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TNFαにより誘導される遺伝子群の同定とその治療への応用
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〈研究の目的と進め方〉
TNFαは慢性関節リウマチや、グラム陰性悍菌感染時

にみられるエンドトキシンショックなどにおいて中心的
な役割を果たすことが知られており、またある種の腫瘍
細胞にはアポトーシスを誘導することが知られている。
しかしながら、大多数の他の細胞にはアポトーシスを誘
導せず、むしろ炎症性サイトカインの産生や接着因子な
どの発現上昇を誘導することから、TNFα刺激時にはア
ポトーシスを誘導するシグナル伝達経路と同時に抗アポ
トーシス遺伝子の誘導がもたらされると考えられている。
しかしながら、このような多彩な機能を有するTNFαに
より誘導される遺伝子群については完全には明らかにさ
れていない。我々の作製したTNF receptor-associated
factor (TRAF) 5/TRAF2のダブルノックアウト (DKO)マ
ウス由来の胎児線維芽細胞(MEFs)はTNFα刺激による
NF-кBの活性化の障害とTNFα誘導性細胞死に対する感
受性の亢進が認められる。そこでcDNA マイクロアレイ
を用い、野性型およびDKOマウス由来のMEFsをTNFα
刺激することにより誘導される遺伝子群の発現パターン
を検討し、DKO MEFsで特異的に発現の低下した遺伝子
群をcDNA マイクロアレイを用いて同定することを目的
とする。

〈研究開始時の研究計画〉
①DKOマウスおよび野生型マウス由来のMEFsをTNFα
刺激し、その時に誘導される遺伝子の発現パターンを理
研20K cDNAマイクロアレイを用いて比較検討し、TNF
αにより誘導されてくる遺伝子群および、 DKO由来の
MEFsで特異的に誘導の見られなくなった遺伝子群を同
定する。発現に変化のあった遺伝子群については再現性
を見るためにノーザンブロット法により確認する。
②ノーザンブロット法で発現に差の見られた遺伝子群に
ついてはその遺伝子をレトロウイルスベクターに組み込
み、DKOマウス由来のMEFsに遺伝子導入し、TNFαに
より誘導される細胞死に抵抗性となるかを検討する。
③同定された遺伝子のプロモーター解析を行い、同定さ
れた遺伝子の発現調節のメカニズムを明らかにする。

〈研究期間の成果〉
理研20K cDNAマイクロアレイを用いてTNFα刺激前、

2, 4, 6時間後にRNAを回収し、遺伝子の発現パターンを
検討した結果、DKO MEFsで野性型MEFsに比較し、４
分の１以下に発現の低下している遺伝子を300個以上同定
した。さらに興味深い遺伝子あるいは未知の遺伝子につ
いてはノーザンブロット法を用いその発現の差を確認し
た。これらの解析の結果、刺激に伴い野生型細胞ではス
ーパージスオキシドジスムターゼ(SOD)IやSOD2, グルタ
チオンS-トランスフェラーゼ、メタロチオネインなどの
抗酸化酵素あるいは抗酸化分子の発現上昇が認められた。
さらにこれらの抗酸化酵素の発現上昇は、DKO MEFsで
は低下していることより、NF-кBの機能としてこれらの
酵素の発現上昇を介して活性酸素(ROS)の蓄積を抑制し

ている可能性が示唆された (6)。しかしながら、残念な
事にこれらの抗酸化酵素分子をレトロウイルスベクター
に組み込みDKO MEFsに遺伝子導入しても、TNFα刺激
により誘導される細胞死に対する抵抗性を獲得しなかっ
た。以上より、単一の抗酸化酵素の過剰発現だけでは
ROS産生を抑制するためには十分ではなく、これらの酵
素群の協調的な働きがROSの効率的な除去には必要であ
る可能性が示唆された。

また我々は、NF-кBの欠損した細胞ではTNFα刺激に
より大量のROS産生が生じること、およびこのROS産生
がTNFα刺激により誘導されるネクローシスや、数時間
にもわたって持続するc-Jun N-terminal kinase (JNK)の活
性化に必須であることを示した（10）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
NF-кBの細胞死抑制機能としては、これまでカスパー

ゼの活性化を抑制することによりアポトーシスを抑制す
ることが注目されてきた。しかし、我々の今回のNF-кB
欠損細胞と野生型細胞のTNFα刺激により誘導される遺
伝子発現のパターンをマイクロアレイを用いて解析した
結果、NF-кBの重要な機能として、抗酸化酵素の発現上
昇を介してROS産生を抑制する機能が重要であることが
初めて明らかとなった。さらにNF-кBはアポトーシスだ
けではなく、ネクローシスを抑制する機能のあることが
明らかとなった。我々の研究以後、複数のグループによ
り同様の結果が報告され（Ventura et al., Genes Dev, 2004;
Pham et al., Cell, 2004; Kamata et al., Cell, 2005）、この分野
における研究の方向性を決定づけたものとなった。これ
らの研究により、その後我々はこのテーマについての総
説を書く機会を与えられ（1, 4, 7）、これらの総説のなか
で今後のこの分野の研究の方向性を示すことができた。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
マイクロアレイ解析により得られたNF-кB依存性に誘

導される遺伝子群のなかで、TNFα刺激による細胞死を
抑制する遺伝子を同定することはできなかった。しかし
ながら、NF-кB依存性の細胞死抑制のメカニズムとして
は、複数の細胞死促進経路（カスパーゼ系、ROS産生経
路、およびJNK経路）を抑制することが必要であること
を考えると、この結果はむしろ現時点では当然なことか
もしれないと考えられた。さらにマイクロアレイでの差
が、ノーザンブロット解析の結果と必ずしも一致しない
場合も存在し、より詳細な時間経過の設定および同一ポ
イントにおいて３回以上（今回はすべて２回の実験）の
実験が結果の信頼性を上げるためには必要と思われた。

〈今後の課題〉
現在TNFαにより誘導されるシグナル伝達経路に関す

る大きな問題点は、一つはどのようなメカニズムにより
TNFαがROS産生を誘導するかという点と、またある状
況ではどのようにしてネクローシスを誘導するのかとい
う点である。これらの問題の解決を通じて、TNFαが深



－ 498－

く病態に関わっているとされる敗血症性によるショック
や慢性関節リウマチの治療法を開発する上で、より有望
な標的分子あるいは標的シグナル経路を同定できる可能
性がある。さらに、これらの分子メカニズムを明らかに
する上で、今回我々の用いたようなマイクロアレイ解析
や、プロテオーム解析などのいわゆる網羅的なアプロー
チをすべて動員することにより明らかにできるのはない
かと期待が持たれる。
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