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研究成果の概要（和文）：(1)がん細胞表層に結合したMMP-7の基質タンパク質として、Ｉ型膜タンパク質である
HAI-1を同定した。MMP-7はHAI-1を細胞膜近傍の部位で切断し、その細胞外領域を可溶性HAI-1(sHAI-1)として遊
離させることが判明した。
(2)MMP-7の作用により遊離したsHAI-1は細胞凝集を誘導する活性を持っていた。また、HAI-1細胞外領域の
141-249に相当するアミノ酸配列部分が細胞凝集誘導活性に重要であった。
(3) sHAI-1が細胞凝集誘導活性を発揮するためには、MMP-7のプロテアーゼ活性によりHAI-1以外の膜タンパク質
の切断修飾が必須であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：(1) We found that hepatocyte growth factor activator inhibitor type 1 
(HAI-1), a membrane-bound Kunitz-type serine protease inhibitor, is an MMP-7 substrate; MMP-7 
cleaves HAI-1 at the membrane-proximal region, and releases the extracellular region as soluble 
HAI-1(sHAI-1). 
(2) The released sHAI-1, but not the membrane-bound HAI-1, has an ability to induce cancer cell 
aggregation, and the HAI-1 region corresponding to amino acids 141-249 is essential for the cell 
aggregation-inducing activity. 
(3) A cell-surface cholesterol sulfate-independent proteolytic action of MMP-7 is critical for the 
sHAI-1-mediated induction of cell aggregation, whereas cholesterol sulfate is needed for the 
MMP-7-catalyzed generation of sHAI-1.

研究分野：生体医工学・生体材料学
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１．研究開始当初の背景 
	
 私達はこれまで、がん組織における細胞
外タンパク質分解に関する研究を幅広く行
ってきた。その中で、大腸がん細胞の表層
に結合したマトリックスメタロプロテアー
ゼ(MMP）-7 の活性により、細胞凝集が誘導
され、大腸がんの肝転移が顕著に促進され
ることを見出した。また、MMP-7 が、がん
細胞表層に存在するコレステロール硫酸と
特異的に結合し、特定の細胞表層タンパク
質を切断することで、細胞間接着を高める
ことを明らかにしてきた。 
	
 一方、国内外のがん転移研究において、
がん転移は増殖の速いがん細胞に転移能力
があるのではなく、がん組織内にごく少数
存在し、自己複製とがん細胞産生の両方の
能力を持つがん幹細胞が転移先臓器に生着
することではじめてがん転移が成立すると
いう見方が高まってきた。 
	
 以上の背景から、MMP-7 ががん幹細胞の
増殖・維持あるいは生着を促進し、がん転
移を促進する可能性が高いと考えた。また、
がん幹細胞の生着を促進するのであれば、
類似の特性を持つ正常幹細胞の生着も促進
するのではないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、MMP-7 により誘導される細
胞凝集から、がん転移促進に至る一連の分
子機序の解明を試みる目的で、まず、MMP-7
によって切り出されるがん細胞表層タンパ
ク質の同定を試みた。	
 
	
 次にこのタンパク質がどのような機序で
細胞間接着を誘導するのかを明らかにする
ため、細胞間接着活性部位の同定と、その
受容体の同定を試みた。これらを明らかに
し、がんの転移抑制剤の開発に繋げること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 MMP-7 が、がん細胞表層に存在するコレ
ステロール硫酸と特異的に結合し、特定の
細胞表層タンパク質を切断することで、細
胞間接着を誘導することが明らかになって
いる。 
	
 そこで、まず MMP-7 により切断され、細
胞凝集誘導に関わる細胞表層タンパク質の
同定を試みた。具体的な方法としては、が
ん細胞の表層タンパク質をビオチン化試薬
で標識した後、細胞表層のコレステロール
硫酸をメチルβ-シクロデキストリン処理
により除去した細胞と除去しない細胞を調
製した。これらを MMP-7 処理し、細胞培養
液中に遊離するビオチン標識タンパク質断
片を調べた結果、コレステロール硫酸存在
下でのみ MMP-7 によって遊離される断片を
発見し、これを、質量分析機を用いて同定
したところ、I 型膜タンパク質である
hepatocyte	
 growth	
 factor	
 activator	
 
inhibitor	
 type	
 1	
 (HAI-1)であることが判

明した。	
 
	
 MMP-7 による HAI-1 切断が実際に細胞凝
集誘導に関与するか否かを調べる目的で、
HAI-1 タンパク質の発現を shRNA により抑
制した細胞株や、HAI-1 分子内の MMP-7 切
断部位にアミノ酸置換を導入し、MMP-7 切
断耐性にした HAI-1 を強制発現させた細胞
株を作製して検討した。	
 
	
 HAI-1 の細胞外領域は種々のドメインか
ら構築されるが、HAI-1 分子内のドメイン
を欠損させた種々のリコンビナントタンパ
ク質を作製し、細胞凝集活性に重要なドメ
インの同定を試みた。また、HAI-1 細胞外
領域の受容体を同定する目的で、細胞凝集
活性に重要な HAI-1 の分子内ドメインを固
定化したアフィニティーカラムを作製し、
細胞膜画分から受容体の精製を試みた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 今回、プロテオミクスの手法を用いるこ
とにより、がん細胞表層のコレステロール
硫酸に結合した MMP-7 によって切断される
細胞表層タンパク質が HAI-1 であることを
つき止めた。また、MMP-7 によって切り出
されたHAI-1の細胞外領域（soluble	
 HAI-1,	
 
sHAI-1）が細胞間接着活性を持つが、切断
される前の HAI-1 にはその活性がないこと
を明らかにした。さらに、細胞間接着活性
を担う HAI-1 分子内の領域が 141-249 に相
当するアミノ酸配列部分に存在することを
明らかにした（図）。興味深いことに、sHAI-1
が細胞間接着を引き起こすためには、コレ
ステロール硫酸と結合していない MMP-7 が
細胞表層に作用することが必須であること
も判明した。	
 

	
 
	
 これらの成果から、sHAI-1 ががん転移抑
制のための新規標的分子と成り得ることが
示唆された。	
 
	
 一方、がん細胞表層の sHAI-1 受容体の同
定については、界面活性剤を用いて細胞膜
画分を可溶化すると、sHAI-1 と受容体との
親和性が顕著に低下すること等が障害とな
り、未だ同定に至っていない。しかし、MMP-7
によるがん転移促進に至る分子機序の全容
解明には本受容体の同定が必須であるため、
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今後、その同定を進める必要がある。	
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