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研究成果の概要（和文）：ADAM28 の癌細胞転移への関与を調べるために、ルシフェラーゼと Venus
融合タンパク質(ffLuc-cp156)を恒常的に発現する肺癌と乳癌細胞株(PC-9ffluc-cp156 と
MDA-MB231ffluc-cp156)を作製し、マウスの尾静脈内注入による肺転移モデルと乳房皮下脂肪組織移
植による自然転移モデルを用いて癌転移を解析した。バイオイメージングを用いた解析法によ
り PC-9ffluc-cp156細胞の肺転移は、shRNA による ADAM28 の発現抑制と ADAM28 に対する中和抗体処
理により有意に抑制された。また、MDA-MB231ffluc-cp156細胞でも shRNA による ADAM28 発現抑制で
局所での癌細胞の増殖が抑制され,ffLuc-cp156 に対するプライマーを用いた RT-PCR の解析か
ら、各臓器（肺、心臓、肝臓、腎臓、脳など）への転移が有意に抑制された。さらに、PC-9ffluc

細胞のマウス尾静脈内注入後におけるマウス血漿中 VWF の分解は、mock 群に比べて shADAM28
群で抑制されていた。以上のことから、癌細胞に発現する ADAM28 は VWF を血中で分解し、VWF
誘導性アポトーシスの回避により癌細胞転移促進に働く可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：To explore the molecular mechanism of ADAM28/VWF-mediated metastasis, 
we established PC-9 lung carcinoma cells and MDA-MB231 breast carcinoma cells expressing Venus 
and luciferase (PC-9ffLuc-cp156 and MDA-MB231ffLuc-cp156 cells), and used them in the mouse models of 
lung metastasis, and primary tumor growth and spontaneous metastasis.  Inhibition of ADAM28 
expression with shRNA or siRNA and its inactivation with the neutralizing anti-ADAM28 antibody 
significantly reduced lung metastasis of PC-9ffLuc-cp156 cells and enhanced apoptosis of the cells within 
blood vessels.  The primary tumor growth of ADAM28-shRNA transfectants after orthotopic 
implantation of MDA-MB231ffLuc-cp156 cells was significantly slower than that of mock-transfectants.  
By RT-PCR analysis for the expression of ffLuc-cp156 transcripts, metastasis in the lung, heart, liver, 
kidney and brain was reduced in the mice received ADAM28-shRNA transfectants as compared with 
mock-transfectants. Plasma samples from mice with injection of mock-transfected PC-9ffLuc-cp156 cells 
showed decreased amount of large VWF multimers as compared with those from mice which received 
ADAM28-shRNA transfectants or no cells. All these in vivo and in vitro data suggest that ADAM28 
derived from carcinoma cells cleaves and inactivates pro-apoptotic endogenous agent VWF, thereby 
promotes the carcinoma cell survival within the blood stream and ultimately enhances their metastasis 
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1.研究開始当初の背景： ADAM（a disinteg

rin and metalloproteinase）分子は、メタロプ

ロテアーゼドメインを共有するMMP（matri

x metalloproteinase）の近縁遺伝子ファミリ

ーである。ヒトでは、21種類のADAM分子が

クローニングされており、そのうち13種類が

メタロプロテアーゼ活性を持つとされてい

る。ADAMは、細胞膜上の増殖因子・レセプ

ター・細胞接着分子のshedding、細胞外マト

リックスの分解、インテグリンへの結合など

による細胞の接着・運動・増殖に関わる多機

能分子であり、MMPと同様に癌細胞の増

殖・浸潤・転移への関与が示唆されている 

（Cancer Sci 98:621-628, 2007; Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8 :245-

257,2007; Curr. Phram. Des. 15:2349-2358, 2009）。 

 申請者は、これまでにヒト乳癌組織におい

てメタロプロテアーゼ型ADAM分子を網羅

的にスクリーニングし、ADAM28 が癌細胞

で選択的に高発現し、癌細胞の増殖と正の

相関を示すとともに、 insulin-like growth 

factor binding protein-3 (IGFBP-3)の分解によ

る insulin-like growth factor-I (IGF-I)活性亢進

により乳癌細胞増殖を促進することを実証

してきた(Biochem. Biophys. Res. Commun.315:79-84, 2004；

Cancer Res.66: 9913-9920, 2006)。また、yeast two-hybrid 

法を用いたADAM28の結合タンパク質の探

索から、ADAM28 の基質として connective 

tissue growth factor (CTGF) を 見 出 し 、

ADAM28 が CTGF/ vascular endothelial 

growth factor (VEGF)複合体のうち CTGF を

選択的に分解し、遊離した VEGF が血管新

生 を 促 進 す る こ と を 最 近 証 明 し た

(Biochem.Biophys.Res.Commun. 402:651-657, 2010)。さらに、

ADAM28を検出する高感度ELISA法を開発

し、ヒト肺癌患者検体では癌組織・血液・

尿で検出され、血中 ADAM28 のレベルが肺

癌の臨床病期、リンパ節転移、再発と正の

相関を示すことから、本 ELISA 系が肺癌の

診断やモニター法として有望であることを

見出している（Int.J.Cancer 127:1844-1856, 2010）。これ

らのことから、ADAM28 は、ヒト癌細胞の

増殖・浸潤・転移に深く関与する分子であ

ることが明らかとなってきた。 

 

