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研究成果の概要（和文）：血清由来ヒアルロン酸（HA）結合タンパク質（SHAP）は、炎症や悪性腫瘍等疾患において重
要な機能を発揮するHAに共有結合し、それに新しい生理活性を賦与する。本研究はSHAP-HA複合体の形成反応を触媒す
る酵素因子の分離、酵素活性阻害剤のスクリーニングを試みた。さらに、マウスの急性肝障害、間葉系幹細胞移植によ
る筋挫傷後の機能性筋再生、術後瘢痕性慢性痛等モデルにおいて、炎症微小環境ニッチとしてのSHAP-HA複合体の役割
を解析した。

研究成果の概要（英文）：Serum-derived hyaluronan (HA)-associated proteins (SHAP) binds covalently to HA, 
which plays important roles in inflammation and tumor malignance, to assign it novel physiological 
functions. This project aims to isolate the enzymatic factor calalyzing the formation of the SHAP-HA 
complex and screen its inhibitor. In addition, the roles of the SHAP-HA complex as a member of 
inflammatory niche in mouse models of acute liver failure, functional regeneration of muscle after injury 
by mesenchymal stem cell transplantation, and chronic painful scar are investigated.

研究分野： 細胞外マトッリクス、プロテオグリカン

キーワード： 炎症　酵素　細胞接着　ヒアルロン酸　血清タンパク質
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様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
ヒアルロン酸（HA）は、組織や器官の分

化と形態形成における細胞の増殖・運動・形

態変化に、また炎症や悪性腫瘍などの疾患に

おける異常な細胞増殖・癌転移にも大きく関

与するが、その作用機構は、不明な点が多い。

HA はその特異に長い構造上の性質により、
様々な分子と結合して高次構造体（HA リッ
チマトリックス）をつくり、特有な機能を持

つようになると考えられる。その主な原因は、

従来の研究がHA単独の機能の解析に始終し
ていたことは一因であると思われる。 
我々は、培養細胞の HAリッチマトリック

スの解析から、その HAは血清由来の血清由
来 の タ ン パ ク 質 （ serum-derived 
hyaluronan-associated protein、SHAPと名
付けた）と共有結合複合体を形成しているこ

とを見い出した(1)。SHAPは血清成分の一つ
であるインターα-トリプシンインヒビター
(ITI)の重鎖サブユニット(HC)そのものに相
当し、その C-末端のアスパラギン酸で、コン
ドロイチン硫酸プロテオグリカンである軽

鎖サブユニットビクニンのコンドロイチン

硫酸鎖にエステル共有結合して存在する。

HA に共有結合する際、類似したエステル共
有結合が形成される。従って、SHAP –HA複
合体の形成反応は、ITI の HCがそのコンド
ロイチン硫酸からヒアルロン酸へと転移す

る、すなわちエステル転移反応である(2)。こ
の反応は、二価金属イオンキッレト剤に阻害

されることから、二価金属イオン要求性の酵

素に触媒されることが示唆される。さらに、

血清に HAを加えて保温すると、SHAP –HA
複合体が形成されることは、その酵素が血中

に存在することを示唆する。近年、

TSG-6(TNF- α 	 Stimulating Gene 
Product-6)は上記活性を持つとの報告があっ
た(3)。 
	 臨床的には、SHAP-HA 複合体は、リュー
マチ性関節炎患者の関節液や、同患者と急性

及び慢性の肝炎患者の血中に蓄積されてい

ることが観察されている(4)。SHAP-HA複合
体の形成は炎症反応と密接な関連を持つと

思われる。この SHAP-HA複合体の生理機能
の解明を目的に、ITI 合成不能にすることに
よりSHAP-HA複合体の形成が出来ない変異
マウスの作製に成功した(5)。このマウスでは、
endotoxin/D-galactosamine 腹内投与による
急性肝炎などの炎症実験モデルにおいて、野

