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研究成果の概要：本研究では、細菌由来ペプチドグリカンの細胞内センサーである Nod1 を介

したシグナルが、CD8α+樹状細胞（DC）のクロスプレゼンテーション能を増強し、より効果

的に抗原特異的細胞障害性 T 細胞の増殖及び活性化を誘導しうることを明らかにした。他方、

Nod1 刺激物質を投与したマウスはエンドトキシンショックに対する感受性が高まることから、

同刺激が強力なアジュバンド活性を有することが判明した。これらの結果は、これまでに知ら

れていなかった Nod1 シグナルを介する防御免疫応答機構を明らかにするとともに、新たな抗

腫瘍免疫治療の開発に繋がる可能性を含む重要な知見と考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)細胞質に発現する non-Toll-like receptor 
(TLR)は、新規の病原体センサーとして注目

されており、細胞膜、エンドソーム及び小胞

体に発現する TLR とは異なる機能が示唆さ

れている。 
 
(2) 完全フロイントアジュバンド(complete 
freund adjuvant; CFA)は細胞性免疫を誘導

するが、CFA のアジュバンド活性の一部は細

菌の細胞壁の骨格をなすペプチドグリカン

(peptideglycan; PGN)の要構造であるムラミ

ルジペプチド(muramyldipeptide; MDP)によ

り誘導されることが明らかにされている。し

かしながら、MDP によるアジュバンド活性の

誘導機構は不明であった。 
 
(3) PGN の構成成分であるγ-グルタミル-メ
ソ -ジアミノピメリン酸 (γ -D-glutamyl- 
meso-diaminopimelic acid; iE-DAP) 及 び
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MDP のレセプターは nucleotide-binding 
oligomerization domain (Nod)1及びNod2で

あり、共に細胞質に発現することが明らかに

なっていた。Nod1 が様々な組織及び細胞で

広範囲に発現しているのに対し、Nod2 は単

球や樹状細胞 (dendritic cell; DC)などの抗原

提示細胞に限局して発現していることが確認

されていた。従って、Nod1 と Nod2 は共に

DC に発現すること明らかにされていたが、

その機能はほとんど解明されていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、in vivo における Nod1 及び

Nod2 を介した自然免疫応答及び抗原特異的

獲得免疫応答の誘導メカニズムについて、炎

症性反応モデル、感染モデル及び卵白アルブ

ミン(ovalbumin; OVA)特異的クロスプライ

ミング誘導モデルなどを用いて明らかにする

ことを目的とした。特に、各々の免疫応答に

中心的な役割を担う DC の機能が、Nod シグ

ナルの活性化によりどのように修飾されるか

を解明しようと考えた。 
 
(1) Nod1 リガンドによる DC の MHC クラス

I 分子(MHC-I)を介した抗原提示増強作用の

解明 
DC は病原細菌、ウイルスなどに感染した細

胞を貪食し、これら由来の外来性抗原を

MHC-I 分子を介して CD8+T 細胞に提示する

(クロスプレゼンテーション)。このようなシス

テムで CD8+T 細胞が活性化される現象はク

ロスプライミングと呼ばれるが、これまでに

TLR リガンド刺激は、DC のクロスプライミ

ング効果を増強することが明らかにされてい

る。これは、TLR リガンド刺激が、食作用並

びにファゴソームとリソソームの融合を促進

す る 結 果 と 考 え ら れ て い る (Science, 
304:1014-1018, 2004)。また、DC がウイルス

感染細胞を貪食すると TLR3 シグナルを介し

てクロスプライミングが増強され、結果とし

て細胞障害性 CD8+キラーT 細胞(cytotoxic T 
lymphocyte; CTL)誘導の亢進、及びこれによ

る効率的なウイルスの排除が行われることが

報告されている(Nature, 433:887-892, 2005)。
しかしながら、Nod1 を含む細胞質レセプタ

ーがクロスプライミングに及ぼす影響につい

ては不明であった。本研究では、Nod1 シグ

ナルが、他の TLR シグナルと同様に、DC の

クロスプラミング能を増強しうるかを検討し

た。 
 
(2) エンドトキシンショックモデルを用いた

炎症性応答メカニズム 
 MDP を前投与したマウスに LPS を投与す

ると Nod2 依存的にエンドトキシンショック

が誘発される(Science, 307:731-734, 2005)。
我々は、Nod1 リガンドを前投与した野生型

マウスに LPS を投与する場合にも、同様にエ

ンドトキシンショックが誘発され、一方、

Nod1-/-マウスでは誘発されないことを見出

していた (未発表)。同知見は、Nod1 リガン

ドがNod2リガンドと同様に in vivoにおける

アジュバンド活性を有することを示唆してい

る。本研究では、Nod1 シグナルを介したア

ジュバンド活性の誘導に関わる細胞及びサイ

トカインについて検討した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Nod1 リガンドによる DC の MHC-I によ

