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要旨 

 
【背景と目的】近年、がん治療は目覚しい発展を遂げ、中でも免疫チェックポイント

阻害療法が注目されている。その治療効率を高めるために、がん細胞において主要組

織適合抗原 (Major histocompatibility complex : MHC) class II量を上昇させ、CD4+ 

T 細胞を活性化させることが重要であるとわかってきた。MHC class II は通常、マク

ロファージや樹状細胞（Dendritic cell: DC）、B 細胞などの特定の細胞でのみ定常的

に発現しているが、IFNγ刺激が加わると多くの細胞に発現誘導される。一方、RING
型ユビキチンリガーゼのサブファミリーである Tripartite motif-containing (TRIM)
ファミリーは、さまざまなウイルスに対して防御的に働くことが知られており、その

メカニズムの多くは自然免疫の制御を介しているものと理解されており、獲得免疫と

の関連についてはあまり焦点が当てられてこなかった。さらに、IFNγシグナルが

MHC 分子の発現を制御している一方で、多くのTRIM タンパク質もまた IFNγシグ

ナルによって発現制御を受けていることから、IFNγシグナルは TRIM タンパク質を

介して MHC 分子の発現を制御する可能性が考えられた。MHC の発現制御に関する

これまでの研究では、そのマスター遺伝子であるNLR family member NOD-, LRR-, 
and CARD- containing 5 (NLRC5)や class II transactivator (CIITA)に焦点が置かれ、

これらがメインの制御機構と考えられていたが、転写後の過程における制御機構につ

いてはあまり注目されてこなかった。以上を踏まえて本研究では、IFNγ刺激によって

誘導されるTRIMファミリー遺伝子を網羅的に探索し、TRIMファミリータンパク質

がMHC class II抗原提示を調節する可能性について検討することとした。 
 
【材料と方法】網羅的なTRIM 遺伝子群のmRNA の検証およびMHC class II 関連

因子のmRNA の検証について、リアルタイムPCR 法で解析を行った。レトロウイル

スを用いて TRIM22 を過剰発現する U87MG 細胞、あるいは CRISPR-Cas9 法を用

いてノックアウトしたU87MG細胞を作製し、ウエスタンブロット法で細胞内タンパ

ク質量、フローサイトメトリー法で細胞表面タンパク質量、蛍光免疫染色法で細胞内・

細胞表面双方のタンパク質量について解析を行った。MHC class IIタンパク質の分解

速度を測定するために、Cycloheximideを用いた分解アッセイを行った。TRIM22過

剰発現HEK293T細胞を作製し、免疫沈降・質量分析法により結合タンパク質の網羅

的な検索を行った。 
 
【結果】HEK293T細胞とU 87MG細胞を IFNγで刺激後、TRIM 遺伝子群のmRNA
レベルをリアルタイム PCR 法により網羅的に検証した結果、特に TRIM22 が IFNγ
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刺激により最も強く発現上昇していることが明らかとなったため、主にTRIM22に着

目して以降の実験を進めることとした。TRIM22 過剰発現U87MG細胞を用いたウエ

スタンブロット法、フローサイトメトリー法により、MHC class IIの細胞内タンパク

質量や細胞表面発現量が大きく減少していることが明らかとなった。一方 IFNγ刺激

で TRIM22 に次いで発現が上昇した TRIM21 を過剰発現する U87MG 細胞では、

MHC class IIタンパク質量に変動は見られなかった。さらに、TRIM22 ノックアウト

U87MG 細胞を用いたウエスタンブロット法、フローサイトメトリー法、蛍光免疫染

色法により、MHC class IIの細胞内タンパク質量や細胞表面発現量が増加することが

明らかとなった。その一方でリアルタイムPCR 法では、MHC class II ならびに、そ

のマスター制御因子である CIITA の mRNA 量は TRIM22 による影響を受けていな

かった。Cycloheximide を用いた分解アッセイでは TRIM22 ノックアウト U87MG
細胞においてMHC class II タンパク質は不安定化しており、TRIM22はむしろMHC 
class IIの分解を抑制していることが明らかとなった。また質量分析ではTRIM22と

mTOR、mTOR複合体構成因子であるRaptor、Rictor、GβLとの結合が認められた。 
 
【考察】TRIM22によるMHC class II発現量の制御は、少なくともCIITA による転

写制御を介していないことが示された。加えて、cycloheximide を用いた分解アッセ

イでもMHC class IIタンパク質の分解を促進することはなく、TRIM22は翻訳の過

程で MHC class II を制御している可能性が考えられた。翻訳の過程で、開始段階を

制御している翻訳開始因子 eIF4E（Eukaryotic translation initiation factor 4E）は、

eIF4G、eIF4Aとともに、eIF4Fと呼ばれる複合体を形成してキャップ依存的翻訳を

開始する。mTORを含む分子複合体mTORC1はこのキャップ依存的翻訳を促進する

が、TRIM22 はmTOR複合体と結合することから、mTOR/4E-BP1/eIF4E経路を介

してMHC class IIのmRNA翻訳を調節する可能性が示唆された。近年注目を集めて

いる免疫チェックポイント阻害療法が効果を発揮するためには、CD4+ T 細胞の活性

化も重要であることが明らかになってきた。抗原を CD4+T 細胞に提示する MHC 
class II が発現しているがん細胞では、その発現量と免疫チェックポイント阻害療法

の効果の間には正の相関があることが示唆されており、がん細胞においてMHC class 
II 量を上昇させることが治療戦略として注目されている。TRIM22阻害によりMHC 
class II 量を上昇させることが可能であることから、TRIM22 は免疫チェックポイン

ト阻害療法における潜在的な創薬標的となるものと考えられる。留意しなければなら

ない点として、TRIM22 過剰発現細胞において、TRIM58 や TRIM54、TRIM50 な

ど、いくつかの他のTRIM 遺伝子発現が増強していたことが挙げられる。TRIM22過

剰発現によるMHC class II 発現減少が他のTRIM ファミリー遺伝子の発現変動を介

して影響を及ぼしている可能性については今後の検討課題であると考えられた。 
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【結論】TRIM タンパク質の一つであるTRIM22が、MHC class IIの発現量を負に

制御することを発見した。これまで多くの自己免疫疾患やがんにおいて、抗原提示メ

カニズム、特にT細胞の関与が明らかにされている。MHC class II分子はCD4と結

合しT細胞を活性化させることから、今後、TRIM22の機能を活性化あるいは抑制す

ることによる、自己免疫疾患やがんに対する治療法の開発が期待できる。とりわけ免

疫チェックポイント阻害療法において、TRIM22がよい創薬標的となりうると考えら

れた。 
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略語表 
 
APC  antigen-presenting cell 
APS  ammonium peroxodisulfate 
BPB  Bromophenol blue 
BSA  bovine serum albumin 
CHX  Cycloheximide 
CTLA-4  cytotoxic T lymphocyte-associated molecule-4 
CIITA  class II transactivator 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
E1  ubiquitin-activating enzyme 
E2  ubiquitin-conjugating enzyme 
E3  ubiquitin ligase 
ECL  enhanced chemiluminescence 
eIF4E  eukaryotic translation initiation factor 4E 
FBS  fetal bovine serum 
HAT  histone acetyltransferase 
HEK293T human embryonic kidney 293T 
IFNγ  interferon γ 
MARCH1 Membrane-associated RING-CH-1 
MEM  Minimum Essential Medium 
PBS  phosphate-buffered saline 
PCR  polymerase chain reaction 
PD-1  programed cell death-1 
PRR  pattern recognition receptor 
staf50  stimulated transacting factor 50 kDa 
STAT1  signal transducers and activators of transcription 1 
TIL  tumor-infiltrating lymphocyte. 
TRIM  tripartite motif 
WCL  whole cell lysate 
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緒言 
 
１ 抗原提示メカニズム 
 
 獲得免疫の応答は、MHC によるT 細胞への抗原ペプチドの提示から始まる。MHC
は、MHC class I とMHC class II に大別され、それぞれ異なる役割を担っているが、

いずれもユビキチン化によって深く制御されている(Hershko and Ciechanover, 
1998)。細胞内においてユビキチン・プロテアソーム系で分解されるタンパク質は、そ

の一部が小胞体に輸送され、MHC class I 上に抗原ペプチドとして提示されてCD8+T
細胞を介した細胞性免疫応答に必須の役割を果たしている。外来性の抗原は、細胞外

からエンドサイトーシス経路で取り込まれ、リソソーム内でペプチド断片へと分解さ

れ、MHC class Ⅱ上に抗原ペプチドとして提示される。一方、オルガネラ由来のタン

パク質を含む細胞内タンパク質は、その多くがエンドサイトーシスによって取り込ま

れ抗原提示されるが、一部はオートファジーによって分解を受けて小胞体に入り、

MHC class Ⅱ上に抗原ペプチドとして提示される。 
 
２ MHC class II 
 

MHC class IIの発現は、マスター制御因子であるCIITAによって制御されている 
(Choi et al., 2011; Romieu-Mourez et al., 2007; van den Elsen, 2011)。CIITA はMHC 
class II プロモーター上でヒストンアセチル化酵素などのクロマチン修飾因子をリク

