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下 肢静脈痛は主と して 伏在静脈 の 弁不全 によ る 内圧 上 昇 によ っ て静脈壁が局所的に拡張をきた した 疾患 である . 下 肢静

脈痛 にお い て マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ン ア ー ゼ ( m a tri x m e tal l o p r o t ei n a s e s , M M P) とそ の 活性化を行う ウロ キ ナ ー ゼ 塑プ

ラ ス ミ ノ
ー

ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー

( u r o ki n a s e -tY P e pl a s m i n o g e n a cti v a to r , u P A) が 果た す役割を検討する 目 的で, 手術時 に採取

した静脈痛73 例 (延 べ 切除静脈片 は大伏在静脈鼠径部82 個 , 静脈 癌85 個 , 大伏在静脈足関節部28 個) と正常大伏在静脈13 例

(大動脈一冠動脈 バ イ パ ス 手術時に採取 し た静脈の
一

部13 個) に村 し, 免疫組織化学的染色
,
サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ツ セ イ 法

を用 い た酵素産生量の 測定を行 っ た . 静脈痛壁の 光学顕微鏡的観察に お い て, 平滑筋細胞の 増生 によ る中膜の 肥厚あ る い は減

少 に よ る非薄化 と
,
弾性線維 の 軽度の 増生 や 断裂

,
走行の 乱 れが 見 ら れ た . 免疫組織化学的単染色の 結果, M M P - 2 は正 常血

管
,
静脈痛 と もに 内膜の 血 管内皮細胞

,
中膜の 平滑筋細胞

,
外膜 の 全層 に染色性が認め ら れ た . M M P - 9 は静脈槽の 中膜の 平

滑筋細胞 に染色性が認め ら れ た . u P A と u P A レセ プタ ー

(u P A r e c e p t o r , u P A R) は 静脈痛の 中膜の 平滑筋細胞に それ ぞ れ染色性

が認め られ たが , M M P -9 染色 陽性細胞 と 一 致 しな い 場 合が 多か っ た .
M M P - 9

,
u P A

,
u P A R の 標本数に 対する染色陽性標本の

割合 を比較 し たが ,
M M P - 9 は静脈 癖足関節部 (71 .4 % ) は正 常静脈 (1 5 .4 % ) に比 較 して 有意 に割合 が高か っ た ( p < 0 .0 1) .

u P A は 静脈 痛足関節部 (7 .1 4 % ) で 標本数に対す る染色陽性標本の 割合が鼠径部 (62 .2 % ) と 癖部 (36 .5 % ) に比較 して 有意 に低

か っ たが b < 0 .0 1) , 正 常静脈 (1 5 .4 % ) との 比較で は 有意差 は得 られ なか っ た . u P A R で の 標本数に対す る染色陽性標本の 割

合 は静脈痛鼠径部(14 .6 % ) , 癌部 (11 .8 % ) , 足関節部 (3 .5 7 % ) , 正 常静脈 (7 .69 % ) で 各群間に有意差は認 め ら れ なか っ た . 培

養上 帝 で行 っ た u P A の 定量で は大伏在静脈鼠径部38 1 .4 ± 3 0 1 .5 n g / g 蛋白, 癌部266 .5 ± 2 1 7 .7 n g/ g 蛋白, 足関節部207 .2 ±

1 3 8 .1 n g/ g 蛋白, 正 常大伏在静脈壁135 .9 ± 9 3 .4 n g/ g 蛋白で , 大伏在静脈鼠径部と正常大伏在静脈間にp < 0 .0 5 で 有意差が認

め られ た . u P A の 血 渠中濃度は静脈痛群は1 .1 3 ± 1 .1 0 n g/ m l , 健常人 で1 .5 0 ± 0 .66 n g/ m l で 有意差は認め ら れ なか っ た . 以 上

の 結果 か ら 下肢静脈癒で は ,
M M P - 9

,
u P A が 中膜の 平滑筋細胞か ら 産生さ れ , 静脈癌の 形成進展 に関与 して い る もの と考え

ら れ た . す な わち静脈内庄 上 昇に 反応 して 中膜の 平滑筋細胞増殖 ヤ マ トリ ッ ク ス 増生 が 生 じ るが そ の 時 に M M P - 9 , u P A が 産

生 さ れ
,
壁 の 再構築 が

一

部 で は弾性線維 の 破壊 と壁 の 罪薄化 をもた らすもの と考 え られ た . M M P -9 と u P A の 産生細胞が必 ず

しも 一 致 し ない の は 傍分泌の 制御機構が考え られ
,
静脈痛で は 弁不全 によ り大伏在静脈鼠径部 の 血 液は静脈癌 の 部分 に逆流 す

る こ と か ら, 大伏在静脈鼠径部の u P A が 静脈癖の 部位 の M M P - 9 に 作用 して そ れ を活性化 し, 輿常 な マ トリ ッ ク ス 再構築と し

て の 弾性線維破壊 をきた す と考え ら れ た .

E e y w o rd s v a ric o s e v ei n s , m at rix m e t all op r ot ei n a s e s , u r O ki n a s e
-t y p e p la s m in o g e n a ctiv at o r

下肢静脈噛 は肥 満 や妊娠時 の 腹圧 上 昇, 長時間の 立 ち仕事 な

どに よ る静脈内圧 の 上 昇 や妊娠時の ホ ル モ ン 高値 な どに と もな

い
,
伏在静脈な どの 弁不全が発生 し, 慢性的 な内圧 上 昇に抗 し

きれ ず表在静脈が局所的 に拡張をき た した疾患 である
1)~ 3J ∴ 一

般に血 管壁 の 形状を決定する の は主 に中膜で , 中膜 に存在する

弾性線維 や膠原線維 な ど の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス が 壁の 形状を維

持 す る役割をは た し, こ れ らの 線維の 破壊 や断裂が壁構造の 破

壊, 形状変化 をも た ら し てい る と さ れ て い る . こ れ ら細胞外 マ

トリ ッ ク ス を分解する酵素系の 中で も, マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ

ロ テ ィ ン ア
ー ゼ ( m a trix m e t all o p r o t ei n a s e s , M M P ) ほ , 生 体内

の ほ と ん どす べ て の 細胞外 マ トリ ッ ク ス を中性城 で分解す る こ

と が 知ら れ
`- 川

, 悪性疾患
7 梱

や慢 性関節リ ウ マ チ
9)

,
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炎
1 0)
と い っ た 膠原病 な ど さまざまな疾患で の 発現 が報告 され て

い る . M M P の 活性化 シ ス テ ム の 重 要なもの と して ウ ロ キ ナ ー

ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー

ゲ ン ア ク チ ベ
ー

タ
ー

( u r o k i n a s e - t y p e

pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r , u P A) に よ る
一 連の 反応が ある

5)11 卜 13)

u P A は血 管 の 疎 通性 の 維持 や血栓 の 溶解過程 に重要な役割を果

たす酵素であ る
13)
が
,
M M P と 同様 に悪性疾患で発現す る こと

が 報告 され
14

1 細胞 表面で特異的な レセ プタ ー で あ る ウ ロ キ ナ

ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー

ゲ ン ア ク チ ベ
ー

タ
ー

レ セ プ タ ー

( u r o -

ki n a s e -ty p e pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r r e c e p t o r , u P A R) に結 合 し,

プ ラス ミ ノ ー ゲ ン を活性化 して プ ラ ス ミ ンを生 じ させ
,
プ ラ ス

ミ ン が M M P A9 ( ゼ ラ チ ナ
ー ゼ B

,
9 2 k D a Ⅳ塑 コ ラ ゲ ナ ー

ゼ) の

前駆体酵素を活性化す る こ と が 明ら か と な っ て い る Ⅲ . さ らに

M M P -2 ( ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ A
,
7 2 k D a Ⅳ型 コ ラゲ ナ ー ゼ) の 特 異的

活性化因子 と して 膜型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ィ ン ア ー ゼ

( m e m b r a n e -t yP e m at ri x m e tall o p r o t ei n a s e , M T - M M P) が最 近報

告さ れ て い る
7) 8) 1 6 )

､ 1 8)
. 主に 悪性疾患 で注目さ れ て い る M M P や

u P A で ある が , 血 管疾患で は大動脈癌 に お い て M M P - 9 の 関与

が 以前 か ら 注目 さ れ
1 9 卜 23)

,
中膜 に存在す る マ ク ロ フ ァ

ー

ジ に

M M P -9 が発現 し て弾性線維や基底膜の Ⅳ 塑 コ ラ ー

ゲ ン を切 断

し大動脈壁 の 中膜を破壊する緒私 大動脆壁の 脆弱化を来 し大

動脈径が拡張 し
, 痛 が 形成される こ とが 明ら か に な っ た

24) 2 5)

ま た
,
実験的 に マ ウ ス の 大腿動脈 と総頚静脈 に障害 を加え拡張

させ る と, M M P -2 お よ び M M P - 9 が 内弾性板 と外弾性枕席囲に

発現する こ と が 明 らか に さ れ た
2 印

. しか し静脈疾患 にお い て は

u P A が 下 肢静脈病症例 の 大伏在静脈鼠径部 の 組織培養液中に お

い て増加 して い る こ とが 報告さ れ て い る の み で
27)

,
下 肢静脈癖

と M M P
,
u P A の 関係 に つ い て 総合的 に検討した論文は見受け

ら れ ない .

