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ヒ ト動脈硬化性大動脈療に おける マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ

ー

そ の発現 ･ 局在と大動脈癌形成に おける役割 -

金沢大学医学部外科学第
一

幕 座 (主 任 : 渡辺洋字数授)

笠 島 史 成

大動脈瘡ほ ∴細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分の 崩壊 に 伴 う大動脈壁 の 脆弱化 に よ っ て 生ずる と考 え られ る . 本研究で ほ ヒ ト動

脈硬化性大動脈癌 の 形成 に お い て マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ チ ア
ー ゼ ( m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e s , M M P s) と そ の イ ン ヒ ビ タ ー

(ti s s u e i n h ibit o r s of m e t allo p r o t ei n a s e s , T I M P s) が 果た す役割を検討す る目 的で , 手術 時に 採取 した 腹部大動脈癌壁30 例 , 拡

張を伴わ な い 粥状動脈硬化巣13 例お よ び剖検例 の 滞漫性内膜肥厚 を 示 す大動脈壁 8 例 に 対 し , 免疫観織化学
,
ザ イ モ グ ラ

フ ィ
ー

▲ 酵素産生量と酵素活性の 測定 を行 っ た . 大動脈瘡壁の 光学顕微鏡お よび電子顕微鏡的観察 で は , 中膜の 弾性線維 に 著

明な崩壊像が認め られ た . 免疫組織化学上 ,
M M f

)
-1 ( 問質性 コ ラ ゲナ ー ゼ) は主 に 内膜 の 泡沫化 した マ ク ロ フ ァ ー ジ

, 内 ･ 中膜

の 平滑筋細胞 の
一

部 , 外膜 の 線椎芽細胞 と マ ク ロ フ ァ ー ジに 存在が 認め られ た . M M P -9 ( ゼ ラ チ ナ ー ゼ B ) は 内膜の 泡沫化 マ

ク ロ フ ァ
ー

ジと
, 中

･ 外膜 の マ ク ロ フ ァ
ー

ジお よ び好中球の
一

部 に 陽性で あ っ た . M M P -2 ( ゼ ラ チ ナ
ー ゼ A ) , T I M P -2 の 陽性

細胞ほ M M P
-1 に 類似の 分布を 示 した .

M M P - 3 ( ス ト ロ ム ラ イ シ ソ
ー1) は陰性 で , T I M P

-1 ほ栄養血 管の 内皮細胞に 弱陽性 で

あ っ た . 非拡張性動脈硬化 と比較 して 明 らか な増加が認め られた の は ∴M M P-1 と M M P
-9 で あ り , そ の 産生は マ ク ロ フ ァ ー

ジ に よ るも の が 多か っ た . 狙織培養上清に よ る ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ ー で は
,
92 k D a

,
83 k D a

,
6 6 k D a

,
6 0 k D a の 部位 に ゼ ラ チ

ン 分解活性が認め られ, 前 二 者は M M P - 9
, 後 二 者は M M P - 2 と 考え られ た . 滞在型 M M P - 9 と思わ れ る 92k D a の バ ン ドほ大

動脈癌 に お い て幅が広く ,
特 に , 癌径の 小 さい もの ほ ど幅広 い 傾向があり , M M P - 2 の バ ン ドは , ほぼ

一

定 で あ っ た . α
- エ ラ ス

チ ソ ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

で ほ t ゼ ラ チ ン ザイ モ グ ラ フ ィ
ー

と同様の 分子量の バ ン ドを 認め た .
カ ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ

ー

で は
,

7 7 ～ 9 4 k D a に M M P - 9 と 思 わ れ る 淡 い バ ン ドを 認 め た . 狙 織 培養 上 帝 の ゼ ラ チ ン 分 解活 性 ほ , 癌 径 と の 間 に ,

Y = 7 .0 3 7 - 0 .6 7 4 Ⅹ(r = 0 .3 6 6 , P < 0 .0 5) の 有意な 相関があ り , 癌径 6 c m 未満の 大動脈瘡 (4 ,4 7 ±3 .6 7 u/ g) が ,
6 c m 以上 の も の

(0 .9 7 ±1 .2 7 u/ g) よ りも 有意 に 高 い 活性 を有 し て い た (P < 0 .0 1) . ま た , 癌径 6 c m 未満 の 大動脈癖壁 ほ , 瀦渡性 内膜肥厚

(0 .4 6 ±1 .1 3 u/ g) と比較 して も有意 に高 い ゼ ラ チ ン 分解活性 を示 した (P < 0 .01) . エ ラ ス チ ソ , コ ラ
ー

ゲ ン
,
ト ラ ン ス フ ェ リ ン の

分解活性 で は有意な所見は得 られなか っ た . 培養上 清中の M M P
-1 畳ほ , 大動脈癌壁(0 .1 2 4 士0 .0 8 0 n m oV g) が 瀬状動脈硬化巣

(0 .0 6 3 ±0 .0 5 4 n m ol/ g) よりも有意 に高値 を示 して い た (P < 0 .0 5) . ま た ,
M M P -9 量 ほ , 大動脈瘡壁 (0 .1 4 5 土0 .1 0 3 n m ol/ g) が滞

理性内膜肥厚 (0 .0 2 2 士0 .0 41 n m ol/ g) よ り有意 に高値 であ っ た ( P < 0 .01) . M M P-2 畳 ほ , 大動脈癌壁 (0 .1 6 1 ±0 .0 7 0 n m ol/ g) と非

拡張性動脈硬化 と の 間に 有意差 はな く ,
M M P -3 量ほ い ず れ も低値であ っ た . T I M P -1 量ほ , 大動脈癌壁 (1 .0 3 6 ±0 .6 3 9 n m ol/

g) が 粥状動脈硬化巣(0 .4 0 9 士0 .27 8 n m ol/ g) , 滴漫性内膜肥厚 (0 .39 7 士0 .3 31 n m ol/ g) の 双 方 に 比 べ て 有意に 高値 を示 した ( い ず

れ も P < 0 .0 1) . T I M P - 2 は全 体に 低値で あ っ た . 以上 の こ と か ら , 大動脈癌壁 に お い て は M M P -1 お よび M M P - 9 が増 加 して

お り, 特に マ ク ロ フ ァ ー ジか ら産 生され る M M P-9 が ,
エ ラ ス テ ン お よび 他の 細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分を 分解す る こ と に よ っ

て 大動脈癌発生 , 特 に 初期病変 の 形成に 重要 な役割 を果た して い る こ とが 示 唆 され た .

K e y w o r d s a b d o m in al a o rtic a n e u r y s m , a t h e r o s cl e r o sis , m a t rix m e t allo p r ot ei n a s e , tis s u e

i n hib it o r of m e t a1l o p r ot ei n a s e s

大動脈瘡 と は ,
大動脈壁が内圧 に 抗 しきれず局所的に 異常拡

張 を来 した 状腰 である . 大動脈壁構造 の うち形状維持 を担 う の

は主に 中膜 で , 中膜 に存在する弾性線椎 , 膠原線経 と い っ た細

胞外 マ ト リ' ッ ク ス が 動脈壁 に 弾性 お よ び 抗張力 を 与 え て い

る
l 卜 3)

. したが っ て
,
これ らの 線維の 崩壊は大動脈壁 の 脆弱化を

来 し, 大動脈径の 拡大 をもた らすと考 え られ る が ,
そ の 過程に

お い て , 細胞外マ トリ ッ ク ス の 主要構成蛋白質である エ ラ ス チ

ン や コ ラ
ー ゲ ン に 作用す る マ トリ ッ ク ス 分解酵素が大きく関与

して い る と考え られ る . な か で も マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ

ア
ー ゼ ( m a tri x m e t allo p r o t ei n a s e s , M M P s) と呼ばれ る

一 群の

酵素群 は , 生体内に 存在する ほ と ん ど全て の 細胞外 マ ト リ ッ ク

ス 成分 を中性域 で 分解する の で
4 卜 6)

,
大動 脈癌 の 発生を考 える

上 で 注 目す べ き蛋白質分解酵素 で ある .

M M P s･ 遺伝子 フ ァ ミ リ ー ほ
, 現在ま で少 な く と も1 0 種額の

一

次構造が 決定 され て い る
4 ト 8)

. こ れ らほ
, そ れ ぞれ 異な っ た基

質特異性を持ち , 種 々 の 細胞 で滞在型酵素 と して 分泌 され , 紳

平成 6 年1 2月2 2 日受付, 平成 7 年 2 月1 6 日受理

A b b r e v ia ti o n s : A B - A P
,
a vi di n - bio ti n - al k alin e p h o s p h a t a s e ; A P M A , p

-

a m in o p h e n yl m e r c u ri c a c e t at e ;

C m - T f
,
C a r b o x y m e th yl a t e d t r an Sf e rr in ; D A B , 3 ,3

'

- di a m in o b e n zidi n e t e t r a h y d r o c hlo rid e ; E V G , ela s ti c a v a n

G i e s o n ; I G S S , i m m u n o g old sil v e r s t ai ni n g ; M M P , m at ri x m e t a1l o p r o t ei n a s e ; N E M ,
N - e t h yl m al ei mi d e ; P L P ,



大動脈癌 に お ける マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ

胞外 で活性化され る . ま た , そ の 酵素活性 ほ共通の イ ン ヒ ビ

タ ー (ti s s u e i n hib it o r s of m e t a1l o p r o t ei n a s e s , T I M P s) に よ っ て

厳重に 調節され て お り , 生体 内で の M M P 活性ほ
,
T I M P s と

の 不 均衡 が 生 じた 場合 の み 作 用 す る と 考 え ら れ て い る .

M M P s と ヒ ト疾患 と の 関連に つ い ては
t
こ れ ま で 多く の 研究

が な され て お り
, 癌 の 浸 潤 ･

転 移や 関節疾患等 に お け る

M M P s の 発現 が 報告 さ れ て い る
4 ト 8)8 )

. しか し
, 大動 脈癌 と

M M P s の 関係を 論 じた研究ほ少なく , 特に , 各種の M M P s と

T I M P s に つ い て , 総合的か つ 詳細に 検討 した 報告 は未だ み ら

れな い .

本研究 で ほ ,
ヒ ト動脈硬化性大動脈癌に お け る各種炎症細

胞 ,
平滑筋細胞, 内皮細胞お よ び M M P -1 ( 問質性 コ ラ ゲ ナ ー

ゼ) , M M P - 2 ( ゼ ラ チ ナ ー ゼ A ) , M M P - 3 ( ス ト ロ ム ラ イ シ ソー1) ,

M M P - 9 ( ゼ ラ チ ナ ー ゼ B ) , 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ
, TI M P -1 ,

TI M P - 2 の 局在を 免疫鼠織化学的 に 解析 し , 合わ せ て M M P s

の産生細胞に つ い て も検討を加 えた . また 覿織培養上清中 へ の

M M P s , TI M P s の 分泌量を定量 し, さ らに
, 培養上 清の 各種基

質に 対する分解活性を測定 した . こ れ らの 結 果を拡張を伴わ な

い 動 脈 酎ヒ病変 と比較 , 検 討 し , 大 動脈癌形成 に 果 た す

M M P s の 役割に つ い て 考察 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 大動脈瘡壁 と対照群大動脈壁組織

当科お よび 関連施設 に お い て 腹部大動脈癖字術の 際に 切除 し

た腎動脈下大動脈癌壁組織30 例を材料 と した . 対照 と して下肢

閉塞性動脈硬化症の 手術 に て 採取 した 腎動脈下大動脈壁 の 粥状

動脈硬化巣13 例
,
お よ び本学第 一 病理 学教室 よ り供与 され た剖

検例に つ い て , 動脈硬化 の 初期病変で ある滴漫性内膜肥厚を示

す腎動脈下大動脈壁組織 8 例を用 い た . 腹部大動脈癌症例の 内

訳ほ
l 男性23例 , 女性 7 例 で , そ の 年齢は56 ～ 93 鼠 平均72 . 2

±7 ･ 9 歳 で あ っ た . 下肢閉塞性動脈硬化症症例ほ , 男性12 例 , 女

性1 例 で ▲ 平均年齢62 . 8 土5 . 8 歳 (4 9 ～ 6 9 歳) で あ り , 剖検例

は
, 男性 4 例 , 女性 4 例

, 平均年齢43 . 5 ±1 9 .2 歳(1 3 ～ 65 歳) で

あ っ た ･ こ れ ら の 大動脈壁観織は l

一

部を 培養用 に 保存 し, 残

りを メ タ カ ル ソ 固定液ある い ほ過 ヨ ウ素酸
-

リ ジン ー パ ラ ホ ル

ム ア ル デ ヒ ド( p e ri o d a te -1y si n e-P a r af o r m ald e h y d e , P L P) 固定液

にて 1 ～ 3 日間固定後, パ ラ フ ィ ン 包哩 した .

