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本年度の主な研究成果は以下の通りである。1) ヒト乳癌と肺癌でADAM28の高発現と癌細胞増殖能との
相関を示し、増殖に関わるメカニズムを検討した。 2）シェデイングされて切り残されたHB-EGFの細胞
内ドメインは、細胞周期進行と連動してPLZFの核外移行を誘導することを明らかにした。3）c-Met/HGF
リセプターシグナル変換にc-Metのjuxtamembrane領域のSer985のリン酸化が重要なことを示した。4）HGF
活性化因子の HGFAとその活性阻害因子HAI-1に関して、ノックアウトマウスと悪性腫瘍細胞による解析
でHGFAによるHGF活性化が癌細胞の浸潤性増殖に関わることを明らかにした。5）癌組織間質に骨髄由来
の線維芽細胞の出現を証明するとともに、線維芽細胞の動員に腫瘍細胞の性格と生着臓器の微小環境の重

要性を示した。6）食道表在癌の簇出像が転移の必要条件であることを示すとともに、ケモカインリセプ
ターのCXCR4の食道癌での役割を解析した。 
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1. 研究目的 
 ヒトがん細胞がもつ増殖・浸潤・転移などの生物

学的多様性は、がん組織内微小環境によって規定さ

れていることから、がん組織内微小環境の理解なし

にがん細胞の制御は不可能と考えられる。がん細胞

は間質組織との密接な連携のもとにはじめて生存可

能であり、がん組織間質細胞が産生した細胞外マト

リックスや増殖因子はがん細胞の増殖・運動・浸潤

のバリアーや血管新生などの作用を営んでおり、局

所で働くプロテアーゼは細胞外マトリックスや増殖

因子の代謝に関わっている。また、血管新生は組織

酸素化や高栄養状態によりがん細胞の増殖・浸潤に

必須である。近年、がん間質を標的とした薬剤（血

管新生阻害剤、マトリックス分解酵素阻害剤など）

に関する治験が国内外で行われてきたが、がん組織

内微小環境の検索なく実施されており、実際その効

果も芳しくないのが現状である。本研究班では、が

ん生物像を規定するがん細胞周囲微小環境に関して、

①がん細胞周囲での増殖因子と受容体代謝における 
ADAM（a disintegrin and metalloproteinase）の作用機
序、②血管新生因子HGF（hepatocyte growth factor）

の活性調節機構とその制御による浸潤・転移、③が

ん間質細胞の由来、④ヒトがん組織局所での遺伝子

発現などについて解析し、がん組織微小環境モジュ

レーターの分子作用機構を基礎的に解析し、新規の

間質標的治療法開発に役立てることを目的とする。 
 今年度遂行した主な研究課題は、以下の通りであ

る。(1) ヒト癌組織で発現亢進するプロテアーゼ型
ADAM 分子の同定とその作用解析。 (2) ADAM12
の 作 用 でシ ェ デ ィン グ さ れた HB-EGF
（heparin-binding epidermal growth factor）の細胞内ド
メインの役割解析。（3）HGFレセプターであるc-Met
のシグナル変換機構。(4) HGF 活性化因子 HGF 
activator（HGFA）とHGFA inhibitor（HAI-1）の生体
内での機能解析。（5）ヒト癌細胞株移植マウスモデ
ルでの癌組織内線維芽細胞の由来検討。（6）食道表
在癌の簇出像の病理学的評価と臨床検体における

CXCR4蛋白発現解析。 
 
2. 研究成果 
 本年度の研究成果として以下のことを明らかにし

た。 



1). ヒト悪性腫瘍での膜型ADAMの発現解析： 
 ヒト乳癌と肺癌組織において、メタロプロテアー

ゼ型ADAM(ADAM8、9、10、12、15、17、20、 
21、28、30)の遺伝子発現を real-time PCRとRT-PCR
で検討した結果、分泌型 ADAM28s と膜型
ADAM28mの発現は癌部組織において非癌部よりも
有意に高値を示した。ADAM28特異的モノクローナ
ル抗体を作製し免疫染色を行ったところ、ADAM28
は癌細胞に局在し、癌組織内においては ADAM28
は活性型酵素として存在することがイムノブロット

