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研究成果の概要（和文）： 小胞体アミノペプチダーゼ(ERAP1)の分泌機構を解析した。その結果、感染により複数のサ
イトカインがマクロファージに発現誘導され、それらが相乗的に作用することによることが明らかになった。また分泌
されたERAP１は一酸化窒素の産生を個体レベルで誘導することが、ノックアウトマウスを用いた検討の結果明らかとな
った。したがってERAP1が生体防御において重要であるとともに、エンドトキシンショックのメディエーターとも成り
うる可能性が示唆された。
 またERAP1の阻害剤を検索した結果、良好なIC50値を有する候補化合物の同定に成功した。今後本化合物をシードとし
て検討していく予定である。

研究成果の概要（英文）： Endoplasmic reticulum aminopeptidase (ERAP)1 was secreted under infectious 
conditions. When analyzed the mechanism, several cytokines were expressed in macrophages in response to 
LPS and IFN-gamma and their synergistic action caused the secretion via induction of calcium 
mobilization. Then we found that ERAP1 contributed to the NO production in vivo when analyzed by 
employing ERAP1-knockout mice.
 In the serum of knockout mice, decrease in free arginine level was observed, suggesting that ERAP1 
caused the cleavage of N-terminal arginine of substrate peptides and thus increased NO production. 
Further works are now in progress to elucidate the pathophysiological roles of ERAP1.
 By molecular modeling, we elucidated the characteristic features of the substrate pocket of M1 
aminopeptidases. Based on these results, we screened the inhibitor of ERAP1 and found a candidate. After 
optimization, we will develop a therapeutically useful inhibitor to pathological conditions caused by 
ERAP1.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
小胞体アミノペプチダーゼ(ERAP)１は亜