本研 究 で は 下 肢静脈癌 に お け る M M P -2
,
M M P - 9

,
u P A

,

u P A R の 局在 を 免疫組織学的に解析 し, 組織培善上浦お よ び血

祭中へ の u P A の 分泌量を測定 し検討 した .

対 象お よび 方法

Ⅰ . 静脈癌壁 と対照群静脈壁組織 ,
お よ び血 祭の 採取

当科お よ び 関連施設 に お い て 下 肢静脈痛 ス ト リ ッ ビ ン グ術

(伏 在静脈抜去術) の 際 に切 除し た大伏在静脈 の 鼠径部 と足関節

部お よ び 静脈痛を材料 と した . 下 肢静脈癖症例 は男性 23 例 ,

女性50 例 の 計73 例 で , 年齢 は25 歳か ら82 歳
, 平均 は 53 .2 歳 で

あ っ た . 下 肢静脈癌 の 形態学的分類 は伏在静脈癌 (s a p h e n o u s

ty p e) か 分枝静脈痛 (s e g m e n tal ty p e) で , 臨床的重症度分類
2n

で は ク ラ ス 2 か ら4 の 症例を対象と した . 患肢 は片側あ る い は

両側で あり
,
切 除静脈片 の 延 べ 数は 大伏在静脈鼠径部 82 胤

静脈痛85 胤 大伏在静脈足関節部28 個で あ っ た . 対照 と し て,

当科に お ける大動脈 一 冠動脈 バ イ パ ス 術 の 際 に グ ラ フ ト と して

採取 し た大伏在静脈 の 鼠径部 の 静脈片13 個を 用 い た . 対照群

は 男性8 例, 女性 5 例 の 計13 例 で
,
年齢は 59 歳か ら74 歳 , 平

均 は 68 .3 歳で あ っ た . 採取 した静脈片 は挫減部分を避けて約1

C m 採取 し
,
うち下 肢静脈痛症例35 例 と 正常大伏在静脈13 例 は

一

部を培襲用 に用い
,
残 りの 部分, およ び培養 に用い なか っ た

症例の 静脈片 は ホ ル マ リ ン 固定液 に1 か ら3 日 間同定 した後パ

ラ フ ィ ン 包捜 し た . パ ラ フ ィ ン 切片は H E 染色, エ ラ ス チ カ ･

ワ ン ギ ー

ソ ン (el a sti c a v an Gi e s o n
,
E V G ) 染色お よび免疫染色

を行い
, 光学 顕微鏡的 に観察 した . ま た

,
下 肢静脈痛症例 20

例 よ り早朝空腹時 に肘静脈 より採血を行 い , 3 0 0 0 r p m で 1 0 分

間遠心分離 し得 ら れ た血祭を -

8 0 ℃で 保 存 し た . 対照群 は健

康 な ボ ラ ン テ ィ ア 15 例 と し
,
同様に採血 し, 血祭を保存 し た.

Ⅰ . 静脈壁組織 の免疫組織化学染色

免疫染色 は ,
ラ ベ ル ド ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン

ー ビ オ チ ン

q ab e11 e d st r e pta vi di n bi o ti n , L S A B) 法に て 行 っ た .
パ ラ フ ィ ン

切 片をキ シ レ ン ー

アル コ
ー

ル 系列で 脱 パ ラ フ ィ ン し
,
水道水で

2 分間洗浄後
,
3 % 過酸化水素加 カ ル シ ウ ム ,

マ グ ネ シ ウ ム 不

含P B S (p H 7 .4) ( 日水製薬 , 東 京) に 15 分間浸 し, 内因性 ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ ク を行 っ た 後
,
流水 に て1 0 分間洗浄 し た.

ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン ( ダ コ
･

ジ ャ パ ン
, 京都) にて 10 分 間非特

異的反応の ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た .

一 次抗体 は マ ウ ス 精製 モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗 ヒ トM M P -2 抗体 (富 士薬品工乳 富山) , マ ウ ス

精 製モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 ヒ ト M M P -9 抗体 (富士薬品工業) を PB S

に て そ れ ぞ れ 100 倍 に 希釈 して 室温で 1 時間反応 さ せ た . P B S

に て 5 分間
,
3 回洗 浄 した 後 ,

ビ オチ ン 標 識抗 マ ウ ス イ ム ノ ダ

ロ ブ リ ン
･

ヤ ギ抗 体お よ び ビオ チ ン 標識抗 ウサ ギ イ ム ノ ダ ロ ブ

リ ン ･ ヤ ギ抗 体 ( ダ コ
･ ジ ャ パ ン) の 混合液 を , 2 0 分間室温 に

て 反応させ た . P B S に て 5 分 間
,
3 回洗浄 しペ ル オ キ シタ ー

ゼ

標 識ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ( ダ コ ･ ジ ャ パ ン) を , 2 0 分間室温 に

て 反応させ
,
さ ら に P B S に て 5 分 間3 回洗浄 した . L S A B 反応

終了後
,
四塩 酸3

,
3 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,3

-d i m i n o b e n zi di n e

te tr a h y d r o c h l o ri d e , D A B ) (和光純薬, 大阪) 130 m g を15 0 刀祀の

P B S に 溶解 し
,
3 0 〃 ゼ

の 34 % 過酸 化水素水 を加え て調当酎 に

て
,
M M P - 2 は 約3 分間

,
M M P - 9 は 約9 分 間発色 し, 水 道水 に

て10 分 間淀水水洗 し, マ イ ヤ ー

へ マ トキ シ リ ン に て対比染色

を行 っ た後, エ タ ノ ー ル
, キ シ レ ン にて 脱水

,
透徹を行 い 封入

した .

な お u P A
,
u P A R 免疫染色 は内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ

ク を行う前 に
,
以 下 の と お り に 抗原 の 賦活 を行 っ た . u P A は

0 ･0 2 % トリ プ シ ン 溶液∴け リ ブ シ ン (Si g m a , S t . L o u i s U S A) 2 m g

と塩化 カ ル シ ウ ム (和 光純薬) 2 m g を10 竹α P B S に溶 矧 に10 分

間浸 し, 流水 で10 分間洗浄後500 W マ イ ク ロ ウ エ ー

ブ 処理 を3

回行 い 抗原 の 賦括を行 っ た . u P A R は50 0 W マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ

処理 を3 回行 っ た 後, 0 .0 2 % ト リ プ シ ン 溶 液に10 分間浸 した の

ち流水 で10 分 間洗浄 した . そ れ ぞ れ の 賦 活の の ち3 % 過酸化水

素加P B S に 15 分 間浸 し
,
内因性 ペ ル オ キ シ ダ

ー

ゼ ブ ロ ッ ク を

行 っ た 後, 流 水 に て10 分 間洗浄 し た . ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン に

て10 分 間非特異的反応 の ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た . 山
一 次抗 体は,

そ れぞ れ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗 u P A 抗 体
,
マ ウス モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 uP A R 抗 体 (A m e ri c a n di a g n o s ti c a i n c . , G r e e n w i c h , U S A)

を
,
P I∋S に て 10 0 倍 , 5 0 倍 に 希釈 し , 4 ℃ で

一

晩 反応 させ た .

