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ア）概要 
研究テーマ： 角膜炎症におけるインフラマソームの役割について 

 
背景：インフラマソームは感染や細胞・組織傷害に伴う danger signalに応答して炎症の
惹起を制御する細胞内の分子複合体であり、その中核をなすのは細胞内パターン認識受容

体の一つである NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 ( NLRP3)である。NLRP3
インフラマソームは、炎症性の皮膚疾患や腸疾患のみならず、生活習慣病やアルツハイマ

ー病など多岐にわたる病態に関与することが知られている。 
 一方、眼の前眼部においては、モーレン潰瘍、アクネ菌等による感染アレルギーと考え

られているフリクテン性角膜炎などが自己免疫性疾患とされている。しかしモーレン潰瘍

やフリクテン性角膜炎等の角膜潰瘍で原因抗原が未だ同定されていないことが一つの臨床

上の問題点である。 
 
目的：我々はこれら炎症性の角膜潰瘍にインフラマソームが関与しているとの仮説を立

て、NLRP3 knockout（KO）マウス角膜における実験的無菌性炎症（sterile inflammation）
モデルを用いた検討を行い、角膜炎症における NLRP3インフラマソームの pro-
inflammatoryな役割を明らかにする。 
 
方法：Lipopolysaccharide（LPS）点眼モデル、アルカリ外傷モデルを用い、 NLRP3 KO
マウスとWild type (WT)マウスを対象とした。これら実験的無菌性炎症モデルについて、
免疫組織化学的検討、Laser capture microdissection (LCM)法・Reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR)法を用いて角膜炎症における NLRP3の役割の検討を行っ
た。 
 
結果：WTマウスのアルカリ外傷モデル、LPS点眼モデルではその両方において角膜中
の NLRP3を始めとしたインフラマソーム関連因子の発現増強を認めた。NLRP3 KOマウ
スにおいては、アルカリ外傷モデルでは、角膜混濁、好中球浸潤、Matrix 
Metalloproteinase :(MMP)-9 mRNA発現や IL-1β発現細胞のそれぞれ有意な抑制を認めた。
また、網羅的な RT-PCRアレイでは種々の炎症性ケモカインの発現低下も認めた。LPS点
眼モデルでは好中球浸潤やMMP-9 mRNA発現、IL-1β発現細胞の有意な抑制を認めた。 
 
結論：これらの結果は、前眼部炎症における NLRP3インフラマソームの pro-inflammatory
な役割を示唆するものであり、前眼部炎症に対する抗炎症治療に繋げられる可能性が示さ

れた。 
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イ）緒言 
1. 角膜の解剖・生理  

 
眼表面を構成する角膜、結膜、涙液はオキュラーサーフェスと総称される。角膜は透明

で、血管やリンパ管を含まない組織であり、角膜上皮細胞層、ボーマン膜、角膜実質細胞

層、デスメ膜、角膜内皮細胞層の 5層からなる (図 1) 。涙液は眼瞼結膜と角膜表面の潤滑
剤として、また保湿効果をもたらす。涙液中にはさまざまなサイトカイン、ケモカイン等

が存在し、角結膜に傷害が加わると、涙液は炎症細胞等を傷害部に運搬する作用を有し、

角結膜の創傷治癒の調節に関与している。このように涙液は、オキュラーサーフェスの炎

症に際して、角結膜の間の炎症細胞の移動の場を提供し、膜の透明性や恒常性を保つのに

大切な役割を果たしている。結膜は半透明の膜で眼球表面のバリアとして働き、傷害から

保護する役割がある 1)。 
 
角膜上皮は厚み 50μmで 5~6層からなる重層扁平上皮である。表層細胞、翼細胞、基底
細胞が存在し、その中で基底細胞は高い分裂能を有し、7日から 14日にかけて、翼細胞、
表層細胞へ順次分化し、涙液上に脱落する。角膜上皮が欠損すると、基底細胞の扁平化、

フィブリン、フィブロネクチン、インテグリンを介した局所接着の形成-細胞のアクチンの
収縮による基底細胞の移動-局所接着の解除というサイクルを繰り返すことによって基底細
胞が上皮欠損部位を覆っていく 2)。基底細胞が増殖し、翼細胞、ひいては表層細胞へと変
化していく。このように欠損部を覆ってのち重層化が起こり、最終的に微絨毛を多く持っ

た表層細胞が出現し正常形態を取り戻す。角膜上皮細胞の増殖・伸展・分化・脱落につい

ては Thoftが XYZ仮説を提唱している 3)。すなわち、X成分として上皮基底細胞の分裂、
Y成分としての角膜輪部から中心部へ向かう移動、Z成分として角膜表面からの上皮細胞
の脱落と規定し、XYZのバランスにより正常角膜での角膜上皮が維持されるというもので
ある。 

 
角膜実質は角膜実質細胞と細胞外マトリックスであるコラーゲンとプロテオグリカンか

ら構成される。角膜実質細胞は非常に扁平な細胞で、角膜実質細胞はコラーゲンの層間に

存在し、細胞分裂とともにコラーゲンやプロテオグリカンの合成、分解を行っている。角

膜実質のコラーゲンはⅠ型コラーゲンが 80%以上を占め、次いでⅢ型コラーゲン、Ⅴ型コラ
ーゲンと続く、Ⅰ型コラーゲンは直径 20~30nmと均一な線維を形成し、規則的な 300層か
らなるラメラ構造をしている。角膜が透明性を保つためにはコラーゲン線維の直径の均一

性と線維間距離の均一性が重要である。角膜が透明性を保つ角膜実質細胞を取り巻くコラ

ーゲンは角膜実質細胞の形態や増殖能を制御している 4)。 
 
創傷治癒の過程として実質に傷害が及ぶと、涙液や輪部血管を介し、急性期には好中球

が、数日後にはリンパ球やマクロファージが実質中に浸潤する。これらの炎症細胞が浸潤

することで、角膜実質細胞は活性化される。活性化した角膜実質細胞は増殖能、貪食能が
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上昇し、創部の活性化した角膜実質細胞が主にⅢ型コラーゲンを分泌し、創部を充填す
る。新しく合成されたコラーゲンは線維の太さも不均一で線維間距離も不定なため、強い

散乱光が生じ、臨床的に角膜混濁として観察される。経時的にⅢ型コラーゲンが分解さ
れ、Ⅰ型コラーゲンに置き換わる。また、プロテオグリカンの組成の回復や浮腫の消失によ
り、徐々に透明性の回復は得られるものの瘢痕として混濁が残る 4)。角膜上皮細胞と角膜
実質細胞には上皮-実質相互作用があることが知られている 5)。IL-1が角膜上皮細胞で発現
し、角膜実質細胞では IL-1受容体が発現している。IL-1シグナリングを受けた角膜実質細
胞からはMMPが産生され、実質コラーゲン線維の再構成やコラーゲン破壊を引き起こす
といわれている 5)。 
 
創傷治癒の過程において、コラーゲンが過剰に破壊されることにより角膜潰瘍が発生す

る。角膜潰瘍は感染症やMooren潰瘍などの自己免疫疾患などで生じる。感染角膜潰瘍で
は角膜上皮バリアの破綻により、病原微生物が角膜実質内に侵入することにより引き起こ

される。特異的防御機構である自然免疫をつかさどる好中球やマクロファージなどが病原

微生物あるいは感染細胞を排除するため動員され、細菌由来コラゲナーゼにより、コラー

ゲンの融解を引き起こす。非感染性角膜潰瘍では生体内の免疫細胞が本来認識することの

ない角膜構成成分を何らかの機序で認識し、一種の自己免疫反応を生じることが引き金と

なる、免疫反応が生じると抗原抗体反応による免疫複合体の沈着とそれに引き続き生じる

補体系の活性化による病態と炎症性細胞の浸潤に伴う細胞由来MMPsの活性化が生じ、コ
ラーゲンの過剰分解を引き起こす 6)。角膜潰瘍などの激しい角膜炎症に伴い、無血管の角
膜実質に血管新生が生じることが知られている。輪部上皮は幹細胞が豊富であるが、輪部

上皮が炎症により欠損が生じると幹細胞がアポトーシスを起こし、結膜上皮によって異常

に修復される。結膜上皮は杯細胞が豊富なため、そのさいに血管新生を引き起こす 7,8)。
角膜血管新生には IL-8や VEGFなどが関与していると報告されている 9,10)。 
 
本研究では LPS点眼モデル、アルカリ外傷モデルの無菌性角膜炎症モデルを用いた。以
前の研究では、擦過した角膜表面に LPSを点眼すると、動物モデルで角膜実質への好中球
動員が誘導されることを示している 11)。 LPSは PAMPsとして NLRP3インフラマソーム
の活性化を誘発することがよく知られており、角膜の LPS点眼処置を行ったマウスは好中
球浸潤と NLRP3を介した炎症誘発性経路の活性化によって誘発される角膜炎症を調査す
るための有用なモデルである。アクネ菌等による感染アレルギーと考えられているフリク