ルートし MHC class II mRNA の転写を活性化する coactivator として機能する 
(Spilianakis et al., 2000)。またMHC class IIは種々のサイトカインによって発現が

誘導されることも知られており、特に IFNγがよく研究されている (Romieu-Mourez 
et al., 2007)。IFNγは IFNγ受容体に結合し、下流のSTAT1のチロシン残基のリン酸

化を誘導する。リン酸化されたSTAT1ホモ二量体は核に移動してCIITA プロモータ

ー上の GAS 配列と結合し、CIITA mRNA の転写を促し、発現した CIITA がさらに

MHC class IIの発現を誘導する (Morris et al., 2002; Reith et al., 2005; Wright and 
Ting, 2006)。MHC class IIは、それぞれ膜貫通ドメインをもつα鎖とβ鎖からなるヘ

テロ二量体である。翻訳後にα鎖およびβ鎖はリボソームから小胞体に移動し、シャペ

ロンタンパク質であるインバリアント鎖(Ii)と複合体を形成する。このMHC class II-
Ii 複合体はゴルジ体を経て細胞膜へと輸送された後にエンドサイトーシスされ、後期

エンドソーム様の細胞内小胞であるMHC class II antigen processing compartment
（MIIC）へと小胞輸送される。また、Ii はMHC class II と結合することによりCLIP
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と呼ばれる領域で抗原結合部位を物理的に塞ぎ、内在性のペプチドがMIICへの輸送

過程で MHC class II に結合するのを防いでいるが、Ii はエンドソームに存在するプ

ロテアーゼによりCLIP 領域以外の多くの部分が分解され、MHC class II-Ii 複合体は

MHC class II-CLIPとなる。一方、エンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれた

抗原タンパク質も同様に小胞輸送によりMIIC へと輸送されるが、この過程でエンド

ソームのプロテアーゼによって分解され、断片化されたペプチドとなる。MIIC では、

それまで MHC class II 上にあった CLIP とこの抗原ペプチドが置き換わる形で交換

されることにより、peptide–MHC class II 複合体が形成され、そのまま細胞表面へと

輸送されて抗原が提示される。peptide–MHC class II複合体は細胞表面に輸送された

後、細胞内へエンドサイトーシスされてリソソームで分解されるか、あるいは、リサ

イクリングエンドソームを通過して再び細胞表面へと輸送されてリサイクルされるが、

この分解とリサイクルのバランスによって細胞表面の MHC class II の発現量が変化

すると考えられている (Moldenhauer et al., 1999)。 
 
３ ユビキチンリガーゼ 
  
 ユビキチンはタンパク質翻訳後修飾分子であり、真核生物において高度に保存され

た 76 残基のアミノ酸からなる (Hershko and Ciechanover, 1998)。ユビキチン化修

飾はユビキチン活性化酵素（E1）、ユビキチン結合酵素（E2）、ユビキチンリガーゼ

（E3）の 3つの酵素によって触媒され、標的タンパク質のリジン残基にユビキチンの

カルボキシル末端がイソペプチド結合することによって完成する。ユビキチンはユビ

キチン自身のリジン残基やアミノ末端にイソペプチド結合することが知られており、

ポリユビキチン鎖を形成することが可能である。このうち、ユビキチンの 48 番目の

リジン残基を介したポリユビキチン鎖はプロテアソームによるタンパク質の分解を誘

導する。一方、他のリジン残基を介したポリユビキチン鎖は、様々なシグナルとして

機能することが報告されている。ヒトのゲノム遺伝子上においてE3 は 600 種類以上

コードされており、E1（2種）またはE2（30数種）と比較して突出した多様性を有

している。E3が基質認識を司っていると考えられているため、どの標的をユビキチン

化するかどうかについてE3が決定的な役割を果たしていると考えられる。 
 
４ Tripartite motif ファミリータンパク質（TRIM タンパク質） 
 
 E3 はその構造的特徴からHECT 型、RBR 型およびRING 型の 3 つのグループに

大別することができるが、中でもRING型がE3酵素群の約95％を占めている。RING
型E3のサブファミリーとしてTRIM ファミリータンパク質が知られており、ヒトで
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は 80種類以上の遺伝子が存在する (Ozato et al., 2008)。TRIMタンパク質は、RING
ドメインのほか、１つないし２つのB-boxドメイン、Coiled-coil ドメインを持つ。こ

れら３つのドメインはTRIM タンパク質のアミノ末端側に共通して存在するが、カル

ボキシル末端側に存在するドメインの違いによりクラス IからクラスXIの11のサブ

ファミリーに分類されており、大多数のTRIM タンパク質はPRY、SPRY、もしくは

その両方のドメインを持つ。Coiled-coil ドメインはタンパク質間相互作用を制御して

いるが、B-box の役割はいまだ不明である。TRIM タンパク質の多くは、その E3 酵

素活性を介してインターフェロンや、Toll-like receptor（TLR）・retinoic acid-inducible 
gene-I（RIG-I）といったパターン認識受容体（Pattern recognition receptors: PRRs）
を介した免疫・炎症シグナルの制御因子として機能することが報告されている  
(Hatakeyama, 2011; 2017)。また、TRIMタンパク質はオートファゴソーム制御分子

やp62などのユビキチン受容体とTRIMosome と呼ばれる複合体を形成し、選択的オ

ートファジーの足場タンパク質として機能することが報告されており、ユビキチン・

プロテアソーム系のみならず、class II 抗原ペプチド生成に関わるオートファジー系

にも幅広く関与する可能性を有する酵素群と言える。 
 
５ TRIM22 
 

TRIM22 は staf50（stimulated transacting factor 50kDa）とも呼ばれる IFNγ誘

導性のTRIM タンパク質のひとつであり、RING ドメイン、１つのB-box ドメイン、

coiled-coil ドメイン、PRYSPRY ドメインを持つ。転写やアポトーシス、免疫応答、

抗ウイルス作用などの様々な生体機能に関わっているだけでなく、p53 標的遺伝子と

して細胞の分化増殖にも影響を及ぼしており、さらに近年では炎症性腸疾患などの自

己免疫疾患や、ある種の悪性腫瘍との関連も示唆されている。中でも特に重要な働き

がウイルスに対する IFNγ誘導性の免疫応答である。TRIM22の過剰発現により、HIV-
1 のLTR 配列からの転写を抑制することでマクロファージにおけるHIV−1 の複製を

阻害することや、インフルエンザA やB型肝炎ウイルス、C型肝炎ウイルス、風疹ウ

イルス、EB ウイルス、ヒトパピローマウイルス、脳心筋炎ウイルスなどとの関連が

報告されており、その抗ウイルス作用が着目されている (Barr et al., 2008; 
Hattlmann et al., 2012; Lian and Sun, 2017; Vicenzi and Poli, 2018)。 
 
６ 抗原提示の破綻と疾患 
 
抗原提示メカニズムの破綻が感染症や多くの自己免疫疾患の発症に寄与すること

が近年明らかとなってきた。一例として、通常は速やかに分解を受ける細胞内変性タ
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ンパク質が、異常な自己抗原としてMHC class II分子により自己応答性のB細胞へ

提示されて自己免疫疾患発症の原因となることが報告されている。また、関節リウマ

チや全身性エリテマトーデスなどの自己免疫疾患において、MHC class IIの発現が増

加しているとの報告もある (Jiang et al., 2013; Jin et al., 2014)。 
 
７ 免疫チェックポイント阻害療法 
 
抑制性の免疫補助受容体であるPD−1 あるいはCTLA−4 を阻害するがん免疫療法、

いわゆる免疫チェックポイント阻害療法が近年開発され、幅広いがんに対する治療の

選択肢に加えられている (Beatty and Gladney, 2015; Petersson et al., 2012; Ribas 
and Wolchok, 2018)。免疫チェックポイント阻害療法が効果を発揮するためには、癌

抗原がT 細胞によって認識される必要がある。MHC class I分子は多くの細胞で発現

しており、抗原をCD8+ T 細胞に提示する。一方、MHC class II 分子の発現は一般的

にはプロフェッショナル抗原提示細胞に限られ、抗原をCD4+ T 細胞に提示する (van 
den Elsen, 2011)。CD8+ T細胞が免疫チェックポイント阻害療法における主要なエフ

ェクターであると考えられてきたが、この治療法の成功には CD4+ T 細胞の活性化も

重要であることが明らかになってきた (de Charette et al., 2016; Waldman et al., 
2020)。実際にMHC class IIが発現しているがん細胞ではその発現量と免疫チェック

ポイント阻害療法の効果の間には正の相関があることが示唆されており、がん細胞に

おいてMHC class II量を上昇させることが治療戦略として注目されている (Johnson 
et al., 2016; Thibodeau et al., 2012)。 
 
本研究の目的 
 以上で述べたように、MHC 分子の発現は多くの自己免疫疾患や腫瘍免疫に深く関

与していることから、その詳細な制御機構の解明が以前にも増して重要になってきて

いる(Rodig et al., 2018)。また、免疫担当細胞の自然免疫シグナル伝達過程、特にNFκB
シグナルなどにおいて、TRIM タンパク質によるユビキチン化を中心とした制御機構

