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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 ４ － ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 有 効 成 分 と す る こ と

を 特 徴 と す る ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 Ｈ Ｙ Ａ Ｌ １ 遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 （ 但 し 、 が ん の 予 防 ・ 治

療 の 用 途 と 皮 膚 外 用 剤 と し て の 用 途 を 除 く ） 。

【 請 求 項 ２ 】

　 ４ － ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 有 効 成 分 と す る こ と

を 特 徴 と す る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ ９ （ Ｍ Ｍ Ｐ － ９ ） 遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 （ 但 し

、 が ん の 予 防 ・ 治 療 の 用 途 と 皮 膚 外 用 剤 と し て の 用 途 を 除 く ） 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン （ 4- M ethylu m bel l i fe rone: M U ） に 代 表 さ れ る 4-

ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 新 規 医 薬 用 途 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 下 記 の 化 学 構 造 式 で 表 さ れ る M U は 、 古 く か ら 利 胆 剤 と し て の 医 薬 用 途 が 知 ら れ て い る 他

、 最 近 で は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 対 し て 合 成 阻 害 効 果 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許

文 献 1） 。

【 ０ ０ ０ ３ 】
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【 化 １ 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 ヒ ア ル ロ ン 酸 は 、 グ ル ク ロ ン 酸 と N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 二 糖 単 位 の 繰 り 返 し 構 造 か

ら な る 直 鎖 状 の 高 分 子 多 糖 で 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 主 要 な 構 成 成 分 の 一 つ と し て 生 体 内

に 広 く 分 布 し て い る 。 近 年 、 こ の ヒ ア ル ロ ン 酸 が 、 組 織 の 構 築 材 料 と し て ば か り で な く 、

細 胞 の 挙 動 に 大 き な 影 響 を 与 え て い る こ と が 知 ら れ て き た 。 そ の 一 例 と し て 挙 げ ら れ る の

が 、 が ん 細 胞 と ヒ ア ル ロ ン 酸 と の 関 係 で あ る 。 が ん 組 織 は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 リ ッ チ な 環 境 を

形 成 し て い る こ と が 知 ら れ て お り 、 が ん 細 胞 の 増 殖 や 浸 潤 と ヒ ア ル ロ ン 酸 と の 間 に 関 連 性

が あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 事 実 、 培 養 系 に お い て も 、 が ん 細 胞 と 線 維 芽 細 胞 を 混 合 培

養 す る と 、 線 維 芽 細 胞 の ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 が 顕 著 に 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 前 述 の

通 り 、 M Uに は ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 阻 害 効 果 が あ る こ と が 知 ら れ て い る が 、 M Uの ヒ ア ル ロ ン 酸

に 対 す る 作 用 は 、 未 だ 十 分 に 解 明 さ れ て い る 訳 で は な い 。 従 っ て 、 こ の よ う な 状 況 に 鑑 み

れ ば 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 対 す る 作 用 を 含 め た M Uが 持 つ 薬 理 作 用 を 解 明 す る こ と で 、 そ の 新 規

医 薬 用 途 を 探 索 す る 意 義 は 大 き い と 言 え る 。

【 非 特 許 文 献 １ 】 Nakamura, T., Takagaki, K., Shibata, S., Tanaka, K., Higuchi, T.

, and Endo, M. (1995) Biochem. Biophys. Res. Com mun., 208, 470-475

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 そ こ で 本 発 明 は 、 M Uに 代 表 さ れ る 4-ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 新 規 医 薬 用 途 を 提 供 す

る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 者 は 、 M Uの 薬 理 作 用 を 解 明 す る た め 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 H DFと ヒ ト 大 腸 癌 細 胞 WiDr

を M Uの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て 単 独 ま た は 混 合 し て 培 養 し 、 培 地 に 分 泌 さ れ た ヒ ア

ル ロ ン 酸 を セ ル ロ ー ス ・ ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳 動 お よ び HPLCに よ り 調 べ た 。 ま た 、 そ れ ぞ れ

の 細 胞 か ら 総 RN Aを 抽 出 し 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 1（ H AS1） 、 同 2（ H AS2） 、 同 3（ H AS3）

の 遺 伝 子 発 現 を RT-PCRに よ り 調 べ た 。 そ の 結 果 、 H DFと WiDrを 混 合 培 養 す る と 、 培 地 中 の

ヒ ア ル ロ ン 酸 が 増 加 し 、 H AS2の 遺 伝 子 発 現 が 顕 著 に 亢 進 す る こ と 、 こ の H AS2の 遺 伝 子 発 現

を M Uが 抑 制 す る こ と を 見 出 し た 。

　 ま た 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 能 の 高 い リ ン フ ォ ー マ 細 胞 で あ る O H K細 胞 を M Uの 存 在 下 ま た は

非 存 在 下 に お い て 培 養 し 、 培 養 後 の 細 胞 か ら 調 製 し た ホ モ ジ ネ ー ト に 対 し て ヒ ア ル ロ ン 酸

を 基 質 と し た ザ イ モ グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と で 、 M Uに よ る O H K細 胞 の ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素

（ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ ） 活 性 へ の 影 響 を 調 べ る と と も に 、 こ の 細 胞 か ら 総 RN Aを 抽 出 し 、 ヒ

ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 H Y AL1の 遺 伝 子 発 現 を RT-PCRに よ り 調 べ た 。 そ の 結 果 、 M Uに は H Y AL1の

遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 に 基 づ く ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 抑 制 活 性 が あ る こ と を 見 出 し た 。

　 ま た 、 O H K細 胞 を M Uの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に お い て 培 養 し 、 培 地 に 分 泌 さ れ た マ ト リ

ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ （ M MP） に つ い て 、 ザ イ モ グ ラ フ ィ ー お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

ト を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 O H K細 胞 の 分 泌 す る 主 な M MPは M MP-9（ ゼ ラ チ ナ ー ゼ B） で あ り 、 M U

は こ の M MP-9を 濃 度 依 存 的 に 抑 制 す る こ と を 見 出 し た 。 ま た 、 こ の 細 胞 か ら 総 RN Aを 抽 出 し

、 RT-PCRを 行 っ た と こ ろ 、 M Uに は M MP-9の 遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 が あ る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 Ｍ Ｕ が Ｈ Ａ Ｓ ２ 、 Ｈ Ｙ Ａ Ｌ １ 、 Ｍ Ｍ Ｐ － ９ の 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る 多 機 能 物
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質 で あ る と い う 上 記 の 知 見 に 基 づ い て な さ れ た も の で あ り 、 本 発 明 の Ｈ Ｙ Ａ Ｌ １ 遺 伝 子 発

現 抑 制 剤 は 、 請 求 項 １ 記 載 の 通 り 、 ４ － ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン ま た は そ の 薬 学 的 に 許

容 さ れ る 塩 を 有 効 成 分 と す る こ と を 特 徴 と す る （ 但 し 、 が ん の 予 防 ・ 治 療 の 用 途 と 皮 膚 外

用 剤 と し て の 用 途 を 除 く ） 。

　 ま た 、 本 発 明 の Ｍ Ｍ Ｐ － ９ 遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 は 、 請 求 項 ２ 記 載 の 通 り 、 ４ － ア ル キ ル ウ

ン ベ リ フ ェ ロ ン ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 有 効 成 分 と す る こ と を 特 徴 と す る （ 但

し 、 が ん の 予 防 ・ 治 療 の 用 途 と 皮 膚 外 用 剤 と し て の 用 途 を 除 く ） 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 M Uに 代 表 さ れ る 4-ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 新 規 医 薬 用 途 と し て の

、 H AS2遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 、 H Y AL1遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 、 M MP-9遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 が 提 供 さ れ る

。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 有 効 成 分 と す る 4-ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン と し て は 、 M Uの 他 、 4-エ チ

ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 4-プ ロ ピ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 4-ブ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン な ど の 、

4位 に 炭 素 数 1～ 4の ア ル キ ル 基 を 有 す る ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン （ 7-ヒ ド ロ キ シ ク マ リ ン ） を 例

示 す る こ と が で き る 。 そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 と し て は 、 ナ ト リ ウ ム 塩 や カ リ ウ ム 塩 な

ど の ア ル カ リ 金 属 塩 な ど を 例 示 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

（ 1） 本 発 明 の H AS2遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 に つ い て

　 ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 に は 、 H AS1、 H AS2、 H AS3の 3種 類 が 存 在 し 、 H AS2は 、 非 常 に 多 量

の 高 分 子 ヒ ア ル ロ ン 酸 （ 分 子 量 100万 以 上 ） を 産 生 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 が ん 組 織 に

