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研究成果の概要（和文）：細胞を支持する細胞外マトリックスの主要な成分のコラーゲン IV 分解反応をリアルタイム
で評価できる手法を構築した．本計測法により，カテプシン B のエンドペプチダーゼ活性とエキソペプチダーゼ活性
によりコラーゲン IV が分解されることが示唆された．また，コラーゲン IV 分解反応の阻害活性を評価する手法を構
築した．これら計測法を発展させ，細胞－コラーゲン IV で形成される微小空間内のカテプシン B によるコラーゲン 
IV 分解反応を可視化するために，表面プラズモン共鳴イメージング装置を開発した．

研究成果の概要（英文）：We have developed a method of real-time measuring cathepsin B activity for 
degrading collagen IV, which is a fundamental component of the extra cellular matorix proteins. This 
method has indicated that collagen IV was degraded by exopeptidase and endopeptidase activity. In 
addition, an evaluation method of inihibitory activity for digesting collagen IV has been developed. In 
order to develop an imaging method for degradation of collagen IV in local area formed between cell and 
collagen IV, we have made a surface plasmon resonance imaging apparatus.

研究分野：生体分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞界面の微小空間における細胞外マト
リックス（ECM）の分解反応の側から，集団
および単一細胞レベルで腫瘍細胞の浸潤を
解釈するは重要である． しかしながら，特
異な 3 重らせん構造と網目上のネットワー
クを形成するコラーゲン IV（ECM の主要
な成分）の分解反応をリアルタイム計測する
は難しい．また，細胞と ECM の間における 
nm サイズの界面領域を観察することも難
しい．これらのことが，細胞－コラーゲン IV 
の微笑空間におけるコラーゲン IV 分解反
応を評価する手法開発の障害となっており，
技術開発には新たな計測法の視点が必須で
ある． 
 
２．研究の目的 
単一細胞レベルで腫瘍細胞の浸潤能と細
胞膜界面の微小空間で生じる細胞外マトリ
ックス (ECM) 分解を表面プラズモン共鳴
(SPR)イメージングにより，アルタイムで可
視化する技術に繋がる基盤技術を確立する．
生体内で形成される nm レベルの微笑空間
内で生じる生体分子の動的な変化を計測す
るための基盤技術を構築することに寄与す
る．ゼラチンやコラーゲン IV の分解反応を
評価する手法開発に焦点をあて，構築した方
法により，代表的な分解酵素であるカテプシ
ン B による反応メカニズムを基質や酵素の
立体構造の視点で理解する．また，この方法
を発展させて，薬物による阻害活性評価法を
構築する．さらに，ナノ空間を観察する手段
として，表面プラズモン共鳴イメージング装
置に着目し，その装置開発を行った． 
 
３．研究の方法 
 コラーゲン IV を SPR センサーチップの
表面に，アミノリングおよびチオールカップ
リングを介して化学修飾した．このセンサー
チップに還元剤（ジチオスレイトール）で活
性化したカテプシン B を送液した．コラー
ゲン IV の分解量に応じた SPR シグナルの
減少を酵素反応の指標とした．酵素活性の 
pH 依存性や濃度依存性の詳細を解析し，腫
瘍細胞外で見られる ECM 分解メカニズム
の一端をカテプシン B 活性の視点から理解
する．また，ゼラチンあるいはコラーゲン IV 
を基質にした場合における酵素活性を，基質
の立体構造の視点で理解する．さらに，クレ
ッチマン配置の SPR イメージング装置を
構築する． 
 
４．研究成果 
 
(1) ゼラチン分解反応の計測 
 カテプシン B は コラーゲン IV の 一本
鎖領域や，コラーゲン IV を熱やアルカリな
どで処理したゼラチンを切断することが知
られている．ゼラチンの分解反応を計測する
手法として，ザイモグラフィーが汎用されて

