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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、悪性グリオーマの治療に応用することを目指して、膜結合型プロテアーゼ
であるADAM10の機能を阻害するペプチドを開発することを試みた。ADAM10は3つのドメインでテトラスパニンTspan14と
結合しており、この結合様式のために細胞膜上で折れ曲がって存在している可能性が示唆された。そして、これらのド
メインをグリオーマ細胞株（U251MG細胞）の細胞培養液に加えると、ADAM10の活性を部分的に抑制できることを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, to utilize for the therapeutic methods of malignant gliomas, we 
tried to develop peptide inhibitors targeting ADAM10, a membrane-bound protease. We found that ADAM10 
binds Tspan14, a member of TspanC8 subgroup of tetraspanin membrane proteins, via three domains, leading 
to the bending of the extracellular portions of ADAM10. We observed that the recombinant GST fusion 
proteins of these three domains of ADAM10 which were exogenously added to the culture media might be able 
to inhibit the activity of ADAM10 in the U251MG cell culture.

研究分野： 分子医学

キーワード： ADAM10　テトラスパニン
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１．研究開始当初の背景 
悪性神経膠腫（悪性グリオーマ）は化学療法
や放射線治療に対する顕著な抵抗性を示す
が、その原因のひとつが腫瘍内に存在する腫
瘍幹細胞にあることが判明し、腫瘍幹細胞を
ターゲットとする治療法の開発が急務とな
っている。最近、ADAM10 が、悪性グリオーマ
の腫瘍幹細胞の維持に重要な役割を果たし
ていることが報告されたが、その分子メカニ
ズムの詳細は現在のところ不明である。 
ADAM10 （ A disintegrin and 

metalloprotease 10）は、ADAM ファミリーに
属する膜結合型プロテアーゼで、Notch、CD44、
HER2 、 betacellulin 、 amyloid precursor 
protein (APP)、N-cadherin、L1 などを形質
膜近傍で切断する働きをもち、いくつかのが
ん、炎症、アルツハイマー病などへの関与が
報告されている。ADAM10 は、ヒトグリオーマ
でその発現が増加しており、N-cadherin、L1
などの切断を介して、グリオーマの運動性を
高めている。そして、ADAM10 はがんの治療の
ターゲットとして注目され始めており、現在
その阻害薬として、batimastat や GI254023X
などがあるが、これらの薬剤は、他のプロテ
アーゼの機能を阻害したり、ADAM10 が制御す
る多種の基質への作用をすべてブロックし
てしまう点など、その特異性に問題を有して
いる。 
一方、テトラスパニン C8（TspanC8）サブ

ファミリーに属する分子群が、ADAM10 と直接
結合し、ADAM10 が小胞体より形質膜に移行す
るのに必須の役割を果たしていることが最
近報告された（Dornier et al., J. Cell Biol., 
2012; Haining et al., J. Biol. Chem., 2012）。
すなわち、これらの TspanC8 サブファミリー
の発現をノックダウンすると、ADAM10 がその
機能を発揮する場である形質膜に局在でき
なくなることが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
腫瘍幹細胞は、長い休眠期をもつこと（ドー
マンシー）や高い薬剤排出能および DNA 修復
能を示すことなどにより、抗がん剤や放射線
治療に抵抗性を示すことがわかってきた。悪
性グリオーマを筆頭とする脳腫瘍において
も腫瘍幹細胞をいかに撃退するかが治療の
鍵となるが、まだ有効な方策は得られていな
い。本研究で私共は、腫瘍幹細胞を撃退する
ためのターゲットとして ADAM10 に着目し、
ADAM10 の機能を特異的に阻害するペプチド
の開発に挑む。このために、まず、ADAM10 と
TspanC8 サブファミリー蛋白質の結合に関与
するドメインを同定する。そのドメインは、
ADAM10とTspanC8サブファミリー蛋白質の結
合を競合的に阻害して ADAM10 の形質膜移行
を妨げ、ADAM10 の機能を特異的に阻害するペ
プチドとして使用できると考えられる（右上
図参照）。 
 
 

