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ユビキチン―プロテアソーム経路を利用した抗癌遺伝子免疫療法

九州大学大学院医学研究院 感染免疫・熱帯医学分野

姫 野 國 祐，久 枝 一

はじめに

腫瘍の排除の主役をなす免疫応答は主要組織適合抗原複合体（major histocompatibility complex
 

MHC）クラス I分子拘束性のCD8 キラーT細胞による腫瘍細胞の殺滅である．昨今の腫瘍抗原同定の進

歩，抗原提示細胞の分離・培養法などの免疫学的手法の発展により腫瘍抗原特異的なCD8 T 細胞を誘導す

る多種の癌免疫療法が試みられている．しかしながら腫瘍抗原を用いたワクチンではCD8 T 細胞を主体

とする抗腫瘍免疫の誘導は多くの場合困難である．CD8 T 細胞への抗原提示は細胞質に存在するプロテ

アソームと呼ばれる蛋白質分解酵素複合体によって抗原がプロセシングされることが必須である．通常プ

ロテアソームは分子シャペロンであるユビキチンが複数個連なって結合している蛋白質を認識するので，

この蛋白質分解経路はユビキチン―プロテアソーム経路と呼称されている．つまり，ユビキチンが抗原に

結合することがCD8 T 細胞活性化への最初のステップである．我々の研究室では腫瘍抗原特異的CD8 T

細胞を効率良く誘導/活性化するために，腫瘍抗原遺伝子とユビキチン遺伝子との融合遺伝子を構築し，ユ

ビキチン融合腫瘍抗原を細胞内で発現させるDNAワクチンを用いた抗癌免疫療法を開発した．本稿では

CD8 T 細胞への抗原提示，ユビキチン―プロテアソーム経路を概説し，我々の研究結果を合わせて紹介す

る．

１．CD8 T細胞への抗原提示

CD8 T 細胞は細胞傷害性あるいはキラーT細胞とも呼ばれ標的となる細胞表面上のMHCクラス I分

子に提示された抗原を自身の発現するT細胞レセプターによって認識する ．クラス I分子に提示される

抗原は8個から10個の短いペプチドでエピトープとも言われる．T細胞レセプターからのシグナルは細

胞傷害のエフェクター分子であるFasLあるいはperforin/granzymeの発現を誘導し標的細胞をアポ

トーシスにより殺滅する ．

CD8 T 細胞の活性化に必須である蛋白質抗原のプロセシング，MHC分子による抗原提示経路の分子メ

カニズムは詳細に明らかにされてきた（図１）．腫瘍抗原，ウイルス抗原などの細胞内蛋白質の大部分は細

胞質内に存在するプロテアソームと呼ばれる巨大な蛋白質分解酵素複合体によって分解される．分解され

た蛋白質断片は粗面小胞体膜上に存在するTAP（transporter associated with antigen processing）を

介して粗面小胞体内へ移行し，そこで粗面小胞体内膜にアンカーしているクラス I分子と会合する．抗原エ

ピトープ―クラス I複合体はゴルジネットワークを通過し最終的に細胞膜上に表出されCD8 T 細胞に認

識される．

一方，ファゴサイトーシスによって取り込まれた細胞外抗原はファゴソームと，カテプシンなどの蛋白

質分解酵素に富むリソソームとの融合の後にこれらの酵素によって分解され，さらにクラス II分子を含む

小胞と融合しそこで分解産物はクラス IIと会合する．エピトープ/クラス II複合体は細胞表面に輸送され

CD4 T 細胞によって認識される．

以上のように一般的に内因性抗原はクラス I経路に乗りCD8 T 細胞に，外来性抗原は通常はクラス II

経路に乗りCD4 T 細胞に認識される．抗原によるワクチンは外来抗原として処理されCD4 T 細胞に認
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識され，活性化されたCD4 T 細胞の介助により抗体応答は誘導することができるが，CD8 T 細胞の活性

