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金沢大学十全医学会雑誌 第100 巻 第5 号 933 －947 く199 1う

ヒ ト線維 肉腫 くH T l O 8 0J 細 胞 由来 m at ri x

m e t allo p r ot e in a s e 9 く9 2 K D a ゼ ラ テナ ー ゼI

IV 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼう の性質と活性化機構

金沢大学医学部整形外科学講座 は 任二 富 田勝郎教授つ

五 之 治 行 雄
く平成 3 年 9 月13 日受付う

933

M a trix m e t al l o p r ot e in a s e 9 くM M P －9 I の 性質 と活性化機構 を解明す る た め に ， 腰瘍壊 死 因子 a

tt u m o r n e c r o si s f a c t o r a ，
T N F d り 1 0 0 u n it sl m lJ で処理 した ヒ ト線推肉腫 t H T l O 呵 細胞培養液よ

り 5 つ の カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ っ て 潜在型 M M P － 9 を精製 し た ． 精製さ れ た潜在型 M M P － 9 は

S O di u m d c d e c yl s ulf a t e くS D SJ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動上還元状態で 分子 量92
，
00 0 の 単 一

な バ

ン ドと し て観察さ れ た ■ M M P －9 の 活性 は e t yl e n d i a m i n e t et r a a c e ti c a cid くE D T A l ， 1 ， 1 0 － フ ェ ナ ン ス ロ

リ ン 及び組織由来メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー

ゼイ ン ヒ ビ タ J ti s s u e in hib it o r o f m e t all o p r o t e in a s e s
，
T I M Pl に

よ り阻害され た が ，
セ リ ン プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼ
，
シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼ ， ア ス パ ラ ギ ン 酸プ ロ ティ ナ ー

ゼ に 対す る 阻害剤 で は 阻害 さ れ な か っ た ． M M P － 9 は3 7
O

C で I 塾ゼ ラ チ ン に 対 し 著 し い 分 解活性

く12 ，7 0 0 声 gノ分ノm g 酵素蛋 副 を示 し た ． ま た ， 27
0

C に お い て 工型 コ ラ ー ゲ ン の 戊 2 鎖 を特異的 に 分解 す

る ほか
，
3 2

0

C に お い てIV 軋 V 型 コ ラ ー

ゲ ン を
，
2 5

0

C に お い て工工工型 コ ラ ー ゲ ン を 分解 し た ． 潜 在型

M M P －9 は 1 ．O m M p
－

a m in o p h e n y h e r c u ri c a c e t at e t A P M Aンで37
O

C
，
2 4 時間反 応 させ る こ と に よ り最大

に 活性化 され ， そ の 後括性 は徐々 に 低下 した ■ 活性化に 伴 い ， 滞在型 M M P －9 は分子 量83 ，0 0 0 の 中間型

を経て ， 6 7 ，00 0 の 活性型 に 低分子化 し た ． N 末端 ア ミ ノ 酸配列と モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を用 い た イ ム ノ ブ

ロ ッ ト法の デ ー タ か ら 了活性 型 M M P －9 は 滞在 型酵素の N 末端 とC 末端ペ プ チ ド の 除去に よ り出現す る

こと が明 か と な っ た ． T n 4 P を結合さ せ た滞在型 M M P ．9 を A P M A で 滴性化す る と ， 中間型 M M P ．9

く分子 量83
，
0 0 0I か ら 活性型酵素 く分子 量6 7 ， 0 0 0I へ の 移行が 阻害 さ れ た ． こ の こ と か

－
ら T m 膵 は

M M P －9 活性 を不 活化す る の み な ら ず， 活性化自体の 阻害 に よ り M M P －9 活性調節 に 二 重 の 役割を果 た

して い る こ と が 明か と な っ た 一 カ テ プ シ ン G
，
トリ プ シ ン

， ぽ ヰ モ ト リプ シ ン も潜在型 M M P －9 を活性

化 したが
， 好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ
，
プラ ス ミ ン

，
ト ロ ン ビ ン

，
プ ラ ズ マ カ リ ク レ イ ン で は 活性化 さ れ な

か っ た ． ま た
， 活性酸素種の 1 つ で あ る H O C l に よ り分 子 量83 ，

0 0 0 の 中間型 M M P ，9 が 活性化され た ．

これ らの 結果 か ら
，
M M P －9 は好 中球由来の 蛋白分解酵素や活性酸素 な ど に よ り活性化さ れ ， 生体 内の

種々 の 細胞外マ トリ ッ ク ス 分 解に 重 要な 役割 を果 たす こ とが 示 唆さ れ た ．

K e y w o rd s m et a1l o p r o t e in a s e ， C h a r a c t e riz ati o n ， a C tiv a ti o n ， a C tiv e o x y g e n ，

tis s u e in hib it o r of m e t al lo p r o t e in a s e s

金属依存性 蛋白分解酵素 で あ る m a tri x m e t all o － ． 転移に 伴う細胞外 マ トリ ッ ク ス の 分 解に 関与 する こ

p r o te in a s e s くM M P sl は 生体内 の 種 々 の 細 胞外 マ ト とが 知ら れ て い る ． M M P s は現在ま で に 1 0 種 類 が 報

リ ッ ク ス分解能 を有 し ， 炎症性疾患 や悪性腫瘍 の 浸潤 告さ れ て お り ，
い く つ か の 共通 し た特性と その ア ミ ノ

A bb r e vi atio n s こ A P M A
， p

． a m in o p h e n y lm e r c u ri c a c e t at e ニ D F P ， di
－is o p r o p yl flu o r o p h o s －

p h at e ニ E D T A
，
et yle n di am in e t e t r a a c e tic ac id 三 M M P ， m a t rix m e t an op r ot e in a s e 三 P A G E ，

p oly a cr yl a m id e g el el e c t r o p h o r e sis ニ P M S F ， p h e n y lm e t h a n s ulf o n yl fl u o ri d e ニ R P M I 16 40 ，



9 3 4 五 之

酸配列に お け る相同性か ら
一 種 の 遺 伝子 フ ァ ミ リ

ー と

考え られ て い る
り2I

． こ れ ら は 基質特異性 か ら問質性 コ

ラ ゲ ナ
ー

ゼ
，
ゼ ラ チ ナ

ー ゼハマ型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ お よ び

ス ト ロ ム ライ シ ン の 3 つ の サ ブ ク ラ ス に 分け られ て い

る ．
こ れ ら の う ちゼ ラ チ ナ

ー

ゼノ押 型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ に

は M M P
．2 く72 k D a ゼラ チ ナ

ー ゼII V 型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ1

と M M P
－9 く92 k D a ゼ ラナ ナ

ー ゼII V 塾 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ1

が 区別 され て い る ．

M M P ．9 は 好中球こい．
5
や マ ク ロ フ ァ

ー ジ
6－
な どの 炎症

細胞や軟骨細胞
5I

及 び腫瘍細胞
丁ト1 3一に よ っ て分泌さ れ る

の に 対 し ，
M M P ．2 も線推芽細胞

川

， 骨芽細胞
冊

及 び

腰瘍7ト9り訓 川ぶ
．

に よ っ て 合成， 分泌さ れ る こ と が知 ら れ て

い る ． しか し
，
腫瘍細胞に お い て は高転移性細胞株の

み に M M P －9 が発現 され る こ と か ら ， M M P
－ 9 が 癌細

胞の浸潤 ． 転移 に 特 に 重 要と 考 え ら れ て い る
7 刷

． ま

た ，
M M P － 9 は 1 2 － 0 ．t e t r a d e c a n o yl p h otb o1 1 3

－

a C e t a t e ，

e pid e n n al g r o w th
f a c t o r ， in t e rl e u k in

－1 P ， 腫瘍壊死 因

子 a くtu m o r n e c r o sis f a c t o r L r ，
T N F a l な どの 腫瘍

プ ロ モ
ー

タ
ー

， 増殖因子 お よ び サイ トカ イ ン で 発現さ

れ る の に 対 し
1011 2，

，
M M P －2 の 分泌量 は こ れ らの 因子 で

全く 影響 を受 け な い こ と が 知 ら れ て い る
10I 1 4－

． ニ の こ

と は両者が少 な くと も そ の 発現 に お い て は き わ め て異

な る こ と を 示 し て お り ， 生化学的性質や活性化機構 に

っ い て も 相違点が存在 す る 可 能性が 考 え ら れ る ■ 最

近， O k a d a ら
14，は M M P － 2 を精製 し そ の 性質と 活性化

機構を詳細 に 報告し た ． し か し ，
M M P －9 に 関 し て は

好中球 釧 や ラ ッ ト腫瘍細胞
13，

よ り 精製 し た報告 はみ ら

れ るが ，
ヒ ト腫 瘍細胞由来の 酵素 を単

一

標 品に 精製 し

た報告 はな い ． また ， 潜在型 M M P －9 の 性質や活性化

機構 に つ い て は な お 不 明 な点が 多 く ，
M M P －2 と の 比

較検討 は全く行わ れ て い な い ．

本研 究に お い てほ ヒ ト線推肉腫くH T l O 801 細胞株よ

り潜在型 M M P －9 を単 一 標品 に 精製し ，
そ の 性 質と活

性化機構の 解明 を試み た ．

材料 お よ び方法

l ． 実験材料

アク リ ル ア ミ ド ，
ジチ オス レ イ ト

ー ル
，

エ チ レ ン ジ

ア ミ ン 四 酢 酸 四 ナ ト リ ウ ム くe th yl e n di a m i n e t e tr a
－

a c e ti c a cid
．
E D T A l ， ヨ

ー ド ア セ トア ミ ド ． 次亜塩素

酸ナ トリ ウ ム くs o di u m h y p o c h l o ri t e s olu ti o n ．
N a O C ll

及 び ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム くSく通i u m d od e c yl

s tllf a t e
，
S D S l は和光純薬よ り購入 した ． P r ア ミ ノ

R os w ell P ar k M e m o ri al I n stit u t e M ed ia 1 6 40 三

フ ユ ニ ル 酢 酸 第 二 水 銀 くp
．

a m in o ph e n y lm e r c u ri c

a c e t a t e
，
A P M A I ， 1 ，

10
－

フ ェ ナ ン ス ロ リ ン
，
ジイ

ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ リ ン 酸 ， ジ メ チ ル ス ル フ ォ キシ

ド
，
N － エ チ ル マ レ イ ミ ド ， 周

一 メ ル カ プ トエ タ ノ ー

ル
，
ペ ブ ス タ チ ン A ，

フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フル

オ リ ド ，
プ ラ ス ミ ノ

ー ゲ ン
， 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ

， カ

テ プ シ ン G
，
トリ プ シ ン 汀P C K 処理1 ， 此 －キ モ トリ

プ シ ン
，
ト ロ ン ビ ン ，

プラ ズ マ カ リ ク レ イ ン
，
ク

ー

マ

シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル
ー R 2 50 は Sig m a 社 くS t．

