
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ４月 ４日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：血清中 Heparanase 値測定法の確立のため、ELISA 反応確認試験とし

て、抗 HPR1 抗体と合成ペプチド、ビオチン標識ペプチオドを用いた ELISA を構築し、抗ウサギ

抗体を固相したマイクロプレートを用い、抗体と各ペプチドの反応が確認できた。HPR 1 ペプ

チドとして 10～1,000nmol/l の範囲で濃度に依存する検量線を得ることができた。HPR1 ELISA

キットを用いて血清サンプルの測定を行った結果、良好な添加回収率、希釈直線性が得られた。

本キットを用いて血清中の HPR1 を定量することが可能であると判断された。さらに ELISA 性能

評価試験では、HPR1 ペプチドに対する抗体と合成ペプチドを用いた ELISA を検討した結果、良

好な反応性を確認できた。HPR1 ペプチド濃度として 1～100nmol/l の範囲で定量が可能であっ

た。血漿を用いた ELISA も良好な反応を示し、血液サンプル測定への可能性が示され、HPR1 タ

ンパクあるいは実際のサンプルを用いた検討を行うことで有用性の検証を行うことが可能とな

った。HPR1 ELISA キットを試作し血清サンプルの測定を行った結果、検量線の範囲に入る良好

な結果が得られ、臨床応用が可能と判断された。 
 
研究成果の概要（英文）：To establish a measurement method of serum heparanase titer, we constructed 

ELISA system using antiHPR1 antibody, synthesized peptide for heparanase, and biotin-labeled peptide. 

The ELISA for heparanase measurement worked well in the reaction of the antibody and the synthesized 

peptide between concentrations of 10 to 1,000 nmol/l of HPR1 peptide. The ELISA also worked well in 

the measurement of serum heparanase between concentrations of 1 to 100nmol/l of HPR1 peptide. We 

tried to measure the 22 serum samples from patients with cervical cancer, endometrial cancer and 

ovarian cancer, and were able to get appropriate titers of heparanase concentration in each sample. These 

data indicate that our ELISA system for the measurement of serum heparanase titer is applicable for a 

clinical setting. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヘパラナーゼは細胞表面、細胞外マトリッ
クスにおいて重要な構造の一つである
Heparan sulfate proteoglycan の分解酵素で
ある。細胞株において転移能とヘパラナーゼ
活性との相関が報告され、臨床検体の癌細胞
においても高いヘパラナーゼ活性の発現お
よびヘパラナーゼが腫瘍血管の新生を促進
していることが報告された。ヘパラナーゼは
ますます腫瘍細胞の転移・血管新生、さらに
転移抑制療法との関連において注目されて
いる。 
２．研究の目的 
 ヘパラナーゼは分泌蛋白であるため、担癌
患者の血清中に検出される。そこで婦人科癌
におけるヘパラナーゼの発現を免疫染色で
確認し、癌患者血清中のヘパラナーゼ濃度を
測定し、これが臨床病理学的特徴、転移、予
後と関連しているかを確認することは非常
に意義あることと考える。 
 
３．研究の方法 
 婦人科癌臨床材料における血管新生とヘ
パラナーゼ発現の免疫組織学的検討に関し
て、免疫染色法によりヘパラナーゼの局在、
染色強度と臨床病理学的因子、とくにリンパ
節転移、遠隔転移との関係を中心に比較検討
する。血清中ヘパラナーゼ濃度測定法の確立
に関しては、ELISA を用いたヘパラナーゼ濃
度測定法を確立する。担癌患者血清中ヘパラ
ナーゼ測定に関しては、本学臨床研究倫理委
員会の承認を得、患者から同意取得後、採血
し血清中ヘパラナーゼ濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
I. ELISA 反応確認試験 
１目的：抗 Heparanase 抗体 (Anti HPR1)と
合成ペプチドとの組み合わせで競合法 ELISA
反応を確認する。 
２試薬：Peptide Ab (7.11mg/mL)：Anti HPR1, 
Peptide （NGSQKGEDFIQLH）：HPR1, Biotin 
Peptide(Bio-NGSQKGEDFIQLH):Bio-HPR1, 
Avidin HRP (Amersham)：Av-HRP, Anti Rabbit 
Immunoglublin Goat antibody：Anti Rabbit Ig、
Microplate (NUNC)  
３方法 抗体固相マイクロプレートに PBST
で適当に希釈した HPR1  20μL、Bio-HPR1  
50μL、Anti HPR1  50μL を順次分注し、マ

