
様式Ｃ－１９

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書
平成２４年４月１日現在

研究成果の概要（和文）：

ヒトヒアルロニダーゼ４(HYAL4)がコンドロイチン硫酸（CS）に特異的なエンド型加水分解酵
素であることを初めて報告した。マウスのオーソログ(mHyal4)も CS 特異的分解酵素であった
が、より広い特異性を持っていた。両酵素の様々なキメラ体、変異体を作製し、基質特異性の
違いを決定するアミノ酸を同定した。神経再生医療に応用するために、活性を保持した酵素の
酵母での大量発現系を構築した。脊髄損傷モデルラットから損傷部位を摘出し、その部分の CS
分析と mHyal4 での消化実験を行った。

研究成果の概要（英文）：
In this study, human hyaluronidase-4 (HYAL4) was demonstrated to be a chondroitin sulfate
(CS)-specific endo-type hydrolase for the first time. Although mouse hyaluronidase-4 (mHyal4) was
also demonstrated to be a CS-specific endo-type hydrolase, it has broader substrate specificity than
HYAL4. A series of human/mouse hyaluronidase-4 chimeric proteins and point mutants were generated,
and the amino acid residues responsible for the difference in substrate specificity were identified. To
prepare an active enzyme applicable to neuronal regenerative therapy in a large scale, the expression
system in yeast was constructed. Injury region was extracted from the rats with lateral hemisection of the
spinal cord, and the composition of CS in the region as well as its sensitivity to mHyal4 was
investigated.
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１．研究開始当初の背景
コンドロイチン硫酸（CS）は硫酸化グリコサ
ミノグリカン（GAG）の一種であり、生体内
に普遍的に存在し、細胞増殖・分化、細胞接

着、細胞移動、形態形成など様々な生理機能
を発揮している。CS 多糖鎖の代謝分解は主
にリソソームで起こっており、まずエンド型
の糖鎖分解酵素が CS 鎖を切断してオリゴ糖
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にした後、エキソ型の酵素群が非還元末端よ
り順々に作用し分解する。エキソ型の酵素に
ついては、それらの欠損によって発症するム
コ多糖症の診断・治療のため詳細な研究が行
われてきた。ところが、初期段階で作用する
エンド型の酵素については、ほとんど解析さ
れていなかった。硫酸化されていない CS で
あるコンドロイチン（Chn）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
ヒアルロニダーゼが、CS 代謝の初期反応を
触媒しているとする説が一般的であるが、既
知のヒアルロニダーゼの作用だけでは、CS
の代謝を説明することは不可能であった。ま
た、ヒアルロニダーゼはヘキソサミニダーゼ
であるが、天然には還元末端にウロン酸をも
つ CS のオリゴ糖も見つかっており、このこ
とは CS を分解するエンド型のグルクロニダ
ーゼの存在を示唆している。つまり、ヒアル
ロニダーゼ以外に CS を特異的に分解する酵
素（群）が、生体内での CS 代謝に機能して
いる可能性が考えられた。
研究代表者は、モデル生物である線虫、ショ
ウジョウバエ、ヒドラのGAGの解析を行い、
これらの中には Chn あるいは CS が存在する
が HA は存在しないことを明らかにした。と
ころが、線虫のゲノム中には、ヒトのヒアル
ロニダーゼのホモログが存在する。そこで、
この遺伝子産物の性質を調べたところ、Chn
／CS に特異的な加水分解酵素であることを
見いだした。また、ショウジョウバエやヒド
ラにおいても、HA が産生されないにもかか
わらずヒアルロニダーゼのホモログがあり、
これらも同様に CS 特異的分解酵素である可
能性がある。
ヒトのヒアルロニダーゼに関しては、５種類
の関連遺伝子（HYAL1、HYAL2、HYAL3、HYAL4、
PH-20）の存在が知られている。これらのう
ち HYAL1、HYAL2、PH-20 についてのみ詳細
な解析が行われていた。線虫におけるヒアル
ロニダーゼホモログが Chn／CS に特異的な
加水分解酵素であることを考えると、これま
で酵素活性が検出されていない HYAL3 と
HYAL4 が Chn／CS に特異的な加水分解酵素
酵素である可能性があった。また、HYAL1
と HYAL2 についても、HA 分解の観点からは
多くの研究がなされ HA 代謝における機能が
検証されてきたが、CS 分解については詳細
な報告はなかった。