テン性角膜炎は結節性角膜浸潤とそれに伴う角膜血管侵入を引き起こす 12)。LPS点眼モ
デルをフリクテン角膜炎と比較すると、やや角膜炎症の程度が弱い、機序では病原体が角

膜に関連する点が類似している。角膜におけるアルカリ外傷は、角膜実質細胞および上皮

細胞の活性化、ならびに好中球やマクロファージなどの炎症性細胞の多大な浸潤を引き起

こす 13)。活性化された角膜細胞と浸潤性炎症細胞の両方が、アルカリ外傷を介した角膜
の損傷に関与し、MMPの分泌により基底膜の破壊を引き起こし、角膜潰瘍と角膜穿孔に
寄与する 14)。 自己免疫性疾患とされるも原因抗原が明らかでないモーレン潰瘍は角膜の
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菲薄化を引き起こし、角膜穿孔などに至ることがある 15)。モーレン潰瘍は自己免疫性疾
患、アルカリは化学外傷であり、機序に相違はあるが、アルカリ外傷モデルでも角膜潰

瘍、角膜穿孔を引き起こし、傷害の程度はモーレン潰瘍と類似する部分がある。したがっ

て、本研究で使用した 2つのマウスモデルは、無菌性角膜炎症における NLRP3インフラマ
ソームの役割を観察するのに最も適正があると考えた。 
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2.インフラマソームとは 
 
細胞内パターン認識受容体である NLRP3の活性化を引き金とするインフラマソームの
発現亢進が、様々な病態における炎症惹起に関連することが最近明らかとなっている。

NLRP3などの細胞質内パターン認識受容体は、刺激となる因子により構造変化を起こし、
Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD(ASC)と呼ばれるアダプター蛋白と
蛋白分解酵素である caspase-1と結合し、インフラマソームとよばれるタンパク質複合体を
形成する。このインフラマソームによって caspase-1が活性化され、 IL-1や IL-18などの炎
症性サイトカインの分泌・活性化を誘導する。それゆえに強大な炎症を引き起こし、イン

フラマソームは細胞死を引き起こす 16,17,18) 。(図 2)  
 
インフラマソームを形成する sensor proteinに NOD-like-receptor (NLR)があり、人間では

22の遺伝子でマウスでは 33の遺伝子が存在する。NLRは Nucleotide-binding and 
oligomerization domain (NOD)を中核に leucine-rich repeat (LRR)domain、Pyrin domain や
Caspase activation and recruitment domain(CARD) 等の複数のドメインが組み合わさり形成さ
れる 18,19,20)。 (図 3)NLRに加え、AIM-receptorや RIG-1もインフラマソームを活性化さ
せる。NLRのなかでは NLRP3がもっとも研究されており、感染とストレスで NLRP3のイ
ンフラマソームのシグナルは成立しており、LPS、黄色ブドウ球菌、アクネ菌、カンジダ
等の Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)と ATPや尿酸、アミロイド β等の
Damage-associated molecular patterns (DAMPs)がある 17,18,19)。 
 

NLRP3活性化には主に 3つの形態モデルがあり、イオン流出モデル、Reactive oxygen 
species (ROS)モデル、リソソーム崩壊モデルがある。イオン流出モデルは K, Ca, Hなどの
細胞内濃度の変化によって、細胞外 ATPは ATP依存性の P2X7受容体を刺激し、急速に K
の濃度を引き上げる。ROSモデルは機能しないミトコンドリアから放出された酸化された
ミトコンドリア DNAが NLRP3を活性化させる。リソソーム崩壊モデルは尿酸やアミロイ
ド βなどの大きい分子を貪食することで、リソソームが崩壊し、NLRP3を誘導するもので
ある 18,19,21)。 
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3. インフラマソームと疾患の関係 
①インフラマソームと痛風 
 
ヒトの疾患へのインフラマソームの関与に関する疾患で代表的なのが高尿酸血症によっ

て引き起こされる痛風である。関節内に沈着している尿酸ナトリウム結晶が、急性炎症反

応を引き起こす。尿酸ナトリウム結晶がマクロファージに作用して NLRP3インフラマソ
ームを形成および活性化すると急性炎症反応が始まり、活性化 NLRP3インフラマソーム
が IL-1βを活性化する 22)。炎症反応は好中球とマスト細胞の活性化によって増幅され、多
くの炎症誘発性サイトカインが放出される 23)。また、NLRP3KOマウスで尿酸ナトリウム
1水和物(monosodium urate: MSU)により誘発される好中球浸潤および炎症が低下すること
が報告されている 22)。 
 
②インフラマソームと代謝性疾患 
 
2型糖尿病や肥満は NLRP3インフラマソームと関連について多数報告されている。2型糖
尿病はインスリン抵抗性による慢性高血糖を引き起こす。膵臓に浸潤したマクロファージ

により発現される IL-1βは、高血糖での β細胞のアポトーシスを引き起こす 24)。 2型糖尿
病における NLRP3活性化の機序として、高血糖による β細胞でのミトコンドリア ROS産
生を誘発する経路によるものがあるが、他にもアミロイドポリペプチド（amyloid 
polypeptide: IAPP）の関連が報告されている。、膵島における IAPPは、豊富な最小酸化低
密度リポタンパク質（low density lipoprotein: LDL）でプライミングされたマウス膵臓マク
ロファージの NLRP3インフラマソームを特異的に活性化することや、マクロファージが
ヒト IAPPトランスジェニックマウスの膵島でより多くの IL-1βを発現すると報告されてい
る 25)。 

 
肥満については、肥満マウスやヒトの肥満患者で NLRP3インフラマソームと caspase-1
の活性化は、脂肪組織で増加するという報告がされている 26)。NLRP3の活性化の機序と
して飽和脂肪酸パルミチン酸が、ミトコンドリア ROSの蓄積を伴う経路を通じて NLRP3
インフラマソーム活性化を引き起こすと報告されている。26,27)。肥満はインスリン抵抗
性を助長するといわれているが、肥満マウスの脂肪組織浸潤マクロファージにおける強化

された NLRP3を介した caspase-1活性化により、IL-1βは活性化され、インスリン抵抗性促
進サイトカインである腫瘍壊死因子(tumor necrosis factor: TNF-α)の発現を誘導するという報
告がある 27)。 NLRP3-/-、Asc -/-、および Caspase-1-/-マウスでは、体重増加と脂肪量が減
少し、インスリン抵抗性も減少すると報告されている 28)。 このように肥満と 2型糖尿病
の相互関係に NLRP3インフラマソームが深く関係していることがわかる。  
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③NLRP3インフラマソームとアテローム性動脈硬化の関係 
 
動脈硬化と NLRP3インフラマソームの関連についての報告では、NLRP3を活性化させ
る機序でヒトでは LDLと遊離脂肪酸（free fatty acid: FFA）の上昇、29)マウスではコレス
テロール結晶によるものがある 30)。 コレステロール結晶を腹腔内投与したマウスで
NLRP3欠損マウスでは炎症が減弱した。NLRP3インフラマソーム活性化を通じて放出さ
れる IL-1βは好中球の浸潤、動脈硬化プラークを促進させる。動脈硬化プラークを発達さ
せる LDL受容体 deficientマウスでは、NLRP3-/-、ASC-/-、IL-1β-/-マウスの骨髄細胞を用
いた場合、動脈硬化の範囲が著しく縮小するとの報告がある 30)。また、 アテローム性動
脈硬化症のモデルである ApoE-/-マウスを用いた研究で、IL-1 Receptor deficient ApoE-/-マウ
スでアテローム性動脈硬化の減少を示した 31)。その一方で、ApoE-/-マウスにさらに
NLRP3、ASC、caspase-1を knockoutさせた場合も、動脈硬化が進行するという報告がある
32)。これらの矛盾する結果の理由として、使用された 2つのモデルマウスのジェノタイプ
の違いと IL-1αが動脈硬化に関係していることが指摘されている 32)。 
  
④インフラマソームと神経学的疾患の関係 

 
アルツハイマー病（Alzheimer`s Disease: AD）は慢性の神経変性疾患であり、緩徐に進行
し、認知症の原因の 60％〜70％を占めている。 ADは、脳にアミロイド βの蓄積を認める
が、アミロイド βがマウスモデルの研究で NLRP3を活性化させるという報告がある。家
族性アルツハイマー病に関連する変異を伴い、アミロイド βの沈着を示す APP / PS1マウ
スを用いた研究で、NLRP3KOマウスでアミロイド βの沈着の減少を示した。また、
NLRP3 KOマウスと Caspase-1 KOマウスでは空間記憶の喪失を防ぎ、脳の Caspase-1と IL-
1βの活性化が低下し、アミロイド βのクリアランスを高めることが示された 33)。   
  
