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研究成果の概要（和文）：インフラマソームは病原体の侵入や、なんらかの原因によって細胞傷害が起こって細
胞内分子（ATPなど）が漏出・放出されると、それらを危険信号として認識して活性化されるタンパク質複合体
である。本研究では、活性イオウと呼ばれる内因性分子が、NLRP3インフラマソームをはじめとする炎症応答に
対して強力な抑制作用を持つことが明らかにした。活性イオウの産生系が低下すると、炎症が過剰になり、遷延
することをマウスを用いた実験系により明らかにした。一方、インフラマソームの活性化を伴う炎症応答に対し
て、活性イオウドナーは優れた治療効果を示すことがわかった。今後、活性イオウを基盤とする新しい創薬展開
が期待される。

研究成果の概要（英文）：Inflammasomes are protein complexes that recognize the leakage or release of
 intracellular molecules (such as ATP) as a danger signal when pathogens invade or when cell damage 
occurs due to some other cause. In this study, we revealed that endogenous molecules called reactive
 sulfur species have a strong inhibitory effect on inflammatory responses, including the NLRP3 
inflammasome. Experimental systems using mice revealed that when the production system of reactive 
sulfur species is suppressed, inflammation becomes excessive and persists. On the other hand, we 
found that reactive sulfur donors have excellent therapeutic effects against inflammatory responses 
accompanied by inflammasome activation. In the future, we hope to develop new drugs based on 
reactive sulfur species.

研究分野：生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフラマソームの活性化は、炎症応答の誘導を通じて、生体にとっての異物（病原体や死細胞成分）の除去に
必須の働きをしている。一方、インフラマソームの過剰な活性化は炎症性疾患の進展に関わると考えられてい
る。本研究ではインフラマソームの新しい活性調節機構の一端を明らかにした。この成果は、インフラマソーム
の制御異常への活性イオウの関わりを指標とするリスク因子の予測や、活性イオウの産生増加を標的とする新し
い治療法構築へ寄与することが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
インフラマソームは病原体の侵入や、なんらかの原因によって細胞傷害が起こって細胞内分子

