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研究成果の概要（和文）：がん細胞は周辺の正常組織に対して破壊的であり、その活性はがん細胞の増殖、浸潤・転移
に必須である。また、がん細胞は自らに有利な環境を作る為に、細胞外に分泌するタンパク質成分を遺伝子発現レベル
変化させるとともに、細胞外に存在するタンパク質の機能を変化させるための修飾を行う。膜型マトリックスメタロプ
ロテアーゼ（MT1-MMP）は、組織を構成するタンパク質の分解および改変を担う細胞外プロテアーゼの一つである。本
研究では、MT1-MMPが浸潤性を制御する細胞内システムと協調して果たす複合的な役割を明らかにすることにより、悪
性形質獲得を制御するnordal pointとしての重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cancer cells are usually destructive against surrounding tissue and this activity 
is necessary for the cells to continue grow abnormally, invade and form metastatic tumor nodules. Cancer c
ells also alter the tumor microenvironment by producing different tissue constituents from the normal ones
 and by changing the integrity of extracellular proteins via protein processing. Degradation and processin
g of proteins in the tissue space are mediated by extracellular proteases. Membrane type 1 matrix metallop
roteinase (MT1-MMP) is one of such extracellular proteases expressed in cancer cells. In this study, we an
alyzed multidimensional functions of MT1-MMP and their coordinated action with intracellular systems regul
ating cell growth and invasion. The results suggest that MT1-MMP is important acting as a nordal point reg
ulator during acquisition of malignant phenotype of cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は、細胞外基質分解酵素である
matrix metalloproteinase (MMP) family に膜
結合型酵素が存在することを発見し、MT1-MMP
として報告した（Sato H. et al. Nature,1994）。
ほとんどの MMP の機能は redundant であり、
マウスにおける単一の遺伝子欠損で顕著な表
現形が出ることはない。MT1-MMP は例外的に激
烈な異常がマウス個体に現れる。すなわち、
組織形成過程での様々な不全を呈して生後 1
ヶ月程度で死亡する。このことから、MT1-MMP
が他の MMP で代償が困難な重要な機能を担っ
ていることがわかる。がん組織では、浸潤性
部位での高発現が観察されており、細胞増殖、
浸潤、転移に MT1-MMP が必要であるとの報告
が蓄積している。MMP 阻害剤をがん治療に応用
する試みはことごとく失敗しているが、
MT1-MMP に対するがん治療標的としての期待
は未だに大きく、特異的阻害抗体の臨床開発
が現在も進められている(Devy et al. Can Res, 
69、1517, 2009)。 
MT1-MMP による細胞機能制御は、細胞外基質や
細胞膜上の重要タンパク質のプロセッシング
の結果であり、標的タンパク質の機能変換を
反映する。従って、MT1-MMP 研究の中心は、１）
酵素の基質となる標的タンパク質を同定し、
切断による機能変換と細胞機能への関与を明
らかにすること、２）MT1-MMP が、特定の基質
を選択し、切断する過程とその制御を解明す
ること、３）さらには、特定の基質に対する
作用と細胞機能との連動の分子基盤を明らか
にすることである。   
 
２．研究の目的 
 膜型マトリックスメタロプロテアーゼ
（MT1-MMP）は上皮－間葉変換（EMT）に伴
った発現制御を受け、浸潤性がん細胞に発
現する。MT1-MMPは強力な細胞外基質分解
活性によってがん細胞の浸潤を促進する
だけでなく、様々な膜タンパク質のプロセ
ッシングによって細胞の運動能や増殖能
など多様な機能を制御すると考えられる。
また、MT1-MMPがプロテアーゼ非依存的機
能も持つ可能性も注目されつつある。腫瘍
間質の線維芽細胞、マクロファージ、血管
内皮細胞にもMT1-MMPは発現し、それらの
細胞機能制御に関わると思われる。このよ
うにMT1-MMPは、単にがん細胞周辺の細胞
外基質の分解酵素としてではなく、複数の
機能性タンパク質のプロセッシングによ
り、細胞を制御する為のNodal Pointに位
置する可能性がある。本研究では、MT1-M

MPと会合するタンパク質の解析から得たi
nteractome情報を基盤として、がん細胞制
御に重要な新規基質や、MT1-MMPの機能と
関連した細胞機能制御タンパク質の同定
および機能解析を行う。このことにより、
MT1-MMPおよび関連分子のがん進展に対す
る役割を明らかにし、分子標的治療法開発
に向けた学術的基盤を提供する。 
 