パ ラ フ ィ ン 切片

は
t
H E 染色 , およ び ェ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ ー ソ ン ( el a s tic a v a

Gi e s o n
,
E V G ) 染色 を行い

,
光学顕微鏡的に 観察 した .

Ⅱ . 大動脈壁組織の電子顕微鏡的観察

新鮮大動脈瘡壁覿織 を細切 し, 2 .5 % グル タ ー

ル ア ル デ ヒ ド

(p oly s ci e n c e s , W a r ri n g t o n , U .S .A .) で6 0 分間前固定
,
2 % 四 酸化

オ ス ミ ウ ム ( M e r c k , D a r m s t a d t
,
G e r m a n y) で12 0 分 間後固定

し
, 脱 れ ェ ボ ン 包唾 した , 弾性線維の 超徴構造的変化を観察

する 目的で 超薄切片 に 対 して ク ン ニ ソ 酸染色
9)
を 行 っ た . 試料

ほ日立 (東京) H-60 0 型電靡 で直接倍率6 , 0 0 0 ～ 軋 0 0 0 倍で撮影

した .

Ⅲ . 大動脈塵組織の免疫組織染色

パ ラ フ ィ ン 切片を 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(三菱瓦斯化学 , 東京) ル1 % ア ジ化

ナ ト リウ ム (和光製薬, 大 阪) , 9 8 % メ タ ノ ー ル に よる 内因性 ペ

21 7

ル オ キ シ ダ
ー ゼ ブ ロ ッ ク を行 っ た . さ らに 1 0 % 正 常 ウ マ 血 清

( フ ナ コ シ , 東京) ある い ほ正 常ヤ ギ血 清に よ り非特異反応を ブ

ロ ッ ク した 乳 一 次抗体と して 各種 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と 4 ℃

で18 ～ 24 時間反応させ た . 使用 した モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体は 一 抗

平滑筋細胞抗体 (H H F 3 5) , 抗 マ ク ロ フ ァ ー ジ 抗体 ( H A M 5 6) ,

内皮 細胞 に 対す る抗体 (抗第 Ⅶ 国子関連抗原抗体) (D A K O ,

G l o s tr u p , D e n m a rk) , 各種リ ン パ 球 に 対する抗体 (汎 T リ ン パ

軌 U C H L l ; ヘ ル パ ー

T リ ン パ 軌 O P D 4 ; B リ ン パ 乳 L 26)

( D A K O) で ある ･

一

次抗体と反応後, ビ オ チ ン 化ウ マ 抗 マ ウ ス

I g G 抗体( V e c t o r , B u rli n g a m e . U .S .A .) (H A M 5 6 に 対 して は ビ

オ テ ン 化 ヤ ギ抗 マ ウス I g M 抗体) と30 分間反応 させ
,
さ らに 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 E O) と 3 0 分 間 反応 さ せ た 後 ,
ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン

(3 ,3
'
- di a m i n o b e n zid in e te tr a h y d r o c h l o rid e . D A B ) (S i g m a , S t .

L o u sis
,
U ･S ･ A ･) 反応 液 (0 .0 5 M T ris - H Cl , 0 .03 % D A B

,
0 .0 0 6 %

H 2 0 2 , p H 7 .6) に て発色 させ た .

同様に , 抗 M M P -1
, 乙 3 , 9 抗体 (それ ぞれ 4 ト1 E 5 , 7 5 てF7 1

5 5 -2 A 4
, 5 6 -2 A 4) ▲ 抗 ヒ ト 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ 抗体( D A K O) , 抗

TI M PTl .
-2 抗体(そ れ ぞれ 50 -2 F 6 , 6 7-4 H l l) に よ る免疫組織

染色を行 っ た ･ 抗 M M P -1 , 2
,
3
,
9 抗体 と 抗 TI M P -1

,
2 抗体

は
, 本学が ん 研究所分子免疫部門岡田保典教授よ り供与 され た

もの で , そ の 特異性ほ既に 報告され て い る川卜 珊 . こ れ らの モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗体 を
一

次抗体と して用い , 同様 に ビ オ チ ソ 化ウ マ

抗 マ ウ ス I g G 抗体と反応さ せた 後, ア ピ ジ ン ー ビオ チ ン
ー ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ複合体 (D A K O) と30 分間反応 させ ,
D A B 反応液

で発色さ せ た .

Ⅳ . 免疫 二重染色

M M P s の 塵生細胞を同定す る目 的で ,
M M P s に 対す る抗体

と各種 の細胞 に 対する抗体を用 い て
, 同 一 風紋に 2 種類の 抗原

を 同時に 染色す る免疫二 重染色法を行 っ た . 二 重染色の 組 み合

わ せ は
, 抗 M M P -1 抗 体 と H H F 3 5 ま た ほ H A M 5 6

, 抗

M M P- 2 抗 体 と H H F 35 ま た ほ H A M 56 ま た は O P D 4
, 抗

M M PT 9 抗体と H H F 3 5 ま た は H A M 5 6 と した . ま た , 同様に

M M P s と T I M P s に 関 して
,
抗 M M P - 1 抗体と 抗 TI M P-1 抗

体 , 抗 M M P -2 抗体 と抗 TIM P-2 抗 軋 抗 M M P-9 抗体 と 抗

TIM P-1 抗体ま た は抗 TIM P-2 抗体 の 組み 合わ せ で 二 重染色 し

た . 最初に M M P s を イ ム ノ ゴ ー

ル ドシ ル バ ー

ス テ イ ニ ン グ

(i m m u n o g old sil v e r s t ai ni n g , I G S S) 法 を 用 い て 染 色 し , そ の

後 , もう
一

方の 抗原を ア ビジ ン ー ビ オ チ ン
ー

ア ル カ リ ホ ス フ ァ

タ ー ゼ ( a vi d i n-b i oti n- alk ali n e p h o s p h a t a s e , A B - A P) 法に て 染色

する方法用 を と っ た . 実際に は ,
まず脱 パ ラ フ ィ ン 切片 を 5 %

正常 ヤ ギ血 清に て非特異反応ブ ロ ッ ク し , そ れ ぞれ の M M P に

対す る抗体と 4 ℃ で18 ～ 2 4 時間反応 させ た .
コ ロ イ ド金標識 ヤ

ギ抗 マ ウ ス I g G ( ア マ シ ャ ム , 東京) と60 分間ず つ 計 2 回反応 さ

せ た後 ,
2 % グ ル タ ー

ル ア ル デ ヒ ド( gl u t a r ald e h y d e) ( T A A B ,

B e r k sh ir e
】
E n gl a n d) で 後固定 し, 銀液( ア マ シ ャ ム) に よ る増感

を行 っ た . 次い で各切片を 0 .1 M グ リ シ ソ 塩酸緩衝液 p H2 .2 中

で 撹絆 しな が ら90 分間洗浄 し, A B - A P 法に 移行 した . そ れ ぞ

れ の 細胞 ま たは TI M P に 対する抗体と60 分間反応させ た後 ,
ビ

オ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウ ス I g G 抗体( H A M 5 6 に 対 して ほ ビオ チ ソ

化ヤ ギ抗 マ ウ ス I g M 抗体) と30 分間反応 させ , ア ピジ ン ー ビ オ

p e rio d at e -1y si n e
-

p a r af o r m ald e h y d e ; P M S F , p h e n yl m e th a n e s ulf o n yl flu o ri d e ; T I M P , tis s u e ･ i n hibit o r of
m et all o p r ot ein as e s
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チ ソ
ー ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ

ー ゼ 複合体 ( V e c t o r) と3 0 ～ 4 0 分 間

反応 させ た 後 ,
ア ル カ リ ホ ス フ ァ ク

ー ゼ 発 色 試薬 ( V e c t o r

R ed
,
V e c t o r) に て 発 色 さ せ た . そ の 際 , 基 質 溶液 中 に ほ

1 m M レ バ ミ ゾ
ー ル (1 e v a m i s ole , V e c t o r) を 加え , 内因性ア ル カ

リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 活性を 阻止 した .

Ⅴ . 大動脈星組織 の培養

Ⅰ . で得 られ た大動脈癖壁狙織お よび対照群大動脈壁組織を

無菌的 に 1 ×l x l m m 大 に 締切 し , そ の 組織片1 0 ～ 1 5 個 を

0 .2 % ラ ク トア ル ブ ミ ン 水解物 (G ib c o , N e w Y o r k , U . S .A .) 含有

R P M I 培地164 0 液( G ib c o) 2 m l 中で 37 ℃ 24 時間培養 した . 培

養液を採取後 1
0 .2 % ア ジ化 ナ トリ ウ ムを 添加 し , 1 0 ,0 0 0 r p m ,

5 分間遠心 して , そ の 上 清を
- 2 0 ℃ で 保存 した ∴組織片 は凍

結乾燥 して重量を測定 した .

Ⅵ . ゼ ラチ ン , α
-

エ ラス チ ン, お よび カゼイ ンサ ブ ス ト レ
ー

トゲ ル に よ る分解パ タ
ー

ン の検索

Hib b s ら
1 5)
の 方法 に 従 い ,

ゼ ラ チ ン (2 m g/ m l) を 含む ポ リ ア

ク リル ア ミ ドゲ ル (8 % ア ク リ ル ア ミ ド) を作製 し, 上 述 の 培養

上 帝を非還元状態 ,
4 ℃ で電気泳動 した . 培養上 清の 量は 培養

の 際に用 い た 組織 の 乾燥重量が
一

定 とな る よ うに 調整 した , ゲ

ル を 洗 浄 用 緩衝 液 (50 m M T ri s
- H C l

,
1 m M Z n C1 2 , 1 0 m M

C a Cl 2 , 2 .5 % トリ ト ン Ⅹ
,
0 .0 2 % N a N , , p H 7 .5) で 洗浄 した 後,

T ris
- N a C トC a (T N C ) 緩 衝 液 (50 m M T ri s - H Cl , 0 .1 5 M N a C l ,

1 0 m M C a
.
C l2 . 0 .0 2 % N a N ｡ , p H 7 .5) 中に 37 ℃ で17 時 間反応 させ

た . ゲ ル は ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル ー ( C o o m a s si e b ri11ia,n t

bl u e) で 染色 した後脱色 し, ゼ ラ チ ン 分解 パ タ
ー

ン を 検討 した .

同様に , α - エ ラ ス チ ン (1 .2 m g/ m l) を 含む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲル (8 % ア ク リ ル ア ミ ド) , お よ び カ ゼ イ ン (l m g/ m l) を 含むポ

リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (11 % ア ク リ ル ア ミ ド) を 作製 して ,
そ

れぞれ 培養上帝の 泳動を行い ,
α

- エ ラ ス チ ン 分解活性 ,
カ ゼ イ

ン 分解活性の 検討 を行 っ た .
こ の 場合 の ゲル 反応時間は24 時間

と した . 分子 量標準試薬 と して ,
ホ ス ホ リ ラ

ー ゼ b (9 4 k D a)

(S ig m a) , ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ソ (7 7 k D a) (Si g m a) , ウ シ 血 清ア

ル ブ ミ ン (6 8 k D a) (S i g m a) , ヒ ト免疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 (55 k D a)

(S ig m a) , 卵白 ア ル ブ ミ ン (4 3 k D a) (S i g m a) , カ ル ポ ニ ッ ク ア ン

ヒ ドラ ー ゼ (2 9 k D a) (S i g m a) を用 い て ,
それ ぞれ の 消化バ ン ド

の 蛋白分子量を算定 した .

