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研究成果の概要（和文）：　動脈硬化や動脈瘤といった血管疾患における病態に無菌性炎症の関与が知られてい
る。この無菌性炎症の惹起経路としてNLRP3インフラマソームが注目されている。我々はこれまでに、様々な疾
患におけるNLRP3インフラマソ―ムの役割とその制御機構を明らかにしてきた。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はNLRP3発現をユビキチン-プロテアソームによって
制御していることを見出した。さらに、マクロファージ特異的ARIH2欠損マウスを用いた解析によって、生体内
においてもARIH2はNLRP3インフラマソームを負に制御していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Sterile inflammation is known to be involved in the development of vascular 
diseases such as atherosclerosis and aneurysms. The NLRP3 inflammasome, an intracellular protein 
complex, has been focused on as one of the pathways to induce sterile inflammation.
We have clarified the role of the NLRP3 inflammasome and its regulatory mechanism in various 
diseases.
In the present study, we found that the E3 ubiquitin ligase ARIH2, newly identified from the NLRP3 
inflammasome complex, ubiquitinates NLRP3, and as a result, NLRP3 is degraded by the proteasome. 
Furthermore, by using macrophage-specific ARIH2-deficient mice (ARIH2flox/flox; CreLyzM), we found 
that ARIH2 negatively regulates the NLRP3 inflammasome in vivo.

研究分野：分子生物学

キーワード： インフラマソーム　ユビキチン　ARIH2
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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はNLRP3の発現をユビキチン-プロテアソーム系によって制御し、炎症反応を制御してい
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様々な疾患の発症機構への関与が示されている
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で、様々な疾患の病態解明
や新たな治療方法の確立に大きく貢献することが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化や大動脈瘤といった心血管疾患における炎症の重要性が示されている。これら心血管疾
患で生じる炎症は、病原体の関与がないことから無菌性炎症と呼ばれ、その惹起経路として自然炎症
経路の一つである NLRP3 インフラマソームが注目されている。NLRP3 インフラマソームは危険シグ
ナルを感知してアダプター分子 ASC を中心に NLR(Nod-Like Receptor)ファミリーの NLRP3 と
Caspase-1 によって細胞内に形成される分子複合体である。種々の刺激により NLRP3 インフラマソ
ームが形成されると、Caspase-1 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(図１; 引用 1,2)。申請者の所属するグループでは、これまで動脈硬化や心筋梗塞、
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における NLRP3 インフラマソーム
の役割と、その制御が治療標的となり得ることを明らかにしてきた(引用 3, 4, 5, 6)。最近、NLRP3 イ
ンフラマソームの制御機構を解明することを目的として、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、インフラマソーム複合体中に新規 E3 ユビキチンリガーゼであ
る ARIH2 (Ariadne homolog 2)が含まれていることを見出した。さらに、ARIH2 は NLRP3 の
NACHT ドメインに直接結合してユビキチン
修飾を行い、インフラマソーム活性化と IL-1β
産生を負に制御していることも明らかにして
いる。しかしながら、これらのユビキチン修飾
が NLRP3 インフラマソームの活性を制御し
ているかは不明である。さらに、ARIH2 欠損
マウスは胎生致死であり(引用 7)、生体にお
ける ARIH2 の役割についても明らかでな
い。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、申請者らが独自に同定した
ARIH2 が、どのようにしてインフラマソーム活
性を制御するかを解明し、マウスモデルを用いて生体における役割を明らかにすることを目的としてい
る。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 によるユビキチン修飾を介した NLRP3 インフラ
マソーム制御機構解明 
 
・ARIH2遺伝子改変マウスを用いて、生体内における
ARIH2 の役割を検討する。 
 
無菌性炎症惹起経路の一つであるインフラマソームは多
くの疾患に関与することから、本研究による成果は、疾
患の病態解明、新規治療法の開発にも大きく貢献するこ
とが期待できる。 
さらに、心血管疾患や生活習慣病は高齢化や食生活の
変化とともに増加の一途を辿っていることから、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 ARIH2 による NLRP3 インフラマソームの制御機構を解明するとともに、既に作製した
ARIH2遺伝子改変マウスを用いて生体における ARIH2 の役割を検討する。 
 
