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研究成果の概要（和文）：ヒアルロニダーゼ４（HYAL4）は、コンドロイチン硫酸（CS）に特異的に作用する酵
素であり、癌の転移に関与している可能性がある。癌および炎症におけるHYAL4の役割を解明するため、実験を
行った。癌細胞株にHYAL4の遺伝子を安定導入し、高発現細胞株を作成した。また、shRNAを安定導入し、ノック
ダウン細胞株も得た。それぞれの細胞のCSを定量した。ルイス肺癌細胞株を用い、細胞増殖、細胞移動に対する
CSオリゴ糖の添加による影響を評価した。CRISPR/CAS9のシステムを利用してHYAL4欠損マウスの作製を行なっ
た。様々な癌組織におけるHYAL4の発現亢進を、リアルタイムPCRで調べた。

研究成果の概要（英文）：A novel enzyme hyaluronidase-4 (HYAL4) specifically acts on chondroitin 
sulfate (CS), and may be involved in cancer metastasis. To investigate the role of HYAL4 in 
metastasis as well as inflammation, several experiments have been performed. HYAL4 gene was stably 
transfected into a cancer cell line and HYAL4-overexpressing cell lines have been established. HYAL4
 shRNA was also stably transfected into a cell line which highly expresses HYAL4, and the knockdown 
cells have been prepared. The amount of CS in these cell lines has been determined. Influences of 
the addition of CS oligosaccharides on cell proliferation as well as cell migration of Lewis lung 
carcinoma cells, have been evaluated. HYAL4-deficient mice have been generated using a CRISPR/CAS9 
system. High level expression of HYAL4 in various cancer tissues has been investigated by real-time 
PCR.

研究分野：糖鎖生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
○癌、炎症とヒアルロン酸（HA）、ヒアルロ
ニダーゼ（HYAL）：癌は 30 年以上に渡って
日本人の死因の第１位を占め、年間 30 万人
以上の命を奪っている。癌の原因は様々であ
り、多様な観点から治療法の開発を目指す必
要がある。多くの癌は慢性的な炎症が引き金
となることが分かっており、そのような局所
性の慢性炎症の抑制が、癌の予防につながる
と考えられる。 
 HA は、化粧品などの保湿成分として広く
使用されているが、本来は動物の細胞外マト
リックスにおいて、組織の構築、細胞間相互
作用の調節、受精など様々な機能を発揮して
いる。HA を代謝分解する酵素である HYAL
は、正常組織ではリソソームに存在するが、
癌化した細胞では細胞外にも大量に分泌さ
れ、癌細胞の浸潤能に貢献している。しかし、
単に細胞外マトリックスの HAを壊して空間
を作り出すだけでなく、分解産物の HAオリ
ゴ糖が、サイトカインの発現、分泌を促し、
炎症反応を増悪することが報告されている
（Stern, Semin. Cancer Biol., 2008）。実際に、
癌化に伴って HAの合成量自体も亢進するこ
とが証明されている。また HAオリゴ糖は、
癌細胞のアポトーシスを抑制し、移動能やマ
トリックスメタロプロテアーゼ分泌を促進
し、癌の悪性度にも貢献する（Stern et al., Eur. 
J. Cell Biol., 2006）。 
○癌、炎症とコンドロイチン硫酸（CS）：HA
と同様の構造をもつ生体内多糖として、CS
がある。CSも HA同様に、動物の細胞外マト
リックスに普遍的に存在し、多様な機能を発
揮することが知られている。さらに、CS 由
来のオリゴ糖も、HA オリゴ糖同様に、ある
種のサイトカインの発現、分泌を促し、炎症
反応を増悪することが報告されている
（Sugahara et al., Cancer Res., 2008）。しかし、
HAオリゴ糖に比べ、その研究は遅れており、
詳細は明らかでない。 
○新規 HYAL、着想に至った経緯：我々は以
前、HYALファミリーの一員であるヒアルロ
ニダーゼ４（HYAL4）の基質特異性を解明し
た。この酵素は、遺伝子としては見つかって
いたが、その活性は報告されていなかった。
我々は、この酵素が HYALという名称とは裏
腹に、HAを分解する活性は持たず、CSを特
異的に加水分解することを世界に先駆けて
明らかにした（ Kaneiwa, Yamada et al., 
Glycobiology, 2010）。この酵素の発現は、正常
組織では、胎盤、精巣、骨格筋に限定されて
おり、それらの組織において、何か特定の機
能を持つと考えられ、現在解析中である
（Kaneiwa, Yamada et al., J. Biol. Chem., 2012）。
予備的な実験結果より、HYAL4が癌細胞にお
いて高発現していることを見出した。そこで、
我々は、HYAL4 も他の HYAL（具体的には
HYAL1 および HYAL2）と同様に、癌組織に
おいて高発現し、細胞外マトリックスの CS
の分解に関与する可能性を考えた。また、分

