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研究成果の概要（和文）：肝硬変を伴う希少疾患患者から同定されたNLRP1点変異が病態を引き起こすメカニズ
ムの解明を試みた。患者由来の肝細胞株は恒常的にNLRP1インフラマソームを活性化させることを明らかにした
が、肝臓線維化に至る機序を解明することはできなかった。また、この点変異が肝細胞特異的に発現するマウス
を作製して解析した。しかし、このマウスにおいて肝細胞のインフラマソーム活性化や肝臓の異常（肝臓線維化
など）は認められなかった。従って、本患者では、何らかの感染や薬剤投与などが加わり（NLRP1点変異によ
る）肝細胞のインフラマソーム活性化が誘導された可能性が考えられた。病態機序の解明にはさらなる解析が必
要である。

研究成果の概要（英文）：We attempted to elucidate the mechanisms by which the NLRP1 point mutation, 
identified in a rare disease patient, caused liver cirrhosis. We demonstrated that NLRP1 
inflammasome is constitutively activated in liver cell lines derived from this patient; however, we 
were not able to clarify the causal relationship between the NLRP1 inflammasome activation in 
hepatocytes and liver cirrhosis. We then generated the mice expressing this NLRP1 mutation 
specifically in hepatocytes. However, these mice neither exhibited NLRP1 inflammasome activation in 
hepatocytes nor liver abnormalities such as liver fibrosis. Accordingly, it was possible to 
speculate that in this patient, any infection and/or drug administration had triggered NLRP1 
inflammasome activation, induced by this mutation, in hepatocytes. Further examination will be 
required to understand the relevant mechanisms. 

研究分野： 自己炎症性疾患

キーワード： インフラマソーム　肝臓線維化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が同定した新規のNLRP1変異に関する本研究成果はNLRP1変異による自己炎症性疾患という概念の確立に寄与
した。このように、本研究成果は学術的意義が高いと考えられる。また、インフラマソームを活性化させる機序
の解明は特定の自己炎症性疾患の治療薬開発につながる可能性があり、本研究成果の社会的意義も高いと考えら
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
NLRP1 は ASC 及び pro-caspase-1 とインフラマソームを形成して自然免疫応答に関与する。

NLRP1 インフラマソームにより活性化した caspase-1 は pro-IL-1（あるいは pro-IL-18）を切
断して成熟型の IL-1（あるいは IL-18）を産生・放出させて炎症を引き起こすとともにパイロ
トーシスと呼ばれるプログラム細胞死を誘導する。ヒト NIRP1 は N 末から PYD・NACHT・LRR・
FIIND・CARD と呼ばれるドメインを有する。しかし、最近まで、NLRP1 インフラマソームの活性
化機序や NLRP1 変異による疾患は十分に解明されていなかった。申請者の研究グループは、肝硬
変とともに掌蹠角化症、歯周病、SLE 様徴候など多彩な病変を有する希少疾患患者から NLRP1 の
FIIND に点変異（NLRP1-P1214L）を見出し、この点変異が NLRP1 インフラマソームを異常活性化
させることを示した。さらに、肝細胞における NLRP1 インフラマソームの活性化が IL-18（IL-
1）産生による炎症とパイロトーシスを誘導して、肝硬変を引き起こす可能性を示した（Yasudo*, 
Ando*, Maehara*, Hepatology, 2021）(*共筆頭著者)。他方、（PYD や LRR における）NLRP1 変異
がインフラマソームの活性化により稀な角化異常疾患を引き起こすと報告された（Zhong, Cell, 
2016）。従って、現在、NLRP1 変異による自己炎症性疾患の概念が確立されつつある。しかし、
NLRP1 変異が多彩な病態を示す機序は十分に解明されていない。そこで、研究代表者は「NLRP1
変異は臓器の自己炎症をどのように誘導するか？」を研究課題の核心をなす学術的「問い」とし
て掲げ、さらに、肝細胞から放出される NLRP1 インフラマソームの粒子が肝臓線維化を誘導する
可能性を示した論文（Gaul, J Hepatol, 2021）に着目し、本研究計画を考案した。 
 
２．研究の目的  
本研究の目的は、ヒト NLRP1 変異（hNLRP1-P1214L）による肝細胞のインフラマソーム活性化

亢進が肝硬変を引き起こす病態機序を解明することである。最終的な目標は、NLRP1 変異による
自己炎症性疾患の治療法を開発することである。 
 
３．研究の方法 
 (1) hNLRP1-P1214L により肝細胞が放出するインフラマソーム粒子が膠細胞に及ぼす作用 

の解析 
① HEK293T細胞に野生型hNLRP1（hNLRP1-WT）あるいはhNLRP1-P1214LとASC-GFPやpro-caspase-

1を一過性に発現させた後、細胞上清を回収した。次に、Percol密度勾配を用いる遠心分離
法を利用して、その上清からインフラマソーム粒子を分離した。 

② 患者由来肝細胞株の培養上清から①と同様の手法でインフラマソーム粒子を含むと想定さ
れる層を分離した。 

③ インフラマソーム粒子（①や②）を正常コントロールの肝細胞株や膠細胞株に添加した。産
生されるサイトカイン量をELISAで測定するなど、肝細胞株や膠細胞株が活性化されるか否
かを調べた。 

これらの実験から、hNLRP1-P1214L により肝細胞で形成されるインフラマソーム粒子が膠細胞
の活性化を誘導し、肝臓線維化の原因となる可能性を検証した。 
 

(2) hNLRP1-P1214L が肝細胞特異的に発現する遺伝子改変マウスの病態解析 
① hNLRP1-P1214Lのコンディショナルノックインマウスを作製し、このマウスと肝細胞特異的

