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肺痛にお ける膜型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ

( M
r

rl M M P) の 発現と ゼ ラテナ
ー ゼ A ( M M P -2)

活性化に際 して の意義

金沢大学医学部医学科外科学第
一

講座 (主任 : 渡辺洋字教授)

徳 楽 . 正 人

痛の 浸潤
,
転移 の 過程で 細胞外 マ トリ ッ ク ス , 特 に基底膜 の 骨格をなす Ⅳ型 コ ラ

ー

ゲ ン の 分解が 必須であ る . Ⅳ型 コ ラ

ー ゲ ン 分解能を有す る活性型ゼ ラ テナ
ー

ゼ A は さま ざまな悪性腫瘍 で の 発現が認 め ら れ て い る .
ゼ ラナ ナ

ー ゼ A の
一

括性化 に つ

い て は 不明な 点も多 か っ た が ,
そ の 活性化国子 と し て 膜型 マ ト

1
) ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア

ー ゼ ( m e m b r a n e ty p e m a t ri x

m et al l o p r o tei n a s e , M T
･M M P) が 初め て 同定 さ れ た . 本研 究で は 58 例の 原発性肺癌症例を対象と して M T J M M P の 発現 と そ の 生

体内 にお けるゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A 活性 化因子 と して の 可能性を検討 し た.
ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で M

′

トM M P m R N A の 痛組織

にお け る過剰発現 が認 め ら れ ,
そ の 正常肺組織 に対す る比 (t u m o r ti s s u e/ n o rm al l u n g ti s s u e , T / N ) は 腺病3 .1 9 ± 1 .6 2 (2 9 例) ,

扁平上 皮痛3 .0 9 ±1 .4 4 (2 4 例) , 大細胞癌4 .4 0 ± 0 .4 7 (3 例) , 小細胞癌3 .6 3 土 2 .1 1 (2 例) で あ っ た . M T J M M P に対す る 免疫組織

染色で は 主と し て癌細胞が染色され,
一

部 の 問質線維芽細胞 や 血 管内皮細胞も染色 さ れ た . ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ A m R N A の 発現 に

つ い て は痛組織 と 正 常肺組織 に差異を認め なか っ た が ,
ゼ ラ チ ン ザ イモ グラ フ イ ー

で は活性型 ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ A の 発現は 痛組織

に お い て有意 に高値であ っ た . ま た
,
ゼ ラ ナ ナ

ー ゼ A 活性化率 は 1) ン パ 節転移陽性例 で有意 に高値で あり M
′

r M M P m R N A の

発現 と よ く相関 した . 以上 の 結 果か ら ,
M T M M P は生体内 にお い ても潜在型ゼ ラ テ ナ

ー

ゼ A の 活性化因子と し て機能 して お

り
,
複雑 多岐な癌 の 浸潤, 転移の

一

局面で 中心的役割を果た して い る こ と が 示唆 され た .

E e y w o r d s m e m b r a n e
-

t y P e m at rix m et all o p r o t ein a s e ( M T しM M P) , g el ati n a s e A , C a n C e r m e t a St a Si s ,

1 u n g c a n c e r

癌 細胞 の 転移成立 に は多く の 複雑な ス テ ッ プ が 必要 であ る

が , なか でも癌細胞を取りか こ み , そ の 浸潤過程 にお い て物理

的障壁 とな っ て い る細胞外 マ トリ ッ ク ス (e x t r a c ell ul a r m a tri x ,

E C M ) の 破壊が 不可欠 である. 特 に , その仙
一

形態で ある 基底膜

は Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン を骨格構造 と し, ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネク ナ

ン
,
ヘ パ ラ ン硫酸 ,

プ ロ テ オ グ リ カ ン な どか ら構成 さ れ る 生 体

内の 強固な障壁 であり, 癌細胞が 浸潤, 転移す る た め に は こ れ

らの 構 成成分を分解す る必要 がある
1)2)

.
これ ら の 分解酵素と し

て マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ ( m a trix m e tall o p r o t ei n a s e ,

M M P) が , その 発現と 転移能 との 相関性か ら 注目 さ れ , 特 に Ⅳ

型 コ ラ ー

ゲ ン を分解す る Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 重要視 さ れ て き

た
3)4)

.

Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に はゼ ラチ ナ
ー ゼ A (7 2 k D a - Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ

ー ゼ/ M M P - 2) と ゼ ラ テ ナ
ー ゼ B (9 2 k D a - Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ

p

ゼ

/ M M P - 9) が あり, い ず れ も高転移性癌細胞 に お ける 高発現 が

報告 され てき た
5)6)

. しか し
,
こ れ ら の M M P は

, 酵素活性 を持

た な い 潜在型酵素 として分泌さ れ る た め ,
こ の 過剰発現 をも っ

て 直ち に癌紺胞 の 転移能を論 じ る こ と は で きない . 癌細胞が 周

囲の E C M を破壊 し浸潤す る た め に は こ れ ら の 潜 在型 M M P s を

活性化する必要があ る
7) 8)

. 事実 , 活性 型ゼ ラ ナ ナ
ー

ゼ ー A は痛

特異的 にみ られ る こ と が 知 られ 転移能 と の 相関が示唆 され て い

る
9) 川)

滞在 型ゼ ラ ナ ナ
ー

ゼ A は 他 の 潜在型 M M P s と は 異 なり プ ラ

ス ミ ン
,
トリ プ シ ン な ど の セ リ ン プ ロ テ ア

ー ゼ に は活性化さ れ

ず
11)1 2)

癌細胞表面 で の 特異な活性化機構 が想定 さ れ て き た
川 ‖;)

膜 型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー

ゼ ( m e m b r a n e - ty p e M M P ,

M
r

r l M M P) は 細月包膜質通 ド メ イ ン を持ち, ゼ ラ テ ナ
ー ゼ A を特

異的に活性化す る M M P と し て , S a t o ら
17)

, T ak i n o ら
1R)
に よ り

同定 さ れ た .

本研 究で は 原発性肺癌切除材料を用 い て M
′

トM M P の 発現と

潜在型 ゼ ラ ナ ナ
ー ゼ A 活性 化 と の 相関を検討 し , 生 体I勺 に お

い て M T - M M P が 潜 在型 ゼ ラナ ナ ー ゼ A の 活性化因子で あF) ,

癌 の 浸 潤
,
転移 に重要な役割を果た して い る こ と を立証す る こ

と を試 み た .
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肺癌 にお け る M l㌧M M P の 発現 に関す る研究

対象お よび 方法

1 . 臨床 材料

199 3 年7 月か ら199 4 年3 月ま で に 金沢大学医学部第
一

外 科で

切除さ れ た 原発性肺病症例か ら58 例 の 新 鮮腫瘍組織 と , 対 照

と し て 同
一 症例 の 正 常肺組織を得 た . 年齢 は 40 ～ 7 9 才 (平均

65 .2 才) , 性 別は 男性40 例 , 女性18 例で あ っ た . 病理組織型分

類で は ,
腺病29 例 , 扁平上 皮癌24 例 ,

大和胞痛 3 例, 小細 胞

癌2 例 で あ っ た . 組織分類 は 日本肺癌学会取扱 い 規約
1～1)

に した

が っ た .

汀 .
ゼ ラ チ ン ザ イモ グラ フ イ ー

ゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ イ
ー

は 酵素活性をポ リ ア クリ ル ア ミ ド

ゲル 電 気泳動後の ゲ ル 中で の ゼ ラ チ ン 分解能 に よ り検出す る方

法であり , ゼ ラ ナ ナ
ー ゼ A お よ び ゼ ラテ ナ

ー

ゼ B の 検出 に優れ

てい る . 本実験 で は H e n s s e n ら
2(り
の 方法 に準 じて 行 っ た . す な

わち
,
切 除組織を1 m g あ たり10 /L l の 試料溶解液 [10 m M T ri s

-

H C l
, p H 6 .8 , 2 0 % グ

1) セ ロ
ー

ル
,
2 % S D S

,
0 ･1 % ブ ロ モ フ ェ ノ

ー

ル ブ ル
ー ] で 均 質化 し3 7 ℃ で 20 分 間 静置 し た . 次 に 室温 で

400 0 回転/ 分( 叩 m) , 5 分 間遠心分離 し試料 を得 た .

試料10 ul を0 .1 % ゼ ラ チ ンを 含む10% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル

でS D S - P A G E を 行 っ た . 泳動 終了後
,
ゲ ル を2 .5 % トラ イ ト ン ーⅩ

1 00 に て3 0 分 間室温 で 2 回洗浄 し , 反応 液 [50 m M T ri s - H C l ,

p H 7 . 6 , 1 5 0 m M N a C l , 1 0 m M C a C
1 2 , 0 .0 2 % ア ジ化 ナ ト リ ウ ム

( N a N :～)] に て 37 ℃ ,
2 4 時 間反応 させ た . 反応後, ゲ ル を染色

液 [3 0 % エ タ ノ
ー ル

,
1 0 % 附 乳 0 .3 % コ

ー

マ ス ブ リ リ ア ン ト ブ

ル ー

G -2 5 0 (S i g m a C h e m i c al , S t . L o u i s , U S A )] に て室温で 2 時

間染色 し, 3 0 % エ タ ノ
ー ル

,
1 0 % 酢酸 に て 脱色 して ゼ ラチ ン 分

解能を観察 し た .

