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研究成果の概要（和文）： 

細胞周囲微小環境におけるプロテアーゼ活性は生命現象に深く関与する。本研究では上皮細
胞の細胞膜結合型インヒビター（HAI-1）とその標的プロテアーゼの、生理活性物質活性化制
御、上皮完全性維持、発癌そして癌進展における意義を検討した。その結果、HAI-1 が表皮の
正常角化と毛小皮形成に必須で、また腸管上皮完全性維持においても重要であることを明らか
にした。更に、発癌や癌細胞浸潤における抑制因子として機能することも見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Pericellular proteolysis has critical roles in homeostasis and disease progression in 
multicellular organisms. We analyzed roles for hepatocyte growth factor activator 

inhibitor type 1 (HAI-1), a membrane-bound serine protease inhibitor expressed on the 

epithelial cell surface, and its target proteases (HGF activator, matriptase, etc) in 

processing of pericellular bioactive molecules, epithelial integrity, carcinogenesis and 

cancer progression. Our data uncovered critical roles of HAI-1 in normal regulated 

keratinization of epidermal keratinocytes, formation of hair cuticle and intestinal epithelial 

integrity. We also found that HAI-1 may be an important suppressor of epithelial 

carcinogenesis and cancer invasion. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞外プロテアーゼ活性は、細胞外基質の
再構成や生理活性物質の活性調節を介して、
多細胞生物の様々な生命現象に深く関与す
る。これまで、分泌型細胞外プロテアーゼの

機能と意義に関しては膨大な研究がなされ、
解明が進んできた。しかし、細胞膜結合型プ
ロテアーゼの機能解析はまだ端緒についた
ばかりである。細胞周囲微小環境におけるプ
ロテアーゼ活性は細胞機能に大きな影響を
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及ぼすことから、細胞膜上に存在する膜結合
型プロテアーゼ群とそれらのインヒビター
蛋白質について、これらの相互作用と機能を
明らかにすることが強く求められる。 

HAI-1は 2個のクニッツ型インヒビタード
メインと細胞膜貫通ドメインを有する膜結
合型セリンプロテアーゼインヒビターであ
る。これまでに 2 種類の HAI（HAI-1、
HAI-2）が報告されている。このような膜結
合型のセリンプロテアーゼヒンヒビターは
め ずら しく、 HAI 以外 には amyloid 

precursor protein (APP)と APP-like protein 

を認めるのみである。申請者は、HAI-1 が実
際に様々な上皮細胞膜上に局在し、膜上で機
能していることを明らかにしていた。研究開
始当初、HAI-1 の標的酵素としては、HGF 

activator、matriptase、hepsin、prostasin

が知られていた。HGF activator は多機能増
殖因子として知られる肝細胞増殖因子
（HGF）の活性化酵素である。Matriptase と
hepsin は細胞膜結合セリンプロテアーゼで、
癌進展における重要性が知られていた。
Prostasin も膜型セリンプロテアーゼであり、
細胞膜ナトリウムポンプの活性化酵素とし
ても知られていた。HAI-1 は種々の上皮組織
で、これらのプロテアーゼの活性調節を行な
い、上皮組織機能とその病態において重要な
役割を有していると想定されていたが、
HAI-1 の実際の生体内機能については、我々
が報告した胎盤絨毛形成における必要性以
外は、ほとんど分かっていなかった。 

また、HAI-1 の標的酵素のひとつである
HGF activator については、その特異的基質
としては proHGF しか知られていなかった。
しかし、我々が作成した Hgf activator ノッ
クアウト(KO)マウスを用いた検討からは、
proHGF以外にも重要な生体内基質が存在す
ることが示唆されていた。 

 

２．研究の目的 

 以上のような背景をもとに、本研究は以下
の項目を研究目的として設定した。 

(1) HAI-1 の胎盤以外の上皮組織における生
体内機能を解明するためには適切なマウス
モデルが必要である。通常の Hai-1 KO マウ
スが胎盤形成不全で胎生致死となるため、あ
らたな遺伝子改変マウス（胎盤をレスキュー
した KO マウス、条件付き KO マウス）を作
成する。 

(2) Hai-1 の上皮組織における生体内機能を、
上記のマウスを用いて検証する。 

(3) HAI-1/Hai-1 の発癌や癌進展（特に浸潤・
転移）における意義を、上記のマウスと培養
ヒト癌細胞株を用いて検証する。 

(4) HGF activator の新規生体内基質を探索
する。 

 