が既に明らかになっている一方、獲得免疫におけるMHC分子による抗原提示過程に

おいて TRIM タンパク質がどのように関与しているかについては未だ検討されてい

ない。さらに、MHC class IIの発現制御に関するこれまでの研究では、そのマスター

遺伝子であるCIITAに焦点が置かれていたが、転写後の過程における制御機構につい

てはあまり注目されてこなかった。IFNγシグナルが MHC 分子の発現を制御してお

り、一方で多くの TRIM タンパク質もまた IFNγシグナルによって発現制御を受けて

いることから、IFNγシグナルは TRIM タンパク質を介して MHC 分子の発現を制御

する可能性があると考えられる。以上より、本研究では IFNγ刺激によって誘導される
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TRIM ファミリー遺伝子を体系的に探索することを出発点とし、TRIM ファミリータ

ンパク質がMHC抗原提示を調節する可能性について検討することとした。 
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方法 
 
１ 実験材料 
 
以下に本研究で用いた実験材料の由来及び調整法などを示した。各装置などの製造元

の社名は社名の後に社あるいは（株）と略記した。 
 
＜1＞ 培養細胞 
 HEK293T 細胞（ATCC） 
 U87MG 細胞（ATCC） 
 
＜2＞ 装置 
 PCR 装置： 
   MJ Mini（バイオラッドラボラトリーズ（株）） 
   StepOneTMリアルタイムPCRシステム（Applied Biosystems 社） 
 電気泳動槽：トランスブロットセル（バイオラッドラボラトリーズ（株）） 
 超音波破砕機：Sonifier250（Branson 社） 
 濾紙：3MM（Whatman社） 
 CO2インキュベーター： 
       Forma series II water jacketed CO2 incubator（Thermo electron 社） 
 遠心機： 
   Centrifuge 5415R（Eppendorf社） 
   MX-300（TOMY 社） 
   Avanti J-E centrifuge（Beckman Coulter 社） 
 顕微鏡： 
   BX-51（OLYMPUS社） 
   LSM710（Carl Zeiss社） 
 オートクレーブ装置：KS-323（TOMY 社） 
 濾過滅菌用フィルター：MILLEXHV（Millipore 社） 
 
＜3＞ キット 
 cDNA合成キット：ReverTra Ace（TOYOBO（株）） 
 RNA抽出キット：RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN 社） 
 プラスミド抽出キット： 
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 NucleoBond Xtra Midi EF（タカラバイオ（株）） 
 FastGene Plasmid mini kit（日本ジェネティクス（株）） 
 DNAシークエンスキット：BigDye Terminator Kit（Applied Biosystems社） 
  Power SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems 社） 
 
 
＜4＞ 各種酵素 

DNA 合成酵素： 
   KOD plus（TOYOBO(株)） 
   KOD FX（TOYOBO(株)） 
RNA分解酵素： 
   RNase A（Novagen 社） 
トリプシン (Sigma 社) 
制限酵素類（NotI、XhoI）：TaKaRa（株）製の制限酵素を使用した。 

 
＜5＞ 各種核酸 

pQCXIP (タカラバイオ社) 
＜6＞ メンブレン 

PolyVinylidene DiFluoride（PVDF）膜： 
Immobilon-P Transfer membrane（MILLIPORE 社） 
MILLEX-HV（0.45 µm フィルター）（MILLIPORE 社） 

 
＜7＞ 細胞培養試薬 
 Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）（Sigma社） 
 Minimum Essential Medium Eagle（MEM)（Merck Biosciences 社） 
 Fetal bovine serum（FBS）（Gibco社） 
 
＜8＞ ビーズ類 

FLAG M2 agarose（Sigma社） 
 

＜9＞ 抗生物質類 
Puromycin（Sigma社） 
Blasticidin S（Sigma社） 
Cycloheximide（Sigma 社） 
 



 13 

＜10＞ 組織細胞染色関連試薬 
 Bovine Serum Albumin（BSA）（Equitech bio 社） 
 Saponin（Sigma社） 
 ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI（Invitrogen 社） 
 
＜11＞ 抗体 
  マウス抗FLAGタグモノクローナル抗体（M2）（F3165, Sigma社） 
  マウス抗GAPDHモノクローナル抗体（6C5）（AM4300, Ambion社） 
 マウス抗HLA-DR/DP モノクローナル抗体（HL-40）（11-240-C100, exbio社） 
マウス抗 HLA-DR モノクローナル抗体（TAL1B5）（sc-53319, Santa Cruz 
Biotechnology社） 
マウス抗HLA-DRモノクローナル抗体（G-7）（sc-55593, Santa Cruz Biotechnology
社） 

  ウサギ抗CIITA ポリクローナル抗体（3793S, Cell Signaling Technology 社） 
 ウサギ抗TRIM22 ポリクローナル抗体（HPA003575, Atlas Antibodies社） 
ウサギ抗TRIM21ポリクローナル抗体（12108-1-AP, Proteintech社） 
ウサギ抗mTORモノクローナル抗体（2983T, Cell Signaling Technology社） 
ウサギ抗Raptor モノクローナル抗体（2280T, Cell Signaling Technology社） 
ウサギ抗Rictorモノクローナル抗体（2114T, Cell Signaling Technology社） 
ウサギ抗GβLモノクローナル抗体（3274T, Cell Signaling Technology社） 

 Alexa488標識ヤギ抗マウス IgG二次抗体（A11029, Invitrogen社） 
 Alexa488標識ヤギ抗ウサギ IgG二次抗体（A21206, Invitrogen社） 
 
＜12＞ 細胞培養関連試薬 
 遺伝子導入試薬: FuGENE ®HD（Roche社） 

Recombinant Human IFNγ（PeproTech 社） 
 
＜13＞ SDS-PAGE、ウエスタンブロット関連試薬 
 アクリルアミド（Sigma社） 
  SDS-PAGE用タンパク質分子量マーカー： 
   プレステインドエクセルラダー Broad range（アプロサイエンス（株）） 
 X 線フィルム： 
      CL-XPosure Film（Thermo Scientific社） 
      BioMax Light Film（Carestream社） 
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＜14＞ その他試薬 
 エタノール（Sigma社） 
 イソプロパノール（Sigma社） 
 SDS（Sigma社） 
 Tween20（Sigma社） 
 2-メルカプトエタノール（Sigma 社） 
 グリセロール（Sigma 社） 
 Bromophenol blue sodium（BPB）（Sigma社） 
 HCl（Sigma社） 
 アガロース（Sigma社） 
  1kb plus DNA ラダーマーカー（Invitrogen社） 
 Trizma base（Sigma社） 
 EDTA（Sigma社） 
 Glycine（Sigma 社） 
 NaCl（Nacalai tesque 社） 
 IGEPAL CA-630（Sigma社） 
  Ammonium Bicarbonate（富士フィルム和光純薬社） 
 Benzonase（Sigma社） 
 Iodoacetamide（Thermo Scientific社） 
 Trichloroacetic Acid（TCA）（富士フィルム和光純薬社） 
  Trifluoroacetic Acid（TFA）（富士フィルム和光純薬社） 
  Acetonitrile（ACN）（富士フィルム和光純薬社） 
  
 
＜14＞ 調整試薬類 
 純水は Milli Q 水を使用した。試薬類は特級試薬、生化学実験用、分子生物学実験

用、細胞実験用試薬を所定の濃度に溶解し、オートクレーブ滅菌または濾過滅菌した

後に使用した。％という表記は、固体を液体に溶解して調整した際には質量/体積パー

セント濃度を表すこととする。 
  
 細胞培養用 
 DMEM 
  Sigma社製のDMEM を使用した。血清（FBS）は56℃、30分の非働化を行い、

HEK293T細胞用としてFBS を最終濃度10％となるよう調整した。 
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 MEM 
  Merck Biosciences 社製の MEM を使用した。血清（FBS）は 56℃、30 分の非働

化を行い、U87MG細胞用としてFBSを最終濃度 10％となるよう調整した。 
 
 タンパク質泳動、ウエスタンブロット用試薬 
 SDS-PAGE分離ゲル緩衝液 

1.5 M Tris/HCl（pH 8.8） 
 
  SDS-PAGE濃縮ゲル緩衝液 

0.5 M Tris/HCl（pH 6.8） 
 
  20% APS 溶液 
  2 g のAPSを 10ml の純水に溶解後、-20℃に保存した。 
 
 0 mM NaCl 細胞溶解緩衝液 

50 mM Tris/HCl（pH 7.5） 
10% Glycerol 
0.2% NP40 

 
 
 300 mM NaCl 細胞溶解緩衝液 

300 mM NaCl 
50 mM Tris/HCl（pH 7.5） 
10% Glycerol 
0.2% NP40 

 
 100 mM NaCl 免疫沈降用洗浄緩衝液 

300 mM NaCl 
50 mM Tris/HCl（pH 7.5） 
10% Glycerol 
0.2% 10% NP40 

 
 10×ウエスタンブロットトランスファー緩衝液 

0.25 M Tris 
1.92 M Glycine 
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 1×ウエスタンブロットトランスファー緩衝液 
 10％となるようにメタノールを加え、10×ウエスタンブロットトランスファー緩衝

