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博士論文要旨 

所属 

（主指導教員） 
分子免疫制御研究室(河合太郎教授) 

氏名 長山瑞佳 提出 令和元年 12月 11日 

題目 
アレルギー炎症に関与する 

インターロイキン 33の放出機構の解析 

【背景】 

自然免疫は生体内に侵入する細菌などの病原体を察知し、その後の炎症反応の

誘導や獲得免疫の成立に重要な役割を果たす第一線の生体防御機構である。マク

ロファージや樹状細胞といった自然免疫細胞は、Toll‒like receptors（TLRs）など

の自然免疫受容体を介して病原体成分を認識し、炎症性サイトカインやⅠ型インタ

ーフェロンの産生を誘導する。一方、病原体感染や細胞障害を起因とした細胞死

は、細胞膜の崩壊に伴い、種々の内在性リガンドを大量に細胞外へと放出する。

近年、宿主由来の内在性リガンドは、自然免疫応答を惹起することで、炎症性サ

イトカインやインターフェロンとの協調した生体防御を構築することが明らかに

されてきた。これら内在性因子は Damage-associated molecular patterns (DAMPs)と

呼ばれ、核酸やタンパク質などが含まれる。 

IL‒33は炎症性サイトカイン IL-1ファミリーに属するサイトカインである。IL-

1は主に自然免疫系の細胞であるマクロファージや樹状細胞から主に産生され、

リンパ球の活性化や炎症惹起に重要な役割を果たす。一方、IL-33は主に上皮系の

細胞から放出されると考えられており、IL-33やその受容体欠損マウスの解析から

寄生虫や細菌に対する免疫応答に必須の役割を果たすことが示されている。しか

しながら、アレルギー炎症の病態形成に関与することも示されており、花粉症や

ダニアレルギーなどの増悪因子として機能することも報告されている。つまり IL-

33放出機構の解析はアレルギー制御の点からも重要である。そこで本研究では

IL-33の放出誘導機構を解明し、アレルギー応答制御機構の新たな理解を目指し

た。 

 

【結果・考察】 

外来刺激に対して IL-33を産生する生体内での担当細胞は不明である。また、

IL-1は転写・翻訳を経て細胞外へと分泌される他のサイトカインと異なり、細胞

死に伴い放出されることが示唆されている。そこでまず、IL-33がどのような刺激

で細胞外に放出されるか検討を行った。上皮系の細胞である HEK293細胞に IL-

33発現プラスミドを導入し、保有している化合物ライブラリー156種類を用いて 
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スクリーニングを行った結果、Nigericinによって IL-33が細胞外へ放出されるこ

とを ELISA法により見出した。Nigericinは放線菌 Streptomyces hygroscopicus由来

の抗生物質で、K+のイオノフォアとして作用することが報告されている。続い

て、細胞死が誘導されるか WST-1試薬を用いた実験により検証したところ、

Nigericn刺激後に細胞死が確かに誘導されていた。一方、細胞死を引き起こす抗

ガン剤 Etoposideにより刺激を行った場合、IL-33の放出は誘導されず、Nigericin

刺激で誘導される特徴的な細胞死が IL-33の細胞外放出に関与していることが示

唆された。さらに詳しく解析を行ったところ、IL-33は未刺激状態では核に局在を

示していたが、Nigericin刺激 1時間後には IL-33の局在が核から細胞質へと移行

し、3時間後には IL-33の局在がほぼ消滅し、細胞外へと拡散することが示唆され

た。一方 Etoposide刺激ではアポトーシスに特徴的な核の断片化を認めたが、IL-

33は核での局在を示した。これらのことから、Nigericin刺激依存的に IL-33の核

外輸送ならびに細胞死を誘導する制御機構が存在することが示唆された。そこ

で、Nigericinが IL-33の放出を制御する候補遺伝子として Gasdermin D (GSDMD)

に着目した。GSDMDは様々な細胞障害に呼応し Caspase-1等のタンパク質分解酵

素で N末端と C末端に切断され、N端断片が細胞膜上で孔を形成することが示さ

れている。その結果、細胞死が誘導され DAMPsが放出される。そこで全長の

GSDMDおよび N端、C端のみの発現プラスミドを作製し、IL-33発現プラスミド

と共にそれぞれ HEK293細胞に導入後、放出された IL-33量を測定した。その結

果 GSDMD-N端を発現させた場合に IL-33の放出が誘導された。さらに Flag-

GSDMD発現プラスミドを導入した HEK293 細胞を Nigericinで刺激を行ったとこ

ろ、Nigericin刺激に伴い GSDMDの切断が誘導された。これらのことから、

Nigericinにより何らかのタンパク質分解酵素が活性化し、その結果 GSDMDの切

断を伴う細胞死と IL-33の放出が誘導されたと考えられた。 

次に Nigericinによる IL-33の放出を阻害する薬剤の探索を行ったところ、

pyrrolidine dithiocarbamate（PDTC）により IL-33の放出が有意に抑制された。

PDTCは抗酸化作用により活性酸素種（ROS）を阻害する薬剤として知られてい

る。そこで、PDTC阻害時の IL-33の放出動態を免疫染色により検討したとこ

ろ、Nigericin刺激後も IL-33は核に局在を示した。また、Nigericin刺激により

ROSが産生されていることがわかった。これらより、Nigericinによる ROSの産

生が IL-33放出に関与する可能性が示唆された。 

以上の結果より IL-33は Nigericin刺激による ROSの産生・GSDMDの切断、それ

による GSDMD-N端断片の精製および GSDMD-Nポアの形成により放出される可

能性が示唆された。本研究によりアレルギーだけでなく内在性リガンドが関与す

る様々な病態への理解が深まり、治療法確立への一つの手段が開かれることが期

待される。 
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1. 序論 

1-1.アレルギー応答におけるインターロイキン-33（IL-33）の役割 

1-1-1.サイトカインによる炎症誘導とアレルギー応答 

 サイトカインは細胞から放出される分泌タンパク質の総称であり、発生、分化、

神経系、免疫系等における細胞間ネットワークの構築に重要な役割を果たしている

[1]。サイトカインの中で免疫細胞から放出されるものはインターロイキンと呼ばれ

現在ヒトでは 48種類ほど発見されており、それぞれの役割も明らかにされつつあ

る。また、インターロイキン以外にも TNF-αやインターフェロン等のサイトカイン

も免疫細胞から放出され、これらは炎症応答や抗ウイルス応答の誘導に重要な役割

を果たしている[2]。 

 病原体感染や環境因子暴露により免疫細胞から放出されたサイトカインは近隣の

細胞に作用し、連鎖的に応答することで効率よく病原体が排除される。感染初期で

は好中球や好酸球、マクロファージなどの自然免疫細胞が直接病原体を認識し様々

なサイトカインを放出することでそれらの感染局所への遊走や貪食能の増加を誘導

する。サイトカインを起点としたこの一連の応答は炎症応答と呼ばれ、臨床的には

発熱・膨張・発赤・疼痛・機能障害などの炎症 5徴候と呼ばれる特徴からその存在

が確認できる。この炎症応答は T細胞や B細胞といった抗原特異的な獲得免疫系細

胞の活性化も誘導することから獲得免疫の成立に必須である。さらに炎症は感染に

より障害を受けた組織の修復にも重要である。 

 一方、慢性的あるいは過剰な炎症応答は組織傷害や自己に反応する自己抗体の分

図 1- 1. アレルゲンに対する炎症誘導機構 

アレルゲン（花粉、寄生虫など）が体内に侵入すると好酸球・好中球が集積、またB細胞

から放出されるアレルゲン特異的 IgE 抗体を介してマスト細胞が活性化する。これらはヒ

スタミンやロイコトリエンの放出を誘導し、粘液分泌やかゆみなどのアレルギー症状を引

き起こす。 
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泌を誘導し、本来は無害であるはずの標的に対しての免疫応答を惹起する。このよ

うな反応はアレルギー反応と言われ、特に IgE を介した炎症応答はアレルギー性喘

息、アトピー性皮膚炎やリウマチ等の様々な疾患の原因と考えられている 

（図 1-1）。以上の背景から、各種サイトカイン分泌制御の分子生物学的理解は、ア

レルギー性疾患の治療法開発、創薬開発にとって重要である。 

 

1-1-2.IL-33 によるアレルギー誘導機構 

近年、アトピー性皮膚炎やアレルギー性喘息等の上皮系の組織に主症状を呈する

アレルギー性疾患の原因分子として IL-33が報告されている[3]。IL-33はその受容体

を発現する 2型ヘルパーT（Th2）細胞、マクロファージ、マスト細胞、好酸球およ

び最近発見された 2型自然リンパ球（Type 2 Innate Lymphoid Cell, ILC2）を活性化さ

せ、IL-5や IL-13などの種々のサイトカイン産生を誘導することで、好酸球、好中

球の局所への遊走および粘液の分泌を誘導する（図 1-2）[4][5]。さらに、これらのサ

イトカインは B細胞のクラススイッチを誘導し、IgE 抗体産生を誘導する。抗原を

認識した IgEがマスト細胞上の IgE 受容体（FcεRI）に結合すると、マスト細胞から

図 1-2. IL-33によるアレルギー誘導機構 

アレルゲンの侵入により放出された IL-33は ST2 受容体（IL-33 受容体）を介して認識さ

れ、マクロファージや 2型リンパ球、好酸球などを活性化する。それによりアレルギー炎

症を誘導するサイトカインである IL-5 や IL-13の産生や好酸球、好中球の集積が誘導され

る。さらに Th2 細胞により活性化された B細胞より IgE 抗体が産生され、マスト細胞と

IgE が結合することでマスト細胞からのヒスタミンの放出が誘導される。これらによりアレ

ルギー反応が誘導される。 
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ヒスタミンが放出される。ヒスタミンは主にマスト細胞で蓄えられている生体アミ

