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研究成果の概要（和文）：細胞種特異的なインフラマソームの探索を行うために、マウスの骨・軟骨関連細胞の初代培
養を行い、インフラマソーム関連遺伝子の発現変化を培養細胞レベルで検討行った。その結果、破骨細胞において、イ
ンフラマソーム関連因子が発現することを見出した。さらに、破骨細胞にインフラマソームを活性化させる刺激を負荷
すると、下流シグナルが活性化されることが判明した。これらの結果から、歯周疾患、骨関節疾患などの慢性炎症にお
いても破骨細胞のインフラマソームの発現および活性化が生じ、IL-1βの成熟および分泌を促進し、IL-1βによって破
骨細胞の骨吸収能が増強され、病態の重篤化に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to carry out the search of the cell-type specific inflammasome, we 
performed primary cultures of bone and cartilage related cells from mice and measured the expression 
levels of inflammasome-related genes in cultured cells. We found that inflammasome-related genes were 
strongly expressed in osteoclasts compared with osteoblasts and chondrocytes. Further, when osteoclasts 
were stimulated with inflammasome activators, downstream signalings of inflammasome were activated in 
osteoclasts. These results indicated that the activation of the inflammasome in osteoclasts would be 
associated with the pathogenesis such as periodontal disease and bone/joint diseases since IL-1β promote 
the maturation and activation of osteoclasts.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 炎症　インフラマソーム
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１．研究開始当初の背景 
慢性炎症は歯周疾患、骨疾患、関節疾患、

代謝性疾患など多くの疾患の発症に深く関
与する。炎症組織ではマクロファージの浸潤
と共に炎症性サイトカインTNFαやIL-1が産
生され、炎症性疾患の発症につながる。近年、
歯周疾患、骨・関節疾患、肥満、糖尿病、動
脈硬化、神経変性疾患、がんなどの慢性炎症
を伴う疾患の発症に、NOD-like receptor 
family, pyrin domain containing 3 (NLRP3)
インフラマソームと呼ばれるタンパク質複
合体が密接に関与することが明らかにされ
た。 
NLRP3 インフラマソームは、センサータン

パク質である NLRP3, アダプタータンパク質
である apoptosis-associated speck-like 
protein containing caspase recruitment 
domain (ASC), Interleukin (IL)-1β転換酵
素 で あ る Caspase-1(Interleukin-1 β
-converting enzyme, ICE）から構成される。
通常時、NLRP3, ASC, Caspase-1 は複合体を
形成していないが、細胞が感染や様々な生体
内外のストレスに曝されると、NLRP3, ASC, 
Caspase-1 は速やかに複合体を形成し、NLRP3
インフラマソームを構築するに至る。NLRP3
インフラマソームが構築されることを引き
金として、Caspase-1 が活性化される。活性
化したCaspase-1は炎症性サイトカインであ
るIL-1βおよびIL-18の成熟および分泌を誘
導すると共に、最終的には Caspse-1 依存的
細胞死である pyroptosis を引き起こす。 
インフラマソームを構築するセンサータ

ンパク質は NLRP3 以外にも存在し、（NLR 
family CARD domain-containing protein 4） 
NLRC4 や absent in melanoma 2（AIM2）など
のパターン認識受容体 Pattern recognition 
receptors (PRRs)が知られている。これらセ
ンサータンパク質はそれぞれが異なる特異
的な刺激やストレスを感知し、活性化すると
考えられている。インフラマソームの構築が
Caspase-1 の活性化に必須であることから、
インフラマソームの構築機構の解析が進め
られている。その中で、いくつかのインフラ
マソームの活性化機構が解明されてきた。例
えば、NLRC4 は細菌の鞭毛を構成するタンパ
ク質の一つであるフラジェリンを認識し活
性化する。また、AIM2 は細胞内の二本鎖 DNA
を認識し活性化する。一方、NLRP3 の活性化
機序は未だに不明な点が多い。 
NLRP3 インフラマソームを活性化させる刺

激としては、感染、細胞外 ATP、結晶、小胞
体ストレスなど多種多様な刺激が報告され

ており、これらの刺激が細胞外へのカリウム
の流出、活性酸素、ミトコンドリアダメージ、
カルシウムシグナルなどを誘導し、その後未
知のメカニズムで活性化すると考えられて
いる。 
このように炎症応答におけるインフラマ

ソームの活性化機序が注目されているため、
マクロファージなどの免疫関連細胞を中心
とした解析が進んでいる。一方、インフラマ
ソームはマクロファージなどの免疫関連細
胞以外の細胞においても発現していること
が一部報告されているが、その解析はほとん
ど進んでいなかった。 
 

２．研究の目的 
近年、慢性炎症関連疾患の発症にインフラ

マソームと呼ばれるタンパク質複合体の関
与が発見され、その重要性が明らかにされつ
つある。その解析の中で、NLRP3 が中心とな
って構築されるNLRP3インフラマソームは特
に様々な疾患に関連することが報告されて
きた。興味深いことに、NLRP3 が構成するイ
ンフラマソームは、歯周組織、骨芽細胞、破
骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞においても発現
し、各々の細胞における疾患への関与が示唆
されているが、その実態の解明は全く不明で
ある。そこで本研究では、骨代謝、関節疾患
ならびに骨破壊性歯周疾患に関連する細胞
に着目し、インフラマソームのコンポーネン
トの発現の検討を行うことで、細胞種特異的
なインフラマソームを探索し、発見した細胞
種特異的なインフラマソームの役割とその
分子制御機構を明らかにすることを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞の分化誘導および培養 
骨・軟骨組織関連の細胞に着目し、細胞種