液を純水にて 10倍に希釈した。 
 
 10×TBS 

0.2 M Tris/HCl（PH7.6） 
1.5 M NaCl 

 
 1×TBST 
 10×TBSを純水にて10倍に希釈し、0.05%となるようにTween20を加えた。 
 
 10×PBS 

1.37 M NaCl 
81 mM Na2HPO4 

27 mM KCl 
15 mM KH2PO4 

 
 1×PBS 
 10×PBSを純水にて10倍希釈して調整した。 
 
 トリプシン/EDTA 溶液 

0.05% Trypsin 
0.5 mM EDTA 2Na     

 以上を1×PBSに溶解し、1 l になるように調整して濾過滅菌した。 
 
 エチジウムブロマイド含有アガロースゲル 
 アガロースは Sigma 社のものを使用した。1×TAE 溶液中にアガロースゲルが

0.7％となるように調製し、さらに200 ml あたり 20 mg/ml エチジウムブロマイド溶

液を1 µl 加えたゲルを調製した。 
  
 アガロース電気泳動用色素 
 各制限酵素に添付されている10×loading buffer を使用した。 
 
 制限酵素用緩衝液 
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 各制限酵素に添付されている10×buffer を使用した。 
 
 蛍光免疫細胞用緩衝液 

0.1% BSA 
0.1% Saponin 

PBS 
 
 フローサイトメトリー用緩衝液 

0.1% BSA 
0.1% NaN3 

PBS 
 
 大腸菌の培地 
 LB プレート培地 

1％  Bacto Trypton 
0.5%  Yeast Extract 
170 mM  NaCl           
1.5%  Bacto Agar 
100 µg/ml Ampicillin 
25 µl/ml  Kanamycin 

 滅菌後約50℃に冷却し、抗生物質（Ampicillin、Kanamycin）は必要に応じて添加

して使用した。 
 
 2×YT培地 

1.6％  Bacto Trypton 
1%  Yeast Extract 
86 mM  NaCl           
100 µg/ml Ampicillin 
25 µl/ml  Kanamycin 

 抗生物質（Ampicillin、Kanamycin）は必要に応じて添加して使用した。 
 
 SOB培地 

2% Bacto Trypton 
0.5% Yeast Extract 
10 mM NaCl           
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2.5 mM KCl 
10 mM MgSO4  
10 mM MgCl2 

 Bacto Trypton、Yeast Extract、NaCl、KCl を純水に溶解し、オートクレーブによ

り滅菌後、フィルター濾過滅菌したMgSO4、MgCl2混合溶液を加えて調製した。 
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２ 実験方法 
２−１ 分子生物学実験の方法 
 
＜１＞ DNAアガロースゲル電気泳動 
 1×TAE溶液中にアガロースゲルが 0.7%となるよう調整し、さらに200 ml あたり

20 mg/ml エチジウムブロマイド溶液を 1 µl 加えたゲルを調製した。1×TAE 溶液中

で電気泳動を行った後、UV トランスイルミネーターを用いて検出および撮影を行っ

た。 
 
＜２＞ エタノール沈殿・イソプロパノール沈殿 
 核酸を含む溶液に 1/20 量の 5 M 塩化ナトリウムと 2.5 倍量のエタノールを加え攪

拌後、4℃、16,200×g、5 分間遠心しエタノール沈殿を行った。イソプロパノール沈

殿の場合は、0.7倍量のイソプロパノールを加え、同様に沈殿させた。沈殿物は70％
エタノールで洗浄後乾燥させ、適当量の純水またはTE緩衝液に溶解した。 
 
＜３＞ 大腸菌形質転換 
（１）コンピテント細胞の調整 
各種大腸菌を LB プレートに播種、37℃、14 時間培養し、単一コロニーを 25 ml の
SOB 培地にて 37℃、8 時間振盪培養した。100 ml のSOB 培地を 3 つ用意し、それ

ぞれに培養した菌液をそれぞれ5 ml、2 ml、1 ml 加え、全てを18℃にて一晩培養し

た。それぞれの A600 値を測定し、A600＝0.5 前後の培養液のみを選び（またはその程

度になるまで培養を続け）、氷上で10分間冷却した後に4℃、2,500×g、10分間延伸

して集菌した。菌体を氷冷した 40ml のTB に再懸濁し、さらに 750 µl のDMSO を

加えて穏やかに混和し、10分間氷上静置した後、1.5 ml チューブに100 µl ずつ分注

して直ちに液体窒素中で凍結させ、-80℃で保存した。 
 
（２）形質転換 
凍結コンピテント細胞を氷上で融解し、ライゲーション反応後の DNA 試料またはプ

ラスミド DNA に、100 µl のコンピテント細胞を加え、氷上で 30 分間静置した。そ

の後 42℃で 45 秒間のヒートショックを与え、再び 2 分間氷上に静置し、4 倍量の 2
×YT 培地を加えて 37℃で 30 分間培養した。その後低速遠心で菌体を集菌し、適当

量の培地で再懸濁させ、適当な抗生物質を含むLB プレートに播種して37℃で一晩培

養した。 
 
＜４＞ プラスミドの調整 
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 （１）キットを使用したシークエンス反応用プラスミドの少量調製 
 プラスミド抽出キットFastGene plasmid mini kitを用いた。手順は、添付した

プロトコルに従った。 
 
 （２）キットを使用した細胞トランスフェクション用プラスミドの大量調製 
 プラスミド抽出キットNucleoBond Xtra Midi EFを用いた。手順は、添付したプ

ロトコルに従った。 
 
＜５＞塩基配列の決定 
 ABI PRISM 310 Genetic Analyzer（Applied Biosystems 社）を使用して決定した。

BigDye Terminator Kitのプレミックス溶液4 µl、5×シークエンス緩衝液 2 µl、DNA 
400 ng、プライマー1.6 pmol を混ぜ、純水にて全量を20 µl としてPCR 反応を行っ

た。PCR条件は、（96℃、10秒→50℃、5秒→60℃、4分）×25サイクルで行った。

PCR 反応後、反応液をエタノール沈殿し、沈殿物を 80％エタノールで洗浄後乾燥さ

せ、25 µl のFormamide（Sigma社）に溶解させ、溶解後室温で15 分間静置した。

これを試料として、ABI PRISM 310 Genetic Analyzerにて配列を決定した。データ

は付属のソフトウェアにて解析を行った。 
 
＜６＞タンパク質のポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE） 
 下表に示す組成の分離ゲル溶液を作製し、直ちに SDS-PAGE 用ガラス板に流し込

み、イソプロパノールを重層した。アクリルアミドが固化した後、イソプロパノール

を水洗し、濃縮用ゲル溶液を作製して分離ゲルの上に重層し、コームを刺してゲルを

固化させた。泳動はSDS-PAGE泳動緩衝液を用いて、150 Vの電圧でおよそ50分行

った。 
 
 分離用ゲル溶液   10% 8% 

30%アクリルアミド溶液（ml） 2.50 2.00 
DDW（ml）   3.05 3.55 
1.5M Tris pH 8.8（ml）  1.88 1.88 
10% SDS（µl）   75 75 
20% APS（µl）   28.1 28.1 
TEMED（µl）   7.5 7.5 

 
  濃縮用ゲル溶液 

30%アクリルアミド溶液（ml） 0.40  
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DDW（ml）   2.01   
0.5M Tris pH 6.8（ml）  0.63  
10% SDS（µl）   25 
20% APS（µl）   12.5 
TEMED（µl）   2.5 

 
＜７＞ ウエスタンブロット 
 ウエットタイプのウエスタンブロット装置を用いた。PolyVinylidene DiFluoride
（PVDF）膜をあらかじめメタノールに1〜2 分浸した後に、転写緩衝液に濾紙と共に

浸した。電気泳動後ゲルを取り出し、ウエスタンブロット装置の陽極から順にスポン

ジ→濾紙→PVDF膜→ゲル→濾紙→スポンジとなるように重ね、400 mA の電流で60
分間転写した。転写後のPVDF 膜はブロッキング溶液に浸し、4℃で一晩または室温

で 2 時間抗体反応を行った。抗体反応後、TBST で 3 回洗浄した後さらに 15 分間洗

浄し、TBSTで希釈した2 次抗体希釈液に浸し、室温で1〜2時間抗体反応を行った。

TBST で 3 回洗浄した後さらに 30 分間洗浄し、ECL Western Blotting Detection 
Reagentsにて化学発光を行い、X線フィルムに露光して検出した。 
 
＜８＞ 細胞の継代培養 
 全ての細胞は、CO2 インキュベーター内で、5% CO2、37℃の条件で培養した。

HEK293T細胞は、Fetal bovine serum（FBS）を 10%添加したDulbecco’s modified 
Eagle’s medium（DMEM）で、U87MG細胞は、Fetal bovine serum（FBS）を10%
添加したMinimum Essential Medium Eagle (MEM)で培養した。HEK293T細胞に

