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研究成果の概要（和文）： 
 小胞体に存在するendoplasmic reticulum oxidoreductin 1 (ERO1)-aは、正常組織と比較して
、癌細胞では高発現していた。またERO1-αは低酸素で発現が誘導されるが、免疫組織学的検索
により、腫瘍内の低酸素領域での発現増加を確認した。興味深いことに、大腸癌症例ではERO1-
αの発現が高い腫瘍においては、MHC class Iの発現が維持されていた。このように腫瘍細胞に
おけるERO1-aの発現は、腫瘍細胞の免疫原性の維持に大変重要な分子であることが明らかになっ
た。大腸癌細胞株SW480にERO1-aを強制発現させると、酸化型のMHC class I分子が増加し、細胞
表面上の発現が増加した。一方、ERO1-aの発現をノックダウンすると、細胞表面上のMHC class I
発現が低下し、細胞傷害性T細胞による認識が低下していた。さらに低酸素環境におけるMHC 
class Iによる抗原提示を検討する目的で、OVAを発現L細胞を用いて検討すると、ERO1-a発現増
加に伴って特異的細胞傷害性T細胞による認識が増強した。さらにB細胞性白血病株を用いて、
ERO1-aのノックダウンを行うと、MHC class II分子の発現と抗原提示が抑制された。このように
ERO1-αの発現は宿主免疫監視機構に重要な役割を果たしていることが明らかになった。この細
胞内機序として、ERO1-aはPDIの再酸化を介してMHC class Iおよびclass II分子内のジスルフィ
ド結合形成促進に関与していることを明らかにした。このように癌細胞におけるERO1-aの発現は
MHC class I/II分子の発現に重要な役割を果たしており、腫瘍の免疫原性を規定する因子となる
と考えられた。また低酸素環境にある腫瘍に対するT細胞応答の理解に重要な分子であると考え
られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The human endoplasmic reticulum oxidoreductin like (ERO1-α) is an oxidizing enzyme that exists in 
endoplasmic reticulum and is induced under stress environment such as the hypoxia. It regulates a redox 
state of various kinds of protein through protein disulfide isomerase (PDI). Interestingly, although the 
expression of ERO1-α in the normal tissue was comparatively limited, various types of cancer cells 
expressed the large amount of ERO1-α. As the major histocompatibility complex (MHC) class I 
molecule carries the intramolecular disulfide bonds, we examined whether the hERO1-La plays a role in 
the oxidative folding and the expression of MHC class I molecules in cancer cells. We established 
ERO1-α overexpressed and knockdown SW480 cells. As a result, surface expression of MHC class I 
molecule was up-regulated in the ERO1-α-overexpressed SW480 and down-regulated in the ERO1-α 
knockdown SW480. Moreover, we have observed that the oxidized form of MHC class I was increased 
in the hERO1-La-overexpressed SW480. In addition, we have observed that the hERO1-La knockdown 
SW480 have an impaired response to cytotoxic T lymphocyte (CTL). Interestingly, ERO1-α is highly 
expressed in the antigen presenting cells such as B cells and dendritic cells among the normal 
cells. As the major histocompatibility complex (MHC) class II molecule also carries the 
intramolecular disulfide bonds, we examined whether the ERO1-α plays a role in the oxidative 
folding and the expression of MHC class II molecules in B cell line. Because human B cell 
lymphoma line BALL-1 showed high expression of ERO1-α, we generated BALL-1 cells with 
ERO1-α knockdown using shRNA. As a result, surface expression of MHC class II molecule 
was down-regulated in the ERO1-Lα-knockdown cells compared to wild type cells. Moreover, 
knockdown of hERO1-α resulted in the decrease of oxidized form of MHC class II, thereby 

機関番号：２０１０１ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2009～2011   

課題番号：21590400 
研究課題名（和文） 低酸素ストレス応答性分子シャペロンによる免疫応答制御 

                     
研究課題名（英文） Hypoxia-inducible ERO1-α acts as a member of pre-peptide loading    
          complex and regulates immune responses in the context of MHC  
          class I and class II molecules. 

