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研究成果の概要（和文）：本研究ではTNFが産生、分泌されるための重要なステップである「TNFの細胞表面への輸送」
について検討した。ヒト由来細胞株を用いてマウスで関連があるとされたSNAREファミリー分子について順次RNAiや発
現実験を通じてTNF発現、分泌に対する効果を解析した結果、STX4, VAMP3, Vti1bが関連していることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we studied the mechanisms for intracellular trafficking of T
NF, which is a crucial step for TNF production and secretion. By using human-derived cell lines, the effec
ts of the inhibition and/or overproduction of the members of SNARE family on the TNF production and secret
ion was analyzed. STX4, VAMP3 and Vti1b were involved in the intracellular trafficking of TNF.     
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１．研究開始当初の背景 

TNFは、感染や異物などの炎症トリガーに

よってマクロファージやリンパ球から産生、

放出される。この際、TNF産生細胞から放出

された可溶型 TNF が、さまざまな標的細胞

の 1型あるいは 2型 TNF受容体に結合する

ことにより、多彩な生物活性を発揮し炎症反

応が惹起される。我々は以前より可溶型 TNF

の前駆体である膜型 TNF の機能に着目して

研究を行っており、リガンドとしての作用の

みならず、膜型 TNF 発現細胞自身への内向

きシグナルが伝達されること、さらにそのシ

グナル伝達経路についても明らかにし、膜型

TNF 発現細胞が炎症性疾患の病態に関与す

ることを示唆してきた   (J Immunol 

2001, Gastroenterology 2004, 2005, 

Arthritis Rheum 2008)。また膜型 TNFに抗

TNF 製剤が結合することによって膜型 TNF

発現細胞すなわち TNF 産生細胞を破壊、抑

制する作用があること、この作用が抗 TNF

製剤の中でもインフリキシマブ、アダリムマ

ブの抗体製剤に強く、一方 TNF 受容体融合

タンパクのエタネルセプトでは弱いことを

明らかにした（ Arthritis Rheum 2008, 

Rheumatology 2010)。抗体製剤もエタネル

セプトも可溶型 TNF を同じように中和する

が、膜型 TNF に対する阻害効果、すなわち

TNF 産生細胞の抑制効果には大きな違いが

あり、その違いがクローン病などの肉芽腫性

疾患では抗体製剤は有効であるのに、エタネ

ルセプトは効果がない事実を説明しうるこ

とが明らかになったのである。実際、国外の

研究で肉芽腫性疾患では膜型 TNF の関与が

大きいことが近年マウスを使った実験で示

されている。こうした一連の研究結果は、炎

症性疾患を広くかつ強力に制御するために

は、可溶型 TNFのみならず膜型 TNFも同時

に制御することが重要であることを示唆し

ている。そこで私どもは、TNFの作用を考え

た時に最も上流に位置する TNF 産生のステ

ップを制御することが広く炎症を制御する

上で重要であると考えるにいたった。 

TNF の産生とその後の標的細胞での作用を

考えた時に次の一連のステップが存在する。

１）TNF 遺伝子からの mRNA 転写、２）mRNA

から TNF タンパクへの翻訳、３）作成された

TNF タンパクの TNF 産生細胞表面への輸送

(trafficking)、４）細胞膜表面に表出した

TNF 前駆体（膜型 TNF）の切断と可溶型 TNF

の放出、５）可溶型 TNF の TNF 受容体への結

合、６）TNF 受容体へのシグナル伝達分子の

