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　　　　　　　　Pe1iceilular　 activation　 ofproMMP-7(promatrilysin-1)

　　　　　　　　　　　　　　　　 through　 interaction　 with　 CD151

(潜在型MMP-7(潜 在型マ トリライシンーi)のCDiSiと の相互作用を介 した細胞周囲での活性化)

内容の要旨

潮　見

　 vト リックス メタロプロテ アー ゼ(MMP)遺 伝子 ファ ミリーは、

Zn"イ オ ンを必要 とす るメ タロプ ロテ アー ゼ で、 ヒ トでは23種 類の

分 子種 が同定 されて い る。 これ らの酵 素群は 、生 体内のほ とん どす

べ ての細胞 外マ トリックス(ECM)成 分 に加 えて非ECM分 子 分解能

を有 し、生理 的状態で の組繊 構築改変や病 的状態 での組 織破壊 に重

要な役割 を果 た してい る。 ヒ ト肺癌や子宮 内膜癌 においては、MMP

遺伝子 ファ ミリーの1分 子である潜在型MMP・7(マ トリライ シンー

1)の 活性 化が浸潤 ・転 移や 予後 と相関ず る ことが綴 告 されて いる

が、その活性化機構は全 く不明である。

　 本 研究 では、潜在 型MMP・7と 結合す る候補分子 をスク リーニ ング

し、候 補分子 との相 互作用 と満在型MMP・7活 性化 との関係を検atす

る とと もに、 これ らの肺 癌組織 での 作用 につい て調 ぺた。

　 酵 母齪〔トbyb耐:nomで 潜在 型MMP・7をbailと して、 ヒ ト肺組織の

cDNAラ イ ブラ リー をス クリー ニング し、候 補分子 と してイ ンテ グ リ

ン と結合す る4回 膜貫 通型の膜 タンパ ク質で あるCD旦51分 子 を見い

だ した。MMP・7とCDI51の 両分子 を発現す る ヒ ト直腸癌 由来 細胞 榛

CaR・巳細 胞か らMMP・7あ るい はCDI51を 免疫 沈降す る と、両分 子は

共沈 した。 また、CDI51を 強制発現 したCOS7細 胞 に請製 した潜在型

MMP・7を 加 えて免疫 沈降 しても.同 様のデ ー タが得 られ た。 一方、

輌製 した潜在型MMP・3を 加 えた実験 では、共沈 しなかった。 アイ ソ

トープ標職潜在型MMP-7を 用 いたbinding　essayでは、　CD重51発 現細胞

に有意 に潜 在型MMP・7が 結合 し、非標識漕 在型Wv1P-7に よる競合阻

害実験 お よび 抗CDISIGi{$を 用 いた阻害実 験に よ り結合の特 異性 が

証明 され た。 さらに、共 焦点 レー ザー顕 微鏡 によ る観察 で、両分 子

は これ らの 細胞膜 上 に 共存 した。浴在 型MMP・7とCD151のdeletion

mutamを 用 い た 酵 母two・hybrid邸 剛 に よ り、満 在 型MMP・7の

propeptideとCDI51のCOON末 端 側の細胞外ル ー プが結 合に関 与 して

い ることを明 らか に した。In　tiiv　zymogaphyに よn,両 細胞 はプロ

テアーゼ活性 を出現 し、その活 性はtimes阻 會剤やMMP・?抗 体および

CD151抗 体で阻害 され 、両分子の相互 作用に よ り潜在 型MMP・7が 活

性 化 され るこ とを証明 した。 さらに、 ヒ ト肺癌組織 にお いて も、両

分子の相互作用に よる潜在型MMP。7活 性 化 を認めた。

　 以上 の結X73.　 CD151が 潜 在型MMP。7と の結合に よ り細胞暎衷 面

での潜 在型MMP-7の 活性 化に関わ ることを示 してra　n,本 活性化機

柵が ヒ ト肺癌 の浸潤 ・転 移をは じめと した種々 の病的組 織破壊に関

わる可能性 を示唆 してい る。

