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研究成果の概要（和文）：（１）MMP-2に対し、高い阻害選択性を持つ10残基ペプチドインヒビターAPP-IPのアミノ酸
配列を改変し、MMP-7、MMP-9およびMMP-14のそれぞれに対する選択性を高めたペプチドインヒビターを開発した。（２
）さらに、MMP-9に対する選択性を高めたAPP-IP改変体と、MMP-9およびMMP-2の非触媒領域に対し親和性を持つTIMP-1
とを組み合わせることで、MMP-9とMMP-2に対して、高い選択性を持ち、かつ強力なインヒビタータンパク質の設計に成
功した。（３）がん細胞表層でMMP-7により、特異的に切断され、細胞凝集誘導に関わるタンパク質がHAI-1であること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：(1) We developed peptide inhibitors with enhanced selectivity toward MMP-7, MMP-9 
and MMP-14, respectively, by modifying the amino acid sequence of APP-IP, an MMP-2-selective decapeptide 
inhibitor. (2) We further designed a highly selective and strong protein inhibitor against MMP-9 and 
MMP-2 by combining the variant of APP-IP with enhanced MMP-9 selectivity and TIMP-1, which binds 
specifically to the non-catalytic domains of MMP-9 and MMP-2. (3) We identified hepatocyte growth factor 
activator inhibitor type I (HAI-1), a type I membrane protein, as a specific substrate of MMP-7 on cancer 
cell surface, and found that the extracellular domain of HAI-1 released by the MMP-7-catalyzed cleavage 
acts as a cell-adhesion protein.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： matrix metalloproteinase　selective inhibitor　APP-IP　MMP-7　MMP-9　TIMP-1　HAI-1　細胞間接
着
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１．研究開始当初の背景 
 悪性がんで高発現しているマトリックス