２．研究の目的：本研究課題では、癌細胞

由来 ADAM28 の癌細胞増殖・浸潤・転移に

おける生体内での機能を解明する目的で下

記の 2 点に絞って解析する。 

（1）Bioluminescence imaging を用いたマウス

実験的肺癌転移モデルと自然増殖転移

モデルによる ADAM28 の癌細胞浸潤・

転移作用機構の解析 

（ 2）ADAM28 の von Willebrand factor 

(VWF)分解による癌細胞浸潤・転移へ

の関与の検討 

３ ． 研 究 の 方 法 ： (1)Bioluminescence 

imaging (BLI)を用いたマウス実験的肺転

移 モ デ ル と 自 然 転 移 モ デ ル に よ る

ADAM28 の癌転移促進作用の解析：

ADAM28 高発現肺癌細胞株と乳癌細胞株

（PC-9 と MDA-MB231）にレンチウイルス

を用いて Venus とルシフェラーゼを恒常的

に 発 現 さ せ る 安 定 細 胞 株

(PC-9ffLuc-cp156,MDA-MB231ffLuc-cp156) を作製

する。また、PC-9ffLuc-cp156 を shRNA で

ADAM28 の発現を恒常的にノックダウン

させた細胞を作製し、それらの細胞を

NOD/SCIDマウスの尾静脈から注入しマウ

ス肺への癌転移能をバイオイメージング

法 に よ り 検 討 す る 。 ま た 、

MDA-MB231ffLuc-cp156と shRNA で ADAM28

の発現をノックダウンした細胞を準備し、

マウス乳房皮下の脂肪組織に移植し、バイ



オイメージング法で細胞の肺転移能、転移

腫瘍の大きさを比較検討する。 

(2) PC-9ffLuc-cp156 細胞尾静脈注入後のマウス

血中における VWF 分解の検討：PC-9ffLuc-cp156

細胞及び ADAM28 を shRNA で発現を抑制し

た細胞をマウスの尾静脈から注入し、2 日後

に腹部大動（静）脈から採血する。クエン酸

採血法により遠心して血漿を分離し、1%アガ

ロースゲルを用いたマルチマーアッセイで

VWF の分解を検討する。 

(3)マウス肺組織における癌細胞アポトーシ

スの検討：マウス癌転移組織の病理組織標本

を作製し、ADAM28 の発現レベルと癌細胞ア

ポトーシス(cleaved caspase-3, Tunnel 染色)、浸

潤形態を病理学的に解析する。また、マウス

癌転移肺組織よりタンパク質を抽出し、イム

ノブロット法により cleaved caspase-3 の発現

を検討する。 

(4)ヒト癌細胞における VWF 誘導アポトー

シスの検討：ヒト肺癌細胞株(PC-9,Calu-3)、

ヒト乳癌細胞株(MDA-MB231, MCF-7)、ヒト

腎癌細胞株 (Caki-2, 769P),ヒト肝癌細胞株

(HepG2)を VWF(3ug/ml)で 48 時間刺激し、細

胞のアポトーシスを DNA fragmentation アッ

セイ(Roche 社)で検討する。 

 

４．研究成果：PC-9ffluc-cp156 細胞の肺転移は、

shRNA による ADAM28 の発現抑制と

ADAM28 に対する中和抗体処理により有意

に抑制された。MDA-MB231ffluc-cp156 細胞でも

shRNA による ADAM28 発現抑制で局所での

癌細胞の増殖が有意に抑制された（図 1）。ま

た、ffLuc-cp156 に対する RT-PCR により各臓

器での転移率を検討したところ、mock 群

(n=10)では肺(50%)、心臓(20%)、肝臓(70%)、

腎臓(70%)、脳(20%)で転移陽性なのに対し、

shADAM28 群(n=10)では肺(10%)、心臓(10%)、

肝臓(30%)、腎臓(20%)、脳(0%)と転移の抑制

が認められた。 

 

図 1. ADAM28 発現を shRNA で恒常的に抑制
すると癌細胞の局所での増殖が有意に抑制
される（MDA-MB231ffLuc-cp156細胞の乳房皮下
脂肪組織移植による自然増殖転移モデル） 
(J. Natl. Cancer Inst. 2012, in press.)。 

 

PC-9ffluc-cp156 細胞のマウス尾静脈内注入後に

おけるマウス血漿中 VWF の分解は、mock 群

に比べて shADAM28 群で抑制されていた。

PC-9ffluc 細胞注入後のマウス肺組織において

は PC-9ffluc-cp156 細胞は、約 90%が肺血管内に

存在し、 shADAM28 群の癌細胞の多くは

cleaved caspase-3 陽性であり、癌組織での

DNA 断片化と cleaved caspase-3 のタンパク

質発現は、mock 群に比較して亢進していた

(図 2)。 

 
図 2. PC-9ffluc細胞注入後のマウス肺組織では、
shADAM28 群の癌細胞の多くは cleaved 
caspase-3 陽性であり(右)、癌組織での DNA
の断片化が促進している（左）(J. Natl. Cancer Inst. 

2012, in press.)。 

 

ADAM28 非発現細胞株に VWF を添加すると

癌細胞のアポトーシスが誘導され、ADAM28

発現癌細胞株では、VWF の分解により VWF



誘導性アポトーシスを回避した。以上のこと

から、癌細胞に発現する ADAM28 は VWF を

血中で分解し、VWF 誘導性アポトーシスの

回避により癌細胞転移促進に働く可能性が

示唆された。 
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