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研究成果の概要（和文）： 
CINCA 症候群は NLRP3 遺伝子変異で発症する炎症疾患である。一部変異を認めない症例が
あり、我々は NLRP3体細胞モザイクの関与を報告してきた。今回 NLRP変異陰性 CINCA症
候群を全世界的に集積した所、69％に NLRP3体細胞モザイクを証明できた。また同モザイク
診断法として、次世代シークエンサーを用いた簡便な診断法を開発した。さらにモザイク症例

より誘導多能性幹細胞を作成し、マクロファージ及び軟骨細胞への分化系を確立し、病態解析

の基礎を築いた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
CINCA syndrome is an autoinflammatory disease with fever, urticarial rash, aseptic 
meningitis, and arthritis caused by NLRP3 gene mutations. It has been known that 40% of 
the CINCA syndrome patients lack NLRP3 mutations by Sanger sequencing. Recently we 
have reported “mutation-negative” CINCA syndrome can be caused by NLRP3 somatic 
mosaicism. In this study, we have collected “mutation-negative” CINCA patients worldwide 
and demonstrated that 69% of the “mutation-negative” CINCA patients are caused by 
NLRP3 mosaicism. We also developed an easier and less labor-intensive method to identify 
NLRP3 mosaicism by next-generation sequencing. Furthermore, we created induced 
pluripotent stem cells (iPSC) derived from CINCA syndrome and developed methods to 
differentiate the iPSC to macrophages and chondrocytes, which can be utilized for research 
on the elucidation of the pathophysiology of the CINCA syndrome.  
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１．研究開始当初の背景 
	 医学の進歩による感染症、悪性新生物、リ
ウマチ疾患の診断の向上がみられるが、いま
だに原因不明の発熱は日常臨床において
challenging な疾患群である。その中で周期
的に発熱を繰り返す一連の家族性周期熱症
候群の原因遺伝子が同定されてきており、主
として自然免疫系の異常により発症する自
己炎症疾患という概念が提唱されている。 
	 自己炎症疾患に属する疾患の中でも NOD
ファミリー蛋白に属する NLRP3遺伝子の関
与が報告されている CINCA症候群は、生下
時からの蕁麻疹様発疹、慢性髄膜炎を主体と
する中枢神経症状、関節炎を３主徴とする、
持続する炎症が主病態の疾患である。NLRP3
遺伝子の発現蛋白である cryopyrinは、細胞
質内に存在し微生物由来物質を認識し、さら
に痛風における尿酸塩、シリカ等を認識して
いることが明らかとなり、広く炎症における
自然免疫系の分子として重要であることが
判明した。CINCA 症候群における発症機序
は NLRP3 遺伝子に 機能獲得型変異が導入
され、炎症性サイトカイン IL-1βが無制御に
分泌されることが推定されている。 
	 これまで原因遺伝子として NLRP3遺伝子
が報告されているが、CINCA 症候群の約半
数は NLRP3遺伝子翻訳領域に異常が検出さ
れないことが知られていた。2005 年、我々
は NLRP3遺伝子モザイク症例を世界で初め
て発見し、約 25％の NLRP3遺伝子体モザイ
クでも疾患として発症することを報告した
(Saito, Arthritis Rheum 2005)。続いて NLRP3
遺伝子モザイクが NLRP3遺伝子変異の同定
されない CINCA症候群の原因の一つである
という仮説をたて、本邦４例の NLRP3変異
陰性 CINCA症候群を解析したところ、３例
に NLRP3モザイシズムを発見し、体細胞モ
ザイシズムが CINCA症候群において重要な
発症原因であることを報告した（Saito, Blood 
2008）。さらに NLRP3 変異陽性細胞が LPS
刺激にて細胞死が誘導されることを示し、体
細胞モザイクにて LPS が選択的に NLRP3
変異陽性細胞に細胞死を誘導することを証
明した。 
	 以上の背景で、以下の問題点が存在した。
１）NLRP3 モザイクが日本以外でも同様に
観察されるのか不明である。２）真の NLRP3
遺伝子異常陰性症例の分子機序はまだあき
らかにされていない。３）治療面においては、
抗 IL-1 療法であるアナキンラ治療が標準的
な治療として認知されてきているが、関節症
状は抗 IL-1療法に抵抗性といわれ、NLRP3
遺伝子異常と軟骨病変の関連が不明である。
４）診断面では体細胞モザイク症例では比較
的軽症例が存在し、NLRP3 モザイクの診断
法の改善が望まれていた。 

２．研究の目的 
	 今回我々は CINCA 症候群の病因をより
深く検討するため、まず全世界的に
NLRP3変異のない症例を集積し、NLRP3
体細胞モザイシズムの診断をおこない、
CINCA 症候群における NLRP3 モザイク
の関与の程度を明らかにする。さらにその
臨床的な特徴を全世界的な調査によりより
明確に示す。さらに真の NLRP3 変異陰性
症例の集積を行い、その原因について探求
する基盤を作成する。 
	 CINCA 症候群における病態の解析を進
展させるため、患者由来 iPS細胞を作成し
て、単球・マクロファージ系細胞、軟骨へ
の分化を誘導し、その細胞生物学的な特徴
を検討する。この細胞生物学的な性状を利
用して、体細胞モザイク症例において正常
細胞と NLRP3 異常細胞の区別を試み、
NLRP3 モザイクの簡便な診断法の樹立を
目指す。さらに NLRP3 モザイク症例で
NLRP3 変異細胞のみを同定、減少させる
ことにより、臨床症状の軽減を図る治療法
の開発をめざす。 
 
