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研究成果の概要：TNFα converting enzyme (TACE)は膜型前駆蛋白として産生されるTNFαを

切断・可溶化する酵素として同定されたが，その後数多くの膜蛋白がその標的分子として同定

されている．本研究では研究代表者が作成した TACE遺伝子改変マスおよびその細胞を利用し

TACEがin vivoの病態モデルにおいてもTNFαの可溶化に中心的な役割を担うこと，さらにTACE

を広く欠損したマウス作成し，TACEの生体における様々な機能を明らかにした．また生化学的

な手法を用いて膜型CSF-1およびFlt3リガンドにTACEが関与していることを解明した． 
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１．研究開始当初の背景 
骨は一見静的であるが他の臓器と同様に活
発な代謝を行っている臓器である．その関連
疾患として骨粗鬆症，転移性骨腫瘍，リウマ
チ・変形性関節症に伴う骨関節破壊など多数
挙げられるが，それらの病態・病因のメカニ
ズムの解明は未だ発展途上であり，治療法の
確立を考える上でそれらの理解は欠かせな
い．膜型蛋白は細胞間の情報伝達に中心的な
役割を担っており，骨代謝，免疫などの分野
においても様々な局面で重要な機能を有し
ていることが知られている．こうした膜型蛋
白の機能は分子生物学的手法をもとに極め
て詳細な研究がなされているが，一方でこう

した分子の翻訳後活性調節に関しては十分
理解されていない．翻訳後機能調節には様々
な機構が存在するが，膜蛋白においては細胞
膜上での細胞外領域の切断(ectodomain 
shedding)が翻訳後活性調節機構の一つとし
て注目されている．本研究で注目している
TNFα converting enzyme （TACE）はもとも
と膜型前駆蛋白として産生される tumor 
necrosis factor α（TNFα）を切断・可溶
化する酵素として同定されたが，その後数多
くの膜蛋白がその標的分子として同定され，
生体におけるectodomain sheddingの中心的
な分子であることが示唆されていた．しかし
ながら，TACE欠損マウスが致死性であったた
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め TACEの生体における機能は十分に理解さ
れていない状態であった． 
 
２．研究の目的 
前述のごとく TACEノックアウトマウスは周
産期で死亡するため，これまで成体マウスを
用いた TACEの生理的機能解析および病態モ
デルを利用した研究の障害となっていた．本
研究ではこの問題点を回避し，TACEの生体お
よび病態における役割・機能の解明を目的と
している．本研究の第一段階の目標は
“Cre-LoxPを用いたコンディショナル TACE
ノックアウトマウスの確立”である．このコ
ンディショナル TACEノックアウトマウスは
研究代表者が 2005年より開発に着手してお
り，本研究課題ではこの TACE遺伝子改変マ
ウスを利用し特に骨代謝および免疫におけ
る TACEの機能の解明を目指している．また
第二の目標は“TACE遺伝子改変マウスを利用
した病態モデルの開発と解析”であり，敗血
症性ショックや慢性関節リウマチなどの病
態における TACEの関与を検討する予定であ
る．またこれらの vivoの研究と並行して，
TACEの活性調節機構解明および TACEの新規
標的分子同定を目標に in vitroの解析を行
う計画である． 
 
３．研究の方法 
TACEの生体における機能は上述の TACE遺伝
子改変マウスへの病的負荷および無刺激下
の表現系解析を主に行う．また in vitroに
おける TACEの標的分子同定（今回の研究で
は血球細胞分化に関わる CSF-1と Flt3リガ
ンドをTACEの標的分子として同定している）
は TACE遺伝子改変マウス由来の細胞を利用
し生化学的手法を用いて解析を行った． 
 
