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研究成果の概要（和文）：がん細胞の浸潤装置として機能する膜型マトリックスメタロプロテア

ーゼ（MT1-MMP）は、そのプロテアーゼ活性を介してがん細胞の浸潤や増殖を制御するだけ

でなく、がん微小環境の制御因子でもある。本研究では、MT1-MMP の新基質の同定、プロテ

アーゼ活性の制御、MT1-MMP を細胞内の結合因子同定、MT1-MMP の非プロテアーゼ活性、

腫瘍制御の標的分子としての有用性評価に関する解析を進めて成果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：MT1-MMP is an integral membrane protease that acts as an 
important component of cellular machinery promoting invasion and tumor growth. It is 
also a potent modulator of tumor microenvironment. In this study, we identified substrates 
of MT1-MMP, analyzed regulation of the proteolytic events, surveyed proteins that bind 
MT1-MMP, and studied non-protease activity of MT1-MMP. We also validated the potential 
therapeutic value of MT1-MMP as a molecule target for development of therapeutic 
strategies.  
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１．研究開始当初の背景 

ヒトの蛋白質の運命は約 400種類の限られ

た数のプロテアーゼによって担われている。

その中で、細胞外で働くプロテアーゼは半分

弱である。多くの蛋白質の機能が、プロテア

ーゼによる不可逆的なプロセッシングによ

って制御されており、プロテオリシスによる

蛋白質制御ネットワークの解明が必要と考
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えられている。しかし、残念なことに、この

ような研究分野は日本ではきわめて脆弱と

いわざるを得ない。代表者は、MT1-MMP の存

在を最初に報告して以来、本酵素の細胞機能

制御の研究を進めてきた。とりわけ、がん細

胞の浸潤への関与を明らかにすることによ

って、がん研究分野における MT1-MMP の研究

を発展させてきた。現在では、MMP のゴード

ン会議においても、MT1-MMP の話題が大勢を

占めるほどに世界の研究者の注目を集める

に至っている。がん細胞において、MT1-MMP

の関与するステップは、がんの増殖、浸潤、

転移に必要であり、悪性のがん細胞の挙動を

理解するだけでなく、治療への応用にも期待

が持てる。 

 

２．研究の目的 

がんの発生、そして最終的な転移にいたる

過程は、様々な細胞と細胞外基質より構成さ

れる組織の中において進行する。がん組織で

は MMPをはじめとする様々な細胞外プロテア

ーゼの過剰発現が観察されており、細胞外基

質成分や細胞周辺の蛋白質分解を担ってい

る。特に MMP は、がんにおける組織環境を改

変することにより、増殖、浸潤・転移を促進

すると考えられてきた。本研究では、がん細

胞の浸潤と増殖に特に重要であるとされる

膜型マトリックスメタロプロテアーゼ

（MT1-MMP）に着目し、本酵素を介した細胞

機能制御の仕組みを明らかにして、がん治療

へと応用することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

がん細胞表層のプロテアーゼシステムの解

析 

 がん細胞の表層には MMPやセリンプロテア

ーゼなど複数のプロテアーゼが存在する。こ

れらのプロテアーゼが働く時には、様々な分

子と相互作用を保ち、協調した制御下で働く

必要である。また、細胞運動と連動するため

には細胞の接着装置および細胞内骨格系の

制御との協調も必要がある。このように、プ

ロテアーゼ、接着分子、増殖因子やサイトカ

イン受容体類など様々な細胞表面の分子は

合目的に機能するために適切な機能単位を

形成する必要があると考えられる。このよう

な機能単位の存在を明らかにするために、プ

ロテオミクスの手法をがん研究に適用する

検討を進めてきた。現在までに機能未知の因

子を含む 100 種類を超える蛋白質を MT1-MMP

複合体中に同定しつつある。また、同様の解

析を他の膜型プロテアーゼや接着因子につ

いても進めつつある。これらの蛋白質と

MT1-MMP の相互作用を確認するために、それ

ぞれの蛋白質の発現系の構築、抗体の調整、

共焦点顕微鏡による局在の観察などを行う。 

 