る抗原提示増強作用の解明 
 in vivoにおけるクロスプライミング効果を

評価する実験系として、本研究ではモデル抗

原として OVA をマウスに静脈注射し、同抗原

のクロスプレゼンテーションを誘導する方法

を用いた。 
 また、クロスプライミングの誘導における

Nod リガンドの作用を評価するために，Nod1
リガンドである iE-DAP、FK156、FK565、
あるいは Nod2 リガンドである MDP を OVA
と共に野生型マウスと Nod1-/-マウスに投与

後、CFSE 標識した OVA 特異的 T 細胞であ

る OT-I 細胞を移入して、in vivo における

OT-I 細胞の増殖及び IFN-γの生産を観察し

た。また、CTL 活性については、in vivo killing 
assay により解析した。具体的には、OT-I 細
胞によって認識される OVA ペプチドを脾細

胞にパルスし、これを標的細胞にみたて、予

め OVA クロスプライミングを誘導したマウ

スに移入した。その後、これらの標的細胞が

個体から排除される程度を指標に検討した。

さらに、FK565、MDP によるクロスプライ

ミングの増強メカニズムについて、特に DC
における抗原提示に関わる分子群の発現変化

に着目し、リアルタイム PCR 法により解析し

た。さらに、当該現象の抗腫瘍活性に及ぼす

効果について EG-7(OVA を発現する癌細胞)
を用いた in vivo での癌細胞の増殖を指標に

検討した。 
 
(2) エンドトキシンショックモデルを用いた

炎症性応答メカニズム 
 Nod1 リガンド前処置によって誘発される

エンドトキシンショック（上記）に関わる細

胞集団を同定するために、T 細胞、B 細胞を



欠損する Rag2-/-マウス、あるいは DC、ナチ

ュラルキラー(natural killer; NK)細胞、マク

ロファージを特異的に除去したマウスに上記

の方法でエンドトキシンショックを誘導した。

さらに、FK565 によるエンドトキシンショッ

クの誘導に関わる TNF-αなどの炎症性サイ

トカインを ELISA 法で測定するとともに、

TNF-α中和抗体の投与で、この現象が回避で

きるかを検討した。  
 
 
４．研究成果 
(1) Nod1 リガンドによる DC の MHC-I によ

る抗原提示増強作用の解明 
 Nod1 リガンドを OVA と共に投与した野生

型マウスでは、OVA を単独投与した野生型マ

ウスに比べ、移入した OT-I 細胞の増殖、IFN-
γの生産、CTL 活性が亢進した。対照的に、

Nod1 リガンドを投与した Nod1-/-マウスでは

OT-I 細胞の活性化亢進が認められなかった。

このような Nod1 リガンド投与によるクロス

プライミングの亢進は、CD8α+ DC 特異的な

抗原提示能の増強によることが明らかとなり、

また、Nod2 リガンドにも同様の効果がある

ことが判明した。これを裏付けるように CD8
α+DC では Nod1 リガンド刺激により、抗原

提示に関わる分子群 (Sec61 α、 Tap1 、

calnexin など)や共刺激分子(CD40、CD86)
の発現亢進を認めた。さらに、Nod1 リガン

ドを OVA と共に投与した野生型マウスでは、

EG-7 の有意な増殖抑制が観察され、抗腫瘍活

性の増強効果が証明された。 
 
(2) エンドトキシンショックモデルを用 
いた炎症性応答メカニズム 
 Rag2-/-マウス及び DC あるいは NK 細胞を

特異的に除去したマウスでは、野生型マウス

同様、Nod1 リガンド前処置によって、エン

ドトキシンショックが誘発された。他方、マ

クロファージ除去マウスでは、同様の処置に

よってもエンドトキシンショックは誘発され

なかった。従って、同現象の誘発には、T、B、

NK 細胞及び DC は関与せず、マクロファー

ジが必須であることが明らかとなった。 
 また、野生型マウスでは、ショックの誘発

に伴い、血清中に炎症性サイトカインである

TNF-αが検出されたのに対し、Nod1-/-マウス

では、同様の処置によっても TNF-αがほと

んど検出されなかった。この際、野生型マウ

スにおける、TNF-αの主要な生産源はマクロ

ファージであることが確認された。さらに、

TNF-α中和抗体を投与することで、野生型マ

ウスに誘発されたエンドトキシンショックを

回避することができたことから、Nod1 リガ

ンド前処置によって誘発されるエンドトキシ

ンショックには、マクロファージから生産さ

れる TNF-αが必須であることが明らかにな

った。 
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