
膜型マトリックスメタロプロテアーゼ(MT-MMP)発
現細胞による細胞外基質の分解

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9307URL



1 8 4 金沢 大学十全 医学 会雑誌 第10 7 巻 第 3 号 184
-

1 9 2 (1 9 9 8)

膜型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー ゼ ( M T M M P) 発現細胞に よ る

細胞外基質 の 分解

金沢大学が ん研 究所腫瘍分子科学研究部 門細胞機 能統御研究分野 (主 任 : 浦 本元治教授)

芝 原 繁

膜型 マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア
ー ゼ ( m e m b r a n e

- ty p e m a tri x m e tall o p r o t ei n a s e
,

M
′

r M M P) は高頻度 に ヒ ト痛組織 に

発現 し72 k D a , Ⅳ 型 コ ラ ゲナ
ー ゼ ( m atri x m e tall o p r o te i n a s e

- 2
,
M M P -2) の 活性化因子 と して痛 の 浸潤 ･ 転移に重 要な 役割 を 果た

す と され て い る . 本研究 で は細胞培養系用 い て M
′

トM M P 発現 細胞 に よ る細胞外基 質分解
,

細胞 浸潤の 機構 を解析 した ･ こ れ

まで に知 られ て い る3 種類の M T L M M P ( M T ｣1 - M M P
,
M

′

ト2 - M M P
,
M

′

ト3 - M M P) 発現細胞 株を樹 立化 しそ れ ら の コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル

分解 ･ 浸潤 能を検討 した と こ ろ M
′

ト1 - M M P 発 現細胞 は 強い 分 晰古性 を示 し た が他 の 発現細胞 は 弱 い 活性 しか 示 さ な か っ た ･

M Tし1 - M M P 発現細胞 に よ る コ ラ
ー

ゲ ン ゲ)V 分解 は M M P 特異的 阻害剤 であ る B B 9 4 に より完全 に抑制 さ れ た ･

一 方 こ れ らの 細

胞に よ る合成 ペ プ チ ド基 質お よび ゼ ラチ ン 分解 活性を検討 した と こ ろ コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 分解活性 と よ い 相関 関係を示 した ･ ま た

M
′

ト1 _ M M P の 膜貫通 領域 の 機能 を検討す る ため に こ の 領域を 欠質 した 変異体 △ M
′

ト1 - M M P 発現 細胞 を樹 立化 しM T l - M M P 発

現細胞と 比較 し た と こ ろ △ M T ･1 - M M P 発現細胞 は 著 しく弱 い コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル お よ び ゼ ラ チ ン 分解活性 しか 示 さな か っ た が 合

成 ペ プチ ド基質 に対 して は M
′

ト1 - M M P 発現細胞 に近 い 活性 を有 して い た
･ した が っ て M

′

r l - M M P に よ る コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
,

ゼ

ラ チ ンな どの 高 分子基質の 分解 に は M T ･1 - M M P が 操業 通構造を介 して 細胞膜上 の 特定 の 領域 に 局在す る必要 が ある こ と が 示

唆 さ れ た . ま た M T ｣1 - M M P に よ る ゼ ラチ ン 分解 は M M P 阻害因子 匝s s u e i n h ibit o r of m e tal l o p r o t e a s e s -2
,

T I M P -2) に よ っ て抑

制 さ れ た が TIM P -1 で は 阻害 され なか っ た こ とか ら
,

M T 心M M P に よ っ て活性 化 され た M M P -2 よ り む し ろ M T l - M M P 自身の

酵素活性 が こ の 分解 に関与 する こ とが 示唆 され た .

鮎 y w o r d s m e m b r a n e - t y p e m a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e ( M T . M M P) ･
ti s s u e i n h ib it o r of

m et al l o p r ot ein as e 汀I M P) ,
C Oll a g e n g el

,
t y P e I g el a tin

,
fl u o r e s c e n t p e p tid e s u b st r at e

癌細胞が 周辺組織 へ 浸潤 し
,

転移が 成立 す るた め に は複雑 な

ス テ ッ プをク リ ア
ー

しな けれ ば な ら な い 1)
. とり わ け細胞外 マ

トリ ッ ク ス ( e x tr a c ell u l a r m at ri x) の
一 形態で ある基底膜 の 破 壊

が不可 欠で あ る . 基底膜 は Ⅳ 塑 コ ラ
ー

ゲ ン を骨格構造 と し,
ラ

ミ ニ ン
,

ヘ パ ラ ン 硫酸,
プロ テ オ グ リ カ ン な どか ら 構成 され る ･

した が っ て痛細 胞が 周辺組織 に浸潤 ,
転移する過程 に お い て こ

の Ⅳ 型 コ ラ
ー ゲ ン の 分解 が 重要であ る

2 卜 4)

この Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ン の 分解 を担う の が マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ

ロ テ ア ー ゼ ( m at ri x m e t all o p r o t ei n a s e ,
M M P) の 中 の Ⅳ型 コ ラ ゲ

ナ
ー

ゼ で ある . Ⅳ塑 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ に は ゼ ラ ナ ナ

ー

ゼ A (7 2 k D a
-

Ⅳ型 コ ラ ゲナ
ー ゼ/ M M P -2) と ゼ ラナ ナ

ー

ゼ B (9 2 k D a : Ⅳ 型 コ ラ

ゲ ナ
ー

ゼ/ M M P -9) の 2 種 類が 知 ら れ て い るが
,

な か で も特 に

M M P -2 が痛 の 浸潤 ･ 転移 に重 要な 役割を果 た すと 考 えら れ て

い る
5) 6)

. 他 の 全 て の M M P と 同様 に M M P -2 は 酵素活性 を持 た

ない 潜在型酵素と し て細胞 より分泌 され , 癌細胞表面 に局在す

る 膜型 マ ト
1
) ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア

ー ゼ ( m e m b r a n e t y p e
-

M M P
,
M T M M P) に よ っ て 活性化 され る

刀
.

現在ま で に 機能 的な M T - M M P と して 3 種類 の 遺 伝子 (M T -1
,

2
,
3 - M M P) が ク ロ ー ニ ン グ され てお り

8 卜 1 0)
,

そ れ ら の ア ミ ノ酸

配列 は相 互 に 約5 0 % の 相 同性 を有 して い る .
こ の 酵 素は他の

分泌型 M M P に は 存在 し な い 細 胞膜 貫通領域 をカ ル ポ キシ末端

部 に持ち,
こ の 領域を介 して細胞膜表面 に局在 する

7) 11)

M T I M M P は M M P 阻害因子 但s s u e i n hibit o r of m etal l o p r o te a s e s
-2

1

T I M P -2) を 介 して M M P -2 と結合 し3 量体 を形成す る こ と により

効 率よく M M P - 2 を活性 化する
12) 13 )

. また M T - M M P は 癌細胞の

浸 潤性偽足 (i n v a d o p o di a) に局在 し細胞浸潤 の た め の 細胞外基

質分解に 関与 する
14)

.

本研 究で は 3 種 類 の M T - M M P の 細胞外 基質分解 能お よ び浸

潤能を 比較検 討 し, さ ら に M T - M M P の 細胞膜 貫通領域の 機能

を その 欠尖変異体を用 い て検討 した .

対象 あ よ び方法

Ⅰ . 細胞培養

1 . 使用細胞 と その 培養条件

平成 10 年 3 月 3 1 日受付, 平成1 0 年 4 月2 2 日受理

A b b r e vi a d o n s : B E S
,
N

,
N -b is -(2 -h y d r o x y e th yD - 2 -

am i n o e th a n e s ulf o ni c a cid; B S A
,
b o vin e s e ru m alb u m i n; D M E M ,

D ulb e c c o m o di丘ed E a gl e
･

s m e di u m ; F C S
,
f e t al c al f s e ru m ; M M P

,
m at rix m e t al l o p r o t ein a s e s; M T - M M P , m e m b r a ne

-

t y p e m at rix m e t an o p r ot ein a s e; P B S , P h o s p h a t el) uffe r e d s ali n e; ¶ M P ･
d s s u e i n hibit o r of m et al l o p r ot ei n a s e; T B S

,
鮎

b u 蝕 r e d s ali n e



M
′

トM M P 発現細胞 によ る細胞外 基質の 分解

使用 し た細 胞 は ヒ ト胃 癌由来 細胞 K K L S , イ ヌ 腎上 皮 細胞

M D C K で あ る . 細 胞 は 1 0 % 牛胎 仔血 清 (f e t a l c alf s e r u m
,

F C S
,
H y cl o n e ,

U t a h
,
U S A ) ,

0 ･2 m g/ m l カ ナ マ イ シ ン (和光
,

大阪 : 以 下 特 に記載 の 無 い 場合 は 当社 の 製 品を用 い た) を含

むダル ベ ッ コ 変法 イ ー グ ル 培地 ( D u lb e c c o m o difi e d E a gl e
,

s

m ed i u m
,
D M E M ) ( ET 水 , 東京) に て3 7 ℃

,
5 % C O 2 存在下 で

培養し た .