P B S に て 5 分 間, 3 回洗浄 した 後, ビオ ナ ン 標識抗 マ ウ ス イ ム

ノ ダ ロ ブリ ン ･

ヤ ギ抗体お よ び ビオ チ ン 標識抗 ウ サ ギ イ ム ノ ダ

ロ ブ リ ン ･ ヤ ギ 抗体 の 混合液を
,
2 0 分 間室温 にて 反 応 させ た .

P B S に て 5 分 間, 3 回洗浄 し, ペ ル オ キ シ タ ー ゼ 標識 ス ト レ プ

トア ピ ジ ン を
,
2 0 分 間室温 に て 反応さ せ

,
さ ら に P B S に て5 分

間3 回洗浄 し た . L S A B 反 応終了後 ,
D A B に て約 5 分 間発色 し

水道水 に て 10 分間流水水洗 し , マ イ ヤ
ー

ヘ マ ト キ シリ ン に て

対比染色を行 っ た後
,
エ タ ノ ー ル

,
キ シ レ ン に て脱水 , 透徹 を

行 い 封 入 した .

Ⅱ . 静脈癌壁組織の培養

Ⅰで 得ら れ た 大伏在静脈鼠径部, 大伏 在静脈足関節弧 静脈

癌壁組織お よ び対照群大伏在静脈組織をそれ ぞ れ 無菌的 に1 ×

1 × 1 m に 細切 し
,
そ の 組 織片1 5 個 を1 % ペ ニ シ リ ン G , ス ト
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レ プ ト マ イ シ ン , ア ン ホ テリ シ ン B
,
0 .2 % し ダ ル ク ミ ン 含有

RP M I 1 6 4 0 培地 (Gib c o , N e w Y o r k
,
U S A) 2 血 中で37 ℃24 時間培

養し た. 培 養液 は採取後 に0 .2 % ア ジ化 ナ ト リ ウ ム を添加 し,

1 0 0 0 0 rp 皿 で5 分間遠心分離を行 い , 上 清を採取 しミ ニ チ ュ
ー

ブ内 に - 8 0 ℃で 保存 した . 組織片も取り出 し ミ ニ チ ュ ー ブ 内

に
-

8 0 ℃で 冷凍保存した .

Ⅳ. 静脈癌壁蛋白量 の測定

用n e n ら
2 6)
の 方法に したが い ,

15 0 m M 塩化 ナ トリ ウム (和光

純薬) , 1 % ポ リ オ キ シ エ チ レ ン (1 0) オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー

テ

ル Cr ri t o n X q l O O) (和光純薬) , 0 .1 % S D S (和光純薬) , 0 .5 % デ

オキ シ コ
ー ル 酸ナ トリ ウ ム (和光純薬) , 0 .2 % ア ジ化 ナ トリ ウ

ム (和光純薬) 含有10 m M 硫酸ナ トリ ウ ム (和光純薬) を混和 し
,

蛋白抽出用緩衝液 b H 7 .2) を作成 した . 緩衝 液1 け建を培養に開

い た組織 の 入 っ たミ ニ チ ュ ー

ブ内に注 入 し, 十分に 混和 したの

ち100 0 0 rp m で 5 分間遠心分離を行い 上帝を採取し, モ デ ル 550

マ イ ク ロ プ レ
ー

トリ ー ダ ー ( 日 本 バ イ オ ･

ラ ボ ラ トリ
ー ズ

, 東

京) を用 い 59 5 n 皿 の 波長 で吸光度を計測 し蛋白量を算出した .

Ⅴ . 組織培養液中お よび血 弊中の u P A 活性の測定

培養上清中の u P A はサ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ法に て定量

した. キ ッ トは
r

r h t Eli z e ㊥ u p A ( B i o p o o I A B , U m e且, S w e d e n) を

用い た . 予 め抗 ヒ トu P A モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 が吸着 した マ イ

ク ロ プ レ
ー

トの 各 ウ ェ ル に , P B S ･ E D T んT w e e n 2 0 液を100
,
,L C

ず つ 注 入 し, 1 分間震過 し賦活 を行 っ た の ち
, 培養上 清を50 /∠

g ずつ 注 入 し蓋を して2 時 間震塗 しな が ら 反応 させ た . 次に ペ

ル オキ シ ダ
ー

ゼ標識ヤ ギ 抗 ヒ トu P A 抗体 を各ウ ェ ル に50
′
" g ず

つ 追加 し1 時間震渡 した の ち
, 各ウ ェ ル をP B S ･E D T んT W e e n 2 0

液を3 50 /∠ g ず つ 4 回注 入 して 洗浄 した 後 ,
オ ル ト

ー

フ ユ ニ レ

ン ジ ア ミ ン (o rih o -p h e n yl e n e di am i n e) と0 .1 5 % 過酸化水素水2

扉 を加えたも の を各ウ ェ ル に20 0 /∠ g ず つ 注入 し, 3 0 分間暗所

で震塗 し発色させ た■ 3 M の 硫酸(和光純薬) を各ウ ェ ル に50
′
り

g ずつ 注入 して 10 分 間暗所 に置き反応を停止 させ た 後, モ デ

ル550 マ イ ク ロ プ レ ー

トリ
ー

ダ
ー を用い

,
4 9 2 Il m の 波長で吸光

度を計測 し, 標準 曲線 をもと に培養上清中の u P A 濃度 を算出し

た
. 測定 した u P A の 量 は培養に用 い た組織蛋白質1 g あたり の

重量(n g/g 黄白) で 表 した . ま た血 焚中の u P A の 量は同様に定量

してn g/ 扉 で表 した .

Ⅶ . 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 る平均値 の

比較 は M a n n - W h it n e y 検定 を用 い , 危険率5 % 未満 をも っ て有

意と し た . ま た多群間に お け る平均値 の 比較は K r u sk al - W al 1i s

検定を用い
,
危険率5 % 未満をもっ て 有意と した . 各群 にお け

る 染色率 の 検定 は ズ
2

検定を用 い , 危険率5 % 未満 を も っ て 有

意と した .

成 績

Ⅰ. 光学顕微鏡的観察

H E 染 色で は
,
正常 大伏在静脈鼠径部 に比較 して 恩肢 の 大伏

在静脈鼠径弘 大伏在静脈足関節部
,
静脈嗜壁 にお い て平滑筋

細胞の 増生 に よ る中膜の肥厚
,
あるい は 減少 によ る罪薄化が み

られ た が
､ 平滑筋細胞の配列の 乱れ は認め られ ず, 一 様 に長軸

方向に対し垂直 にほ ぼ輪状 の配列が見ら れた (園 仏 , B
,
. C
,
D) .

標本を十分 に観察 し内弾性板 と外弾性板と を同定し, そ の 間

の 貴大厚 の 中膜の厚 さを計測 した と こ ろ , 中膜壁厚 は鼠径部で

は488 士 18 8 /L m 医 ± S D , n = 8 2) , 痛部で は396 ± 1 5 2 !L m

( n = = 8 5)
,
足関節部 で は3 60 ± 12 1 〃 m (n = = 2 軌 正 常大伏在静

脈で は 315 ± 6 6 .8
.

′{ m ( n = 13) であ り, 鼠径部 と正 常大伏在静

眠 , 鼠径部と 足関節部, 鼠径部 と痛部の 間で有意差 ( そ れぞ れ

p < 0 ･0 1) が 認め ら れ
,
ま た痛 部 と 足関節部の 間に も有意差

b < 0 .0 5) が認 め られ た(図2劫 .

しか し壁厚 には ば ら つ きが 見られ
, 同

一

標本内でも壁 の 肥厚

部分と非薄部分が混在 して い た . そ の 中膜の 最大厚 と最小厚の

差を測定 した と ころ , 鼠径部 で は5 7 .4 ± 7 0 . 5 /{ m , 痛部 で は

57
･3 ± 5 5 ･2

′

′` m
, 足関節部で は31 .8 ± 5 3 .2

一

′∠ m
,
正常大伏在静

脈 で は 38 ･1 ± 3 9 .5
′
′∠ m で痛 部 と足関節部 の 間 に 有意差 (p <

0 ･0 1) が 認め られ たが
, 鼠径郡 と痛部f凱 鼠径部 と正 常大伏在

静脈間に は有意差 はみ られず
, 壁の 厚さ が 同

一

標本内で ば ら つ

きが ある傾向が見受けら れ たもの の
,
そ の ば ら つ きは 著明で は

な か っ た(図2B) .