解によって生じた CSオリゴ糖は、HAオリゴ
糖同様、炎症の増悪に貢献することを予想し
ている。 
 
２．研究の目的 
HYAL4について、これまでの研究を発展させ、
本酵素の癌や炎症における役割の解明とそ
の阻害薬の開発を目指す。具体的には以下の
目標を掲げた。 
（１）HYAL4が癌の悪性度と相関するのかを
解明するため、HYAL4を高発現させた培養細
胞株あるいは HYAL4 をノックダウンした細
胞株を調製して、細胞の増殖能、浸潤能など
と HYAL4 との相関を調べる。また、HYAL4
遺伝子のプロモーター領域についても解析
を行う：【実験項目１】培養細胞を用いた癌
の悪性度に及ぼす HYAL4の効果 
（２）癌細胞における HYAL4 の機能は、単
純に周囲の CS の分解除去に留まらず、消化
によって生じたオリゴ糖が影響を与えてい
る可能性がある。これを検証するため、CS
オリゴ糖を大量に調製し、培養細胞株に添加
して、細胞の増殖能や浸潤能、サイトカイン
の産生能などへの影響を調べる。：【実験項目
２】培養細胞を用いた癌の悪性度に及ぼす CS
オリゴ糖の効果 
（３）上記の in vitroのアッセイ系に加え、in 
vivoでも HYAL4の影響を調べるため HYAL4
ノックアウトマウスを使った解析を行う。ノ
ックアウトマウスの表現型の解析、癌を移植
した場合の癌の転移能、人工的に炎症を発生
させた場合の症状などを正常マウスと比較
し、癌や炎症への耐性能を調べる。また、寿
命についても調べる。：【実験項目３】HYAL4
ノックアウトマウスの解析 
（４）上記の培養細胞やマウスを使った実験
に加え、実際の癌患者の組織などにおける
HYAL4の発現を定量的に調べ、癌組織や炎症
組織での HYAL4 の高発現を観察する。：【実
験項目４】ヒトの癌組織や炎症組織での
HYAL4の発現 
（５）HYALの異所性の発現は、癌や炎症を
増悪させることが予想されるので、HYAL4
に特異的な阻害剤を開発する。その際に、HA
を分解する HYAL1 を対照として用い、
HYAL1活性は阻害しないがHYAL4活性のみ
を特異的に阻害する化合物のスクリーニン
グを行う。：【実験項目５】HYAL4に特異的な
阻害剤の開発 
 
３．研究の方法 
【実験項目１】培養細胞を用いた癌の悪性度
に及ぼす HYAL4の効果 
（１）HYAL4が高発現している細胞株として、
卵巣癌細胞 SKOV-3、骨肉腫細胞 Saos2 など
を予備的な実験結果より既に見出している。
逆に HEK293 細胞は、HYAL4 を発現してい
ないことを見いだしている。HEK293細胞に、
HYAL4の遺伝子を安定導入し、高発現細胞株
を作成する。 



（２）HYAL4 の短ヘアピン RNA（shRNA）
をデザインし、カスタムオーダーする。HYAL4
を高発現している細胞株に対して、shRNAを
安定導入する。mRNAの発現量を定量し、ノ
ックダウン効率を調べる。培地中の CS 量の
変化も定量する。予定通りに進まないときは、
細胞株や shRNA のデザインの変更を検討す
る。上記以外にも、幾つかの HYAL4 高発現
癌細胞株を見つけている。 
（３）HYAL4のゲノム遺伝子の上流に存在す
るプロモーター領域について、転写開始点を
決定する。また、ルシフェラーゼアッセイを
行い、プロモーター活性をもつ領域を決定す
る。 
（４）（１）で確立した各細胞株について、
癌の悪性度の指標となる活性を調べる（Li, 
Yamada, et al., J. Biol. Chem., 2008）。多方面か
ら検討するため、以下に示す複数の実験を遺
伝子導入前後の両細胞に対して行ない、比較
する。MTT アッセイを利用した細胞増殖能、
ボイデンチェインバーを利用した移動能及
び浸潤能、プレートに固相化した細胞外マト
リックスタンパク質に対する接着能につい
て調べる。また、各細胞から mRNAを調製し、
リアルタイム PCRを行って、主要なサイトカ
インとマトリックスメタロプロテアーゼの
発現量を定量する。サイトカインについては
ELISAも行い、分泌量の変化を調べる。また、
それぞれの細胞株を市販の C57BL/6 マウス
に尾静注し、3 から 4 週間後に、肺にできた
コロニーの数をカウントし、転移能の指標と
する。 
【実験項目２】培養細胞を用いた癌の悪性度
に及ぼす CSオリゴ糖の効果 
（１）精製 HYAL4 を用いて市販の CS-C、
CS-D を消化する。消化物をゲルろ過 HPLC
で分画し、均一なサイズの CS オリゴ糖を得
る（Kinoshita, Yamada et al., J. Biol. Chem., 
1997）。特に四糖、六糖、八糖を回収する。
予定通りに進まない場合は、市販の精巣型
HYAL を用いて CS を加水分解する。同様の
構造をもったオリゴ糖が得られると予想さ
れる。 
（２）HYAL4を発現していない細胞株に、初
年度に大量調製した各 CS オリゴ糖を添加し、
【実験項目１】（３）と同様の実験を行う。
予想通りの結果が得られない場合、オリゴ糖
のサイズを変えて実験を行う、またオリゴ糖
の元となる CS のアイソフォームを変更して、
オリゴ糖を調製し直す。 
（３）オリゴ糖の添加によって活性化される
細胞内シグナル伝達経路を解明する。特に、
CS の関与が報告されている Wnt-β カテニン
シグナルの活性化を調べる。 
【実験項目３】HYAL4ノックアウトマウスの
解析 
（１）HYAL4ノックアウトマウスを交配によ
って増やす。同時に、表現型を観察し、同腹
子の野生型と体重変化、寿命などを比較する。
HYAL4は精巣に発現しているため、雄のホモ