は ヒ ア ル ロ ン 酸 が 多 く 存 在 し 、 が ん 細 胞 は 正 常 細 胞 と 接 触 す る こ と で 高 分 子 ヒ ア ル ロ ン 酸

を 産 生 さ せ 、 構 造 蛋 白 質 を 押 し 広 げ る こ と で 自 身 の 増 殖 空 間 を 確 保 す る と と も に 、 自 身 の

細 胞 表 面 に あ る ヒ ア ル ロ ン 酸 結 合 蛋 白 質 を 介 し て 正 常 組 織 に 浸 潤 し て い く （ 必 要 で あ れ ば

Knudson, W., Biswas, C., and Toole, B.P. (1984) Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 81,

6767-6771. ま た は Knudson, W., Biswas, C., Li, X-Q., Nemec, R.E., and Toole, B.P

. (1989) The Biology of Hyaluronan, Wiley, Chichester (Chiba Found Symp 143) p 1

50-169を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の H AS2遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 は 、 H AS2の 遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 に

基 づ い て 、 高 分 子 ヒ ア ル ロ ン 酸 の 産 生 を 抑 制 す る こ と で 、 が ん 細 胞 の 増 殖 ・ 浸 潤 を 阻 害 す

る 効 果 を 持 つ こ と か ら 、 が ん の 予 防 ・ 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の H AS2遺 伝 子 発 現

抑 制 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 の 過 剰 産 生 に 起 因 す る 各 種 の 線 維 化 疾 患 、 例 え ば 、 慢 性 肝 炎 を は

じ め と す る 、 肝 、 肺 、 腎 な ど の 各 種 臓 器 に お け る 慢 性 炎 症 性 疾 患 に 伴 う 線 維 化 、 胸 膜 中 皮

腫 な ど の 予 防 ・ 治 療 に も 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

（ 2） 本 発 明 の H Y AL1遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 に つ い て

　 ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 （ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ ） は 、 組 織 に お け る 分 子 量 100万 以 上 の 高 分

子 ヒ ア ル ロ ン 酸 を オ リ ゴ 糖 や 低 分 子 ヒ ア ル ロ ン 酸 に 分 解 す る 酵 素 で あ り 、 1980年 代 、 低 分

子 ヒ ア ル ロ ン 酸 が 血 管 新 生 を 誘 導 す る 機 能 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て 以 来 、 こ れ を 支 持 す

る 種 々 の 研 究 成 果 が 蓄 積 さ れ て い る 。 血 管 新 生 は 、 が ん 組 織 に お い て は が ん 細 胞 に 栄 養 を

導 く 上 に お い て 極 め て 重 要 で あ り 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 破 壊 し た が ん 細 胞 と 破 壊 し

て い な い が ん 細 胞 を 動 物 に 移 植 し た 場 合 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 破 壊 し た が ん 細 胞 は

、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を 破 壊 し て い な い が ん 細 胞 と 比 較 し て 、 増 殖 の 程 度 が 極 め て 悪

い と い う 報 告 も あ る （ 必 要 で あ れ ば Simpson, M.A., Wilson, C.M., McCarthy, J.B. (200

2) A m. J. Pathol. , 161, 849-57.を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の H Y AL1遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 は 、

H Y AL1の 遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 に 基 づ い て 、 低 分 子 ヒ ア ル ロ ン 酸 に よ る 血 管 新 生 の 誘 導 に 基
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づ く が ん 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 効 果 を 持 つ こ と か ら 、 が ん の 予 防 ・ 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま

た 、 本 発 明 の H Y AL1遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 に 起 因 す る 各 種 の 疾 患 、

例 え ば 、 炎 症 や ア レ ル ギ ー の 予 防 ・ 治 療 の 他 、 皮 膚 老 化 防 止 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 予 防 ・

治 療 （ 高 分 子 ヒ ア ル ロ ン 酸 と の 関 節 胞 内 混 合 投 与 に よ る ） な ど に も 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

（ 3） 本 発 明 の M MP-9遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 に つ い て

　 M MPは 、 コ ラ ー ゲ ン や エ ラ ス チ ン や フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン や ラ ミ ニ ン な ど の 繊 維 状 蛋 白 質 や

プ ロ テ オ グ リ カ ン な ど の 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 構 造 蛋 白 質 を 分 解 す る 亜 鉛 含 有 酵 素 で あ

る 。 中 で も 、 M MP-9は 、 基 底 膜 成 分 で あ る タ イ プ IVコ ラ ー ゲ ン を 分 解 す る 活 性 が 非 常 に 高

く 、 こ の 活 性 が 高 い が ん 細 胞 は 、 血 管 を 破 壊 し て そ の 内 部 に 侵 入 す る こ と で 転 移 ・ 浸 潤 を

起 こ し や す い と さ れ て い る （ 必 要 で あ れ ば Okada, Y., Gonoji , Y., Naka, K., Tomita, K

., Nakanishi, I. , Iwata, K., Yamashita, K., and Hayakawa, T. (1992) J. Biol. Che

m., 267, 21712-21719.を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の M MP-9遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 は 、 M MP-9の 遺

伝 子 発 現 抑 制 作 用 に 基 づ い て 、 こ の よ う な M MP-9に よ る が ん 細 胞 の 転 移 ・ 浸 潤 を 阻 害 す る

効 果 を 持 つ こ と か ら 、 が ん の 予 防 ・ 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の M MP-9遺 伝 子 発 現

抑 制 剤 は 、 M MP-9に 起 因 す る 各 種 の 疾 患 、 例 え ば 、 創 傷 治 癒 の 遅 延 の 他 、 湿 疹 皮 膚 炎 や 紫

外 線 皮 膚 炎 や 角 化 異 常 症 と い っ た 皮 膚 の 炎 症 性 疾 患 、 血 管 壁 プ ラ ー ク の 不 安 定 化 に よ る 急

性 心 筋 梗 塞 な ど の 予 防 ・ 治 療 に も 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 従 来 、 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に は 、 当 該 遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス 鎖 を 標 的 細 胞 に 取

り 込 ま せ る 方 法 に よ る も の が 主 で あ っ た が 、 こ の よ う な 方 法 は 、 標 的 細 胞 に 目 的 と す る ア

ン チ セ ン ス 鎖 を 取 り 込 ま せ る こ と が 必 ず し も 容 易 で は な い と い っ た 問 題 や 、 同 時 に 複 数 の

遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と は 困 難 で あ る と い っ た 問 題 が あ っ た 。 し か し 、 本 発 明 に お い

て 有 効 成 分 と す る 4-ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン は 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ や す い 性 質 を 有 す る

と と も に 、 が ん 細 胞 の 増 殖 や 浸 潤 や 転 移 な ど を 助 長 す る 複 数 の 酵 素 、 即 ち 、 H AS2、 H Y AL1

、 M MP-9の 遺 伝 子 発 現 を 同 時 に 抑 制 す る こ と が で き る 性 質 を 有 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ

れ ば 、 例 え ば 、 が ん 細 胞 へ の 核 酸 導 入 に よ る が ん の 予 防 ・ 治 療 方 法 の 有 す る 上 記 の よ う な

欠 点 を 解 消 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 4-ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、 経 口 投 与 ま た は 非 経

口 投 与 （ 例 え ば 、 静 脈 注 射 、 皮 下 投 与 、 直 腸 投 与 な ど ） す る こ と が で き る 。 投 与 に 際 し て

は そ れ ぞ れ の 投 与 方 法 に 適 し た 剤 型 に 製 剤 化 す れ ば よ い 。 製 剤 形 態 と し て は 、 例 え ば 、 錠

剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 細 粒 剤 、 丸 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 舌 下 錠 、 坐 剤 、 軟 膏 、 注 射

剤 、 乳 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ な ど が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら 製 剤 の 調 製 は 、 無 毒 性 の 賦 形 剤 、 結

合 剤 、 滑 沢 剤 、 崩 壊 剤 、 防 腐 剤 、 等 張 化 剤 、 安 定 化 剤 、 分 散 剤 、 酸 化 防 止 剤 、 着 色 剤 、 矯

味 剤 、 緩 衝 剤 な ど の 添 加 剤 を 使 用 し て 自 体 公 知 の 方 法 に て 行 う こ と が で き る 。 無 毒 性 の 添

加 剤 と し て は 、 例 え ば 、 で ん ぷ ん 、 ゼ ラ チ ン 、 ブ ド ウ 糖 、 乳 糖 、 果 糖 、 マ ル ト ー ス 、 炭 酸

マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ

ル セ ル ロ ー ス 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ペ ト ロ

ラ タ ム 、 グ リ セ リ ン 、 エ タ ノ ー ル 、 シ ロ ッ プ 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン

酸 ナ ト リ ウ ム 、 ク エ ン 酸 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 水 な ど が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 製 剤 中 に

