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研究成果の概要（和文）： 
MMP（matrix metalloproteinase）とADAM（a disintegrin and metalloproteinase）の相互作
用分子を探索するとともに、新規の診断・治療法開発を目指して、悪性腫瘍や非腫瘍性疾患で
のこれらメタロプロテアーゼによる組織内微小環境因子代謝機構を解析し、多種類のMMP分子
精製法の確立、創傷治癒でのMMP作用機構、ADAM28の癌細胞増殖・転移での役割と測定法開発、
変形性関節症関節軟骨の破壊と再生におけるADAMTS4やADAM12の作用を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We searched for interacting molecules for members of the MMP (matrix metalloproteinase) and the 
ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) gene families, and investigated roles of these 
metalloproteinases in metabolism of tissue microenvironmental factors in cancers and non-neoplastic 
diseases with an aim of developing novel diagnostic and/or therapeutic tools. Our studies provided 
progresses in purification of several proMMPs, roles of MMPs in skin wound healing, implications of 
ADAM28 in cancer cell proliferation and metastasis, development of a measuring method for ADAM28, 
and roles of ADAMTS4 and ADAM12 in destruction and repair of osteoarthritic cartilage. 
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１．研究開始当初の背景 
生体内における多彩な細胞機能は、細胞膜表
面や細胞間に存在する細胞外マトリックス
とそれに結合する生理活性物質（増殖因子、
サイトカイン、ケモカインなど）からなる組
織内微小環境によって厳密に規定されてい

る。悪性腫瘍や炎症などの多くの疾患におい
ては、組織内微小環境因子代謝異常を介して
組織の増殖・破壊・改築が進行することから、
腫瘍や非腫瘍性疾患における組織内微小環
境因子代謝機構解明や制御は現代医学研究
における重要な研究課題である。メタロプロ
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テアーゼである matrix metalloproteinase 
(MMP)と a disintegrin and metalloproteinase 
(ADAM) 分子は組織内微小環境因子代謝に
関わっていることが研究代表者らの研究に
よって明らかとなってきた。これらのプロテ
アーゼは生体内における細胞の増殖・接着・
運動・浸潤などの生理的および病的な機能を
規定し、その作用機構解明に基づく制御が
種々の疾患の新規診断・治療法開発につなが
ると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、MMPと ADAM遺伝子ファ
ミリーのうち、特に MMP-7、MMP-13、
ADAM28、ADAMTS4の各分子を中心にして、
組織内微小環境因子代謝の作用機構の解析
と制御を目指して、主として以下の 4研究項
目について研究を遂行した。 
(研究 I) MMPと ADAMの相互作用分子探索 
(研究 II) 癌における組織内微小環境因子代
謝機構の解析 
(研究 III) 非腫瘍性疾患での組織内微小環境
因子代謝機構の解析 
(研究 IV) MMPと ADAMを標的とした診断・
治療法開発の基礎研究 
 
３．研究の方法 
(1). 関節リウマチ滑膜細胞や腫瘍細胞株の培
養液を材料として、カラムクロマトグラフィ
ーで潜在型MMPを精製した。また、肺線維
症肺組織や肺胞洗浄液でのMMP-7を測定す
るとともに活性の検出を行った。 
(2). 酵母 two-hybrid systemを用いてADAM28
結合分子をヒト肺 cDNAライブラリーからス
クリーニングし、候補分子について結合能、
分解能、接着能を生化学的に解析した。また、
ADAM28の異なる部位を認識する特異的モ
ノクローナル抗体を用いて ELISAを作製し、
ヒト肺癌患者血清での濃度を測定した。 
(3). MMP-13遺伝子欠損（KO）マウスでメラ
ノーマ細胞肺転移モデルを作製し、肺組織内
微小環境因子代謝の転移における作用を解
析した。また、MMP-9 KOとMMP-13 KOマ
ウスを用いて、皮膚創傷治癒モデルを作製し、
炎症期、増殖期、リモデリング期の創傷治癒
を詳細に解析した。 
(4). ヒト腎癌でのRANKLのmRNAとタンパ
ク質発現を調べるとともに、腎癌細胞株を用
いて RANKLの遊走能への作用効果を検討し
た。また、尿路移行上皮癌や腎癌での上皮間
葉転換（EMT）に関わる各種分子（Snail、Slug、
MMP-2、MMP-9 など）の発現を検討し、移
行上皮癌と腎癌細胞株を用いて Snail 発現に
よる EMTへの関与、MMP発現、浸潤能への
影響について解析した。Mardin-Darby canine 
kidney（MDCK）上皮細胞に 5 種類のがん遺
伝子を導入して形質転換した細胞での