な お マ ク ロ フ ァ ー ジや好中球な どの 炎症細胞の 浸潤 は , 中膜

や外膜 に認め ら れ たが ごく わずか で あり, 内膜 には ほ と ん ど認

め ら れなか っ た . 静脈痛壁の 内膜は薄く弾性線姫をほ と ん ど含

まず
, 外膜は 弾性線椎を含 むが走行 は規則性が見ら れず, 内弾

性棍と外弾性板 は ともに明ら かで は ない こ と も多か っ た . E V G

染色で は 正常大伏在静脈鼠径臥 静脈癌症例大伏在静脈鼠径部,

足 関節部 に比較 して静脈痛壁の 申膜 で は弾性線維の 軽度 の 断裂

が見 られ
, そ の 走行の 方向は正 常大伏在静脈鼠径部, 静脈癌症

例大伏在静脈鼠径軌 足関節部 は長軸方向に対 し 一

様に輪状で

同心円を措くよう に走行 して い る が
,
静脈癌壁で は走行 に乱れ

が生 じ同心円を措 い ては い なか っ た (図1 E , F , G , H ) . 静脈壁は

動脈と は異 なり弾性線椎が豊富 とは い えな い こ と か ら断裂の 程

度は軽度に と どま っ たが
,
走行方向の乱れ は痛 の 拡張時 に 生 じ

た組織学的変化の現れ と考 えら れ た .

Ⅰ . 静脈癌壁に お ける M M P - 2
†
M M P - 9 , u P A l ¶ P A R の

免疫組織化学的局在

M M P -2
,
M M P ･9

,
u P A

,
u P A R の 免疫染色性を内膜 , 中膜,

外摸各々 の 全細胞故に占め る陽性細胞の 割合で評価 した . 観察

はそ れぞ れ 400 倍 の 視野 で 行い ,
1 標本 に つ き最も陽性細胞 の

多く見 られ る 1 視野 中の 細胞数 と陽性細胞数を数え , 全標 本数

で平均 を と り算出 した (表1) . 各標 本で の 中膜に お け る M M P -9

の 全細胞数 に占め る 陽性細胞数の 割合 を採取部位別 に 標本数全

体で比較す ると , 大伏在静脈鼠径部で は25 .9 ± 5 .6 % 区 ± S D ,

n
= = 8 2) , 大伏在静脈足関節部で は2 5 .1 ±5 .4 % (n = 2 即 , 静脈

癌壁 で は2 4 . 5 ± 4 .6 % (n = 8 5) で , 正 常 大伏在静脈 の 8 .9 ±

4 .1 % (n
= =

1 3) と の 間に はそ れ ぞ れ 有意差 (p < 0 .0 5) が認 め ら

れ た . u P A
,
u P A R の 全細胞数 に占め る陽性細胞数 の 割合は各

群の 間で 有意差は認め ら れなか っ た .

M M P -2 は正 常伏在静脈壁お よ び , 静脈嗜症例 の 大伏在静脈

鼠径部 , 足関節部, 静脈痛壁とも に内膜の 血 管内皮細胞
,
中膜

の 平滑筋細胞, 外膜の 線碓芽細胞 の 全層 に100 % の 染色性が す

べ て の 標本に 認め ら れ (図3 A) , 標本 数全体に対する染色陽性

標本(標本中1 個で も染色陽性細胞が存在 した標本) の 割合に 正

常静脈 と静脈痛間で有意差は認 め ら れ なか っ た . M M P -9 は 静

脈癒症例の 大伏在静脈鼠径部, 足関節部, 静脈嗜壁 の 中膜の 平

滑筋細胞と中膜 に染色性が認め ら れ た(図3B) .

M M P -9 の 標本数全体 に対する染色陽性標本の割合は静脈痛

症例で は 鼠径部35 .
4 % , 癌部42 .4 %

,
足蘭節部7 1 ,4 % (図4 A)

で あり鼠径部と嗜部の 間 には有意差 は認め られ なか っ たが
,
足

関節部 は鼠径部, 痛部 と比較 して有意 に染色陽性標本 の 割合が
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Fig ･ 1 ･ Li gh t m i c r o g r 叩h ic B n di n g s o f a v a ri c o s e v e n o u s w al 1 w ith d il a ti o n ･ A 11 v e s s el s a r e c u t i n l o n gi tu di n al s e cti o n s . ㈱ G r e at e r
S a p h e n o u s v ei n wi th v a ri c o s e v ei n s at t h e g ro in ･ H E stai n ･ (B) V a ri c o s e v e in ･ H E s t a in . (C ) G r e a t e r s a p h e n o u s v e in wi th v a d c o s e v ei n s
at th e an k l e ･ H E st ai n ･ ( D) G r e at e r s a p h e n o u s v ei n i n c o n t rol ･ H E st ain ･ (E) G r e a te r s ap h e n o u s v e in w ith v a ri c o s e v e in s at th e g r oi n ･
E l a sti c a v an G i e s o n s ta in ･ 椚 V a ri c o s e v e in ･ El a sti c a v an G i e s o n st ai n . (G ) G r e a te r s a p h e n o u s v e in w ith v a ri c o s e v ei n s at th e an kl e .
E l a sti c a v a n Gi e s o n stai n ･ ( H) G re a te r sap h e n o u s v e h in c o n t r ol ･ El a sti c a v an Gi e s o n st ai n . M

,
tu n i c a m e di a . ← I E M

,
i n te r n al el a s丘c

m e m b r an e; ← E E M ･ e X te r n al el a s ti c m e m b r an e ･ 0 ri g in al m a g n iB c ati o n , × 25 ･ A r r o w s i n di c a te th e fr ag m e n ta ti o n of el a sti c B b e r . S c al e

b a r iJ ldi c a te s 2 0 0 /L m .
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Fig ･ 2 , ㈱ 7 T li c kn e s s o f th e t u ni c a m e di a ･ G S V g r o i n , g r e at e r S a P h e n o u s v e in at th e g r o in ; G S V an kl e , g r e a te r S a ph e n o u s v e in a t th e
an kl e; V V , V ar i c o s e v ei n ; C R , C O n tr Ol ･ E a ch b ar r e p r e S e n tS 宮 ± S D .

★

p < 0 .0 5 ,
★*

p < 0 .0 1 . (B) D i 鮎 r e n c e i n th e thi c kn e s s of th e tu n ic a
m ed ia i n 也 e s a m e s am pl e ･ G S V g r oi n , g r e a t e r S 叩h e n o u s v ei n a t th e g r o in ; G S V an kl e , g r e at e r S aP h e n o u s v ei n a t th e an k l e; ⅤⅤ, V a ri c o s e
V e in ; C R , C O n tr Ol . E a c h b ar r e p r e S e n tS 富 ± S D .

★

p < 0 .0 1 .

F ig ･ 3
, lm m u n o h i s to c h e m i c al st a in in g o f v a ri c o s e v e n o u s w al 1 女) r M M P

-2 仏) , M M P -9 (B) , u P A ( C) , u P A R (D ) 一 M M P ･2 w a s l o c ali z e d i n
th e c ell s in al 1 1 a y e r s o f th e w al1 , W h e r e a s M M P - 9 w a s l o c a h z e d o n th e s u 血 c e of s m o oth m u s cl e c ell s i n th e tu ni c a m e d i a . u P A a n d u P A R
W e r e l o c aliz e d o n th e s u rf a c e of s m o o th m u s cl e c ell s i n th e tu n i c a m e di a ･ 0 ri gi n al m ag niB c ati o n , × 3 3 . S c al e b a r i n di c at e s 2 0 0 / L m .
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高 か っ た (p < 0 .0 1) . 正常大伏在静脈も中膜に染色性 が認め ら

れ た が その 染色陽性標本の 割合は15 .4 % であり, 静脈癌患者 の

大伏在静脈足関節部 と の 間に 有意差が認 め ら れ た (p < 0 .0 1) ,

M M P ･9 染色陽性群と M M P -9 染 色陰性群の 間 には 中膜 の 厚 さ に

は 相関関係は認め ら れず, M M P -9 が 陽性で あ る症例 が特 に中

膜 の 肥厚ある い は非滞の どち らか に強く偏っ て い る と は い えな

か っ た (図5A) . ま た , 中膜の 最大径と最小径 の 差 に つ い て も,

陽性群 と 陰性群の間 に有意差 は見 られず, M M P -9 陽性症例 が

よ り中膜の 厚 さ に ばら つ きが 生 じ てい る と は い えなか っ た (図

5B) .

u P A は M M P q9 と 同様に中膜 の平滑筋細胞 に染色性 が認 め ら

れ た (園3 C) . 全細胞数 に占め る 陽性細胞数 の 割合 の 比較で有

意差が得られ なか っ た ため , 標本数全体 に対す る陽性標本数 の
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V e h at th e a n kl e ; ⅤⅤ, V a ri c o s e v e in ; C R , C O n tr Ol .
★

p < 0 .0 1 .