マウスは生殖能がない可能性がある。その場
合は、ヘテロマウスを交配させる。 
（２）HYAL4ノックアウトマウスを用いて、
癌や炎症への耐性能を、以下のように多方面
から調べる。腹腔にチオグリコレート培地あ
るいはリポ多糖を注射し、腹腔内のマクロフ
ァージを定量する（Borsig et al., J. Biol. Chem., 
2007）。既に研究室で確立されている鼻炎ア
レルギーモデルを作成し（Kanaizumi et al., 
Scand. J. Immunol., 2002）、アレルギーを起こ
しやすいか検証する。四塩化炭素を吸入暴露、
もしくはコーンオイルに溶解したものを経
口投与し、１年後、肝臓および副腎腫瘍の発
生率を調べる。いずれの実験も同腹子の野生
型と比較する。 
【実験項目４】ヒトの癌組織や炎症組織での
HYAL4の発現 
（１）市販の疾病プロファイリングアレイを
購入して、様々な癌組織や炎症組織における
HYAL4 の発現亢進を、リアルタイム PCR で
定量することによって検証する。 
（２）海外研究協力者であるシンガポール国
立大学の George Yip博士らから、胃癌及び乳
癌患者の組織由来の cDNA を譲り受け、
HYAL4 の発現量を定量リアルタイム PCR に
よって調べる。差がみられない場合、初年度
の様々な癌組織での分析結果に基づき、別の
癌を使用する。 
【実験項目５】HYAL4に特異的な阻害剤の開
発 
（１）海外研究協力者であるインドバンガロ
ール大学の Basappa博士らが化学合成した候
補化合物について、HYAL阻害活性を in vitro
で調べ、HYAL4を阻害する化合物をスクリー
ニングする。現在用いている HYAL4 の活性
測定方法よりも、簡便でハイスループットな
方法を開発する。 
（２）HYAL1活性は阻害しないが HYAL4の
みを阻害する、特異性の高い阻害剤の開発を
目指す。ハイスループットなスクリーニング
方法が開発できない場合は、従来用いている
方法で HYAL の活性測定を行う（Kaneiwa, 
Yamada et al., J. Biol. Chem., 2012）。また、提
供された化合物の中に効果的なものがなか
った場合、他のライブラリーの利用を検討す
る。 
 
４．研究成果 
本研究では、ヒアルロニダーゼ（HYAL）フ
ァミリーの 1つである、新規酵素ヒアルロニ
ダーゼ４（HYAL4）の、癌および炎症におけ
る役割を解明しようとしている。HYAL4はヒ
アルロン酸（HA）によく似たグリコサミノグ
リカンであるコンドロイチン硫酸（CS）に特
異的に作用する酵素であり、癌の発症に関係
する可能性がある。上述したように【実験項
目１】〜【実験項目５】の研究項目を計画し
ており、それぞれについて、以下に記すよう
な結果が得られた。【実験項目１】培養細胞
を用いた癌の悪性度に及ぼすHYAL4の効果： 



HEK293細胞に、HYAL4の遺伝子を安定導入
し、高発現細胞株を作成した。逆に、HYAL4
を高発現しているがん細胞株に対して、
shRNAを安定導入した。ノックダウンが起こ
っていることを確認した。培地中の CS 量の
変化を定量したが、コントロール細胞に比べ、
変化は見られなかった。【実験項目２】培養
細胞を用いた癌の悪性度に及ぼす CS オリゴ
糖の効果：精巣型 HYALを用いて市販の HA、
CS-A、CS-C を消化し、オリゴ糖を大量に得
た。ルイス肺ガン細胞株を用い、細胞増殖、
細胞移動に対するオリゴ糖の影響を評価し
た。しかし、いずれの実験でも有意な差は見
られなかった。【実験項目３】HYAL4ノック
アウトマウスの作製：CRISPR/CAS9を利用し
たノックアウトマウスの作製を行なった。表
現型の解析などは今後行う。【実験項目４】
ヒトの癌組織や炎症組織での HYAL4 の発
現：様々な癌組織における HYAL4 の発現亢
進を、リアルタイム PCRで調べた。発現亢進
している癌組織もあったが、統一した見解が
得られていない。【実験項目５】HYAL4に特
異的な阻害剤の開発：海外研究協力者である
インド、バンガロール大学の Basappa博士が
化学合成した候補化合物について、HYAL4
を特異的に阻害する化合物をスクリーニン
グしたが、特異性の高い有効な阻害剤は見つ
かっていない。 
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