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研究成果の概要： 

ピリンタンパク質は 4つの主要なタンパク質ドメインから構成され、同様にピリンドメインを

持つファミリ－タンパク質と相互作用し、炎症性サイトカインである IL-1βの産生を抑制し、

さらに NFκB の活性化を抑制し、炎症を終息させる働きを持つ。このピリン蛋白の中でヘリッ

クス構造をなすピリンドメインは蛋白―蛋白の相互作用に関わる重要な部分である。我々はピ

リンドメインの相互作用するプラットフォ－ム形成を阻害することによって炎症の抑制を行う

ため、細胞内導入ペプチドシークエンス（KKKKKKKKK）をアミノ末端に付加し、さらにカルボキ

シ末端には HA タグシークエンスを付加したピリン蛋白由来のピリンドメインを大腸菌で作成

した。この蛋白を Ni カラム、ゲル濾過、陰イオン交換カラム、そしてエンドトキシンを除く

ためにポリミキシンカラムで精製し、マウス気管支喘息モデルを作成後、経鼻的に導入しその

効果を検討した。結果：血清、BALF 中の炎症性サイトカインを検討し、IL-5 がピリンドメイン

導入した群で有意に低下し、好酸球の減少も確認された。また組織の検討ではピリンドメイン

タンパク質は気道上皮細胞、気道上皮下の単核球にもその導入が確認された。これらの結果は

経気道的投与により、吸入ステロイド薬に替わり選択的に NFκB を抑制しアレルギー性気道炎

症を抑える治療薬の可能性を示した。 
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イド薬が広く用いられているが、ステロ

イド薬は炎症を抑制する効果以外にも

重大な副作用も誘導する。したがって、

副作用がなく選択的に炎症を抑制する

治療法の検討が必要と考えられる。 

 

(2)気道炎症に関与する炎症性サイトカ

インやケモカイン、接着因子の遺伝子発

現に広くかかわっている転写因子とし

てNF-kBが知られている。このNF-kBの活

性化経路に抑制的に働くシグナルタン

パクとしてPyrin が挙げられる。Pyrin

はNF-kＢの調節因子であるIKK-a/b/g 

と相互作用しNF-kBとIkBの結合を解離

させないようにし、NF-kBが核内に移行

しないようにしてNF-kBの活性化を抑え

る。ヒトにおいては発熱を繰り返す遺伝

性の炎症性疾患である家族性地中海熱

の原因遺伝子として知られている。これ

らの炎症抑制性シグナル蛋白を気道に

導入して気道の炎症を選択的に制御す

ることは副作用のない抗炎症治療の開

発につながると考えられる。 

 

(3)これまで目的の遺伝子を組み込んだ

発現ベクターの気道への遺伝子導入は、

導入効率の低さや発がん性及び異常免

疫反応の発現などのため臨床応用は難

しいと考えられてきた。 

近年、塩基性のアミノ酸をペプチドとして

付加することによりタンパク質を細胞内

に導入する技術が開発された。HIV－１ウ

イルスの中の TAT たんぱく質から細胞内

蛋白導入に関わる塩基性アミノ酸からな

るペプチドシークエンス（RKKRRQRRR;アミ

ノ酸一文字表記で示す）が発見され、この

シークエンスを付与することにより細胞

内に容易に導入できることが報告されて

いる。 

 

２．研究の目的 

 Pyrin組換え体蛋白の気道への投与によ

り、マウスを用いたアレルギー性気道

炎症モデルにおける気道炎症を抑制制

御することが可能かどうかを検証する。 

 

３．研究の方法 

(1) 組み変え体のタンパク質及びベク

タ－の作成 

大腸菌で組み変え体タンパク質を作

り、ポリHistidine （His）タグのシ

ークエンスが組み込まれているので

Ni+カラムで精製する。これだけでは

タンパク質の精製度が不十分でさら

に イ オ ン 交 換 カ ラ ム 、 gel 

filtrationにて精製度を高め、さら

に大腸菌で蛋白を作らせるので菌体

由来のエンドトキシンが混入する可

能性があるのでポリミキシンBカラ

ムで除く。 

 

(2) アレルギー性気道炎症マウスモ

デルに対する組み換え蛋白の投与 

６～８週齢のマウス（strain: 

