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研究成果の概要（和文）：最近、私たちは小胞体アミノペプチダーゼ1（ERAP1）がマクロファージにおいて細菌由来の
リポ多糖刺激に伴い小胞体から細胞外へと分泌され、貪食活性を亢進することを明らかにした。本研究では、ERAP1の
分泌がリポ多糖だけではなく、様々な細菌・ウイルス構成因子によって惹起されることや、ERAP1分泌を直接引き起こ
す下流の因子（TNF-αとIFN-β）の同定に成功した。また、ERAP1の小胞体貯留／分泌のスイッチングに関与しうるド
メインの同定やERAP1が複合体を形成し、マクロファージの貪食活性亢進に寄与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recently we demonstrated that endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 (ERAP1) was 
secreted from macrophages in response to LPS and IFN-γ, and it enhanced their phagocytic activity. In 
this study, we analyzed the mechanisms of ERAP1 secretion and phagocytosis activation by secreted ERAP1. 
TLR ligands such as exogenous lipopolysaccharide, lipoprotein and DNA induced secretion of the enzyme 
from the murine macrophage cell line RAW264.7 and murine peritoneal macrophages. These secretions were 
suppressed by deletion of either TNF-α or type 1 IFNR gene, suggesting that TNF-α and type I IFN 
expressed by TLR signaling are important for ERAP1 secretion. On the other hand, we found the exon 10 
sequence of ERAP1 gene is crucial for ER-retantion and extracellular ERAP1 complexed with several 
cytokines showed more effective on phagocytosis than ERAP1 only. These results suggest that ERAP1 
secretion is key event for classical activation of macrophages.

研究分野： 細胞生物学
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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 1（ERAP1）は小
胞体内腔に局在し、MHC クラス I 分子に供
される抗原ペプチドを生成する酵素として
知られてきた。しかしながら、最近我々は、
エンドトキシン刺激に伴い活性化されたマ
クロファージでは、本酵素が細胞外へと分泌
されることを明らかにした。さらに、細胞外
に分泌された ERAP1 はマクロファージの貪
食活性を亢進することも見出した。すなわち、
獲得免疫のキー分子として機能している
ERAP1 は、ウイルスや細菌感染時という働
き時に細胞外でマクロファージの活性化を
介して自然免疫をも調節する極めて重要な
酵素であることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
今回、ERAP1 の分泌機構および ERAP1 分
泌によるマクロファージの活性化の分子機
構を解析することでアミノペプチダーゼに
よる新しい生体防御システムの解明を目指
した。 
 
３．研究の方法 
(1)ERAP1 分泌リガンドの探索 
マウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細
胞に種々のトール様受容体（TLR）リガンド
（Pam3CSK4、FSL-1、ODN1826、Poly(I:C)）
を処理し、24-48 時間後の培養上清中の
ERAP1 量をウエスタンブロットにより検出
した。また、LPS を腹腔内投与したマウスの
血中 ERAP1 濃度をウエスタンブロットによ
り検討した。 
 
(2)ERAP1 分泌機構の解明 
MyD88 および TRIF 遺伝子欠損マウス由来
の腹腔内マクロファージを用いて LPS 依存
的な ERAP1 の分泌を検討した。また、TLR
下流因子に当たる IFN-β、TNF-αが ERAP1
の分泌に及ぼす影響について両遺伝子欠損
マウスの腹腔内マクロファージを用いて検
討した。 
 
(3)ERAP1 の分泌を制御する分子内ドメイン
の同定 
ERAP1 は分子中央に他の類縁酵素にはない
挿入配列（exon 10）を有する。そこで、本
領域の欠失変異体を作製し、HEK293 細胞に
強制発現することで ERAP1 の小胞体貯留/
分泌に及ぼす影響について検討した。 
 
(4)ERAP1 複合体による貪食活性亢進
LPS/IFN-γ で処理した RAW264.7 細胞の培
養上清を超遠心分離により上清と沈殿に分
離した。得られた沈殿中の成分を免疫電顕、
ウエスタンブロットやショットガンプロテ
オミクス法により解析した。また、本複合体
成分（沈殿画分）を RAW264.7 細胞に処理し、
貪食活性への寄与を解析した。 
 