おけるTRIM22過剰発現細胞は、FBSを10%、Puromycin を5 µg/ml となるよう添

加した DMEM で培養した。U87MG 細胞における TRIM22 過剰発現細胞は、FBS
を 10%、Puromycin を 1 µg/ml となるように添加した MEM で培養した。TRIM22
ノックアウト細胞については、FBS が 10％となるように添加した、抗生物質不含の

MEM で培養した。継代は、70-90%コンフルエントとなった細胞の培地を吸引除去し、

培地の約1/5量のPBSで洗浄した。洗浄後PBS を吸引し、培地の約 1/10量のトリプ

シン/EDTA 溶液を加えて 37℃、5 分間静置し、細胞が底面から剥離したことを顕微

鏡観察により確認後、培地をトリプシン/EDTA溶液の2 倍量加えて中和した。この細

胞懸濁液の約 1/10〜1/20 量を残して、そこに不足分の培地を加え、ディッシュ内で均

一になるように懸濁して 5% CO2、37℃で培養した。 
 
＜９＞ リポフェクション法を用いた細胞への遺伝子導入 
 Roche社のFuGENE® HD 試薬を用いた。遺伝子導入を行う細胞をあらかじめ10 



 22 

cm ディッシュに撒いておき、一晩程度培養した。導入する遺伝子のDNA を 20 µl 分
注し、Opti-MEM 500 µl を添加した。このDNA 混合液にFuGENE® HD を 30 µl
添加し15分間静置した後、細胞に滴下し、5% CO2、37℃で培養した。 
 
＜１０＞ レトロウイルスを用いた安定発現細胞株作製 
 パッケージ細胞としてあらかじめ 10-cm ディッシュに撒いておき、リポフェクショ

ン法によりレトロウイルスベクターを導入し、翌日に感染させたい細胞を6穴プレー

トに 15〜30%コンフルエント程度で撒いた。導入より 48 時間後に、レトロウイルス

を含むパッケージング細胞の上清を回収し、フィルターで限外濾過した後に、感染さ

せたい細胞の培地に添加してレトロウイルスを感染させた。さらに 48 時間培養を続

け、Puromycinを含む培地と交換し、１週間程度培地交換または継代培養を続けて安

定細胞株を樹立した。パッケージングプラスミドとしては、pCL10A1 を使用した。 
 
＜１１＞ CRISPR/Cas9 を用いたTRIM22ノックアウト細胞株作製 
 CRISPR/Cas9 ゲノム編集を用いて、TRIM22 をノックアウトした細胞株を作成し

た。gRNA の配列はGACATTCCGCATAAACGAGG で、GPP sgRNA Designer を
用いてデザインした。SpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 vector にデザインした

gRNAを挿入したのち、Polyethylenimine Max をキャリアーとしてU87MG細胞に

トランスフェクションした。トランスフェクションから 24 時間後に、1 µg/ml の

Puromycin を含む培地で 48 時間培養し、その後 Puromycin 耐性を持つ細胞のみを

単離して 96 穴プレートに撒き、約 1 週間培養した。ノックアウトのスクリーニング

は、まずウエスタンブロット法でTRIM22の発現量を確認し、目的のバンドが消失し

ているクローンを、引き続き DNA シークエンス解析にて評価した。KOD FX DNA
ポリメラーゼを用い、PCR にて目的の DNA 配列を増幅させた後、ExoSAP-IT Ex-
press PCR Cleanup Reagents にてExoSAP 処理した。PCR 反応では表１に示すプ

ライマーを使用した。塩基の欠失によりフレームシフトが生じていることを確認でき

た２クローンを以降の実験で使用することとした。 
 
＜１２＞ 細胞溶解液の調整 
 細胞をディッシュよりトリプシン/EDTA 溶液にて剥離し、15 ml チューブに回収し

て 4℃、3000 xg、2 分間遠心した。沈殿した細胞を 1 ml のPBS で懸濁して 1.5 ml
チューブに移し、4℃、3000 xg、1分間遠心し上清を除去した。直ちに細胞を溶解し

ない場合は、この状態で-80℃保存とした。溶解する場合、300 mM NaCl 細胞溶解緩

衝液を用いるか、または 1×SDSサンプル緩衝液を直接添加して、細胞を氷上で溶解

した。各緩衝液を加えて懸濁した後、超音波破砕機にて凝集塊が見えなくなるまで数
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秒間破砕後、300 mM NaCl 細胞溶解緩衝液を用いた場合は10分間氷上で静置し、1
×SDS サンプル緩衝液を用いた場合はそのままヒートブロックにて100℃、5分間加

熱し、使用時まで-20℃で保存した。 
 
＜１３＞ 免疫沈降実験 
 前項のような方法で得られた細胞溶解液について、全体の 1/25 量を全細胞溶解液

（Whole cell lysate; WCL）として別の 1.5 ml チューブに移し、その1/2量の3×SDS
サンプル緩衝液を加え、ヒートブロックにて100℃、5分間加熱し、使用時まで-20℃
で保存した。残りの溶解液は1000 µl ずつ、50 µl の 50（v/v）% FLAG M2 agarose
を加え 4℃にて 1 時間転倒混和した後、4℃、4000 rpm、1 分間の遠心、上清除去を

行うという処置を、溶解液がなくなるまで繰り返した。その後、4℃、6000 rpm、10
秒間の遠心、上清除去と 800 µl の免疫沈降用洗浄緩衝液での懸濁を 5 回繰り返した

後、免疫沈降用洗浄緩衝液にて20倍に希釈した1×FLAGペプチドを100 µl加えた。

氷上で 10 分間溶出させ、溶出液を回収し、さらにもう一度この操作を繰り返し 200 
µl の溶出液を得た。100 µl は質量分析用に-80℃で保存し、残りの100 µl は1/2量の

3×SDS サンプル緩衝液を加え、ヒートブロックにて 100℃、5 分間加熱し、使用時

まで-20℃で保存した。 
 
＜１４＞ RNAの抽出 
 QIAGEN 社のRNeasy Plus Mini Kitを用いて、Total RNAを抽出した。手順は添

付したプロトコルに従った。最終的に 50 µl の RNase フリーの滅菌水で溶かし、1 
mg/ml に濃度を調整した。 
 
＜１５＞ 逆転写反応 
 TOYOBO社のReverTra Ace® qPCR RT Kitを用いて、mRNA を鋳型に逆転写反

応を行い、cDNAを合成した。まず65℃、5分間RNAを熱変性させた後、氷上で急

冷した。下記のように各試薬を熱変性済み RNA に加え、さらに下記の条件で逆転写

反応を行った。 
to 10 µl  Nuclease フリー滅菌水 
2 µl  5×RT 緩衝液 
0.5 µl  RT Enzyme Mix 
0.5 µl  Primer Mix 
1 µg  熱変性済みRNA 

 反応条件: 37℃、15分 → 98℃、5分 → 4℃ 
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＜１６＞ IFNγによる細胞刺激 
  5.9×104個の HEK293T 細胞と U87MG 細胞を 6 穴プレートに撒き、翌日に培

地を除去して、必要量の IFNγをそれぞれ添加した培地2 ml に交換した。37℃で培養

し、24時間後に細胞を回収した。 
 
＜１７＞ PCR反応 
 PCR 反応に用いたプライマー一覧は、別途表１に示す。 
 
（１）Real-time PCR 
 Power SYBR Green PCR Master Mixを使用し、StepOneリアルタイムPCRシ

ステムにて検出を行った。データは付属のソフトウェアにて解析した。また、テンプ

レートは別項の記述に従って作成した。PCR反応液の組成および反応条件を以下に示

す。 
 
PCR反応液組成（総液量：10µl） 

テンプレート cDNA  1 µl 
各プライマー   0.2 µM 
Power SYBR Green master mix 5 µl 
滅菌水 

 
PCR反応条件 
 （95℃、15秒→60℃、1分）×40 サイクル 
 
（２）遺伝子クローニング用PCR 
 酵素はKOD FXを使用し、以下の組成でPCR 反応を行った。 
 
KOD FXを使用したPCR 反応液組成（総液量: 50 µl） 

テンプレートDNA  50 ng 
各プライマー   各 0.3 µM 
2×PCR緩衝液   25 µl 
dNTPs    0.2 µM 
KOD FX DNA polymerase 1U 
滅菌水 
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表１ PCR反応に用いたプライマー一覧 

 
 
＜１９＞ 蛍光免疫染色 
細胞回収までの条件は、他の実験と原則同じになるように培地交換やトリプシン処理

を行った。まず、15-cm dishで維持していた野生型とノックアウト細胞の培地を交換

した翌日に、あらかじめ滅菌カバーガラスを敷いた 24 穴プレートに、1.3×10４個ず

つの細胞を撒いた。さらに翌日に100 U/ml の IFNγで刺激を行い、そのまま5% CO2、

37℃で培養して24時間後に細胞を回収した。回収した細胞は、4%パラホルムアルデ

ヒドで 37℃にて 30 分間固定した。フローサイトメトリーとの整合性も合わせて評価

するため、PBS で洗浄後、細胞表面のみ染色するために界面活性剤 Saponin を含ま

ない蛍光免疫用緩衝液で希釈した 1 次抗体液で、4℃にて over night あるいは室温で
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1 時間静置して反応させた。さらにPBS にて 3回洗浄後、蛍光免疫用緩衝液で希釈し

