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研究成果の概要（和文）：アトピー性皮膚炎などのアレルギー性皮膚炎症の患者数は40万人以上と推定される。
発症に関わる新たな分子間相互作用として炎症やアレルギーを調節する酵素ヘパラナーゼに着目し、アトピー性
皮膚炎皮疹部における発現を確認した。ヘパラナーゼの機能を抑制する新たな阻害剤を探索し、コンドロイチン
硫酸、ヒアルロン酸の硫酸化糖鎖にヘパリンよりも強いヘパラナーゼ阻害活性を見出した。これらの硫酸化糖鎖
は細胞レベルでもヘパラナーゼ阻害剤として作用した。フラグメント分子軌道法を適用することで、これらの糖
鎖による阻害効果の分子基盤を解明した。

研究成果の概要（英文）：The number of patients with allergic skin inflammation such as atopic 
dermatitis is estimated to be over 400,000. To ameliorate our understanding on the pathogenesis of 
atopic dermatitis, we focused on involvement of heparanase in the dermatitis. Heparanase expression 
was detected in the atopic dermatitis skins. Novel heparanase inhibitors were explored, focusing on 
chondroitin sulfate and hyaluronic acid that are present in the body. These polysaccharides were 
sulfated using the chemical modification technique. These sulfated polysaccharides exerted stronger 
heparanase inhibitory activity than heparin. They were able to suppress heparanase-dependent 
inflammatory events at the cellular level. In order to clarify molecular basis of the inhibitory 
effect, fragment molecular orbital method was applied. Interaction between sulfated polysaccharides 
and basic amino acid residues on heparanase protein, especially those in heparin-binding domain I is
 involved in the inhibitory activity.

研究分野： 生化学

キーワード： アレルギー性皮膚炎　ヘパラナーゼ　炎症　細胞外マトリックス　基底膜　ヒアルロン酸　コンドロイ
チン硫酸　フラグメント分子軌道法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘパラナーゼなどの糖鎖切断酵素によって新たに産生される糖鎖断片、また人為的に硫酸化などの化学修飾を行
った糖鎖が起炎症活性・抗炎症活性を有する場合が示され、この手法による新たな生理活性物質の探索の可能性
を示した。抗炎症活性のうちヘパラナーゼの酵素活性阻害作用に着目すると、この機能に特化した高硫酸化コン
ドロイチン硫酸、硫酸化ヒアルロン酸という硫酸化糖鎖を新たに見出し、その構造的基盤を解明することに成功
した。本研究の成果により、アトピー性皮膚炎などの炎症性疾患に対して、ヘパラナーゼの阻害効果を通じて炎
症を鎮静化する新たな阻害剤の提案をすることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 
 
 アトピー性⽪膚炎などのアレルギー性⽪膚炎症の患者数は 40 万⼈以上と推定される（厚⽣労
働省「アレルギー疾患の現状等」）。アレルゲンなど悪化因⼦の検索と接触回避、ステロイド薬を
始めとする薬物療法、スキンケアによる⽪膚バリア機能維持などが確⽴されているが、ステロイ
ド薬が効果を⽰さない症例もあり疾患の撲滅には程遠い。発症に関わる因⼦が複数存在し、それ
らが複雑に絡み合っていることを考慮すると、分⼦間相互作⽤に関する新しい着眼点をもつこ
とが、疾患の理解を⼀歩進める上で必要であると考えた。 
 炎症に関わる多くの⽣理活性物質、すなわちヒスタミンなどの低分⼦アミン、多くのサイトカ
イン・ケモカイン類、マスト細胞内の顆粒内酵素トリプターゼ・キマーゼ等のアレルギー性炎症
メディエータはいずれも正電荷もしくは電荷のクラスターを有するという特徴をもつ。これら
のカウンター分⼦として、強い負電荷をもつ硫酸化糖鎖がこれら⽣理活性物質との会合を介し
て⽣物活性や局在を変えることが予想された。ヘパラン硫酸などの硫酸化糖鎖は、その潜在的重
要性にも関わらず、硫酸化修飾の頻度と分⼦量が多様であるという解析上の難点から、オミック
ス解析の対象から外れていた。 
 ヘパラナーゼは、⽣体内で最も強い陰電荷を有する多糖⾼分⼦であるヘパラン硫酸・ヘパリン
を切断するほ乳類では唯⼀のエンド型酵素であり、ヘパラン硫酸・ヘパリンの機能を調節する重
要な因⼦である。以前の研究から、急性炎症に浸潤する好中球の⾎管外浸潤に、ヘパラナーゼに
よる基底膜切断が関与している可能性が⽰唆されていた。慢性炎症における役割も想定されて
きたが、硫酸化糖鎖の⽣理活性調節に関する問題に挑むアプローチは、ほぼなされていなかった。   
 
