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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
研究開発代表者らは、中畑龍俊教授（京都大学・iPS 細胞研究所）、太田章特任教授京都大学・iPS

細胞研究所）らのグループとともに、免疫疾患の iPS 細胞由来単球株を用いた新たな創薬探索・病

態解析系を構築した。 
免疫疾患は、免疫システムの異常によって発症する疾患群で、その種類は多岐にわたる。そのうち、

先天性免疫疾患では多くの場合遺伝子異常が背景にあり、特異的治療法が存在しないことが多い。患
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者由来サンプルを用いた免疫疾患の研究では、得られる細胞数が限られることや、生体内のサイトカ

イン環境などに影響されることもあり、治療薬候補をスクリーニングする試みはあまり行われてい

ない。ヒト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の樹立が解決策となり得るが、分化細胞の安定供給やコス

トなどに問題がある。 
そこで、研究開発代表者らは、疾患 iPS 細胞より分化誘導した単球を株化することにより汎用性

の高い化合物スクリーニングプラットフォームを確立し、複数の免疫疾患に対する横断的探索を行

って新規創薬シーズを得ることを目標として研究を行った。結果、4 種類の先天性免疫疾患患者さん

より iPS 細胞を樹立し、単球に分化させて株化することに成功した。 
このうち、自己炎症性疾患である CINCA 症候群については、約 10%を占める NLRP3 変異陰性

CINCA 症候群患者より iPS 細胞を樹立して単球へ分化誘導した。すると、クローン依存性に IL-1
β産生の亢進を認めた。iPS 細胞クローンの全エクソン解析により、異常表現型を呈したクローン特

異的に NLRC4 遺伝子の変異を同定した。iPS 細胞由来単球及び単球株を用いた詳細な機能解析を

実施し、NLRC4 変異株における IL-1β産生が Caspase-1 依存性であること、IL-18 産生も亢進す

ることを示した。さらに NLRC4 変異 iPS 細胞クローンの NLRC4 遺伝子を CRISPR/Cas9 システ

ムによってノックアウトし、IL-1β過剰産生がキャンセルされることを確認した。以上により

CINCA 症候群の新しい病因として、NLRC4 遺伝子の高頻度体細胞モザイクが存在することが明ら

かになった(Kawasaki, Arthritis Rheum, 2016)。 
また、若年性サルコイドーシス(EOS)について、原因遺伝子である NOD2 が変異した iPS 細胞由

来マクロファージでは、IFN-γ刺激によって、炎症性サイトカイン IL-6, TNF, IL-8 がリガンド非依

存性に産生されることを見出した。この刺激により、変異単球株において NF-κB p65 の核内移行

と、IL-6、IL-8 のプロモータ領域への結合を促進することが見いだされた。また、網羅的遺伝子解

析によって、変異単球株では炎症に関連した遺伝子群の発現が亢進していることが明らかになった。

したがって、EOS の自己炎症の一端は、リガンド非依存性の NF-κB 経路の活性化とサイトカイン

過剰産生にあることが明らかとなり、このような刺激を抑制する治療法の開発が選択肢となりうる

ことが示された。 
 

We established a novel drug-screening and disease-modeling system using induced pluripotent stem 
cell (iPSC)- derived monocytic cell lines obtained from patients with immunological diseases. This is 
a collaborative work with Professor Tatsutoshi Nakahata (Center for iPS cell research and application, 
Kyoto University, Kyoto, Japan) and Professor Akira Ohta (Center for iPS cell research and 
application, Kyoto University, Kyoto, Japan).  

Immune disorders are caused by dysregulation of immunological system, and there are 
number of the diseases. Among them, congenital immunological disorders are caused by genetic 
aberration, and most of them lack specific treatment. In the study of immune diseases using patient-
derived samples, screening of therapeutic drug candidates have not been attempted so much, due to 
limited number of cells obtained and perturbation of in vitro phenotypes by in vivo conditions. 
Establishment of human iPSCs can be an alternative choice, but there is an issues for obtaining 
differentiated cells stably with reduced financial cost. 

Here, we stablished a highly versatile compound screening platform by using monocytic cell lines 
differentiated from disease iPSCs, which enabled us to perform cross-searching of therapeutic target 
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compounds for immune diseases. iPSCs were established from four types of congenital immunological 
disorders. These iPSCs were successfully differentiated into monocytes and immortalized. 
 For an autoinflammatory disease CINCA syndrome, iPSCs were established from a NLRP3 
mutation-negative CINCA syndrome patient. Monocytes differentiated from several iPSC clones 
showed increased IL-1β production while the others did not. Whole exome sequencing of iPSC clones 
identified a mutation in the NLRC4 gene specifically in clones exhibiting proinflammatory 
phenotypes. Detailed functional analysis using iPSC-derived monocytic cell lines revealed that IL-1β 
production in NLRC4 mutant was Caspase-1-dependent and IL-18 production was also enhanced. 
Knocking out of the NLRC4 gene in a NLRC4-mutant iPSC clone by CRISPR/Cas9 system canceled 
IL-1β overproduction. Thus, somatic mosaicism of a NLRC4 mutation was identified as a new genetic 
cause of CINCA syndrome (Kawasaki, Arthritis Rheum, 2016). 
 We also established iPSCs from early onset sarcoidosis (EOS, also known as Blau syndrome) 
patients. We found that iPSC-derived macrophages with NOD2 mutation produced inflammatory 
cytokines IL-6, TNF and IL-8 in a ligand-independent and IFN-γ-dependent manner. IFN-
γstimulation promotes the nuclear localization of NF-κB p65 subunit and binding of p65 to the 
promotor regions of IL-6 and IL-8. In addition, RNA-seq analysis revealed that expression 
inflammation-associated genes were upregulated in the mutant monocytic cell lines. Therefore, a part 
of auto-inflammation in EOS patients is due to activation of ligand-independent NF-κB pathway and 
cytokine overproduction. 
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