鉛を含有する M1 アミノペプチダーゼファミ

リー酵素の一員として、世界に先駆け私たち

が同定/クローニングしたペプチド分解酵素

である。本酵素の最も重要な特徴は、通常の

状態では発現細胞から分泌されるはずのア

ミノ酸配列であるにも関わらず、小胞体に貯

留され、そこに留まっていることである。そ

の後の検討において、本酵素は小胞体内腔に

おいて、癌細胞やウイルス感染細胞の除去に

際して発動される MHC クラス I を介した細

胞傷害性T細胞の活性化に必要なペプチド抗

原の最終プロセシング酵素であることが判

明し、生体防御において重要な役割を果たし

ていることが、私たちの研究成果を含めて明

らかになっている。 

本酵素が抗原提示に関与することは、本酵

素が自己免疫疾患の発症にも関与しうるこ

とを示している。実際遺伝子多型の検討によ

り、本酵素には数多くの変異体が存在し、そ

れらの一部は、高血圧症や強直性脊椎炎・乾

癬症等の自己免疫疾患など各種病態にリン

クしていることが示されている。これらの結

果は本酵素が自己免疫疾患を含めた幅広い

病態の発現に関与していることを示すもの

として注目を集めており、現在までに多くの

研究成果が発表されるに至っている。 

私たちはこれまでの研究で、ERAP1 がイ

ンターフェロン(IFN)-γ やリポ多糖(LPS)処

理されたマクロファージから分泌され、その

貪食能を亢進することを明らかにした。この

結果は ERAP1 がウイルスやバクテリアによ

る感染に際し、細胞での存在領域を変化させ

て細胞外に現れ、感染症初期における生体防

御機構として機能することを示唆しており、

ERAP1 研究に新たな展開をもたらすもので

ある。私たちの報告を踏まえてさらに本酵素

がマクロファージ以外にもT細胞やNK細胞

の機能を制御することが報告されている。 

一方私たちは ERAP1 の基質特異性を決定し

ているアミノ酸残基を同定したことをきっ

かけに、M1 アミノペプチダーゼの基質ポケ

ットのモデリングを行ってきた。さらに

ERAP1&2 や APA の結晶構造が報告されて

いる。これらにより ERAP1 の阻害剤探索が

可能になってきている。 

 
２．研究の目的 
本研究においては分泌型 ERAP1 に着目し、

その分泌機構を解明するとともに、（特に血

管系に関わる）新たな生理的/病理的機能を見

出すことで、本酵素の新規機能の同定を目指

した。さらに本酵素を含む M1 アミノペプチ

ダーゼの基質ポケットのモデリングをおこ

ない、基質ポケットに親和性を示す低分子有

機化合物の探索により、本酵素のクスリの標

的タンパク質としての可能性について検討

することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

ERAP1の分泌には IFN-γ/LPS処理したマ

ウス株化細胞 RAW264.7 細胞を主に用いた。

分泌された ERAP1 および各種サイトカイン

の同定は主にウエスタンブロット法により

行った。ERAP1 の酵素活性、一酸化窒素の

測定は既存の方法に依った。 

基質ポケットのモデリングにはCueMolプ

ログラムを使用した。また低分子有機化合物

のスクリーニングは市販のケミカルバンク

に依った。 
 
４．研究成果 

(1) ERAP1 の分泌機構の解析 

ERAP1 の分泌機構はマウス株化細胞

RAW264.7 細胞を用いて検討した。

IFN-γ/LPS処理した RAW264.7 細胞は

ERAP1 を分泌した。この現象はポリミキ

シンBにより阻害されることから、ERAP1

の分泌は LPS の受容体である Toll 様受容

体(TLR) 4 を介したものであることが明ら

かとなった。そこで TLR4 の各種アゴニス



トを作用させたところ、TLR4 結合タンパ

ク質である MyD88 を介した情報伝達系が

活性化された結果 ERAP1 が分泌されるこ

とが明らかとなった。またマウス腹腔マク

ロファージを用いた検討では、LPS 単独処

理で ERAP1 の分泌が観察された。従って

RAW264.7 細胞における IFN-γは細胞の

感作に必要であり、分泌作用の本体は LPS

であると考えられた。TLR4 および MyD88

の分泌における役割は、それらのノックア

ウトマウス由来のマクロファージでは分

泌が観察されなかったことからも確認さ

れた。 

MyD88 を介した情報伝達系により各種

サイトカイン（特に IFN-β）の産生が亢進

されることから、IFN-β役割を検討した。

IFN-β受容体ノックアウトマウスでは、

IFN-γ/LPS処理によるERAP1の分泌は認

められなかった。その他 TNF-αノックア

ウトマウスを用いた場合にも ERAP1 の分

泌は観察されなかった。これらの結果は

MyD88 を介して産生された IFN-βや

TNF-αなどのサイトカインがERAP1の分

泌を誘導していることを示している。そこ

で IFN-β、TNF-αおよび IFN-γの３種の

サイトカインで RAW264.7 細胞を処理し

たところ、３者による相乗効果が観察され

た。 

以上のことから MyD88 介在情報系によ

る個々のサイトカインの発現量だけでは

不十分であるが、３種のサイトカインが同

時に発現され、局所に共存することで最大

限の分泌亢進活性が発揮されるものと考

えられた。 

次に RAW264.7 細胞をカルモジュリン

阻害剤存在下で IFN-γ/LPS処理すると

ERAP1 の分泌は観察されなかった。３種

のサイトカインは細胞質内へのカルシウ

ムの流入を促進することから、この現象は

IFN-γ/LPS処理により各種サイトカイン

が発現誘導され、それらの相乗作用により

細胞質内のカルシウム濃度が上昇し、その

結果カルモジュリンが活性化されること

で、ERAP1 の分泌が誘導されるものと考

えられた。 

 

(2)ERAP1 による一酸化窒素産生亢進 

私たちは IFN-γ/LPS処理した

RAW264.7 細胞が ERAP1 を分泌し、その

貪食活性を亢進することを報告した。また

他のグループはそのことを確認するとと

もに、ERAP1 がナチュラルキラー(NK)

