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研究成果の概要： 

 免疫調節や炎症に関わる TNF-αを活性化する ADAM17 は発癌に関与すると考えられている．
肝癌細胞において ADAM17 は Erk1/2 の活性化を増強し，Erk 下流に位置して apoptosis を抑制
させる Bad の Ser112 を特異的にリン酸化していた．しかし、C 型肝炎ウイルスの NS5A 蛋白質
の存在で ADAM17 の機能は影響を受けず，ADAM17 の機能に対する HCV の NS5A 蛋白質の関与は認
めなかった． 
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１．研究開始当初の背景 

(1) TNF-αは免疫調節や炎症に関わる主要
なサイトカインの一つであり、ectodomain 
shedding (shedding)により活性を持つ細胞
外領域が放出され、下流の分子への情報伝達
が開始される．この shedding を調節する蛋
白質が、ADAM family (ADAMs)の一つである
ADAM17 である．ADAMs は、複数の機能ドメイ
ンから構成される膜型糖蛋白質であり、細胞
の増殖と分化、移動、細胞同士の接着と融合
など生理的に重要な生命現象に関与する．ま
た、ADAMsが sheddingする基質としては TNF-
αだけでなく TGF-α、TNF-α受容体、IL-6

受容体など多種多様な分子が報告されてい
る．さらに肝細胞癌を含む複数の癌では
ADAMs の発現が亢進しており，発癌に深く関
与すると考えられている．ADAMs の細胞内領
域には SH3 domain binding site が存在し，
一部の ADAMs では SH3 domain binding site
が Grb2 や PI3-K p85 subunit などの SH3 
domain を持つ蛋白質に結合することで下流
の情報伝達系に影響を及ぼすことが知られ
ている．ところが肝細胞に関しては ADAMs に
関する報告が乏しく、肝細胞内における
ADAMs の機能も不明な点が多い． 
(2) 一方， C 型肝炎ウイルス（HCV）の NS5A
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蛋白質（NS5A）は SH3 domain binding site
を介して Grb2 や PI3-K p85 subunit に結合
し，宿主細胞内の各種情報伝達系に影響を及
ぼすことを研究代表者らがこれまでに報告
している．HCV 感染細胞においては HCV と同
様に SH3 domain binding siteを有する ADAMs
が関与する細胞内情報伝達系に NS5A がなん
らかの影響を及ぼしている可能性があり，そ
の影響が HCVによる発癌に関与している可能
性も考えられる．しかしながら、ADMAs に対
する NS5A の影響を解明するためには、不明
な点が多い肝細胞における ADAMsの機能を解
析することが必要である． 
 

２．研究の目的 

 本研究の目的は，肝癌細胞における各種情
報伝達系に及ぼす ADAMsの機能とその機序を
解明するとともに HCV の NS5A による ADAMs
の機能への影響を解析することである． 
 

３．研究の方法 

(1) 細胞培養 
ヒト肝癌細胞株である Huh7 細胞，

PLC/PRF/5細胞，SKHep細胞を 3.5cm dishで，
37℃，5% CO2インキュベーター内で培養した．
University of Washington の Dr. Michael 
Gale Jr.の好意により提供された HCV 
subgenomeを Huh7細胞内で持続的に複製する
HCVレプリコンも同様の条件で培養した． 

 
(2) ウエスタンブロット法と抗体 

50μg の蛋白質を low salt buffer にて処
理し，10%ゲルを用いた SDS-PAGE 後にニトロ
セルロースメンブレンに転写して抗体で処
理し enhanced chemiluminescence で可視化
した．本研究で用いた抗体はすべて各社で市
販されている抗体を用いた． 

 
(3) RNAi法と transfection 

ADAM17mRNA と相同、かつ特異的な 21 塩基
の short interfering RNA (siRNA）を設計し
た．siRNA の transfection は，37℃，5%CO2
の条件下で培養し 20-50%confluentの状態の
細胞に対して 12時間毎に 2回繰り返し行い、
24 時間後細胞を回収した．NS5A 発現アデノ
ウイルスベクターを用いた遺伝子導入は同
様の条件下で培養した 70-80%confluentの状
態の細胞に対して transfection を 1 回施行
し 24 時間後細胞を回収した． 

 
(4) 共免疫沈降法 
 蛋白量として 500 μgに相当する細胞抽出
液を low-salt buffer と混合して 500 μl と
した後に 2 μg の１次抗体を加え４℃で２
時間攪拌後、50 μlの 50% protein A agarose  
あるいは protein G agarose を加えて４℃で
さらに２時間攪拌した．15,000rpm で遠心後

にペレットを回収し low-salt buffer にて３
回洗浄した後に免疫沈降物を 2× SDS サン
プ ル バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た ． そ の 後
15,000rpm で遠心し上清を回収してウエスタ
ンブロット法で解析した ． 
 