潜 在 型 お よ び 活性型 ゼ ラ ナ ナ
ー

ゼ A は そ れ ぞ れ 6 6k D a
,

6 2k D a の バ ン ドと して現 れ た . 各 バ ン ドよ りゼ ラチ ン 分解活性

をデ ン シ ト メ ー

タ
ー

にて 測定 し
,
全ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A に対す る活

性型ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ A の 比 (62 k D a / 6 2 k D a + 6 6 k D a) を ゼ ラ ナ ナ

ー

ゼ A 活性 化牢 と して算出 した .

】1【. R N A の抽 出 と ノ ー ザ ン ブロ ッ テ ィ ン ク法

1 . R N A の 抽出

新鮮組織1 g あた り10 m l の D 液 (4 M グア ニ ジ ン チ オ シア ネ
ー

ト
,
2 5 m M ク エ ン 醸ナ トリ ウ ム , 0 .1 M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー ル
,

0 .5 % N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ン恨 ナ トリ ウ ム) を加 えて 卜分 に均

質化 し た .
こ の 材 料 に , 1/ 1 0 容 量の 2 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム ,

p H 4 .0 , 1 容 量の 水飽和 フ ェ ノ
ー ル

,
1 / 5 容 量の ク ロ ロ ホ ル ム ー

イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル 4 9 :1 混合液を順次加え, 添加 ごと に混

和 した . 1 5 分水冷 した 後, フ ェ ノ
ー ル 摘出を行い 水層 (上 層)

に等量 の イ ソ プ ロ パ ノ
ー ルを加 え

,
よく 混和 して一2 0 ℃1 時 間放

置 し た . 4 ℃
,
1 0

,
0 0 0 r p m , 2 0 分 速心 し て 上溝を捨 て た 後,

R N A の 沈澱 を0 .5 m l の D 液 で十分溶解 して 等量 の イ ソ プ ロ パ ノ

ー ル を加 えて 前述 の よ う にR N A を沈澱 さ せ た . R N A の 沈澱 を

ジ エ チ ル ピ ロ カ ル ポネ ー

ト (di e th yl p y r o c a rb o n a te , D E P C ) 処

理蒸留水 にて 溶解 し
,
フ ェ ノ ー ル 抽 出, エ タ ノ

ー ル 沈澱を行 っ

た . R N A の 沈澱を D E P C 処理蒸留水で溶解 し, 分光 光度計 (モ

デ ル W 1 6 0
,
島津 , 京都) を用 い ,

2 6 0 n m の O D を測定 し
,
1

0 D を40 FL g/ m l と して 全R N A 濃度 を測定 し た･

2 . ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法

→

検体 に つ き10 / ノ g の 全 R N A を用 い ,
こ れ を50 % ホ ル ム ア

ミ ド(ナ カ ライ テ ス ク , 京都) , 1 7 .5 % の ホ ル マ リ ン を含む2% 3 -

3 2 1

N - モ ル ホリ ノ ー プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸 ( m o r p h o li n o - P r O p a n e S u lf o n i c

a ci d , M O P S) , p H 7 .0 に溶解 し , 6 5 ℃で 15 分間反応 させ た 後,

1 .0 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル にて 2% M O P S 中で 電気泳動を行 っ た . 泳動

終 f 彼 の ゲ ル を ハ イ ポ ン ド N メ ン ブ ラ ン (A m e r s h a m ,

B u c k in gh a m s hi r e , U K) に転写 した . 転写後の メ ン ブ ラ ン を U V

ス ト ラ タ
ー

リ ン カ
ー

1 8 0 0 ( フ ナ コ シ , 東京) を 用 い て 波長

2 54 n 皿 の 紫外線120 0 マ イ ク ロ ジ ュ
ー ル を照射 し, R N A を メ ン

ブ ラ ン に固定 し た .

3 . プロ
ー ブ の 作成

本実験 で使用 し た ブ ロ ー

フ
ナ

用 D N A を含 むプ ラ ス ミ ド, ゼ ラ

テ ナ ー ゼ A
,
M

'

トM M P
,
A c ti n 遺伝子 は全て 金沢大学が ん研究所

ウイ ル ス 部楠木元治教授か ら分与され た .

ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ A 遺伝子 は制限酵素 且ねM (制 限酵素はすべ て

宝酒造
,
京都 を使用 した) , β肋朋 HI で 切り 出さ れる1 .5 キ ロ 塩基

対 仇il o b a s e p ai r s , k b p) の c D N A , M
′

r M M P 遺伝子は E c o Rl で

切 り 出さ れ る 3 .4 k b p の c D N A , A c ti n 遺伝子 はI5 t l で 切り出 さ

れ る1 .2 k b p の c D N A で ある .

こ れ ら の D N A を それぞ れ25 n g ず つ マ ル チ プ ライ ム
･ ラ べ l)

ン グ ■ キ ッ ト ( A m e r s h a m , 東 京) に て [ α - 3 2 P] d C T P

( Am e r s h a m ) を用い て標 識 し, 2 .0 - 5 .O c p m / u g の 比活性を持 つ

プ ロ
ー

ブ を得 た .

4 .
ハ イ プ リ ダイゼ

ー

シ ョ ン

紫外線固定彼の メ ン ブ ラ ン を 50 % ホ ル ム ア ミ ド , 4 低濃度

S S C
,
5 倍過度 デ ン ハ ル ト液 (0 .2 % ポ リ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ド ン

,

0 .2 % 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン , 0 .2 % フ ィ コ
ー

ル) , 0 .1 % S D S , 2 0

u g/ m l 変性 サ ケ 精子 D N A ( ベ
ー リ ン ガ

ー
･ マ ン ハ イ ム 山之内,

束京) か ら な る プ レ ハ イ プり ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 液 10 m l と42 ℃ で

6 時間反 応 させ た . 反応後こ の 液を捨 て, プ レ ハ イ プリ ダイ ゼ

ー シ ョ ン 液 1 m l に標識 し た プ ロ
ー

ブ を加え
,
メ ン プ ラ ン と4 2

℃ で1 6 時 間反応 させ た . 反 応終丁後
!
メ ン プ ラ ン を2 倍 濃度

SS C - 0 .1 % S D S に て 室温で 洗浄 し
,
0 .2 倍濃度S S C -0 . 1 % S D S にて

55 ℃ で 3 0 分間の 洗浄 を2 恒1 行 い
,
1 2 時 間の オ ー トラ ジ オ グ ラ

フ イ
ー を実施 し た . 得ら れ た バ ン ドの 単位面積あた り の 放射活

性を バ イ オ イ メ p ジア ナ ラ イザ
ー (B i oi m a g e a n al y z e r B A S l O O O ,

富 1∴ 束1註) を用い て 測定し た .

1V . 免疫組織染色法

1
. 材料

本粟験 に川 い た5 8 例の 申か ら10 例 の パ ラ フ ィ ン 包埋 ブ ロ ッ

ク を選択 し免疫染色 を
′

実施 し た . †
ノ凋ミは陳痛4 例, 扁

､

トト皮痢

4 例, 人細川包痛1 例, 小細胞癌1 例で あ る . 各ブ ロ ッ ク を3
′
′ = 11

の 厚 さ に滞切 し, 0 .0 2 % ポ リ 心 リ ジ ン で ス ラ イ ド に付着さ せ パ

ラ フ ィ ン 切 片を 作成し た.

2 . 免疫組織染色

パ ラ フ ィ ン 切 什を ヒ ス トク リ ア ･ エ タ ノ ー ル 系列 で脱 パ ラ フ

ィ ン し
,
0 .3
(
‰過酸化水素水 で内陸=生ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ の ブ ロ

ッ ク を 室 温 で 3 0 分 行 い , 次 に ,
0 . 1 5 M リ ン 酸 緩衝 液

(p h o s p h at e - b u 鮎 r e d s al i n e , P B S ) b H 7 .2)
- 3 % ウ マ 血 清ア ル ブ ミ

ン ( b r s e s e ru m alb u m i n , H S A ) で非特異的反応の ブ ロ ッ クを室

温で 15 分行 っ た . 1 次 抗体と して 抗 M T - M M P 抗体 (1 1 3 - 5 B 7 ,

富士 薬品工 業, 高 岡) 4 FL g/ m l を含むP B S
-0 ･1 % H S A と4 ℃ で16

時間反応 させ た .
ビ オチ ン 標識 ウマ 抗 マ ウス Ig G 抗体 Ⅳe c t o r ,

Gl o s tr u p , U S A) と室温で 30 分反応 させ ,
ス ト レプトア ピ ジ ン ー

ビ オテ ン ー ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 複合体 (D A K O , G l o st ru p , D e n m a 珪)

