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研究成果の概要（和文）：　腸管虚血再灌流（I/R）障害は、腸管自体の障害のみならず、全身性の炎症や多臓
器不全を惹起する重篤な疾患であるが、その分子機構は未だ不明な点が多い。本研究では、腸管I/R障害におけ
るCasp11およびPyroptosisの実行因子であるGSDMD/GSDMEの役割を解明することを目的に研究を行い、Casp11変
異マウスでは腸管I/R後の生存率が著明に延長することや腸管においてGSDMD/GSDMEが強く発現することを明らか
にした。特に、小腸においてGSDMDの活性化が検出され、定常状態においても腸管ではGSDMDの活性化が起こって
いることが示された。

研究成果の概要（英文）：Intestinal ischemia/reperfusion (I/R) injury causes intestinal injury and 
leads to inflammation and remote organ injury; however, the mechanism of intestinal I/R injury 
remains unclear. Here, we investigated the role of caspase-11 (Casp11) and gasdermin D (GSDMD)
-mediated pyroptosis in intestinal I/R injury. Missense mutation of Casp11 markedly prolonged 
survival after intestinal I/R injury. Western blot analysis showed that GSDMD was expressed in 
various organs. Notably, the expression of GSDMD-NT (N-terminal fragment) was detected in the small 
intestine, indicating the activation of intestinal GSDMD. The expression of GSDME was also detected 
in the small intestine. These findings suggest the role of Casp11, GSDMD, and GSDME in the 
pathophysiology of intestinal I/R injury.

研究分野：消化器外科学

キーワード： インフラマソーム　炎症　サイトカイン　細胞死　消化器疾患
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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、腸管I/R障害においてCasp11およびGSDMD/GSDMEを介したPyroptosisが重要な役割を果たしてい
ることが示された。今後の研究の発展により、腸管I/R障害の新たな分子機序の解明や新規治療法の手がかりが
得られ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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

腸管虚血再灌流（ischemia–reperfusion：I/R）障害は、急性腸間膜虚血症や腸管捻転、外傷、

出血性ショック、絞扼性イレウス、小腸移植など様々な原因によって引き起こされる。この病態

には、活性酸素種や好中球浸潤、炎症による組織障害が主要な役割を果たしているとされるが、

その分子機序は不明であり、有効な治療法も確立されていない。特に、腸管 I/R障害の研究が敬

遠される原因として、腸管は血流が豊富であり再現性のあるモデル作製が困難であることがあ

げられる。申請者は、この問題点を独自の手法で克服し、再現性・信頼性の高い新規腸管 I/R障

害モデルを確立し（図 1）、腸管 I/R に続発する肺障害において肺血管内皮細胞の NLRP3 イン

フラマソーム（NLRP3 inflammasome）と呼ばれる細胞内分子複合体が重要な役割を果たすこ

とを明らかにした[1]。 

 NLRP3 インフラマソームは、様々な病態における無菌性炎症の新規惹起経路の一つであり、

センサー分子 NLRP3とアダプター分子 ASC、エフェクター分子 Caspase-1（Casp1）から構成

され、Casp1の活性化を介して強力な炎症性サイトカインであるインターロイキン-1β（IL-1β）

の前駆体（非活性型）から活性型へのプロセシングを引き起こす [3]。近年、この Casp1 が

Gasdermin D（GSDMD）をプロセシングし、GSDMDの N末端断片（GSDMD-NT）が細胞

膜で重合して膜の孔形成を引き起こすことで、炎症性細胞死である Pyroptosis を誘導すること

も明らかになった。一方、Casp11は Casp1と類似した酵素活性を示す炎症性カスパーゼである

が、その役割は明らかになっていなかった。しかし最近、Casp11 が細胞内 LPS

（lipopolysaccharide）を認識するセンサー分子として機能し、GSDMDを介した Pyroptosisを

誘導すること、これによってさらに NLRP3インフラマソームの活性化を引き起こすという、い

わゆる非標準型インフラマソーム（non-

canonical inflammasome）が存在することが

報告されている。一方で最近、インフラマソ

ーム下流でPyroptosisを引き起こす実行分子

としてGSDMEも寄与していることが報告さ

れた[4]。しかし、現在のところ、腸管 I/Rに

おけるCasp11およびGSDMD/GSDMEを介

した Pyroptosisの役割はわかっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、申請者が独自に確立した信頼性・再現性の高い新規マウス腸管 IR障害モデ

ルを用いて、腸管 IRにおける Casp11および GSDMD/GSDMEを介した Pyroptosisの役割を

明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
 

（1）マウス腸管 I/Rモデルの作成 

 野生型 C57BL/6Jマウス（wild-type：WT；♂、8-12週齢）および Casp11mt/mtマウス（C57BL/6J

背景）を使用した。マウス腸管 I/R障害モデルは、腸管膜を折り畳み、その基部をクリップする

 



