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研究成果の概要（和文）：マトリックスメタロプロテナーゼ13（MMP13）は骨や軟骨の基質であるコラーゲンを分解す
る酵素であり、我々は遺伝子欠損マウス（MMP13KO）を世界に先駆けて作製した。本課題では、種々の癌種の転移と腫
瘍形成において、転移能を有する癌細胞転移系を用いたメカニズム解析法を確立し、宿主が産生するMMP13の癌転移に
おける関与を示唆した。これら知見により、MMP13阻害剤の創薬展開への可能性が認められた。

研究成果の概要（英文）：Matrix metalloproteinase 13(MMP13) is key enzyme to cleave collagen, that is the s
ubstrate for bone and cartilage. Recently we generated gene deficient mice of MMP13 (MMP13KO). In this inv
estigation, we examined the role of the host produced MMP13 in tumor metastasis and formation in various s
pecies of cancer, that was using newly establishing methods of evaluation model of cancer metastasis. Thes
e findings indicted that the potential for drug development of MMP13 inhibitors in clinical use.
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様 式 Ｃ－１９ 

１．研究開始当初の背景 
 3 型コラゲナーゼ（マトリックスメタロプ
ロテナーゼ 13: MMP13）は骨・軟骨の主基質
であるコラーゲンを分解する酵素である。申
請者の稲田は、MMP13KO マウスを世界に先駆
けて作出し、MMP13 が欠失するとコラーゲン
分解に異常をきたすこと、発生期における内
軟骨性骨化と血管侵入を伴った骨髄形成が
遅延すること、短小かつ骨太な異常な骨の形
態を示すこと、II 型コラーゲンを多く含む軟
骨層の異常過形成を示すことを見出し、それ
ら表現型を論文報告した（Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA., J. Clin. Invest., J. Biol. Chem., 
Bone）。また、これまでの科学研究費の基盤
研究において、骨粗鬆症の発症における
MMP13 の役割を解析し、MMP13KO マウスでは
骨コラーゲンの分解不全により、骨粗鬆症を
発症しない可能性を見出した。MMP13KO マウ
スはコラーゲン分解を伴う疾患における
MMP13 の役割解明に極めて有用な実験系であ
る。申請者らは、癌の転移と腫瘍形成におけ
る B16 メラノーマを用いた実験系を確立し、
骨転移巣では、MMP13 やプロスタグランジン
E(PGE)の産生が亢進すること（FEBS Lett.）、
PGE 合成酵素(mPGES)欠損マウスは炎症によ
る骨破壊を起こさず（J. Immunol.）、転移や
腫瘍形成が減弱することを見出した。さらに、
最近、申請者は、MMP13KO マウスに B16 メラ
ノーマを移入したところ、皮下腫瘍形成が抑
制されることを見出した。MMP13 の欠失によ
り、腫瘍の血管新生が抑制された。したがっ
て、癌細胞の転移巣の形成と組織破壊、血管
新生、骨破壊、腫瘤形成などの過程に宿主細
胞が産生するMMP13が必須因子となっている
と考えられる。これらの研究成果を基盤とし、
本課題では、MMP13 欠損マウスを用いて、癌
の転移と腫瘍形成における宿主由来MMP13の
役割を解明すると共に、高率に骨と肺へ転移
する癌種を用いた実験系、また新規 MMP13 阻
害剤の投与効果を検証し、癌の増殖と転移阻
止の創薬展開につなげたい。 
 
２．研究の目的:  
 申請者は本酵素の遺伝子欠損マウス
（MMP13KO）を世界に先駆けて作成し、MMP13
が骨の組織破壊に必須な酵素であることを
明らかとした。さらに近年、癌の増殖と転移
におけるMMP13の関与が示唆されているがそ
の詳細は不明である。最近、申請者は悪性黒
色腫を用いた癌の増殖実験において、腫瘍形
成と組織破壊がMMP13KOにおいて起こらない
可能性を得た。そこで本課題では、この新知
見を基盤とし、癌の転移と腫瘍形成における
宿主が産生する MMP13 の関与と MMP阻害剤の
効果を明らかにする。さらに、癌の転移と腫
瘍形成について、MMP13 の関与を解析し、癌
の増殖と転移を標的とした新規治療薬の開
発へとつなげる。本研究課題の特色は、（１）
癌の転移と腫瘍形成について、宿主が産生す
る MMP13 に着目した実験を行なう点、（２）

MMP13 の作用メカニズム解析を癌細胞の浸潤
と血管新生に着目して解明する点、（３）In 
vivo 発光イメージング解析法を駆使する点、
（４）癌細胞の高転移系を活用した解析法の
確立（５）新規 MMP 阻害剤を用いた創薬展開
を進める点である。転移における血管新生を
コラーゲン分解に着目した解析はこれまで
に類がなく、極めて独創的である。本研究に
より、癌の増殖と転移における MMP13 の役割
の解明が進み、新規 MMP13 阻害剤を活用した
創薬展開が進めば、癌の克服への道が拓ける
点が極めて意義深い。 
 