Ⅰ . 培養細胞に お ける M T - M M P の発現

1 . M T JM M P 発現 ベ ク タ
ー

の 構築

発現ベ ク タ ー はp C E P 4 (I n vitr o g e n
,
D e S c h el p ,

N e th e rl a n d s)

を闘い た .
こ の ベ クタ ー は

,
ヒ トサ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 強力

なプ ロ モ ー タ
ー を有 し

,
E p s t ei n

- B a r r ウ イ ル ス の 複製 開始 点,

その 複製調節 因子 で ある E B N み1 をもち核 内の 染色体外で の 複

製が可能で あり
, 持続高発現細胞株 を得 るの に通 して い る . ま

た
,

こ の 発現ベ ク タ
ー

には ハ イ グロ マ イ シ ン 耐性遺伝子 が 含ま

れて おり
,

ハ イ グ ロ マ イ シ ン を含む選択培 地に て 遺伝 子導入細

胞を選択 する こ と が 可 能 で ある (図1 A) . こ の ベ ク タ ー

に
,

図

1B に示す切断部位で 切り 出さ れ る M T Ll
,
2

,
3 - M M P c D N A を そ

藁 M T 左 M M P 吾

b 車 M T - 2 - M M P 車
2 .1k bp

遥 M T - 3 - M M P 吾
2 .2 kb p

Fig ･ 1 ･ C o n s t ru Cti o n o f 奴 p r e s si o n v e ct o r s . ㈱ p C E P 4 v e ct o r .

(B ) M T - M M P c D N A . M T pl - M M P c D N A (a) , M T -2 - M M P
C D N A O)) ,

M
r

I 1 3 - M M P c D N A (c) fr a g m e n t s w e r e i n s e rt e d i n t ｡

th e m ultipl e cl o n in g sit e at th e i n di c a t e d r e s tri cti o n sit e s .

1 8 5

の マ ル チ ク ロ ー

ニ ン グサ イ ト に組み 込み発現 プ ラ ス ミ ドと した

(図1 B) . 細胞 膜貫通領域を欠失 した △ M T -1 - M M P 発現 プ ラ ス

ミ ドは M
′

｢ 1 - M M P c D N A の 53 6 番目の ア ラ ニ ン をス ト ッ プ コ ド

ン に 置換 する こ と によ っ て 作製 した .

