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ヘ パ ラナ ーゼ:癌 の浸 潤 ・転 移 にお ける役 割
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    Heparanase, which is an extracellular matrix degradative enzyme, degrades heparan sulfate and 
heparan sulfate proteoglycans, which are chief components of extracellular matrix and vascular 
basement membrane. The gene structure of this enzyme was recently determined. The biological 
functions of this enzyme in vivo were as  follows  : 1) this enzyme accelerates cancer cell invasion and 
metastasis though the degradation of vascular basement membrane and extracellular matrix by cancer 

 cells  ; 2) this enzyme releases and activates heparin-binding growth factors such as bFGF and VEGF 
from heparan sulfate proteoglycans, and induces  angiogenesis  ; 3) the degradative products of heparan 
sulfate proteoglycans by this enzyme suppress the biological function of activated T-lymphocytes. 
Therefore, heparanase is thought to be a favorable molecule for acceleration of cancer invasion and 
metastasis. The expression of heparanase is strongly correlated with the metastasis of melanoma and 
fibrosarcoma. Thus, heparanase may play important roles in invasion and metastasis of cancer. 

                                             (Acta Urol.  Jpn.  46: 757-762, 2000) 
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緒 言

尿 路 上皮 癌 は泌 尿 器 科 領 域 の悪 性 腫 瘍 の う ち最 も頻

度 の高 い もの と され る1)近 年,cis-platinumを ふ く

む 多 剤 併 用 化 学 療 法 の レ ジ メ ン 開 発,paxitaselと

い ったnewdrugの 出現 に したが い 進行 性 尿 路 上 皮 癌

の 予 後 改 善 が 期 待 され て い る2)し か し,本 症 に最 も

有 効 と さ れ一 般 に広 く行 わ れ て い るM-VAC療 法 を

受 け た進 行 性 尿 路 上 皮 癌患 者 の10年 生 存 率 は わず か7

%と 決 して 満足 すべ き もの で は な い3)そ こで こ れ ら

進 行 性 尿 路 上 皮 癌 患 者 の予 後改 善 の た め に は,尿 路 上

皮癌 が浸 潤 ・転 移 を きたす 分 子機 構 を よ く理解 し,そ

の機 構 を阻 止 す る こ とで 浸 潤 ・転 移 を抑 制 し,患 者 の

予後 改 善 に結 びつ くと考 え られ る.

一 方
,近 年 エ ン ドーβ一D一グ ル ク ロニ ダー ゼ の 一種 で

あ るヘ パ ラナ ーゼ は細 胞 外 マ トリ ッ クス分 解 酵 素 で あ

り,細 胞 が 浸 潤 転 移 を きたす の に重 要 な働 き をす る

酵 素 で あ る こ とが 明 らか に され つ つ あ る4'7)今 回 わ

れ わ れ はヘ パ ラナ ー ゼ につ いて 概 説 す る と共 に尿 路 上

皮癌 の浸 潤 転 移 にお け るヘ パ ラナ ーゼ の意 義 につ き

検 討 を加 えた.



758 泌尿紀要46巻10号2000年

1.癌 の浸潤 ・転移の成立機序

癌 の 浸潤 ・転 移 機 序 は単 一 の 分子 に よ り説 明 で きる

ほ ど単 純 で は な く,い くつ か の 複雑 な ス テ ップ を経 て

は じめ て成 立 す る と され て い る8)癌 の 浸 潤 転 移 の

成 立機 序 をFig.1に 示 す す な わ ち,原 発 巣 で 増 殖

した癌 細胞 はマ トリ ックス メ タ ロプ ロ テ ィナ ーゼ に代

表 され る細 胞外 マ トリッ クス分 解 酵素 の作 用 に よ り細

胞 外 マ トリ ッ ク ス を 破 壊 し周 囲 へ 浸 潤,ま たauto-

crinemortalityfactorな ど の 作 用 を う け 遊 走 す る.