ンであり、放出されると気道の収縮や血管拡張作用を誘導し寄生虫等の病原体を排 

除する。これら好酸球、好中球性炎症、粘液産生の亢進、IgE応答は寄生虫感染に対

抗するための生体防御機構として存在しているが、これらの応答は生体にアレルギ

ー症状を引き起こす。IL-33ノックアウトマウスでは Th2細胞やマスト細胞を介した

好酸球の浸潤が顕著に減弱し、寄生虫感染時の生体防御反応が減弱するとともにア

レルギー応答も減弱することが示されている[6][7]。 

一方、花粉症や食物アレルギー発症患者、アトピー性皮膚炎などの重篤なアレル

ギー応答が見受けられる患者において、IL-33の過剰産生が認められることも報告さ

れている[8][9]。また、IL-33は直接マスト細胞を活性化することでヒスタミンやロイ

コトリエンの産生を誘導することも報告されており、IgE を介さずに直接的にアレル

ギー症状を引き起こす可能性も示唆されている。これら一連の報告からアレルギー

性炎症の発症と症状の進展における IL-33の存在の重要性は強く認識されており IL-

33をターゲットとした分子標的薬の臨床試験が進行している一方、その源流である

IL-33の分泌機構については未だ不明な点が多い。 

 

1-2. IL-33 の分子生物学的特徴 

1-2-1. IL-33 の構造と受容体 

IL-33はヒトで 270、マウスで 266アミノ酸から構成されるタンパク質であり、IL-

1α、IL-1βや IL-18と同様に C末端側に四面体構造モチーフである IL-1様ドメイン

を有する IL-1ファミリーに分類される（図 1-3）。IL-33の N末側には核局在化シグ

ナルやクロマチン結合モチーフが存在し、IL-33は定常状態においては核内に存在す

ると考えられている。 

IL-33はこの四面体構造モチーフを介して免疫系細胞の膜上に存在する ST2受容体

と結合する（図 1-4）。その後、ST2は IL-1R3と会合することでヘテロ二量体を形

成し、細胞内領域の TIRドメインを介して下流にシグナルを伝達する[10]。したがっ

て、IL-33のサイトカインとしての生理活性部位は C末端に存在し、その受容体であ

る ST2- IL-1R3ヘテロ二量体は、その結合するリガンドや構成成分に因んで IL-33受

容体または ST2受容体と呼称される（以降では IL-33受容体と明記する）。IL-33受

容体にリガンドが結合すると TLRファミリーと同様に TIRドメインを介してアダプ

ター分子であるMyD88を動員する。最終的に、転写因子 NF-κB やMAPキナーゼ経

路を活性化することで、主に IL-5や IL-13のアレルギー性サイトカインの産生や、

TNF-αなどの炎症性サイトカインの産生を誘導する。
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図 1-3. IL-1ファミリーの構造 

IL-1ファミリーに分類される IL-33、IL-1αおよび IL-1β、IL-18は C末端側にファミリー間で

広く保存された IL-1様サイトカインドメインを有する。また、IL-33と IL-1αは核局在化シ

グナルを有することから、通常、核に局在を示し、さらに IL-33 は N 末端側のクロマチン結

合領域を介してクロマチン構造の安定化や遺伝子発現の調節に関与すると考えられている。

ここではヒトのそれぞれの構造を示した。 

  

図 1-4. IL-33受容体のシグナル伝達経路 

放出された IL-33は ST2 受容体により認識され、細胞内領域ある TIRドメインを介して

MyD88を活性化する。最終的に転写因子である NF-κBやMAPキナーゼ経路を活性化

することで、主に IL-5 や IL-13のアレルギー性サイトカインの産生や、TNF-αなどの炎

症性サイトカインの産生を誘導する。 
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1-2-2. IL-33を含む IL-1 ファミリーサイトカインの切断修飾による分泌制御 

IL-6や TNF-αなどの炎症性サイトカインのほとんどが小胞輸送により細胞外に放

出されるのに対し、IL-1βや IL-18は小胞体輸送に必要な輸送シグナル配列が存在し

ない。そのため、IL-1βや IL-18はパイロトーシスと呼ばれる一連のシグナル経路の

活性化とそれに伴う細胞死により細胞外へ放出されることが知られている[11]。パイ

ロトーシスは病原体認識に関わるパターン認識受容体（PRRs）のうちの 1つである

NLRP3インフラマソームと呼ばれるタンパク質複合体の活性化により誘導される[12]

（図 1-5）。NLRP3インフラマソームの主要な構成成分である NLRP3は細胞質内に 

局在しており、ロイシンリッチリピートや Nucleotide binding-oligomerization domain

モジュール、下流にシグナルを伝達する CARDドメインを有している。NLRP3は活

性化に伴い構造が変化し、ASC、Caspase-1と結合し、インフラマソームを形成す

 

図 1-5. インフラマソームと IL-1βおよび IL-18の放出機構 

NLRP3 は ROSの産生、K＋の流出、リソソームの崩壊に伴うカテプシン Bの細胞内放

出などにより活性化され、インフラマソームが形成される。それにより活性化した

Caspase-1が GSDMD を切断し、GSDMD の N 端側が細胞膜と相互作用しポアを形成す

ることでパイロトーシスと呼ばれる細胞死を誘導する。また活性化したCaspase-1は

IL-1β、Il-18を前駆体から成熟型へと切断し、切断された IL-1β、IL-18は GSDMD-N ポ

アを通して細胞外へと放出される。 
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る。この形成は、様々な病原体成分のみならず、免疫賦活剤として知られる水酸化

アルミニウム（ALUM）やポタシウムイオノフォアとして知られる Nigericin、自己

由来成分である細胞外 ATP、尿酸結晶、アミロイド β、コレステロール結晶などで

誘導される。これらのアゴニストはミトコンドリアからの活性酸素種（ROS）産

生、K+イオンの放出、リソソームの崩壊に伴うカテプシン Bの細胞質内への放出を

誘導し、これらが NLRP3インフラマソーム形成の起点となっていると考えられてい

る。すなわち NLRP3インフラマソームは、細胞の障害を検知し炎症を誘導するセン

サーであるといえる。Caspase-1はシステインプロテアーゼであり活性型となると、

IL-1βや IL-18の前駆体（pro-IL-1β、pro-IL-18）に切断修飾を施すことで、成熟化 IL-

1βおよび IL-18へと変換する（図 1-2）。さらに、Caspase-1は Gasdermin D

（GSDMD）と呼ばれる分子の切断を誘導することが近年明らかとなった[13]。切断修

飾後の GSDMDの N端側は細胞膜の構成成分であるイノシトールリン脂質と相互作

用することで細胞膜に GSDMD-Nポアが形成され[14][15]、チャネル様構造を取ること

で、パイロトーシスと呼ばれるネクローシス様細胞死を引き起こすとともに、細胞

内容物の細胞外への放出を促す。これら一連の切断修飾および細胞死の誘導によ

り、成熟化 IL-1βおよび IL-18は細胞外へと分泌することが可能となり生理作用を発

揮する。このように、NLRP3インフラマソームは、IL-1βや IL-18産生といった炎症

を伴う細胞死（パイロトーシス）を誘導する起点となっており、感染防御以外にも

様々な炎症性疾患と関連している。実際、NLRP3の変異がクリオピリン関連周期熱

症候群と呼ばれる発熱を伴う炎症性疾患で認められている[16]。 

 

1-2-3 IL-33 発現細胞とインフラマソームの関係性 

NLRP3インフラマソーム経路を構成する一連のタンパク質群や IL-1β、IL-18は主

にマクロファージや樹状細胞に発現しているが、IL-33は NLRP3インフラマソーム

をほとんど発現しない表皮細胞や真皮細胞においてその発現量が高い。また、前述

の通り、クロマチン結合シグナルを持つ IL-33は核内に主に存在し、輸送シグナル

配列を持たないことから[17]、古典的な小胞体経由の分泌経路で放出される可能性は

低いと考えられる。これらのことから、上皮組織を主症状とするアレルギー炎症に

おける IL-33の分泌機構は NLRP3を介したパイロトーシスとは独立したものである

ことが予想される。事実、既存研究では細胞の機械的損傷や花粉やダニ抗原に含ま

れるプロテアーゼによる細胞障害により IL-33の放出が誘導されることが明らかと

なっている[18]。以上のことから、特にアレルギー疾患において重要な上皮系の細胞

における IL-33の放出機構、並びに細胞死との関係性についての分子生物学的な理

解は今もって不十分な状態である。 
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1-2-4．放出後 IL-33 のシグナル経路 

そこで本研究では IL-33の細胞外放出機構の実態を解明するため、細胞死を誘導

することで知られる化合物ライブラリーを用いた薬剤スクリーニングを試み、放線

菌由来のポタシウムイオノフォアである Nigericin投与時に IL-33が細胞外へ放出さ

れることを見出した。 
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2. 材料と方法 

2-1. 使用した実験材料 

マウス 

マウス（C57BL/6）は、日本クレアより購入後、奈良先端科学技術大学院大学の動

物実験施設 SPFおよび水棲動物実験施設（準 SPF）を使用し飼育管理した。動物実

験を行う際は、「動物の愛護及び管理に関する法律」、「実験動物の飼養及び保管

並びに苦痛の軽減に関する法律」、「研究機関等における動物実験等の実施に関す

る基本指針」を遵守し、奈良先端科学技術大学院大学の動物実験委員会が定める規

程を元に実験を行った。 

 

培養細胞 

 ヒト胎児由来腎臓ガン細胞：HEK293細胞 

 肺由来ガン細胞：LLC細胞 

 ヒト子宮頸ガン細胞：HeLa細胞 

 マウス胎児皮膚由来繊維芽ガン細胞：NIH3T3細胞 

 上記の 4種類の細胞は 10%ウシ胎児血清（FBS）（Life Technologies）含有の

Dulbecco’s modified eagle’s medium（DMEM）培地（Nacalai）を用いて、37℃、

5% CO2条件下で培養を行った。細胞剥離剤には 10 mM EDTA（Nacalai）含有

2.5 mg/Lトリプシン溶液（Nacalai）を使用した。 

 マウス皮膚由来正常細胞：ケラチノサイト  

新生児マウスの首を切り、四肢を切り落とした後、首側から腹部にかけて切

り込みを入れ、背中側からピンセットを用いて皮膚をはがした。PBSで 3回洗

浄し、フィルター滅菌した 5 mg/mL Dispase 含有 PCT 培地（CELLnTEC）に浸

し、4℃で一晩インキュベートを行った。翌日 PCT培地を入れた新しいペトリデ

ィッシュに皮膚細胞を移して洗浄を行い、ピンセットを用いて表皮と真皮に分

離した。TrypLE Select を 5 mL入れた 50 mL ファルコンチューブに表皮を漬け込

んで 37℃で 10分間インキュベートした。その後 PCT 培地を 25 mL 加え懸濁を

行い、セルストレーナーで懸濁液を通して 160 G, 5分間で遠心分離を行った。上

清を捨てた後、PCT 培地で懸濁を行って 10 cm dishに細胞を播種した。 
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菌株 