Parkinson病(Parkinson`s disease: PD)と NLRP3の関連では PD誘発マウスモデルにおい
て、NLRP3-/-マウスでは PDが進行しづらいとの報告がある 34)。これは、NLRP3インフ
ラマソームと PDの関係性を示す。また、ドーパミン産生ニューロンと NLRP3インフラマ
ソームが相互関係であることが報告されている。ドーパミンは、ドーパミン D1受容体
（dopamine D1 receptor: DRD1）–環状アデノシン一リン酸（cyclic adenosine monophosphate: 
cAMP）シグナル伝達経路を介して、ミクログリアと星状細胞の両方において、NLRP3活
性化を抑制し、さらに、DRD1欠損マウスでは NLRP3活性化依存性の IL-1βおよび IL-18
産生とドーパミン作動性ニューロンの減少を認めた 34)。  
  
最も一般的な自己免疫性炎症性疾患の 1つである多発性硬化症（multiple sclerosis: MS）
は、中枢神経系（central nervous system: CNS）に浸潤し、乏突起膠細胞を攻撃し、脱髄を
引き起こすのを特徴とする 35)。実験的自己免疫性脳脊髄炎（experimental autoimmune 
encephalomyelitis: EAE）は、MSを模倣するために一般的に使用される動物モデルであり
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る。EAE誘導マウスを使用した研究報告で EAEマウスの脊髄で NLRP3発現が増加するこ
と、caspase-1、IL-1βが EAEの進行に寄与することが示された 36、37、38)。 
NLRP3 deficientマウスでは EAEの進行が劇的に遅延し疾患の重症度が低下すること、浸潤
する炎症性細胞の減少およびアストログリオーシスの減少が見られることが示されている

35,39)。  
 

⑤インフラマソームと炎症性腸疾患 
  
腸粘膜上皮は、腸管腔に存在する病原性微生物または外部から侵入する微生物から宿主

を保護する上で重要な役割を果たしている。さらに、腸粘膜は腸の共生微生物叢の調節と

耐性に関与している。NLRP3インフラマソームと粘膜の間には免疫反応と腸の恒常性とい
った複雑な相互作用があると考えられており、インフラマソームの経路が崩れると、腸内

毒素症と病原菌のコロニー形成の増加をもたらす。腸内細菌叢は腸の恒常性の調節に重要

な役割を果たす。微生物相の組成が変化すると異常な自然免疫応答を開始する 40,41)微生
物叢が粘膜固有層に侵入し、およびサイトカイン、ケモカインを分泌する免疫細胞を集族

させ、炎症を促進する 42)。 
  
NLRP3インフラマソームは炎症性腸疾患(Inflammatory bowel disease: IBD)の病因の開始
と維持に関連する。炎症性腸疾患は大腸性潰瘍炎やクローン病の腸管での粘液免疫の低下

をもたらす。炎症性腸疾患のマウスモデルであるデキストラン硫酸ナトリウム（Dextran 
sulfate sodium: DSS）誘発モデルでは NLRP3の活性化を認め、NLRP3KOマウスで腸炎の重
症度が低下した。一方で同じ DSSモデルを用いて NLRP3、Pycard、および Caspase-1を欠
損したマウスでは腸炎の重症度が増悪し、粘膜損傷における NLRP3の再生の役割を示唆
していることを報告した。これらの一致しない結果は、腸管免疫に関するさまざまなイン

フラマソーム研究で繰り返し報告されている 40,43,44)。これらの矛盾する結果により、腸
の炎症における NLRP3インフラマソームの役割はまだ解明されていない。臨床領域では
クローン病群、潰瘍性大腸炎群において大腸生検で NLRP3, IL-1β, ASC, caspase-1の mRNA
が上昇していた 45)。 またクローン病患者の NLRP3を抑制することにより、サイトカイ
ン、ケモカインを抑制し、クローン病での NLRP3の関連を示した 46)。大腸性潰瘍炎の発
症から 1.5年以上の群で NLRP3は上昇しており、クローン病や発症が長い大腸性潰瘍炎で
は NLRP3が活性化されることが報告されている 47)。 
 
 

⑥インフラマソームと自己免疫疾患の関係 
  
インフラマソームは関節リウマチ、全身性エリテマトーデス等の自己免疫疾患と関連が

あるといわれている。関節リウマチ（rheumatoid arthritis: RA）は滑膜の炎症と多関節破壊
が主な臨床症状であり炎症細胞で関節の軟骨、骨を破壊し、関節の線維化を促す 48)。 RA
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は DAMPsの刺激によって NLRP3インフラマソームが活性化し、IL-1β、IL-1を分泌し、
軟骨へのダメージ、RAの骨の再吸収に重要な役割を果たしていることが示されている。
遺伝子研究では RAの症例で NLRP3関連遺伝子が増加しているとの報告がある 49,50)。関
節炎モデルラットの研究では、滑膜のコハク酸の蓄積が、低酸素誘導性転写因子（Hypoxia 
Inducible Factor: HIF-1α）を介して NLRP3インフラマソーム活性化を誘導することによ
り、RAの線維化に関与することを見出した 51)。 
  
全身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematosus: SLE）は、多臓器炎症を伴う全身
性自己免疫疾患であり、一連の自己抗体、補体活性化、および免疫複合体沈着を特徴と

し、様々な臨床症状を引き起こす。NLRP3インフラマソームの関連については、報告で
SLEループス腎炎患者の生検にて NLRP3、caspase-1の上昇を認め、52)またループス腎炎
マウスモデルを用いて NLRP3インフラマソームとループス腎炎が関連していることが示
されている 53)。SLEにおける NLRP3の活性化の機序については U1-snRNPが抗 U1-
snRNP 抗体に依存して CD14 +ヒト単球の NLRP3インフラマソームを活性化し、ROSおよ
び K +流出を介した IL-1β産生を誘導し、また NLRP3欠損させることにより、抗 U1-
snRNP抗体の存在下で U1-snRNPで処理された単球からの IL-1β産生が減少したとの報告
がある 54,55)。  
 
4)インフラマソームと自己炎症性疾患の関係 

 
インフラマソームはクリオピリン関連周期熱症候群 (Cryopyrin-associated periodic 

syndromes: CAPS) 、家族性地中海熱 (Familial Mediterranean Fever: FMF)等の自己炎症性疾患
等の発症機序に関与している。自己炎症性疾患は IL-1が上昇し、インフラマソームの活性
化経路の単一遺伝子変異によって自然免疫のコントロールがつかない状態で自己抗体やＴ

細胞などの獲得免疫の反応が欠如していると考えられている。 
  
CAPSはまれな遺伝性常染色体優性自己炎症性疾患であり、推定有病率は人口 100万人あ
たり 1〜3例である 56、57)。 この疾患の発症には変異型 NLRP3遺伝子が関与しており、
変異型 NLRP3遺伝子は、インフラマソームの恒常的な活動亢進、caspase-1の活性化、IL-
1βの過剰な放出を引き起こす。CAPSには、家族性風邪蕁麻疹症候群 (familial cold urticaria 
syndrome : FCAS)58)、マックルウェルズ症候群 (Muckle-Well syndrome: MWS)59)、および
新生児発症の多発性炎症性疾患 (neonatal onset multisystemic inflammatory disease: NOMID)と
しても知られる慢性乳児神経性皮膚および関節 (chronic infantile neurological cutaneous and 
articular: CINCA)症候群 60)が含まれる。FCASは、寒冷暴露による発熱、頭痛、関節痛、
時には結膜炎を伴う蕁麻疹を主症状とする短期間の発作を繰り返すのを特徴とする疾患で

あり、比較的軽症である。MWSは、発熱、発疹に関節痛、結膜炎、ぶどう膜炎や感音性
難聴などの症状を伴い、アミロイドーシスなどを引き起こすこともある。CINCA / NOMID
は重症の疾患であり、生後まもなく発熱および蕁麻疹様発疹を初発症状とし、慢性無菌性
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髄膜炎等による中枢神経系の症状と関節痛などの炎症症状が、持続かつ繰り返すのを特徴

とする 61)。   
  

FMFは遺伝性常染色体劣性自己炎症性疾患でインフラマソームセンサータンパク質のピ
リンをコードしているMEFV遺伝子変異により引き起こされる疾患である。FMFは 1〜3
日程度の持続する発熱が出現し、漿膜炎または間接炎、筋肉痛、そして丹毒様発疹、アミ

ロイド－シスなどを併発することがある 62)。検証された診断基準には、典型的な臨床症
状、家族歴、コルヒチン療法への反応性が含まれる 63) 。 
 
このように NLRP3インフラマソームはあらゆる分野の疾患との関連性が報告されてい
る。 
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4. 角膜疾患とインフラマソームの関係 
 
最近、ドライアイと NLRP3との関連が報告されている。ドライアイ症例にて結膜組織
中の NLRP3発現が亢進、涙液中 IL-1β発現が亢進していた 64)。また、ドライアイモデル
マウスで ROSによって NLRP3インフラマソームが活性化されていることが報告され、角
結膜上皮組織に NLRP3が存在していることが示されている 65,66)。 
  
