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研究成果の概要（和文）：大腸上皮細胞、単球細胞で多く発現がみられるARP 36-2に着目した。大腸上皮細胞株および
単球細胞株をIL-1β、TPA刺激すると、培養液中のTNFα濃度が経時的に増加した。さらに、KB-R7785、siRNAによりADA
M17を欠失すると、大腸上皮細胞、単球細胞でのIL-1β、TPA刺激時TNFαsheddingによる濃度上昇が、有意に抑制され
た。さらに、siRNAによりARP36-2を欠失しても、同様にIL-1β、TPA刺激時TNFαsheddingによる濃度上昇が、有意に抑
制された。ARP36-2は、TNFαsheddingを制御する炎症性腸疾患新規治療ターゲットになりうると思われた。　

研究成果の概要（英文）：Colon epithelial cells, many expressed in monocyte cells I was paying attention 
to the ARP 36-2 seen. When IL-1β stimulates colon epithelial cell line, TNFα concentration in the 
culture solution in over time increased but TPA, LPS, increase was observed. On the other hand, when the 
monocytic cell line TPA stimulation, TNFα concentration in the culture solution is increased, IL-1β, 
the stimulation with TPA, increase was observed. Further, when the deletion of the ADAM17 by KB-R7785, 
siRNA, colon epithelial cells, IL-1β in the monocyte cell, the concentration increase due to TPA 
stimulation during TNFαshedding, was significantly inhibited. Furthermore, even if lacking the ARP36-2 
by siRNA, similarly concentration rise due to IL-1β, TPA stimulus during TNFαshedding has been 
significantly suppressed. ARP36, it seemed to be made in inflammatory bowel disease novel therapeutic 
target to control the TNFαshedding.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）．ADAM17 介在蛋白の同定に関する
背景と成果 

ADAM17 は TNF産生酵素(TACE)とし
てよく知られている。しかし、同時に
amphiregulin(AR)や HB-EGF など複数の
膜蛋白を酵素基質とするが、これら基質
を選択するメカニズムは全く分かってい
ない。申請者らは、ADAM17 の基質がア
ミノ酸配列の方向（C 末端と N 末端の方
向）が逆である I 型（AR や HB-EGF）お
よび II 型（TNF）膜蛋白のいずれにも
及んでいることから、特別な結合蛋白の
介在を想定し、まずは AR の放出時に AR
と細胞膜上で複合体を形成する蛋白の同
定を試みた。すなわち、AR 前駆体の切
断が不能となる変異遺伝子を調整し
HT1080 細胞に導入、TPA 刺激で切断シ
グナルを入れたところ、AR の免疫染色
で細胞膜上に粗大な顆粒状の複合体が出
現した（図 1）。この顆粒状複合体を抗
AR 抗体で免疫沈降、電気泳動で精製、
Mass 解析を行ったところ新規 ARP36 を
同定することができた。ARP36 は 12 個
の類似体をもつファミリーで、AR の
shedding 活性に重要な役割をもつ事実
（日本分子生物学会 2010 発表、投稿
revise 中）を見出したことから、TNFの
shedding にも関わる可能性をいち早く推
定することができた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）．TNF放出の測定系の確立と成果 
申請者らは、実験を進めるため、①内因

性 TNFを分泌する大腸癌細胞（HT29 な
ど）と単球細胞（U937）を見出し、IL-1、
LPS、TPA 刺激で培養液中に放出される
TNFの量を測定する実験系を確立した。
さらに、TNFの shedding を効率よく解析
するために、②新しい TNF強制発現系を
開発した。すなわち、ヒト胎盤耐熱性アル
カリフォスファターゼ（AP）で標識した
TNF前駆体発現プラスミドベクターを作
製した。このプラスミドを細胞株にトラン
スフェクションし、安定的に発現する細胞
株を樹立した。AP-TNF発現細胞株は、各
種サイトカインや炎症惹起物質(IL-1、LPS、
TPA)の刺激に反応し、培養液中に AP-TNF

を放出するため AP 活性測定することによ
り、放出 TNF量を簡便に定量できるよう
になった。 
申請者らは、加えて ARP36 ファミリーの

12 分子の siRNA を合成、①と②の実験系
でそれぞれの細胞に導入した結果、
ARP36-2 の発現をノックアウトした際に、
内因性 TNFおよび強制発現 TNF（図 2）
のいずれのも放出が劇的に阻害されること
を確認した。 

 

 
 
この結果は、ARP36 ファミリーが介在蛋

白として TNFの shedding を制御している
こと強く示していると同時に、細胞膜上で
ARP36 分子と ADAM17 あるいは TNFと
の複合体の形成を阻害することで、TNF
産生を阻害できる可能性を強く示している
（図 3）。 

 

 
２．研究の目的 
炎症性腸疾患は、遺伝的背景や外的因子に対
する過剰免疫反応が腸管粘膜傷害を起こす。
TNFはその病態において中心的役割を果た
す。抗 TNF抗体治療は、有効な治療である
が、無効例や二次無効が存在する。膜結合型
TNFは、ADAM17 により可溶型 TNFに切
断・放出される。ADAM17 が放出する蛋白は２
型膜蛋白 TNFのほか、１型膜蛋白の AR、
HB-EGF などがある。しかしながら、1型、2
型膜蛋白の ADAM17 を介した細胞膜から放
出の詳細なメカニズムは明らかになってい
ない。そこで、ADAM17 を介した 1型、2型