３．研究の方法 
癌細胞をMMP13遺伝子欠損マウスあるいは
野生型マウスに移入し、骨転移・肺転移と固
形腫瘍形成を比較する。In vivo 解析では、
発光イメージング、骨転移巣の骨吸収、肺転
移のコラーゲン分解、腫瘍の血管新生を、In 
vitro 解析では、骨芽細胞による RANKL（破
骨細胞誘導因子）発現や線維芽細胞による血
管新生誘導因子（VEGF）発現の MMP13 依存性
等を解析した。また、各種癌腫の骨および肺
へ 100%の確率で転移する高転移株を株化・維
持し、ヌードマウスへの移入実験を行った。
骨転移・肺転移と固形腫瘍形成について In 
vivo 解析した。MMP13 産生と癌細胞の浸潤、
VEGF 依存の血管新生に着目した In vitro 解
析も行おこなった。最終年度には、研究協力
者と共同開発した、MMP 阻害剤試験を実施し、
骨破壊について評価して、転移抑制剤として
の創薬展開を試行した。 
 
４．研究成果 
 MMP13 遺伝子欠損マウスを用いた骨転移・
肺転移と固形腫瘍形成における宿主MMP13の
役割解析を行った。マウス悪性黒色腫細胞を
MMP13 遺伝子欠損マウスならびに野生型マウ
スに移入すると、MMP13 欠損マウスでは転移
や皮下固形腫瘍の形成が顕著に抑制される
ことを見出した。さらに、宿主由来 MMP13 の
役割解明を目的とし、詳細な In vivo 解析お
よび In vitro 解析を行なった。 
 In vivo 解析では、マウスの尾静脈より B16
メラノーマ細胞を移入し、骨転移と肺転移を
起こさせ、In vivo 発光イメージング解析に
より転移の発生と組織破壊を観察した。大腿
骨を採取し、骨密度を測定し、マイクロ CT
解析および組織切片を用いた骨形態計測に
より、骨転移による骨破壊を定量化した結果、
MMP13 欠損マウスで骨転移が起こりにくい可
能性が示唆された。また、癌腫の皮下移入に
より固形腫瘍を形成させ、ルシフェラーゼ遺
伝子導入による発光イメージングおよび、血
管新生をアンジオセンス法により蛍光イメ
ージング解析した。(図 1)。 
 
これら実験の確立により、癌転移 In vivo イ
メージング評価系を確立した。 



図１．In vivo イメージング実験系の確立 

（左）可視像、（中）発光イメージング （右）蛍光イ

メージング 
図３．In vivo 転移系解析  

（左）対照群、（右）癌転移群 

図２．In vitro 解析系の確立 

（上）MMP-13 ウェスタンブロッティング像、（下）RT—

PCR 法による Mmp−13、Gapdh の mRNA 発現解析 

 続いて、In vitro メカニズム解析では、
MMP13 遺伝子欠損マウスならびに野生型マウ
スより、骨芽細胞および皮膚線維芽細胞を採
取し、初代培養した。B16 を固定し、細胞接
着させると骨芽細胞からのMMP13産生が誘導
されることを見出した（図２）。破骨細胞誘
導因子（RANKL）の遺伝子発現、線維芽細胞
による血管新生誘導因子（VEGF）の産生を解
析し、骨や肺におけるコラーゲン分解と組織
破壊、血管新生における宿主細胞由来 MMP13
の役割を解析したところ、MMP13 は骨や肺に
おけるコラーゲン分解と組織破壊、血管新生
の亢進に伴ってその発現を亢進した。 
  

 
 また、癌細胞を用いた骨転移・肺転移と固
形腫瘍形成の評価系の確立と評価を行った。
前立腺癌細胞をマウスに移入し、転移実験を
繰り返して、高確率で骨と肺に転移する細胞
株を得た。それらをマウスに移入し、骨転移、
肺転移および固形腫瘍における MMP13 産生・
骨破壊・コラーゲン分解、血管新生について、
In vivo 解析を行った。これら解析の結果よ
り、In vivo イメージングを用いた解析法の
確立と前立腺癌の移動に伴うマトリックス
変化を観察する基盤の構築が可能となった
（図３）。 
 
 さらに、新規 MMP 阻害剤を用いた転移抑制
剤の試験として、器官培養系を用いた癌細胞
と骨の接触実験による実験系を用いて試験
を行った。前立腺癌細胞をマウス頭頂骨と共
存培養すると、MMP13 の産生上昇とともに骨
吸収が亢進し、MMP の阻害剤の投与により、

骨吸収の亢進は抑制された。本研究により、
癌の転移と増殖における癌細胞誘導性の宿
主由来MMP13は組織及び骨組織破壊に関与す
る事が明らかとなった。 
 
考察 
 MMP13は癌の浸潤転移におけるECM破壊、
さらに骨や軟骨の基質であるコラーゲンを
分解する酵素であり、癌転移における転移と
組織破壊への関与が考えられてきた。本課題
では、種々の癌種の転移と腫瘍形成において、
転移能を有する癌細胞転移系を用いたメカ
ニズム解析法を確立し、宿主が産生する
MMP13の癌転移における関与を示唆した。
これら知見により、癌転移における組織破壊、
骨破壊の抑制を担う、MMP 阻害剤の創薬展
開への可能性が示唆された。 
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