L o u s ，
U ． S ． A ．1 よ り 購 入 し た ． R o s w ell P a rk

M e m o ri al h stit u t e M e d i a 1 6 4 0 くR P M I 1 6 4 01 培地は日

水製薬 くT o k y ol ， ラ ク ト ア ル ブ ミ ン く水解物j は

Gib c o 社 くN e w Y o r k ， U ． S ． A －I よ り 輯 入 し た ．

Y M － 10 メ ン プ ラ ン ， 限 外 濾 過 装 置 と G r e e n A

D y e m a t r e x ゲ ル は ア ミ
コ ン 社製 tD 孤 V e r S ．

U ． S ． A －1

を 用 い た ． ま た ，
S e p h ad e x G

－1 0
，
ゼ ラ チ ン セ フ ァ

ロ
ー ス

，
ウ ル ト ラ ゲ ル A c A 4 4 は P h a r a m a ci a 社

くU p p s al a ， S w e d e
nl ，
D E A E 一 セ ル ロ ー ス は Wh a t m a n

社 くM aid st o n e ．
E n gl a n dl ， A ffi

－

g el l O は Bi o
， R a d 社

くfu c h m o n d ．

U ． S ． A ．1 ． さ ら に
I

C ． 無水酢酸，
125
I およ

び オ
ー

ロ ダイ は A m e r s h a m J a p a n 社 くT o k y ol より購

入 した ．

ラ ミ ニ ン と E n g elb r e th
－ H o r m ． S w a r m くE H Sl 肉腫由

対 V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は丹沢和比古博 士 く三共株式会社 ，

発酵研鄭刑 よ り ，
VI 型 コ ラ

ー ゲ ン は R u p e rt T 血pl 博

士 くM a x P l a n c k ． h s tit u t f u r B ic xI h e m ie ， G e r m a n yl よ

り
，
ま た ヒ ト胎盤由来1工I 型 ， V 型 コ ラ ー ゲ ン は源利成

博 士 体 学が ん 研究所 ，
外 剛 よ り 提供 を受 けた ． ま

た ， 慢性関節 リ ュ
ー

マ チ 滑膜細胞由来の 組織由来メタ

ロ プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ イ ン ヒ ビタ
ー くti s s u e i n h ibit or of

m e t all o p r ot e in a s e s ，
T n 4 Pl と T M P に 対する モ ノク

ロ ー ナ ル 抗体
19－
は 愛知学院大学歯学部早川太郎教授よ

り
．
ヒ ト血 清由来 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は本学第

一 病理学

教室河原栄博士 より 恵与さ れ た ． T N F ぽ は大日本製

薬株式会社くS uit al よ り供与 さ れ た ． 潜在型 M M P ．9

の N 末端部 と C 末端部 を それ ぞ れ 特異的 に 認識する
モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 57 － 1 3 D 8 と 56 ． 2 A 4 は金 沢大学医療

技術短期 大学部岡田保典助教授 よ り提供 を受 けた
一 ま

た
，
こ れ ら の モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗体 を 用 い たサ ン ドイ ッ

チ酵素抗体法
20，
に よ る滞在型 M M P － 9 の 測定は寓士薬

品工業岩田和士博士 の 協力 を得て行 っ た ．

H ． H T l O 8 0 細胞培養液の 調 整

H T l O 8 0 細胞 を1 5 ％牛胎児血清くGib c o L d 3 ．1 を含
む

S D S
，
S C Xliu m d o d e c yl s ulf at e ニ T I M P ， tis

s ue

in hib it or of m et all o p r ot e in a s e s 三 T N F a ，
t u m O r n e C r O Sis f a c t o r a



H T l O 8 0 細胞由来 92k D a ゼ ラ チ ナ ー

ゼ

紆 M I 1 6 4 0 培養液中 で 培養 した
． 培養細胞が コ ン フ ル

ェ ン トに達 する直前 に 培養液 を捨て ハ ン ク ス 液で 3 回

洗浄し た■ 次い で Ok a d a ら
121
の 方法に 従い ，

0 ． 2 ％ ラ

グトア ル ブ ミ ン を含 む無血 清 RP M 王1 6 4 0 培養液 に 換

え 10 0 u nit sl m l の T N F a を添加 した 一 T N F a 添加

7 日後の 培養液を 回収 し ，

－

2 0
0

C で 冷凍保存 し潜在型

M M P
－9 の精製材料 と し た ■

m ． 酵素活 性の 測 定

精製過程 に お い て は各 カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー 分

画中のゼ ラ チ ン 分解活性 を ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

トゲ

ル法で検討 した ． さ ら に ，
T m 4 P の 濃度 をサ ン ドイ ッ

チ酵素抗体法
孤－

で 測定 した ． ま た ， 精 製 し た M M P －9

につ い て は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 ，

ゼラ ナ ナ ー ゼ 活性 ，
ト

ラ ンス フ ェ リ ン 分解活性及 び プ ロ テ オ ブリ カ ン 分解清

性を測定し た ．
コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ活性と ゼ ラ チ ナ ー ゼ 活性