機能的複合体としてのプロテアーゼシステ

ムの制御 

 特に、浸潤に関わる装置としての MT1-MMP

に着目し、その複合体形成と解離が細胞運動

などの機能と関連してどのように制御され

るのかを、それぞれの蛋白質との相互作用に

着目しながら検証する。また、各成分に対す

る抗体を調整して、細胞機能と複合体形成を

個別の成分まで含めて一度に検出できるよ

うなプロテインチップを作成する。このこと

により、細胞表面分子の細胞機能と関連した

相互作用のネットワークを MT1-MMPを中心と

して解析する。また、同様の解析を、MT1-MMP

複合体中の他の成分について行う。他の膜型

プロテアーゼや接着分子についても解析を

広げ、細胞表層分子のがん細胞における機能

的な連携の全容を明らかにする研究をスタ

ートさせる。このことにより、がん細胞と間

質の細胞表面における相互作用のインター



 

 

フェースの構造と機能を明らかにする。 

 

細胞表層でのプロテアーゼ基質の同定 

 プロテアーゼを中心とする複合体の中に

は分解あるいはプロセッシングの標的とな

る基質分子も含まれるはずである。MT1-MMP

と会合するタンパク質の網羅的解析を質量

分析計を用いて行う。同定されたタンパク質

が基質となりうるか否かの検討を個別に行

なうと同時に、MT1-MMP 欠損マウスから樹立

したがん細胞株を用いて、MT1-MMP の発現誘

導の有無で、生理的条件下での検討を行う。 

 

がん治療への応用 

 がん細胞の増殖や浸潤に際して、MT1-MMP

と相互作用する分子や基質は、腫瘍抑制の標

的、診断や治療効果判定のマーカーとなりう

る可能性がある。これら分子間の相互作用の

阻害、酵素基質の機能阻害などががん治療に

応用できるか否かを検討する。 

 
４．研究成果 

MT1-MMP による CD44 の切断特異性の解析 

がん細胞の運動には様々な分子が関与し

ている。我々は以前に細胞外基質分解にかか

わる MT1-MMPの発現が細胞運動を亢進させる

ことを見出しており、その仕組みの一部とし

てヒアルロン酸受容体である CD44 の

shedding があることを見出してすでに報告

した。今年度は、CD44 を MT1-MMP が基質とす

る仕組みへの、MT1-MMP の触媒ドメインとヘ

モペキシン様（Hpx）ドメインの関与を解析

した。CD44 の切断活性は MT1-MMP と類似する

ほかの膜型 MMP でも観察されるが、切断効率

およびその結果生じる断片には相違が見ら

れる。これらの MT-MMPs と MT1-MMP のドメイ

ンスワッピングを行い、それぞれのドメイン

が担う役割を解析した。その結果、Hpx ドメ

インは CD44 に対する結合活性を持ち、触媒

ドメインは特定部位での切断活性を持って

いた。CD44 に対する切断活性の相違は触媒ド

メインの特異性を反映していた。触媒ドメイ

ンを欠く変異体の発現は、おそらく CD44 へ

の結合の競合のために野生型 MT1-MMPによる

CD44 の切断を抑制した。 

 

MT1-MMP を標的とした腫瘍抑制 

MT1-MMP の Hpx ドメインは上記研究で明ら

かになった CD44 だけでなく、細胞外基質の

主要成分であり、MT1-MMP の基質でもある I

型コラーゲンにも結合する。この結合は

MT1-MMP によるコラーゲン分解にも必要とさ

れる。従って、触媒部位を欠く MT1-MMP 変異

体は野生型酵素に対して dominant negative

に働く可能性がある。そこで、MT1-MMP 発現

ヒト腫瘍細胞株でこの変異体を発現させる

ことにより、その細胞の腫瘍形成を抑制でき

るか否かをマウスへの皮下移植モデルで検

討した。変異体の発現はその細胞の造腫瘍性

を強く抑制した。抑制効果は MT1-MMP 発現細

胞に特異的であり、少なくとも MT1-MMP を発

現している腫瘍細胞の造腫瘍性が、細胞増殖

のシグナルだけでなく、細胞外でのプロテア

ーゼ活性によっても制御されることが明ら

かとなった。現在まで、MT1-MMP に特異的な

阻害剤の開発はされておらず、腫瘍抑制の標

的としての有用性の評価がされていなかっ

たが、この結果によって、少なくとも腫瘍細

胞が発現する MT1-MMP を阻害することは、腫

瘍形成の抑制につながりうることが示され

た。 

 