Ⅶ . 酵素抑制試験

ゼ ラ チ ン サ ブス ト レ ー ト ゲ ル に 培養上 清の 同 一 試料を 5 レ ー

ン 泳動 し, 各 レ ー

ン を 切り離 した . そ の ゲ ル の ひ と つ を T N C

緩衝液 に て , 3 7 ℃ 17 時間反応 さ せ , 残 り の ゲ ル を ,
E D T A

(S i g r n a) 2 0 m M , セ リ ン プ ロ テア
ー ゼ(s e ri n e p r o t ei n a s e) 阻害剤

の フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ リ ド (p h e n yl m e th a n e

S ulf o n yl fl u o rid e , P M S F) (S ig m a) 2 m M , シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー

ゼ ( c y s t ei n e p r o t ei n a s e) 阻害 剤 の N - エ チ ル マ レ イ マ イ ド

( N - e th yl m al ei mi d e , N E M ) (S ig m a) 5 m M , ま た ほ ア ス パ ラ ギ ソ

酸 プ ロ テ ア
ー ゼ ( a s p a r ti c p r ot ei n a s e) 阻害剤 の ぺ ブ ス タ チ ソ A

(p e p s t a t in A ) (S i g m a) 0 .5 m M 存在下の T N C 緩衝液中で同様 に

反応 させ て 比較 した .

Ⅶ . ゼ ラ チ ン , エ ラ ス テ ン , コ ラ
ー ゲ ン , お よび トラ ン ス

フ ェ リ ン 分解活性の測定

H a r ris ら
16) の 方法 に従 っ て , 滞在型 M M P s の 清性化作用を有

す る p
- ア ミ ノ フ ェ ニ / L ･ 酢酸第二 水銀 (p

-

a m i n o p h e n yl m e r c u ri c

a c e t a t e
,
A P M A ) (S ig m a) 1 m M , P M S F 2 m M , N E M 5 m M 存在

下 で l
‖
C - ゼ ラチ ン を基質 と して 培養上清の ゼ ラ チ ン 分 解活性

を測定 した .

Ⅰ4
C - ゼ ラ チ ン は

, 精製 した 酸可 溶性 Ⅰ型 コ ラ ー

ゲ

ン を
】4

C - 無 水酢 酸 (0 ･3 7 ～ l ･1 G B q/ m m ol , ア マ シ ャ ム) で 標識

し
,
熱変性 (60 ℃ , 3 0 分 間処理) に よ りゼ ラ チ ン 化 して 使用 し

た . ま た
,
同様 に , 不 溶性 エ ラ ス チ ン を

3
H - 水 酸化 ホ ウ素ナ トリ

ウ ム (3 ･7 ～ 3 0 G B q/ m m ol , D u P o n t , B o s t o n , U ･ S ･ A .) に て 標識

した
3
H - エ ラ ス チ ソ を 基質と して エ ラ ス チ ン 分解 活性 を測定 し

た .
コ ラ

ー

ゲ ン お よ び トラ γ ス フ ェ リ ソ 分解活性 の 測定 に 際し

て は
, 培養上 帝を 1 .5 m M A P M A と 37 ℃ で20 時間反応 させた

後 , 2 rn M P M S F , 5 m M N E M を加 え てか ら用 い た . C a w s t o n

ら
1T)
の 方法に 従い , 酸可 溶性 Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン を

14
C - 無 水酢酸で

標識 した
14
C - Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン を基質 と して コ ラ ー ゲ ン 分解活性

を測定 した . ト ラ ン ス フ ェ リ ソ 分解活性は !
O k a d a ら

18)
の 方法

に従 っ て ,
ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ン を

3

H - ヨ
ー

ド酢酸 (3 .7 ～ 1 l .1

G B q/ m m ol , D u P o n t) で 標識 した
3
H - カ ル ポ キ シ ル メ チ ル 化 ト

ラ ン ス フ ェ リ ソ ( c a r b o x y m e th yl a t e d t r a n sf e r ri n , C m - T f) を基

質と して 測定 した . 分解 活性 ほ t 培養 に 使用 した 乾燥魁織重量

1 g あた り の 単位( u/ g) で 表 した . 1 単位 とは ,
そ れ ぞれの 基質

を 37 ℃ に お い て 1 分間に レ唱 分解す る活性であ る,

Ⅸ . 組織培養上清中の M M P s お よぴ TI M P s の 定量

培養上清中の M M P - 1 , 2 , 3 , 9 お よび TI M P -1
,
2 を , 富士薬

品工業 , 岩 田和士 博士 らの 御 協力に よ り , サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ

ア ッ セ イ 法
1 3) 柑)
に て 定 量 し た . 測 定 し た M M P s お よ び

TI M P s の 量ほ , 培養 に 用 い た 乾燥組織重量 1 g 当た り の m ol

数で表 した .

F i g . 1 . L ig h t mi c r o g r a ph of a n a b d o mi n al a o r ti c w all
wi th

a n e u r y s m al dil a ti o n , S h o wi n g m a rk e d d e g r a d a ti o n df

m e di al eI a s ti c l a m ell a e . E l a s ti c a v a n G i e s o n s t ai n . ×1 0 ,



大動脈癌 に おけ る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ

Ⅹ . 統計学的検討

測定値は平均値 ±標準偏差 で 示 し , 各群 間に おけ る 比較 は

M a n n- W h 血 e y 検定を用 い た . 癌径 と の 関係ほ 直線 回帰分析に

て 一 次関数を 求め , 分散分析で 検定 した . 危険率 5 % 未満 を

も っ て 有意と した .

成 績

f . 光学顕微鏡的観察

H E 染色 では , 大動脈癌壁 は
▲
い ずれ も高度 の 粥状硬化 を 呈

して お り
, 内膜の 表 面に ほ血 栓の 付着 が認め られ た . 全層性に

炎症細胞 の 浸潤があり , 内膜に は泡沫細胞が随所に み られ , ま

た
,
外膜 を中心 と して リ ン パ 球が散在性あるい ほ 集族 して 認め

られ た ･ 形質細胞や好中球も少数認め た . E V G 染色で ほ
, 高度

の 粥状硬化を示 す内膜 の 弾性線維 は殆 ど消失 し, 非薄化 した 中

膜の 弾性線維も断裂が 目立ち , 消失 して い る部分も多く認め ら

れ た (図1 ) .

Ⅱ . 電子顕微鏡的観察

大動脈癌壁 の 透過電子顕微鏡 に よ る 観察で は
一 種 々 の 崩壌過

程を 示 す弾性線維が認め られ た . 崩壊中の 弾性線維は図2 の よ

うに タ ン ニ ン 酸陽性の 無構造部分に 電 子 密度 の 低下 した亀裂様

構造や微細 フ ィ ラ メ ン トか らな る フ ェ ル ト様構造が出現 して お

り , ま た無構造部分が消失 し, マ イ ク ロ フ ィ ブリ ル の みが 残存

して い る部位もみ られ た .

Ⅲ ･ 大動脈瘡壁 に お け る細胞の免疫組織化学的局在

内膜に ほ 散在性 に 平滑筋細胞 が認め られ た . 中膜の 平滑筋細

胞に は配列の 乱れ と数 の 減少が み られ , 部分 的に 脱落 して い

た ･ また ,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジほ全層 に 多数浸潤 して お り
, 内膜に

みられ るもの の 多くは 泡沫細胞 の 形態を 呈 して い た . 内皮細胞

は大動脈の 内脛面 に 僅か しか存在せず ,
主 に 中 ･ 外膜の 栄養血

管が染色され て い た . T リ ン パ 球ほ マ ク ロ フ ァ ー ジに 比 べ ると

少数であ っ た が
,
全層 に 散在性に 認め られ

, 外膜で は部位に よ

り集族 して 存在 して い た .
ヘ ル パ ー

T リ ン パ 球ほ 汎 リ ン パ 球の

1 / 3 か ら 1 / 2 を 占め て い た . B リ ン パ 球は 主 に 外膜 を中心 と

して 集簾 して お り, 外膜 で は 症例に よ っ ては T リ ン パ 球よ り多

数認め られ た .

対照 と して 用 い た拡張性変化の な い 粥状動脈硬化巣 で ほ , 内

掛こ大動脈癌と同様
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジの 浸潤を 認め た が

, 中 ･

F ig ･ 2 ･ E l e c tr o n m i c r o g r a p h of th e m e di a o f a n a n e u r y s m al

a O r t a
, S h o w i n g d e g r a d e d el a sti c fib e r ( a r r o w ) . T a n n i c a cid

S t ai n . ×1 0 ,0 0 0 .
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外膜 に おい て ほ軽度で あっ た ･ T リ ン パ 球数ほ
, 内膜で ほ大動

脈癌 よ りやや 多く , 中 ･ 外膜 では少 なか っ た .
ヘ ル パ ー

T リ ン

パ 球 の 割合は大動脈療 と同程度であ っ た . B リ ン パ 球は ごく少

数外膜に 認め られた ･ 硝漫性内膜肥厚の 大動脈壁で は , 内膜 と

外膜 に ごく軽度の マ ク ロ フ ァ ー

ジと T リ ン パ 球の 浸潤を 認め る

の み で あ っ た ■ それ ぞれ の 病変に おけ る炎症性細胞 の 局在 に つ

い て は
,
H E 染色の 所見とあわ せ 模式化 し図3 に 示 した .

Ⅳ ･ M M ト 1
,
2
,
3
,
9 お よび TI M ト1

,
2 の 免疫組織化学的局

在

M M P s お よ び TI M P s の 染色性を
, 内 敵 中臥 外膜の 全細

胞成分 に 占め る陽性細胞 の 割合 で評価 した , 陽性細胞が 0 の 場

合 を -

, 陽 性 細胞 の 比 率 が 1 ～ 2 5 %
∫
2 6 ～ 5 0 %

,
5 1 ～ 7 5タ古

,

7 6 ～ 1 0 0 % の 場合を それ ぞれ 士
,
十
, 札 榊 と表 した(表1 ) . 好

中球 エ ラ ス タ ー ゼ ほ
, 内膜に 付着 した血 栓中や外膜の 栄養血管

札 また ほ手術の 際 の 剥離面に の み認め られ たた め 除外 した .

