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研究成果の要旨 

 本年度の主な研究成果は以下の通りである。1) 潜在型 MMP-7 は CD151 との結合を介して細胞膜上

で活性化されることを明らかにするとともに、ヒト子宮内膜癌の低分化型腺癌での両分子の共存と

癌細胞周囲での活性化を証明した。2）シェデイングで切り残された HB-EGF のカルボキシ末端細胞

内ドメインのシグナルが、増殖因子による c-myc 遺伝子発現に必須であることを明らかにした。3）

正常肝細胞の接触阻害機構の解析を通して、c-Met/HGF リセプターシグナルの不活性化に LAR が関わ

ることを示した。4）HGF 活性化因子の HGFA とその活性阻害因子 HAI-1 に関して、腫瘍細胞とノッ

クアウトマウスによる解析で HGFA による HGF 活性化が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線維芽細胞が出現し、それらの I 型コラーゲン産生能と細胞マーカーを明ら

かにした。6）ケモカインリセプターの CXCR4 の癌細胞における核発現機構とヒト食道癌における臨

床病理学的意義を示した。 
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分担研究課題 

細胞—細胞外マトリックスインターフェイスで働く

MMP/ADAM の作用機構 

癌細胞増殖における HB-EGF CTF シグナリングの役割 

がん−間質相互作用を介した浸潤・転移・血管新生制御と

その阻止 

ヒト癌組織における HGF 活性化機構 

がん間質に動員される線維芽細胞の起源・機能の不均一

性 

微小転移の生物学的・臨床的意義：癌細胞の異所環境で

の生き残りが転移能を決定しているのか？ 

肺癌および肺組織における接着分子 CD44 の発現につい

ての研究 

クロマチン構造変換因子の発がんの癌転移における意義 
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研究報告 

 

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

制御は不可能である。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分解や増殖因

子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。

本研究班では、これらのがん組織内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)ヒト子宮内膜

癌での潜在型 MMP-7(matrix metalloproteinase-7)の

CD151 を介した細胞膜上活性化機構の解析。(2) HB-EGF

（heparin-binding epidermal growth factor）カルボキ

シ末端細胞内ドメインの機能解析。（3）HGF(hepatocyte 

growth factor)レセプターc-Met のシグナル調節に関与

する膜貫通型チロシンフォスファターゼ LAR の作用解析。

(4)HGF activator（HGFA）、HGFA inhibitor（HAI-2）、

H2RSP(HAI-2 related small peptide)の機能解析と癌組

織内発現。（5）癌組織間質に出現する骨髄由来線維芽細

胞の性質とマーカーの検討。（6）CXCR4 の核発現機構と

ヒト食道癌組織での臨床病理学的意義の解析。 

 

２ 研究方法 

 潜在型 MMP-7 の CD151 を介したヒト子宮内膜癌細胞膜

上での活性化実験では、潜在型 MMP-7 結合分子を酵母

two-hybrid system でスクリーニングし、MMP-7 と CD151

の分子間相互作用を免疫沈降法、binding assay、免疫染

色を用いて解析し、MMP-7 活性を in situ zymography 法

で検出した。また、ヒト子宮内膜腺癌組織における作用

を調べた。HB-EGF のカルボキシ末端ドメインの機能解析

実験では、アデノウイルスベクターを用いて HB-EGF 遺伝

子をHB-EGF遺伝子欠損MEF細胞に発現させてc-myc遺伝

子発現の有無を検討した。膜貫通型チロシンフォスファ

ターゼ LAR による Met シグナル調節機構の解析では、初

代肝細胞の培養環境を変えることにより、LAR の Met と

の複合体形成と Met の脱リン酸化を検討した。組織内で

の HGF 活性制御機構の解析研究では、HAI-1 ノックアウ

トマウスを作製し、胎盤の形成障害を詳細に検討すると

ともに、HAI-1 遺伝子を腫瘍細胞で発現させ、浸潤・増

殖能の変化を調べた。癌組織間質における線維芽細胞の

検討実験では、GFP Tg・RAG-1-/- マウスの骨髄細胞を移

植したマウスに肺癌細胞株を移植し、GFP 陽性骨髄由来

線維芽細胞の出現と性質を調べた。CXCR4 の核発現実験

では癌細胞株とヒト食道癌組織を用いて主として免疫染

色法で検討した。 

 

３ 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)潜在型MMP-7 のCD151 を介したヒト子宮内膜癌細胞膜