３-4．研究の方法と成果 
 
I，MT1-MMP による HB-EGF の活性制御 
ヘパリン結合性 EGF 様増殖因子である

HB-EGFの細胞外EGF様ドメインはADAMプロテ
アーゼによる shedding によって放出され、
ErbB 受容体に結合して細胞増殖因子シグナル
を惹起する。HB-EGF は卵巣がんをはじめとす
るいくつかの腫瘍系でHB-EGFが主たるEGF受
容体リガンドであることが報告されている。
我々はHB-EGFの EGFドメインのN末端側にあ
るヘパリン結合領域が MT1-MMP によって切断
されることを細胞レベルで見いだした。さら
に、MT1-MMP が直接 HB-EGF のプロセッシング
活性を持つことを生化学的に確認した。この
切断により、HB-EGF はヘパリン結合活性を失
うとともに増殖因子活性もヘパリン依存性を
喪失し、結果的に増殖因子活性の増強が観察
された。すなわち、MT1-MMP は HB-EGF をヘパ
リン依存性増殖因子から非依存性増殖因子へ
と変換することがわかった（Koshikawa, 
Cancer Res, 2010）。 
卵巣がんの臨床材料を用いて、浸潤性がん

においてはMT1-MMPと HB-EGFの両方が発現し
ていることが免疫染色により明らかとなった。
また、腹水中に播種したがん細胞も両因子を
発現しており、腹水中には MT1-MMP で切断さ
れた断片に相当するHB-EGF分子の存在が免疫
ブロット法で確認できた（Koshikawa, Cancer 
Science, 2011）。 
 

II, MT1-MMP による EphA2 の制御 
 がん細胞では EGF 受容体を介した増殖刺激
が亢進していることが知られている。MT1-MMP
による HB-EGF の活性化は腫瘍組織で働く EGF
受容体活性化機構の一部を形成している。一
方で、EGF 受容体を介したシグナルを抑制的に
制御する因子として EphA2 が知られている。
EphA2 も受容体型チロシンキナーゼであり、そ
の活性を制御するリガンドとしては EphrinA1
などが知られている。がん細胞では EphA2 が
高頻度に過剰発現していることが知られ、が
んの悪性化を促進する役割が想定されている。
このため、EphA2 を標的とした治療薬開発も進
められている。しかし、これらのがん細胞に
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おける EGF 受容体との関係は謎が残る状態で
ある。 
 EphA2 のリガンド依存性の活性は EGF 受容
体シグナルに対して抑制的であることはよく
知られている。しかし、最近になって、リガ
ンドがない状態で細胞が増殖刺激を受けた場
合には、EphA2 はむしろ細胞運動を亢進させる
シグナルを惹起させることが報告されている。
このことは、EphA2 が腫瘍抑制的に働くのか、
あるいは浸潤促進に働くのかの決め手となる
のは EphA2 のリガンドへの応答性であると考
えられる。 
 本研究では、MT1-MMP が EphA2 と結合し、そ
の細胞外ドメインを切断する活性を持つこと
を細胞レベルおよび生化学的に確認した。こ
のことにより、MT1-MMP が腫瘍抑制因子として
の EphA2 のリガンド応答性を失わせると同時
に浸潤促進因子へと変換するスイッチとして
働くことを示した（国外PCT/ JP2014/ 053355、
2014 年 2 月；国内特願 2013- 26026、2014
年 2 月）。 
 

III， MT1-MMP による低酸素応答性転写因子
HIF-1 の制御 
 マクロファージは ATP 産生を酸化的リン酸
化ではなく解糖系に依存する特殊な細胞であ
る。我々は MT1-MMP 欠損マクロファージでは
エネルギー産生に異常があることを報告した
(Sakamoto & Seiki, Genes to Cells, 2009)。
マクロファージでは通常酸素下でも恒常的な
HIF-1 活性が観察され、その仕組みとして、
HIF-1 の転写活性を酸素濃度依存的に抑制す
る FIH-1 の恒常的不活化が起こっていること
を明らかにした。FIH-1 の不活化には、FIH-1
結合因子として同定した Mint3 が関与してい
た（Sakamoto, JBC, 2009）。本研究では、マ
クロファージでの Mint3 による FIH-1 を不活
化には MT1-MMP の存在が必須であること、そ
の結果として MT1-MMP が HIF-1 の恒常的活性
化 を 引 き 起 こ す こ と を 明 ら か に し た
（Sakamoto, JBC, 2010）。がん細胞では、低
酸素下で HIF-1 の活性化が誘導され、嫌気的
解糖系の亢進が起こり、グルコース消費が増
加すると考えられている。一方で、通常酸素
下でもがん細胞は活発なグルコース消費を行
っており、このことは古くより Warburg 
effect として知られている。14 種類のがん細
胞を調べると、10 細胞は MT1-MMP を発現して
いた。MT1-MMP 発現細胞は非発現細胞に比較し
て解糖系の亢進を示した。解糖系の亢進は
HIF-1 活性化を反映しており、knockdown 実験
により、MT1-MMP, Mint3, FIH-1 に依存した
現象であった。すなわち、がん細胞の浸潤に
関わる MT1-MMP が、一方ではプロテアーゼ活