（ATP など）が漏出・放出されると、それらを危険信号として認識して活性化されるタンパク質

複合体である。危険信号の認識に関わるタンパク質は Nod 様ドメインがあり、そこが自己集合し

て巨大なタンパク質複合体が形成される。最もよく研究されているインフラマソームとして

NLRP3 インフラマソームがあり、炎症性サイトカインである interleukin-1β（IL-1β）や IL-

18 の成熟化と産生の制御に極めて重要である１）。 

インフラマソームが活性化されると、炎症応答が

誘導され、それら危険信号の原因となるものを排

除しようとする生体恒常性維持の大事な役目を担

っている。一方、炎症反応は生体にとっては自らを

傷つける可能性もあるため、インフラマソームの

活性化は正負両面から厳密に制御されている（図

１）。正の制御としては、カリウム排出や活性酸素

（ROS）産生により引き起こされるタンパク質複合

体の多段階形成がある。これらプロセスに対して、

マイクロ RNA、キナーゼ、一酸化窒素などが内因性の抑制因子としてインフラマソームの適切な

活性化を制御している。 

このようなインフラマソームの内因性抑

制因子として近年、硫化水素が注目されて

いる。硫化水素は哺乳動物細胞においてシ

ステイン合成経路から生成する新しいガス

状メディエーターとして、その生理機能が

注目されている。通常、システインはイオウ

転移経路（transsulfuration pathway）によ

ってホモシステインからシスタチオニンを

経由して合成される（図 2）。その経路はシ

スタチオニン β シンターゼ（CBS）とシス

タチオニンγリアーゼ（CSE）が触媒する。

この CSE がシステインを直接分解して硫化

水素が生成すると考えられている。これま

でに CSEを欠損した細胞では NLRP3 インフラマソーム活性化が亢進することが報告されている。

また硫化水素ドナーである硫化水素ナトリウムを投与すると、逆に NLRP3 インフラマソームが

抑制されることから、硫化水素がインフラマソームの負の制御因子であると考えられている。し

かしながら、本応募者らがシステインと CSEの反応を詳細に解析したところ、両者の反応からは

痕跡量のごく僅かな硫化水素しか生成しないことが明らかとなった（PNAS 2014；図２）２）。一

方、驚くことに CSEはシステインが酸化してできるシスチンを基質とすると、システインパース

ルフィドと呼ばれるチオール基にさらに過剰なイオウ原子が付加した分子を生成することを見

出した（PNAS 2014；図２）２）。さらに解析を進めたところ、本来はシステインを tRNA に結合す

る cysteinyl-tRNA 合成酵素（CARS）がシステインを直接の基質としてシステインパースルフィ

ドを合成することを発見した（Nature Commun 2017；図２）３）。システインパースルフィドは、

もとのシステインと比べて、抗酸化力や還元力が著しく

高まっていることが明らかとなり、活性イオウとしての

機能が近年大きな注目を集めている。そこで、NLRP3 イ

ンフラマソームの活性化に対して、活性イオウがどのよ

うな作用をもたらすかについて、本応募者らが独自に開

発した活性イオウドナー（Cell Chem Biol 2019）４）を

用いて解析した。その結果、活性イオウドナーで処理し

た細胞では NLRP3 インフラマソームの活性化が強力に

抑制されることを見出した（図３；論文投稿準備中）。

興味深いことに、その作用は、硫化水素ナトリウムより

もはるかに強力であった。これらのことから、CSE-CARS

経路から生成した活性イオウ（システインパースルフィ

ド）が内因性のインフラマソーム抑制因子である可能性



が強く示唆される（図２）。 
 
２．研究の目的 
硫化水素の NLRP3 インフラマソームへの抑制作用は 2016年に初めて報告され（2 報）、その後、
2020年 10 月までに合計 26 報が報告されている（NLRP3 inflammasome & hydrogen sulfide で
Pubmed検索）。これら報告では、内因性の硫化水素生成系として CSEに着目した検討がなされて
いる。一方、システインパースルフィドを含む活性イオウについては、これまでインフラマソー
ムとの関連を解析した報告はまったくない。CARS の機能と炎症応答との関連については、ゲノ
ムワイド相関解析から、CARS2 が抗炎症性機能を発現する可能性が報告された５）。本研究では、
本応募者らがこれまでに独自に構築してきた活性イオウに関する精密定量解析技術、活性イオ
ウドナー、遺伝子改変動物（細胞）を最大限に駆使して、活性イオウがどのように NLRP3 インフ
ラマソームを抑制しているのか、その分子基盤の解明を目指す。具体的には、（１）NLRP3 イン
フラマソーム活性化の各段階に対する活性イオウドナーの影響、（２）CARS 由来活性イオウの
NLRP3 インフラマソーム活性化への影響、（３）NLRP3 インフラマソーム関連疾患に対する活性イ
オウの治療効果、を明らかにする。CARS-活性イオウというこれまでにない新しい切り口での制
御機構を明らかにできれば、未だ十分に理解されているとは言えないインフラマソームの制御
破綻による自己炎症性疾患に対する画期的な診断、予防、治療法の構築に向けたさらなる研究展
開も期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) NLRP3インフラマソーム活性化の各段階に対する活性イオウドナーの影響 

NLRP3 インフラマソームの培養細胞モデルとして、マウスマクロファージ様細胞株 J774.1 と骨

髄由来マクロファージを用いる。NLRP3 インフラマソームは、シグナル１としてリポ多糖で刺激

する。これにより転写因子 NF-κBが活性化され、NLRP3 と前駆体 interleukin-1β（Pro-IL-1β）

が発現する。また炎症性サイトカインの腫瘍壊死因子α（TNFα）も発現する（図 4）。続いてシ

グナル 2として ATP、膜孔形成毒素ナイジェリシン、シリカ微粒子で細胞を刺激する。これによ

ってカリウム放出、ROS 産生が起こる。続いてインフラマソームの構成タンパク質が順次複合体

を形成していく。最終的にカスパーゼ１が活性化されて成熟型 IL-1β が生成する。それぞれの

プロセスに関わる生化学的な変動に対して、活性イオウドナーおよび硫化水素ドナーを処理し

たときの影響を解析する。具体的な解析指標を以下に示す。 

 
 

