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研究成果の概要（和文）：（１）結晶構造解析により、10 残基ペプチドインヒビターAPP-IP の

MMP-2 選択的活性阻害様式を明らかにした。（２）MMPs に対する生理的インヒビターTIMP-2 と

APP-IP とを組み合わせることで、MMP-2 に対し、強力かつ高い特異性を持つインヒビターの設

計に成功した。（３）コレステロール硫酸による MMP-7 基質特異性変換機構を解明し、このメカ

ニズムを応用した MMP-7 選択的阻害剤開発の手掛かりを得た。 

 

研究成果の概要（英文）：(1) We determined the crystal structure of the catalytic domain 
of MMP-2 in complex with decapeptide inhibitor APP-IP, and clarified its mode of the 
MMP-2-selective inhibition. (2) We designed a highly selective and strong inhibitor 
against MMP-2 by combining the MMP-2-selective peptide inhibitor APP-IP and physiological 
MMPs inhibitor TIMP-2. (3) We clarified the mechanism of the cholesterol sulfate-mediated 
alteration of the substrate preference of MMP-7; clarification of the mechanism provides 
the clue to develop MMP-7-selective inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 

 悪性のがん組織では、マトリックスメタロ

プロテアーゼ（MMPs）が高発現し、がん細胞

の浸潤・転移に寄与している。しかしながら、

ヒトで見出されている 24種の MMPs の全てが、

がんの浸潤・転移を促進するのではなく、特

異性の低い阻害剤によって標的以外の MMPs

が阻害されると、がんの転移を助長する可能

性や、副作用が現れることが示唆されていた。

事実、研究開始当初までに開発された多くの

MMPs インヒビターはいずれも特異性が低く、

臨床試験の過程で、がんの抗転移剤としての
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効果が明確ではない場合や、確認された様々

な副作用が原因となり、がん治療薬としての

利用に至っていなかった。したがって、標的

MMPs に対し、高い特異性を持つインヒビター

の開発が重要であると考えた。 

 ところで、MMPs の一つである MMP-2 は、が

んの浸潤・転移に対し促進的に作用すること

が示唆されており、がん治療の良好なターゲ

ット分子であるが、私達は、β-アミロイド

前駆体タンパク質(APP)が MMP-2 に高い選択

性を持つインヒビター領域を持ち、その領域

が APP 分子内の ISYGNDALMP 配列（APP-IP と

命名）に局在することを見出していた。 

 一方、MMP-7 は特に大腸がんにおいて高頻

度で発現しており、その発現量と大腸がんの

悪性度が高い相関を示すことが知られてい

た。私達は、MMP-7 が大腸がん細胞の細胞表

層に結合し、特定の細胞膜タンパク質を切断

することで、細胞間接着能を高めることを見

出していた。この細胞間接着能の獲得により、

大腸がん細胞の肝臓への転移能が顕著に増

強されることが判明している。さらに、細胞

表層のコレステロール硫酸（CS）が MMP-7 の

特異的な結合分子であることを同定し、この

脂質との相互作用が上記細胞膜タンパク質

の切断に必須であることを明らかにしてい

た。また、CS との結合に重要な MMP-7 分子内

のアミノ酸残基を同定したところ、これらの

残基が触媒活性部位とは反対側に位置する

ことが明らかになり、CS がアロステリック効

果により MMP-7の活性部位に作用することを

明らかにしていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、がんの増殖および浸潤・転移

に促進的に寄与する MMP-2 および MMP-7 の活

性を特異的に抑制する阻害剤を、それぞれ、

APP-IP および CS との選択的相互作用を基に

開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）大腸菌を用いた組換タンパク質の発現

とリフォールデイング法を組み合わせて

MMP-2 の触媒ドメインを作製した後、化学合

成した APP-IP と複合体を形成させた。この

複合体を結晶化後、X 線結晶解析を行い、そ

の立体構造を解明することにより、APP-IP の

MMP-2 選択的活性阻害様式を明らかにした。 

（２）APP-IP のアミノ酸配列を TIMP-2 の 

NH２末端側に付加した融合タンパク質を設計

し、その cDNA を動物細胞発現用のベクター

に導入後、ヒト繊維芽肉腫 HT1080 細胞にト

ランスフェクトした。この融合タンパク質の

安定発現株の conditioned medium から各種

クロマトグラフィーを用いて融合タンパク

質を精製した。 

合成ペプチド基質を用いた MMPs 活性測定系

により、各種 MMPs 活性に及ぼす融合タンパ

ク質の阻害効果を調べた。また、培養細胞系

の MMP-2活性に及ぼす融合タンパク質の効果

を調べた。 

（３）CS による MMP-7 機能変換機構を調べる

目的で、種々の濃度の CS 存在下において、

MMP-7 と各種基質タンパク質をインキュベー

トした。その後、SDS-PAGE あるいは基質タン

パク質に対する抗体を用いた Western 

blotting 法で解析することにより、基質タン

パク質の分解速度を調べた。また、各基質タ

ンパク質と CS との親和性を、共沈法を用い

て調べた。さらに、細胞表層に CS を介して

結合した MMP-7が細胞培養液中あるいは培養

プラスチックプレートにコートした基質タ

ンパク質を分解できるか否かについて調べ

た。 

 

