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研究成果の概要（和文）：ヘパラナーゼはヘパラン硫酸を特異的に分解するエンドグリコシダーゼの一つで、ガンの転
移や浸潤に関与することが知られている。本研究では、ヘパラナーゼの立体構造を明らかにすることを目的として研究
を開始した。
大腸菌やカイコ等を用いて様々な発現系を検討し、目的のタンパク質を１Lの培養液から約5mgの可溶性画分として得る
ことに成功した。得られた組換えタンパク質を用いて抗体を作製し、ELISAでヘパラナーゼ特異的に反応することを確
認した。作製した抗体およびヘパラナーゼとの複合体での結晶化を試み、微結晶を得ることに成功した。また、他のヘ
パラナーゼ型のβ-グルクロニダーゼについても単結晶を得ている。

研究成果の概要（英文）：Heparanase is an enzyme which involved in cancer cell invasion and metastasis. In 
this research, the purpose is to clarify the 3D-structure of heparanase.
I examined various protein expression systems using E. coli and silk worm, and succeeded in obtaining abou
t 5 mg of the target protein from the 1L culture as a soluble fraction. The antibody was produced using th
e prepared recombinant protein as an antigen, and I confirmed that the antibody specifically recognized he
paranase by ELISA. Then, I tried to crystallize complexes of heparanase with produced antibody, and succee
ded in obtaining some micro crystals. Moreover, I also succeeded in obtaining the single crystals of beta-
glucuronidase, which belongs to heparanase type enzyme.
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１．研究開始当初の背景 
ヘパラナーゼはヘパラン硫酸を特異的に分

解するエンドグリコシダーゼの一つで、胚発

生や傷の治癒などの生理活性を持っている。

さらに、ガン細胞に過剰に発現しており、ガ

ンの転移や浸潤、血管新生にも関与している

ことが明らかとなってきた。これらの現象は

ヘパラナーゼが細胞外マトリックスを構成

しているヘパラン硫酸を切断することやヘ

パラン硫酸に結合している上皮成長因子を

切り出すことによって促進されるものと考

えられている。 

このためヘパラナーゼの活性を阻害する物

質を開発すれば優れた抗ガン剤に応用でき

るものと考えられることから、これまで多く

の研究者によってヘパラナーゼの研究が進

められてきた。特に 1999 年に Vlodavsky ら 

[Nat. Med.(1999)]や Hulett ら [Nat. 

Med.(1999)]によって、ヘパラナーゼの cDNA

クローニングについての論文が発表されて

以降、ヘパラナーゼに関する研究が飛躍的に

進んでおり、基質特異性やアミノ酸配列につ

いて詳細な研究が行われているが、Ｘ線結晶

構造などの立体構造に関する情報は報告さ

れていない。このため、ヘパラナーゼ阻害剤

の開発は試行錯誤に頼らざるを得ず、これま

でにヘパラナーゼ活性を阻害する物質の探

索が行われ、PI-88 をはじめとする数種の候

補化合物が発見あるいは合成されているが、

今のところ臨床で使用されているものは皆

無である。このような状況から、ヘパラナー

ゼの立体構造の解明が強く望まれているの

が現状である。そこで、申請者はヘパラナー

ゼの立体構造を分子レベルで解明すること

を目的とした申請課題を着想するに至った。 

また、申請者はコガネバナβ-グルクロニダ

ーゼの研究を行った際に、本酵素がそれまで

に知られていたβ-グルクロニダーゼとは相

同性を示さず、ヘパラナーゼ型の酵素である

ことを明らかにした[Sasaki et al., J.Biol. 