しかし、角膜炎症の症例での前眼部における誘導因子並びにその役割は不明である。 

自己免疫性疾患とされるも原因抗原が明らかでないモーレン潰瘍や、アクネ菌等による感

染アレルギーと考えられているフリクテン性角膜炎など、原因が未だ同定されていない炎

症性の角膜潰瘍が生じることが一つの臨床上の問題点である。 
  
本研究は、無菌角膜炎症における NLRP3の役割を検討するために行った。 アルカリ外
傷および LPS点眼により、WTマウスおよび NLRP3 KOマウスで角膜の無菌性炎症を誘発
し、NLRP3依存性の角膜混濁、好中球浸潤、および pro-inflammatory因子の増強を認め
た。本研究の結果は、角膜炎症疾患を治療するための局所低分子量薬の将来の開発に役立

つ可能性があると考えている。 
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ウ）目的 
 
我々は炎症性の角膜潰瘍にインフラマソームが関与しているとの仮説を立て、NLRP3 

knockout（KO）マウス角膜における実験的無菌性炎症（sterile inflammation）モデルを用い
た検討を行った。 
 
エ）対象と方法 
1. 角膜炎モデルマウスの作製 

 
本研究の動物実験は、日本大学医学部動物委員会が定めた日本大学動物実験運営内規、

眼科および視覚研究における動物の使用に関する Association for Research in Vision and 
Ophthalmology (ARVO) Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Visual Researchに従
って行い、日本大学医学部動物実験委員会によって承認された。50眼 50頭のメスの
C57BL/6Jマウスと 30眼 30頭の NLRP3 knockout(KO)マウス(系統名 B6.129S6-Nlrp3tm1Bhk/J)
を対象とした。NLRP3KOマウスは米国ジャクソン研究所から入手し、NLRP3KOマウスの
使用、飼育、繁殖について日本大学医学部遺伝子組換え実験実施規程に定める承認をえ

た。角膜炎モデルの作製は、メデトミジン 0.3mg/kg、ミダゾラム 4mg/kg、酒石酸ブトルフ
ァノール 5mg/kgを用いて腹腔内投与で全身麻酔を行った。PAMPsのモデルとして、ブレ
ードで角膜中央部上皮を擦過剥離後に LPS 4µl（10μg/µl）を右眼に点眼し、LPS点眼モデ
ルマウスを作製した 67)。LPS点眼モデルは以前の報告 67)で用いられた方法を修正した。
LPS点眼モデル作製後、48時間後に右眼球を摘出した。DAMPsのモデルとして角膜中央
に 1N水酸化ナトリウムに浸漬した 1.5mm径濾紙を右眼に 30秒ひたし、濾紙を除去した後
に右眼を生理食塩水 5mlで洗い、タリビット軟膏を塗布し、アルカリ外傷モデルマウスを
作製した 68) 齧歯類は非常に感染に強く、処置後の抗生剤軟膏塗布程度で感染をおさえる
ことはできると考える。アルカリ外傷モデル作製後 1週間後に右眼球を摘出した。摘出し
た眼球は O.C.T（Tissue-Tek OCT Compound; Sakura Finetek Japan、Tokyo、Japan）で包理
し、イソペンタン・ドライアイスを用いて凍結した。経時的な変化を確認し、LPS点眼モ
デルはアルカリ外傷モデル角膜と比較し、軽微な炎症で 48時間後には好中球の増加を認め
たが、1週間後では好中球の増加を認めなかった。アルカリ外傷モデルではマクロファー
ジをみることを想定したので、1週間後を目安にしたところ、好中球の増加を認めた。角
膜での激烈な炎症の場合、好中球の寿命ものびることが示唆されている 69)。よって、上
記の条件で評価することに決定した。 
 
2. 免疫組織染色 

 
摘出眼を O.C.Tを用いて包埋し、cryostat（HM505; Microm、Walldorf、Germany）を使用
して厚さ 7μmの切片に薄切した。これらの薄切片は、一次抗体として抗 Gr-1抗体（好中
球のマーカー、希釈 1：100、BD Biosciences、Franklin Lakes, NJ）、抗 IL-1β抗体（希釈 1：
100、Abcam、Cambridge, United Kingdom）、および抗MMP-9抗体（希釈 1：250、Abcam）
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をそれぞれ 4℃で一晩寝かせ、その後、間接酵素抗体法（アビジンビオチン複合
法;Histofine®、Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan）で染色した。観察には光学顕微鏡（BH-2, 
Olympus, Tokyo, Japan)を用いた。各検体は、200倍で観察した（20倍対物レンズと 10倍接
眼レンズ; 0.723 mm2の視野）。各マウスの中心部位（処置部位）の角膜実質を観察し、角

膜実質において陽性の褐色染色を有する細胞を数えた。 
 
3. 遺伝子学的検討 

 
上記の角膜薄切片を、クライオスタットを使用して 2μmの厚さで laser microdissectionス
ライドガラス (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)上でカットした。 Laser microdissection 
(Leica)を用いて角膜実質を単離し(図 4)、RNeasyキット（Qiagen, Valencia, CA）を用いて、
総 RNAを調製した。 RNAは、Platinum Taqシステム（Invitrogen、Carlsbad、CA）に基づ
き、One-Step RT-PCRキットを RT-PCR分析に用いた。角膜アルカリ外傷は大規模な炎症反
応を引き起こすため、さまざまな遺伝子の発現パターンを検索および決定するために、定

量的 RT-PCRアレイを施行した。未処置角膜およびアルカリ外傷モデル角膜のインフラマ
ソームに関連する影響を受ける遺伝子を特定して比較するために、RT² Profiler™ PCR 
Array Mouse Inflammasomes（PAMM-097ZC）を使用した。 WTマウスと NLRP3 KOマウス
のアルカリ外傷モデル角膜を伴う遺伝子プロファイリングの比較するために、RT² 
Profiler™ PCR Array Mouse Inflammatory Response & Autoimmunity（PAMM-077）を使用し
た。各アレイには、84個のターゲット遺伝子と 5個のハウスキーピング遺伝子が含まれて
いる。ハウスキーピング遺伝子（Actb、B2m、Gapdh、Gusbおよび Hsp90ab1）を使用し
て、データを正規化し、ΔCt値を生成した。 ΔΔCt法を使用して、未処置マウスとアルカリ
外傷マウス、またはアルカリ外傷モデルWTマウスと NLRP3 KOマウスの間の倍率変化を
比較および計算した。研究されたすべてのサンプルにおいて 2倍以上の上方制御または下
方制御された遺伝子を抽出した。 
   
さらに特定遺伝子発現をみるために、NLRP3（assay ID Mm00840904_m1）、caspase-1
（assay ID Mm00438023_m1）、PYCARD（assay ID Mm00445747_g1）、IL-1β（assay ID 
Mm00434228_m1）、およびMMP-9（assay ID Mm00442991_m1）。）の定量的 PCRを TaqMan 
Universal PCR Master Mix と FAM-MGB dye-labeled predesigned primers  [Applied Biosystems、
Foster City、CA]を用いて施行した。PCR条件は、50℃で 2分、95℃で 10分、続いて 95℃
で 15秒、60℃で 1分を 35サイクルで行った。（ABI PRISM 7900 HT; Applied Biosystems）。 
 
4. 統計学的解析 

 
アルカリ外傷モデルでは、Mann-Whitney U検定を使用して、WTマウスと NLRP3 KOマ
ウスの間で角膜混濁の程度を角膜混濁スコア(表 1) 70)を用いて、角膜混濁の程度を比較し
た。 2種類の無菌性角膜炎症モデルの免疫組織化学的検討では、陽性細胞数をMann-
Whitney U検定で分析し、<0.05の P値を統計的に有意とした。m-RNAの発現の比較につ
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いて、結果は、threshold cycle（CT）法によって分析され、各サンプルの相対的発現レベル
は、正常対照からの変化倍率として表したものをMann-Whitney U検定で比較した。本研
究において、どの比較も群ごとで Shapiro-Wilk検定において正規分布に従わず、また F検
定で各モデルマウスのWT群、NLRP3KO群の等分散性も否定され、ノンパラメトリック
検定であるMann-Whitney検定を用いた。 
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オ）結果 
 
1. アルカリ外傷モデル角膜中のインフラマソーム関連の遺伝子発現の増強 

 
PCRアレイを用いて図に示すとアルカリ外傷モデルマウスで NLRP3(8.0±3.9 fold)、

AIM3(7.2±4.8 fold)、NAIP1(6.2±2.5 fold)の NLRや IL-1β(102.4±71.1 fold)、ASC(2.2±0.3 
fold)，caspase-1(30.1±5.4 fold)のインフラマソームの関連遺伝子の発現が増強した。(図 5) 
 
2.アルカリ外傷モデル NLRP3KOマウス角膜における角膜混濁の抑制 

 
まず、アルカリ外傷モデルマウスの角膜混濁の程度を角膜混濁スコア(表 1) 70)を用い
て、WTマウスと NLRP3 KOマウスで比較した。NLRP3 KOマウスはWTマウスと比べて
有意に低い角膜混濁スコアを示した。(N=10 each, WTマウス; 3.5±0.5, NLRP3 KOマウス; 
 2.0±1.2  *p<0.05)（図 6） 
 