BALB/c）を用いる。これまでマウ

スのアレルギー気道炎症モデルは

確立している。OVAを水酸化アラム

と混合して2回腹腔感作後、連日

OVAを超音波ネブライザーを用い

て連日吸入暴露を行う。同時に組

み替え蛋白を一匹あたり10, 50, 

200μgを連日微量注入用注射器を

用いて直接に気管内に注入する。

３、７、14日目にマウスを脱血後

生食１ｍｌにて2回気管支肺胞洗

浄 (BAL)を施行し、肺組織をOCT 

compound中に包埋し凍結保存する。 

(3) アレルギー気道炎症に対する Pyrin

組み換え蛋白の効果の解析 

(2)で示した組み替え蛋白を投与し

たマウスの気道組織中NF-・Bの発現レ

ベル及び活性化の程度をWestern Blot

法にて解析し、OVA陽性コントロールと

比較する。 

(2)で得られた血液及びBAL液中の細

胞分画を調べる。血清中及びBAL液上

清中のサイトカイン (IL-2, IL-4, 

IL-5, IL-10, Interferon-γ)をフロ

ーサイトメトリーを用いたファーミ

ンジェン社製cytokine Bead Array 

inflammatory kitsで測定する。組織

学的には、気道粘膜下への細胞浸潤の

程度、7日及び14日目の組織では上皮

の杯細胞化の程度、粘膜下のコラーゲ

ン沈着の程度をElastica Masson 染色

を施行して調べ、OVA暴露の陽性コン

トロールと比較する。 
 



４．研究成果 
(1) ピリンドメイン蛋白の作成 
下記の protein construct を用いた。 

 

 

 
PTD:protein transduction domain(N.ter 
KKKKKKKKK-C ter) 
HA: HA tag 
 
(2)ピリンの気道炎症に対する効果 
OVA 感作喘息モデルマウスに対してピリンド
メイン蛋白を経鼻投与してその効果を調べ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Total:総細胞 (x104)、AM:肺胞マクロファー
ジ、Lym:リンパ球、 EO: 好酸球、Neu:好中
球 
ピリンは OVA吸入により誘導された肺胞洗浄
液中好酸球数を有意に減少させ(p<0.05)、ア
レルギー炎症に対する効果を有することが
確認された。 
 
(3) 肺胞洗浄(BAL)液中サイトカインに対す
るピリンの効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OVA 感作マウスに３日間 OVA 吸入した場合（青）
と OVA と同時にピリンを経鼻的に投与した場合
（赤）の BAL 液中のサイトカイン濃度を比較した。 
ピリンはOVA吸入により誘導されたBAL液中 IL-5
濃度(pg/ml)を有意に低下させ、アレルギー炎症に
対する効果を有することが確認された。 

(4)血清中サイトカインに対するピリンの
効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

x104 cells

  p<0.05
 
(3)と同様の条件で、OVA のみ(青)と OVA+ピ
リン（赤）の場合を比べた。 
ピリンは OVA 吸入により誘導された血清中
IL-5 濃度を有意に低下させ、アレルギー炎
症に対する効果を有することが確認された。 
 
(5) ピリンの組織学的変化に対する効
果 
 
OVA 感作マウスに対して７日間 OVA を吸
入暴露して肺組織を採取し、HE 染色を行
い、炎症細胞浸潤及び気道組織変化を観
察すると、気道上皮細胞の杯細胞化及び
気道粘膜下への好酸球を中心とする炎
症細胞浸潤が著明であった。一方、ピリ
ンを投与した場合には、好酸球を中心と
した炎症細胞浸潤は著明に抑制された。 
 
(6) 気道組織におけるピリン蛋白の局
在 
 
ピリン蛋白に結合している HIStag に対
する抗体を用いて、ピリンを経鼻投与し
たマウスの組織を用いて免疫染色を行
った。結果は、気道上皮細胞及び気道粘
膜下単核球細胞に局在することが確認
された。 
 
(7) 結論 
 
本研究で作製したピリン蛋白の経鼻投
与により、ピリンは気道組織細胞内に到
達して、喘息マウスモデルにおけるアレ
ルギー性気道炎症を抑制した。この結果
はステロイドに替わるより選択的な抗
炎症剤による治療の可能性を示した。 
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