2. 研究の目的 
 
 ヘパラナーゼによる炎症亢進機構として (i) ⾎管内⽪細胞や上⽪細胞を裏打ちする基底膜の
分解、(ii) 結合組織型マスト細胞から脱顆粒されたメディエータ分⼦の結合組織からの放出促進、
(iii) 炎症性ケモカイン産⽣を誘導するシグナル伝達分⼦としての作⽤が考えられる。ヘパラン
硫酸などの硫酸化糖鎖は、硫酸化修飾の頻度と分⼦量が多様であることなどの理由でオミック
ス解析の対象になりにくいという背景があり、そのため未解明の機能が多く残されている。 
 ヘパラナーゼ、ならびにヘパラナーゼによる切断の結果⽣じる硫酸化糖鎖の⽣物機能に着⽬
し、炎症への関わりを検討した。以下２点を問題点として設定した。 
(1) 起炎症・抗炎症という⼆⾯性作⽤を⽰す硫酸化糖鎖断⽚の分離と構造基盤の解明 
(2) アレルギー性⽪膚炎症疾患の発症におけるヘパラナーゼと硫酸化糖鎖の関与の解明 
 
3. 研究の方法 
 
(1)糖鎖断⽚の分離、起炎症・抗炎症活性をもつ糖鎖の評価と構造基盤の解明 
 マスト細胞などの細胞を材料に硫酸化糖鎖を取得し、硫酸化糖鎖を調製する。既存の糖鎖を化
学的⼿法で硫酸化することによりさまざまな硫酸化糖鎖を調製する。これらのサンプルを材料
に、抗炎症活性としてヘパラナーゼに対する酵素阻害活性を検討する。起炎症活性はNF-kappaB
プロモータの下流にあるレポーター遺伝⼦の発現をもとに評価する。炎症抑制効果を⼤腸癌細
胞株のケモカイン産⽣と間質浸潤の程度をもとに評価する。ヘパラナーゼの酵素活性阻害効果
の分⼦基盤を解明するために、フラグメント分⼦軌道法による解析を適⽤する。 
 



(2) アレルギー性⽪膚炎症疾患の場におけるヘパラナーゼの発現確認と、発症におけるヘパラナ
ーゼの関与の検証 
 ヒト⽪膚炎症疾患の⽪疹部におけるヘパラナーゼの発現を、アトピー性⽪膚炎を主に、接触⽪
膚炎・薬疹・乾癬を含めた臨床病理検体を免疫組織染⾊することで検討する。ヘパラナーゼの基
質となる基底膜などのへパラン硫酸について、疾患発症時にその構造が保たれているか否かを
組織学的に確認する。また、⽪疹部における⾎管や表⽪組織の変化の有無についても検討する。
マウスにおけるアトピー性⽪膚炎疾患モデルを⽴ち上げ、疾患部位におけるヘパラナーゼ発現
についてヒトとの⽐較として検討するとともに、治療効果を検証する。 
 