４．研究成果 
(1) 肝癌細胞における ADAM17の発現の確認 
 本研究以前には肝癌細胞株を用いた ADAMs
の発現に関する報告がなかったため，最初に
ヒト肝癌細胞株である Huh7 細胞，PLC/PRF/5
細胞，SKHep 細胞における ADAM17 の発現をウ
エスタンブロット法で確認した． Huh7，
PLC/PRF/5，SKHepのいずれの細胞でも ADAM17
の発現を認め，shedding を誘導する TNFの刺
激後や EGFの刺激後も発現に差異は認めなか
った（図１）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) RNAi法による ADAM17 の発現抑制 
 ADAM の機能を抑制する系として ADAM の
inhibitorである KB-R7785が知られているが，
ADAM10および ADAM12の shedding機能を強く
抑制するものの ADAM17 では有意に抑制をす
ることができない．そこで我々は ADAM17 の
機能を抑制する系として，標的遺伝子機能を
特異的かつ効率的に抑制することができる
RNAi 法を用いた．ADAM17 の遺伝子に対して
構築した siRNA は，PLC/PRF/5 細胞に導入す
ると ADAM17の蛋白質発現を著明に抑制した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ADAM17 発現と Erk1/2 のリン酸化 
 EGF 刺激依存性の Erk リン酸化に対する

ADAM17 の影響を検討したところ、PLC/PRF/5
細胞では，EGF刺激により Erkは活性化され，
経時的にリン酸化が増強したが，ADAM17 の
siRNA を transfection すると Erk1/2 のリン
酸化は抑制された（図３）． また，図には示
さないが，negative control siRNA を用いた
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場合は Erk1/2 のリン酸化に変化を認めなか
った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (4) ADAM17 発現と Akt のリン酸化 

EGF 刺激により Erk 情報伝達系のみならず
PI3K 情 報 伝 達 系 も 活性 化 さ れ る が ，
apoptosisを促進する Badは PI3K-Akt情報伝
達系だけでなく Erk-RSK情報伝達系を介して
も活性化される．ADAM17 が PI3K-Akt 情報伝
達系に関与するかを確認するために Aktのリ
ン酸化に対する ADAM17 の影響を検討したと
ころ，PLC/PRF/5 細胞では，EGF 刺激により
Akt のリン酸化は経時的に増強したが， 
siRNAにより ADAM17の発現を抑制しても Akt
のリン酸化には全く影響を認めなかった(図
示せず)．したがって，ADAM17 は PI3K-Akt情
報伝達系の活性化には関与していないと考
えられた． 
 
(5) ADAM17 発現と Bad のリン酸化 

Badは，PI3K-Akt情報伝達系によりセリン
(Ser)136 がリン酸化され，Erk1/2-RSK情報
伝達系を介して Ser112と Ser155 がリン酸化
される．各々の Ser 残基のリン酸化に及ぼす
ADAM17 の影響を検討した．PLC/PRF/5 細胞に
おいては Ser136 のリン酸化は軽度であり，
Ser155 はほとんど認めず，ともに ADAM17 の
影響も認めなかった（図示せず）．しかし
Ser112 のリン酸化は EGF 刺激により増強し，
ADAM17の RNAiを導入すると Ser112のリン酸
化が減弱した（図４）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また，Erk1/2 の上流に位置する MEK の
inhibitorである PD98059を用いると，ADAM17
の有無に関わりなく Ser112 のリン酸化は消
失した（図５）．ゆえに ADAM17 による Bad 
Ser112 の活性化は，Erk 情報伝達系特異的で
あると考えられた． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) ADAM17 と NS5Aとの association 
 ADAM17 と NS5Aはともに SH3 domain 
binding site を有する．したがって ADAM17
と NS5Aが SH3 domain を有する kinase に競
争的結合をして kinase の情報伝達系に影響
を及ぼす可能性が考えられる．そこで，NS5A 
と ADAM17 の association の有無を共免疫沈
降法で検討したが，NS5A抗体を用いた場合で
も ADAM17 抗体を用いた場合でも ADAM17 と
NS5Aの結合は認められなかった（図示せず）． 
 
(6) NS5Aによる ADAM17 の機能への影響 
① NS5Aが ADAM17 の機能にどのような影響
を及ぼすかを解析するために，まず HCV レプ
リコンを用いて NS5A存在下の Huh7細胞と
negative control の Huh7 細胞の間に Erk1/2
のリン酸化および Bad Ser112 のリン酸化を
調べたが、差異は認めなかった（図示せず）． 
② 次に，我々が既に作成した NS5A発現ア
デノウイルスベクターを PLC/PRF/5細胞に導
入して NS5A を発現させた細胞および empty 
vector を発現させた negative control の細
胞において EGF 刺激下の Erk1/2 および Bad 
Ser112のリン酸化を比較したが両細胞の間
に差異は認めなかった．また，両細胞におい
て ADAM17 特異的 siRNAおよび negative 
control siRNA を導入したが，両細胞間で
Erk1/2 および Bad Ser112 のリン酸化の変化
に差異は認めなかった（図示せず）． 
 これらの結果より，NS5A の存在は ADAM17
による Erk1/2 の活性化および Bad Ser112 の
活性化には影響しないと考えられた． 
 
(7) 本研究のまとめと今後の展望 
 本研究から，図６に示すように ADAM17 は
Erkの活性化を増強させて，下流にある Bad
の Ser112 を特異的にリン酸化することによ
って apoptosis を抑制させるという ADAM17
の肝細胞内情報伝達系に及ぼす機能が明ら
かとなった． 
また，ADAM17 の機能は HCVの NS5Aには影

響されず，HCVの NS5Aが情報伝達系に及ぼす
機能は，肝細胞における ADAM17 の機能と直
接的には関係しない可能性が示唆された． 
今後は，ADAM17 による Bad Ser112 のリン

酸化を介した apototis 抑制機構をさらに解
析するとともに ADAM17 が Erk を活性化させ
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る機序を解明する必要があると考えられた． 
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