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研究成果の概要（和文）：不死化エナメル上皮腫細胞株AM-1、AM-3においてsi RNAをもちいてHAI-1の一過性ノックダ
ウンを行うことにより細胞増殖能が低下し、細胞遊走能が亢進することが明らかになった。また、エナメル上皮腫の臨
床検体を用いた免疫染色を行った結果、今回免疫染色を行った14例中12例でHAI-1は細胞膜に陽性であった。

研究成果の概要（英文）：HAI-1 expression knock-down (KD) in immortalized ameloblastoma cell lines, AM-1 
and AM-3, reduced the growth of both lines in vitro. Both HAI-1 KD cell lines also exhiboted 
significantly enhanced migratory capability.
In 85.7% (12/14) of Ameloblastoma cases, membranous HAI-1immunoreactivity was positive in tumor cells.

研究分野：口腔外科

キーワード： エナメル上皮腫
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１．研究開始当初の背景 
エナメル上皮腫は歯原性の良性腫瘍の1つ

で、歯原性腫瘍の中で発生頻度の高い腫瘍で

ある。成長が遅いために発症に気付かず、顔

面や顎骨に深刻な損傷を与えることがある。

また稀ではあるが悪性形質を示し、転移をき

たすこともある。エナメル上皮腫の治療は切

除が原則であるが、反復処置法や摘出掻把術

などの顎骨の保存的療法も行われている。し

かし、単純な摘出や掻把では再発の危険性が

高い。その理由としては、腫瘍細胞が簡単に

浸潤し、骨組織を破壊することがあげられる。

エナメル上皮腫の治療は外科的手術が基本で

あり、多くの検討が過去に行われてきたが、

いまだ一定の見解が得られていないのが現状

である。また、分子標的治療をはじめとする

外科的切除以外の治療法は、まったく確立さ

れていない。 

エナメル上皮腫は顎骨内で周囲マトリッ

クスを分解しながら浸潤していくのだが、

その際に重要な役割を果たすのが蛋白分解

酵素（プロテアーゼ）である。これまで腫

瘍浸潤におけるプロテアーゼの研究は主に

マトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）

と線溶系のセリンプロテアーゼ（SP）を対

象になされてきた。ところが、近年になり

細胞質内にN末を持つⅡ型膜貫通蛋白構造

を有するSP群（TTSP）が20種類ほど同定さ

れた。細胞膜上のプロテアーゼ活性は様々

な細胞機能や細胞周囲の基質再構成におい

て強い影響を与え得ることから、それぞれ

のTTSPは癌をはじめとする種々の病態に

おいて重要な意義を有することが想定でき

る。実際、一部のTTSP（matriptase、hepsin、

TMPRSS4など）においては、その発癌や癌

進展における意義が報告されるようになっ

てきた。 

Hepatocyte growth factor activator inhibitor 

type 1（HAI-1）は2個の細胞外Kunitz型SPイ

ンヒビタードメインを有する細胞膜結合型

SPインヒビターであり、細胞膜上における

重要なTTSP活性制御因子である。HAI-1の

標的TTSPとしては、matriptase、hepsin、

TMPRSS4 、 TMPRSS13 、 human airway 

trypsin-like proteaseなどが知られている（図

1）。申請者はこれまでに、口腔扁平上皮癌

（OSCC）におけるHAI-1とTTSP（特に

matriptase）の働きについて研究を行い、細

胞膜結合HAI-1が欠失することによりTTSP

の活性が亢進し、細胞遊走能と浸潤能が亢

進することなどを明らかにしてきた（研究

業績1）。そこで、不死化エナメル上皮腫細

胞株AM-1を入手し（岩手医科大学解剖学講

座	
 原田英光教授のご厚意による）、予備実

験としてAM-1細胞における種々のTTSPと

HAI-1の発現を検討した。その結果、AM-1

細胞株がHAI-1と3種類のTTSP（matriptase、

TMPRSS13、DESC1）を発現している事を

確認した（図2）。これらのうち、matriptase

とTMPRSS13はHAI-1の標的プロテアーゼ

であることが既に報告されている。また、

HAI-1は癌細胞の浸潤における最も重要な

MMPであることが知られているMT1-MMP

によって細胞膜上から切り出され、その細

胞膜上における機能を喪失することが分か

っ て い る が 、 AM-1 細 胞 株 に お け る

MT1-MMPの発現も確認した。エナメル上皮

腫の顎骨内での浸潤性増殖に関して、過去

にMMPとそのインヒビターが関与してい

るとする報告はあるが、SPの関与について

は不明であり、TTSPの意義については全く

報告されていない。エナメル上皮腫におけ

るSP、特にTTSPの意義を検討することで、

エナメル上皮腫の顎骨内での浸潤分子機構

に新たな知見を持ち込み、更に、分子標的

療法のための重要な標的分子を特定できる

かもしれない。 

 
２．研究の目的 
歯原性良性腫瘍の一つであるエナメル上皮



腫は、良性腫瘍と位置付けられているが、顎

骨内で局所浸潤し、高頻度に再発する。 
しかしながら、エナメル上皮腫の顎骨内局所

浸潤のメカニズムや再発メカニズムは明ら

かになっていない部分が多い。 
本研究では、不死化エナメル上皮腫細胞株

（AM-1）や外科切除されたエナメル上皮
腫組織を用いて、細胞膜結合型セリンプロ

テアーゼやその制御因子 HAI-1 の発現と
機能解析を行い、これらの分子のエナメル

上皮腫局所浸潤とその予後因子としての意

義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 

エナメル上皮腫の手術標本を用いて HAI-1

の局在並びに発現の有無について免疫組織

化学的検討を行う。 

(2) 