上での活性化： 

酵母 two-hybrid system により潜在型 MMP-7 結合分子と

してテトラスパニンの 1分子である CD151 をスクリーニ

ングした。酵母 two-hybrid assay により潜在型 MMP-7

のpropeptideとCD151のC末端細胞外ループが相互作用

することが示され、両分子の細胞膜上での共存は免疫沈

降法、共焦点顕微鏡による観察および結合実験により示

された。また、クロスリンクしたカルボキシメチル化ト

ランスフェリンを用いた in situ zymography を開発し、

CD151 発現細胞の細胞膜上で潜在型 MMP-7 が活性化する

ことを実証した。ヒト子宮内膜癌では、低分化型腺癌で

MMP-7 と CD151 は共存し、in situ zymography により癌

細胞周囲で MMP-7 の活性化を認め、その活性化に CD151

との相互作用が必要であることを示した。 

(2)増殖因子刺激でのc-myc 発現におけるHB-EGFカルボ

キシ末端ドメインの関与： 

マウス胚性線維芽細胞（MEF 細胞）に EGF, bFGF(basic 

fibroblast growth factor), PDGF(platelet-derived 

growth factor)等の増殖因子を作用させると、c-myc 遺

伝子が初期応答遺伝子の一つとして反応し、細胞増殖が

生じる。これに対し、HB-EGF 遺伝子欠損 MEF 細胞ではこ

れら増殖因子刺激による c-myc 遺伝子発現が顕著に抑制

されるが、各種増殖因子受容体から引き起こされる MAP

キナーゼカスケード等の活性化に見られる増殖シグナル

に変化がない事を確認した。一方、同遺伝子欠損 MEF 細

胞にアデノウイルスベクターを用いて HB-EGF 遺伝子を

戻すと，野生型 MEF と同程度の c-myc 遺伝子発現を観察

した。以上のデータは、増殖因子刺激による c-myc 遺伝

子発現は受容体からのシグナル伝達で必要十分ではなく、

HB-EGF カルボキシ末端細胞内ドメインのシグナルが増

殖因子による c-myc 遺伝子発現に必須のステップとなっ

ている事を示唆している。また、HB-EGF-C シグナルが
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BCL6 による cyclin D2 遺伝子発現抑制を解除するデータ

を得ており、細胞増殖制御の側面における HB-EGF-C シグ

ナルの重要性を示した。 

(3)膜貫通型チロシンフォスファターゼLARによるMetシ

グナル調節： 

HGF は低細胞密度下の初代培養肝細胞の DNA 合成を強く

促進するのに対して、高細胞密度においては DNA 合成を

促進しない。このとき低細胞密度では HGF による Met の

活性化（チロシンリン酸化）が持続されるのに対して、

高細胞密度では HGF 刺激後、膜貫通型チロシンフォスフ

ァターゼ LAR が Met と複合体を形成するとともに、Met

を脱リン酸化（不活化）することを見出した。Met-LAR

複合体形成による Met の活性化抑制は contact 

inhibition における新しい分子機構の一つであり、

Met-LAR による Met シグナルの OFF 機構の異常が細胞癌

化、癌悪性化に関与することが示唆された。 

(4)組織内でのHGF活性制御機構の解析： 

悪性神経膠腫細胞を用いた実験において、内因性 HGF 発

現細胞株で 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。HAI-2 遺伝子の下流に

存在し、HAI-2 とキメラ分子を形成する H2RSP 遺伝子を

見出した。H2RSP は、正常消化管上皮の増殖帯の細胞で

は細胞質に発現し、分化した腺管上層部の上皮細胞では

核内に移行した。一方、腺癌細胞では H2RSP 発現は低下

するのに対し、癌の浸潤先端部の癌細胞では細胞質内に

高発現した。また、癌細胞株に H2RSP を強制発現すると、

細胞増殖活性が抑制された。 

(5)癌組織間質における線維芽細胞の検討：  

GFP Tg・RAG-1-/-マウスの骨髄細胞を骨髄移植したマウ

スを用いて、ヒト肺癌細胞株を皮膚移植し、移植癌組織

内の GFP 陽性細胞数と I型コラーゲン産生能および骨髄

由来線維芽細胞のマーカーを検討した。また、正常皮膚、

損傷皮膚、気管内ブレオマイシン投与肺を対照とした。

癌細胞移植片では他の対照群に比較し有意に多くの GFP

陽性線維芽細胞の動員があり、これらの細胞は I型コラ

ーゲン産生を示した。また、これらの GFP 陽性細胞の半

数近くは CD45、Thy-1、a-smooth muscle actin を発現し

ていた。これらの結果から、癌間質には骨髄由来線維芽

細胞が高頻度に動員され、I 型コラーゲンの産生により

組織線維化に関与していることが明らかになり、CD45 分

子の発現はその起源の上で興味深いと考えられた。 

(6)CXCR4 核発現機構とヒト食道癌組織における臨床病

理学的意義： 

癌細胞株において CXCR4 が核に発現することを免疫染色

で認めたため、細胞株より核、細胞膜、細胞質の各分画

成分を準備しイムノブロットした結果、核での発現を証

明した。また、細胞株を低酸素やコンフルエント状態で

培養すると、その局在は核から細胞質と細胞膜へ移行す

ることを認めた。ヒト食道癌組織での CXCR4 の局在を調

べたところ、核陽性像は分化度の低い癌で高頻度にみら

れ、陽性群は陰性群に比べて有意に予後が悪いことを示

した。また、CXCR4 の核発現する食道癌では SDF-1a（CXCR4

のリガンド）が高頻度で発現し、リン酸化 EGF 受容体発

現も核で増強していた。以上のデータより、CXCR4 は細

胞過密接触や低酸素環境下では膜に発現させることでそ

の場での生存に作用し、浸潤の際には核へと移行し、浸

潤・転移に関わる可能性があると推定された。 

(7)班友の研究成果： 

 鈴木班友は、正常気管、肺癌、肺組織に新規の CD44

スプライスバリアントを同定した。本バリアントの解析

により、新しい splice acceptor site の存在を示し、培

養細胞を用いて本acceptor siteを用いてsplicingが生

じることを証明した。瀧口班友は、クロマチンの修飾に

関与する蛋白質複合体中のコリプレッサー蛋白である

MTA family の MTA1 ノックアウトマウスでの解析から、

本分子がステロイド応答性遺伝子や血管新生に関わる可

能性を示し、現在なお検討中である。 

 

４ 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
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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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