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学位論文内容の要旨

【背景と目的】TNFa変換酵素(TACE)はADAMファミリーに属するI型膜蛋白で，免疫や
発生・分化に関わる多様な膜型蛋白を細胞膜から切断し，可溶型蛋白に変換する酵素であ
る，TACEはprodomainを含む約120kDaの非活性型として産生された後，furinにより
prodomainの切断を受けることによって約lOOkDaの活性型となり，細胞膜表面に運ばれ基
質と接触し，酵素としての機能を発揮する．実験的に関節炎モデルやLPS投与による急性
肺障害モデル，ブレオマイシン誘導皮膚硬化モデルなどでTACE阻害薬の有効性が認めら
れることや’ヒトでは発症早期強皮症患者の末梢血単球におけるTACEの発現亢進と治療
による発現低下が報告されていることから，TACEの過剰発現または活性化の亢進が関節リ
ウマチや強皮症などにおける炎症・線維化病態に関わっている可能性が示唆される．本研
究では，TACEの炎症性疾患や線維化病態への関与を明らかにするために，TACEを全身臓器
で過剰発現するTACE遺伝子導入マウス(TACEーTg)を作製し，解析を行った．
【材料と方法】マウス由来の全長TACE cDNAの3′側にFLAG夕グを付加したコンストラク
トをローac tinプ口モーターにより全身発現させたTACE一Tgを作製した．対照には同週齢の
野生型マウス(WT)を用いた．マウスの各臓器または培養細胞におけるTACE，I型コラーゲ
ン，Q SMAのmRNA発現をりアルタイムRT一PCR法で測定した．蛋白発現の評価として．抗
TACE抗体と抗FLAG抗体を用いてwestern blottingを行った．TACE活性はキットを用いて
測定した．TACE―TgおよびWTの背部皮膚から初代線維芽細胞を培養し，PMA’LPS，ブレオ
マイシン，lYSOPhOSPhatidic acidで刺激し，TACE活性型への変化をwestern blotting
で調べた．   PMA  (0. 08肛g/100UlPBS)をTACE－TgおよびWTの背部皮下2か所に投与し，1
日後と7日後に犠牲死させ，投与部位の皮膚の一方から組織標本を作製し，もう一方から
RNA抽出または蛋白抽出を行った，皮膚HE標本について．投与部位とその中心から1cm
離れた周囲の正常部位で真皮厚を計測した，TACEーTgおよびWTの培養線維芽細胞をPMA刺
激した後にりアルタイムRT―PCR法でI型コラーゲンおよびaSMA発現の変化を測定した．
【結果】6週齢のTACEーTgの各臓器におけるTACE mRNAの発現はWTよりも高く，導入遺
伝子由来蛋白の発現がTACE－Tgの全身臓器で確認された．導入遺伝子由来TACE蛋白は主と
して約120kDaの非活性型として検出された．6週齢のTACE―Tgの全身組織をWTと比較し
たが，明らかな組織学的違いは認められなかった．導入遺伝子由来のTACEが活性を持つ
ことを確認するため’TACE―Tgの皮膚と筋肉の組織抽出液にfurinを反応させたところ・
無刺激時にTACE活性はTACE―TgとWTで同程度であったが，TACE－Tgではfurin濃度依存
的に活性型に変換され’それに伴い酵素活性も有意に上昇した．Furinに代わる生体内に
投与可能な刺激物質を探索するため，培養線維芽細胞を各種物質で刺激したところ．PMA
が最も強くTACEを活性型に変換した．PMAの個体レベルでの作用を調べるため，PMAをマ
ウスに皮下投与した，PMA投与後の皮膚ではt1日目のTACEーTgにおしゝてTACEが活性型に