F i g ･ 3 ･ S c h e m a tic di a g r a m of d is trib u ti o n of i nfl a r n m a t o r y

C ell s of th e a b d o mi n al a o r ti c w a11 wi th a n e u r y s m (A A A ) ,

a th e r o m a t o u s pl a q u e ( A P ), O r d iff u s e in ti m al th ic k e ni n g

(D I T) , S h o w i n g a g r e at e r 汀u m b e r of m a c r o ph a g e s a n d

l yr n p h o c y te s i n th e ab d o mi n al a o r tic a n e u r y s m th a n i n th e

O th e r g r o u p s . I n t . , i n ti m a ; M e d . , m e di a ; A d v e n t .
,

a d v e n titi a .
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Fig . 4 . I m m u n ol o c aliz a ti o n of M M P s i n th e a b d o mi n al a o r ti c a n e u r y s m . ( A ) : M M P -1 ･ (B ) : M M P -2 ･ (C ) : M M P - 3 ･ (D) :

M M P q 9 . M M P -1 w a s l o c ali z e d in th e f o a m c ell s , S pi n dl e c ells , a n d r o u n d c e u s of t h e w al 1 , a n d M M P
-2 w a s l o c aliz e d i n a

si mi la r p a tt e r n . M M P -9 w a s f o u n d m ai nly i n th e f o a m c ell s of t h e i n ti m a a n d r o u n d c ell s of th e a d v e n titi a ･ M M P
-3 w a s

u n d et e c t a b l e . A - D x 5 0 .
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a vi di n b i o ti n i m m u n o alk al in e p h o s p h a t a s e p r o c ed u r e s . A
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免疫組織化学上 , 大動脈癌壁 の M M P
-1 は

, 内膜で は比較的多

数の 細胞に 陽性 であり , 泡沫細胞 , 紡錘形細胞 , 類 円形細胞の

胸体に そ の 存在 が認め られ た (囲 4 A) . 中膜 で は紡錘形細胞 の

過半数に 陽性 であり , ま た 】 外膜 の 紡錘形細胞 , 頬 円形細胞も

多数染色 され た . M M P - 2 は M M P -1 に 類似 した 分布 を示 した

が
,
全般に 陽性細胞数が よ り多く認め られ た( 図4B) . また 個 々

の細胞で は胞体 よ りも細胞膜 に 強く染色 され て い た . M M P -3

は全 例 で 陰性 で あ っ た (図 4C) . M M P-9 は ,
M M P -1 や

M M P - 2 と比較する と陽性細胞数ほ少 なか っ た が , 内膜 の 泡 沫

細胞と中
･ 外膜 の 煩円形細胞 に 存在が認め られ た (図 4 D) . 外

膜の 好中球 の
一

部も M M P - 9 陽性 で あ っ た . T I M P -1 は 栄養血

管の 内皮細胞 に 弱陽性だ っ た (園 5 A) , T I M P - 2 の 陽性 細胞 は

M M P -2 とほ ぼ同様 の 分布を 示 し, 壁全層 に 多数の 陽性細胞 が

認め られ た (図 5 B) ,

対照 の 粥状動脈硬化巣 で は ,
M M P-1 の 陽性細胞 ほ t 内膜 で

大動脈癌 とほ ぼ 同様 で あ り, 中等度か ら比較的多数の 細胞が染

色され て い た .

一 方 中 ･ 外膜で は , 陽性細胞 は少数であ っ た .

M M P -2 に 関 して は ! 全層 で大動脈癌 と同 じく高い 陽性率 を示
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した . M M P - 3 は陰性で あ っ た . M M P -9 は 内膜 と外膜 に少数の

陽性細胞 が認め られ た . TI M P -1 は 栄養血 管内皮細胞に弱陽性

で あ っ た 1 T I M P-2 は 内 ･ 中膜 で は 大動脈癌 と同様 , 多数の 陽

性細胞を認め た が 外膜 で ほ 比較的少数であ っ た .

滴漫性内膜肥厚の 大動脈壁 に お け る 免疫染色 で は ▲ M M P -1

陽性細胞 ほ内膜に少数 み られ
,
M M P -2 ほ 中膜に お い て 前 二 者

と 同様 , 多数の 紡錘形紳胞が染色 され たが 内膜と外膜で は少数

であ っ た . M M P -3 は 陰性 であ っ た .
M M P

-

9 は
一

部の 症例の 外

膜に ごく少数染色され るの み であ っ た . T I M P-1 は , 前 二 者同

様, 栄養血 管内皮細胞に 弱陽性 で あ っ た . T I M P -2 ほ , 内 ･ 中

膜 に 多数染色さ れ たが
, 外膜 の 陽性細胞数は少な か っ た .

Ⅴ . 免疫 二 重染色

大動脈癌壁に お ける M M P s の 産 生細胞を同定す るた め ,
二

重染色を 行 っ た . 先ず M M P s を I G S S 法 で黒く染色 L , 次 い

で A B
-

A P 法を 用 い て マ ク ロ フ ァ ー ジを赤く免疫染色 した . 図

6 A の 如く ,

' '

7 ク ロ フ ァ
ー

ジの 胸体 に M M P -1 が染色 され , マ

ク ロ フ ァ
ー ジ に よ る M M P-1 の 塵生が 証明され た . 同様に ,

マ

ク ロ フ ァ
ー ジ に M M P -2 の 存 在 が 認 め ら れ た ( 図 6B) .

T a bl e l ■ T i s s u e l o c ali z a tio n o f m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e s a n d tis s u e i n hi bito r s of m e t all o p r o t ei n
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,
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M M P -2 は 単染色の 所見と同 じく ▲ 特に 細胞膜 に 強く染色 され

て い た . また
き
M M ト9 も マ ク ロ フ ァ ー ジの 胸体 に 認め ら れ ,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ か ら の 産 生が 確認 され た ( 図 6 C) . 同様 に
,

A B - A P 法に て 平滑厳細胞を免疫染色 し , M M P s の 存在 の 有無

を検討 した . 図 6 D の 如く , 平滑筋細胞 の 細胞膜 に M M P -2 が

染色 された . M M P -1
,
M M P -9 も M M P -2 ほ ど 明瞭 で ほ なか っ

た が
, 平滑筋細胞 の 胞体 に 存在が認め られ た . M M P-2 に つ い

て は
▲

一

部 の O P D 4 陽性 ヘ ル パ ー

T リ ン パ 球 の 細胞膜 に も存在

が証明された .

さらに , M M P s を I G S S 法で 染色 .
T I M P s を A B

- A P 法 に

て 染 色 し , ニ 重 染色 と した . 大 動脈瘡壁 の 内 ･ 中膜 で は 1

TI M P -2 陽 性 で あ る 類円形細胞 や 紡錘形細胞 の 細胞膜 に ,

M M P ,2 が 染色 され て い た . ま た . 外膜 では
よ
T I M P -2 陽性 の 紡

錘形細胞の 細胞膜 に M M P -2 が 陽性と い う所見 が多く認め られ

た . M M P s と TI M P s の そ の 他の 組み合わ せ で は , 同 一 細胞に

おけ る両者 の 共･存 は 明 らか で は なか っ た ,

Ⅵ . ゼ ラチ ン
,
α
- エ ラ スチ ン , およびカゼイ ンサ ブ ス ト レ ー

トゲ ル に よる分解パ タ ー ン

風織培養上帝を用い て ,
ゼ ラ チ ン

,
α

- エ ラ ス チ ソ
,
カ ゼ イ ン

k D a

9 4
7 7
6 8

5 5

4 3

㌔♂♂♂♂
Fig . 9 . I n h ibiti o n s t u d i e s of th e c u lt u r e m e d ia, f r o m t h e
a o r tic ti s s u e s . G el a ti n oly ti c a c ti vi t主e s w ith 9 2 k D a , 8 3

k D a
.,
6 6 k D a a n d 6 0 k D a w e r e i n h ibit e d b y E D T A , b u t n o t

b y th e o t h e r i n hibit o r s , i n di c a ti n g th a t th e s e p r o t ei n a s e s

W e r e m et all o p r o t ei n a s e s .
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を サ ブ ス ト レ
ー

ト と した ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

を施行 した .
ゼ ラチ

ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

で 咤 , 大動脈癖壁 の 培養上清 に
,
い ずれも

92k D a
･
6 6 k D a

･
6 0 k D a の ゼ ラ チ ン 分解活性 を認 めた (図 7 a ～ f) .

症例 に よ っ て は 83 k D a に も淡い バ ン ドが 認 め ら れ た . 66 k D a

と 6 0 k D a に み られ た 活性 パ タ ー

ン は
,
どの 症例 に お い て もほ

ぼ
一 定で あり

,
6 6k D a に 一 様 な比較的幅広い バ ン ドが み られ

,

6 0 k D a に はそ の 1 / 3 程度の 狭い バ ン ドが 出現 して い た .

一

方 ,

9 2 k D a の バ ン ドは , 全般 に 66k D a の バ ン ド よ りもさ ら に 幅が

広く , そ の 中で も , 大動脈癌径が小さ い も の ほ ど幅が 広い とい

う傾向を認め た . 8 3 k D a の 活性と 癌径 と の 関係ほ明 らか で ほな

か っ た .

粥状動脈硬化巣 の 培養上清で は ,
6 6 k D a

,
6 0 k D a の バ ン ドほ

大動脈瘡 と同様で あ っ た (図 7 g) . そ れ に 対 し , 9 2 k D a の バ ン ド

は幅 が狭く ,
ほ と ん ど の 例で ほ 66k D a の バ ン ドと 同等 な い し

狭い バ ン ドを 有 して い た .
8 3 k D a の 特性 ほ

一

部 の 症例 に の み認

め られた . 滞漫性内膜肥厚 の 大動脈壁 に お い て も ,
6 6 k D

､

a と

6 0 k D a の バ ン ドが 認め られ た が , 大動脈瘡や粥状硬化巣と比較

する と
,
そ の 幅 ほ 若干狭 い も の で あ っ た (図 7h) . ま た ,

9 2 k D a の 活性 は 認め な い か , ごく 僅 か に 存 在す る の み で あ っ

た .

α- エ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

の 結果 は , ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ

ラ フ ィ
ー とほ ぼ 同様で あ り , 92 k D a , 6 6 k D a , 60 k D a

, 症例によ っ

て ほ 83 k D a の バ ン ド に 分解活性 が認 め られ た .
ゼ ラ チ ン ザイ

モ グ ラ ム に 比 べ る と全体に バ ン ドは淡く 1
9 2k D a 以外の バ ン ド

はや や 不 明瞭であ っ た . そ の 代表例を図8 に 示 した .

カ ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

で は
,
7 7 ～ 94 k D a の 間に ごく淡い

複数 の バ ン ドを 認め るの み で あ っ た .

Ⅶ . 酵素抑制試験

酵素抑制試験 で ほ , 大動脈癌壁 お よ び対照の 動脈硬化巣 の組

織培養上清 に お い て 認め られ た 92k D a , 8 3 k D a , 6 6 k D a , 6 0 k D a の

ゼ ラ チ ン 分解活性ほ ▲
P M S F

,
N E M お よび ペ プ ス タ チ ソ A で は

抑制 され ず ,
E D T A で の み に 阻害さ れ た (図 9) . こ れ らの 酵素

活性は M M P で あ る こ と が 証明さ れ , 分 子量 の 大き さ か ら

92k D a の 活性 ほ滞在型 M M P -9
, 8 3 k D a の 活性は そ の 中間塑と
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14
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考 え られ た ･ また
,
6 6 k D a の 活性は 中間型 M M P ,2

,
6 0 k D a は活

性型 M M P-2 に 相当す ると 考え られ た .

Ⅷ ･ ゼ ラ チ ン
,
エ ラ ス チ ン ,

コ ラ
ー

ゲ ン
,
お よびトラ ン ス

フ ェ リ ン 分解活性
14

C - ゼ ラ チ ン を 基質と して測定 した 大動脈療壁組織培養上帝

の ゼ ラ チ ン 分解活性 と , 大動脈癌壁 との 関係を図10 に示 す.
ゼ

ラ チ ン 分解活性 は瘡径 の 小 さ い も の ほ ど高 い 傾 向が あ り
,

Y = 7 ･0 3 ト 0 ･6 7 4 Ⅹ(r = 0 ･3 阻 P < 0 .0 5) の 有意な相関が認め られ

た ･ ま た
, 癖径 6 c m を境 に 2 群に 分け ると ∴瘡径 6 c m 未満の

大動脈癌壁 の 培養上清 (4 .47 ±3 .6 7 u/ g) は , 6 c m 以上 の もの

(0 ･97 士1 ･2 7 u/ g) よ りも有意に 高い 活性を有 して い た (P < 0 .0 1)

(囲11) ･ 対照の 動脈硬化と比較する と
, 癌径 6 c m 未満 の 大動脈

癖壁は , 爛漫性内膜肥厚 (0 ･4 6 土1 .1 3 u/ g) よ りも有意 に 高 い ゼ

ラ チ ン 分解活性 を 示 し た ( P < 0 .01) . 粥 状 動脈硬化巣 (3 .7 0

±3 ･5 3 u / g) と は 有意差 は認め られ な か っ た が
,
や は り 瘡径

6 c m 未満の 大動脈瘡壁 の 方が ゼ ラ チ ン 分解活性 が よ り 高い 傾

向に あ っ た .