 プラスミド構築時の形質転換に、大腸菌（Escherichia coli DH5α株）（Toyobo）を

使用した。形質転換大腸菌は 100 μg/mLアンピシリン（Nacalai）含有 LB液体およ

び平板培地を用い、37℃条件下で一晩培養を行った。 

 

プライマー・オリゴヌクレオチド 

 NCBIよりマウス由来の Il33遺伝子配列に基づき、オープンリーディングフレーム

を含む領域を増幅可能なプライマーを設計した。これら実験に使用したプライマー

のオリゴヌクレオチド合成は Greiner bio-one および Eurofins genomicsに委託した。

以下に設計したプライマーの塩基配列を示す。 

 

表 2-1. IL-33の pcDNA-Myc発現プラスミド構築用プライマー 

名前 Primer 配列（5'-3'） 制限酵素 

Myc-Il33-Forward aaaggatcctgaaaaatgagacctagaatgaagtattc BamH Ⅰ 

Myc-Il33-Reverse aaactcgaggattttcgagagcttaaacataatattg Xho Ⅰ 

 

表 2.-2 IL-33の pFLAG-CMV-2発現プラスミドの構築用プライマー 

名前 Primer配列（5'-3'） 制限酵素 

Flag-Il33-Forward aaaagatctgatgagacctagaatgaagtattccaactc Bgl Ⅱ 

Flag-Il33-Reverse aaaggatccttagattttcgagagcttaaacataatat BamH Ⅰ 

Flag-GSDMD-Forward aaagaattctatgccatcggcctttgagaaagtggtc EcoR Ⅰ 

Flag-GSDMD-Reverse aaaggatccctaacaaggtttctggcctagacttg BamH Ⅰ 

Flag-GSDMD-C-Forward ggggaattctgggattgatgaggaggaattaattgag EcoR Ⅰ 

Flag-GSDMD-N-Reverse aaaggatccctaatctgacaggagactgagctgctttcc BamH Ⅰ 

 

表 2-3. IL-33の pEmYFP-n3発現プラスミドの構築用プライマー 

名前 Primer 配列（5'-3'） 制限酵素 

YFP-Il33-Forward aaactcgagtgaaaaatgagacctagaatgaagtattc Xho Ⅰ 

YFP-Il33-Reverse aaaggatccaagattttcgagagcttaaacataatattg BamH Ⅰ 

 

  



 15 

表 2-4. IL-33の GST タグ付き pFLAG-CMV-2 発現プラスミドの構築用プライマー 

名前 Primer 配列（5'-3'） 制限酵素 

GST-Il33-Forward 1 aaagcggccgcaatgagacctagaatgaagtattcc Not Ⅰ 

GST-Il33-Reverse 1 aaatccagtggtaccgagattttcgagagcttaaacat なし 

GST-Il33-Forward 2 tcggtaccactggaagttctgttccag なし 

GST-Il33-Reverse 2 aaagggatcctcaatccgattttggaggatggtcg BamH Ⅰ 

 

表 2-5. シーケンス用プライマー 

名前 Primer 配列（5'-3'） 

pFlag-CMV-2用-Fwd aatgtcgtaataaccccgccccgttgacgc 

pFlag-CMV-2用-Rev tattaggacaaggctggtgggcac 

pcDNA3-Myc用-Fwd cggtgggaggtctatataagc 

pcDNA3-Myc用-Rev gcaactagaaggcacagtcgag 

pEmYFP-n3用-Fwd aatgtcgtaataaccccgccccgttgacgc  

pEmYFP-n3用-Rev aaaggatccaagattttcgagagcttaaacataatattg 

 

 

2-2. IL-33 発現プラスミドの構築 

PCR 

NCBIよりマウス由来 Il33の塩基配列情報を入手し、開始コドン上流にそれぞれの

制限酵素配列を付加した Forwardプライマーおよび終止コドン下流にそれぞれの制

限酵素配列を付加した Reverseプライマーを設計した（表 2-1,2,3）。これらプライ

マーを用いてマウス由来 cDNAを鋳型として KOD Fx（TOYOBO）を用いて PCRを

行った。PCR反応組成は KOD Fxのプロトコルに従い作製し、50 μLに調製した。

PCR反応条件は、1サイクル目は 95℃を 5分間として、その後、95℃を 30秒間、

50-60℃を 30秒間、68℃を 2分間の反応を 40 サイクル行った。 

また、GST タグ付き pFLAG-CMV-2発現プラスミド作成にあたり Il33と GST を繋

ぐ必要があるため、Il33の終止コドンから上流と GST の開始コドンから下流の部分

を繋げたプライマーを作成した（表 2-4. 「GST-Il33-Reverse 1」）。その後「GST-

Il33-Forward 1」と「GST-Il33-Reverse 1」、「GST-Il33-Forward 2」と「GST-Il33-

Reverse 2」の組み合わせで、KOD Fx（TOYOBO）を用いてマウス由来 cDNAを鋳型

に PCRを行った（図 2-1）。PCR反応組成は KOD Fxのプロトコルに従い作製し、

50 μLに調製した。その後 Il33および GST の PCR産物を以下に示した電気泳動と

DNA精製と同様に精製を行い、それぞれの DNA溶液を混合して表 2の「GST-Il33-
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Forward 1」と「GST-Il33-Reverse 2」のプライマーを用いて PCRを行った。なお以下

の操作のライゲーションの際にはこの DNA断片を pFlag-CMV-2に組み込んだ。 

 

電気泳動および DNA精製 

 電気泳動緩衝液として 1×TAE 緩衝液（Nacalai）を使用した。DNAの染色のため

に 1/10000倍容のミドリグリーン（日本ジェネティクス）を含む 0.8%アガロースゲ

ルに 1/6倍容の 6×Loading buffer（TOYOBO）を加えた PCR産物を注入し、100 Vで

電気泳動を行った。ゲル中の DNAバンドは、泳動後に紫外線を照射することで検出

した。目的の DNA断片と思われるバンドをゲルから切り出し、illustraTM GFXTM 

PCR DNA and Gel Band Purification kit（GE Healthcare）に従って、ゲル精製を行っ

た。 

  

図 2-1. GST タグ付き IL-33発現プラスミド作成方法 
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ライゲーションおよび形質転換 

 精製した各 DNA断片および pFlag-CMV-2、pcDNA3-Myc、pEmYFP-n3をそれぞれ

に設定した制限酵素（pFlag-CMV-2：Bgl Ⅱと BamH Ⅰ、pcDNA3-Myc：BamH Ⅰと Xho 

Ⅰ、pEmYFP-n3：Xho Ⅰと BamH Ⅰ）（いずれも TOYOBO）で消化後、illustraTM 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit で精製し、分光蛍光高度計 Nano drop

（Thermo）で DNA濃度を測定した。ライゲーション反応は、反応液全量の 1/2倍容

の 2×Ligation Mix（日本 Gene）、50 ngの pFlag-CMV-2または pcDNA3-Myc または

pEmYFP-n3プラスミドのモル数の約 5倍量に相当する各 DNA断片を混合し、16℃

にて 1時間反応させた。その後、氷上で融解させた 30 μLの E.coli DH5α株のコンピ

テントセル懸濁液をライゲーション反応液へ加えて穏やかに撹拌した。次に 42℃の

ヒートブロックで 1分間加温した後、500 μL の LB培地を加えて穏やかに混合し、

37℃で 30分間静置した。この培養液の 100 μL を 100 μg/mLアンピシリン

（Nacalai）含有 LB平板培地に滴下し、37℃で一晩培養を行った。 

 

プラスミド抽出およびシーケンス分析 

 コロニーを形成した形質転換大腸菌を 2 mL の 100 μg/mLアンピシリン含有 LB液

体培地に接種し、37℃で一晩振とう培養を行った。培養液の 1.5 mLを遠心分離し、

上澄みを除去した後、プラスミド抽出および精製は FastGene Plasmid Mini Kit（日本

ジェネティクス）に従って行った。精製プラスミドの濃度を分光蛍光高度計 Nano 

dropで測定し、その 100~200 ngをシーケンス反応の鋳型として用いた。またプライ

マーは表 4に記載したプライマーそれぞれを使用した。シーケンス反応は BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（ABi）に従って行った。決定した塩基配列は、

遺伝情報処理ソフト GENETYXにより既知遺伝子と比較することで、発現プラスミ

ドが構築されていることを確かめた。その後、高濃度の発現プラスミドを得るた

め、目的プラスミドを含む形質転換大腸菌を再度 50 mlの 100 μg/mLアンピシリン含

有 LB液体培地に接種し、37℃で一晩振とう培養後、Nucleo Bond Xtra Midi kit

（TaKaRa）に従ってプラスミドを抽出して、以下の実験に使用した。 

 

 

2-3. IL-33 発現プラスミドを用いたスクリーニング 

2-3-1. 使用する細胞種の検討 

タンパク質抽出サンプルの作製 

6 wellプレートに HEK293細胞、LLC細胞およびマウス皮膚由来正常細胞を播種

し、細胞密度が翌日 7~8割になるように前培養した。その 24時間後 HEK293細胞に

はトランスフェクション試薬であるポリエチレンイミン（PEI）（Sigma）を用いて
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IL-33発現プラスミド（2 μg）を導入した（プラスミド：PEI＝1:5）。培地を除去し

て細胞を PBSで洗浄後、細胞溶解液である RIPA buffer （0.5% DOC 、1% NP-40、

150 mM NaCl 、0.1% SDS、50 mM Tris-HCl pH8.0） を 300 μL加え、細胞膜を破壊

するため QSONICA（ワケンビーテック）を用いて超音波処理の後、微量高速冷却遠

心機（TOMY）で遠心し上清を用いた。 

 