杉

割合で の 比較を試 み た が ,
u P A の 染色陽性標本数 の 割合は静脈

嗜症例で鼠径部62 .2 %
, 噂 部36 .5 %

,
足関節部7 .1 4 % , 正 常大

伏在静脈壁 は15 .4 % で
,
足関節部の 染色陽性標本数 の割合は鼠

径部 と痛部の 割合 と比較 して 有意 に低く ( p < 0 .0 1) , 足 関節部

と 正常大伏在静脈 と の 間 に は 有意差 は認 め ら れ な か っ た (図

4 B) .

u P A R も 同様 に 中膜 の 平滑筋細胞 に染色性 が認 められ た (図

3 D ) . u P A と 同様 に, 全細 胞数 に占め る陽性細胞数 の 割合の 比
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-9 (n = 8 7); Wh ite

b ar
, g r O u p O f s a m pl e s n e g ati v ely stai n e d fo r M M P

｣9 (n 三 1 2 1) ･
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･

G r a y b a r , g r O u p O f s a m p l e s p o si ti v el y st ai n e d f o r M M P
･ 9

(n = 8 7); Wh it e b a r , g r O u p O f s a m pl e s n e g a ti v el y s tai n e d f o r

M M P -9 ( n 笈 12 1) . E a ch b ar r eP r e S e n t S 更 ± S D .
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較で 有意差が得 ら れ な か っ た ため ,
標本数全体 に対する陽性標

本数の 割合で の 比較 を試 み た が , u P A R の 染色 陽性標本数の 割

合は静脈痛症例で鼠径部14 .6 %
,
痛部11 .8 %

,
足 関節部3 .5 7 % ,

正常大伏在静脈壁 は7 .6 9 % で それ ぞれ 有意差 は認め られ な か っ

T ab le l . T is s u e lo c ali z ati o n o f M M P
,
u P A a n d tl P A R

4 6 1

た (図4 C) .

M M P - 9 は中膜の 平滑筋細胞 より産生 さ れ て い る こ とが 明ら

か とな っ た が
,
M M P -9 陽性標本 にお い て u P A と u P A R が 共に陽

性 である標本 は
,
静脈痛症例大伏在静脈鼠径部 で6 例 , 癌部 で

L e si o n
L a y e r o f

v ein

R ati o ( x ± S D , % ) o f i m m u n o p o sitiv e c ells

2一PMM M M P - 9 u p A u P A R

G S V g r oi n 工n ti m a

M e di a

A d v e n tia

V V I n ti m a

~ M e dia

A d v e n tia

G S V a n kle I n ti m a

M e di a

A d v e n tia

C R In ti m a

M e dia

A d v e n ti a

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

0

2 5 .9 ± 5 .6 1
*

0

0

25 .2 ± 5 .4 2
東

0

0

24 .5 ± 4 .6 2
*

0

0

8 .9 0 ± 4 .10

0

0 0

3 .0 9 ±0
,
3 5 0 .35 ± 0 . 15

0 0

0 0

2 . 00 ±0 .4 2 0 .38 ±0 . 15

0 0

0 0

1 . 17 ±0 .7 8 0 .16 ± 0 . 16

0 0

0 0

2 .6 6 ± 1 .5 7 0 .3 1 ± 0 .2 0

0 0

M M P
,
m a t rix m et allo p r o t e in a s e s; u P A , u r O kin a s e

- t y P e Pl a s mi n o g e n a c tiv ato r; u P A R , u rO ki n a s e
- ty P e

P la s m in o g e n a c ti v at o r r e c e pt o r; G S V g r oi n , gr e a t O r S a P h e n o u s v ei n w it h v a ri c o s e v ei n s at th e g ro in ; V V ,
V ar i c o s e v ei n; G S V an kl e ナ g r e atO r S a P h e n o u s v ei n w ith v a ri c o s e v ei n s at t h e a n kl e; C R , C O ntr O l ･

*

p < 0 ･0 5 ,
V S . C O nt rO l

.

d l(｣ 2 1
dlくう 2 7

d l( う 1 0
d l(づ 6

Fi g . 6 . N u m b et of th e p o siti v e b T $t ai n e d s a m p l e s f o r M M P -9 , u P A , u P A J L (郎 G S V g r oi n . β) ⅤⅤ. (C) G S V a n kl e . (印 C o n t r ol .
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*

p < 0 .0 5 .

1 例 , 足関節部で 0 例, 正常静販で 0 例で あり, すべ て の 酵素を

産生 して い る症例 が鼠径部で比較的多か っ た もの の , 有意差 は

み られ ず
, 各酵 素を産生 して い る 静脈 の 部位 や細胞集団は異 な

る可 能性が示唆 され た(図6A , B , C , D ) .

また
,
u P A と u P A R は 同 一 標 本で 陽性 に染色 され た標本 は静

脈痛症例大伏在静沢鼠径部で12 例
,
痛部で 10 例 , 足関節部で 1

例 ,
正 常静脈 で 1 例み ら れたが , u P A が 陰性 で u P A R が 陽性 に

染色され た 標本は わずか に1 例 の み で あ っ た .

Ⅱ . 組織培養上溝中お よび血紫中の 止P A の定量

静脈痛症例 の 培養上清 にお け るu P A 量の 平均 ± 標準偏差 は,

鼠径部で 38 1 .4 ±3 0 1 .5 n g/ g 費自 序 ± S D , n = 3 5) , 癌部 で

2 66 .5 ± 2 1 7 , 7 n g / g 蛋白 (n = 3 5) , 足関節部で 2 07 .
2 ± 1 3 8 .1

n g/ g 蛋白 (n
= 3 5) で あり, 正常大伏在静脈壁 の 培養上清中で

は135 .9 ±9 3 .4 n g/ g 蛋白 (n
= 13) で , 静脈痛症例 の 大伏在静脈

鼠径部と正常大伏在静脈壁の 間に は有意差 (p < 0 .0 5) が認 め ら

れ た が
,
鼠径 郎, 癌部, 足関節部 の 間に は有意差 は認 め ら れ な

か っ た (図7) .

u P A の 血寮内濃度 は静脈癒群 で 1 .1 3 ± 1 .1 0 n g / 舶 ( n = 2 0) ,

健常人で1 .5 0 士 0 .6 6 n g / 舶 (n = 1 5) で 有意差は認 め ら れ なか っ

た(園8) .

考 察

下肢静脈痛 は肥満や妊娠時の 腹庄上昇, 長 時間の 立ち仕事な

どに よ る 静脈内庄の 上昇ヤ妊娠時の ホ ル モ ン 高値な どに ともな

い
,
伏在静脈 の 弁不全が発生 し, 周困 に支持組織 の 少ない 表在

静脈 に お い て高 い 内圧 に よ る 過度の張力 が加 わり
,
不可逆的,

局所 的 に静脈壁 が拡張をき た した疾患と考え ら れ て い る
l 卜 3)

さら に下肢静脈癖の 雁慮 には詳細は明らか に され て い は い な い
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S D .

もの の 家族性 が認 め られ
,
C o r n u 珊 e n a r d ら

29)
は両親 が 下肢静

脈痛 に履思 し て い る 場合
,
そ の 子 僕 は90 % の 確率 で 下 肢静脈

痛 に雁思 し, 父親 が 雁思 し て い る 場合 は2 5 % , 母親が 雁思 し

て い る場合 は 62 % , 両親共 に雁患 して い ない 場合 は20 % と 述

べ てお り, 家 族的因子も無視できな い .

