たな分
子機序および新たな臓器連関機構の解明という点から、本研究の学術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．研究の開始当初の背景 

 腸管虚血再灌流（ischemia-reperfusion：I/R）障害は、急性腸管膜虚血小や腸管捻転、外傷、出

血性ショック、絞扼性イレウス、小腸移植など様々な原因によって引き起こされる。この病態に

は、活性酸素種や好中球浸潤による炎症反応および組織障害が主要な役割を果たしているとさ

れる。また、腸管 I/R 障害により腸管粘膜バリアの破綻が生じると腸内細菌等のトランスロケー

ションを引き起こして炎症反応が増悪し、結果として多臓器不全が誘発されて死に至る場合も

ある。しかしながら、腸管 I/R障害における炎症反応の惹起機構および、腸管や他の臓器への障

害機序については不明な点が多く、これに対する有効な治療法も確立されていない。 

 NLRP3 インフラマソーム（inflammasome）は、カスパーゼ-1（Casp1）の活性化を誘導する細

胞内分子複合体であり、主として NLRP3（Nod-like receptor [NLR] family, pyrin domain-containing 

3）とアダプター分子 ASC（apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD）、Casp1 から

構成される。NLRP3 インフラマソームが形成されると、Casp1 の活性化により強力な炎症性サ

イトカインである interleukin-1β（IL-1β）の産生が誘導され、炎症反応が惹起される。申請者らの

グループは、この NLRP3 インフラマソームが心臓や肝臓の I/R による炎症惹起に関与している

ことを報告しているが [1–3]、現在のところ、腸管 I/R 障害における NLRP3 インフラマソーム

の役割はわかっていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、腸管 I/R 障害における NLRP3 インフラマソームの役割を明らかにすること

である。特に、腸管 I/R障害に続発する肺障害の重要性が示唆されたことから、この分子機構の

解明を行うことで、新たな治療法の開発や臓器連関機構の解明の手がかりを得ることを目指し

た。 

 

３．研究の方法 

（1）マウス腸管 I/R モデルの作成：野生型 C57BL/6J マウス（wild-type：WT；♂、8-12週齢）お

よび NLRP3欠損（NLRP3–/–）、ASC–/–、Casp1–/–、IL-1β–/–マウス（C57BL/6J background）を使用し

た。マウス腸管 I/R 障害モデルは、腸管膜を折り畳み、その基部をクリップすることにより作成

した [4]。全ての動物実験は、自治医科大学動物実験倫理委員会に許可されたプロトコール（承

認番号 17172-01）で実施し、動物愛護の精神のもとで行った。 

（2）炎症性サイトカインと NLRP3 インフラマソーム活性化の評価：IL-1β、IL-18、TNF-α の

mRNA 発現および IL-1β タンパク濃度は、real-time RT-PCR 法および ELISA 法により評価した。

細胞での NLRP3 インフラマソーム活性化は、lipopolysaccharide（LPS）で priming した後、イン

フラマソーム活性化薬である ATP あるいは Nigericin（Nig）で処理し、上清（Sup）と細胞溶解

液（Lys）をウェスタンブロット法により解析した。 

（3）マウス骨髄移植モデルの作成：レシピエントマウスに 9Gyの放射線を照射した後、ドナー

マウスから採取した骨髄細胞を静脈内注射し、2ヶ月後に実験に使用した。 
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（4）肺血管内皮細胞の単離と培養：Lung Dissociation Kit (Miltenyi Biotec)を用いて、肺の細胞を

single-cell とした後、磁気ビーズを用いて肺血管内皮細胞（CD45–CD31+）を単離して培養した。 

 

４．研究成果 

（1）腸管 I/R障害における NLRP3 インフラマソームの役割 

 腸管 I/R により、WT マウスでは 48 時間以内に約 90％のマウスが死亡したが、NLRP3–/–や

ASC–/–、Casp1–/–、IL-1β–/–マウスでは生存率が有意に改善した（図 1A）。以降の実験では、最も生

存率の改善が良かった NLRP3 -KO マウスを用いて、その機序を解析することにした。腸管（小

腸）での組織傷害は、NLRP3–/–でやや改善していたが、インフラマソームの下流サイトカインで

ある IL-1β や IL-18 の発現には WT と NLRP3–/–マウスで有意な差を認めなかった（図 1B）。ま

た、もう一つの代表的な炎症性サイトカインである TNF-αの発現にも有意な差を認めなかった。 

（2）NLRP3-KO マウスにおける腸管 I/R障害後肺障害の抑制 

 腸管 I/Rは遠隔臓器での障害を引き起こすことから、肺や心臓、肝臓、腎臓について組織傷害

を評価したところ、NLRP3–/–マウスの肺において炎症性細胞浸潤や肺胞壁の肥厚、うっ血や肺胞

浮腫といった組織傷害が有意に抑制されていた（図 2A・B）。一方、心臓や肝臓、腎臓における

組織では、その傷害に大きな変化を認めなかった。さらに、エバンスブルー色素注入実験により、

WT マウスで認められた肺血管透過性の著明な亢進が、NLRP3–/–マウスではほぼ完全に抑制され

ていることがわかった（図 2C）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１ 腸管I/R障害におけるNLRP3インフラマソームの役割
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図２ NLRP3–/–マウスにおける腸管I/R障害後肺障害の抑制
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（3）肺血管内皮細胞における NLRP3インフラマソームの役割 

 NLRP3–/–マウスでの腸管 I/R後の肺障害において、骨髄細胞由来の炎症細胞と非骨髄細胞の寄

与を検証するため、マウス骨髄移植モデルを作成した。 WT および NLRP3–/–マウスでの結果と

同様に、WT 骨髄細胞を WT マウスに移植したマウス（WT→WT）と比較して、NLRP3–/–骨髄細

胞を NLRP3–/–マウスに移植したマウス（NLRP3–/–→NLRP3–/–）では腸管 I/R後の生存率が有意に

改善した（図 3A）。一方、NLRP3–/–骨髄細胞を WT マウスに移植したマウス（NLRP3–/–→WT）

では、生存率が改善しなかったが、WT 骨髄細胞を NLRP3–/–マウスに移植したマウス（WT→

NLRP3–/–）では NLRP3–/–→NLRP3–/–マウスと同程度に生存室が改善した。このことから、非骨髄

細胞における NLRP3 インフラマソームが腸管 I/R 後の肺障害において重要な役割を果たしてい

ることが示唆された。NLRP3–/–マウスでは、肺血管透過性の亢進が著明に抑制されていたことか

ら、肺組織から肺血管内皮細胞（CD45–CD31+）を単離して解析を行った（図 3B）。腸管 I/R後 4

時間で単離した肺血管内皮細胞において NLRP3 の発現が増加していた（図 3C）。また、肺血管

内皮細胞にインフラマソーム活性化薬である ATP や Nigericin を処理すると IL-1β のプロセシン

グや上清中への IL-1β 産生の増加を認めた。これら IL-1β のプロセシングや産生は、NLRP3–/–マ

ウスから単離した血管内皮細胞では認められなかった（図 3D・E）。これらの結果から、NLRP3

インフラマソームが腸管 I/R 障害に続発する急性肺障害において重要な役割を果たしているこ

とが明らかになった（論文投稿中）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図３ 肺血管内皮細胞におけるNLRP3インフラマソームの役割
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