膜蛋白放出のメカニズムを明らかにし、抗
TNF抗体治療に代わる TNF抑制に関与す
る標的分子の発見、機能解析を研究の目的と
した。 
 

３．研究の方法 
（１） 質量分析器を使った AR 結合蛋白
の網羅的解析 
AR が細胞膜から(すでに明らかにされて
いる)切り出される部位に Flag tag を挿入
し、shedding されない AR を発現するベ
クター (ucFlag-AR)を作成した（現在
Blood 誌投稿中)。大腸上皮細胞株 HT29
にトランスフェクションし安定的に発現
する細胞株を樹立した。この細胞株を 8
倍 容 量 の 低 張 性 バ ッ フ ァ ー (5mM 
Tris-HCl,pH7.4)に混合し、ホモジェネート
した。さらに、compensation buffer(20mM 
Tris-HCl, 0.95M sucrose, 0.15M 
NaCL,pH7.4)を混合し、50000rpm の超遠
心後細胞膜成分を分離した。 RIPA 
buffer(25nM Tris-HCl, 150nM NaCl, 
1%NP40, 0.1%SDS, 1% sodium 
deoxychocolate)にて、細胞膜成分溶液を調
整した。抗 Flag 抗体にて免疫沈降後、
MALDI-TOFMS(島津製作所製)にて質量
分析し、MASCOT(Mtirix Sciences、USA)
解析システムにて網羅的に同定した。6
種 類 の 新 規 分 子 (MCF2 cell derived 
transforming-like2, ARP36 など)を得た。こ
れら新規分子が単球系細胞株(U937)やほ
かの大腸上皮細胞株(HT29、HCT116)でも
検出されるか解析した。  
（２）大腸上皮および単球細胞株における
TNF受容体と ADAM17 の存在スクリーニ
ングと ADAM17 と ARP36-2 および TNF
と ARP36-2 の結合の解析  

TNF-受容体(TNF-R1, TNF-R2）およ
び ADAM17の mRNA、蛋白発現レベルを、
real time PCR と western 解析ですでに確認
済み。大腸上皮細胞株（HCT116, HT29,）
単球細胞株(U937)において、ADAM17 と
ARP36-2、さらには TNFと ARP36-2 の結
合を免疫沈降にて確認する。 
具体的には、10 センチ培養皿に 90%コ

ンフルエントまで培養し、48 時間 FBS(-)
メディアに交換後、TNFの shedding を
誘導する TPA(60 nM), IL-1(10ng/ml)や
LPS(10ng/ml)にて 15-240 分間刺激したあ
と 、 Lysis buffer(BC200;200mMNaCl, 
0.2%NP-40, 25mMTris-HCl pH7.8, 
10%glycerol, 1.0mM EDTA pH8.0)にて氷
上で溶解後、遠心にて lysate のみとする。

ADAM17 対する特異的認識モノクロー
ナル抗体（1:500）または、抗 TNF抗体
（1:500）を加え、2 時間 4℃冷蔵庫内に
て振盪後、セファロースビーズ G を加え
さらに 2 時間振盪し、免疫沈降後、
SDS-PAGE にて electrophoresis を行う。ニ
トロセルロース膜に転写後、抗 ARP36-2
抗体にて blot して確認する。さらに残り
の細胞株においても TNF受容体および
ADAM17 の発現レベルを確認し、
ADAM17 と ARP36-2 および TNFと
ARP36-2 との結合を免疫沈降にて確認し
た。 
（３）AP-TNF-前駆体発現細胞を使用し
ARP36-2 ノ ッ ク ダ ウ ン に よ る TNF 
shedding 抑制効果の解析 
一過性 AP-TNFを強発現させた大腸上
皮細胞株(HCT116, HT29)および単球細胞
株(U937)で TNF shedding が、起こるこ
とを確認した。次に ARP36-2 ノックダウ
ンの系で TNF shedding が抑制されるか
どうかも確認するため、ARP36-2 を
siRNA で欠失させ、TNF shedding が抑
制されるか検討した。 
 
４．研究成果 
大腸上皮細胞、単球細胞で ARP36-2 の発
現を確認した。大腸上皮細胞株を IL-1
刺激すると、培養液中の TNF濃度が経
時的に増加したが TPA、LPS では、増加
はみられなかった。一方、単球細胞株を
TPA 刺激すると、培養液中の TNF濃度が
増加し、IL-1、TPA による刺激では、増
加はみられなかった。さらに、KB-R7785、
siRNA により ADAM17 を欠失すると、大
腸上皮細胞、単球細胞での IL-1、TPA 刺
激時 TNF  shedding による濃度上昇が、
有意に抑制された。さらに、siRNA によ
り ARP36-2 を欠失しても、同様に IL-1、
TPA 刺激時 TNF shedding による濃度上
昇が、有意に抑制された。 
以上の結果から ARP36-2 は、 TNF 
shedding を制御する炎症性腸疾患新規治
療ターゲットになりうると思われた。 
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