化は困難である．なお外来抗原に特異的なCD8 T 細胞の活性化をするクロスプレゼンテーションという

経路も存在することが近年明らかにされつつある ．

２．ユビキチン―プロテアソーム経路

A．ユビキチン―変異/変性蛋白質の分解シグナルを担う分子シャペロン―

プロテアソームは細胞内蛋白質分解を司っており，本来の機能は細胞のホメオスタシスを維持すること

にあり，無数の機能性蛋白質の中から，不必要あるいは有害な変異/変性蛋白質だけを分解することにあ

る．ユビキチンは本システムにおいて分解されるべき蛋白質に結合することで識別シグナルの役割を果た

す分子シャペロンである（図２）．ユビキチンは76個のアミノ酸からなり，真核細胞で高度に保存された

一次構造を持つ．ユビキチンをコードするmRNAからは４つのユビキチンが連なった前駆体が翻訳され，

ユビキチンC末端水解酵素（ubiquitin C-terminal hydrolase）によって76番目のグリシンと77番目の

メチオニンの間のペプチド結合が切られることによって機能型の単量体ユビキチンとなり長短２つのα

ヘリックスと５つのβシートからなる安定した構造をとる ．
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図１ T細胞への抗原提示経路（矢田純一編，医系免疫学より一部改変）

図２ ユビキチン―プロテアソーム経路とユビキチン融合蛋白質のプロテアソームによる

分解

構造に異常をきたした蛋白質，あるいは不必要となり何らかのシグナルが付加され

た蛋白質はポリユビキチン化されプロテアソームに認識される（中段）．正常な構造

をもつ蛋白質も融合したユビキチンがさらにユビキチン付加を受けるためプロテア

ソームによって認識されるようになる（下段）．
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ユビキチンの分解されるべき蛋白質への結合はユビキチン化修飾と呼ばれ，３段階の酵素反応，すなわ

