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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。母獣に投与したNod1リガンドは
胎仔へ経胎盤移行した。Nod1は主に胎仔血管などで発現し、その刺激により主に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、主に胎仔血管で炎症応答を誘導し、IUGRやIUFDを惹起することが示唆された。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 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 1) is one of the patter
n recognition receptors that play an important role in the induction of innate immune and inflammatory res
ponses. However, little is known regarding the effects of direct activation of Nod1 on fetus or newborn. I
n this study, we demonstrated that administration of Nod1 ligand to pregnant mice induced intrauterine fet
al death and growth restriction. We also found that fetuses were affected by transplacental passage of mat
ernal Nod1 ligand. We examined the role of Nod1 signaling in a fetal mouse with a focus on the development
 of vasculopathy. Our observation suggests a possible link between Nod1 ligands-mediated activation of the
 innate immune system in fetus and IUGR and might offer a new strategy to improve the long-term cardiovasc
ular health of IUGR cases.

研究分野：

科研費の分科・細目：

免疫学、小児科学

キーワード： 自然免疫　子宮内胎児発育遅延　子宮内胎児死亡

内科系臨床医学　胎児・新生児医学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
NOD-like receptor (NLR)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、川崎病に関する一連の研究の
なかで、NOD1リガンドがマウスに川崎病類
似の血管炎を惹起することを明らかにした
（Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011）。ま
た、NOD1リガンドによりマウスで動脈硬化
が促進されることも見出した（J Immunol. 
2014, under revision）。 
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
な生活習慣病などのリスクとなるが、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、さ
らに一部のヒト IUGR 患者血清から NOD1
刺激活性を見出した。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し、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。仔の生死、仔の重量測定、母獣と
仔の病理評価を行った。 
 次に、Nod1 リガンド投与後の母獣胎仔へ
の影響を評価するため、妊娠 14 日目の
C57BL/6マウスにNod1リガンドを皮下投与
し、6時間および 48時間後に安楽死させた。
母獣血清、および胎盤と胎仔のホモジネート
遠心後上清を回収した。Cytometric bead 
array 法に基づいた Mouse Inflammation 
Kit（Becton Dickinson）および Griess法に
基づいた NO2/NO3 Assay Kit - C II（同人化
学研究所）を用いて、血清またはホモジネー
ト上清中の炎症性サイトカインおよび一酸

化窒素を測定した。 
（2）Nod1リガンドの経胎盤移行の評価 
 方法（1）で得られた胎仔ホモジネート上
清を質量分析計（LC-MS）に供し、Nod1リ
ガンドの有無を評価した。 
（3）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。 
また、受胎後 18 日目の胎仔から各組織を
採取し、Nod1 リガンドを添加した D-MEM
培地で 24時間培養した。培養上清を回収し、
Cytometric bead array法に基づいたMouse 
Inflammation Kit（Becton Dickinson）を用
いて、上清中炎症性サイトカインを測定した。 
（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 
 妊娠 14 日目妊娠マウスへ Nod1 リガンド
投与しても、早産は認めなかった。妊娠 16
日目に胎仔を観察したところ、溶媒投与群と
比べ、少量のNOD1リガンド投与群では胎仔
重量の減少を認め、IUGRとなった。リガン
ドの量を増やすと、IUFD を認めた（図 1）。
以上から、妊娠マウスへの Nod1リガンド投
与により、IUGRまたは IUFDが惹起される
ことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 1） 



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。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）Nod1リガンドの経胎盤移行 
 母獣に投与した Nod1リガンドが胎仔へ移
行しているのかどうかを質量分析計で調べ
た。投与 6時間後の胎仔ホモジネート上清か
ら、Nod1 リガンドと同一質量かつ同一保持
時間のピークが検出された。以上から、母獣
へ投与した Nod1リガンドは経胎盤的に胎仔
へ移行することが分かり、胎仔で炎症性応答
が惹起されることが推定された。 
（3）胎仔各組織における Nod1 発現および
Nod1リガンドへの反応臓器の同定 
 受胎後 18 日目の胎仔各組織では、主に血
管、肺、脾臓で NOD1 mRNA発現が高いこ
とが分かった（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
（図 3） 
 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 4）。 
さらに、受胎後 18 日目の胎仔各組織培養
では、主に血管の培養上清で炎症性サイトカ
インタンパクが増加していた（図 5）。 
 以上から、胎仔が Nod1リガンドに暴露さ
れると主に血管で炎症性応答が惹起される
ことが分かった。 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 5） 
マウスによる研究結果をまとめると、母獣
由来の Nod1リガンドは胎仔へ経胎盤移行し、
胎仔血管に作用して炎症性応答を誘導し、そ
の結果 IUGRや IUFDが惹起されると推定さ
れた。 
（4）ヒト IUGR患者における NOD1の関与 
 約 50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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