はそれ ぞれ C a w s t o n ら
21，
と H a r ri s ら

22一
の 方法に 従 っ

てア ツセ イ した ． こ れ らの ア ッ セ イ で は モ ル モ ッ ト皮

膚由来の I 塾 コ ラ
ー ゲ ン を ， G is sl o w ら

2 3，
の 方法 に よ

り
1

C ．無水酢酸で標識 し た コ ラ ー ゲ ン と そ の 熱変性

即 C ， 3 0 分処理1 した ゼ ラ チ ン を基質 と し て用 い た ．

また， トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性は O k ad a ら
24I
の 方法

に従い ヒ ト トラ ン ス フ ェ リ ン を 刊－ ヨ ー

ド酢 酸 で 標識

した 里一 カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リ ン を 基質

としてア ツ セ イ し た ． さ ら に プ ロ テ オ グ リ カ ン 分解活

性は N a g a s e ら
25，

の方法 に 従 っ て ア ッ セ イ した ． こ れ

らの分解活性は滞在型 M M P －9 を 1 ． O m M A P M A で

37
0

C
，
24 時間活性化後 に 測定 した ．

N ． 潜在型 M M P ． 9 と T r MこP の ヨ ウ素化

精製し た滞在型 M M P ． 9 と T m 4 P を F r a k e r ら
26，
の

方法に 従 っ て
12
可 と結 合 さ せ た ． ラ ベ ル 後 末結合の

125

I をJ O k a d a ら
2 心
の 方法 に 従い

一l

ス ピ ン カ ラ ム
，，

を用

いて除去した ．

V
． S D S － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動

くs o di u m d o d e c yl s ul f a t e ， p Ol y a c r yl a m id e g el

el e c t r o ph o r e si s
．
S D S － P A G E I 法 と ゼ ラ チ ン

サ ブス ト レ
ー

トゲ ル 法

試料を1 ％岸－メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る還元 あ

るい は非運元状態で L a e m m li ら
27，

の 方法 に 従 っ て 電

気泳動した ． 泳動後ゲ ル をク ー

マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ

ル ー

あるい は鍍染色を施 し観察 し た ． ま た
，
ゼ ラ チ ン

サブス ト レ ー トゲ ル 法は Hi 仙s ら 3 切 方法 に 従 い 行 っ

た ． 即ち ， ゼ ラ チ ン く0 ． 2 m gノm り を含 む ポ リ ア ク リル

アミドゲル く8
，
9 ％ ア ク リ ル ア ミ ドJ に 試料 を非還 元

状態で 4
0

C で 電 気泳動 し ， S D S を 緩 衝液 く50 m M

T ri s ． 耽1
， p HJ 7 ． 5 1 1 0 m M C a CI J 2 ． 5 ％ T ri t o n Xノ

0 －0 2％ N a N 31 で 洗浄
， 除去後37

O

c で 反応 し た ． 次 い

93 5

で
，
ゲ ル を ク ー マ シ ー プ ル ー 染色 し てゼ ラ チ ン 分解パ

タ
ー ン を調 べ た ． ま た

． 活性 化に 伴う 潜在型 M M P －9

分子 の 変化 を調 べ る目的 で ， ク
ー

マ シ
ー プ ル ー 染 色し

た ゲル あ る い は その オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ
ー 後 の フ イ

ル ム を デ ン シ ト メ ト リ
ー に よ り検討 した ．

V I
，
N 末端 ア ミ ノ 酸配 列の 同定

潜在型 と活性型 M M P ． 9 の N 末端 ア ミ ノ 酸配列 は

660 0 P r o S e q u e n c e rくM illiG e nノBi o s e a r c h ， B u rl如g t o n ，

U ． S ． A ．I を用 い て決 定し た ， 活性 型 M M P － 9 く分 子 量

67 ，0 0 0J は滞在型 酵素 を 1 ． O m M A P M A く37
0

C
．
1 8 時

間さ で活性化 し ， ウ ル トラ ゲ ル A c A 4 4 カ ラ ム ク ロ マ

ト グラ フ ィ
ー

に よ り分離 ． 精製 した ． 潜在型 と活性型

酵素を 20 m M E D T A で 処理 し ，
1 0 m M t ri e th yl am h e

a c e ta t e 緩 衝液 ， p H 7 ． 0 で透析後に 遠心 濃縮 した 試料

を分析し た ．

明I ． 基質特異性の 検討

精製 され た潜在型 M M P ．9 を 1 ． O m M A P M A く3 7
0

C ， 2 4 時間1 で 晴性化し27
0

C で 工型
．
H 型 コ ラ

ー

ゲ ン
，

2 5
0

C で m 型 コ ラ ー

ゲ ン に 作用 さ せ て そ の 分 解産 物 を

S DS － P A G E に て分析し た ． I V 型 コ ラ
ー

ゲ ン
，
V 型 コ

ラ ー ゲ ン に つ い ては32
0

C で ． V工型 コ ラ
ー

ゲ ン ， ラ ミ ニ

ン 及 び フ ィ ブ ロ ネク チ ン に つ い て は37
0

C で 作用 さ せ 同

様 の 方法で分析 した ．

用 ． 滞在型 M M P ． 9 の 精製

精製 はす べ て 4
0

C で 行 っ た ． 潜在型 M M P －9 精製の

最 初 の 3 段 階 は O k ad a ら 瑚 に よ っ て 報 告 さ れ た

M M P －3 精製 法に 準 じて 行 っ た ．

第1 段階 ニ H T l O 80 細胞培養液．く500 mi 1 を Y M －1 0

メ ン プ レ ン を装着 した ア ミ コ ン 限外濾過装置 で 50 m l

く1 0 倍1 に 濃縮 した ． こ の 濃縮 した 培養液 か ら グ ル コ ー

ス ア ミ ノ グ リカ ン を除去 す る目的 で ， 緩 衝液 く50 m M

T ri s － H Cl
， p H 8 ．O1 0 ． 15 M N a C lノ5 m M C a C l 2J

I
o ． 0 2 ％

N a N 3I で 平衡化 した D E A E セ ル ロ
ー ス カ ラ ム く2 ． 5 X

8 c m l に か け た ． こ の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ

り滞在型 M M P t 9 は 素通 り 分画中 に 回収 され ， サ ン ド

イ ッ チ酵素抗体法 に よ る 潜在型 M M P －9 の 回 収 率 は

88 ％で あ っ た ．

第 2 段階二 D E A E セ ル ロ ー ス カ ラ ム 素通 り分画 を緩

衝液く5 0 m M T ri s － H C l ， p H 7 ． 51 0 ． 1 5 M N a C l1 1 0 m M

C a C l 21 0 ．0 2 ％ N a N ，l で平衡化 し た G r e e n A D y e m a tr e x

ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

く2 ． 5 X 8 c m I に か け

た ， ほと ん どの 蛋白は こ の カ ラ ム に 結合し な い が ， 潜

在型 の M M P－9 ， M M P
－ 2
，
M M P －1 くコ ラ ゲナ ー ゼ1 お

よ び T m 4 P は吸着 し たく図1 ト カ ラム を同緩衝液 で洗

浄後
，
0 ． 3 M N a C l と 2 M N a C l を含む緩衝液く50 m M

T ri s － H Cl
， p H 7 ．51 1 0 m M C a C IJ O ． 0 5 ％ B rij3 5 IO ．0 2 ％
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N a N d に よ り順 次酵素 を溶出し た ． 滞在型 M M P －9 と

T n 4 P の大部分は 0 ． 3 M N a C l で 溶出さ れ た く図 1 1 ．

く滞在型 M M P －9 の 回収率75 ％1

第 3 段 階こ G r e e n A D y e m a t r e x ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト

グラ フ ィ ー

の 0 ． 3 M N a C l 溶 出 画分 を緩衝液 く50 m M

T ri s 月C l
， p H 8 ． O1 0 ． 6 M N a C l1 5 m M C a CI J O ． 0 5 ％

B rij3 51 0 ． 0 2 ％ N a N J で 平衡化 し た ゼ ラ チ ン セ フ ア

．

－
－
．

一

0

鴫

M

く

n
U川

5 0

ミ
ミ
ぎ
ー

ー
．

1
L

空
－

B
F r lO 1 8 2 1 2 4 2 6 之9 3 2 3 5 刃 朋 堤 糾 仰 餌 糾 弱 揖 鑓 7 2 初 市 7 8 釦

k D
a

9 4
－

7 7
－

6 8－
5 5

－

4 3
－

2 9
－

Fi g ． 1 ． G r e e n A D y e m a t r e x g el ch r o m a t o g r a p h y

a n d S D S ，

g el a t in s u b s tr at e g e l el e c t r o ph o r e sis of

t h e c olu m n f r a c ti o n s ． くAI T h e u n b o u n d f r a c ti o n s

o b t a in e d f r o m D E A E －

C ell ul o s e c ol u m n

く15 7 m ll w e r e a p ph e d t o a c ol u m n of G r e e n A

D y e m a t r e x g el c h r o m a t o g r a p h y く2 ．5 X 8 c m l ． A s

th e m aj o ri ty o f p r o M M P － 9 t o g e th e r w it h T I M P

W a S e l u t e d wi th O ．3 M N a C l， th e f r a c ti o n s

i n d i c at ed w e r e c o m b in e d f o r f u rth e r p u ri fi c ati o n ．

T h e di s tri b u ti o n of A ，S。 く
． ． ．1 an d T m 4 P くe l

i s sh o w n ． くBI T h e s a m pl e s f r o m G r e e n A

D y e m a t r e x g el c ol u m n f r a c ti o n s く40 iL l e a c hl

W e r e ru n O n a S D S －

g e l a t in s u b s t r a t e g e l く8 ％

t o t al a c r yl am id el u n d e r th e u n r e d u c in g c o n －

di ti o n s ． T h e g el w a s in c u b a t e d in 5 0 m M T ri s－
H C l

， p H 7 ．511 0 m M C a C IJ l ．0 ％ T ri t o n X 1 0 ．
0 2 ％

N a N 3 f o r 6 h r a t 3 7
0

C a ft e r r e r n o v al of S D S a n d

S t a in e d w ith C o o m a s si e B ri皿i a n t B l u e R 2 5 0 ．

ロ
ー ス カ ラ ム く1 X 8 c m l に か け た ． 滞 在型 M M P ．9

と 少量 の 潜在型 M M P ．1
，
2 が 吸 着さ れ

，
5 ％ ジメ チル

ス ル フ ォ キ シ ド で溶 出さ れ た ． 滞在型 M M P －9 の回収

率は59 ％ で あ っ た ． ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

トゲ ル上分

子 量72 ，
0 0 0 の 滞在型 M M P －2 は M M P －9 よ り遅れて溶

出 され
t 両者 を分離す る こ と は 可能であ っ た ．

第 4 段階 ニ ゼ ラ チ ン セ フ ア
．

ロ
ー ス カ ラ ム で 得られた

試料 を綬衝液 く50 m M T ri s － H Cl ， p H 7 ． 5 J O ． 1 5 M

N a CIJ 1 0 m M C a C IJ O ． 05 ％ B rij3 51 0 － 0 2 ％ N a N 31 で透

析後 ， 抗くM M P －11 I g G セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に か けた．

潜在 型 M M P ．1 は こ の カ ラ ム に 吸 着 さ れ ， 滞在型

M M P －9 は素通り 分画中に 回 収さ れ た 一 く回収率58％1

第 5 段階こ抗くM M P －11 I g G セ フ ァ ロ ー ス カ ラム の素

通 り 分画に 回収 さ れ た滞在型 M M P－9 は T m 4 P と結

合 した状態 で存在 し て い た く図2 ト こ の 試料を緩衝液

く30 m M T ri s － H Cl ， P H 7 ． 5J O － 2 M N a CIJ 5 m M C aC ld

で 平衡化 した 抗くT m 4 Pl 王g G セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム にか

け る と
， 滞在型 M M P －9 は 素通 り 分画中 に 回収され

T m 4 P は完全 に 除去 さ れ た く回収率36 ％ナ． 精製された

潜在型 M M P － 9 は S D S － P A G E 後銀染色す る と， 単 一

の 蛋 白 バ ン ドか らな る こ と が確認 さ れ た く図21 ． この

1 2 3 4 5 6

Fig ． 2 ． S D S
－ P A G E of th e s a m pl e s f r o m e a ch

p u ri fi c a ti o n st e p ． T h e s am pl e s w e r e s u bje ct ed

t o S D S － P A G E く9 ％ t o t al a c r yl a m id eI u n d e r th e

r e d u c in g c o n d itio n s an d th e g el w a s st a h ed

w it h silv e r n it r at e ．
L an e S 二 1 ， C O n C e n tr at ed

c ult u r e m e di u m f r o m H T l O 8 0 c ells く10 p lh

2T 6 ， D E A E － C ellu l o s e く18 JL IJ ， C O n C e n t r a te d G r e e n

A D y e m a tr e x g el く1 0 J L ll ， G el a t in
－S e ph a r o s e t2O

JL ll ， A n ti くM M P －11 I g G － S e p h ar O S e く20 FL IJ ， a nd

A n ti くT m 4 P I I g G － S e p h a r o s e c ol u m n c h r o m at
o ．

g r a p h y く30 FE ll ， r e S p e C ti v el y ．



H T lO 8 0 細胞由来 92k D a ゼラ テ ナ ー

ゼ

試料を緩衝液く50 m M T ri s
－ H C l

， p H 7 ， 510 ． 2 M N a C l1

1 0 m M C a C IJ O ■ 0 5 ％ B rii3 51 0 ． 0 2 ％ N a N 3J に 溶解 し た

状態で保存し ，
本酵素の 性質と活性化機構 の 実験 に 用

い た ．

成 績

王 ． 潜在型 M M P ． 9 の 精製

ヒ ト線推肉腫細胞由来滞在型 M M P － 9 は 5 つ の カ ラ

ムク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り 精製 さ れ た ， 各精 製 ス

テッ プに お け る分子 量の 推移を図2 に 示 す ． ゼ ラ チ ン

セ フ ァ ロ
ー ス カ ラム 溶出分画中に 少量混在 し て い た潜

在型 M M P －1 活性は抗くM M P －1J I g G セ フ ァ ロ ー ス カ

ラム に よ り 除去 さ れ た ． さ ら に 最終 ス テ ッ プ の 抗

tT M P りg G セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム は潜在型 M M P －9 と

