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研究成果の概要（和文）： 

Tet-onシステムで CAPS関連の NLRP3変異体を発現させると、ネクローシス様細胞死が
誘導されることを確認した。この NLRP3依存性のプログラム細胞死は、Cathepsin B阻害
剤である CA074-Meと pan-caspase阻害剤である Z-VAD-fmkで抑制されること、またその
阻害部位が、それぞれ NLRP3のアダプター分子である ASCの凝集の前後であることを明
らかにした。NLRP3のアダプター分子である ASCとその下流で切り出される Caspase-1を
ノックダウンした結果、この NLRP3 依存性の細胞死は ASC を必要とするが Caspase-1 は
必要としないことが分かった。一方、NLRP3 の PYD ドメインを FKBP 蛋白を用いて重合
化させるモデルでもネクローシス様細胞死が誘導されたが、このモデルでは Tet-onシステ
ムでは認められない、Caspase-3 や PARP の切り出しが起こっていることから、NLRP3 依
存性の細胞死モデルとして妥当ではないことが推察された。この NLRP3 依存性のプログ
ラム細胞死による好中球の誘導能をマウスの air-pouch モデルで検証すると、IL-1β 放出を
伴わない細胞死単独でも、好中球の誘導能を有することが認められた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Mutant-NLRP3 expression by Tet-on system induced necrotic cell death, while WT did not. We 
showed that CA074-Me (casepsin B inhibitor) and Z-VAD-fmk (pan-caspase inhibitor) blocked the 
mutant-NLRP3 dependent cell death before and after ASC oligomerization, respectively.  
Knocking down of ASC and caspase-1 by sh-RNA revealed that ASC was required in 
NLRP3-induced necrotic cell death, whereas caspase-1 was not. We judged the manner of cell 
death induced by NLRP3-PYD oligomerization as necrosis from several observations, but when 
NLRP3-PYD was oligomerized, we observed the activation of caspase-3 and PARP, which is 
observed in apoptosis and was not observed in mutant NLRP3 expression by tet-on system. This 
indicates that this NLRP3-PYD oligomerization model cannot be a good model of NLRP3 
activation. We performed neutrophil infiltration assays using an air-pouch model. This assay 
showed that NLRP3-mediated necrotic cell death resulted in a neutrophilic inflammatory response 
without IL-1β. 
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１．研究開始当初の背景 

NLRP3 は細胞内パターン認識受容体
NLR familyの 1つで、Candida Albicansや
Listeria monocytogenesなどの微生物由来の
分子パターン(PAMPs)や、細胞外 ATP・ア
ミロイド β・尿酸結晶・シリカ・アスベス
トなどの DAMPs を認識して活性化すると、
アダプター分子である ASC・pro-caspase-1
と共に inflammasome と呼ばれるを蛋白複
合体を形成し、活性型 IL-1β を分泌して炎
症を惹起する (Tschopp J, et al. Nat Rev 
Immunol 2010)。 

NLR familyはヒト以外の哺乳類のみなら
ず、植物の耐病遺伝子 NBS-LRR family と
高い相同性を有し、3 つのドメインのうち
C末端に LRRドメイン・中央に NOD-NBS
ドメインを持つという共通の構造を持つこ

とから、その基本的な機能もまた類似して

いると考えられる。獲得免疫を持たない植

物は、NBS-LRRを介して PAMPsや DAMPs
を認識すると過敏感反応が起き速やかにプ

ログラム細胞死を起こすことから、ヒト

NLR においても類似の反応によりプログ
ラム細胞死が誘導される可能性がある。実

際、 NLR family 分子である Nlrc4 が
Salmonela spp.や Pseudomonas aeruginosaを
認識すると、それらを貪食した細胞がプロ

グラム細胞死 pyroptosis を起こすことが報
告され、近年注目を集めている。 
我々は以前より、NLRP3の恒常活性変異

により周期熱・じんま疹・関節炎等を来す

CAPS(Cryopyrin associated periodic 
syndrome)の解析を行っており、NLRP3 の
疾患関連変異体をヒト単球細胞株である

THP-1へと遺伝子導入すると、急速にネク
ローシス様の細胞死が誘導されることを既

に報告している(Fujisawa, A. et al. Blood 
2007)。この細胞死が、cathepsin Bの特異的
阻害剤である CA-074Meで効果的に抑制さ
れることを明らかにし、その後他のグルー

プからも NLRP3 活性化に伴うプログラム
細胞死に関する報告がなされ、細胞死が

CA-074Me で抑制されることと、Caspase-1
の存在が必要なことが明らかにされている

が(Motani K, et al. JBC 2011)、その細胞死の

メカニズムは不明のままである。 
THP-1 を用いた我々の in vitro の実験の

みならず、in vivoにおいても CAPS患者の
末梢血単核球を LPS で刺激して変異
NLRP3 の発現を誘導すると単球が消失す
ることが確認されている。これらより、