ADAM28 発現と細胞内シグナルを各種イン
ヒビターを用いて検討した。メラノーマ細胞
株やヒト癌細胞株にレンチウイルスベクタ
ーを用いてVenus-luciferaseを恒常的に発現す
る細胞株を樹立し、免疫不全マウスに移植後
の増殖・浸潤・転移能をバイオイメージング
法で解析した。 
(5). 変形性関節症関節軟骨細胞を培養し、高
分子ヒアルロン酸の作用、ADAM12と RECK
の発現、増殖能、運動能を検討した。また、
Semaphorin 3Aの発現と VEGFによる軟骨細
胞の運動能への作用を解析した。 
 
４．研究成果 
（研究 I）MMP と ADAM の相互作用分子探
索：MMP 分子と他のタンパク質との相互作
用を最終的に実証するには、純度の高い潜在
型や活性型 MMP タンパク質を準備すること
が必須である。我々は多種類の MMP 分子を
効率よく精製できる方法を確立し、標準的な
MMP 分子精製法として報告した（Nat Protoc 

3:1111-1124, 2008）（図 1）。 

 
 潜在型 MMP-7 の結合分子として同定した
CD151に関しては、これら分子の相互作用に
よりヒト肺組織内で潜在型 MMP-7 が活性化
されることを肺線維症肺において示した（Arch 

Pathol Lab Med 134:1136-1142, 2010）。Yeast two-hybrid 
systemを用いて、ADAM28と結合する候補分
子 と し て P-selectin glycoprotein ligand-1
（PSGL-1）を同定した。ADAM28は PSGL-1
と結合し、PSGL-1/P-selectin を介した好中球
の血管内皮細胞への接着・遊走作用を亢進し、
炎症細胞浸潤を促進することを証明した（J Biol 

Chem 282:25864-25874, 2007）。また、ADAM28 は
connective tissue growth factor（CTGF）や von 
Willebrand factor（VWF）と結合するのみなら
ず、これら分子を時間および濃度依存性に切
断することを証明した。ADAM28 は CTGF
と血管新生因子 VEGF165複合体に対し CTGF
選択的分解により VEGF165 を遊離し、
ADAM28、CTGF、VEGF165が共発現している
ヒト乳癌組織において血管新生に働いてい
る可能性を報告した (Biochem Biophys Res Commun 

402:651-657, 2010)。 



 

 

（研究 II）癌における組織内微小環境因子代
謝機構の解析：癌間質細胞由来MMP-13の役
割を検討する目的で、マウスメラノーマ細胞
をMMP-13 KOマウス尾静脈内注入し、肺転
移に対する MMP-13 の影響を検討した結果、
肺転移はMMP-13 KOマウスで有意に亢進し
た。野生型マウスではメラノーマ細胞注入後、
肺血管内皮細胞でのMMP-13誘導と肺組織で
の endostatin産生亢進を認め、endostatinはメ
ラノーマ細胞の遊走、マトリゲル浸潤、血管
内皮細胞間遊走を阻害し、MMP-13 KO マウ
スでの肺転移亢進は endostatin 腹腔内投与で
抑制された。これらから、MMP-13は肺組織
での endostatin 産生を通してメラノーマ細胞
の肺転移抑制に働くことが示された（Brit J Cancer 

