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研究成果の概要（和文）：感染症やアレルギーに伴う局所炎症では、その引き金となる現象や炎症性サイトカインの発
現誘導機構についての研究が盛んに行われてきた。一方、生体という環境下で炎症性細胞の動員はどのように調節され
ているのか、一度外界に放出された生理活性物質はどの程度の間保持され生物活性を発揮し続けるのか、等の点は、炎
症制御法を考える上で重要であるにも関わらず着目されてこなかった。私はこの点に着目しつつ、ヘパラン硫酸・ヘパ
リンの切断酵素であるヘパラナーゼの機能を検討した。ヘパラナーゼによる細胞外マトリックスの切断が様々な場面で
、炎症の発症とその拡散を調節し得ることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Regulatory process of local inflammation is studied via degradation or downsizing 
of extracellular matrices by their degrading enzymes, especially on heparan sulfate and heparanase.  Hepar
anase is involved in extravasation of neutrophils and monocytes in a local inflammation in mouse dorsal ai
r pouches as well as in in vitro transmigration assay.  Enzyme activity is likely to be regulated by diffe
rential localization of the enzyme molecules.  Cleavage of granular heparin in the secretory granules of m
ast cells accelerates the release of granular materials from extracellular matrices.  From the data, roles
 of heparanase are convincingly shown as a critical enzyme in induction and duration of inflammation.  
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１．研究開始当初の背景 
 感染・化学物質等に応答して宿主が引き起
こす局所炎症は、病原体や異物の排除とこれ
らに対する適応免疫を成立させるために必
要な生体防御反応である。一方、過度の炎症、
敗血症に伴う播種性血管内凝固、多臓器障害
等の異所性・全身性の応答は生体にとってむ
しろ障害となる。過度の炎症に進む要因の一
つは、大量のメディエーターを保持して全身
を循環している好中球等免疫細胞の過剰な
浸潤と活性化である。この浸潤と活性化を制
御するメディエーター、サイトカインは多数
同定されている。今後の課題の一つは、多数
の生理活性物質の機能をまとめて調節する
ような統合的な制御法を見出すことと考え
る。今までの研究成果は主にこれら生理活性
物質の発現調節機構、即ち上流に着目したア
プローチに集中していた。複数の分子を束ね
る分子集合体、具体的にはヘパラン硫酸・ヘ
パリン、その切断酵素ヘパラナーゼを含む集
合体は多数の生理活性物質の機能を統合し
得る構造体である。生理活性物質の発現後、
即ち下流で機能を束ねて調節する可能性が
高いと予想されるが、この方向からのアプロ
ーチは極めて少ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヘパラン硫酸及びヘパリンを
切断する酵素ヘパラナーゼに着目し、化学物
質・サイトカインによる刺激や感染モデルに
おいて、ヘパラナーゼの発現と硫酸化糖鎖、
細胞外マトリックスがどのように変化する
のか記載し、その結果としての、細胞応答と
個体レベルの炎症の変化が生じるのか否か
を解明することを目的とした。（１）炎症モ
デルにおけるヘパラナーゼの産生、（２）マ
スト細胞におけるヘパラナーゼの発現とそ
の機能解析、（３）上皮細胞におけるヘパラ
ナーゼの発現とその機能解析、の３点につい
て検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）炎症モデルにおけるヘパラナーゼの産
生 
 活性を有する組換え型の成熟体マウスヘ
パラナーゼを昆虫細胞で大量発現し、これを
常法によってラットに免疫し、リンパ節およ
び脾臓由来リンパ球からモノクローナル抗
体を産生するハイブリドーマを樹立した。 
 血管外浸潤におけるヘパラナーゼの関与
を検討する系として、マウス（C57BL/6）背
部空気嚢に起炎症物質（fMLP、カラギーナン）
を投与することにより炎症を惹起し、空気嚢
内に浸潤する好中球・単球の数を計測するこ
とにより炎症の程度を定量化する系を確立
し、これを用いた。 
 大腸菌由来のリポ多糖をマウス（C57BL/6）
個体に静脈内投与もしくは腹腔内投与する
ことにより、大腸菌の感染に伴う敗血症を模
倣する系を構築し、この疾患の発症と緩解に