は 、 本 発 明 の 有 用 性 を 補 強 し た り 増 強 し た り す る た め に 、 他 の 薬 剤 を 含 有 さ せ て も よ い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 製 剤 中 に お け る 有 効 成 分 の 含 有 量 は 、 そ の 剤 型 に 応 じ て 異 な る が 、 一 般 に 0.1～ 100重 量

%の 濃 度 で あ る こ と が 望 ま し い 。 製 剤 の 投 与 量 は 、 投 与 対 象 者 の 性 別 や 年 齢 や 体 重 の 他 、

症 状 の 軽 重 、 医 師 の 診 断 な ど に よ り 広 範 に 調 整 す る こ と が で き る が 、 一 般 に 1日 当 り 0.01

～ 300mg/Kgと す る こ と が で き る 。 上 記 の 投 与 量 は 、 1日 1回 ま た は 数 回 に 分 け て 投 与 す れ ば

よ い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ６ 】
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　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 、 以 下 の 記 載 に 何 ら 限 定 し

て 解 釈 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

実 施 例 1： M Uの H AS2遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 に つ い て

（ 実 験 方 法 ）

1． 細 胞 培 養

　 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 H DFと ヒ ト 大 腸 癌 細 胞 WiDrを 用 い た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清

（ Biofluid, Australia） 、 1%ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 （ 100units/ml Penici

lin G + 100μ g streptomycin sulfate, Gibco BRL） 、 1%フ ァ ン ギ ゾ ン 溶 液 （ Gibco BRL

） を 含 む イ ー グ ル M E M培 地 （ IW A KI） に て 5% CO 2 -95%air中 、 37℃ で 培 養 し た 。 培 養 は 、 そ れ

ぞ れ の 細 胞 の 50万 個 ず つ を 単 独 あ る い は 1： 1で 混 合 し て 100m mシ ャ ー レ に 播 種 し て 行 っ た

。 24時 間 後 に 培 地 を 除 き 、 細 胞 層 を ダ ル ベ ッ コ の Ca
2 +
お よ び Mg

2 +
不 含 リ ン 酸 緩 衝 液 に て 洗

浄 し た 後 、 1m Mの M U（ ナ カ ラ イ テ ス ク ） /ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド の 存 在 下 ま た は 非 存 在

下 で 無 血 清 イ ー グ ル M E M培 地 （ 上 記 の 培 地 か ら 血 清 の み を 除 い た も の ） に 交 換 し て 培 養 を

続 け た 。 M Uの 非 存 在 下 に お け る 培 養 は 、 M U溶 液 の 溶 媒 と し て 用 い た ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ

シ ド の み を 最 終 濃 度 が 0.1%に な る よ う に 加 え た 培 地 を 用 い て 行 っ た 。

【 ０ ０ １ ８ 】

2． グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 画 分 の 分 画 と セ ル ロ ー ス ・ ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳 動

　 そ れ ぞ れ の 培 養 系 で 3日 間 培 養 し た 後 の 培 地 を 回 収 し 、 以 下 の よ う に グ リ コ サ ミ ノ グ リ

カ ン 画 分 の 分 画 を 行 っ た 。 培 地 を 2000rpmで 5分 間 遠 心 し 、 そ の 上 清 7.5mlの 3倍 量 （ 22.5ml

） の エ タ ノ ー ル （ 食 塩 飽 和 ） を 加 え 、 -20℃ で 1時 間 放 置 し た 後 、 4℃ 、 10000rpmで 20分 間

遠 心 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を 200μ lの 50m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ pH8.0, 5m Mの CaCl 2 を 含 む ）

に 懸 濁 し 、 5%ア ク チ ナ ー ゼ 溶 液 10μ lを 加 え 、 45℃ で 1時 間 イ キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ

ー ト 後 の 反 応 液 を 氷 冷 し 、 こ れ に 氷 冷 し た 50%ト リ ク ロ ー ル 酢 酸 30μ lを 加 え 、 0℃ で 30分

間 放 置 し た 。 4℃ 、 12000rpmで 20分 間 遠 心 し 、 上 清 200μ lに 4倍 量 （ 800μ l） の エ タ ノ ー ル

(食 塩 飽 和 )を 加 え 、 -20℃ で 1時 間 放 置 し た 後 、 4℃ 、 15000rpmで 20分 間 遠 心 し た 。 得 ら れ

た 沈 殿 を 20μ lの 蒸 留 水 に 溶 解 し 、 こ れ を グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 画 分 と し た 。 こ の グ リ コ

サ ミ ノ グ リ カ ン 画 分 を 0.1Mの ギ 酸 -ピ リ ジ ン 緩 衝 液 （ pH3.0） 中 、 1m A/cmで 30分 間 電 気 泳 動

を 行 っ た 。 泳 動 後 の 膜 は ア ル シ ア ン ブ ル ー で 染 色 し た 。

【 ０ ０ １ ９ 】

3． 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC）

　 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 画 分 を 10000rpmで 1分 間 遠 心 し 、 そ の 上 清 の 10μ lを Shodex O Hpak

 SB-805 HRカ ラ ム （ Showa Denko, 8m m× 30cm） を 用 い た ゲ ル ろ 過 HPLC（ HITACHI L-7100）

に か け た 。 溶 出 液 0.2Mの NaCl、 流 速 1ml/minで 操 作 を 行 い 、 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル は HITACHI L

-7400 U V Detecterに て モ ニ タ ー し た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

4． 総 RN Aの 抽 出 お よ び RT-PCR（ Reverse transcription-polymerase chain reaction）

　 培 養 後 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 層 か ら A GPC（ acid guanidinium-phenol chloroform） 変 法 に よ

り 総 RN Aを 抽 出 し た 。 こ の RN Aか ら Oligo(dT)15primerを 用 い た 逆 転 写 反 応 （ 37℃ 60分 、 95

℃ 5分 ） を 行 っ て cD N Aを 得 た 。 こ れ を テ ン プ レ ー ト と し て Qiagen HotStarTaq D N A polymer

aseを 用 い て 、 i Cycler (BIO RA D)に よ り PCRを 行 っ た 。 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 H AS1

遺 伝 子 検 出 用 と し て sense： 5-＇ GTG A GTG GCTGTACA ACGCG-3＇ （ 配 列 番 号 1） /antisense： 5

＇ -A G A G G G ACGTA GTTA GCG GC-3＇ （ 配 列 番 号 2） 、 H AS2遺 伝 子 検 出 用 と し て sense： 5＇ -TG GCA

TCACACCTCATCATC-3＇ （ 配 列 番 号 3） /antisense： 5＇ -ACCA ATTGCGTTACGTGTTG-3＇ （ 配 列 番

号 4） 、 H AS3遺 伝 子 検 出 用 と し て sense： 5＇ -TTG GCTGTGTGCA GTGTATTA GT-3＇ （ 配 列 番 号 5）

/antisense： 5＇ -G GTCTCTGTG A G GCACTTG G-3＇ （ 配 列 番 号 6） と し た （ Calabro, A., Oken,

M.M., Hascall , V.C., and Masellis, A.M. (2002) Blood, 100, 2578-2585.に 記 載 の も

の ） 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル と す る G APD H遺 伝 子 検 出 用 の プ ラ イ マ ー と し て sense： 5＇ -CCAC

CCATG GCA A ATTCCATG GCA-3＇ （ 配 列 番 号 7） /antisense： 5＇ -TCTA G ACG GCA G GTCA G GTCCACC-3

＇ （ 配 列 番 号 8） を 用 い た 。 な お 、 PCRの 条 件 は 熱 変 性 （ denature） 94℃ 1分 、 ア ニ ー リ ン
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グ （ annealing） 61℃ 1分 、 伸 長 反 応 （ extension） 72℃ 1分 を 35サ イ ク ル と し た 。 合 成 さ れ

た PCR産 物 5μ l、 ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 1μ lを 混 合 し た も の を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル に ア プ

ラ イ し 、 Mupid（ コ ス モ ・ バ イ オ ） を 用 い て 100Vで 約 30分 間 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 泳 動 後 の

ゲ ル を エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 室 温 、 遮 光 下 で 30分 間 染 色 し た 。 そ の 後 、 蒸 留 水 で す す い

で か ら 落 射 式 蛍 光 読 取 装 置 Epi-Light U V FA1100で バ ン ド を 検 出 し 、 IM A GE CO NTROLLER M C-

1100で 泳 動 像 を プ リ ン ト し た 。

【 ０ ０ ２ １ 】

（ 実 験 結 果 ）

1． ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 に お け る 線 維 芽 細 胞 と が ん 細 胞 と の 相 互 作 用

　 H DFと WiDrを そ れ ぞ れ 単 独 あ る い は 1： 1で 混 合 し て 3日 間 培 養 し 、 そ れ ぞ れ の コ ン デ ィ シ

ョ ン 培 地 か ら グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 画 分 を 分 画 し 、 そ の セ ル ロ ー ス ・ ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳

