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研究成果の概要（和文）：細胞膜のTLR蛋白群および細胞質のNLR蛋白群は、病原微生物センサーである。申請者らは、
自ら同定したNLR蛋白、PYNODが炎症抑制活性を持つことを見出した。さらに胃がんマウスモデルの病変部でPYNODの発
現が、著明に上昇していることを発見した。炎症～発がん過程でPYNODの発現が上昇し、抗炎症作用の一端を担ってい
るものと推測される。しかし他のマウス疾患モデルの腸炎や大腸がんではPYNODの発現増強が認められなかった。一方
ヒト胃がん患者サンプルで、papillary type adenocarcinomaの組織型を含むサンプルにおいてPYNODの発現が上昇して
いることを見いだした。

研究成果の概要（英文）： Many members of the nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD) and 
leucine-rich-repeat (LRR)-containing protein (NLR) family play important roles in pathogen recognition 
and inflammation. We identified PYNOD/NLRP10, one of the member of this family that lacks LRR, and found 
that PYNOD inhibit inflammatory signal mediated by caspase-1 and ASC. To further investigate 
physiological function of PYNOD, we have established PYNOD-deficient mice. PYNOD-deficient mice exhibited 
no obvious gross abnormalities, no evidence of autoimmunity and spontaneous tumor formation, and normal 
innate immune responses.
 However, we have found that PYNOD is highly expressed in stomach of gastric cancer mouse model (Gan 
mice), in which inflammatory COX-2/PGE2 pathway and Wnt signaling are activated simultaneously in gastric 
mucosa. Furthermore, we also detected high PYNOD expression in tumor region containing papillary type 
adenocarcinoma from gastric cancer patients.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
（１）2011年のノーベル医学・生理学賞の対

象となった Toll-like receptor (TLR) は、細胞

外の病原微生物を監視する自然免疫システ

ムのセンサーであり、主に細胞膜に存在する。

これに対し、最近、細胞質にも病原体の侵入

を監視し、自然免疫を活性化するセンサー蛋

白が存在することが明らかになった。このよ

うな細胞質病原体センサーとして、少なくと

も一部のNLRファミリー(Nucleotide-binding 

domain and leucine-rich repeat containing 

family)蛋白が重要な役割を果たすことが明ら

かになっている。 

（２）面白いことに NLR 蛋白は、細菌やウ

イルスなどの病原体成分ばかりでなく、ATP

や痛風の原因となる尿酸結晶、アルツハイマ

ー病の原因といわれる βアミロイド、動脈硬

化と関係するコレステロール結晶など様々

な内因性のリガンドにも反応し、炎症応答を

惹起することが明らかになってきている。さ

らに、NLRファミリー遺伝子の突然変異はク

ローン病をはじめとする種々の自己炎症性

疾患の原因となる。 

（３）我々は世界に先駆けて、この細胞質セ

ンサーである NLR ファミリーに着目しその

生理的・病理的機能について解析を進めてき

た。また細胞質蛋白質 ASCは NLR蛋白とカ

スパーゼ１をつなぐアダプターとして働く

ことが明らかになっている。NLR蛋白-ASC-

カスパーゼ-1の複合体により、カスパーゼ１

が活性化され、IL-1βや IL-18等の炎症性サイ

トカインの前駆体から活性型へのプロセシ

ングが触媒されるが、我々はさらに ASC が

アポトーシスの誘導や、NF-κB および AP-1

などの転写因子の活性化にも働くことを明

らかにした。(Hasegawa, M., et al. J. Biol. 

Chem. 280, 2005, Oncogene 26, 2007, J. 

Immunol. 182, 2009)  

（４）一方、PYNODは、我々が発見、同定

した NLR 蛋白であるが、細胞レベルでの再

構成実験の結果、この蛋白質は逆に ASC や

カスパーゼ１の活性化を阻害する機能を持

つことが判明した。 (Wang, Y., et al. Int. 

Immunol. 16, 2004) さらに PYNODトラン

スジェニックマウスはエンドトキシンショ

ックに耐性を示し、このマウスから調製した

マクロファージにおいてもカスパーゼ１の

活性が抑制されていることを明らかにした。

(Imamura, R., et al. J. Immunol. 184, 2010) 

つまり PYNOD は NLR ファミリー蛋白の中

でも抗炎症作用を持つユニークな分子であ

る。(下図参照)  