メタロプロテアーゼ（MMPs）は、がんの浸潤

性増殖や転移を支えることから、がん治療の

分子標的として期待された。しかし、従来の

MMP 阻害剤はいずれも特異性が低く、生体内

に 20 種類以上存在する MMPs のうち、標的外

の MMPs を阻害することで重篤な副作用を引

き起こした。 

 私達はβ-アミロイド前駆体蛋白質（APP）

の細胞外領域にMMP-2活性を阻害する活性が

存在することを見出し、その領域を同定した

ところ、アミノ酸10残基からなるAPP分子内の

一領域がインヒビターを形成することを見出

した。この10残基ペプチドインヒビター

(APP-IPと命名)は種々のMMPsのうち、がん治

療の標的MMPsの一つに分類されるMMP-2に対

し、高い選択性を示した。また、APP-IPとMMP-2

触媒ドメインから成る複合体の結晶構造解析

により、その阻害様式を調べた結果、APP-IP

がどのようなメカニズムでMMP-2選択性を発

揮するのかが明らかになっていた。さらに、

MMP-2の非触媒領域と結合性を持つTIMP-2と

APP-IPを融合することにより、高い特異性を

持ち、かつ強力なMMP-2インヒビタータンパク

質(Ki = 0.7 pM)を創出することに成功した。 

 一方、MMP-7は大腸がんの肝転移に深く関わ

ることから、がん治療の標的MMP に分類され

るが、私達は、このMMP-7が大腸がん細胞の細

胞膜上に存在するコレステロール硫酸に結合

すると、その基質特異性が変化するとともに、

がん細胞の凝集誘導を介してその転移能を顕

著に増強することを見出してきた。また、

MMP-7分子内のコレステロール硫酸結合部位、

およびコレステロール硫酸によるMMP-7 機能

変換の分子メカニズムの解析を進める中で、

MMP-7と基質タンパク質の双方がコレステロ

ール硫酸を介して細胞膜表層に濃縮されるこ

とで、特定の基質タンパク質の分解反応のみ

が著しく促進されることを見出した。このよ

うに個々のMMPの基質認識部位の構造は酷似

しているものの、生体内では各MMPsが、それ

ぞれ他の分子と相互作用しつつ、特異性を発

揮すると考えられた。 

 
２．研究の目的 
 前述の背景から、本研究では MMP-2 選択的

インヒビターペプチドである APP-IP を改変

することにより、MMP-2 以外の標的 MMP に対

する阻害選択性を高めるとともに、これら改

変 APP-IP を、それぞれの MMP が選択的に相

互作用する生体内分子と組み合わせること

で、標的 MMPs に対する高特異性インヒビタ

ーを創出することを目的とした。 

 一方、MMP-7 によるユニークながん転移促

進機構を分子レベルで解明する目的で、がん

細胞表層において MMP-7 に切断され、細胞凝

集の誘導に関与するタンパク質の同定を試

みた。 

 
３．研究の方法 
 これまでの成果から、APP-IP と MMP-2 間の

どの部位での相互作用が、選択性に寄与する

のかが明らかになっていた。そこで、APP-IP

を構成する 10 アミノ酸残基のうち、選択性

に寄与する部位のアミノ酸残基を 20 種類の

アミノ酸を網羅するようにランダムに変換

し、その中から MMP-2 以外のがん関連 MMPs

に対する親和性が上昇するアミノ酸残基を

選別した。この操作を順次繰り返し、高い選

択性を持つペプチドインヒビターを得るこ

とを考えた。すなわち、酵素(MMP)側の基質

認識部位（=インヒビターペプチドが結合す

る部位）の立体構造に沿ってパズルのピース

を一つずつ選択するようにインヒビター側

のアミノ酸残基を選択し、そのピースの適合

度を、親和性測定で調べつつ、インヒビター

ペプチドを目的MMPに適合するように試験管

内で進化させた。 

 具体的には、まず、グルタチオン Sトラン

スフェラーゼ（GST）に APP-IP のアミノ酸配



列を付加した融合タンパク質の発現ベクタ

ーを構築した。次に、APP-IP の酵素選択性に

関与する部分のアミノ酸残基に相当する塩

基配列にランダム変異を導入したプライマ

ー（変異を入れようとするアミノ酸のコドン

を NNK とする。すなわち、４種の塩基 ATGC

を混合したもの(N)と２種の塩基TGの混合物

(K)を用いることで、20 種類のアミノ酸を網

羅することができる）を設計し、上記

APP-IP-GST 融合タンパク質の発現ベクター

を鋳型とした PCR 法により、APP-IP 部分の目

的のアミノ酸残基の位置に 20 種のアミノ酸

を網羅する置換が導入されたGST融合タンパ

ク質の発現ベクターを得た。これを大腸菌に

導入後、得られるコロニーのそれぞれについ

て、融合タンパク質の発現誘導→SDS-PAGE→

リガンドブロット法による融合タンパク質

の MMP 結合性の検出を行った。リガンドブロ

ットのプローブとしては目的MMPの触媒ドメ

インをビオチン標識したもの用い、アビジン

酵素コンジュゲートを用いた既存の方法に

てプローブと各融合タンパク質の結合量を

測定した。 

 得られた融合タンパク質のうち、そのプロ

ーブ結合性（目的 MMP の触媒ドメインとの親

和性）が変異導入前の融合タンパク質と比較

して上昇しているクローンでは、アミノ酸置

換によりインヒビターの活性が上昇したこ

とを示唆する。これらのクローンの塩基配列

を調べ、親和性上昇の原因となるアミノ酸置

換を同定した。一つの部位のアミノ酸残基が

決まれば、次の部位に同様の方法で変異を導

入し、逐次選別した（図 1）。 

 

４．研究成果 

（１）上述の方法用いて APP-IP のアミノ酸

配列の改変を行った結果、MMP-7 と MMP-9 に

対する選択性を高めたペプチドインヒビタ

ーを得た（図 1）。また、MMP-14 に対する阻

害活性を高めたペプチドの創出にも成功し

た。
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3.  リガンド ブロッ ト のプローブと し てMMP-9（上）お
よ びMMP-7（下）を 用い、 1.と 2.の操作を 繰り 返し た
結果、 アミ ノ 酸置換数が増えるに従っ てMMP-2と の親
和性が失われ、 対象MMPと の親和性が上昇し た。

