
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年６月１４日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）： がんの悪性進展においてがん周囲の微小環境因子が重要な役割を果

たしている。本研究では基底膜の細胞接着分子ラミニン 332（Lm332）がプロテアーゼの限定分

解を受けて可溶型分子となり、がん細胞の移動を促進することが明らかになった。また、がん

細胞が間質に浸潤すると Lm332 の構成鎖の一つであるγ2 鎖が単独で過剰に発現し、この分子

ががんの浸潤性増殖を促進することが示された。さらに本研究において、腫瘍血管では発現が

抑制される、血管特異的新規ラミニン分子ラミニン 3B11 が発見された。一方、がんの悪性進展

や転移に関与するマトリックス分解酵素 MMP7 はコレステロール硫酸を介して細胞膜に結合し、

細胞膜タンパク質や Lm332 などを分解し、がん転移を促進すると考えられた。これらの因子は

抗がん治療の有望な標的分子と考えることができる。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Tumor microenvironments play important roles in tumor progression. The 

present study demonstrated that the cell adhesion protein laminin-332 (Lm332; α3β3γ2) in the basement 

membrane was converted to a soluble factor capable of strongly promoting tumor cell migration by a 

proteolytic cleavage of its γ2 chain (Lmγ2). We previously showed that Lmγ2 is solely overexpressed 

when carcinoma cells invade into stroma. Here, we found that the Lmγ2 expression was induced by 

TGF- or some other factors and promoted invasive growth of tumor cells in vivo. Furthermore, we 

found a novel vascular laminin, laminin-3B11, that was down-regulated in tumor vasculature. The 

matrix metalloproteinase matrilysin (MMP7) is frequently overexpressed in many types of human 

cancer and involved in tumor progression and metastasis. Our results suggested that MMP7 might 

enhance tumor metastasis by binding to cholesterol sulfate of cell membrane and then cleaving cell 

surface proteins and Lm332. Lmγ2 and MMP7 seem to be good targets for anti-cancer treatments. 
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１．研究開始当初の背景 

 近年、がんの悪性進展においてがん細胞

周囲の微小環境因子が重要な役割を果た

すことが広く認識されている。このような

因子の一種として、基底膜の細胞接着分子

であるラミニンやマトリックス分解酵素

である MMPs の重要性が既に 1980 年代か

ら注目されてきた。しかし、これらの細胞

外マトリックス（ECM）分子のがん細胞増

殖に対する具体的な作用はいまだ不明確

である。私たちはこれまで、ラミニン 332

（旧称ラミニン 5、以下 Lm332）、マトリ

ライシン（MMP7）、腫瘍血管に発現する

TAF/IGFBP-rP1 を見いだし、がんの悪性

増殖におけるそれらの重要性を指摘して

きた。例えば、Lm332 は効果的な細胞接

着と強い細胞運動活性をしめす ECM タン

パク質で、多くのヒトがん細胞によって産

生される。一方、MMP7 は正常上皮での発

現は殆ど見られないが、大腸がん、膵がん

などで高発現し、がん化や転移との関係が

示唆されている。これらの ECM 分子の作

用機構を明らかすることは、がんの悪性増

殖機構を理解する上で、また、その制御法

を開発する上で重要と考えられる。 

 

２．研究の目的 

これまでに私たちは、基底膜の重要な接

着分子である Lm332（α3β3γ2）がインテ

グリンα3β1 などに作用して細胞の接着

と運動を促進すること、多くの上皮内がん

は Lm332 を含む腫瘍基底膜をもつが、浸

潤先進部の細胞はその合成能を失い、その

構成鎖の一つであるγ2 鎖（Lm-2）を過

剰に発現すること、などを明らかにした。

さらに、がん細胞が産生するマトリライシ

ン（MMP7）やマトリプターゼなどのプロテ

アーゼ、および一部のがん細胞が分泌する

細胞接着分子 TAF/IGFBP-rP1 が、がん細胞

の増殖、浸潤、転移などを調節することを

示してきた。MMP7 に関しては、本酵素がが

ん細胞膜に結合し、その転移性を高めるこ

とが明らかになっている。本研究では特に

Lm332 と MMP7 に注目しながら、これらの

ECM 分子がどのようにがんの悪性増殖、特

に浸潤性増殖や転移に関与するかを明ら

かにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Lm332 はα3、β3、γ2鎖からなる、

分子量約 50 万の複合タンパク質である。各

鎖の cDNA あるいはその変異体を HEK293 細胞

に導入した Lm332発現細胞を既に樹立してい

る。これらの細胞から Lm332 と変異体を精製

し、実験に用いた。また、γ2鎖 cDNA を単独

でヒト膀胱がん細胞 T-24 に導入し、Lmγ2 強

制発現細胞（Lmγ2-T24）を作製し、動物実

験に用いた。 

（２）マトリライシン（MMP7）に関しては、

大腸菌で天然型および変異型 MMP7 の組換え

タンパク質を発現させ、精製した。これらの

酵素を用いて、細胞膜への結合様式や作用を

解析した。 

 