に Cre recombinase が発現するマウスを交配して、肝細胞特異的にhNLRP1が発現するマウ
スを作製した。この遺伝子改変マウスとコントロールマウスを長期観察した。経時的に血清
IL-18・IL-1値や(肝酵素である)AST・ALT値などを測定した。また、肝臓組織を各種染色し
て炎症や線維化を評価した。   

② 上記マウスに薬剤（リポポリサッカライドなど）を投与して①と同様の実験を行った。 
これらの実験から、肝細胞に hNLRP1-P1214L が発現した場合に、マウスの肝臓に異常（線維化
や肝硬変など）を引き起こされるか否かを検証した。 

 
４．研究成果 
 HEK293T 細胞に hNLRP1-WT、ASC-GFP、pro-caspase-1 を一過性に発現させた場合と比較して、
hNLRP1-P1214L、ASC-GFP、pro-caspase-1 を一過性に発現さるた場合には細胞内に ASC スペック
がより多く形成されることを共焦点顕微鏡で確認した。このとき、pro-IL-18 も同時に一過性に
発現させると、hNLRP1-P1214L の存在下では培養上清中に大量の IL-18 が放出されることを確認
した。他方、患者由来の肝細胞株は caspase-1 の活性化とともに大量の IL-18 と IL-1（特に
IL-18）を恒常的に産生・放出することが確認された。従って、肝細胞内で hNLRP1-P1214L はイ
ンフラマソームの活性化を強く誘導し、活性化した caspase-1 が pro-IL-18 を切断して成熟型



の IL-18 を大量に放出させると考えられた。次に、Percol 密度勾配を用いる遠心分離法で回収
した培養上清からインフラマソーム粒子を含む層を分離した。その結果、hNLRP1-WT と比較して
hNLRP1-P1214Lを発現させた場合の培養上清にはASC-GFPを含むインフラマソーム粒子が多く含
まれることを flow cytometry で確認した。また、同様の手法で患者由来肝細胞株の培養上清か
らインフラマソーム粒子を含むと想定される層を分離・回収した。次に、これらのインフラマソ
ーム粒子を正常コントロールの肝細胞株や膠細胞株に添加した。hNLRP1-P1214L と ASC-GFP を含
むインフラマソーム粒子は細胞内に取り込まれて細胞を活性化する可能性を示したが、細胞外
に大量の IL-18 や IL-1を放出させなかった。これらの結果は、hNLRP1-P1214L により形成され
るインフラマソーム粒子は細胞外に放出され、その粒子は他の細胞に取り込まれることを示唆
した。しかし、取り込まれたインフラマソーム粒子がその細胞内でインフラマソームを強く活性
化させることを示唆する結果は得られなかった。他方、何らかの刺激とともに NLRP1 インフラマ
ソーム粒子が膠細胞に作用すると、膠細胞は強く活性化して肝臓線維化に関与する可能性はあ
ると考えられる。 
 肝細胞特異的に hNLRP1-P1214L が発現するマウスとコントロールマウスから肝臓を採取して、
タンパクを抽出して前者のマウスの肝臓にだけ hNLRP1-P1214L が発現することをウエスタンブ
ロッティングで確認した。肝細胞特異的に hNLRP1-P1214L が発現するマウスを長期観察したが、
コントロールマウスと比較して発育や生存率に差は認められなかった。また、この遺伝子改変マ
ウスの皮膚に異常（角化異常など）は認められなかった。さらに、定期的に採取した血清を解析
したが、AST・ALT・LDH 値は正常範囲内であり、肝機能障害を示さなかった。血清 IL-1や IL-
18 値も正常範囲内であり、IL-6・TNF-など炎症を示唆する他のサイトカインやケモカインの値
も正常範囲内であった。肝臓組織を各種染色したが、コントロールマウスと比較して肝細胞特異
的に hNLRP1-P1214L が発現するマウスの肝臓組織に、炎症細胞浸潤はなく、線維化を示唆する所
見も認められなかった。抗 IL-1抗体や抗 IL-18 抗体で染色しても、 肝細胞特異的に hNLRP1-
P1214L が発現するマウスの肝臓組織に IL-1や IL-18 の高い発現は認められなかった。これら
の結果は、肝細胞特異的に hNLRP1-P1214L が発現しても、それだけで肝細胞の NLRP1 インフラマ
ソームは強く活性化しないことが明らかになった。他方、LPS などの肝障害を引き起こす薬剤の
投与も試みたが、コントロールマウスと比較してこの遺伝子改変マウスで肝障害や肝臓線維化
が強く誘導され結果は得られなかった。
これらの結果を総合すると、本患者さんでは、肝細胞における hNLRP1-P1214L 変異とともに何

らかの感染や薬剤投与などが加わり、肝細胞のインフラマソームが活性化して肝臓線維化が引
き起こされたと考えられる。現時点で、どのような感染や薬剤が関与したかは不明であるが、今
後、このマウスの感染モデルや種々の薬剤投与モデルを解析して、肝細胞のインフラマソーム活
性化から肝臓線維化に至るメカニズムを解明する必要がある。同時に、hNLRP1-P1214L が他の細
胞（血球系細胞など）特異的に発現したマウスの解析も必要であると考えられる。
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through hyper-activation of inflammasome: molecular analysis of the pathophysiology
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