細胞を抑制すると報告している。従って分

泌された ERAP1 は自然免疫系の制御に

関与することが考えられ、他にも重要な生

理的機能を有することが期待される。そこ

で私たちは本研究において生体防御に関

わる ERAP1 の生理活性についてさらに

検索した。 

RAW264.7 細胞をアンジオテンシン III

存在下で ERAP1 処理すると濃度依存的

に NO の産生が観察された。このことは

アンジオテンシン IV では観察されなかっ

たことから、アンジオテンシン III の N-

末端に存在するアルギニンが ERAP1 に

より遊離されることが重要であると結論

された。 ERAP1 の阻害剤存在下、野生

型マウスと ERAP1 遺伝子が欠損したノ

ックアウトマウス由来マクロファージの

NO 産生能を比較することから NO 産生

における ERAP1 の寄与が推定できた。そ

の結果各種アミノペプチダーゼが N-末端

にアルギニンを有するペプチドに作用し

て NO の産生に寄与しうるものの、それ

らの中でも ERAP1 の寄与は大きいもの

と推定できる結果が得られた。 

細胞レベルで見られた NO 産生が個体

レベルでも認められるかを ERAP1 ノッ

クアウトマウスを用いて検討した。LPS

を投与すると野生型マウスの血中に



ERAP1 の分泌が見られたが、ノックアウ

トマウスでは確認できなかった。この時特

に 12 時間目において野生型マウスとノッ

クアウトマウスの NO 産生量に差が認め

られた。この時期は ERAP1 の分泌時期と

一致することから、NO 産生量の増加課程

に ERAP1 の関与が考えられた。アルギニ

ンが NO の材料になることから LPS 投与

後の血中の遊離アミノ酸量を測定すると

アルギニン量に野生型、ノックアウト型で

差が認められた。これらの差は NO 産生

に関連しないプロリンでは認められなか

った。従って LPS 投与により分泌された

ERAP1 が NO 産生に関与すること、およ

び ERAP1 がエンドトキシンショックの

メディエーターと成りうる可能性が示唆

できたと考えられる。 

 

(3) ERAP1 ノックアウトマウスの表現型 

抗原提示における ERAP1 及び SNP バリ

アント機能的相違を検討するためノック

アウトマウスを作製したが、その過程でノ

ックアウトマウスが興味深い表現型を示

すことがわかった。ERAP1 の生理機能に

おけるその新規性から早急な対応が必要

と判断されたためノックアウトマウスの

表現型を薬理学的測定法を用いて検討し

た。その結果ノックアウトマウスは野生型

に比べ、１）活動性が低下していること、

２）不安レベルが亢進していること、３）

社会性が低下していること、などが観察さ

れた。このことはノックアウトマウスが精

神疾患様症状を呈することを示している。

またノックアウトマウスでは脳内セロト

ニン含量の顕著な増加が観察された。これ

らの結果は ERAP1 ノックアウトマウスが

有望なうつ病状態のモデル動物となりう

る可能性を示している。ERAP1 の脳内基

質の同定を含めて、今後さらに詳細に検討

していく予定である。 

 

(4) 分子モデリングによる M1 アミノペプチ

ダーゼ基質ポケットの構造解析 

阻害剤検索に資するためM1酵素の基質

ポケットの構造解析を試みた。アミノペプ

チダーゼ B(APB)は塩基性アミノ酸特異

的な酵素であり、かつ大腸菌により容易に

発現/精製できることから検討対象とした。

私たちはこれまでに ERAP1、APA を用い

て M1 酵素の基質特異性を決定している

アミノ酸残基を同定している。APB にお

いて当該残基(Gln169)を改変すると、特

異性の変化ではなく、むしろ反応性の低下

およびクロライドアニオンに対する感受

性の低下が観察された。モデリングにより

Gln169はクロライドアニオンを介して基

質の N-末端アミノ酸と直線的に並ぶこと

が示された。他のアミノ酸に変換するとこ

の直線性が失われ、その結果効率的な酵素

活性の発現が抑制されるものと推察され

た。また M1 酵素の共通配列である

GXMEN モチーフ近傍の Phe297 を変換

しても酵素活性の低下とクロライドアニ

オン感受性の低下が観察された。モデリン

グによりPhe297はGln169とクロライド

アニオンが正しく配向するために重要で

あることが考えられた（図 1）。 

さらに ERAP1 の基質ポケットにフィッ

トする化合物を市販のケミカルバンクか

らピックアップし、その阻害活性を測定し

た。その結果 IC50が 10M 程度の新規骨

格を有する化合物を同定した（図 2）。本

化合物は APB 阻害活性は示さないことか

ら有望な ERAP1 阻害剤候補となりうると

考えられた。現在詳細なデータの収集中で

ある。今後は本化合物をシードとして阻害

剤の最適化を試みていく予定である。 



図１：APB 基質ポケットのモデリング 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：ERAP1 阻害分子の探索 
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