ことにより作成した [1]。全ての動物実験は、自治医科大学動物実験倫理委員会に許可されたプ

ロトコールで実施し、動物愛護の精神のもとで行った。 

 

（2）GSDMD欠損および GSDME欠損マウス 

 GSDMD欠損マウスは、Dr. K. Schroder（University of Queensland, Australia）を介して

Genentech より供与を受けた[2]。また、GSDME 欠損マウスは、C57BL/6J マウス受精卵に

GSDME遺伝子を標的とした gRNA（exon 3を標的）および組換え Cas9タンパク質を投与す

ることにより作製し、遺伝子の欠損が確認された個体について、C57BL/6Jマウスと交配するこ

とにより欠損系統を樹立した。 

 

（3）GEDMDおよび GSDMEの発現 

 GEDMD および GSDME タンパクの発現は、Western blot 法により解析した。1 次抗体は、

抗 GSDMD抗体（Abcam：EPR19828；ab209845）および抗 DFNA5/GSDME抗体（Abcam：

EPR19859；ab215191）を使用した。また、βアクチン（抗 β-actin抗体：SIGMA：A5441）あ

るいは GAPDH（抗 GAPDH抗体：Santa Cruz：sc-3223）の発現を内因性コントロールとして

用いた。 
 
 
４．研究成果 
 

（1）Casp11mt/mtマウスの作成と腸管 I/Rでの役割 

 Casp11研究が遅れていた要因の一つに、以前から国内外で使用されていた Casp1欠損マウス

には、Casp11にミスセンス変異があるため、Casp1/11欠損となっていたことがあげられる。こ

れは、遺伝子欠損マウスの作成に用いられてきた 129 系統に Casp11 ミスセンス変異があり、

変異遺伝子がゲノム上で隣接する Casp1 と連鎖して遺伝するためである。我々は、Casp1-flox

マウスを 129 系統から作成したが、このマウスも Casp11 ミスセンス変異を保有していること

が明らかになった（Casp11mt/mtマウス）（図 2A）。WTおよび Casp11mt/mtマウスから腹腔マク

ロファージを単離して、Casp11 発現の確認を行った。WT マクロファージでは、Pam3CSK

（TLR2 リガンド）刺激により Casp11 発現が誘導されたが、Casp11mt/mtマクロファージでは

Casp11発現が認められなかった（図 2B）。これに腸管 I/Rモデルを作成したところ、Casp11mt/mt

マウスでは WT マウスと比較して腸管 I/R 後の生存率が著明に延長することが明らかになった

（図 3）。 

 

 

 

 



 

（2）腸管における GSDMDの発現 

 Gasderminの名称は、“gastro（消化管）”と“dermato（皮膚）”に主に発現していることに由

来しており、GSDMDが腸管において重要な役割を担っていることが示唆されている。そこで、

WTマウスの腸管を含む様々な臓器における GSDMDの発現をWestern blot法で解析した。肺

や肝臓、脾臓、胃、十二指腸、空腸、回腸、大腸、骨髄由来マクロファージといった様々な臓器

や細胞において GSDMD（全長 53-kD）の発現が認められた（図 4）。興味深いことに、十二指

腸、空腸および回腸では GSDMDの N末端断片（GSDMD-NT）も検出され、定常状態におい

ても腸管では GSDMDの活性化が起こっていることが明らかになった。 

 

（3）GSDME欠損マウスの作成と GSDMEの発現 

 GSDMDのファミリー分子である 

GSDME は、ある種の抗がん剤によって活性化される Casp3 によってプロセシングされて

Pyroptosisを惹起することが報告されている。最近、申請者らは、GSDMEが Casp1の阻害下

で生じる Pyroptosis の実行因子であることを見出し、このシグナルが ASC/Casp8/Casp3 を介

して誘導されてくることを報告した[4]。そこで、CRISPR/Cas9 法を用いて GSDME 欠損マウ

スを作成した。WTマウスでは、空腸と回腸で GSDMEの強い発現を認め、GSDME欠損マウ

スではその発現が消失していた（図 5）。このことから、GSDMDと比較して GSDMEは小腸に

比較的限局して発現しており、腸管における GSDME 特異的な機能が示唆された。現在、

Casp11mt/mt マウスにおける腸管 I/R 障害抑制機構の解析や、腸管 I/R 障害における

GSDMD/GSDME の役割を継続して行っており、本研究の成果が腸管 I/R 障害の分子機序の解

明につながることが期待される。 
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