法で示された。また、これらの癌組織では、ADAM28
のmRNA発現レベルはMIB-1染色による増殖能と正
の相関を示し、肺癌ではリンパ節転移と相関した。

一 方 、 リ コ ン ビ ナ ン ト ADAM28 は

IGFBP-3(insulin-like growth factor binding protein-3)を分
解してIGF-I/IGFBP-3複合体からIGF-Iを遊離するこ
とを示すとともに、乳癌組織におけるADAM28の発
現レベルは IGFBP-3の分解と相関し、ADAMインヒ
ビターや ADAM28 抗体での癌組織の処理により分
解が抑制された。これらのデータは、ADAM28 が
IGFBP-3 の分解を通してヒト癌細胞の増殖に関わる
ことを示唆している。また、肺癌ではADAM28は浸
潤・転移にも関与する可能性があり、さらに検討を

進めている。 
2). HB-EGFカルボキシ末端ペプチド（HB-EGF-C）
の機能解析： 
 Aphidicolin処理により細胞をG1/S境界で同調させ
細胞周期を揃えた後、各細胞周期における細胞表面

HB-EGF量をHB-EG特異抗体を用いたFACS解析に
より解析した。その結果、late G1 期で細胞表面
HB-EGF量が最も低いこと、すなわちHB-EGF-C産
生量が高いという結果が得られた。以上のデータか

ら、HB-EGFのsheddingは細胞周期のG1-S期への進
行過程で最もよく誘導されると考えられた。さらに、

初代培養細胞の表皮ケラチノサイトを用いて、内在

性HB-EGF-Cならびにその標的蛋白質である内在性
転写リプレッサーPLZF の細胞内局在を各々の特異
抗体で免疫染色し、Laser Scanning Cytometer (LSC)を
用いて各細胞周期に分画した。その結果、early G1
期では HB-EGF-Cは細胞膜に局在し、PLZF は核に
局在した。一方、S, G2期になると、各々の局在は大
きく変化し、HB-EGF-Cが核に移行し、PLZFは細胞
質に移行していることが確認された。以上のことか

ら、HB-EGFの sheddingは細胞周期進行と連動して
おり、HB-EGF-Cは細胞周期の late G1からS期にか
けて PLZF の核外移行を誘導することが明かとなっ
た。 
3). c-Met/HGF レセプターシグナル変換能に関する
ON⇔OFF制御機構の解析： 
 c-Met/HGFレセプターの細胞質領域内の
juxtamembrane領域（jxt領域）は47個のアミノ酸から
なり高度に保存されている。Jxt領域にはPKCによっ
てリン酸化されるSer985が存在し、そのリン酸化が

c-Metレセプターの活性化を負に調節する可能性が
考えられた。そこで、Ser985のリン酸化とc-Metの活性
化制御を、培養A549ヒト肺癌細胞を用いて解析した。
Ser985はTPA刺激によって強くリン酸化されたが、あ
らかじめTPA処理によってSer985をリン酸化した細胞

ではHGFによるc-Metのチロシンリン酸化は強く抑
制され、Ser985のリン酸化はc-Metのシグナル伝達能を
OFFに制御する機能をもつことが明らかとなった。
また、Ser985のリン酸化に関与する細胞外刺激の検討

から、H2O2による酸化ストレスによってSer985がリン

酸化されることを見いだした。このSer985リン酸化は

PKCの阻害剤によってブロックされることから、
H2O2によるSer985のリン酸化はPKC（PKC�/�）を介
することが明らかになった。一方、Ser985のリン酸化