105:1615-1624, 2011）。MMP-13によりシェディング
される RANKLは、ヒト腎細胞癌で高発現し、
骨髄での破骨細胞形成を促進するのみなら
ず、腎癌細胞の運動能を高めることで骨転移
促進性に作用していることを示した（ J Pathol 

218:530-539, 2009）。尿路移行上皮癌や腎癌では上皮
間葉転換を誘導する Snail の発現と悪性化が
相関しており、Snail 発現を siRNA で低下さ
せるとMMP-2やMMP-9の発現と浸潤能の低
下を示し、これら癌では SnailがMMP発現を
通して浸潤に関わることを明らかにした（Clin 

Cancer Res 16:5814-5823, 2010; Lab Invest 91:1443-1458, 2011）。
ADAM28 は肺癌と乳癌で癌細胞特異的に高
発現し、insulin-like growth factor (IGF) binding 
protein-3 の分解を通して癌組織内での IGF-I
活性を亢進させて癌細胞の増殖に働くこと
を報告した（Cancer Sci 98:621-628, 2007; Curr Pharm Des 

15:2349-2358, 2009）（図 2）。 

 
 また、V-Src、LMP1、ErbB2、Ha-Ras、c-Fos
による MDCK 形質転換細胞株での検討で、
ADAM28は V-Srcにより特異的に発現し、そ
の発現にMEK/ERKと PI3 kinase/mTORシグ
ナルの関与が示された（論文投稿準備中）。VWF は
癌細胞のインテグリンDvE3 への結合により
p53 のリン酸化とカスパーゼ 3 の活性化を通
してアポトーシスを誘導し、ADAM28 は
VWFの分解によりVWF誘導性アポトーシス
を回避し、癌細胞の血管内での生存延長を通
して癌細胞転移促進に働いていることを実

験的に明らかにした（J Natl Cancer Inst, 2012 in press）。ま
た、本研究では、shRNAによる ADAM28の
発現抑制により乳腺脂肪組織に正所性移植
した乳癌細胞の増殖と自然転移が有意に抑
制されることを明らかにし、ADAM28が癌細
胞増殖・転移の標的分子になる可能性を示し
た（J Natl Cancer Inst, 2012 in press）（図 3）。 

 
（研究 III）非腫瘍性疾患での組織内微小環境
因子代謝機構の解析：MMP-9 KO マウスと
MMP-13 KO マウスおよびこれらの両遺伝子
を欠損させた KOマウスを用いて創傷治癒モ
デルを作製し、いずれのマウスでも創傷治癒
が遅延することを明らかにした。表皮細胞の
上皮化には MMP-9と MMP-13の両方が必須
であり、MMP-13は肉芽組織での CTGF分解
を介した血管新生に関わり、リモデリング期
での潜在型TGF-E活性化による筋線維芽細胞
の増殖・分化に必須であることを証明した（Am 

J Pathol 175:533-546, 2009）（図 4）。 

 
 ADAM17（TACE）遺伝子 KO マウスは生
後直後に死亡するため発育における本プロ
テアーゼの作用は長らく不明であった。我々
は学内のグループとの共同研究で ADAM17 
conditional KO マウスの作製に成功し、
ADAM17 は TNF-Dをはじめ多種類のサイト
カインや増殖因子のシェディングを通して
感染・免疫、造血、骨代謝に関わることを明
らかにした（ J Immunol 179:2686-2689, 2007; J Immunol 

182:2093-2101, 2009）。また、本マウスを用いて、
ADAM17 が実験的大動脈瘤形成や耐糖能異



 

 

常に重要な役割を果たしていることを報告
した（Atherosclerosis 218:470-478, 2011; Circulation J 75:2482-2490, 

2011）。変形性関節症関節軟骨では、プロテア
ーゼ型ADAM分子のうちADAM12が特異的
に高発現することを示すとともに、ADAM12
が IGFBP-5を分解することにより IGF-Iの作
用を亢進させ、関節軟骨細胞の増殖に必須で
あることを示した（Arthritis Rheum 58:778-789, 2008）。ま
た、一部のMMPと ADAM分子のインヒビタ
ーである RECK分子が、変形性関節症関節軟
骨細胞で高発現するメカニズムを解明する
とともに、本分子が軟骨細胞の増殖促進とと
もに運動阻害に働くことを示し、不完全な関
節軟骨再生機序の一旦を解明した（Am J Pathol 

