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研究成果の概要（和文）：体細胞モザイクCINCA患者由来iPS細胞株を用いて、以下の2つを目標とする。1)ヒト発生に
おける体細胞モザイクの系統樹を作製し、iPS細胞を用いた体細胞モザイク解析技術の基盤を確立する。2)NLRP3インフ
ラマソームを阻害する化合物の作用機序を明らかにし、NLRP3制御による慢性炎症抑制薬開発のシーズを得る。結果、1
)体細胞系譜をiPS細胞を用いて解析することが可能であることが示唆された。2)iPS細胞由来単球および単球株を用い
たスクリーニング系の構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：Taking advantage of iPS cells from CINCA syndrome patients with somatic 
mosaicism, we aimed at 1) exploring the pathogenic mechanism of somatic mosaicism, and investigating the 
function of compounds that might inhibit the activity of NLRP3 inflammasome.As a result, 1) our data 
suggested that the somatic ontogeny might be tracked using iPS cells, 2) we established a screening 
system using iPS cell-derived monocytic cells and monocytic cell lines.

研究分野： 幹細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
1) NLRP3 インフラマソームと CINCA 症
候群 
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、その一方過剰な炎症性応答は
様々な疾患の原因となる。IL-1βは主要な炎
症性サイトカインの一つであり、種々の刺激
に応じて前駆型 IL-1βが産生され、その後イ
ンフラマソームと呼ばれるタンパク複合体
によって活性型 IL-1βに変換され、細胞外に
分泌される。NLRP3 はインフラマソームを
構成するタンパクの一つで、病原体の菌体成
分や他の細胞の破壊により生じる「危険シグ
ナル」を認識してインフラマソームのアセン
ブリを促進する。興味深いことに、NLRP3
インフラマソームは痛風、アルツハイマー病、
動脈硬化など様々な慢性炎症性疾患の原因
となる分子を認識して活性化することが判
明し、これらの慢性炎症性疾患の発症病理と
して NLRP3-IL-1β経路が重要な役割を果す
ことが示唆されている。 
一方で、NLRP3 の遺伝的な異常によって
Cryopyrin 関連周期熱症候群（CAPS）と呼
ばれる自己炎症性疾患が発症する。CAPS の
中で最重症型のものを、CINCA (chronic 
infantile neurological cutaneous articular)
症候群と呼ぶ。CINCA 症候群では、患者は
出生直後から発熱・発疹・髄膜炎・関節症状
などを呈し、強い全身炎症のため早世する。
我々は、以前より CAPS/CINCA 症候群に注
目して研究を進めており、主にヒトプライマ
リ細胞を用いて、CAPS の遺伝的背景の解明
や、CAPS の原因遺伝子である NLRP3 依存
性細胞死、NLRP3 の肥満細胞における役割
などを解明してきた（Saito M, Arthritis 
Rheum 2005, Fujisawa Blood 2007, Saito 
M, Blood 2008, Nakamura Y, J Exp Med 
2009）。現在、抗 IL-1 療法が CAPS の他、幾
つかの慢性炎症疾患でも効果を上げている
が、抗 IL-1 薬は生物学的製剤しか存在せず、
より安価で安定な化合物製剤が待ち望まれ
ている。 
 
2) CINCA 症候群患者由来 iPS 細胞を用い
た体細胞モザイクの解析 
我々は、ヒト ES/iPS 細胞からの血球分化系
開発(Niwa A, PlosONE 2011)のほか、疾患
iPS 細胞を用いた免疫疾患の病態解析と創薬
へ向けた研究を行っている。iPS 細胞は。京
都大学 iPS細胞研究所の山中らによって確立
された多能性細胞であり(Takahashi K. Cell, 
2007,131;861)、患者の体細胞から作製して
様々な細胞に分化できる。 
我々は、CINCA 症候群の約半数の患者が
NLRP3 変異を体細胞モザイクとして持つこ
とを報告したが(Saito M, Blood 2008)、これ
らの患者における NLRP3 変異細胞の比率は
10%-30%程度と低く、NLRP3 変異細胞が病
気を引き起こすのか、それとも他にすべての
体細胞に共通の構成的な遺伝子変異がある

