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研究要旨 

・HEK293T 細胞において、NLRP3 の発現によるインフラマソーム speckle の形成、Nigericin 投与による更

なる speckle 形成の促進を定量的に再構成する系を構築した。 

・クリオピリン関連周期性発熱と関連する機能亢進型 NLRP3  (D303N, H312P, A352V, R260W)において

は、野生型 NLRP3 に比較して、speckle の形成の亢進が認められた。 

・画像解析が high throughput system 対応であることを生かし、インフラマソーム機能に関連する因子の新

規同定を進めている。 

 

Ａ．研究目的 

NLRP3 インフラマソームの機能はクリオピリン

関連周期性発熱のみならず、各種感染症、結晶誘発

性関節症、死細胞に対する炎症反応、糖尿病や動脈

硬化などの慢性炎症性疾患に至るまで広範囲の生体

反応において重要な役割を果たすことが明らかとな

った。しかしその分子メカニズムについては未だ十

分解明されていない。 

 

Ｂ．研究方法 

Fugene6 もしくは electroporation を用いた遺伝

子導入により、蛍光（Cerulean）-ASC を安定的に

導入した HEK293T 細胞およびマクロファージ細胞

株 RAW264.7 を樹立した。RAW264.7 細胞には遺伝

子導入を容易とするためレトロウイルスレセプター

を発現させた。これらの細胞は導入遺伝子保持のた

めに puromycin の添加下に培養された。 

画像取得を蛍光顕微鏡にて行った後、ImageJ ソフト

ウエアを用いてその細胞面積、およびインフラマソ

ーム活性の指標である speckle の解析を行った。 

 

 

面積の取得には以下のマクロを用いた 

run("Set Measurements...", "area area_fraction 

redirect=None decimal=3"); 

run("Set Scale...", "distance=139.88 known=300 

pixel=1 unit=microm"); 

run("Subtract Background...", "rolling=200"); 

run("Enhance Contrast", "saturated=0.2"); 

run("8-bit"); 

//run("Threshold..."); 

setAutoThreshold( “ Huang dark ” ); 

run("Measure"); 

specke の取得には以下のマクロを用いた。 

un("Set Measurements...", "area area_fraction 

redirect=None decimal=3"); 

run("Set Scale...", "distance=139.88 known=300 

pixel=1 unit=microm"); 

run("Find Maxima...", "noise=20 output=[Maxima 

Within Tolerance]"); 

run("Analyze Particles...", "size=5-120 

circularity=0.00-1.00 show=Outlines display clear 

summarize"); 

 



取得画像 

面積取得画像

speckle 取得画像
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Ｄ．考察 

今後、画像取得およびその処理を自動化し、ハイ

スループットシステムを構築し、ライブラリースク

リンニングを行うことにより新規のインフラマソー

ム形成制御の分子機構を同定することを目標とする。

 

Ｅ．結論 
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