4. 研究成果 
 
(1)-1 内在性硫酸化糖鎖とその改変によるヘパラナーゼの酵素活性阻害効果 
 ヘパラナーゼの酵素活性を阻害することにより、抗炎症効果をもたらす可能性のある糖鎖の
検索を⾏った。内在性糖鎖の⼀つであるコンドロイチン硫酸のうち、⾼硫酸型である E-ユニッ
トを含む糖鎖がへパラン硫酸切断活性を始め、その⽣物作⽤を広く阻害することを⾒出した。ヘ
パラナーゼ阻害物質としての検討例は多いが、内在性物質による⽣理的な活性制御の検討はほ
とんどなされてこなかった。E-ユニットを含む糖鎖のヘパラナーゼ阻害効果は、この点で新しい
知⾒であるといえる。この糖鎖はマスト細胞の⼀部が含有すると考えられるタイプの糖鎖であ
る。実際に、⾻髄由来マスト細胞から糖鎖の抽出を⾏いヘパラナーゼ阻害物質としての機能を検
索したところ、ヘパラナーゼ阻害作⽤が認められた。 
 また、マスト細胞が有する糖鎖の特徴を⼈⼯的に調製することで、新規な活性阻害物質を展開
できるものと考えられた。コンドロイチン硫酸、グリチルリチン酸を材料にこのような⽅向での
阻害剤調製を⾏った。 
 本成果は論⽂(Biochem Biophys Res Commun, 520(1):152-158, 2019)で報告するとともに、多
数の学会発表を⾏った。 
  
 (1)-2 ⼈⼯的に調製した硫酸化糖鎖によるヘパラナーゼの酵素活性阻害効果 
 (1)-1の知⾒を参考に、⼈⼯的に硫酸化糖鎖を調製して、そのヘパラナーゼ阻害活性を検討し
た。ここでは、もともと⽣体内にあるコンドロイチン硫酸、ヒアルロン酸と低分⼦物質であるグ
リチルリチン酸に着⽬した。コンドロイチン硫酸についてはその⾼硫酸化体が⾎液凝固抑制活
性を⽰す。硫酸化ヒアルロン酸は、⼈⼯結合組織として組織修復の材料として開発されてきた経
緯がある。 
 研究分担者・東博⼠らによって確⽴された糖鎖硫酸化法を⽤い、既存のコンドロイチン硫酸、
ヒアルロン酸から硫酸化体を合成した。⾼硫酸化コンドロイチン硫酸については、5kDa、8kDa
に低分⼦化した糖鎖においても、ヘパラナーゼ阻害活性が⽰された。硫酸化ヒアルロン酸につい
ては、⾼硫酸化型、低硫酸化型の２タイプについて、ヘパラナーゼ阻害活性を検討した。⽐較の
結果、⾼硫酸化ヒアルロン酸でより強いヘパラナーゼ阻害活性が認められた。⼀⽅、ヒアルロン
酸、特にその断⽚については、NF-kappaB の活性化を通じて炎症を引き起こすことが知られて
いる。これに対し、硫酸化ヒアルロン酸はNF-kappaBを活性化しなかった。従って、これらの
糖鎖について、炎症抑制性の糖鎖としての性質が同定された。 
 ⾼硫酸化コンドロイチン硫酸、硫酸化ヒアルロン酸について、その⽣物作⽤を検討した。両者
は癌細胞株（colon 26、4T1）からなるスフェロイドのコラーゲンゲル内に向かう浸潤を抑制し
た。また colon 26 細胞によるヘパラナーゼ依存的なケモカイン産⽣を抑制した。後者の抑制作



