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研究成果の概要（和文）： 
従来 TNF-αの作用としては、可溶型が重要であると考えられてきたが、近年その前駆体であ

る膜型 TNF-αの作用が注目されている。我々は膜型 TNF-αが T-B細胞間の細胞接着による免疫
応答に重要な分子であることを初めて明らかにしてきた。すなわち活性化 T細胞上の膜型 TNF-
αは i) B細胞に接着して抗体産生を誘導し、ii) 膜型 TNF-αが刺激を受けることにより T細
胞自身がある種の接着分子やサイトカインの産生を誘導する。本研究の目的は、膜型 TNF-αと
その受容体(TNF-α受容体)の二つの分子に着目して、それぞれについて機能解析、シグナル伝
達機構を明らかにすることにある。 
我々は TNF-α阻害薬の 3 製剤（抗体製剤であるインフリキシマブ、アダリムマブ、受容体と

抗体 Fc 部分の融合タンパクであるエタネルセプト）について、膜型 TNF-α産生細胞に対する
ADCC,CDC,そして我々が見出した新しい機能である内向きシグナルについて、head-to-head で
効果の違いを比較検討した。その結果、インフリキシマブ、アダリムマブの抗体製剤は、融合
タンパクであるエタネルセプトに比較してはるかに強力に膜型 TNF-α産生細胞を抑制するこ
とが明らかになった。すなわち、インフリキシマブ、アダリムマブでは、ADCC,CDC,内向きシグ
ナルの 3 つの経路のすべてを介して抑制するが、エタネルセプトは ADCC 活性のみ示した。さら
に膜型 TNF-α産生細胞が cell-to-cell contactを介して TNF-α受容体産生細胞に伝達する外
向きシグナルについてこれら 3製剤が抑制しうるかについて細胞障害活性を指標に検討した。
その結果、10μg/ml以上の比較的高濃度では差がなかったものの、低濃度ではエンブレルが抗
体製剤に比べて効果が弱いことが明らかになった。最後に、cDNA アレイによってインフリキシ
マブ投与によって膜型 TNF-α産生細胞に細胞内シグナル伝達を惹起し、その結果発現が誘導さ
れるもの、発現が抑制されるものについて解析を加えた。発現亢進するものは 49 個、抑制を受
けるものは 240 個認め、さらに定量的 RT-PCR,ウェスタンブロット法で確認した（論文準備中
であるため詳細な発表は現時点では控える）。 
これらの結果は、TNF-α阻害薬は抗体製剤であるインフリキシマブ、アダリムマブと融合タン

パクであるエタネルセプトとは膜型 TNFに対する作用が異なること、膜型 TNF-αが肉芽腫性の
炎症性疾患に関与することが近年報告されてきていることから、膜型 TNF-αへの作用の違いが
これら TNF-α阻害薬の臨床効果の違いに関わっている可能性があることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Transmembrane TNF-alpha, a precursor of soluble form of TNF-alpha (TNF), is expressed on 
activated macrophages and lymphocytes as well as other cell types.  After processed by 
TNF-alpha-converting enzyme (TACE), soluble form of TNF is cleaved from transmembrane TNF 
and mediates its biological activities through binding to type 1 and type 2 TNF receptors (TNF-R1, 
TNF-R2) of remote tissues. Accumulating evidence suggests that not only soluble TNF, but also 
transmembrane TNF is involved in the inflammatory response. TNF antagonists are the center of 
attention for their dramatic clinical efficacy in active chronic inflammatory diseases. In rheumatoid 
arthritis, both infliximab (chimeric anti-TNF antibody), adalimumab (humanized anti-TNF-alpha 
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antibody) and etanercept (p75 TNF-alpha receptor-IgG Fc fusion protein) are highly effective, 
while in Crohn’s disease, only infliximab and adalimumab can induce clinical remission. In 
addition, infliximab and adalimumab are more prone to cause granulomatous infections such as 
tuberculosis. Considering the important role of transmembrane TNF in granulomatous 
inflammation, analysing the biology of transmembrane TNF and its interaction with TNF 
antagonists will contribute to understand the bases for differential clinical efficacies of these 
promising treatment modalities.  
Infliximab, adalimumab, and etanercept similarly induced antibody-dependent dell-mediated 

cytotoxicity (ADCC) in transmembrane TNF-expressing human T cells, however only infliximab 
and adalimumab showed complement-dependent cytotoxicity (CDC) and outside-to-inside signal 
(reverse signal) and etanercept did not. In addition, the function of transmembrane TNF as a ligand 
detected by cytotoxic activity against TNF recetor-bearing T cells was effectively inhibited by 
infliximab and adalimumab, but not by etanercept. cDNA array revealed the intracellular signals 
mediated by infliximab through transmembrane TNF. mRNA of 49 molecules was upregulated, 
while mRNA of 240 molecules was downregulated. 
These results indicate that the difference in the activity against transmembrane TNF among TNF 

antagonists (infliximab, adalimumab, etanercept) is involved in the differential clinical efficacies of 
these TNF antagonists.    
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１．研究開始当初の背景 
近年、関節リウマチ(RA)やクローン病をは