ち活性化酵素（E1），結合あるいは転移酵素（E2），ユビキチンリガーゼ（連結酵素，E3）からなる複合酵

素系が必要である ．各酵素反応の詳細はここでは割愛するが，ユビキチンの標的蛋白質への結合様式はユ

ビキチンのC末端のグリシンのカルボキシル基と標的蛋白質中のリジンのε-アミノ基の縮合によるイソ

ペプチド結合である（モノユビキチン化）．さらに結合したユビキチン自身のリジン残基にE1-E2-E3が繰

返し作用することによって多数のユビキチンが付加される（ポリユビキチン化）．ポリユビキチン化された

蛋白質はプロテアソームによって認識され急速に分解を受ける．ユビキチンには７つのリジン残基（K6，

K11，K27，K29，K33，K48，K63）があるが，プロテアソームによる蛋白質分解のシグナルとなるポリユ

ビキチン鎖はK48に結合したものである．他のリジン残基を介してもポリユビキチン化が起こるが，いず

れも蛋白質分解のシグナルとはならず別な機能を果たす．例えば，K63を介するポリユビキチン鎖はDNA

修復，NFκB活性化のシグナルとなり，またモノユビキチンもエンドサイトーシスに関わっている ．

B．プロテアソーム―細胞内蛋白質分解を司る蛋白分解酵素複合体―

a）26Sプロテアソーム

26Sプロテアソームは細胞質内に存在する巨大な複合体であり，蛋白質分解活性を有する触媒部位であ

る20Sプロテアソームと活性調節部位であるPA700（19S調節ユニット）から構成される（図３）．20Sプ

ロテアソームは７つの異なるα サブユニットからなるα-リング，β サブユニットからなるβ-リング

がそれぞれ２つ，計４つのドーナツ状リングがαββαの順に，つまり外側にα，内側にβ-リングを配し重

なりあったドラム缶様の構造をしている．プロテアーゼ活性はβ-リング中のβ1，β2，β5サブユニットが

有しており，それぞれ酸性アミノ酸の後を切断するペプチジルグルタミル基加水分解（PGPH），塩基性ア

ミノ酸の後を切断するトリプシン様活性，疎水性アミノ酸の後を切るキモトリプシン様活性を示す ．

活性調節に関わるPA700は６つのATPase活性を持つサブユニットと９～10の非ATPaseサブユ

ニットから構成される．20Sプロテアソームの２つのα-リングの外側に結合して26Sプロテアソームを形

成する．PA700はポリユビキチン鎖を認識し，標的蛋白質からユビキチンを外し，さらに高次構造を解き

ほぐす（アンフォールディング）ことで，蛋白質分解の触媒部位である20Sプロテアソームのドラム缶様

構造内部へと誘導する．その際に消費するエネルギーはATP加水分解によって供給される．このように

26Sプロテアソームが定常状態の細胞に構成的に存在し，ポリユビキチン鎖シグナルの付加を受けた蛋白

質の分解の主役を担う．
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図３ プロテアソームの構造，IFN-γによって誘導される構造変化
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b）IFN-γによるプロテアソームの活性化

