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研究成果の概要（和文）：本研究はインフラマソームに特異的に反応し、その活性に応じてシグナルを変化させ
ることができる機能化造影剤を設計・作製した。そのプラットフォームとしては、タンパク質ベースのナノ構造
体を用いた。予備実験において､ナノ構造体の血中安定性は極めて高く、少なくとも1週間は血中酵素に分解され
ること無く安定に存在した。さらにマウスに投与後、JSCC標準化対応法によって各種の生化学パラメータを測定
したところナノ構造体による急性毒性も観察されなかった。そして細胞内引き起こされる炎症応答としてのイン
フラマソームを、このナノ構造体の構造変化によって定量的かつリアルタイムに観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we designed and constructed a functionalized contrast agent 
that specifically reacts to inflammasomes and can modify its signal according to its activity. 
Protein-based nanostructures were used as a platform. In preliminary experiments, the nanostructures
 were extremely stable in blood and remained stable for at least one week without being degraded by 
blood enzymes. Furthermore, after administration to mice, various biochemical parameters were 
measured by the JSCC standard method, and no acute toxicity due to the nanostructures was observed. 
In addition, the structural changes of the nanostructures allowed quantitative and real-time 
observation of inflammasomes as an intracellular inflammatory response.

研究分野： ナノ医工学

キーワード： 炎症　インフラマソーム　ナノメディシン　機能化造影剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では未だ実現されていない造影剤を使ったインフラマソームのリアルタイムイメージングに成功した。こ
れまでのレポーター遺伝子を使ったインフラマソームの可視化とは異なり、作製したナノ構造体は様々な細胞や
動物に応用できる。インフラマソームは炎症応答の促進に直接関わっており、感染症や生活習慣病を含めた様々
な疾患との関係が次々と明らかになっている。その中には早期診断が極めて難しい疾患も含まれている。炎症は
これらの疾患の極初期から起こっており、インフラマソームの形成を特異的に捉えることができれば、これらの
疾患を極初期の段階で診断することが可能となる。

※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 

がん組織に炎症細胞が浸潤していることは、病理学的に古くから知られており、慢

性炎症と発がんは密接に関わっていると考えられてきた。特に近年は炎症反応により

活性化するシグナル経路が発がんに関与していることが解明されつつあり、炎症応答

を制御することでがん化やその進展を制御できる可能性も見えてきた。また炎症性疾

患には本研究の目標である NASH をはじめ、機序、診断法、そして治療法が開発途上に

あるものも多く、炎症反応の解明が喫緊の課題となっている。炎症反応は生体防御に

おいて極めて重要な反応であるが、過剰な炎症性応答は組織障害を惹起する。この炎

症において重要な役割を担うのがインフラマソーム（inflammasome）と呼ばれるタン

パク複合体である。このインフラマソームは刺激を認識する受容体（Nod-like 

receptor や AIM2 等）、ASC というアダプター分子、そしてカスパーゼ 1 から構成さ

れており、細菌やウィルスなどの病原体構成分子や代謝産物などの生体にとっての危

険物質を認識すると多量体化して活性化する。インフラマソームは炎症応答の促進に

直接関わっており、近年は感染症だけでなく生活習慣病を含めた様々な疾患との関係

が次々と明らかになっている。その中にはアルツハイマー病や非アルコール性脂肪肝

炎（NASH）、あるいは心筋梗塞など早期診断が極めて難しい疾患も含まれている。炎症

はこれらの疾患の極初期から起こっており、インフラマソームの形成を特異的に捉え

ることができれば、これらの疾患を極初期の段階で診断することが可能となる。 

 

