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研究成果の概要（和文）： TNFにより誘導されるアポトーシスの抑制に関与するアダプター分

子である TRAF2 と c-FLIP の欠損マウスの解析を行った。その結果 TRAF2 欠損マウスは大腸上皮

のアポトーシスが亢進し、さらにその結果引き起こされた二次的な腸内細菌叢の変化や炎症性

サイトカインの産生亢進があいまって、重篤な大腸炎を自然発症することが明らかとなった。

また、インターフェロン誘導性の肝臓特異的 c-Flip 欠損マウスはインターフェロンの誘導剤で

あるpoly I:Cの投与により、大量のIL-6産生を伴う劇症肝炎で死亡する事が明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： We characterized two deficient mice lacking TRAF2 or c-FLIP, both of 

which are critically involved in protection of cells from TNF-induced apoptosis. TRAF2-deficient 

mice spontaneously developed severe hepatitis through enhanced apoptosis of the colonic epithelial 

cells and subsequent alterations of the commensal microbiota and upregulation of proinflammatory 

cytokines. To delete c-Flip gene, we injected poly I:C into interferon-inducible c-Flip-deficient 

(c-FlipF/F:Mx) mice. Upon poly I:C injection, c-FlipF/F:Mx mice developed severe hepatitis along 

with upregulation of IL-6, but not TNF or IL-1. Collectively, these results suggest that deletion 

of adaptor molecules associated with TNF signalings promotes apoptosis along with 

inflammation.  
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１．研究開始当初の背景 

NF-B は広範な免疫応答を調節することが明

らかにされており、そのなかの一つの機能が 

TNFやFasなどにより誘導されるアポトーシ

スの抑制にある。一方で、個体レベルにおけ

る細胞死の亢進が様々な病態をもたらすこ

とが明らかにされてきている。我々はこれま

でにTNF receptor-associated factor (TRAF)

と呼ばれるアダプター分子の研究をNF-Bの

活性化という観点と、細胞死抑制という二つ

の観点から研究を行ってきた。その過程で

TNF刺激により誘導されるアポトーシスの

抑制に関与する TRAF2欠損マウスが重篤な大

腸炎を自然に発症することを見出した。 

  一方で我々は、NF-B による細胞死抑制

の新たなメカニズムとして酸化ストレスの

抑制という機能があることを明らかにし、そ

の抑制に関与する中心的な分子が cellular 

FLICE inhibitory protein (c-FLIP)である

ことを明らかにした。この遺伝子のノックア

ウトマウスは胎生致死であることから、

c-FLIP の生体における機能を明らかにする

ためにインターフェロン誘導性（poly I:C を

投与することにより）に c-FLIP を欠損させ

る こ と の で き る マ ウ ス を 樹 立 し た

(c-FlipF/F:Mx マウス)。 

２．研究の目的 

本研究では、TNFにより誘導されるアポトー

シスの抑制に関与する二つのアダプター分

子、TRAF2とc-FLIPの二つの分子に注目する。

具体的には細胞死の亢進の見られるこれら

のマウスがどのようなメカニズムにより炎

症が誘導されるのかを明らかにし、持続する

炎症（慢性炎症）を治療するための標的シグ

ナル伝達経路を同定する。 

 
３．研究の方法 

 

(1) Traf2 欠損マウスは非常に重篤な大

腸炎を自然に発病し、生後２〜３週

以内に全例が死亡する。そこで、腸

の肉眼的所見および HE 染色した組

織像を検討し、腸炎の罹患部位が大

腸に限局しているのか、あるいは小

腸にまで及ぶのかを検討する。さら

に各種抗体を用いて免疫染色を行

い、炎症局所への浸潤細胞の同定を

行う。 

(2) Traf2 欠損マウスの腸より mRNA を

調整し、TNF, IL-6, Ifng, IL-17a, 

IL-23p19 などのサイトカインの発

現をreal-time PCRにより検討する。 

(3) Traf2欠損マウスでみられる腸炎が

骨髄由来の細胞により惹起される

のか、あるいは非骨髄細胞由来なの

かを明らかにするために Traf2 欠

損マウスより骨髄細胞を調節し、致

死量の放射線を照射した野生型マ

ウスに移入することにより腸炎が

発症するかを検討する。 

(4) Traf2欠損マウスの腸炎の発症が腸

管内細菌叢に由来するのかを検討

するために抗生物質を投与し、腸炎

や生存率が改善するかを検討する。 

(5) 腸管内細菌叢のゲノム解析を行い、

腸内細菌叢に変化が認められるか

を明らかにする。 

(6) 腸局所において産生の亢進している

サイトカインの欠損マウス（IL-17a

欠損マウスや Tnfr1 欠損マウス）と

Traf2 欠損マウスを交配し、大腸炎

が改善するかを検討する。 

(7) 樹立した c-FlipF/F:Mx マウスにインタ

ーフェロンのインデユーサーである

poly I:C を投与し c-Flip 遺伝子を欠失
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させる。 

