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研究成果の概要（和文）：コンドロイチン硫酸に特異的な加水分解酵素であるヒアルロニダーゼ４（HYAL4）について
、基質特異性決定のための詳細な性質、生体内における機能の解明を目的に研究を行った。HYAL4と他の酵素との様々
なキメラ酵素や点変異を導入した酵素を作製し、その基質特異性を調べ、どのアミノ酸残基がHYAL4の基質特異性の決
定に関与しているのかを検討した。さらに、HYAL4の詳細な発現部位や発現時期を解析し、疾患に伴うHYAL4の発現の変
化を調べ、疾病とHYAL4との相関を解析した。いくつかの癌における高発現が見いだされた。Hyal4ノックアウトマウス
の作成のためのターゲッティングベクターの構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to characterize the amino acid residues responsible for 
the substrate specificity as well as to elucidate the biological functions of hyaluronidase 4 (HYAL4), 
which is a chondroitin sulfate-specific hydrolase. A series of HYAL4/other hyaluronidases-chimeric 
proteins and HYAL4 point mutants have been generated, and their preference for substrates has been 
investigated. The amino acid residues required for the substrate specificity of HYAL4 have been 
identified. The expression patterns as well as periods of HYAL4 mRNA have also been analyzed in detail. 
The relation between some diseases and HYAL4 has been investigated, and high expression of HYAL4 in some 
metastatic cancer cell lines has been demonstrated. We have also succeeded in the preparation of the 
targeting vector for generation of Hyal4-deficient mice.

研究分野： 糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
コンドロイチン硫酸（CS）は、軟骨組織にお
いて衝撃を吸収する緩衝材としての機能が
よく知られているが、実際には動物細胞の表
面に普遍的に存在し、細胞の増殖、分化、移
動などに深く関わっていることが知られて
いる。CS の持つ多様な機能は、制御された
硫酸化修飾によって形成された特定の糖鎖
配列が、様々な生理活性タンパク質と特異的
に相互作用することによると考えられてい
る。 
多様な生理機能をもち、かつ医薬品としても
利用されている CS 多糖鎖の代謝分解は、十
分には解明されていない。特に初期段階で作
用するエンド型の酵素については、CS 特異
的な酵素は同定されておらず、CS とよく似
た構造を持つヒアルロン酸（HA）の分解酵素
であるヒアルロニダーゼ（HYAL）が、副次
的にこの反応を触媒していると考えられて
きた。しかし、申請者らは、ゲノム中に HYAL
のホモログ遺伝子をもつ線虫などのモデル
生物のグリコサミノグリカン（GAG）の解析
を行い、これらの生物は CS を産生するが HA
は産生しないことを明らかにした（Yamada et 
al. FEBS Lett., 1999; Yamada et al. J. Biol. 
Chem., 2002; Yamada et al. Glycobiology, 
2007）。そこで、線虫におけるヒト HYAL の
ホモログの遺伝子産物を解析し、コンドロイ
チンに特異的な加水分解酵素を世界で初め
て見いだした（Kaneiwa, Yamada et al. J. Biol. 
Chem., 2008）。さらに、ヒトの HYAL ファミ
リーメンバー（HYAL1、HYAL2、HYAL3、HYAL4、
PH-20）の中で、それまで活性の報告のなか
った HYAL4 について、CS に特異的な加水分
解酵素であることを初めて見いだした
（Kaneiwa, Yamada et al. Glycobiology, 2010）。
さらに、HYAL4 による CS の分解産物の詳細
な構造を決定し、その基質特異性を解明した。 
 
２．研究の目的 
以下の４項目を目的とした。 
（１）HYAL4 が持つ特定の CS 糖鎖配列のみ
を切断する性質の解析をより詳細に進める。
具体的には、HYAL4 中の基質認識に必須のア
ミノ酸をキメラ酵素の作成によって同定す
る。これらの結果をもとに、本来の HYAL4
が認識する配列とは異なる CS 糖鎖配列を特
異的に認識する人工的な酵素を作製するこ
とを目指す。 
（２）HYAL4 の生体内における発現は、幾つ
かの臓器に限局されており、単純に CS の代
謝分解の機能を担っているわけではなさそ

