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研究成果の概要（和文）：細胞死は周囲にシグナル伝達を誘導する生理的活性を持つが、CKDにおいては、さら
なる傷害刺激が加わることで腎細胞や炎症細胞の細胞死を誘導し、腎機能増悪をきたしうる。インフラマソーム
は、自然炎症反応とパイロトーシスと呼ばれる細胞死を誘導する。AKIおよびAcute-on-chronic腎障害におい
て、傷害腎のマクロファージのインフラマソーム形成が認められた。危険信号である二本鎖DNAは、様々に分化
したマクロファージでIL-1βを放出せずにパイロトーシスを起こすことがわかった。死細胞の分化状態が炎症伝
播を規定し、Acute-on-chronic腎障害に寄与することが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cell death is a physiologically functional process that regulates signals to
 the surrounding cells. During CKD, the overriding insults can cause cell death of intrinsic kidney 
cells and immune cells and contribute to worse kidney outcomes. Inflammasomes are multi-protein 
complexes which regulate innate immune response and cell death called pyroptosis. We examined immune
 cell death in AKI and acute-on-chronic injury kidneys. Inflammasome formation and pyroptotic cell 
death in macrophages developed in the injured kidneys. We showed that a possible danger-associated 
molecular pattern (DAMP),  double-stranded DNA, induced pyroptosis in kidney macrophages in the 
Aim2-dependent manner. We further demonstrated that many types of macrophages engaged in DNA-induced
 pyroptosis without releasing inflammasome-dependent cytokines. The differentiation status of dead 
macrophages seemingly determines the propagation of inflammation and contributes to the outcomes of 
acute-on-chronic kidney injury.

研究分野：腎臓病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CKD腎という病的腎において、炎症細胞死の役割は未だ不明な点が多い。インフラマソームを介した炎症細胞死
を制御することで、CKDの治療・進展予防に役立つ可能性がある。
本研究の成果により、二本鎖DNAが様々なマクロファージでパイロトーシスを誘導する可能性が示唆された。AKI
およびCKDは心血管病など様々な疾患の危険因子であり、有効な治療法が期待されている。CKD腎の炎症細胞死の
重要性を示した本研究により、CKDのさらなる病態解明に向けて学術的・社会的な意義があると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
急性腎障害（AKI）は、虚血や腎毒性物質などによる腎細胞死を来たすことで、短時間に腎機能
が低下して生命に関わる重篤な病態である。AKIは病理学的に急性尿細管壊死を示し、それに伴
う過剰なサイトカイン産生が病態に関与すると考えられている。既存の CKDは AKI発症の大き
なリスク因子であり、CKD患者に発症した AKI（Acute-on-chronic腎障害）は通常の AKIよりも
予後が悪いことが明らかになっている 1。CKD 腎ではマクロファージを主体とした炎症細胞浸
潤が認められるが、そのような病的腎に起きる AKI が重症化する機序は不明である。生体内危
険信号のセンサーである細胞質内パターン認識受容体（PRR）のうち、NLRP3 や Absent in 
melanoma 2 （AIM2）などは病原体によらない無菌性炎症を引き起こす。これらの PRR は、ア
ダプター分子 ASCとカスパーゼ-1と共にインフラマソームと呼ばれる複合体を形成し、カスパ
ーゼ-1活性化を介して強力な炎症性サイトカイン IL-1βや IL-18を成熟化・分泌し、炎症と細胞
死を惹起する。同時に，ガスダーミン D (GSDMD)を切断して N末端断片が細胞膜に孔を形成す
ることで細胞死 (パイロトーシス)が誘導される。申請者は、CKD腎に充満する炎症細胞が AKI
刺激によって死に至ると、その成分が組織傷害を拡大するという仮説を立てた。マクロファージ
は死細胞を認識して貪食するが、申請者は近年、CKDで壊死細胞由来二本鎖 DNAによりインフ
ラマソームを介した炎症が誘導されることを見出した 2。そこで、CKD 腎上に新たに発症する
AKI によって炎症細胞死が誘導されると、インフラマソーム活性化によって腎組織障害が増悪
することを考え、それを検証した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、炎症細胞でのインフラマソームの活性化、細胞壊死による炎症の伝播が Acute-on-
chronic 腎障害に果たす役割を検証することを目的とする。CKD 腎の炎症細胞インフラマソーム
に着目した動物モデルを作製し、これまで不明であった病態解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
1) AKI 腎における炎症細胞死の解析： 
8-10 週齢の雄性マウス（B57BL/6J）に対して横紋筋融解症における AKI（RIAKI）腎モデルを作
製し、野生型 (WT)，AIM2ノックアウト(AIM2–/–)について炎症細胞死を評価した。 
2）Acute-on-chronic 腎障害マウスモデルの解析： 
本研究では、5 週齢の雄性マウス（B57BL/6J）に対して 3 週間のアデニン食による CKD を誘導
し、そのマウスに虚血時間 40 分の片側腎虚血再灌流（IRI）を行った。Acute-on-chronic 腎障害の
動物モデルの解析は、血清学的・組織学的に行った。 
2）マクロファージ細胞死による周囲細胞への影響の解析： 
CKD 腎に浸潤する、様々なサブタイプのマクロファージにパイロトーシスを誘導し、炎症惹起
機能を解析した。 
 
