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研究成果の概要（和文）： 

全身性炎症反応症候群の中心的なメディエーターである TNFαは細胞膜タンパク質として産生

されたのち、限定分解をうけることで可溶型の活性化分子として細胞外に放出される。我々は、

TNFαによる細胞死に耐性を示す新規分子のスクリーニングを行い、細胞膜内プロテアーゼ・ロ

ンボイドファミリー遺伝子の１つである RHBDF2 を同定した。本研究は、RHBDF2 が新たな自然

免疫反応の制御分子であることを示した研究である。 

 
研究成果の概要（英文）：Innate immune responses are vital for pathogen defense but can 
result in septic shock when excessive. A key mediator of septic shock is TNFα, which 
is shed into intercellular spaces after cleavage from the plasma membrane by the protease 
TACE. Here we report that the rhomboid family member RHBDF2 interacts with TACE and 
regulates TNFαshedding in vitro and in vivo. Our study has identified RHBDF2 as a novel 
regulator of innate immunity that may be an important target for modulating sepsis and 
pathogen defense. 
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１．研究開始当初の背景 
自然免疫反応は病原体防御のために必要不
可欠な反応であるが、過剰な生体反応は無秩
序なサイトカイン産生を誘発し、その結果細
菌感染に伴う全身性炎症反応症候群の悪化
を引き起こすことが知られている。全身性炎
症反応症候群の中心的なメディエーターで
ある TNFαは細胞膜タンパク質として産生さ
れたのち、膜結合型メタロプロテアーゼであ

る TACE (TNFα converting enzyme) により
限定分解をうけ細胞膜から切り離されるこ
とにより可溶型の活性化分子として細胞外
に放出される。一方、TNFαシグナルは多く
の炎症性疾患に関与することが知られてい
るが、TNFαシグナルの制御に関しては、ま
だ十分に理解されていないのが現状である。
そこで申請者は、TNFαによる細胞死に耐性
を示す新規分子を、サイクリックパッケージ
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ングレスキュースクリーニング法を用いて、 
TNFα誘導細胞死に耐性となる新規分子の単
離を試みたところ、ロンボイドファミリー遺
伝子の１つ RHBDF2 を同定した。 
ロンボイドは、細胞膜内プロテアーゼであ

り、進化的には原核細胞から保存されている
分子である。構造的にはポリペプチド鎖が細
胞膜を 6回もしくは 7回貫通する特徴を有し、
膜の脂質二重層内で基質蛋白質を切断する
プロテアーゼである。またロンボイドはショ
ウジョウバエでは７個、ヒト、マウスでは９
個のロンボイドファミリー分子が同定され
ており一大分子群を形成している。 
 
 
 
２．研究の目的 
申請者は、TNFα刺激による細胞死を回避す
る遺伝子スクリーニングを行い細胞膜内プ
ロテアーゼであるロンボイド RHBDF2 を同定
している。以上のことから本研究は 

(1) RHBDF2 がこれまで詳細に検討されてい

る TNFαシグナルにおいて、どのように作

用しているのかを明らかにする。 

(2) RHBDF2 による細胞死抵抗性は TNFα刺

激だけでなく、その他の細胞死刺激に対し

ても特異的なのかを明らかにする。 

(3) TNFαが関与する自然免疫反応におい

て RHBDF2 がどのような役割を果たしてい

るのかを詳細に検討する。 

(4) RHBDF2 欠損マウスを作成することで、 

TNFαが関与する感染症に対する反応性を

明らかにすることが本研究の目的である。 

 
 
 
３．研究の方法 

申請者は、サイクリックパッケージング

レスキュー法を用いて、 TNFα誘導細胞死

に耐性となる新規分子の単離を試みた。す

なわち「レトロウイルスによる cDNA ライブ

ラリーの導入」「TNF による細胞死の誘導」

「細胞死耐性細胞に gag-pol-env をアデノ

ウイルスで導入し、レトロウイルスを回収」

の一連の操作を繰り返すことで、TNFαによ

る細胞死に耐性となる遺伝子の濃縮単離を

試み、ロンボイドファミリー遺伝子の１つ

RHBDF2 を同定した。 

またに RHBDF2 の過剰発現細胞を作成す

ることで、どのようなメカニズムで TNFα

に対して抵抗性を獲得するのかの検討を行

なった。 

さらに、RHBDF2 の欠損マウスを作製する

ことで、in vivo における RHBDF2 と TNFα

シグナルの相互作用、および TNFαが関与

する自然免疫反応における RHBDF2 の役割

を明らかにした。 

 
 
