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研究成果の概要（和文）：次世代シークエンサーによる自己炎症疾患の遺伝子検査を確立、体細胞モザイク診断の系も
構築し、Muckle-Wells症候群でNLRP3体細胞モザイクが原因となることを示した。原因不明の炎症性疾患患者に全エク
ソーム解析を行い、FLNA異常症、IFIH1異常症、NLRC4異常症を同定した。
CINCA症候群の骨幹端過形成の機序解析のため、iPS細胞から軟骨分化系を確立した。NLRP3変異陽性iPS細胞由来軟骨は
より大きく、SOX9活性化、細胞外基質の産生増加が関与することを示した。また同表現型にインフラマソームは関与せ
ず、NLRP3変異応答性にcAMP/PKA/CREB経路が関与する事を発見した。

研究成果の概要（英文）：We implemented Massive Parallel Sequencing technology to reduce the costs　for 
diagnostic sequencing and to detect somatic mosaicism. We also demonstrated that NLRP3 mosaicism causes 
Muckle-Wells syndrome in a collaborative study with the Spanish group. To identify the responsible genes 
for the unidentified but suspected cases with inflammation, trio-based whole exome sequencing was 
performed. We identified three genes responsible for the inflammatory diseases, FLNA, IFIH1 and NLRC4.
For the delineation of pathophysiology of epiphyseal overgrowth in CINCA syndrome, we utilized iPS 
technology by differentiating patient-derived iPS cells into chondrocytes. The chondrocyte tissues 
obtained from the mutated iPS cells showed the larger sizes, increased SOX9 expression, and increased 
production of extracellular matrix. NLRP3 inflammasome is not contributing to the larger chondrocyte 
tissues. cAMP/PKA/CREB pathway is important for the SOX9 upregulation by NLRP3 mutants.

研究分野： 自然免疫系メンデル遺伝疾患特に自己炎症性症候群

キーワード： 自己炎症性症候群　炎症　メンデル遺伝疾患　全エクソーム解析　自然免疫　NLRP3　軟骨　不明熱
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１．研究開始当初の背景 

 感染症、悪性新生物、リウマチ疾患の
診断の向上により、不明熱と一時診断され
た症例の最終診断に上記３疾患が占める割
合は減少し、体質性に発熱を繰り返す患者
の占める割合が増加している。1990年代後
半より原因遺伝子が次々発見された自己炎
症疾患は、体質性に発熱を繰り返す周期性
発熱疾患の主要原因であり、患者QOLを大き
く損なう疾患である為、解決されるべき重
要な疾患群である。本邦においてもこの10
年間でその概念が確立され、これまで原因
不明の周期性発熱疾患とされていた症例が、
責任遺伝子の変異同定により同疾患として
診断され、適切な診断とそれに基づく治療
が行われるようになってきた。 
 しかし本邦における不明熱・周期性発熱
において、遺伝子異常が同定される症例は
約 10％程度であり、90%が原因不明のままで
あ る 。 特 に 臨 床 的 に CINCA 症 候 群
/NOMID(CINCA/NOMID)と診断されるが遺伝
子変異のみつからない症例は NLRP3 変異陰
性 CINCA/NOMID と 言 わ れ て お り 、
CINCA/NOMID の約 40-50%を占める。さらに
TRAPS の臨床症状を有するが、原因遺伝子
TNFRSF1A 異常が同定されない症例は TRAPS
様症候群として診断されており、その原因
同定、原因に基づく治療法の開発が期待さ
れている。さらに、各自己炎症疾患の特徴
的な臨床症状が如何に形成されているか、
さらにその有効な治療の開発等まだ解決さ
れるべき問題が山積みである。 
 我々は 2005 年、NLRP3 遺伝子の体細胞モ
ザイクの症例を世界で初めて発見し、約
20％の低頻度 NLRP3 遺伝子体細胞モザイク
でも疾患として発症することを報告し、体
細胞モザイクが CINCA/NOMID で重要な病態
機序である事を証明した。また自己炎症疾
患においては、マウスとヒトにおいて表現
型に種差が認められるため、動物モデルに
加えヒト細胞を用いた解析系の樹立が望ま
れていた。CINCA/NOMID 体細胞モザイク症例
より変異陰性 iPS 細胞・変異陽性 iPS 細胞
を樹立し、iPS 細胞からマクロファージ・好
中球分化法を確立し、自然免疫系病態解析
系の樹立に成功した。 
２．研究の目的 
上記背景をもとに、本研究では、1）既知自
己炎症疾患の網羅的遺伝子解析系（モザイク
含む）を確立、2) 不明熱・周期性発熱症例
の新規遺伝子異常同定、3) 患者末梢血・疾
患特異的 iPS 細胞による不明発熱症候群の
病態解析・治療基盤の形成、4) 各自己炎症
疾患の特徴的な症状の発症機序及びその治
療法の開発、を試みる。 
３．研究の方法 