隆　之

輪文審査の要旨

　 ヒ ト肺腺癌や 子宮内膜腺 癌におい て、潜 在型MMP・7(マ トリライ

シンー1)の 活性 化が浸潤 ・転移や予 後 と相関す る ことが報告 され て

いるが、その話性化機構は 不明である。本研究で は、酵母two-hybrid

systemで 潜在 型MMP-7結 合侯 補分子 と してCDI51分 子 を見 い出 し、

両分子 の結合 を免疫 沈降法 とbinding　assayで証 明す るとともに、共焦

点 レー ザー顕微 鏡に よ り細胞 膜上 での両分 子の 共存 を碗認 した。 ま

た、酵 母tw伊hybrid　8558Yに よn,潜 在型MMP・7のpropeptideとCDI51

のCOOH末 端 側 の細胞 外 ル ー プが結合 に 関与 して い る ことを示 し

た。 さ らに、Ih　situ　zymogaphyで 両 分 子の 相互 作用 に よ り潜 在型

MMP-7が 細 胞暎上 で活 性化 され るこ とを明 らか に し、本活性 化機 橋

が ヒ ト肺腺疵組織におい ても作用 してい ることを示 した。

　 審査 で{3,CD151と イ ンテ グ リン分子の 結合 部位 につ いて質問 が

あ り、COOH末 端 側の細胞 外ルー プが関 与 して い ると回 答 され た。

また、実験 で用いた細胞 にお けるイ ンテ グ リン分子の発 現につい て

質問 され、CaR・1細 胞 ではイ ンテ グ リンα3,　a6.,　p1,　ll4が発現 して

い ると脱 明 され た。 トリプシ ンに よる潜在型MMP・7の 活性 化につ い

て説明 を求 め られた が、 これ まで のデ ータ はfn　wrroで の活性化で あ

り、生 体内 で の関 与 につ い ては 報告 が な い と回 答 され た。In　silo

ryomosmphyの 像の解釈 と用 いた2種 類 の細胞 に よる基質分解バ ター

ンの違 いにっいて質 問があ り、写真 が 白黒で 分か りに くくな ってい

る点 とMMP-7の 産生量や 活性 化因子の発現 レベル の差 を反映 してい

る可能性 が高い と説 明 され た。 また、活性 化 にお ける基 質の必要性

につい て質間が あった。 これ に対 してi>,基 質 の存在下 ではCDI51

お よびイ ンテ グ リンの膜 表 面 上で の安 定性 に変 化が 生 じ、潜在 型

MMP-7の 活性化 が促進 され るため と説 明された。免疫 二重染色にっ

い て使用 してい る2つ の抗CD151抗 体の うち、　CDI51と の結合 をブ

ロックす る抗体 で染色 して も両分 子が共存す る ことを示す 所見が得

られ た理 由につ いて質問 された。 これ につい ては,CD且51は 局所 に

濃縮 してお り、潜在型MMP・7が 結合 したCD且51とfreeのCDl51が 近接

して存在 して い るためではな いか と回答 され た。 また 、免疫 二重染

色 におい てCDI51の 染色 が細胞質内 に認め られ る原因 につ いて質 問

され 、CDI51の 一 部は細胞 質内に も局 在す る との報告 が ある と回 答

され た。CD151のpcp:ida鵠 活性 の宥無 につ いては 、ア ミノ酸 シー ク

エ ンスお よび 二れ までの文献上、活性 は無い と脱明 された。

　以 上、本研 究 は活性化因子 が決定 されて いない とい う躁題 を残 し

て いる ものの、潜 在型MMP-7が 細胞膜上でCDI51と の 相互作用 で活

性化 される とい う新規活性 化機牌 を細胞お よび ヒ ト肺 癌組織 で証明

してお り、hiMPと 癌細 胞浸潤 ・転移研究分野 において有意義 な研究

と評駈 された。
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