動 お よ び HPLCを 行 っ た 。 セ ル ロ ー ス ・ ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳 動 の 結 果 を 図 1に 示 す （ Mu(-)欄

） （ な お 図 1に お け る 縦 軸 の ChSは コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 を 、 DSは デ ル マ タ ン 硫 酸 を 、 H Aは ヒ

ア ル ロ ン 酸 を 表 す ） 。 図 1か ら 明 ら か な よ う に 、 H DFと WiDrの 単 独 培 養 （ H DFと WiDr） で は

、 ヒ ア ル ロ ン 酸 を 明 確 な バ ン ド と し て 検 出 す る こ と が で き な か っ た 。 一 方 、 こ れ ら の 混 合

培 養 （ H DF+WiDr） で は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 の 明 ら か な バ ン ド が 検 出 さ れ た 。 ま た 、 HPLCの 結 果

を 図 2（ A） に 示 す 。 図 2（ A） か ら 明 ら か な よ う に 、 H DFと WiDrの 単 独 培 養 で は 、 ヒ ア ル ロ

ン 酸 の 溶 出 位 置 に 検 出 さ れ う る 量 の ヒ ア ル ロ ン 酸 は 認 め ら れ な か っ た 。 し か し 、 こ れ ら の

混 合 培 養 で は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 の 溶 出 位 置 に ピ ー ク が 検 出 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 H DFと W

iDrの そ れ ぞ れ の 単 独 培 養 に お け る ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 量 よ り も 、 こ れ ら の 混 合 培 養 に お け

る ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 量 が 顕 著 に 亢 進 し て い る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

2． ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 遺 伝 子 の 発 現

　 H DFと WiDrの 混 合 培 養 に お い て ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 の 亢 進 が 観 察 さ れ た の で 、 こ の ヒ ア ル

ロ ン 酸 合 成 が ど の ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 に よ る も の で あ る か を 知 る た め に 、 そ れ ぞ れ の 培

養 系 に お け る 細 胞 層 か ら 総 RN Aを 調 製 し 、 3種 の ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 に つ い て RT-PCRを 行

っ た 。 PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 調 べ た 結 果 を 図 3に 示 す 。 図 3か ら 明 ら か

な よ う に 、 H AS1に つ い て は 、 H DF、 WiDrお よ び 混 合 培 養 （ H DF+WiDr） の 3者 の 間 に は 顕 著 な

差 は み ら れ な か っ た 。 H AS3の 混 合 培 養 （ H DF+WiDr） に お け る 発 現 量 は 、 H DFと WiDrの 単 独

培 養 の 発 現 量 の ち ょ う ど 中 間 程 度 で あ っ た 。 し か し 、 H AS2に つ い て は 、 混 合 培 養 （ H DF+Wi

Dr） の 発 現 量 は 、 H DFと WiDrの 単 独 培 養 の 発 現 量 に 比 べ 顕 著 に 多 か っ た 。 以 上 の 結 果 か ら

、 H DFと WiDrを 混 合 培 養 す る こ と に よ り 、 WiDrが H DFに 何 ら か の シ グ ナ ル を 送 り 、 そ の 結 果

、 3種 の ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 の う ち H AS2の 遺 伝 子 発 現 量 が 亢 進 し 、 こ れ に よ り ヒ ア ル ロ

ン 酸 合 成 が 増 加 し た こ と が 推 測 さ れ た 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

3． M Uに よ る ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 へ の 影 響

　 セ ル ロ ー ス ・ ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳 動 の 結 果 を 図 1に 示 す （ Mu(+)欄 ） 。 図 1か ら 明 ら か な

よ う に 、 M U非 存 在 下 で の H DFと WiDrの 混 合 培 養 に よ り 検 出 さ れ た ヒ ア ル ロ ン 酸 の バ ン ド は

、 M U存 在 下 で は 著 し く 減 弱 し た 。 ま た 、 HPLCの 結 果 を 図 2（ B） に 示 す 。 図 2（ B） か ら 明 ら

か な よ う に 、 M U非 存 在 下 で の H DFと WiDrの 混 合 培 養 に よ り 検 出 さ れ た ヒ ア ル ロ ン 酸 の ピ ー

ク は 、 M U存 在 下 で は 著 し く 減 弱 し た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 H DFと WiDrの 混 合 培 養 に よ り 亢 進

さ れ る ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 を M Uは 顕 著 に 抑 制 す る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

4． M Uに よ る ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 遺 伝 子 発 現 量 へ の 影 響

　 H DFと WiDrの 混 合 培 養 に お い て 、 M Uの 存 在 に よ り 抑 制 さ れ た ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 が 、 ど の

ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 の 抑 制 に よ る も の で あ る の か を 知 る た め に 行 っ た 、 １ m Mの M Uの 存 在

下 に お け る mRN Aの 発 現 量 を RT-PCRに よ り 分 析 し た 結 果 を 図 4（ A） ～ （ C） に 示 す 。 図 4か ら

明 ら か な よ う に 、 H DFと WiDrの 単 独 培 養 に お い て は 、 H DFで は 、 3種 の ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵

素 遺 伝 子 の う ち H AS1と H AS3の 発 現 量 に は M Uの 存 在 の 有 無 に よ る 差 異 は 見 ら れ な か っ た が 、

H AS2の 発 現 量 は 、 M Uの 存 在 に よ り 減 少 し た （ A） 。 ま た 、 WiDrで は 、 H AS1の 発 現 量 の 増 加
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傾 向 が M Uの 存 在 に よ り 見 ら れ た も の の 、 H AS3の 発 現 量 に は 変 化 が な か っ た 。 し か し 、 H AS2

の 発 現 量 の 減 少 は 、 H DFの そ れ よ り も 顕 著 で あ っ た （ B） 。 一 方 、 こ れ ら の 混 合 培 養 で は 、

M Uの 存 在 に よ り H AS1の 発 現 量 は 増 加 し 、 H AS3の 発 現 量 は 減 少 し て い る よ う に 見 ら れ た が 、

H DFと WiDrの 単 独 培 養 と 同 様 に 、 M Uの 存 在 に よ り H AS2の 発 現 量 の 減 少 が 中 で も 最 も 顕 著 に

認 め ら れ た （ C） 。 以 上 の 結 果 か ら 、 M Uの 非 存 在 下 に お け る H DFと WiDrの 混 合 培 養 に お い て

発 現 量 が 増 加 し た H AS2は 、 M Uの 存 在 に よ り そ の 発 現 量 が 顕 著 に 減 少 し 、 そ れ に よ り 、 ヒ ア

ル ロ ン 酸 合 成 量 が 減 少 し た と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

実 施 例 2： M Uの H Y AL1遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 に つ い て

（ 実 験 方 法 ）

1． 細 胞 培 養

　 O H K細 胞 は 大 阪 医 科 大 学 の 桑 原 宏 子 博 士 か ら 供 与 さ れ た も の を 用 い た 。 こ の 細 胞 を 10%ウ

シ 胎 仔 血 清 （ Biofluid, Australia） 、 1%ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 （ 100units

/ml Penicilin G + 100μ g streptomycin sulfate, Gibco BRL） を 含 む RPMI1640培 地 （ GI

BCO） 中 で 5% CO 2 -95%air、 37℃ の 条 件 で 培 養 し た 。 培 養 は 、 100m mシ ャ ー レ に 50万 個 の 細 胞

を 播 種 し て 行 っ た 。 3日 間 培 養 し た 後 、 遠 心 （ 1200rpm, 4℃ , 5min） に よ り 細 胞 を 回 収 し

、 こ れ を 無 血 清 RPMI1640培 地 で 洗 浄 し た 後 、 1m Mの M U（ ナ カ ラ イ テ ス ク ） /ジ メ チ ル ス ル フ

ォ オ キ シ ド を 含 む 無 血 清 RPMI1640培 地 に 交 換 し て 3日 間 培 養 し た 。 ま た 、 こ の 時 、 溶 媒 に

用 い た ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド の 濃 度 は 培 地 に 対 し て 0.1%に な る の で 、 コ ン ト ロ ー ル 細

胞 に つ い て は 、 ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド の み を そ の 濃 度 が 0.1%と な る よ う に 加 え て 3日

間 培 養 し た 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

2． 試 料 の 調 製

　 O H K細 胞 を 遠 心 （ 1200rpm, 4℃ , 5min） に よ り 回 収 し 、 こ れ を 無 血 清 RPMI1640培 地 で 洗

浄 し た 。 得 ら れ た 細 胞 に lysis buffer（ 20m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 , pH7.5, 15m Mの NaClお よ