シグナル１に対する影響 

NF-κBの活性化：NF-κBとそのリン酸化体を Western blot にて定量する。 

Pro-IL-1βの発現：Western blot にて定量する。 

TNFαの発現：ELISA にて定量する。 

シグナル２に対する影響 

カリウムの細胞外への排出：カリウム排出ポンプが開口すると細胞外に添加した金属タリウム

が細胞内に逆流入する。これを細胞内に事前に添加しておいた蛍光プローブ FluxOR II Green で

定量する。カリウム排出が抑制されると蛍光強度が減少するため、これを蛍光顕微鏡で定量する。 

ROS の産生：ROS 反応性蛍光プローブである DCDHFで細胞を処理し、それをインフラマソーム活

性化剤で刺激する。このときの蛍光強度の増加を蛍光顕微鏡で定量する。 



ASCオリゴマー化：細胞破砕液をタンパク質架橋剤 BS3 で処理し、ASCオリゴマーを安定化させ

たあとで Western blot にてオリゴマー化を定量する。 

ASCスペック形成：抗 ASC 抗体で細胞を染色し、細胞内に形成された巨大な ASCスペックを共焦

点顕微鏡で定量する。ASCスペック陽性細胞をカウントする。 

IL-1βの産生：ELISA にて定量する。 
 
(2) CARS由来活性イオウのNLRP3インフラマソーム活性化への影響 

CARS のシステインパースルフィド合成活性を阻害したときに、NLRP3 インフラマソーム活性化

がどのように影響を受けるのかを解析する。上記(2)で得られた CARS 阻害剤処理した細胞にお

ける IL-1β産生を定量する。またすでに作製している CARS2ヘテロノックアウトマウス（Nature 
Commun 2017）から採取した骨髄マクロファージと、コントロールマウスのマクロファージにお

ける NLRP3 インフラマソームの活性化量を定量解析する。CARS2ヘテロノックアウトマウス由来

細胞では、野生型細胞と比べて活性イオウ量がおおよそ半分になっている（Nature Commun 2017）。 
 

(3) NLRP3インフラマソーム関連疾患に対する活性イオウの治療効果 
NLRP3 インフラマソームの活性化は、病原体の排除や組織修復に重要な働きをしている一方、そ
の活性化が過剰に起こったり、慢性化してしまうと、さまざまな病気の進展に関わることがわか
ってきた。例えば、敗血症によってリポ多糖が大量に血中に放出されたり、薬剤性肝炎による広
範囲の肝障害、また体内で代謝できないアスベストや尿酸結晶による持続的な活性化などが知
られている。さらに最近、新型コロナウイルス感染症である COVID-19 についても、NLRP3 イン
フラマソームの過剰な活性化が、サイトカインストームと重症化に関わることが報告されてい
る。そのため、NLRP3 インフラマソームを抑制できる薬剤はこれら自己炎症性疾患の治療薬とし
て注目されている。本研究では、NLRP3 インフラマソーム関連疾患のモデルとして、マウスエン
ドトキシンショックとアセトアミノフェン肝炎を用い、それらに対する活性イオウドナーの治
療効果を検証する。これまでの予備検討から、2019年に Cell Chem Biol に報告した活性イオウ
ドナー（N-アセチルシステイン[NAC]を基本骨格として持つ）をマウス尾静脈投与すると、肺に
優先的に分布することがわかってきた（未発表データ）。エンドトキシンショック病態では肺が
主要な炎症臓器となることから、このモデルに対して当該ドナーにて治療を行う。一方、肝臓へ
活性イオウを送達するためには新しいドナーの開発が必要であると考えている。本研究ではグ
ルコーストランスポーターを介した肝細胞への取り込みを期待し、新規なグルコース型活性イ
オウドナーを合成する。その肝臓へのデリバリーと薬剤性肝炎に対する治療効果を検証する。 
 