と さら に30 分反応させ た. 最後に ジ ア ミ ノベ ン チ ジ ン ( 3 ,3
'

t
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G e l ati n a s e A

1 2 3 4 5 6 7

M T 棚 M P m R N Å(T 刑) 3 .2 ¢.1 5 .0 5 .き ¢.3 3 .3 2 .7 4 .3

A

7
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5

4

3

2

1

0

A d e n o S C C L a r g e S m a H

2 9 c a s e s 2 4 c a s e s 3 c a s e s 2 c a $ 8 S

B

Fi g .1 . M T
- M M P m R N A e x p r e s si o n i n h u m a n l u n g

C ar Ci n o m a s . (却 R N A w a s e x tr a c t e d f r o m s u r gi c al 1 y r e s e ct e d

S p e Ci m e n s a n d n o Il h e rn b l o tti n g w a s c a r ri e d o u t . F ilt e r s w e r e

p r ob e d w ith
32

p -l ab el e d c D N A fr a g m e n t o f M T
IM M P g e n e a n d

th e s a m e Ⅲte r s w e r e s u c c e s si v eけ r e p r ob e d w ith g el a ti n a s e A

an d a cti n g e n e p r o b e s af te r w a sh i n g th e p r e vi o u sly h yb rid i z e d

p r ob e s . M o l e c u l a r si z e s o f 血 e tr an S C ri pt s w e r e 4 .5 k b f o r M T
I

M M P
,
3 .1 k b 払 r g el ati n a s e A a n d 2 .O k b f o r a cti n . T

,
N
,
L m

a n d L n a r e th e ti s s u e s a m pl e s 血
･

O m tu m O r , n O r m al a n d l y m ph

n o d e w i th o r w it h o u t m e t a s t a si s
,
r e S p e C ti v e l y . T h e

r a di o a c ti v iti e s o f e a c h b a n d w e r e c o u n t e d b y a B i oi m a g e

a n al y z e r a n d th e r ati o of t h e v al u e s b et w e e n th e t u m o r a n d

C O r r e S P O n di n g n o rm al ti s s u e Cr/ N ) i s i n di c at e d a t th e b o tt o m

Of th e 負g u r e . ( B) T / N r a ti o s fo r a d e n o c ar Ci n o m a s , S q u am O u S

C e ll c a r ci n o m a s
,
1 a r g e c ell c a r ci n o m a s a n d s m all c ell

C ar Ci n o m a s w e r e c o m p a r e d a n d th e 豆 V al u e f o r e a c h ty p e of

C a r Ci n o m a i s i n di c a t e d . A d e n o
,
a d e n o c a r ci n o m a s; S C C ,

S q u a m O u S C ell c ar Ci n o m a s; L a r g e , 1 a rg e c ell c a r ci n o m a s; S m al 1 ,

S m all c ell c ar Ci n o m a s

d i a m i n o b e n zi di n e t e t r a h y d r o c h l o rid e , D A B ) (S i g m a) 反応液

(5 0 m M T ri s - H C l , p H 7 .6
,
0 ,0 0 6 % H 2 0 2 , 0 .0 3 % D A B ) で 発色 させ

,

へ マ ト キ シ リ ン で 核染色 し鏡検 し た . ま た
, 陰性 対照 と して

500 倍 に 希釈 し た 正 常 マ ウ スI g G を1 次抗体 の か わ り に使用 し
,

同様 の 方法で 反応 を行 っ た .

Ⅴ . 統計処理 法

得 ら れ た値 は す べ て平均値 士 標準偏差で表 し た. 平均値 の 有

意差検定 に は W el c h の t 検 定 を用い , 危険率5 % 未満 b < 0 .0 5)

を有意差あり と判定 し た. ま た 2 つ の 変 数間の 相関 に つ い て は

P e a r s o n の 相関係数で表 し, 危険率5 % 未満 (p < 0 .0 5) を有意

差あり と判定 した .

成 績

I . 月市癌組織 に お け る M T - M M P の 発現

1 .
ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法

肺癌組織 にお ける M
′

トM M P m R N A の 発現を ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ

テ ィ ン グ法 に て 検討 した .
M

′

トM M P m R N A の 発現 は 4 .5 k b p の

バ ン ドと して 検出さ れ
,
肺 癌組織お よ び正

′

許肺組織 とも に認め

られ た (図1 A ) . ま た , ほ と ん どす べ て の 症例 で , 正常肺組織

に比 べ て 肺癌組織 で の 過剰発現が確認 さ れ た .