3
H- エ ラ ス チ ン を基質と した ェ ラ ス チ ン 分 解活性 お よ び
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型 コ ラ ー ゲ ン を基質 と した コ ラ ー ゲ ン 分解 活性 は , 大動 脈瘡

径 , 対照 の 動脈硬化 の い ずれに お い て も検出されな か っ た .

3
H- C m てf を基質 と して 測定 した ト ラ ン ス フ ェ リ ソ 分解 活性

は
, 大部 分が 検出されなか っ た が , 大動脈瘡壁 (0 .7 8 ±1 .8 7 u/

g) と粥状動脈硬化巣 (0 .1 5 土0 .51 u/ g) の
一

部の 症例で は 僅か に

活性を 認め た .

Ⅸ . 組 織培養上清中の M M P s お よ び T I M P s の 定量

サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ法 に て組織培養上清中に 放出さ

れ た M M P s と T I M P s の 量 を測定 した(図1 2) . 大動脈癖壁 の 培

養上清 に お け る M M P -1 量の 平均値 は 0 .1 2 4 土0 .0 8 0 n m ol/ g で

あ っ た . 対 照の 動脈硬化病変 の M M P -1 量は ∴粥状動脈硬化巣

で ほ 0 .0 6 3 土0 .0 5 4 n m ol/ g , 硝 慢性内膜肥厚で ほ 0 .0 7 6 士0 .0 8 3

n m ol/ g で ,
大動脈瘡壁の M M P -1 量 が粥状動脈硬化巣よ り有

意に高値 を 示 し て い た (P < 0 .0 5) . M M P
- 2 ほ ! 大動 脈癌壁が

0 .1 61 土0 .0 70 n m oI/ g で , 粥状 動脈硬化巣 (0 .1 1 9 ±0 .0 4 7 n m ol/

g) , 溺漫性内膜肥厚(0 .1 3 0 ±0 .0 4 5 n m ol/ g) と の 有意差 は認め ら

れ な か っ た . M M P -3 ほ 概 し て 低値 で あ り , 大 動 脈 癌壁

(0 .0 2 5 ±0 .0 2 0 n m ol/ g) ∴粥状動脈硬化巣 (0 .0 1 6 ±0 .0 1 0 n 皿 0レ
′

g) ,

硝漫性内陸肥厚(0 .0 2 6 ±0 .0 2 4 n m ol/ g) との 間に 有意差 を認め な

か っ た . M M P - 9 に 関 し て は ,
大 動脈癌壁 に お け る 平均値 が

0 .1 4 5 土0 .1 0 3 n m ol/ g で , 瀦 漫性内膜肥厚 (0 .0 2 2 士0 .0 41 n m ol/

g) よ り 有意 に高値 であ っ た (P < 0 .O l) . ま た ト 粥状動脈硬化巣

(0 月99 ±0 ,0 7 9 n m ol/ g) も滞慢性内膜肥厚よ り有意 に 高値 を 示 し

て い た (P < 0 .0 5) . 大動脈癌径と M M P s 量 との 相関ほ い ずれ も

認め られ なか っ た が , M M P -1 と M M P -9 に つ い て は
, 有意差

ほ な い も の の 6 c m 未満 の 大動脈癌壁 に よ る培養 上漕が ,
6 c m

以上 の も の よ り若干高 い 値を 示 す傾向があ っ た .

TI M P -1 量は , 大動脈癌壁 (1 .0 3 6 ±0 .6 3 9 n m ol/ g) が , 窮状動

脈硬化巣 (0 .4 0 9 ±0 .2 7 8 n m ol/ g) , 滞 漫 性 内膜肥 厚 (0 .3 9 7 ±

0 3 31 n m ol/ g) の 双 方に 比べ て , 有意に 高値 を示 した ( い ずれ も

P < 0 .0 1) . T I M P -2 ほ 全 体 に 低 値 で あ っ た が , 大 動 脈 癌壁

(0 .06 4 ±0 .0 3 4 n m ol/ g) と粥状動脈硬化巣 (0 .0 6 3 士0 .0 3 1 n m ol/ g)

は
, 滞漫性内膜肥厚 (0 .1 1 2 ±0 .0 4 8 n m ol/ g) よ りも有意 に 低か っ

た( P < 0 .0 5) . また ,
T I M P -1 , T I M P- 2 ともに 大動脈癌径 との 有

意な相関ほ認め られ なか っ た が ,
T I M Pェ1 で は t

6 c m 未満の 培

養上 漕が や や 高値を示 して い た .

考 察

動脈硬化性大動脈癌 はそ の 頻度と 破裂 に よ る死亡 率 の 高 さか

ら臨床的に も重要視 され て い る疾患である が
20)

,
そ の 成 因 は 未

だ 明らか で な い . 大動脈壁 の 拡張性変化ほ ∴弾性線維や膠原線

維な どの 細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分の 崩壊に 伴う壁 の 脆弱化 に よ

る もの と 考え られ て お り
l) ､ 3)

, 大 動脈痺 の 形成 に お い て マ ト

リ ッ ク ス 分解酵素が重要な役割を果た して い る と推測 さ れ る .

細胞外で の マ トリ ッ ク ス 分解 に主 役を 演 じて い る の ほ セ リ ン プ

ロ テ ア ー ゼ
,
メ タ ロ ブ ロ チ ア ー ゼ な どの 中性プ ロ テ ア

ー ゼ で あ

り, 特 に , 生体 内に存在する ほ と ん ど全て の 細 胞外 マ ト リ ッ ク

ス 成分 を中性域 で分解す る M M P s が , 最近 ∴注目を 浴び て い

る
4 ト 8)

. M M P 遺伝子 フ ァ ミ リ
ー

は
,
細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解能

を有す る
一

群 の メ タ ロ ブ ロ チ ア
ー ゼ で , 暗性 中心 に Z n

2 十

を 有

し酵素活性に は C a
2 十

を必要とする こ と , 滞在型酵素 と し て 分

泌され細胞外 で活性化 され る こ と , それぞれの 酵素 の
一

次構造

に ほ高い 相同性 が み られ る こ と , 共 通の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る

TI M P に よ っ て 活性 が阻害 される こ と , な どの 共通 した 性質を

もつ . 現在 ま で に10 種煩 の M M P s の 一 次構造が 決定 され て お

り, 癌細胞 の 浸潤 ･ 転移 をは じめ と して
,
種 々 の 病的状態に お

け る M M P s の 関与が 知 られ て い る .

大動脈癌壁 に おけ る マ ト リ ッ ク ス 分解 活性 の 有無 に つ い て

ほ
, 近年 に な っ て , 様 々 な報告が な され るよ うに な っ た . 1 98 0

年 , 凱 s u ttil ら
21)
は
,
ヒ ト動脈硬化性大動脈癌壁組織 の 抽出液

が コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 活性 を有する こ と を報告 した . 彼 らは こ の 分解

活性と大動脈癌径 が 正 の 相関を示 して い た こ と , また活性が 対

照 の 非拡張性動脈硬化性大動脈壁 に 認 め ら れ な か っ た こ と か

ら , 内因性の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 分解活性が大動脈癌の 拡張お よ び破

裂 の 原因で ほ な い か と 考え た . 次い で ,
D o b ri n ら

22)
はイ ヌ およ

び ヒ トか ら採取 した 動脈を 用 い た 実験 で コ ラ ゲ ナ
ー ゼ が 動脈破

裂を生 じさせ る こ とを 示 し , コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る コ ラ
ー

ゲ ン 分

解が動脈壁 の 破綻 に 重要であ ると 結論 した .

一 方 ,
Z a ri n s ら

23〉

は
,
サ ル 大動脈壁を人為的 に 狭窄 し, 末梢 に 生 じた拡張部動脈

壁に コ ラ ー ゲ ン 分解活性 の 上 昇を 認め ,
ヒ ト大動脈癌 の コ ラ ー

ゲ ン 分解括性上 昇ほ血 行動態 の 変化に 対する反応 に すぎな い と

主 張 した . また
,
P o Ⅵ杷11 ら

1)24) 2 5)
の グ ル

ー

プほ
,
ヒ ト 大動脈壁の

コ ラ ゲナ
ー ゼ 活 性が , 非破裂性大動脈癌 で 上 昇せ ず, 破裂性大

動脈癌で の み上 昇 して い た と い う所見を得 , 破裂例に おけ る コ

ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 上昇 ほ炎症細胞浸潤 に よ る刺激 , ま た は結果に

よ るもの で あ り , コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性が 癌形成や破裂の 原困で あ

る とする根拠は な い と述 べ た . さ らに , 彼 らは , 大動脈療壁中

膜 の エ ラ ス チ ン 量の 著減と , そ れ に相関 した ェ ラ ス タ ー ゼ 活性

の 上 昇を 認め ,
そ の 酵素活性は高度 の 大動脈粥状硬化症に 認め

られ る白血 球 エ ラ ス タ
ー ゼ と ほ 異寧る性質をも つ こ とを 明 らか

に した .
R i z z o ら

2)

は t
マ ト リ ッ ク ス 成分の 解析 か ら, 大動脈癌

形成 は コ ラ ー ゲ ン で は な く ェ ラ ス テ ン の 変性 の 結果で あろうと

報告 し, 加 えて ,
L e h n e r t ら

26)
に よ っ て

, 腎動脈下で は大動脈壁

の エ ラ ス チ ン 代謝 が充進 して い る こ と ,
大動 脈癌壁 が高 い エ ラ

ス テ ン 分解活性 を有す る こ と が報告 され , 大動脈癌形成に おけ

る エ ラ ス タ
ー ゼ活性 の 役割も注 目 され るよ う に な っ た .

また最近 , 大動脈癒壁 に 存在す る と思わ れ る こ れ らの 酵素活

性を同定す る研究が行わ れ る よう に な っ た . W e b s te r ら
2T)
は ,

大動脈癖壁に は 高い コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 が 認 め られ ,
そ の 活性

は
, 金属 キ レ ー ト 剤で抑制さ れ ,

A P M A で 活性化 され る こと

を示 し
,
M M P s の 大動脈癖 に 対す る関与が 示 唆 さ れ る よ う に

な っ た . V i n e ら
28)

は , 抗血 清を 用い た イ ム ノ ブ ロ ッ トに て , 大

動脈癌壁 ホ モ ジ ネ
ー ト中に M M P-1 , M M P- 3 お よ び M M P-9 の

存在 を認 め , そ の 陽性症例数 は対照 の 動脈硬化 よ り 高頻度で

あ っ た と報告 した . これ に 対 し ,
H e r r o n ら

29)
は
,
大動脈癖壁組

織の 培養上清か ら ,
, ,

分子 量92 , 0 0 0 好中球ゼ ラ チ ナ
ー ゼ

"

( お

そ らく 92k D a ゼ ラ チ ナ
ー ゼ = M M P- 9 の こ と) を 同定 し, 栄養

血 管に そ の 免疫鼠織化学的局在を認め た が , 問質性 コ ラ ゲナ
ー

ゼ ( M M P-1) は 証 明 で き な か っ た と 述 べ た .

一

方 ,
Iriz a r rア

ら
抑
は
, 大動脈癌壁ホ モ ジネ ー ト か ら M M P -1 の 滞在型や 分解

産物を イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 示す と共 に , 免疫蛍光法に て 外膜の細

胞 に M M P -1 の 存在を証明 し, 大動脈瘡壁 に お け る コ ラ ゲナ
ー

ゼ活性の 存在を裏付けるも の と した . さ ら に , 同 グ ル
ー プの

N ｡ W rn a n ら
31)
ほ

,
M M P

-1 に 加え ,
M M P-3 の 存在をイ ム ノ ブ

ロ ッ ト で 示 し , そ の 産生細胞 と して , 増加 した マ ク ロ フ ァ
ー ジ

と リ ン パ 球 を 重視 し た . こ の よ う に 大 動脈癌壁たおける

M M P s の 存在が 指摘さ れ る よう にな っ て は い る が 断片的な報

告 しかみ られ ず , 未だ 充 分 に倹 討 さ れ て い な い の が 現 状であ



大動脈癌に お ける マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア _ ゼ

る .

