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研究成果の概要（和文）：膜結合性セリンプロテアーゼ MT-SP1 が小腸上皮由来の IEC-6 細胞の

剥離とアポトーシスを起こすことを明らかにした。またリコンビナント型偽前駆体 MT- SP1

がプロテアーゼ活性を有し、145 mM NaCl 存在下で活性が消失することを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：We found that a membrane-bound serine protease MT-SP1 induces 
detachment and apoptosis of intestinal epithelial IEC-6 cells. Also, we found that a 
recombinant form of MT-SP1 pseudozymogen exhibits a protease activity and that the 
activity is not seen in the presence of NaCl. 
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１．研究開始当初の背景 

 
 腸管粘膜の上皮細胞は生体内で最も代謝

回転（再生と死滅）の速い細胞でとして知ら

れている。小腸上皮においてクリプト底部で

派生した細胞は絨毛に沿って先端部へと押

し出されるように移動していく。絨毛先端に

達した細胞はアポトーシスを起こし管腔へ

と脱落していく。先端部における細胞の死滅

（アポトーシス）は基底膜を構成する細胞外

マトリックス蛋白質のプロテアーゼによる

分解・修飾が必須であると考えられている。 

 Membrane-type serine protease 1 (MT- 

SP1) （ ゼ ラ チン 分解 活性を もつ ので

matriptase とも呼ばれている）は脊椎動物の

上皮細胞（特に腸管上皮細胞）で発現する膜

結合性のセリンプロテアーゼである（図１）。

我々は本酵素が、正常ラット小腸の絨毛先端

部の上皮細胞で強く発現すること、側底部膜

に局在すること、フィブロネクチン、ラミニ

ンといった基底膜構成因子を分解、ウロキナ

ーゼ型プラスミノーゲンアクチベーターを 
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を活性型に変換することを明らかにしてき

た。これらの結果から MT-SP1 が腸管上皮の

アポトーシスを誘導し細胞の代謝回転に寄

与すると考えられたが、その実験的証拠は得

られていなかった。 

 MT-SP1 は一本鎖前駆体中 614 番目のアル

ギニン残基のカルボキシル末端側で限定分

解を受けることによりジスルフィド結合を

介した二本鎖の活性体となる（図１）。興味

深いことに MT-SP1 は自己触媒的に活性化さ

れることが知られている。これまで二分子の

前駆体が相互作用し、互いを活性体へと変換

させるtransactivation 機構が想定されてい

る。しかしながら MT-SP1 前駆体にプロテア

ーゼ活性があることは知られていなかった。 

 

２．研究の目的 

 
 本研究では MT-SP1 が小腸上皮のアポトー

シスを引き起こすかを調べる目的でリコン

ビナント MT-SP1 が小腸上皮のモデル細胞で

あるIEC-6 のアポトーシスを引き起こすかど

うかを検討した。また、偽前駆体型のリコン

ビナント MT-SP1 を作製し、このものがプロ

テアーゼ活性を有するかどうかを検討した。 

 
３．研究の方法 

 
 酵母 Pichia Pastoris を宿主とし、リコン

ビナント MT-SP1 触媒ドメイン（図１, His6t- 

S-CD）を大量に調製した。His6t-S-CD は精製

後、市販のエンテロペプチダーゼで処理する

ことによって活性体へと変換させた。IEC-6

細胞を活性型 His6t-S-CD を含んだ培地で培

養することで、アポトーシスが引き起こされ

るかについて検討した。また、ハムスター卵

巣由来の CHO-K1 細胞を宿主として、偽前駆

体型のリコンビナント MT-SP1（図１、Pseudo- 

zymogen of MT-SP1）を調製した。このもの

が合成基質Ac-KTKQLR-MCA 基質を加水分解す

るかどうかを検討した。 

 

４．研究成果 
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図２ 天然型 MT－SP１とリコンビナント
MT-SP1(His6t-S-CD),偽前駆体のドメ
イン構造 

スペーサー領域とプロテアーゼドメイ
ンに形成されるジスルフィド結合は SS
で 示 さ れ る 。 天 然 型 MT-SP1 と 
His6t-S-CD の活性化開裂配列とエンテ
ロペプチダーゼ切断部位を矢印で示す。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  エンテロペプチダーゼで処理した His6t- 

S-CD は天然型の MT-SP1 と同等の活性を有し

ていた。このものが細胞外マトリックスゲル

上で培養した IEC-6 細胞の剥離（図２）とア

ポトーシスを引き起こすことを明らかにし

た。His6t-S-CD による細胞の剥離は細胞をラ

ミニンでコートした培養皿で培養した場合

には見られたが、フィブロネクチンまたはコ

ラーゲン IV でコートした培養皿で培養した

場合にはみられなかった。また His6t-S-CD に

よる IEC-6 細胞の剥離がマトリックスプロテ

アーゼ２によって仲介されることが明らか

になった。これらの結果は MT-SP1 が古くな

った小腸上皮細胞の除去に寄与するという

我々の仮説を支持した。His6t-S-CD は腎尿細

管上皮細胞のモデル細胞である Madin-Darby 

canine kidney 細胞に対しても剥離とアポト

ーシスを起こすことを明らかにした。このこ

とから MT-SP1 による上皮細胞の剥離は小腸

特異的なものではないことが示唆された。 

 Pseudozymogen of MT-SP1 が合成基質

Ac-KTKQLR-MCA 基質を加水分解することを明

らかにした。これは前駆体 MT-SP1 が実際に

プロテアーゼ活性をもつことの初めての例

証である。また pseudozymogen of MT-SP1 に

よるAc-KTKQLR-MCAの加水分解は145 mM NaCl

の存在下でみられなかった。従って、多量の

塩化ナトリウム摂取によって小腸での

MT-SP1 の活性化が阻害される可能性が考え

られた。 
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