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研究成果の概要（和文）：NOD-like receptor family pyrin domain containing 6 (NLRP6)は主に消化管上皮等
に発現し、腸内細菌叢や恒常性維持に重要な役割を果たしている。我々はNLRP6がT細胞に発現し、活性化すると
発現が増強することを発見した。また、メカニズム解析では活性化T細胞における負の制御機構となる可能性を
明らかにした。マウス骨髄移植モデルでは、NLRP6 KOマウス由来T細胞を輸注した場合、野生型群に比較して有
意に生存率の低下と移植片対宿主病の悪化を認めた。以上の結果はT細胞におけるNLRP6の機能はGVHD制御機構に
おいて重要な役割を持つことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：NOD-like receptor family pyrin domain containing 6 (NLRP6) plays an 
important role in regulating gut microbiota and homeostasis. However, whether NLRP6 regulates T cell
 functions remains unknown. We found that naive T cells express NLRP6 but the absence of NLRP6 did 
not affect the numbers and the subpopulation of T cells, such as regulatory T cells. The expression 
of NLRP6 in T cells was dramatically increased following stimulation with anti-CD3/CD28 antibodies. 
NLRP6 deficient T cells exhibited significantly greater proliferation after non-specific T cell 
receptor stimulation as well as mixed lymphocyte reaction (MLR). We also demonstrated that the 
absence of NLRP6 on donor T cells exacerbated graft-versus -host disease (GVHD) in multiple 
irradiated and non-irradiated BMT models. We suggest that NLRP6 is a potentially novel negative 
regulator of T cell responses, and maybe a useful target to mitigate GVHD.

研究分野：造血幹細胞移植、血液内科学

キーワード： 移植片対宿主病　NLRP6　T細胞　同種移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、炎症反応においてNLRP6がインフラマゾーム依存性メカニズムを持つだけでなく、非依存性メカ
ニズムを持っていることを明らかにしたことにより、NLRP6が種々の免疫反応において多種多彩な機能を持つこ
とを明確に示すことができた。NLRP6の免疫細胞における機能解析を発展させる事で、敗血症などの炎症性疾患
のみならず移植片対宿主病や自己免疫疾患、さらには悪性腫瘍内の微小環境下における免疫抑制機構の解明にも
貢献すると考えられる。NLRP6の制御機構を明らかにする事で、将来的な免疫チェックポイントや免疫抑制剤の
開発につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 同種造血幹細胞移植療法は急性白血病などの血液悪性腫瘍をはじめ、種々の血液・免疫疾患の
根治療法として本邦では 2018 年現在、年間 3500 例余の件数が施行されている。本療法ではド
ナーの T細胞等がレシピエントの残存腫瘍細胞を攻撃し死滅させる graft-versus-tumor (GVT)
効果が期待できる一方、重篤な合併症の一つである急性移植片対宿主病（graft-versus-host 
disease: GVHD）を発症することも多い。一般的に急性 GVHD 予防として、免疫抑制剤(カルシニ
ューリンインヒビターなど)投与が行われるが、30-80％の患者に本合併症が発症することから、
急性 GVHD の新規予防及び治療法の開発が不可欠である。 
 急性 GVHD の発症機序として、1)前処置による組織障害及び炎症性サイトカインの放出に
よるドナー及びレシピエント由来抗原提示細胞の活性化 1, 2、2)活性化抗原提示細胞により
ドナーT細胞が刺激され増殖を繰り返し、エフェクターT 細胞へと分化 3, 4、3)エフェクタ
ーT 細胞の GVHD 標的臓器への浸潤と組織破壊が知られている。従って、前処置に伴う組織
障害保護と炎症抑制、活性化抗原提示細胞やドナーT 細胞の効果的な制御誘導法の開発が
急性 GVHD 予防及び治療において極めて重要である。 
インフラマソームの一種である NOD-like receptor family pyrin domain containing 6 
(NLRP6)は主に消化管上皮等に発現しており 5、正常腸内細菌叢 6や恒常性維持 7等に重要な
役割を果たしているが、我々は腸管上皮における NLRP6 の発現が腸内細菌叢・インフラマ
ソーム非依存的に急性 GVHD を増悪させることを発見した 8。しかし、T細胞における NLRP6
の機能については知られていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、1)活性化 T 細胞における NLRP６の免疫学的機能、2)NLRP6 のドナーT 細胞発
現と急性 GVHD 発症に関する病態生理学的検討である。 
 