性非依存的に HIF-1 制御因子として働き、
Warburg effect に関与することを示した
（Sakamoto, JBC, 2011）。 
 今回の研究で同定したHIF-1活性化経路が
生体内で機能していることを示すために
Mint3 conditional KO マウスを作成した。
Mint3 KO マウスは発生および成長過程での
異常は観察されないが、マクロファージでは
MT1-MMP 欠損と同様のエネルギー産生異常が
観察された（Hara, JBC, 2011; Hara, BBRC, 
2011）。 
 
V. MT1-MMP を介した HIF-1活性化と細胞内シ
グナル伝達系との相互作用解析 
 MT1-MMP 依存性に HIF-1 活性化をモニター
できるレポーター細胞を作成して、がん支援
班から供給される252化合物を含む阻害剤パ
ネルをスクリーニングした。その結果、
Rapamycin および Akt Inhibitor VIII が当該
パスウエイを特異的に阻害することが明ら
かとなった。Rapamycin は mTOR の阻害剤であ
り、Akt は mTOR の上流因子である。mTOR は
S/T リン酸化酵素であることから、タンパク
質リン酸化を介してHIF-1活性化が制御され
ている可能性がある。実際に、Mint3 が mTOR
依存性にリン酸化されることから、mTOR によ
る Mint3 リン酸化が MT1-MMP による HIF-1 活
性化を正に制御していることが明らかとな
った（Sakamoto, T. et al. Mol Cell Biol., 
2014）。 
 
VI、MT1-MMP 会合タンパク質 p27RF-Rho と
ZF21 の解析 
p27RF-Rho は MT1-MMP の会合分子として同定
された機能未知タンパク質であるが、RhoA の
活性化を促進し、浸潤突起形成を促進するこ
とを見いだした (Hishino, JBC, 2009) 。
p27RF-Rho のがん細胞の浸潤・転移への関与を
高転移性と低転移性の B16 黒色腫細胞株を用
いて解析した(Hoshino, JBC, 2011)。高転移
性 F10 株では低転移性の F0 株と比較して、
RhoA, RhoC の発現亢進とともに、p27RF-Rho
の発現亢進も認められた。p27RF-Rho の発現の
有無で、がん細胞を尾静脈に摂取後の肺での
生着細胞数を調べると、発現に相関して生着
細胞数に相違が見られた。 

ZF21はPI3P結合モチーフであるFYVEドメ
インタンパク質に一つであるが機能未知タ
ンパク質であった。今回、ZF21 が接着斑に局
在し、接着斑複合体の消失に必須の制御因子
であることが明らかとなった（Nagano, JBC, 
2010a）。ZF21 は、接着斑の分解が促進し、細
胞運動を促進し、がん細胞の転移も促進した
（Nagano, JBC, 2010b）。 
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VII,ラミニンγ2 単鎖に対する単鎖特異的抗
体のがん診断への応用 
 ラミニンγ2 単鎖は正常組織の基底膜構成
成分であるラミニン５（α3, β3, γ2）の一
つの構成ポリペプチド鎖である。連携研究者
の越川は以前の研究で、がん組織にはα3鎖お
よびβ3鎖を欠く状態でラミニンγ2鎖が過剰
発現することを見いだしており、ラミニンγ2
鎖が単鎖状態で存在することを示すことは、
腫瘍マーカーとして応用できることを提唱し
ていた(Koshikawa, N. et al. Cancer Res. 
1999, 59, 5596-601)。しかし、ラミニンγ2
単鎖の発現を確認する為には、検出と同時に
α3鎖およびβ3鎖の存在を否定する必要があ
り、操作の煩雑さと同時に検出感度を高める
ことができなかった。ヒト型ラミニンγ2鎖は
MT1-MMP の基質でもあり、単鎖での存在はラミ
ニン 5 として存在するときよりも MT1-MMP に
対する感受性が高く、その結果きり脱される
EGF 様ドメインを持つ断片は EGF 受容体を刺
激 す る 活 性 を 持 つ こ と を 示 し て い る
(Koshikawa, N. et al. J Biol Chem, 280, 
88-93, 2005)。我々は「がん特定研究」の支
援を受けて、ラミニンγ2単鎖の検出感度をあ
げる為に、γ2 単鎖を認識するがラミニン 5
は認識しないという単鎖特異的抗体の開発に
成功した(Koshikawa, N. et al. Cancer Res.68, 
530-6, 2008)。本件研究では、γ2単鎖特異的
抗体を用いた ELISA 測定系を確立した。本測
定法を用いて、膀胱がん患者尿中および血清
中ではラミニンγ2単鎖が高値を示すこと、そ
の値は健常人のそれに比べて有意に高いこと
を見いだしている（特願 2011-050444、2011, 
3月；米国特許出願 61/ 682,46, 2012, Aug.）。 
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