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変換されていることが確認された．7日目には活性型TACEの量は投与前のレベルに戻って
いた．PMA投与後1日目の皮膚では，皮下組織に強い好中球浸潤が見られたものの，炎症
細胞の種類や浸潤の程度にはTACE－TgとWTでは明らかな差は認めなかった．PMA投与後7
日目では真皮が肥厚し，皮下組織には瘢痕状の線維化が誘導された．PMA投与周辺の正常
部位の真皮厚に対するPMA投与部の真皮厚の比を計測したところ，TACEーTgではWTに比べ
て有意に高い値であった，同様に7日目の皮膚におけるI型コラーゲンとa SMAの発現を
TACE―TgとWTで比較したところ，統計学的な有意差は認められなかったもののTACE―Tgで
高い傾向を示した．皮膚線維芽細胞におけるTACEの量的な差がTACE－TgとWTの組織学的
変化の差を生じさせたことを裏付けるために，初代培養線維芽細胞をPMA 20 nMおよび
1300 nMで刺激し，I型コラーゲン，aSMAのmRNA発現を検討した，その結果，I型コラー
ゲンについてはTACE－Tg由来線維芽細胞においてPMAの濃度依存的に発現が亢進し，
1300nMでは無刺激と比較して有意差を認めた，このことから，皮膚線維芽細胞のTACEの過
剰な発現と活性化がI型コラーゲン発現に促進的に働くことが示唆された．
【考察】TACE―Tgは強皮症あるしゝは関節炎モデルになることが期待されたが，作製した
TACE―Tgは無刺激時には固有の表現型を示さなかった．無刺激状態では導入遺伝子由来の
TACEはほとんどが非活性型として組織中に存在しており，酵素活性もWTと同等であった．
このことが’TACEーTgとWTに明らかな表現型の差が表れなかった原因と考えられた，Furin
に代わる生体に投与可能なTACE活性化刺激を検討したところ，PMAが最も効率良くTACE
を活性型に変換することが分かったPMAをマウスに皮下投与したところ，1日目のTACE
活性化に引き続いて7日目には皮膚線維化が誘導された．これまでにPMA刺激を皮膚線維
化誘導物質として用いたモデルはなく，本研究で初めて単回のPMA投与で皮膚線維化を誘
導できること，また，この系においてTACEが線維化に促進的に関与することを示した，
PMA皮下投与によるTACE―TgとWTの皮膚線維化の程度の違いは線維芽細胞におけるTACE
の量的な差とそれによる基質切断の差から生じたと考えられた，具体的にどのような
TACE基質が関わっているかは現段階では不明であるが，線維化病態に関わるTACE基質を
介したシグナル経路の候補のひとっとして，EGFレセプターリガンドがTACE－Tgで過剰と
なり，線維芽細胞の増殖あるいはI型コラーゲン発現に影響した可能性が考えられる．複
数のEGFレセプターリガンドがTACEで切断されることが知られており，切断されたEGF
レセプターリガンドが線維芽細胞上に発現するEGFレセプターにautocrine，paracrine
に作用し’細胞外マトリックスの産生や増殖が促進される可能性が考えられる．具体的に
どのようなEGFレセプターリガンドが関与するかを今後さらに検討したい．
【結諭】TACEを全身臓器で過剰発現するTACEーTgを作製した．通常の飼育環境下では導入
遺伝子由来のTACEが活性化されないため，TACEーTg固有の表現型が観察されなかったが，
PMA刺激によりTACE活性化が誘導され’新たな皮膚線維化モデルを作製できた、このモデ
ルを用いることにより，皮膚線維芽細胞におけるTACEの過剰な発現と活性化が皮膚の線
維化に対して促進的に作用することが明らかとなった，
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