CAPS患者においては変異NLRP3の発現に
伴って、未だ明らかにされていない機序に

よってプログラム細胞死が誘導され、IL-1β
による炎症をさらに増悪させていると推定

される。 
 
２．研究の目的 
周 期 熱 ・ じ ん ま 疹 ・ 関 節 炎 を 来 す

CAPS(Cryopyrin associated periodic 
syndrome)を引き起こす NLRP3 の恒常活
性変異体を用いて、プログラムネクローシ

スの分子機序を明らかにする。また、NLRP3

誘導性のプログラム細胞死の生体内での役

割を、マウスを用いて個体レベルで検証す

る。 
 
３．研究の方法 
(1)NLRP3 の活性化により細胞死を誘導す

る 2 つのモデル TetOn 誘導モデル・FKBP

重合モデルが、NLRP3-inflammasome に伴

う細胞死を再現するか、その妥当性を検討

する。	
 

(2)Inflammasome の構成因子である ASC・

Pro-caspase-1 をノックダウンすることで、

そのプログラム細胞死の機序を明らかにす

る。	
 

(3)NLRP3 の活性化に伴う細胞死を抑制す

ることが既に知られる CA-074Me が、細胞死

の実行部分のどのステップを抑制している

のかを、ウェスタンブロッティングや免疫

沈降法を用いて明らかにする。スクリーニ

ングにより細胞死を抑制する他の阻害剤に

ついても同様に検討する。	
 

(4)マウス Air-pouch モデルを用いて、

NLRP3 誘導性のプログラム細胞死を

Air-pouch 内で起こすことで、Pouch に遊走

してくる細胞を解析し、細胞死単独の場合

と IL-1β放出と細胞死が同時に起こる場合
とを比較する。	
 

 



４．研究成果	
 

(1)Tet-onシステムでCAPS関連の NLRP3変

異体を発現させると、WT-NLRP3 を発現させ

ても細胞死は起こらないのに対し、変異体

を発現させると、Doxycycline 添加 6 時間

後〜24 時間後にかけてネクローシス様細

胞死が誘導されることを確認した。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

(縦軸：EGFP で蛍光標識された NLRP3 の発

現量、横軸：ネクローシスにより蛍光色素

の取り込みが起こる)	
 

	
 

(2)この NLRP3 依存性のプログラム細胞死

を抑制する阻害剤をスクリーニングした結

果、Cathepsin	
 B 阻害剤である CA074-Me と

pan-caspase 阻害剤である Z-VAD-fmk が細

胞死を抑制することが明らかとなった。細

胞死の阻害部位を明らかにするため、NLRP3

のアダプター分子である ASC を可視化する

目的でASC-mCherryをStableで発現させる

細胞株を作成した。この細胞株を用いて再

びTet-onシステムで変異NLRP3を発現させ

ると、これら阻害剤による細胞死の阻害が、

それぞれ ASC の凝集の前後で生じているこ

とを明らかにした。	
 

(live	
 ASC(+):	
 ASC 凝集を伴う生細胞	
 

	
 live	
 ASC(-):	
 ASC 凝集を伴わない生細胞)	
 

	
 

(3)NLRP3のアダプター分子であるASCとそ

の下流で切り出されるCaspase-1を sh-RNA

を用いてノックダウンした結果、この

NLRP3 依存性の細胞死は ASC を必要とする

が Caspase-1 は必要としないことが分かっ

た。	
 

(HMGB1:	
 ネクローシスに伴い細胞外に放出

される核内蛋白質)	
 

	
 

(4)一方、NLRP3 の PYD ドメインを FKBP 蛋

白を用いて重合化させるモデルでもネクロ

ーシス様細胞死が誘導されたが、このモデ

ルでは Tet-on システムでは認められない、

Caspase-3や PARPの切り出しが起こってい

ることから、NLRP3 依存性の細胞死モデル

として妥当ではないことが推察された。	
 

(NLRP3 の PYD ドメインにタグ付けされた

FKBP 蛋白を、AP20187 を用いて強制重合化



すると、LDH 放出を伴う細胞死が誘導され

たが、同時に PARP や Caspase-3 の活性化が

認められた)	
 

	
 

(5)この NLRP3 依存性のプログラム細胞死

に よ る 好 中 球 の 誘 導 能 を マ ウ ス の

air-pouch モデルで検証すると、IL-1β 放

出を伴わない細胞死単独でも、好中球の誘

導能を有することが認められた。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

(最右列：Air-pouch 内で細胞死と IL-1β

放出が起こった時に遊走してきた好中球の

総数	
 

中央列：Air-pouch 内で細胞死のみ起こし

た場合の好中球の総数	
 

最左列：Air-pouch 内で細胞死・IL-1β 放

出いずれも起こさない場合)	
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