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研究成果の概要（和文）：クリオピリン関連周期熱症候群とNLRC4異常症においては、共にインフラマソームの
活性化が起こるが、病態の中心はそれぞれIL-1 β、IL-18と異なる。まずはNLRC4異常症の炎症機序を解析する
ため、NLRC4遺伝子変異の機能解析系を構築した。本解析系により疾患関連性を判定することが可能になった。
また、インフラマソーム関連疾患である家族性地中海熱において、MEFV遺伝子変異の疾患関連性を見分ける簡便
な方法は存在していなかった。本研究において、MEFV遺伝子変異の機能解析系の開発に成功し、論文報告するこ
とができた。

研究成果の概要（英文）：Both cryopyrin-associated periodic fever syndrome and NLRC4- associated 
diseases cause inflammasome activation, but the pathogenesis is different with IL-1 beta and IL-18, 
respectively. First, to analyze the inflammatory mechanism of NLRC4- associated diseases, we 
constructed a functional analysis system using NLRC4 gene mutations. This system made it possible to
 determine whether the mutation was disease-related or not. In addition, there has been no simple 
method to distinguish disease association of MEFV gene variants in familial Mediterranean fever, an 
inflammasome-associated disease. In this study, we succeeded in developing a functional analysis 
system for MEFV variants.

研究分野： 自己炎症性疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自己炎症性疾患の診療においては、遺伝子検査を行い診断が確定となる。病原性不明な遺伝子変異が検出された
際には、臨床症状や疫学的情報の他に、機能解析等を行い、その病原性を判定する。NLRC4異常症と家族性地中
海熱において遺伝子変異が検出された際にその病原性を判定する解析系を構築することができ、自己炎症性診療
においてより精度の高い診断を行うことが可能になった。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
自己炎症性疾患は、1999 年 Kastner らにより提唱された自然免疫系の遺伝子異常により発症す
る炎症性疾患である。インフラマソームの活性化により発症する代表的な自己炎症性疾患とし
て、NLRP3 機能獲得型変異により発症するクリオピリン関連周期熱症候群と、NLRC4 機能獲得型
変異により発症する NLRC4 異常症が存在する。クリオピリン関連周期熱症候群は周期熱、蕁麻疹
様発疹、関節炎などを特徴とし、日本では 100 人ほどの患者がいると推定されている。病態の中
心は過剰産生される IL-1βである。NLRC4 異常症は、血球貪食症候群、腸炎、蕁麻疹様発疹など
を主症状とする。日本においては数十人の患者がいると推定されている。病態の中心は過剰産生
される IL-18 である。両疾患において、病態の中心はそれぞれ IL-1 β、IL-18 と異なるが、そ
の違いに関する機序については不明であった。また、同様にインフラマソーム関連疾患である家
族性地中海熱において多数の遺伝子変異が報告されているが、MEFV 遺伝子バリアントの疾患関
連性を見分ける簡便な方法は存在していなかった。 
 
２．研究の目的 
NLRP3、NLRC4 インフラマソーム活性化による細胞死の分子機序は何かということ。またイ
ンフラマソームは共に IL-1β、IL-18 を産生するが、NLRP3、NLRC4 の機能獲得型変異によ
り、なぜそれぞれ過剰産生されるサイトカインが異なのかを解明する。 
NLRP3の機能解析系はすでに確立しており、NLRC4の機能解析系の構築を目指す。またMEFV
遺伝子バリアントの機能解析系の構築を行う。 
 
３．研究の方法 
①NLRC4 変異遺伝子導入による THP-1 細胞死を用いた機能解析系の構築 
②CRISPR/Cas9 によるゲノムワイドノックアウトシステムを利用した細胞死関連分子の同定 
③MEFV 変異遺伝子導入による THP-1 細胞死を用いた機能解析系の構築 

 
４．研究成果 
① NLRC4 変異遺伝子導入による THP-1 細胞死を用

いた機能解析系の構築 
これまで報告されている疾患関連変異をヒト単球
系細胞株である THP-1 細胞に遺伝子導入したと
ころ、野生型 NLRC4 遺伝子の導入に比べて有意に細
胞死を起こすこと（図 1）ならびに IL-1βの過剰産
生が認められた。現在、最近認められた新規変異に
ついても解析を行っており、論文投稿準備中であ
る。 
 
② CRISPR/Cas9 によるゲノムワイドノックアウト

シテムを利用した細胞死関連分子の同定 
現時点では再現性のある結果は得られていない。 
 
③ MEFV変異遺伝子導入によるTHP-1細胞死を用い

た機能解析系の構築 
ヒト単球系細胞株である THP-1 細胞に、GFP 蛍光色素で標識した MEFV 遺伝子を強制発現させ、
UCN-01 あるいは TcdA という pyrin を活性化する 2 つの薬剤で刺激し、フローサイトメトリ



ー法を用いて刺激後に誘導される細胞死を評価
した。その結果、既知の病原性変異である M694V
変異は、正常の MEFV と比較して、有意に細胞死
が亢進していた（図 2）。また、本細胞死は ASC 
speck 形成を伴い、Caspase-1 ノックアウトで抑
制された。 
次に、この解析を用いて、これまで報告されてい
る 32 種類の MEFV バリアントを評価した。そ
の結果、それぞれのバリアントにより反応は異な
っていた。この性質の違いを評価するため、階層
的クラスタリングという統計学的手法を用いて
解析したところ、これらのバリアントは 6 つの
異なる性質をもったクラスターに分類された。こ
のクラスター分類は、各バリアントが患者にどの
ような症状を引き起こすかという、これまでの臨
床的な情報ともよく相関していた。そのため、本検査法を用いることで MEFV バリアントの病
原性の有無が区別できるだけでなく、病原性の強弱や変異の性質も評価することが可能である
ことが示された。 
さらに、これまで臨床報告のない MEFV バリアント （P257L 変異）がみつかり、本解析法を用
いて病原性を評価した。P257L 変異は正常 MEFV よりも 有意に細胞死を引き起こし、病原性変
異と判定することができた（図 3、4）。 

以上の通り、本研究において MEFV 変異の迅速な新規機能評価系を構築することができた。本評
価系は、pyrin-associated autoinflammatory diseases (PAADs)の診断に寄与すると考えられ
る。本研究成果は、2021 年 3月 17 日に、国際学術誌「The Journal of Clinical Immunology」
に掲載された。 
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