４．研究成果 



（１）APP-IP と MMP-2 触媒ドメインとの複合

体の結晶構造解析を行うことにより、この二

分子間の結合様式を明らかにした。その結果、

APP-IP はその NH２末端から COOH 末端への方

向が基質ペプチドとは逆向きになるように

MMP-2 の基質結合クレフトに結合し、APP-IP

の Asp6のカルボキシル基がMMP-2活性中心の

Zn2+に配位結合していた。また、APP-IP の

Ala7-Pro10とTyr3-Ile1部分がそれぞれ、MMP-2

基質結合クレフト内の S2-S5 および、

S1’-S3’部位と相互作用しており、これら

の広域にわたる相互作用が高い MMP-2選択性

に深く関わることが予想された。すなわち、

基質結合クレフト内の活性中心近傍の構造

は MMPs 間で酷似しているものの、このクレ

フト全体の構造はそれぞれの MMP 間で異なる

ため、クレフト全体と相互作用する APP-IP

が酵素選択性を発揮できるのではないかと

推察した。これに対し、従来型阻害剤は低分

子であるが故に酵素と多くの相互作用を持

つことができず、全ての MMPs に共通する触

媒部位の亜鉛イオンを中心に相互作用する

ことが、選択性が得られない要因となると考

えられた（図１）。この酵素阻害様式の解明

は個々の MMP に対して高い特異性を持つ阻害

剤の設計・開発に重要な手がかりを与えるも

のと考える。 

 

（２）本研究では APP-IP が MMP-2 に対して

高い選択性を持つことに着目し、さらに特異

性の高いインヒビター分子の設計を試みた。

私達の以前の研究より、生体内の MMP インヒ

ビタータンパク質である TIMP-2の主鎖の NH2

末端α-アミノ基を修飾すると、MMP インヒビ

ター活性が完全に失われるのに対し、MMP-2

の非触媒ドメインに対する結合能は保持さ

れることが分かっていた。そこで、今回、

TIMP-2のNH2末端にAPP-IPのアミノ酸配列を

付加したところ、TIMP-2 が持っていた他の

MMPs に対する阻害活性は失われたのに対し、

MMP-2 に対しては強力な阻害活性を持つ分子

となることが判明した（図２）。 

 

この融合タンパク質 APP-IP-TIMP-2 は MMP-2

の合成基質水解活性を非常に低い阻害定数

（Ki＝2.9 pM）で阻害するほか、MMP-2 を分

泌するがん細胞の移動やこの細胞による IV

型コラーゲンの分解を抑制することが判明

した。がん細胞が基底膜を破壊して浸潤・転

移する際に基底膜の主成分である IV 型コラ

ー ゲ ン の 分 解 が 重 要 に な る が 、

APP-IP-TIMP-2 はこの浸潤過程を抑止するの

に有効な薬剤と成り得る可能性がある。一方、

近年 MMP-2が血小板凝集を促進することが明

らかになりつつあることから、今回設計した

融合タンパク質は血栓症の予防薬として開

発することも可能かも知れない。 

（３）プロテアーゼを細胞膜表層に局在させ

ることは、細胞膜タンパク質の分解やプロセ

ッシングを効率化するだけでなく、近傍の細

胞外タンパク質を限定的に分解する上でも

極めて有効である。上述のように私達は、

MMP-7 が、がん細胞膜表層の CS に結合し、特

異的膜タンパク質を切断することで、がん細



胞の転移能を増強することを見出してきた。

本研究では、CS との相互作用が MMP-7 の細胞

外マトリックスタンパク質分解活性に及ぼ

す効果について調べた。その結果、MMP-7 単

独 で は 基 底 膜 構 成 成 分 の 一 つ で あ る

laminin-332 を殆ど分解しないのに対し、CS

存在下ではその分解が著しく促進されるこ

とを見出した。反対に、MMP-7 によるカゼイ

ンの分解は CSの存在下、顕著に阻害された。

一方、MMP-7 による fibronectin の分解は、

低濃度の CS 存在下では部分的に阻害された

ものの、高濃度の CS 存在下では有意に促進

されることが判明し、CS によって MMP-7 の基

質特異性が変化することが示唆された。さら

に、この基質特異性変化のメカニズムについ

て調べたところ、CS 存在下で MMP-7 による分

解が促進される基質タンパク質は全て CS に

対し親和性を持つことが明らかになった。し

たがって、CS は MMP-7 とその基質タンパク質

の両方に結合することで、これらを架橋し、

酵素反応を促進することが予想された。これ

に対し、CS が MMP-7 側のみに結合すると、そ

の基質認識部位が影響を受け、酵素反応にお

ける Km 値が増大することで反応速度が低下

することが明らかになった。一方、CS を介し

て細胞膜に結合した MMP-7は溶液中およびプ

ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に コ ー ト し た

laminin-332 や fibronectin を分解すること

が判明し、これら細胞接着タンパク質の分解

に伴ったがん細胞の脱着が観察された。以上

の結果から、細胞表層の CS に結合した MMP-7

は近傍の CS と親和性を持つ細胞接着タンパ

ク質を選択的に分解しつつ、がん細胞の移動

を促進する可能性が考えられた。 

 上述の結果は、また、CS 結合性タンパク質

と MMP インヒビターを組み合わせることによ

り、CS に結合した MMP-7 を標的とする高選択

性インヒビター開発の可能性を与えるもの

と考える。 
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