び 0.01%TritonX-100を 含 む ） を 2ml加 え た 後 、 ソ ニ ケ ー タ ー （ TO M Y model UR-20P） で 10秒

× 3回 、 計 30秒 間 ソ ニ ケ ー ト し 、 得 ら れ た ホ モ ジ ネ ー ト を 試 料 と し た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

3． ザ イ モ グ ラ フ ィ ー

　 試 料 を 試 料 バ ッ フ ァ ー （ 0.27Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 , pH6.8, 8.7%SDS, 30%グ リ セ ー ル お よ

び 適 量 の ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル を 含 む ） と 7:3に 混 合 し た （ 容 量 比 ） 。 こ れ を 0.13%～ 0.20%の

ヒ ア ル ロ ン 酸 を 含 む SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ 10%ア ク リ ル ア ミ ド , 0.1cm× 6.5cm× 9

.0cm） で ゲ ル 1枚 あ た り 15m Aの 定 電 流 で 2時 間 泳 動 し た 。 泳 動 後 の ゲ ル を 2.5%Triton X-100

中 で 、 室 温 で 1時 間 緩 や か に 振 盪 し 、 SDSに よ り 変 性 し た 蛋 白 質 の 再 生 を 行 っ た 。 再 生 後 の

ゲ ル を 、 50m Mク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH4.0） に 浸 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ

ュ ベ ー ト 後 の ゲ ル を 0.2Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ pH8.0） 中 で 、 15分 間 緩 や か に 振 盪 し た 後 、 0

.1mg/mlア ク チ ナ ー ゼ を 含 む 0.2Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ pH8.0） 中 で 、 緩 や か に 振 盪 し な が ら

37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 ゲ ル を 25%エ タ ノ ー ル -10%酢 酸 中 で 室 温 、 15分

間 振 盪 し た 後 、 0.5%ア ル シ ア ン ブ ル ー /25%エ タ ノ ー ル -10%酢 酸 に よ り 室 温 で 1時 間 染 色 し

た 。 染 色 後 の ゲ ル は 25%エ タ ノ ー ル -10%酢 酸 で 適 度 に な る ま で 脱 色 し た 。 酵 素 活 性 は 青 色

背 景 に 透 明 な バ ン ド と し て 検 出 さ れ た 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

4． 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC）

　 試 料 100μ lを 、 0.2%ヒ ア ル ロ ン 酸 50μ lお よ び 、 0.25Mク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH3.0～ 4.0） ま

た は 0.25M酢 酸 緩 衝 液 （ pH4.0～ 6.5） 100μ lと 混 合 し 、 37℃ で 種 々 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト

し た 。 100℃ で 1分 間 処 理 す る こ と に よ り 酵 素 反 応 を 停 止 し 、 10000rpmで 3分 間 遠 心 し た 。

上 清 の 10μ lを Shodex O Hpak SB-805 HRカ ラ ム （ Showa Denko, 8m m× 30cm） を 用 い た ゲ ル

ろ 過 HPLC（ HITACHI L-7100） に か け た 。 溶 出 液 0.2Mの NaCl、 流 速 1ml/minで 操 作 を 行 い 、

溶 出 プ ロ フ ィ ー ル は HITACHI L-7400 U V Detecterに て 波 長 210nmで モ ニ タ ー し た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】
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5． 総 RN Aの 抽 出 お よ び RT-PCR（ Reverse transcription-polymerase chain reaction）

　 総 RN Aの 抽 出 は A GPC変 法 で 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む グ

ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト で 細 胞 を ホ モ ジ ネ ー ト し た 。 RN Aは ク ロ ロ ホ ル ム に 抽 出 さ れ 、 イ

ソ プ ロ パ ノ ー ル で 沈 殿 さ れ た 。 RN Aは 260nmに 最 大 吸 収 を も ち 、 抽 出 さ れ た RN Aの 純 度 は 260

nm/280nmで 評 価 し た 。 総 RN A1μ gか ら 、 O mniscript RT kit（ Qiagen） お よ び Oligo(dT)15p

rimerを 用 い た 逆 転 写 反 応 （ 37℃ 60分 、 95℃ 5分 ） に よ り 1st strand cD N A合 成 を 行 っ た 。

ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 に 対 応 す る cD N Aを PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 増 幅 は 10× PCR buffer、 5

× Q solution、 ｄ NTP mixture、 sense primerと antisense primer、 お よ び HotStarTaq D N

Aポ リ メ ラ ー ゼ （ Qiagen） を 含 む 反 応 液 中 で 行 っ た 。 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 H Y AL1遺

伝 子 検 出 用 と し て sense： 5＇ -TCA GCCCCA A G GTTGTCCTCG ACCA-3＇ （ 配 列 番 号 9） /antisense

： 5＇ -CTGCCA GCCA G G GTA GCATCG ACAT-3＇ （ 配 列 番 号 10） と し た （ Nicoll , S.B., Barak, O.

, Csoka, A.B., Bhatnagar, R.S., and Stern, R. (2002) Biochem. Biophys. Res. Com m

un., 292, 819-825.に 記 載 の も の ） 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル と す る G APD H遺 伝 子 検 出 用 の プ

ラ イ マ ー と し て sense： 5＇ -CCACCCATG GCA A ATTCCATG GCA-3＇ （ 配 列 番 号 7） /antisense： 5

＇ -TCTA G ACG GCA G GTCA G GTCCACC-3＇ （ 配 列 番 号 8） を 用 い た 。 PCRサ イ ク ル は 、 H Y AL1に つ い

て は 1サ イ ク ル （ 95℃ 15分 ） 、 35サ イ ク ル （ 94℃ 1分 , 62℃ 1分 , 72℃ 1分 ） 、 1サ イ ク ル （ 7

2℃ 10分 ） と し 、 G APD Hに つ い て は 1サ イ ク ル （ 95℃ 15分 ） 、 25サ イ ク ル （ 94℃ 1分 , 62℃ 1

分 , 72℃ 1分 ） 、 1サ イ ク ル （ 72℃ 10分 ） と し た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

（ 実 験 結 果 ）

1． O H K細 胞 の ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 活 性 へ の M Uの 影 響

　 O H K細 胞 を M U非 存 在 下 （ M U-） ま た は 1m Mの M U存 在 下 （ M U+） に 無 血 清 RPMI1640培 地 中 で 3

日 間 培 養 し 、 培 養 後 の 細 胞 を 回 収 し 、 Triton X-100を 含 む Tris buffer中 で ソ ニ ケ ー ト し

て 調 製 し た ホ モ ジ ネ ー ト を 、 pH4に て ヒ ア ル ロ ン 酸 を 基 質 と し た ザ イ モ グ ラ フ ィ ー に か け

た 結 果 を 図 5に 示 す 。 図 5か ら 明 ら か な よ う に 、 M U非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 の ホ モ ジ ネ ー ト

で は ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 活 性 を 示 す バ ン ド が 検 出 さ れ た が 、 1m Mの M U存 在 下 で 培 養 し た 細 胞

の ホ モ ジ ネ ー ト で は こ の よ う な バ ン ド は 認 め ら れ ず 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 活 性 が M Uに よ り 抑

制 さ れ た こ と わ か っ た 。

【 ０ ０ ３ １ 】

2． ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 の 同 定

　 O H K細 胞 の ホ モ ジ ネ ー ト と ヒ ア ル ロ ン 酸 を ミ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で pH4に て 経 時 的 に イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 後 、 ゲ ル ろ 過 HPLCに か け た 結 果 を 図 6に 示 す 。 図 6か ら 明 ら か な よ う に 、 M U非 存

在 下 （ M U-） で 培 養 し た 細 胞 の ホ モ ジ ネ ー ト で は ヒ ア ル ロ ン 酸 の ピ ー ク が 反 応 時 間 と と も

に 右 側 、 即 ち 、 低 分 子 領 域 に シ フ ト し て お り 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 に よ る 低 分 子 化 が 進

行 し て い た 。 一 方 、 1m Mの M U存 在 下 （ M U+） で 培 養 し た 細 胞 の ホ モ ジ ネ ー ト で は こ の よ う な

ピ ー ク の 低 分 子 領 域 へ の シ フ ト が 顕 著 に 抑 制 さ れ た 。 こ の M U非 存 在 下 （ M U-） で 培 養 し た

細 胞 に お け る 低 分 子 化 は 、 pH3.5～ 4.0で 顕 著 で あ り 、 pH5.0以 上 で は ほ と ん ど 認 め ら れ な

い こ と か ら 、 こ の 作 用 は ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 の う ち H Y AL1に よ る も の で あ る 可 能 性 が 強