おけるヘパラナーゼの関与を検討した。 
 
（２）マスト細胞におけるヘパラナーゼの発
現とその機能解析 
 腹腔マスト細胞に起因するマストサイト
ーマであるMST細胞に、electroporatioにより
マウスヘパラナーゼ遺伝子を導入した。また、
組換え型ヘパラナーゼ蛋白質を導入した。 
 この細胞について常法に従い、プロテオグ
リカンの定量、顆粒内物質の定量を行った。
結合組織での現象を再現するために、コラー
ゲンゲル内でマスト細胞株にイオノマイシ
ン依存的な脱顆粒を誘導し、放出される顆粒
内物質、サイトカイン量を定量した。 
 
（３）上皮細胞におけるヘパラナーゼの発現
とその機能解析 
 マウス乳腺上皮 NMuMG 細胞の間葉様細
胞への分化を TGFβ3により誘導した。関連
遺伝子の発現をリアルタイム PCR で定量す
るとともに、特にヘパラナーゼの発現量を、
研究室で独自に確立した ELISA 法で定量し
た。また基底膜マトリックスを 35S で放射標
識し、細胞に依存する分解を定量化した。 
 
４．研究成果 
（１）炎症モデルにおけるヘパラナーゼの産
生 
 疾患モデル動物のマウスに発現する内因
性ヘパラナーゼ発現を検出するためのツー
ルとして、成熟型ヘパラナーゼを免疫原とす
るモノクローナル抗体を新規に確立した。ヘ
パラナーゼ阻害物質を投与することにより、
一部の炎症モデルで単球・好中球浸潤が有意
に阻害されることを見出した。 
 
1-1 モノクローナル抗体の新規調製 
 感染や炎症疾患に伴う細胞外マトリック
スの変化を捉える際、モデル動物であるマウ
スの利用は、これらの病態の解析上極めて有
用である。私達は以前の科研費による成果と
してマウスヘパラナーゼを認識するモノク
ローナル抗体を取得したが、活性を中和する
抗体を得ることはできなかった。また細胞内
でプロセシングを受けるヘパラナーゼの各
フォームを見分ける抗体を得ることはでき
なかった。活性をもたない前駆体ヘパラナー
ゼを免疫原として用いていたことがこの原
因のひとつと考えられた。  
 新規のモノクローナル抗体作製を目指し、
組換え型の成熟体マウスヘパラナーゼを昆
虫細胞で大量発現し、これをラットに免疫す
ることにより、リンパ節および脾臓由来リン
パ球からモノクローナル抗体を産生するハ
イブリドーマ 16種類を確立した。 
 これらの抗体はマウスの細胞や組織に発
現する内在性の成熟型ヘパラナーゼを認識
した。生体内のヘパラナーゼを検出する上で
非常に有用なツールとなることが期待でき
る。残念ながら、この中にもヘパラナーゼの



酵素活性を中和する抗体を得ることはでき
なかった。抗体の組み合わせ、ウサギ抗血清
の調製などの手法により、ヘパラナーゼ活性
の抑制方法の確立についてさらに検討を重
ねたい。 
 
1-2 マウス炎症モデルにおけるヘパラナーゼ
発現の検出とその関与 
 マウス背部空気嚢に起炎症物質を投与す
ることにより炎症を惹起し、空気嚢内に浸潤
する好中球・単球の数を計測することにより
炎症の程度を定量化する系を確立した。この
空気嚢内にヘパラナーゼ活性阻害物質
Heparastatin (SF-4)を同時投与したところ、
fMLP とカラギーナンによる炎症が共に部分
的に抑制された。空気嚢内のケモカイン濃度
には有意な差が認められなかったことから、
この阻害物質は細胞の浸潤過程に抑制的に
作用することが示唆された。この成果は特許
「抗炎症剤及び薬用組成物」として申請され
た。  
 2010 年には文部科学省の外国人招聘研究
者申請が採択され、ポーランドより
Kolaczkowska 博士を招聘することができた。
彼女との共同研究で zymosan誘導腹膜炎モデ
ルにおけるヘパラナーゼの発現を検討した。
この炎症モデルでは投与後 30 分と炎症が進
行する 12-24 時間後に腹腔内にヘパラナーゼ
が検出された。産生細胞については検討を行
うことができなかったが、初期の産生はマス
ト細胞に、12-24 時間後については浸潤する
マクロファージに由来することが示唆され
た。阻害物質の投与により、腹腔内へ浸潤す
る細胞数は抑制されなかった。 
 以上より、皮膚炎症における細胞浸潤はヘ
パラナーゼ阻害物質で抑制されること、腹膜
を介する細胞浸潤は抑制されないことが示
された。 
 