一

方 , ゼ ラ テ ナ

ー

ゼ A m R N A の 発 現 は3 .1 k b p の
バ ン ドと し て 検出 さ れ た が,

肺癌組織と 正 常肺組織 の あい だ に発現量 の 差異は認めなか っ た

B

Fi g .2 . I m m u n ol o c al i z ati o n o f M T ･M M P ･ S e c ti o n s o f a r e s e ct e d

l u n g a d e n o c a r ci n o m a w e r e p r e p a r e d w i th an ti
- M T M M P (朗

a n d w i th p r e
-i m m u n e s e r u m (B) . M T - M M P w a s m ai nl y

l o c ali z e d i n an d o n c ar Ci n o m a c ell s .
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T7 N r a 血 2 ･ 1 2 ･7 ふ7 2 . 4 4 . ` ユ. 4 1 ,̀ l .7

Fi g .3 . G el ati n z y m o g r a p h y of l u n g c a r ci n o m a s a m pl e s ･ Ti s s u e

l y s a t e s w e r e p r e p a r e d f r o m th e s a m e s a m pl e s a s th o s e

a n al y z e d i n Fi g .1 a n d g el a ti n z y m o g r a p h y w a s c a r ri e d o u t ･ P r o
-

g el a ti n a s e A (6 6 k D a) a n d th e a c ti v a t e d f o r m (6 2 k D a) a r e

i n d i c at e d b y a r r o w s . G el s w e r e tr a c e d b y a d e n sit o m et e r a n d

th e r el a ti v e r a ti o of th e b a n d s (6 2 k D a/ 6 2 k D a + 6 6 k D a) w a s

c al c u l at e d a n d i s gi v e n a s a n a c ti v a ti o n r ati o (%) . T h e T / N r a ti o

i s al s o s h o w n a t th e b o tt o m o f th e 羞g u r e .
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(図1 A ) .

2 . M T ｣ M M P m R N A の 発現と 肺癌組織型

ノ ー

ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法で検出され た4 .51(b p の バ ン ドの 単

位面積あ た り の 放射活性を バ イ オ イ メ
ー

ジ ア ナ ラ イ ザ
ー

B A S l O O O に て 計 測 し , 正 常肺組織 に対す る肺癌組織 の 値

(tu m o r d s s u e / n o r m al l u n g ti s s u e , T / N) を算出 した. 各組織型

別 の T / N 値は 腺痛3 .1 9 ±1 .6 2
, 扁平上 皮痛 3 .0 9 ± 1 .4 4 , 大細

胞痛 4 .4 0 士 0 .4 7
,
小細胞癌3 .6 3 ± 2 .1 1 で あり

,
全58 例 で は

3 .2 3 ± 1 .5 2 で あ っ た (図1 B ) . 各群間 に有意差 は なく肺癌組織

に お ける M T - M M P m R N A の 過剰党規 は肺癌の 組織型 との 間に

は差 が な い と考え られ た .

3 . 免疫組織染色法に よ る M T ㌧M M P の 局在

10 症例 に 免疫組織染色を実施 し た. 抗 M T M M P 抗体 (1 1 3 -

5 B 7) に より主 と し て癌細胞が染色 さ れ たが ,

一

部の 痛 問質線維

芽細胞 や 血 管内皮細胞も染色 さ れ た ( 図2 A , B ) . 実 施 した 10

症例 の 癌細胞 は全て M T JM M P に対 する 免疫染色が陽性であ っ

た .
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F ig .4 . A cti v a ti o n r a ti o of g el ati n a s e A i n l u n g c ar Ci n o m a s . ㈱ T h e a cti v ati o n r a ti o of g el ati n a s e A i n n o m al an d tu m o r s a m pl e s w a s pl o tte d

s e p ar a t el y an d th e 衰 V al u e w a s c al c ul a t e d . 1 もe v al u e w a s i n d i c a t e d b y 衰
±S D ;

★

, P < 0 ･0 1 ･ (B ) T / N r ati 0 0 f t u m o r s w i th b
十

) o r wi th o u t ( n )

1 y m p h n o d e m et a st a si s w a s c al c ul a te d an d pl ott e d ･ ¶ 1 e V al u e w a s i n di c a te d b y
文士S D ;

★ ★
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O r
,
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Fi g .5 .
r

n l e a Cti v a ti o n r ati 0 0 f g el ati n a s e A c o r r el a t e s w ith th e

m R N A l e v el s o f M T - M M P i n ti s s u e . T h e T / N r a ti o o f

g el a ti n a s e A a c ti v a ti o n (Fig .3) w a s pl o tt e d a g ai n s t th e T / N

r ati o of th e M T - M M P m R N A l e v el s (F i g .1 A) . C o r r el ati o n

C O e伍 ci e n t
,
r
･

= 0 .7 5 0; P < 0 .0 0 0 1 .