４．研究成果 
（１）敗血症性ショックモデルにおけるTACE
の役割の解明：TNFαは関節リウマチ、クロ
ーン病などで中心的な役割を担う炎症性サ
イトカインであり、このことから近年 TNFα
をターゲットとした治療法が注目されてい
る．興味深いことに TNFαはまず細胞膜に結
合した膜型蛋白として合成され、その後蛋白
分解作用を受けて可溶型となる．近年の研究
からこの可溶型の TNFαが炎症の惹起に必須
であることが明らかにされており，このこと
から TNFαの可溶化の阻害によって TNFαの
活性を抑制しうる可能性が示唆されている．
この膜型 TNFαの蛋白分解(ectodomain 
shedding)にはこれまで複数の酵素が関与す
ることが示唆されているが，その中でもTACE
が有力候補として挙げられていた．しかしな
がら TACE欠損マウスが周産期致死性である
ため，成獣および病的環境下における TACE
の機能解析の障害となっていた．本研究では

Cre-LoxPを利用したコンディショナル TACE 
ノックアウトマウス（以下Taceflox/flox）を基
に，in vivoにおけるTACEの機能を敗血症性
ショックモデルを用いて検証した． 

まず作成した Taceflox/floxマウスに
おいてCre酵素によるTACEのexcisionが誘
導されるかを検討するため、Taceflox/floxマウ
スを EIIaCreマウス（Cre酵素を胎生初期か
ら発現するCreトランスジェニックマウス）
と交配しTACE欠損マウス（以下Tacenull/null）
を作成した．Tacenull/nullは従来報告されてい
るTACE活性部位欠損マウスと同様に心発生、
上皮などに異常を認め周産期致死性であっ
た．このことから Creの発現よって TACEが
設計通り不活化されることが確認された． 

次に in vivoにおける TNFαの
sheddingを評価するために Taceflox/floxを
MX1-Cre, LysM-Creトランスジェニックマウ
スと交配し、血球系細胞・肝臓などを中心に
TACE を 不 活 化 し た マ ウ ス
(Taceflox/flox/MX1-Creマウス)とマクロファー
ジ・単球系細胞のみにおいて TACEを不活化
したマウス(Taceflox/flox/LysM-Creマウス)を
作成した．また TNFαの活性化を評価する実
験系として lipopolysaccharide(LPS)腹腔内
注入による敗血症モデルを利用した．野生型
マウスのほぼすべてが LPS注入後 10時間以
内にショック状態となり死亡したのに対し，
Taceflox/flox/MX1-CreマウスはLPSに対し高い
抵抗性を示しその多くが最後まで生存した．
血中 TNFα濃度を測定したところ，これらの
遺伝子改変マウスは野生型に比較して有意
に低値であった．TNFαの供給源として好中
球やマクロファージが重要な枠割を果たす
ことから，Taceflox/flox/LysM-Creマウスを利用
し同様の実験を試みた．そうしたところこれ
らの遺伝子改変マウスにおいても血中 TNFα
濃度が有意に低値でありショックに対し極
めて高い抵抗性を示すことが明らかとなっ
た．これらの知見から①TACEはin vivoにお
いても TNFαの可溶化に必須の酵素であり、
②TNFαが中心的な役割を果たす病態におい
て TACEが治療ターゲットとなる可能性が示
唆された．（論文⑥参照） 
 
（２）膜型CSF-1の転写後機能修飾の解析：
単球・マクロファージの分化・活性維持に必
須の分子であるCSF-1（M-CSF）は選択的スプ
ライシングによって可溶型および膜結合型
のアイソフォームとして産生されることが
知られている．この膜型CSF-1自体も活性を
有するが、さらに細胞膜上で切断され細胞膜
から放出されることが報告されている．この
切断酵素は長らく不明であったが、上記の遺
伝子改変マウス由来の細胞を利用し、膜型
CSF-1がTACEにより切断を受けることを示し
た．また併せて、切断を受けなかった膜型



 

 

CSF-1がエンドサイトーシスにより細胞内に
取り込まれることを明らかにした．これらの
結果から、膜型CSF-1がTACEによる
ectodomain shedding、およびエンドサイト
ーシスという二つのメカニズムから細胞膜
上の発現量が調節されているという仮説を
提唱した（論文⑤，⑦参照）． 
 
