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研究成果の概要（和文）：ADAM17による細胞膜上での膜蛋白質限定分解（shedding）は、様々な情報伝達因子を量的・
質的に制御するシステムとして重要である。膜型増殖因子proHB-EGF、proAREGと膜型サイトカインTNF-αはそれぞれI
型とII型の膜蛋白質であるが、両者共にADAM17によりshedding を受ける。我々がADAM17制御因子として見出したannex
in (ANX)が、ADAM17によるI型およびII型一回膜貫通蛋白質のshedding を全く逆に制御することを明らかにした。　AN
X によるADAM17触媒ドメインヘッドスウィングモデルを提案する。

研究成果の概要（英文）：ADAM17, a transmembrane-type metalloprotease, sheds various transmembrane 
proteins on cell surface, which regulates cell signaling. Both type I transmembrane protein proHB-EGF and 
proAREG, and type II transmembrane protein proTNF-α are equally shed. However, ADAM17 binding proteins 
annexin reversibly affected on their ADAM17-induced shedding. We propose that the catalytic domain of 
ADAM17 can swing by binding different member of annexin and access to the different types of membrane 
proteins.

研究分野：生化学、分子細胞生物学、

キーワード： ectodomian shedding　ADAM17　proHB-EGF　proamphiregulin 　proTNF-α　annexin　レムナントペプ
チドシグナル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞が外界から様々なリガンド刺激を受
け、細胞内に情報を伝達する仕組みは、各リ
ガンド特異的受容体の活性化と、その下流分
子のリン酸化リレーとして明らかにされて
きている。その中で、シグナルの多様化を作
り出す一つの分子機構に、EGF受容体のトラ
ンス活性化がある。この EGF受容体のトラン
ス活性化には、そのリガンドである膜型増殖
因 子 EGF フ ァ ミ リ ー ， 特 に 膜 型
Heparin-binding EGF-like Growth Factor 
(proHB-EGF)が、細胞膜表面上で膜結合型メ
タロプロテアーゼ ADAMsにより切断される
ectodomain shedding（以後 sheddingと記す）
反応がキーステップであることを、私どもを
含むいくつかの研究グループが提唱し、広く 
受け入れられている。さらに、私どもは、こ
の proHB-EGF の shedding を介する EGFR の
トランス活性化は、皮膚創傷治癒，心筋肥大，
拡張型心筋症等の生理・病理的反応において
極めて重要であることを、in vitro および
HB-EGF 遺伝子改変マウスを用いた in vivo 
解析で明らかにしてきた。 
 一方、shedding によって生じる遊離型細胞
外ドメインは、受容体を活性化し、さらに細
胞内の MAP キナーゼカスケードを活性化し
て増殖シグナルを惹起するが、shedding 後に
細胞膜に残る C 末端断片ペプチド(CTF)の役
割について、その機能は全く不明であった。
しかし私どもは、HB-EGF-C 末端断片ペプチ
ド（HB-EGF-CTF）が速やかに核内に移行し、
転写抑制因子 PLZFや Bcl6と結合し、これら
の機能を抑制することを見出した。すなわち、
HB-EGF-CTFが、遺伝子転写抑制解除という
驚くべき生物活性を持つことを明らかにし、
新たなシグナル分子として機能すると共に、
新たな細胞増殖シグナル経路が存在するこ
とを示してきた。 
 さらに、EGFファミリーメンバーの１つで
ある amphiregulin（AREG）とその shedding
酵素である ADAM17 の両分子に結合し、
shedding 効率を制御する分子として annexin 
(ANX)を新規に同定してきた。ANXファミリ
ーは１２種類のメンバーから構成され、この
うち、ANX2, 6, 8, 9 の４種が ADAM17と結
合し、ANX2は sheddingを負に、ANX8, 9は
Sheddingを正に制御することを突き止めてい
る。ちなみに shedding ANX6は、sheddingに
影響を及ぼさない。このような酵素と基質の
双方に結合し、shedding を正または負に制御
するファミリー分子の同定は初めてである。 
 
２．研究の目的 
 ADAM17 は上記の EGF ファミリーだけで
なく、Tumor Necrosis Factor (TNF)ファミリー
の sheddingをも制御することが知られている。
EGF ファミリーは I 型膜タンパク質であり、
逆に TNF ファミリーは II 型膜タンパク質で
あることから、この２つのタンパク質ファミ
リー分子の細胞膜上でのトポロジーは全く