く 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

3． O H K細 胞 に お け る H Y AL1の mRN A発 現 へ の M Uの 影 響

　 O H K細 胞 を M U非 存 在 下 ま た は 1m Mの M U存 在 下 に 無 血 清 RPMI1640培 地 中 で 3日 間 培 養 し 、 培

養 後 の 細 胞 か ら 総 RN Aを 調 製 し 、 こ れ を 用 い た RT-PCRを 行 い 、 H Y AL1遺 伝 子 発 現 へ の M Uの 影

響 を 調 べ た PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 の 結 果 を 図 7に 示 す 。 図 中 、 レ ー ン 1は 分 子

量 マ ー カ ー 、 レ ー ン 2は M U非 存 在 下 で 培 養 し た 際 の H Y AL1の 検 出 結 果 、 レ ー ン 3は 1m Mの M U存

在 下 で 培 養 し た 際 の H Y AL1の 検 出 結 果 、 レ ー ン 4は M U非 存 在 下 で 培 養 し た 際 の G APD Hの 検 出

結 果 、 レ ー ン 5は 1m Mの M U存 在 下 で 培 養 し た 際 の G APD Hの 検 出 結 果 を 表 す 。 図 7か ら 明 ら か な

よ う に 、 レ ー ン 2で 認 め ら れ た H Y AL1の バ ン ド が レ ー ン 3で は 検 出 感 度 以 下 で あ っ た こ と か

ら 、 M Uが O H K細 胞 の H Y AL1の 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 こ の 細 胞 の ヒ ア ル ロ ン 酸 分

解 活 性 を 抑 制 し て い る こ と が わ か っ た 。 な お 、 デ ー タ は 示 さ な い が 、 こ の M Uに よ る H Y AL1
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の 遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 は 、 ヒ ト 大 腸 癌 細 胞 WiDrと ヒ ト 乳 癌 細 胞 CRL-1500で も 確 認 す る こ と

が で き た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

実 施 例 3： M Uの M MP-9遺 伝 子 発 現 抑 制 作 用 に つ い て

（ 実 験 方 法 ）

1． 細 胞 培 養

　 実 施 例 2に 記 載 の 方 法 に よ っ て O H K細 胞 を 3日 間 培 養 し た 後 、 遠 心 （ 1200rpm, 4℃ , 5min

） に よ り 細 胞 を 回 収 し 、 こ れ を 無 血 清 RPMI1640培 地 で 洗 浄 後 、 種 々 の 濃 度 の M U（ ナ カ ラ イ

テ ス ク ） /ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド を 含 む 無 血 清 RPMI1640培 地 に 交 換 し 、 3日 間 培 養 し た

。 こ の 時 、 全 て の M U濃 度 に お い て ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド の 最 終 濃 度 が 0.1%と な る よ う

に 調 製 し た 。 ま た 、 M U含 有 培 地 と は 別 に 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ （ 生 化 学

工 業 , 5TRU/ml） を 含 む 無 血 清 RPMI1640培 地 で も 、 上 記 と 同 様 に 3日 間 培 養 し た 。

　 ヒ ト 大 腸 が ん 細 胞 WiDrは 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 、 1%ペ ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 、

1%フ ァ ン ギ ゾ ン 溶 液 を 含 む イ ー グ ル M E M培 地 （ IW A KI） に て 100m mシ ャ ー レ に 培 養 し た 。 24

時 間 後 に 培 地 を 除 き 、 細 胞 層 を ダ ル ベ ッ コ の Ca
2 +
お よ び Mg

2 +
不 含 リ ン 酸 緩 衝 液 に て 洗 浄 し

た 後 、 1m Mの M U/ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド を 含 む 無 血 清 イ ー グ ル M E M培 地 に 交 換 し て 3日 間

培 養 し た 。

　 ヒ ト 乳 が ん 細 胞 （ SK-BR-3, M CF7, CRL1500お よ び H M C-1-8） は 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 、 1%ペ

ニ シ リ ン -ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 を 含 む RPMI1640培 地 に て 35m mシ ャ ー レ に 培 養 し た 。 24

時 間 後 に 培 地 を 除 き 、 細 胞 層 を ダ ル ベ ッ コ の Ca
2 +
お よ び Mg

2 +
不 含 リ ン 酸 緩 衝 液 に て 洗 浄 し

た 後 、 1m Mの M U/ジ メ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド を 含 む 無 血 清 RPMI1640培 地 に 交 換 し て 3日 間 培

養 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

2． 試 料 の 調 製

　 O H K細 胞 の 培 地 を 回 収 し 、 1200rpm、 4℃ 、 5分 間 遠 心 し た 。 回 収 し た 上 清 に ス ト レ プ ト ミ

セ ス ・ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ （ 1TRU/1ml） と phenylmethane sulfonylfluoride（ PMSF, 0.1m M/

ml） を 加 え 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 10000rpm、 4℃ 、 20分 間 遠 心 し 、

得 ら れ た 上 清 に 硫 安 飽 和 70%に な る よ う に 硫 安 を 加 え て 4℃ に 一 晩 静 置 し た 。 こ れ を 、 1200

0rpm、 4℃ 、 20分 間 遠 心 し 、 培 地 に 分 泌 さ れ た 蛋 白 質 を 沈 殿 と し て 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈

殿 を lysis buffer（ 20m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 , pH7.5, 15m Mの NaClお よ び 0.01%TritonX-100

を 含 む ） 200μ lに 溶 解 し 、 試 料 （ 約 100倍 濃 縮 ） と し た 。

　 大 腸 が ん 細 胞 （ WiDr） の 培 地 を 回 収 し 、 こ れ に PMSF（ 0.1m M/ml） を 加 え 、 硫 安 飽 和 70%

に な る よ う に 硫 安 を 添 加 し て 4℃ に て 一 晩 静 置 し た 。 こ れ を 、 12000rpm、 4℃ 、 20分 間 遠 心

し 、 培 地 に 分 泌 さ れ た 蛋 白 質 を 沈 殿 と し て 回 収 し た 。 得 ら れ た 沈 殿 を 上 記 lysis buffer 2

00μ lに 溶 解 し 、 試 料 （ 約 50倍 濃 縮 ） と し た 。

　 乳 が ん 細 胞 （ SK-BR-3, M CF7, CRL1500お よ び H M C-1-8） の 培 地 1mlず つ を 、 そ れ ぞ れ 倒 立

式 遠 心 濾 過 チ ュ ー ブ （ A D V A NTEC ARTKISS 倒 立 式 遠 心 濾 過 チ ュ ー ブ シ ス テ ム M W CO10000）

に と り 、 6000rpm、 4℃ 、 90分 間 遠 心 し た 。 得 ら れ た 濃 縮 溶 液 （ 約 100μ l） を 試 料 と し た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

3． ザ イ モ グ ラ フ ィ ー

　 試 料 を 試 料 バ ッ フ ァ ー （ 0.27Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 , pH6.8, 8.7%SDS, 30%グ リ セ ー ル お よ

び 適 量 の ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル を 含 む ） に 溶 解 し た 。 こ れ を 0.147%の ゼ ラ チ ン を 含 む SDS-ポ リ

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ 10%ア ク リ ル ア ミ ド , 0.1cm× 6.5cm× 9.0cm） で ゲ ル 1枚 あ た り 15m A

の 定 電 流 で 2時 間 泳 動 し た 。 泳 動 後 の ゲ ル を 50m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ pH7.5, 0.1Mの NaClお

よ び 2.5%Triton X-100を 含 む ） 中 で 、 室 温 で 1.5時 間 緩 や か に 振 盪 し 、 SDSに よ り 変 性 し た

蛋 白 質 の 再 生 を 行 っ た 。 再 生 後 の ゲ ル を 、 50m Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 （ pH7.5, 10m Mの CaCl 2 を

含 む ） に 浸 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 ク マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー R-

250で 染 色 後 、 エ タ ノ ー ル -酢 酸 -H 2 O（ 25： 8： 65） 中 で 30分 脱 色 、 さ ら に エ タ ノ ー ル -酢 酸

-H 2 O（ 10： 15： 175） 中 で 適 度 に な る ま で 脱 色 し た 。 酵 素 活 性 は 青 色 背 景 に 透 明 な バ ン ド

と し て 検 出 さ れ た 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】

4． ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト

　 試 料 を 上 記 試 料 バ ッ フ ァ ー 溶 解 し た 後 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ 10%ア ク リ ル ア

ミ ド , 0.1cm× 6.5cm× 9.0cm） で ゲ ル 1枚 あ た り 15m Aの 定 電 流 で 2時 間 泳 動 し た 。 ゲ ル 中 の

蛋 白 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ BIO-RA D, 8.5cm× 9cm） に セ ミ ド ラ イ ブ ロ ッ タ ー （ AE-6677

