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研究成果の概要：がん細胞が転移能を獲得するためには様々な要因が知られており、なかでも

細胞外マトリックス分解酵素とその調節分子の異状が、がん細胞の悪性度と相関していること

が多数報告されている。本研究では、細胞外マトリックス構成成分の 1 つであるヘパラン硫酸

を加水分解するヘパラナーゼと、マトリックスメタロプロテアーゼの調節因子である糖タンパ

ク質 RECK に着目して検討を行った。その結果、ヘパラナーゼはジスルフィド結合や C 末端

側に存在する疎水性領域が活性化に必要であることが示された。また、RECK が MMP-9 の

mRNA 量を減少させること、そしてその減少には c-Jun や Fra-1 の MMP-9 プロモーター領域

への結合能低下が伴っていることなどを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内情報伝達機構の解析は、主に細胞内

のリン酸化カスケードを中心に行われてき
た。すなわち、チロシンキナーゼ型受容体か
ら MAP キナーゼの活性化、そして転写因子
を介したがん細胞の悪性化経路の研究であ
る。このカスケードに関与する分子は薬剤開
発が可能なものがある一方で、正常細胞の増
殖においても必須のものが多いことから、阻
害剤を開発できたとしても、重篤な副作用が

考えられた。そこで、がん細胞にだけ特異的
に発現している、または発現しなくなってい
るような分子に着目して、解析を行うことが
望まれてきていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まずがん細胞の転移の際に起
こるヘパラン硫酸という糖鎖の分解に着目
した。この分解はヘパラナーゼという加水分
解酵素が担っており、実際に多くのヒトがん



において過剰発現が報告されている。さらに、
我々の研究グループを含む複数の研究室よ
りヘパラナーゼ阻害剤やアンチセンスオリ
ゴを処理した結果から、ヘパラナーゼががん
細胞の転移・浸潤に関与していることが明ら
かになってきた。そこで、本研究ではヘパラ
ン硫酸の分解により促進されるがん細胞の
転移・浸潤をヘパラナーゼの研究を通して理
解することを目的に検討を行った。 
 さらに、がん細胞の転移・浸潤の負の制御
因子であるRECKという糖タンパク質につい
ても解析を行うことで、糖鎖修飾によるがん
細胞の転移・浸潤機構の解析を幅広い視点で
理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ヘパラナーゼの活性化における翻訳後
修飾の役割 
ヒト線維肉腫 HT1080 細胞にヘパラナーゼ

を安定的に過剰発現している株を樹立し、コ
ントロール細胞や変異型へパラナーゼ過剰
発現細胞と、発現量、活性化、細胞外分泌量
などを比較した。また、ヘパラナーゼに 5 つ
存在するシステイン残基の翻訳後修飾につ
いては、ヘパラナーゼを精製後、MALDI-TOF
質量分析により解析した。 

 
（２）ヘパラナーゼの活性かにおける C 末端
側疎水性領域の役割 
 ヘパラナーゼのC末端側に存在する疎水性
領域の役割については、ヘパラナーゼの様々
な欠損変異体および置換変異体発現ベクタ
ーを作製し、過剰発現細胞を樹立することで
活性化に与える影響を検討した。 
 
（３）RECK による MMP-9 mRNA 量調節機
構の解析 
 ヒト線維肉腫 HT1080 細胞に RECK を安定
的に過剰発現している細胞を樹立した。
mRNA 量は定量的 RT-PCR 法、MMP-9 遺伝子
の転写活性はルシフェラーゼアッセイ法、そ
してプロモーター領域と転写因子の結合は
ChIP 法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ヘパラナーゼの活性化における翻訳後
修飾の役割 
 Western blotting 法でヘパラナーゼを検出す
ると、還元剤存在下と非存在下で移動度が異
なることを見出した。このことから、ヘパラ
ナーゼは分子内でジスルフィド結合してい
る可能性が示唆された。そこで、培地からヘ
パラナーゼを精製し、MALDI-TOF 質量分析
法にてジスルフィド結合の有無を確認した。
その結果、Cys127 と Cys179、および Cys437
と Cys542（図１）がジスルフィド結合してお
り、Cys211 がシステイン化されていることが

明らかになった。様々な変異体ヘパラナーゼ
を発現させた結果、Cys437 と Cys542 のジス
ルフィド結合がヘパラナーゼの小胞体から
ゴルジ体への輸送、引き続き起こる細胞外分
泌、さらに活性化において重要であることが
確かめられた。 
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図１：精製ヘパラナーゼを用いたジスルフィ
ド結合部位の同定 

 
（２）ヘパラナーゼの活性かにおける C 末端
側疎水性領域の役割 
 Kyte-Doolittle hydropathy 法により、様々な
生物種におけるヘパラナーゼの疎水性アミ
ノ酸の分布を見ると、N 末端側にシグナルペ
プチド由来の疎水性領域があり、C 末端側に
も疎水性領域があることが分かった（図２）。
ヘパラナーゼの活性化におけるこの領域の
役割を明らかにする目的で、様々なヘパラナ
ーゼの領域欠損変異体や置換変異体を発現
している細胞を樹立し、解析を行った。その
結果、ヘパラナーゼの C 末端側に存在する疎
水性領域は、ヘパラナーゼの小胞体からゴル
ジ体への輸送、そして引き続き起こる細胞外
分泌、活性化、さらにはヘパラナーゼ誘導性
のがん細胞遊走能亢進に必要であることが
分かった。 
 上記ジスルフィド結合の解析からも、ヘパ
ラナーゼのC末端側が小胞体からゴルジ体へ
と輸送されるために重要な役割を担ってい
ることが示唆された。 
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図２：様々な生物種におけるヘパラナーゼの
疎水性プロット（ヒト：緑、ゼブラフィッシ
ュ：赤、イネ：青） 



 
（３）RECK による MMP-9 mRNA 量調節機
構の解析 
 これまでに、RECK は MMP-9 の細胞外へ
の分泌を抑制することで、がん細胞の転移・
浸潤を負に制御していることが示唆されて
きた。しかし、我々は DNA マイクロアレイ
を用いた解析や、定量的 RT-PCR 法などによ
り、RECK 発現細胞では MMP-9 の mRNA 量
が低下していることを見出した。このことは
種々の変異体や siRNA を使用した実験から
も支持された。 
 プロモーター解析や ChIP アッセイの結果、
RECK 発現細胞では、Fra-1 と c-Jun の MMP-9
プロモーター領域に対する結合力が低下し
ていることが分かった（図３）。 
 

 
 

図３：RECK による MMP-9 の転写制御 
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