いるが，定量的な活性評価を行うことは難し
い．また，界面活性剤を使用するために，カ
テプシン B が失活する恐れがある．カテプ
シン B 活性を評価するのに汎用されるジペ
プチド基質は，ゼラチンとアミノ酸配列が大
きく異なる． 
 本研究では，ゼラチン分解反応を評価する
手法を構築するにあたり，ソルバトクロミッ
ク色素として知られているナイルブルーに
着目した．ナイルブルーは，親水環境化で消
光性の H-会合体を形成する一方，有機溶媒
やミセル中など，疎水環境下で単量体となり
蛍光性を示すことが報告されている．我々は，
流動性があり疎水環境である脂質二分子膜
内にナイルブルーが取り込まれ，蛍光性を示
すことを見出した．ゼラチンゲル内にリポソ
ームを封入することで，ナイルブルーの脂質
二分子膜内への取り込みは抑制されるもの
の，このゲルを分解酵素で処理した場合，ナ
イルブルーが脂質二分子膜内に取り込まれ
蛍光性を示す．このことを利用して分解酵素
活性を評価することにした．この評価法を構
築するのにあたり，モデルとしてトリプシン
活性を評価した．その結果，トリプシン B の
濃度が増大するのに伴い，蛍光強度が増大し
た．一方，表面プラズモン共鳴センサーを利
用する手法も検討した．センサー界面にゼラ
チンを化学修飾し，カテプシン B を送液し
た．時間の経過とともに，カテプシン B に
よる分解反応が進行するため，SPR シグナ
ルが減少していった．また，この SPR シグ
ナル変化量は，カテプシン B 濃度に依存し
て大きな値を示した．蛍光分析と比較して
SPR では，センサー界面のゼラチン分解反
応を観測しているため，基質であるゼラチン
分子数は限られている．そのため，微量なカ
テプシン濃度でも活性を評価することがで
きた． 
 
(2) コラーゲン IV  3 本鎖らせん構造の安
定性とカテプシン B 活性評価 
 カテプシン B はコラーゲン IV の一本鎖
領域を分解することで知られている．コラー
ゲン IV を化学修飾したセンサーチップを
用いて，カテプシン B の活性を評価した．
カテプシン B によるコラーゲン分解反応は 
pH 4-6 の範囲で観測することができた．低
い pH ほど，大きな活性を示すことがわかっ
た．また，円二色性スペクトルから，コラー
ゲン IV の 3 本鎖らせん構造は，pH 4 で最
も不安定であることがわかった．また，酵素
活性の初速度に対して，カテプシン B の濃
度をプロットしたところ，ゼラチンを基質と
して用いた場合と pH 4.0 でコラーゲン IV
の分解反応を評価した場合，濃度依存性に二
相性が見られた．一方，この濃度依存性のグ
ラフが pH 5.0 で二相性は観測できなかっ
た（Fig. 1）．これらの結果から，カテプシン 
B によるコラーゲン IV 分解反応のメカニ
ズムを提案した．カテプシン B はエキソペ



プチダーゼ活性により，コラーゲン IV 末端
の 1 本鎖構造を分解する．この分解反応の
進行に伴い，コラーゲン IV 立体構造が安定
化し，局所的に 1 本鎖構造になる．この領
域がカテプシン B のエンドペプチダーゼ活
性により分解されるものと考えられる． 
 
(3) カテプシン B 阻害活性評価法 
 カテプシン B 活性の阻害活性を評価する
際には，通常，ジペプチド基質が用いられる．
しかしながら，ジペプチドと異なり，コラー
ゲン IV は特徴的な立体構造を有している
ことに加え，その分解反応はカテプシン B 
のエキソペプチダーゼ活性やエンドペプチ
ダーゼ活性が関与する．これらのことから，
ジペプチド基質を用いたカテプシン B 阻害
活性法により，生体内で存在するコラーゲン 
IV の分解反応を理解することは難しいもの
と考えられる．そこで，構築してきたコラー
ゲン IV 分解反応のモニタリング法を発展
させて，カテプシン B 阻害活性評価法を構
築した．阻害剤共存下でカテプシン B をコ
ラーゲン IV センサーチップに送液したと
ころ，阻害剤を含まない場合と比べて SPR 
シグナル変化が小さかった．阻害剤により，
コラーゲン IV 分解反応が抑制されたため
であった．化合物が非可逆的な阻害剤であれ
ば，この評価法では，複合体を形成していな
い遊離のカテプシン B 濃度を計測できる．

そのため，簡便に阻害定数 Ki 値を算出でき
る．この Ki 値は，ジペプチド基質を用いて
得られた値と必ずしも一致するわけではな
かった．これは，アミノ酸配列や立体構造の
違いに基づくと示唆される． 
 
(4) 高倍率の SPR イメージング装置の作製 
上述の研究を発展させて，細胞界面の微小
空間におけるコラーゲン IV の分解反応を
可視化できる計測法の構築を目指した．その
際，これまでの計測法と同様に表面プラズモ
ン共鳴に着目した．SPR イメージング装置
を作製するにあたり，光源としてレーザーを
使用したところ，干渉縞が観測されたため，
SPR 画像が不明瞭であった．できるだけ画
像処理にたよらずに，コラーゲン IV の分解
反応を可視化したいと考え，LED を光源と
して使用した．作製した SPR 装置を示した．
この装置で得られた画像は 10 m 程度のサ
イズの画像を取得することができた． 
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