S； ATTO, Tokyo, Japan） を 用 い て 転 写 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー と し て は Full Range Rainbo

w protein molecular markers（ A mersham International） を 用 い た 。 転 写 さ れ た ニ ト ロ

セ ル ロ ー ス 膜 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ 0.05%Tween20お よ び 3%ス キ ム ミ ル ク を 含 む ト リ ス 塩

酸 緩 衝 液 ） 中 に 4℃ で 一 晩 静 置 し た 。 そ の 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 溶 解 し た 抗 ヒ ト M MP-9マ

ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 第 一 フ ァ イ ン ケ ミ カ ル ） と 室 温 で 1時 間 反 応 さ せ た 。 膜 を TBST

（ 0.05%Tween20を 含 む ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 ） で 洗 浄 後 、 二 次 抗 体 （ マ ウ ス IgGに 対 す る ヤ ギ

抗 体 ・ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ － ゼ 結 合 , ZY M ED） と 室 温 で 一 時 間 反 応 さ せ た 。 膜 を TBSTで 洗

浄 後 、 さ ら に APバ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 APバ ッ フ ァ ー を 除 い た 後 、 基 質 液 （ ニ ト ロ ブ ル ー

テ ト ラ ゾ リ ウ ム お よ び 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -イ ン ド ー ル フ ォ ス テ ー ト 含 有 , Bio-Rad） を 加

え 、 発 色 さ せ た 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

5． 総 RN Aの 抽 出 お よ び RT-PCR（ Reverse transcription-polymerase chain reaction）

　 総 RN Aの 抽 出 は A GPC変 法 で 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む グ

ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト で 細 胞 を ホ モ ジ ネ ー ト し た 。 RN Aは ク ロ ロ ホ ル ム に 抽 出 さ れ 、 イ

ソ プ ロ パ ノ ー ル で 沈 殿 さ れ た 。 RN Aは 260nmに 最 大 吸 収 を も ち 、 抽 出 さ れ た RN Aの 純 度 は 260

nm/280nmで 評 価 し た 。 総 RN A1μ gか ら 、 O mniscript RT kit（ Qiagen） お よ び Oligo(dT)15p

rimerを 用 い た 逆 転 写 反 応 （ 37℃ 60分 、 93℃ 5分 ） に よ り 1st strand cD N A合 成 を 行 っ た 。

特 異 的 M MPに 対 応 す る cD N Aを PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 増 幅 は 10× PCR buffer、 5× Q solutio

n、 ｄ NTP mixture、 sense primerと antisense primer、 お よ び HotStarTaq D N Aポ リ メ ラ ー

ゼ （ Qiagen） を 含 む 反 応 液 中 で 行 っ た 。 PCRに 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 M MP-9遺 伝 子 検 出 用 と

し て sense： 5＇ -CACCTTCACTCGCGTGTAC-3＇ （ 配 列 番 号 11） /antisense： 5＇ -CATCTGCGTTTC

CA A ACCG A G-3＇ （ 配 列 番 号 12） と し た （ Tutton, M.G., George, M.L., Eccles, S.A., Bur

ton, S., Swift , R.I. , and Abulafi, A.M. (2003) Int. J. Cancer, 107, 541-550.に 記

載 の も の ） 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル と す る G APD H遺 伝 子 検 出 用 の プ ラ イ マ ー と し て sense： 5

＇ -CCACCCATG GCA A ATTCCATG GCA-3＇ （ 配 列 番 号 7） /antisense： 5＇ -TCTA G ACG GCA G GTCA G GTC

CACC-3＇ （ 配 列 番 号 8） を 用 い た 。 PCRサ イ ク ル は 、 M MP-9に つ い て は 1サ イ ク ル （ 95℃ 15分

） 、 35サ イ ク ル （ 94℃ 1分 , 55℃ 1分 , 72℃ 1分 ） 、 1サ イ ク ル （ 72℃ 10分 ） と し 、 G APD Hに

つ い て は 1サ イ ク ル （ 95℃ 15分 ） 、 25サ イ ク ル （ 94℃ 1分 , 62℃ 1分 , 72℃ 1分 ） 、 1サ イ ク

ル （ 72℃ 10分 ） と し た 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

6． 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC）

　 培 地 を 分 取 し 、 10000rpmで 1分 間 遠 心 し 、 そ の 上 清 1mlを 倒 立 式 遠 心 濾 過 チ ュ ー ブ （ M W CO

10000） に と り 、 6000rpm、 4℃ 、 20分 間 冷 却 遠 心 し た 。 得 ら れ た 濃 縮 溶 液 を 試 料 （ グ リ コ

サ ミ ノ グ リ カ ン 画 分 ） と し た 。 さ ら に 、 M U非 存 在 下 で 培 養 し た 培 地 よ り 得 ら れ た 試 料 40μ

lに ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 10μ l（ 2TRU） を 加 え 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー

ト し た 。 100℃ で 3分 間 処 理 す る こ と に よ り 酵 素 反 応 を 停 止 し 、 こ れ を ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 処

理 試 料 と し た 。 試 料 10μ lを Shodex O Hpak SB-805 (Showa Denko, 8m m× 30cm)を 用 い た ゲ

ル ろ 過 HPLC（ HITACHI L-7100） に か け た 。 溶 出 液 0.2Mの NaCl、 流 速 1ml/minで 操 作 を 行 い

、 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル は HITACHI L-3300 RI Monitorに て 検 出 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

（ 実 験 結 果 ）

1． M Uに よ る O H K細 胞 の ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 阻 害

　 O H K細 胞 の 培 地 に 分 泌 さ れ た グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン に つ い て の HPLCの 結 果 を 図 8に 示 す 。

図 中 、 符 号 1は M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 、 符 号 2は 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 、 符 号 3は M U

非 存 在 下 で の 培 養 試 料 に ス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト し
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た ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 処 理 試 料 を 表 す 。 図 8か ら 明 ら か な よ う に 、 M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料

で 観 察 さ れ た ピ ー ク は 、 M U存 在 下 で の 培 養 試 料 で は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、 ヒ ア ル ロ ニ

ダ ー ゼ 処 理 試 料 で は 、 M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 で 観 察 さ れ た ピ ー ク が 消 失 し た 。 以 上 の 結

果 か ら 、 こ の ピ ー ク は ヒ ア ル ロ ン 酸 と 同 定 さ れ 、 M Uは O H K細 胞 に お け る ヒ ア ル ロ ン 酸 の 合

成 を 阻 害 す る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

2． O H K細 胞 の 培 地 に 分 泌 さ れ た ゼ ラ チ ン 分 解 活 性 へ の M Uの 影 響

　 O H K細 胞 を 種 々 の 濃 度 の M U存 在 下 で 3日 間 培 養 し 、 そ れ ぞ れ の 培 地 を 回 収 し 、 ゼ ラ チ ン 分

解 活 性 を ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で 観 察 し た 結 果 を 図 9に 示 す 。 図 中 、 レ ー ン 1は M U非 存 在 下 で の

培 養 試 料 、 レ ー ン 2は 0.1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 、 レ ー ン 3は 0.2m Mの M U存 在 下 で の 培 養

試 料 、 レ ー ン 4は 0.5m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 、 レ ー ン 5は 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 を

表 す 。 図 9か ら 明 ら か な よ う に 、 分 子 量 77kDaの 位 置 に 見 ら れ る バ ン ド の 強 度 は 、 M Uの 濃 度

依 存 的 に 減 弱 し た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

3． ゼ ラ チ ン 分 解 酵 素 の 同 定 と そ の 酵 素 量 へ の M Uの 影 響

　 ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー に よ り 検 出 さ れ た ゼ ラ チ ン 分 解 酵 素 を 同 定 す る た め に 、 ウ エ

ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 結 果 を 図 10に 示 す 。 図 中 、 レ ー ン 1は M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 、

レ ー ン 2は 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 を 表 す 。 図 10か ら 明 ら か な よ う に 、 ザ イ モ グ ラ フ ィ

ー の 活 性 バ ン ド と 対 応 す る 位 置 に 抗 M MP-9抗 体 と 反 応 す る バ ン ド が 見 ら れ た 。 以 上 の 結 果

か ら 、 こ の M MPは M MP-9で あ る こ と が 同 定 さ れ 、 こ の M MP-9の 蛋 白 質 と し て の 産 生 量 が M Uの

存 在 に よ り 減 少 す る こ と が わ か っ た 。 な お 、 M MP-9の 分 子 量 は 92kDaと 報 告 さ れ て い る の で

、 77kDaの 位 置 に 見 ら れ る バ ン ド は M MP-9と は 異 な る よ う に も 思 わ れ る が 、 抗 M MP-9抗 体 と

反 応 す る こ と か ら M MP-9と 同 定 す る こ と に は 問 題 は な い 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