性型マウスに比べて顕著に抵抗性を示した。

また、精製した SHAP-HA複合体標品の電子
顕微鏡像はHAが集束した網目様の高次構造
体を示し、さらにこの高次構造体中の HAに
単球などの免疫細胞がCD44依存性に選択的
に接着することを観察し(6,7)、SHAPの共有
結合は HAに新しい細胞接着能を賦与し、炎

症反応の制御に関連するものと予測した。

SHAP-HA 複合体の形成を制御できれば、炎
症反応における免疫細胞の活性化とその増

殖を調節できる、つまり炎症を制御できると

考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、 
（１）SHAP-HA 複合体の形成機序の解明と制

御手段の開発； 
（２）炎症微小環境ニッチにおける SHAP-HA

複合体の役割の解明。 
 
３．研究の方法 
（１）SHAP-HA 複合体の形成機序の解明と
制御手段の開発 
細胞培養上清から、SHAP-HA 複合体の形成

反応を触媒する酵素因子を精製、同定する。

ま た 上 記 と は 原 理 を 全 く 異 に す る

two-hybrid 法より、酵素因子を含む SHAP
結合タンパク分子を単離し、発現タンパク質

の酵素活性の有無から酵素因子の可能性を

調べる。酵素因子の同定に成功すれば、レコ

ンビナント酵素を得て、反応の性質を調べ、

SHAP-HA 複合体形成反応の分子機構を解析す

る。さらに、生薬由来糖質ライブラリーを用

いて酵素活性を調節できる成分をスクリー

ニングする。	 

（２）炎症微小環境ニッチにおける SHAP-HA

複合体の役割の解明 
	 複数のマウス炎症モデルを用いて、

SHAP-HA 複合体の役割を解析する。	 

① 急 性 肝 障 害 モ デ ル ： 
LPS/D-galactosamine 投与によりマウス急
性肝障害モデルを作製し、肝臓類洞内皮への

好中球の接着状況を、SHAP-HA 複合体の欠損

マウスと正常マウスと比較した。	 

②骨格筋挫傷後の機能性筋再生モデル：マウ

ス前脛骨筋を鉗子によって圧迫、挫滅損傷さ

せた後、間葉系幹細胞移植により筋再生と機

能回復させる。間葉系幹細胞の挙動、特に間

葉系幹細胞の損傷筋組織へ定着について、

SHAP-HA 複合体関連分子の影響を調べた。	 

③術後瘢痕性慢性痛モデル：マウス左後肢に、

後肢踵部から足趾まで、腱組織様の深部組織

を広範に剥離し、皮下組織に有痛性癒着瘢痕

を作製した。組織形態の変化を組織切片で調

べた。疼痛の程度を von	 Frey フィラメント

の瘢痕への機械刺激に対する脚引っ込め反

射の閾値を測定して評価した。瘢痕組織や後

根神経節の遺伝子発現の変化をマイクロア

レイを用いて網羅的に解析した。	 

	 