た蛍光標識２次抗体液で、遮光して室温にて1時間静置した。PBS洗浄後、ProLong 
Diamond Antifade Mountant with DAPIを用いて封入し、共焦点顕微鏡LSM710に

て観察、画像を取得し、それぞれの細胞における細胞表面の蛍光強度の定量を行った。 
 
＜２０＞ フローサイトメトリー解析 
 15-cm dishで維持していたU87MG細胞をPBSで洗浄し、細胞表面のMHCタン

パク質の分解を防ぐため、トリプシン不含のEDTAで細胞を剥がして回収した。細胞

数をカウントして1×106個ずつに揃えた後、細胞を固定しない場合は、氷上で、フロ

ーサイトメトリー用緩衝液で希釈した1次抗体液と反応させた。細胞を固定する場合

は、室温で 0.1% PFA にて 10 分間固定した後、フローサイトメトリー用緩衝液で希

釈した 1 次抗体液に 0.1% Saponin を添加して反応させた。1 次抗体液との反応は、

いずれも遮光した状態で 1 時間静置した。その後フローサイトメトリー用緩衝液で 2
回洗浄し、フローサイトメトリー用緩衝液で希釈した2 次抗体液と、室温にて遮光し

て 30分間静置し反応させた。洗浄後、フローサイトメトリー用緩衝液 500 µl で細胞

を再懸濁し、7-AAD を5 µl ずつ加えた。Cell Strainerを用いて単一細胞へふるい分

けた後、フローサイトメトリー解析を行った。解析は、FACS（fluorescence activated 
cell sorting） Canto II（BD bioscience）を使用した。 
 
＜２１＞ cycloheximide (CHX) chase assay 
 25 µg/mL の CHX を培地内に添加し、添加から 0 時間、4 時間、8 時間、12 時間

の時点で細胞を回収した。回収した細胞は、１×SDS サンプル緩衝液を加えて、ヒー

トブロックにて100℃、5 分間加熱し、使用時まで–20℃で保存した。 
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結果 
 
１ IFNγ応答TRIMタンパク質のスクリーニング 
 通常、MHC class IIは、マクロファージやDC 細胞、B細胞などの特定の細胞での

み定常的に発現しているが、IFNγ刺激が加わると多くの細胞に発現誘導される

(Axelrod et al., 2019)。一方、多くのTRIM タンパク質がType II IFN である IFNγに

より誘導されることがこれまでに報告されているが、網羅的な検討は行われていなか

った。そこで IFNγに応答する細胞であること、遺伝子導入効率が高いこと、外来遺伝

子の発現量が高いことから HEK293T 細胞を用いて、IFNγで刺激後、TRIM 遺伝子

群の mRNA レベルをリアルタイム PCR 法により検証した。その結果、TRIM22、
TRIM21、TRIM5αといったTRIM 遺伝子の著明な増幅を認めたが、特にTRIM22が

IFNγ刺激により最も強く増幅されていた（図１−１）。HEK293T細胞は非刺激時にお

いてMHC class IIの発現が低いため、定常的にMHC class IIを発現する細胞株を検

討したところ、ヒト膠芽腫細胞株 U87MG が該当することを見出した。そこで、

HEK293T 細胞において IFNγ刺激によって強く発現が誘導された上位 5 つの TRIM
遺伝子について、U87MG 細胞を用いてmRNA レベルをリアルタイムPCR 法にて検

証したところ、HEK293T 細胞と同様にTRIM22 が IFNγ刺激によって最も強く発現

上昇していることが明らかとなった（図１−２）。タンパク質量の変動をウエスタンブ

ロット法によって検証したところ、同様に IFNγ刺激によるTRIM22 の顕著な増加が

認められた（図１−３）。以上を踏まえて、TRIM22 および 2 番目に発現が上昇する

TRIM21に着目して以降の実験を進めることとした。 
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図１−１ HEK293T細胞における IFNγ処理によるTRIM 遺伝子群の発現変化 

HEK293T細胞を IFNγ 1,000 U/ml、24時間で処理し、Real-time PCR法にて全ヒ

ト TRIM 遺伝子の mRNA を測定した。各 TRIM 遺伝子毎に、IFNγ非処理時の結果

の平均に対する相対値を log2の倍数変化で示した。 
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図１−２ U87MG 細胞における IFNγ処理によるTRIM遺伝子の発現変化 

U87MG細胞を IFNγ 1,000 U/ml、24時間で処理し、図１－１で IFNγによる誘導

が強かった上位5つのTRIM 遺伝子についてReal-time PCR法で検討した。 
 

 
 
図１−３  U87MG細胞における IFNγ処理によるTRIM22タンパク質量の変化 

U87MG細胞を IFNγ 1,000 U/ml、24時間で処理し、抗TRIM22抗体、抗GAPDH
抗体を用いてウエスタンブロットを行った。 
 
２ TRIM22、TRIM21 過剰発現細胞の樹立 
 TRIM22およびTRIM21のMHC class II 発現への影響を検討するために、FLAG-
TRIM22およびFLAG-TRIM21過剰発現U87MG 細胞を樹立した。FLAG配列を融

合した TRIM22 または TRIM21 遺伝子をレトロウイルスによって安定に導入し、ウ

エスタンブロットで発現を検証した（図２−１、２−４）。 
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図２−１ FLAG-TRIM22過剰発現U87MG細胞の樹立 

TRIM22 過剰発現 U87MG 細胞と、コントロール U87MG 細胞からサンプルを調

製し、抗FLAG抗体、抗TRIM22抗体、抗GAPDH 抗体を用いてウエスタンブロッ

トを行った。 
 
３ TRIM22 過剰発現によるMHC class IIの発現抑制 
 上記で樹立した細胞株の細胞溶解液を調製し、抗HLA-DR/DP抗体を用いたウエス

タンブロット解析を行ったところ、TRIM22過剰発現細胞で著明にMHC class IIタ
ンパク質の発現量が減少していた（図２−２）。次にフローサイトメトリー解析を行っ

たところ、TRIM22過剰発現細胞の細胞表面MHC class II量は明らかに減少してお

り、ウエスタンブロット解析と矛盾しない結果であった（図２−３）。また、TRIM21
過剰発現細胞を用いて同様のウエスタンブロット解析を行ったところ MHC class II
量に変化を認めなかった（図２−４）。 
 

 
 
図２−２ TRIM22 過剰発現細胞におけるMHC class IIのタンパク質発現 

TRIM22 過剰発現 U87MG 細胞と、コントロール U87MG 細胞からサンプルを調

製し、抗HLA-DR/DP抗体、抗GAPDH 抗体を用いてウエスタンブロットを行った。 
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図２−３ TRIM22 過剰発現細胞における細胞表面MHC class IIタンパク質発現 
コントロールU87MG細胞と、TRIM22過剰発現U87MG細胞におけるMHC class 

IIの細胞表面発現量を、フローサイトメトリーで検討した。 
Gray: mock、Blue: FLAG-TRIM22 
 

 

 
図２−４ TRIM21 過剰発現細胞におけるMHC class IIタンパク質発現 

TRIM21 過剰発現 U87MG 細胞と、コントロール U87MG 細胞からサンプルを調

製し、抗FLAG抗体、抗HLA-DR/DP抗体、抗GAPDH 抗体を用いてウエスタンブ

ロットを行った。 
 
 
４ TRIM22 ノックアウト細胞株作製 
 次に、CRISPR/Cas9ゲノム編集を用いて、TRIM22ノックアウトU87MG細胞株

を作製した。樹立した細胞株の細胞溶解液を調製し、抗TRIM22抗体を用いたウエス

タンブロット解析を行ったところ、TRIM22タンパク質の発現が消失していることを
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確認した（図３−１）。 

 
 
図３−１ TRIM22 ノックアウト細胞の樹立 

CRISPR/Cas9 ゲノム編集を用いて、TRIM22ノックアウトU87MG細胞株を作製

した。樹立した細胞からサンプルを調製し、抗TRIM22抗体を用いたウエスタンブロ

ット解析を行った。IFNγ刺激は1000 U/ml、24時間で行った。 
 
５ TRIM22 ノックアウトによるMHC class II 発現量の増加 
 TRIM22 ノックアウト U87MG 細胞を用いて、IFNγ刺激・非刺激後にウエスタン

ブロット法にてMHC class IIタンパク質量およびMHC class IIのマスター遺伝子で

ある CIITA タンパク質量を検討した。その結果、IFNγ刺激の有無に関わらずノック

アウト細胞でMHC class IIタンパク質量は増加していた一方、CIITA タンパク質量

は変化していなかった（図３−２）。さらに、MHC class II を認識する抗体として用い

た抗 HLA-DR/DP モノクローナル抗体（HL-40）は HLA-DP と HLA-DR の両方を

認識する抗体であるため、HLA-DR を特異的に認識する 2 つの異なるモノクローナ

ル抗体（TAL1B5 およびG-7）を使用し同様の実験を行った。その結果、HLA-DRタ

ンパク質は、IFNγ刺激がない場合ではTRIM22ノックアウト細胞で増加したが、IFNγ

刺激下では、野生型とノックアウト細胞間で HLA-DR 発現レベルの増加率に差は認

められなかった（図３−２）。これは TRIM22 ノックアウト細胞において、IFNγ刺激

によりHLA-DPがより増加していたことを示唆していると考えられる。 
次に、TRIM22ノックアウト細胞におけるMHC class IIタンパク質の細胞表面発

現量を抗HLA-DR/DPモノクローナル抗体（HL-40）を用いたフローサイトメトリー

法で検討した（図３−３）。その結果、IFNγ刺激の有無に関わらず、野生型に比べて

TRIM22ノックアウト細胞において細胞表面のMHC class II発現量が増加していた。

また、野生型とノックアウト細胞の両方で、IFNγ刺激により細胞表面の MHC class 
IIが増加していた。いずれの結果についても、異なるクローンのTRIM22 ノックアウ

