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研究成果の概要（和文）：PYNOD (NLR ファミリーに属する細胞質蛋白)の欠損マウスを作成し、主に免疫系におけるPY
NODの役割を検討した。PYNOD欠損マウスの自然免疫応答に明確な異常は認められず、獲得免疫応答である遅延型過敏症
応答に異常が認められた。しかし、皮膚経路で免疫したマウスの所属リンパ節は正常な抗原特異的インターフェロンγ
産生能を示し、末梢組織に投与した抗原が所属リンパ節に到達し、エフェクターT細胞が生成されるプロセスは正常で
あることが示唆された。したがって、PYNOD欠損マウスの獲得免疫応答異常の原因は所属リンパ節のエフェクターT細胞
が末梢組織へ移動する段階以降に存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have investigated the physiological role of PYNOD (a cytoplasmic
 protein belonging to the NLR family), especially its role in the immune system using PYNOD-deficient mice
. PYNOD-deficient mice exhibited a clear defect in the delayed type hypersensitivity that is a type of acq
uired immune responses, whereas we could find no apparent defect in innate immune responses in these mice.
 However, draining lymph node cells isolated from PYNOD-deficient mice that had been immunized through ski
n routes exhibited normal antigen-specific IFN-gamma production, suggesting that peripheral antigen was su
ccessfully delivered to draining lymph nodes and effecter T cells were normally generated in these mice. T
hus, it is likely that the cause of the defect in the acquired immune system of PYNOD-deficient mice exist
 in a process of or after the migration of effecter T cells from draining lymph nodes to peripheral tissue
s.
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１．研究開始当初の背景 
NLR ファミリーは免疫･炎症応答やプログラ
ム細胞死を制御する細胞質蛋白群である。中
でも、NLRP1/3, NLRC4 はアダプター蛋白 ASC 
と共にカスパーゼ１の活性化に働く複合体
（インフラマゾーム）を形成し、IL-1βなど
の炎症性サイトカインの成熟に重要な役割
を果たす。また、NLRP3 の機能の亢進や不全
は、周期熱症候群、糖尿病、動脈硬化、アル
ツハイマー病など様々な疾患の原因、素因と
なることが明らかになりつつある。我々は
NLR ファミリーに属する PYNOD を発見し、こ
の蛋白分子が ASCやカスパーゼ 1に対する阻
害因子として働くことにより、IL-1βなどの
炎症性サイトカインの産生を抑制しうるこ
とを示してきた。しかし、免疫炎症促進型 NLR 
蛋白に比べ、免疫炎症抑制型 NLR 蛋白の生理
的な意義は確立されておらず、遺伝子欠損マ
ウスなどを用いて、個体レベルでその役割を
解明することが、この研究領域で重要な課題
になっている。 
 
２．研究の目的 
PYNOD トランスジェニックマウスなどを用い
たこれまでの解析から、PYNOD の発現が亢進
すると、病原体刺激などによるマクロファー
ジからの IL-1βなどの産生が減少し、マウス
はエンドトキシンショックに抵抗性を示す
ことが判明している。しかし、定常レベルの
PYNOD の役割については不明である。そこで
本研究では、新規に樹立した PYNOD 欠損マウ
スの解析を中心に、PYNOD の生理的役割、特
に免疫系における役割を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) SPF 環境下でマウスを長期間飼育し、寿
命、妊孕性、体重、血液学的パラメーター、
胸腺、リンパ節、脾臓等の細胞数と細胞組成
などを解析した。 
(2) 腹腔マクロファージおよび骨髄由来マ
クロファージを細菌・ウイルス感染や病原体
関連物質で刺激し、IL-1、TNF、IL-6 等の
産生量を ELISA 法で定量した。また、カスパ
ーゼ１や IL-1βのプロセシングはウエスタ
ンブロット法で解析した。 
(3) マウス腹腔に致死量のリポポリサッカ
ライド（LPS）を投与し、24 時間および 48 時
間後の生存率を調べた。また、血清中の IL-1、
TNFを ELISA 法で定量した。 
(4) ネズミチフス菌をマウス腹腔に接種し、
48 時間後の肝臓および脾臓のホモジェネー
トを寒天培地に塗布し、コロニー数を計測し
た。 
(5) azoxymethane （AOM）と dextran sulfate
（DSS）投与による大腸がん誘発モデルおよ
び炎症誘導性胃粘膜過形成モデルマウス
(C2mE マウス)において発がんや粘膜過形
成に対する PYNOD 欠損の影響を検討した。 
(6) T 細胞依存性遅延型過敏症を、以下の 2