26Sプロテアソームによる蛋白質分解は細胞周期の制御など細胞機能に必須でありCD8 T 細胞の抗原

提示にも重要である．しかしβ-リングに存在する３種類の酵素活性だけではMHCあるいはT細胞レセ

プターの多様性に対応するエピトープが作成されるかは疑問である．最近の細胞内蛋白質修飾・分解に関

する多くの研究からプロテアソームを構成する分子の発現が抗ウイルス活性を持つ強力な免疫調節物質で

ある IFN-γによって制御されていることが明らかになってきた．IFN-γは 20Sプロテアソームβリング

中の酵素活性を持つβ1，2，5にそれぞれ相同性を持つLMP2（β1i），MECL1（β2i），LMP7（β5i）の発

現を誘導する．合成されたこれらのサブユニットは既存の20Sプロテアソームの相同サブユニットと置換

し，新しい20Sプロテアソームを形成する．これは免疫プロテアソームと呼ばれる．免疫プロテアソーム

に取り込まれた酵素活性サブユニットは構成型プロテアソームのサブユニットとは異なる基質特異性を有

する ．一方で，IFN-γは 19S調節ユニットPA700の 26Sプロテアソームからの解離を促進し ，さらに

PA28と呼ばれる新たな11S調節ユニットの発現を増強する ．PA28は３つのPA28αと４つのPA28β

サブユニットからなる７量体であり，20Sプロテアソームのα-リングに結合し酵素活性を促進する ．

IFN-γの作用により，免疫プロテアソーム，PA28が発現することにより20Sプロテアソームと調節ユ

ニットの組み合わせのバラエティは豊富になる．なお，26Sプロテアソームは構成型20Sプロテアソーム

の両端にPA700が結合した（ダンベル型）タイプである．一方，IFN-γ誘導型のプロテアソームとして構

成型/免疫20SコアプロテアソームにPA700と PA28が結合したタイプ（ハイブリッド型）とコアプロテ

アソームの両端にPA28を持つもの（フットボール型）が形成されるようになる （図３）．

３．CD8 T細胞エピトープのプロセシング

プロテアソームの蛋白質分解酵素活性は共通の性質をもつアミノ酸の後側を切断するのが特徴で切断断

片のC末端は特定のアミノ酸で終わることが多い．MHC class Iとの結合時に切断断片のC末端はアン

カーとなりclass I分子とのアフィニティを決定する重要な成分となるので，プロテアソームの切断様式は

class Iエピトープを切り出すのに非常に適している．とくに免疫プロテアソームでは酵素活性を持つサブ

ユニットの置換により，酸性残基後の切断活性が著しく弱くなる．酸性残基はclass I分子へのC末端のア

ンカーにはなりにくいので，免疫プロテアソームがclass Iエピトープの産生に有利であると考えられてい

る．これが免疫プロテアソームと呼ばれるゆえんである．しかしながらポリユビキチン化蛋白質の認識・

分解はPA700を持つ 26Sプロテアソームが担当するので，PA28を持つ免疫プロテアソームによるプロセ

シングがどのようにして起こるのかは不明であった．また，エピトープのC末端の切り出しはプロテア

ソームで説明できるが，エピトープのN末端側の余分なアミノ酸の切断には他のプロテアーゼの関与が強

く示唆されており，最近になってN末端のトリミング活性を持つ酵素が相次いで報告された．

プロテアソーム以外の蛋白質分解酵素を含めた多段階のプロセシングモデルが提唱されている．すなわ

ち26Sプロテアソームでの蛋白質分解により生じる中間生成物が細胞質内で tripeptidyl endopeptidase
 

II（TPPII）と呼ばれるN末端から３つのアミノ酸を切り出す酵素によりプロセスされ，さらにPA28を

介して免疫プロテアソームに取り込まれてエピトープのC末端が決定される．そしてTAPを通じて粗面

小胞体内へ移行したペプチド断片のN末端のトリミングがendoplasmic reticulum amino endope-

ptidase 1（ERAP1）によって行われ，完全なエピトープが作成されることが明らかになった ．このよう

にclass Iエピトープの産生は多構成成分の多段階プロセスの複雑な反応の結果であると想定されるが，い

ずれにしても最初のステップは間違いなくユビキチン化蛋白質の分解である．

４．ユビキチン―プロテアソーム経路と細胞の腫瘍化・腫瘍の免疫回避

ユビキチン―プロテアソーム経路は細胞のホメオスタシスに必須であるので，この経路の変調が細胞に

悪影響を及ぼすことは容易に想像できる．ことに厳密な調節が必要な細胞周期に関わる蛋白質の分解が促

進/抑制されることで無秩序な細胞増殖，つまりは細胞の腫瘍化が起こる．細胞，ウイルス由来の多種の腫
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瘍遺伝子がユビキチン―プロテアソーム経路を標的とした分子をコードすることが知られている（表１）．