３．研究の方法 

(1) 遺伝子改変マウスの作成と利用 

 Hai-1 KO マウスの胎盤不全による胎生致
死性を回避するため、Hai-1 KO マウス ES

細胞を樹立し、それを初期胚の内部細胞塊に
インジェクションすることで、野生型胎盤を
有する Hai-1 KO マウスを作成した。 

 LoxP/Cre recombinase による条件付き
KO マウスを作成するために、LoxP 配列で挟
まれた HAI-1 遺伝子を有する、floxed Hai-1

マウスを作成した。 

 Floxed Hai-1マウスとVillin-Creマウスを
交配することにより、腸管特異的 Hai-1 KO

マウスを、またそれを Apc 変異マウスと交配
することで、腸管 Hai-1 欠損 Apc 変異マウス
を作成した。これらのマウスを用いて、腸管
上皮 Hai-1 欠損が dextran sodium sulfate 

(DSS)投与で誘導される実験的腸炎の重症度
に与える影響、azoxymethane (AOM)と DSS

投与によって生じる大腸発癌に与える影響、
そして、Apc 変異に伴う発癌に与える影響を
検討した。 

既に作成している Hgf activator KO マウ
スを HGF/Hgf activator の新規基質検索に
利用した。すなわち、Hgf activator KO マウ
ス由来の試料に Hgf activator を添加し、プ
ロセッシングされる分子を検討した。 

(2) HAI-1 発現を人為的に操作したヒト癌細
胞株の作成 

 レトロウイルスベクターを用いて shRNA

による安定的 HAI-1 ノックダウン(KD) 細
胞、あるいはレンチウイルスを用いた強制的
HAI-1 発現細胞を、ヒト癌細胞培養株（膵癌
細胞株及び口腔癌細胞株）を用いて作成し、
HAI-1 の機能解析を行った。 

(3) HAI-1 発現の検討 

 手術で切除された大腸腫瘍組織、口腔癌組
織、また、マウスの組織を用いて、免疫組織
学的に HAI-1/Hai-1 の発現動態と臨床病理
学的解析を行った。 

(4) 倫理的配慮 

 臨床材料を用いた蛋白質発現の検討にあ
たっては、宮崎大学医学部倫理委員会に申 

請し認可を得たプロトコールに従って行っ
た。同意書が必要とされた検体に関しては、
本人および家族に実験内容の説明を行なっ
た上で同意を得るインフォームドコンセン
トを確実に行い、書面での承諾書を得たうえ
で指針を遵守して行った。動物実験は動物愛
護と生命倫理の精神に基づき、指針を遵守し、
その実験計画は学内審査委員会の認可を受
けた上で、許可された施設内で行った。遺伝
子組み換え実験は「遺伝子組み換え生物等の
使用等の規制による生物の多様性の確保に
関する法律」に従い、学内委員会の審査をう
け、許可をうけた上で行った。 

 



 

 

４．研究成果 

(1) 胎盤をレスキューすることにより出生し
た Hai-1 KO マウスの解析によって明確とな
った、HAI-1 の皮膚における役割 

HAI-1 欠損マウスが胎盤形成不全により
胎生致死となることから、胎盤機能をレスキ
ューした HAI-1 欠損マウスを作成した。その
結果、HAI-1 とその標的プロテアーゼである
matriptaseや prostasinとの相互作用が表皮
の正常角化や毛小皮形成に必須であること
を明らかにすることが出来た。すなわち、
HAI-1 欠損新生胎仔は、魚鱗癬様過角化、表 

皮肥厚（下図）と毛小皮形成不全を有し、表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

皮保湿能も低下しており、出生後約 2 週間で
致死となった。この角化異常は、HAI-1 欠損
による matriptase の活性異常に伴い、
prostasin の活性化が適切に生じず、プロフ
ィラグリンの正常なプロセッシングが起き
ないことによると考えられた（雑誌論文番号
15）。 

(2) 腸管特異的 HAI-1 欠損マウスの作成と、
その解析によって明確となった、HAI-1 の腸
管上皮完全性維持における意義 

 HAI-1 の条件付き KO マウスの系を作成
することに成功した。この系を用いて、これ
までに腸管上皮特
異的 HAI-1 KO マ
ウスと気管支上皮
特異的 HAI-1 KO