４．研究成果 
（1）活性イオウによる NLRP3 インフラマソームの阻害 
上述したように、NLRP3 インフラマソームの活性化におけるシグナル２の刺激として、ATP やカ
リウムイオノフォアであるナイジェリシン、シリカ粒子、さらには核酸誘導体の imiquimod など
が知られている。マウスマクロファージ様細胞株をシグナル 1 で刺激した後、シグナル２で活性
化すると、培養上清中に顕著に IL-1bが分泌され、NLRP3 インフラマソームが活性化しているこ
とを確認した。このような刺激条件下に活性イオウドナーを添加すると、IL-1bの産生が顕著に
抑制された。このとき、活性イオウ供与能を持たないコントロール化合物を添加しても、IL-1b
の産生抑制は見られなかった。また硫化水素ドナーである NaHS 添加は、わずかに IL-1b産生を
抑制するものの、その程度は活性イオウドナーに比べてとても弱かった。以上の結果から、活性
イオウは細胞内における NLRP3 インフラマソームの 2 次活性化を強力に抑制していることが示
された。 
活性イオウドナーの添加は、ATP やナイジェリシン刺激によるカリウム排出には影響を与えな

いことがわかった。一方、活性イオウドナーは ATP刺激による細胞内 ROS 産生を強く抑えた。こ
れが NLRP3 インフラマソームの阻害作用の一部に関わっている可能性が示された。 
このような活性イオウドナーによる NLRP3 インフラマソームの阻害は、培養細胞だけでなく、

マウス個体でも確認できた。マウスにリポ多糖と ATP を腹腔内投与すると、血中に IL-1bの産生
増加が見られた。このモデルに対して、活性イオウドナーを投与すると、IL-1bの血中濃度が著
しく抑制された。一方、NaHS投与ではそのような IL-1bの低下は認められなかった。 
 
（2）CARS由来活性イオウのNLRP3インフラマソーム活性化への影響 
活性イオウはアミノ酸であるシステインを基質として生合成されることをすでに報告している
（Nature Communications 2017）３）。細胞は細胞外のシスチンをそのトランスポーターである
xCT を通じて細胞内に取り込み、その後シスチンを還元してシステインを得ている。この xCT を
欠損したマクロファージでは、リポ多糖刺激による炎症性サイトカインの産生が顕著に増加し
ていた。このとき、同時に活性イオウドナーを添加すると、逆に炎症性サイトカインが抑制され
た。これらの結果は、インフラマソームの活性化がシステインの細胞内濃度によって厳密に制御
されており、その制御にはシステインからの活性イオウ生成、つまり CARS を介したシステイン
パースルフィドの生成が大きく関わっていることを示している。 



 
（3）NLRP3 インフラマソーム関連疾患に対する活性イオウの治療効果 
過剰な炎症応答はさまざまな病態の進展に関わることがわかってきている。活性イオウドナー
がこれら過剰な炎症にどのような治療作用を持つかを解析した。マウスにインフルエンザを感
染させた致死的な病態モデルを作成した。このモデルにおいて、CARS2のヘテロ欠損は著しく病
態を悪化させた。つまり CARS2 に由来する活性イオウが過剰な炎症病態に保護的に作用するこ
とが示された。さらにこの CARS2ヘテロ欠損マウスに、活性イオウドナーを投与すると、生存率
が顕著に改善した。これらのことから、過剰な炎症が関わる病態に対して、活性イオウを基盤と
する新しい治療法が可能であることを示している。また、新しい活性イオウドナーとして、グル
コースを骨格に持つ活性イオウドナーの開発に成功した。このグルコース型活性イオウドナー
は、NAC 型活性イオウに匹敵する強さで、マクロファージからの炎症性サイトカインの産生をよ
くせいすることがわかった（論文投稿中）。 
 
以上のように、活性イオウは NLRP3 インフラマソームをはじめとする炎症応答に対して強力な
抑制作用を持っていることが明らかとなった。このことから、何らかの原因によって活性イオウ
の産生系が低下すると、炎症が過剰になったり、遷延することが予想される。一方、炎症性疾患
に対して、活性イオウドナーは優れた治療効果を示すことがわかり、今後の新しい創薬展開が期
待される。 
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