Chem.(2000)]。さらに、コガネバナβ-グル

クロニダーゼにおいて、求核種および酸塩基

触媒として機能する２つのグルタミン酸残

基および機能は不明であるが活性に重要な

役割をもつチロシン残基を同定した。これら

のアミノ酸残基はヘパラナーゼでも保存さ

れており、グルタミン酸残基については変異

導入実験により活性残基であることが確認

されているが[Hulett et al., 

Biochemistry(2000)]、チロシン残基の機能

については不明である。そこで、ヘパラナー

ゼと基質や抗体との複合体の立体構造を明

らかにすることで、ヘパラナーゼの反応メカ

ニズムおよびチロシン残基の役割の解明に

つながるのではないかと考え、申請課題を計

画した。 

 
２．研究の目的 
ガンの転移や浸潤に関与するヘパラナーゼ

と基質や抗体との複合体のX線結晶構造解析

を行い、ヘパラナーゼの酵素反応メカニズム

を分子レベルで明らかにする。 

さらに、ヘパラナーゼの構造を基にしたヘ

パラナーゼ阻害剤すなわち新規メカニズム

の抗ガン剤の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1)大腸菌・カイコ等での発現系構築 

ラット由来 cDNA を鋳型として PCR を行い、

ヘパラナーゼ全長を増幅し、大腸菌発現用

（pET ベクターやコールドショックベクタ

ー）およびカイコ発現用、HEK293 細胞発現用

のプラスミドに組み込み発現系を構築した。 

なお、発現タンパク質の精製を容易にする

ために、ヒスチジンタグを融合した形で発現

させ、ヒスチジンタグとヘパラナーゼの間に

はプロテアーゼサイトを導入し、後でタグを

除去できるようにしておいた。 

また、ヘパラナーゼはプロセッシングを受

け、8kDa と 50kDa のヘテロダイマーを形成し

て活性を示すことから、それぞれのドメイン

の発現系およびリンカーで連結した発現系

も作製した。 

(2)精製条件検討 

(1)で発現させた組換えタンパク質につい

て、ニッケルアフィニティーカラムを用いて

粗精製を行った。得られた目的のタンパク質

をプロテアーゼ処理により、ヒスチジンタグ

を除去し、さらに、イオン交換カラムクロマ

トグラフィーやゲルろ過カラムクロマトグ

ラフィーを用いて精製した。 

(3)ヘパラナーゼ活性の確認 

p-ニトロフェニルグルクロナイドを基質と

して精製した組換えタンパク質と反応させ、

吸光度を測定することにより、酵素活性を測

定した。 



(4)抗体作製 

ヘパラナーゼをウサギに接種し、抗体を作

製した。作製した抗体を用いて ELISA による

ヘパラナーゼに対する特異性の評価を行っ

た。 

(5)ヘパラナーゼの結晶化 

精製したヘパラナーゼ全長あるいは各ドメ

インについて結晶化条件を検討した。抗体と

複合体を作ることで安定化し結晶が得られ

る場合もあると考え、(4)で作製した抗体と

ヘパラナーゼとの複合体についても結晶化

の検討を行った。 

 

４．研究成果 

まず、ラット由来 cDNA を用いてヘパラナー

ゼ全長をコードする遺伝子をクローニング

し、大腸菌発現用のプラスミドに組み込み発

現系を構築した。大腸菌 BL21(DE3)を用いて

発現を試みたが封入体に多く発現していた

ため、宿主や培養温度の検討を行ったが、改

善は見られなかった。そこで、コールドショ

ックベクターである pCold ProS2 ベクターを

用いた発現系を検討したところ、可溶性画分

に目的のタンパク質を発現させることに成

功した。しかしながら、タグを切断した後、

様々な精製条件を検討したが、SDS-PAGE にて

単一バンドを示すまで精製することが出来

なかった。 

また、pFastBac1 に組み込んだものをトラ

ンスポジションしてバクミドを作製し、カイ

コ幼虫での発現も検討したが、SDS-PAGE およ

びウエスタンブロッティングで目的のバン

ドが見られなかった。 

ヘパラナーゼはプロセッシングを受け、

8kDaと50kDaのヘテロダイマーを形成して活

性を示すことから、それぞれのドメインおよ

び各ドメインをリンカーで連結した発現系

の作製を行った。リンカーの長さやリンカー

を構成するアミノ酸の種類を変えたコンス

トラクトをいくつか作製し検討したところ、

少量ではあるが可溶性として調製すること

に成功し、ウエスタンブロッティングにより

目的のタンパク質であることも確認した。巻

き戻し操作を必要としない可溶性画分とし

て目的のタンパク質を調製できたことは、今

後の機能解析および構造解析にとって大き

な一歩であると考えられた。しかしながら、

結晶化条件を検討するには十分な量が得ら

れなかったため、多く発現していた封入体か

らの巻き戻し操作を検討した。界面活性剤の

種類や濃度の検討を行った結果、SDS-PAGE や

ウエスタンブロッティングにより目的のタ

ンパク質のバンドを確認することができ（図

１）、１Lの培養液から約 5mg の組換えタンパ

ク質を得ることに成功した。 

可溶性画分に得られた目的のタンパク質に

ついて、p-ニトロフェニルグルクロナイドを

基質としてβ-グルクロニダーゼ活性を測定

したところ、調製した組換えタンパク質は酵

素活性を有していることが明らかとなった。 

次に、得られた組換えタンパク質を用いて

抗体を作製した。ELISA により解析したとこ

ろ、ヘパラナーゼ特異的に反応することを確

認した（図２）。 

 

さらに、ヒスタグによるアフィニティーカ

ラムおよびイオン交換カラムを用いて精製

した組換えタンパク質について結晶化条件

の検討を行った。まずは、ヘパラナーゼ単体

での結晶化に取り組んだが、微結晶が得られ

たものの構造解析に適した結晶は得られな

かった。そこで、抗体と結合させることで安

定化し質の良い結晶が得られる可能性があ

ると考え、結晶化を行う際に作製した抗体を



添加して検討した。その結果、ヘパラナーゼ

単体の結晶化条件検討の際と同様、微結晶し

か得られなかった。 

また、他のヘパラナーゼ型の酵素であるコ

ガネバナβ-グルクロニダーゼについてもカ

イコおよびブレビバチルスを用いた発現系

を検討した。カイコを用いた発現系では体液

中に発現し、ブレビバチルスを用いた発現系

でも可溶性に発現した。そこで、カイコ発現

系で得られた体液からアフィニティーカラ

ムやイオン交換カラムを用いてコガネバナ

β-グルクロニダーゼを精製し、結晶化を行

ったところ、単結晶を得ることに成功した

（図３）。これまでに、カイコで発現させた

組換えタンパク質で結晶が得られたという

報告はなく、今回が世界初である。 

 

さらに、調製した組換えβ-グルクロニダー

ゼについて、バイカリンを基質として生成物

であるバイカレインを HPLC により分析する

ことによって活性を確認した。活性に関与す

るアミノ酸残基として、チロシンおよび２つ

のグルタミン酸残基が知られているが、チロ

シン残基の役割は不明であった。そこで、こ

のチロシン残基をフェニルアラニン、セリン、

スレオニン、アスパラギン酸、グルタミン酸

に変えた変異酵素を調製して活性を測定し

たところ、どの変異酵素についても活性を確

認することが出来なかったことから、β-グ

ルクロニダーゼ活性を示すにはフェノール

性の水酸基が重要であることが推察された。 

今後は、現在得られている単結晶の結晶化

条件をさらに詳しく検討し、構造解析を進め

ていきたいと考えている。詳細な立体構造を

解明することにより、反応メカニズムの解明

にもつながると考えられる。 
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