３．研究の方法 
1)変異陰性 CINCA 症候群での NLRP3 モザイク
の調査	 	 
	 全世界的に Sanger 法での遺伝子解析で変
異陰性の症例を集積して、サブクローニング
法にて NLRP3 モザイクを検討し、その臨床的
な特徴を解析した。	 
2)	 CINCA 症候群患者からの iPS 細胞の樹立	 
	 NLRP3 モザイク患者より NLRP3 変異陽性及
び陰性 iPS 細胞を樹立し、遺伝的な背景が同
一である iPS 細胞を樹立し、よりコントロー
ルされた発現解析を行う。	 
3)CINCA 症候群 iPS 細胞からの分化	 
	 CINCA 症候群 iPS 細胞からマクロファー
ジ・単球系細胞への分化を行い、IL-1βの過
剰な産生が再現可能か検討した。また軟骨細
胞への分化を試み、CINCA 症候群でみられる
軟骨過形成が再現できるか検討した。	 
4)NLRP3 モザイクの簡便な診断法の開発	 
	 NLRP3 モザイク診断のため従来はサブクロ
ーニング・Sanger シークエンス法で行ってい
たが、多大な費用と人手を要した。そのため
次世代シークエンサーを用いた超並列遺伝
子解析法による診断法の確立を目指した。	 
	 
４．研究成果	 
１）変異陰性 CINCA 症候群での NLRP3 モザイ
クの調査	 
	 本邦での調査では変異陰性 CINCA 症候群の
4人中3人にNLRP3モザイクを認めた（Saito,	 
Blood,	 2008）。変異陰性 CINCA 症候群での
NLRP3 モザイクの関与をより明らかにするた



め、アメリカ、フランス、スペイン、オラン
ダ、イタリア、日本から同患者を 26 名集積
して、サブクローニング＋Sanger	 sequencing
でホットスポットであるエクソン 3、4、6 を
各 96 クローンずつ遺伝子解析した。これは
5%の体細胞モザイクなら 95%の確率で変異が
2回以上認められるクローン数である。今回
は、コントロールとして、無症状の患者家族
を 19 人を集積、NLRP3 モザイクの有無を同様
に検討した（表１）。	 

表 1	 変異陰性CINCA症候群のNLRP3モザイク	 
	 
患者 26 人中 18 人、コントロール 19 人中 0
人に NLRP3 モザイクを認め、変異陰性 CINCA
症候群と NLRP3 モザイクは有意に関連してい
ることを示した。	 
	 13 種類のミスセンス変異が同定され、内 6
種 9 名が報告済みの変異、7種 10 名が新規変
異であった。新規変異は変異の疾患関連性を
ASC 依存性 NF-κB 活性化、単球細胞株 THP-1
への強制発現による細胞死誘導で検討した
ところ、すべて疾患関連性を認めた。以上よ
り変異陰性CINCA症候群の69％の患者は疾患
関連性のある変異 NLRP3 モザイクで発症して
いることが分かった。	 
	 続いてモザイク症例での各組織でのモザ
イク率を検討したところ、血球細胞、頰粘膜
細胞いずれもほぼ同程度のモザイクであり、
発生初期にモザイク状態になったことが推
測された(表 2)。	 

表２	 各種細胞･組織でのモザイク率	 
	 	 
次にモザイク症例での臨床的な特徴を検討
した。CINCA 症候群では遺伝子型-発現型関連
が指摘されており、遺伝子型をそろえて臨床
症状を比較する必要があり、文献より報告の

あるヘテロ変異症例を集積して、各種臨床症
状を比較した(図１)。発熱・皮疹、関節炎、
骨過形成には頻度差を認めなかったが、精神
発達遅滞がモザイク症例で頻度が低い傾向
を認めた。	 

図 1	 変異をそろえたヘテロとモザイクの臨
床症状の比較	 
	 
さらに今回集積した NLRP3 変異陰性 CINCA 症
候群 26 症例で、NLRP3 モザイク症例と NLRP3
変異及びモザイクともに陰性症例の臨床症
状を比較したところ、精神発達遅滞のみモザ
イク症例で有意に頻度が低い事が分かった
（表３）。以上より NLRP3 モザイク症例の臨
床的な特徴として精神発達遅滞が低頻度で
あることがわかった。	 

表 3	 当研究コホートで、NLRP3 モザイク症例
と NLRP3 変異及びモザイクいずれも陰性症例
の臨床的な比較	 
	 
	 以上結論として、変異陰性 CINCA 症候群の
69％に NLRP3 モザイクを認め、その臨床的な
特徴として精神発達遅滞合併が低い傾向が
観察された。	 
	 
２）CINCA 症候群患者からの iPS 細胞の樹立	 
	 ２名の NLRP3 モザイク CINCA 症候群より
NLRP3変異陽性iPS細胞およびNLRP3陰性iPS
細胞を樹立した。いずれも iPS 細胞は樹立可