2 . プ ラ ス ミ ドの 大量調整

Ⅱ - 1 . で 得 られ た プラ ス ミ ドで 形質転換 さ れ た 大腸菌 ⅩLl -

Bl u e 株 を2 ⅩY T 培地 け 1) プ ト ン (半軋 京都) 16 g , 酵母 エ キ ス

(半井) 10 g ,
塩 化ナ トリ ウム ( N a Cl) 5 g , ア ン ピシ リ ン (和光,

大阪) 50 /∠ g/1 , p H 7 . 6】250 m l にて 37 ℃
,
1 2 時間培養 した . 培養

終 了 後 , 遠 心 に て 集 菌 し
, 沈 殿 を [ 50 m M T ri s

- H C l
,

1 0 m M E D T A
, 1 0 0 / J g/ mi R N a s e (S i g m a

,
S t . L o u i s , U S A ) ,

p H 8 ･0】10 m l で懸濁 した . 懸濁液 に ア ル カ リ溶液 【200 m M 水酸

化ナ トリ ウム (N a O H) ,
1 % S D S】10 m l を加えて 室温で5 分 間放

置 し て菌 を 溶解 した . こ の 混 合液 に3 M 酢酸 カ リ ウ ム
, p H 5 .5

を1 0 m l 加え
,

1 0 分水冷 し て液を中性 化 し
,
遠心 して 沈殿 を除

去 し た後, 上宿 に10 m g / m l R N a s e を15 0 p l 加え
,
3 7 ℃

,
3 0 分

間 R N A を 消 化 し た 後
, Q I A G E N - ti p P 5 0 0 (Q I A G E N

,

C h at s w o rth
,

U S A ) カ ラム に重層 した . プラ ス ミ ドD N A が 吸着

した カ ラ ム を1 M N a Cl
,
5 0 m M 3 - N - モ ル ホ 1) ノ ー 7

P

ロ バ ン ス ル ホ

ン 酸
,

1 5 % エ タ ノ
ー

ル
, p H 7 .0 に て2 回洗浄後,

1 .2 5 M N a C l
,

5 0 m M T ri s
- H Cl

,
1 5 % エ タ ノ ー ル

, p H 8 .5 に て プ ラス ミ ドD N A

を溶 出 した
. プ ラ ス ミ ドD N A 溶出 動 こ等 量の イ ソ プ ロ パ ノ ー

ル を 加えて 良く混和 し
,

3
,
00 0 r p m

,
3 0 分速心 して プ ラ ス ミ ドを

沈殿 させ た ･ プ ラ ス ミ ドの 沈殿 を T ri s E D T A (T E ) 綬衝 液

(10 m M T ri s
- H C l

, 1 m M E D T A
, p H 8 .0) で1 m g/ m l の 過度に 熔

解 した .

3 . 培 養細胞 へ の 遺伝子導 入

培養細 胞(K K I .S 糸剛軋 M D C K 細胞) を35 m m プ ラ ス チ ッ ク デ

ィ ッ シ ュ 肝心£O N
,
N e w J e r s e y ,

U S A) に約1 .0 ×1 0
5

個/ mi の 濃度

で5 % F C S 加D M E M 2 mi にて 37 ℃
,
2 4 時間培養後, C h e n ら

1 5) の

リ ン酸 カ ル シ ウ ム 法変法 に て遺伝子導入を行 っ た
16)

. 即 ち ,
プ

ラ ス ミ ド D N A 2 ･0 / L g を0 ･2 5 M 塩化 カ ル シ ウ ム (C a C 1 2) 1 0 0 /LI Lニ

混和 し
,

そ の 混合液 に2 倍 濃度 N
,
N ゼ スー(2 - ヒ ド ロ キ シ エ チ

ル) - 2 - ア ミ ノ ー エ タ ン ス ル ホ ン 酸 【N
,
N ･b i s (2 -h y d r o x y e th yl) -2 -

a m i n o
･

eth a n e s ulf o ni c a cid
,
B E S] 綬衝液 (28 0 m M N a Cl

,
5 0 m M

B E S
,
2 ･8 m M

7
) ン醸水素ニ ナ トリ ウ ム

, p H 7 .9) 1 0 0 /}1 を加 え, 等

温 で 20 分間, 次に3 7 ℃ 室温で10 分 間静置 し た後 卜
上記培 養細

胞 に加えC O 2 濃度3 % の 条件~F
一

に て37 ℃
,

2 4 時間培養し た . 培

養後,
ハ ン ク ス 液 ( H a n k s b al a n c e d s alt s ol u ti o n) にて2r口l洗浄

し
,

5 % F C S 加 D M E M 2 m l で37 ℃ で培養 した .

4 . 持続高発現細胞株の 樹立

遺伝 子導 人 後7 2 時 間後に 培養液 を ハ イ グ ロ マ イ シ ン B (和

光) 2 0 0 〃 g/ m l を含む 選択培地に 変え
, 約2 週間培養する こ と に

よ り遺伝 子導 入細胞 を 得た . M T - 1 - M M P 遺伝子 の 発現 , 酵素

活性 を以 下 の 方法で 確認 した .

5 . ゼ ラ チ ンザ イ モ グラ フ イ
ー

培 養柵胞 を35 m m プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ (F A L C O N ) に 約

1 ･0 × 1 0
5

個/ m l の 濃度で 5 % F C S 加 D M E M 2 m l に て 37 ℃
,
2 4

時間培 養 し
,

そ の 後培養液を除去 し
,

ハ ン ク ス 液 にて2 回洗浄

し
,

無 血清 D M E M
,

も しく は10 % F C S 加 D M E M を1 m l 加え
,

2 4 時 間培牽 後 の 培蕃 上 清 を試料 と し た . 試 料を 試料溶 解 液

【50 m M T ri s - H C l , p H 6 . 5
,
1 0 % グ リセ ロ ー

ル
,

2 % SI) S
,
0 .1 %

ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

O) r O m O p h e n ol bl u e
,

B P B)] と等量混

和 し
,

3 7 ℃で30 分加温 した後
,
0 .1 % ゼ ラ チ ン を含む 10 % ポ リ



1 8 6

ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で S D S - P A G E を行 っ た . 泳動 終了後, ゲ ル

