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研究成果の概要（和文）：肝細胞、腸上皮細胞、表皮細胞特異的にcFLIPを欠損したマウスを樹立したところ、いずれ
のマウスも出生前後に細胞死が亢進した結果致死となった。以上よりcFLIPはこれらの組織の恒常性維持に必須の分子
であることが明らかとなった。また肝細胞でcFLIPの発現の低下したマウスを用いてクッパー細胞と血中から浸潤して
くる単球の肝炎後の炎症の収束における役割を検討した。クッパー細胞ではなく、末梢血から流入する単球を除去した
マウスでは肝炎が劇症化し、著明に炎症性サイトカインの産生が亢進することが判明した。細胞死後の炎症の収束には
末梢血から流入してくる単球が必須の役割を果たしていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To investigate a role for cFLIP in tissue homeostasis, we generated conditional 
cFLIP-deficient mice. Hepatocyte-, intestinal epithelial cell-, and epidermis-specific cFLIP-deficient 
mice died perinatally due to enhanced apoptosis or necroptosis of respective tissues, suggesting that 
cFLIP plays an essential role in maintaining tissue homeostasis. We also generated mice, in which 
expressions of cFLIP in hepatocytes were decreased (cFLIPHeplow mice) to half compared to those of 
wild-type mice. Upon TNFα injection, cFLIPHeplow mice spontaneously developed transient and mild 
hepatitis. We next investigated whether Kupffer cells or infiltrated monocytes were required for 
suppression of inflammation associated with cell death. Depletion of infiltrated monocytes, but not 
Kupffer cells resulted in exacerbation of hepatitis along with strong elevation of inflammatory 
cytokines, suggesting that infiltrated monocytes, but not Kupffer cells play a crucial role in 
suppression of inflammation.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
発生や老化の過程で不要となった細胞や生
体にとって有害な細胞は、細胞死により排
除される。長年にわたり細胞死は細胞の一
生の最終過程であり、死んだ細胞は単に捨
て去られる存在であると考えられてきた。
ところが近年、細胞死が誘導された後の死
細胞それ自身が周囲の細胞や組織に多様な
シグナルを発信し、様々な生体応答を引き
起こすことが分かってきた（Kono et al, Nat 
Rev Immunol 2008）。これまで細胞死に伴い
HMGB1, HSP, SAP130 な ど の danger 
associated molecular patter (DAMP)sと呼ばれ
る様々な分子が放出され、細胞死に伴う炎
症に関与することが示されてきた。また、
ショウジョウバエではアポトーシスに伴い
死細胞から増殖因子が放出され、それらが
残存した生細胞に増殖シグナルを誘導する
ことで、組織の恒常性維持に関与している
ことが示されている（代償性増殖）（Ryo et al, 
Dev Cell 2004）。一方で、ほ乳類細胞では細
胞死に伴い放出され代償性増殖に関与する
因子として prostaglandin E2が同定された（Li 
et al, Sci Signal 2011）。このように様々な因
子が死細胞から放出されることは明らかに
なってきたものの、生体内において死細胞
がどのような局面で、どのようなメッセー
ジを発しているかの全貌の解明には至って
いない。 
	 	 	 申請者らは、これまでに炎症に中心的
な役割を果たす転写因子 NF-κB の活性化の
メカニズムの研究に一貫して従事してきて
おり（ Nakano et al, PNAS 1998, 1999; 
Tokunaga et al, Nature 2011）、世界に先駆けて
NF-κB による細胞死抑制の新たなメカニズ
ムが ROS 産生の抑制にあることを報告した
（Sakon et al, EMBO 2003; Xue et al, J Biol 
Chem 2005）。その後申請者らは、NF-κBに
よる細胞死抑制に中心的な役割を果たす分
子が cellular FLICE inhibitory protein (c-FLIP) 
であるということを明らかにした（Nakajima 
et al, EMBO 2006, J Biol Chem 2008, 
Oncogene2008; Nakano et al, Cell Death Differ 
2006）。 
 
２．研究の目的 
(1) 肝細胞、腸上皮細胞、表皮細胞特異的な
cFLIP 欠損マウスを樹立し cFLIP の組織の
恒常性維持における役割を明らかにする。 
(2)肝細胞特異的 cFLIP 発現低下マウスを用
いて、死細胞貪食に関与する 2種類の食細胞
を一過性に個別に欠失させたモデルマウス
を樹立する。これらのマウスに細胞死を誘導
し、死細胞の貪食やその後の炎症の収束過程
がブロックされることで、どのような病態が
誘導されるのか明らかにする。さらに、死細
胞および死細胞に反応する食細胞から放出
される炎症制御因子をトランスクリプトー
ム解析およびメタボローム解析を用いて同