結合してい る分子 量28 ， 0 0 0 の T工M P の 除去 に 必 須 で

あっ た ．

精製さ れ た潜在型 M M P －9 は S D S － P A G E 上 単 一

な

バ ン ドと して泳動 さ れ ， 非還元 及 び還元 状態 で それ ぞ

れ分子 量は89 ，
0 0 0 と92

，
0 0 0 で あ っ た ． 抗 くM M P －1J

Ig G セ フ ァ
ロ ー ス カ ラ ム に よ り得 ら れ た T n 4 P 結 合

型の潜在型 M M P－9 は 電気泳動上 ， 非還元 状態 で は分

子量250 ，
0 0 0

，
1 2 5

，
00 0

，
8 9

，
0 0 0 お よ び26

，
5 0 0 の バ ン ド

T a bl e l ． I n h ibit o r s o f M M P － 9

93 7

と し て み ら れ た が
， 還 元 状態 で は 分子 量9 2 ，

0 0 0 と

2 8
，
0 0 0 の 2 本の バ ン ドの み が観察さ れ た ． 最終的 な回

収率は培養液中の M M P ．9 蛋 白 を1 00 ％とす る と36 ％

で あ っ た ．

工工
．
M M P － 9 の 安 定性

潜在型 M M P－9 を未処理 ある い は 1 ． O m M A P M A

で37
0

C
，
2 4 時間イ ン キ エ ペ ー

ト に よ り活性化 し ， 緩衝

液く50 m M T ri s － H C l ， p H 7 ． 5 1 0 ． 2 M N a C l1 10 m M

C a C 1 2ノ0 ， 0 5 ％ B rij3 51 0 ． 02 ％ N a N ，I に 溶解 した 状態 で

4
0

C で1 4 週 間 ま で 保存 し た ． そ の 結 果 ， 潜 在 型

M M P －9 の 自然活性化率 は14 週 で も 5 ％以 内で あ り
，

活性型 M M P －9 は14 過に お い ても 括性 の 低下 は認 め ら

れ な か っ た ． ま た， S D S － P A G E 上 潜在 型 及 び 活性型

M M P ．9 の 分 子 量 に 著変 はみ ら れ なか っ た ，

一 方 ． 緩

衝液中に B rij3 5 が含ま れ て い な い 場合に は ，
4 週で 潜

在型 M M P ． 9 く分子 量92 ，
0 0 0ラの ほ か に 分子 量83 ，0 0 0 の

バ ン ドの 出現 が み ら れ
， 自然 活性化率 は 8 週 で 1 2

ノ
V

15 ％を示 した ． ま た ． 活性型 M M P －9 の活性も1 2 過で

6 1 ％に 低下 した ．

III ． 各種阻害剤の 影響

潜在型 M M P －9 を 1 ． O m M A P M A で37
O

C ， 2 4 時間

活性化後 ， 各種阻害剤の 存在下で37
0

C
，
1 時間ゼ ラ チ

I n hib it o r C o n c e n tr a ti o n I n h ibiti o n く％l

E D T A

l
，
1 0 －P h e n a n th r oli n e

l
，
4 － D ithi o th reit oI

D工F P

P M S F

N － E tyl m al ei m id e

P e p s t a ti n A

C y st ei n e

I o d o a c e t a m id e

J3
－ M e r c a p t o e th a n oI

S D S

T工M P

2

1

3

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

m M

飢

摘

腸

猶

n g

n g

O

O

5

0

5

0

0

0
ハ
H

U

O

5

0

0

0

0

1

2

0

0

5

5

5

0

0

1

0

1

2

1

2

0

0

1

1

2

0

0

0

0

0

2

7

5

7

8

0

6

7

3

6

0

9
ハ

U

O

O

8

0

1

5

0

0

7

0

5

9

9

0

7

8

1

9

9

0
0

9

5

0

5
ハ

U

l

l

l

M M P －9 く60 n gI w a s a s s a y e d a t 3 7 C f o r l h r a g ai n st
14
C － g el a ti n i n

th e p r e s e n c e of i n hi bit o r s i n d i c a te d a n d l O m M C a
2 ＋
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ナ ー ゼ ア ッ セ イ を行 っ た ． 表 1 の 如 く E D T A や 1 ，

1 0
－ フ ェ ナ ン ス ロ リ ン な どの キ レ

ー

ト剤 ，
ジ チ オ ス レ

イ ト
ー ル な どの チ オ

ー ル 基化合物 に よ っ て M M P t9 活

性 は ほぼ 完全に 阻害 され た ． さ ら に M M P
－9 の 活性 は

T m 4 P に よ り 化学量 論的 に 1 ニ 1 で 阻害 さ れ た ． ま

た ， S D S や 2
－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル な ども活性 を阻

害 し た ． しか し
，
セ リ ン プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼ
，
シ ス テ イ ン

プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ

，
ア ス パ ラ ギ ン 酸プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に 対

す る 阻害剤で は阻害さ れ な か っ た ． こ れ らの 結果 は ，

本酵 素が M M P －1
，
2
，
3 と 同様 に 金属依存性蛋白分解酵

素 に 属す る こ と を示 して い る ．

王V ． M M P － 9 の 基質特異性

表 2 に 示 す よ うに 1 m g の 活性型 M M P －9 は I 塾 ゼ

ラ チ ン を 1 分 間に 12 ，7 0 0 JL g 分解 した ． S D S － P A G E

で は
，
ゼ ラチ ン の 庇 1 鎖 と ぽ 2 鎖は 同 じ割合 で分解 さ

れ たく図3 Al ．
1
で － I 型 コ ラ ー

ゲ ン を 基質と した ア ッ セ

イ で は 活 性 は 認 め ら れ な か っ た ． し か し ，
S D S －

P A G E で は 工 型コ ラ ー

ゲ ン の斤 1 ， 2 鎖が 特異的 に 分

解さ れ ，
戊 2 鎖は低 分子 化 し た ． 活性型 M M P －9 は押

型 コ ラ ー

ゲ ン の プ ロ ぼ 鎖 も 分解 し ． 新 た に 分 子 量

125
，
0 0 0 の バ ン ドが 出現 し た く図 3 Bl ． ま た ，

V 型 コ

ラ
ー

ゲ ン も 分解さ れ ，
．ぼ 鎖 は92 ，

00 0 か ら29
，
5 0 0 の 間の

T ab l e 2 ． S u b s tr a t e s p e cifi city of

M M f I － 9

S u b str a t e

T yp e I c oll a g e n

T y p e 正 c oll a g e n

T y p e H c oll a g e n

T y p e N c oll a g e n

T y p e Y c oll a g e n

T y p e VI c oll a g e n

Fib r o n e c ti o n

L a m i n i n

T y p e I g el a ti n

P r ot e o gl y c a n

C a r b o x y m e th yl a t e d

t r a n sf e r ri n

＋

一

＋

＋

＋

一

1 2
，
7 0 0 JJ gノmi nl m g

4 JJ gノmi nノm g

2 6 p gJ
，
mi n J
l
m g

V a ri o u s e x t r a c e11 ul a r m a tri x c o m
－

p o n e n t s i n cl u d i n g c oll a g e n ty p
e s I

－

N
，
fib r o n e c ti n a n d l a r ni nl n w e r e i n c u

－

b a t e d w it h M M P －9 a n d t h e d e g r a d a ti o n

p r o d u ct s w e r e a n al y z e d o n S D S
－

P Oly
－

a c r yl a mi d e g el ele c tr o p h o r e si s ． E n z y m i c

a c ti v ity o f M M P
－9 a ．g ai n s t ty p e I

g el a ti n ， P r O t e O gl y c a n a n d c a r b o x y m e th
－

yl a te d t r a n sf e r ri n w a s a s s a y e d a t

3 7 C a n d th e s p e c ifi c a c ti vi t y w a s

d e t e r m i n ed ． ＋
，
d efi nit e d e gr a d a ti o n of

th e s u b st r a te こ
－

，
n O di g e s ti o n ．

治

数本 の バ ン ドに 低 分子 化 したく図3 C ト さ らに ， m 型 コ

ラ ー ゲ ン も 分解さ れ 分子 量7 4 ，0 0 0 ， 5 2 ， 0 0 0 ， 2 8 ，50 0の

フ ラ グメ ン トが 認め られ た く図3 Dト ま た ． 1 m g の活

性型 M M P － 9 は l 分間当た り 4 F L g の プ ロ テ オグリカ

ン と 2 6ノJ g の カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リン

を分解 し た ． し か し ， 王I 型 ， YI 型 コ ラ
ー ゲ ン

，
ラミ ニ

ン 及 び フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン は分解 され な か っ た ．

V
． 潜在 型 M 朋肝 － 9 の 活 性化機構

1 ． A P M A に よ る滞在型 M M P T9 の 惰性化

1 う 活性化の経時的変化

潜在型 M M P －9 を 1 ．O m M A P M A と37
0

C で15 0時間

ま で イ ン キ エ ペ
ー

ト し
，
活性化 され た M M P －9 活性を

1 4

C － ゼ ラ チ ン を基 質 と し て37
0

C ， 1 時 間ア ッ セ イし

た ． M M P － 9 の 活性化は 図 4 A に 示 す よう に 4 時間で

約75 ％， 1 0 時 間で90 ％ ，
そ し て24 時間 で100 ％の 活性

を認 め た ． そ の 後 ，
1 0 0 時 間 で は6 0 ％ ，

1 5 0 時間では

38 ％に 漸減 した ．

次 い で 活性型 M M P －9 が滞在型 M M P － 9 を活性化す

る か を検討 した ． 滞在型 M M P －9 を 1 ． O m M A P M A

で37
0

C
，
1 ． 5 時間処理 に よ り全活性 の2 5 ％活性化し

，

一t

ス ピ ン カ ラ ム
，，

で A P M A を除去後試料 を37
0

C で20

時間反 応 させ た ． そ の後試料 を 1 ． O m M A P M A の 存

在 お よ び非存在下 で さ ら に 36 時間 イ ン キ ュ ベ
ー

卜し

た ． そ の結果 ，
A P M A 除去後 には 活性の 上 昇は認め

ら れ な い が
，
A P M A の 再添加 に よ り活性化が再び観

察 さ れ た く図 4 AJ ． こ の デ
ー タか ら

， 潜 在型 M M P －9

の 活 性 化 に は 常 時 A P M A を 必 要 と し ，
活 性型

M M P － 9 は滞在型 M M P － 9 を活性化 しな い と考えられ

た ． ま た ， 滞在型 M M P ． 9 を 1 0 m M と 20 m M の ヨ
ー

ド ア セ ト ア ミ ド で22
0

C
，
2 0 分 間処 理 し ， 次い で 1 －8

m M A P M A 処理 く37
0

C
，
5 時間1 に よ り活性化を行っ

た と こ ろ活性化 は 全 く阻害 さ れ な か っ た ． こ の こと

は
，
A P M A に よ る活性化 に 酵素蛋白の チ オ

ー ル 塞 が

関与 しな い 可能性 を示 唆 して い る ．

2う 活性化 に 伴う 滞在型 M M P －9 の 分子量 の変化

滞在型 M M P －9 を図 4 A と全 く 同 じ条件 で活性化

し ， 活性化 に 伴う 分子 量の 変化 を S D S － P A G E G畳元状

手酌 に て 観察 した ． そ の 結果 ， 潜在 型 M M P －9 く分子量

92
，
0 岬 は 分子量 は83 ，0 0 0 を経 て ， 分子 量67 ，0 0 0 に低

分 子化 した く図 4 Bl ． こ の ゲ ル を用 い て デ ン シ ト
メ ト

リ
ー

を 行う と ， 分子量67 ， 00 0 の蛋 白 バ ン ドの 経時的変

化 は A P M A に よ る 活性化曲線 く図 4 AJ に ほぼ
一 致

し ， 分子 量67 ，0 0 0 の 蛋白が 活性型 M M P
－9 と考えられ

た ． 実 際 ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

ト ゲ ル 上 分子量

67
，
0 0 0 の 蛋白 バ ン ド に 著 しい ゼ ラ チ ン 分解活性が認

め

られ た ．
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A P M A に よ る活性化の際に M M P ． 9 活性 を50 ％お

よび200 ％阻害す る外来性の T m 4 P を加 え ると ， 滞在

型 M M P －9 く分子 量92 ，0 0 01 は分子 量83 ， 0 0 0 の 中間型 に

は低分子化す るが ， 活 性型 M M P ． 9 く分子 量67 ，0 岬 へ

の移行は完全に 阻止 され た く図5 ト

2 ． セ リ ン プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ に よ る 潜在型 M M P －9 の

活性化

滞在型 M M P ．9 を ト リ プ シ ン く0 ． 1
，
1
，
1 0 JL gl

m lJ と37
0

C で6 0 時間 ま で 反 応さ せ ，
M M P －9 を

1

で － ゼ ラ

チン を基質と し て ア ッ セ イ した ． そ の 結果 ．
1 0 声 gノ

皿1
，
2 時 間イ ン キ ュ ベ

ー

シ ョ ン で 完 全 な 活性 化

110 0 ％I が み られ ，
そ の 活性 は時間と と も に 急速 に 低

下し たく図 6 A ト ま た ，
1 メ上 gノm l で は 8 時間 で最大の

活性け3 ％I が得 られ ，
0 ． 1ノJ gノm l で は2 4 時間 で全活性

の29 ％ま で し か活性化さ れ な か っ た く図 6 A ト ト リ プ

シ ン く1 0 月 gノm l い こ よ る 活性 化 に 伴 い ， 潜 在 型

M M P －9 は分子量78 ， 0 0 0 ， 7 3
，
0 00

，
6 5

，
0 0 0 の バ ン ド に

A
1 2 3 4 5 6 7 8 9

艶 澄監 既 済

8 ニ轡瀞 轡 還

丘二慧慧慧慧
票
P r

堵

噂
礪

93 9

低 分子 化 し
，
24 時 間後 に は こ れ ら の バ ン ド は 消失 し

た ． 活性化曲線 と の 比 較か ら 分子 量65
，
00 0 の バ ン ドが

活性型酵素と考え られ た ．

ぽ － キ モ ト リ プ シ ン に よ る活性化で は 10 ノJ gノm l ． 6

時間処理 で 最大 の活性く95 ％I が得ら れ たく図 6 BI ． ま

た
，
1 0 月 gノm l の カ テ プ シ ン G で は24 時間で 最大 の活

性く100 ％I を示 し た く図 6 C ト ぽ － キモ トリ プ シ ン く10

JL gノm 11 と カ テ プ シ ン G く1 0 JL gl m 11 に よ る活 性化 で

は分子 量65 ，0 0 0 ， 6 6
，
0 0 0 の 蛋白 バ ン ドが それ ぞ れ 活性

型 M M P ．9 と 考 えら れ た ．
プ ラ ス ミ ン

，
トロ ン ビ ン

，

好中球 エ ラ ス タ ー ゼ
，
プ ラ ズ マ カ リク レ イ ン に よ る活

性化 を同様 の 条件 に て 行 っ たが
，
こ れ らの 酵素で は潜

在 型 M M P － 9 は 活 性 化 さ れ ず ， 分 子 量88
，
0 0 0 旬

7 7
，
00 0 の 数本 の バ ン ドに 分解 され て い た ．

3 ． 活性酸素種 に よ る 潜在型 M M ト9 の 活性化

潜在型 M M P －9 と 中間型く分子量83 ，0 001 が混 在 し た

試料を N a O C l く0 ． 2
，
1 ． 0

．
5 ． O m 叩 と3 T C で イ ン キ ュ

54

8
321

－

－乱

撃
ナ

藤
樹

鼎

C
21

弥
勒

F ig ． 3 ． Di g e s ti o n of t y p e I g el a t in a n d c o11 a g e n ty p e s I V ， V ， III w ith M M P －9 ． くA I
T yp e I g el at in く1 8 JL gl w a s in c u b at e d wi th M M P －9 く1 ．3 n gJ at 3 7

O

C ． T h e r e a c ti o n

W a S t e r m in at e d w ith 3 0 m M E D T A a n d th e d e g r a d ati o n p rc xl u c ts w e r e a n al y z e d o n

S D S － P A G E く7 ．5 ％ t o t al a c r yl a m id eI u n d e r th e r e d u ci n g c o n d iti o n s ． L a n e s l a n d 9 ，
th e s u b st r a t e in c u b a t e d w it h b u ff e r al o n e f o r O a n d 2 4 h r ， r e S p e C ti v ely ． L a n e s 2

－8
，

th e s u b s tr a te i n c u b a t e d w it h M M P －9 f o r l O
，
3 0 m in

，
1
，
2
，
4
，
8 a n d 24 h r

，

r e s p e c ti v el y ． くBン T y p e I V c oll a g e n く18 JL gl w a s r e a c t e d w ith M M P －9 t6 0 0 n gl at

3 2
O

C a n d th e p r od u ct s w e r e ru n O n S D S － P A G E く6 ％ t ot al a c r yl 皿 1id eJ a s d e s c ri b e d

in F ig ． 3 A ． L a n e s l a n d 5
，
th e s u b s t r a t e i n c u b a t ed w ith b u ff e r al o n e f o r O a n d

2 4 h r
，
r e S p e C ti v el y ． L a n e s 2

－4
，
th e s u b s t r a t e in c u b at ed w ith M M P －9 f o r 4

，
8 a n d

2 4 h r
，
r e S p e C tiv ely ． くCI T yp e V c oll a g e n く15 JJ gJ w a s in c u b at e d w ith b uff e r al o n e

く1 an e ll a n d M M P ．9 く6 0 0 n gl く1 a n e 21 f o r 2 4h r a t 3 2
O

C a n d th e p r od u c t s w e r e

a n al y z e d o n S D S－P A G E く7 ％ t o t al a c r yl am id el ． m l T y p e I工I c oll a g e n く1 5 JL gJ w a s
r e a c t e d w ith b u ff e r al o n e く1 a n e lJ an d M M P － 9 く1 an e 21 f o r 2 4 h r at 2 5

O

C a n d th e

p r od u c t s w e r e s u bj e c t e d t o S D S －P A G E く7 ．5 ％ t o t al a c r yl a m id el ．
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卜す ると 1 時間以 内に 全活性の 36 ％ まで 活性化さ