 
研究代表者  
 田村 保明（TAMURA YASUAKI） 
札幌医科大学・医学部・講師 

 研究者番号：８０３２２３２９ 

 
 



 

 

decreasing the stable peptide-MHC class II complexes. These data suggested that ERO1-α may 
play an important role in the immune responses against foreign antigens. 
These data suggested that the ERO1-α regulates immune response via modulation of MHC class I and 
class II expression and the quality. 
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１．研究開始当初の背景 
 担癌状態において、癌細胞は常に低酸素環

境下に曝されており、癌細胞はこの低酸素環

境に対し、様々な分子の発現を調節すること

によって適応している。特に、癌細胞は低酸

素状態におかれると HIF-1 の発現を介して
VEGF の産生を促進し、血管新生を誘導し、
低酸素・低グルコース状態を改善することが

最近明らかになってきた。一方、小胞体に存

在 す る oxygen-regulated protein 150 
(ORP150)、human endoplasmic reticulum 
oxidoreductase 1-α (ERO1-α) お よ び

protein disulfide isomerase (PDI)は低酸素
によって誘導される分子シャペロンである。

申請者の田村は、世界で初めて腫瘍から精製

した Hsp70 および小胞体の分子シャペロン
である Gp96は癌抗原ペプチドを結合してお
り、これを免疫することによって、腫瘍特異

的細胞傷害性 T細胞 (CTL) を誘導し、抗腫
瘍効果・治療効果を示すことを報告した 

(Tamura et al, Science, 1997, Sato et al, 
Blood, 2001)。また腫瘍由来の Hsp70 や
Hsp90は樹状細胞に取り込まれ、樹状細胞に
取り込まれ、外来性抗原である Hsp70/90-抗

原ペプチド複合体をMHC class I分子に提示
される経路であるクロスプレゼンテーショ

ン経路に誘導することを示した (Ueda et al, 

Cancer Sci.2004, Kurotaki et al, J Immunol, 
2007)。さらに腫瘍から精製した ORP150や
in vitro で作製した ORP150-癌抗原ペプチ
ド複合体を免疫した場合においても、クロス

プレゼンテーション経路に入り、効率よく細

胞傷害性T細胞を活性化すること示してきた。
最近我々は、この ORP150に会合する分子と
して ERO1-αを同定した。ERO1-αは PDI
の酸化状態を保つという機能が報告されて

いる酸化酵素であり、ジスルフィド結合の形

成に大変重要な役割を果たしていることが

示唆されている。これを裏付けるように、分

子内に複数のジスルフィド結合を有する

VEFG の産生調節に関与していることが報
告されている。またごく最近 PDI は MHC 
class I 分子のジスルフィド結合形成に重要
であると報告された。この事実から我々は、

低酸素で誘導される ERO1-αは低酸素環
境下にある腫瘍細胞の MHC class I 分子
の発現調節に関与する可能性を考えた。さ

らに癌の免疫療法を考えた場合、この低酸素



 

 

環境下における宿主免疫機構と癌細胞の相

互関係を理解することは重要であると考え

られるが、その報告は少ない。 
  
２．研究の目的 
 固形癌に共通して存在する低酸素環境に

おける、宿主免疫細胞による抗腫瘍免疫応答

の解析を行う。すなわち各種ヒト癌細胞株に

おける低酸素負荷による低酸素誘導性分子

シャペロンの発現変化とこれに伴う癌細胞

におけるジスルフィド結合を有する免疫関

連分子、特にMHC class I, class II分子、
CD80, CD86を含む共刺激分子の発現変化・
酸化還元状態について検討する。さらに腫瘍

特異的な T細胞の T細胞受容体 (ジスルフィ
ド結合を有する)の発現変化とその腫瘍細胞
傷害活性に与える影響ついて検討する。本研

究から得られる知見は、癌のワクチン療法の

進歩や癌幹細胞を標的とする新しい治療に

貢献できるものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
低酸素環境下で発現誘導される ERO1-αの機
能、特にジスルフィド結合形成能が免疫関連

分子発現に与える影響を検討する。また

dominant negativeとして機能する変異遺伝子

導入細胞株を作製することで、通常酸素分圧

および低酸素環境における ERO1-αの免疫関
連分子発現に関わる役割を明らかにする。 

1.  ヒト ERO1-αの CXXCXXC 変異遺伝子
クローニング 

(1) ERO1-α の C 末 端 側 に 存 在 す る

CXXCXXCモチーフは、そのジスルフィド結
合形成に重要な役割を果たしていると考え

られる。そこで、390 番目、394 番目、397
番目のシステイン(C) をアラニン (A) に変
異したmutant遺伝子をクローニングする。 
(2) これを恒常的に ERO1-αとMHC class I
分 子 を 発 現 し て い る 293T 細 胞 、

hypovascular な腫瘍である膵臓癌細胞株
Panc-1, hypervascular な腫瘍である大腸癌
細胞株 SW480,さらに B細胞株NH-1に導入
して、そのMHC class I分子, class II分子の
細胞表面上の発現変化をフローサイトメト