ELISAによる放出 IL−33タンパク量の測定 

刺激後の培養上清中の IL-33タンパク質量を mouse DuoSet ELISA Development Kit

（R&D）を用いて測定した。まず、PBSで 180倍希釈した Capture抗体を 96 well 

ELISAプレートに 50 μL/wellで加えて一晩反応させた。翌日、ELISA Wash Buffer 

（0.05% Tween20（Nacalai）を含む PBS）で洗浄後、1% BSA含有 PBSを 200 

μL/wellで加えて 1時間ブロッキングを行った。ELISA Wash Buffer で洗浄後、各サ

ンプル上清およびスタンダードとして 4000 pg/mLの IL-33溶液を 2倍毎で段階希釈

した 8つ検量線用コントロールサンプルを 50 μL/wellでそれぞれ滴下し、2時間反応

させた。ELISA Wash Buffer で洗浄を行い、1%BSA含有 PBS で 180倍希釈した

Detection抗体を 50 μL/well加えて 2時間反応させた。ELISA Wash Buffer で洗浄後、

1%BSA含有 PBS で 200倍希釈した Streptavidin-HRP を 20分間反応させた。ELISA 

Wash Buffer で洗浄し、ELISA POD Substrate TMB kit（Nacalai）中の Staining溶液お

よび Substrate溶液の等量混合溶液を 50 μL/wellずつ加えて発光させ、コントロール

サンプルの発光度合を目安として、その反応を 25 μLの 1 M H2SO4（Nacalai）で止め

た。iMARKマイクロプレートリーダー（Bio-Rad）を用いて発光強度を測定し、検

量線を指標として各サンプル上清に含まれる IL-33タンパク質量を算出した。 

  

ウエスタンブロットによるタンパク質量の測定 

SDS-PAGE 

各タンパク質抽出サンプルは SDS sample buffer （ 125 M Tris-HCl pH8.0、4% 

SDS、20% Glycerol、0.01% BPB、0.2 M DTT）で調製し、95℃で 3分間、熱変性

処理を行った。その後、5〜20% SDSポリアクリルアミドゲル（アトー株式会

社）および電気泳動緩衝液である SDS-PAGE Running buffer （0.25 M Tris、1% 

SDS、1.92 M Glycine）を用いて 500 V、20 mA、75分間の条件で電気泳動を行っ

た。 

 

ウエスタンブロット 

SDS-PAGEにより分離したタンパク質を PVDF メンブレン（Bio-Rad）および

Transfer buffer （25 mM Tris-HCl pH8.0、20% Methanol、1.92 mM Glycine）を用い
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て 500V、200mA、75分間の条件で転写を行った。転写後、メンブレンを 5%スキ

ムミルク（Nacalai）に室温で 1時間インキュベートすることで、ブロッキングを

行った。ブロッキング後、TBST buffer （0.5 M Tris-HCl pH8.0、1.38 M NaCl、

0.027 M KCl、0.05% tween20）で洗浄し、5%ウシ血清アルブミン（BSA）

（Nacalai）含有 TBST buffer で希釈した各種一次抗体を 4℃で一晩反応させた。再

度 TBST で洗浄後、5%スキムミルク含有 TBST buffer で希釈した二次抗体を加え

て室温で 30分間インキュベートした。その後、TBST buffer で洗浄し、メンブレ

ンを発光試薬 Western Lightning Plus-ECL（PerkinElmer）の Enhanced Luminol 

Reagent および Oxidizing Reagent の等量混合溶液で反応させ、ImageQuant LAS-

4000（GE Healthcare）で蛍光を検出した。なお、使用した一次抗体と二次抗体の

希釈率を以下に示した。 

 

一次抗体 

・Anti-Myc マウスモノクローナル抗体（Santa Cruz）、1/1000倍希釈 

 

二次抗体 

・HRP標識 ant-IgGマウスモノクローナル抗体（Sigma）1/12000倍希釈 

 

2-3-2. IL-33 発現プラスミドを用いた化合物スクリーニング 

HEK293細胞への発現誘導と刺激条件の種類 

2-3-1と同様に HEK293細胞に IL-33発現プラスミドをトランスフェクションし、

24時間培養後 1.5×104個/wellの細胞数で 96 wellプレート HEK293細胞へと継代を行

った。その 24時間後、各種 PRRリガンドである Poly（I:C）（Invivogen）、リポ多

糖（LPS）（Invivogen）、ODN1668（Invivogen）、合成二本鎖 DNA（Immuno 

Stimulatory DNA; ISD）（Greiner bio-one）、合成化学物質である R837

（Invivogen）、並びにガン関連化合物ライブラリー、天然化合物ライブラリーⅠ、天

然化合物ライブラリーⅡ（いずれも SIGMA-ALDRICH）、Etoposide、A23187、

Nigericinを用いて 24時間刺激を行った。刺激 24時間後の培養上清中の IL-33タン

パク質量を 2-3-1に記載した方法で mouse DuoSet ELISA Development Kit（R&D）を

用いて測定した。 

 

WST-1による細胞生存率の測定 

上記の ELISAで上清を回収後の 96 wellプレートに生細胞のミトコンドリア脱水

素酵素を用いて染色を行うことができる Cell Proliferation Reagent WST-1（SIGMA-

ALDRICH）を 10 μL/well（残留メディウム量の 10分の 1量）添加した。WST-1試
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薬添加後 30分または 60分後に iMARKマイクロプレートリーダー（Bio-Rad）を用

いて発光強度を測定し、未刺激状態と比較して細胞生存率を評価した。 

 

2-3-3. Nigericin刺激の濃度変化または経時変化時の IL-33 放出量の検討 

HEK293細胞への発現誘導と刺激条件 

2-3-1と同様に HEK293細胞に IL-33発現プラスミドをトランスフェクションし、

24時間培養後 1.5×104個/wellの細胞数で 96 wellプレートへと継代を行った。その

24時間後、刺激濃度依存的に IL-33が放出されるか検討を行うため、Etoposide を 50 

μM、100 μM、200 μM、400 μM、800 μMと、Nigericinを 12.5 μM、25 μM、50 μM、

100 μM、200 μMと濃度を振って刺激を行った。また、経時的な IL-33の放出される

のか検討を行うため 200 μM Etoposideまたは 50 μM Nigericin で 0、0.5、1、3、6、

12、24時間とタイムコースをとって刺激を行った。刺激後の培養上清中の IL-33タ

ンパク質量を 2-3-1に記載した方法で mouse DuoSet ELISA Development Kit（R&D）

および Cell Proliferation Reagent WST-1（SIGMA-ALDRICH）を用いて測定した。 

 

 

2-4. IL-33 の細胞外放出動態の観察 

2-4-1. IL-33 の局在 

24 wellプレートにカバーガラス（Matsunami）を入れ、その上に Poly-L-Lysine

（Sigma）を 100 μLずつ添加し 20分間コーティングした。Poly-L-Lysine を除去し、

PBSでカバーガラスを 3回洗浄後、翌日に細胞密度 70%程度となるように HEK293

細胞および HeLa細胞、NIH3T3細胞を前培養した。翌日 PEIを用いてMyc-IL-33発

現プラスミド（500 ng/well）を導入した（プラスミド：PEI＝1:5）。24時間後、PBS

で 3回洗浄し 20分間 4% パラホルムアルデヒド（Nacalai）に漬けて固定を行っ

た。その後 PBSで 3回洗浄し、100 mMグリシン（Nacalai）含有 0.02% Triton

（Nacalai）PBSを加えて 30分反応させた後、10% FBS 0.02% Triton含有 PBSを加え

1時間反応させてブロッキングを行った。PBSで 3回洗浄し、1次抗体である Anti-

Mycマウスモノクローナル抗体を 1/2000倍希釈したものを添加し 4℃ オーバーナイ

トで反応させた。PBSで 3回洗浄後、二次抗体である Anti-Mouse Alexa Flour 568

（invitrogen）を 1/20000倍希釈したものを添加し暗所で 1時間反応させた。PBS洗

浄後 Hoechst33342（Dojin）を 1/10000倍希釈し 10分間反応させた。PBS で 3回洗浄

後スライドガラスに Fluoro-Keeper（Nacalai）を滴下し、その上にカバーガラスを被

せることで封入を行った。その後、共焦点蛍光顕微鏡 LSM 700（ZEISS）を用いて

IL-33の核局在および刺激による細胞外放出を観察した。 
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2-4-2. IL-33 の放出動態の観察 

2-4-1と同様に細胞の調節およびトランスフェクションを行った。その 24時間後 

200 μM Etoposide、50 μM Nigericinで 0、1、3 時間とタイムコースをとって刺激を行

い、PBSで 3回洗浄後 20分間 4% パラホルムアルデヒド（Nacalai）に漬けて固定

を行った。その後 2-7-1と同様にスライドガラスを作成し、共焦点蛍光顕微鏡 LSM 

700（ZEISS）を用いて IL-33の核局在および刺激による細胞外放出を観察した。ま

た IL-33の局在が核から細胞質へと移行した割合を測定しグラフを作製した。 

 

 

2-5. IL-33 細胞外放出動態の経時的観察 

Glass-bottomディッシュ（MatTek corporation）に翌日に細胞密度 70%程度となるよ

うに HEK293細胞を播いた。24時間後 HEK293細胞に対し、PEIを用いて YFP-IL-

33発現プラスミド（2 μg）を導入した（プラスミド：PEI＝1:5）。その 2日後、50 

μM Nigericinで刺激し、共焦点蛍光顕微鏡 LSM 700（ZEISS）を用いて 10分刻みで

160分間経時的に撮影した。 

 

 

2-6. GSDMD による IL-33の放出の検討 

2-6-1. GSDMD 発現プラスミドの構築 

 2-2と同様に Flagタグ付き GSDMDおよび GSDMD-N端、GSDMD-C端の発現プ

ラスミドの作製を行った。プラスミド完成後は 2-3-1と同様に HEK293細胞に

GSDMDおよび GSDMD-N端、GSDMD-C端の発現プラスミドをそれぞれトランス

フェクションし、それぞれの発現をウエスタンブロットで検出した。なお、使用し

た一次抗体と二次抗体の希釈率を以下に示す。 

 

一次抗体 

・Anti-Flagマウスモノクローナル抗体、1/1000倍希釈 

 

二次抗体 

・HRP標識 ant-IgGマウスモノクローナル抗体（Sigma）1/12000倍希釈 

 

2-6-2. GSDMD による IL-33 放出誘導の検討 

6 wellプレートに HEK293細胞を播種し、細胞密度が翌日 7~8割になるように前

培養した。その 24時間後 HEK293細胞にはトランスフェクション試薬である PEI を

用いて IL-33発現プラスミド（1 μg）と GSDMD発現プラスミドまたは GSDMD-N
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端発現プラスミド、GSDMD-C端発現プラスミド（1 μg）をそれぞれ導入した（プラ

スミド：PEI＝1:5）。その 48時間後 2-3-1と同様の方法で上清中に放出された IL-33

量を ELISAで測定した。 

 