通 常癌 細 胞 は そ の病 巣 の 大 き さが 直径1～2mmの 範

囲 で あ れ ば 自 ら増 殖 に必要 な栄 養 素 を得 る こ とが で き

るが,そ れ 以 上 の大 きさに な る と間 質 あ るい は癌 細 胞

が 分泌 す る各種 血 管 新 生 因子 の作 用 を受 けた 血管 内皮

細 胞 が遊 走,浸 潤,増 殖 お よび管 腔 を形 成 して血 管 新

生 が生 じる と され る9)

2.ヘ パ ラ ナ ー ゼ と は

基 底 膜(basementmcmbranc)は,あ らゆ る組 織

にお い て実 質 細 胞 と結 合 組織 の 間 に存在 す る境界 膜 で

癌 細 胞 が浸 潤 転移 を形 成 す る ため に は,こ の基 底 膜

を通 過 す る こ とが 必 須 で あ る.基 底 膜 は タ イ プIV,

V,Wな どの コ ラー ゲ ン,ラ ミニ ン,フ ィプ ロ ネ ク

チ ン.ヒ ドロ ネ クチ ンな どの糖 蛋 白 とヘ パ ラ ン硫 酸 プ

ロテ オグ リカ ンお よび コ ン ドロイチ ン硫 酸 プ ロテ オ グ

リカ ン よ りな る強 固 な マ ト リ ック ス で あ る.ヘ パ ラ

ナ ーゼ は,1983年 共 同研 究 者 の 中 島 らに よ って 発 見 さ

れ た メ ラ ノーマ 細胞 が産 生 して い るヘ パ ラ ン硫 酸 を特

異 的 に 分 解 す る エ ン ド β一D一グ ル ク ロ ニ タ ー ゼ で あ

る4)こ のヘ パ ラ ナ ーゼ はヘ パ ラ ン硫 酸 と構 造が 類 似

す るヘ パ リ ンを分解 で きない ば か りか 逆 にヘ パ リ ンに

よって そ の活 性 が 阻害 され る.1983年 の発 見 以 来,多

くの 研 究者 が その 遺伝 子 構 造 を明 らか に す る ため に多

大 な 労 力 を 費 や して き た.1999年7月1日 発 行 の

NatureMedicineに 異 な っ た 二 つ の研 究 所 よ り,ま

た 同 年9月1日 発 行 のJournalofBiologicalchemis一

METASTASISFORMATION }

toryに 共 同研 究 者 の 中 島 らに よ って ヒ トヘ パ ラナ ー

ゼ の精 製 と遺伝 子 の ク ロ ーニ ング が報 告 され た(投 稿

され た月 日は 中 島 らの報 告 が他 の二 つ の報 告 に比べ て

半 年 以 上 も早 い)5～7)ヘ パ ラナ ー ゼ遺 伝 子 の ク ロー ニ

ング につ い て の詳 細 はそ れ ぞ れ の論 文 を参 照 して い た

だ きた い カ㍉ そ の概 略 をFig.2に 示 す す な わ ち ・

ヒ トヘ パ ナ ラー ゼ に は分 子 量50KDaの 活 性 型 と65

KDaの 非 活 性型(潜 在 型)が 存 在 す る.遺 伝 子 は染

色 体 上4q21-22に 存 在 し,そ のmRNAは5Kbase

でL8Kbascのalternativesplicingproductが 存 在

す る.ま た,ヘ パ ラ ナ ー ゼ は 生 体 内 で はpH4・O"-

6,5で 活性 を呈 して そ の活 性 はpH4.2付 近 で 最 大 と

な る.