1-3 マウス敗血症モデルにおけるヘパラナー
ゼ発現の検出とその関与 
 LPSをマウス個体に静脈内投与もしくは腹
腔内投与することにより、大腸菌の感染に伴
う敗血症を模倣することができる。この系に
おけるヘパラナーゼの関与を検討した。LPS
投与後 3-9 時間において、主に好中球の脱顆
粒に由来するヘパラナーゼの血漿内濃度が
上昇した。この放出されたヘパラナーゼを完
全に抑制すると考えられる阻害物質
Heparastatin (SF-4)を投与したが、肺や肝臓で
認められる好中球の浸潤に対する抑制効果
は認められなかった。  
 2,3 で示されたように、ヘパラナーゼの放
出が検出される炎症・感染モデルにおいて、
阻害物質が炎症を抑制する場合、抑制しない
場合の両者が認められた。Heparastatin (SF-4)
の体内クリアランスが極めて速やかであり、
動物モデルにおいては有効濃度が長時間維
持できない点が一つの原因として考えられ
る。今後も多くの動物モデルを検討すること

により、ヘパラナーゼが関与する血管外浸潤
と炎症をより正確に記述していきたいと考
える。 
 
（２）マスト細胞におけるヘパラナーゼの発
現とその機能解析 
 結合組織マスト細胞へのヘパラナーゼ発
現・導入方法を確立した。この細胞が顆粒内
ヘパリンの分子サイズに依存して、細胞外マ
トリックス内という場においてヘパリンと
顆粒内酵素キマーゼのマトリックスからの
放出を促進することを見出した。 
 
2-1 マスト細胞の機能解析実験系の構築 
 
 結合組織型マスト細胞にヘパラナーゼが
強発現することを見出していた。マスト細胞
におけるヘパラナーゼの機能を検証する実
験系の構築にあたり、培養細胞の利用が有用
であると考えられた。MST細胞は腹腔マスト
細胞に起因するマストサイトーマであり、顆
粒内にヘパリンを有する点で結合組織型マ
スト細胞の性質を保持していると考えられ
る。In vitro培養したこの細胞について、ヘパ
リンは生合成後に切断されず高分子量で存
在していた。また、ヘパラナーゼ発現は
ELISAではわずかに認められるものの、ヘパ
ラン硫酸切断活性などのバイオアッセイ、抗
体染色では発現が明確に認められなかった。
従って、この細胞にヘパラナーゼを導入する
ことで、ヘパリン切断を受けるマスト細胞を
「再構成」できることが期待された。 
 ヘパラナーゼ導入法として、まず、外から
組換え体プロヘパラナーゼを導入する系を
試みた。培地中の組換え体は細胞に取り込ま
れ、２時間程度で顆粒内に蓄積された。脱顆
粒によって培地中に放出されること、放出さ
れたヘパラナーゼはプロセシングを受ける
ことから、機能的なヘパラナーゼがこの方法
で顆粒内に再構成できるものと考えられた。 
 次に、electropolationによってヘパラナーゼ
の遺伝子導入株を取得した。ヘパラナーゼは
顆粒内に成熟型として蓄積され、脱顆粒によ
って放出された。内在性ヘパラナーゼと同様
のルートでヘパラナーゼを顆粒に高発現す
る細胞を構築することができた。1-3 に示す
ELISA 法により、ヘパラナーゼの発現量は
MST細胞の 10-50倍であることがわかった。 
  
2-2 細胞外マトリックス内におけるヘパラナ
ーゼの役割  
 ヘパラナーゼの発現に伴うマスト細胞の
機能変化を検索したが、顆粒内のプロテオグ
リカンの蓄積量以外は、蓄積量・放出量など
に大きな違いは認められなかった。 
 そこで、結合組織型マスト細胞が本来分布
する細胞外マトリックスという場に立ち返
り、コラーゲンゲル内での細胞の挙動を検討
した。脱顆粒後に細胞から放出されるヘパリ
ンの量は緩衝液中では分子量による差は認



められなかったが、同様の脱顆粒をコラーゲ
ンゲル中で誘導したところ、低分子ヘパリン
が効率よく放出されるのに対し、高分子量ヘ
パリンはほとんど放出されず、両者に有意な
さが認められた。精製したヘパリンでも同様
であった。顆粒内物質として酵素に着目し、
同様の現象が生じるか検討したところ、コラ
ーゲンゲルからのキマーゼの放出が同様に
ヘパリンの分子量に依存することを見出し
た。ヘパリンの分子量がもつ「機能」のひと
つとして、細胞外マトリックスからの放出効
率の調節に関わるという新奇な概念を提示
することに成功した。 
 