４．研究成果 

（１）ラミニン 332（Lm332）の役割：Lm332

は細胞の接着と運動を促進する。この一見矛

盾する作用は、γ2 鎖短腕部分がプロテアー

ゼにより切断されることにより調節されるこ

とが明らかになった。すなわち、γ2 鎖が限

定切断された Lm332 は非切断型 Lm332 に比べ

て細胞接着活性が低下し、逆に運動促進活性

が上昇することが判明した。このようなγ2

鎖の作用は最もＮ末端側に存在するドメイン

V が細胞膜のシンデカン 1 に結合することに

よると考えられた。さらに最近、Lm332 が ECM

に蓄積されるためにはγ2 鎖短腕が必要であ

り、切断型Lm332は ECMに蓄積されないこと、

一方 ECM に蓄積された非切断型 Lm332 は非常

に強く細胞を接着させ、細胞運動を抑制する

ことが明らかになった。以上の結果から、基

底膜の浸潤過程で、Lm332 はプロテアーゼの

切断を受けて可溶型 Lm332 となってがん細胞

の浸潤を促進すると考えられる。 

（２）ラミニンγ2鎖モノマ－（Lmγ2）の役

割：間質に浸潤したがん細胞は Lm332 の合成

能が低下するが、γ2鎖をモノマ－（Lmγ2）

として過剰発現する。In vitro の実験におい

て、ヒト肺がん細胞 A549 などの細胞に TGF-

βや TNF-αを作用させて上皮-間葉変換（EMT）

を誘導させると、線維芽細胞様の形態への変

化に伴って Lmγ2 が誘導されることが明らか

になった。また、Lmγ2 が間質の接着分子で

あるフィブロネクチンに接着したがん細胞の

運動性を亢進することを見いだした。一方、

Lmγ2を強制発現させた T-24 ヒト膀胱がん細

胞（Lmγ2-T24）はヌードマウス体内でコント

ロール細胞（Mock-T24）に比べて高い浸潤性



増殖を示すことを見いだした。さらに最近、

Lmγ2-T24 細胞は Mock-T24細胞に比べて効

率よく血管内皮細胞層下に浸潤すること、

同様な効果は精製 Lmγ2 タンパク質を添加

したときの Mock-T24 細胞でも見られた。以

上の結果から、α3鎖、β3 鎖と異なり、Lm

γ2 は間葉系細胞に誘導されるがん浸潤お

よび EMT マーカーであり、がんの間質内浸

潤を促進することが示された。また、Lmγ2

ががん細胞の血管内浸潤、ひいては血行性

転移を促進する可能性が明らかになった。 

（３）上皮基底膜の Lm332 の構成鎖である

α3、β3、γ2 鎖は全て N 末端が短縮型で

ある。このα3 鎖には、splicing variant とし

て長鎖型のα3B 鎖が存在することが知ら

れていた。本研究ではα3B 鎖をもつ新規長

鎖型ラミニン分子ラミニン 3B11 (Lm3B11)

（α3Bβ1γ1）が正常組織の血管に存在す

ることを見いだすとともに、組換え型

Lm3B11 タンパク質を調製し、そのユニー

クな性質を明らかにした。さらに、Lm3B11

は腫瘍組織の血管では殆ど発現が見られな

かった。Lm3B11 の発現誘導が腫瘍血管の

正常化、ひいてはがん増殖抑制を促進する

可能性が考えられる。 

（４）マトリライシン（MMP7）は他の MMP

と異なり、間質細胞では発現されず、上皮

系がん細胞や腫瘍血管内皮細胞が特異的に

産生する。活性型の MMP7 ががん細胞表面に

結合し、未同定の細胞膜タンパク質を切断

して、細胞凝集を促進すること、また細胞

膜に MMP7 を結合したがん細胞は非結合細

胞に比べて効率的に転移することを報告し

た。本研究では、MMP7 が細胞膜のコレステ

ロール硫酸に結合すること、およびこの結合に

重要な 7 つのアミノ酸残基を明らかした。また

MMP7 ががん細胞膜上の annexin-II や C 型

レクチン分子 CLEC3A を分解することを見

いだした。さらに可溶型 MMP7 は精製 Lm332

を殆ど分解しないが、コレステロール硫酸

の存在下では効率よく分解し、Lmγ2 断片

などを遊離させることが明らかになった。

これらの結果から、細胞膜のコレステロー

ル硫酸に結合した MMP7 は、細胞膜タンパク

質や ECM タンパク質を効率よく切断し、が

ん転移を促進するものと考えられる。 

（５）これまでに、アルツハイマー病の原

因分子であるβアミロイドタンパク質前駆

体（APP）分子内に MMP2（ゼラチナーゼ A）

特異的阻害領域（10 アミノ酸）が存在する

ことを明らかにしている。MMP2 と MMP7 の

部分構造からなる種々のキメラ酵素を利用

することにより、APP 由来インヒビターの

MMP2 選択性に関与する酵素側のアミノ酸残基

を明らかにするとともに、MMP2 と APP 由来イ

ンヒビターの相互作用の様式を明らかにする

ことができた。最近この知見をもとにより強

力な MMP2 特異的インヒビターを開発した。 
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