イクロプレートリーダーで主波長 450nm、副
波長 630nm における吸光度を測定した。 
４結論： HPR 1 ペプチドとして 10～
1,000nmol/l の範囲で濃度に依存する検量線
を得ることができた。 
 
II．反応条件検討試験 
１ 目的：反応に及ぼす各種条件を検討し、
より高感度な測定条件を設定する。 
２ 試験内容：HPR 1 , Bio-HPR 1 , Anti HPR 
1 反応時間、Avidin HRP 反応時間、HRP 酵素
反応時間、Bio- HPR 濃度、Anti HPR 濃度、
Avidin HRP 濃度、血漿による影響の確認を行
った。 
３ 試験結果：  
1) HPR 1 , Bio-HPR 1 , Anti HPR 1 反応時

間による影響 
① 振とう条件  
【方法】HPR 1 , Bio-HPR 1 , Anti HPR 1 反
応時間を振とう下で 0.5 , 1 , 2 時間とした
場合の影響を比較検討した。 
【結論】反応時間 1 時間が適当と判断した。 
②静置条件 
【方法】HPR 1 , Bio-HPR 1 , Anti HPR 1 反
応時間を静置下で 1 , 2 , 3 時間とした場合
の影響を比較検討した。 
【結論】静置反応時間として 3時間が適当と
判断した。 
 
2) Avidin HRP 反応時間による影響 
【方法】Av-HRP 反応時間を静置で 1, 2, 時
間とした場合の影響を比較検討した。 
【結論】1～3 時間で十分な吸光度が得られ、
HPR1 濃度に依存する良好な検量線が得られ
た。反応時間として 1時間が適当と判断した。 
 
3)HRP 酵素反応時間による影響 
【方法】HRP 反応時間を 10,20,30 分間とした
場合の影響を比較検討した。 
【結論】HRP 反応時間による影響を検討した
結果、反応時間は 20分間が適当と判断した。 
 
4)Bio- HPR 濃度による影響 
【方法】Bio-HPR1 濃度を 1 , 2.5 , 10ng/ml
とした場合の影響を比較検討した。 
【結論】Bio-HRP1 濃度として 2.5ng/ml が適
当と判断した。 
 



5)Anti HPR 濃度による影響 
【方法】Anti  HPR1 濃度を 100 , 500 , 
2500ng/ml とした場合の影響を比較検討。 
【結論】Anti HPR1 濃度として 500ng/ml が適
当と判断した。 
 
6)Avidin HRP 濃度による影響【方法】Avidin 
HRP 濃度を 5000 , 10000 , 20000 倍希釈した
場合の影響を比較検討。【結論】Avidin HRP
濃度として 10,000倍希釈が適当と判断した。 
 
7)血漿による影響【方法】HPR1 ペプチド標準
品を希釈する溶液として PBST と血漿を用い
比較検討した。【結論】血液サンプル測定の
可能性を検討する上で、HPR1 ペプチドを血漿
に添加し測定を行った結果、PBST に添加した
場合と同程度の反応が確認された。 
 
III.血清サンプル反応性評価検討試験 
１ 目的：Anti HRP1 抗体と合成ペプチドと
の組み合わせで得られた競合法 ELISA反応を
用いて血清中 HPR1 の測定を評価検討する。 
 
２ ELISA キット：抗体固相マイクロプレー
ト（Anti Rabbit IgG 固相）、抗 HPR1 抗体、
標準 HPR1、Biotin  HPR1、Avidin HRP  
 
３ 試験内容：添加回収試験、希釈試験、添
加希釈試験 
 
４ 試験サンプル: 以下の 5検体についてサ
ンプルとして測定：No. 9003 , 9005 , 9019 , 
No. A , B 
 
５ 結果  
1) 添加回収試験【方法】5検体に各々 3, 10, 
30nmol/L 相当の HPR1 peptide を加えて測定
を行った。【結果】回収率まとめ 
 
 
 
 
 