レベルはセリン／スレオニンフォスファターゼ阻害

剤によって増大することから、セリン／スレオニン

フォスファターゼがSer985の脱リン酸化に関与するこ

とが示唆された。種々の検討により、Protein 
Phosphatase-2A（PP2A）がSer985の脱リン酸化を担う

セリン／スレオニンフォスファターゼであることを

明らかにするとともに、H202刺激によるSer985のリン

酸化を受けた細胞ではHGFによるc-Metチロシンリ
ン酸化抑制と一致してHGFによる増殖促進と細胞分
散活性が強く抑制されることがわかった。これらの

データはc-Metレセプターのjxt領域内Ser985はPKCな
らびにPP2Aによってリン酸化／脱リン酸化制御を
受け、Ser985のリン酸化はHGFによるc-Metレセプター
の活性化ならびに細胞応答を“OFF”にする制御機構
であることを示している。最近、複数のヒトがんに

おいてjxt領域内の遺伝子変異が報告されており、
c-Metシグナル変換能における抑制機能（“OFF”機能）
の喪失が発がん・がん悪性化に関与することが示唆

された。 
4). HGFAとHAI-1の生体内における機能解析： 
 HGFA ノックアウトマウスを作製したところ、ノ
ックアウトマウスは正常に生まれた。しかし、血清

中の HGF活性化能は失われており、血清中の HGF
活性化はHGFAに由来することが明らかとなった。
実験的腸炎モデルを作製したところ、ノックアウト

マウスでは傷害粘膜組織での HGF 活性化抑制とと
もに粘膜の再生（特に再生初期における上皮細胞に

よる再被覆）が遅延し、マウスの生存率が有意に低

下し、強い組織傷害後においては血中HGFAによる
HGF活性化が重要であることが明らかとなった。悪
性神経膠腫細胞を用いた実験において、HGFA 発現
が浸潤性増殖を亢進させることを明らかにし、HGF
活性化機構が癌細胞の浸潤性増殖に重要な役割を持

つことを示した。HAI-1 ノックアウトマウスを作製
したところ、胎盤における迷宮層形成障害により胎

生約10.5日で致死となった。HGFおよびその受容体
MET のノックアウトマウスも胎盤迷宮層の形成異
常を示し致死となるが、致死期はE12.5 - E14.5と明
らかにHAI-1ノックアウトマウスの方が早期に致死



となることや、HAI-1の標的酵素とされているHGFA
とマトリプテースのノックアウトマウスは胎盤に異

常をきたさない事実から、HAI-1にはHGF活性化調
節以外の生体内機能を有することが明らかとなった。

一方、膜型HAI-1の過剰発現は in vivoにおいて悪性
神経膠腫細胞の増殖を亢進させるのに対し、分泌型

HAI-1 ではむしろ抑制的な効果を示した。上記の実
験結果は、HGF・MET シグナリングにおける HGF
活性化機構の重要性を示しており、HGF活性化機構
は癌細胞の浸潤性増殖抑止を念頭においた分子標的

治療の候補となると考えられる。一方、HAI-1 には
予想外の重要な生体内機能が存在すると思われ、今

後さらなる基礎研究が必要である。 
5). がん組織における線維芽細胞の動員機構および
その機能解析： 
 GFPトランスジエニックマウス骨髄細胞を免疫不
全マウス(SCID)に骨髄移植後、10種類のヒトがん細
胞株をこれらマウス皮下に移植し、生着した腫瘍組

