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研究成果の概要（和文）：病的状態での組織リモデリングにおけるメタロプロテアーゼの作用を解析し、以下のデータ
を得た。①肺癌細胞の増殖・転移には癌細胞が産生するADAM28というメタロプロテアーゼが重要であり、将来的に治療
標的分子になる可能性を示した。②癌間質線維芽細胞由来のメタロプロテアーゼ活性は癌細胞の増殖・浸潤・転移を支
配していることを明らかにした。③急性大動脈解離という難治性疾患の発症には、好中球由来MMP-9が関わることを実
証した。④高齢者運動障害の主要原因の一つである変形性関節症において、関節軟骨破壊性メタロプロテアーゼADAMTS
4の活性調節機構とKIAA1199分子のヒアルロン酸分解作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have studied the roles of metalloproteinases in pathological tissue 
remodeling, and obtained the following data: 1) ADAM28 produced by lung carcinoma cells plays a key role 
in cancer cell proliferation and metastasis and this molecule seems to be a good drug target for the 
treatment of non-small cell lung cancers. 2) Activities of metalloproteinases derived from 
cancer-associated fibroblasts control cancer cell proliferation, invasion and metastasis. 3) 
Neutrophil-derived MMP-9 has an important role in the initiation of acute aortic dissection, which is an 
extremely intractable disease with poor prognosis. 4) The activity of ADAMTS4, which is a major 
metalloproteinase implicated for aggrecan degradation in human osteoarthritis (a major cause of 
locomotive syndrome), is inhibited by CCN1(Cyr61) and KIAA1199 is a key enzyme for hyaluronan 
depolymerization.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
生体は細胞と細胞間物質から構築されてお
り、細胞の多彩な機能は細胞膜表面や細胞
間 に 局 在 す る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
(extracellular matrix=ECM)とそれに結合す
る生理活性物質（増殖因子、サイトカイン、
ケモカインなど）からなる組織内微小環境
因子によって規定されており、病的状態に
おいては、これらの劇的な変化による病的
組織リモデリングが生じる。悪性腫瘍にお
いては、がん細胞の増殖とともにマクロフ
ァージなどの炎症細胞浸潤、血管新生、線
維芽細胞の増殖、線維化などが進行し、転
移先臓器でも同様な所見が認められる。炎
症性疾患においては、有血管性組織では悪
性腫瘍と類似の組織リモデリング像を呈す
るのに対し、血管を欠く軟骨では軟骨細胞
の増殖と異常な ECM 蓄積を中心とする無
血管性組織特異的な組織リモデリングを来
す。このような病的組織リモデリングの形
成機序の理解や制御法開発には、組織内微
小環境因子の産生・分解を分子レベルで検
討することが必須である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍性と非腫瘍性疾患、有血
管性と無血管性組織の対立軸を持ちながら、
病的組織リモデリングに関与するメタロプ
ロ テ ア ー ゼ の MMP (matrix metallo- 
proteinase)分子と ADAM(a disintegrin and 
metalloproteinase)分子（分泌型 ADAMTS と
膜型 ADAM に分類される）の作用に着目し、
病的組織リモデリングの研究を格段に発展
させることを目的とし、以下の 3 研究項目
について解析した。 

(研究 I) 悪性腫瘍組織リモデリングにお
ける MMP/ADAM の作用機構解析 

(研究 II) 血管疾患での組織リモデリング
における MMP/ADAM の作用機構解析 

(研究 III) 関節軟骨疾患の組織リモデリ
ングにおける MMP/ADAM の作用機構解析 
 
３．研究の方法 
(1) ADAM28 の新規基質探索と転移モデルに
よる解析：ADAM28 の Cys410-Arg540を bait に
して yeast tow-hybrid system でヒト肺 cDNA 
library をスクリーニングし、von Willebrand 
factor (VWF)を結合候補分子として見出し、
両分子の結合を binding assay で証明した。ま
た、活性型 ADAM28 と VWF をインキュベー
トし、VWFの分解を電気泳動により解析し、
切断部位を N 末端シークエンスにより決定
した。ADAM28 を発現あるいは発現しない各
種ヒトがん細胞株に VWF を添加して VWF
のアポトーシス誘導活性を検証した。また、
luciferase と Venus 遺伝子を含む ffLuc-cp156

