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研究成果の概要：癌細胞の細胞膜近傍領域で起こる細胞外マトリックスのリモデリングを、経

時的に測定するための方法を確立した。本研究の成果を応用することにより、癌の浸潤・転移

を制御する機構の解明のための道を拓くことに貢献できる。
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１． 研究開始当初の背景

(1) 癌細胞は、腫瘍組織に形成される細胞
外マトリックスと相互作用しながら運動性
を亢進し、浸潤・転移する。その制御機構
には不明な点が多く残されており、癌の進
展を防ぐ効果的な手段の開発が望まれてい
る。

(2) これまでに、癌細胞の細胞膜近傍にお
ける細胞外マトリックスのリモデリングが、
癌細胞の浸潤・転移能において重要な役割
を担っていることを見出した。

(3) 特に、細胞外マトリックスの主要構成

分子であるヒアルロン酸が、分解酵素の作
用を受けて低分子化することが鍵であり、
このようにして生じた低分子量ヒアルロン
酸が、癌浸潤促進作用を有することを見出
した。

(4) 上述のように、その生物学的重要性が
明らかになってきたにもかかわらず、ヒア
ルロン酸分解酵素は、他の糖鎖分解酵素に
比べて、比較的注目されてこなかった。そ
れは、ヒアルロン酸が、生物学的活性の低
いただの細胞外マトリックスの一成分と考
えられており、簡便で高感度なヒアルロン
酸分解酵素活性の測定法がなかったためで
ある。
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２．研究の目的

　本研究は、上記の 1-(2) および 1-(3) で
示したこれまでの独自の知見を基盤にして、
癌細胞の細胞膜近傍における細胞外マトリ
ックスリモデリングの制御機構を明らかに
するための手段の開発を目標とした。特に、
細胞外マトリックスの主要構成分子である
ヒアルロン酸のリモデリングに焦点を当て、
その分解反応の新規測定法の開発を目的と
した。

３．研究の方法

(1) 独自に癌浸潤促進作用を有することを
見出した低分子量ヒアルロン酸に焦点を絞
って、次のことをおこなった。

(2) まず、癌組織において、どのようにし
て低分子量ヒアルロン酸が生じるのかを解
明するため、その責任分子・ヒアルロン酸
分解酵素を同定し、その触媒機構を解析す
るため、蛋白質の発現および精製をおこな
った。

(3) ヒアルロン酸分解酵素活性の新規測定法

のための基質の合成をおこなった。ヒアルロ

ン酸は、枝分かれのない直鎖グリコサミノグ

リカンであり、D-グルクロン酸 (GlcUA) とN-

アセチル-D-グルコサミン (GlcNAc) を単位

とする２糖繰り返し構造を有する。この単位

構造中の官能基に蛍光色素を反応させること

を検討した。

(4) ヒアルロン酸に繰り返し含まれるD-グル

クロン酸のカルボキシル基に対して、塩酸・

1-エチル-3-ジメチルアミノプロピル・カル

ボジイミドを反応させ、蛍光色素 Alexa

Fluor 488のヒドラジド誘導体を共有結合さ

せることにより、蛍光ヒアルロン酸を作製し

た（図１）。

(5) 蛍光ヒアルロン酸に、段階希釈したヒア

ルロン酸分解酵素ヒアルロニダーゼを反応さ

せたときの蛍光偏光度を、励起波長495 nm、

検出波長 519 nm について、蛍光分光光度計

により測定した。

        図１. 蛍光ヒアルロン酸の合成

４．研究成果

(1) 作製した蛍光ヒアルロン酸を基質とし
て、蛍光偏光法により、ヒアルロン酸分解
酵素ヒアルロニダーゼの活性を定量的に測
定することが出来た（図２）。

        図２. 蛍光偏光度測定



(2) ヒアルロン酸の、ヒアルロニダーゼの
分解作用による低分子量化は、電気泳動法
により確認することができた。酵素反応後
のヒアルロン酸溶液をアガロースゲルに負
荷して電気泳動をおこない、ヒアルロン酸
を色素染色により可視化した（図３）。

        図 3. 電気泳動法による
        ヒアルロン酸分解の検出

(3) ヒアルロン酸の、ヒアルロニダーゼの
分解作用による低分子量化は、高速液体ク
ロマトグラフィによっても確認することが
出来た。Alexa Fluor 488 の蛍光を検出する
ことにより、ヒアルロン酸の分解により生
じたオリゴ糖を感度よく検出することがで
きた（図４）。また、癌細胞の浸潤促進能を
有するサイズのヒアルロン酸分子が生じて
いることがわかった。

  図４. 高速液体クロマトグラフィによる
        ヒアルロン酸分解産物の検出

(4) さらに、上記で確立した蛍光偏光度測
定によるヒアルロン酸分解酵素活性測定法
が、経時的な連続測定にも適用できること
を明らかにした。蛍光ヒアルロン酸を基質
として、ヒアルロニダーゼ存在下でインキ
ュベーションしたときの蛍光偏光度を経時
的にモニターすることにより、連続測定す
ることができた（図５）。

       図５.蛍光偏光度測定による
       ヒアルロン酸分解の連続測定

(5) 細胞外マトリックスは、癌の浸潤・転
移に密接に関与するため活発に研究されて
いるが、そのリモデリング制御機構には不
明な点が多い。本研究では、細胞外マトリ
ックスの主要構成分子であるヒアルロン酸
に着目し、その分解過程を測定するために、
世界に先駆けて、ヒアルロン酸分解酵素の
連続的活性測定法を確立した。

(6) 本研究の成果をもとにして、細胞外マ
トリックスのリモデリングを測定すること
が可能になり、癌の浸潤・転移を制御する
機構の解明のための道を拓くことに貢献で
きる。
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