織の大きさ、間質量、微小血管密度、骨髄由来線維

芽細胞数、骨髄由来血管内皮細胞数を解析した。そ

の結果、間質反応を伴うがん組織では、間質量と相

関して、骨髄由来の線維芽細胞と血管内皮細胞が動

員されることが明らかとなった。さらに、膵がん細

胞株 Capan-1 を、皮下、腹膜、脾、肝、肺に移植し
た結果、腫瘍間質量は生着臓器により異なっていた

（皮下、腹膜＞＞脾、肝、肺）。また、間質反応を伴

うがん組織（皮下、腹膜）では骨髄由来の線維芽細

胞が高頻度に動員されていたが、間質反応の乏しい

組織（脾、肝、肺）ではほとんど動員はみられなか

った。この事実は、がん間質形成における骨髄由来

線維芽細胞の重要性を意味しているものと考えられ

る。さらに、骨髄からの線維芽細胞の動員機構には、

腫瘍細胞の生物学的性格のみならず、腫瘍生着臓器

の微小環境が重要な役割を果たしていることが明ら

かとなった。 
6). 食道表在癌の簇出像の病理学的評価と臨床検体
におけるCXCR4蛋白発現解析： 
 食道表在癌の簇出像に関する臨床病理学的検討に

より，簇出と脈管侵襲が明白な転移の必要条件であ

ることが確認された。しかし、これらは十分条件で

はなく，転移の形成には簇出・脈管侵襲・微小転移

後の異所環境での生き残りと適応が必要であると考

えられた。そこで、癌細胞の異所環境への適応をサ

ポートする因子として CXCR4 を標的とし、遺伝子
工学的および病理組織学的に検討した。ヒトCXCR4
と蛍光蛋白質GFPの融合蛋白質を発現させるベクタ
ーを構築し（pIRES2-EGFP-CXCR4）、本ベクターを
導入したヒト培養癌細胞のGFPを蛍光顕微鏡で確認
した。さらにCXCR4が導入された細胞は SDF-1シ
グナルにより活性化されることを浸潤アッセイにて

確認した。また、内視鏡的・外科的に切除された食

道扁平上皮癌を対象とし、抗 CXCR4 抗体(CXCR4 
fusin; Clone 12G5, BD Biosciences)を用いた免疫染色

を行った結果、食道扁平上皮癌症例の腫瘍細胞や非

癌部扁平上皮の傍基底層がCXCR-4陽性を示した。
Clone 12G5による染色では細胞質と核のいずれかな
いしは両方に顆粒状の陽性所見を認めたが、CXCR-4
の核内陽性像に関する意義は明らかではなく、さら

に検討を進めている。 
7). 班友の研究成果： 
 鈴木班友は、RT-PCRとシークエンス法で肺組織や
気管支組織に多種類の CD44 スプライスバリアント
を同定した。同定したバリアントのうち 2種は新規
のものであった。また、正常組織に比較して癌組織

で発現低下していた転写産物は、variant exon v3, v4, 
v5, v6, v7を有しており、この産物の機能解析を進め
ている。草野班友は、各シンデカンのタンパク芯細

胞外ドメイン組換えペプチドに対する抗体を作製し、

本抗体がシンデカンに特異性の高い抗体であること

を確認した。本抗体を基質に用い、シンデカンから

の刺激により細胞内に誘導されるアクチン細胞骨格

形成能を検討した結果、シンデカン分子間には機能

特異性があること、シンデカン-２はインテグリンα
5β1の結合情報のみならず、シンデカン-4からのシ
グナル伝達の下流に位置して制御していることを示

した。本研究結果は、シンデカン-２とシンデカン-
４のシグナル伝達系では階層性があり、両分子間の

クロストークを示唆するものであり、シンデカン-２
は発現量依存的に、フィブロネクチン受容体として

その細胞応答性を制御する可能性があると考えられ

た。 
 
3. 倫理面への配慮 
 本研究では、ヒト悪性腫瘍組織の手術検体を用い、

これら組織での mRNA と蛋白質レベルの発現解析
を行うことから、解析に関して患者本人のインフォ

ームドコンセントを得た上で関係者の人権保護に十

分配慮した。組換え遺伝子の担癌マウスへの導入と

ノックアウトマウスの解析は組換え遺伝子実験に該

当し、安全対策については十分な注意を払ってきた。

また、以上の研究計画については、各研究施設の倫

理委員会と組換え遺伝子実験安全委員会の承認を得

て行っている 。 
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