３．研究の方法 
(1)活性化 T細胞における NLRP6 の発現は、野生型（WT）マウスの脾臓由来 T細胞を magnetic 
activated cell sorting (MACS)にて分離後、in vitro にて抗 CD3・CD28 抗体を用いて T cell 
receptor (TCR)を非特異的に刺激し、継時的に回収した T細胞のメッセンジャーRNA を測定し
て行った。 
(2)NLRP6 の T細胞分化及び活性化に与える影響は、NLRP６欠損（KO）と WT マウスの脾臓由来 T
細胞の亜分画や活性化マーカーの発現を Fluorescence-activated cell sorting (FACS)にて検
討した。また、抗 CD3・CD28 抗体による T cell receptor (TCR)非特異的刺激と BALB/c マウス
由来照射脾臓細胞及び骨髄細胞由来樹状細胞との混合リンパ球培養反応（mixed lymphocyte 
reaction）を 3H-thymidine 取り込み試験及び carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
染色を用いて行なった。 
(3) NLRP6 発現 T細胞の GVHD に与える影響については、一般的に汎用されている主要組織適合
抗原不一致同種骨髄移植マウスモデルのB6(H2b)→BALB/c(H2d)系を用いて生存率及びGVHD重症
度を比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1)活性化 T 細胞における NLRP6 の発現: WT マウス由来 T 細胞を抗 CD3・CD28 抗体を用いて刺
激したところ、刺激後 3-6 時間後に発現の上昇を認め、24時間後には定常状態に回復した。 
 
(2)NLRP6 発現の T細胞亜分画及び非刺激時の活性化マーカーに与える影響：NLRP6KO と WT マウ
スから脾臓を抽出し、naïve（CD44-CD62L+）、effector (CD44+CD62L-)、central memory 
(CD44+CD62L+)、regulatory T cell (CD4+CD25+Foxp3+)の亜分画を FACS にて検討したが明らか
な有意差は認めなかった。また、CD69 や CD25 などの活性化マーカー及び PD-1 などの疲弊マー
カーも検討したが明らかな有意差は認められなかった。 
 
(3)非特異的 TCR 刺激： NLRP6KO と WT マウスの脾臓から MACS で T 細胞を分離し、抗 CD3 抗体
（2μg/ml）と抗 CD28 抗体（2μg/ml）の刺激を加えたところ、刺激 48 時間及び 72 時間後の
3H-thymidine 取り込み試験において、NLRP6KO T 細胞にて有意な増殖を認めた。同様に CFSE 法
にて CFSE 陰性増殖細胞を検討したところ、刺激 48時間及び 72時間後では NLRP6KO T 細胞で有
意な増加を認めた。 
 
(4)混合リンパ球培養（MLR）：共同研究先であるミシガン大学で行われた NLRP６KO と WT マウス
の脾臓から MACS で T細胞を分離し、これを反応細胞として、照射された BALB/c 由来骨髄細胞
誘導樹状細胞（30Gy）を刺激細胞として、96 well にて 72−120 時間の共培養を実施したところ、



NLRP6 T 細胞では 3H-thymidine 取り込み試験にて有意な増殖を認めた。同様に NLRP６KO と WT
マウスの脾臓から MACS で T 細胞を分離し、これを反応細胞として、照射された BALB/c 由来秘
蔵細胞（30Gy）を刺激細胞として、96 well にて 72−120 時間の共培養を実施したところ、CFSE
にて CFSE 陰性増殖細胞を検討したところ、3H-thymidine 取り込み試験同様に NLRP6 KO T 細胞
で有意な増殖を認めた。 
 
(5)マウス GVHD モデル：レシピエントとして BALB/c マウスを用い、移植前日に前処置として８
Gy の照射を施行後、移植当日(day 0)に同系コントロールとして BALB/c マウスの骨髄細胞
（5x106）及び脾臓由来 T 細胞（1x106）を、同種移植として WT 由来の骨髄細胞（5x106）及び
WT または NLRP6 KO マウスの脾臓由来 T 細胞（1x106）を尾静脈から輸注し生存率及び GVHD 重
症度を観察した。NLRP6 KO マウス由来 T 細胞輸注群では WT T 細胞を輸注群に比較して、有意
に生存率の低下を認め、GVHD 臨床スコアでも有意に悪化していた。同様に、共同研究先である
ミシガン大学 Dr. Reddy 研究室で行なった移植実験でも同様な結果を得ることができた。この
ことは、異なった飼育環境下でも同様な結果が得られていることから、NLRP6 発現 T 細胞は腸
内細菌非依存的にドナーT細胞の活性化を制御していることが明らかにされた。 
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