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研究成果の概要（和文）：上皮細胞膜結合セリンプロテアーゼインヒビターHAI-1及び -2は、上皮細胞周囲のプロテア
ーゼ活性制御に重要である。本研究ではこれらHAIの上皮正常性における意義と、機能不全が癌の進展に与える影響を
検討した。その結果、HAI-1がHGFやPAR-2等の活性化や癌細胞の上皮間葉転換に対して抑制的に働く事、腸管発癌の抑
制因子である事、口腔扁平上皮癌や膵癌の浸潤・転移を抑制する事が明らかになった。また、表皮細胞におけるHAI-1
機能不全がPAR-2活性化を介して細胞間接着の不安定化に結び付く事も見出した。更に、HAI-2条件付きKOマウス作成に
必要な、floxed HAI-2マウスを作成した。

研究成果の概要（英文）：Membrane-associated protease inhibitors HAI-1 and -2 are important in regulating 
the pericellular serine protease activities of epithelial cells. This study aimed to analyze the roles 
for HAIs in normal homeostasis of epithelial cells and the effects of HAI insufficiency on cancer 
progression. We revealed that HAI-1 had suppressive roles in pericellular activations of HGF and PAR-2. 
HAI-1 was a suppressor of intestinal carcinogenesis and inhibited EMT, invasion, and metastasis of oral 
squamous cell carcinoma and pancreatic adenocarcinoma cells. Moreover, we found that HAI-1 maintained the 
assembly of keratin into desmosomes in keratinocytes by regulating PAR-2-dependent p38 signaling. Also, 
we have generated HAI-2floxed/floxed mouse that will be critically required for the development of the 
conditional HAI-1 knockout mouse. Those mice would accelerate the studies for in vivo functions of HAI-2.

研究分野：医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
Hepatocyte growth factor (HGF) 

activator inhibitor type 1 (HAI-1) は二個の
細胞外クニッツ型インヒビタードメインと
細胞膜貫通部位を有する膜型セリンプロテ
アーゼインヒビターである。また、この類縁
蛋白として、HAI-2が知られている。我々は、
HAI-1 が様々な上皮細胞膜上に局在し膜上
で機能すること、HAI-2も広範に上皮組織に
発現し、その発現が一部種類の癌において顕
著に減弱することを報告してきた。またHGF 
activator (HGFAC) と HAI-1の KOマウス
を作成し、HGFACの傷害組織における意義
と、HAI-1が胎盤絨毛形成において必須であ
る事を明らかにした。 

HAIs の標的セリンプロテアーゼとしては
（1）分泌型（HGFACなど）と（2）細胞膜
結合型  (matriptase, hepsin, TMPRSS13, 
human airway trypsin-like protease [HAT]、
prostasin など) プロテアーゼが知られてい
る。膜型の標的セリンプロテアーゼのうち
prostasin 以外は type II transmembrane 
serine protease (TTSP) ファミリーに属す
る。TTSP は 20 種類以上存在するが、膜型
インヒビターは極めて限られる事から、多く
の TTSPが HAI-1もしくは HAI-2によって
制御されると考えられる。云いかえれば、
HAIs は全身の上皮系細胞に発現するが、そ
の機能は共発現する標的酵素の種類によっ
て臓器、細胞、疾患特異的に異なる。 

HAI-1 KOマウスが胎盤不全により胎生致
死であるため、HAI-1の生体内機能検証のた
めに、KOマウスの胎盤レスキューを試みた。
その結果HAI-1 KOマウスは出生したが、魚
鱗癬様過角化、毛小皮形成不全および表皮透
過性亢進を呈した。一方で、出生したHAI-1 
KOマウスも生後約 2週間で致死となり、胎
盤と皮膚以外の上皮でも HAI-1 が重要な役
割を果たしている事も示唆される。そこで
種々の上皮組織での HAI-1 機能解析のため
に、conditional HAI-1 KOマウス系を作成し
た。この系を用いて腸管上皮特異的にHAI-1
を欠失させたところ、HAI-1が近位大腸上皮
の完全性維持にも関わっており、HAI-1欠損
腸管は潰瘍性大腸炎モデルにおける感受性
が亢進する事が示された。 
一方で、ヒト膵癌細胞株を用いてHAI-1を
ノックダウン (KD)すると、上皮間葉転換 
(EMT) をきたし浸潤転移性が亢進し、これ
には TMPRSS4とmatriptaseの活性異常が
関与していた。頭頸部扁平上皮癌組織標本を
用いた検討では、強い浸潤性を示す癌細胞は
有意にHAI-1が低下し、培養扁平上皮癌細胞
のHAI-1を KDすると浸潤性が亢進した。こ
れらの結果は腫瘍抑制因子としての HAI-1
の意義を強く示唆している。またHAI-1の主
要 標 的 の 一 つ で あ る HGFAC が
macrophage stimulating protein (MSP：
proto-oncogene RON のリガンド) の生体内
活性化酵素である事も証明した。いずれも世

界に先駆けた成果である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HAI-1による細胞周囲微小環
境プロテアーゼ活性の制御が、腫瘍を含む上
皮組織の病態形成にどのような意義を有す
るのか、新たに作成した条件付きHAI-1ノッ
クアウト（KO）マウス、HAI-1 発現を人為
的に調節した種々の培養ヒト細胞株、および
人体病理組織標本を用いて、解析することを
目的としている。特に腸管での発癌、扁平上
皮癌と膵癌における癌進展との関連につい
て検証する。 
また、HAI-1の類縁蛋白であるHAI-2に関
しても、今後検討を開始する必要性がある。
そこで、条件付きHAI-2欠損マウス作成への
道筋を作ることも目的とした。 

