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研究成果の概要（和文）：プロテアソームは巨大なタンパク質複合体であり、細胞内の不要なタンパク質を分解
することにより細胞の恒常性の維持だけでなく、細胞内シグナル伝達や抗原のプロセッシングなど、多彩な生命
現象に関与している。プロテアソームを構成しているサブユニットの遺伝子変異により自己炎症性疾患と呼ばれ
る難治性の炎症病態が生じるが、その病態については不明な点が多い。自己炎症性疾患患者にて見出された新規
プロテアソームサブユニット遺伝子変異導入したマウスを解析したところ、獲得免疫だけでなく自然免疫担当細
胞の分化にも影響を与えることを明らかになった。本変異マウスは、自己炎症性疾患の病態の解明に有用なモデ
ルマウスと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The proteasome is a large protein complex involved in degradation of 
intracellular proteins, and plays important roles in not only maintenance of cellular homeostasis by
 degrading damaged and/or useless proteins, but also intracellular signal transduction and 
generation of antigen peptides. Genetic mutation in several proteasome subunit genes cause severe 
autoinflammatory diseases, called proteasome-associated autoinflammatory syndrome (PRAAS). However, 
its pathological mechanisms are largely unveiled. In this study, mutant mice, carrying a novel 
mutation found in a proteasome subunit gene from PRAAS-like patients, were analyzed. We found that 
the mutation affected monocyte and dendritic cell differentiation, in addition to impaired 
lymphocyte development and/or functions. This mutant mouse model is useful for analyzing 
physiological function of proteasome on innate immune cell differentiation as well as its 
pathological functions in PRAAS. 

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プロテアソームは、様々な細胞や組織の恒常性の維持だけでなく、がんや炎症など多彩な疾患にも関与してい
る。プロテアソームを構成する分子に生じた遺伝子変異により発症するプロテアソーム関連自己炎症性疾患につ
いてその病態を解明することは、当該疾患だけでなく、一般的な炎症病態の治療法の開発にも有用であると考え
られる。本研究では、当該疾患患者由来の新規遺伝子変異を導入したマウスを解析し、これまで知られていなか
った骨髄系細胞の分化障害を見いだした。本変異マウスの解析により、プロテアソームの生理的機能および炎症
病態の新たなメカニズムが解明や新規の炎症病態制御剤の開発につながる成果が得られることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 プロテアソームは、細胞内の不要あるいは不良なタンパク質を分解して細胞の恒常性の維持
だけでなく、細胞内シグナル伝達や抗原のプロセッシングなどにも関与する巨大なタンパク質
複合体で、7 つのサブユニットからなるリングと 7 つのサブユニットからなるリングがそ
れぞれ 2 つずつ会合したシリンダー状の構造をしている。タンパク質分解に関わる活性は 3 つ
のサブユニットが担っており、これらは、構成的に発現しているサブユニット（1、2、5）
とインターフェロンなどの刺激により誘導される誘導型サブユニット（1i、2i、5i）に分類
され、それぞれ構成的プロテアソームとおよび免疫プロテアソームを構成している。 
近年、プロテアソームサブユニットに生じた遺伝子変異を原因としたプロテアソームの機能
低下あるいは機能異常により、自己炎症性疾患と呼ばれる慢性の難治性炎症が発症することが
明らかにされ、プロテアソーム関連自己炎症症候群（proteasome-associated autoinflammatory 
syndrome, PRAAS）という新たな疾患概念が提唱されている（引用文献①）。代表的な PRAAS
として、凍瘡様皮疹や進行性のやせ、萎縮を特徴とする中條-西村症候群（NNS）が知られてお
り、5iサブユニットにアミノ酸置換を伴う変異（p. G201V）をホモ接合で有することで発症す
る（引用文献②、③）。この NNS を端緒として PRAAS の原因と考えられるプロテアソームサ
ブユニット遺伝子の種々の変異が同定されてきている。しかしながら、それらの変異を導入した
マウスではヒトの病態が再現されておらず、プロテアソームの機能異常がどの細胞で、またどの
ような分子機構で自己炎症性疾患の病態を来すのか不明である。 
本計画の連携研究者である和歌山県立医科大学皮膚科金澤伸雄らは、NNS様の症状を呈しな
がらも5i サブユニットに変異のない症例にて、1i サブユニットに新規のアミノ酸置換を伴う
変異（1iX変異とする）をヘテロで有していること、また、この患者由来不死化 B細胞におい
てプロテアソームの形成不全が認められることを見出した。そこで、この 1iX変異が病理的意
義を有しているかどうか明らかにするため1iX変異を導入した遺伝子改変マウス（1iX変異マ
ウス）が樹立された。1iXヘテロ変異マウスにおいては、CD4および CD8 T細胞や B細胞、
抗原提示細胞である樹状細胞が著明に減少している一方で、骨髄系細胞は増加しているなど多
彩な免疫学的異常が認められた。さらに脾臓の生化学的な解析により、プロテアソームの形成不
全も認められた。このように、この1iXヘテロ変異マウスは、免疫プロテアソームの機能異常、
PRAASの病態を解明するために有用かつユニークなマウスであると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 免疫機構は、大きく自然免疫と獲得免疫とに分けられ、前者はマクロファージや好中球、樹状
細胞などによって、後者は主に B細胞や T細胞によって担われている。これら免疫機構は、様々
な分子基盤によって成り立っていが、その中のひとつにプロテアソームがある。プロテアソーム
は、不良あるいは不要なタンパク質を分解することにより細胞の恒常性の維持に関与している
が、特に免疫学的な刺激で誘導される免疫プロテアソームはMHC class Iの抗原提示にも関わ
っている。事実、免疫プロテアソームを構成する触媒サブユニット（1i, 2i, 5i）の 3重ノッ
クアウトマウスでは、CD8 T細胞の減少やMHC class Iに提示される抗原ペプチドが野生型の
それと異なるなど、おもに T細胞機能に関わる異常が報告されている（引用文献④）。しかしな
がら、免疫プロテアソームの自然免疫機への関与はよくわかっていない。一方、免疫プロテアソ
ームの触媒サブユニットの一つである1i に変異を導入した1iX ヘテロ変異マウスでは、T 細
胞の減少に加え、B細胞および樹状細胞の減少、さらには骨髄系細胞の増加が認められた。本研
究計画では、この変異マウスについて、特に樹状細胞やマクロファージ、骨髄系細胞など自然免
疫系に焦点を絞って解析し、免疫プロテアソームの自然免疫機構への機能的意義を明らかにす
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 （1）ゲノム編集技術（CRISPR/Cas9）にて作成された1iX 変異マウスについて、特にヘテ
ロ変異マウスを中心に解析を行った。野生型およびヘテロ変異マウス脾臓および骨髄より細胞
を調製し、各種細胞表面マーカーの発現についてフローサイトメトリーにて検討した。さらには、
骨髄細胞中に含まれる樹状細胞前駆細胞について、細胞表面分子の発現をフローサイトメトリ
ーにて検討した。 
 また、野生型あるいはヘテロ変異マウスの大腿骨および脛骨より骨髄細胞を調整し、Flt3 リ
ガンド（Flt3L）存在下で培養して樹状細胞を誘導した。得られた樹状細胞を様々な細胞表面分
子の発現についてフローサイトメトリーにて解析した。 
さらに、血液細胞の数の変化や分化異常が細胞自身の異常によるものか、あるいはそれを支え
る造血環境の異常によるものか検討するため、ヘテロ変異マウスの骨髄細胞を X 線照射した野
生型マウスに移植して骨髄キメラマウスを作成し、移植後 6～8週間後にドナー由来細胞につい
てフローサイトメトリーにて検討した。 
 （2）単球の分化について解析を行うため、骨髄および脾臓より細胞を調製し、CD11b、CD115、