本疾患は 致命的 で はな い もの の ,

一 度 雁患する と慢性的 に経

過 し
,
場合 に よ っ て は停留性皮膚炎

,
皮 膚潰瘍をき た し

,
患者

の 受け る身体的, 精神 的苦痛は大きい . 静脈 痛 に陥 っ た静脈は

蛇行 し長 さが 増大 し, 拡張 は不規則で結節また は紡錘形 に拡張

したり動脈痛様 の 膨出を伴う. また
,
血 管壁の 厚 さも不規則で

最も強く拡張 して い る部位 で は 壁の 厚 さ は薄く なり,
一

方 こ れ

に接 した部位で は 中膜 の 代償性肥大や壁の 線維化 に よ っ て肥厚

して い る と こ ろ も見ら れ る . 弁膜の 変形や 内腔の 血 栓化が認め

ら れ る こ と もある が
,
顕微 鏡的 に は こ の 変化 は極め て軽微で静

脈壁 の 様 々 な肥厚 が見ら れ る の み と さ れ る . また , M a u r el ら
3 '̀)

は 正常 静脈 と下 肢静脈癌の 拡張部 と非拡張部 の 膠原線維 の 量 を

測定 し, 正 常静脈 より下肢静脈癌静脈 は膠原線維 の 増加が見 ら

れ た が , 拡張部 と 非拡張部間で の 膠原線椎 の 量 に有意差 は み ら

れ なか っ た と 述べ て い る . 本研究で は, 光学顕微鏡 に て観察 し

た 結果 , 弾性線椎の 量 は, 正 常大伏在静脈鼠径部 に比較 して下

肢静脈痛症例 の 大伏在静脈鼠径部 に有意 に増加 や減少 して い る

よ うな所見は得 られ なか っ た が , そ の 走行 に は乱 れ が 生 じて い

た . 計 測さ れ た 中膜の 厚 さを比較 した と こ ろ ,
正 常 大伏在静脈

鼠径部 に比較 して 下 肢静脈痛症例 の 大伏在静脈鼠径部が有意 に

肥厚 して い た . ま た
, 同

一

標本 内で も中膜 の 厚 さ に 変化が見 ら

れ
, 有意差 は 見 ら れなか っ た が , 静脈痺部分 で は 中膜の 肥厚部

分と非薄部分が混在 して い る傾向が見 ら れ た .
こ れ らの 中膜 の

厚さの 変化 は, 壁を拡張させ よう と する 静脈内庄 に対する壁 の
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再構築が成立 し た部分 と成立 し得 なか っ た 部分と を示すもの と

考えられ , 静脈癌鼠径部や痛部に お い て 同
一 標本内で 中膜 の 厚

さ に差が あ る部分が見 られ る こ と は, 静脈内庄の 上昇 に対 し再

構築が な され て耐圧 性を保 つ こ と が で きた 部位と
,
再構築が 不

完全 で逆 に内圧 に抗 しきれ ず罪薄化 し た部位が混在 して い ると

考えられ た . 足関節部で は周囲の 脂肪組織 な どが 少なく皮下奴

織の 線維成分が多い こ とや , 筋肉ポ ン プ に よ る減圧が効率良く

行わ叫て い る こ と に より癖化せず, 壁の 形態 を保ち得 た と考え

ら れ た . また
, 足関節部の 伏在静脈 で の u P A の 産生が 少な い た

め に マ トリ ッ クス の 変性 に よ る癌化が お こ らなか っ た と考え ら

れ た .

他 の 血 管 疾患 と して 代表的なも の に大動脈痛が挙げ られ る

が
,
大動脈痛 の 拡張性変化 は, 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
31 卜 33)

, 細胞外 マ トリ ッ ク ス の 分解 に 関与する M M P フ ァ ミ

リ
ー と呼 ばれ る

4 卜 6)
一 群 の 酵素の うち M M P -1

,
M M P - 3

,
M M P -

9 が大動腹壁 に高頻度 である こと が 明 ら か に され
34 卜 38)

,
笠島

2 4)

と家
25j
は 大動脈痛 にお い て中膜 の 弾性線維の 破壊 が著明で

,
マ

ク ロ フ ァ
ー

ジか ら産生され る M M P -9 が エ ラス チ ン 分解活性を

有 し
,
免疫組織染色や培養上浦中の 定量で大動脈癌で の 増加が

示さ れ る こ とを明 らか に し
,
大動脈痛 の 初期病変の 形成に重要

な役割を果た して い る こ と を報告 し た .
こ れ ら M M P は不活性

な前駆体酵素 と して 分泌 さ れ る が , M M P -9 の 活性化因子であ

る u P A と そ の レセ プ タ
ー

で ある u P A R は M M P の 研究 にお い て

は
, 特 に重要性の ある 酵素である.

Lij n e n ら
2 6)
は マ ウ ス の 野生種 と u P A 遺伝子異常種 ,

プ ラ ス ミ

ノ ー

ゲ ン 遺伝子異常種を用い
,
大腿動脈 と総頚静脈に1 .4 V の 電

流を2 秒 間通電 し
,
血 管障害 モ デ ル を作成 し

,
活性化 M M P - 2

と M M P - 9 を免疫染色 と ゼ ラチ ン ザ イ モ グ ラ フ イ ー

で 定量 し た

実験 で
, 障害 さ れ た静脈壁 の 内弾性板 と外弾性坂上 に正常 な静

脈壁 に比 べ 約2 倍の 活性化 M M P - 2 と M M P -9 が発 現 し, さ ら に

M M P - 2 は u P A 遺伝子異常種, プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 遺伝子異常種

でも活性化が 見ら れ た が
,
M M P - 9 は プ ラ ス ミ ノ

ー

ゲ ン 遺伝子

異常種 で は活性化 が見 ら れ な か っ た こ と を明 らか に した . こ れ

ら の 報告 か ら
,
拡張や 直接的障害時に血管壁内で uP A と M M P s

の 活性化 の → 連 の 反応 が お こ り
,
特 に M M P -2 と M M P -9 の 活性

化が み ら れ る こ と は明 ら かで あ る. こ の よう に大動脈嗜に関し

て は様 々 な報告が なさ れ て い るが , 静脈痛 の 分野で報告さ れ た

もの は少 なく
,
S h i r e m a n ら

27)
が下 肢静脈痛症例の 大伏在静脈鼠

径部と足関節部
,
静脈癌部 と正 常大伏在静脈 の 同部位の 組織を

48 時間培養 し た上 清中の 組織型プ ラ ス ミノ ー

ゲ ン ア ク チ ベ
ー

タ

ー

(ti s s u e -ty p e Pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r , tP A ) , u P A , プ ラ ス ミ ノ

ー

ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー

イ ン ヒ ビ タ
ー

( pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r

i n h ibit o r
,
P A I) 一1 の 定量 を行 い , u P A が 正 常大伏在静脈鼠径部

に比べ 下 肢静脈癌症例 の 大伏在静脈鼠径部で有意 に増加 して い

る こ と を明ら か に し
,
u P A が 膠原線維や弾性線維の 破壊をも た

ら し下肢静脈痛 の 形成 に病理学的 に関与 し てい るの で は な い か

と 述べ て い る . しか し
,
静脈癌 にお い て 各種 の M M P に 関し て

の 研究報告 は見 られ て い な い .

本研究 で は M M P - 2 , M M P -9 の 存在と局在を明ら か に し, そ

の 産生 細胞 の 同定を行 い , 活性 化因子 で あ る で あ る u 王
)

丸

u P A R の 産生量 に閲し総合的に検討 した . 今 回, 免疫組織学的

検索 で下肢静脈痺壁 に存在が認め ら れ た の は M M P -2 , M M P ･9
,

u P A
,
u P A R 全て で あっ た . た だ しM M P - 2 は 正常 静脈壁

,
静脈
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嗜壁と もに 内膜 の 血 管内皮細胞
,
中膜の 平滑筋細胞

,
外膜全層

に強陽性であり
,
0 1くa d a ら

39)
が ヒ ト動脈平滑筋細胞の 培養上浦

が エ ラ ス チ ン 分解活性を有 しそ の 活性が M M P -2 で ある こ と を

示 し , 笠 島
24)
が ヒ ト大 動脈痛壁 の 免疫組織学的検討 か ら ,

M M P -2 の 産生細胞 は泡沫性 マ ク ロ フ ァ ー

ジ
,
内膜 と 中膜の平

滑筋細胞, 外膜 の 線維芽細胞であ ると 示した こ と と 一 致する も

の の
,
正常 静脈 の 血管内皮細胞, 中膜の平滑筋細胞か らも産生

が認め られ た こ とか ら
,
そ の 組織特異性お よ び疾患特異性に関

して さら なる検討が必要である と考え られ る .