うである。そこで、HYAL4 の生体内での本来
の機能を解明するため、ノックアウトマウス
を作成する。 
（３）脊髄損傷部位において、CS が神経再生
を阻害することが知られている。細菌由来の
CS 分解酵素を投与すると神経の再生が促進
されることが報告された（Bradbury et al. 
Nature, 2002; Alilain et al. Nature, 2011）。しか
し、細菌由来の酵素では消化物に強い抗原性
が生じるなど、様々な問題がある。そこで、
それに代わる安全な酵素を開発するため、活
性をもった HYAL4 を大量に産生する系を確
立し、脊髄損傷モデルラットに投与し、その
治癒効果を調べる。 
（４）癌が転移する際には、細胞外マトリッ
クスの主要な構成成分であるヘパラン硫酸
を分解するため、ヘパラナーゼが高発現する
ことは広く知られ、癌転移抑制医薬のターゲ
ットとしてヘパラナーゼの研究が盛んに行
われている。CS も細胞外マトリックスの主要
な構成成分の１つであることから、癌や炎症
時において HYAL4 が高発現する可能性があ
る。よって、疾患にともなう HYAL4 の発現
の変化を調べる。 
 
３．研究の方法 
【実験項目１】HYAL4 の基質認識機構の解
析： 
１．マウス Hyal4 とヒト HYAL4 のアミノ酸
配列の相同性は 80%である。これまでにマウ
ス Hyal4 とヒト HYAL4 は、基質として認識
する CS の硫酸化構造が異なることを解明し
ていた。そこで、マウス Hyal4 とヒト HYAL4
の様々なキメラ酵素を作製し、以下の３で示
した方法で酵素反応を定量的に解析し、各キ
メラ酵素の基質特異性を調べた。 
２．点変異を導入した酵素も作製し、変異体
酵素についても基質特異性を調べ、どのアミ
ノ酸残基が基質特異性の決定に最も重要で
あるのかを調べた。 
３．酵素活性の測定法：蛍光標識した様々な
CS を基質として消化反応を行う。あるいは
標識していない基質に酵素を作用させた後
に、切断によって新たに生じた還元末端を蛍
光試薬で標識する。これら消化物を HPLC で
解析することによって、酵素活性の定量と基
質特異性の解明を行った。 
４．ヒト HYAL1 と HYAL4 のキメラ酵素を作
製した。ヒト HYAL1 は、HA と CS の両方に
対して作用するが、HA を好んで加水分解す
る傾向があり、HYAL4 とは基質特異性が異な
る。各キメラ酵素の基質特異性を調べた。 
【実験項目２】Hyal4 ノックアウトマウスの
作製： 
１． Hyal4 を欠損したマウスを作製するため、
標的ベクターの構築を行った。Hyal4 遺伝子



を含む BAC プラスミドを購入し、ポジティ
ブセレクションマーカーとしてネオマイシ
ン耐性遺伝子、ネガティブセレクションマー
カーとしてジフテリア毒素フラグメント A
遺伝子とともに Bluescript に導入したベクタ
ーを作製した。 
【実験項目３】HYAL4 の大量発現に関する実
験： 
１．活性をもった大量のHYAL4を得るため、
酵母での発現系を構築した。プラスミドに
HYAL4 遺伝子を導入し、エレクトロポレーシ
ョンによって、メタノール資化性酵母 Pichia 
pastoris に安定導入した。高発現しているク
ローンを用いて、酵素の精製、酵素活性の測
定を行った。活性が検出できたので、大量発
現の条件を検討した。 
【実験項目４】HYAL4 の発現解析実験： 
１． HYAL4 を発現する細胞株について、抗
HYAL4 抗体を用いて、免疫染色を行った。蛍
光顕微鏡で細胞を観察し、細胞内小器官のマ
ーカーを対比染色して HYAL4 の詳細な細胞
内局在部位を解析した。 
２．HYAL4 は精巣などでの発現が知られてい
るが、それらの器官での機能をより詳細に推
定するため、in situ hybridization 解析を行う。
マウス精巣の凍結切片を作製し、アンチセン
スプローブと反応させ、ジゴキシゲニンを利
用して精巣のどの部分でどの時期に発現し
ているのかを調べた。 
３． HYAL4 は通常の組織ではあまり発現し
ていないと予想されるので、癌を初めとする
各種疾患での HYAL4 の発現が亢進していな
いかを調べた。多数の培養癌細胞から mRNA
を精製し、リアルタイム RT-PCR によって、
G3PDH 遺伝子を対照として用いて、HYAL4
の発現量の変化を調べた。また、市販の疾病
プロファイリングアレイを利用して、様々な
疾患におけるHYAL4の発現亢進を検証した。 
 