２. 研究の目的 
炎症反応は生体防御において極めて重要な反応であるが、過剰な炎症性応答は組

織障害を惹起する。この炎症において重要な役割を担うのがインフラマソームと呼

ばれるタンパク複合体である。本研究では未だ実現されていない造影剤を使ったイ

ンフラマソームのリアルタイムイメージングを目標とする。in vitro ではペプチド

やレポーター遺伝子を使ったインフラマソームの可視化に成功しているが、in vivo、

特に将来的な画像診断への応用を考えた場合、これらの方法は適しているとはいえ

ない。ヒトを含めホールボディでの可視化では、血中滞留性、細胞・組織への分子標

的化、そしてインフラマソーム応答性をすべて高次元で実現する必要がある。我々は

これまでに培った独自のナノ分子工学を駆使することでこれを実現する。その鍵と

なるのがナノ構造体の分子標的化とインフラマソーム応答性である。このナノ構造

体は細胞毒性が低く、生体内での安定性も非常に高い。 

 
３. 研究の方法 
ナノカプセルの作製と形態観察 

インフラマソームの機能化造影剤プラットフォームとしては、タンパク質ベース

のバイオナノ構造体を用いた。線結晶構造解析の結果、このタンパク質の一部はカプ

セルの外表面に露出していることが明らかとなっており、この領域特定の酵素に対

する応答配列を組み込むことが可能である。そこで本研究ではインフラマソームに

対して最適化した配列を遺伝子レベルで組み込んだ。ナノ構造体はいずれも大腸菌

から大量発現し、クロマトグラフィーによって精製した。動的光散乱法（DLC）や透

過型電子顕微鏡(TEM)等によって詳細に物性評価した。 
 



インフラマソーム応答性評価 
ナノ構造体のインフラマソーム応答性を評価するために、インフラマソーム関連酵

素に対する感受性を調べた。まずナノ構造体と蛍光分子をモル比で 1：1.5 の割合で一

晩反応させ、蛍光ラベル化した。これをゲル濾過精製した後、インフラマソーム応答

性を評価した。ナノ構造体をインフラマソーム関連酵素と混合し、37℃で 3 時間イン

キュベートした。反応後、15-20%トリシンゲルを用いて電気泳動し、Typhoon FLA900
で蛍光スキャン解析した。さらに溶液中におけるナノ構造体のインフラマソーム関連

酵素濃度依存性を蛍光スペクトル変化で追跡した。 
細胞中におけるナノ構造体のインフラマソーム応答性 

THP-1 を 96well プレートに播種し、80nM PMA (ホルボール 12-ミリスタート 13-
アセタート)含有培地で 3 日間培養した。PBS で 3 回洗浄した後、ナノ構造体を添加

し、細胞内へ形質転換させた。これを 10µg/ml LPS 含有培地でさらに培養を続け、XX
時間後に細胞を PBS で洗った。これを TECAN M1000 で蛍光スペクトルを測定した。 

 

４. 研究成果 
本研究はインフラマソームに特異的に反応し、その活性に応じてシグナルを変化

させることができる機能化造影剤を設計・作製した。タンパク質ベースのバイオナノ

構造体にインフラマソーム関連酵素の応答配列を組み込むことに成功した。このナ

ノ構造体は数十アミノ酸を組み込んでも安定な球状構造を維持することができるた

めはアニオン交換クロマトグラフィーによって粗精製し、最終精製はゲル濾過クロ

マトグラフィー（GPC）によって行った。得られた精製物を SDS-PAGE で分析した

ところ、ほぼシングルバンドであり純度は＞90％と確認できた。 
ナノ構造体に組み込んだ応答配列はゲル電気泳動において、酵素添加後に分子量

の小さい断片が観察されたことから、期待通り切断・分解されていることが確認でき

た（図 1a）。これは期待通り、インフラマソーム関連酵素に応答したことを示してい

る。またこのインフラマソーム応答性は、ナノ構造体に固定化した蛍光応答の変化に

よってリアルタイムに観察することができた。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1ナノ構造体のインフラマソーム関連酵素に対する応答性 
(a) 蛍光ラベル化したナノ構造体に酵素を加え、37℃で 3時間インキュベートした後、

15-20%トリシンゲルを用いて電気泳動分析した。①, 酵素添加前; ②, 酵素添加後 
(b) 蛍光ラベル化したナノ構造体に種々の濃度の酵素を加え、37℃で 3 時間インキュ

ベートした後、蛍光スペクトルを測定した。 
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一般に、ナノサイズの構造変化をリアルタイムに観察することは困難であるが、

Förster 共鳴エネルギー移動（FRET）とよばれる現象を観察することで評価すること

が可能である。この技術は二つの波長の異なる蛍光分子を組み合わせ、一方が蛍光ド

ナー、もう一方がアクセプターとして機能させる。これら二つの蛍光はお互いの分子

間距離に強く依存するため、その変化を観察することによって両分子の相対的な位

置を推定することが可能となる。今回は、インフラマソーム応答型ナノ構造体に二つ

の蛍光分子（Alexa647 とそれに対応する Quencher）をラベルした。ナノ構造体に種々

の濃度のインフラマソーム関連酵素を作用させたところ、酵素濃度依存的に蛍光ス

ペクトルが変化した（図 1b）。これらの特性を利用して、ヒト単球系白血病細胞株に

ナノ構造体を形質転換して炎症誘導するとナノ構造体由来の蛍光が増強された（図

2）。以上の結果から、細胞内引き起こされる炎症応答としてのインフラマソームをナ

ノ構造体の構造変化によって定量的に観察することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2ナノ構造体のインフラマソーム関連酵素に対する応答性 

蛍光ラベル化したナノ構造体を THP-1 細胞に形質転換し、80nM PMA および酵素
10µg/ml LPS で刺激してインフラマソームを誘導した。この時の蛍光強度変化を測
定した（Ex:646nm  Em:671nm）。 
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