MMP-2 と MT1-MMP を介した腫瘍・間質の相互

作用 

腫瘍の形成にはがん細胞と間質の相互作

用が重要である。本研究では間質由来の

MMP-2 と、癌細胞由来の MMP-2 活性化因子で



 

 

ある MT1-MMP が腫瘍形成に及ぼす影響を、

MT1-MMP を欠損するマウス細胞株を MMP-2 の

変異マウスに移植することにより検討した。

MT1-MMP 欠損細胞は同系の野生型マウスに移

植しても腫瘍を形成しないが、MT1-MMP の発

現依存性に腫瘍形成を示した。しかし、MMP-2

欠損マウスでは MT1-MMPを発現しても腫瘍形

成は見られない。MMP-2 の供給により、

MT1-MMP 依存性の腫瘍形成が回復することか

ら、MMP を介した腫瘍・間質の相互作用が腫

瘍形成に必須である関係が in vivo の実験で

はじめて示すことができた。 

 

MT1-MMP による細胞性コラーゲン分解の解析 

MT1-MMP は細胞性のコラーゲナーゼ活性を

持ち、コラーゲンマトリックス内での細胞増

殖には MT1-MMPを介したコラーゲン分解が必

須であることが知られている。従って、

MT1-MMP を介したコラーゲナーゼ活性がどの

ような制御下にあるかを知ることは腫瘍形

成を制御する観点からも重要である。本研究

では、MT1-MMP によるコラーゲン分解が HPX

ドメインを介したダイマー形成を必要とす

ることをはじめて明らかにした。この様なダ

イマー形成依存性のコラーゲナーゼ活性は

可溶性のコラーゲナーゼとして知られる

MMP-1 には見られないことであり、MT1-MMP

によるコラーゲン分解を特異的に阻害する

手がかりを与えるものである。 

 

腫瘍血管新生におけるMT1-MMPの発現と役割 

MT1-MMP ノックアウトマウスの組織では血

管新生に障害があることが知られている。血

管内皮細胞の培養では確かに MT1-MMPの発現

が観察されるが、組織片から伸長する血管で

は MT1-MMPの発現部位は伸長する血管細胞の

先端部分に限局することが明らかとなった。

血管内皮細胞は平滑筋細胞と相互作用する

ことによって血管の成熟が起こる。MT1-MMP

の発現抑制は平滑筋細胞との接着によりお

こること、先端細胞は平滑筋細胞に覆われて

いないことにより MT1-MMPの発現が維持され

ていることが明らかとなった。MT1-MMP の発

現を抑制するシグナル系としては Tie2 が重

要であることなどを明らかにした。 

 

ラミニン５の単鎖成分を特異的に検出する

モノクローナル抗体の作成 

基底膜の主要成分としてラミニン 5（Ln5）

が知られている。Ln5 はヘテロ 3 量体のポリ

ペプチド鎖で構成されるが、腫瘍組織ではそ

の一つである gaｍma 2 鎖の単独発現があり、

悪性度との相関が強いことが知られている。

gaｍma 2 鎖は MT1-MMP によって優先的に切断

され、その断片が細胞運動を刺激し、細胞死

を抑制する活性を持つことが報告されてい

る。しかし、全ての gamma２鎖に対する抗体

は Ln5 にも反応するために、生体内に単鎖で

存在する gamma２鎖を高感度で検出する方法

はなかった。今回、Ln5 は反応せず、gamma

２鎖にだけ反応するモノクローナル抗体の

作成に成功した。本抗体は免疫染色で悪性腫

瘍組織の gammma2 鎖にのみに反応し、正常基

底膜は染色しない。此れまで、高感度の検出

方法がなかった gamma２鎖の腫瘍における役

割を検証する研究の材料として有望である。      

 

