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【総説】

病的組織の微小環境下における血管壁脆弱,性

FragilityofvascularwallinpathologicalmicroenⅥronment

金沢大学大学院医学系研究科

法・社会環境医学

（法医学）

塚正彦

２．動脈粥状硬化性病変脆弱化の機序と新規方法論の開発

筆者は大学院博士課程で，勝田省吾先生(現金沢医科大学教

授）の直接指導で大動脈粥状硬化進展に関わるプロテアーゼ活

性の研究を始め，岡田保典先生（現慶応大学教授）から生体内

において数々の亜要な現象に関わるmatrixmetalloproteinase

(以下ＭＭＰ)を解析する基礎的方法を学んだn．

ＭＭＰは生体内において中性域で活性を示すカルシウム依存

性プロテアーゼのジーンファミリーの一つである（表1)．ゼラ

チナーゼは表の上2段に示すように，ゼラチンを基質とするも

ののうち，一部ドメインの長さの違いから区別されたＭＭＰ２

(別名ゼラチナーゼA）とＭＭＰ-９（別名ゼラチナーゼB）よりな

る．MMP-2とMMP-9はゼラチナーゼを基質にするので，0.1％

ゼラチンを基質に用いたSDSザイモグラフイ-において分子量

72k，’９２kＤの位置でゼラチン分解活性を示す明るく抜けた（

１．はじめに

心血管系疾患の外科手術及び冠動脈インターペンションで

は，大血管及び中小の動静脈レベルが治療対象となる．その一

方で、薬物治療における標的を考える際，毛細血管レベルに至

る小さな径を有する血管をⅢ微視的観点から検討することが必

要となる．血管病変の自然経過による破綻と修復・再生機転，

ざらに一般的治療がもたらす治癒機転及び薬物療法の作用点

等，実際に微小環境で起こっている事象を微視的に観察・評価

して得られるものは決して少なくない．

今回，動脈粥状硬化性病変の研究で得られた血管壁組織脆弱

性の知見が，悪性腫瘍進展や動脈瘤発生機序の解析に有用であ

る点を強調し，さらにプロテアーゼ活性解析の方法が，病理診

断学的領域から心血管系疾患の治療戦略及び法医学実務に広く

応用可能である点を含めて論じる．
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ンドで検出可能である．さらに試料の分解がＭＭＰによる分解