４．研究成果 
(1)ERAP1 リガンドの探索 
我々は既に、ERAP1 を分泌させる因子とし
て TLR4 リガンドである LPS を同定した。
そこで、他の TLR リガンドについて ERAP1
分泌に及ぼす影響を調べた結果、RAW264.7
細胞では MyD88 依存性シグナル経路を有す
る TLR のリガンド、TLR2/1 リガンド
（Pam3CSK4）、2/6 リガンド（FSL-1）、9
リガンド（ODN1826）を IFN-γ と共処理す
ることで ERAP1 分泌が認められた。一方で
TRIF 経路を有する TLR3 のリガンド poly 
(I:C)では IFN-γ の有無に関わらずほとんど
ERAP1 分泌が認められなかった（図１）。こ
の結果は、ERAP1 分泌における MyD88 経
路の重要性を示唆している。また、ERAP1
がほとんどの TLR シグナリングの活性化で
分泌されることから、ERAP1 分泌がマクロ
ファージの古典的活性化における普遍的な
イベントであることが示唆された。すなわち、
分泌された ERAP1 による貪食活性亢進は生
体防御において重要な役割を果たしている
可能性が高い。 
また、LPS を腹腔投与したマウスでは投与

12-24時間後に血中にERAP1が認められた。
一方で、LPS 未投与マウスでは ERAP1 はほ
とんど確認できなかった。すなわち、個体レ
ベルにおいてもERAP1はTLRシグナリング
依存的に分泌されることが分かった。 

図 1. TLR リガンドによる ERAP1 の分泌 
 
(2)ERAP1 分泌機構の解明 
予想通り MyD88 遺伝子欠損マウス由来の腹
腔内マクロファージでは LPS や Pam3CSK4
依存的な ERAP1 の分泌はほとんど認められ
なかった（図 2）。一方で、TRIF 遺伝子欠損
マウス由来のマクロファージでは同刺激依
存性 ERAP1 分泌は野生型マクロファージに
比べて若干低下が認められただけであった。
以上より、ERAP1 の分泌には MyD88 経路
の活性化が必須であることが分かった。 

 
図 2.  MyD88およびTRIF遺伝子欠損によ
る ERAP1 分泌への影響  



 
MyD88経路の下流ではTNF-αや IFN-βの発
現 /分泌が促進される。そこで両分子の
ERAP1 分泌における影響を遺伝子欠損マウ
ス由来マクロファージを用いて解析したと
ころ、いずれの分子の欠損も ERAP1 分泌を
ほぼ完全に抑制した（図 3）。すなわち、
ERAP1 分泌は TLR 下流の TNF-α、IFN-β
が惹起していることが示唆された。 

図 3. TNF-α および IFN-β の遺伝子欠損に
よる ERAP1 分泌への影響 
 
 
 (3)ERAP1 の分泌を制御する分子内ドメイ
ンの同定 
ERAP1 の exon 10 は他の類縁酵素（M1 アミ
ノペプチダーゼファミリー酵素）に認められ
ない特徴的な挿入配列である。また、細胞膜
や細胞質に局在することが多い M1 アミノペ
プチダーゼの中で、ERAP1 は小胞体内腔に
局在し、刺激に応じて分泌されるという極め
て特異な性質を示す。これらのことから
ERAP1 の exon 10 配列は ERAP1 の局在調
節に関与している可能性が考えられたので、
本配列の欠失変異体を HEK293 細胞に強制
発現させた。その結果、野生型酵素を発現さ
せた細胞では細胞内に ERAP1 の発現が認め
られ、細胞外にはほとんど分泌されなかった
が、exon 10 欠失変異体では、細胞外にほぼ
全て分泌された（図 4）。以上の結果は ERAP1
の exon 10 が本酵素の小胞体貯留と分泌を制
御することを示唆している。 
 

 
図 4. ERAP1 exon10 欠失による小胞体貯
留/分泌への影響 
 
(4)ERAP1 複合体による貪食亢進 
LPS/IFN-γ で活性化した RAW264.7 細胞の
培養上清から超遠心分離により得られた沈
殿画分の免疫電顕の結果、ERAP1 が分泌小
胞であるエキソソーム中に含まれているこ
とを明らかにした。この小胞には、未活性化
RAW264.7 細胞より得られたエキソソーム

とは異なりTNF-αやCCL3などいくつかのサ
イトカインが含まれていることがショット
ガン解析やウエスタンブロットにより確認
された。また、ERAP1 を含んだエキソソー
ムを RAW264.7 細胞に処理したところ、
ERAP1 単体や ERAP1 を含まないエキソソ
ームで処理した場合に比べて有意に貪食活
性が亢進された。また、本エキソソームによ
る貪食活性は ERAP1 阻害剤やサイトカイン
阻害剤によって抑制された。以上の結果は、
ERAP1 のマクロファージ活性化効果は他の
サイトカインとの相互作用を介して相乗/相
加的に亢進されると考えられる。 
 
以上、本研究を通して、ERAP1 分泌がマク
ロファージの古典活性化において普遍的な
イベントであることや ERAP1 分泌の分子機
構、分泌された ERAP1 がマクロファージに
よる生体防御の要である貪食やNO産生にお
いて他の因子と協調しつつ極めて重要な役
割を担っていることが示唆された。 
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