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研究成果の概要（和文）：pyhin1は、これまでウイルスなどに由来する外来DNAの細胞内センサーとして知られていた
が、本研究によって、エンドトキシン刺激でMyD88非依存性経路のNF-kappaB依存性に誘導されること、刺激に応答して
誘導されるインターフェロン-βや一酸化窒素を減少させることから、エンドトキシンシグナルのネガティブレギュレ
ーターであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The regulatory action of mouse pyhin1 on LPS-induced inflammatory response was 
examined. LPS augmented the pyhin1 mRNA expression in murine RAW 264.7 macrophage cells and peritoneal 
macrophages. The augmentation of pyhin1 mRNA expression was abolished by parthenolide, a NF-κB 
inhibitor. Silencing of pyhin1 with small interfering RNA reduced the production of IFN-β and NO. 
However, pyhin1 silencing did not affect the production of TNF-α, IL-6, IL-10 and prostaglandin E2. 
Reduced IFN-β production by pyhin1 silencing caused inactivation of STAT1 and reduced expression of 
IRF1. Pyhin1 silencing inhibited the expression of TRAF6, TBK1 and TRIF, which trigger IFN-β production 
in the MyD88-independent pathway. Taken together, mouse pyhin1 was suggested to be a NF-κB-responsible 
gene in response to LPS and positively regulate LPS-induced IFN-β and NO production through 
up-regulating the MyD88-independent signaling pathway.

研究分野： 細菌学（含真菌学）
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  １版



１． 研究開始当初の背景 

敗血症ショックは、現在も相変わらず

高い致命率（30％以上）を示し、その治

療は困難を伴う。我が国でも、数万人以

上が罹患し、一万人以上が死亡している

と推定されている。このため、適切な治

療法の確立が、敗血症対策として重要な

課題である。エンドトキシンショクは、

エンドトキシンがTLR4を介してシグナル

経路を活性化し、炎症性メディエーター

を過剰に産生させて誘導される。このエ

ンドトキシンによるシグナル活性化の制

御は、炎症性メディエーターの過剰産生

を阻止し、致死的エンドトキシンショッ

クの予防を可能にする。 

我々はマクロファージをエンドトキシ

ン（LPS）で刺激し、活性化する遺伝子群

に PYHIN1 があることを偶然見出した。そ

の後、RAW264.7マクロファージ細胞をLPS

で刺激するとPYHIN1遺伝子の転写が活性

化することを確認した。さらに small 

interfering (si) RNA を用いて、PYHIN1

遺伝子発現を特異的に抑制したところ、

LPS 刺激によるインターフェロンβ（IFN-

β）産生や一酸化窒素（NO）産生が減少

することを見出した。このことから、細

胞内DNAセンサー蛋白質であるPYHIN1と

エンドトキシン応答が密接に関わり合っ

ている可能性が示唆された。いままで、

PYHIN1 とエンドトキシンとの相互作用に

よる報告はなく、全くの新知見であり、

エンドトキシンによる炎症制御という観

点からも興味深い。この遺伝子の機能を

利用することにより、エンドトキシンシ

ョックの制御の可能性を探った。 

２． 研究の目的 

予備的実験から、LPS 刺激によって細胞内

DNA センサー蛋白質が増加すること、それ

が LPS 誘導性の炎症性メディエーターを

増強することを見出した。そこで、細胞

内 DNA センサー蛋白とエンドトキシン応

答の相互作用を解析し、細胞内 DNA 監視

機構による自然免疫制御メカニズムを明

らかにすることを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

（１）エンドトキシン刺激マウスマクロ

ファージ株 RAW264.7 における PYHIN1 遺

伝子発現のメカニズム解析 

① エンドトキシン刺激による PYHIN１

mRNAの発現をリアルタイムPCR法で解

析する。 

② エンドトキシン濃度による PYHIN1 

mRNA の発現量を検討する。 

③ エンドトキシン刺激による PYHIN1 

mRNA の発現を経時的に解析する。 

③ 生理的な腹腔マクロファージでも調

べた。 

（２）エンドトキシン刺激による PYHIN1

を誘導するシグナル伝達経路の解析 

① シグナル伝達経路を MyD88 依存、非依

存活性化経路に区別して、様々なシグ

ナル分子阻害剤を処理し、PYHIN 遺伝

子発現に関わるシグナル分子を推測

した。 

② NF-kB に依存することが推測されてい

るため、NF-kB 阻害剤、IkB dominat 

negative mutant を用いて、NF-kB を介

することを確かめた。 

③ PYHIN1 発現を導く NF-kB を活性化さ

せる上流のシグナル分子を dominant 

negative mutant を用いて明らかにし



た。 

（３）エンドトキシン誘導炎症性メディ

エーター産生における PYHIN1 の関与 

① RAW264.7 マクロファージ細胞に」、

PYHIN1 siRNAを導入後、TNF-a、IL-6、

IL-10 産生を ELISA 法で測定した。 

② siRNA 処理マクロファージをエンドト

キシン刺激し、活性酸素、NO 産生を測

定した。 

③ siRNA 処理マクロファージをエンドト

キシン刺激し、ケモカイン、HMGB1 産

生を測定した。 

（４）PYHIN1 による炎症性メディエータ

ー産生調節のメカニズムの解析 

① PYHIN1 siRNA 導入マクロファージを

用いて、PYHIN 遺伝子の抑制がエンド

トキシンシグナルに及ぼす影響を解

析した。siRNA 処理マクロファージを

エンドトキシンで刺激し、各シグナル

分子の発現状況やリン酸化を Western 

blot 法で解析し、どのシグナル分子の

活性化に依存しているのか決定した。 

② PYHIN1 がインターフェロン-β産生を

抑制する結果を予備的に得ているの

で、IRF3 や IKK-e、TRAF3 といったイ

ンターフェロン-β転写に関連するシ

グナル分子の活性化を調べた。 

③ PYHIN1 が作用する分子の特異的阻害

剤でPYHIN1の活性の再現を検討した。 

 

４． 研究成果 

近年の報告から、細胞内 DNA センサ

ー蛋白質 PYHIN1 がエンドトキシン

（LPS）シグナルにクロストークする

可能性が示唆されたので、LPS 刺激で

誘導されるシグナル伝達制御の可能

性を調べた。最初に、LPS 刺激に依存

してpyhin1の発現が変化するか調べ

たところ、RAW264.7 マクロファージ

細胞株を LPS 刺激すると、PYHIN1 

mRNA の発現が増強された。この増強

はマウス腹腔マクロファージでも認

められることから、生理的意義があ

ると考えられたので、その役割と誘

導メカニズムを調べた。siRNA により

PYHIN1 をノックダウンすると、LPS

誘導性のインターフェロン-βや一

酸化窒素（NO）の誘導が増強され、

LPS シグナルを制御する可能性が示

唆された。関連するシグナル伝達経

路を調べたところ、MyD88 依存性シグ

ナル経路に影響は見られなかったが、

非依存性シグナル伝達経路が増強さ

れていた。実際、そのシグナル伝達

分子である TRAF6、TBK1、TRIF の発

現増強が確認された。さらに、この

増強は NF-kB 阻害剤で抑制されるこ

とから、NF-kB シグナル依存性に増強

されると考えられた。以上の結果か

ら、PYHIN1はLPS刺激によって、MyD88

依存性に増強されると考えられた。

すなわち、本研究は、PYHIN1 はウイ

ルスなどの細胞内の外来センサーで

あるだけでなく、LPS 刺激で誘導され

た炎症反応の過剰な応答を定常状態

へ引き戻す調節機能を持つ可能性を

初めて明らかにした。 
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