（３）TACEがFLT 3リガンドの可溶化酵素で
あることの同定：FLT 3リガンド（以下FLT3L）
はCSF-1およびKitリガンドと相同性を有す
る分子であり，hematopoietic stem cellや
樹状細胞の分化・増殖に重要な役割のあるこ
とが報告されている．FLT3Lはまずは膜型蛋
白として産生され，その後細胞膜表面にて蛋
白分解作用をうけ可溶型蛋白として放出さ
れるが，その分解酵素はこれまで不明であっ
た．本研究プロジェクトでは生化学的手法お
よびTACE遺伝子改変マウスを利用してTACE
がFLT3Lのsheddingの主要な酵素であるこ
とを明らかにした．これまで膜型CSF-1およ
びKitリガンドのsheddingにもTACEが関わ
っていることを示しており，本プロジェクト
の結果はTACEがtype III tyrosine kinase 
receptorのリガンドファミリーの機能を
sheddingを介して制御していることを示唆
するものであった（論文①参照）． 
 
（４）造血・骨代謝におけるTACEの機能解
析：TACE欠損マウスが周産期致死性であるた
め成獣におけるTACEの機能は十分に理解さ
れていない．その中でも血球系細胞に関して
はTACE欠損マウスの胎児から採取した脾臓
細胞を他のマウスに移植することにより、
TACEの血球系細胞における機能の解析が試
みられている．しかしながら、TACEを広範囲
に不活化したマウスの解析はこれまでのと
ころ報告がない．そこで、Taceflox/floxとSox9
プロモーター下でCreを発現するトランスジ
ェニックマウス(Sox9/Cre)を交配し、比較的
広範にTACEを欠損した変異マウス（以下
Tace/Sox9マウス）を作成した．Sox9は骨・
軟骨細胞をはじめとして、皮膚、内臓、神経
組織などに広く発現するが、血球系細胞には
発現しないことが知られている．作成した
Tace/Sox9マウスの大多数は4カ月以上生存
したが、成長障害、皮膚異常、生殖異常など
多彩な表現系を呈することが観察された．こ
れらの表現系の中でも特に骨、および造血の
異常を中心に解析を行った． 

Tace/Sox9マウスの骨の表現系とし
て①出生－８週頃まで；成長軟骨の肥厚、お
よび長管骨の短縮、②８週以降；骨量の著明
な低下（骨粗鬆症）、が観察された．骨形態
計測を行ったところ骨芽細胞、破骨細胞とも
に活性が上昇しており、高回転型の骨粗鬆症
を呈していることが明らかとなった．また骨

髄は脂肪細胞に置き換わることなく、常に骨
髄細胞で占められていることが観察された．
さらにTace/Sox9マウスの脾臓および肝臓に
おいて髄外造血が認めら、骨髄では造血幹細
胞数が増加していることが確認された． 

これまで様々なサイトカインが骨
代謝および造血幹細胞の調節にかかわって
いることが報告されているが、その中でも
G-CSFは骨代謝・造血の双方に深く関与して
いることが知られている．G-CSFは顆粒球の
増殖を刺激するだけでなく、破骨細胞の分化
を促進する作用のあることが報告されてお
り、このことからG-CSFの産生異常が
Tace/Sox9マウスに認められた表現系（骨代
謝異常（破骨細胞活性上昇、骨量低下）およ
び造血系異常）の原因である可能性が推測さ
れた．そこで血清G-CSF濃度をELISAにて評
価したところ、Tace/Sox9マウスのG-CSF血
中濃度は野生型のおよそ１３倍以上高値で
あり、さらにG-CSFの上流に位置するIL-17
もやはり極めて高い値であることが観察さ
れた（図5）．これらの結果からTACEがIL-17 
/ G-CSFの発現調節に関与しており、TACEを
欠損することによりその負の調節機構が破
綻しIl-17 / G-CSFによるシグナリングに異
常を来し、Tace/Sox9マウスで観察された骨
組織および造血系の表現系を呈するものと
推測された．（論文③参照） 
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