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研究成果の概要（和文）：ERO1-Lαは正常組織と比較し、腫瘍細胞、特に大腸癌細胞株や膵癌細胞株において高発現し
ていた。ERO1-Lαは小胞体常在の酸化酵素として、種々の細胞表面分子や分泌蛋白質のジスルフィド結合形成に重要な
役割を果たしている。本研究では低酸素環境にあるがん細胞において、ERO1-LαはMHC class I分子内のS-S結合形成に
必須の酸化酵素であり, その品質管理及び発現制御を行っていることを示した。低酸素環境下でのERO1-Lα発現増強は
、癌の特徴的な細胞周囲環境である低酸素環境下におけるMHC class I分子の発現維持に寄与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：ERO1-α is an ER-resident oxidase. ERO1-α and PDI play a central role in 
disulfide bond formation of secreted and cell surface molecules. We have recently demonstrated that 
various types of tumor cells expressed high levels of ERO1-α. In this study, we show that ERO1-α 
associates with PDI, calnexin and immature MHC class I before being incorporated into 
transporter-associated with antigen processing-1 (TAP-1)-associated peptide-loading complex. Importantly, 
ERO1-α regulates the redox state as well as cell surface expression of MHC class I, leading to 
alteration of susceptibility by CD8+ T cell. Similarly, the ERO1-α expression within cancer cells was 
associated with the expression level of MHC class I in colon cancer tissues. Thus, the cancer-associated 
ERO1-α regulates the expression of MHC class I molecule via oxidative protein folding within hypoxic 
tumor microenvironment.

研究分野：病理学
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 １．研究開始当初の背景 
 固形癌は一般的に低酸素環境下にあり、癌