3.生 体 におけるヘパ ラナーゼの役割

ヘ パ ラ ナ ーゼ の基 質 で あ るヘ パ ラ ン硫 酸/ヘ パ ラ ン

硫 酸 プ ロ テ オ グ リカ ン は生 体 に お い て,1)細 胞 膜 表

面,2)細 胞 外 マ トリ ック ス お よ び3)血 管 基 底 膜 に

存 在 して い る.こ れ らは,1)細 胞 接 着 に 関 与 して い

る こ とIo),2)細 胞 外 マ トリ ック ス,血 管 基 底 膜 の骨

格 を形 成 して い る こ と 且o)および3)bFGF,VEGF,

TGF一 β,IL-2な ど のcytokine,growthfactorを 抱

合 しそ れ らの活 性 を抑 制 して い る10),な どの 生 理 的

役 割 を果 た して い る(Fig.3).ヘ パ ラナ ー ゼ は これ ら

の基 質 を分 解 し,1)細 胞 の接 着 能 を充 進 させ るll),

2)細 胞 の 浸 潤 を促 進 す るH),3)抱 合 さ れ て い た

bFGF,VEGFな どの ヘ パ リ ン結 合 性 成 長 因 子 を遊

離,活 性 化 し,血 管 新 生 を惹 起 促 進 す る12),4)ヘ パ

ラナ ーゼ に よ り分 解 され た ヘ パ ラ ン硫 酸 の分 解 産 物 で

あ る オ リ ゴ糖 は活 性 化T細 胞 の 活 性 を抑 制 し,宿 主

の免 疫 能 を低下 させ る な どの 生 理 作 用 を有 して お り,

癌 細 胞 が 転 移 浸潤 を きたす の に非常 に都 合 の 良 い細

胞 外 マ トリ ックス分 解 酵 素 で あ る.

4.癌 細胞 とヘパ ラナーゼ

前述 したようにヘパラナーゼは1983年 に共同研究者

の中島らによって命名された細胞外マ トリックス分解
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・6potentialN-glycosylationsites

Gene

・4q21.22

・14exons
,13introns

・mRNA=5kb
,1.8kb(alternativesplicingproducts)

Enzymeactivity

・endo一 β一D-glucuronidase

・pH4-6 .5

Fig.2.Characterizationofhumanhepara-

naSC.