 
３．研究の方法 
（1）Conditional HAI-1 KOマウス系を用い
て腸管上皮特異的にHAI-1を欠失させ、その
腸管発がんに対する影響を、炎症発がんモデ
ルと Apc変異発がんモデルで検証した。 
（2）細胞周囲微小環境における HAI-1とそ
の標的酵素の相互作用とその破綻が上皮細
胞の機能や上皮系癌細胞の浸潤・転移に対す
る影響を、人体材料（種々の摘出腫瘍組織標
本）を用いた臨床病理学的検討と、人為的に
HAI-1 の発現制御を行った各種培養細胞を
用いた検討によって解析した。正常組織・細
胞としては表皮組織・表皮細胞をモデルとし
て選び、癌組織におけるHAI-1機能の臨床病
理学的検討としては、頭頸部扁平上皮癌と膵
癌を対象として行った。 
（3）HAI-1 機能不全によって生じる表現型
における PAR-2 の意義を解析するために、
PAR-2 変異マウスの取得と HAI-1 変異マウ
スとの交配を行った。 
（4）HAI-1 の細胞内ドメインを介した機能
を検証するために、HAI-1細胞内ドメインの
構造をデータベースで詳細に検証し、想定さ
れるドメインについての改変体を作成した。 
（5）条件付き HAI-2欠損マウス作成のため
に、floxed HAI-2マウスを作成した。 
（6）倫理的配慮：臨床材料を用いた検討は、
宮崎大学医学部倫委員会の承認のもとで行
った。動物実験は動物愛護と生命倫理の精神
に基づき、学内審査委員会の認可を受けた上
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）腸管上皮HAI-1 欠損マウスでは腸管化
学発癌刺激による大腸発癌が亢進することを
見出した（下図）。 



また、腸管上皮HAI-1 欠損Apc 変異マウス
を作成し、HAI-1 欠損によりApc変異マウス
の腸管腫瘍形成率が亢進し生存期間も大幅に
短縮する事を明らかにした（下図）。腫瘍お

よび非腫瘍組織のHGF活性化の検討と網羅
的遺伝子発現解析を行い、HAI-1欠損による
HGF活性化亢進とHAI-1欠損に伴い発現亢進
する遺伝子群を明らかにした。 
 また、大腸癌の進展において、膜結合型
HAI-1が、MT1-MMPによる細胞膜上からの
切り出し亢進によって減少していることを示
した。 
 これらの結果は論文としてまとめ、国際誌
に発表した。 
（2）HAI-1の癌細胞浸潤・転移における意義
の解析について、口腔扁平上皮癌（OSCC）
と膵癌における、癌細胞浸潤・転移における
意義について検証した。 

OSCCの浸潤とリンパ節転移における
HAI-1の臨床病理学的意義を免疫組織染色で
検証し、癌細胞膜上HAI-1の消失とリンパ節
転移に相関があることを明らかにした。また
、培養OSCC細胞株SASのHAI-1ノックダウン
によって上皮間葉移行が生じることを明らか
にし、これらの結果を論文として国際誌に発
表した。 

HAI-1発現が低下した高転移性膵癌細胞株
（S2-CP8）を用いてテトラサイクリン(Tet)
誘導性HAI-1強制発現株の作成を行い、
HAI-1発現が浸潤転移性、腫瘍形成性に及ぼ
す影響を、in vitroとin vivoヌードマウス同所
性移植モデルで解析した。その結果、HAI-1

発現によって細胞浸潤能が有意に抑制された
（下図）。更に、この浸潤能抑制はTTSP、特

にmatriptase、による癌細胞PAR-2活性化を
抑制することで生じている可能性が示された
。ヌードマウス同所移植モデルにおいても、
HAI-1発現を誘導することによって、S2-CP8
細胞の浸潤・転移性が抑制されることが示さ
れた。これらの結果を論文として発表した。 
正常組織におけるHAI-1機能解析として、
表皮組織における機能を解析した。胎盤レス
キューによって出生可能となったマウス表皮
細胞を電子顕微鏡で観察したところ、デスモ
ゾームの減少とトノフィラメント収束不全が
生じていた。そこで、ヒト表皮細胞培養株
HaCaT細胞を用いて検証をすすめ、この現象

がHAI-1機能不全→matriptase活性上昇→

PAR-2活性化亢進→p38活性化、を経て生じて
いることを見出し（下図）、論文として国際
誌に発表した。 

 
 

 

（3）PAR-2 KOマウスと条件付きHAI-1 KO
マウスとを交配し、腸管特異的 HAI-1 
KO/PAR-2 KOマウスの作成に成功した。 
（4）HAI-1の C末端側の配列を詳細に検証
し、PEST配列が存在する可能性を見出し、
これを検討するための改変体を作成した。 
（5）条件付きHAI-2 KOマウスの作成を進
め、HAI-2_floxed/floxedマウスの作成に成功
した。現時点ではまだ世界で HAI-2_floxed/ 
floxedマウスの作成は報告されていない。 
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