2-6-3. GSDMD-N 端断片による細胞死の検討 

6 wellプレートに HEK293細胞を播種し、細胞密度が翌日 7~8割になるように前

培養した。その 24時間後 HEK293細胞にはトランスフェクション試薬であるポリエ

チレンイミン（PEI）（Sigma）を用いて GSDMD発現プラスミドまたは GSDMD-N

端発現プラスミド、GSDMD-C端発現プラスミド（1 μg）をそれぞれ導入した（プラ

スミド：PEI＝1:5）。その 48時間後放出された LDHを、細胞毒性検出キット PLUS

（Roche）を用いて検出を行った。まず細胞上清を回収し 300 G, 5分間で遠心を行

い、その上清をサンプルとして用いた。またネガティブコントロールとして何も施

していない HEK293細胞を、ポジティブコントロールとして HEK293細胞に細胞毒

性検出キット PLUS内の Lysis Solutionを培養液の 10分の 1量添加したものを使っ

た。新しい 96 wellプレートにサンプルの上清 25 μLに対し、細胞毒性検出キット

PLUS内の Dye Solutionと Catalyst を 11250：250で混合した溶液を 25 μL添加し、よ

く混合したのち暗所で 30分反応させた。その後 iMARKマイクロプレートリーダー

（Bio-Rad）を用いて発光強度を測定し、ネガティブコントロールを 0%、ポジティ

ブコントロールを 100%として細胞死誘導率を算出した。 

 

2-6-4. siRNA を用いたノックダウン解析 

ノックダウンサンプルの作製 

 siRNAを用いたノックダウンを行うため pSUPERプラスミドを用いた。プロトコ

ルに従い、ヒト GSDMD mRNA CDS の 835-857を標的とした配列を含むプライマー

を設計し（表 2-6）、オリゴヌクレオチドを合成した。合成したオリゴヌクレオチド

をアニーリング後、BglⅡで処理した pSUPER プラスミドに挿入した。またネガティ

ブコントロールとして本研究室で所有していた pSUPERに Scramble配列を挿入した

ものを用いた。10 cm dish に HEK293細胞を前培養後、siRNA-Scramble および

siRNA-GSDMDプラスミドをそれぞれ 10 μg 導入した。その 48時間後 TRI Reagent

（Molecular Research Center, Inc.）を加え細胞を溶解した。TRI Reagent に対して 5分

の 1量のクロロホルムを加えボルテックスで混和した後、4°C、14000 rpmで 10分間

遠心し、上清を回収した。回収した上清に 100 μl のクロロホルムを加え、再度同様

の操作でクロロホルム抽出を行った。その後、回収した上清に 500 μlのイソプロパ

ノール（Nacalai）を加え、4°C、14000 rpmで 15分間遠心を行った。上清を除去した

後、800 μlの 70%エタノールを加え、4°C、14000 rpmで 5分間遠心を行った。上清
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を除去し、37℃に設定したヒートブロックにより 70%エタノールを飛ばし、10-50 μl

の Diethyl pyrocarbonate（DEPC）処理済み滅菌水 （0.1% DEPC） に溶解することで

total RNAを得た。その後、RNAの濃度を NanoDrop One / OneC（Thermo Fisher 

Scientific）により計測した。そして、0.5から 1 μgの RNAをテンプレートとして、

ReverTraAce（TOYOBO）を用いて cDNAを合成した。cDNA反応溶液は

ReverTraAceのプロトコルに従い、10 μlの反応溶液として調製し、30°Cで 10分間、

42°Cで 60分間、99°Cで 5分間の逆転写反応を行った。 

 

表 2-6. pSUPERプラスミド構築用プライマー 

名前 Primer 配列（5'-3'） 制限酵素 

hGSDMD 

siRNA-Forward 

gatcccctccttctcttcccggataagaagttcaagagacttcttatccgggaaga

gaaggattttta 

BamH Ⅰ 

hGSDMD 

siRNA-Reverse 

agcttaaaaatccttctcttcccggataagaagtctcttgaacttcttatccgggaag

agaaggaggg 

Xho Ⅰ 

 

Real-time PCR 

 上記の方法により合成した cDNAをサンプルとして、Power SYBR Green PCR 

Master Mix（Life technologies）、および Light Cycler 96（Roche）を用いて Real-time 

PCRを行った。Power SYBR Green PCR Master Mixのプロトコルに従い 20 µlの反応

溶液を調製した。PCR条件は、1サイクル目は 95 ℃で 10分間反応させ、その後

95 ℃で 10秒間、60 ℃で 1分間の反応を 50 サイクル行った。内部標準遺伝子として

GAPDH遺伝子を使用し、ΔΔCt 法を用いてサンプル中の mRNA量を相対的に評価し

た。使用したプライマーの配列を以下に示した（表 2-7） 

 

表 2-7. Real-time PCRに用いたプライマー 

名前 Primer配列（5'-3'） 

hGSDMD Forward catggtggggagttcatc 

hGSDMD Reverse caccctggccgagatag 

GAPDH Forward aatcccatcaccatcttcca 

GAPDH Reverse tggactccacgacgtactca 
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siRNA-GSDMDによる IL-33放出阻害の検討 

2-3-1と同様に HEK293細胞に IL-33発現プラスミドおよび siRNA-Scrambleまたは

siRNA-GSDMDプラスミドをトランスフェクションし、24時間培養後 1.5×104個

/wellの細胞数で 96 wellプレートへと継代を行った。その 24時間後、50 μM 

Nigericinで刺激を行い、刺激 2時間後の培養上清中の IL-33タンパク質量を 2-3-1に

記載した方法で mouse DuoSet ELISA Development Kit（R&D）を用いて測定した。 

また 2-4-1と同様に細胞の調節を行い、その 24時間後 50 μM Nigericin で刺激を行っ

た。その 1時間後、PBS で 3回洗浄後 20分間 4% パラホルムアルデヒド

（Nacalai）に漬けて固定を行った。その後 2-7-1と同様にスライドガラスを作成し、

共焦点蛍光顕微鏡 LSM 700（ZEISS）を用いて IL-33の核局在および刺激による細胞

外放出を観察した。また IL-33の局在が核から細胞質へと移行した割合を測定しグ

ラフを作製した。 

 

 

2-6-5. Nigericinによる GSDMD 切断の検討 

 2-3-1と同様に HEK293細胞に Flag-GSDMD発現プラスミドをトランスフェクショ

ンした。その後 50 μM Nigericinで刺激後ウエスタンブロットを行った。用いた一次

抗体と二次抗体の希釈率を以下に示す。 

 

一次抗体 

・Anti-Flagマウスモノクローナル抗体、1/1000倍希釈 

 

二次抗体 

・HRP標識 ant-IgGマウスモノクローナル抗体（Sigma）1/12000倍希釈 

 

2-6-6. Nigericin刺激による GSDMD の動態の観察 

 2-4-1と同様に細胞の調節および Flag-GSDMD発現プラスミドのトランスフェクシ

ョンを行った。その 24時間後 50 μM Nigericinで 0、1、2、3時間とタイムコースを

とって刺激を行い、PBSで 3回洗浄後 20分間 4% パラホルムアルデヒド

（Nacalai）に浸漬することで固定を行った。その後 2-7-1と同様にスライドガラスを

作成し、共焦点蛍光顕微鏡 LSM 700（ZEISS）を用いて GSDMDの局在および

Nigericin刺激による局在の変化を観察した。 
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2-7. 活性酸素種（ROS）による IL-33 放出の検討 

2-7-1. Nigericin刺激による ROSの産生の検討 

Cell ROXによる ROSの産生の検討 

24 well plateに 2.0 × 106 cells / wellで細胞懸濁液を播種し、24時間培養後に

Nigericin刺激を行い、その 10分後に終濃度が 1 mMになるように CellROXTM Deep 

Red（Thermo Fisher Scientific）を加えた。15 分間 37 ℃でインキュベート後、PBSで

細胞を洗浄し、PBSで再懸濁した細胞の蛍光強度を FACS Accuriにて測定し、解析

を行った。 

 

 

2-7-2. 抗酸化剤 pyrrolidine dithiocarbamate（PDTC）による IL-33放出抑

制の検討 

 2-3-1と同様に HEK293細胞に IL-33発現プラスミドをトランスフェクション

し、24時間培養後 1.5×104個/wellの細胞数で 96 wellプレートへと継代を行った。そ

の 24時間後、PDTC で 30分刺激後、50 μM Nigericin刺激を行った。その 2時間後の

培養上清中の IL-33タンパク質量を 2-3-1に記載した方法で mouse DuoSet ELISA 

Development Kit（R&D）および Cell Proliferation Reagent WST-1（SIGMA-

ALDRICH）を用いて測定した。 

 

2-7-3. PDTC による IL-33放出抑制の動態の観察 

 2-4-1と同様に細胞の調節およびMyc-IL-33 発現プラスミドのトランスフェクショ

ンを行った。その 24時間後 50 μM PDTCで刺激を行った。その 30分後 50 μM 

Nigericinで 0、1、2時間とタイムコースをとって刺激を行い、PBSで 3回洗浄後 20

分間 4% パラホルムアルデヒド（Nacalai）に浸漬することで固定を行った。その後

2-7-1と同様にスライドガラスを作成し、共焦点蛍光顕微鏡 LSM 700（ZEISS）を用

いて GSDMDの局在および Nigericin刺激による局在の変化を観察した。また IL-33

の局在が核から細胞質へと移行した割合を測定しグラフを作製した。 

 

2-7-4. プロテアーゼ阻害剤による IL-33放出抑制の検討 

 2-3-1と同様に HEK293細胞に IL-33発現プラスミドをトランスフェクションし、

24時間培養後 1.5×104個/wellの細胞数で 96 wellプレートへと継代を行った。その

24時間後、カルパイン阻害剤である PD150606または pan-Caspase阻害剤である Z-

VADで 30分前処理をした後、50 μM Nigericinで刺激を行った。その 2時間後の培

養上清中の IL-33タンパク質量を 2-3-1に記載した方法で mouse DuoSet ELISA 
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Development Kit（R&D）および Cell Proliferation Reagent WST-1（SIGMA-

ALDRICH）を用いて測定した。 

 