3.アルカリ外傷モデル NLRP3 KOマウス角膜における好中球浸潤の抑制 
 
アルカリ外傷角膜に対する免疫組織学的検討で好中球に染色する Gr-1陽性細胞を観察し
た。光学顕微鏡 200倍観察下での角膜実質中の Gr-1陽性細胞をカウントして比較すると、
NLRP3KOマウスにおいてWTマウスと比べてアルカリ外傷による好中球浸潤は有意に抑
制されていた。(N=5 each,  WTマウス; 34.8±9.7 cells/field, NLRP3 KOマウス; 16.1±8.3 
cells/field ,*p<0.01)(図 7) 
 
4.アルカリ外傷モデル NLRP3 KOマウス角膜における炎症性サイトカイン・ケモカイン発
現の減弱 

 

PCRアレイを用いて、WTマウスと NLRP3 KOマウスで比較した。 CCL8 (−14.9 ± 13.9 

fold), CCR2 (−8.9 ± 8.1 fold), CCR1 (−6.3 ± 4.4 fold), IL-1β (−4.9 ± 2.5 fold), CCL17 (−4.7 ± 2.5 

fold), CCR3 (−4.6 ± 1.4 fold), TNF (−4.4 ± 2.6 fold), and CCL25 (−2.8 ± 0.5 fold) と NLRP3KOマ
ウスにおいてWTマウスと比べて炎症性サイトカイン・ケモカイン発現の減弱を認めた。
(図 8) 
 
5.アルカリ外傷モデル NLRP3 KOマウス角膜におけるMMP-9 m-RNA発現の低下、IL-1β、
MMP-9 蛋白発現の低下 
 

RT-PCRでアルカリ外傷モデルマウスの角膜においてWTマウスと NLRP3KOマウスで
比較し、NLRP3KOマウスにおいてWTマウスと比べてアルカリ外傷によるMMP-9 m-
RNA発現の有意な低下を認めた。 (N = 8 each, WTマウス; 1.2 ± 0.5fold, NLRP3 KOマウス; 
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0.4± 0.1 fold, respectively, *p < 0.05) (図 9a). アルカリ外傷モデル角膜に対する免疫組織学的
検討で IL-1βとMMP-9蛋白発現を観察した。光学顕微鏡 200倍観察下での角膜実質中陽性
細胞をカウントして比較するとアルカリ外傷モデル角膜の NLRP3KOマウスにおいてWT
マウスと比べて IL-1β陽性細胞 、MMP-9陽性細胞の有意な低下を認めた。(IL-1β細胞: 
N = 8 each, WTマウス; 28.2 ± 9.6 cells/field, NLRP3 KOマウス ; 9.8 ± 2.6 cells/field, *p < 0.01) 
(図 9b,c,d) (MMP-9陽性細胞: N = 8 each, WTマウス; 37.3 ± 9.7 cells/field, NLRP3 KOマウス; 
14.9 ± 6.3 cells/field, *p < 0.01).。(図 9e,f,g) 
 
6. LPS点眼モデルマウスで角膜中の NLRP3インフラマソーム関連の遺伝子発現が増強する
(Real-time PCR) 

 
RT-PCRを用いて図に示すと LPS点眼モデル角膜で NLRP3 (2113.1 ± 950.4 fold), IL-1β 

(485.9 ± 208.7 fold), caspase-1 (210.5 ± 79.2 fold)などのインフラマソームの関連遺伝子の発現
が増強した。それに対し、ASC (1.3 ± 0.3 fold)の発現は増強しなかった (図 10)。 
 
7. LPS点眼モデル NLRP3 KOマウス角膜における好中球浸潤の抑制 

 
光学顕微鏡 200倍観察下での角膜実質中の Gr-1陽性細胞をカウントして比較すると、

NLRP3KOマウスにおいてWTマウスと比べて LPS点眼による好中球浸潤は有意に抑制さ
れていた。 (N = 3 each, WTマウス; 12.3 ± 1.5cells/field, NLRP3KOマウス; 1.2 ± 1.1 cells/field, 
respectively, *p < 0.01) (図 11)  
 
8. LPS点眼モデル NLRP3 KOマウス角膜における MMP-9 m-RNA発現の低下、IL-1β、
MMP-9タンパク発現の低下 

 
RT-PCRで LPS点眼モデルマウスの角膜においてWTマウスと NLRP3KOマウスで比較
し、NLRP3KOマウスにおいてWTマウスと比べてMMP-9 m-RNA発現の有意な低下を認
めた。(N = 3 ,WTマウス; 1.2 ± 0.4fold, NLRP3 KOマウス; 0.4 ± 0.3fold, respectively, 
*p < 0.05). (図 12a) 

LPS点眼モデル角膜に対する免疫組織学的検討で IL-1βとMMP-9蛋白発現を観察した。
光学顕微鏡 200倍観察下での角膜実質中陽性細胞をカウントして比較すると NLRP3KOマ
ウスにおいてWTマウスと比べて IL-1β陽性細胞 、MMP-9陽性細胞の有意な低下を認め
た。(IL-1β細胞: N = 8 each, WTマウス; 7.8 ± 1.3 cells/field, NLRP3 KOマウス; 4.0 ± 1.9 
cells/field, *p < 0.01,図 12b,c,d) (MMP-9細胞: N = 8 each, WTマウス; 7.0± 2.9 cells/field, 
NLRP3 KOマウス; 1.3 ± 1.3 cells/field, *p < 0.01, 図 12e,f,g)  
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カ）考察 

 
本研究は、無菌性角膜炎症の 2種類のモデルマウスで角膜の NLRP3依存性好中球浸潤
を示した。アルカリ外傷モデルでは、さまざまな NLRP3インフラマソーム関連分子が増
強され、NLRP3をノックアウトすることにより、角膜混濁、好中球浸潤、およびMMP-9
を含む炎症性分子の発現が大幅に低下した。 LPS点眼モデルマウスでは NLRP3インフラ
マソーム関連分子の増強を認め、NLRP3 KOマウスは好中球浸潤の有意な減少とMMP-9
を含む炎症性分子の発現の低下を示した。これらの研究結果に基づき、NLRP3インフラマ
ソームは無菌性角膜炎症の発症に不可欠と考える。 
 

NLRP3インフラマソームの活性化と IL-1βプロセシングは、単球、マクロファージ、樹
状細胞などで示されている 71,72)。しかし、好中球とインフラマソーム活性化の関係およ
び IL-1β産生への好中球の寄与ははっきりしていない。好中球は、炎症性サイトカイン
や、IL-1β、IFN-γ、IL-17、MMP-9などの炎症性分子を誘導する。IL-1βは活性化単球、マ
クロファージ、および樹状細胞によって産生され、その後、好中球の動員および線維芽細

胞の増殖に関連している TNFαおよび IL-6などのケモカインまたはサイトカイン、または
MMPなどのプロテアーゼの産生を誘導する。本研究の結果では、アルカリ外傷モデル
NLRP3 KOマウスにおいて、様々なサイトカインとケモカインが抑制されていることがわ
かった(図 8)。ケモカイン受容体(CCR1、CCR2、および CCR3)は、好中球を含む白血球の
走化性に関与している 73,74)。また、最近の報告では、CCL8は強力な pro-inflammatoryの
作用を持つ可能性があることを示唆されている 75,76)。したがって、本研究においてもア
ルカリ外傷モデル NLRP3 KOマウスにおける角膜好中球浸潤、炎症の抑制がこれらのケモ
カイン/ケモカイン受容体の抑制に関連していたと考える。 
 
好中球の炎症誘発性の役割も他臓器モデルの NLRP3 KOマウスで確認されている

77,78,79)。ただし、好中球の挙動は、NLRP3 KOマウスにおいて感染と炎症で異なる。 
NLRP3KOマウスで好中球は、オートファジーの減少と食菌作用の増加を誘導し、敗血症
下で好中球の増加を認めた 80)。既報の研究では、好中球が NLRP3インフラマソーム経路
の活性化に関連して、角膜の病態生理学において主要であることが示されている 81)。 細
胞外 ATPはインフラマソームの重要な誘導体である DAMPであり、P2X7受容体-NLRP3
インフラマソームを介してヒトおよびマウス好中球による IL-1β分泌の急速な増加を促進
する。肺炎球菌の角膜炎マウスモデルにおいて、好中球が NLRP3インフラマソームによ
って誘導される IL-1βの主な供給源である 82)。 ヘルペス角膜実質炎で、炎症が出現して
から 2,3日後に角膜に好中球の浸潤を認めたが、8日後にも角膜への多数の好中球浸潤を認
めている 69)。 報告ではヘルペス角膜実質炎マウスモデルで好中球内の caspase-1の活性化
を認め、角膜上皮細胞内の NLRP3が上昇することがわかっている 83)。 報告では単純ヘル
ペスウィルス 1型の前眼部感染症の NLRP3 KOマウスとWTマウスで比較した。NLRP3 
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KOマウスの方が早期の好中球浸潤と角膜血管新生の大幅な増加を引き起こし、角膜実質
炎はWTマウスよりも早期に発症し、重症であった。それに対して早期好中球浸潤の抑制
をすることにより NLRP3KOマウスでの角膜炎の早期発症を防ぎ、IL-1β活性化を低下させ
た 84)。 これらの結果は、NLRP3が角膜の病態生理において免疫制御の役割を果たしてい
ることを示している。 
 