逆となる。しかし、両タンパク質ファミリー
分子の主要な shedding 酵素は ADAM17 と共
通しており、同一細胞上で sheddingされると
考えられていることから、ADAM17と基質と
の結合を制御する第 3の因子が存在すること
が示唆される。我々がこれまでに、EGFファ
ミリーの新たな shedding制御因子として同定
してきた ANX がその役割を担うのではない
かと考え、その可能性を検証するとともに、
分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）shedding検証モデル細胞株の作成 
 ANX による EGF ファミリー(HB−EGF と 
AREG)と TNF ファミリー（TNF-）の
shedding 制御を解析するために、まず、内在
性に ANX２、９、ADAM17、proTNF-、
HB−EGF, AREGを発現する細胞株を探索し
た。当教室が保有する細胞株を用いてそれら
の遺伝子発現解析を PCR 法により行った。
さらにタンパク質発現は、それぞれの抗体を
用いたウエスタンブロット法により確認し
た。また、TNF-、HB−EGF, AREG の
shedding 効率の簡易測定のためのプローブ
として、proTNF-、proHB−EGF、proAREG
タンパク質のそれぞれの細胞外ドメインに
アルカリフォスファターゼ(AP)を融合した、
proTNF--AP 、 proHB − EGF-AP, 
proAREG-AP を安定発現する細胞株を作成
した。 
 
２）ANX ノックダウンによる proHB-EGF, 
proAREG, proTNF-の shedding効率測定 
 上記 1）により各遺伝子発現が確認された
細胞を用いて、ANX2、ANX９をそれぞれ特
異的 siRNA、または microRNA レンチウイ
ルスベクターを用いて遺伝子ノックダウン
を行った。遺伝子ノックダウンの判定は定量
PCR 法 に よ り 行 っ た 。 proHB-EGF, 
proAREG, proTNF-の shedding誘導は、９
６穴プレートで培養した細胞に、サイトカイ
ン IL-1 (20 ng/ml)、またはフォルボールエ
ステル TPA (100 nM)）添加で行い、15、30、
60、120分後の培養上清中の AP活性を測定
することで、shedding 活性を評価した。 
 
３）ADAM17と I型および II型膜タンパク質
基質を用いたシス/トランス位のインビトロ
酵素反応系の構築 
 小麦胚芽無細胞タンパク質合成系にリポ
ソームを導入したプロテオリポソーム合成
系を用いて、まず活性型 ADAM17 プロテオ
リポソームを合成した。 ADAM17の活性は、
5-FAM/QXL™ 520 FRETペプチドを基質とし、
ADAM17 による切断で生じる遊離型 5-FAM 
が放つ蛍光を検出することにより測定した。
基質タンパク質の N-末端または C-末端にビ
オ チ ン リ ガ ー ゼ 認 識 配 列
(GLNDIFEAQKIEWHE)を付加した I型膜タン
パク質 proHB-EGF, proAREG、II 型膜タンパ



ク質 proTNF-の各細胞外ドメインを、小麦
胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて合成
した。合成後、大腸菌由来 BirA 酵素により
ビオチン化を図った。また ANX2 または
ANX9 全長リコンビナントタンパク質は
HisX6-Tag を導入し、小麦胚芽無細胞タンパ
ク質合成系で作成した。作成したリコンビナ
ントタンパク質はキレートセファロースカ
ラムにより精製した。 
 
４）sheddingの１細胞イメージングプローブ
の開発 
 １細胞での膜タンパク質 shedding の解析
を可能にするために、proHB-EGFを用いて、
その細胞外、および細胞内領域にそれぞれ
mCherry (mCh) と mnonomeric Azami 
Green1 (mAG1) 蛍光タンパク質タグを導入
し、sheddingイメージング用プローブを作成
した。shedding活性はmAG1/ mCh蛍光比で
算出した。 
 
４．研究成果 
１）ANX2、9による proHB-EGF、 proAREG
および proTNF-の shedding制御 
 内在性に ANX２、ANX９、ADAM17、
TNF-、HB−EGF、AREGを発現する細胞株
として、リンパ腫細胞株 U-937 細胞株 およ
び、２種の大腸がん細胞株HCT116とHT29
細胞株を得た。これらの細胞に proTNF--AP、
proHB−EGF-AP, proAREG-AP遺伝子を導
入し、これを安定的に発現する細胞株を作成
した。これらを用いて、IL-1 または TPA
誘導による shedding 活性を培養上清中の 
AP 活性を測定することで検出した。その結
果、用いた 3種の細胞株ともに、ANXA2の
ノックダウンにより、proAREG ならびに
proHB-EGF の shedding はコントロールに
比べ約 2 倍に増幅したのに対し、proTNF-
の shedding は、逆にコントロールに比べ５
０％以上抑制された（図 1）。一方、同様に行
った ANXA９のノックダウンでは、ANXA2
のノックダウンとは全く逆に、proAREG な
らびに proHB-EGFの sheddingはコントロ
ールに比べ約半分以下に抑制されたのに対
し、proTNF-の sheddingは逆に、コントロ
ールに比べ 2倍以上の増幅が認められた。こ
のことから、ANX2 および ANX9 による
proAREGならびに proHB-EGFの shedding
と proTNF-の shedding は正反対に制御を
受けることが明らかとなり、ADAM17 によ
る I型膜タンパク質、および II型膜タンパク
質の sheddingがANX2およびANX9により
制御されることが示唆された。 
 