2-8. 統計処理 

実験成績は、mean±S.E.M.で表した。2群間の比較は、Student の t検定により行っ

た。P < 0.05を＊で、P < 0.01を＊＊で、 P < 0.005を＊＊＊で示し、有意差有りと

判定した。 
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3. 結果 

3-1. 細胞死誘導能を有した化合物ライブラリーを用いたスクリーニング 

IL-33はマウスの皮膚や肺の上皮系細胞で恒常的に発現することが報告されてい

る。そこで、マウス皮膚由来正常細胞、肺ガン細胞株 LLC細胞、ヒト胎児由来腎臓

ガン細胞 HEK293においての ELISAによる IL-33のタンパク質量の定量を行ったが

いずれも検出限界以下だった（図 3-1A）。そこで IL-33を発現した HEK293細胞を

得るため、HEK293細胞にMyc タグを付加した IL-33発現プラスミドを一過性に発

現させ、超音波処理後の IL-33の放出を ELISAおよび抗 Myc抗体を用いたウエスタ

ンブロットで検討した。その結果両方のアッセイにおいても IL-33の発現が検出さ

れ（図 3-1A,B）、IL-33発現 HEK293細胞が得られたので、以降では主に IL-33発現

HEK293細胞を各実験系に使用した。 

次に TLRや細胞内 RNAセンサー（RLR）、細胞内 DNAセンサーの合成リガンド

（リポ多糖（LPS）：TLR4リガンド、Poly（I:C）out ：TLR3リガンド 、CpG：

TLR9リガンド、R837：TLR7/8、Poly（I:C）in ：RLRリガンド、 ISD：細胞内

DNAセンサーリガンド）で IL-33発現 HEK293細胞を刺激後、ELISAにて細胞上清

中の IL-33タンパク質量を測定したが、IL-33 の細胞外放出は認められなかった（図

3-1C）。そこで、細胞死を誘導することが知られる 156種類の化合物ライブラリー

を用いて同様のアッセイを行った。その結果、Nigericin投与時において IL-33の顕

著な細胞外放出認められた（図 3-1D）。Nigericinは放線菌 Streptomyces 

hygroscopicus由来の抗生物質として単離されたカルボニル化合物であり（図 3-

1E）、H+、K+、Pb2+などのイオノフォアとして作用すると考えられている。また、

生細胞に活性が認められるミトコンドリア脱水素酵素を染色する WST-1アッセイに

より生細胞の割合を評価したところ、Nigericinを含めた約 51%（79種）の化合物に

おいて、無刺激時と比べて染色量が 50%以上減少しており、細胞死の誘導が確認さ

れた（図 3-1F）。また Nigericinと同様にイオノフォアとして働くカルシウムイオノ

フォア A23187およびアポトーシスを誘導する抗ガン剤 Etoposideで IL-33発現

HEK293細胞に刺激を行ったところ Nigericin のみに IL-33の細胞外放出が認められ

た（図 3-1G）。以上のことから、HEK293細胞で IL-33は Nigericin刺激特異的に細

胞外放出が増進することが示された。 

  



 28 



 29 

  

図 3-1. IL-33を放出する薬剤のスクリーニング 

A.マウス皮膚由来正常細胞（KC）、LLC細胞、HEK293細胞またはMyc-IL-33発現プラスミドを
用いて IL-33を発現させた HEK293細胞を超音波処理し、IL-33発現量を ELISAで測定した。 B. 

Myc-IL-33発現プラスミドを発現させた HEK293細胞の IL-33発現量をウエスタンブロットで検討
した。 C. TLRおよび RLRリガンド刺激による IL-33細胞外放出量を ELISAで測定した。 D. 

HEK293細胞にMyc-IL-33発現プラスミドをトランスフェクションし、化合物ライブラリーによ
って刺激を行った。その 24時間後放出された IL-33タンパク量を ELISAで測定した。 E. 

Nigericinの構造 F. 化合物ライブラリーで刺激時の細胞生存率をWST-1アッセイで測定した。 

G. Nigericinおよび Etoposide、A23817刺激 24時間後の放出された IL-33タンパク量を ELISAで測
定した。 
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3-2. Nigericinの刺激濃度・経時変化時の IL-33 放出量の検討 

次に、Nigericinの刺激濃度・時間依存的に IL-33の細胞外放出が亢進されるか検

討を試みた。まず、異なる濃度の Nigericin（刺激なし、12.5 μM、25 μM、50 μM、

100 μM、200 μM）で IL-33発現 HEK293細胞を刺激し、ELISAにて IL-33の細胞外

放出量を測定したところ、50 μM以上の濃度においては顕著な IL-33の細胞外放出が

認められた（図 3-2A）。一方、Etoposide刺激の場合、濃度依存的な IL-33の細胞外

放出は確認されなかった。また、刺激なしの条件以外の Nigericinおよび Etoposide

刺激で細胞死が誘導されていることを WST-1アッセイにより確認した（図 3-2B）。

次に、50 μM Nigericin刺激後の経時的な IL-33の細胞外放出量の検討を行った（図

3-2C）。その結果、Nigericin刺激後の細胞外放出は 3時間後以降から時間依存的に

上昇することが明らかとなった。また、Nigericinを介した死細胞数は刺激後 0.5時

間から増加し、3時間後にほぼ全ての細胞で細胞死が誘導されていた

図 3-2. Nigericin刺激による IL-33細胞外放出の濃度依存的および経時変化 

Nigericin および Etoposide刺激濃度変化時の IL-33 放出量を ELISA（A）および WST-1（B）で測
定した。また、50 μM Nigericin および 200 μM Etoposide刺激経時変化時の IL-33放出量を ELISA

（C）およびWST-1（D）で測定した。 
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（図 3-2D）。200 μM Etoposide刺激においても時間依存的に細胞死が誘導されてい

ることが確認された。以上のことから、Nigericin、Etoposideいずれも細胞死を誘導

するものの、Nigericin刺激によってのみ濃度・時間依存的に IL-33が細胞外へと放

出されることが示唆された。 

 

3-3. Nigericin刺激時の IL-33 細胞外放出の観察 

次に、IL-33の細胞外放出過程の可視化を目的に、Nigericin刺激前後における IL-

33の細胞内動態を免疫染色にて観察した。Myc タグを付加した IL-33発現プラスミ

ドを HEK293細胞、HeLa細胞および NIH3T3 細胞に導入し、核マーカーである

Hoechst33342と抗Myc 抗体で染色を行った。その結果、IL-33は Hoechst33342と共

局在することが認められた（図 3-3A）。また、Nigericin 刺激 1 時間後には IL-33は

核外へと移行し始め、Nigericin刺激 3 時間後には IL-33の核の局在が完全に消滅

し、細胞外へと広がる様子が観察された（図 3-3B）。一方、Etoposide刺激後 1時間

および 3時間でも IL-33は Hoechst33342と共局在することが観察された（図 3-

3B）。次に Nigericin刺激 1 時間後の IL-33の核から細胞質へと移行した割合を測定

した。IL-33が核に発現している細胞のうち、IL-33の局在が細胞質に移行している

細胞数を計測することで IL-33の局在の細胞質移行割合をした（図 3-3C）。その結

果、Nigericin刺激を行うと約 42％の細胞で IL-33の局在が核から細胞質へと移行

し、Controlに比べて有意に誘導されていることがわかった。さらに、より詳細な

IL-33の細胞外放出過程を観察するために、YFPタグを付加した IL-33発現プラスミ

ドを HEK293細胞に導入し、蛍光顕微鏡にて IL-33の細胞内局在を経時的に観察し

た。Nigericin刺激後、10分毎に計 16回（160分間）の撮影を行った結果、Nigericin

刺激後 0分から 40分においては YFP 融合 IL-33タンパク質の蛍光が細胞内に確認

できるものの、Nigericin刺激 50分後から細胞死様の細胞形態へと変化し、それ以降

経時的に細胞内の GFP蛍光の減衰が観察された（図 3-3D）。最終的に Nigericin刺

激 140分から 150分後にかけて、細胞内 YFP 蛍光が完全に消失することが確認され

た。これらのことから、Nigericin刺激依存的に IL-33が核から細胞死が起こった後

に細胞外部へと放出されることが示唆された。 
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3-4. IL-33 の放出を制御する分子の同定 

これまでの実験より Nigericinによって誘導される特異的な IL-33の細胞外放出機

構の存在が示唆された。そこでこの放出を制御する分子を同定するため、IL-33と相

互作用する分子の探索を試みた。GST タグ付きの IL-33発現プラスミドを HEK293

細胞に導入し、そのライセートを抗Myc抗体ビーズを用いてプルダウンアッセイを

行った。プルダウンアッセイ後のサンプルを CBB染色にて解析したところ、コント

ロール（Myc空発現プラスミドを用いたプルダウンアッセイサンプル）を指標に IL-

33タンパク質のバンドは確認できたものの、非特異的バンドが多数確認され、IL-33

に特異的に結合する分子のバンドを判定するのは困難であった（未発表データ）。

次に IL-33と関わると考えられる候補遺伝子を絞り直接的に関係を検討することと

した。そこで着目したのが GSDMDである。GSDMD は Nigerisin刺激によって活性

化された Caspase-1により切断され、その N 端側が細胞膜と相互作用することで

GSDMD-Nポアを形成することで知られている。そこで IL-33はこの GSDMD-Nポ

アにより放出されるのではないかと仮設を立て、実験を行った。まず Flagタグ付き

の GSDMDの全長の発現プラスミド、GSDMD-N端のみの発現プラスミド、

GSDMD-C端のみの発現プラスミドを作成し、HEK293細胞に導入して、抗 Flag抗

体を用いてウエスタンブロットにより検討した（図 3-4A）。その結果それぞれのプ

図 3-3. IL-33細胞外放出動態の観察 

A. HEK293細胞、HeLa細胞、NIH3T3細胞にMyc-IL-33発現プラスミドをトランスフェクションし
免疫染色を行って IL-33の局在を観察した。 B. Nigericinおよび Etoposide刺激による IL-33細胞外
放出動態を観察するため HEK293 細胞に Myc-IL-33 発現プラスミドをトランスフェクションし免
疫染色で観察した。 C. B と同様に染色した細胞のうち IL-33 発現が核で認められたものを母集団
として IL-33 の局在が細胞質へ移行した細胞数を計測し割合を算出してグラフにした。  D.  