じめとした様々な難治性炎症性疾患に対して、

抗TNF療法が大きな効果を示すことが明らか

となり、TNF-αの慢性炎症における重要性が

改めて注目されている。従来、TNF-αの作用

の中で可溶型TNF-αの働きは詳細に研究され

てきたが、対照的に可溶型TNF-αの前駆体で

ある膜型TNF-αの機能はほとんどわかってい

なかった。  

 我々は以前より、前駆体である膜型TNF-α

の生物活性に注目して研究してきた(J Immun

ol 2001など)。またTNF-α受容体やその下流

のアポト−シス関連分子の自己免疫疾患での

機能異常もあわせて解析してきた (Nature G

enet 2001, Arthritis Rheum 2000, 2001, 2

004, Blood 2002など)。その過程で、我々は

膜型TNF-αがT-B細胞間の細胞接着による免

疫応答に重要な分子であることを初めて明ら

かにしてきた。すなわち活性化T細胞上の膜型

TNF-αは i) B細胞に接着して抗体産生を誘

導し、ii) 膜型TNF-αが刺激を受けることに



よりT細胞自身がある種の接着分子やサイト

カインの産生を誘導する。言い換えれば、膜

型TNF-αはT-B細胞間で両方向にシグナルを

伝えうる新しい膜表面機能分子であり、可溶

型TNF-αとはまったく異なる。膜型TNF-αは、

それを発現している細胞と標的細胞とが会

合すること（cell-to-cell contact）で機能を発

揮する分子である。この点が、産生細胞から

遠く離れて機能を発揮する可溶型TNF-αと決

定的に異なる特徴である。すなわち、膜型TN

F-αは炎症局所で機能する分子であるといえ

る。次に重要なことは、膜型TNF-αは細胞膜

表面に存在してリガンドとしてのシグナル

（膜型TNF-αを発現した細胞から見ると「外

向き」の作用）を伝えるばかりでなく、膜型

TNF-αを発現している細胞自身へシグナルを

伝える「内向き」の作用をも併せ持った双方

向性の分子であることが我々の研究で明ら

かになってきた点である。さらに興味深いこ

とは、近年脚光を浴びている抗TNF製剤が、

従来考えられてきた「可溶型TNF-αの中和」

という作用以外に、膜型TNF-αにも働いて機

能を発揮している可能性が明らかになりつ

つある点である。そしてTNF阻害薬間の膜型T

NF-αに対する「内向き」作用などの直接の作

用が異なるという点が、近年明らかになって

きた製剤間の臨床効果の違い、副作用の違い

を検討していくうえで大きな手がかりにな

ることがわかってきた。たとえば抗TNF抗体

と可溶型TNF受容体融合タンパクはRAに対し

ては同等の効果を示すにもかかわらず、クロ

ーン病、ウェゲナー肉芽腫症やサルコイドー

シスなどの肉芽腫性疾患では抗体製剤のみ

が有効でありエタネルセプトは無効である。

一方、副作用の面からみると、抗体製剤は、

エタネルセプトに比べて結核をより高率に

発症する (N Engl J Med 2002)。興味深いこ

とにこれらの疾患では、膜型TNF-αが病態に

関与することが報告されている。TNF阻害薬

の標的分子としての膜型TNF-αの機能解明は、

炎症性疾患の病態解明、新たな作用機作をも

つ治療法の開発に役立つ可能性があり意義

が大きいと考える。 

２．研究の目的 
本研究では、膜型 TNF-αとその受容体(TNF-

α受容体)の二つの分子に着目して機能解析

を行うとともに、TNF 阻害療法との関わりを

解明する。具体的には、膜型 TNF-αとその受

容体との相互作用によって生じる生理的な

免疫応答を、サイトカイン産生、細胞増殖、

アポト−シスなどについて検討し、それを担

う細胞内シグナル伝達分子も解析する。この

相互作用には膜型 TNF-αから TNF-α受容体

を有する細胞へ伝わる外向き作用と膜型 TNF

を発現している細胞自身が受け取る内向き

の作用とがある。次に、膜型 TNF-αを介した

外向き作用、内向き作用（ADCC、CDC そして

我々が見出した reverse signal）に対して、

3 種類の TNF 阻害薬（インフリキシマブ、ア

ダリムマブ、エタネルセプト）がそれぞれい

かなる効果を有するか、そして効果の違いは

何か、を検討する。最後に膜型 TNF-αから

reverse signalによって細胞内に伝達される

細胞内シグナルに関与する分子について、

cDNA アレイを用いて網羅的に遺伝子解析を

行う。 

 

