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研究成果の概要（和文）：MMP-2 (matrix metalloproteinase-2)は細胞外基質を分解する酵素であり、癌の浸潤転移に
おいて重要な役割を果たしている。MMP-2は不活性型（プロ型）で細胞から分泌された後に、細胞表面に結合して活性
型となる。生細胞の全細胞表面におけるタンパク質分泌動態の可視的定量という特長を有する「分泌タンパク質のビデ
オレート生物発光イメージング法」を開発し、MMP-2分泌動態を解析した結果、遊走がん細胞の進行方向先端側におけ
る積極的な分泌動態が示された。また、構成性分泌における連続的な開口分泌機構の存在、細胞底面の特定箇所におけ
る分泌部位と細胞表面結合部位の形成が示唆された。

研究成果の概要（英文）：MMP-2 is one of the enzymes in degradation of basement membrane collagen and has a
 major role in cancer cell invasion. MMP-2 is secreted as the inactive pro-form, and the inactive pro-form
 of MMP-2 binds on the cell surface, and then active MMP-2 is produced. We have established a method of vi
deo-rate bioluminescence imaging to visualize exocytotic protein secretion from a single living cell. This
 bioluminescence method has advantages for estimation of time-dependent changes of the amount of secreted 
protein and or visualization of protein secretion over the whole surface of a cell. As a result, we demons
trated that the repeated secretion of MMP-2 from specific sites at the leading edge of the cell. The analy
ses of bioluminescence video images of MMP2-GLase showed repeated secretion of MMP-2 from specific sites a
t the leading edge and bottom side of the cell, suggesting that the sites of MMP-2 secretion differ from t
he MMP-2 binding sites.
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１．研究開始当初の背景 
 癌細胞の浸潤転移抑制は、癌治療における
重 要 な 課 題 で あ る 。 MMP-2 (matrix 
metalloproteinase-2)は基底膜の IV 型コラ
ーゲンを分解する主要な酵素である。多くの
癌細胞において、MMP-2 は移動方向の先導端
で高いプロテアーゼ活性を示し、基底膜を破
壊して転移する上で重要な役割を果たして
いる。MMP-2 はプロ型（不活性型）として分
泌され、TIMP-2 との結合を介して細胞表在プ
ロテアーゼ MT1-MMP（MMP-14）により活性化
される。これまでに、MMP-2 および MT1-MMP、
TIMP-2 の分泌機構はほとんど不明なままで
ある。MMP-2 に依存した癌細胞の遊走・浸潤
機構を理解し、創薬の可能性を広げる上では、
MMP-2 関連タンパク質の分泌機構を解明する
ことは重要と考えられる。 
 MMP-2、TIMP-2 を含めたシグナルペプチド
を有する分泌型タンパク質は、小胞体内腔で
合成されて小胞輸送によりゴルジ装置を経
て細胞膜へと運ばれ、開口分泌（エキソサイ
トーシス）により細胞外へ放出される
（MT1-MMP などの細胞膜貫通型タンパク質は
細胞表面に提示される）。癌細胞の遊走・浸
潤におけるタンパク質の極性輸送と開口分
泌を解析するためには、単一生細胞の全細胞
表面におけるタンパク質分泌動態を解析す
る手法が必要である。 
 我々は、分泌型ルシフェラーゼをレポータ
ーとして、動物培養細胞のタンパク質分泌動
態を発光により可視化する“生物発光イメー
ジング法”を独自に開発してきた。本手法の
原理は、生細胞から開口分泌によりルシフェ
ラーゼ（発光酵素）が分泌された瞬間、細胞
培養液に添加してあるルシフェリン（発光基
質）と反応して生ずる微弱な発光を、高感度
カメラを備えた顕微鏡システムで検出する
ものである。この可視化法は、細胞表面に開
口分泌されたタンパク質分子のみを発光シ
グナルとして検出することから発光強度に
よるタンパク質分泌量の定量解析が可能で
あり、また単一生細胞の細胞表面全体を解析
できる利点がある。 
 我々は、タンパク質分泌動態を可視化する
上での最大の課題となっていた、生物発光画
像取得における時空間分解能を向上させる
ことに取り組んできた。その過程で、分子量
最小（シグナルペプチドを除いて 16.8kDa）
かつ高い発光活性を示す分泌型ルシフェラ
ーゼである Gaussia Luciferase (GLase)が有
用なレポータータンパク質であることを示
し  (Suzuki et al, FEBS Lett. 581: 
4551-4556, 2007)、MMP-2 を含めた多種のタ
ンパク質の分泌動態解析に広く適用して、創
薬研究に応用できる可能性を見出した。 
 
