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研究成果の概要（和文）：悪性転換抑制 伝子 RECK は、マウスの発生に必 の膜アンカー型

糖タンパク をコードし、多種のヒト腫瘍で発現低下している。分子、細胞、個体レベルでの

研究により、RECK が り鐘状２量体を形成し、多種の細胞外金属プロテアーゼを制御して

細胞外マトリックスおよび細胞表面タンパク の分 を抑制すること、また、RECK の発現
が増殖因子、細胞密度、酸素濃度などによりダイナミックに制御されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：RECK, first isolated as a transformation suppressor gene, encodes a
membrane-anchored glycoprotein essential for mouse embryogenesis and down-regulated in
various type of human cancer.  Our studies at the molecular, cellular, and whole animal levels
revealed that RECK forms cowbell-shaped dimer, regulates a wide spectrum of extracellular
metalloproteases, and protects cell surface molecules as well as extracellular matrix
components.  We also found that RECK expression is under dynamic regulations by various
external stimuli, including growth factors, cell density, and oxygen concentration.    
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１．研究開始当初の背景
がん 伝子 Ras の作用機構を 明する目的
でその活性を抑制する 伝子 cDNA の発現
クローニング系を樹立し、新 伝子 Krev-
1（RAP1A）と RECKを単離した。この内 RECK
は、多くのがん細胞株やがん組織で発現低
下が見られ、マウス移植腫瘍を用いた実験

では腫瘍 管新生、浸潤、転移の抑制効果
を示した。RECK 糖タンパク （125 KDa）
は膜に GPI アンカーされ、MMP2、MMP9、
MT1-MMP を 害すること、また、Reck欠
損マウスが胎生中期（E10.5）に 管発生の
停止と組織構築の乱れを伴う致死形 を示
すことが見出された。これらの知見から、

研究種目：学術創成研究費

研究期間：２００４~２００９

題番号：１６GS０３１１
研究 題名（和文）生体内における細胞外マトリックス・リモデリングの役割と制御機構の

明

研究 題名（英文）Roles and Regulatory Mechanisms of Extracellular Matrix Remodeling in vivo

研究代表者　野田　亮（NODA MAKOTO）
　　　京 大学・医学研究科・教授

研究者番号：３０１４６７０８



ショウジョウバエからヒトまで単一 伝子
として保存されてきた RECK が、細胞表面
タンパク 分 の主要な制御因子である可
能性が考えられた。
２．研究の目的
RECKの分子、細胞、組織、個体レベルでの
機能および発現制御機構を明らかにし、生
理的あるいは病態における ECM リモデリン
グの役割に洞察を加える。また、新たな抗
がん剤の探索系を確立する。
３．研究の方法
（１）条件的 Reck欠損マウスおよび Reck-Cre
マウスを作成する。
（２）Reck欠損マウスの個体および培養細
胞を用いて Reckの作用機構に洞察を加える。
（３）組換え体 RECK タンパク の発現、
精製法を確立し、その構造と分子機能を
明する。
（４）Reck 伝子の発現制御機構を 明す
ると共に、Reckプロモーターの活性を変化
させる薬剤を探索し、それらの薬理効果を
検証する。
（５）新たな悪性転換抑制 伝子を網羅的
に単離し、それらの機能および相互作用を
調べる。
４．研究成果
（１）条件的 Reck 伝子欠損マウスの作成：
第１エクソンを loxP で挟んだ 伝子座２種
および第２エクソンを loxP で挟んだ 伝子
座１種を持つマウスをそれぞれ作成した。
また、後者を作成する過程で Reck mRNA 量
の低下した 伝子座（R2neo）を得た。Reck
の第５コドン以降に CreERT2 配列をノック
インしたマウスを作成した。これらは、Reck
の組織・時期特異的欠損、発現パターン
析、 Reck発現細胞における各種 伝子操作
に有用と考えられる。
（２）Reckおよび Mmp欠損マウスの 析：
E10.5 の野生型マウスでは神経管の Nestin

性細胞で Reck の い発現が見られる。Reck
欠損マウスではこの Nestin 性細胞数が激
減し、分化した神経細胞が広範囲に散在す
ることが見出された。これは、ADAM10 の
脱制御による Notchリガンドの過剰 shedding
によることが判明した。

Reck 欠損線維芽細胞では接着斑と細胞移動
の方向の安定性が失われること、線維肉腫
細胞では RECKが MT1-MMP、CD13 など細
胞表面プロテアーゼのエンドサイトーシス
と分 促進に関わることを見出した。また、
Mmp2/Mmp14二重欠損マウスが 管や筋肉
の発達 延を伴う新生仔致死形 を示すこ
とも見出した。これは Mmp 間の機能的冗
性を明らかにした最初の例である。
（ ３ ） RECK タ ン パ ク の 性 ：
Mmp2/Mmp14/Reck 三重欠損線維芽細胞株を
宿主として組換え体 RECK タンパク
（RECK-His）を発現し、単一バンドにまで
精製する方法を確立した。この材料を用い

た 析から RECK がユニークな り鐘状２
量体を形成すること、 MMP7 による
fibronectin の切断を抑制することなどを見出
した。
（４）Reck の発現制御：野生型マウスの発
生後期において筋線維、 、神経筋接合
などにおける Reck の 発現を見出した。

正常線維芽細胞においては、Reck の発現が
細胞密度と 清濃度によって大きく変動し、
これらの制御には Src、Fak、PI3-kinase が関
与することを見出した。また、ヒト大腸が



ん由来細胞株では、RAS/ERK 経路によって
発現誘導される miR-21、低酸素によって発
現誘導される miR-372/373、構成的に発現さ
れる miR-15/16 という 3 群のマイクロ RNA
が RECK タンパク の発現量を負に制御す
ることを見出した。Reck 伝子プロモータ
ーの下流に分泌型アルカリホスファターゼ
（SEAP） 伝子をつないだものを導入した
ラット線維芽細胞を樹立し、Reckプロモー
ターを活性化する薬剤スクリーニング系を
作った。既知化合物 880 種を用いた予備実
験では、既知の抗がん剤や転移抑制活性を
持つ薬剤が多数見出された。

（５）新たな悪性転換抑制 伝子の探索：
新たに開発したファージミド・ベクターを
用いて全 cDNA 発現ライブラリーを構築
し、 効率に悪性転換抑制 伝子を単離同
定できる系を確立した。既に７５種の cDNA
を取得し、一 の機能 析を進めている。
（６）共同研究： 橋智聡博士グループと
の共同研究において、がん抑制 伝子 Rb を
欠損したマウスで見られる甲状腺神経内分
泌腫瘍では、プロトがん 伝子 Nras ががん
抑制 伝子として機能するという予想外の
現象を見出した。この現象の分子メカニズ
ムを 析する中で、Rb が E2F の 害を介し
て Nras の脂 修飾（活性に必 ）を抑制す
るという機構を見出した。Rb 欠損マウスで

は、Nras の過剰な活性化がおこり、これが
細胞老化、DNA 損傷修復応答などを惹 す
るものと考えられる。
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