・ARIH2 によるユビキチン修飾を介した NLRP3 インフラマソーム制御機構解明について 
 ユビキチン修飾に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
能が異なることが知られている。申請者らは既に、ARIH2 は NLRP3 の発現量を負に制御しているこ
とを突き止めた。また、ARIH2 は NLRP3 に対して、K48 および K63 を介したユビキチン修飾を行うこ
とを ARIH2 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)を用いて見出している。 
ARIH2 による NLRP3 の発現制御機構について、K48/K63 ユビキチン修飾を介したその後の分解系
の関与を考えた。そこで、ユビキチン化された NLRP3 の分解経路を解明するため、プロテアソーム阻
害剤MG132、オートファジー経路を阻害する Chloroquine と Bafilomycin A1 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。 
 
・生体内における ARIH2 の役割について 



 これまでにマクロファージ細胞株で見出した、ARIH2 による NLRP3 インフラマソーム制御機構につ
いて、Cre-loxP システムを利用したマクロファージ特異的欠損(ARIH2flox/flox; CreLyzM)マウスから
骨髄由来マクロファージの採取や、チオグリコレート腹腔内投与による腹腔内細胞由来マクロファージ
を回収し、初代マクロファージ培養細胞における検討を行った。 
さらに、マクロファージ特異的欠損マウスの腹腔内へ LPS を投与した際の血清中サイトカインの発現
について検討を行った。 
 
 
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 によりユビキチン化された NLRP3 の発現制御機構について、ARIH2発現レベル上
昇に伴う NLRP3発現レベルの変化を調べるため、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 細胞を用いた解析を行った。その結果、
DOX により誘導された ARIH2 の発現レベルの上昇に伴い、NLRP3 の発現が低下することが明らか
となった。その後の分解経路を解明するため、プロテアソーム阻害剤MG132、オートファジー経路を阻
害する Chloroquine と Bafilomycin A1 を添加
し、NLRP3 タンパクの発現変化を解析した。その
結果、ARIH2発現上昇に伴う NLRP3発現レベ
ルの低下はプロテアソーム阻害剤MG132 によっ
て抑えられることが分かった。さらに詳細な解析を
進めると、ARIH2発現上昇によって NLRP3 への
K48 を介したユビキチン修飾は促進されることが
明らかとなった。これらの結果は、ARIH2 によっ
て NLRP3 は K48 を介したユビキチン修飾がさ
れ、プロテアソーム系によって分解されることを示
した(図 3)。 
 
Cre-loxP システムを利用したマクロファージ特異的 ARIH2 欠損(ARIH2flox/flox; CreLyzM)マウスか

ら骨髄液を採取し骨髄由来マクロファージ(BMDM)の分化を行い、初代マクロファージ培養細胞

(ARIH2 欠損 BMDM)における NLRP3発現とインフラマソーム活性の制御について検討を行った。そ

の結果、ARIH2 欠損 BMDM において、LPS 刺激による NLRP3 プライミング増強効果が見られ、

ATP 刺激によるインフラマソーム活性に続く IL-1β 産生・放出は ARIH2 欠損により増強することが明

らかとなった。さらに、マクロファージ特異的 ARIH2 欠損マウス腹腔内への LPS投与実験から、

ARIH2 欠損マウスではコントロール(ARIH2flox/flox)マウスと比較して、血清中 IL-1β 量がより増加し

た。これらの結果から、生体内においてマクロファージ中の ARIH2 はインフラマソーム活性を負に制

御していることが明らかとなった(図 4)。 
 
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。その

ため、本研究では Cre-loxP システムを利用した

マクロファージ特異的 ARIH2 欠損マウスを作製

し、解析に用いた。 
ARIH2 を発現している組織や細胞は多岐にわた

り特に精巣・肝臓・脳・脾臓に高い発現が確認でき

ている。今後、ARIH2 によるインフラマソーム制御

だけでなく、ARIH2 の新たな基質を探索し、生体内における ARIH2 のさらなる機能を見出すことで、

生命現象の理解とそれを基盤とした治療法に繋げたい。 
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