３．研究の方法 
T細胞やマクロファージ表面上の膜型TNF-α

は、TNF-α受容体を発現した標的細胞との相

互作用を通じて炎症に関与する。その際、リ

ガンドとして標的細胞に作用する一方で（外

向き作用）、逆に膜型 TNF-αを発現した細胞

自身に機能を生じさせる（内向き作用）。こ

うした両方向性の膜型 TNF-αの生物活性に

ついて、膜型 TNF-αを安定して発現した T
細胞株(ヒト Jurkat T 細胞)、健常人ならび

に RA 患者から得た T 細胞やマクロファージ

を用いて生理活性を解析し、シグナル伝達に

必須の分子を同定し、さらには疾患との関連

を解析する。また、この実験系に TNF 阻害

薬を加えることによって、膜型 TNF-αの機能

がいかなる修飾を受けるかを解析する。 
 膜型 TNF-α発現細胞の作製については既

報済みである（J Immunol 2001）。膜型 TNF-

α発現細胞を標的として、血清の存在下



（CDC）、PBMC存在下（ADCC）、非働化血清、

PBMCなしの状態（内向きシグナル、outside 

-to-inside signal）で各 TNF 阻害薬を添加

して TNF-α発現細胞が破壊されるかを

Annexin V/Propidium Iodide(PI)で染色して

FACSで検討した。また内向きシグナルを検討

する時に細胞周期についても FACSで検討し

た。cDNA アレイについては Affimetrix社の

システムを用いて color swap 法にて検討し

た。有意に変化したものについては定量的

RT-PCR法、ウェスタンブロット法にてさらに

検討した。 

 

４．研究成果 

１）TNF阻害薬の膜型 TNF-α発現細胞に対す

る ADCC活性 

インフリキシマブ、アダリムマブ、エタネ

ルセプトはいずれの effector/target比にお

いてもほぼ同様の細胞障害活性を呈した。し

たがってこれら TNF阻害薬の間に差を認めな

かった。 

２）TNF 阻害薬の膜型 TNF-α発現細胞に対

する CDC活性 

 ヒト血清の存在下で、インフリキシマ

ブやアダリムマブは CDC による細胞障害

を呈したが、エタネルセプトは極めて弱

い活性（1000分の 1）しか示さなかった。 

３）内向きシグナルによる膜型 TNF-α発

現細胞への細胞障害 

 ADCC,CDCのない状態で TNF阻害薬を加

えて内向きシグナルを検討したところ、

インフリキシマブ、アダリムマブではア

ポトーシスを呈したがエタネルセプトは

全く示さなかった。またアポトーシスに

至らず生き残った細胞は細胞周期が

G0/G1 期で停止していた。 

 以上から、膜型 TNF-α発現細胞にたい

して抗体製剤はエタネルセプトに比べて

はるかに強く細胞障害性を発揮すること

がわかった。 

４）膜型 TNF-α発現細胞のリガンドとし

ての作用、すなわち TNF 受容体発現細胞

への細胞障害活性への TNF 阻害薬の作用 

 cell-to-cell contactによる細胞障害活性

は、3 種類の TNF 阻害薬の存在下で抑制され

た。しかしながら 10μg/ml 以上の高濃度で

は差がなかったが、1μg/ml という生理活性

では抗体製剤に比べてエンブレルが有意に

弱かった。 

５）内向きシグナルによる細胞内シグナル伝

達分子の動態の検討 

 cDNA アレイによる検討では、膜型 TNF-α

発現 T細胞にインフリキシマブを作用させる

と、49個の分子が有意に発現亢進した。一方、

240 個の分子の発現が低下した。たとえば活

性化マーカーとなる細胞表面分子 CD69 は定

量的 RT-PCR、FACS による確認でも発現亢進

していた。その他の分子ではアポトーシスや

キナーゼ関連分子が定量的 RT-PCR でさらに

確認された。投稿準備中であるため詳細の発

表は控えたい。 

 以上から、TNF 阻害薬のうち、抗体製剤は

強力に膜型 TNF-α発現細胞を抑制した。膜型

TNF 発現細胞は肉芽腫性炎症の形成に大きく

かかわっていることから、抗体製剤が肉芽腫

を形成するクローン病に効果があること、一

方では抗体製剤が肉芽腫性の感染症（結核な

ど）を引き起こしやすいこと、の原因の一つ

であることが明らかになった。さらに重要な

ことは、今後新たに開発されてくるであろう

TNF 阻害薬の効果や副作用を予想する上で、

我々が樹立した膜型 TNF-α発現細胞は、大変

有用なツールになることが明らかになった。 
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