マウスを作製した。
HAI-1 欠損腸管に
おいては、近位大
腸において粘膜透
過性が亢進した。
DSS 投与による炎
症性腸疾患モデル
を作成し比較した
ところ、コントロ
ールと比べて強い
炎症を認め、有意

に生存率が低下することが明らかとなった
（雑誌論文番号 5）。 

(3) 腸管特異的 Hai-1 欠損マウスを用いた解
析で明らかとなった、HAI-1 の発癌抑制機能 

Apc 遺伝子変異マウス (ApcMin+)の腸管上
皮Hai-1を選択的にKOしたマウスを作成し、
発癌効率に対する影響を観察したところ、
Hai-1 欠損に伴い、小腸腫瘍形成が強く亢進
し、マウスの生存期間が有意に短縮すること
を確認した。また、AOM と DSS を用いた化
学発癌モデルにおいても、腸管上皮 Hai-1 欠
損に伴い大腸癌の形成率が上昇することを
観察した。すなわち、Hai-1 は腸管において
発癌抑制因子として機能しているといえる
（論文投稿準備中）。 

(4) 培養ヒト細胞株を用いたHAI-1機能の検
証－[1] HAI-1 標的プロテアーゼとの相互作
用の解析と新規標的の探索 

 HAI-1 とその最も重要な標的プロテアー
ゼであるmatriptaseとの相互作用を検証し、
HAI-1 発現量が低下した場合の matriptase

活性について解析した（雑誌論文番号 3）。ま
た、気道に特異的に発現する human airway 

trypsin-like protease が、HAI-1 の標的プロ
テアーゼのひとつであり、かつ気道上皮細胞
における macrophage stimulating protein 

(MSP)の活性化プロテアーゼであることを明
らかにした（雑誌論文番号 2, 4, 12）。 

[2] 癌細胞におけるHAI-1機能解析の結果明
らかとなった、HAI-1 の浸潤抑制機能 

 培養ヒト膵癌細胞株 (SUIT2)を用いて、
HAI-1 を KD したところ、上皮間葉転換現象
(EMT)が生じることが観察された。一方で
SUIT2の高転移亜株では既にEMTが生じて
おり、同時に HAI-1 の発現が低下していた。
この現象には、膜結合型セリンプロテアーゼ
である TMPRSS4 が関与していると考えら
れた（雑誌論文番号 11）。また、HAI-1 KD

の結果、SUIT2 細胞の肺転移能は亢進したが、
これは HAI-1 機能ドメインのリコンビナン
ト蛋白で抑制可能であった（雑誌論文番号 6）。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

口腔扁平上皮癌 (OSCC)組織における
HAI-1 発現を臨床病理学的に検討したとこ
ろ、顕著な浸潤性を示す浸潤先端部において
は細胞膜上の HAI-1 が強く低下し、これがリ
ンパ節転移の有無と有意に相関することが
示された。そこで、培養 OSCC 細胞株(SAS)



 

 

を用いて HAI-1 を KD し、その影響を観察し
たところ、HAI-1 KD に伴って SAS 細胞に
も EMT が示唆される変化が生じ、浸潤能が
強く亢進する事が示された（雑誌論文番号 1）。 
  

 以上の(1)から(4)までの成果は、上皮細胞膜
上に発現している HAI-1 が、上皮完全性の維
持と発癌抑制、さらには癌細胞の浸潤性抑制
において、重要な意義を有していることを示
している。今後、これらの機能の分子基盤を
解明することは、癌をはじめとする種々の上
皮組織の病態における新たな治療標的の発
見につながる可能性がある。 

 

(5) HGF activator の新規生体内基質の探索
およびその他の成果 

HGF activator の基質としてはこれまで
pro-HGF しか知られていなかった。本研究で
は新規の生体内生理的基質として、pro- 
macrophage stimulating protein (proMSP)

を明らかにし、報告した（雑誌論文番号 8, 10）。
細胞周囲微小環境におけるHGF activatorの
役割について、我々の仮説を下図に示す。 

また、HGF activator/HAI-1/HGF の系が、
ブレオマイシン投与肺線維症マウスモデル
において、線維化制御因子として機能してい
る可能性を指摘した（雑誌論文番号 9）。加え
て、HAI-1 発現制御における低酸素や酸化ス
トレスの関与、HGF activator を活性化する
あらたな酵素(KLK4, KLK5)の同定などの成
果もあげ、報告した（雑誌論文番号 13, 16）。 
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