Ⅰ . 肺癌組織に お け る活性型 ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A の 発現

1 . ゼ ラチ ン ザイ モ グ ラ フ イ ー

滞 在型ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A は 66 k D a
, 活性 型 ゼ ラ ナ ナ

ー

ゼ A は

62 k D a の 明瞭な バ ン ドと して 認め ら れ た . 6 2 k D a の バ ン ドは正

常肺組織 にも わず か に現れ たが 常 に肺癌組織 にお い て よ り明瞭

であ っ た ( 図3) .

2 .
ゼ ラテ ナ

ー ゼ A 活性化率

58 症例 の ゼ ラ テ ナ ー ゼ A 活性化率 は肺癌組織 で 54 .1 ± 9 .4 %
,

正 常肺組織 で 32 .9 士 1 1 .4 % で あり有意 に肺癌組織で高率であ っ

た (図4 A ) .

3 . 活性型 ゼ ラ テ ナ ー ゼ A の 発現と リ ン パ 節転移

対象と し た58 症例 の うち20 症例 で 病理 学的に リ ン パ 節転移

が陽性で あ っ た .
ゼ ラ テ ナ

ー ゼ A 活性化率の 比 汀/ N) (図3) は ,

リ ン パ 節転移陽性20 症例 で2 .5 0 ± 0 .8 8
,
リ ン パ 節 転移陰性28

症例 で1 .5 7 士 0 .5 5 で あり, リ ン パ 節 転移陽性例 で有意 に高値 で

あ っ た (図4 B ) .

Ⅱ . M T - M M P m R N A の発現 と ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A 活性化

M T I M M P m R N A の 発現 と ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ A 活性化 の 相関 に つ

い て P e a r s o n の 相 関 係数を用 い て 判定 した . す な わ ち M T -

M M P m R N A 放射活性 とゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A 活性 化率の 2 変数 に 対

し
,
そ れぞ れ の T / N を プ ロ ッ ト し た . 図5 に 示す よ う に M T -

M M P m R N A の 発現 と ゼ ラチ ナ ー ゼ A 活性 化率 は よ く相関 し

た .
こ の こと か ら肺癌組織内で M T - M M P が ゼ ラ チ ナ

ー ゼ A の

活性化因子 と して機能 して い る こ と が 示唆さ れ た .

考 察

基底膜 は癌細胞 の浸潤
,
転 移に対 し最大の物理的障害となっ

て い る . そ の 主成分 である Ⅳ 型 コ ラ ー

ゲ ン を基質とする Ⅳ 型コ

ラ ゲ ナ
ー

ゼ (ゼ ラ テ ナ ー ゼ A
,
B) は ! 癌細 胞の 浸潤, 転移 にも っ

と も 関係の 深い 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素 と考え られ て い

る
l)2)

. なか で もゼ ラ チ ナ ー

ゼ A の 高発現 は乳癌 , 大腸癌 , 胃痛

な ど多くの 悪性腫瘍で指摘 されてき た
21 ト25)

. しか し
,
ゼ ラ テ ナ

ー

ゼ A の 発現 は癌細胞自体 よりもそ の 近傍 の 問質線維芽細胞に

局在 して お り
糾 )2 句

,
ゼ ラチ ナ

ー

ゼ A が どの よ う に して 痛の 浸潤,

転移 に 関与 して い る の か 不明な点も多か っ た
2 7)2 8 )

.

一 方
, 酵素

活性 を有す る活性型ゼ ラテ ナ ー ゼ A の 発現 は乳癌 お よ び 肺癌に

お い て そ の 浸潤
,
転移 能と 相関す ると 報告 さ れ て い る

机2机

. M lこ

M M P は 遺伝子導入 され た 細胞表面 で潜在型 ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A を

活性化す る事実 か ら潜在型 ゼ ラ テ ナ ー ゼ A の 組織内で の 晒性化

因子 と考え られ て い る
17) 彿

本実験 で 58 例 の 原発性肺癌症例 にお ける M T ･ M M P m R N A の

発現 は, 肺癌組織 に お い て そ の 組織型に は よ らず正 常肺組織よ

り有意 に高値 であ っ た . ま た
,
免疫 組織染色法 に よ る検討で は

M
′

トM M P の 局在 は 主 と し て癌細胞 であり ,

一

部 に 問質線維芽

細胞や 血 管内皮細胞 にも み ら れ た . T a ki n o ら
1 椚
が ヒ ト組織 にお

ける M T M M P m R N A の 発 現を検討 し た研究結果で は, ヒ ト肺

臓 はも っ と も強く発現の
■
み ら れ た臓韓の ひ と つ で あ っ た . 正 常

肺組織 で の M
r

I I M M P 発現 細胞 は線維芽細胞や マ ク ロ フ ァ ー

ジ

で あり
31-

, 肺気腫 な ど肺胞 の 炎症性組織破壊 が関与 し て い るの

か も しれ な い . 本研究 で も正 常肺組織 で M T ･M M P m R N A は検

出され たが , 癌組織 で の 過剰発現 は歴然 と し て い た .

ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A m R N A の 発現 は正 常肺組織 にも痛組織 と同等

に み ら れ た が
,
ザ イ モ グ ラ フ イ ー

で 明 らか な よう に , 正 常肺組

織 で は そ の 多く が酵素活性 の な い 潜在型ゼ ラテ ナ
ー

ゼ A で あ っ

た . ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A 活性化準は痛組織にお い て有意 に高値であ

り
,
さ ら に リ ン パ 節転移陽性例 にお い て

一

層顕著 で あ っ た . こ

の こ と は 活性型ゼ ラ ナ ナ ー ゼ A の 発現が 腫瘍 の 悪性形質の ひと

つ で あ る こ と を示唆する . ま た
,
ゼ ラ ナ ナ

ー ゼ A 活 性化率 は

M
′

トM M P m R N A の 発現 と よ く 一 致 し た .
こ の こ と か ら 癌細胞

に発現 され た M T - M M P が 潜在型ゼ ラ テ ナ ー ゼ A の 活性化, 膿

瘍 の 浸 潤
,
転移 と い う

一

連の 過程で 中心的役割を果たす こ と が

示唆さ れ る . 潜在型 ゼ ラチ ナ ー ゼ A は 癌 問質の 線維芽細胞か ら

産生 さ れ る こ と が知 ら れ て い る
甘㍑ト =川

. M T J M M P を発現 し た癌

細胞は , こ れ ら の 問質線維芽細胞 に近接 し た と き高浸潤惟 を獲

得する と予想さ れ る .

図5 に 示 し た よ う に ゼ ラ ナ ナ
p

ゼ A 活性 化率 と M T - M M P

m R N A の 発現 は よ く相関 して おり ,
M T ･ M M P は生 体 内 にお い

て も潜在型 ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A の 活性化国子 と して 機能 し てい る こ

と が 強く示唆 され た .

結 論

原発性肺癌58 症例 を対象に M T - M M P お よ び ゼ ラ ナ ナ M ゼ A

の 発現を検討 し
,
以 下 の 結 果を得 た .

1 . ほ と ん ど 全 て の 症 例 で 肺癌組織 に お け る M T - M M P

m R N A の 過剰発現 が確認 され た が ,
ゼ ラテ ナ

ー ゼ A m R N A に つ

い ては 肺癌組織 と正常肺組織 に差異を認め なか っ た .

2 . 免疫 組織染色の 結果より M
′

トM M P の 局在 は 主 と し て癌

細胞であり ,

一

部 の 問質線椎芽細胞 や 血 管内皮細胞 にもみ られ

た .

3 . ゼ ラ ナ ナ
ー

ゼ A 活性化率 は痛組織に お い て 有意 に高値で

あり, ま た , リ ン パ 節転移陽性例 で は リ ン パ 節転移陰性例 より



肺癌 にお け る M T - M M P の 発現 に関する研究

有意に高値 であ っ た .

4 .
ゼ ラナ ナ

ー

ゼ A 活 性化率と M T - M M P m R N A の 発現 は よ

く相関 した .

以 上 の 結 果か ら, M T - M M P は 生 体 内に お い て も潜在型ゼ ラ

チ ナ
ー ゼ A の 活性化国子 と して機能 して お り, 複雑多岐 な痛の

浸潤, 転移の
一 局面で 中心的役割を果 た して い る こ とが 示唆 さ

れ た .
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s u l ts s u g g e s t th

a t M T - M M P i s i n d e e d th e tu m o r
一

叩 e Cifi c

a c ti v a t o r o f p r o
-

g el ati n a s e A i n l u ng c ar Ci n o m a s a n d i s a n i m p o
r t a n t e n z y m e i n i n iti a tl n g l n V a Si o n o f th e b a s e m e n t m e m b r a n e

b y th e c ar Ci n o m a c e
lls

,
th r o u g h

a c ti v a tio n o f ty p e Ⅳ c o ll a g e n ol y ti c p r o
-

g el a ti n a s e A .


