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研究成果の概要（和文）：マウス胎仔における自然免疫受容体Nod1の役割を検討した。Nod1リガンドを妊娠マウ
スに投与すると、胎児子宮内発育遅延（IUGR）または子宮内胎児死亡（IUFD）が惹起された。Nod1リガンド投与
により主に胎児血管で炎症性サイトカインが産生された。母獣由来のNod1リガンドは、胎児に直接作用し、主に
胎仔血管で炎症応答を誘導した。胎児血管組織のマイクロアレイ解析にて、炎症反応やアポトーシス応答が誘導
された。子宮内発育遅延の病因の１つとして、Nod1シグナルを介した胎児血管病変が関係している可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：Nod1 is one of the pattern recognition receptors that play an important role
 in the induction of innate immune and inflammatory responses. However, little is known about the 
deleterious effects of activated Nod1 signaling on embryonic growth and development. In this study, 
we demonstrated that administration of Nod1 ligand to pregnant mice induced IUGR and IUFD. Maternal 
injection of Nod1 ligand induced robust increases in the amounts of CCL2, IL-6, and TNF proteins as 
well as NO in maternal, placental and fetal tissues. CCL2 and IL-6 mRNAs were significantly induced 
in the fetal vascular tissues with maternal injection of Nod1 ligand than those in other tissues. 
Using Nod1-knockout mice, we verified that maternal Nod1 ligand directly induced upregulation of 
genes associated with immune response, inflammation, and apoptosis in fetal vascular tissues. Our 
data thus provided new evidence for the pathogenic role of Nod1 in the development of IUGR and IUFD 
at the maternal-fetal interface.
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１．研究開始当初の背景 
NOD-like receptor のひとつである NOD1 は、
細菌ペプチドグリカン関連小分子群に応答
し、最終的に NF-ｋB を活性化し、炎症系サ
イトカイン遺伝子などの多くの遺伝子の転
写を活性化する自然免疫受容体である。我々
は、 Nod1 リガンドがマウスに血管炎
（Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011）
および動脈硬化を惹起することを見出した
（J Immunol. 2015）。そこで、妊娠マウスに
Nod1 リガンドを投与したところ、Nod1 リガ
ンドは胎児へ経胎盤移行し IUGR が惹起され
た。胎児の免疫応答は主に自然免疫であり、
TLR（Toll-like receptor）-2、3、4、9など
と流早産や胎児奇形との関連が報告されて
いる（Am J Reprod Immunol. 2010）。細菌か
ら放出され環境中に広く存在していると考
えられる Nod1 リガンドも、妊婦・胎児に作
用し、妊娠転帰に影響を及ぼしている可能性
は十分考えられるが、そのような報告はほと
んどない。 
 
２．研究の目的 
胎児子宮内発育遅延（IUGR）は全妊娠の 5～
8%に発症し、周産期死亡や早産、将来的な生
活習慣病や発達障害などのリスクとなる。し
かし約半数のIUGRは原因不明である（Avery’
s Diseases of the Newborn, 9th ed. 2011）。
我々は予備実験により、妊娠マウスへの Nod1
リガンド投与にて、子宮内胎児死亡（IUFD）
と IUGR が惹起されうることを見出した。本
研究では、妊娠マウスへの Nod1 リガンド投
与にて IUFD と IUGR が惹起されるメカニズム
を解析すること、IUGR 児における将来的な動
脈硬化や発達障害の発症が本モデルで説明
可能かどうかを明らかにすること、同時にヒ
トでの IUGR の病因・病態に NOD1 リガンドが
どのように関与しているかを検討すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）妊娠マウスへの Nod1 リガンド投与の影
響に関する検討 
8～12 週齢の C57BL/6 マウスを妊娠させ、妊
娠 14 日目に Nod1 リガンドを皮下投与した。
投与後の妊娠転帰（流早死産の有無）を確認
し、分娩がなければ妊娠 16 日目に安楽死さ
せた。母獣の血清、心臓、大血管を回収した。
胎児は外観で生死を判別し、生児は重量を測
定後、ホルマリン保存、またはタンパク分解
酵素阻害剤入り溶液でホモジネートした。HE
染色による病理学的評価と、サイトカイン測
定（BD Cytometric Bead array の Mouse 
Inflammation Kit を使用）を行った。 
（2）胎仔各組織における Nod1 リガンドに対
する反応性の評価 
 まず、胎仔における Nod1 リガンド作用組
織を同定するため、受胎後 18 日目の胎仔か
ら各組織を採取し、mRNA から cDNA 合成した
後、TaqMan法にてNod1の定量PCRを行った。 