結合と細胞内へのシグナル伝達、７）TNF に

よる標的細胞での生物活性発揮、などであり、

従来の研究では、３）のステップ以外は、詳

細に検討されてきた。ところが３）のステッ

プ、すなわち、細胞内で産生された TNF 前駆

体が、いかなる細胞内分子の関与を経て、ど

のような経路をたどって細胞表面まで輸送

されて膜型 TNF となるかについては、国内外

を問わず研究がほとんど進んでいなかった。

すなわち小胞体(ER)で産生されたTNF前駆体

タンパクは、ゴルジ体から小胞あるいはエン

ドゾームを経て細胞膜表面に到達するとさ

れているが詳細は不明である。またその他の

TNF ファミリー分子の細胞内輸送についての

研究は現在のところ皆無である。 

Stow らのグループが、マウスのマクロファ

ージにおいて初めてTNFの輸送に関与する機

構の一部を明らかにした（Science 2005、Nat 

Rev Immunol 2006）。TNF は小胞体（ER）で翻

訳され、ゴルジ体を経て、ゴルジ体から分離

された小胞(vesicle)に乗って細胞膜まで輸

送されて細胞表面に表出する。Stow らは、イ

ンスリン分泌などに関与することが明らか

となっている SNARE (Soluble N-ethyl 

maleimide-sensitive factor attachment 

receptor)ファミリー分子に着目し、小胞側

の分子（v-SNARE）として VAMP3、細胞膜側の

分子(t-SNARE)の一つとして Syntaxin 4 を見

出し、これらの分子の会合が小胞の細胞膜と

の融合、TNF 前駆体の TNF 産生細胞膜の表面

への出現、に関与することを報告した。しか

しながら、これらの所見は、マウス以外では

証明されていないこと、したがってヒトでの

TNF 輸送に関与するタンパクは全く不明であ

ること、この知見はマクロファージでの結果

であるがその他のTNF産生細胞で普遍的に見

られるかは不明であること、ヒトの炎症性疾

患でのこれら分子の動態も不明であること、

他にもいくつかの分子が関与することが強



く推測されることなど、解明されるべき点が

数多く残されていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、TNF が産生、分泌されるため

に極めて重要なステップである「TNF の細胞

表面への輸送」のメカニズムについて解明し、 

その結果をTNF産生細胞の制御へと応用する

ことを目的とする。 

本研究は TNF 産生細胞の中で産生された

TNF が細胞表面にいかに輸送されるかについ

てほとんど解明されていないが、このメカニ

ズムを明らかにすることは、炎症の最も初期

の段階つまり TNF産生細胞が TNFを放出する

前に炎症を制御する研究へと展開しうる点

で大きな意義がある。 

 

３．研究の方法 

(1)膜型 TNF 産生細胞の樹立 

ヒト細胞株（Jurkat T 細胞、HeLa 細胞、

293T 細胞）に膜型 TNF を安定して発現させる

系を樹立する目的で pCXN2 に TNF cDNA を

subcloning してエレクトロポレーションに

よって導入し Neomycin 添加によって選択し

た。 

(2)SNARE ファミリー分子の knock out (KO) 

30以上に及ぶSNAREファミリー分子につい

て順次その RNA に対して antisense(siRNA)

を amaxaR にて導入し RNAi を行った。メッセ

ージの抑制については定量的 PCR（qPCR）で

確認した。 

(3)SNARE ファミリー分子の強発現 

 SNARE ファミリー分子を発現ベクター

pCXN2にsubcloningしelectroporation法に

より遺伝子導入して強発現させる。 

(4)ELISA による TNF の分泌の確認 

 市販の ELISA を用いて培養上清中の TNFを

測定する。 

(5)TNF タンパクの確認 

 Western blot 法で培養上清中の TNFを確認

する。 

(6)Flowcytometry による確認 

 膜型 TNF 発現細胞の確認は、抗 TNF 抗体を

用いた Flowcytometry にて行った。 

 

