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研究成果の概要：ADAM28は乳癌や肺癌組織で高発現する分子であるが、その機能はよくわかっ

ていない。本研究では、酵母two-hybrid法を用いてADAM28の新規基質としてvon Willebrand 

factor (vWF)を見出した。さらに癌細胞で高発現するADAM28が血中でvWFと結合し分解するこ

とにより、癌細胞はvWF誘導のアポトーシスから回避され癌細胞浸潤転移が促進することが明

らかとなった。 
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１． 研究開始当初の背景 
我々は、これまでにヒト乳癌組織や乳癌細胞
株において12種類のプロテアーゼ型ADAM分
子のスクリーニングにより、ADAM28が癌細胞
で選択的に高発現し癌細胞増殖と正の相関

を示すとともに、ADAM28によるIGFBP-3の分
解により乳癌細胞増殖を促進することを実
証してきた。さらに、ADAM28を検出する高感
度ELISA系を確立し、ヒト肺癌患者検体では、
癌組織・血中・尿で検出され肺癌の診断や病
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勢のモニター法として有望であることを見
出している。また、我々の研究グループでは、
肺癌での ADAM28発現レベルは癌細胞増殖の
みならず、転移と正の相関を示すことを証明
しており、現在までにクローニングされた
ADAM分子のうちでも、特に ADAM28がヒト癌
細胞の増殖・浸潤・転移に深く関与すること
が明らかとなってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、癌細胞増殖・浸潤・転移への関
与が注目されている ADAM分子の中でも
ADAM28にターゲットを絞り、ADAM28新規基
質候補分子の分解とその意義について生化
学・分子生物学的に検討し、癌細胞増殖・浸
潤・転移における ADAM28の機能を明らかに
する。 
 
３． 研究の方法 
(1) ADAM28とvWFの特異的結合の証明: 
精製したヒト血漿由来vWFをプレート上に固
相化し、ヨードラベルした ADAM28との結合
アッセイにより、ADAM28とvWFの結合を決定
する。またこの結合が抗 vWF抗体や非標識
ADAM28との処理により、阻害されるのか検討
し、結合の特異性を証明する。 
 
(2) ADAM28によるvWF分解と切断部位 
決定：精製したヒト血漿由来 vWFと活性型
ADAM28を 37℃、20時間で反応後、還元状態
で電気泳動（SDS-PAGE; 5-20%グラジエント
ゲル）を行い、vWFマルチマーが低分子化す
るのかどうか検討する。その後、分解産物の
N末アミノ酸シークエンスにより切断部位を
決定する。 
 
(3) ADAM28処理・未処理vWFによる肺癌 
細胞株(PC-9)のアポトーシス誘導の検討：
ADAM28を高発現する肺癌細胞株(PC-9)を
種々濃度の vWF存在下・非存在下で培養し、
細胞死検出ELISAキット(Roche社)でアポト
ーシス細胞を検出する。 
 
(4) vWF誘導性癌細胞アポトーシスのメカ 
ニズム解析：vWF誘導性のPC-9細胞のアポト
ーシスが、癌細胞上にあるD,,bE�� DvE�イン
テグリンを介しているのか検討するために、
インテグリン(D,,bE�� DvE�)抗体やインテグ
リン(D,,bE�� DvE�)の siRNAを用いてアポト
ーシスが抑制されるのか検討する。また、vWF
によりp53のリン酸化やcaspase-3の活性を
イムノブロットで検討する。 
 
(5) マウス癌転移モデルにおけるADAM28 
の癌転移促進作用の検討：PC-9細胞にレンチ
ウイルスを用いてルシフェラーゼを恒常的
に発現させる安定細胞株(PC-9 Luc)を作製す

る。その細胞を NOD/SCIDマウスの尾静脈か
ら注入後、2週間と 3週間後にルシフェリン
を投与し、癌細胞転移を IVIS imageing 
systemを用いてモニターする。また、PC-9 Luc

細胞を shRNAで ADAM28の発現を恒常的にノ
ックダウンさせた細胞PC-9 Luc/ADAM28-細胞を作
製し、マウスの尾静脈から注入する。PC-9 Luc

細胞と PC-9 Luc/ADAM28-細胞における肺転移能、
転移腫瘍の大きさを比較・検討する。 
 
４． 研究成果 
ADAM28の浸潤・転移に関わる分子をクローニ
ングするために酵母 two-hybrid systemを行
ったところ ADAM28結合蛋白質の候補として
vWF (von Willebrand factor)を見出した。
我々の実験結果から、proADAM28と vWFは結
合するのみならず、活性型 ADAM28は vWFマ
ルチマーを低分子化することが明らかとな
った。vWFの分解酵素としてADAMTS13が知ら
れているが、N末アミノ酸シークエンスの結
果、ADAM28はvWFをADAMTS13とは別の部位
で切断していた。ADAM28高発現肺癌細胞株
（PC-9）をvWFで処理したところ、アポトー
シスは観察されないが、ADAM28の発現や活性
を抑制するため、細胞をあらかじめ合成ADAM
の阻害剤(KB-R7785)や ADAM28の中和抗体、
ADAM28siRNA処理により、vWF誘導性アポト
ーシスが促進した。また、vWFで処理したPC-9
培養上清でvWF分解が促進していたが、同様
にADAMの阻害剤(KB-R7785)やADAM28の中和
抗体、ADAM28siRNA処理により、vWFの分解
が抑制された。さらに、ADAM28の癌細胞浸
潤・転移への関与をin vivoで証明するため
にルシフェラーゼを恒常的に発現させた
ADAM28高発現安定細胞株(PC-9Luc)をマウス
の尾静脈から注入し、ルシフェリン投与後そ
の発光を体外から計測して癌細胞の浸潤・転
移を経時的、定量的にモニタリングを行った
ところ、2週間で肺に 3週間では大腿骨に癌
細胞の集積が観察された(図1)。 
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図１．ADAM28高発現細胞株 PC-9Lucの癌転
移像:恒常的にルシフェラーゼを発現させ
た ADAM28高発現安定細胞株(PC-9Luc)をマ
ウスの尾静脈から注入すると 2週間、3週
間後に肺と大腿骨での集積が見られる。 
 
 
 
さらに、ADAM28の発現を恒常的にノックダウ
ンした細胞(PC-9 Luc/ADAM28-)をマウスに注入す
ると癌転移が 80%-90%抑制された。以上のこ
とから、ADAM28は癌細胞の浸潤・転移におい
て重要な役割を果たしており、ADAM28は血中
でvWFと結合すると癌細胞表面でvWFを分解
し、vWF誘導性のアポトーシスを回避するこ
とで癌細胞浸潤・転移促進に働く可能性が示
唆された（図2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.ADAM28による vWF分解を介した癌転移
機構：vWFマルチマーは血中で癌細胞と結合
してアポトーシスや免疫系の細胞を介して
クリアランスに作用する①。しかし、ADAM28
高発現癌細胞では ADAM28が vWFを分解し、
癌転移を促進することが予想される②。 
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http://www.coe-stemcell.keio.ac.jp/jp/m
ember/y_mochizuki.html 
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