れ た く図 7 1 ． し か し ， 中 間 型 を 含 ま な い 潜 在 型

M M P －9 の 試料 に お い て は 活性化 は認 め ら れ な か っ

た ． 5 ． O m M N a O C l 処 理 に 伴 う 分 子 量 の 変 化 を

ハ
H

U

表
ま
言
責
岩

聖
一

l

帽
一

基

Ti m e 川rl

B

耶m e 伽I O 4 10 24 48 83 96 150

Fi g ． 4 ． T in 1 e C O u r S e Of p r o M M P
－9 a c ti v ati o n w ith

A P M A t A l a n d c o n v e r sio n of p r o M M P
－9 d u r in g

it s a c ti v a ti o n くBl ． P r o M M P
－9 く33 JJ gI w a s

in c u b a t e d a t 3 r C w ith l ．O m M A P M A f o r u p t o

1 5 0 h r
．
A t th e i n c u b a ti o n t主m e in d i c a t e d ， th e

s a m pl e s w e r e s u g e s t e d t o t
h e a s s a y u s m g

14
C g el a tin f o r l h r a t 3 7

0

C く■い肌 d al s o an al y z e d

o n s D S ． P A G E く9 ％ t o t al a c ryl a m id eナ． h o rd e r

t o e x a m in e w h eth e r A P M A i s c o n t in u o u sly

r e q u ir e d f o r p r o M M P
－9 a ctiv a ti o n

，
A P M A w a s

r e rn O V e d f r o m th e r e a c ti o n m ix t u r e s b y s p in

c ol u m n of S e ph a d e x G
－1 0 a t th e p o in t of 2 5 ％

of th e f ull a c tiv it y く串1l a n d th e s a m pl e w a s

in c u b a t e d a t 3 7
O

C f o r a n ad diti o n al 2 0h r くA ン． A

h al f o f th is s am ple w a s a g a n t r e a t e d w ith

l ．O m M A P M A く木21 a n d th e f u r th e r a c ti v ati o n

o f p r o M M P
－9 w a s m o n it o r e d くム1 ．

S D S ． P A G E で 観 察 す る と 潜在型 M M P －9 く分 子量

92
，
00 0I の 蛋白 バ ン ド に は 変 化 は み ら れ ず ， 中間型

M M P －9 く分子 量83 ，
0 0 01 の バ ン ドの み が 時間とと もに

消失 し ， 分子 量5 5 ， 0 00 の バ ン ドが 新 た に 観察された ．

ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

トゲ ル で は 分子 量69 ，0 00 の位置

に ゼ ラ チ ン 分解活性 を示 す バ ン ド が み ら れ たが ， 分子

量55
，
0 0 0 の バ ン ド に はゼ ラ チ ン 分解活性は認 められな

か っ た ． こ れ らの デ
ー タよ り分子 量69

，
0 0 0 の バ ン ドが

活性型酵素 と考 え られ た ．

一 方 ，
上 記 の 2 種 類 の 試 料 に つ き 過酸化水素

く0 ． 0 0 2
，
0 ． 0 2

，
0 ． 2

，
2 ． O m M l を用 い て同様の 方法で活

性化 を試み た が活性化は全く観察 され なか っ た ．

V I ． 外来性 TI M P と 潜在型 M 皿m ト9 と の 結合

潜在型 M M P －9 と T m 4 P との 結合性 を以下 の2 つ

の 方法で 検討 した ． A ffi － g el l O に カ ッ プ リ ン グ した潜

在型 M M P －9 と
125
I で標識 し た TIM P を4

O

C で1 6時間

イ ン キ ュ ベ ー 卜 し ，
ゲ ル を洗浄後， 6 M 尿素を含む緩

衝液 で 溶出し た ． こ れ らの 洗浄液と溶出液中の放射活

性 を y シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定する と全活

性 に 占め る割合 は そ れ ぞ れ17 ％と78 ％で あり ， 潜在型

1 2 3 4

Fi g ． 5 ．
E ff e c t s o f T n 4 P o n p r o M M P

－9 c o n －

v e r si o n d u r in g A P M A a ctiv a ti o n ． P r o M M P
－9

u ．毎 gl w hi ch c o n t a in s a n in t e m e di a
t e s p e cie s

of M r 8 3 ，0 0 0 e m e r g e d d u r in g a t o r a g
e at 4

O

C

O a n e ll w a s a c ti v at e d w ith l ．O m M A P M A at

3 7
O

C f o r 2 4 h r く1 a n e 21 ． P r o M M P －9 u ．
5 p gl

r e a c t e d w ith T m 工P く0 ．2 JL g ， 1 a n e 3 i l ．O JL g ，1 a n
e

41 a t 4
0

C f o r 1 6 h r w a s al s o in c u b a t e
d w ith

l ．O m M A P M A a t 3 7
0

C f o r 2 4h r ． T h e s a m p
le s

w e r e s u bj e ct e d t o S D S
－ P A G E く9％ t otal

a c ryl a m id el u n d e r th e r e d u c in g c o
n diti o n s a nd

th e g el w a s s t a in e d
w ith s u v e r n it r at e ．
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Fig － 6 ． A c ti v a ti o n of p r o M M P
－9 b y t r y p s in ，

a －
C h ym Ot r y P S in an d n e u t r o p h n c ath e p s in G ．

P r o M M P －9 く86 n gン w a s in c u b at e d w ith t ry p s in
t A I ， a ．

C h ym Ot r y P Si n くBン aJ ld n e u tr o p h d
C ath e p s in G くCl a t 3 7

0

C at lO JL gノm l に江 1 jL g ，
I
I

m l くA J an d O ．1 jJ gl m l く中I ． T h e M M P ，9

a cti vity w a s m e a s u r e d a g a in s t
l
てニー g el a t in f o r

l h r a t 3 7
0

C aft e r t e r m in a ti o n of th e a c ti v ati。n

r e a cti o n w ith 2 m M d i －i s o p r o p yl fl u o r o p h o s ph a t e ．
A cti vi t y a c h ie v e d b y th e in c u b a ti o n of p r o

．

M M P －9 w ith l ．O m M A P M A f o r 2 4 h r a t 3 7
O

C
W a S t ak e n a s l O O ％ a c ti vit y ．

9 4 1

M M P －9 に T I M P が 結合 す る こ と が示 さ れ た ．

次に ， 滞在型 M M P － 9 と
12
可 で 標識 した T m 4 P を 4

0

C
，
16 時間反 応 し

，
0 ．5 m g の 卵白 ア ル ブ ミ ン添加後 ウ

ル トラ ゲ ル A c A 4 4 カ ラ ム で 蛋白 を分離 した ． ま た同
山

の 条件 で
12S
I で標識 した T n 4 P のみ を A c A 4 4 カ ラ

ム に か け た ． 各 フ ラ ク シ ョ ン の 放射活性 を測定 す る

と ，
T m 4 P 単独の場合で は分子量29

，
5 0 0 の位置 に その

ピ ー クが み られ る の に 対 し， 滞在型 M M P －9 と 反 応さ

せ た場合 に は 分子量125
，
0 0 0 の 部位 に 観察 さ れ た く図

8 1 ． こ の こ と は 滞在型 M M P ．9 － T n 4 P 複合体が ゲ ル 濾

過法で分離さ れ な い こと を示 し て い る ． し か し
， 同

一

の 条件で 形成 さ れ た滞在型 M M P ． 9 － T m 壬P 複合体 は ，

S D S － P A G E 上 非還元 状態で 分離 して泳動さ れ た ．

WI
． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 と N 末端ア ミ ノ 酸分析

潜在型 M M P －9 を 1 ． O m M A P M A と3 7
O

C で 2
，

4
，
2 4 時間活性化 し ， 試料を S D S －P A G E 後 ニ ト ロ セ

ル ロ ー ス 膜 に 転写 した ． こ の ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜 を潜

在型 M M P － 9 の N 末端部と C 末端部を認識す る特異抗

体く57 ．1 3 D 8 と 56 －2 A 41 を用 い て ， 仲の 方法
卿
に 従 っ て

イ ム ノ ブ ロ ッ ト した ． そ の 結果
，
57 ．1 3 D 8 抗体 で は潜

在型 M M P ． 9 く分 子 量 9 2
，
0 0 0 I の み が 認 識 さ れ ，

5 6 －2 A 4 抗 体 は 潜在型 と 中間 型 M M P －9 く分 子 量

83
，
00 01 を 認識 し た ． し か し 了活性型 M M P －9 く分子 量

0

0

0

へ

誤
－

さ
ち
仲

－

U

和

む

ヱ
一

望
む

正

0 2 4

T i m e l h rJ

6 8

Fi g ． 7 ． A c tiv a ti o n of p r o M M P
．9 b y N a O C l ．

P r o M M P －9 く86 n gJ w hi c h c o n t ai n s a n in t e m e di－
a te s p e ci e s of M r 83 ，

0 0 0 w a s in c u b a te d a t 3 7
0

C

wi th d iff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s of N a O C lこ くA l ，

5 ．O m M 三くA l ， 1 ．O m M ニ く争1 ， O ．2 m M に 1 ， b u ff e r

al o n e ． A c tiv ity a c h i e v e d b y th e in c u b a ti o n of

P r O M M P
－ 9 w ith l ．O r n M A P M A f o r 2 4 h r a t 3 7

O

C

W a S t a k e n a s l O O ％ a c ti vit y ．
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67
，
0 001 は これ らの 抗体と は 反 応 しな か っ た く図9 ト

抗 くM M P ，11 I g G セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム よ り得 られ た

