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研究成果の概要（和文）：癌の増殖や浸潤、転移におけるSPARC（オステオネクチン）の役割についての報告には、様
々な相違点が見られる。私達は３系統のSPARCノックアウトマウスに共通して発現上昇する遺伝子（Camp、Ngp、Saa3）
のプロモーター活性に共通した転写制御因子に注目して検討したところ、SPARCがAP-1活性を抑制していることを見出
した。シグナル配列の欠失させたSPARC発現ベクターの導入効果は、プレプロトリプシンのシグナル配列に置換させた
分泌型SPARC発現ベクターの導入効果と酷似していた。従ってSPARCは細胞内においてAP-1活性の抑制因子として機能し
ていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Roles of SPARC/osteonectin on tumor growth, invasion, and metastasis, are still 
controversial. Because AP-1 plays common role of following gene expression, Camp, Ngp, and Saa3, whose 
expression was up-regulated in SPARC knockout mice, we focused on AP-1 as SPARC target to be 
down-regulated. AP-1 activity was upregulated by SPARC gene knockout and inhibited by introduction of 
SPARC expression vector having signal peptide of preprotrypsin as the secreted form. Similar results were 
found when we used signal peptide-deleted expression vector to induce SPARC expression as the 
intracellular protein. These results suggested that SPARC plays a role of AP-1 inhibition as the 
intracellular function.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： SPARC　AP-1
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１．研究開始当初の背景 
SPARC は，マトリセルラープロテインに属
す酸性糖蛋白質である．癌の増殖や浸潤，転
移に対する SPARC（オステオネクチン／
BM-40）の役割については，ヒト臨床検体に
よる報告と SPARCノックアウトマウスを用
いた研究結果に様々な相違点が見られる．こ
れまでに私達は，SPARC ノックアウトマウ
スにおいて，B16-BL6メラノーマ細胞を尾静
脈に注射し肺転移結節数を比較してみると，
SPARC ノックアウトマウスにおいて，転移
が抑制されることを見出している．遺伝子の
ノックアウトマウスの表現型には，系統差が
大きいとの報告もあることから，私達は，既
存の２系統（C57BL/6 と MF1）の SPARC
ノックアウトマウスに加えて，新たに C3H
系 SPARCノックアウトマウスを作出し，肺
に発現している遺伝子のうち，SPARC によ
り発現が制御される遺伝子が肺転移に関与
しているとの仮説をたて，マイクロアレイに
より検討した．その結果，3系統の SPARC ノ
ックアウトマウスの肺に共通して Camp 
(cathericidin antimicrobial peptideの 1つ)， 
Ngp (neutrophilic granule protein)，Saa3 
(serum amyloid A3)，Ig-遺伝子発現が，上
昇していることを見出した．本研究では，分
泌性蛋白質をコードする Camp，Ngp，Saa3
にに焦点を絞り，SPARC による遺伝子発現
制御機構を解析するとともに，癌細胞の転移
との関連性について検討を行い，これまでの
臨床結果とマウスでの実験結果の相反性に
対する合理的な解釈を目指した． 
 
２．研究の目的 
SPARC の新たな生理活性として，転写制御
因子活性を持つことについて検討した． 
 
３．研究の方法 
培養細胞の SPARC発現を低下させるために，
siRNAやCRISPR/Cas9システムを用いて行
った．強制発現系としてワイルドタイプの
SPARC 発現ベクター (SPARC WT-signal 
vector)，SPARC のシグナルペプチドを欠失
させ，細胞内発現型ベクター(SPARC signal 
vector)，SPARC のシグナル配列の代わりに
プレプロトリプシノーゲンのシグナル配列
に 置 換 し た 分 泌 型 ベ ク タ ー (SPARC 
PPT-signal vector)を構築した．B16BL6 メ
ラノーマと ST2細胞に，これらのベクターを
導入し検討した．また，B16BL6メラノーマ
とST2細胞に発現する内在性のSPARCの影
響を排除するため， CRISPR/Cas9 で
SPARC 発現をノックアウトしたのち，これらの
ベクターにて SPARC 発現をレスキューした．
各遺伝子発現は，real-time PCR法にて行っ
た． 
 
４．研究成果 
（１）本研究では，まず，マイクロアレイの
結果を real-time PCRにより確認し，さらに，

B16BL6 細胞に SPARC の siRNA を作用さ
せて，遺伝子発現の影響を調べた．その結果，
SPARC ノックアウトマウス肺でワイルドタ
イプよりも最も発現上昇していたのは，Ngp
であり，この結果は，B16BL6細胞に SPARC
の siRNAを作用させた場合も同様であった．
最近， NGPが癌転移を抑制するとの報告が
なされた．従って，SPARC ノックアウトマ
ウスでの肺転移抑制には，NGP 発現の上昇
が考えられ，SPARCは NGPの発現調節因子
として機能していることが示唆された． 

（２）細胞外 SPARC発現ベクター導入細胞
では，Ngp 発現が抑制されたものの Saa3発
現には影響しなかった．これに対して，細胞
内 SPARC発現細胞では，Ngp 発現には影響
せずに Saa3 の発現上昇が見られた．Camp
については両ベクターの導入で発現が変化
しなかった．一方，SPARC による発現低下
として既に報告のある E-cadherin に関して
は，細胞外 SPARC発現で抑制され，細胞内
SPARC 発現でさらに抑制された．このこと
は，SPARC が細胞内で蛋白質の発現制御に
関与することを示しているとともに，細胞外
SPARC を取り込み細胞内で作用しているこ
とも示唆している． 

（３）内在性 SPARCの影響を排除するため
に，CRISPER/Cas9システムによるゲノム編
集により B16BL6 メラノーマ細胞から
SPARC 遺伝子をノックアウトした細胞を作
製し，その効果の普遍性を検討した．その結
果，ノックアウトマウスの肺同様に CAMP，
NGP，SAA3 遺伝子の発現上昇が確認され，
さらにMMP3やMMP9発現も上昇すること
も見出された．これらの遺伝子発現には，
AP-1 の関与が重要なので，構成因子である
c-Fos や c-Jun の発現を調べてみると，
SPARC ノックアウト細胞では，ホルボルエ
ステル刺激で c-Fosや c-Jun発現が顕著に上
昇することを見出した．さらに骨髄ストロー
マ由来 ST2細胞を用いて，SPARCをノック
アウトするとホルボルエステル刺激で AP-1
活性が上昇することが見出された． 
B16-BL6 細胞にシグナル配列の異なる
SPARC 発現ベクターを導入して検討したと
ころ，細胞内 SPARC 発現ベクター(SPARC 
signal vector)と分泌型 SPARC発現ベクタ
ー(SPARC PPT-signal vector)の導入効果，
つまり，SPARC 発現抑制により上昇した遺
伝子発現レベルの抑制効果は酷似していた．
このことは，SPARC の細胞内作用を強く示
唆するものである．従って，SPARCは，AP-1
の活性を制御する細胞内因子であることが
示唆された． 
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