 

MT1-MMP による MMP-2 活性化の分子機構 

MMP-2は基底膜のIV型コラーゲン分解に必

要なプロテアーゼであり、がん組織において

高発現される MT1-MMPによって活性化が誘導

される。それぞれの遺伝子欠損マウス由来の

細胞を用いて、腫瘍細胞の MT1-MMP 依存性の

増殖には間質由来の MMP-2が必要であること

をこれまでに明らかにしている。MT1-MMP に



 

 

よる MMP-2 活性化は複雑であり、１）MT1-MMP

の TIMP-2 による抑制、２）TIMP-2 に proMMP-2

が 結 合 す る こ と に よ り 、

MT1-MMP/TIMP-2/proMMP-2 の三分子複合体形

成、３）複合体を形成する MT1-MMP と TIMP-2

により抑制を受けていない MT1-MMPと２量体

を形成、４）三分子複合体中の proMMP-2 を

活性型 MT1-MMP が切断する。これらのステッ

プを経て MMP-2活性化反応が細胞表面で進行

する。これまでに、MT1-MMP はヘモペキシン

ドメイン（HPX）を介して２量体を形成する

ことを報告していたが、更に詳細な解析によ

り、MT1-MMP の２量体形成に必要な第二の領

域が存在することを明らかにし、この領域が

MT1-MMP の MMP-2 活性化能に必須であること

を示した。 

 

MT1-MMP の新規基質と制御因子の解析 

がん細胞において、MT1-MMP と直接および

間接的に結合しているタンパク質の網羅的

なプロテオミクス解析を進めている。同定し

た膜タンパク質の約半数は細胞レベルで

MT1-MMP によって切断を受けることから、結

果の妥当性が評価された。Lu タンパク質は二

つの Ig 様ドメインを持ち、ラミニン 10 を結

合する活性を持つ。Luと MT1-MMP 発現細胞を

用いて、Lu が MT1-MMP の生理的条件下での基

質であることを明らかにした。また、MT1-MMP

の細胞内ドメインに結合する新規タンパク

質を解析した。本タンパク質は、細胞質で

RhoA の活性化を阻害することが知られてい

る p27kip1 の結合タンパク質であった。その

過剰発現は RhoA の活性をを促進することか

ら p27kip1 releasing factor from Rho 

(p27RF-Rho)と命名した。P27RF-Rho は細胞内

にあって基質接着面に斑様の分布を示した。

細胞を LPA で刺激すると、p27RF-Rho の存在

部位で RhoAの活性化が観察されると同時に、

アクチン重合が起こり、その周囲で細胞外基

質の分解が亢進した。このことから、

p27RF-Rho ががん細胞の浸潤突起形成を制御

することが明らかとなった。また、p27RF-Rho

の発現を抑制すると、LPA 刺激に応答した浸

潤突起形成が顕著に阻害された。浸潤突起に

は MT1-MMP が局在することから、p27RF-Rho

は MT1-MMPの浸潤過程における機能を浸潤突

起形成を通して制御していることが明らか

となった。 

 

マクロファージのHIF-1活性を制御する新た

な因子の同定 

マクロファージは腫瘍形成を促進する重

要ながん微小環境の制御因子である。マクロ

ファージのエネルギー産生は好気的解糖系

に依存している。解糖系の制御は、通常は低

酸素分圧下で活性化される HIF-1が担ってい

るが、マクロファージでは恒常的な HIF-1 活

性化がみられる。今回、HIF-1 を好気的条件

下で抑制している因子 FIH-1をマクロファー

ジ特異的に解除している因子として Mint3を

同定した。マクロファージの腫瘍形成への関

与を遮断する新たな経路としての応用性を

考える。 
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