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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)はインターフェロン(IFN)-γ およびリポ多糖(LPS)処
理によりマクロファージから分泌される。このことは、分泌されたERAP1が血液中の血管作動性物質に作用し、血圧を
調節している可能性を示している。
　ERAP1の分泌機構を検討した結果、IFN-γ およびLPS処理により発現誘導されるIFN-β等のサイトカインが細胞内カ
ルシウム濃度を上昇させることが重要であることが示された。また分泌されたERAP1がアンジオテンシンII などN-末端
にアルギニンを有するペプチドに作用し、一酸化窒素を産生することで血圧調節に関与しうることも示された。

研究成果の概要（英文）： Endoplasmic reticulum aminopeptidase (ERAP) 1 is secreted from macrophages in 
response to IFN-γ and LPS, suggesting that it can regulate blood pressure via cleavage of peptide 
hormones in the blood vessels and thus affect the formation of atherosclerosis.
 In this study, we initially analyzed the secretion mechanism of ERAP1. We found that IFN-γ/LPS 
treatment caused the expression of several cytokines in macrophages such as IFN-β and TNF-α. 
Synergistic action of these cytokines induced the mobilization of calcium in the cytosol to cause the 
ERAP1 secretion. We also found that secreted ERAP1 mediated NO production via cleavage of peptide 
hormones having N-terminal arginine. Taken together, our data suggest that ERAP1 was secreted via calcium 
mobilization in the cytosol in response to infectious states caused by either bacteria or virus infection 
and could regulate blood pressure via cleavage of peptide hormones and thus might play roles in the 
formation of atherosclerosis.

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。 

一方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、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てきた。こ

れらの結果は 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して

いるとともに、アンジオテンシン IIやカリジ

ンなどの血液中の血圧調節ペプチドに作用

し、血圧調節に関与できる可能性を示してい

る。 

本研究は ERAP1が１）遺伝子多型の解析に

より高血圧症に関連するとされること、２）

分泌された後、血液中のアンジオテンシン II

やカリジンなどの血圧調節ペプチドに作用

する可能性があること、および３）これらの

ペプチドの N-末端アミノ酸残基を遊離させ

る酵素活性を有することから、本酵素が種々

の刺激により細胞外へ分泌され、血圧調節

（さらには動脈硬化症の発症）に関与する可

能性があることを想定し、その可能性につい

て検討することを意図したものである。 
 
２．研究の目的 

ERAP1 は小胞体内腔における抗原ペプチ

ドの最終プロセシング酵素として、強直性脊

椎炎などの自己免疫疾患の発症に重要な役

割を果たしていることが想定されている。一

方私たちは本酵素が感染症に関わる刺激に

より、マクロファージから分泌され、その活

性化を介して生体防御に関与するとともに、

血中に分泌された ERAP1が血圧調節ペプチ

ドに作用するに作用することで、血圧調節に

関与する可能性を示した。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

素の高血圧症および動脈硬化症などの病態

への関与、さらには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主

要な目的とした。 
 
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。 
 
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（図１）。 

 
図１：ERAP1の分泌機構 

ERAP1の分泌には ERAP1遺伝子のエ

クソン 10が必要である。このことはエク

ソン 10がコードするアミノ酸配列に結合

するタンパク質の存在を想定させる。カル

モジュリン（またはカルシウム）に依存し

た ERAP1とその結合タンパク質の相互作

用が感染症などの緊急時に解除され、小胞

体からの ERAP1の分泌が誘導されるもの

と考えられる（最近他グループによりエク

ソン 10結合タンパク質の１つが同定され

た）。 

 

(2) ERAP1による一酸化窒素(NO)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)細胞を活性化すると報告

している。従って分泌された ERAP1

は自然免疫系の活性化に関与すること

ができると考えられ、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

ERAP1の血圧調節機能に関わる生理

活性の有無について検討した。 

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さ

れた。 

NO産生能の亢進は ERAP1が実際

に血圧調節に関与している可能性を高

めるものである。さらに NOの生理的/

病理的意義を考慮するならば、ERAP1

が血圧調節を介して動脈硬化の発症に

対して抑制的に働いていることが期待

される。今後は動脈硬化症のモデルマ

ウス等を使用して個体レベルで、

ERAP1分泌の生理的/病理的意義を検

討していきたいと考えている。 
 

(3) ERAP1の阻害剤の検索 

ERAP1は抗原ペプチドのプロセシン

グ酵素であることから、その阻害剤は

自己免疫疾患の発症を抑制することが

期待されている。私たちは公的機関の

物質ライブラリーから ERAP1の基質

ポケットに親和性を有する化合物を選

択し、その酵素阻害能を検討した。そ

の結果数種の化合物に阻害活性を見出

した。今後その詳細について検討して

いく予定である。 
 
近年、本研究を含め ERAP1の重要性が認

識されるようになってきたことから、ERAP1

に関する関心が高まっている。さらに本研究

の過程で作成した ERAP1遺伝子のノックア

ウトマウスにはこれまでには予期されてこ

なかった表現型が見出されている。今後これ

らについて詳細に検討し、ERAP1 の生体に

おける生理的/病理的機能の全体像を明らか

にしていきたいと考えている。 
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