つの実験系で検討した。i)トリニトロクロ
ロベンゼン（TNCB）感作マウスの耳介に TNCB
を再塗布して、24 時間後の耳介の腫脹を計
測した。ii)卵白アルブミン免疫マウスの足
蹠に卵白アルブミンを皮下注射し、24 時間
後の足蹠の腫脹を計測した。 
(7) 末梢組織で抗原を取り込んだ樹状細胞の
所属リンパ節への移動を、以下の 2つの実験
系で検討した。i)蛍光微粒子（Fluoresbrite）
をマウス鼻腔内投与し、16 時間後の縦隔リン
パ節に出現する蛍光陽性 CD11c 陽性樹状細胞
の数をフローサイトメトリーで計測した。
ii)FITC-デキストランをマウス足蹠に投与し、
8時間後の膝下リンパ節に出現する FITC陽性
CD11c 陽性樹状細胞の数をフローサイトメト
リーで計測した。 
(8) 卵白アルブミンで皮下免疫したマウスよ
り単離した所属リンパ節細胞をin vitroで抗
原刺激し、IFN産生量をELISA法で定量した。 
 
４．研究成果 
(1) PYNOD 欠損マウスは、SPF 飼育環境では外
見上際立った異常所見はなく、発育や妊孕性
などにも異常は認められなかった。またヘマ
トクリット値、赤血球、血小板、白血球数は
正常範囲内であり、リンパ節や脾臓における
細胞数や組成なども野性型マウスと同様であ
った。 
(2) PYNOD 欠損マウスの腹腔マクロファージ
および骨髄由来マクロファージは、ATP、ニゲ
リシン、尿酸結晶などの NLRP3 活性化物質に
よる刺激や、サルモネラ菌、黄色ブドウ球菌、
緑膿菌、A 型溶連菌、インフルエンザウイル
スなどの感染よる IL-1、TNF、IL-6 などの
炎症性サイトカインの産生は正常であった。
またサルモネラ菌感染によるカスパーゼ 1 の
活性化も正常であった。 
(3) LPS 腹腔投与による致死性エンドトキシ
ンショックのマウスモデルにおいて、PYNOD
欠損マウスは野性型と比較して生存率や血清
サイトカイン濃度（IL-1、TNF）に明らかな
差を認められなかった。 
(4) ネズミチフス菌をマウス腹腔に接種し、
48時間後の肝臓および脾臓の生細菌数を定量
したが、野生型マウスと PYNOD 欠損マウスの
間で有意差は認められなかった。 
(5) AOM-DSS 誘導大腸癌モデルおよび炎症
誘導性胃粘膜過形成モデルマウスにおいて
PYNOD 欠損の影響を検討したところ、野生
型と比べ発がんや粘膜過形成の程度に差は
認められなかった。 
(6) PYNOD 欠損マウスは、トリニトロクロロ
ベンゼンや卵白アルブミンに対する T 細胞依
存性遅延型過敏症応答が著明に抑制されてい
た。 



(7) 最近 PYNOD 欠損マウスでは抗原を取り込
んだ局所樹状細胞の所属リンパ節への移動が
抑制されていると報告されたたが、我々の解
析ではそのような異常は認められなかった。 
(8) 卵白アルブミンで免疫したPYNOD欠損マ
ウスより単離した所属リンパ節細胞は ex 
vivo で正常な抗原（卵白アルブミン）特異的
IFN産生能を示した。 
以上の結果より、PYNOD 欠損マウスの自然

免疫応答には明確な異常が認められず、むし
ろ獲得免疫応答に異常があることが判明し
た。さらに、皮下免疫した抗原刺激は正常に
所属リンパ節まで到達していることから、
PYNOD 欠損マウスにおける獲得免疫異常の原
因は、所属リンパ節で生成されたエフェクタ
ーT 細胞が末梢組織へと移動するプロセス以
降に存在することが示唆された。 
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