角膜上皮細胞において、IL-1は NF-kB、Smad、p38、および JNKシグナル伝達経路を介
して作用し、主にMMP-9プロモーターの特定の領域を標的とする。したがって、好中球
と角膜細胞は、IL-1の分泌、それに続くMMP-9の産生、および角膜実質の破壊に関与し
ている。MMP-9には細胞外マトリックスのリモデリングを行う作用がある 85,86)。 
アルカリ外傷や感染性角膜炎モデルマウスの角膜においてMMP-9の上昇を認める報告が
ある 85,87,88)。アルカリ外傷とドライアイモデルを用いた研究ではアルカリ外傷単独モデ
ルでのMMP-9の有意な上昇を認めたが、アルカリ外傷とドライアイの合併モデルでさら
なる有意なMMP-9の上昇を認めた。また、MMP-9KOマウスを用いて Photorefractive 
keratectomy (レーザー屈折矯正角膜切除術)を行った研究によるとMMP-9KOマウスでは角
膜創傷治癒が早まった 89)。以上のことからMMP-9は負荷をかけられた角結膜上皮から産
生され、マトリックスの破壊と炎症作用を促し、角膜創傷治癒を遅らせる作用があると報

告されている 90)。 感染性角膜炎ではMMP-9が好中球の角膜への浸潤を促す作用がある
と報告されている。好中球は、角膜線維芽細胞を活性化し、線維芽細胞によるMMP分泌
を誘導することにより、角膜実質におけるコラーゲンの分解を誘導することが示されてい

る 91)。 緑膿菌角膜炎モデルではMMP-9KOマウスで有意な好中球の低下を認め、また
MMP-9中和抗体を静脈注射し、有意に好中球が低下したとの報告がある 92,93)。NLRP3 
KOによるMMP-9の低下は炎症抑制と好中球の低下との関連を示唆するものと考える。本
研究では、アルカリ外傷と LPS点眼モデルマウスにおいて、遺伝子発現と IL-1βとMMP-9
のタンパク質発現の両方が NLRP3 KOマウス角膜において抑制された。なので、角膜炎症
において IL-1βの発現細胞は好中球、MMP-9の発現細胞は角膜細胞が考えられる。 
 
本研究で角膜炎症における NLRP3インフラマソームの炎症誘発性の役割を解明した
が、角膜炎に対して NLRP3をターゲットとした治療応用が期待される。現在、多分野の
疾患で NLRP3をターゲットとした薬物治療の研究の報告がされている。それらは、
NLRP3インフラマソームの複雑なシグナル伝達経路を把握することにより、様々な因子を
ターゲットしたものが考案されている。例として、Glyburideは 2型糖尿病の治療薬のスル
ホニル尿素薬があり、ATP感受性カリウムチャネルを遮断し、Ca+の流入により膵 β細胞
の膜脱分極を誘発し、最終的にインスリンの放出を引き起こす。既報では、Glyburideが
LPSおよび ATP刺激後のヒト単球およびマウス腹腔マクロファージの IL-1β分泌を阻害す
ることが示された。さらなる研究により、Glyburideは NLRP3インフラマソームに対して
特異的に反応し、caspase-1および 1L-1β分泌の活性化を抑制し、P2X7受容体の下流で機
能することが示唆されている 94)。 また、マウスモデルでは、Glyburideにより、LPS誘発
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性敗血症性ショックの死亡率と気管支肺異形成の重症度が低下したと報告されている

94,95)。 
NLRP3インフラマソームを抑制する因子が報告されている。ケトン代謝産物 β-ヒドロキ
シ酪酸（β hydroxybutyrate: BHB）は、ヒト単球およびマウス BMDMにおける NLRP3イン
フラマソームを特異的に阻害する 96)。BHBは、K +流出を抑制し、ASCのオリゴマー化
とスペック形成を低下させる。BHBはヒト単球の NLRP3インフラマソームによる IL-1β、
IL-18の分泌を低下させ、FCASおよびMWSのマウスモデルに対して IL-1β、caspase-1の
分泌を抑制したとの報告もあり、これらの報告から、BHB濃度を上げる薬理学的または食
事療法は、NLRP3を介した慢性炎症性疾患の重症度を軽減する可能性があると考えられ
る。NLRP3の調節因子としてオートファジーが注目されており、例として、ATG5、Hemin
は、オートファジーの促進を介して NLRP3インフラマソームを抑制する方向に働く 97)。
その仕組みは ASCの軽減、NLRP3のリン酸化、ミトコンドリア ROSのクリアランスと関
連している。オートファジーとは、細胞の恒常性と損傷した細胞小器官およびタンパク質

のリサイクル、ならびに細胞内病原体の破壊にとって重要な細胞内プロセスである 98)。 
過剰産生または不要なタンパク質、ミトコンドリア、病原性細菌などは、オートファジー

の標的である。これらの標的タンパク質は、二重膜オートファゴソームに貪食され、アミ

ノ酸の分解とリサイクルのためにリソソームに送達される。インフラマソームとオートフ

ァジーの関係は、ミトコンドリアまたはインフラマソーム構成要素に関連する豊富なタン

パク質がオートファジーの標的であるため、非常に注目されている。また一方で Atg5など
の主要なオートファジータンパク質は、Caspase-1の活性化、IL-1βおよび IL-18の産生、
食細胞における NLRP3の活性化を増加させたという報告もある 99)。 インフラマソームと
オートファジーの関係は複雑であり、まだ解明されていない点も多い。 
 

MCC950は NLRP3に結合し、ヒトおよびマウスのマクロファージにおける NLRP3誘発
ASCオリゴマー形成を阻害することにより、NLRP3インフラマソーム活性化および IL-1β
分泌を特異的に阻害すると推測されている。また、TLRシグナル伝達または NLRP3活性
化プライミングの過程を阻害せず、MCC950の阻害作用は K +流出、Ca2 +流入、または
NLRP3-ASC相互作用に影響しない 100)。 MCC950が IL-1βと IL-18の分泌を低下させ、そ
れにより EAEマウスモデルに基づいて、EAEの重症度が軽減されたとの報告がある。
101)。他に NLRP3インラマソームを抑制する因子として、CY-09が挙げられる。CY-09
は、NLRP3 NACHTドメインの ATP結合モチーフに直接結合し、NLRP3 ATPase活性を阻
害して、NLRP3インフラマソームの活性化を抑制する。CY-09による治療は、CAPSおよ
び 2型糖尿病のマウスモデルに顕著な治療効果を示す 102)。 
他にもインフラマソームの経路を阻害するだけでなく、IL-1阻害薬を用いた薬物治療の
報告もある。IL-1βの IL-1RIへの結合を阻害する IL-1Raの組み換え型である Anakinraや、
また、IL-1βに対するヒト化モノクローナル抗体である Canakinumab等は CAPS、コルヒチ
ン不応性 FMF等の自己炎症性疾患に用いられる 103)。Caspase-1を標的にした薬物治療の
報告もある。Caspase-1阻害剤として VX-765が挙げられる。VX-765は、RAに対して高い
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効力を示し、皮膚炎のマウスモデルにおいて IL-1β/ 18の減少を示した。最近では、VX-
765がマウスの認知障害と ADの重症度の緩和に役立つことが報告されている
103,104,105)。 また、FCAS患者の単球における IL-1βおよび IL-18の放出を減少させた
106)。また、自己炎症性疾患において眼症状を呈し、それが IL-1阻害薬によって改善され
た報告がある。CAPSによる虹彩炎と中央の楕円形の角膜混濁を伴った症例では
canakinumab投与後 6か月以内に改善され、MWSによる角膜混濁、視神経乳頭浮腫は
Anakinraで改善した 107)。 

 
インフラマソームと角膜炎症の関連で、Joniらはフィンランドで発見された

Keratoendotheliitis fugax hereditariaと NLRP3の関連について報告している。 
Keratoendotheliitis fugax hereditariaはフィンランドで報告された疾患で、遺伝形式は常染色
体優性遺伝であり、片側性の角膜内皮炎の急性発作を引き起こし、視力低下や眼痛等の症

状をきたす。Joniらの報告では Keratoendotheliitis fugax hereditariaの罹患者に対し、遺伝子
学的解析を行った結果、Cryopyrinをコードする NLRP3遺伝子中の病原性変異体 c61G＞ C
が、検出され、c61G>C変異型は Keratoendotheliitis fugax hereditariaを引き起こす遺伝子突
然変異であることを強く示唆された。NLRP3は内皮を含む角膜組織でも発現しており、
NLRP3変異がこの疾患の原因である可能性があることを示している。さらに、NLRP3変
異により引き起こされる自己炎症性疾患の CAPSが角膜炎を発症するという報告もあり、
遺伝性角膜内皮炎の c.61G> C変異の病原性を支持する。以上のことから遺伝性角膜内皮炎
が CAPSのスペクトラムに含まれている可能性が指摘されている 108)。 
これらの報告は、CAPSのスペクトラムを持つ Keratoendotheliitis fugax hereditariaによる角
膜混濁が NLRP3関連をターゲットとした薬物治療で治療できる可能性を示唆する。 
以上から、NLRP3インフラマソームをターゲットとした角膜炎症治療への臨床応用もこれ
から進歩していくと考えられる。 
 
