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研究成果の概要（和文）： 本研究では，神経膠腫細胞の浸潤先端分子と神経細胞の表層分子と
の相互応答を解析することで，神経膠腫の治療標的探索へ向け糸口を得ようとした．研究期間
内において，膜型メタロプロテアーゼ MT-MMPと脳特異的膜型 EGFファミリー分子ニューログリ
カン Cとの作用点を明らかにした．また，標的基質の認識に影響を与える MT-MMP修飾糖鎖の組
成および結合部位を簡便かつ高感度に解析する新規の MALDI質量分析法を確立した． 

 
研究成果の概要（英文）： To understand the molecular basis of interactions between 
glioma and neurons, we investigated the role of MT-MMP/neuroglycan C axis. In this 
study, we found that a recombinant MT-MMP catalytic domain could actually cleave 
full-length neuroglycan C in two fragments. In addition, we developed a new MALDI-mass 
spectrometric technique to analyze glycopeptides in a highly sensitive manner, and 
then we used the method to evaluate glycosylation status of MT-MMP. 
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１．研究開始当初の背景 

 神経膠腫は周囲の脳組織にしみ込むよう
に拡がる特有の性質のために根治が困難で
ある．この状況を克服して新たな治療法を開
発するためには，神経膠腫細胞の浸潤機構を
詳細に理解することが必須である． 
 これまで神経膠腫浸潤の分子機構に関す

る研究は，腫瘍細胞が発現する分子とその刺
激により惹起される腫瘍細胞内の情報伝達
系を対象とし行われてきた．しかし，神経膠
腫細胞が神経細胞の細胞体や樹状突起に沿
って浸潤していく動態を説明する分子基盤
は明らかになっていなかった． 
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２．研究の目的 

 本研究の目的は，神経膠腫細胞の浸潤先端
分子と神経細胞の表層分子との相互応答を
解析することで，神経膠腫の治療標的探索へ
向け糸口を得ることである．特に申請者らが
新規に見出した膜型メタロプロテアーゼ
MT-MMP／脳特異的膜型 EGFファミリー分子ニ
ューログリカン C（NGC）／受容体型チロシン
キナーゼ ErbB 受容体経路の解析から神経膠
腫浸潤の分子機構の一端を解明することを
目指した． 
 

３．研究の方法 

⑴ 膜型メタロプロテアーゼ MT-MMPと脳特的
膜型 EGFファミリー分子 NGCとの相互作用を
明らかにするために，MT-MMP触媒領域の組換
え酵素とラット脳から調製した NGCあるいは
NGC 合成ペプチドを試験管内で混合し，エド
マン分解法および質量分析で両分子の作用
点を解析した． 
 
⑵ 膜型メタロプロテアーゼ MT1-MMP による
標的基質の認識には，MT1-MMP を修飾する糖
鎖の役割が重要であることが考えられた．そ
こで，MT-MMPに結合した糖鎖の詳細を明らか
にするために，まず極微量タンパク質に付加
された糖鎖を簡便に解析する質量分析の手
法を確立し，次に実際に腫瘍細胞から回収し
た MT1-MMPの糖鎖解析を実施した． 
 

４．研究成果 

⑴ 膜型メタロプロテアーゼ MT-MMPと脳特的
膜型 EGFファミリー分子 NGCとの作用点 
 ラット胎仔由来神経細胞の初代培養系で
は全長型 NGCは細胞層に，低分子量の可溶型
NGCは培養上清に回収されること，可溶型 NGC
の遊離はメタロプロテアーゼ阻害剤により
抑制されることが明らかになっていた． 
 そこで今回に，ラット脳から精製した NGC
に MT-MMP 触媒領域の組換え酵素を作用させ
ると，NGC は二つのタンパク質断片に分断さ
れた．エドマン分解法および質量分析から
MT-MMPによる NGCの切断部位は，NGCの EGF
領域の N末端側であることが判明した．また，
合成ペプチドをもちいた解析から NGCの切断
点はラット，マウス，ヒトで種を超えて保存
されていることを確認した． 
 以上から，NGC は神経細胞において細胞膜
貫通型として発現した後に，MT-MMPによって
切断されることで EGF領域を細胞膜表面に露
出することが考えられた．今後は，細胞をも
ちいた実験系で，神経膠腫細胞の MT-MMP が
神経細胞の NGCに作用すること，神経細胞表
層に露出した NGC の EGF 領域が腫瘍細胞の
ErbB 受容体を活性化することを解析する予
定である． 
 