特異的なインフラマソームの探索と細胞の
同定、細胞種特異的なインフラマソームの分
子制御機構の解析を行う。骨・軟骨組織関連
の細胞として、骨芽細胞、軟骨細胞、破骨細
胞に着目した。骨芽細胞は、生後 4日目のマ
ウス頭蓋骨を採取し、コラゲナーゼにて細胞
を単離し、骨芽細胞初代培養として用いた。
軟骨細胞は、生後 0-2 日目のマウス肋骨を採
取し、コラゲナーゼにて細胞を単離し、軟骨
細胞初代培養とした。破骨細胞はマウス脾臓
あるいは骨髄から細胞を単離し、macrophage 
colony-stimulating factor（M-CSF）および
Receptor activator of nuclear factor 
kappa-B ligand（RANKL）を含む培地にて 6



日間分化誘導を行い、破骨細胞初代培養とし
た。またインフラマソーム発現細胞のポジテ
ィブコントロールとしてマクロファージを
用いた。マクロファージは、マウス脾臓ある
いは骨髄から細胞を単離し、M-CSF を含む培
地にて 6-7 日間分化誘導を行い、マクロファ
ージ初代培養とした。 
 
(2) 細胞種特異的なインフラマソームの探
索と機能解析 
骨芽細胞、軟骨細胞、破骨細胞の各種初代

培養細胞を用いて、細胞種特異的なインフラ
マソームの探索を行った。方法としては、検
出感度が良いtaqman qPCRあるいはSYBR qPCR
法によりインフラマソーム関連遺伝子の発
現を検出し、発現レベルの比較および発現細
胞の同定を行った。また必要に応じて網羅的
解析のためのマイクロアレイを行った。さら
にターゲット遺伝子のタンパク質に対する
抗体が利用できる場合は、遺伝子発現に加え、
ウエスタンブロット法によるタンパク質の
発現確認も行った。インフラマソームの発現
を確認した細胞は初代培養を用いて、細胞種
特異的なインフラマソームの機能解析を行
った。刺激としては、炎症あるいはインフラ
マソーム構築のプライミングを行う刺激と
して Lipopolysaccharide（LPS）、インフラマ
ソームを活性化させるトリガーの刺激とし
て ATP、カリウムイオノフォアである
Nigericin、ウシ胸腺由来 DNA、尿酸塩（MSU）
などを用いた。 
 
(3)インフラマソームの活性化測定 
インフラマソーム活性化の判定には、細胞

培養上清中に分泌される IL-1βの量を高感
度で定量測定できるELISA法を用いた。ELISA
の測定と共に、IL-1βには前駆体タイプと成
熟型タイプがあるので、成熟型が産生されて
いることをウエスタンブロット法にて確認
を行った。また細胞種によっては IL-1βの発
現がない可能性も考えられるため、IL-1βの
ELISA に加え、活性型 Caspase-1 をウエスタ
ンブロット法にて検出し、インフラマソーム
の活性化の指標とした。 
 
４．研究成果 
 細胞種特異的なインフラマソームの探索
を行うために、マウスの骨・軟骨関連細胞の
初代培養を行い、インフラマソーム関連遺伝
子の発現変化を培養レベルで検討をおこな
った。その結果、骨芽細胞および軟骨細胞で
は、微弱な発現を確認することができた。一

方、破骨細胞ではインフラマソーム関連遺伝
子の発現が骨芽細胞や軟骨細胞に比べ、強く
発現していることを見出した。破骨細胞にお
けるインフラマソームの発現をマクロファ
ージと比較したところ、マクロファージに比
べ発現は弱かった。この発現が破骨細胞由来
であることを確認するために、破骨細胞培養
を用いて破骨細胞マーカーである酒石酸抵
抗 性 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼを 染 色 す る
Tartrate-Resistant Acid Phosphatase
（TRAP）染色を行ったところ、ほぼ全ての細
胞がTRAPポジティブ細胞であったことから、
この破骨細胞培養におけるインフラマソー
ムの発現は TRAP ポジティブ細胞つまり破骨
細胞であることが判明した。 
続いて、マクロファージでは LPS 刺激など

によりマクロファージがプライミングされ
ないと NLRP3 インフラマソームの活性化や
IL-1βの分泌が起きないことが知られてい
る。この現象に着目し、破骨細胞におけるイ
ンフラマソームがマクロファージなどと同
様に機能しうるかを検討するため、LPS 刺激
を行い、その機能解析を行った。その結果、
破骨細胞において、インフラマソーム関連因
子であるNLRP3やIL-1βなどがLPS刺激に応
答して発現することを見出した。さらに、破
骨細胞にインフラマソームを活性化させる
トリガーとなる刺激を負荷すると、インフラ
マソームの下流シグナルである IL-1βの分
泌が誘導され、それは Caspase-1 の活性化を
伴っていることが判明した。これらの結果か
ら、マクロファージなどの免疫担当細胞に加
え、破骨細胞においてもインフラマソームが
構築され、Caspase-1 が活性化されることが
わかった。 
 インフラマソームの活性化で産生される
IL-1βは破骨細胞の骨吸収活性を上昇させ
ることがよく知られている。本研究結果によ
り、歯周疾患、骨関節疾患などの慢性炎症に
おいても、患部あるいはその周囲に存在する
破骨細胞のインフラマソームの発現および
活性化が生じ、IL-1βの成熟および分泌を促
進し、自己分泌した IL-1βによって破骨細胞
の骨吸収能が増強され、病態の重篤化に関与
する可能性が示唆された。 
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