AM-1細胞株において,HAI-1、MMPおよび

TTSP の発現を RT-PCR で発現の確認を行

う。 

(3)	
 

エナメル上皮腫における HAI-1の詳細な機

能解析の為、AM-1 細胞株に siRNA（一過

性ノックダウン）を用いて検討を行う。 
 
４．研究成果	
 
(1)	
 
エナメル上皮腫の手術標本を用いて HAI-1
の免疫染色を行った 14 例中、12 例で腫瘍細
胞の 20%以上で HAI-1 陽性であった。	
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＜Introduction＞
Pericellular proteolysis by a membrane-associated protease is
particularly important for invading cells. Recently, a family of membrane-
associated serine proteases, type Ⅱ transmembrane serine proteases
(TTSPs), has emerged (matriptase, hepsin, TMPRSS4 etc).
Hepatocyte growth factor activator inhibitor type 1（HAI-1） have two
extracellular Kunitz-type inhibitor domains and a transmembrane domain.
The N-terminal Kunitz domain is responsible for the inhibition of known
target proteases (matriptase, hepsin, TMPRSS4, TMPRSS13 etc). The
membrane association of HAI-1 is expressed in most epithelial cells,
including keratinocytes. The membrane association of HAI-1 may position
it allow regulation of cell surface proteases such as TTSPs (see below).
We analysed the immunohistochemical localization of HAI-1 was
frequently expressed on the surface of ameloblastoma cells. Then we
attempted to examine a role for HAI-1 in AM-1 (immortalized
ameloblastoma cell line) cells.

＜Knock Down (KD) efficiency of HAI-1 in AM-1 cells analysed
by immunoblot using anti-HAI-1 polyclonal antibody＞
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＜RT-PCR analyses of HAI-1 and TTSPs in AM-1 cell lines＞

＜Immunohistochemical assessment of HAI-1 protein＞

HE ×100 HAI-1 ×100 HAI-1 ×200

( plexiform pattern)

( follicular pattern)
1N7 (mouse monoclonal Antibody)

HE ×100 HAI-1 ×100 HAI-1 ×200

Case no Age Sex Location Histological type Immunoreactivity location
1 37 M Mandible follicular membrane
2 26 M Mandible follicular membrane
3 53 M Mandible follicular membrane
4 30 F Mandible follicular membrane
5 21 M Mandible follicular membrane
6 36 M Mandible follicular membrane
7 74 F Mandible follicular membrane
8 30 F Mandible follicular cytoplasm
9 48 M Mandible plexiform membrane
10 65 F Mandible plexiform membrane
11 17 F Mandible plexiform membrane
12 17 M Mandible plexiform membrane
13 61 F Mandible plexiform membrane
14 11 M Maxilla plexiform cytoplasm

＜conclusion＞
• In 85.7% (12/14) of Ameloblastoma cases, membranous HAI-1

immunoreactivity was positive in > 20% of tumor cells.
• HAI-1, MT1-MMP, TMPRSS13, matripatse and DESC1 were consistently

expressed by AM-1 cells.
• Compared to control cells, HAI-1 KD cells proliferated more slowly, but

showed significantly enhanced motility in vitro.
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＜conclusion＞
• In 85.7% (12/14) of Ameloblastoma cases, membranous HAI-1

immunoreactivity was positive in > 20% of tumor cells.
• HAI-1, MT1-MMP, TMPRSS13, matripatse and DESC1 were consistently

expressed by AM-1 cells.
• Compared to control cells, HAI-1 KD cells proliferated more slowly, but

showed significantly enhanced motility in vitro.

	
 
	
 

(2)	
 

AM-1 細胞株は RT-PCR 上、HAI-1、MT1-MMP、

TMPRSS13、matriptase、DESC1 に陽性であっ

た。	
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(3)	
 

si	
 RNA を用いて AM-1 細胞株の HAI-1 を一過

性にノックダウンすることで細胞増殖は低

下し細胞遊走能は亢進する事が明らかにな
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1N7 (mouse monoclonal Antibody)

HE ×100 HAI-1 ×100 HAI-1 ×200

Case no Age Sex Location Histological type Immunoreactivity location
1 37 M Mandible follicular membrane
2 26 M Mandible follicular membrane
3 53 M Mandible follicular membrane
4 30 F Mandible follicular membrane
5 21 M Mandible follicular membrane
6 36 M Mandible follicular membrane
7 74 F Mandible follicular membrane
8 30 F Mandible follicular cytoplasm
9 48 M Mandible plexiform membrane
10 65 F Mandible plexiform membrane
11 17 F Mandible plexiform membrane
12 17 M Mandible plexiform membrane
13 61 F Mandible plexiform membrane
14 11 M Maxilla plexiform cytoplasm

＜conclusion＞
• In 85.7% (12/14) of Ameloblastoma cases, membranous HAI-1

immunoreactivity was positive in > 20% of tumor cells.
• HAI-1, MT1-MMP, TMPRSS13, matripatse and DESC1 were consistently

expressed by AM-1 cells.
• Compared to control cells, HAI-1 KD cells proliferated more slowly, but

showed significantly enhanced motility in vitro.
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