２．研究の目的
CS は、生体内に普遍的に存在し、細胞増殖・
分化、細胞接着、細胞移動、形態形成など様々
な生理機能を発揮している。実験的に脊髄の
神経を損傷して半身不随にしたマウスに対
し、細菌由来の CS 分解酵素で脊髄損傷部位
を処理すると、損傷した神経が再生し半身不
随が改善することが証明された。これは、CS

が本来神経軸索の伸展の方向性を決定する
分子であるため、損傷部位に形成される瘢痕
組織中の CS が脊髄損傷後の神経連結を阻害
していたためと考えられている。CS の機能
や重要性が認識され、CS の生合成メカニズ
ムの研究が盛んに行われていたが、CS の代
謝の研究は十分とはいえなかった。特に、CS
分解の初期の段階で作用するエンド型の酵
素については、ほとんど解析されていなかっ
た。研究代表者らは、モデル生物である線虫
において、コンドロイチン（Chn）／CS に特
異的なエンド型の加水分解酵素を初めて発
見していた。このことは、ヒトにおいても CS
特異的なエンド型の分解酵素が存在する可
能性を示唆している。そこで研究代表者は、
ヒトの生体内での CS の代謝に関与するエン
ド型の分解酵素を同定し、CS の代謝機構お
よびその調節機構を解明しようとした。さら
に、CS 特異的な分解酵素による生体内での
多様な機能の解明や、この酵素を上記の細菌
由来の酵素の代わりに利用し、神経損傷時の
再生医療などへの応用を目指した。

３．研究の方法
（１）HYAL3 および HYAL4 に関する実験：
１．遺伝子のクローニング：IMAGE クロー
ンよりヒトHYAL3およびHYAL4の遺伝子を
購入した。PCR を用いて目的領域を増幅する
とともに、両端に制限酵素切断部位を導入し
た。発現ベクターに両遺伝子を組み込んだ。
増幅後、プラスミドを精製した。タグとの融
合タンパク質として組換え体タンパク質を
得た。ヒト HYAL4 は本来グリコシルホスフ
ァチジルイノシトール（GPI）アンカー型の
膜結合分子であるが、この際には、GPI 付加
シグナルを除去し、分泌シグナルとタグを導
入した。
２．遺伝子の発現：発現ベクターを培養細胞
にトランスフェクトした。培地中よりアフィ
ニティークロマトグラフィーを利用して組
換えタンパク質を精製した。また、ウエスタ
ンブロッティングにより発現を確認した。
３．蛍光標識基質の調製：市販の GAG をフ
ルオレセインイソチオシアネート（FITC）で
蛍光標識した。
４．酵素消化：蛍光標識した基質、あるいは
標識していない基質を精製した酵素源とと
もにインキュベートした。温度、pH などの
条件を変化させて消化反応を行なった。FITC
標識した試料を基質として用いた場合はそ
のまま分析した。一方、標識していない GAG
を用いた場合には、消化物を蛍光試薬の一種
である 2-アミノベンズアミド（2AB）を用い
て標識し、還元末端をモニターした。
５．HPLC 分析：上記の方法で調製した酵素
反応物を、ゲルろ過クロマトグラフィーある
いは陰イオン交換クロマトグラフィー用の



カラムを接続した HPLC で分析し、GAG が
分解を受けたかどうかを判定した。
６．質量分析：酵素消化による分解産物の構
造を決定するため、HPLC で分画した試料を
質量分析（MALDI-TOF/MS）した。
７．その他の方法でのアッセイ：分解反応を
より簡便に検出するため、必要に応じて、
ELISA 様アッセイなども検討した。
８．基質特異性の検討：酵素活性が検出され
た場合には、さらに詳細な活性を検討するた
め、同じ酵素消化条件下で、等量の異なる
GAG 基質を同時に消化し、消化物の解析結果
を比較することで基質特異性を考察した。ま
た、基質濃度を変化させて酵素反応を行い、
ミカエリス定数 Km と最大反応速度 Vmax を求
め、これらの値の比較より、各基質間での親
和性を定量的に比べた。
９．免疫染色実験：HYAL3 や HYAL4 の細胞
内での局在は分かっていなかった。そこで、
特異的な抗体を利用して、細胞内での分布を
調べ、酵素の機能を推定する情報の一つを得
た。

（２）神経軸索の伸長促進実験：
CS に特異的な加水分解活性が検出された酵
素の中で、比較的強い分解活性を示した酵素
については、神経軸索の伸長への効果を検証
した。
１．in vitro での神経軸索の伸長の促進効果を
検証する系に、発現させた酵素を添加し、神
経軸索の伸長促進活性を検討した。
２．脊髄損傷モデルラットを利用し、その実
験系に新規の CS 特異的加水分解酵素を添加
することにより損傷した神経の再生に貢献
できるかを検証した。