リーを用いて検討する。 
(3) 小胞体におけるMHC class I分子、class 
II分子の酸化還元状態、蛋白量について、我々
が開発した抗ヒト HLA-ABC 抗体 EMR8.5
を用いてWestern blotting法により検討する。 
(4) Blue native PAGEを用いたMHC class 
I-シャペロン複合体構成分子の検討  

ERO1- α 、 PDI と peptide loading 
complexを形成するTAP, Tapasin , Erp57, 

カルネキシン、カルレティクリンとの複合

体形成を、免疫沈降法および Blue 
native PAGEを用いて検討する。 

 
４．研究成果 

1.  ERO1-αは低酸素環境で発現誘導さ
れる分子である。  

大腸癌細胞株 SW480 を１％低酸素環境で培
養を行うと、ERO1-αの蛋白レベルの増加を
認めた。培養開始 4時間以降で、ERO1-α発
現は増大し、24時間後ではおよそ 10倍の蛋
白量増加を認めた。 

 
2.  ERO1-αは低酸素環境で発現誘導さ
れる分子である。  

大腸癌細胞株 SW480 を１％低酸素環境で培
養を行うと、ERO1-αの蛋白レベルの増加を
認めた。培養開始 4時間以降で、ERO1-α発
現は増大し、24時間後ではおよそ 10倍の蛋
白量増加を認めた。 
3.  大腸癌、膵癌および乳癌組織における

ERO1-αの発現  
一般的に、少なくとも癌組織の一部は低酸素

環境にあると考えられているため、腫瘍組織



 

 

における ERO1-αの発現を検討した。大腸癌
組織では約７０％の症例で、不規則な地図状

の染色パターンを示した。また膵臓癌では、

約６０％に ERO1-αの発現を認めた。一方、
乳癌組織では、約３０％に、胃癌では約２０%
に染色陽性を認めたが、その頻度は、前 2者
と比較して、低かった。このように癌腫によ

り発現率の差を認めるものの、正常組織では

全く発現を認めないことから、ERO1-αは腫
瘍に高発現していることが明らかになった。 

 
4.  ERO1-α-PDI システムによる MHC 

class I 分子の酸化的フォールディン
グ  

MHC class I分子内には、3箇所のジスルフ
ィド結合 (S-S結合)が存在する。特に抗原ペ
プチドを結合し、提示するα２ドメイン内の

S-S結合は T細胞応答にとって非常に重要な
役割を果たしていることが推測される。

ERO1-αの基質である PDI は、この MHC 
class I分子のS-S結合を形成する酸化酵素で
あることが Park らによって示されている。
この報告では PDI は peptide loading 
complex (PLC)の一員であることも示してい
る。しかし、これについては否定的な報告も

見られる。また PDIはMHC class I分子の
S-S 結合を形成する際、自身は還元されるた
め、再酸化される必要がある。この PDIを再
酸化するのが ERO1-αであると考えられて
いる。そこで、ERO1-αの機能がMHC class 
I 分子の品質や発現、さらには抗原提示能に
いかに関わっているかについて検討を行っ

た。まず、SW480 細胞を用いて、その細胞
溶解物におけるMHC class I分子と ERO1-
α、PDI の分子会合を明らかにした。
Non-reducing状態での western blottingで
の検討で、ERO1-αと PDI は S-S 結合によ
り会合していることを示した。さらにこの

ERO1-α-PDIシステムの PLCへの関与を明
らかにするために、Blue native PAGEを用
いて検討した結果、ERO1-αと PDI はカル
ネキシン、MHC class I分子と複合体を形成
していることを明らかにした。しかし、

ERO1-αと PDIは TAPとの会合は認めなか
った。すなわち ERO1-α-PDI システムは
TAP を中心とした PLC には含まれないこと
を明らかにした。この事実は、ERO1-αと
PDIは PLCに入る前の段階でMHC class I
分子内の S-S結合を形成したのち、PLCに送
られると考えられた。 
5.  ERO1-αによる MHC class I 分子の
発現制御と抗原提示に及ぼす影響  