TNFば変換酵素の過剰発現が炎症・線維化病態に

    及ぼす影響について

TNFa変換酵素(TACE)はADAMファミリーに属するI型膜蛋白で、免疫や発生・分化に関
わる多様な膜型蛋白を細胞膜から切断し、可溶型蛋白に変換する酵素である。ヒトでは発
症早期強皮症患者の末梢血単球におけるTACEの発現亢進と治療による発現低下が報告さ

れているが、病態におけるTACEの役割は不明な点が多い。
本研究では、TACEの炎症性疾患や線維化病態への関与を明らかにすることを目的とした。
研究には、マウス由来の全長TACE cDNAの3′側にFLAG夕グを付加したコンストラクトを

ロ-actinプロモーターにより全身発現させたTACE―Tgを作製し、対照には同週齢の野生型
マウス(WT)を用い解析を行った。6週齢のTACEーTgの各臓器におけるTACE mRNAの発現は
WTよりも高く、導入遺伝子由来蛋白の発現がTACE－Tgの全身臓器で確認された。導入遺伝

子由来TACE蛋白は主として非活性型として検出され、このことがTACE―TgとWTに明らか
な表現型の差が表れなかった原因と考えられた。

導入遺伝子由来のTACEが活性を持つことを確認するため、TACEーTgの皮膚と筋肉の組織抽
出液にfurinを反応させたところ、TACE―Tgではfurin濃度依存的に活性型に変換され、
それに伴い酵素活性も有意に上昇した。Furinに代わる生体内に投与可能な刺激物質とし

てPMAに着目し、PMA (0. 08ug/100ul PBS)をTACEーTgおよびWTの背部皮下2か所に投
与し、1日後と7日後に犠牲死させ、投与部位の皮膚の一方から組織標本を作製し、もう
一方からRNA抽出または蛋白抽出を行った。皮膚HE標本について、投与部位とその中心か

ら1 cm離れた周囲の正常部位で真皮厚を計測した。PMA投与後の皮膚では、1日目のTACEーTg
においてTACEが活性型に変換されていることが確認された。7日目には活性型TACEの量
は投与前のレベルに戻っていた。PMA投与後1日目の皮膚では、皮下組織に強い好中球浸

潤が見られたものの、炎症細胞の種類や浸潤の程度にはTACE―TgとWTでは明らかな差は認
めなかった。PMA投与後7日目では真皮が肥厚し、皮下組織には瘢痕状の線維化が誘導さ
れた。PMA投与周辺の正常部位の真皮厚に対するPMA投与部の真皮厚の比を計測したとこ

ろ、TACEーTgではWTに比べて有意に高い値であった。
同様に7日目の皮膚におけるI型コラーゲンとa SMAの発現をTACE―Tgと町で比較したと
ころ、統計学的な有意差は認められなかったもののTACE―Tgで高い傾向を示した。皮膚線
維芽細胞におけるTACEの量的な差がTACE―TgとWTの組織学的変化の差を生じさせたこと
を裏付けるために、初代培養線維芽細胞をPMA 20 nMおよび1300 nMで刺激し、I型コラ
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ーゲン、a SMAのmRNA発現を検討した。その結果、I型コラーゲンについてはTACE－Tg由
来線維芽細胞においてPMAの濃度依存的に発現が亢進し、1300nMでは無刺激と比較して有

意差を認めた。このことから、皮膚線維芽細胞のTACEの過剰な発現と活性化がI型コラー
ゲン発現に促進的に働くことが示唆された。本研究で初めて単回のPMA投与で皮膚線維化
を誘導できること、また、この系においてTACEが線維化に促進的に関与することを示した。

PMA皮下投与によるTACE－TgとWTの皮膚線維化の程度の違いは線維芽細胞におけるTACE
の量的な差とそれによる基質切断の差から生じたと考えられた。線維化病態に関わるTACE
基質を介したシグナル経路の候補のーつとして、EGFレセプターリガンドがTACEーTgで過

剰となり、線維芽細胞の増殖あるいはI型コラーゲン発現に影響した可能性が考えられる。
複数のEGFレセプターリガンドがTACEで切断されることが知られており、切断されたEGF
レセプターリガンドが線維芽細胞上に発現するEGFレセプターにautocrine、paracrine
に作用し、細胞外マトリックスの産生や増殖が促進される可能性が考えられる。以上から、
本研究により皮膚線維芽細胞におけるTACEの過剰な発現と活性化が皮膚の線維化に対し
て促進的に作用することが明らかとなった。

  質疑応答では、副査の笠原正典教授より、PMA投与局所でのTACE活性、組織切片上の
線維化の測定法、PMA投与部でのTACE基質の変化、ヒト強皮症患者の皮膚におけるTACE

活性について、副査の西村正治教授からは、TACE―Tgとヒト強皮症の線維化病態との類
似点・相違点、PMA投与部での線維化の範囲、肺でTACEを多く発現している細胞がなに
かの質問があった。主査の小池隆夫教授からは、ヒト強皮症の単球でみられたTACEの高
発現とTACE―Tgを用いて示したTACEの向線維化作用のっながりをどう考えるか、炎症・
線維化病態においてTACE阻害を行うことの展望についてどう考えるかについて質問が
あ っ た 。 い ず れ の 質 問 に 対 し て も 、 申請 者 は概 ね 適切 に 回答 し た。

  この論文は、TACEの誘導型高発現モデルを新規に作製し、線維化促進作用をIn vivoお
よびIn vitroで解析したことが高く評価され、今後のTACE基質の病態における役割の解
析やTACEをターゲットとした治療応用が期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども
併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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