ト細胞を用いても同様の結果であった。 
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図３−２ コントロールU87MG細胞と、TRIM22ノックアウトU87MG 細胞におけ

るMHC class IIおよびCIITA のタンパク質量 
TRIM22 ノックアウト U87MG 細胞と、コントロール U87MG 細胞からサンプル

を調製し、抗HLA-DR/DP抗体、抗HLA-DR 抗体、抗HLA-DRα抗体、抗CIITA 抗

体、抗 GAPDH 抗体を用いてウエスタンブロットを行った。IFNγ刺激は 100 U/ml、
24時間で行った。 
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図３−３ コントロールU87MG細胞と、TRIM22ノックアウトU87MG 細胞におけ

るMHC class IIの細胞表面発現量 
コントロールU87MG細胞と、TRIM22ノックアウトU87MG細胞におけるMHC 

class II の細胞表面発現量を、フローサイトメトリーで検討した。 
上：IFNγ刺激なし 
下：100 U/ml の IFNγで 24時間刺激した。 
Gray: WT、Blue: TRIM22KO#102、Pink: TRIM22KO#105 
 
６  蛍光免疫染色におけるMHC class II発現量の変化 
 TRIM 22 ノックアウト U87MG 細胞における MHC class II タンパク質量の変化

を、蛍光免疫染色で評価した（図３−４）。その結果、野生型に比べノックアウト細胞

で著明に細胞表面のMHC class IIが増加しており、その傾向は IFNγ刺激下でより顕

著であった。また、この蛍光強度の変化はフローサイトメトリーの結果と一貫性があ

った（図３−５）。 
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図３−４ コントロールU87MG細胞と、TRIM22ノックアウトU87MG 細胞におけ

るMHC class IIの蛍光免疫染色 
コントロールU87MG細胞と、TRIM22ノックアウトU87MG細胞において、MHC 

class II（緑）の局在を蛍光免疫染色で観察した。 
上段：IFNγ未刺激時 
下段：IFNγ刺激時 

IFNγによる刺激は、100U /ml、24時間で行った。核はDAPI(青)で染色した。 
Scale bar, 20 µm 
 

 
 
図３−５ コントロールU87MG細胞と、TRIM22ノックアウトU87MG 細胞の細胞

表面の蛍光強度 
コントロール U87MG 細胞と、TRIM22 ノックアウト U87MG 細胞の細胞表面の

蛍光強度を、ZEN2012ソフトウェア（ZEISS）を用いて解析した。ANOVAを行なっ
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たのちにDunnett 検定を行い、P 値を算出した（*p<0.05, **p<0.01）。 
 
７  TRIM 22によるMHC class II およびCIITAの発現変化  
 
TRIM22 ノックアウトによる MHC class II タンパク質量の増加メカニズムを検討

するために、MHC class IIおよび MHC class IIのマスター遺伝子であるCIITAの

mRNA 量をリアルタイム PCR 法で定量した。その結果、野生型 U87MG 細胞と

TRIM22ノックアウトU87MG細胞のいずれも IFNγ刺激でMHC class II、CIITA双

方の mRNA 量が増加するが、TRIM22 ノックアウトの有無によって増加量に有意な

差は認められなかった（図４）。 
 

 
図４ コントロール U87MG 細胞と、TRIM22 ノックアウト U87MG 細胞における

MHC class II とCIITA のmRNA量 
コントロールU87MG細胞と、TRIM22ノックアウトU87MG細胞におけるMHC 

class II とCIITAの mRNA量をqRT-PCRで検討した。IFN-γ刺激は100U /ml、24
時間で行った。 
 
８  MHC class IIタンパク質の安定性の検討  
 
MHC class II のタンパク質レベルでの量的制御機構として、ユビキチンリガーゼ

MARCH1 によるものがよく知られている(De Gassart et al., 2008; Matsuki et al., 
2007; Wilson et al., 2018)。MHC class II がMARCH１によりユビキチン化を受ける

と、endosomal sorting complexes required for transport (ESCRT)によって認識され

て後期エンドソームへと輸送され、リソソームにおいて分解される。TRIM22はユビ
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キチンリガーゼ活性を持つ RING ドメインを保持していることから、TRIM22 が

MARCH1のように分解を介してMHC class IIを制御している可能性が考えられた。

そこでCHX を用いた chase assay を行い、TRIM22 によるMHC class II タンパク

質の安定性を評価した（図５−１、５−２）。その結果、TRIM22ノックアウトU87MG
細胞では、野生型U87MG 細胞と比べてむしろMHC class IIの分解が促進されてい

た。したがって、TRIM22は分解以外のメカニズムを通じて MHC class II タンパク

質を減少させることが示唆された。 
 

 
図５−１ CHX を用いた chase assay 

25 µg/mL のCHXをコントロールU87MG 細胞とTRIM22ノックアウトU87MG
細胞の培地内に添加し、添加から 0時間、4 時間、8時間、12時間の時点で細胞を回

収した。回収した細胞からサンプルを調製し、抗 HLA-DR/DP 抗体、抗 TRIM22 抗

体、抗GAPDH抗体を用いてウエスタンブロットを行った。 
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図５−２ バンド濃度の定量化によるMHC class IIタンパク質の安定性評価 
図５−１で行なったウエスタンブロットにおけるMHC classII のバンド濃度を定量

し、対応するGAPDHのバンド濃度で補正した。0 hを100％とした際の相対的な濃

度の変化を縦軸に％で示した。 
 
９  MS 解析による検討 
 
TRIM22によるMHC class IIの発現制御に関与する分子を検討するために、TRIM22
結合分子の同定を質量分析により行った（図６−１）。FLAG配列を融合したTRIM22
を安定発現した HEK293T 細胞を溶解し、抗 FLAG 抗体による免疫沈降を行い、こ

れにより精製したタンパク質をトリプシンで消化して Iontrap Orbitrap 型質量分析

計にて解析を行ったところ、TRIM22 結合タンパク質として mTOR を同定した。次

に、HEK293T 細胞とU87MG 細胞におけるTRIM22 とmTOR およびmTOR 関連

分子との結合をウエスタンブロットにて検討した。その結果、mTOR だけでなく、

mTOR 複合体構成因子であるRaptor、Rictor、GβL についても同様に共沈降が認め

られた（図６−２）。これらのことから、TRIM22がmTOR複合体を介してMHC class 
IIの発現を制御している可能性が示唆された。 
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図６−１ MS 解析によるTRIM22結合分子の同定 
コントロール HEK293T 細胞（Mock）と FLAG 配列を融合した TRIM22 を安定

発現したHEK293T 細胞（FLAG-TRIM22）からサンプルを調整しMS 解析を行なっ

た。ボルケーノプロットで示す。全てのサンプルは生物学的に独立したサンプルであ

る。スチューデントの t検定を行い、p 値を算出した。 
 
 

 
 
図６−２ HEK293T 細胞とU87MG 細胞におけるTRIM22 とmTOR、mTOR 関連

分子との結合 
HEK293T 細胞と U87MG 細胞において、それぞれコントロール細胞（Mock）と

FLAG配列を融合したTRIM22を安定発現した細胞（FLAG-TRIM22）を作製した。
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樹立した細胞からサンプルを調製し、抗TRIM22抗体、抗Raptor抗体、抗Rictor抗
体、抗GβL抗体、抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロット解析を行った。 
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考察 
 
いくつかの TRIM 遺伝子が IFNγ応答性を有することは過去に報告されているが、

本研究によって TRIM 遺伝子のなかで TRIM22 が特に強く誘導されることが明らか

となった。さらに、TRIM22がMHC class IIの発現量を負に制御することが示され

た。したがってこれらのことから、TRIM22の生理学的役割の１つは、負のフィード

バック機構により、MHC class IIタンパク質の量を抑制し、MHC class II の誘導を

制御することであると考えられる。 
しかしながら、その変化はMHC class II mRNA量に依存しないことから、TRIM22

は、従来多く報告されているような、MHC class IIの転写を司るCIITA を介したプ

ロセス以外に作用して、MHC class IIの発現量を制御している可能性が示唆された。 
さらに、今回我々が行った chase assayの結果からは、TRIM22ノックアウト細胞