２．研究の目的 
 生細胞の全細胞表面におけるタンパク質
分泌動態の可視的定量という特長を有する、
独自に開発した「タンパク質分泌の生物発光

イメージング法」をさらに改良しながら、遊
走癌細胞におけるMMP-2とその活性化関連タ
ンパク質の分泌動態、開口分泌から活性化複
合体形成に至る局在性、およびその制御機構
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 GLaseをレポーターとしてEM-CCDカメラで
発光シグナルを検出することで、開口分泌に
より細胞外に放出されるGLaseの発光シグナ
ルを0.03-0.5秒/フレームのビデオ画像とし
て可視化できた。この「分泌タンパク質のビ
デオレート生物発光イメージング」により、
MMP-2 関連タンパク質の分泌動態を解析した。 
 具体的には、MMP-2 を内因性に発現する
HeLa 細胞に GLase(K17-D185)融合 MMP-2
（MMP2-GLase）を発現させて解析した。同様
に、MT1-MMP、TIMP-2 についても GLase 融合
タンパク質を発現させて解析した。発現させ
た GLase 融合タンパク質の性質ついては、ウ
ェスタンブロット、蛍光抗体染色、およびル
ミノメーターによる発光酵素活性の測定に
よる解析を行った。 
 生物発光イメージングでタンパク質分泌
動態を検出するために、以下の条件で実験を
行った。EM-CCD カメラ（浜松ホトニクス製）
は、水冷モードで CCD の-80℃冷却を行い、
フォトンイメージングモード(=1)で撮影す
ることにより、高解像度条件下（ビニング: 1 
x 1；1 pixel=16 µm）の生物発光観察として
は速いフレームレート（１フレームあたり
0.5 秒以内の露光時間）で、微弱発光シグナ
ルを可視化した。また、電動顕微鏡（オリン
パス製）は、電動制御のための顕微鏡内部の
赤外光を遮断するフィルターをカメラ接続
部に備えたものを使用し、高い開口数
(NA1.30-1.49)の 40-100 倍対物レンズ（オリ
ンパス製）を使用した。また、室内光や PC
モニターなどの外部光を遮断して細胞の微
弱発光のみを検出するために、顕微鏡本体は
簡易暗箱の中に設置した。 
 
４．研究成果 
 最初に、GLase および MMP2-GLase の生化学
的な解析を行った。ウェスタンブロット解析
の結果から、MMP2-GLase は、内因性 MMP-2 お
よび過剰発現 MMP-2、FLAG タグ融合 MMP-2 
(MMP2-FLAG)と同様に、プロ型で分泌され、
プロセシングを受けた活性化型として細胞
表面に結合していることが示唆された。また、
蛍光抗体染色解析により MMP2-GLase と
MMP2-FLAG は小胞体-ゴルジ装置の小胞輸送
経路に共局在することが示唆された。これに
より、HeLa 細胞において、MMP-2 の C末端に
GLase を融合させたタンパク質プローブ
(MMP2-GLase)は、内因性および強制発現させ
た 野生型 MMP-2 や MMP2-FLAG と同様に、プ
ロ型で分泌され、正しくプロセシングされる
と考えられた。以上から、MMP2-GLaseは MMP-2
分泌の適切なレポータータンパク質である



と考えられた。 
 ルミノメーターを用いた MMP2-GLase の発
光解析では、GLase 単体と同様に、発光基質
であるセレンテラジン添加直後に高い発光
活性を示し、経時的に徐々に発光活性が低下
した。セレンテラジンの濃度が低いとき(1 
µg/ml 以下)では最大発光活性が低いものの、
発光活性の低下が遅かった。これらの結果に
基づくと、生物発光イメージングにおいて、
一過性に出現して数秒以内に拡散する開口
分泌を観察する上では、3-5 µg/ml 程度のセ
レンテラジン濃度で比較的速いフレームレ
ートが適していると考えられた。また細胞表
面結合タンパク質を持続的に観察する上で
は、低濃度のセレンテラジンで比較的遅いフ
レームレート（フレームあたりの露光時間が
長い）の条件が適していると考えられた。こ
のように、GLase をプローブとして開口分泌
と細胞表面結合のタンパク質を可視化する
ための、生物発光イメージングに適した発光
基質セレンテラジンの濃度を決定した。 
 次に、HeLa 細胞に発現させた MMP2-GLase
のビデオレート生物発光イメージングを行
った（開口数 1.3 の 40 倍油浸対物レンズを
使用）。セレンテラジンを培養液に加えて 20
秒後から露光時間 0.5 秒/フレームの発光ビ
デオ画像を取得したところ、画像取得直後か
ら定常的に存在して徐々に消光する発光ス
ポットと、一過性に出現し数秒以内に拡散す
る発光スポットの２種類が観察された。定常
的な発光スポットの経時的な発光量の低下
は、ルミノメーターで測定した発光活性低下
曲線に一致することから、細胞表面に結合し
た MMP2-GLase が集積する微小領域（直径約 3 
µm）の発光シグナルと考えられた。その一方
で、一過性の発光スポットは開口分泌中の
MMP2-GLase の発光シグナルと考えられた。こ
のように、細胞表面に結合した MMP-2 と分泌
された MMP-2 という２つの異なるタイプの
MMP-2 分子をリアルタイムに可視化すること
ができた。 
 細胞表面に結合した MMP2-GLase が消光し
た後の発光画像を用いて、MMP2-GLase の開口
分泌シグナルを解析した。遊走HeLa細胞は、
先導端ラッフル膜からの積極的な開口分泌
を示した。特に、先導端に沿う一過性の連続
性の開口分泌を示す頻度が高いことから、脱
分極刺激非依存性の、構成性分泌における連
続的な開口分泌機構の存在が示唆された。ま
た、遊走細胞の先導端と退縮端における特定
の領域から繰り返し開口分泌が観察された
ことから、細胞表面には MMP-2 開口分泌のホ
ットスポット（直径約 2.5 µm）が多数形成さ
れることが示唆された。また、100 倍対物レ
ンズ（開口数 1.45）を用いて 0.5 秒の露光時
間で発光ビデオ画像を取得し、開口分泌の頻
度を解析した結果、先導端周辺では１分間に
数十回程度の開口分泌が起こっていた。 
 さらに、細胞の底面から上方まで焦点面を
移動しながら解析した結果（60 倍対物レンズ、

