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研究成果の概要（和文）： 

定量 PCR, マイクロアレイ解析により、自然免疫系が川崎病急性期の病態に深く関与して

いることが判明した。さらに、HCAECs を用いた in vitro の実験により、自然免疫系受容

体の ligand である NOD1 ligand により ICAM-1 の発現や、IL-8 の産生が促進されること

がわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Both microarray and quantitative RT-PCR analyses have shown that the innate 
immune system might be involved in the pathogenesis and pathophysiology of 
Kawasaki disease. NOD Ligands enhance ICAM-1 expression and cytokine production 
by human coronary artery endothelial cells in vitro.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 川崎病の原著が 1967 年に発表されて以

降、多くの原因解明研究がなされているが 
川崎病の原因はいまなお明らかになってい

ない。一方、川崎病急性期の病態は、免疫

系の過剰な活性化を特徴とし、炎症性サイ

トカインおよびケモカインの上昇を伴うこ

とは報告されてきた。末梢血単核球

(PBMNC)がこれら chemical mediator の

主要な産生源であるかははっきりしていな

い。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、川崎病急性期の病態解析を通
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じて、いまだ原因不明である川崎病の病因
解明を最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
 

川崎病の急性期病態を明らかにするた

めに、急性期 PBMNC の活性化については

Flow cytometer を、急性期 PBMNC の遺

伝子発現については、マイクロアレイおよ

び定量的 RT-PCR 法を用いて解析した。 

 次に、自然免疫系受容体を刺激する菌も

しくは菌体壁成分により、ヒト臍帯静脈内

皮細胞(HUVEC)、ヒト正常冠動脈内皮細胞

(HCAECs)を in vitro で刺激した。 

day1、3、5 において、 

a. ICAM-1(CD54)の発現を flow cytometer

により解析した。 

b. 培養上清中の IL-8、IL-6、IL-1β、IL-10、

TNF- α 、 IL-12p70 産 生 を BDTM 

cytometric Bead Array により解析した。 

<刺激に用いた ligands> 

peptidoglycan (PGN、S.aureus 由来)、

PGN K12 (E.coli 由来)、crude LPS、 

合成 lipid A (LPS の毒性中心)、Flagellin 

(S.typhimurium 由 来 ) 、 Nod1 ligand 

(iE-DAP)、Muramyl dipeptide (MDP、

NOD2 ligand)、zymosan を用いた。 
 
４．研究成果 
 

【 マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ を 用 い た

Pathway 解析】 

 急性期川崎病患者 PBMNC についてマ

イクロアレイ解析および Pathway 解析を

行った。その結果、Pathway 解析では急性

期川崎病に関連のある上位 12 pathway の

うち、獲得免疫に関連する 3 pathway が

down-regulate されており、自然免疫に関

連する 2 pathway が一部 up-regulate され

ていた。マイクロアレイ解析では、急性期

で高発現の上位 10 遺伝子のうち 5 遺伝子

が自然免疫に関連していた(NAIP、IPAF、

S100A9、FCGR1A、GCA)。一方、大半の

サイトカイン発現レベルが上昇していなか

った。 

【定量 PCR】 

 マイクロアレイの結果に基づいて、定量

PCR を行った。その結果、S100A9、A12 

発現レベルは川崎病急性期に有意に上昇し 

たが、TNF、IL6、IL1B 発現レベルは上昇

しておらず IL8 の上昇も軽度だった。 

 川崎病急性期の病態に自然免疫が関与し 

ている可能性が示唆されたため、自然免疫 

系 受 容 体 (Toll-like receptors, TLR 、

NOD-like receptor, NLR)の発現レベルを

定量PCRにより解析した。その結果、TLR2、

3、4、9 発現レベルに有意な変化は認めら 

れなかった。一方、NOD1、NOD2 発現レ

ベルは正常対照に比較して急性期で有意に

上昇した。 

 以上の解析結果から、自然免疫系が急性

期川崎病の病態に深く関与していることが 

示唆された。さらに、細胞内サイトカイン

染色の結果から、PBMNC からは TNF-α、

IL-10、IFN-γ等のサイトカインは殆ど産

生されていなかったことからも、PBMNC

は IL-6 や TNF 等の炎症性サイトカインの

主要な産生源でないことが判明した。 

 次に、自然免疫系受容体 ligand により内

皮細胞を刺激することにより、川崎病急性

期の病態における内皮細胞の役割を解析し

た。 

【経時的変化 (HCAECs)】 

a. ICAM-1 の発現 

crude LPS による刺激では day1 で 

最も高値でその後減少傾向を示した。

NOD1 ligand、MDP、PGN K12 による刺

激では、day3 でピークを示した。 



 

 

b.サイトカイン産生 

crude LPS による刺激では day3～5 で

IL-8 産生が高値を示した。PGN K12、MDP、

Zymosan、NOD1 ligand 刺激では、IL-8

産生のピークは day5 であった。IL-6 産生

は、crude LPS 刺激によってのみ認められ、

他の 4 種類のサイトカイン産生は認められ

なかった。 

【種々の濃度による Ligand 刺激 (day3, 

HCAECs)】 

a. ICAM-1 の発現 

細胞の viability、および ICAM-1 発現の 

結果から解析は day3 で行った。crude LPS、

PGN K12 刺激により ICAM-1 の発現が強

く誘導された。NOD1 ligand や MDP 刺激

でも ICAM-1 の発現が誘導された。 

b. サイトカイン産生 

crude LPS、PGN K12、NOD1 ligand、

zymosan 刺激により IL-8 産生が強く認め 

られた。IL-6 産生は、crude LPS 刺激によ

ってのみ認められ、他の 4 種類のサイトカ

イン産生はいずれの刺激でも認められなか

った。 

【NLR,TLR ligand の組み合わせによる相

乗効果の検討】 

HCAECsを用いたin vitroの実験において、

ICAM-1の発現やサイトカイン産生の増強

が、synthetic iE-DAP + MDP, もしくは

iE-DAP +  lipid Aの組み合わせで認められ

た。一方、IL-1 , IL-10,TNF-a, IL-12p70 の産

生は認められなかった。これらの結果から、

Nod1およびNod2, TLR の合成 ligandによ

りHCAECsが活性化されることが判明した。 
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