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研究成果の概要（和文）：　細胞外プロテアーゼ活性は多細胞生物の生命現象に深く関与する。本研究では、上
皮細胞の細胞膜上に発現することが知られている膜結合型セリンプロテアーゼインヒビター、HAI-1(SPINT1)と
HAI-2(SPINT2)の生体内機能解析を遺伝子改変マウスモデル、培養細胞およびヒト病理標本を用いて行った。そ
の結果、これらのインヒビターが同じく細胞膜上に発現するセリンプロテアーゼの活性制御を介して消化管上皮
の完全性維持において必須の役割を有し、これらの機能の破綻は炎症、発がん、更にはがん悪性度亢進につなが
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Tight regulation of extracellular proteolysis has a crucial role for the 
homeostasis of multicellular organisms. In this project, we have explored the in vivo functions of 
membrane-anchored serine protease inhibitors, hepatocyte growth factor activator inhibitor-1 (HAI-1)
 also known as SPINT1 and HAI-2/SPINT2, by means of the analyses of mutant mouse models, cultured 
cells and patient-derived pathological tissues. As the results, we have revealed that HAI-1 and 
HAI-2-mediated tight regulations of membrane-bound serine proteases are essential in the integrity 
of intestinal epithelium. Indeed, disturbance of the HAI-mediated regulation systems resulted in 
enhanced inflammation, carcinogenesis and cancer progression. HAI-1 and HAI-2 are emerging key 
players in epithelial integrity and cancer.

研究分野： 実験病理学

キーワード： がん組織微小環境　上皮完全性　プロテアーゼ制御　膜結合プロテアーゼ　HAI-1/SPINT1　HAI-2/SPINT
2　PAR-2　腸管上皮

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究では、細胞膜結合型セリンプロテアーゼインヒビターHAI-2の条件付きノックアウトマウスを世界に先
駆け作成し、HAI-2が腸管上皮の維持に必須であることを明らかにした。また、この変異マウス由来の腸管上皮
オルガノイド培養が、先天性HAI-2（SPINT2遺伝子）変異患者の治療薬創薬に有用なアッセイ系となることも示
した。更に、類似のインヒビターHAI-1は腸発がんのサプレッサーであることを既に報告していたが、その分子
メカニズムを明らかにした。
　以上の結果は、細胞膜結合型セリンプロテアーゼインヒビターHAIによる上皮プロテアーゼ制御は、新たな腸
上皮完全性維持機構であることを示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 

Hepatocyte growth factor (HGF) activator inhibitor (HAI) 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

あり、HAI-1（遺伝子名 SPINT1）と HAI-2（遺伝子名 SPINT2）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し、その機能不全は胎盤形成不全、表皮

完全性と毛小皮形成の破綻、腸粘膜の炎症刺激感受性亢進と発がん亢進、そして、がん細胞

の浸潤や転移につながることを報告してきた。一方で、HAI-2 も広範に上皮組織に発現し、

その発現が一部の種類のがんにおいて顕著に減弱することを報告してきたが、HAI-2 の上

皮細胞における役割や生体内機能については不明な点が多い。近年になりヒト HAI-2
（SPINT2）遺伝子の先天的変異が、出生後に腸上皮に所謂“タフト形成性腸炎”を引き起

こし、予後不良で重症の先天性ナトリウム下痢症をもたらすことが報告された。このことは

HAI-2 が腸管上皮において重要な役割を持つ可能性を示唆している。 
 
HAI の標的プロテアーゼとしては（1）分泌型（HGF アクチベーターなど）と（2）細胞

膜結合型 (マトリプターゼ, ヘプシン, TMPRSS2, TMPRSS13, ヒト気道トリプシン様プ

ロテアーゼ [HAT]、プロスタシンなど) のセリンプロテアーゼが知られている。膜型の標

的プロテアーゼのうちプロスタシン以外は type II transmembrane serine protease (TTSP) 
ファミリーに属する。TTSP は約 20 種が報告されており、その多くは上皮細胞に発現する。

一方で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、あるいはその両方によって制御されると考えられる。云いかえれば、HAI 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 の成体内機能を解明するためにはヒト病理組織標本の検討のみならず、動物モデル

を用いた検証が望まれる。しかし、HAI-1 も HAI-2 もノックアウト（KO）マウスは胎生致

死となるため、conditional KOマウスを用いた解析が必要となる。我々は世界に先駆けHAI-

1 の conditional KO マウスの作成を行い、それを用いた解析結果を報告してきたが、HAI-
2 の conditional KO マウスについてはまだ報告がなかった。また HAI-1 の conditional KO
系を用いた腸管特異的 KO マウスで見出した、HAI-1 不全による腸発がん感受性亢進につ

いては、そのメカニズムが未解決であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、HAI-2 (Spint2) conditional KO マウスを世界に先駆けて作成し、HAI-2 の生

体内機能解明に踏み出すこと、また、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、発がんやがん進展にどのような意義を有するのか、その分子メカニズムを明らかに