４．研究成果 

 SNAREファミリー分子には40近くの分子が

ふくまれている。小胞表面に存在するタンパ

ク群 v-SNARE(v; vesicle)と、細胞表面の

t-SNARE (t; target membrane)の大きく２つ

に分類される。これら v-SNARE と t-SNARE の

相互作用によってTNF前駆体が細胞表面に輸

送されることが予想される。この系を解析す

るためにまずTNFを安定して発現する細胞株

を樹立した。 

(1) 膜型 TNF を発現する細胞株の樹立 

 ヒト T 細胞株 Jurkat 細胞に発現ベクター

に subcloning された TNF 前駆体（膜型 TNF）

をトランスフェクションし、Neomycin で選択

した。その結果膜型 TNF を安定して発現する

細胞株を得た。発現の程度によって高発現細

胞 （ tmTNF-Jurkat H ）、 中 発 現 細 胞 株

（ tmTNF-Jurkat M ）、 低 発 現 細 胞 株

（tmTNF-Jurkat L）の 3 群の細胞株を得た。

これらの発現はFlowcytometryによって行っ

た。 

 次に膜型 TNF をヒト接着細胞である HeLa

細胞で行った。Jurkat T 細胞の場合と同様に

発現ベクターに subcloning された膜型 TNF

をトランスフェクションすることによって

膜型TNFを安定して発現する細胞株を樹立し

た。Jurkat T 細胞に比べて Flowcytometry 上

では発現の程度が低かったが、コントロール

HeLa細胞と比べて明らかに膜型TNFを細胞表

面に発現していた。同様に 293T 細胞につい

ても膜型TNFを安定して発現する細胞株を樹

立することに成功した。 

(2) SNARE ファミリー分子の knock out(KO) 

による膜型 TNA発現細胞での TNF分泌抑制の

検討 

 SNARE ファミリー分子は VAMP1, VAMP2, 

VAMP3, STX1, STX2, STX3, STX4, STX5, STX6, 

SNAP23, SNAP25 をはじめとして 40 分子近く

存在する。これらの中からマウスでの実験か

ら有望と考えられた 6 分子（VAMP3, STX4, 

STX6, STX7, SNAP23, Vti1b）を選択し、そ

れぞれの分子を RNAi にて KO した。まず対象

の細胞株を tmTNF-Jurkat H とした。RNAi 後

72 時間にはこれら分子の発現をほぼ完全に

抑制することを qPCR で確認した。48～72 時



間後において培養上清中の TNF 濃度を ELISA

法で確認した。その結果 VAMP3, STX4, STX6, 

STX7, SNAP23, Vti1b をそれぞれ KO した場合

コントロールを 100%とすると、それぞれ順に

68.2％、54.9％、86.3％、101.0％、95.4％、

75.5％であった。すなわち VAMP3、STX4、Vti1b

では有意に TNF 分泌が低下していた。一方、

細胞内の TNF 産生については Western blot

法で確認したが、これら 6 分子の KO では低

下を認めず、また分子間で差を認めなかった。

この結果から SNARE ファミリー分子である

VAMP3、STX4、Vti1b はヒトにおいて細胞内の

TNF の細胞表面、細胞外への分泌に関わる分

子であることが初めて示唆された。 

 次に TNF 発現 HeLa 細胞株についても同様

の実験を行った。TNF 発現の程度が JurkatT

細胞ほど顕著ではないため有意な差は出な

かったが、VAMP3, STX4, STX6, STX7, SNAP23, 

Vti1b をそれぞれ KOした場合にやはり VAMP3、

STX4、Vti1b では TNF 分泌が低下する傾向を

認めた。 

(3) SNARE ファミリー分子の強発現によるヒ 

ト細胞株での TNF 分泌の検討 

 JurkatT 細胞において VAMP3、STX4、Vti1b

をそれぞれ単独で強発現させてTNF分泌が亢

進するかを検討した。単独の分子の強発現で

は TNF 分泌の有意な亢進を認めなかった。次

にこれら 3分子のうち 2分子を同時にトラン

スフェクションし高発現させた実験では、

VAMP3+STX4 では有意ではないものの培養上

清中への TNF 分泌は上昇する傾向にあった。

しかしながら VAMP3+Vti1b、STX4+Vti1b を同

時に高発現させた場合にはTNF分泌亢進を認

めなかった。 

 以上より、VAMP3、STX4 は TNF の産生には

かかわらないが、産生された細胞内の TNF を

細胞表面に輸送し分泌させる働きがあるこ

とが示唆された。ヒトにおける TNF の細胞内

輸送について初めての研究である。今後、こ

れらの分子を修飾することによってTNF分泌

の抑制、ひいては炎症性疾患の制御に役立て

うる。 
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