(8) poly I:C 投与後経時的に肝臓を摘出し、

肝組織抽出液を用いて、c-FLIP がタン

パクレベルで消失するかを検討する。ま

た経時的に血中の肝機能（ALT）や炎症

性サイトカインレベルを測定する。 

(9) c-Flip を siRNA 法を用いて培養細胞で

ノックダウンした細胞や、c-Flip ノッ

クアウトマウス由来の胎児線維芽細胞

を用いた実験から、これらの細胞は

TNFや Fas 刺激により強い酸化ストレ

スが誘導されることを我々は既に明ら

かにしている。そこで、c-FlipF/F:Mx

マウスの肝臓でも poly I:C 投与により

酸化ストレスが誘導されるかを肝組織

抽出液の還元型 GSH を測定することに

より評価する。 

(10) c-FlipF/F:Mx マウスに poly I:C 投与後

の炎症性サイトカインの発現を ELISA

やトランスクリプトーム解析により検

討する。 

４．研究成果 

  (1) Traf2 欠損マウスに見られる炎症

性腸炎のメカニズムの解析。 

Traf2 欠損マウスは生後１週頃より野生型

マウスに比較し、発育や体重増加の不良が

認められ、生後約 3 週以内に全個体が死亡

する。組織学的な検討の結果、小腸には炎

症細胞の浸潤は認められず、大腸粘膜およ

び粘膜下へのB細胞の著明な細胞浸潤が認

められることが明らかとなった。さらに大

腸局所におけるサイトカインの産生を

real-time PCR で解析したところ、TNF, 

IL-6, IFN- IL-17a などの炎症性サイトカ

インの発現の上昇が認められた。また、

Traf2 欠損マウスでみられる腸炎が骨髄由

来の細胞により惹起されるのか、あるいは

非骨髄細胞由来なのかを明らかにするため

に Traf2 欠損マウスより骨髄細胞を調節し、

致死量の放射線を照射した野生型マウスに

移入する骨髄キメラマウスを作製し、腸炎

が発症するかを検討した。Traf2 欠損マウ

ス由来の骨髄を移入した野生型マウスでは、

大腸炎が発症しなかったことより、骨髄由

来の細胞だけでは腸炎の発症には不十分で

あることが判明した。大腸炎は生後直後に

は認められず、５日目頃から発症すること

から、腸内細菌の腸炎の発症への役割を検

討するために、Traf2 欠損マウスへの抗生

物質投与を行った。抗生物質投与により、

Traf2 欠損マウスの有為な生存期間の延長

および大腸炎の改善が認められ、炎症サイ

トカイン発現レベルも野生型のマウスと同

程度まで低下した。さらに腸内細菌叢のゲ

ノム解析から、野生型マウスの大腸では偏

性嫌気性菌であるクロストリジウム属やバ

クテロイデス属が優位なのに比較し、

Traf2 欠損マウスでは通性嫌気性のエンテ

ロバクテリア属が優位となっていた。これ

らの結果より、腸内細菌叢の変化も大腸炎

の発症に関与している可能性が示唆された。 

  Traf2 欠損マウスの大腸は、IL-17a や

TNFなどの炎症性サイトカインの発現が

上昇しており、また IL-17a は炎症性腸炎

への関与が示唆されることから、Il-17a 欠
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損マウスと Traf2 欠損マウスとを交配した

が、腸炎は改善されなかった。次に Tnfr1

欠損マウスと交配したところ、腸炎も劇的

に改善し、約半数の Traf2/Tnfr1 二重欠損

マウスは数ヶ月も生存することが明らかと

なった。組織学的所見では Traf2 欠損マウ

スで見られた大腸上皮のアポトーシスが

Traf2/Tnfr1 二重欠損マウスでは消失し、

炎症性サイトカインの発現も低下していた。

さらに腸内細菌層のゲノム解析からも、二

重欠損マウスは野生型の細菌叢にもどって

いることが明らかとなった。以上より、

TRAF2 は腸管のホメオスタシスを維持す

ることで、大腸炎の発症を防御しているこ

とが初めて明らかとなった（JBC in press, 

selected as “Paper of the Week”）。 

  (2) インターフェロン誘導性 c-FLIP

欠損マウスの解析。 

c-FlipF/F:Mx マウスにインターフェロン

のインデユーサーである poly I:C を投与し

たところ、驚いたことに投与後 72 時間以

内にすべてのマウスが死亡することが明ら

かとなった。一方でコントロールの

c-FlipF/F マウスでは肝障害は誘導されな

かった。投与後約 24 時間後には血清中の

ALT レベルが約 10,000 IU/L を超え、組織

学的には肝臓において広範なアポトーシス

が誘導されていることが明らかとなった。

肝臓における c-FLIP の発現を Western 

blot 法により検討したところ、poly I:C 投

与後 10 時間後には減少し始め、24 時間後

にはほぼ完全に消失することが明らかとな

った。肝臓における酸化ストレスのマーカ

ーとして還元型のGSHを測定したところ、

c-FlipF/F:Mxマウスの肝臓ではpoly I:C投

与 24 時間後には著明に低下しており、ア

ポトーシスに伴い強い酸化ストレスが誘導

されていることが示された。 

  一方で、血清中の TNF, IL-1, IL-6

などの炎症性サイトカインを ELISA 法に

て測定したところ、TNFや IL-1は poly 

I:C 投与後約 6 時間後にピークを示し、24

時間後にはほとんど血清中には検出されず、

この経過はコントロールマウスと差は見ら

れなかった。しかしながら、興味深いこと

に血清中の IL-6 は、投与後 6 時間後では

コントロールマウスと差が認められなかっ

たものの、24 時間後には 6 時間後よりもさ

らに上昇が見られた。コントロールマウス

では 24 時間後には IL-6 は検出されなかっ

た。現在細胞死に伴い大量の IL-6 が産生さ

れるメカニズムについては検討中である。

また、c-FlipF/F:Mx マウスは poly I:C 投与

により c-Flip の発現が減少すると同時に、

TNF、Fas L あるいは TRAIL などの肝細

胞にアポトーシスを誘導するリガンドの発

現が誘導された結果、劇症肝炎で死亡した

と考えられる。今後、肝臓内に存在するど

の細胞がどのようなリガンドの発現上昇を

介してアポトーシス誘導しているかについ

て、検討して行く予定である。 
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