図１　 APP-IPのアミ ノ 酸置換によるMMP選択性の変換

 

（２）背景の項で述べたように、私達はAPP-IP

とTIMP-2を融合することにより、MMP-2に対し

て高い特異性を持つインヒビタータンパク質

APP-IP-TIMP-2の創出に成功している。一方、

TIMP-1のC末端部分はMMP-9の非触媒ドメイン

と特異的に結合することが報告されており、

MMP-9に対する選択性を高めた改変APP-IPを

TIMP-1と融合することで、MMP-9に対する特異

性がさらに高まるのではないかと考えた。そ

こで、この融合タンパク質を作製し、各種MMPs

に対する阻害活性を調べたところ、MMP-9活性

を強力に阻害する(Ki = 2.0 pM)ことを見出し

た。しかし、過去の報告とは異なり、TIMP-1

がMMP-2の非触媒領域とも親和性を持つこと

が判明し、この融合タンパク質はMMP-2に対し

ても強い阻害活性を示した(Ki = 3.2 nM)。現

在、この融合タンパク質のTIMP-1部分を改変

することにより、MMP-9選択性を高めたインヒ

ビターの分子設計を試みている。また、MMP-7

に関してはこの酵素の二量体形成を利用した

インヒビターの作製に成功した。 

 一方、MMP-14に関しては、このMMPと親和性

を持つことが報告されているMT1-AF7pという

ペプチドやCD44のコアタンパク質との親和性

が確認できず、融合タンパク質の作製に至ら

なかった。 

（３）がん細胞表層においてMMP-7によって切

断されるタンパク質を同定する目的で、がん

細胞表層のタンパク質をビオチン標識した後、

MMP-7処理を行い、培養液中に切出されたタン

パク質を調べた結果、45 kDaのビオチン標識



断片が、MMP-7処理後に特異的に細胞外へ放出

されることを見出した。この45 kDa 標識断片

を固定化アビジンカラムで回収し、SDS-PAGE

で分離後、トリプシン消化 → LC-MS/MS解析

を行った結果、この断片が Hepatocyte 

growth factor activator inhibitor type 1

（HAI-1）の細胞外領域に由来することを同定

した。また、HAI-1の細胞外領域をリコンビナ

ントタンパク質として調製し、その細胞凝集

誘導活性を調べた結果、ある処理を施したが

ん細胞に対して細胞凝集誘導活性を持つこと

が明らかになった。 

 さらに、細胞凝集誘導活性を持つHAI-1分子

内の最小構造単位を明らかにする目的で、

HAI-1の持つ各ドメインを欠損させた種々の

バリアントを作製し、それらの細胞凝集誘導

活性を調べた。HAI-1の細胞外領域には多くの

分子内ジスルフィド結合（S−S結合）が含まれ

るため、各バリアントはヒト細胞（HEK293細

胞）に強制発現・分泌させ、その培養上精か

ら精製した。その結果、調製可能であった全

てのHAI-1バリアントにおいて細胞凝集誘導

活性が確認された。興味深いことに、HAI-1

のアミノ酸配列中、141-249に相当する部分を

欠くバリアントはいずれも分泌されなかった

ことから、この領域がHAI-1の細胞外への輸送

に重要であることが示唆されるとともに、細

胞凝集誘導活性にも重要である可能性が考え

られた。そこで、分子内ジスルフィド結合を

含まないHAI-1(141-249)を大腸菌の菌体内に

封入体として発現させた後、リフォールディ

ングにより調製し、活性を調べた結果、この

領域が細胞凝集誘導活性を持つことが明らか

になった。本成果はHAI-1を分子標的としたが

ん転移抑制剤開発に繋がるものと考える。 
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