では MHC class II タンパク質の安定性が低下することが示されたが、この結果は

TRIM22 がMHC class IIタンパク質レベルを負に制御するという事実とは矛盾して

いる。したがって以上のことより、TRIM22によるMHC class IIタンパク質の抑制

には、転写あるいは分解以外のメカニズム、すなわち翻訳などの過程による制御が関

与している可能性がある。 
翻訳の過程の中で、特に厳密な制御を受けているのが開始段階であり、その制御因

子のひとつとして翻訳開始因子 eIF4E がある。eIF4E はキャップ結合タンパク質で

あり、mRNA の5’末端に存在するキャップ構造（5’-cap）を認識する。その後 eIF4E
は、足場結合タンパク質である eIF4G、RNA ヘリカーゼである eIF4A とともに、

eIF4Fと呼ばれる複合体を形成して翻訳が開始する(Amorim et al., 2018)。この翻訳

機構はキャップ依存的翻訳と呼ばれている。eIF 結合タンパク質 4E-BPs（eIF4E-
binding proteins）は、eIF4Eと結合することでeIF4E/eIF4G複合体の形成を阻害し、

キャップ依存的翻訳を阻害するが、その一方で、mTOR を含む分子複合体mTORC1
は 4E-BPs をリン酸化し、その結果 eIF4E への結合能が失われて翻訳は再開する。

eIF4E を介したキャップ依存的翻訳は、特定の mRNA の翻訳を優先的に制御するこ

とが知られている。過去には TRIM22 が eIF4E と eIF4G の結合を阻害することで、

キャップ依存的翻訳を阻害するとの報告がある(Petersson et al., 2012)。さらに、本研

究の結果によれば TRIM22 は mTOR 複合体と結合することから、mTOR/4E-
BP1/eIF4E経路を介して、MHC class IIのmRNA翻訳を調節する可能性がある（図

７）。 
また、キャップ依存的翻訳は細胞増殖に深く関与することが知られているので、そ

の機能異常は細胞のがん化を惹起すると考えられる(Avdulov et al., 2004)。したがっ
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て、キャップ依存的翻訳を抑制する化合物の開発はがんの化学療法につながる可能性

がある。実際、現在までに PIK3/Akt/mTOR 経路や eIF4F をターゲットとした低分

子化合物が多数開発されており、TRIM22も同様に新たな治療薬としての可能性が期

待できる。 
議論すべきもう一つの点としては、TRIM22がMHC class IIの細胞表面への輸送

を調整している可能性である。その点を検証するために、ウエスタンブロットのバン

ド濃度（すなわち細胞全体のMHC class II量）を定量し、細胞表面蛍光強度（すなわ

ち細胞表面のみのMHC class II量）の平均値と比較した（表２）。その結果、IFNγ刺

激がない場合は、野生型細胞に対するノックアウト細胞群での MHC class II 増加量

は細胞表面でより多いが、IFNγ刺激が加わると、MHC class II 増加量はほとんど変

わらないか、あるいは逆に細胞表面の方が少なくなった。したがって、少なくともIFNγ

刺激がない定常状態においては、TRIM22 がMHC class IIの細胞表面への輸送を抑

制している可能性が示唆された。実際に蛍光免疫染色では、IFNγ刺激がない場合の野

生型細胞ではMHC class II は主に細胞内に存在している一方、TRIM22 ノックアウ

ト細胞では主に細胞表面に MHC class II が存在しており、両者で局在が異なってい

た（図３−４上段）。一方 IFNγ刺激下では、野生型とTRIM22 ノックアウト細胞の両

方で、ほとんどのMHC class IIタンパク質が細胞表面で観察された（図３−４下段）。

この局在変化は、単に MHC class II の発現量の違いから生じるものである可能性も

あるが、TRIM22がMHC class IIの発現量を制御するだけでなく、その局在変化に

も影響を及ぼす可能性を示唆している。 
 これまで多くの研究で、腫瘍細胞におけるMHC class II高発現が、抗PD-1療法で

治療された特定のがん患者、例えば悪性黒色腫や乳癌、卵巣がん患者の予後を改善す

ることが明らかにされてきた(Axelrod et al., 2019; Johnson et al., 2016; Johnson et 
al., 2018; Thibodeau et al., 2012)。がん組織内にはいくつかのT細胞サブセットが存

在することが知られており、CD4+ T ヘルパー1（Th1）細胞は、IFNγなどのサイトカ

インを産生して抗腫瘍反応に寄与する(Disis et al., 2014)。IFNγは癌細胞にMHC class 
II 分子の発現を促す一方で、TRIM22 の発現も上昇させる。TRIM22 が MHC class 
II の発現量を抑制することを踏まえると、TRIM22 は Th1 細胞による抗腫瘍活性に

拮抗するものと思われる。TRIM22の機能阻害は、免疫チェックポイント阻害療法の

効果を十分に発揮させるための良い創薬標的となる可能性がある。 
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図７ TRIM22によるMHC class II の発現制御モデル 

CIITA は、MHC class II プロモーター上でエンハンソソームを形成し、その転写を

活性化する。転写された mRNA はプロセシングされた後にサイトゾルに輸送され、

リボソームによってポリペプチドに翻訳される。eIF4E は eIF4G および eIF4A に結

合して eIF4F 複合体を形成する。eIF4F 複合体は、mRNA の 5'キャップに結合し、

リボソームのリクルートによる翻訳、いわゆるキャップ依存性翻訳の開始を可能にす

る。TRIM22 は eIF4E の eIF4G への結合を阻害し、そのキャップ依存性翻訳を抑制

するため、MHC class II 発現がTRIM22-eIF4E-eIF4G軸を介して負に調節される可

能性があると考えられる。また外来抗原はエンドサイトーシスによって貪食された後、

ペプチドとして MHC class II に提示され、T 細胞により認識される。表面に発現し

たペプチド-MHC class II 複合体は、クラスリン非依存性のエンドサイトーシスによ

り取り込まれ、リソソームにおいて分解されるか、リサイクルされる。 本研究で行な

った chase assay の結果からTRIM22は何らかのメカニズムによってMHC class II 
タンパク質の安定性を高めている可能性があるが、その効果は、翻訳の過程を介した

MHC class II 抑制効果よりも弱いと考えられる。 
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表２ バンド輝度と細胞表面蛍光強度との比較 

 
図３−２で示したウエスタンブロットのバンド輝度（すなわち細胞全体の MHC class 
II量）を定量し、図３−５で示した細胞表面蛍光強度（すなわち細胞表面のみのMHC 
class II量）の平均値と比較した。いずれも野生型細胞の値を１とした相対値を算出し

た。 
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結論 
 
①本研究全体から得られた新知見 
・TRIM遺伝子のなかでTRIM22が特に強く誘導されることが明らかとなった。 
・TRIM22 がMHC class IIの発現量を負に制御することが示された。 
・TRIM22は翻訳の過程でMHC class IIを制御している可能性が考えられた。 

 
②新知見の意義 
近年注目を集めている免疫チェックポイント阻害療法が効果を発揮するためには、

CD4+ T細胞の活性化も重要であることが明らかになってきた。抗原をCD4+T 細胞に

提示する MHC class II が発現しているがん細胞では、その発現量と免疫チェックポ

イント阻害療法の効果の間には正の相関があることが示唆されており、がん細胞にお

いてMHC class II 量を上昇させることが治療戦略として注目されている。 
MHC class II の発現制御機構については、そのマスター遺伝子である NLRC5 や

CIITA に過去の研究で焦点が置かれていた。また、TRIMファミリー遺伝子と自然免

疫との関連について数多く報告がある一方で、獲得免疫との関連については未だ検討

されていなかった。本研究では、MHC class II は IFNγ刺激によって発現が誘導され

ることから、IFNγ刺激によって同様に発現が上昇する TRIM ファミリー遺伝子を体

系的に探索した。その結果、最も有意に誘導される遺伝子として TRIM22 を同定し、

さらにTRIM22はMHC class II量をタンパク質レベルで負に制御していることを明

らかにした。TRIM22阻害によりMHC class II量を上昇させることが可能であるこ

とから、TRIM22は免疫チェックポイント阻害療法における潜在的な創薬標的となる

ものと考えられる。 
 
③本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか 
がん組織内にはいくつかのT細胞サブセットが存在することが知られており、CD4+ 
T ヘルパー1（Th1）細胞は、IFNγなどのサイトカインを産生して抗腫瘍反応に寄与

する。IFNγは癌細胞にMHC クラス II分子の発現を促す一方で、TRIM22の発現も

上昇させる。TRIM22がMHC クラス IIの発現量を抑制することを踏まえると、

TRIM22 はTh1細胞による抗腫瘍活性に拮抗するものと思われる。免疫チェックポ

イント阻害療法の効果を十分に発揮させるためには、TRIM22の機能阻害に重点を

置いた研究が期待される。 
 
④今後の課題 
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MHCIIの調節メカニズムとしてautophagyとの関連が過去に報告されており、加

えて、TRIM22とautophagyの関連を報告する論文もある。Autophagy がMHCII
への抗原ペプチド提示を促進するという既報は多いが、MHCIIの量的調節について

議論したものは少ない。MHCIIの量自体は変化しないという報告もあるが、今後検

討の余地があると考えられる。 
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