することを目的としている。 

 
３．研究の方法 
 
（1）Conditional HAI-2 KO マウスを作成す

るために、マウス HAI-2 をコードしている

Spint2 遺伝子を LoxP サイトで挟んだターゲ

ティングベクターを作成し ES 細胞に導入し

遺伝子組み換えが生じた ES 細胞を選択し、

初期胚にインジェクションしキメラマウスを

得た（右図：Commun Biol 2:11, 2019）。 
こ の floxed HAI-2 (Spint2) マ ウ ス を

CreERT2 マウスと交配し、タモキシフェン誘



導性に HAI-2 を欠失可能な conditional KO マウス系を作成し、解析に用いた。また、この

マウスと floxed プロスタシン（Prss8）および floxed PAR-2（F2rl1)マウスの交配も行い、

これらとのダブルノックアウトが可能な系も作成した。 
 

（2）上記遺伝子変異マウスを用いて腸管上皮のオルガノイド培養を行い、HAI-2 欠損によ

る変化を in vitro でも検証し、この分子メカニズムを解析すると共に、この系を用いた HAI-
2 欠損による病態を抑制する薬物などをスクリーニングした。 
 
（3）HAI-1 の腸管特異的ノックアウトマウスでは Apc 変異に伴う腸管腫瘍形成が強く亢進

する。このメカニズム解明のため、低分子 NF-κB の効果、また PAR-2 KO マウスとの交配

の影響を検討した。 
 
（4）細胞周囲微小環境における HAI 機能不全が上皮系癌細胞の浸潤・転移に対する影響

を、人体材料（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 ないし

HAI-2 の発現制御を行った培養細胞を用いた検討によって解析した。 
 
（5）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）HAI-2 の生体内機能 
 生後 6 週のマウスにタモキシフェンを投与し HAI-2（Spint2）の欠失を誘導したところ、

すべてのマウスは 6 日以内に致死となった（右図：

Commun Biol 2:11, 2019）。解剖した結果、腸管粘膜

上皮が広範に障害され、上皮細胞の脱落と再生、

粘膜構造の改築、いわゆるタフト形成性腸炎に合

致する変化が生じていたことから、HAI-2 が腸上

皮正常性維持において必須であり、このマウスモ

デルがヒト先天性 HAI-2（SPINT2）遺伝子変異に

よって生じる病態の良いモデルとなることが示さ

れた。 
 
（2）オルガノイドを用いた HAI-2 機能解析 

 上記マウス小腸を用いてオルガノイド培養を行い、タモキシフェン誘導性に HAI-2（Spint2）
遺伝子を欠失させたところ、欠失によりオルガノイドの崩壊が生じた。すなわち、オルガノ

イドモデルは腸上皮における HAI-2 の機能を解析するための in vitro モデルとなり得る。こ

れを用いた検討の結果、HAI-2 機能喪失は EpCAM の切断をもたらし、claudin-7 の不安定化

と消失が生じることを証明した。このオルガノイド崩壊と EpCAM 切断はアプロチニンで抑

制できたことから、HAI-2 欠損に伴うセリンプロテアーゼの過剰活性が腸上皮破綻の原因で

ある。更に検討を進め、オルガノイド崩壊と EpCAM 切断はマトリプターゼの特異的低分子

阻害剤で抑制できること、またプロスタシン遺伝子（Prss8）を同時に KO することでも抑

制できることを証明した。プロスタシンがマトリプターゼを活性化することが知られてい

ることから、HAI-2 がプロスタシン→マトリプターゼのカスケードを制御し、腸上皮の完全

性維持に働いていると考えられる。また、このオルガノイドモデルは未だ治療がない先天性

HAI-2（SPINT2）変異による重症腸炎の治療薬開発に有用なアッセイ系として期待できる。 
 
（3）HAI-1 の腸管特異的ノックアウトマウスでは Apc 変異に伴う腸管腫瘍形成が強く亢進

するが、この現象は低分子 NF-kB 阻害剤 DHMEQ の投与により抑制できることを見出し

た。更に、PAR-2 の同時に KO することでも抑制可能で、PAR-2 の KO は VEGF の発現と



血管新生の亢進も抑制した。これらのことは、HAI-1 機能不全の結果、細胞周囲のトリプシ

ン様プロテアーゼの活性亢進が生じ、それが PAR-2 活性化を介して NF-kB シグナルの活

性化や VEGF 発現亢進をもたらして、発がんプロモーションが生じることを示している。 
 
（4）培養ヒト口腔扁平上皮癌細胞と線維芽細胞を用いた検討で、癌細胞 HAI-1 の発現低下

に伴って、その培養上清中に線維芽細胞の遊走刺激活性が生じることを示した。この現象は、

癌細胞に刺激されて発現した線維芽細胞 PAR-2 の活性化を介して生じていた。実際、ヒト

口腔癌切除標本では癌随伴線維芽細胞(CAF)にPAR-2が発現していた。詳細な解析の結果、

HAI-1 機能不全によって癌細胞由来の活性型マトリプターゼのシェディングが亢進し、線

維芽細胞の PAR-2 活性化を介した CAF のリクルート亢進が生じることを明らかにした。

また、グリオーマのグリオブラストーマへの進展に伴って HAI-2（SPINT2）遺伝子が高度

にメチル化し、HAI-2 の発現が失われ、腫瘍細胞の浸潤性増殖が亢進することを報告した。 
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