能で有り、NLRP3 変異陽性陰性で、樹立効率
に大きな差を認めなかった。各細胞３クロー
ンづつ樹立し、以降の実験に使用した。	 
また NLRP3 変異・モザイクともに陰性の真の
NLRP3 変異陰性 CINCA 症候群２名を同定し、
iPS 細胞を作成、原因探索の基礎を確立した。	 
	 
３）CINCA 症候群 iPS 細胞からの分化	 
	 iPS 細胞を OP/9 上で分化誘導し、マクロフ
ァージ・単球系細胞へ分化させた。同分化で
作成された NLRP3 変異陽性由来マクロファー
ジは、NLRP3 変異陰性 iPS 細胞由来のマクロ
ファージに比べ、LPS+ATP により IL-1βの産
生が亢進していた。また NLRP3 変異陽性患者
由来末梢血単球で観察される LPS 刺激で誘導
される細胞死においても、同様に変異陰性
iPS 細胞由来マクロファージに比べ、より細
胞死が誘導された。以上の結果は患者由来単
球でみられた性質が iPS 細胞由来マクロファ
ージ・単球細胞でも再現できたことを示した。	 
	 また倫理的な問題等で入手困難な軟骨細
胞への分化は、可能となったが、まだ変異陽
性・陰性での差異は未同定である。	 
	 
４）NLRP3 モザイクの簡便な診断法の開発	 
従来用いてきたサブクローニング法、サン

ガ―法では低頻度のモザイクの検出に多大
な労力を要する。そのため、超並列	 DNA	 塩
基配列決定法を利用した次世代シーケンサ
ー（Roche	 454	 Genome	 Sequencer	 FLX）によ
る低頻度体細胞モザイクの検出のパイプラ
イン構築を行った。全血/PBMC より抽出され
た DNA 検体を用いて NLRP3 遺伝子翻訳領域及
びそのエクソン-イントロン接合部位を、１
４アンプリコンにわけ、2 段階の PCR 法で増
幅、患者タグをつけた（図２）。	 

	 
図２	 次世代シークエンサーによる NLRP3 モ
ザイク検出のためのシェーマ	 
	 
次世代シーケンサーでおこる低頻度のシ

ーケンスエラーと低頻度体細胞モザイクと
の区別が重要となる。そのためモザイクのな
いと考えられるコントロール 50 検体（健常
人のゲノム DNA49 検体と NLRP3 遺伝子のエク
ソンとその隣接部位を組み込んだプラスミ
ド 1セット）で各塩基位置におこる次世代シ
ーケンサーによるシーケンスエラーの統計

量を見積もった（図３）。	 

	 

図３	 正常コントロールでの次世代シーク
エンサーによるエラー分布	 
	 
両鎖（Upper 鎖と Lower 鎖）読みでエラー

の起こり方が変わることが確認され、各塩基
位置において両鎖で p<0.001 の確率でおこる
変異をエラーではなく体細胞モザイクとす
る判定基準を作成した。特にホモポリマー領
域などにおいては塩基挿入、塩基欠失の正確
な検出は困難であったこと、これまで報告の
ある 80 以上の NLRP3 変異はほぼすべてが塩
基置換型変異であることから、塩基置換型変
異のみに解析を絞った。変異既知の検体で妥
当性を確認したところ、NLRP3 ヘテロ変異 5
検体、NLRP3 体細胞モザイク変異 5 検体いず
れにおいても変異を検出可能であり、変異箇
所以外に変異陽性と判定される箇所を認め
なかった（図４）。	 

	 

図４	 次世代シークエンサー解析によるヘ
テロ変異、モザイク変異、SNPｓの分布	 
	 
NLRP3 ヘテロ変異を有するゲノム DNA と健

常人のゲノム DNA による混合試験を行ったと
ころアリル頻度で 1％の変異まで検出可能で
あった	 （図５）。また、各塩基位置におけ
るエラー率の計算から、それぞれ 350 リード
読まれた際には、NLRP3 遺伝子の全エクソン
とその近傍イントロン合計計 3407 塩基のう
ち 3,343	 塩基(98.1%)において 1%までのモザ
イクを検出可能であった。	 
	 



	 

図 5	 混合試験による検出限界の検定	 

	 
最終的にダイレクトシーケンスにて変異陰
性の新規 CINCA 症候群 10 人中 4 人に NLRP3
モザイク変異を検出した。うちの１つは
CINCA 症候群として新規変異であった（表 4）。
変異 NLRP3 遺伝子導入実験による機能解析を
行った。その結果 ASC 依存性に NF-κB 活性化
能を有し、THP-1 細胞死を引き起こすことが
確認され、有意な変異と考えられた（図６）。	 

	 

表 4	 新規“変異陰性”CINCA 症候群 10 症例
中４症例で NLRP3 モザイク検出	 
	 

	 

図 6	 新規 NLRP3 変異の疾患関連性	 
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