（５）現在 PYNODの生理的役割を解明する

ために、PYNOD ノックアウトマウスを樹立

し解析を進めている。また PYNODは、マク

ロファージなどの細胞や皮膚、大腸、心臓と

いった組織で恒常的に発現しているが、発現

量は決して高くない。そこで我々は、生体内

には何らかのPYNOD発現誘導刺激が存在す

るのではないかという発想に至った。 
 
２．研究の目的 
（１）胃がんの発生においては、上皮細胞で

の Wnt シグナル亢進および間質細胞でのプ

ロスタグランディン E2(PGE2)の産生が重要

と考えられている。当がん進展制御研究所の

大島正伸教授のグループが、この２つのシグ

ナルを単独で活性化させたトランスジェニ

ックマウス(K19-Wnt1 および K19-C2mE)を

作製したところ、それぞれ前癌病変や過度の

炎症といった異常が見られるものの、発がん

に至ることはなかった。ところが交配により

双方のシグナルを同時に活性化させたトラ

ンスジェニックマウス (K19-Wnt1/C2mE, 

Gan マウス)では全例で胃がんの発生が認め

られた。(Oshima, H., et al. Gasteroenterology 

131, 2006)  

（２）大島正伸教授との共同研究により、こ

れらのトランスジェニックマウスの胃病変

部における遺伝子発現データの中から NLR

ファミリー遺伝子の発現プロファイルを抽

出したところ、大変興味深いことに、C2mE

マウス（炎症）および Ganマウス（胃がん発

症）で、PYNOD 遺伝子の発現が著明に上昇



していることを発見した。この結果は我々の

当初の発想をサポートするものであり、

PYNOD の発現が誘導される細胞および環境

（刺激）が生体内に存在するということを示

唆している。過度の炎症が発生している病変

部(C2mE マウス)で PYNOD の発現が上昇し

ていることから炎症〜発がんのプロセスに

おいて PYNODの発現が上昇し、抗炎症作用

の一端を担っているのではないかと考えら

れる。そこで本研究課題では、PYNOD の発

現誘導がおこる組織および細胞、そして発現

誘導刺激の探索、さらにその分子メカニズム

に迫ることを研究目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) C2mE マウス（炎症誘導マウス）の胃病

変部におけるPYNOD発現誘導細胞の同定を

行う。(2)-○1 ヘリコバクタ−感染時の胃炎病変

部、（2）-○2他臓器での実験的炎症誘発時の病

変部（腸炎、肝炎、肺炎）、（2）-○3 ヒトの疾

患（胃がん・大腸がん）における病変部、に

ついて PYNOD分子発現を検討する。（1）（2） 

に関してはウェスタンブロット法、定量

RT-PCRおよび免疫組織染色の手法によって

アプローチする。さらに（3） PYNOD の発

現誘導をモニターするために、PYNOD 遺伝

子の発現制御下（遺伝子上流 10 kb領域）で

PYNOD-GFP 融合蛋白が発現するインジケ

ーター細胞を作製し、シグナル伝達経路を解

析する。加えて（4) このインジケーター細胞

を用いて、PYNOD 発現誘導に関わるシグナ

ル伝達分子を Expression cloningの手法によ

り同定することを試みる。 
 
４．研究成果 

（１）Wnt-1, Cox-2, mPGES-1遺伝子を同時

に発現させたトランスジェニックマウス

(Gan マウス)は、高頻度に胃がんの発生が認

められる。これらのトランスジェニックマウ

スにおける NLR ファミリー遺伝子の発現を

マイクロアレイで解析したところ、PYNOD

の発現が C2mE(Cox-2+mPGES-1)マウス（炎

症誘導マウス）および Ganマウス（胃がん発

症マウス）で著明に上昇していることを発見

した。さらにこれらのマウスモデルにおいて

胃の組織から蛋白を抽出し、我々がこれまで

に樹立していた抗マウスPYNODモノクロー

ナル抗体を用いてウエスタンブロッティン

グによる解析を行ったところ、マイクロアレ

イの結果と相関して蛋白レベルでも PYNOD

の高発現が認められた。興味深いことに、

PYNOD の制御標的因子のひとつと想定され

るカスパーゼ１の発現もPYNODと同様の発

現パターンを示すことが明らかとなった。 

(下図参照) 