 
４．研究成果： 
(1) 細胞死耐性遺伝子ロンボイドの同定 
前述のようにサイクリックパッケージング
レスキュース法を５度繰り返すことによっ
て RHBDF2 を同定し、RHBDF2 過剰発現させた
TNF 感受性細胞株 L929 細胞では、TNFαによ
る細胞死に抵抗性を示すことが明らかとな
った（図１）。 
 

図１. RHBDF2 過剰発現による TNFαに対する
細胞死抵抗性の獲得 
 
 
(2) RHBDF2 の作用点 
次にRHBDF2におけるTNFα抵抗性の分子メカ
ニズムを検討するために、メタロプロテアー
ゼ阻害剤である BB-2516 存在下で TNFα処理
を行なったところ RHBDF2 を発現している細
胞で見られた TNFα抵抗性が阻害された（図
２）。このことより RHBDF2 による TNFα抵抗
性はメタロプロテアーゼ活性に依存してい
ると考えられる。 
 

図 2. メタロプロテアーゼ阻害剤 BB-2516 存
在下ではRHBDF2過剰発現によるTNFαの細胞
死抵抗性は抑制される。 
 
 



(3) RHBDF2 ノックアウトマウスの作成 
in vivo における RHBDF2 の TNFα抵抗性メカ
ニズムを検討するために、RHBDF2 ゲノム遺伝
子のエキソン 4－14 を PGKneo カセットに組
み替えた ES 細胞を作成し、RHBDF2 ノックア
ウトマウスを作成した（図３）。 
 

 
図３. RHBDF2ノックアウトマウス作成のため
の遺伝子構築 
 
 
(4) RHBDF2 ノックアウトマウスにおける LPS
刺激における TNFα産生能の検討 
作成した RHBDF2 ノックアウトマウスは正常
に生まれ、成体まで育ち、生殖能力にも影響
は認められなかった。このことより、RHBDF2
遺伝子は個体発生と生存に必須ではないこ
とが明らかとなった。 
しかし、TNFα産生能を検討するために、

RHBDF2 ノックアウトマウスに LPS を投与後、
３時間では顕著に TNFαの産生が抑制されて
いることがわかった（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．LPS 投与による血中の TNFα産生量の
検討。LPS 投与なしでは（0h）ではコントロ
ールとは顕著な差がないのに対して、LPS 投
与後、３時間における血中の TNF 濃度は、
RHBDF2 ノックアウトマウスで顕著な産生抑
制が観察された。 

(5) RHBDF2ノックアウトマウスにおけるエン
ドトキシンショック耐性能の検討 
D-ガラクトサミン(Dgal)は細菌外膜のリポ
多糖(LPS)とともに、マウスに投与すると肝
臓に著しい障害が誘導され、24 時間以内に致
死が誘導される。このため、エンドトキシン
ショックモデルとして頻用される。そこでこ
のモデルを用いて RHBDF2 ノックアウトマウ
スにおけるエンドトキシンショック耐性能
を検討したところ70%のRHBDF2ノックアウト
マウスが、D-gal と LPS 投与後 48 時間後にお
いても生存していた（図５）。 
 
 

 
図５. RHBDF2ノックアウトマウスにおけるエ
ンドトキシンショック耐性能の検討 
 
 
 
(6) RHBDF2ノックアウトマウスにおけるリス
テリア菌に対する抵抗性 
次にRHBDF2におけるTNFα産生と細菌感染の
関与を検討するために、RHBDF2 ノックアウト
マウスからチオグリコレート誘導によって
得られた腹腔滲出性マクロファージに、リス
テリア菌を感染させて TNFα産生能の検討を
行なったところ、野性型ではリステリア菌の
濃度に依存して明らかな TNFα増加が観察さ
れたのに対して、RHBDF2 ノックアウトマウス
では顕著に抑制されていた（図６）。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６. RHBDF2ノックアウトマウス由来腹腔滲
出性マクロファージにおけるリステリア菌
に対する TNFα産生能の抑制 
 
 
以上の結果より自然免疫反応において、
RHBDF2はメタロプロテアーゼ依存的に TNFα
産生を直接制御することで、炎症反応を制御
する分子である可能性を示唆した。これらの
結果は現在論文投稿中である。 
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