T n 4 P 結合型の 滞在型 M M P －9 を 5 7
－ 1 3 D 8 抗体 と 抗

くT m 仲1 抗体 を用 い て同様の 方法 で イ ム ノ ブ
ロ ッ ト す

る と ， 非還元試料で み られ た 分子 量125 ，
0 0 0 の バ ン ド

に M M P －9 と T m 4 P の 存在が 観察さ れ た ．

潜在 型 M M P － 9 の N 末 端 ア ミ ノ 酸配列 は A l a
－P r o ，

A r g
－ G l n ． A r g

－ G h － S e r ． T h r － L e u － V al － L e u － P h e － P r o で
，

滞在型 M M P ．9 の ア ミ ノ 酸配列
10I
に 一 致し た ．

一 方
，

A P M A 処理 を受け た活性型 M M P
－ 9 の ア ミ ノ 酸配列

は M e t － A r g
． T h r － P r o － A r g

－くC y sトGl y － V al － P r o － A s p
－ L e u ．

G l y
． A rg

－ P h e － G ln ． T h r － P h e － Gl u で あ っ た － 活性化 に 伴

い 除去さ れ た N 末端部ペ プチ ドの 分子 量 は8 ， 9 2 5 で あ

り ， 活性型 M M P－9 は計算上 中間型酵素の 分子 量 に近

似し て い た ．

考 察

本研究で は ， H T l O 8 0 細胞培養液 か ら 5 つ の カ ラ ム

ー
一

一

寸

O
L

エ

2
d

U

5

0

01

0

0

t

－

－

－

－

－

室
壱

40

F i g ． 8 ． C o m pl e x f o r m a ti o n of p r o M M P
－ 9 w ith

T n 4 P ．

1
q －1 ab ele d T r M P く5 3 0 n gン W a S in c u b a te d

w 辻h b u ff e r al o n e くAl o r p r o M M P
－9 く8 6 JJ gl くBI

a t 4
0

C f o r 1 6h r ． T h e s a m pl e s w e r e th e n mi x e d

wi th 5 rn g O V al b u m in an d c h r o m a t o g r a p
h e d o n

th e U lt r og el A c A 4 4 c ol u m n く1 ．5 x l 1 5 c m l

e q uilib r at e d w ith 5 0 m M T ri s
－ H C l ， P H 7 ．5 1 0 －4 M

N a C V l O m M C a C IJ O ．0 5 ％ B rij 35 1 0 ．0 2 ％ N a N 訃

A 28。 く． ． ．ン a n d r a d i o a c tiv it y く■I a r e in d ic at e d ．

V o
，
b l u e d e x t r a n i B S A ， b o v in e s e ru m al b u m in

く68 k D al i O v a ， O V alb u m in く43 k D a h S T I ， S O lib e a n

t r y p s in in h ib it o r く21 k D al －

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り36 ％の 高 い 回収率 をもっ て

滞在 型 酵素 が単離精製 さ れ た ． 本 酵 素 は 分 子量が

92 ，0 0 0 で ， 工型 ゼ ラ チ ン に 対 して 著 しい 活性く12 ，70 0

jL gノ分ノm g 蛋 副 を 示 し た ． 酵 素活性 は E D T A や

1
，
1 0 － フ ェ ナ ン ス ロ リ ン な ど の キ レ

ー

ト剤 や

T m 4 P で 阻害さ れ る の に 対 し ，
セ リ ン プ ロ ティ ナ ー

ゼ
，
シ ス テ イ ン プ ロ テ ィ ナ

ー ゼ
，
ア ス パ ラギ ン酸プロ

テ ィ ナ
ー ゼ に 対す る 阻害剤で は 阻害 さ れ なか っ た ． こ

れ らの 結果と 滞在型 M M P －9 に 対す る 特異的モ ノク

ロ
ー ナ ル 抗体と の 反応性及 び N 末端 ア ミ ノ 酸配列の

デ ー タか ら
， 精製さ れ た本酵素が M M P s 遺伝子 フ ァ

ミ リ ー 中の 潜在型 M M P － 9 で ある こ と は明白で ある ．

滞在型 M M P － 9 は T I M P 複合体 と して存在する こ

と が報告さ れ て い る
lの11，

． 本研究に お い て も ， 精製途中

の 試料で は S DS － P A G E 上 滞在型 酵素 は T m4 P と結合

した状態で泳動さ れ た ．
こ の結合 は非還元状態での み

観察さ れ ，
還 元 す る と 両者は完全に 分離 さ れた ， 同様

の 所見 は M o u ら
11一
に よ っ て も報告 さ れ て お り， 彼らは

滞在型 M M P
－9 と T m I P の結合 は ジ ス ル フ ィ ド結合

と 報告 し た ． し か し ， 潜 在 型 M M P －9 に 結合し た

TI M P が 抗 くT m 4 P I I g G セ フ ァ ロ
ー ス カ ラム で容易に

分離 す る こ と は ，
そ の 結合が 非共有結合で ある こ とを

示 して い る ． ま た ， 外来性 T m 4 P と再構成さ れた潜在

塾 M M P －9 が 非還 元状態で も S D S － P A G E 上 分離する

A 8 C

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

F ig ． 9 ． I m m u n ob l o tt in g a n al y si s of M M P ．9

s p e ci e s d u r in g a c ti v a ti o n w it h A P M A ．
P r o －

M M P －9 くI a n e lJ a n d th a t a c tiv at e d w ith l －O m M

A P M A a t 3 7
0

C f o r 2 ， 4 an d 2 4 h r く1 a n e s 2
．4 ，

r e s p e c ti v el yl w e r e el e c t r o ph o r e s ed o n 8％ SD
S

くr e d u c in gl g el an d t r a n sf e r r e d t o n it rc xI ell ul o
se

m e m b r a Jl e S ． T h e m e m b an e S W e r e th e n st a in ed

w ith A u r o D y e くA l ， O r r e a C t e d w ith m o n o cl o n al

an tib od i e s
，
5 7 －1 3 D 8 くBl a n d 5 6 － 2 A 4 くCl ， a n d

b i o t in yl a t e d an ti
－

m O u S e I g G a n tib o d y f o
n o w e d

b y A B C m e th o d f o r i m m u n d bl ott in g ．
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こ とはこ の こと を支持 し てt
l る ■ 滞在 型 M M P－9 と