４．研究成果
（１）ヒトヒアルロニダーゼ HYAL4 に関す
る実験：
ヒト HYAL4 遺伝子のクローニングを行い、
発現ベクターに HYAL4 遺伝子を組み込み、
タグとの融合タンパク質として組換え体タ
ンパク質を得た。アフィニティークロマトグ
ラフィーを利用して組換えタンパク質を精
製し、蛍光標識した基質あるいは標識してい
ない基質に作用させた。酵素反応物のゲルろ
過クロマトグラフィーあるいは陰イオン交
換クロマトグラフィーによる分析から、CS
が分解を受けたことを確認した。温度、pH
などの条件を変化させて消化反応を行ない、
反応の至適条件を決定した。種々の CS バリ
アントを用いて反応を行い、詳細な基質特異
性を検討した。また、ミカエリス定数 Km と
最大反応速度 Vmaxを求め、各基質間での親和
性を定量的に比べた。さらに、酵素消化によ
る分解産物の構造を質量分析の手法などを
用いて決定した。その結果、HYAL4 が特定の

高硫酸化 CS 構造を特異的に認識することを
明らかにし、CS に特異的なエンド型加水分
解酵素を世界で初めて報告した。
また、HYAL4 を脊髄損傷の治療など神経再生
医療に応用するためには、大量の酵素が必要
である。そこで、活性を保持した酵素の酵母
での大量発現系の構築を行なった。

（２）マウスヒアルロニダーゼ-4（mHyal4）
に関する実験：
ヒアルロニダーゼ-4 の機能研究を行うにあ
たり、マウスをモデル系として使用するため、
mHyal4 の解析を行なった。mHyal4 遺伝子の
クローニングを行い、発現ベクターに遺伝子
を組み込み、タグとの融合タンパク質として
組換え体タンパク質を得た。組換えタンパク
質を、各種グリコサミノグリカン基質に作用
させ、酵素反応物をゲルろ過あるいは陰イオ
ン交換クロマトグラフィーによって分析し、
CS を特異的に分解したことを確認した。温
度、pH などの条件を変化させて消化反応を
行ない、反応の至適条件を決定した。種々の
CS バリアントを用いて、詳細な基質特異性
を検討した。また、ミカエリス定数 Km と最
大反応速度 Vmax を求め、各基質間での親和性
を定量的に比較した。さらに、分解産物の構
造を質量分析の手法などを用いて決定した。
その結果、mHyal4 が HYAL4 よりも広い基質
特異性を持つことを明らかにした。さらに、
mHyal4 の mRNA の発現部位を解析し、精巣
など極めて限局された部位にしか発現して
いないことを解明した。
HYAL4 と mHyal4 の基質特異性の違いを決定
するアミノ酸を同定するため、様々なキメラ
酵素、変異体酵素を作製し、それぞれの特異
性を解析した。その結果、N-アセチルガラク
トサミン残基の４位の硫酸基の認識に必須
のアミノ酸残基を同定することができた。こ
の成果については、現在論文投稿中である。

また、HYAL4 よりも比活性の高い mHyal4 を

脊髄損傷の治療など神経再生医療に応用す

るために、活性を保持した酵素の酵母での大

量発現系の構築を行なった。その結果、活性

のある酵素が大量に得られた。また、それら

の酵素はヒトの培養細胞で産生された酵素

と同様の基質特異性を持っていた。

（３）ヒアルロニダーゼ４による神経軸索の

再生実験：北海道大学医学部脳神経外科の黒

田敏博士らの作製した脊髄損傷モデルラッ

トから、損傷部位を摘出し、その部分の CS

の分析とヒアルロニダーゼ４を用いた消化

実験を行った。損傷部位で CS 量が増加して

いること、その CS をヒアルロニダーゼ４で

分解できることを確認した。



４．その他の実験：
多様な構造をもった CS を得るため、種々の
生物由来の CS の構造およびその生物活性を
調べた。特に、イカ肝臓外皮、アフリカツメ
ガエル、エイ軟骨の CS について解析し、そ
の成果を論文として公表した。エビと頭部由
来の GAG についても解析した。また、新規
の抗 CS 抗体も作製し、新規の CS 合成酵素活
性を検出した。これら新規の CS や抗 CS 抗体
は、今後の CS の解析に有効活用できると期
待される。さらに、膵臓のランゲルハンス島
のグリコサミノグリカンの解析も行い、ラン
ゲルハンス島には CS が殆ど存在しないこと
を初めて明らかにした。
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