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研究成果の概要（和文）：本研究ではTumor necrosis factor-α(TNF)に対する膜内蛋白分解酵素の作用を明らかにす
る事が目的である。TNFを産生する細胞株(293T)に種々のシグナルペプチドペプチターゼ様蛋白分解酵素(SPPL)cDNAを
遺伝子導入し、細胞溶解後、ウエスタンブロッティングによりTNFのフラグメントを検出したところ、SPPL2aのみがTNF
由来細胞内ドメイン形成作用を有することが示された。また遺伝子導入後のウエスタンブロッティングによる解析や上
清中のTNF濃度測定によりSPPL3がTNF変換酵素様酵素活性を有する事を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the effect of intramembrane proteases 
such as signal peptide peptidase like proteases (SPPL) on Tumor necrosis factor-α(TNF).After SPPLcDNA 
was transfected into TNF-producing 293T cells, fragments of TNF in cell lysate were analyzed by Western 
blotting. In this study, we demonstrated that only SPPL2a is able to cleave TNF into TNF-intracellular 
domain. We also demonstrated that SPPL3 has enzymatic activity like TNF converting enzyme.

研究分野： 医歯薬学
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1. 研究開始当初の背景 
 Tumor necrosis factor-α(TNF)は炎症や免
疫反応において多彩な生物活性を有する代
表的な向炎症性サイトカインであり、その過
剰な作用は関節リウマチ(RA)やクローン病
等さまざまな炎症性疾患の病態形成に関与
する事が知られているため、国内外において
精力的にその構造や機能に関する研究が行
われている。TNF は、前駆体として分子量
26kDa の II 型膜蛋白である膜型 TNF 
(membrane TNF, mTNF)としてTNF産生細
胞の表面に発現し、TNF 変換酵素(TNF-α 
converting enzyme, TACE)により切断され
分子量 17kDa の可溶型 TNF(soluble TNF, 
sTNF)となる。TNF には分子量 55kDa の I
型 TNF 受容体と分子量 75kDa の II 型 TNF
受容体という2種類の受容体が存在し、sTNF
と mTNF はともに 3 量体としてこれらの受
容体に結合し、様々な細胞内シグナル経路を
活性化する。一方、蛋白分解酵素は加水分解
によってペプチド結合を切断するため、水性
の環境のみで作用すると考えられていたが、
近年、疎水性の膜(脂質二重膜)の中で働く蛋
白分解酵素が発見され膜内蛋白分解酵素と
名付けられた。活性中心にアスパルギン酸(D)
を有する膜内蛋白分解酵素は転写因子Notch
等の I 型膜蛋白を基質とする presenilin と II
型膜蛋白を基質とする SPP(Signal Peptide 
Peptidase) フ ァ ミ リ ー (SPP, SPPL2a, 
SPPL2b, SPPL2c, SPPL3)に分類される。 
 
2. 研究の目的 
 TNF に関して、TACE により mTNF から
sTNF が切断された後に細胞膜に残存する部
位についての分解過程や機能については長
い間不明だったが、近年この部分は細胞膜内
において膜内蛋白分解酵素によって切断さ
れ、細胞内ドメイン(intracellular domain, 
ICD)は核へ移行することが明らかとなり、樹
状細胞においては IL-12 が誘導される事が報
告された。本研究では TNF 由来の細胞内ド
メイン(TNF-ICD)が核に移行後、TNF の新し
い機能を発揮する可能性に着目し、その発端
となる TNF に対する膜内蛋白分解酵素の作
用を明らかにする事が目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)変異 SPPL の作成：膜内蛋白分解酵素であ
る SPPL は GXGD モチーフのアスパラギン
酸(D)を変異させると酵素活性が消失するこ
とがわかっているため、Inverse PCR 法を用
いて SPPL2a 、 SPPL2b 、 SPPL2c 及び
SPPL3cDNA に酵素活性部位変異を導入し
た(GXGD→GXGA、変異 SPPL)。 
(2) 細胞株におけるSPPLによる ICD形成の
検討： ヒト胎児由来腎臓上皮細胞である
293T 細胞に野生型 TNFcDNA を遺伝子導入
することにより TNF を産生する細胞株を作
成した。この 293T 細胞にベクターのみ、野
生型 SPPLcDNA および変異 SPPLcDNA を

発現ベクターpcDNA3 を用いて遺伝子導入
した。細胞溶解後、ウエスタンブロッティン
グにより TNF のフラグメントを検出した。 
 
４．研究成果 
(1)変異 SPPL の作成：それぞれの膜内蛋白分
解酵素SPPLの特異的酵素活性を評価するた
め、GXGD モチーフのアスパラギン酸(D)を
変異させる事により、酵素活性を持たない変
異 SPPL を作成した。 
(2)細胞株における膜内蛋白分解酵素 SPPL
による ICD 形成の検討：TNF を産生する細
胞株(293T)にベクターのみ、野生型 SPPL2a、
SPPL2b、SPPL2c、SPPL3cDNA およびそ
れぞれの変異 SPPLcDNA を発現ベクター
pcDNA3 を用いて遺伝子導入した。細胞溶解
後、ウエスタンブロッティングにより TNF
のフラグメントを検出したところ、野生型
SPPL2a を遺伝子導入した場合のみ細胞内に
ICD が出現した(図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(3)SPPL3 の TACE 様活性の同定：TNF を産
生する細胞株(293T)に野生型 SPPL3cDNA
を遺伝子導入した際には、TNF が TNF 変換
酵素(TACE)様の切断を受ける事を上記ウエ
スタンブロッティングにて見いだした。次に
SPPL3cDNA を遺伝子導入した細胞株培養
上清中の可溶型 TNF 濃度を測定した所、野
生型 SPPL3cDNA を遺伝子導入した際には、
ベクターのみや変異 SPPL3cDNA を遺伝子
導入した場合に比較し、TNF 濃度は上昇して
いた。TACE 阻害薬を添加すると、野生型
SPPL3cDNA を遺伝子導入した際の TNF 濃
度の上昇は抑制された。以上の結果により、
SPPL3 が TACE 様酵素活性を有する事が初
めて明らかになった。 
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