角膜に NLRP3が存在する意義として、角膜はオキュラーサーフェスの一つで、微生物
や外傷に対する最初の防御機構であり、あらゆる刺激を受ける。角膜は無血管組織であ

り、免疫細胞が存在しないので、角膜の創傷治癒のさいに、NLRP3が結膜から免疫細胞や
サイトカインなどを誘導する主軸となっていると考える。本研究では急性の炎症性障害に

おいて NLRP3が関与していることは示したが、より弱い障害による慢性的な変化で
NLRP3は重要な役割を果たしていると考える。眼疾患において、ドライアイは様々な原因
による涙液および角結膜上皮の慢性疾患と定義されており、ドライアイ患者の角膜上皮細

胞において、酸化ストレスおよび、曝露に伴う涙液層の高浸透圧によって ROSが NLRP3-
IL-1βシグナリングを刺激していることが報告されている 66)。つまり、角膜において、高
浸透圧などの弱い刺激による涙液への変化が NLRP3を活性化させ、角膜に慢性的な炎症
を引き起こしていることが十分に考えられる。最近の報告で、NLRP3を抑制すると考えら
れている酢酸ナトリウムがアルカリ外傷モデルマウスの角膜炎症を抑制したとの報告があ
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り、NLRP3を抑制することによって、角膜創傷治癒を促す方向に働くことが示されている
109)。NLRP3は本研究結果も含め、角膜の創傷治癒に関連があると考えられる。 

 
NLRP3の上流遺伝子の抑制において P2X7受容体遺伝子の KOマウス 82,110)や Cathepsin 

B KOマウス 111)などの報告がある。前述したとおり、P2X7受容体は NLRP3を活性化さ
せるが、高眼圧モデルにおいてWTマウスと P2X7受容体 KOマウスで比較し、アストロ
サイトで P2X7受容体を KOすることにより、NLRP3 mRNAの低下、IL-1βの発現の低下
を認めた 110)。しかし、肺炎球菌角膜炎モデルではWTマウスと P2X7受容体 KOマウス
で比較して、好中球の発現や角膜の IL-1βや caspase-1の発現に有意差を認めなかった。だ
が、P2X7受容体を KOすることにより、角膜の病原体はWTより有意に生き残り、P2X7
受容体は肺炎球菌角膜炎において好中球の殺菌能に関係することが示された。82)リソソー
ムプロテアーゼである Cathepsin Bの阻害剤により、Cathepsin Bが NLRP3インフラマソー
ムのタンパク質分解活性化に関与している可能性があることが示唆された 112)。Cathepsin 
Bを KOすることにより IL-1βなどの発現が抑制されている報告があるが 30)、一方で差が
ないとの報告もある 111)。これは Cathepsin Bだけを抑制すると他種類の Cathepsinの発現
が上昇し、NLRP3を活性化するからと考えられている。以上から NLRP3の上流遺伝子を
抑制しても、NLRP3が直接抑制されるわけではなく、別の経路によって NLRP3を活性化
させている可能性も考えられる。 

NLRP3を KOすることにより、代償性変化として尿管障害モデルマウスでオートファジ
ーが促進されることが報告されている 113)。NLRP3を活性化させる機能不全ミトコンドリ
アの除去や、免疫細胞での細胞死を減らすことにより、臓器への損傷を減らすことが報告

されている 113)。しかし、感染においては NLRP3を KOすることによりオートファジーを
抑制するとの報告もある 80)。報告で肺嚢胞線維症マウスモデルに緑膿菌を腹腔内投与
し、さらにMCC950を腹腔内投与すると緑膿菌のクリアランスが改善された報告がある
114)。緑膿菌角膜炎モデルにおいて、Anakinraの投与により緑膿菌のクリアランスが向上
したとの報告もある 115)。腹膜炎モデルマウスに NLRP3阻害薬を投与し、生存率向上を
認めた 80)。緑膿菌角膜炎のマウスモデルを使用した研究では、 オートファジーを誘導す
るラパマイシンが好中球の殺菌活性を低下させ、緑膿菌が増加した報告があり 116)、ま
た、腹膜炎モデル NLRP3KOマウスにおいてオートファジーが抑制され、かわりに好中球
の貪食亢進が引き起こされた 80)。コルチコステロイドなどの免疫抑制剤は細菌感染を増
強させるといわれており 117)、NLRP3をターゲットとした治療の易感染性が危惧される
が、NLRP3阻害薬はオートファジーを抑制することにより、従来の免疫抑制剤より易感染
性を低下させる可能性が考えられる。 
本研究には限界がある。まず、角膜におけるインフラマソームの起源を特定できない。

NLRP3 KOマウスの角膜における好中球浸潤の低下を示すことができたが、この結果が好
中球を刺激するマクロファージあるいは角膜細胞を抑制されたことによる結果であるか、

または好中球でのインフラマソームを抑制させた結果であるかは確認できなかった。マク

ロファージでのインフラマソームおよびその後の IL-1βプロセシングの調節について広く
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研究されているが、インフラマソーム活性化を介して IL-1β成熟に至る分子メカニズム
は、好中球では長い間扱われていなかった。しかし、最近の研究では、炎症状態の好中球

における NLRP3由来の IL-1βプロセシングが示されている 118)。特に、最近の報告では、
好中球が、NLRP3 / ASCインフラマソームおよびカスパーゼ-1の活性化、それに続く IL-
1β処理に関する角膜炎のマウスモデルで主要な細胞であることが示されている 119)。さら
に、マクロファージ/単球だけでなく好中球のタンパク質欠失は、両方の細胞がインフラマ
ソーム由来の炎症メカニズムに広く関与していることを明らかにしている 120、121、
122)。 今後、本研究で用いた無菌性角膜炎症モデルを用いて角膜炎症でのオートファジー
とインフラマソームの関連について研究し、上記のように DAMPsと PAMPsでインフラマ
ソームを抑制することによりオートファジーがどのように調節されるか解明し、NLRP3を
ターゲットにした治療をより詳細に研究していく所存である。 
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キ）まとめ 

 
アルカリ外傷および LPS点眼モデルをそれぞれ DAMPおよび PAMP誘発性の無菌角膜
炎症のモデルとして使用して、角膜混濁、好中球浸潤、ならびに IL-1βおよびMMP-9発現
の増強等の NLRP3依存の機序により、角膜炎症における NLRP3インフラマソームの pro-
inflammatoryな役割を明らかにした。  
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【表】 

 

 

 

角膜混濁スコア 
(Chen GL1, et al. International Journal of Ophthalmology. 2013 6:578-83.から引用改変) 

 

スコア          前眼部所見 

0             透明角膜 

1   軽度の表層混濁;瞳孔領や虹彩紋理は容易に透見可能 

2     軽度の混濁;瞳孔領や虹彩紋理は透見可能 

3    中等度の混濁;瞳孔領のみ透見できる 

4      強い混濁;瞳孔が辛うじて透見できる 

5   極めて強い混濁;前房内が透見できない 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 
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図 4

図 4. Laser microdissection法 
Laser microdissection (Leica)を用いて角膜実質（赤線の範囲内）を単離した。 
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 図 5 

Heat map: RT² Profiler™ PCR Array Mouse Inflammasomes（PAMM-097ZC） 
                                      未処置角膜 vsアルカリ外傷WT 
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図 6 

WT:角膜混濁 

 

NLRP3KO:角膜混濁 

 



32 

 

  

図 7 

白矢印:Gr-1陽性染色細胞
ｓ 

WT 
 

NLRP3 KO 
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図 8

 

Heat map: RT² Profiler™ PCR Array Mouse 
 Inflammatory Response & Autoimmunity（PAMM-077） 
                      アルカリ外傷WT vs NLRP3KO 
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図 9 

白矢印:陽性染色細胞 

WT:IL-1β 
 

NLRP3KO:IL-1β 
 

NLRP3KO:MMP-9 
 

WT:MMP-9      
細胞 

 

(WT n=1 1fold) 
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図 10 
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図 11 

白矢印:Gr-1陽性染色細胞
ｓ 

WT 
 

NLRP3KO 
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図 12 

WT:IL-1β 
 

NLRP3KO:IL-1β 
 

NLRP3KO:MMP-9
染色細胞 

 

WT:MMP-9 

白矢印:陽性染色細胞 

(WT n=1 1fold) 
 



38 

 

【図の説明】 

表 1 角膜混濁スコア. 
 