1)不明発熱症例での既知自己炎症疾患遺伝
子解析 
不明熱・周期性発熱症例が既知自己炎症疾患
である可能性の検討を大量遺伝子解析が可
能である次世代シークエンサーを用いて、既
知自己炎症疾患遺伝子全てにおいて検討す
る。 
2)不明発熱症例における体細胞モザイクの
検討(NLRP3体細胞モザイク含む) 
CINCA/NOMIDの約30％がNLRP3体細胞モザイ
ク遺伝子異常と判明したが、通常の遺伝子検
査では診断できない低頻度モザイクで発症
する症例が大部分である。大量遺伝子解析が
可能である次世代シークエンサーを用いて
他の疾患も含めて診断法を確立する。 
3)不明発熱症例における網羅的遺伝子解析 
2)にて異常が見つからなかった症例では、全
エクソーム解析にて遺伝子変異を網羅的に
解析する。 
4)CINCA/NOMID iPS細胞から軟骨細胞への分
化誘導・病態解明 
抗IL-1療法が無効で、疾患に特徴的である長
管骨骨幹端の軟骨肥大の病態解明のため、倫
理的に入手が困難である軟骨細胞を患者iPS
細胞より作成、特徴的な骨病変の機序を検討
する。 
5)CINCA/NOMID低頻度体細胞モザイク発症機
序解明 
NLRP3低頻度体細胞モザイクでNLRP3ヘテロ
変異と同様の全身性炎症を来す機序解明の
ため、単細胞培養系でのサイトカイン分泌と
遺伝子変異解析を組み合わせ、NLRP3体細胞
モザイク症例患者末梢血の変異陰性・陽性１
単球細胞のサイトカイン産生能の検討を行
う。 
４．研究成果 
1）不明発熱症例での既知自己炎症疾患遺
伝子解析 
不明発熱症例での既知自己炎症疾患遺伝
子解析法として、1チューブで 100 アンプ
リコンをマルチプレックスで増幅後、次世
代シークエンサーを用いた解析法を確立
した。重複した解析数が十分あり、現在モ
ザイクまで検討できるパイプラインを構
築中である。 
2) 不明発熱症例における体細胞モザイクの
検討(NLRP3体細胞モザイク含む) 
Cryopyrin-associated periodic syndrome 
(CAPS)の一つ、Muckle-Wells 症候群（MWS）
において、変異が同定されない症例があり、
NLRP3 体細胞モザイクの関与をスペインと
の共同研究で行った（Nakagawa, Ann Rheum 
Dis, 2015）。臨床的に MWS を疑った 56 症
例において、NLRP3 体細胞モザイクの有無
を次世代シークエンサーを用いて検討し
たところ、6変異 7症例の NLRP3 体細胞モ
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ザイク MWS を同定した。以上の結果は CAPS
最重症CINCA/NOMIDのみならず、中等症のMWS
においても NLRP3 体細胞モザイクが存在し、
診断時に注意を要することを示した。 

  
図 1．MWS における NLRP3 体細胞モザイクで
同定された変異（下段）。上段に CINCA/NOMID
に同定された変異を示す。 
 
TNFRSF1A 遺伝子の機能獲得型変異で発症す
る TRAPS にて、臨床的に TRAPS を疑うも
Sanger 法遺伝子解析にて変異を同定できな
い 71 症例に対して、次世代シークエンサー
にて TNFRSF1A 体細胞モザイクを検討した。
結果、TNFRSF1A 体細胞モザイクは同定できず、
本邦の TRAPS 疑いコホートにおいては、体細
胞モザイクは存在しなかった。 
3) 不明発熱症例における網羅的遺伝子解析 
次世代シークエンサーによる自己炎症関連
遺伝子パネルにて異常を同定できなかった
症例では、患者、患者両親のトリオ解析によ
る全エクソーム解析を行った。これまで、変
異を同定、機能解析により原因遺伝子が同定
できたと考えられるのは 3家系である。 
 腸管炎症・慢性偽性腸閉塞症、心臓弁膜症、
鼠径ヘルニア、血小板減少症を主症状とする
兄弟例の解析より、FLNA 遺伝子の新規ミスセ
ンス変異を同定した。 
 脳内石灰化、発達遅滞等の神経症状、髄液
IFN-α産生亢進、を認める臨床的に
Aicardi-Goutieres 症候群と考えられる症例
で、既知変異を認めなかった3症例において、
IFIH1 遺伝子のミスセンス変異を認めた。 
 CINCA/NOMID の体細胞モザイクを含む
NLRP3 変異陰性症例から新規 NLRC4 ヘテロ変
異を同定した。 
 以上 3家系にて新規原因遺伝子を同定した。
Aicardi-Goutieres 症候群については、論文
として報告（Oda, Am J Hum Genet, 2015）、
FLNA 遺伝子、NLRC4 については現在機能解析
を行い、投稿予定である。 
4) CINCA/NOMID iPS 細胞から軟骨細胞への分
化誘導・病態解明 
 ２名のNLRP3モザイクCINCA/NOMID（Y570C, 
G307S）より NLRP3 変異陽性 iPS細胞(変異株)
および変異陰性iPS細胞(正常株)を樹立した。
各細胞3クローンずつ樹立し実験に使用した。