である事の証明はEDTA(エチレンジアミン四酢酸)，セリンプ

ロテアーゼインヒビター及びアスバラギン酸プロテアーゼイン

ヒビターを用いる阻害実験とウェスタンプロットで確認した．

最初は大動脈と冠動脈を材料に，動脈硬化の初期病変とされ

るびまん性内膜肥厚と進行性病変である粥腫を対象とした．び

まん性内膜肥厚は中膜由来の血管平滑筋細胞とそれが産生する

細胞外マトリックスが主体であり，試料としてほぼ均一である

が，粥腫は脂質コアを中心とした立体的構造を有するため実体

顕微鏡下で試料を細切した上での検討を要した．新鮮組織材料

を立方体に細切した後RPMI中で組織培養し，培養上澗を生化

学的解析に用いた．隣接する組織と培養後の組織材料を用いて

ヘマトキシリン・エオジン染色による形態観察と免疫組織化学

的検討を行った．

実体顕微鏡下で区別された新鮮粥腫材料の堵養上構を用い

て，放射性同位元素で標識されたゼラチン，Ｉ型コラーゲンお

よびエラスチンを基質とする消化試験及び免疫組織化学的手法

で，部位によって異なる基質が各種プロテアーゼにより分解さ

れている様子が明らかにされた(図1)．

細胞外マトリックスの分解を調べる一方で，病変内のコラー

ゲン産生とのバランス面を考慮した．特に薬剤やサイトカイン

添加時の培養平滑筋細胞のコラーゲン産生実験から，冠動脈作

動薬の1種である抗lil小板薬trapidilがコラーゲンの型別産生比

率を変動させることがわかった．〃s”hybridizationの手法を

用い，プラーク表面部分の弾性線維を構成するエラスチンにも

注目した．その結果ＭＭＰ１２を含めたエラスチンを基質とする

ＭＭＰとその阻害物質のバランスの乱れが，エラスチン分解に

よる組織の弾性減少をもたらし，最終的に破綻を引き起こして

いることが示された2１．ＭＭＰは主に細胞外にlatentlOlFmとして

一旦細胞外に分泌された後，限定分解を受けactivelDIPmとして

プロテアーゼ活性を示す．従って，実際のＭＭＰＳの組織内活性

は，細胞外に分泌後の分布と阻害剤であるtissueinhibitorsof

metalloproteinases(以下TIMPs）とのバランスの乱れを以て評

価される．

組織学的に比較的均一な動脈硬化早期病変と，実体顕微鏡下

で5分割の切雛を必要とした進行性病変いわゆる粥腫材料の解

析後，病変内における１）細胞間のクロストーク，２）血流と血

管壁の相互作用，３)細胞外マトリックスと遊走細胞の相対的位

置関係を明らかにするために，新しい方法論が必要となった．

1994年Galisら鋤は，血管組織内のゼラチン分解活性を知る方法

として範s坤zymographyを用いたが，①ガラススライド上で

不安定であることや②放射性同位元素を用いるため簡便でな

い，さらに③上記1～3)の要求に充分応じていないとの理由で

普及には至らなかった．

我々は基質とＭＭＰ産生細胞の分布及び局所でのプロテアー

ゼ活性化機序を同時に把握するために，富士フィルム株式会社

と共同開発したポリエステルフイルムの支持体に7/2ｍの厚さの

ゼラチンを塗布して，その上に新鮮材料の凍結切片を乗せ37℃

でインキュベーションして基質分解の程度を測る一方，同一切

片上で免疫組織化学を行い，産生細胞と活性化に関与する細胞

を同定可能とした（liImj〃sit秘zymography：以下FIZ「プロテ

アーゼ活性の測定法」特願平11-174826;特許公開2001-197図

2)．組織に作用する試薬の薬理作用は組織培養液に濃度を変え

て添加することで評価可能であった．

ＦＩＺとヒト新鮮血管組織材料から得られた事実イーハ）を以

下にまとめる．

イ）動脈硬化初期病変の検討

びまん性内膜肥厚は新生児から10代にかけての血管径の成長

に必要なリモデリングにも関与しており，内腔の狭窄率は年齢

と正の相関を示すが，筆者らの消化試験とSDSゲルザイモグラ

フイーによる知見から，乾燥重量あたりのゼラチン分解活性及

び内膜組織の血管平滑筋細胞によるMMP-2産生は年齢と負の

相関を示しており，法医学領域で死者の年齢推定への応用の可

能性を示唆するものであった(論文準愉中)．

切離した内膜組織に対する薬理作用は培養平滑筋細胞に対す

る反応と類似しており，内膜肥厚から進行性病変への進展を防

ぐHMG-CoA還元酵素阻害剤を始めとするいくつかの薬剤をス

クリーニングすることができた(論文準備中)．

剖検から得られる血管組織の他に，冠動脈バイパス手術の材

料である伏在静脈と内胸動脈の検討で，組織のゼラチン分解活

性がバイパス部の開存率に影熱を及ぼすことが示唆された（論

文準備中)．

ロ）動脈硬化進行性病変の検討

冠動脈粥腫（プラーク）の破綻は，内因･性急死の重要な位置

を占める．急性冠動脈症候群の中で，特に血栓の関与が示唆さ

れる急性心筋梗塞症例について，MMP-9の活性化率の増大を

認めた５１．FIZで壁在血栓を付したプラークを検討した結果，凝

liL塊にみられる凝固線溶系の活性が血管壁の平滑筋細胞及びマ

クロフアージ由来のＭＭＰ-9活性化に影瀞を及ぼし，脆弱化に

関与する像が認められた(図3)．

Ｃ
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図1．プラーク内基質分解活性の分布

病理解剖で得た大動脈プラークを実体顕微鏡下で切り出し，
組織培養上構を消化試験で解析した結果を示す．ａの影部は

7.50±5.04Ｕ/mgweight以上の商ゼラチン分解活性域(ｐ〈
0.001)，同様にbの影部に高コラーゲン分解活性域及びCの影
部に高エラスチン分解活性域を示す．

（塚十全医学雑誌1996年より改変）



1２

ハ)動脈瘤材料の検討

大動脈瘤と冠動脈禰の検討から，外膜のMMP-9のlniい活性

化率を確認することができた．組織学的に血管外膜組織の毛細

血管において，瘤の内圧によるIm流うっ滞とⅢl栓形成が認めら

れた．脳動脈瘤におけるFIZ所見より，外膜に局在する商いゼ

ラチン分解活性がみられた．

以上の項目に共通して，同じゼラチンを基厩とするＭＭＰの

'二１１でもMMPL2は生理的な組織リモデリングに|則わり，ＭＭＰ－９

は病的状態において活性が商まる傾向にあった．

、ニロBi増

３．細胞接着因子，糖鎖及び線溶系因子が修飾する腫鰯及び

血管組織の動態

血管壁の内皮細胞，１，球系では血小板やマクロファージも

ＭＭＰＳを産生する．ヒト乳蛎細胞MDAMB435のようにIliii甥細

胞の一部も，産生することが知られている．ＭＭＰに|則する論

文数は年々増加し，多岐にわたる分野で細胞生物学的な修飾に

関わっている旨の論文を日にする機会が増えた．RolliらＩｊ１は，

細胞の遊走実験を用いてＭＭＰ９が細胞接着因子αvβ３インテグ

リンを活性化することによって細胞外マトリックスのビトロネ

|X'３，１m栓を付す動脈壁のFIZ所見

下方の動脈壁と右上の壁在血栓において，ボンソ－３Ｒによ
る染色後，ゼラチン分解活性を示す|ﾘ]るく抜けた部位がみら

れる．ＩＩＬ栓と内膜表面の境界部分に，線溶系尤進に基づくゼ

ラチナーゼの満満性領域が認められる（Bar＝150/1ｍ)．
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図2．FIZと組織材料解析の流れ