郷 司,ほ か:癌 ・ヘ パ ラ ナ ーゼ 759

;ellSUIface

匡epa「ansulfate

,roteoglycans

'一

Heparin

binding

groWth
factor

ぐ

▲
4GroWthfacterreceptor

Heparansulfat`
fragment6

』
㌔ △ ム レ 、

、 ← 'M、へ 楓
ド 』

し

レ 竃Heparanase

〈

レE
xt「acellutarmat「ix

hepa「ansulfate

P「oteoglycans

1)egradationofBasementMembrane

byInvadingTumorCell

㎞munOS叩P「cssionおロ　の 　のコほセ　じいのり 　 ユユ

9・e・隠d・i画
、・耀 ・,

之 塗 櫨 竃器isll崖

鎚 璽 亘..鞭 一蜘.正一漸2癌 霜塗 齋1齋 栖

H・卿 ㈱ 榊 耶PG田S

G晦 騨 〆磁 撫 物pl㍗ ・1腱 ..。納 漁,
繍 齢 一

.、ミヒ 燃,例 ∠,、 蟄 糊

Fig.3.Roleofheparanascino勿o,

酵 素 で あ りこの 酵 素 活 性 とBl6マ ウ ス メ ラ ノーマ 細

胞 の肺 転 移 能 との 問 に正 の相 関 関係 が あ る こ とが報 告

さ れ て い る璽3)そ の 後 ヒ トメ ラ ノーマ 細 胞,お よ び

マ ウス線 維 肉腫 細胞 で もヘ パ ラナ ー ゼ活 性 とそ の転 移

能 が よ く相 関 して い る こ とが 示 さ れ た14)さ ら に最

近 ヘ パ ラナ ーゼ 遺 伝 子 を導 入 させ た ヒ トA375SMメ

ラ ノーマ 細 胞 で は肺 へ の転 移 能 が 著 し く充 進 して い る

こ と,マ ウスT-lymphoma細 胞 に 同様 にヘ パ ラ ナ ー

ゼ遺 伝 子 を導 入 した細 胞 は肝 へ の転 移 能 の 充進 が み ら

れ る こ とが 報 告 され て い る6)ま た ヒ ト乳 癌 細 胞 での

ヘ パ ラナ ー ゼmRNAの 発 現 がRT-PCR法 で 検 討 さ

れ,non-metastaticMCF-7乳 癌細 胞 はヘ パ ラナ ーゼ

mRNAの 発 現 を 認 め な か っ た の にmoderitely-

metastaticMDA231細 胞,お よ びhighly-metastatic

MDA435細 胞 で はヘ パ ラナ ー ゼmRNAの 発 現 を認、

め て い る6)ま た,癌 のstagc,gradeと の 相 関 は ま

だ 明 らか に され て い な い が ヒ ト肝 癌,大 腸癌,子 宮 頸

癌 で はinsituhybridization法 に よ って そ れ ぞれ の 正

常 組 織 で は認 め られ ない ヘ パ ラナ ー ゼmRNAの 発現

が認 め られ て い る6)一 方,泌 尿 器 科 領 域 の 悪性 腫 瘍

の うち ヒ ト前 立 腺癌 細 胞 で あ るPC3M細 胞 は ヘ パ ラ

ナ ーゼ の 発 現 に よ り血 管 基 底 膜 の破 壊 が充 進 して い る

こ とが 報 告 され て い る15'16)

5.尿 路上皮癌 にお けるヘパラナ ーゼの発現

尿路上皮癌におけるヘパラナーゼの発現の有無と浸

潤.転 移 お よ び 血 管 新 生 と の 関 係 に つ い て 検 討 し た.

対 象 は1996年1月 よ り1998年12月 ま で の 間 に 外 科 的 に

切 除 し た 尿 路 上 皮 癌45例(膀 胱 癌:37例,腎 孟 尿 管

癌:8例)で あ る,切 除 組 織 は ホ ル マ リ ン 固 定 後,パ

ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 を 作 成 し た,腫 瘍 の 組 織 型 は 全 例 移

行 上 皮 癌 で そ の 分 化 度 は,WHO分 類 のgradel:10

例,grade2:17例,grade3:18例 で あ っ た.ま た 深

達 度 はTNMに し た が え ば 全 例 遠 隔 転 移 を 有 さず,

PTa:4例,PT1:Il例,PT2:10例,PT3:ll例,

PT4:9例,N(+):12例 で あ っ た(Fig.4).ま た ヘ

パ ラ ナ ー ゼ の 発 現 を 検 討 す る 方 法 と し て1)insitu

hybridization法 お よ び2)免 疫 組 織 染 色 法 を 用 い た.

1)1nsituhybridization法

わ れ わ れ が 既 に 報 告 し た 方 法 に 準 じ て 行 っ た17)

す な わ ち,ヒ ト メ ラ ノー マ 培 養 細 胞 よ りacid-

guanidium-phenol-chloroform法 に よ っ てtota1RNA

を 抽 出 す る.Sense(5'-AAGCACAGGACGTCGT-

GGACCT-3')お よ びantisense(5'-GTGTTCTCGG-

AGTAGCAATTGCTCCTG-3')oligonucleotidepri-

merを 用 い てRT-PCR法 に よ っ て365bpヒ トヘ パ

ラ ナ ー ゼcDNAを 増 幅 作 成 す る 。 こ のRT-PCR産

物 が 目 的 とす る ヒ トヘ パ ラ ナ ー ゼ のfragmentで あ る

こ と をdideoxytermination法 とABIPRISM-310

automatedsequencerに よ り確 認 後digoxigenin(DIG)

で ラ ベ ル し た 一 本 鎖DNAprobcを 作 成 し た(Fig.