⑵ 膜型メタロプロテアーゼ MT1-MMP の糖鎖
構造解析 
 MT1-MMP による標的基質の認識には，
MT1-MMP を修飾する糖鎖の役割が重要である
ことが考えられた．そこで，MT1-MMP に結合
した糖鎖の詳細を明らかにするために，まず
① 極微量タンパク質に付加された糖鎖を簡
便に解析する質量分析の手法を確立し，次に
② 実際に腫瘍細胞から回収した MT1-MMP の
糖鎖解析を実施した． 
 
① 液体マトリックス 3AQ/CHCAを用いた新規
の MALDI質量分析法 
 タンパク質を修飾する糖鎖はタンパク質
の機能を制御する役割を担っている．糖鎖の
異常はさまざまな病気や病態の変化を引き
起こすために，それぞれのタンパク質に対し
て加えられた固有な糖鎖の実体を明らかに
することは極めて重要である． 
 近年，タンパク質に付加された糖鎖を解析
する手段として MALDI（ Matrix Assisted 
Laser Desorption/Ionization;マトリックス
支援レーザー脱離イオン化）質量分析が不可
欠となっている．MALDI 質量分析では，糖鎖
の組成だけでなく，タンパク質との結合部位
も同定することができうる．しかし一方で，
解析には，対象とするタンパク質の分解産物
からあらかじめ単離した糖ペプチドを試料
とする必要があり，技術的には困難が多いの
が現状であった． 
 液体マトリックス 3AQ/CHCA を用いる新規
の手法では，糖ペプチドが含まれるタンパク
質の分解産物をそのまま直接にマトリック
スの上に滴下する．その表面で試料中の水分
が徐々に蒸発することで，中心部に親水性の
糖ペプチドが濃縮され，周辺部にはその他の
未修飾ペプチドが残る（図１）．3-アミノキ
ノリンと-シアノ-4-ヒドロキシケイ皮酸か
らなる 3AQ/CHCA は真空中においても液状の
性質を保つことから，質量分析計内でその中
心部にレーザーを照射することにより糖ペ
プチドのみのイオン化が実現できる． 
 

 
 本法では，測定用のプレート上で試料とな
る糖ペプチドをタンパク質の分解産物から



 

 

分離・濃縮できるために，糖ペプチドの質量
分析が容易になるとともに，高感度解析が可
能となった． 
 
② がん細胞が発現する膜型メタロプロテア
ーゼ MT1-MMPの糖鎖 
 これまでに，MT1-MMP に付加した糖鎖が酵
素の活性や安定性，代謝回転に関与すること
が報告されていたが，その糖鎖の組成や結合
部位の詳細は不明であった． 
 質量分析に供する MT1-MMPはヒト線維肉腫
株 HT1080 細胞の可溶化物から免疫沈降で回
収し，SDS ポリアクリルアミドゲルで分画し
た．続いて，ゲル内でトリプシン消化し，そ
の一部（糖ペプチドと未修飾ペプチドが含ま
れる水溶液）を 3AQ/CHCAの表面に滴下した． 
 マトリックスの中心部の質量分析からは，
付加した単糖の数の相違―質量にして 162
（ヘキソース）あるいは 203（N-アセチルヘ
キソサミン）の差異をもつ７つのイオンピー
ク―に相当する質量スペクトルを明確に検
出することができた（図２）． 
 

 
 多段階分析（MSn）が可能な質量分析計では
特定のイオンを捕捉・断片化し，その内部構
造を繰り返し解析することができるが，上述
の７つのピークの場合は，MS2および MS3の結
果 か ら 同 一 の MT1-MMP ペ プ チ ド
（299TTSRPSVPDKPK310）に４糖から１０糖まで
の糖鎖成分が付加した状態を反映している
ことが明らかとなっている．また，以前に推
測されていたアミノ酸残基（Thr299，Thr300，
および Ser301）に加え，新たな糖鎖付加部位
（Ser304）も同定することができている． 
 一方，マトリックス周辺部から未修飾ペプ
チドが多数検出され，全体で MT1-MMPアミノ
酸配列の 50%近くを特定することができた． 
 以上のように，3AQ/CHCAをマトリックスと
した新規の手法では，細胞を出発材料として
生化学的に回収したタンパク質においても
糖鎖の詳細を調べることができ，これまでに
精査が困難であった糖鎖の不均一性も把握
できるようになった．特筆すべきことに，本
法は，膜タンパク質の分画で常用される SDS

ポリアクリルアミドゲルからの試料に適応
でき，MT1-MMP の場合は数十ナノグラムのゲ
ル内消化物で明瞭な質量スペクトルが得ら
れている． 
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