４．研究成果	 

（１）SHAP-HA 複合体の形成反応を触媒する

血清酵素因子	 



①血清に酵素因子が存在するが、共雑蛋白質

との分離が困難なため、細胞培養上清を用い

ることにした。まず、ヒト肝癌由来細胞株細

胞株 HLF を検討し、無血清合成培地を用いた

培養上清から酵素活性を確認できた。また、

ラットグリオーマ細胞 C6 は DMEM 培地だけで

も２週間程培養でき、培養上清中に高い酵素

活性が存在することも見出した。さらに、HLF

細胞に TSG-6 発現ベクターを導入し、レコン

ビナントタンパク質を作製する際、TSG-6 を

除いた培養上清には、HLF 細胞の培養上清よ

り遥かに高い酵素活性が存在ことを発見し

た。TSG-6 蛋白質が HLF 細胞の酵素因子の発

現を誘導したと考えている。	 

	 HLF 細胞と TSG-6 強制発現 HLF 細胞の無血清

培養上清を、FLAG 抗体アフィニテイーカラム

（TSG-6 を除去するため）、ヘパリン親和性カ

ラム、亜鉛イオンキレートカラム、分子篩カラ

ムを順番に通して得た酵素活性分画を二次元

電気泳動で展開し、位置や量の違う蛋白質スポ

ットを質量分析に供し、8個の候補蛋白質分子

を得た。一方、Matchmaker2-ハイブリッドシス

テム	 を用いて、SHAP	 cDNA をおとりにし、肝

細胞 cDNA ライブラリーをスクリーニングし、6

個の候補蛋白質分子を得た。	 

	 これらの候補分子の融合蛋白質の作製を試

みた。複数の発現ベクターで試みたがうまく発

現できなかった。大腸菌発現用 pFLAG-ATS と動

物細胞発現用 p3xFLAG-CMV14 が比較的に有効

であったが、回収した候補蛋白質から、酵素様

の活性を確認できなかった。酵素因子は微量で、

今回の解析では回収できていない可能性が考

えられる。今回の研究期間中では、精製と同定

目的を達成できず、今後の課題として残る。	 

②上海薬物研究所から提供された生薬糖質ラ

イブラリーから酵素活性調節物質のスクリー

ニングを行った。血清由来酵素因子の単離に成

功していないため、部分精製分画を酵素源とし

て使用した。計 191 サンプルのうち、11 個が

酵素活性に対し抑制作用を示した。さらに、近

年、TSG6 が酵素活性を持つとの報告があった

ため、TSG6 融合蛋白質を用いたスクリーニン

グ実験も行った。TSG6 融合蛋白質は動物細胞

では効率よく発現し、試験管反応系において酵

素活性も示した。TSG6 融合蛋白質を用いたス

クリーニング実験の結果は、上述結果とほぼ一

致した。これの結果は、これらの糖質成分は酵

素活性阻害剤であることを示すとともに、酵素

因子は TSG6 と似た機構で触媒作用を持つこと

が示唆された。今後、これらの糖質成分の純化

と構造解析をし、酵素阻害剤を開発し、製薬に

応用する可能性を試みていきたい。	 

	 	 

	 
図１	 酵素活性抑制作用を示したの生薬

糖質成分の例（3種類）。＋：サンプルを

反応液に添加して共保温した。‐：サン

プルを反応液と共保温ぜす、ELISA 法に

よる SAHP-HA 複合体の産生量を測定する

直前に添加した。	 

	 

（２）炎症微小環境ニッチにおける SHAP-HA

複合体の役割の解明 
① 急 性 肝 障 害 モ デ ル ： マ ウ ス に

LPS/D-galactosamine投与すると、急性肝障
害が引起され、12 時間後死亡するが、SHAP-HA

複合体欠損マウスは野生マウスに比べ、血中

ALT 量が上昇せず、生存率も 80％以上で、

LPS/D-galactosamine に対する抵抗性を示
した。LPS投与後、肝類洞表面に多くの好中
球が CD44-HA作用を介して結合するが、そ
の際、好中球側の CD44及び類洞表面の HA
の増加はない。しかし、類洞表面の SHAP の

増加が認められたことから、培養系の細胞接

着実験で観察された SHAP による CD44-HA
結合への増強効果と同様に、SHAP は好中球の

肝類洞表面への接着を促進していたと思わ

れる(7,8)。スピニングディスク型生体内共焦
点顕微鏡を用いて、LPS/D-galactosamine投
与後の肝類洞表面へ好中球の接着を SHAP-HA

複合体欠損マウスと野生マウスとの間で比

較したところ、SHAP-HA 複合体欠損マウスで

は約４割低下していることを認めた。この結

果は、上述推測を証明したとともに、る

SHAP-HA 複合体の形成の制御により、未だに

致命率の高いヒトの劇症肝炎の予後を改善

する可能性も示唆した。 

 