（２）PYNOD を高発現している細胞を同定

する目的で、胃がんモデルマウスから組織切

片を作製し、PYNOD に対する免疫組織染色

を試みた。しかしこれまでに作製していた抗

マウス PYNODモノクローナル抗体は、組織

染色において特異性を示すものではなかっ

た。そこで他の NLR ファミリー蛋白と相同

性がないPYNODのC末端を抗原蛋白として

新たに複数のモノクローナル抗体を樹立し

た。これらの抗体はウエスタンブロッティン

グにおいては特異性を示したが、野性型と

PYNOD 欠損マウスの組織切片を用いた免疫

組織染色において特異性を示さなかった。 

（３）胃がんマウスにおける PYNOD発現の

結果をふまえて、ヒトの疾患についても検討

を加えた。当がん進展制御研究所の源利成教

授との共同研究により、胃がん患者のサンプ

ルについてヒト PYNOD の発現を定量 PCR

で検討したところ、papillary組織型胃がんを

含むサンプルについて、約 50％の症例で



PYNOD の発現が、腫瘍部位で高いという結

果を得た。そこでマウスモデルと同様に免疫

組織染色およびウエスタンブロッティング

による PYNODの検出を試みた。前述の抗マ

ウス PYNOD 抗体と同様の方法で抗ヒト

PYNOD モノクローナル抗体を複数樹立し、

ウエスタンブロッティングで特異性を確認

した。次に、定量 PCR によって PYNOD の

発現が高かった胃がん組織サンプルに対し

て免疫染色を行ったが、特異的な染色が見ら

れなかった。さらに papillary組織型を含む凍

結ヒト胃がん検体ブロックから蛋白を抽出

しウエスタンブロッティングを行ったが、正

常部位とがん病変部との間で有意な PYNOD

発現の差は認められなかった。マウスおよび

ヒトPYNODに対するモノクローナル抗体に

ついては、組織染色を指標として継続樹立中

である。 

（４）他の臓器における炎症・発がんマウス

モデルとして、デキストラン硫酸ナトリウム

（DSS）の経口投与によって誘導される大腸

炎および DSS 経口投与とアゾキシメタン腹

腔投与の組み合わせによって誘導される大

腸がんの病変部位におけるPYNODの発現を

ウエスタンブロッティングによって検証し

たが、コントロールと比較して有意な

PYNOD蛋白の増加は認められなかった。 

（５）PYNOD の内在性発現が認められるマ

ウス細胞株およびマウス腹腔マクロファー

ジに対して、様々なサイトカイン、PAMPs、

UV 照射あるいは感染による刺激を行ったが、

PYNOD の発現上昇を誘導できる刺激を見つ

けることができなかった。さらに同細胞につ

いてプロスタグランディン E2 による直接刺

激も行ったが、やはり PYNODの発現上昇は

認められなかった。 

（６）我々は PYNOD欠損マウスの樹立に成

功し、生理的あるいは病理的な解析を行って

いる。PYNOD 欠損マウスは正常に発育し、

外見上の異常は認められない。妊孕性も正常

であり、自己免疫疾患やがんなどを自然発症

する表現型も認められなかった。さらに

PYNOD 欠損マウスから調整したマクロファ

ージや樹状細胞における自然免疫系の応答

は正常であり、LPS腹腔投与によるエンドト

キシンショック応答も野性型と比べて差は

認められなかった。 

（７）PYNOD の自然免疫系での役割は未だ

不明であるが、同時期に別グループから、

PYNOD 欠損マウスの表現型に関する論文が

Nature誌に発表された。(Eisenbarth, SC., et 

al. Nature 484, 2012) 彼らの報告によると

PYNOD 欠損マウスの著明な欠陥は、樹状細

胞が炎症局所からリンパ節に移動できない

ことであった。ところが、我々が樹立した

PYNOD 欠損マウスにおいては、樹状細胞の

移動に関して異常は認められなかった。驚く

べきことに、2015 年になって同グループか

ら、彼らの樹立したPYNOD欠損マウスには、

全く別の遺伝子 DOCK8に変異が入っており、

樹状細胞の移動の異常は、この DOCK8遺伝

子の変異によるものであることが報告され

た。(Krishnaswam, J., et al. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA. 112, 2015) したがって、PYNOD

の生理的・病理的役割は未解明のままである。 

（８）前述の胃がんマウスモデルである

C2mEマウス（炎症誘導）および Ganマウス

（発がん）と PYNOD欠損マウスの交配を行

い、PYNOD の炎症誘導および発がんに与え

る 影 響 を 個 体 レ ベ ル で 検 討 し た 。

C2mE/PYNOD欠損マウスはC2mEマウスと

同様に炎症が誘発され、組織変化や炎症細胞

の浸潤などに差は認められなかった。一方、

Gan/PYNOD欠損マウスは、現在までのとこ

ろマウス個体数が十分ではないものの、Gan

マウスと比較すると腫瘍形成能がむしろ低

くなる傾向が認められた。当初の予想に反し

て、PYNOD がむしろ腫瘍形成に必要なのか

もしれない。PYNOD の発がんへの寄与に関

しては、発現増強のメカニズムとともに in 



vivoレベルでのさらなる解析が必要と考えら

れる。 
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