４．研究成果 
1) AKI 腎における炎症細胞死の解析： 
RIAKI 腎においては、細胞外二本鎖 DNA が病態に関与する。
そこで、二本鎖 DNA を認識する PRR である AIM2 に着目し、
WT と AIM2–/–の RIAKI 腎における炎症細胞死を解析した。
フローサイトメトリーおよび TUNEL 染色にて、RIAKI 腎で
は AIM2 依存的なマクロファージの細胞死が認められた(図
1)。さらに RIAKI 腎から抽出したマクロファージは、二本鎖
DNA によって AIM2 依存的なパイロトーシスが誘導され、
RIAKI 腎では広範な腎マクロファージでパイロトーシスが起
き、病態に関与することがわかった。 
 
2）Acute-on-chronic 腎障害マウスモデルの解析： 
CKD を有するマウスについて腎 IRI7 日後の腎組織を解析した。CKD 腎では LTL で染色され
る近位尿細管の脱落、筋線維芽細胞（α-SMA+細胞）増生が認められ、シリウスレッド染色でも
線維化の増加が認められた。非 CKD・CKD ともに、IRI 後のマクロファージ浸潤が有意に増加
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図1：RIAKI腎ではAIM2依存的なマクロファ
ージ細胞死を認める
mean ± SD; *p < 0.05 and ##p < 0.01 vs Cont



した。免疫染色では、Acute-on-
chronic障害腎において浸潤し
た白血球でインフラマソーム
形成を示す ASC 凝集体が検出
された（図 2）。従って、ACKI
腎では、炎症細胞でインフラマ
ソームが形成され、マクロファ
ージ浸潤に関与していること
が示唆された。 
 
3）マクロファージ細胞死によ

る周囲細胞への影響の解析： 
CKD においては、浸潤したマ

クロファージが，壊死細胞二本

鎖 DNA を取り込んで AIM2 イ

ンフラマソームを活性化する。

CKD では様々に分化したマク

ロファージが集簇しているため、二本鎖 DNA によるパイロトーシスが、異なるマクロファージ

で誘導され得るかを細胞実験で検証した。未分化マクロファージ（M(–)）炎症性マクロファージ

M1（M(LPS/IFNγ)）、組織修復に関わる非炎症性マ

クロファージ M2（M(IL-4)、M(TGFβ)）で二本鎖

DNA による細胞死が誘導された。GSDMD の活性

化が認められ、いずれもパイロトーシスであるこ

とが確認された（図 3）。一方で、短時間分化させ

た M1 でのみ炎症性サイトカインである IL-1β、IL-
1α、IL-18 を活性化し、M0、M2 ではこれらのサイ

トカインの活性化が認められなかった。危険関連

分子パターン（Danger-associated molecular pattern; 
DAMP）である HMGB1や ASC の流出は、M1、M2
ともに認められた。パイロトーシス後の培養上清

をマウス尿細管細胞やマクロファージに添加した

ところ、M1 パイロトーシスの培養上清でのみ、炎

症性サイトカインとケモカインの発現上昇が誘導

された（図 4）。従って、広範なマクロファージで

二本鎖 DNA によるパイロトーシスが起きるものの、M1 パイロトーシスが、周囲細胞への炎症

を拡大する作用がより強いことが示唆された。 
 
以上より、AKI、Acute-on-chronic 腎障害ではマク

ロファージでのインフラマソーム形成が示唆さ

れ、広範なマクロファージで AIM2 依存的なパイ

ロトーシスが起きる可能性が考えられた。パイロ

トーシスによる炎症惹起作用は M1 マクロファ

ージで強く認められる。M2 マクロファージのパ

イロトーシスの影響について、さらなる解析が必

要である。CKD 腎における炎症細胞死の病態解

明によって、インフラマソームを標的とした

CKD 進行や Acute-on-chronic 腎障害の予防と治

療につながることが期待できる。 
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図2：非CKD腎・CKD腎ともにIRI後ではマクロファージ浸潤が増加し、炎症細胞にインフラ
マソーム形成（矢頭）が認められる mean ± SD; *p < 0.05 and **p < 0.01
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