4． M MP-9の mRN A発 現 へ の M Uの 影 響

　 RT-PCRに よ り 、 O H K細 胞 に お け る M MP-9の mRN A発 現 に つ い て 調 べ た PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス

ゲ ル 電 気 泳 動 の 結 果 を 図 11に 示 す 。 図 中 、 （ A） の 符 号 1は M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 、 符 号

2は 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 、 （ B） の 符 号 1は M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 、 符 号 2は M U非

存 在 下 か つ 5TRU/mlス ト レ プ ト ミ セ ス ・ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 存 在 下 で の 培 養 試 料 を 表 す 。 図 1

1（ A） か ら 明 ら か な よ う に 、 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 は 、 M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 に

比 べ て M MP-9の mRN A発 現 量 に お け る 顕 著 な 減 少 が 観 察 さ れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 M Uを 培 地

に 加 え て 培 養 し た O H K細 胞 で は mRN Aレ ベ ル で の M MP-9遺 伝 子 発 現 抑 制 が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

5． ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 処 理 し た O H K細 胞 の M MP-9の mRN A発 現

　 上 記 の 実 験 か ら M Uは O H K細 胞 に お い て も ヒ ア ル ロ ン 酸 の 合 成 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ た

。 こ の こ と か ら 、 こ れ ま で の M Uに よ る M MP-9の 遺 伝 子 発 現 抑 制 と い う 結 果 は 、 M Uの ヒ ア ル

ロ ン 酸 合 成 阻 害 の 二 次 的 影 響 と も 考 え ら れ た 。 し か し 、 図 11（ B） か ら 明 ら か な よ う に 、 M

U非 存 在 下 か つ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 存 在 下 で の 培 養 試 料 に お い て は 、 M U存 在 下 で の 培 養 試 料

の よ う な M MP-9の mRN A発 現 の 減 少 は 見 ら れ な か っ た 。 よ っ て 、 M Uに よ る M MP-9の 遺 伝 子 発 現

抑 制 と ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 阻 害 と の 関 連 性 は 極 め て 薄 い こ と が 推 測 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

6． 他 の が ん 細 胞 に よ る M MP-9産 生 へ の M Uの 影 響

　 O H K細 胞 で 観 察 さ れ た M Uに よ る M MP-9の 遺 伝 子 発 現 抑 制 が O H K細 胞 に 特 異 的 な 現 象 で あ る

の か を 知 る た め に 、 他 の い く つ か の が ん 細 胞 に お け る M MP-9の 遺 伝 子 発 現 へ の M Uの 影 響 を

調 べ た 結 果 を 図 12と 図 13に 示 す 。 図 12は 大 腸 が ん 細 胞 WiDrに お け る M MP-9活 性 へ の M Uの 影

響 を 調 べ た 結 果 で あ り 、 （ A） は ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー の 結 果 、 （ B） は ウ エ ス タ ン ブ

ロ ッ ト の 結 果 で あ る 。 （ A） （ B） と も 、 符 号 1は M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 、 符 号 2は 1m Mの M

U存 在 下 で の 培 養 試 料 を 表 す 。 図 12の （ A） （ B） か ら 明 ら か な よ う に 、 1m Mの M U存 在 下 で の

培 養 試 料 に お い て は 、 M MP-9の 酵 素 活 性 お よ び 酵 素 量 の 顕 著 な 減 少 が そ れ ぞ れ 見 ら れ た 。

図 13は 4種 類 の 乳 が ん 細 胞 に お け る M MP-9活 性 へ の M Uの 影 響 を 調 べ た ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ
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ィ ー の 結 果 で あ り 、 図 中 、 レ ー ン 1は SK-BR-3に つ い て の M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 、 レ ー ン

2は 同 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 を 表 す 。 レ ー ン 3は M CF7に つ い て の M U非 存 在 下 で の 培 養

試 料 、 レ ー ン 4は 同 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 を 表 す 。 レ ー ン 5は CRL1500に つ い て の M U非

存 在 下 で の 培 養 試 料 、 レ ー ン 6は 同 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 を 表 す 。 レ ー ン 7は H M C-1-8

に つ い て の M U非 存 在 下 で の 培 養 試 料 、 レ ー ン 8は 同 1m Mの M U存 在 下 で の 培 養 試 料 を 表 す 。 図

13か ら 明 ら か な よ う に 、 M Uに よ る M MP-9の 遺 伝 子 発 現 抑 制 は O H K細 胞 に 限 っ た 現 象 で は な い

こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

製 剤 例 1： 錠 剤

　 1錠 当 た り 5mgの M Uを 含 む 以 下 の 成 分 組 成 か ら な る 200mg錠 剤 を 、 各 成 分 を よ く 混 合 し て

か ら 打 錠 す る こ と で 製 造 し た 。

　 　 　 　 　 　 　 M U　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5mg

　 　 　 　 　 　 　 乳 糖 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 137〃

　 　 　 　 　 　 　 で ん ぷ ん 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 45〃

　 　 　 　 　 　 　 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 　 　 　 　 　 10〃

　 　 　 　 　 　 　 タ ル ク 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2〃

　 　 　 　 　 　 　 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 　 　 　 　 　 　 　 1〃

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 合 計 200mg/錠

【 ０ ０ ４ ６ 】

製 剤 例 2： カ プ セ ル 剤

　 1カ プ セ ル 当 た り 20mgの M Uを 含 む 以 下 の 成 分 組 成 か ら な る 100mgカ プ セ ル 剤 を 、 各 成 分 を

よ く 混 合 し て か ら カ プ セ ル に 充 填 す る こ と で 製 造 し た 。

　 　 　 　 　 　 　 M U　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 20mg

　 　 　 　 　 　 　 乳 糖 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 53〃

　 　 　 　 　 　 　 で ん ぷ ん 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 25〃

　 　 　 　 　 　 　 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 　 　 　 　 　 　 　 2〃

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 合 計 100mg/カ プ セ ル

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 発 明 は 、 M Uに 代 表 さ れ る 4-ア ル キ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 新 規 医 薬 用 途 を 提 供 す る こ と

が で き る 点 に お い て 、 産 業 上 の 利 用 可 能 性 を 有 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ４ ８ 】

【 図 １ 】 実 施 例 1に お け る 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 に 対 す る 線 維 芽 細 胞 と が ん 細 胞 と の 相 互 作

用 と M Uの 存 在 の 有 無 の 影 響 を 調 べ る た め の セ ル ロ ー ス ・ ア セ テ ー ト 膜 電 気 泳 動 の 結 果 を 示

す 図 。

【 図 ２ 】 同 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 に 対 す る 線 維 芽 細 胞 と が ん 細 胞 と の 相 互 作 用 と M Uの 影 響 を

調 べ る た め の HPLCの 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ３ 】 同 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 遺 伝 子 の 発 現 を 調 べ る た め の PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ

ル 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ４ 】 同 、 M Uに よ る ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 酵 素 遺 伝 子 発 現 量 へ の 影 響 を 調 べ る た め の PCR産

物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ５ 】 実 施 例 2に お け る 、 O H K細 胞 の ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 活 性 へ の M Uの 影 響 を 調 べ る た め の

ヒ ア ル ロ ン 酸 ザ イ モ グ ラ フ ィ ー の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ６ 】 同 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 分 解 酵 素 の 同 定 の た め の HPLCの 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ７ 】 同 、 H Y AL1の mRN A発 現 へ の M Uの 影 響 を 調 べ る た め の PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気

泳 動 の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ８ 】 実 施 例 3に お け る 、 O H K細 胞 の ヒ ア ル ロ ン 酸 合 成 に 対 す る M Uの 影 響 を 調 べ る た め の

HPLCの 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ９ 】 同 、 O H K細 胞 の 培 地 に 分 泌 さ れ た ゼ ラ チ ン 分 解 活 性 へ の M Uの 影 響 を 調 べ る た め の
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ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 １ ０ 】 同 、 ゼ ラ チ ン 分 解 酵 素 の 同 定 の た め の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 １ １ 】 同 、 M MP-9の mRN A発 現 へ の M Uの 影 響 を 調 べ る た め の PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電

気 泳 動 の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 １ ２ 】 同 、 大 腸 が ん 細 胞 に お け る M MP-9活 性 と M Uの 影 響 を 調 べ る た め の ゼ ラ チ ン ザ イ

モ グ ラ フ ィ ー と ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 １ ３ 】 同 、 乳 が ん 細 胞 に お け る M MP-9活 性 と M Uの 影 響 を 調 べ る た め の ゼ ラ チ ン ザ イ モ

グ ラ フ ィ ー の 結 果 を 示 す 図 。

【 図 ２ 】 【 図 ６ 】

【 図 ８ 】
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【 図 １ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ７ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 配 列 表 】
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