細胞はその適応機構としてHIF-1の活性化を

介して VEGF などの血管新生因子を産生し、

このようなストレス環境から回避・生存して

いる。さらに癌細胞は TGF-βを産生し、癌の

増殖に必要な間質細胞の誘導を促進し、腫瘍

の周囲環境を自らにとって優位に保つ。この

ように低酸素ストレスが癌の難治性化の一

因となっている。そのため低酸素環境に対す

る癌の適応戦略を標的とした治療法が開発

されつつあり、その代表的な薬剤である VEGF

阻害剤が新しい分子標的薬として臨床応用

されてきている。しかし現状ではその効果は

不十分であり、複数の分子を標的とする薬剤

の開発はより優れた抗腫瘍活性を示すこと

が期待される。我々は、癌で高発現し、低酸

素ストレスで発現増強する分子シャペロン

ORP150 を用いた免疫制御を報告しているが 

(Kutomi et al, J. Immunology, 2009)、こ

の ORP150 と会合する分子として同定した

Endoplasmic reticulum oxidoreductin1-Lα 

(ERO1-Lα)を同定した。この発見から我々は、

平成21年-23年度の日本学術振興会基盤研究

C において、腫瘍に高発現している低酸素誘

導性小胞体ストレス蛋白質で、ジスルフィド

結合形成酵素でもある ERO1-Lαがジスルフ

ィド結合を有する VEGF や TGF-βおよび PDGF

産生制御に重要な役割を果たしており、その

発現は腫瘍増殖能を亢進させることを明ら

かにしている。これは ERO1-Lαの機能を抑制

することで腫瘍増殖を促進する複数の分子

を同時に標的とすることが可能となり、効率

よく腫瘍増殖を制御できる可能性があるこ

とを示唆している。そこで、本研究では

ERO1-Lαの機能を阻害する低分子化合物を

スクリーニング・同定し、新しい分子標的療

法を開発する。さらに、ERO1-Lαが腫瘍特異

的に高発現していることから、この蛋白質か

ら日本人に多い HLA-A24 および HLA-A02 に提

示される癌抗原ペプチドを同定し、免疫療法

に用いることのできるワクチンを開発する。

本研究の成果は癌の生存・増殖に必須の蛋白

質と考えられる ERO1-Lαの機能を阻害し、腫

瘍のドーマンシーを誘導し、かつ ERO1-Lα発

現腫瘍を免疫学的に傷害する全く新しい複

合型免疫・分子標的療法を開発するものであ

る。 

 
２．研究の目的 
 公開されている低分子化合物ライブラリ

ー (約 1 万個) から、ERO1-La の機能を阻害

する低分子化合物をスクリーニング・同定し、

新しい分子標的療法を開発する。さらに、

ERO1-Lαが腫瘍特異的に高発現しているこ

とから、ERO1-Lαは腫瘍抗原である可能性が

考えられる。そこでこの蛋白質から日本人に

多い HLA-A24 および HLA-A02 に提示される腫

瘍抗原ペプチドを同定し、免疫療法に用いる

ことのできるワクチンを開発する。本研究の

成果は腫瘍の生存・増殖に必須の蛋白質と考

えられる ERO1-Lαの機能を阻害することで

腫瘍細胞のドーマンシーを誘導し、かつドー

マントに陥った ERO1-Lα発現腫瘍を免疫学

的に傷害する全く新しい複合型分子標的・免

疫療法を開発するものである。 
 
３．研究の方法 
(1) ERO1-Lの機能を阻害する低分子化合物

のスクリーニング

 ① 医薬品化合物ライブラリー（約１万）

のスクリーニング 

 スーパーコンピュータを用いたコンピュ

ータ・シミュレーションによって、約 50

の候補化合物にまで絞り込む。 

 ② In vitro における ERO1-Lαの基質酸

化能阻害アッセイ 

 これらの約５０の候補化合物を用いて

ERO1-Lαの基質酸化能 (ジスルフィド結



合形成能) を指標にしたスクリーニング法

を用いて、ERO-Lα阻害剤を同定する。具

体的には、組換え蛋白質として精製した

ERO1-Lαと、ERO1-Lαの良い基質にな

ることが知られている精製チオレドキシン

1 (TRX1)を用いて、ERO-Lαによる酸化反

応の有無を検討する。ERO1-Lαにより

TRX1 の酸化反応が生じると発生する過酸

化酸素 (H2O2) は、horseradish peroxidase 

(HRP) による Amplex Ultra Red (AUR, 

Invitrogen)を酸化し、蛍光を発生する。こ

れを蛍光リーダーで測定することにより、

ERO1-Lαの酸化能を定量化することがで

きる。このスクリーニングシステムを用い

て、ERO1-Lαの基質酸化能を阻害する低

分子化合物をスクリーニングする。この方

法は 96 ウェルプレートでアッセイするた

め多数の候補低分子化合物をスクリーニン

グできることが特徴である。 

 

 (2) ERO1-L発現が宿主免疫監視機構に及

ぼす影響の検討 

 癌免疫療法は、癌に対する新たな治療法

として注目されているが、その効果は未だ

十分と言えず、同療法に対する効果予測因

子も確定的なものが無いのが現状である。 

癌免疫療法ではMHC class I分子の発現が

重要な因子であり、MHC class I分子の安定

的な発現には分子内のS-S結合形成が必須

である。そこで我々は、種々の蛋白質のS-S

結合形成を担うERO1-Lαに着目し、MHC 

class I分子発現との関連性を検討した。特に

低酸素環境下におけるMHC class I分子の発

現維持におけるERO1-Lの重要性について

も検討した。大腸癌細胞株のERO1-Lα過剰

発現株およびERO1-Lα knockdown細胞株を

樹立して、細胞表面上に発現するMHC class 

I分子の発現と、これらの腫瘍細胞を用いて

、癌特異的T細胞応答を比較検討した。本研

究により、腫瘍に発現するERO1-LαのMHC 

class I分子の発現及び腫瘍免疫応答の役割

を解明する。さらに癌免疫療法の効果予測

因子となる可能性について、大腸癌組織を

用いて検討した。 
 
４．研究成果 
  

(1) ERO1-Lα と MHC class Ⅰ分子の立体

構造  

 ERO1-Lα は、小胞体内に存在する酸化

酵素で低酸素環境等により発現が誘導され

ることが知られている。ERO1-Lは、蛋白

質ジスルフィドイソメラーゼ (PDI) を酸

化するが、この酸化型 PDIが対象となる蛋

白質のシステイン残基対を酸化し、ジスル

フィド結合(S-S 結合)を付加することによ

り、蛋白質の folding、品質管理に関与する

と報告されている。近年その立体構造や、

ERO1-Lα-PDI axisの詳細な分子間相互作

用が解明されてきている。小胞体内は通常

酸化的であり、peroxiredoxin 4 (PRDX4) 

など種々の酸化還元酵素が存在するが、

ERO1-Lα-PDI axisがハブとして、これら

の酸化還元酵素の酸化力を供給することが

明らかとなっている。  

 一方、MHC class I分子内には 3つのS-S

結合が存在しており、その立体構造形成・

維持に大変重要な役割を果たしている。特

に α2 ドメインに存在する S-S 結合が、

peptide-binding grooveの形成に必須であ

ると報告され、MHC class I分子が正しい

立体構造をとり、抗原 peptideを乗せた状

態で細胞表面へと発現するためには、小胞

体内における酸化反応による S-S結合が必

要と考えられる。そこで、腫瘍細胞におけ

る MHC class I 分子の発現における

ERO1-Lの役割について詳細に検討した。 

 