ベクターを導入したヒト肺癌細胞株(PC-9)と
乳癌細胞株(MDA-MB231)を NOD-SCID マウ
スに移植し、ADAM28 による VWF 分解と肺
転移および自然転移発症との関連を In Vivo 
Imaging System で検討した。ADAM28 に対す
る siRNA や shRNA 導入による発現抑制や抗
ADAM28 中和抗体による実験で ADAM28 の
特異的作用を検証した。 
(2) 癌細胞における ADAM28 発現機構解析： 
MDCK (Madin-Darby canine kidney)細胞にが
ん遺伝子（v-src、LMP-1、ErbB2、Ha-Ras、
c-Fos）導入により形質転換した細胞株におい
て、形態学的変化を検討するとともに、
ADAM9, 10, 12, 15, 17, 28の発現をRT-PCRで
調べ、ADAM28 タンパク質発現をイムノブロ
ットと免疫組織染色で検討した。これらの形
質転換細胞株のヌードマウスでの発育と
ADAM28 発現を免疫組織学的に調べた。v-src
により形質転換した細胞株では、Src や下流
シグナルであるMEK/ERKとPI3K/Akt/mTOR
経路をリン酸化とシグナルインヒビターを
用いて検証した。また、各種ヒト癌細胞株
（ PC-9, Calu-3, MDA-MB231, MCF-7, 
RMUGL, TOV21, Caki-2, 769P, HCT15, LOVO, 
HepG2）を用いて、ADAM28 発現と Src のリ
ン酸化やインヒビターでの発現抑制との関
係を調べ、Src 下流シグナルインヒビター処
理によるADAM28発現を検討した。さらに、
ヒト肺癌、乳癌、大腸癌、大腸腺腫、正常大
腸粘膜での Src リン酸化と ADAM28 発現と
の相関を調べた。 
(3) 分子標的薬治療後腎癌組織の解析と発現
分子探索：抗 VEGF 受容体キナーゼ薬治療薬
(スニチニブ)治療および未治療後に摘出され
た転移性腎癌および原発癌組織に関して病
理形態学的に比較・検討するとともに、癌幹
細胞候補分子（CD44、CD133 など）、基底膜
や ES 細胞で発現する特殊な ECM 分子（IV
型コラーゲン、ラミニン 10 など）、MMP 分
子（MMP-1、2、3、7、9、13、14 など)、ADAM
分子（ADAM9、10、12、15、17、28 など）、
サイトカイン（TNF-など）、EMT マーカー
（Snail、Slug、Twist、E-cadherin など）を免
疫組織染色により検討した。また、腎細胞癌
株（786-O、ACHN） を用いて、TNF-や低
酸素処理して TNF-発現や CD44 発現変化を
調べた。 
(4) TIMP (tissue inhibitor metalloproteinases)遺
伝子欠損マウス由来線維芽細胞と癌関連線
維芽細胞（cancer-associated fibroblasts=CAFs）
の解析実験：TIMP-1, 2, 3, 4 を全て欠損する
マウスと野生型マウス皮膚より線維芽細胞
を培養し、-SMA, SDF-1, HGF, TGF2 など
の発現を調べるとともに、ヒト癌細胞株との
共培養系における増殖能および NOD-SCID
マウス皮下への移植による腫瘍形成能の変