M M P -9 は中膜の 平滑筋細胞 に染色陽性 で , 塚
25)
が マ ク ロ フ ァ

ー

ジ と平滑筋細胞が M M P - 9 産生 細胞で あ る と報告 した こ と と

一

致 した . 本研究で は 強く炎症所見が見ら れ る下 肢静脈癒は検

索対象か ら 除外 して ある ため , 組織学的検索上 ,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ な どの 炎症細胞 は中膜 や外膜の外側の 結合組織内 にわ ずか に

見 ら れ る の みで
,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジが M M P -9 を産生して い る こ

と は確認でき なか っ た .
u P A と u P A R も中腰 の 平滑筋細胞 か ら

産生 さ れ て い る こ と が 明 ら か で あ っ た が
,
そ の 産 生 細胞 は

M M P - 9 産生細胞 と は 異な っ て い る もの が 含まれ て い る と考え

られ た . 中膜は静脈壁で最も弾性線椎や平滑筋細胞が多く存在

し
,
血 管の 三層構造の 申で血 管の 形態を決定するもの であ るが ,

静脈癌壁 の 中膜 で正 常静脈より有意 に M M P -9 の 発現細胞数が

多 い こ とや , 各部位で の n P A の発現細胞数に有意差 は見 られ な

か っ たもの の 患肢の 大伏在静脈鼠径部の 培養上清中の u m 量が

正 常 よ り有意 に高 い こ と は , 静 脈槽 の 形成進展 に M M P -9
,

u P A が 関与 し て い るこ とを示すもの と 考えら れ る . 静脈癒症例

で M M P -9 陽性標本群と M M P q9 陰性標本群と の 中腹の 厚さ を比

較 し た と こ ろ , 各部 位 の 平均値 と の 間 に 差 が 認 め られ ず
,

M M P - 9 陽性 標本に お い て 中膜壁の 肥厚化あ る い は罪薄化が見

ら れ る と は 断言 し得な か っ た の は , M M P - 9 陽性標本群 と

M M P - 9 陰性 標本群そ れ ぞ れ の 群で 計測 され た 中膜 の 厚 さ に か

なり の ば ら つ きが あり
,
そ れ を平均化 して 比 較 して い る ため に

有意差 が得 ら れ な か っ た と考え ら れ た . M M P -9 発現 に よ っ て

壁の 再構築 を強く障害 し壁の 非薄化 を生 じさ せ , ば ら つ き を生

じ させ ると 証明する には 至 ら なか っ たもの の , 壁 の 厚 さ を決定

し て い る 中膜 の 平滑筋細胞か ら M M P -9 が 産生 さ れ る こ と に よ

っ て
,
壁の 再構築に影響 を及ぼ し て い る こ と を示唆する . す な

わち静脈内庄 上 昇に反応 して中膜 の 平滑筋細胞増殖 ヤ マ ト リ ッ

ク ス 増生 が 生 じる が , そ の 時 に M M P -9 が 産生 さ れ 壁の 再構築

が行 われ , 逆に
鵬

部で は弾性線碓 の 破壊と壁の 非薄化 をも た ら

すもの と考 え ら れ る . ま た
,
M M P - 9 と u P A の 陽性細胞が必ず

しも 一 致せ ず
,
同 一 標本で 陽性細胞が み られ る症例 が少なか っ

た理 由と し て , 一

つ は癌化 の 過程 ヒの 時相的差異があり
,
u P A

は静脈圧 上 昇に よ り壁の 再構築を開始 し た
,
も しくは準備 し た

状態 の 静脈壁に認め られ , 産生後速 や か に細胞外 に分泌さ れ る

た め に 免疫組織化学的 に陽性 に なり にく い た め で ,
M M P - 9 は

現在壁の 再構築 を行 っ てい る状態 の 静脈壁 に認め ら れ る た め と

考え られ る . もう 一

つ は傍分泌の 制御機構が考えら れ , 特 に静

脈癖 で は弁不全 により大伏在静脈鼠径部 の 血液 は静脈癌の 部分

に逆流す る こ と か ら
,
大伏在静脈鼠径部 か ら産生

,
分泌 され た

u P A が静脈癒 の 部位 の M M P -9 Lこ作 用 して そ れ を活性化 し
,
異

常 な マ トリ ッ ク ス 再構築と して の 弾性線誰彼壊 をき た して い る

と考えられ る .

ま た
!
血 管内皮細胞 は凝固, 線溶系の 活性化なら び に制御 に

関す る諸因子 を産生する こ とが 明 らか に なり
,
プ ラ ス ミ ノ

ー

ゲ
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ン アク チ ベ
ー

タ
ー

b l a s m i n o g e n a c d v at o r , P A) を産生放出 し て

線溶糸の 活性化を行うと され て い る
1=【)

.
S h i r e 皿 弧 ら

27)
が 対象 と

した 下肢静脈癒は ス トリ ッ ビン グ手術の 適応 と な るも の で血 栓

化の 見られ て い な い 症例 と考え られ , 彼 ら の 研究で 下 肢静脈癌

にお い て増加 して い た u P A は血栓形成 を防止す る た め に 産生 さ

れ た u P A の 可能性も残 され て い る . しか し本研究で は下 肢静脈

癌群 と健常人 の 血焚中濃度 は有意差が認め ら れ なか っ た こ と か

ら
,
u P A の 産生理由は血 管内皮細胞か ら 産生 さ れ た血栓形成防

止の ため と は 断言 し得ず, 免疫組織化学的検討 で は全細胞数 に

占め る陽性細胞数の 割合 と, 標本数全体に対す る陽性標本数は

正常静脈と の 間に有意差 は得 られ なか っ た もの の ,
下肢 静聴癌

症例 の 培養上清 で u P A が 正常静脈 の培養上浦 よりも高値 であ

り
,
静脈病症例 の中膜平滑筋細胞か ら u m が 産生 され て い る こ

と が確認さ れ た こ と か ら ,
む しろ静脈内庄克進に対す る中膜平

滑筋細胞の 反応 と組織再構築に関与 してい る と考え られ た .

B r o p h y ら
4O)
は M M P 阻害因子(ti s s u e i n hi b it o r s o f m e t all o

-

p r ot ei n a s e s , T I M P) の 減少が 大動脈偏 にお ける酵素活性 の 増加

に関与 して い る と述 べ , All ai r e ら
珊
は TI M P - 1 が M M P -9 を阻害

し大動脈痛 の 形成や破裂を予防す る と述 べ ,
笠島

24)
と塚

25)
は 腹

部大動脈痛に お い て ¶M P - 2 が M M P -9 を阻害す る こ と で動脈内

膿の マ トリ ッ ク ス の 改築 に 関与 し て い る と述 べ て い る . ま た

P A 阻害国子であ る P 封 は 血管内皮細胞 ､ 平滑 筋細胞 お よ び マ

ク ロ フ ァ
ー

ジか ら産生 され , P A ト1 は u P A と1 対1 の 複合体を形

成 し特異的に u P A を抑制す る こ と が 明 ら か に され
42)
,
A ll ai r e

ら
43)
は さ ら にP A L l 発現細胞移植ラ ッ ト , n 廻 - 1 非発現細胞移植

ラ ッ トと非細胞移植 ラ ッ トの 3 種類 に モ ル モ ッ トの 動脈を移植

し, 実験的 に大動脈癌を作成 した と こ ろ n u -1 発現細胞移植 ラ

ッ トで は痛 の増大 や破裂は見 ら れず ,
P A I - 1 非発現細胞移植 ラ

ッ トと非細胞移植 ラ ッ トで はそれ ぞ れ 40 % , 1 0 0 % の 割 合で 痛

が 増大 し破裂 が見られ ,
ザ イ モ グ ラ フ イ

ー

で 分 析 し た 結果 ,

P A I - 1 発現 に よ っ て カゼ イ ナ ー ゼ (c a s ei n a s e) と 活性化 M M P - 9

を抑 制し痛の 増大 と破裂を抑制する と 述 べ て い る .
こ れ ら の 研

究報告から動脈癌の 予防 と し て TI M P や P A I を血 管 内投与 し血

管壁の 形態変化 の 抑制 を行 い 得 る可能性があ ると 考え られ , 同

様 に下 肢静脈癒 に対 して もTIM P や 皿 を投与す る こ とで , 最

終 的に M M P の 発現を抑制 し静脈痛 の 進展を遅延, 抑制 し得 る

可能性がある と考えられ る .