２）ADAM17と I型および II型膜タンパク質
基質を用いたシス/トランス位でのインビト
ロ酵素反応系の構築 
 培養細胞で確認した上記結果１）の ANX2
および ANX9による proAREG/proHB-EGF
の sheddingと proTNF-の shedding制御の

相違をインビトロ酵素反応系の構築で検証
することを試みた。まず、ANX2およびANX9、
を無細胞タンパク質合成系、ならびに
ADAM17、ビオチン化 proAREG、ビオチン
化 proHB-EGF、ビオチン化 proTNF-を、
プロテオリポソームを用いた無細胞タンパ
ク質合成系にて作成した。どのタンパク質も
1 マイクログラム以上のタンパク質収量を得
ることができた。さらに、シス/トランス位の
インビトロ酵素反応系の構築に先駆け、まず、
ADAM17 の蛋白分解酵素活性の確認実験を
行った。 
 まず、proTNF--AP、proHB−EGF-AP, 
proAREG-AP を安定的に発現する HCT116
細胞株の培養液にリコンビナント ADAM17
を添加し、1 時間の反応後、培養上清におけ
る AP活性を測定した。その結果、どの培養
上清においても、有意な AP活性を確認する
ことができなかった。そこで、さらに高感度
の 5-FAM/QXL™ 520 FRET ペプチドを基質
とし、ADAM17 による切断で生じる遊離型
5-FAM が放つ蛍光を検出することにより測
定した。しかし、この酵素活性測定系におい
ても、有意な酵素活性を検出できなかった。
この結果より、ADAM17 の活性発現には、
翻訳後修飾が必須である事が示唆された。本
実験の継続には活性化ADAM17 作成が必須
であることから、インビトロでの酵素反応系
の構築から、細胞レベルでの解析に切り替え
ることとした。 
 shedding における酵素—基質のシス/トラン
ス位の問題点を細胞レベルで解析・検討する
ためには細胞間接着の無い環境下での
shedding 解析が必須である。そこで、
shedding 反応を１細胞で捉えるためイメー
ジングプローブの開発を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図１：proAREG、proHB-EGF、proTNF-
の sheddingに及ぼす ANX2 の機能評価。ヒ
ト 大 腸 が ん 細 胞 株 HCT116 細 胞 に
proAREG-AP (A)、 proHB−EGF-AP (B)、
proTNF--AP (C)をそれぞれ安定発現する細
胞を TPA100 nMで刺激し、shedding を惹
起した。TPA刺激後 15分、 30分、 60分、
120 分での培養上清を調製し、AP 活性を測
定した。白色バーはコントロール siRNA で
細胞をあらかじめ処理、灰色バーは ANX2 
siRNAで処理した。ANX2 siRNA処理によ
る ANX2の遺伝子発現抑制は定量 PCRによ
り、ANX2タンパク質産生抑制は特異抗体を
用いたウエスタンブロットにより、それぞれ
８０％以上の抑制を確認した。 
 