① 腫瘍細胞における ERO1-Lα の発現と

MHC class I分子発現制御  

ERO1-Lα の発現を RT-PCR にて検討した



ところ、正常組織と比較し、腫瘍細胞、特

に大腸癌細胞株や膵癌細胞株において高発

現していた。また、正常組織及び癌組織を

ERO1-Lα に対する抗体を用いて免疫染色

を行ったところ、正常組織ではその発現を

全く認めなかったが、癌組織においては高

い陽性率を示した。また、種々の癌細胞株

を低酸素培養 (1% O2) すると、ERO1-Lα

が発現誘導されることを確認した。すなわ

ち、ERO1-Lαは癌腫や症例によって程度の

差があるものの、癌化に伴う低酸素環境に

よって発現が誘導される可能性が考えられ

る。さらに興味深いことに、ERO1-Lが過

剰発現させたがん細胞では、野生型がん細

胞と比較して、ERO1-Lと PDIの複合体が

増加していた。すなわちより酸化型の PDI

が増加しており、標的蛋白質のジスルフィ

ド結合形成能が増加しているものと考えら

れた。 

 

② 腫瘍細胞における ERO1-Lα の発現と

MHC class I分子発現制御 

 前述した ERO1-Lαの機能と、MHC class I

分子の立体構造及び細胞表面への発現の機

序を考慮すれば、腫瘍組織における MHC 

class I 分子の発現と腫瘍免疫応答に

ERO1-Lα が重要な役割を果たしている可

能性があると考えられ、更に検討を進めた。 

細胞内におけるERO1-Lαとの会合分子を

検討したところ、ERO1-LαはPDI、MHC class 

I分子と分子会合している事が確認された。

しかし2-microglobulinやpeptide-loading 

complexを形成するTAP 

(transporter-associated antigen processing) 分

子とは会合を認めなかった。以上の事実か

ら、ERO1-Lは、peptide-loading complexの

前段階でMHC class I分子と会合し、2ドメ

インを含むジスルフィド結合を行っている

と考えられた。さらに、大腸癌細胞株 

(SW480) のERO1-Lα過剰発現株及び

knockdown細胞株を樹立し、MHC class I分子

の発現を検討した。過剰発現株において、

S-S結合を有した安定型のMHC class I分子

の増加、及び細胞表面の発現増加を認め、

knockdown細胞株にてMHC class I蛋白質が

減少、細胞表面上に発現するMHC class I分

子も低下した。このようなMHC class I分子

の発現低下により有意にT細胞応答が減弱

した。 SW480を低酸素環境下 (1% O2)にて

培養すると、WTではERO1-Lαの発現が誘導

され、細胞表面へのMHC class I分子の発現

が維持されていたが、ERO1-Lαのknockdown

細胞株においては、有意にMHC class I分子

の発現が低下した。すなわち、低酸素環境

にあるがん細胞のMHC class I分子の発現に

はERO1-Laの酸化酵素活性が大変重要な役

割を果たしている。 

 

③ 結論 

ERO1-LαはMHC class I分子内の S-S結合

形成を制御し, その品質管理及び発現制御

を行っていることを示した。低酸素環境下

での ERO1-Lα発現増強は、癌の特徴的な細

胞周囲環境である低酸素環境下における

MHC class I 分子の発現維持に寄与してい

ると考えられる。さらに ERO1-Lαは、S-S

結合形成によるMHC class I分子の立体構

造形成のみならず、peptide の loading にも

関与している可能性があり、検討中である。 

 以上より、ERO1-Lα が高発現した癌腫、

症例では、ERO1-Lαが誘導されていないも

のと比較し、high-affinity peptideを乗せた質

の高いMHC class I分子の発現が維持され、

peptide 特異的 CTL との高い反応性を示す

可能性がある。将来的な癌ワクチン療法の

効果予測因子としての応用も視野に入れ、

更なる検討を進めたい。 

 

④ 今後の検討事項：ERO1-Lの機能を阻

害する低分子化合物のスクリーニング



 現在、候補分子を、3 つ選定した。この

３つの候補低分子化合物を用いて、

ERO1-Lα発現癌細胞におけるVEGF-Aや

TGF-βの酸化還元状態とそれらの分泌に

与える効果について検討を行っている。 
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