それぞれのiPS細胞から神経堤細胞様細胞
経由で軟骨前駆細胞を作成し、軟骨分化を
行ったところ、2 次元培養、3 次元培養と
も変異株由来軟骨は正常株由来軟骨より
大きかった(図２)。 

 
図２．変異株由来軟骨（Mutant）は正常株
由来軟骨（WT）より大きい。左パネルは 2
次元培養、右パネルは 3次元培養。アルシ
ャンブルー染色。 
 
この軟骨の発現解析を行ったところ、変異
株由来軟骨では、軟骨分化制御因子である
SOX9、軟骨特異的マーカーCOL2A1、ACAN、
COMP、COL10A1、IHH、MMP13、VEGFA の発現
が正常株由来よりより強く発現していた
（図３）。また軟骨組織が大きくなる原因
を検討したところ、細胞外マトリックスの
産生増大が関与することが判明した。 

図 3. 軟骨特的マーカーの発現解析 
変異株由来軟骨でより強い発現を認める。 
 
軟骨内骨化を誘導するため、免疫不全症マ
ウスNOGに iPS細胞由来軟骨組織を異種移
植した（図４）。正常株由来軟骨において
は骨成分の周囲に秩序だった軟骨成分を
認めるが、変異株由来軟骨においては骨成
分と軟骨成分が入り混った異常な組織構
造を認めた。軟骨内骨化組織がより大きい
事と併せ、CINCA/NOMID 患者関節症におけ
る軟骨内骨化異常を部分的に再現できた。 

 
図 4. iPS 細胞由来軟骨組織の NOG マウス
異種移植による骨化組織の検討 
上段は変異株由来、下段は正常株由来。 
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変異株由来軟骨が増大する機序として NLRP3
インフラマソームが関与するか検討するた
め、NLRP3 インフラマソーム構成蛋白の発現
をウェスタンブロッティングにて検討した
ところ、ASC、CASPASE-1 の発現を認めなかっ
た。また CASPASE-1 阻害剤、IL-1 を阻害する
IL-1 受容体拮抗薬を軟骨分化系に投与した
ところ、いずれも変異株における軟骨組織増
大を阻害できなかった。以上の結果は、NLRP3
インフラマソームは変異株における軟骨増
大には関与していないことを示唆した。 
 軟骨前駆細胞における SOX9、NLRP3 遺伝子
の発現を継時的に解析したところ、SOX9 と
NLRP3 の発現上昇はほぼ同時期に起こる事が
わかった。即ち、SOX9 発現上昇に NLRP3 発現
が関与する事を示唆した。 
 変異 NLRP3 と SOX9 発現増強の関係をさら
に解析するため、正常株及び変異株由来軟骨
前駆細胞を用いて、ヒト SOX9 プロモーター
のレポーターアッセイを行った（図５）。
5’UTR 領域約１kb を用い、転写因子結合部
位に変異を導入し解析したところ、CREB/ATF
結合サイトが最も強いNLRP3変異依存性を示
した。SOX9 の発現は、CREB/ATF の上流シグ
ナルであるアデニル酸シクラーゼ酵素活性
アゴニストで増強、インヒビターで減少した。
また変異株由来軟骨前駆細胞では正常株に
比べ、cAMP の上昇、リン酸化 CREB の亢進を
認め、NLRP3 変異依存性に cAMP/PKA/CREB 系
の増強が観察された（図６）。 

図5. ヒトSOX9プロモーターによるレポータ
ーアッセイ。各転写因子結合部位変異プラス
ミドを正常株（WT）及び変異株（MT)に強制
発現し、プロモーター活性を測定した。 
 

図 6. iPS 細胞（Day0)及び軟骨前駆細胞

（Day15, 36)での細胞内 cAMP 濃度及びｐ
−CREBの発現。上段はDay15, 下段はDay36。 
 
5) CINCA/NOMID低頻度体細胞モザイク発症
機序解明 
 CINCA/NOMID, MWS で観察された低頻度体
細胞モザイクで発症する機序を解明する
ため、患者末梢血単球を用いて、１細胞あ
たりの IL-1β産生量、IL-1β産生細胞の割
合、変異の有無による違い、を検討した。
１細胞解析系の構築として、１細胞１ウェ
ルで培養し LPS 刺激した後、分泌された
IL-1βを EIA 法で測定する系を確立した。
現在、体細胞モザイク患者、ヘテロ患者、
正常コントロールでの検討を行っている。
１細胞での DNA タイピングを行い、変異単
球か正常単球か検討したが、各ウェル間の
コンタミが問題となり、現在検討中である。 
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