３）sheddingの１細胞イメージング解析シス
テムの開発 
 proHB-EGFの shedding反応を１細胞で捉
えるために、proHB-EGFの細胞外領域と細胞
内領域に異なる波長域を持つ蛍光タンパク
質を挿入し、shedding反応前後で細胞膜表面
における２つの蛍光タンパク質の蛍光強度
比で shedding 活性を評価するイメージング
プローブの作成を試みた。 
 proHB-EGF遺伝子導入において、その増殖
因子活性による細胞への影響を最小限に抑
えるために、活性発現に必須の EGF用ドメイ
ン 103−150 アミノ酸領域を蛍光タンパク質
mCh (Ex.587 nm, Em 610 nm)に置換した。さら
に、proHB-EGFの細胞膜表面への輸送ならび
に shedding活性発現には細胞内ドメインが重
要な役割を果たすことから、この両者の活性
に最も影響の少ない細胞内領域 193アミノ酸
部位に mAG1 (Ex.492 nm, Em 505 nm)を挿入
する形で遺伝子構築を行った(図２A)。本構築
遺伝子 proHB-EGF-mAG1-mCh を繊維芽肉腫
細胞株 HT1080 細胞に導入し、タンパク質産
生を蛍光顕微鏡下で観察した。その結果、
mAG1と mChの両蛍光共に細胞膜に発現・局
在することを確認した(図２B、C)。さらに、
これらの細胞抽出液を調製し、SDS-PAGE後、
mAG1 と mCh 両抗体を用いた Western Blot
によりタンパク質の産生を確認したところ、
両抗体ともに約70kDaの同一のバンドを検出
し た 。 こ れ ら の こ と か ら 、
proHB-EGF-mAG1-mCh タ ン パク質 は 、
proHB-EGF と同等な細胞局在を示すことが
明らかとなり、proHB-EGF shedding のイメー
ジングプローブとして有用であることが示
唆された。 
 次に、proHB-EGF-mAG1-mCh 安定発現
HT1080 細 胞 株
（proHB-EGF-mAG1-mC/HT1080 細胞）を樹
立し、培養系における proHB-EGF-mAG1-mCh
の shedding を、mAG1 ならびに mCh の蛍光
検出と、NIS-Elements を用いた mAG1/mCh
の蛍光強度比算出により定量化した。また、
sheddingはフォルボールエステルTPA添加に
より誘導した。その結果、TPA添加後、60分

間において蛍光強度比の変化を観察でき、蛍
光強度比は 2倍の幅で変化することを確認し
た。この結果より、１細胞における
proHB-EGF の shedding を定量することが可
能であると結論づけた。 
 そこで本 proHB-EGF-mAG1-mC を用いて、
の HT1080 細 胞 運 動 時 に お け る
proHB-EGF-mAG1-mC sheddingを観察・解析
した。その結果 proHB-EGF-mAG1-mC の
shedding は細胞運動の先端領域、特にラッフ
リング領域において活発に起こっているこ
とが観察された。このことは、アクチンダイ
ナミクスが膜タンパク質 sheddingを制御する
可能性や、細胞運動には局所におけるオート
クリン増殖因子産生・刺激が必要である可能
性を示唆しているものと考えられる。 
 さらに、proHB-EGF-mAG1-mCh/HT1080細
胞をヌードマウスの皮下に移植し、in vivo
での shedding観察が可能かどうかを検討した。
移植 10 日後に共焦点レーザー顕微鏡下で
mAG1ならびに mChの蛍光検出を行い、得ら
れたイメージング像より mAG1/mCh の蛍光
強度比を算出した。その結果、血管周囲に集
まった移植細胞において、強い shedding活性
を観察した。このことは、がん細胞の血行性
転移時において、がん細胞自身が作り出す
proHB-EGF の shedding が活発に起こって
いることや、細胞運動・転移に重要な役割を
果たしている可能性を強く示唆している。 
 本研究において proHB-EGF の shedding
を可視化するプローブの開発に成功し、これ
まで不可能であった１細胞での proHB-EGF 
shedding 反応を in vitro ならびに in vivo
で捉える事に成功した。この技術は、他の膜
タンパク質 shedding 反応の可視化に有用で
あり、１細胞での shedding解析、さらには、
２細胞でのシス/トランス位の shedding解析
に応用可能であることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２： proHB-EGF shedding のイメージング
プローブ proHB-EGF-mAG1-mCh の分子構築
とその応用。(A) proHB-EGFのドメイン構造
と mAG1 ならびに mCh の挿入部位を示す。
（B、C）proHB-EGF-mAG1-mCh を繊維芽肉
腫細胞株 HT1080 細胞に導入し、タンパク質



産生を共焦点レーザー顕微鏡下で観察した。
mAG1（B）と mCh (C)の両蛍光共に細胞膜に
発現・局在することを確認した。 
 
 以上のことから、ANXは ADAM17と相互
作用し、ADAM17 による I 型膜タンパク質
proHB-EGF、proAREG および II 型膜タン
パク質 proTNF-の shedding を全く逆に制
御することを明らかにした。本研究において
は、 ANX による ADAM17 介在性の
shedding がシス位において制御する可能性
を示唆するに留まったが（図３）、これまで
不可能であった１細胞での膜タンパク質の
shedding 反応を in vitro ならびに in vivo
で捉える事に成功した。今後、この方法を用
いて、上記の問題にアプローチが可能である
と考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３： ADAM17ヘッドスウィングモデル図。 
同一細胞上での ADAM17 の I 型および II 型
膜タンパク質基質 shedding のモデルを示す。
ANX２、９は、ADAM17 とその基質分子で
ある proHB-EGF、  proAREG および
proTNF-に対して、触媒ドメインヘッドを
回転させることでそれぞれの基質への結合
を適切に行うことを示す。 
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