176:2858-2867, 2010）。さらに、Semaphorin3Aが変形
性関節症関節軟骨細胞で発現亢進しており、
本分子はVEGF誘導性軟骨細胞遊走能を阻害
することで軟骨細胞のクローニングに関与
することを示した（Arthritis Rheum 63:3000-3009, 2011）。 
（研究 IV）MMP と ADAM を標的とした診
断・治療法開発の基礎研究：研究代表者は、
関節リウマチの関節滑膜細胞が MMP-3 を高
発現することを利用して、患者血清中の 
MMP-3測定法を開発・実用化してきた。本測
定法は関節リウマチの早期診断、関節破壊予
測、抗 TNF-D抗体などの生物学的製剤を用い
た治療効果判定に役立つことが多くの臨床
施設からのデータにより裏付けられており、
本研究では血中MMP-3が滑膜細胞に由来し、
人工膝関節置換術後に低下することを実証
した（Arch Pathol Lab Med 131:563-570, 2007）。本検査法は、
滑膜病変をモニターできる世界初の関節リ
ウマチ診断法であり、研究代表者は、本研究
業績により平成 22 年度文部科学大臣表彰 
科学技術賞（開発部門）を受けた。ADAM28
を肺癌患者血清中で測定できる ELISA 系の
開発に成功し、本アッセイ法を用いて、血中
ADAM28 レベルが非小細胞肺癌患者の病期、
転移、再発のマーカーになることを示し、肺
癌の診断に有用であることを報告した（ Int J 

Cancer 127:1844-1856, 2010）。ヒト変形性関節症の関節
軟骨アグリカン分解には、6 種類のアグリカ
ナーゼ（ADAMTS1, 4, 5, 8, 9, 15）のうち
ADAMTS4が中心的な役割を果たすことを示
し、高分子ヒアルロン酸が CD44 や ICAM-1
を介して ADAMTS4 の遺伝子発現を抑制す
る薬剤として有力なことを見出した（Ann Rheum 

Dis 68:1051-1058, 2009）（図 5）。高分子ヒアルロン酸
は既に変形性関節症や関節リウマチ患者に
対して治療薬として用いられており、本デー
タは高分子ヒアルロン酸が単に症状の改善
のみならず、関節破壊自体を抑制する効果が
ある可能性を示唆している。また、カルシウ
ムペントサンが ADAMTS4 の活性を直接阻
害することを初めて証明した（ FEBS Lett 

582:2945-2949, 2008）。本薬剤は、イヌなどのペット
の変形性関節症治療薬としてヨーロッパ諸

国やオーストラリアで使用されており、ヨー
ロッパで変形性関節症を対象にして臨床治
験に入っていることから、関節軟骨庇護剤の
候補として今後注目される。 

 
 本研究課題は、平成 22 年度の研究進捗評
価において評価 A（当初目標に向けて順調に
研究が進展しており、期待どおりの成果が見
込まれる）を受けているが、ADAM28に関す
る生理的意義やモノクローナル抗体などに
よる治療応用での基礎的研究などに改善が
望まれるとの指摘を受けた。これに対しては、
ADAM28 KOマウスでの解析は遅れているが、
ADAM28はヒト胃粘膜、小腸粘膜、気管支粘
膜の腺細胞と表層上皮の一部において、肺癌
組織の約 1/10 程度ながら発現することを見
出しており、これら組織での上皮細胞の生存
維持に関与するとの仮説を立てて検討中で
ある。また、ADAM28酵素活性を阻害する 2
種類のヒト型抗体の開発に成功しており、ヒ
ト癌細胞移植モデルでの局所増殖と転移抑
制作用を解析中である。 
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