４．研究成果 
平成 24 年度は、HYAL4 の基質認識機構の解
析を中心に行った。マウス Hyal4 とヒト
HYAL4 の様々なキメラ酵素を作製し、新規に
開発した方法で酵素反応を定量的に解析し、
各キメラ酵素の基質特異性を調べた。また、
点変異を導入した酵素も作製し、変異体酵素
についても基質特異性を調べ、どのアミノ酸
残基が基質特異性の決定に最も重要である
のかを同定することに成功した。本成果は、
国際学術雑誌 Journal of Biological Chemistry
に掲載された。 
また、HA に対する作用が CS に対する作用よ
りも強いと考えられていた二種類の HYAL
（HYAL1 と PH-20）について、新規に開発し
た方法で酵素活性を定量的に解析し、実は同
程度に CS にも作用することを初めて明らか
にした。生物の進化と CS と HA の分布を考
え、HYAL は本来 CS 加水分解酵素としての
働きが主要であった、という新しい仮説を提
唱 し た 。 こ の 成 果 は 国 際 学 術 雑 誌

Biomolecules に掲載された。 
平成２５年度は、HYAL4 の発現解析、基質認
識機構の解析を行うとともに、HYAL4 の基質
認識機構の解明に必要なオリゴ糖基質を効
果的に作製する方法を開発した。 
亜臨海水を用いた加水分解法をはじめて CS
に適用し、大量のオリゴ糖が効率的に得られ
る条件を検討、決定した。この方法は、近年
様々な分野で利用されつつある CS オリゴ糖
を、大量かつ安価に提供できる画期的なもの
であり、本法の有効利用が期待できる。本成
果は、国際学術雑誌 Carbohydrate Research に
掲載された。 
また、マウス Hyal4 とヒト HYAL4、あるいは
ヒト HYAL1 との様々なキメラ酵素や点変異
を導入した酵素も作製し、変異体酵素につい
ても基質特異性を調べ、どのアミノ酸残基が
HYAL4 や HYAL1 の基質特異性の決定に関与
しているのかを検討した。さらに、HYAL4
の詳細な発現部位や発現時期を解析し、疾患
に伴う HYAL4 の発現の変化を調べ、疾病と
HYAL4 との相関を解析した。いくつかの癌に
おける高発現が見いだされた。 
平成２６年度は、HYAL4 の発現解析、基質認
識機構の解析、Hyal4 ノックアウトマウス作
成のためのターゲッティングベクターの構
築、酵母を用いた活性のある HYAL4 の大量
調製に成功した。HYAL4 の発現解析に関して、
発生段階の異なるマウス脳における Hyal4 の
発現について、他の HYAL とともに調べた。
残念ながら、脳内で HYAL4 は殆ど発現して
いなかった。また、細胞内における発現部位
を、免疫組織染色を用いて調べ、初期エンド
ソーム内に存在することを示唆する結果を
得た。HYAL4 と HYAL1 のキメラ酵素を複数
作成し、その基質特異性を調べて、GalNAc
と GlcNAc の基質認識の違いに関わるアミノ
酸配列の絞り込みに成功した。これらの成果
については、複数の国内および国際学会にお
いて発表した。Hyal4 ノックアウトマウスの
作成に関しては、様々な事由により遅れてい
たが、ようやくターゲッティングベクターの
構築に成功し、現在 ES 細胞への導入を試み
ている。酵母を用いた HYAL4 の大量調製も
行い、その酵素活性を測定したところ、十分
な活性が得られた。本成果については、現在
論文作成中である。大量に得られた酵素を用
いて、脊髄損傷治療等へ応用できないか、現
在研究を発展させている。また、上記の各成
果の一部は、国際学術雑誌 Cellular and 
Molecular Biology Letters に総説として報告し
た。 
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