⽤は、細胞表⾯におけるヘパラナーゼの結合が阻害されたためであることがわかった。 
 
(1)-3 硫酸化糖鎖によるヘパラナーゼの酵素活性阻害効果の構造化学的検証 
 ⾼硫酸化コンドロイチン硫酸、硫酸化ヒアルロン酸について、ヘパラナーゼ阻害作⽤の⼤⼩は
ヘパラナーゼとの分⼦間相互作⽤の特性によって理解されると考えられる。阪⼤院薬（当時 星
薬科⼤）福澤教授との共同研究として、フラグメント分⼦軌道法による解析を⾏った。これらの
硫酸化糖鎖は、ヘパリンと⽐較すると、酵素の切断部位に深く相互作⽤するわけではなかった。
⼀⽅、塩基性アミノ酸の側鎖に対する相互作⽤がヘパリンよりも強く、特にヘパラナーゼ内に形
成されるヘパリン結合ドメイン I（HBD-I）と強く相互作⽤することがわかった。この部位は、
他の研究者により、ヘパラナーゼにおける基質の認識に不可⽋な部位であることが報告されて
いる(J Biol Chem 280:20457 (2005))。これらの硫酸化糖鎖はHBD-Iを特に標的とすることが⽰
された。 
 本成果は論⽂(Int J Mol Sci, 23(9):5055, 2022)で報告するとともに、多数の学会発表を⾏った。 
 
(2)-1 アトピー性⽪膚炎⽪疹部におけるヘパラナーゼの発現 
 免疫組織学的⼿法を⽤いることにより、アトピー性⽪膚炎⽪疹部のヘパラナーゼ発現を検討
した。ヘパラナーゼ発現は 30 例の解析のうち、29例で確認された。表⽪部分の染⾊が顕著であ
り、特に基底層、有棘層において強い染⾊が確認された。また真⽪においては、⾎管内⽪と浸潤
細胞に染⾊が認められるとともに、上⽪由来組織（⽑包、⽪脂腺、汗腺）にも⼀部の症例で染⾊
が認められた。ヘパラナーゼの基質となるヘパラン硫酸の分布について、抗ヘパラン硫酸抗体に
よる染⾊を試みた。⼀部の症例において基底膜部分の染⾊強度が低下する傾向が認められたが、
その再現性を検証するには⾄らなかった。 
 アトピー性⽪膚炎の動物モデルについては、最終年度にようやく⽴ち上げるに⾄った。この動
物モデルではマスト細胞の局所蓄積が特徴的であった。ヘパラナーゼの発現について、期間内に
再現性のよい成果を得るには⾄らなかった。 
 本部分は総説（アレルギーの臨床 40(6): 515-518, 2020）の⼀部として報告するとともに、
多数の学会発表を⾏った。 
 
(2)-2ヘパラナーゼ⾼発現⾓質細胞に⽣じる機能変化 
 ヒト⾓質細胞株HaCaT細胞にヘパラナーゼ遺伝⼦を強制発現させることにより、アトピー性
⽪膚炎におけるヘパラナーゼ⾼発現がもたらす機能変化について検討した。細胞からの炎症性
サイトカイン産⽣の増加が特徴的に観察された。また、⾓質細胞におけるバリア機能への影響も
⽰唆された。この部分については、期間内に成果をまとめ上げるには⾄らなかった。 
 
 本研究を通じ、糖鎖の持つ特徴に応じて、ヘパラナーゼなどの酵素によって新たに産⽣される
糖鎖断⽚に、起炎症活性、もしくは抗炎症活性を有する場合があることが⽰された。特にヘパラ
ナーゼ阻害作⽤として⾒出される抗炎症活性について、この機能に特化した硫酸化糖鎖である
⾼硫酸化コンドロイチン硫酸、硫酸化ヒアルロン酸を新たに⾒出した。またこれらの糖鎖が細胞
レベルでヘパラナーゼの浸潤促進活性、サイトカイン産⽣能を抑制することを⾒出した。さらに、
阻害効果が成⽴する構造的基盤が、フラグメント分⼦軌道法による解析により解明された。ヘパ
ラナーゼはアトピー性⽪膚炎⽪疹部に⾼発現することから、⽪膚炎症などの疾患においてヘパ
ラナーゼ阻害剤を摘⽤する妥当性を⾒出すことができた。 
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

ヘパラナーゼ阻害物質による結腸癌細胞の増殖抑制効果：NF-κBシグナル伝達経路の関与

結腸癌細胞株が形成するスフェロイドからの突起伸長とヘパラナーゼ

ヘパラナーゼ阻害物質による結腸癌細胞の増殖抑制効果：NF-κBシグナル伝達経路の関与
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