Ly6C や MHC class II などの細胞表面抗原の発現を検討した。CD11b+CD115+細胞を単球と
し、Ly6CおよびMHC class IIの発現パターンを検討した。 
 
４．研究成果 
 （1）野生型マウスとヘテロ変異マウスについて脾臓および骨髄細胞を比較すると、B細胞や
T細胞の減少および好中球や単球が増加していた。さらに、抗原提示細胞である樹状細胞につい
て解析したところ、ケモカイン受容体 XCR1陽性樹状細胞（cDC1）を中心とした通常型樹状細
胞（cDC）が顕著に減少していた（図 A）。一方、インターフェロン産生細胞としても知られる
形質細胞様樹状細胞（pDC）は、野生型と比べてその細胞数には大きな変化がなかったが、細胞
表面分子 Bst2の発現低下が認められた。 
骨髄細胞をFlt3L存在下で培養
することで樹状細胞を誘導する
ことができる。この中には、cDC
および pDC のいずれもが含まれ
る。この培養系を利用して、野生
型およびヘテロ変異マウス由来
骨髄細胞をFlt3L存在下にて培養
し、誘導される樹状細胞について
解析を行った。その結果、in vivo
にて認められた、XCR1陽性 cDC
の分化障害、さらには pDC 上の
Bst2などの発現低下が、同様に認
められた。また、骨髄中の樹状細
胞前駆細胞について解析したと
ころ、ヘテロ変異マウスでは樹状
細胞前駆細胞の一つである前樹
状細胞において樹状細胞分化に
必須な Flt3の発現が低下していることを見いだした。これらのことから、樹状細胞の異常は、
細胞自身の異常が原因であることが強く示唆された。 
さらに、樹状細胞の減少や分化異常が細胞自身の異常によるものか、あるいはそれを支える造
血環境の異常によるものか検討するため、野生型あるいはヘテロ変異マウスの骨髄細胞を X 線
照射した野生型マウスに移植し、骨髄細胞キメラを作成し、解析した。その結果、ヘテロ変異マ
ウスをドナーにした場合では、野生型マウスをドナーにした場合と比べ、骨髄キメラマウスにお
けるドナー由来樹状細胞数が低下していた（図 B）。 
このように、ヘテロ変異マウスで認められた樹状細胞分化の異常は、細胞自身の異常であり、
樹状細胞分化においてプロテアソームが重要な機能を果たしていることが示唆された。 
（2）ヘテロ変異マウスで増加していた単球について、さらに解析を進めた。マウス単球は、Ly6C
やMHC class II (MHC-II)などの細胞表面分子の発現パターンにより classical (Ly6C+ MHC-
II-) と non-classical (Ly6C- MHC-II+)とに分類される。また、単球は、骨髄で発生し末梢に遊
走するが、骨髄中ではおもに classicalな単球として存在し、末梢である脾臓では classicalおよ
び non-classicalが、それぞれおおよそ 4：6程度の比率で認められる。これら単球の割合につい
て検討したところ、骨髄では野生型マウスと同様に classical な単球が大部分を占めていたのに
対し、ヘテロ変異マウス脾臓では Ly6C陽性の classical単球が 70％以上を占めていた。このよ
うに、1iX変異は、単球の増加だけでなく分化の障害も引き起こしていることが推測された。 
 
以上の結果から、免疫プロテアソームは、これまで報告されている抗原提示だけでなく、自然
免疫に関わる細胞の分化にも関与していることが明らかとなった。 
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