よく知られている例ではBRCA1がある．この遺伝子産物はユビキチン化修飾の最終段階を担うE3の機

能を持っており，遺伝子に変異があると女性における乳癌の発症リスクが60～80％となる ．本乳癌発癌

に関わる必須な基質は同定されていないが，ユビキチン化の欠陥による発癌の例である．逆にウイルスが

ユビキチン―プロテアソーム経路を活性化することによって発癌させる機序もある．例えば，生殖器の腫

瘍の原因となるパピローマウイルスのある遺伝子産物は抗腫瘍因子であるpBR，p53をユビキチン化し分

解を促進することで腫瘍化を起こす ．ヒトT細胞白血病ウイルスの発ガン性に関わるTax蛋白は免

疫系を活性化する転写因子NF-κBの前駆体とプロテアソームのサブユニットに結合しプロテアソーム

による限定分解によりNF-κBを活性化し，T細胞の増殖因子である IL-2の産生を促す ．

細胞周期の変調のみならず，免疫回避の戦略としても重要な標的となる．カポジ肉腫ウイルスのK3，5

蛋白質はMHC class I分子をユビキチン化することで分解を促進しCTLの誘導を抑制する ．EBウイ

ルスのEBNA1蛋白質は19Sサブユニットに結合すること，あるいはポリユビキチン鎖を外す酵素を阻害

することで プロテアソームによるポリユビキチン化蛋白質の分解を妨げる．また，ホジキンリンパ腫等

の臨床分離腫瘍において免疫プロテアソームのサブユニットであるLMP2，LMP7の発現が低下している

ことが知られている ．このように腫瘍化細胞は細胞障害性CD8 T 細胞からの認識から逃れるためにユ

ビキチン―プロテアソーム経路の機能を抑制しようとする．従って，この経路を正常化あるいは強化する

ことで効果的な抗腫瘍免疫の誘導が可能となると考えられる．

一方でユビキチン―プロテアソーム経路は細胞内蛋白質分解の主役を成しており，変異/変性蛋白質の処

理による細胞機能の維持に必須であるため，増殖分裂の盛んな腫瘍化細胞の旺盛な蛋白質新生，分解機序

にも必須の関わりをもっておりプロテアソーム特異的な阻害剤が抗癌剤として開発されている．

５．ユビキチン―プロテアソーム経路を標的とした免疫療法

１．ユビキチン融合腫瘍抗原遺伝子

筆者等は効率良く抗原特異的なCD8 T 細胞を誘導する免疫療法を考案するためにCD8 T 細胞への抗

原提示の第一ステップであるユビキチン―プロテアソーム経路に着目した．すなわち腫瘍抗原にユビキチ

ンを融合させることで速やかなポリユビキチン化を誘導しその結果プロテアソームでの蛋白質分解を促進

させるという戦略である（図２）．用いたユビキチン遺伝子はモノマーをコードするもので，標的癌抗原遺

伝子の5’側に融合させた．ユビキチンプロセシング酵素による切断から保護するためにユビキチンのC末

端のグリシンをアラニンに置換し，ユビキチンと標的抗原が分断しないようにした．

２．マウスメラノーマモデルにおけるユビキチン融合DNA免疫療法の評価

マウスメラノーマモデルを用いて腫瘍に対するワクチン効果を評価した ．腫瘍抗原にはメラノーマ/メ

ラノサイト特異的な抗原でありCD8 T 細胞エピトープを含んでいることが知られている全長のTRP2

（tyrosinase related protein 2）を標的抗原とした．動物実験に先立って試験管内で，TRP2をユビキチン
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表１ ユビキチン―プロテアソーム経路と発癌

癌遺伝子 作用機序
プロテアソームに
よる蛋白分解

標的分子 発癌機序

BRCA1  E3活性変調 抑 制

パピローマウイルスE6，7 ユビキチン化 促 進 癌抑制蛋白質 癌化抑制解除

カポジ肉腫ウイルスK3，5 ユビキチン化 促 進 MHC class I  CD8 T細胞からの回避

ヒトT細胞白血病
ウイルスTax

20Sプロテアソーム，

NF-kBの前駆体に結合
促 進 NF-κB  NF-κB活性化による

T細胞増殖因子の維持

EBウイルスEBNA  PA700に結合 抑 制 抗原 CD8 T細胞からの回避

脱ユビキチン化阻害 抑 制 抗原 CD8 T細胞からの回避

ホジキンリンパ腫 免疫プロテアソーム阻害 抑 制 LMP2  CD8 T細胞からの回避

小細胞癌，メラノーマ 免疫プロテアソーム阻害 抑 制 LMP2，7  CD8 T細胞からの回避
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と融合することでプロテアソームでの分解が促進されることの確認実験を行った（図4A）．まず培養細胞

にTRP2遺伝子を導入した場合とユビキチン融合TRP2遺伝子を導入した場合におけるTRP2蛋白質の

発現量を比較したところ後者の細胞では発現が顕著に低下していた．そこでこれらの遺伝子導入細胞をプ

ロテアソーム阻害剤と共培養したところ融合遺伝子導入群ではTRP2蛋白質は著しい集積が認められた．

これらの結果はユビキチンを人工的に融合したTRP2蛋白質は細胞内で選択的にユビキチン―プロテア

ソーム経路に誘導され，盛んに分解されることを示唆した．

C57BL/6マウスに同系のメラノーマ細胞B16F1を皮内接種すると経時的に腫瘍は増大し，接種から２
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図４ ユビキチン融合腫瘍抗原遺伝子ワクチンの抗メラノーマ効果