上記の結果を基に、ERO1-αの発現が  
MHC class I分子の酸化的フォールディング
を介した細胞表面発現および酸化還元状態

に及ぼす影響を検討した。大腸癌細胞株

SW480 に ERO1-αを強制発現させると、酸化

型の MHC class I 分子が増加し、フローサイ

トメーターによる検討で細胞表面上の発現

が 2.4 倍に増加した。一方、ERO1-αの発現

をノックダウンすると、細胞表面上の MHC 

class I 発現が 40%低下し、SW480 を傷害する

細胞傷害性 T細胞による認識が低下していた。

これらの結果は、ERO1-αが MHC class I 分

子内の S-S結合形成に重要な役割を果たして

おり、S-S 結合形成不全が生じると、細胞表

面上の MHC class I が低下し、T 細胞による

認識が抑制されることを示すものである。さ

らに in vivo での意義を明らかにする目的で、

低酸素環境下における MHC class I 分子によ

る抗原提示能の変化を検討する目的で、OVA

を発現させた L細胞を用いて検討した。その

結果、低酸素による ERO1-α発現増加に伴っ

て OVA 特異的細胞傷害性 T細胞による認識が

増強した。このように、腫瘍に高発現してい

る低酸素誘導性 ERO1-αは MHC class I 分子



 

 

の酸化的フォールディングを介して、T 細胞

に対する抗原提示に重要な役割を果たして

いることが明らかとなった。 
6.  大腸癌組織における MHC class  
分子発現における ERO1-αの関与  

次に大腸癌組織を用いて MHC class I 分子と

ERO1-αの発現を検討した。興味深いことに、

大腸癌症例では ERO1-αの発現が高い腫瘍に

おいては、MHC class I の発現が維持されて

いた。一方、ERO1-αが発現低下している症

例では、腫瘍組織での MHC class I 分子の発

現は減弱していた。このように腫瘍細胞にお

ける ERO1-a の発現は、腫瘍細胞の免疫原性

の維持に大変重要な分子であることが明ら

かになった。 

7.  ERO1-αによる MHC class II 分子
の発現制御と T 細胞応答  

 我々はERO1-αは、MHC class II分子を発現

しているB細胞系腫瘍においても高い発現を

認めることを明らかにしている。MHC class II

分子内には4箇所のS-S結合が存在する。そこ

でB細胞系におけるMHC class II分子の発現制

御におけるERO1-αの意義を検討した。B細胞

性白血病株NH-1を用いて、ERO1-αのノックダ

ウンを行うと、細胞表面上のMHC class II分

子の発現が著明に低下した。細胞内のMHC 

class II分子のフォールディング、酸化還元

状態を検討すると、ERO1-αノックダウン細胞

ではMHC class II分子と抗原ペプチドの複合

体の発現低下を認めた。また、MHC class II

分子ヘテロダイマーのフォールディングを検

討したところ、還元型から酸化型への回復が

遅延することが明らかとなった。このような

細胞を用いて、NH-1特異的ヘルパーT細胞クロ

ーンによる抗原認識を検討したところ、T細胞

応答が抑制された。このようにERO1-αの発現

はMHC class Iのみならず、MHC class II分子

の発現制御を介して、宿主免疫監視機構に重

要な役割を果たしていることが明らかになっ

た。 

8.  システイン変異型 ERO1-αは MHC 
class I 分子内のジスルフィド結合形

成不全を惹起し、MHC class I 蛋白
発現を減少させる。  

ERO1-αの C 末端側に存在する CXXCXXC
モチーフは、そのジスルフィド結合形成に重

要な役割を果たしていると考えられる。そこ

で、390 番目、394 番目、397 番目のシステ
イン(C) をアラニン (A) に変異したmutant
遺伝子をクローニングし、293T 細胞に導入
した。それぞれの変異 ERO1-α導入細胞株に
おいて、MHC class I分子の発現および酸化
還元状態を検討すると、いずれの変異遺伝子

導入細胞においてもMHC class I分子の細胞
表面発現は、野生株と比較して低下していた。

さらに細胞内での MHC class I 蛋白を
western blottingにより検討したところ、特
に394番目の変異遺伝子導入細胞株で、MHC 
class I 分子の蛋白量が著減し、還元型の
MHC class I分子のみが検出された。この結
果は 397 番目のシステインが PDI を介する
S-S 結合形成に非常に重要であることを示す
ものである。今後、SW480 に同様の変異遺
伝子を発現させ、T細胞応答の変化を検討す
る。 
9.  研究成果のまとめ  
 癌細胞における ERO1-a の発現は、MHC 

class I/II分子の発現に重要な役割を果たし

ており、腫瘍の免疫原性を規定する因子とな

ると考えられた。また低酸素環境にある腫瘍

に対する T細胞応答の理解に重要な分子であ

ると考えられた。 
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