総タンパク量を標準化した組織培養上清を試料とし，総タンパク量を標準化した組織培養上清を試料とし，0.1%gelatinを基質としたSDSgelzymogmphyと抑制試験(EDTA，セリンブロテ
アーゼインヒビターあるいはアスパラギン酸プロテアーゼインヒビター）を用いてMMPL2およびＭＭＰ９の分泌および活性化の程度を

評価する．またFIZを用いて基質分解が高い部分を組織学的に同定し，ＭＭＰによる分解活性冗進に寄与する分子極や担当細胞には免

疫染色を加える．たとえば，右下のようにIGSS(immunogoId-silverstain)法で黒く染色することで平滑筋アクチン抗原陽性細胞を，
同様に可視化された高蛋白分解活性領域と共に，同一切片上で示すことができる．

(Zuka，ＣＲＣｐ雁ss側より改変）
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クチンとフイブロネクチンに足場を形成して濃１Ｍすることを示

した．

雛者らは血行性転移にみられる血管組織脆弱性に，凝血形成

が関与していることを証lﾘ]するため，血小板機能発現に必須の

糖鎖GPIbaのノックアウトマウスを用いてメラノーマポ'111泡の転

移実験を行った．その結采，移植した腫瘍細胞の新生IIL管数と

原発巣の成長度，及び'111i転移の数と大きさが有意に減少した．

特に肺転移の頻度は1/15に減少しており，Ⅲl小板機能jlHIiliなｌＩｉｉ

傷血栓形成が血行性11喧移に重要な要因となっていることがわか

った？】・

原発巣及び転移巣において腫瘍の圧排による１ｍ沈うつ瀧，血

液凝固線溶系の冗進が認められた．ＭＭＰ９を活性化すること

で動脈硬化プラーク破裂の原因となる壁在血栓１１１来の線溶系因

子pIasminの役割が，悪性腫瘍の脈管侵襲及び転移部位におけ

る、管外進展でＷ現できた。

暗赤色流､I性IⅢ液がどのような機序でもたらされるのかは，

未だ'一分な'1M由が説明されていない．ⅢL小板を含めた細胞成

分と111笹壁細胞成分とのクロストークの理解に我々の方法が

有用であると思われる．

最後に，ＭＭＰＳに着眼した1ｍ管壁脆鯛性の研究では，今後

微小環境でみられる血栓が重要な鍵となることが予想される．
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薙EquaIcontribution

４．サイトカインによる腫瘍進展に必要な組織リモデリング

及び血行性転移に関わる血管壁の脆弱性

上記脈管侵襲の他，腫瘍の悪性形質で重要な項1=1のひとつと

して，腫瘍により誘導され個々の腫瘍細胞に介在する'１１１質の量

を挙げることができる．腫瘍塊の辺縁に誘導された結果，介在

する間質細胞の澱が豊徹で，腫暢部分と正常部分の境界が不明

瞭な場合，組織学的に没iM性が強いという判断が下される．腫

傷に介在する間質の量と臓傷の組織型に影響を与える腫甥、管

の脆弱性を検討するために，プライオトロフイン瀧生性乳癌の

モデルマウスを作製した．プライオトロフインは136アミノ酸

からなり。ミドカインと共にヘパリン結合性成長因子に属する

サイトカインである．〃"遺伝子はプロトオンコジーンで，ヒ

ト乳癌の8096近くの症例で蛋白が確認されている，また，プラ

イオトロフィンは腫傷細胞の他，損傷を受けた皮jiWの線維芽細

胞に発現し，皮閥の'11放創において血管新生を誘導する事実が

ある剛．

このような背景の下，恕性度の高い腫瘍の発生及び進展にプ

ライオトロフインが与える影響を，マウス乳腺腫甥ウイルス

(ＭMTV)プロモーターで標的されたPv"を有する巡伝子改変マ

ウスを用いて解析した．プライオトロフィンを産生及び分泌す

る癌細胞が，微小環境の下，細胞外マトリックスの産生と分解

を制御しながらスキラス形式で浸潤し，同時に血符径の大きい

Iji癌｣､管が間質に観察された鋤．壁厚の薄く大きな径を有する

脆弱な新生血管を伴う例では，腫瘍のMMP-9のii5発現とllii転

移を認めた.病変や損傷を原因とした血管の修復・iIi生機転が，

腫瘍による血管誘導や病的血管新生に至る経路の一部を共有し

ていると考えられた．

５．今後の課題とまとめ

治療戦略の面から：

少なくともプロテアーゼ活性を軸に血管壁の脆DM性を検討し

た場合，ＭＭＰ阻害剤の医療への応用は，組織のIIP化に必要な

血管組織リモデリングを考慮の上で，予薬の経路及びメリット

とデメリットのバランスを慎重に判断きれなくてはならない．

法医実務への応用の面から：

動脈瘤の自然経過を経た破綻，死亡例は法医学領域に独特

なものである．また，急死蛎例におけるうっIliLで観察される