T m 4P の 結合機序 に 関 して は 不明 で あ る ． し か し ． ゲ

ル源過法で は はずれ ず ， 抗 くT m 4 P H g G セ フ ァ ロ
ー ス

ヵラ ム や還元 剤お よ び S D S の 作用 で 分離す る こ と か

ら，
そ の結合 は酵素と イ ン ヒ ビタ

ー の 立 体構造 に 基づ

く相互作用 と考 えら れ る ■

M M P ．9 が王V 型 ，
V 型 コ ラ ー ゲ ン や ゼ ラ チ ン を分解

する こと に 関 して は既 に い く つ か の 報告が あ

る
跡購帥 甘け 1封

． こ の よ う な 性質 は M M P －2
H 廿17－
と 類似 し て

おり ，
こ れ ま で 両酵素 の 基質 に 差異 が なし1 と 考 えら れ

てきた
州

． し か し ， 基質特異性 に 関 し て は 上 記 の 基質

のみが共通 して お り ，
M M P ．9 と M M P － 2 が 分解す る

基質はき わ めて 異な る こ と が本研究で 明 か と な っ た ．

M M P －2 は工V 型
，
V 型 コ ラ ー ゲ ン

，
ゼ ラ チ ン の み な ら

ずフィ プロ ネ ク ナ ン と ラ ミ ニ ン を分解し
l心151 1刀

，
基 底膜

成分の分解 に 適す る と考 え られ る ．

一 方
，
M M P －9 は

工数 工工工型コ ラ
ー ゲ ン を分解 しう る 点で 注目 さ れ る ．

工型コ ラ ー ゲ ン の ぼ 鎖の N 末端部非 ヘ リ ッ ク ス 部に は

架橋が存在す る こ とか ら ， M M P －9 に よ るガ 1 ，
2 鎖

の分解と ぽ 2 鎖の低分子化 は ば 2 鎖 の 同部位 で の 特異

的な切断に よ る と考 え られ る ． M M P －9 は コ ラ ー ゲ ン

分子の 3 本鎖 ヘ リ ッ ク ス 部位 を切 断で き な い と考 え ら

れる こと か ら ， m 型 コ ラ
ー ゲ ン も お そ ら く 同分子 中の

非ヘ リ ッ ク ス 部 で分解さ れ る と 推定さ れ る ．

M M P s に 共通 した重 要な特徴 の 1 つ は ， こ れ ら の

酵素が滞在型酵素 と して 分泌さ れ細胞外 で 活性化 を受

ける こと で あ る ． 従 っ て
， 活性 化の 過程 は こ れ ら の 酵

素が生体内で作用 を発現す る た め の 不 可欠の ス テ ッ プ

である ． 滞在型 M M P －1
，
2
， 3 の 活性化機序 に 関 し て は

多数の 報告が あ り ，
こ れ らの M M P s は A P M A に 代

表される水銀化合物に よ っ て容 易に 消性化 を受 け ると

されて い る
1411 5 I1 7 12 9 7．34l． 滞在型 M M P－9 の A P M A 処理 に

よる活性化曲線 は M M P－3
刃，
の それ に き わ め て 類似 し

ており
， 急速 な活性化と失括を 示す M M P －2

瑚
と は 対

照的で あ っ た ． 活性化 に よ り 了潜在型 M M P －9 は中間

型 扮 子量83
，
0 岬 を経 て 活性型酵素 く分子 量 67 ，

0 0 0 1

に低分子 化する が
， 中間型 酵素 で は N 末端ペ プチ ドが

欠失し
， 活性型 酵素で は さ ら に C 末端 ペ プ チ ドも 欠損

する こ とがイ ム ノ ブ ロ ッ トで 示 され た ． ま た ．
こ の こ

とは活性型酵素の N 末端 ア ミ ノ 酸配列の 分 析 に よ っ て

も確かめられ た ． 従 っ て ， 潜在型 M M P－9 の 活性化は

N 末端ペ プ チ ドと C 末端 ペ プ チ ドが 順次切断さ れ て お

こる こ とが明か と な っ た ． 活性型 M M P －9 の N 末端 ア

ミ ノ酸配列 の 検討 で は ，
M M P s で よ く 保 存 さ れ た

P r o － A r g
－C y s

－ Gl y
－ V al － P r o － A s p の ア ミ ノ 酸 配列 よ り 4

アミノ酸上流の Al a
74
－ M e t

75

の ペ プ チ ド結合が切断 さ

94 3

れ て い た ． 最近 ．
N a g a s e らと 彼の グ ル

ー プ
3 欄 1

は滞在

型 M M P －1 と M M P － 3 を A P M A で 処理 す る と そ れ ぞ

れ V al
67

－M e t
68
と G l u

68
－ V a1

69
の ペ プ チ ド結合 の 切 断 に

よ り 中間型酵素が生 じ ，
次 い で

．
P r o － A r針 C y s

－ Gl y
－

V al － P r o － A s p か ら 3 ア ミ ノ 酸下 流 の 切断に よ り活性化

が完了 す る と報告し て い る ． M M P ． 2 の晴性化 に 関 し

ても ． 中間型酵素 の 存在が確 か め られ てt l な い 点 を除

けば M M P － 1
，
3 と 同様 で あ る

14I
． こ れ ら の こ と か ら ．

M M P －1
，
2
，
3 で は P r o ．A r g － C y s ． G l y － V al －P r o － A s p の ア

ミ ノ 酸配列直後 での 切断が そ の 活性化に 必須 の プ ロ セ

ス と 考え ら れ る ． こ れ と比 較 し て ，
N 末端 ペ プ チ ドと

C 末端 ペ プ チ ド の 除去に よ り活性化 をき た す M M P － 9

はき わ め て特徴的 な活性化機序 を有す る と い え る ． ま

た
，
C 末端ペ プ チ ドの 切 断が TIM P の 存在 に よ り阻止

さ れ る こ と は興味深 い 所見で ある ． こ れ まで の 報告で

活性型 M M P －9 の 分 子 量 が誤 っ て83 ，00 0 と報告さ れ た

の は
911 の

，
T I M P 結合型 M M P －9 で 検討さ れた た め と 考

えら れ る ． 実際
，
T m 4P 産生能の ない ラ ッ ト乳癌細胞

由来の 惰性型 M M P －9 は 分子 量69
．
00 0 と報告さ れ て い

る
13I

．

活性酸素種の 1 つ で あ る H O C l が M M P J 9 を1 時間

と い う短時間 で 活性化す る こ と は注目す べ き 所見であ

る ． 好 中球由来の コ ラ ゲ ナ ー ゼ くM M P －8I
35I

と ゼ ラ チ

ナ
ー

ゼ くM M P －91
36I 3 71
が H O C l で 活性化され る こ と は既

に報告 され て い る ． 滞在型 M M P －9 は最大活性の 36 ％

ま で しか 活性化さ れ な い が
，
P e p p 血 ら

姻
の 報告 で も

30 ％で あ り ほぼ 同等の 活性化率で あ っ た ． H O C l に よ

る こ れ ら M M P s の 活性化機序 に 関し て は こ れ ま で 全

く 不 明 で あ っ た が ， 本 研 究 で は H O C l は 滞 在 型

M M P －9 く分子 量92 ，
0 0 0 いこ作用 せ ず ， 中 間型 M M P －9

く分子 量83 ，
0 0 0きの み を活性化 す る こ と が 明 か と な っ

た ． 近年
，

H O C l が T m工P を不活性化す る こ と が報告

され てい る
御

． 従 っ て ， 組織 に 浸潤 した好中球 に 由来

す る H O C l は T n 4 P の 不 活性化と M M P －9 の 活性化

に よ り本酵素活性の 調節 に 重 要な 役割 を果た す 可能性

が考 えら れ る ．

潜在型 M M P － 1 と M M P －3 は プ ラ ス ミ ン を は じ め と

する 種々 の セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る限定分解 を受

ける と 活性化さ れ る こ とが 知 ら れ て い る
29 即 3 刷

． 滞在

型 M M P－9 も トリ プ シ ン ．
キ モ ト リ プシ ン

，
カ テ プ シ

ン G に よ り 最大活性 に ま で 活性化さ れ ，
い ずれ も 分子

量6 5
，
0 0 0 前後 の 活 性型 M M P －9 を 生 じ た ． N a g a s e

ら
飢，
は潜在塾 M M P －3 の 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ

，
プ ラ ズ

マ カ リ ク レ イ ン
，
キ モ ト リ プ シ ン

．
プ ラ ス ミ ン に よ る

活性化を詳細 に 検討 し
，
そ の 活性化がセ リ ン プ ロ テ ィ

ナ
ー

ゼ に よ る限定分解後の 分子 間自己触媒反応で 完 了
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し
，
い ずれ も 分子量約45 ，0 0 0 の 活性 型 M M P －3 に なる

こ と を報告 し た ． M M P － 9 に 関 して も 同様 な機序 が推

定さ れ ， 今 後検討 さ れ る べ き 課題 と 考 え ら れ る ．

一

方 ， 滞在型 M M P －9 が プ ラ ス ミ ン に よ っ て活性化 され

ない こ と は 重要な所見で あ る ． これ ま で 癌細胞 の 浸潤

． 転移 に 関す る 多く の 研究 で は ，
I Y 型 コ ラ

ー

ゲ ン 分解

酵素 と名付 け られ た M M P － 9 や M M P －2 が プ ラ ス ミ ン

に よ り 活性化 さ れ る こ と を 前提 と し た 報 告 が 多

い 3 刷
． し か し

，
本研究や O k a d a ら

141

の報 告で 明 ら か

な よ う に
，
プラ ス ミ ン に よ る M M P

－9 や M M P －2 の 惰

性化 は 不可能 で あ り ， 生 体 内 で は カ テ プ シ ン G や

H O C l な ど の 他 の 活性化剤 の 関与 が必要 と考 え ら れ

る ．

M M P ．9 は高転移性細胞株 で 特異的 に 発現 さ れ る こ

とか ら
， 癌細胞が も つ 転移能 の 1 つ の 指 標と 考 えら れ

てい る
71 肌 3t 実際， M M P －9 が王V 型コ ラ ー

ゲ ン の み な ら

ず細胞間質に 広く存在 す る 工 ，
m

，
V 型 コ ラ

ー ゲ ン を

分解す る こ とか ら ， 本酵 素の み で 癌細胞 は周囲結合組

織 へ の浸潤 と血 管内侵 入 を果た す こ とが 可能 と考 えら

れ る ． し か し，
T m 4 P は M M P －9 活性の 阻害だ けで な

く 了活性化 その も の を阻止 す る こ と か ら生体内に お け

る本酵素活性 は T工M P に よ る厳 重な コ ン ト ロ ー ル 下

に ある と推定 され る ． 従 っ て ， K h o k b a ら
421
の 報 告 に

ある よ う に ， 腫瘍細胞の転移能 は T M P の 発現 レ ベ ル

で 決定さ れ る可能性 も考 え ら れ る ． い ずれ に して も ，

癌の 浸潤 ． 転移機構 を研究 す る 際に は M M P
疇9 の 産生

能だ け で な く T工M P と の 不均衡の有無 を検討す る こ

とが きわ めて 重要と考 え られ る ．

一 方 ，
M M P －9 は 好

中球や マ ク ロ フ ァ
ー

ジ な どの 炎症細胞 に よ っ て も 合

成
，
分泌 され てお り ，

こ れ らの 細胞の組織内浸潤 に も

作用 して い る
刷

． ま た
， 仲

認1
は本酵素が破骨細胞 に 局

在 し骨吸収に 関与 する 可能性 を 示 して い る ． こ の よ う

に
，
M M P －9 は癌細胞の 浸潤 ． 転移や 炎症 に 伴 う 組織

破壊 に 広く関与す る可能性 が考 えら れ る ．

結 論

H T l O 8 0 細胞培養液よ り潜在型 M M P ．9 を単離精製

し本酵素 の 性質 と活性化機構 に つ い て検討 し ， 以下の

結果 を得 た ．

1 ． 滞 在型 M M P －9 は 5 つ の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー に よ っ て 精製 され ， 非還 元及 び還元状態 で そ れ

ぞれ S D S
－ P A G E 上 分子 量89

，
0 0 0 と92 ， 00 0 の 単 一 な 蛋

白 バ ン ドと して 泳動さ れ た ． 本 酵素の 回収率は36 ％で

あ っ た ．

2 ． M M P ． 9 の 活性 は各種 キ レ ー

ト割 に よ っ て 阻 害

され
，
T M P に よ り化学 量 論的 に 1 ニ 1 で 阻害 さ れ

た ． ま た ，
M M P － 9 特 異抗体 と の 反応性 と N 末端ア ミ

ノ 酸配列の デ ー タか ら精製さ れ た 本酵素が M M P ．9 と

断定 され た ．

3 ． 本酵素 は ゼ ラ チ ン に 対 し て高 い 分 解活性を示し

た ■ ま た
，
I 型

，
1工I 塾

，
W 型及 び V 型 コ ラ ー ゲ ンが本

酵素 に よ っ て 分解 さ れ たが ，
V王型 コ ラ ー

ゲ ン
，
ラミニ

ン 及 び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に対 す る 分解活性 は認められ

な か っ た ．

4 ． 潜在型 M M P －9 は 1 ． O m M A P M A で37
0

C
，
24

時間処理 に よ り最も 強く 活性化さ れ ，
そ の 後活性は漸

減 した ． A P M A 処理 に よ り ， 滞在型 M M P ．9 は中間型

く分子 量8 3 ，
0 0 0 1 を 経 て ，

活 性型 M M P －9 く分子量

67
，
0 0 01 に 低 分子 化 し た ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法と活性型

酵素 の N 末端 ア ミ ノ 酸配列 の デ
ー タ か ら

，
A P M A に

よ る潜在型 M M P － 9 の 活性化 は N 末端 と C 末端ペ プチ

ド の 除去に よ り 生 じ る こ と が 明 か と な っ た ． A P M A

に よ る 惰 性 化 の 際 に T m 4 P を 加 え る と 滞在型

M M P － 9 は 分子 量83 ，0 0 0 の 中間型 に 低分子化するが ．

活性型 M M P －9 く分子 量67 ，0 0 01 へ の 移行 が 阻止され

た ． こ の こ と は T m 4 P が 活性型 M M P ． 9 の活性を阻害

す る ばか り で な く潜在型 M M P t9 の 活性化も阻害する

こ と を示 し て い る ．

5 ． 滞在型 M M P － 9 は ト リ プ シ ン
，
庇 ヰ モ トリ プシ

ン
， 好 中球 カ テ プ シ ン G に よ る部分消化 に よ っ ても活

性化さ れ た ． しか し
，
プ ラ ス ミ ン ， トロ ン ビン ， 好中

球 エ ラ ス タ
ー

ゼ
，
プ ラズ マ カ リ ク レ イ ン で は全く活性

化 さ れ な か っ た ． ま た ， 活性 酸素種 の 1 つ で ある

H O Cl に よ り36 ％ ま で 活性化さ れ た ． こ れ らの こ とは

好 中球由来 の 蛋白分解酵素 や 活 性酸 素 が潜在型

M M P －9 の 活性化に 関与す る 可能性 を示 唆している －
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