図 1.正常ヒト角膜の組織学的所見 

 

角膜は組織学的に角膜上皮層、ボーマン膜、角膜実質層、デスメ膜、角膜内皮細胞層

の 5層に分類される。 
 
図 2インフラマソームが形成される過程 

 
NLRP3などの細胞質内パターン認識受容体は、刺激となる因子により、イオン流出
モデル、Reactive oxygen species (ROS)モデル、リソソーム崩壊モデル等の経路を介して
活性化され、構造変化を起こし、ASC(apoptosis-associated speck-like protein containing a 
CARD)と呼ばれるアダプター蛋白と蛋白分解酵素である caspase-1と結合し、インフラ
マソームとよばれるタンパク質複合体を形成する。このインフラマソームによって

caspase-1が活性化され、 IL-1や IL-18などの炎症性サイトカインの分泌・活性化を誘
導する。 
 
図 3. インフラマソームの構造 

 
NLRは Nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)を中核に leucine-rich repeat 

(LRR)domain、Pyrin domain や CARD 等の複数のドメインが組み合わさり形成される。
NLRの代表的なものとして、NLRP1、NLRP3、NLRC4、AIM2がある。 

 

図 4. Laser microdissection法 
 
摘出眼を O.C.Tを用いて包埋し、クライオスタットを使用して 2μmの厚さで laser 
microdissectionスライドガラス (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)上カットした。 
Laser microdissection (Leica)を用いて角膜実質（赤線の範囲内）を単離した。 
 

 
図 5. アルカリ外傷モデル角膜中のインフラマソーム関連の遺伝子発現の増強 
 

PCRアレイを用いて図に示すとアルカリ外傷モデルマウスで NLRP3(8.0±3.9 fold)、
AIM3(7.2±4.8 fold)、NAIP1(6.2±2.5 fold)の NLRや IL-1β(102.4±71.1 fold)、ASC(2.2±0.3 
fold)，caspase-1(30.1±5.4 fold)のインフラマソームの関連遺伝子の発現が増強した。 
(未処置眼を正常対象とし、controlに設定した。) 
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図 6.アルカリ外傷モデル NLRP3KOマウス角膜における角膜混濁の抑制 
 

まず、アルカリ外傷モデルマウスの角膜混濁の度合いを、角膜混濁スコア(表 1)を用い
て、WTマウス(図 6a)と NLRP3 KO(図 6b)マウスで比較した。NLRP3 KOマウスはWT
マウスと比べて有意に低い角膜混濁スコアを示した。(N=10 each, WTマウス; 3.5±0.5, 
NLRP3 KOマウス; 2.0±1.2  *p<0.05)（図 6c） 
 

図 7.アルカリ外傷モデル NLRP3 KOマウス角膜における好中球浸潤の抑制 
 
アルカリ外傷角膜に対する免疫組織学的検討で好中球に染色する Gr-1細胞を観察し
た。光学顕微鏡 200倍観察下 Gr-1免疫染色アルカリ外傷モデルWTマウス角膜(図 7a)
アルカリ外傷モデル NLRP3KOマウス角膜(図 7b)での角膜実質中陽性細胞をカウントし
て比較すると NLRP3KOマウスにおいてWTマウスと比べてアルカリ外傷による好中球
浸潤は有意に抑制されていた(N=5, WTマウス; 34.8±9.7 cells/field, NLRP3 KOマウス; 
16.1±8.3 cells/fields ,*p<0.01) (図 7c) Bar=40μm。 
 
図 8.アルカリ外傷モデル NLRP3 KOマウス角膜における炎症性サイトカイン・ケモカ
イン発現の減弱 
 

PCRアレイを用いて、WTマウスと NLRP3 KOマウスで比較すると CCL8 
(−14.9 ± 13.9 fold), CCR2 (−8.9 ± 8.1 fold), CCR1 (−6.3 ± 4.4 fold), IL-1β (−4.9 ± 2.5 fold), 
CCL17 (−4.7 ± 2.5 fold), CCR3 (−4.6 ± 1.4 fold), TNF (−4.4 ± 2.6 fold), and CCL25 (−2.8 ± 0.5 

fold) と NLRP3KOマウスにおいてWTマウスと比べて炎症性サイトカイン・ケモカイ
ン発現の減弱を認めた。 
 
図 9.アルカリ外傷モデル NLRP3 KOマウス角膜におけるMMP-9 m-RNA発現の低下、
IL-1β、MMP-9 蛋白発現の減少 
 

RT-PCRでアルカリ外傷モデルマウスの角膜においてWTマウスと NLRP3KOマウス
で比較し、NLRP3KOマウスで有意にMMP-9 m-RNA発現の低下を認めた。(N = 8, WT
マウス; 1.2 ± 0.5 fold, NLRP3 KOマウス; 0.4 ±0.1 fold., respectively, *p < 0.05,  

WTの検体のうち、もっとも平均値に近い 1検体の値を controlと設定した。) (図 9a) 
 

アルカリ外傷モデル角膜に対する免疫組織学的検討で IL-1βとMMP-9蛋白発現を観
察した。光学顕微鏡 200倍観察下 IL-1β免疫染色アルカリ外傷モデルWTマウス角膜
(図 9b)アルカリ外傷モデル NLRP3KOマウス角膜(図 9c)での角膜実質中陽性細胞をカウ
ントして比較すると NLRP3KOマウスにおいてWTマウスと比較して IL-1β陽性細胞は
有意に低下していた。(N = 8 each, WT マウス; 28.2 ± 9.6 cells/field, NLRP3 KOマウス; 
9.8 ± 2.6 cells/field, *p < 0.01) (図 9d)Bar=40μm。 光学顕微鏡 200倍観察下MMP-9免疫染
色アルカリ外傷モデルWTマウス角膜(図 9e)アルカリ外傷モデル NLRP3KOマウス角膜
(図 9f)での角膜実質中陽性細胞をカウントして比較すると NLRP3KOマウスにおいて
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WTマウスと比較してMMP-9陽性細胞は有意に低下していた。(N = 8 each, WT マウス; 
37.3 ± 9.7 cells/field, NLRP3 KO マウス; 14.9 ± 6.3 cells/field, *p < 0.01)(図 9g) Bar=40μm。  
 
図 10. LPS点眼モデルマウスで角膜中の NLRP3インフラマソーム関連の遺伝子発現が
増強する 
 

RT-PCRを用いて図に示すと LPS点眼モデルマウスで NLRP3 (2113.1 ± 950.4 fold), IL-
1β (485.9 ± 208.7 fold), and caspase-1 (210.5 ± 79.2 fold)などのインフラマソームの関連遺
伝子の発現が増強した。それに対し、ASC (1.3 ± 0.3 fold)の発現は増強を認めなかっ

た。 (未処置眼を正常対象とし、controlに設定した。) 
 
図 11. LPS点眼モデル NLRP3 KOマウス角膜における好中球浸潤の低下 
 

光学顕微鏡 200倍観察下 Gr-1免疫染色 LPS点眼モデルWTマウス角膜(図 10a)LPS点
眼モデル NLRP3KOマウス角膜(図 10b)で比較し、NLRP3KOマウスにおいてWTマウ
スと比べて好中球浸潤の有意な低下を認めた(N = 3 each, WTマウス; 12.3 ± 1.5 

cells/field , NLRP3 KOマウス; 1.2 ± 1.1 cells/field, respectively, *p < 0.01) (図 10c) 
Bar=40μm。 
 

 

図 12. LPS点眼モデル NLRP3 KOマウス角膜においてMMP-9 m-RNA発現の低下、IL-
1β、MMP-9タンパク発現の低下 
 

RT-PCRで LPS点眼モデルマウスの角膜においてWTマウスと NLRP3KOマウスで比
較し、NLRP3KOマウスで有意にMMP-9 m-RNA発現の低下を認めた。(N = 3, WTマウ
ス 1.2 ± 0.4fold, NLRP3KOマウス 0.4 ± 0.3fold, respectively, *p < 0.05 WTの検体のうち、
もっとも平均値に近い 1検体の値を controlと設定した。). (図 12a) 
 

LPS点眼モデル角膜に対する免疫組織学的検討で IL-1βとMMP-9蛋白発現を観察し
た。光学顕微鏡 200倍観察下 IL-1β免疫染色 LPS点眼モデルWTマウス角膜(図
12b)LPS点眼モデル NLRP3KOマウス角膜(図 12c)での角膜実質中陽性細胞をカウント
して比較すると NLRP3 KOマウスにおいてWTマウスと比べて IL-1β陽性細胞は有意に
低下していた(N = 8 each, WT マウス; 7.8 ± 1.3 cells/field, NLRP3 KO マウス; 
4.0 ± 1.9cells/field, *p < 0.01) (図 12d)。光学顕微鏡 200倍観察下MMP-9免疫染色 LPS点
眼モデルWTマウス角膜(図 12e)LPS点眼モデル NLRP3KOマウス角膜(図 12f)での角膜
実質中陽性細胞をカウントして比較すると NLRP3 KOマウスにおいてWTマウスと比
べて LPS点眼によるMMP-9陽性細胞は有意に低下していた(N = 8 each, WT マウス; 
7.0 ± 2.9 cells/field, NLRP3 KO マウス; 1.3 ± 1.3 cells/field, *p < 0.01) (図 12g) Bar=40μm。 
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