 
本研究で ADAM10 に対する阻害ペプチドを同
定できれば、次のステップとして、今回同定
した結合ドメインを用いてADAM10とTspanC8
サブファミリーの結合を阻害する低分子量
化合物のスクリーニングを行うことが可能
となる。ADAM10 機能阻害ペプチドおよび開発
が期待できる新阻害薬は、悪性グリオーマだ
けでなく、ADAM10 が関与するがん、炎症やア
ルツハイマー病の研究にも応用でき、広範囲
の研究分野に貢献できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
テトラスパニンは、4 回膜貫通蛋白質で、
TspanC8 サブファミリーには、Tspan5、
Tspan10、Tspan14、Tspan15、Tspan17、Tspan33
という 6種類の分子が属し、これらの分子群
が ADAM10 と直接結合することが報告されて
いる（Dornier et al., J. Cell Biol., 2012; 
Haining et al., J. Biol. Chem., 2012）。 
ADAM10 の機能を特異的に阻害するペプチド
を開発するために、ADAM10 と TspanC8 サブフ
ァミリーの結合ドメインを探索する（下図参
照）。 
 

 
ADAM10 は 、 prodomain 、 metalloprotease 
domain、disintegrin domain、cysteine-rich 
domain 、 transmembrane domain 、 お よ び 
intracellular domain より構成されるが、
これらのどのドメインとテトラスパニンが
結合するかを、COS7 細胞を用いた細胞強制発
現系で検討する。そして、同定された結合ド
メインが、実際に ADAM10 の機能を障害しう



るかをヒトグリオーマ細胞株（U251MG）を用
いて検証する。 
 
４．研究成果 
(1) ADAM10とテトラスパニンの結合ドメイン
の同定 
まず、ヒト ADAM10 の cDNA を用いて、種々の
ADAM10 のドメインを培養細胞で強制発現さ
せるための種々のコンストラクトを作製し
た。すなわち、N 末端から削っていったシリ
ーズ、C 末端から削っていったシリーズ、そ
して、それぞれのドメインを単独で発現する
シリーズを作製した。これらの ADAM10 の発
現タンパク質の C末端には、GFP あるいは HA
タグを付加した。一方、テトラスパニンは、
ヒトTspan14の全長を発現するものを作製し
たが、こちらはその C末端に myc タグを付加
した。これらの ADAM10 および Tspan14 発現
ベクターを COS7 細胞に共発現させ、抗 myc
抗体で Tspan14 を免疫沈降して、その免疫沈
降物に ADAM10 の種々の変異体が含まれるか
をウエスタンブロットで確認した。発現ベク
ターの選定、免疫沈降実験の条件検討などの
試行錯誤を重ね、最終的に、ADAM10は Tspan14
と、metalloprotease domain、disintegrin 
domain、および cysteine-rich domain で結
合していることが明らかとなった(下図参
照)。 
 

 
(2) ADAM10 ドメインによる ADAM10 活性の阻
害作用の検討 
上記で同定したテトラスパニンとの結合に
必要なADAM10のドメインが、内在性のADAM10
とテトラスパニンとの結合を阻害し、ADAM10
の活性を減弱できるかを検証した。ADAM10 は
ヒトグリオーマ細胞である U251MG 細胞にお
いて、N-cadherin を切断することが知られて
い る の で 、 ADAM10 の 活 性 化 状 態 を 、
N-cadherin の細胞内ドメインの量をウエス
タンブロットで観察することで評価した。
ADAM10 の metalloprotease domain 、
disintegrin domain、および cysteine-rich 
domainをGSTとの融合蛋白質として作製して、
ヒトグリオーマ細胞である U251MG 細胞の培
養液に加えたところ、これらのドメインは
ADAM10 の活性を部分的に阻害できることを

認めた。 
これらの結果は、ADAM10 が基質の切断を行

う 際 に 、 そ の 活 性 部 位 で あ る
metalloprotease domainが細胞膜直上に位置
できるように、ADAM10 は Tspan14 と複数箇所
で結合して折れ曲がるように存在している
ことを示唆する（下モデル図参照）。そして、
ADAM10 とテトラスパニンの結合に関与する
ドメインが、ADAM10 の活性を阻害できること
が示されたので、これらの成果をもとに、今
後さらに、ADAM10 の機能を阻害する低分子化
合物のスクリーニングや機能阻害抗体の作
製に向けて研究を進めていきたいと考えて
いる。 
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