化を検討した。また、混合移植後の癌細胞肺
転移能の変化を TIMP 欠損線維芽細胞と野生
型線維芽細胞との間で比較・検討した。さら
に、ヒト肺癌組織より CAFs を単離・培養し、
CAFs で発現する TIMP-1, 2, 3, 4 の発現レベ
ルを real-time PCR にて検討した。また、TIMP
欠損線維芽細胞より exsosomes を単離して、
癌細胞への作用を調べ、 Gene Ontology 
analysis により野生型 exosomes との違いを検
証した。 
(5) 急性大動脈解離(Acute Aortic Dissection 
=AAD)患者末梢血中の MMP と Angiotensin 
II(AngII)測定および AAD モデル作製と解
析：AAD患者血中でのMMP-1,2,3,9、TIMP-1,2
およびAngIIのレベルをELISA法により測定
し、大動脈人工血管移植術時に得られたAAD
大動脈組織について免疫染色により好中球
と MMP-9 の局在を決定した。幼弱マウスに
リ ジ ル オ キ シ ダ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る
-aminopropionitrile monofumarate (BPAN)投
与後に AngII を持続投与することで AAD マ
ウスモデルを開発した。本モデルにおける
AADをCT scanおよび組織学的に検討すると
ともに、大動脈局所での好中球浸潤、MMP-9、
ゼラチン分解活性を調べた。また、本マウス
に MMP インヒビターや抗好中球抗体投与や
MMP-9 欠損マウスでの同様な処理による
AAD 発症を検討した。さらに、本モデルに
おいて大動脈に浸潤した炎症細胞での
CXCL1, G-CSF, IL-6 などの発現を検討し、大
動脈破裂機構を調べた。 
(6) ADAM17 の軟骨での作用解析：Cre/loxP
法により軟骨組織特異的に ADAM17 遺伝子
を欠損した ADAM17flox/flox/Col2a1-Cre マウス
を開発し、全身骨格系の変化を肉眼的、組織
学的およびレントゲンにより観察した。また、
骨端板の組織における骨吸収に関わる分子
(RANKL, osteoprotegrin, MMP-13 など)の発現
を real-time PCR にて測定した。 
(7) ヒト変形性関節症 (OA)関節軟骨での
ADAMTS4 の活性調節因子探索：ヒト関節軟
骨プロテオグリカン分解の中心的酵素であ
る ADAMTS4(アグリカナーゼ 1)に His/FLAG
タグを組み込んだ発現ベクターを軟骨肉腫
細胞株に導入し、細胞膜分画と培養液を抗
His タグ抗体カラムと抗 FLAG 抗体カラムに
掛け、ADAMTS4結合タンパク質を溶出した。
溶出したタンパク質の LC-MS/MS 法による
検討で CCN1(Cyr61)を同定し、リコンビナン
ト CCN1 を用いた binding アッセイにより結
合能と ADAMTS4 の活性阻害を検討した。ま
た、CCN1 の OA 関節軟骨組織での発現を
real-time PCR、イムノブロット法および免疫
組織染色により調べた。さらに、培養 OA 関
節軟骨細胞を用いて種々のサイトカイン刺
激下におけるCCN1やADAMTS4発現とアグ

リカン分解活性を検討した。 
(8) ヒアルロン酸分解関連分子の解析：ヒト
皮膚線維芽細胞を種々のサイトカインなど
で刺激したところ、ヒスタミンと TGF-処理
でヒアルロン酸分解活性がそれぞれ亢進お
よび低下することが判明した。これらの処理
により変動する遺伝子をマイクロアレイ法
により検索し、25 種類の遺伝子を見出し、
siRNA によりノックダウンすることでヒア
ルロン酸分解活性に関わる分子として
KIAA1199 を見出した。本分子を強制発現し
た細胞の溶解物を用いて種々の分子量のヒ
アルロン酸やプロテオグリカンとの結合能
を binding assay で調べるとともに、線維芽細
胞に本遺伝子を強制発現してヒアルロン酸
分解活性を検討した。また、関節リウマチや
変形性関節症の滑膜細胞と滑膜組織での
KIAA1199 分子の発現を real-time PCR とイム
ノブロット法で検討し、線維芽細胞、正常皮
膚組織および関節リウマチ滑膜組織での本
分子の局在を免疫組織学的に検討した。 
 
４．研究成果 
各研究項目で得られた主な成果は以下の通
りである。 
 (研究 I) 悪性腫瘍組織リモデリングにおけ
る MMP/ADAM の作用機構解析： 
ADAM28 は VWF を分解することを明らかに
した。肺転移マウスモデルでは、癌細胞にお
ける ADAM28 発現抑制により肺転移は有意
に低下し、血中 VWF 分解は対照群に比べて
抑制され、癌細胞の多くは肺血管内でアポト
ーシスに陥っていた。自然転移モデルにおい
ても、癌細胞の局所での増殖と転移は
ADAM28 発現抑制で低下することから、
ADAM28 の癌細胞増殖・転移での重要性が実
証された。本研究は J Natl Cancer Inst (2012)
に発表され、血管壁および血管内という特殊
な組織内微小環境で血液凝固と癌細胞転移
との関連を初めて明らかにした研究であり、
同誌の Editorials に取り上げられるとともに、
国内においては日経新聞など数誌で報道さ
れた。正常組織では ADAM28 は精巣上体精
細管上皮など一部でしか発現せず、肺癌や乳
癌組織では癌細胞にかなり特異的に発現す
ることから、癌細胞での発現機構を解析した。
その結果、癌遺伝子で形質転換した細胞株と
ヒト癌細胞株での検討により、Src の活性化
により特異的に発現され、 Src 下流の
MEK/ERKと PI3K/Akt/mTORの両経路を必要
とすることを証明した。これらのデータをも
とに、ADAM28 を標的とした肺癌分子標的治
療を目指して、ヒト型抗 ADAM28 特異抗体
を開発研究へと展開しており、現在 A-STEP
の研究費を得て肺癌治療のための新規分子
標的治療の可能性を検討中である。 
 転移性腎癌においては、分子標的薬スニチ
ニブ治療が効果を示すことが近年注目され
ている。本研究ではスニチニブ治療後の腎癌