本研究 で は , 各種 M M P s の 存在と局 乱 そ の 塵生細胞 の 同

定, M M P s の 産生 , そ して 実際 の マ ト リ ッ ク ス 分 解活性 の 有

軋 イ ン ヒ ビタ
ー の 関与 な ど

,
こ れ ま で 行 わ れ て い な か っ た

様 々 な角度か ら解析 を試 みた . 今回 の 免疫観織化学的検索で動

脈癒壁 に そ の 存 在 が 証 明 され た の は
▲
M M P -1

, M M P-2 ,

M M P -9 で あ っ た ･ M M P -3 は
, 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分を 直接

分解す る以外に , M M P -1 , 8
,
9 の 活性 化作用も有する が

32 ト 34 )

,

免疫 組 織化学 的 に は 存 在 が 認 め ら れ な か っ た . M M P -1
,

M M P- 2 お よび M M P
- 9 ほ 対照 と した 粥状動脈硬化巣と珊漫性

内膜肥厚に も認 め られ た が , 全体 に 滴漫性内膜肥厚で は 陽性細

胞数が比較的少数 で あ っ た . 大動脈癌 と窮状動脈硬化巣を比較

して差異が大きか っ た の は
,
M M P-1 お よび M M P - 9 で

, 大動

脈癌の 外膜 に おけ る増加 が 目立 っ た . 逆 に , M M P- 2 で は 両者

間の 違い ほ ほ とん ど認め られ ず
, 特に 中膜 に お い て は溺慢性内

膜肥厚を含め た 3 病変で 同程度 の 高 い 陽性率を 示 して い た .

M M P-1 は 線維性 コ ラ ー ゲ ン で ある Ⅰ型と Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ ン の 特

異的分解酵素であ り
35)
, M M P -2 と M M P- 9 ほ ゼ ラ チ ン や Ⅳ型お

よび Ⅴ型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素である
耶 T)

. M M P- 9 ほ こ れ ら の 基

質以外 に Ⅲ型 コ ラ ー ゲ ン や Ⅰ塾 コ ラ ー ゲ ン の α2 鎖も 分解す る

こ とが で きる38) ･ した が っ て , これ ら 3 種 の M M P s で 動脈壁の

主 な線経 で ある膠原線椎や弾性線維 (後述) を 分解す る こ と が

可能 で ある ･ 免疫 二重染色 の 結果か ら大動脈瘡の M M P -1 産生

細胞は , 主 に 泡沫化 した 内膜 の マ ク ロ フ ァ ー ジ
, そ して

, 内 ･

中膜の 平滑筋細胞の 一 部で ある こ とが 証明され , ま た , 外膜 の

マ ク ロ フ ァ ー ジ と
, 外膜 に 多 数 み ら れ る H H F 3 5 お よ び

H A M 5 6 陰性の 紡錘形細月乱 すなわ ち , 線維芽細胞も M M P -1

を産生 して い る と考え られ た . M M P -2 に 関 して ほ
t 内膜 の 泡

沫化 マ ク ロ フ ァ ー ジ
, 内 ･ 中膜の 平滑筋細胞 と , 外膜 の 線維芽

細胞 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ の 大 部分 に 陽性 で あ っ た . ま た
,

R o I ℃ a ni c ら
3g)
はネ ズ ミ T リ ン パ 球と 内皮細胞 の共存培養に おい

て T リ ン パ 球に M M P-2 の 発現をみ て い るが
, 本研究 に お い て

も内膜の T リ ン パ 球 の 一

部に M M P -2 が認 め られ た . M M P -9

の 産生細胞は , 内膜 の 泡沫化 マ ク ロ フ ァ ー ジと , 中 ･ 外膜の マ

ク ロ フ ァ ー ジお よ び好中球の 一 部 で あ っ た .

以上 を ま と め る と
, 大動脈癌 で ほ 対照 と比 べ て M M P-1 と

M M P - 9 の 増加 が 顕著 で あり , そ の 産 生 は , 総 じ て マ ク ロ

フ ァ ー ジに よ るもの が 多か っ た .
マ ク ロ フ ァ

ー

ジは
,
大動脈癌

の免疫染色で最も多数認め られ た 細胞 で あり , 大動脈療形成に

重要な役割 を果たすもの と考 え られ る . 次い で多く認め られ た

炎症細胞 は T リ ン パ 球で あ っ た . 単球が 活性化 T リ ン パ 球 と直

接接触す る と M M P-1 , M M P-9 の 塵 生 を 誘導す る こ と が ,

L a c r a z ら
40)

に よ っ て 報告され てお り, T リ ン パ 球ほ M M P-2 を

産生する他に 単球/ マ ク ロ フ ァ ー ジ の M M P-1 , M M P -9 塵 生を

調節 して い るもの と推測 され る .

M M P s の 共 通 の イ ン ヒ ビ タ ー

で あ る TI M P s の う ち ,

T I M P -1 ほ免疫紅織化学的に 栄養 血管 の 内皮細胞 に 弱陽性 で

あっ たが
,
T I M P - 2 ほ動脈癌壁に ひ ろく発現 し, M M P- 2 と 同様

の 局在を 示 すの で 産生細胞は泡沫化 マ ク ロ フ ァ ー ジ
,
内 ･

中膜

の 平滑筋細胞 , 外膜の 線維芽細胞 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ と 思わ れ

た ･ M M P -2 と T I M P - 2 の 免疫二 重染色 では , 同 一 細胞 に 両者

斜陽性であり
,
両 者の 密接 な 相互 関係が 示 唆 され る所見 で あ

る.

弾性線維 の 主要構成蛋白質である エ ラ ス チ ン は 大動脈壁で は
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乾燥重量の 50 % を 占め41)
, 動脈壁の 形態維持と弾性機能 の 発現

に 大切な役割を果た して い る
.
: 従 っ て , エ ラ ス チ ン の 分解は動

脈壁の 脆弱化の 原因と な り , 特 に 中膜弾性線維の 断裂 ･ 消失 は

動脈癌形成に 重要な意義をも つ . 本研究 での α- エ ラ ス チ ン ザ イ
モ グ ラ フ ィ

一 に よ る解析でほ 92k D a . 8 3 k D a
,
6 6 k D a

,
6 0 k D a と ,

ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
一

に み られ た 活性 と同 じ分子 量に バ ン

ドが認め られ た ･ こ れ らの 活性 は
, 前二 者が M M P -9

, 後 二 者

が M M P -2 に よ る活性 とみ な され る . M M P- 2 お よ び M M P-9

が ェ ラ ス タ ー ゼ括性を 有する こ とほ ,
S e n io r ら

42)
に よ っ て 報告

され て い る ･ 最近に な っ て
,
O k a d a ら

43】

ほ ヒ ト 動脈平滑筋細胞

の 培養上清が ェ ラ ス チ ン 分解活性 を有 し て お り , そ の 活性 が

M M P - 2 で あ る こ と を 示 し た . さ ら に
,
K a ts u d a ら

㈹
は

,

T H P -1 細 胞 ( ヒ ト 単 球/ マ ク ロ フ ァ ー

ジ 様 細 胞) 由 来 の

M M P-9 が , 実際 に 大動脈組織 の エ ラ ス チ ン を 分解する こ と を

ウ サ ギ 動脈中膜観織片と T H P -1 細胞の 共存培養に お い て 証 明

した ･ α- エ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ ム で
,
6 0 k D a 未満に は活性が認

め られ なか っ た こ とか ら
,
エ ラ ス チ ン 分解活性を有するセ リ ン

プ ロ テ ア ー ゼ で ある好中球 エ ラ ス タ ー ゼ (2 7 ～ 31 k D a)
佃
の 存在

は 証明され ず, こ れ は 免疫観織染色の 所見 と同様 の 結果であ っ

た ･ 最 乱 発見 され た ェ ラ ス チ ソ 分解括性をも つ M M P -1 2 ( メ

タ ロ エ ラ ス タ
ー ゼ)

7)

も , 滞在型 が 54k D a
. 活性 型が 45k D a ,

2 2 k D a であ り, 培養上 清中に 分泌 さ れ て い る と い う証拠 ほ な

か っ た ･ 9 2 k D a の 活性が最も明瞭 で あ っ た こ とは
,
大動脈療壁

の エ ラ ス チ ン 分解に おけ る M M P - 9 の 重要性を示 して い る . カ

ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー で 認め られ た の は 77 ～ 9 4 k D a の 間の

ごく淡い バ ン ドの み で あ り , こ れ は M M P- 9 と 考え られ た .

M M P - 3
,
M M P-7 ( マ トリ ラ イ シ ソ) は 共に , よ り低い 分子量で

あ るた め
, そ の 存在 は否 定的で あ っ た .

14
C - 1 型 コ ラ ー

ゲ ン を基質と して 測 定 した 大動脈癌壁組織培

養上清の コ ラ ー

ゲ ン 分解活性は , 全 て が 感度以下であ っ た . 免

疫観織化学的に M M P-1 が認め られ た に もかか わ らず コ ラ ー ゲ

ン 活性 が 低か っ た 理 由 と して
巨 魁織 の コ ラ ー ゲ ン に 対 す る

M M P-1 の 親和性が非常に 高い た め
, 培養上 清中に M M P-1 が

充 分 回 収 で き な か っ た 可 能性 や , 内 因 性 の イ ン ヒ ビ タ ー

( T I M P s) に よ る影響が 考え られ る
1)46>

.

1 4
C一ゼ ラ チ ン を基 質と し

て ゼ ラ チ ン 分解活性を測定 した結果で ほ , 癖径 6 c m 未 満の 大

動脈癌壁の 培養上帝に ,
6 c m 以上 の もの よ りも有意 に 高い ゼ ラ

チ ン 分解活性を認め た . 免疫阻織染色お よび ザイ モ グ ラ フ ィ ー

で 同 定 さ れ た ゼ ラ チ ン 分解活性 を 示 す プ ロ テ ア ー ゼ は
よ

M M P- 2 と M M P-9 で あり , 今回 測定 され た ゼ ラ チ ン 分解活性

は
, 両者の 活性の 複合と み なす こ と が で きる . 直線回 帰分析で

得 られ た
, 大動脈癒壁の 小さい もの ほ どゼ ラ チ ン 分解活性が高

い と い う傾向は
,
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ

一

に おい て癌径が 小

さい もの ほ ど潜在型 M M P-9 の ゼ ラ チ ン 分解バ ン ドの 幅が 広

が っ た とい う結果 と よく相関 して い る . 癌径 6 c m 未満 の 大動

脈癌壁 の ゼ ラ チ ン 分解活性が粥状動脈硬化巣よ り高い 傾向に あ

り
,
また

, 滴漫性内膜肥 厚と比較す る と 有意 に 高か っ た こ と

も ,
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ

一 に おけ る潜在塑 M M P-9 の 活性

と
一 致 した所見 で ある .

a

H- エ ラ ス チ ン を 基質 と した エ ラ ス チ

ン 分解活性 の 測定 で は
, 有意 な活性 は得 られなか っ た . 光学顕

微鏡お よ び電子顕微鏡 に よ る観察で 大動脈瘡壁の 弾性線維 ( エ

ラ ス テ ン) が分解 ･ 消失 して い る にもか かわ らず, エ ラ ス チ ソ

分解活性 が認め られなか っ た こ とは , 測定法の 感度に よ る 問題

も考え られ
,
さ らに検討す る必要がある .

3
H - C m - Tf を 基 質と



2 2 6

した 分解活性 は , わ ずか な 症例で 認め られ た が ,
い ず れも低値

で あり, M M P - 3 陰 性の 免 疫観織染色 や カ ゼ イ ン ザ イ モ グ ラ

フ ィ
ー の 結果 と矛盾 しな い もの で あ っ た .

サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ る 組織 培養 上 清 の

M M P s 定量で ほ ,
M M P -1

,
M M P - 2

,
M M P-9 と もに測定開催以

上 の 酵素の 存在 を認 め た れ M M P -3 は ほ と ん どの 病変 に お い

て感度以下であ り , 増感法に よ る再検 でわ ずか に 測定 しえた .

大動脈癌壁 の M M P -1 量に つ い て は ∴対照の 粥状動脈硬化巣,

硝漫性内膜肥厚よ り高値 で あり , こ れ は免疫組織染色 の 結果と

も 一 致 して い た . 培養上 帯中の コ ラ ー ゲ ン 分解活性が観察 され

な か っ た に もか か わ らず ,
M M P -1 の 増加が認 められ た こ とは ,

培養上 清中に 存在す る TI M P s の 影響を 示 唆 して い る . なか で

も TIM PTl は , T I M P - 2 に 比 べ M M P -1 を8 . 8 倍低濃度 で阻害

す る
¢)
こ と か ら重要 で ある と考え られ るが , 実際 , 大 動脈瘡培

養上溝中の TIM P-1 は粥状動脈酎ヒ巣 , 濁漫性内膜 肥厚 に 対 し

有意に 上昇 して い た . M M P - 2 量ほ ,
それぞれの 病変で差異が

な く , 免疫組織染色 お よび ゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ ィ
ー

と 矛盾 し

な い 結果 で あ っ た . M M P
- 2 と関連の 深い TI M PT 2 は , 免 疫組

織染色で多数認め られた に も関わ らず低値であ り , その 原 因と

して , 滞在型 M M P - 2 と複合体を形成 した TIM P-2 は ほ と ん ど

測定する こ と が で きな い と い う測定法上 の 特性が考え られ た .

M M P - 9 量 は , 大動脈癖に お い て 粥状動膿硬化巣 よ りや や 高い

債向を 示 し ,
ま た

,
溺渡性内膜肥厚よ り有意に高く , 免疫艶織

染色や ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー の 所 見 と 一 致 し て い た .

M M P
r9 と T I M P s と の 関連を述 べ る と ,

T I M P -2 は T I M P -1

より1 . 2 倍低濃度 で M M P-9 を阻害 し
6)

,

一 方
,
T I M P

-

1 は滞在

型 M M P - 9 と複合体を 形成す る こ とが 知 られ て い る
3 8)

.

一 般 に ,

生体内で の M M P 活性 ほ , T I M P s との 間に 不 均衡が生 じた 場

合 に作用す る と考 え られ , そ の 観 点か ら , B r o p b y ら
17)
ほ

I

T I M P の 減少 が大動脈癌に お け る酵素活性の 増加 に 寄与 して い

る と主 張 して い る . しか しな が ら , 本研究で は ,
それ を支持す

る明 らか な証拠 は得 られな か っ た .

本研究の 所見を総合す る と , M M P-1 と M M P-9 が 大動脈癌

で増加 して お り , そ の 産生は マ ク ロ フ ァ ー ジが 主 体を な して い

た .
M M P -1 に つ い て は

t 培養上 清 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性 が 認 め

られ ず ,
T I M P s に よ り阻害 されて い る と考え られ る こ と か ら,

大動脈組織 で十分に 作用 して い る か どうか ほ 疑問で ある .

一

方 , M M P - 9 は
,
エ ラ ス チ ソ 分解活性を有 し, ま た , 免疫組織染

色や培養上帝中の 定量に て 大動脈癌に おけ る増加が 示 され ると

ともに ,
ザ イ モ グ ラ フ ィ

ー

と ゼ ラチ ン 分解活性の 測定 に て 大動

脈癌径 の 小 さ い も の ほ ど強く作用 して い る こ とが 明 らか に され

た . こ の こ と は M M P 榊9 が 大動脈癌 ,
特に そ の 初期病変 の 形成

に 重要な役割 を果た して い る こ とを 強く 示唆 して い る . こ の 癌

径 と ゼ ラ チ ナ
ー ゼ活性 との 負の 相関 ほ , 過 去に 報告 され た 癌径

と コ ラ少ナ ー ゼ 活性が 正の 相関を示 す とい う報告
21〉26)
と

一

見相

反す るよ うに 思え る が .
Z a ri n s ら

23)
や P o w ell ら

25)
の 主 張す る よ

うに 大動脈の 拡大 に対す る反応と して コ ラ
ー

ゲ ン 分解活性 が克

進 してい るの な らば, 大動脈癖形成 の 原因と して 働 い て い る エ

ラ ス チ ソ 分解が ,
逆に癌径の 小さ い 段階で強い こ とも説明 しう

るか も しれな い . 本研究 で認め られ た大動脈癌壁 の 著明な弾性

線推崩壊や , 以前より報告 されて い る大動脈癌壁 の エ ラ ス チ ソ

量の 減少 , 相対的 ゴ ラ ー ゲ ン 量の 増加とい う事実
l)2)2 5)1 8)
は

,
これ

を支持す る所見 と思わ れ る .

M M P
-

9 の 大動脈癖形成に関す る役割を ふ ま えれ ば, 臨床 的

な応用も考える こ とが で きる . 大動脈癌 に は急速な拡大を示 す

もの と , 長期 に わ た っ て その まま の 大きさ に と ど ま るもの があ

り
瑚

,
ま た

, 癌径 が小 さ い に もか か わ らず破裂 を生 じ る 例も認

め られ るが
50)

,
大 動脈癌症例 の 血 中の M M P s 測定 に よ っ て 癖径

の 急速 な拡大や破裂 の 危険性 を予見 しう る か も しれ な い . ま

た , 癌径 の 小 さい 時に M M P-9 が 大動脈の 弾性線維 を破壊 して

大動脈痛 が形成 され る とすれ ば ,
そ の 時期に イ ン ヒ ビタ

ー

を投

与する こ と に よ っ て 癖 の 進展が 阻止できる 可能性もある .
これ

らの 臨床応用も含め , 大動脈癖 と M M P s の 関係 に つ い て ほ今

後 さ らに 検討す る必要がある .

結 論

動脈硬化性腹部大動脈瘡壁巌織 に お け る M M P
-1
,
M M P-2 ,

M M P -3 , M M P
- 9 と , そ の イ ン ヒ ビ タ

ー で あ る TI M P -1
,

TI M P
-2 に つ い て よ 免疫組織化学的局在の 解析 , そ の 産生細胞

の 同定 , 組織培養上清中の 産生量と酵素活性 の 測定を行い■, 拡

張を伴わ な い 動脈硬化 と比較 ･ 検討 し, 次 の 結果を 得た .

1 . 大動脈癌壁 の 光学顕微鏡お よ び電子顕微鏡的観察に おい

て
, 内 ･ 中膜 ,

特 に中膜 の 弾性線維の 著 明な 破壊像が認め られ

た .

2 . 免疫組織化学的 に ,
M M P -1 は大動脈癌壁内膜 の 泡沫化

した マ ク ロ フ ァ
ー ジ

, 内 ･ 中膜の 平滑筋細胞 の
一 部

,
また

.
外

膜の 線推芽細胞 と マ ク ロ フ ァ
ー ジ に 陽性で あ っ た . M M P - 2 と

T I M P -2 は I M M P
-1 と類似 の 分布を 示 した が陽性細胞数 がよ

り多数であ っ た . M M P - 9 は , 内膜の 泡沫化 マ ク ロ フ ァ
ー

ジと
,

中 ･ 外膜の マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び野中球の
一

部に 染色 され た ･

M M P - 3 は全例陰性 で , T I M P-1 は 栄養血管 の 内皮細胞 に 弱陽

性を 示 すの み で あ っ た . 非拡張性動脈硬化と比較 して 明らか な

増加 が認め られ た の ほ M M P
-1 と M M P-9 で あり , そ の 産生ほ

マ ク ロ フ ァ
ー ジ に よ るもの が多 か っ た .

3 . 覿織培養上清を 用 い た ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

で ほ
,

92 k D a
,
8 3 k D a

,
6 6 k D a

,
6 0 k D a に バ ン ドが 出 現 し ,

前 二 者 ほ

M M PT9 , 後 二 者ほ M M PT2 に よ る活性 とみ な され た . 滞 在型

M M P -9 と思わ れ る 92k D a の バ ン ドは , 大動脈癌に お い て幅が

広く , 特 に , 癌 径 の 小 さ い も の ほ ど幅広 い 傾向 が あ り ,

M M P
-2 の バ ン ドは t ほ ぼ

一 定 で あ っ た . α
- エ ラ ス チ ン ザ イ モ

グ ラ フ ィ
ー で は

,
ゼ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ

ー

と同様の 分子量

の バ ン ドを認 め , 9 2 k D a が最 も明瞭であ っ た . カ ゼ イ ン ザイ モ

グ ラ フ ィ
ー で は

,
7 7 ～ 9 4 k D a に M M P- 9 と思わ れ る淡い バ ン ド

を認.め た .

4 . 組織培養上清 の ゼ ラ チ ン 分解活性 ほ , 癒 径 と の 間に ,

Y = 7 .0 37 - 0 ,6 7 4Ⅹ(r = 0 .3 6 6
,
P < 0 月5) の 有意な 相関があり , 癖

径 6 c m 未満の 大動脈療 (4 .4 7 土3 .6 7 u/ g) が , 6 c m 以上 の もの

(0 .9 7 土1 .2 7 u/ g) よ りも有意に 高 い 括性を有 して い た( P < 0 ･01 ) ･

ま た
, 癖 径 6 c 皿 未満 の 大 動脈癌壁 は , 禰 漫 性 内膜 肥 厚

(0 .46 ±1 .1 3 u/ g) と 比較 して も有意 に 高い ゼ ラ チ ン 分解活性を示

した(P < 0 .0 1) . ェ ラ ス テ ン , コ ラ ー ゲ ン
,
ト ラ ン ス フ ェ リ ソ の

分解活性 に お い て は l 有 意な所見 を得 られ な か っ た .

5 . 阻織培養上帝中の M M P-1 量 は ,
大 動脈癌壁 (0 ･1 24 土

0 .0 8 0 n m o l/ g) が ,
湘状動脈硬化巣 (0 .0 6 3 土0 .0 5 4 n m ol/ g) よ りも

有意に 高値を 示 して い た ( P < 0 .0 5) . また ,
M M P-9 畳も ,

大動

脈癖壁 (0 .1 45 士0 .1 0 3 n m ol/ g) が 濁 漫性 内膜 肥 厚 (0 ･0 22 士

0 .0 41 n m ol/ g) よ り 有意 に 高値 で あ っ た (P < 0 .0 1) . M M P
- 2 量

ほ
, 大動脈癌壁(0 .1 61 土0 ∬70 n m ol/ g) と対照 の 間に 有意差ほ な
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く , M M P - 3 量ほ い ずれ も低値 で あ っ た . TI M P -1 量は , 大動脈

瘡壁 (1 ･0 3 6 ±0 ･63 9 n m ol/ g) が 粥 状動脈硬化巣 (0 .4 0 9 ±0 ,2 7 8

n m ol/ g) ∴浦漫性内膜肥厚(0 .3 9 7 ±0 .3 31 n m ol/ g) の 双 方 に 比 べ

て
, 有意に 高値を 示 した( い ずれ も P < 0 .0 1) . T I M P - 2 は 全体に

低値 で あ っ た .

以上 の こ と か ら , 大動脈瘡壁 で は ,
M M P -1 お よ び M M P _9

が増加 して お り , 掛 こ マ ク ロ フ ァ ー ジか ら産 生さ れ る M M P -9

が
,
エ ラ ス チ ソ お よび 他の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分を 分解する

こ とに よ っ て大動脈瘡の 発生t 特に 初期病変 の 形成に 重要な役

割を果た して い る こ と が 示唆 され た .
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,
F lis 2 a r

,
C . J .