開口数 1.35 を使用）、単体の GLase を発現さ
せた場合は、細胞上方に向けて迅速に拡散さ
れるのに対して、MMP2-GLase は細胞基底側か
ら徐々に拡散された。MMP-2 が繰り返し分泌
される部位と、分泌された MMP-2 が細胞表面
に結合する部位は、基底側の特定箇所に形成
され、両者の分布は異なることが示唆された。 
 MMP-2 活性化タンパク質である MT1-MMP
（MMP-14）について、GLase 融合 MMP-14
（MMP14-GLase）を作出した。また、MMP-2 と
MMP-14 の結合に必要な分泌タンパク質
TIMP-2に関してもGLase融合タンパク質を作
出した（TIMP2-GLase）。MMP14-GLase または
TIMP2-GLaseを発現させたHeLa細胞において
生物発光イメージングを行った結果、両者共
に、MMP2-GLase と同様、遊走細胞の先導端か
ら分泌される様子が可視化された。また、野
生型 MMP-14 と MMP2-GLase を共発現させた
HeLa細胞とMMP-14の発現量が高いHT1080細
胞に MMP2-GLase を発現させた場合、細胞表
面に結合した MMP2-GLase がほとんど観察さ
れなかった。1 分子の MMP-2 を活性化するに
は MMP-14 が 2 分子必要とされており、細胞
表面に結合した MMP2-GLase が集積する微小
領域の発光シグナルは、MMP-2 活性化部位で
あることが示唆された。 
 本研究により、我々は、「分泌タンパク質
のビデオレート生物発光イメージング法」を
確立し、MMP-2 の分泌動態を明らかにした。
生細胞の細胞膜近傍におけるタンパク質動
態を可視化する上では、全反射蛍光（TIRF）
イメージング法が主流であり、ガラスボトム
ディッシュのガラス面に接着した細胞膜に
おいて、開口分泌に至る前の小胞分泌動態を
観察できる。また、2 光子励起蛍光イメージ
ング法も開口分泌動態の可視化に応用され
ており、細胞間隙への蛍光物質の流入を利用
して開口分泌中の小胞形態を観察できる。こ
のような蛍光イメージング法に対して、我々
の確立した生物発光イメージング法は、開口
分泌現象を解析する上で同等の時空間分解
能を得ることができ、全細胞表面の解析と、
経時的な発光強度変化に基づく分泌量の変
動解析という、蛍光法とは異なる利点がある。
この利点を生かして、MMP-2 極性分泌部位の
局在性を可視化することに成功した。細胞内
のタンパク質分子を検出すること無く、細胞
表面外側のタンパク質分子（開口分泌と細胞
表面結合したタンパク質分子）を生細胞でリ
アルタイムに検出できるイメージング法は
他に例が無い。このような特長から、我々の
開発した生物発光イメージング法は、有用性
と波及効果の高い手法として期待できる。 
 本研究は、MMP-2 の分泌局在や分泌制御に
ついて、新たな知見と示唆を提供した。今回
の MMP-2 分泌動態についての研究成果は、今
後のMMP-2関連タンパク質の分泌機構の基礎
的研究と、分泌機構を標的とした癌治療の創
薬研究において、有効に活用することができ
ると考えられる。 
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