組織の解析により、残存癌細胞は ADAM17、
TNF-、CD44 を高発現し、CD44 の発現は予
後不良因子であることを示した。腎癌細胞株
を用いた実験では、TNF-は CD44 発現を亢
進させるとともに上皮間葉転換や浸潤を促
進することから、TNF-/CD44 経路は、分子
標的薬スニチニブに対する治療耐性に関わ
っていることが示唆された。 
 癌組織間質の CAFs は癌組織リモデリング
に中心的な役割を担っている。MMP や
ADAM の組織内インヒビターである TIMP 
-1,2,3,4 を全て欠損したマウスから線維芽細
胞を分離して検討したところ、本 TIMP 欠損
線維芽細胞は CAFs に類似した活性化線維芽
細胞様形質を示し、腫瘍形成や肺転移を促進
するとともに、TIMP 欠損線維芽細胞由来エ
クソソームが ADAM10 の作用により癌細胞
の運動能促進や幹細胞性維持に関わること
を見出した。また、ヒト肺癌由来 CAFs では
TIMP-1,2,3,4 の発現が低下していることも明
らかにした。本研究は癌組織リモデリングに
おける CAFs の作用を実証したものであり、
Nat Cell Biol (2014)に発表し、世界的に注目さ
れている。 
 (研究 II) 血管疾患での組織リモデリング
における MMP/ADAM の作用機構解析： 
AAD は、急速に進行するきわめて予後不良な
難治性疾患である。本研究では、AAD 患者血
漿中において MMP-9 と AngII が有意に上昇
しており、MMP-9 は大動脈に浸潤した好中球
に由来することを突き止めた。BAPN を投与
したマウスに Ang II 投与により全例で AAD
を発症させることに初めて成功し、大動脈内
膜への好中球浸潤と MMP-9 の発現・活性化
を示した。AAD 発症率は、MMP 阻害薬投与、
好中球中和抗体投与、MMP-9 ノックアウト
マウスで有意に低下し、Ang II 刺激により内
膜浸潤した好中球由来MMP-9がAADを誘導
することを証明した。本研究は血管壁の組織
リモデリングにおける MMP-9 の作用を初め
て実証した研究であり、Circulation (2012)に発
表され、国内では日経新聞など数誌に取り上
げられた。本 AAD マウスモデルにおいて、
大動脈破裂機構をさらに検討した結果、解離
した大動脈外膜で CXCL1 と G-CSF が産生さ
れ、これらケモカインが好中球浸潤を促進し、
好中球由来の IL-6 が局所での炎症増悪によ
り解離大動脈の破裂へと誘導することを明
らかにした。  
 (研究 III) 関節軟骨疾患の組織リモデリン
グにおける MMP/ADAM の作用機構解析： 
軟骨組織リモデリングにおける ADAM17 の
作用を解析する目的で、ADAM17 遺伝子を軟
骨細胞特異的にノックアウトして解析した
ところ、長管骨の短縮、骨端板での肥大軟骨
層延長を認めた。軟骨細胞での EGFR リン酸
化低下、osteoprotegrin 発現増加、RANKL と
MMP-13 の発現低下が示され、ADAM17 によ
る軟骨細胞での EGFR シグナルが、上記の遺
伝子発現調節を介して骨端板発育に重要な

ことが証明された。 
 ヒト OA 関節軟骨において ADAMTS4 の結
合分子を網羅的に解析し、CCN1 分子を同定
した。CCN1 は TGF-で発現誘導され、同時
に発現亢進した ADAMTS4 のアグリカン分
解活性を阻害することで、変形性関節症関節
軟骨細胞のクローニングで代表される軟骨
リモデリングに関わることを初めて示した。 
 ヒアルロン酸と特異的に結合する分子
（KIAA1199）を見出し、本分子がヒアルロ
ン酸分解に決定的役割を果たすことを種々
の実験により初めて実証するとともに、関節
リウマチ滑膜組織の滑膜線維芽細胞により
高発現することを明らかにした。また、マウ
スにおいても本分子が存在し、ヒトと同様に
ヒアルロン酸分解に重要な役割を果たすこ
とを明らかにした。本分子はこれまで多くの
謎に包まれてきたヒアルロン酸分解機構に
新たな情報を与えるととともに、変形性関節
症関節軟骨破壊とリモデリングにおける作
用が国内外で注目されており、我々の研究グ
ループが継続的に現在研究を進めている。 
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