図２	 LPS/D-galactosamineによる急性
肝障害における肝類洞表面への好中球の

接着。LPS/D-galactosamine投与 6時間
後に、好中球を FITC-anti-Gr1 mAb で
標識し、スピニングディスク型共焦点顕

微鏡で肝類洞表面おける接着像を観察し

た。 
	 	 

②骨格筋挫傷後の機能性筋再生モデル：マウ

ス ES細胞より誘導した間葉系幹細胞(MSC)を

挫滅損傷したマウス前脛骨筋に移植すると、

骨格筋細胞へ分化し、損傷筋の修復を促進す

るが、正常前脛骨筋に移植した場合には骨格

筋への分化は見られず、やがて移植細胞は消

失した。この違いは挫滅損傷後の筋組織内微

少環境を構成するマトリックス分子の相違

によると考え、SHAP-HA 複合体とその関連分

子を中心に解析した。損傷骨格筋では、HA、

ITIや CD44の発現上昇が48時間まで見られ、

その後は急速に減弱した。損傷骨格筋に移植

した間葉系幹細胞は損傷骨格筋の刺激を受

けて TSG-6 を発現していたが、正常組織に移

植した間葉系幹細胞では TSG-6 の発現が認め

られなかった。移植前に、間葉系幹細胞を筋

細胞溶解産物で刺激すると、TSG-6 の発現が

誘導され、その状態で移植すると、正常筋組

織にも定着できるようになった。TSG-6 融合

タンパク質単独でも、未刺激間葉系幹細胞の

正常筋組織への定着を誘導できた。さらに、

TSG-6 特異な siRNA で処理すると、筋細胞溶

解産物で刺激しても、間葉系幹細胞は正常組

織に接着できなかった。これらの結果は、間

葉系幹細胞は TSG-6 を発現し、移植部に

SHAP-HA 複合体を形成させ、それを足場とし、

移植部に定着、分化することを示唆する。今

後、SHAP-HA 複合体欠損マウスを用いて、こ

の仮説をさらに検証していきたい。	 

 
図３	 上段：間葉系幹細胞(MSC)（EGFP

標識、緑）は正常筋組織に移植しても、

定着せず、消失するが、TSG6 タンパク質

存在下、正常筋組織に定着できる。下段：

TSG6 は筋組織に SHAP-HA 複合体（黄）を

形成させ、それが間葉系幹細胞の定着の

足場となる。	 

	 	 

③術後瘢痕性慢性痛モデル：手術に伴う筋や

関節およびその周囲組織の瘢痕形成は、腰背

部の難治性慢性疼痛の原因の一つである。組

織の創傷治癒過程と慢性疼痛との関連を解

析するために、マウス左後肢の足底皮下組織

に有疼性癒着瘢痕を作製し、瘢痕性慢性疼痛

のモデルとした(9)。術後 2 時間から、術前

に比べて、手術側の足底の機械刺激に対する

反射閾値は顕著に低下した。その過敏状態は、

組織損傷の治癒後も継続し、４週間目から２

週間を掛けて、徐々に回復した。非手術側の

足底も、1 日遅れて過敏状態が現れ、その後

手術側とほぼ同様な変化を示した。損傷治癒

したかつ過敏である１週間目及び２週間目

の組織を採集し、遺伝子発現の変化を解析し

た結果、、足底瘢痕組織では SHAP-HA 関連分

子を含み、多くの細胞外マトッリクス関連遺

伝子の発現の変化を認めた。一方、後根神経

節では痛み感覚関連遺伝子の発現の変化を

多数認めた。今後、細胞外マトッリクス分子

と痛み感覚分子との相互作用を解析し、瘢痕

性慢性疼痛の分子反応機序の解明を目指し

たい。	 	 

	 

	 
図４	 マウス左後肢（手術側）腱組織様

深部組織の剥離により有痛性癒着瘢痕を

作製した後、両足底の機械刺激に対する

反射閾値の経時的変化。	 



	 
図 5	 手術後１週間と２週間に足底瘢痕

組織における SHAP-HA 関連遺伝子の発現

の変化	 
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