5)17・18)パ ラ フ ィ ン 包 埋 ブ ロ ッ ク よ り厚 さ4μmの

薄 切 標 本 を作 成 後xyleneで 脱 パ ラ フ ィ ン化 し,100,

95,70%お よ び50%のethanolに 順 次 浸 し て 脱 水 処

理 を 施 す.次 に 標 本 を2μg/mlproteinase・K(Sigma,

St.Louis,MO)で10分 間 処 理,4%PFAで 再 固 定,

0.IMtriethanolamin(pH8.0)で10分,0.25%酢 酸

含 有0.1Mtriethanolamin溶 液 に15分 間 浸 し,0.IM

PBS(pH7.4)で 軽 くす す ぐ.標 本 はmoistchambcr

内 で50℃ で16時 間hybridizationmedium(10mM

Tris-HCI,lmMEDTA,600mMNaCl,0.25%

sodiumdodecylsulfate,lxDenhardt'smedium,

50%(v/v)deionizedformamide,lng/mlDNA

Patients

January1996～December1998

Transitionaicellcarcinoma:45patients

32～81years(median:66)

Sex

Male/Female:37/8
PT

Ta4

Ttll

T210

T311

T49

Normalurothelium.10

Fig.4.

Grade

1'10

217

318

LN

(一)・33

(+)12

Patientcharactcristics.
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ProbeLabeling
Uni--directionaIPCR

10XPCRBufferlX

MgCl22mM

primer

antl-sence2mM

DigdNTPmix

Dig-dU'rp(十)0.2mM

Pu州 「iedPCRproduct

TaqPolymerase

H,O

→

94C2min

94C30sec

65C30seCX40

72C45sec

72Csmin

→ → →

Fig.5.

dATP十DlgcICTP十dlTP十dGTP

→

Methodsofprobelabelingforinsitu

hybridization.

probeお よ び10%dextransulfate)中 でincubateす

る.Hybridization後,標 本 を50%deionized

formamide/2×SCCで 軽 くす す ぎ さ ら に2×SCC,

0.2×SCCで 洗 浄 す る.標 本 をL5%non-fatmilk溶

液 で30分 処 理 後alkalinephosphatase(ALP)-anti-

DIG抗 体(RocheDiagnosticsGmbH,Mannheim

Germany)中 で1時 間incubateす る.150mM

NaCl含 有100mMTris-HCI(pH7.5)で 各 々20分

間2度 洗 浄 し,100mMNaCl,50mMMgCl2含 有

100mMTris-HCI(pH9.5)中 に 標 本 を 浸 しnitro-

bluetetrazoliumsaltお よ びbromo-4-chloro-3-in-

dolylphosphate溶 液(RocheDiagnosticsGmbH,

MannheimGermany)中,遮 光 下 に5時 間 呈 色 反 応

を 行 っ た 後,lmMEDTA10mM,Tris-HCI(pH

8.0)で 反 応 を 停 止 さ せ る.ス ラ イ ド をCRYSTAL/

MOUNTTM(Biomedica,FosterCity,CA)で マ ウ

ン ト し て 光 学 顕 微 鏡 下 に 陽 性 細 胞 を カ ウ ン ト し た

(Fig.6).

2)免 疫 組 織 染 色

ホ ル マ リ ン 包 埋 ブ ロ ッ ク よ り厚 さ4μmの 標 本 を作

成 し,通 常 のavidin/biotinperoxidase法 で 免 疫 組 織

染 色 を 行 っ た.す な わ ち,xylcneで 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ・

ethomolで 脱 水 処 理 を 行 い,0.3%hydrozenpcrox-

idaseで20分 間 処 理 し,内 因 性 のperoxidase活 性 を

ブ ロ ッ ク し た,10%goat血 清 で 如 分 間 処 理 後 ・rab-

bitanti-humanheparanasepolyclonal抗 体 を4℃ ・

14時 間 作 用 させ た.洗 浄 後,biotinylatedanti-goat2

次 抗 体 お よ びhorscradishperoxidase-conjugated

antibody(VectastainABC-peroxidaseKit,Vector

Laboratories,Burlingame,CA)で30分 間 処 理 し た.