A ユビキチン化TRP2のプロテアソームによる分解の亢進．培養細胞にTRP2発現遺伝子を導入後，プ

ロテアソーム阻害剤MG132の存在下で培養し，細胞抽出物中のTRP2を免疫ブロットで検出した．

HSP90の発現量で標準化することで定量化した．B ユビキチン融合TRP2遺伝子ワクチンによる抗メラ

ノーマ活性の誘導．各種発現プラスミドで免疫したマウスにメラノーマを接種した後，腫瘍の増殖を観察し

た．C 肺転移モデルにおけるユビキチン融合TRP2遺伝子ワクチンの効果．ワクチン接種マウスにメラ

ノーマを静脈内投与し２週間後の肺における転移巣を観察した．D 抗メラノーマ免疫におけるCD8 T細

胞の重要性．ユビキチン融合TRP２ワクチン後に各種抗体により対応するT細胞を除去したマウスにメ

ラノーマを接種した．D 抗メラノーマ免疫誘導におけるPA28の必要性．PA28欠損マウスにユビキチン

融合TRP2による免疫後メラノーマを接種した．
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ケ月後には全例が死亡する．腫瘍接種前にユビキチン融合TRP2遺伝子（全長）を用いて遺伝子銃により

DNAワクチンを行った．TRP2単独の遺伝子をワクチンしたマウスでは抗腫瘍効果は獲得できず，ワクチ

ン非接種マウスと同様に腫瘍の急速な増大により全例が死亡した．一方，ユビキチン融合TRP2遺伝子に

よるワクチン接種を受けたマウスではメラノーマの発育は顕著に抑制され，メラノーマの生着も認められ

ない個体もあり，全例が３ケ月以上生存し，また強い転移抑制効果も認められた（図４B，C）．ユビキチ

ン融合TRP2遺伝子ワクチンの抗メラノーマ効果は腫瘍接種直前にCD8 T 細胞を抗CD8抗体の投与に

より除去することで完全に阻害された（図4D）．さらに，ユビキチン融合遺伝子ワクチンにより抗原特異

的なCD8 T 細胞の増加，CD8 T 細胞の細胞障害活性・IFN-γ産生の上昇が確認された．また，ワクチン

効果だけでなく樹立したメラノーマに対する治療効果も認められた．これらの事実からユビキチン融合ワ

クチンが抗原特異的にCD8 T 細胞を活性化することで抗腫瘍免疫を賦与していることが示された．

さらに抗腫瘍効果誘導にプロテアソームが関与しているかを生体内で確かめるために遺伝子欠損マウス

を用いて検討した．プロテアソームは細胞機能の維持に必須であり，構成型プロテアソームのいずれのサ

ブユニットが欠損してもマウスは致死的となり生存し得ない．しかしながら，IFN-γ誘導性の調節サブユ

ニットであるPA28欠損マウスは野生型と同様生存する．PA28遺伝子欠損マウスにユビキチン融合DNA

を接種すると，野生型マウスで見られた抗腫瘍免疫は成立せず，腫瘍は増大した（図4E）．また，このマ

ウスから採取したCD8 T 細胞のTRP2エピトープ特異的細胞障害活性は野生型マウスと比べ，著しく低

下していた．以上の結果から全長TRP2から class Iエピトープの切り出し・提示はPA28依存的であり，

PA28の関与するプロテアソーム活性が必須であることが明らかとなった．蛋白質分解酵素活性を持つサ

ブユニットの関与をLMP2，LMP7遺伝子欠損マウスを用いて解析したところPA28欠損マウスと同様に

ユビキチン―TRP2ワクチンの効果は全く見られなかった．著者等のグループでは同様のアプローチが肺

癌 ，消化器癌モデルでも有効性を発揮することを確認している．

おわりに

ユビキチン―プロテアソーム経路は高等動物においては本来の機能の延長線上に腫瘍抗原を含めた異物

抗原の排除を担うCD8 T 細胞の活性化にも関わっている．筆者等の提唱するユビキチン融合遺伝子によ

る免疫療法はこのシステムを利用することで抗原特異的CD8 T 細胞を効率良く誘導できる．抗原蛋白質

からCD8 T 細胞エピトープの切り出し過程には不明な点も多く，そのメカニズムを明らかにすることで

さらに効率良いCD8 T 細胞の誘導できる可能性がある．将来的には臨床応用を目指しており，基礎的探究

に加え遺伝子導入法なども検討課題となるであろう．
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