,
S h a pi r d ,

S . D .
,
G o ld b e r g , G . l . & W el g u s , H . G . : H u m a n 9 2 - a n d

7 2 - kil o d alt o n ty p e Ⅳ c oll a g e n a s e s a r e el a s t a s e s
･ J ･ B i ol ･

C h e 皿 .
,
2 6 6

,
7 8 7 0 て87 5 (1 9 91 ) .

4 3) O k a d a , Y .
,
K a t s u d a

,
S .

,
O k a d a

,
Y ･ & N a k a n is h i

,

I . : A n el a sti n oly ti c e n z y m e d et e c t e d i n th e c u lt u r e m e di u m

of h u m a n a r t e ri al s m o o th m u s c le c ells . C ell B i ol . I n t . , 1 7 ,

8 6 3 -8 6 9 (1 9 9 3) .

44) K a t s u d a , S .
,
O k a d a

,
Y . , O k a d a , Y .

,
I m a i

,
K ･ &

N a k a n is h i
,
Ⅰ. : M a tri x m e t all o p r o t ei n a s e

,9 (9 2- k d g ela ti n a s e/

ty p e Ⅳ c o ll a g e n a s e e q u al s g el a ti n a s e
.
B ) c a n d e g r a d e a ･ rt e rial

el a s ti n . A m . J . P a th ol . , 14 5 , 1 2 0 8-1 2 1 8 (1 99 4) .

4 5) W o e s s n e r , J . F . : R ol e of c ell u l a r p r o t ei n a s e s a n d th eir

pr o t ei n i n hib it o r s i n in fl a m m a ti o n ･ I m m u n ol
･ M ed ･

,
1 8

･
5 7-89

(1 9 9 2) .

4 6) S a m y , A . K .
,
F i n l a y , F . & M a c B ai n

,
G . ‥ E l a s t a s e

a n d c oll a g e n a s e a. c
ti viti e s i n th e w a,

1l of th e a b d o mi n al a o rtic

a n e u r y s m . V a s c . S u r g . , 2 8 , 3 1 1- 31 7 (1 9 9 4) ･

47) B r o ph y , C . M .
,
M a r k s

,
W . H .

,
R eill y , J ･ M ･ & T il s o n

,

M . D . : D e c r e a s e d tis s u e i n h ibit o r of m e t all o p r o t ei n a s e s

(T I M P ) i n a b d o m i n al a o r tic a n e u r y s m ti s s u e ‥ a p r eli mi n ar y

r e p o r t . J . S u r g . R e s . , 5 0 , 6 5 3
-6 5 7 (1 9 91) ･

4 8) W h i t e , J . V .
,
H a s s

,
K .

,
P h illip s , S . & C o m e r o t a , A ･

J . : A d v e n titi al el a s t ol y s IS i s a p ri m ar y e v e n t i n a n e u r y s r n

f o r m a tio n . J . V a c s . S u r g . , 1 7 , 3 71-3 81 (1 9 9 3) ･

4 9) 佐藤 紀 : 病 因 ･ 病理 . 腹 部大動脈癌 の す べ て (稲 田

潔 , 広瀬
一

編) , 第 1 版 ,
1 9- 2 6 頁 ,

ヘ ル ス 出版 ,
東 京 ,

1 9 91 .

50) C r o n e n w e tt , J . L .
,
M u r p h y , T . F .

,
Z el e n o c k , G ･ B ･

･

W h it e h o u s e
,
W . M .

,
L i n d e n a u e r , S .

M .
,
G r a h a m

,
L . M ･

,

Q ui n t , L . E .
,
S il v e r

,
T . M . & S t a n l e y , J ･ C ･ : A c t u a ri al

a n aly sI S O王 v a ri a b le s a s s o ci a t e d wi th r u p t u r e of s
m all

a b d o mi n al a o r ti c a n e u r y s m s . , S u r g e r y , 9 8 , 47 2
- 4 8 3 (1 9 85) ･
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M at ri x M e t aI1 0 p r O t ei n a s e s a n d T is s u e I n h i b it o r s of M e t a lI o p r ot ei n a s e s i n A t h e r o s cl e r o ti c A o rti c A n e u r y s m

n mi n o ri K a s a sh i m a
,
D e p ar t m e n t O f S u r g e ry (I) , S c h o ol o f M ed i ci n e , K an a Z a W a U n i v e rsity , K a n a z a w a 9 2 0

-

J . J u z e n M ed

S ( ㌍ .
,
1 0 4 , 2 1 6

-

2 2 9 ( 1 99 5)

K e y w o r d s a bd o m i n al a orti c an e u ry S m , a 血 er os cl er o si s ･ m atri x m e tall o p r o tei n a s e , ti ss u e i nl 1i b ito r of m e tall op r o tein as e s

A b s t r a ct

A o rti c an e u ry S m i s c h ar a Ct e ri z e d b y d e st ru C ti o n of th e e x tr a c ell ul a r m a B
･

i x of th e a o rta . I n ord er t o e v al u at e th e r ol e s of

m a tri x m e tall op r ot ei n a s e s ( M M P s) a n d ti ss u e i n hi b i t or s o f m e tall o p r ot ei n a s e s ( T I M P s) i n ath e r o sc l e r o ti c a n e ur y s m al

fb rm ad o n of h u m an a O rt a
,
i m m un O hi s to c h e m i s try , Z y m O g T a p hi c a n al y sIS a n d e n z y m e a s sa y w er e p e rf o r m e d o n 5 1 a o rti c

d ss u e s: 3 0 a bd o m i n al a o rtic an e u ry S m S ( A A A) an d 1 3 u n dil ate d a o rta s wi th a 血e r o m at o u s pl aq u e ( A P) ob tai n e d a t s ur g ery ,
a n d 8 a o rt as w i th di f fu s e i n ti m al th i ck e n i n g ( D I T) fr o m a u to p s y ･ L i gh t a n d el e c tr o n m i c r o sc o pi c o b s e r v ati o n s o n a Jle u ry S m al

W all s s h o w ed m ar k ed d eg r ad a ti o n of m e d i al el a s ti c l am e11 a e ･ I m m un Oh i st ∝ h e m i c all y , M M P
- 1 (i n te r s d t al c oll ag e n a s e) w a s

l ∝ al iz e d in f o a m y m a cr op h a g e s of th e i n ti m a , S m O O th m u scle c e11 s of th e in ti m a a n d m ed i a , an d 仇r o bl a sts a n d m a c r op h ag e s

O f th e a d v e n d ti a i n A A A ･ M M P - 9 ( g el ati n a se B) w as f b un d m ai n l y i n fb am y m a C r OP h a g e s o f i nti m a , a n d m a cr op h a g e s a n d a

littl e n e u tr op hil s of th e m e di a an d a d v e n ti ti a ･ M M P - 2 ( g el ati n a s e A) a n d T I M P - 2 w e r e l oc ali z e d i n a si m il ar p a tt e m tO

M M P - 1 ･
T I M P - 1 w a s w e a k l y l o c aliz e d t o th e e n d o th eli al c ell s o f v a s a v a s o r u m , a n d M M P -3 ( S tr O m el y sin

- 1) w a s

un d et e ct able ･ M M P -1 an d M M P - 9 w er e i m m un 01 0 C aliz e d i n a g r e at er n u m b e r of c ells s u ch a s m a c r op h a g e s i n A A A th an in

A P an d D I T ･ G el ad n z ym O g r aP h y u sln g th e c ul tu r e m e di a of 血e a o r ti c tis s u e s s h o w e d g el ati n oly tl C a C ti v iti e s w i th 9 2 k D a ,

83 k D a , 6 6 k D a an d 60 k D a , th e f o rm er t W O C O n Si d er e d t o b e M M P -9
,
an d th e l at te r t o b e M M P - 2 ･ 7 b e l y sis b an d s at 9 2

k D a r eg ard e d as a pr e c u rs or fb rm Of M M P
- 9 w er e m or e e x te n si v e in A A A

,
e S pe Ci ally t h o s e w ith a s m al1 di am et er , th an in

th e un dil ate d a o rt a s ･ Wh il e th e ly sis b an d s c o n si d e re d t o b e M M P - 2 w e r e c o n s t an t ･ α
- el as ti n z y m o g r ap h y sh o w ed th e

Pr e S e n C e Of el a s ti n oly ti c a cti vity w i th
1 th e s am e m Ol e c ul ar W ei g h t as g el a ti n g el s i n th e c u lt ur e m e di a 丘

･

O m th e a or tic ti s s u es .

O n c as e in z y m og r ap h y ･ a fb w f ai n t ly sis b a n d s at 7 7
-9 4 k D a c o n si d e r ed t o b e M M P -9 w er e sh o w n ･ W i th 1 4C -

g el ati n as a

Su b str a te
,
a CtlV lty C O uld b e d e te c ted i n th e m e di a o f A A A , a n d th e l e v el s w er e slg ni n c a n tly h ig h e r i n th e s am Pl e s 缶o m th e

an e u ry S m W i th s m al l d i am e ter ( < 6 c m ) (4 ･4 7 ±3 ･6 7 u/g) th an th os e fr o m th e l ar g e
- di a m e te r an e ur y S m ( O V er 6 c m ) (0 .9 7 ±1 .2 7

u/g) (P < 0 ･0 5) ･ T h e i n v er s e c orr el ati o n of g el ati n ol yti c a c ti vity wi th 血e dia m et e r o f th e a n e u ry s m w a s d e te c ted ( Y = 7 .0 3 7 -

0 ･67 4 X
,
r 胡 ･3 6 6

,
P < 0 ･05) ･ T h e m e dia 負

●

o m t h e s m al 1 - d i am e ter an e u ry S m al s o sh o w ed si g nifi c an tly hi g h er a c ti vi ty th a n th os e

fr o m D I T (0 ･
4 6 ±1 ･
1 3 u/g) ( P < 0 ･0 1) ･ N o sig ni 丘c an t a C ti v i ti e s c o ul d b e d e te c te d w i th 3 H - el a s ti n

,

1 4 C - C Oll a g e n an d
3 H -

C ar b o x y m e th y l at ed b
･

a n Sfb r ri n a s a s u b st r at e ･ A m o u n ts of M M P - 1 s e c r ete d i n th e c ul t u r e m edi a m e a s u re d b y s a n d w i c h

e n zy m e i m m un O a S S ay W e r e Si g n i 丘c an tl y hi gh er i n A ÅA (0 .1 2 4 ±0 .08 0 n m ol/g) 血a n i n A P ( 0 .0 6 3 ±0 .0 5 4 n m ol/g) ( P < 0 .0 5) .

T h e l e v el of M M P - 9 w as si g n i fi c a n tly hi gh e r in A A A (0 .1 4 5 士0 ･ 1 0 3 n m ol/g) th an i n D I T (0 .0 2 2 ±0 .0 4 1 n m ol/g) ( P < 0 .0 1) .

T h e re w er e n o sl g n i a c an t di 飴 r e n c e s am O n g M M P - 2 l e v el s of th e s am P l e s 打o m A A A , A P an d D I T . T h e le v el o f T I M P - l o f

th e s am Pl e f r o m A A A w as s l g ni fi c an d y h i g h e r th an th a t 魚
･

O m A P an d P I T . T Y l e a m O un tS O f M M P - 3 a n d T I M P - 2 i n all

g r o up s w er e v er y 1 0 W ･ T h e s e r e s ults s u g g e st th a t M M P
- 1 an d M M P - 9 i n cr e a s e in th e an e u ry S m al a ord c w all , an d th at M M P -

9 ･ in p ar d c ula r w h e n p r od u c e d m ai nly b y m ac r op h a g e s , pl a y s an i m p o rt an t r Ol e in e ar l y an e ur y S m al f o r m ati o n of a o rta ,

d eg r adi n g el a s ti n a n d o th e r e xt r ac ell ul ar m a 由 x c o m p o n e nts ･