そ の 後 室 温 で3分 間0.05%hydrogcnperoxidaseを

含 有 す るdiaminobenzidincchromogenを 作 用 さ せ

hematoxylinでcounter染 色 を 行 っ た.

3)1nsituhybridizationお よ び 免 疫 組 織 染 色 の 判 定

Insituhybridization法 お よ び 免 疫 組 織 染 色 共,光

学 顕 微 鏡 高 倍 率 視 野(×400)下 に1,000個 の 細 胞 を 数

え,う ち 陽 性 を 呈 す る 細 胞 の 占 め る 割 合 を 算 出 し以 下

の 基 準 に よ り判 定 し た.

≦25%二 陰 性(一)

26～50%:弱 陽 性(±)

51～75%:陽 性(+)

≧76%:強 陽 性(+)

4)尿 路 上 皮 癌 に お け る ヘ パ ラ ナ ー ゼ の 発 現

1nsituhybridizationと 免 疫 組 織 染 色 を 同 時 に 施 行

し た19例 の 結 果 をTablelに 示 すN(0)症 例 で は

high-stageの も とで ヘ パ ラ ナ ー ゼmRNAお よ び 蛋 白

の 発 現 をlow-stageの も の に 比 べ て 高 率 に 認 め た.ま

た,pT。+1の 表 在 癌 で もmRNAの 発 現 を25%の 例

で 認 め た の に 対 し て 蛋 白 の 発 現 は1例 も 認 め な か っ

た.N(+)の 進 行 例 で は 全 例 でmRNAお よ び 蛋 白

の 発 現 を 認 め,こ の う ちhigh-grade例 で はlow-

gradeの 例 に比 べ 共 に 高 率 に 発 現 を 認 め た.ま た ヘ パ

ラ ナ ー・一・ゼ 蛋 白 の 発 現 を 検 討 し た45例 で の 発 現 の 程 度 は

Ins'tuhvbridiZation
Pre・HybridiZatio皿TreatmentHybrid㎞"on

黒 。謡 皿黒。謡_嘉_謳 惜 一
・P願o㎏血贈Kl騰 巳血e皿 重'A崎h他on '恥岬 幽

　
幽 《,圃 励繭 ㎞

・lnedbetionat500C血r16hr5
De重ec髄onofHybriI地edProbe ・W副 血8騨 仙SSC

1,、,

_農_→ 一鳥 嘱蕪謡灘
厘o価body『or60血

Fig.6.Methodsofinsituhybridization.
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Table1.Expressionofheparanaseprotein

andheparanasemNRAinmultistage

urothelialcancer

Subjects N IHsi)(%) ISH2)(%)
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を阻害することは癌転移を抑制する可能性 を示唆 して

いる.そ れゆえヘパラナーゼは癌転移抑制の新 しい

ターゲ ット分子となり得ると思われる.

N(0)

PTa+l

PT2

PT3

PT,

N(1-2)

PT3-4

Grade

1十2

3

4

4

1

4

6

9

10

0(0)

0(0)

1(100)

3(75)

6(100)

3(33)

7(70)

1(25)

3(75)

0(0)

3(75)

6(100)

4(44)

9(90)
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6.癌 転移抑制への新 しい ターゲ ッ トと してヘ

パラナーゼ

ヘパラナーゼが今後尿路上皮癌の浸潤 転移抑制の

ための新 しいターゲ ット分子にな りえるかを考察 して

みた.ヘ パ リンはヘパラナーゼの強力な活性阻害物質

であることは知 られている18)一 方ではヘパリンは

血小板凝集や血液凝固を阻害することで抗転移効果を

示すと考えられる.し か し,臨 床の場においてヘパ リ

ンはその抗凝固活性のためなかなか転移抑制剤 として
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床治験が行われているスラミンは,増 殖因子が細胞表

面のレセプターに結合するのを阻害することでその効

果 を現すとされている.し かし,ス ラミンは,増 殖因
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