次に、胎仔各組織における Nod1 リガンドに
対する反応性を評価するため、妊娠 18 日目
の C57BL/6 マウスに Nod1 リガンドを投与し、
6 時間後の胎仔各組織を採取し、炎症性サイ
トカインの mRNA 発現を TaqMan 法による定量
PCR で比較した。 
（3）Nod1 ノックアウトマウスを用いた IUGR
モデルの病態に関する検討 
母獣 Nod1-/-（ホモ）、父獣 Nod1+/-（ヘテ

ロ）で交配し母獣へ Nod1 リガンドを投与す
ると、母獣は Nod1 リガンドによる影響はな
くなり、同腹児は Nod1-/-（ホモ）または
Nod1+/-（ヘテロ）と Nod1 遺伝子型を区別で
き、胎児への Nod1 リガンドの直接的な影響
を評価できる。E18 時に母獣へ Nod1 リガンド
投与し、6 時間後に胎児から各種臓器を摘出
した。血管組織でマイクロアレイによる解析
を行い、変化したシグナル経路について検討
した。 
（4）ヒト IUGR 患者における Nod1 の関与の
検討 
 IUGR 患者の母体血清、羊水、臍帯血血清を
回収し、-20℃で保存した。HEK293細胞にNOD1
遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
HEK-Blue™ mNOD1 細胞（InvivoGen）を用いて、
患者検体中のNOD1リガンド活性を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）妊娠マウスへの Nod1 リガンド投与によ
る影響 
 我々は Nod1 リガンドがマウスで血管病変
を惹起することを見出していたため、妊娠マ
ウスへの Nod1 リガンド投与により、胎仔で
血管炎が惹起されると仮説を立てた。しかし
妊娠 16 日目（Nod1 リガンド投与後 2 日）の
病理組織学的評価では、母獣および胎仔で血
管炎の所見を認めなかった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 1） 
 
Nod1リガンド投与後6時間での母獣血清お

よび胎仔ホモジネート上清で、炎症性サイト
カインと一酸化窒素の上昇を認めた（図 2）。
以上から、妊娠マウスへの Nod1 リガンド投
与により母獣と胎仔で炎症性変化を来すこ
とが分かり、このため IUGR や IUFD が惹起さ
れることが推定された。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 2） 
 
（2）胎仔各組織における Nod1 リガンドへの
反応性の評価 
 次に、妊娠 18 日目マウスに Nod1 リガンド
を投与し、6 時間後の胎仔各組織の炎症性サ
イトカイン mRNA 発現を調べたところ、主に
血管で発現が亢進していた（図 3）。 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 3） 
 
（3）Nod1 ノックアウトマウスを用いた IUGR
モデルの病態に関する検討 
 母獣 Nod1-/-（ホモ）、父獣 Nod1+/-（ヘテ
ロ）で交配し母獣へ Nod1 リガンドを投与す
ると、同腹児血管組織での Nod1-/-（ホモ）
と Nod1+/-（ヘテロ）での比較では、主に血
管で炎症反応が強かった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 4） 
 

血管マイクロアレイ解析では、Nod1 リガンド
により、主に炎症反応やアポトーシスのシグ
ナル経路が変動していた（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 5） 
 
以上から、母獣に投与された Nod1 リガン

ドは、胎児血管に直接作用し、炎症性応答や
アポトーシス反応が惹起されることが分か
った。 
（4）ヒト IUGR 患者における NOD1 の関与 
 約 80 名のヒト IUGR 患者において、母体血
清、羊水、臍帯血血清中の NOD1 リガンド活
性を調べた。本実験では、NOD1 リガンド活性
を有する検体は見出せなかった。 
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