結 論

下 肢静脈痛 にお ける M M P -2 (72 k D a ゼ ラテ ナ
ー ゼ) , M M P - 9

(9 2 k D a ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ) , u P A , u P A R の 免疫組織化学的局在を

検討 し, u P A の 静脈壁か らの 分泌量を測定する こ と で 以 下 の 結

果を得 た.

1 . 静脈療壁 にお い て平滑筋細胞 の 増生 に よ る 中膜 の 肥厚 ,

ある い は減少 に よ る罪浄化が み られ た . 中膜 の 厚 さ は應肢 の 大

伏在静脈鼠径部が正常大伏在静脈鼠径軌 静脈痛部 ,
足関節部

に比 べ て 有意 に高く ,
ま た静脈腰部 が正 常大伏在静脈鼠径部の

間 より有意に高か っ た . 測定した 中膜 の最大厚と最小厚 の 差 は,

痛部が足関節部より有意 に高か っ た が ,
鼠径 部と痛部間, 鼠径

部 と正常大伏在静脈 の 間に は有意差 はみ られ なか っ た . 静脈痛

で は大伏在静脈鼠径部や足関節部 に比較 して 申膜 に弾性線維の

軽度の 増生や断裂 が見 られ , そ の走行に乱れ が 生 じ長軸方向に

対 して 輪状か つ 同
一

円状 に配列 して い なかっ た .

2 . 免疫 組織化学的単染色 の結果 ,
M M P - 2 は正 常血管 , 静

杉

脈痛ともに内膜 の 血 管内皮細胞 ,
中膜の 平滑筋細胞, 外膜の 線

維芽細胞の 全層に仝標本で 100 % の 染色性が 認め られ た .

3 . M M P -9 は 静脈痛 の 中膜 の 平滑筋細胞 に染色性 が認め ら

れ
, 標本数に 対する染色陽性標本の 割合は静脈痛鼠径部, 癌部,

正常静脈 と比較して有意に足関節部が高 か っ た . 中膜 の 全細胞

数 に対する M M P - 9 の 陽性 細胞 の 割合を採取部位別 に比較す る

と
,
静脹癖壁 の 大伏在静脈鼠径部, 痛部 ,

足 関節部 とも正常大

伏在静脈 に比 べ て そ れ ぞ れ 有意に高か っ た .

4 . u P A は静脈癌 の 中膜 の平滑筋細胞 に染色性が認 め ら れ ,

標本数 に対す る染色陽性標本数 の 割合は , 静脈痛足関節部は鼠

径部と癌郡 と比較 して有意 に低 か っ た が ,
正 常静脈 との 間に有

意差は認め られ な か っ た .

5 . u P A R は静 脈癌の 中膜の 平滑筋細胞 に染色性 が認 め ら れ,

標本数 に対す る染色陽性標本の 割合 は静脈痛鼠径部 , 痛部, 足

関節部, 正 常静脈 の各群間 に有意差 は認 め ら れ なか っ た .

6 . 同
一

標本上 で M M P p9 , u P A , u P A R すべ て が 陽性 に染色

さ れ た標本 が少 なく ,
M M P -9 は u P A , u P A R と異な る 平滑筋細

胞 か ら産生 さ れ て い る場合 があ る と考え られ た . u P A と u P A R

は 同 一 標本 で 陽性 に染色 さ れ た標本 が多く み ら れ ,
同 一 の 平滑

筋細胞 か ら 産生 さ れ て い る もの と 考え られ た .

7 . 培養組織上清 の u P A 定量で は正 常大伏在静脈 と比較 し,

静脈癌鼠径部で有意 に u P A が 増加 し て い る こ とが 明 らか と な っ

た . 療部, 足 関節部 と 正常大伏在静脈の 間 に は有意差 は認 め ら

れ なか っ た .

8 . 血清 中u P A 定量で は健常 人 と静脈痛患者 と の 間に有意差

を認めなか っ た .

以上 の 結 果か ら下肢静脈痛 にお い て , 静脈 内庄 上昇に反応 し

て 中膜 の 平滑筋細胞増殖ヤ マ トリ ッ ク ス 増生 を生 じ, 静脈 の 中

膜の 厚 さ が 変化す る際 に M M P - 9 , u P A は 平滑筋細胞 か ら 産生

され , 傍分泌の 機構 に基 づき壁 の 再構築お よ び痛形成 に関与 し

て い る こ と が 示唆さ れ た .
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s a m p l e s b e t w e e n th e G S V g r o i n

( 1 4 .6 % ) , V V ( 1 1 .8 % ) , G S V a n kl e ( 3 .5 7 % ) a n d C R ( 7 .6 9 % ) g r o u p s . A n e n z y m e
-1i n k e d i m m u n o s o rb e n t as s a y s h o w e d t

h a t

th e a m o u n t o f u P A i n th e c u ltu r e o f th e G S V g r oi n ( 3 8 l .4 ± 3 0 1 .5 n g/g p r o t e i n) g r o u p w a s si g n i fi c a n tl y h ig h e r th a n th a t i
n th e

C R ( 1 3 5 .9 ± 9 3 .4 n g /g p r o tei n) g r o u p ( P < 0 .0 5) . T h e r e w a s n o si g nifi c a n t d i ff e r e n c e a m o n g th e u P A l e v el s a t th e G S V

g r oi n , G S V a n kl e ( 2 0 7 .2 ±1 3 8 .l n g/ g p r o t ei n) , O r V V (2 6 6 ･5 ± 2 1 7 ･7 n g /g p r o tei n) ･ T h e r e w a s n o si g n i fi c a n t d if f e r e n c e

a m o n g u p A l e v els i n th e s e ru m Of v ari c o s e p a ti e n ts ( l .1 3 ± l .1 0 n g / m l) a n d h e al th y c o n t r oI s ( 1 ･5 0 ± 0 ･6 6 n g / m l) ･ T h e r e s u lts

o f thi s st u d y s u g g e st t h a t M M P
-9 i s e x p r

e s s ed b y s m o o th m u s cl e c e11 s , th a t u P A a n d
u P A R a r e e x p r e s s e d b y s m o o th m u s cl e

c ell s i n t h e v ar i c o s e v e n o u s w a ll
,
a n d th at th e s e ag e n ts pl a y a n i m p o rt a n t r o l e i n th e f o

r m a ti o n o f v a ri c o s e v ei n s ･ C o n c e rn l n g

th e r e m o d eli n g p
r o c e s s o f th e v e n o u s w all r e a c tl n g t O th e i n c r e a s e d p r e s s u r e

i n v e s s e l s
,
M M P r9 m a y b e p r o d u c e d i n th e

v ar i c o s e v e n o u s w a11
,
a n d m a y d e g r ad e el a sti c l a m e11 a e a n d o th e r e xt r a c e11 u l a r c o m p o n e n ts o f th e v e n o u s w all ･ P r o d u c t

i o n of

M M P -9 a n d u P A i n diff e r e n t s m o o th m u s cl e c e11 s s u g g e s ts th a t a p a r a c ri n e c o n t r oI s y s te m i s i n v oI v e d ･ u P A
m a
y b
e
p
r o d u c e d

b y t h e ti ss u e s o f th e g r e at e r s a p h e n o u s v ei n i n t h e g r o i n e a r e a , a n d fl o w d o w n w a r d d u e t o v al v u l
a r i n c o m p e te n c e , a C ti v a tl n g

M M P -9 i n th e v ar i c o s e v ei n ti s s u e s . T h u s
,
M M P s a n d u P A m ay c o n tri b ut e t o th e f b r m ati o n o f v a ri c o s e v ei n s ･