2-3 サイトカイン産生におけるヘパラナーゼ
の役割 
 以前の MST 細胞を用いた検討により、ヘ
パリンの分子サイズが顆粒内酵素の細胞内
蓄積量を調節し、これによって免疫細胞の機
能を調節する可能性が示されていた。より広
い範囲の生理活性物質についてこれを検討
するため、Bio-plex 実験系を用いて各種サイ
トカインの産生がヘパラナーゼの発現によ
って調節されるか検討した。 
 イオノフォアである ionomycinで 30分刺激
した後の培養上清内に産生されるサイトカ
インを網羅的に検討したところ、MCP-1をは
じめとする複数のサイトカインにおいて、数
倍-100倍程度の発現上昇が認められた。発現
変動が観察されたサイトカインの等電点は
pI=8-10 という比較的高い値であり、ヘパリ
ンとの親和性の強い物質についてこの現象
が認められる可能性が考えられた。現段階で
は予備的なデータである。次期科研費による
研究を進め、この点をより深く展開していき
たい。 
 
（３）上皮細胞におけるヘパラナーゼの発現
とその機能解析 
 上皮間葉転換の際に、上皮細胞が示すヘパ
ラナーゼの発現と細胞に依存するマトリッ
クス分解活性が顕著に抑制されることを示
した。 
 
3-1 上皮間葉転換におけるマトリックス分解
酵素群の意外な発現変化  
 マウス乳腺上皮細胞 NMuMG 細胞は TGF
依存的に上皮間葉転換を起こすことが知ら
れている。この過程におけるヘパラナーゼの
発現変化を検討した。上皮間葉転換は一般に
浸潤能の亢進を伴う細胞分化であり、ヘパラ
ナーゼの発現がこの過程で上昇することを
予想していた。マトリックス分解酵素である
MMP-2,9 の発現が上皮間葉転換ののちに発
現上昇するのに対し、ヘパラナーゼの発現は
大きく低下した。これは転写レベル、蛋白質
レベル、またヘパラン硫酸の分解活性レベル
に共通して認められた。 
 
3-2 上皮間葉転換におけるヘパラナーゼの関

与の検討  
 3-1 の内容をふまえ、上皮間葉転換の過程
におけるヘパラナーゼの機能を検討した。
1-2,3 でも用いた Heparastatin (SF-4)を用いた
ところ上皮間葉転換の効率に影響はなく、逆
にヘパラナーゼ遺伝子の強制発現を行って
も、上皮間葉転換の効率に影響はなかった。 
 ヘパラナーゼの発現変化は上皮間葉転換
の過程そのものには関係しないものと考え
られた。FGFなど、他のサイトカインのシグ
ナル受容におけるこの発現低下の役割をさ
らに検討中である。 
 
 以上のように、我々は（１）マウスの感染・
炎症モデルに着目し、抗ヘパラナーゼモノク
ローナル抗体を複数確立した。ELISAによる
ヘパラナーゼ検出法と阻害剤による機能抑
制法を組み合わせることにより、を利用した
そしてその性状解析と応用について検討し
た。（２）マスト細胞の誘導法を確立し、ヘ
パラナーゼに発現するヘパラナーゼに着目
し、顆粒内酵素であるトリプターゼの活性増
強にとって正に作用する可能性を示した。
（３）上皮細胞に発現するヘパラナーゼに着
目し、間葉系への転換の際にヘパラナーゼの
発現と生物活性が抑制されることを示した。 
 （２）の知見は、糖の分子サイズがマスト
細胞の機能調節をする上で重要であること
を示す。化学物質に対する応答を調節する生
体内のしくみとして、ヘパラナーゼによるヘ
パリンの分子サイズが着目されるため、モデ
ル細胞を用いた検討、さらには in vivoにおけ
る検討の継続を希望する。 
 本研究では、基底膜のヘパラン硫酸、マス
ト細胞顆粒内のヘパリンという基質に着目
し、これを低分子化する酵素ヘパラナーゼの
活性発現が、細胞外環境や個体内変化によっ
て様々な役割をすることを示した。さらにこ
の切断を抑制することにより、一部の炎症モ
デルにおいて炎症が抑制されること、すなわ
ち治療効果を期待で切ることを示した。in 
vivoでのヘパラナーゼの機能の検討を一部行
うことができたが、さらに検討を要すると考
えられる。研究全体を通して感染・炎症応答
におけるヘパラナーゼの関与についていく
つかの新しい知見を得ることができたと考
える。 
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