HEK293細胞に YFP-IL-33発現プラスミドをトランスフェクションしタイムラプスを行った。矢印
は Nigericin刺激による細胞死および IL-33の放出が誘導されている細胞を示す。 
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ラスミドの作成が成功し、それぞれのタンパク質が検出された。そこで次に

GSDMD の N端断片が IL-33の放出に関与しているか検討を行うため、HEK293細胞

に IL-33プラスミドと共に GSDMDの全長、GSDMD-N端、GSDMD-C端プラスミド

をそれぞれ導入し、上清中の IL-33量を ELISAにて測定した（図 3-4B）。その結果

GSDMD-N端プラスミドを導入したサンプルのみで IL-33の放出が認められた。また

IL-1βでも同様に GSDMD-N端断片により放出が誘導されるか検討を行った（図 3-

4C）。その結果、IL-33と同様に GSDMD-N 端のみの発現プラスミドを導入したも

ので IL-1βの放出が誘導されることが認められた。また GSDMD-N端のみの発現プ

ラスミドを導入すると細胞死が誘導されるのか検討を行うため、LDHアッセイを行

った（図 3-4D）その結果 GSDMD-N端を発現させた HEK293細胞で細胞死が誘導さ

れていることがわかった。 

次に GSDMDが IL-33の放出を制御する遺伝子であるか検討を行うため siRNAに

よる GSDMD遺伝子のノックダウンを行った。HEK293細胞に GSDMDを標的とす

る siRNA、またはコントロールとして siRNA-Scramble導入し、GSDMD遺伝子がノ

ックダウンされているか Real-time PCRにより測定した（図 3-4E）。その結果、

GSDMDの発現量が約 55％減少していることが確認できた。次に IL-33発現プラス

ミドと siRNA-GSDMD を HEK293細胞に導入後 Nigericin刺激を行って、GSDMDが

IL-33の放出を制御しているか検討を行った（図 3-4F）。その結果 Nigericinによる

IL-33放出の誘導はコントロールである siRNA-Scramble 発現細胞に比べて GSDMD

ノックダウン細胞で有意に減少することがわかった。また siRNA-GSDMDによって

IL-33の放出を阻害した時の IL-33の局在を検討するため、IL-33発現プラスミドと

siRNA-GSDMDを HEK293細胞に導入後 Nigericin刺激を行って 1時間後に免疫染色

を行った（図 3-4G）。その結果 Nigericin刺激による IL-33の核から細胞質への移行

は、GSDMDノックダウン細胞では核のままであることがわかった。また IL-33の局

在が核から細胞質へ移行した割合をグラフにすると、コントロールである siRNA-

Scramble発現細胞の Nigericin刺激と比較して、Nigericin刺激した GSDMDノックダ

ウン細胞で有意に IL-33の細胞質移行が減少していることが明らかとなった（図 3-

4H）。 

次に GSDMDが Nigericinにより切断修飾を受けるかどうか検討を行うため、Flag-

GSDMD発現プラスミドを HEK293細胞に導入し、Nigericin刺激を行ってウエスタ

ンブロットを行った（図 3-4I）。その結果 Nigericin刺激によって GSDMDが切断さ

れ、GSDMD-N端断片が作製されていることがわかった。以上の結果より Nigericin

刺激により GSDMDが切断されることと、GSDMD-N端断片により IL-33が放出さ

れることがわかった。また切断された GSDMD-N端断片の局在を観察するため、

Flag-GSDMD発現プラスミドを HEK293細胞に導入後 Nigericin刺激 1、2，3時間後
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において免疫染色による観察を行った（図 3-4J）。その結果、未刺激状態では

GSDMDは細胞質に局在を示すが、Nigericin 刺激後 2時間、3時間で細胞膜へ集積す

る様子が観察された。 
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図 3-4. IL-33の放出を制御する分子の同定 

A. Flag-GSDMD、GSDMD-N端のみ、GSDMD-C端のみ発現プラスミドを発現させた HEK293細胞
のそれぞれの発現量をウエスタンブロットで検討した。 B. HEK293 細胞に Myc-IL-33 発現プラス
ミドと Flag-GSDMD、GSDMD-N端のみ、GSDMD-C端のみ発現プラスミドをそれぞれトランスフ
ェクションし、放出された IL-33 タンパク量を ELISA で測定した。 C. HEK293 細胞に Myc-IL-33

発現プラスミドと Flag-GSDMD、GSDMD-N端のみ、GSDMD-C端のみ発現プラスミドをそれぞれ
トランスフェクションし、放出された IL-33タンパク量を ELISAで測定した。 D. HEK293細胞に
Flag-GSDMD、GSDMD-N 端のみ、GSDMD-C 端のみ発現プラスミドをそれぞれトランスフェクシ
ョンし、LDHアッセイによって細胞死を起こしている細胞の割合を測定した。 E. HEK293細胞に
siRNA-Scramble または siRNA-GSDMD プラスミドをトランスフェクション後 real-time PCR で
GSDMDの発現量を測定した。 F. HEK293細胞に siRNA-Scrambleまたは siRNA-GSDMDプラスミ
ドとMyc-IL-33発現プラスミドをトランスフェクション後 Nigericin 刺激を行い、放出された IL-33

量を ELISAにて測定した。G. HEK293細胞に siRNA-Scrambleまたは siRNA-GSDMDプラスミドと
Myc-IL-33 発現プラスミドをトランスフェクション後 Nigericin 刺激を行い免疫染色で観察した。 

H. Gと同様に染色した細胞のうち IL-33発現が核で認められたものを母集団として IL-33の局在が
細胞質へ移行した細胞数を計測し割合を算出してグラフにした。白が Control（Cont）、黒が Nigericin

（Nige）刺激の結果を示している。 I. Flag-GSDMD 発現プラスミドを発現させた HEK293 細胞に
Nigericin 刺激を行い、GSDMD の切断断片をウエスタンブロットで検討した。 J. Flag-GSDMD 発
現プラスミドを発現させた HEK293細胞に Nigericin 刺激を行い、1、2、3時間後の GSDMDの動態
を免疫染色で検討した。 
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3-5. Nigericin刺激による GSDMD切断と IL-33 放出の上流因子の探索 

 これまでの結果より、IL-33の放出は Nigericin刺激により誘導されることがわか

ってきた。更に Nigericin刺激により GSDMD の切断が誘導され、GSDMDの N端側

が細胞膜と相互作用することにより GSDMD-Nポアが形成されること、そしてその

GSDMD-Nポアの形成およびそれによる細胞死の誘導により IL-33が放出されること

がわかってきた。そこで次に GSDMDの上流因子を探索するために活性酸素種

（ROS）に着目した。ROSとは細胞がストレスや刺激に応答して産生する活性酸素

の総称である。ROSによって誘導される酸化ストレス応答としてはパイロトーシス

などの細胞死やそれによる炎症誘導が知られており、様々な疾患との関係性示唆さ

れている。実際ミトコンドリア内で ROSが発生することでミトコンドリア DNAが

放出され、それにより NLRP3が活性化されパイロトーシスが誘導されることが言わ

れている[19]。そこで Nigericin刺激による GSDMDの切断および IL-33の放出に ROS

が関与しているか検討を行うため、細胞内 ROSの産生を測定することができる試薬

である Cell ROXを用いて実験を行った。まずどの Nigericin刺激濃度で ROSが検出

できるか条件の探索を行うため、50 μM、25 μM、12.5 μM、2.5 μMの Nigericinで 10

分刺激を行い、CellROXで染色を行った（図 3-5A）。その結果 2.5 μMの Nigericin

で蛍光強度が上昇する様子が観察された。そこでこの濃度を用いて ROSの検出を行

ったところ、Nigericin刺激群では 3-5Aと同様に蛍光強度の上昇が見られ、コントロ

ールとの比較では有意に蛍光強度が上昇していることがわかった（図 3-5B）。 

 これまでの結果から Nigericin刺激によって ROSの産生が誘導されることがわかっ

た。そこで次に ROSの産生を阻害したときに IL-33の放出が抑制されるか検討を行

うため、抗酸化剤である PDTCを用いて実験を行った。HEK293細胞にMyc-IL-33

発現プラスミドを導入後 PDTCで前処理し、その 30分後に Nigericinで刺激を行

い、2時間後放出された IL-33量を ELISAで測定した。その結果 50μM の PDTCで

Nigericinと比べて有意に IL-33の放出量が減少することがわかった（図 3-5D）。 

これまで Nigericin刺激により IL-33は核から細胞質へ移行し放出されることがわ

かってきた。そこでこの PDTCによる IL-33 の放出阻害はどの段階で抑制されてい

るのか検討を行うため、免疫染色を行った（図 3-5E）。その結果 Nigericin刺激によ

って誘導される IL-33の細胞質への移行が、PDTCによる ROSの阻害により有意に

抑制されることがわかった（図 3-5F）。 



 38 

  



 39 

  

図 3-5. GSDMDの上流因子の探索 

A. HEK293細胞を 50μM、 25μM、 12.5μM、 2.5μMの Nigericin（Nige）刺激または Control（Cont）
の産生された ROSを Cell ROXで測定した。 B. HEK293細胞を Nigericin（Nige）刺激または Control

（Cont）で産生された ROSを Cell ROXで測定した。また蛍光強度の平均値をグラフにした。 C. 

HEK293 細胞に Myc-IL-33 発現プラスミドを導入し、抗酸化剤である PDTC で刺激 30 分後に
Nigericin（Nige）刺激を行った。その 2 時間後放出された IL-33 量を ELISA にて測定した。 D. 