【結論】本 ELISA において血清中の HPR1 が
定量的に測定できることが確認された。 
 
2) 希釈試験 
【方法】5 検体を各々、PBS で 2 倍づつ段階
的(x2, 4, 8)に希釈し測定を行った。 
【結果】 
 
 
 
 
 
 
 

【結論】異なる 5検体を PBS で 2 倍希釈を行
った結果、いずれも希釈に伴い濃度の低下が
確認され原点に収束する希釈直線性を示し
た。 
 
3) 添加希釈試験 
【方法】希釈試験 5 検体に一定量の HPR1 を
添加後に、各々、PBS で 2倍づつ段階的(x2, 4, 
8)に希釈し測定を行った。 
【結果】 
 
 
 
 
 
 
 
【結論】異なる 5 検体に一定量の HPR1 を添
加後に PBS で 2 倍希釈を行った結果、いずれ
も希釈に伴い濃度の低下が確認され原点に
収束する希釈直線性を示した。 
 
６ 結論 
1)HPR1 ELISAキットを用いて良好な添加回収
率、希釈直線性が得られた。 
2)本キットを用いて血清中の HPR1 を定量す
ることが可能であると判断された。 
 
IV．ELISA 性能評価試験 
１ 目的：HPR1  ELISA キットを用いて性能
（同時再現性、特異性）を評価検討する。 
 
２ 試験試薬：抗体固相マイクロプレート
（Anti Rabbit IgG 固相）、抗 HPR1 抗体 、標
準 HPR1 、Biotin  HPR1、Avidin HRP 
 
３ 試験内容：異なる 3濃度のサンプルを用
いて 5 重測定の再現性と特異性を検討する。 
 
４ 試験サンプル：HPR1 として 3, 10, 
100nmol/L のサンプルの測定。 
 
５ 試験結果  
 
1) 標準液吸光度 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

添加濃度 9003 9005 9019 A B
3 89.3% 117.2% 102.7% 86.3% 112.0%
10 98.1% 125.5% 107.4% 93.9% 112.6%
30 97.1% 125.0% 109.0% 93.5% 110.3%

平均回収率 94.8% 122.5% 106.3% 91.2% 111.6%

0.00 

0.50 

1.00 

1.50 

2.00 

2.50 

3.00 

3.50 

4.00 

4.50 

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

HP
R(n

mo
l/L

)

希釈率

希釈試験

9003 9005 9019

A B

0.00 

5.00 

10.00 

15.00 

20.00 

25.00 

30.00 

35.00 

40.00 

45.00 

50.00 

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

HP
R(n

mo
l/L

)

希釈率

添加希釈試験

9003 9005 9019

A B

0.000 

0.200 

0.400 

0.600 

0.800 

1.000 

1.200 

1.400 

0.1 1 10 100 1000

OD
45

0n
m

HPR (nmol/L)

HPR1 ELISA   standard curve



2) サンプル測定結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) 結論：異なる 3 , 10 , 30nmol/L の濃度
において同時再現性として 6.61～13.41%と
良好な再現性を示した。 
 
６ 結論 
1)HPR1 ペプチドに対する抗体と合成ペプチ
ドを用いた ELISA を検討した結果、良好な反
応性を確認できた。 
2)HPR1 ペプチド濃度として 1～100nmol/l の
範囲で定量が可能であった。 
3)血漿を用いた ELISA も良好な反応を示し、
血液サンプル測定への可能性が示された。 
4)HPR1 タンパクあるいは実際のサンプルを
用いた検討を行うことで有用性の検証を行
うことが可能となった。 
 
V. ELISA キット試作、サンプル測定１ 
目的：抗 HRP1 抗体と合成ペプチドとの組み
合わせで得られた競合法 ELISA反応を用いて
測定キットを試作し血清中 HPR1を測定する。 
２ ELISA キット試作  
３ 試験内容：サンプル測定（22 検体） 
４ 試験サンプル：婦人科癌患者の血清 22
検体についてサンプルとして測定する。 
５ 結果  
サンプル測定 
【方法】22 検体の２重測定を行い、検量線を
用いて濃度(nmol/L)を算出した。 
【結果】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

【結論】異なる 22検体の測定を行った結果、
いずれも検量線の範囲に入る濃度が得られ
た。６ 結論  HPR1 ELISA キットを試作し血
清サンプルの測定を行った結果、検量線の範
囲に入る良好な結果が得られた。  
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