のか、決着がついていなかった(Masters SL, 
Annu Rev Immunol, 2009)。しかし、患者か
ら NLRP3 変異細胞のみを取り出して解析す
ることは不可能であった。そこで、一つの iPS
細胞クローンが一つの体細胞に由来するこ
とに注目し、体細胞モザイク患者から iPS 細
胞クローンを複数樹立すれば、それぞれのク
ローンが患者の個々の体細胞の表現型を代
表するのではないか、と考えた。体細胞モザ
イク CAPS 患者 2 名から iPS 細胞を樹立し、
NLRP3 変異を有するクローンと有しないク
ローンを複数得て、これをマクロファージに
分化させたところ、NLRP3 変異クローン由
来マクロファージだけが IL-1Βを過剰産生し、
さらに、変異クローンと正常クローンを共培
養すると、IL-1Β産生が亢進することを確認
した。これにより、体細胞モザイク CAPS 患
者での責任細胞を明らかにし、iPS 細胞を用
いて体細胞モザイクの解析が行えることを
示した(Tanaka T, Blood 2012)。さらに、こ
の疾患 iPS 細胞は、①NLRP3 が常に活性型
であるため、NLRP3-IL-1Β 病の陽性コント
ロールとなる、②in vitro の系であり、ハイ
スループットスクリーニングに適している、
などの利点がある。 
 
２．研究の目的 
体細胞モザイク CINCA 患者由来 iPS 細胞株
を用いて、以下の 2 つを目標とする。 
1) ヒト発生における体細胞モザイクの系統
樹を作製し、iPS 細胞を用いた体細胞モザイ
ク解析技術の基盤を確立する。 
2) NLRP3 インフラマソームを阻害する化
合物の作用機序を明らかにし、NLRP3 制御
による慢性炎症抑制薬開発のシーズを得る。 
 
３．研究の方法 
本研究では、既に樹立・解析を進めている体
細胞モザイク CINCA 症候群患者由来 iPS細胞
を用いて、1)体細胞モザイクの細胞系譜の解
析、及び 2)NLRP3 インフラマソーム阻害薬の
作用機構解明を行う。 
 
４．研究成果 
1)体細胞モザイクの細胞系譜の解析 
 樹立したiPS細胞クローンそれぞれについ
て、Exome 解析を行った。このデータを元に、
ク ロ ー ン ご と の 遺 伝 子 変 異 （ Single 
nucleotide variations:SNV）のパネルを作
製した。次に、得られたクローンごとの体細
胞変異を用いて unbiased clustering を行っ
た。すると、NLRP3 変異の有無によって他の
体細胞変異の有無についても別のクラスタ
に分類されることがわかり、体細胞系譜を
iPS 細胞を用いて解析することが可能である
ことが示唆された。 
 このクラスタリングデータをもとに NLRP3
変異細胞と正常細胞に特徴的な遺伝子変異
を解析した。結果、いくつかの遺伝子変異に
よって、それぞれの群がさらにサブクラスタ



に分けられることが判明した。 
 また、新規遺伝子変異を持つ CINCA 症候群
患者の iPS 細胞を作製し、単球分化させて
IL-1b 産生を評価し、この患者さんが体細胞
モザイクであることを確認した。 
 
2) NLRP3 インフラマソーム阻害薬の作用機
構解明 
すでに同定した化合物 Xについて、再検を繰
り返したところ、十分な再現性が得られなか
ったため、スクリーニング系の再構築と、新
たな化合物探索が必要と考えられた。このた
め、まず、患者由来 iPS 細胞由来単球の株化
を行った。熊本大学の千住先生らが開発した
遺伝子導入法により、未熟単球系細胞の株化
に成功した。この細胞は、マクロファージへ
分化させることにより、プライマリ単球と同
様の反応性を示した。さらに、この細胞株を
用いたスクリーニング系の構築に着手した。 
得られた単球細胞株を樹状細胞とマクロ

ファージへ分化させた。樹状細胞に分化させ、
さらに成熟させると、樹状突起をもつ典型的
な細胞形態が観察された。また、樹状細胞の
成熟に伴って、CD11c，CD80，CD86 が細胞表
面に発現した。一方、マクロファージへと分
化させると、M1/M2 への分化が可能であった。
次に、CINCA-iPS-MLMP を用いた高スループッ
トスクリーニング系の構築するために、既存
のIL-1b産生経路阻害剤が用量依存的にサイ
トカイン産生を阻害するか検討した。検討の
結果、既存薬が用量依存性にサイトカイン阻
害を行う条件を決定した。 
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