HEK293細胞にMyc-IL-33を導入後、PDTC刺激を行った。その 30分後 Nigericin刺激を行い 1、2

時間後に免疫染色を行った。 E. Bと同様に染色した細胞のうち IL-33 発現が核で認められたもの
を母集団として IL-33の局在が細胞質へ移行した細胞数を計測し割合を算出してグラフにした。  
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3-6. GSDMD の切断を制御する因子の探索 

これまで Nigericin刺激により ROSの産生、および GSDMDの切断が誘導される

ことがわかってきた。これより GSDMDは何らかのプロテアーゼにより切断される

ことで IL-33の放出を誘導すると考えられる。そこで次に GSDMDを切断している

プロテアーゼの探索を行った。本研究では数あるプロテアーゼの中でも Calpainと

Caspaseに着目した。Calpainは Ca+依存的に活性化され、Calpainの活性化と IL-33の

放出との関係性や細胞死との関係性について報告がある[20][21]。またこれまで

GSDMD は Caspase-1により放出されることが報告されてきたが、HEK293細胞は

Caspase-1の発現がないという報告がある[22]。その上 GSDMDは Caspase-1以外にも

Caspase-11により切断されるという報告があること[23]から、GSDMDの切断には他

の Caspaseが関与している可能性も考えられる。これらのことから Calpain阻害剤で

ある PD150606と pan-Caspase阻害剤である Z-VADによって Nigericin刺激による IL-

33の放出誘導を阻害できるか検討した。Myc-IL-33発現プラスミドを導入した

HEK293細胞に Calpain阻害剤である PD150606と pan-Caspase阻害剤である Z-VAD

を投与 30分後、Nigericin刺激を行い放出された IL-33量を ELISAで測定した。その

結果 Z-VADによる Caspaseの阻害は IL-33の放出に影響を及ぼさなかったのに対

し、Calpain阻害剤である PD150606で有意に IL-33の放出が抑制された（図 3-6）。 

 

  

図 3-6. GSDMDの切断を制御する因子の探索 

HEK293 細胞に Myc-IL-33 発現プラスミドを導入し、Calpain 阻害剤である 150606 または pan-

Caspase 阻害剤である Z-VAD で刺激 30 分後に Nigericin（Nige）刺激を行った。その 2時間後
放出された IL-33量を ELISAにて測定した。 
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4. 考察 

これまで IL-33は細胞死や物理的な膜の崩壊によって細胞質外に受動的に放出さ

れるサイトカインであると考えられてきた[24]。一方、真菌や一部のアレルゲンによ

って誘導される IL-33の放出には細胞死が必ずしも必要でないとの報告もあり[25]、

IL-33の細胞外への放出についての詳細な分子生物学的機序については未だ不明な点

が多い。 

我々は薬剤スクリーニングによって IL-33の分泌を誘導する分子として Nigericin

を見出した。Nigericinはカリウム（K+）を主なターゲットとする脂質分子で、細胞

膜を透過することで細胞質内に存在する K+を細胞外へと排出する。このような各種

イオンを標的とする膜透過性分子はイオノフォアと呼ばれ、細胞死の誘導やストレ

ス応答の解析に広く用いられている。一方、スクリーニングに用いたその他の薬剤

（図 3-1A-F）、並びに Ca+イオノフォアである A23187やアポトーシス誘導剤である

Etoposideの刺激では細胞死の誘導は確認できたものの、IL-33の放出は確認できな

かった（図 3-1G, 図 3-2A-D）。このことから、IL-33の分泌には、Ca+流入やアポト

ーシスに伴う膜や核の崩壊とは独立した何らかの制御機構が存在していることが強

く示唆された。 

IL-33はクロマチン結合領域を持ち、主に核内に局在していることが示されている

[26]。これと一致して、我々が作成した IL-33発現プラスミドとそれによる HEK293T

での強制発現においても、IL-33はそのほとんどが核内に局在していることが蛍光顕

微鏡による観察から確認できた。この強制発現細胞に Nigericin刺激を行ったとこ

ろ、核内に局在していた IL-33が細胞質に移行後放出されることが明らかとなった

(図 3-3A-B)。一方、IL-33を放出しない刺激である Etoposideの投与では IL-33の細

胞質への移行が認められず断片化した核に留まっていたことから、細胞外への IL-33

の放出には、核から細胞質への IL-33の局在変化が重要であると考えられる。事

実、既存研究においては細胞内移行が起こらない IL-33の変異体では、その細胞外

への放出が減少することが報告されている[27]。 

次に、Nigericinによって細胞質へ移行した IL-33がどの様に細胞外へ放出されて

いるのかを検討するため、我々は細胞膜に対しポア形成能を持つ GSDMDに着目し

た。本研究の図 3-4に示した通り、Nigericin 刺激は GSDMDの切断を誘導し、その

N端側が細胞膜と相互作用し GSDMD-Nポアの形成およびそれによる細胞死が誘導

されることが明らかとなった。実際に、GSDMD の N末端のみを発現させた細胞で

は、Nigericin刺激を加えていないにもかかわらず、細胞上清中への IL-33の放出と

細胞死が確認された。さらに、GSDMDのノックダウン細胞では、Nigericinによる

IL-33の放出が有意に減少した。興味深いことに、蛍光顕微鏡による観察から
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GSDMDノックダウン細胞では、核から細胞質への IL-33の移行も優位に抑制されて

いた。GSDMD-N端断片のほとんどが細胞質、及び細胞膜に局在していたことか

ら、GSDMD-Nは核膜へのポア形成能は有していないと考えられる。にもかかわら

ず、GSDMD-Nの存在が核内の IL-33の細胞質内への局在変化を誘導したことから、

細胞膜へのポア形成が IL-33の細胞外への放出のみならず、その前段階である細胞

内での局在変化の両方に必須であることが示唆された。 

Nigericinの刺激によって誘導される K+の細胞外への放出はミトコンドリア電位の

変化による ROSの発生と NLRP3インフラマソームの活性化を誘導する[28]。さら

に、我々が IL-33の放出に必要な分子として見出した GSDMDは、NLRP3インフラ

マソームによって誘導される細胞死であるパイロトーシスの実行因子であることが

近年の研究により明らかとなっている[29]。そこで、Nigericin刺激による GSDMDの

切断についての詳細な分子機序の解明のため、この NLRP3インフラマソームに注目

することとした。多くの既存研究では、Nigericinを用いたインフラマソームの活性

化誘導はマクロファージや樹状細胞においてのみ確認されている。一方、我々が使

用した HEK293細胞やその他の上皮系細胞においては NLRP3および Caspase-1が発

現していないという報告がある[22]。実際に z-VADによる Caspaseの阻害では

Nigericinによる IL-33の放出を抑制することは出来なかったことから、本研究の条

件下では GSDMDの切断は NLRP3インフラマソーム経路による Caspase-1やアポト

ーシス経路による Caspase-3の活性化とは独立したものである可能性が示唆された。

一方、本研究の図 3-5に示した通り、Nigericinの刺激により NLRP3インフラマソー

ムの上流と考えられている ROSの産生が誘導されることが確認され、PDTC投与に

よるその阻害が IL-33の放出を抑制することも確認された。以上の結果から、

Nigericin刺激によって誘導される ROSが、Caspase非依存的なシグナル経路を介し

て GSDMDの切断を誘導している可能性が示唆された。 

細胞質内でのイオンバランスの変化は様々なシグナル経路、特にプロテアーゼを

介する経路の活性化を誘導する[30][31]。そこで我々は、Caspase以外の切断酵素による

GSDMDの切断の可能性を考慮し、阻害剤によるその関与についての検討を行った

ところ、Ca+依存的な細胞内プロテアーゼである Calpainの阻害剤により IL-33の分

泌が抑制されることを見出した。Calpainはヒトで約 15種類確認されているが、そ

の基質となる配列については疎水性のアミノ酸が比較的多い部分を標的とする傾向

が明らかになっているものの、詳細な標的についての不明であり、GSDMDがその

直接的な基質になり得るかについては今後の検証が必要である。Nigericinは K+特異

的なイオノフォアであり、Calpainに重要な Ca+の細胞内濃度を直接変化させること

はない[32] [33]。先行研究では、Nigericinによる細胞内の Ca+濃度の上昇は、Caspase-1

依存的なパイロプトーシスと膜の崩壊によって誘導されることが報告されている
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[34]。一方、我々の図 3-1G並びに図 3-6による結果から、Ca+特異的イオノフォアで

ある A23187による刺激では IL-33の放出は誘導されず、Caspase阻害剤でもその放

出が減弱しなかった。これらの結果と先行研究の比較から、特に上皮系細胞におい

ては、IL-33の放出には細胞膜孔の形成が重要であり、それに伴う細胞内の何らかの

シグナル経路の活性化が、核内から細胞質への IL-33の局在変化を誘導しているも

のと考えられる。実際にこれを支持するように、物理的な膜の破壊のみならず、

GSDMDと同様に Caspase-1非依存的なポア形成能を持つMLKLと呼ばれる分子が

IL-33の放出に重要であるとの報告もある[35][36]。さらに、アレルギー性炎症を誘発す

るアレルゲンに含まれるプロテアーゼは細胞死を誘導することなく IL-33の放出を

誘導する報告もあることから[37]、プロテアーゼによる IL-33の切断修飾と細胞内の

局在変化、並びに膜のポア形成と細胞死がそれぞれ同時並行的に進行している可能

性も考えられる。 

 我々は GSDMD-Nのみを強制発現させる実験系を用い、Caspase-1や NLRP3イ

ンフラマソームの関与を排除することで、細胞膜のポア形成や ROS・Calpainが IL-

33の細胞内局在の変化と細胞外への放出に重要であることを見出した（図 4）。特

に GSDMD-Nによる IL-33の細胞内局在変化は新規の発見であり、その分子機序の

解明が IL-33の分泌機構、生理活性制御のより詳細な理解に有用であると考えられ

る。事実、IL-33の細胞内への移行と細胞質内での未知の酵素による IL-33の切断修

飾が分泌制御の起点になることが先行研究により示唆されている[27]。加えて他の IL-

1ファミリーサイトカインは Caspase以外にもカテプシン Gやエラスターゼなど 6種

類のプロテアーゼにより IL-1様サイトカインドメインの前の部分で切断されること

によってその活性が著しく変化することが知られており[38]、IL-33においてもこれら

プロテアーゼによる IL-33 アミノ酸 95-270または 109-270での切断修飾がその活性

を 10～30倍まで上昇させるとの報告もある[39]。 

我々の結果は、これまで受動的な放出であると考えられてきた上皮細胞における

NLRP3インフラマソーム非依存的な IL-33の放出について、膜孔形成を起点とした

能動的な新規分子生物学的制御機構が存在することを示唆するものである。今後は

GSDMD-Nを用いて細胞膜のポア形成と ROS、Calpainの階層的関係性をさらに詳細

に検討することで、IL-33のより詳細な分泌制御機構を明らかにしていく。その知見

はアレルギー性炎症の起点である IL-33の放出を標的とした治療、創薬開発に繋が

ることが期待される。 
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図 4. IL-33放出経路のモデル図 

実験結果より IL-33は Nigericin 刺激による GSDMDの切断、GSDMD-N端断片の形成による
GSDMD-Nポアの形成およびそれによる細胞死により放出されることがわかった。また
Nigericin刺激で ROSが産生されること、抗酸化剤で IL-33の放出が抑制されること、Calpain

阻害剤で IL-33の放出が阻害されることがわかった。通常、Nigericin刺激では NLRP3インフ
ラマソーム経路が活性化されるが、HEK293細胞にはNLRP3インフラマソーム経路が存在し
ないため NLRP3インフラマソーム非依存的なシグナル経路の存在が示唆された。これらのこ
とから考えられる放出経路をモデル図として示す。 
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