定する。 
 
３．研究の方法 
(1) cFLIPflox/floxマウスを組織特異的に Cre
リコンビネースを発現するトランスジェニ
ックマウスと交配し、組織特異的な cFLIP欠
損マウスを樹立する。 
(2) 樹立したマウスの組織を活性化型カスパ
ーゼ 3 抗体や Ki67 に対する抗体を用いて免
疫染色を行い、アポトーシスや細胞増殖が亢
進しているかを検討する。 
(3) 各組織を電子顕微鏡により観察し、アポ
トーシスやネクローシスが亢進しているか
を検討する。 
(4) cFLIP 肝細胞低下マウスにクロドロネー
トリポソームを投与し、肝臓に常在する
Kupffer細胞を一過性に除去する。 
(5) cFLIP肝細胞低下マウスに、ジフテリアト
キシン(DT)により食細胞を一過性に除去す
ることのできるマウス(DTR)の骨髄を移入し
たキメラマウスを作製し、DT 投与により骨
髄由来の単球や好中球を一過性に除去する
ことの可能なマウスを樹立する。上記 2種類
のマウスに TNFαを投与し、ある特定の食細
胞を欠損させたマウスに肝炎を誘導し、細胞
死後の炎症やサイトカイン産生にどのよう
な影響が見られるかを検討する。 
	 
４．研究成果	 
(1)腸上皮細胞や肝細胞で特異的 cFLIP を欠
損したマウスを樹立したところ、いずれのマ
ウスも出生後2日以内に致死となることが判
明した。cFLIP を欠損した腸上皮細胞や肝細
胞はアポトーシスだけではなく、計画的ネク
ローシス（ネクロプトーシス）も亢進してい
ることが判明した。TNFR1 欠損マウスと腸上
皮特異的cFLIP欠損マウスを交配したところ、
致死的な表現型は部分的に回復したことか
ら、TNF シグナルが致死的な腸炎の発症に関
与していることが示された。一方で、TNFR1
欠損マウスと肝細胞特異的なcFLIP欠損マ
ウスを交配しても、致死的な肝炎は抑制さ
れなかったことから、肝細胞死の抑制には
TNF シグナルのブロックだけでは不十分で
ある可能性が示された。さらにインターフ
ェロン誘導性肝細胞特異的cFLIP欠損マウ
スの解析から、cFLIP は TNFα,	 TRAIL,	 FasL
などから誘導される細胞死から肝細胞を
防御する上で必須の因子であることが判
明した。以上より cFLIP は腸上皮細胞や肝
細胞のアポトーシスおよび計画的なネク
ローシスを抑制し、腸管や肝臓などの組織
の恒常性維持に必須の役割を果たしてい
ることが明らかとなった（Piao et al, Sci 
Signal 2012）.	 
(2) 皮膚の恒常性維持における cFLIP の
役割を検討するために表皮特異的な
cFLIP欠損（cFLIPΔEpi）マウスを作製し
た。既に論文に報告されているように



cFLIPΔEpi マウスはケラチノサイトのア
ポトーシスが出生前に亢進し胎生致死と
なることが明らかとなった。表皮において
TNFαの発現が亢進していたことから、ケ
ラチノサイトの細胞死亢進の原因が
TNFα依存性であるかを検討するために
TNFR1 欠損マウスと交配したところ胎生
致死の表現型が解消された。cFLIPΔEpi; 
TNFR1 二重欠損マウスはメンデルの法則
に従って出生してきたものの、出生後４〜
５日目から皮膚炎が出現し、最終的には 7
〜10 日目には全個体が致死となった。こ
のことから cFLIP 欠損表皮細胞で認めら
れる細胞死は、出生前は TNFR1依存性で
あり、出生後は TNFR1非依存性であるこ
とが初めて明らかとなった。出生後 5日目
の組織学的検索では表皮細胞の初期分化
マーカーであるケラチン 5 やケラチン 14
の発現は cFLIPΔEpi マウスでも正常に検
出されたが、後期分化マーカーであるロリ
クリンの発現は消失していた。この事から
cFLIP の欠損により細胞死の亢進した表
皮では分化障害が誘導されていることが
明らかとなった。	 
(3)	 cFLIP の肝細胞特異的に発現の低下した
マウス（完全に欠損したマウスは出生直後に
致死となるため）に少量の TNFαを投与するこ
とにより一過性の肝障害が誘導されること
を見出した。組織学的な解析では TNFα投与に
伴い死んだ肝細胞の周囲に多数の CD11b 陽性
や Ly-6G 陽性の単球や好中球が浸潤してくる
ことを見出した。この肝炎モデルを用いて死
んだ肝細胞除去やその後の炎症の収束に肝
臓内に常在するマクロファージであるクッ
パー細胞と骨髄から流入してくる単球や好
中球の役割を検討した。予想外な事にクッパ
ー細胞をクロドロネートリポソームにより
除去しても肝死細胞の除去や、その後の炎症
の収束にはまったく影響しないことが明ら
かとなった。骨髄から流入する単球や好中球
を除去するためにヒトジフテリアトキシン
受容体(DTR)をライソザイムプロモーター下
流にノックインしたマウスの骨髄を用いて、
cFLIP 肝細胞低下マウスとの骨髄キメラマウ
スを樹立した。DTR マウス骨髄を移入し、前
もってジフテリアトキシンを投与し骨髄か
ら流入する単球や好中球を除去したマウス
では、TNFα投与後 1〜2 時間という非常に早
期に肝炎が劇的に増悪し、炎症性サイトカイ
ンである IL-6 や TNFαが大量に産生されるこ
とが明らかとなった。このことは血液中から
流入してくる単球や好中球が細胞死に伴う
炎症の抑制に積極的に関与している可能性
が示された。	 
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