を2 .5 % ト ライ ト ン Ⅹ10 0 にて 30 分間室温で2 回洗浄 し, そ の 後

ゼ ラテ ナ
p ゼ反 応液 [50 m M T ri s

b H Cl
, P H 7 .5

,
1 5 0 m M N a C l

,

1 0 m M C a C 1 2 ,
0 .0 2 % ア ジ化 ナ トリ ウム ( N a N 3)】 にて 37 ℃

,
2 4

時 間反応 させ た . 反応 後,
ゲ ル を染 色液 【30 % メ タ ノ

ー

ル
,

1 0 % 酢酸 ,
0 .3 % コ

ー

マ ス ブリ
1
) ア ン ト ブ ル

ー
→ G - 2 5 0 (S i g m a

C h e m i c al
,

S t . L o ui s
,

U S A)] に て室温 で5 時 間染色 し
,
3 0 % メ

タ ノ
㌻

ル
,

1 0 % 酢酸 に て脱色 して 観察 した ･

甘L 遺伝子導入細胞 に お け る M r M M P の発現

1 . 細胞溶解液 の 調整

Ⅲ - 4 . で得 られ た細 胞を冷却 した P B S で 2 回洗 浄 し た後 ,
ラ

バ ー ポ リ ス マ ン に て 回収 し
,
細胞懸濁液を4 ℃

,
1 00 0 r p m

,
5 分

間遠心 し て 細胞を集 め
,

細胞溶解液 [50 m M T ri s
- H Cl

, p H 7 .4
,

5 m M E D T A
,

5 0 m M N a Cl
,

2 .
2 5 m M D ith i o th r eit ol

,
0 ･0 2 % ア ジ

化 ナ トリ ウ ム ( N a N 3) ,
0 .5 % ノ ニ デ ッ ト ( N o n i d e t P - 4 0) ,

5 p g / m l フ ツ 化 フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル b h e n yl m e th yl s ulf o n yl

n u o rid e) と と も に D o u n s e 型 ホ モ ジ ナ イ ザ ー

( W H E A T O N
,

M I L L VI L L E
,
U S A) に て 細胞 を破砕 した . 細胞 溶解液 を4 ℃

,

1 0
,
0 0 0 r p m

,
3 0 分 間遠心 し

,
不溶物を除去 した

.

2 . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法

Ⅲ - 1 . で得 た タ ン パ ク量と して20 〃 g を含む細胞溶解液をⅢ - 5 ･

の 試料 溶解 液で 溶解 し
,

S D S -P A G E を行 っ た . 泳動彼 の ゲ ル を

ハ イ ポ ン ドー E C L フ ィ ル タ ー ( A m e r s h a m
,
B u c ki n g h a m s h i r e

,

U K) に転写 し,
トリ ス 綬衝 化生理食塩水 Cr ri s

- b u ff e r e d s ali n e
,

T B S ) 加 3 % 牛血 清 ア ル ブ ミ ン 匝o vi n e s e ru m alb u m i n
,
B S A) に

て 室温 で 1 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ した . 続 い て
,

フ ィ ル タ
ー を抗

M T - M M P 抗体 を5 〃 g/ m l 含 むT B S -3 % B S A に て室 温で 12 時間

反応 させ た . 反応 後,
フ ィ ル タ ー を リ ン 酸凄衝 化生 埋 食塩 水

( ph o s ph a t e b u ff e r e d s ali n e
,
P B S ) p3 % ス キ ム ミ ル ク ( Gib c o

,

D e t r oi t
,
U S A ) で 洗 浄 し て 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ

(h o r s e r a di sh p e r o xi d a s e) 結合抗Ig G (C a p p el
,
W e s t C h e st e r

,

U S A ) 5 FL g/ m l を含むP B S -3 % ス キ ム ミル ク で 室温に て 1 時 間反

応 させ た . フ ィ ル タ
ー

をP B S -3 % ス キ ム ミ ル ク で 洗浄 した 後 ,

E C L ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ検知 液 仏 m e r s h a m ) で 反応 さ

せ
,
1 分間感光 フ イ ル ム へ 露光 した .

Ⅳ . 培養細胞 にお け る コ ラ ー ゲ ン ゲ ル ヘ の浸潤能の 評価

1 .
コ ラ

ー

ゲ ン ゲ ル の 作成

7 容 の セ ル マ ト リ ッ ク ス タイ プI A (新 田ゼ ラ チ ン
,
大阪) ,

2 容の N a H C O 3 を含ま な い 5ⅩD M E M
,
1 容の コ ラ

ー ゲ ン ･ ゲ ル

再構 成用領衝 溶液 [2 .2 % N a H C O 3 ,
2 0 0 m M H E P E S

,
0 .0 5 N

N a O 印 を氷 【tコ で よ く混和 し
,
1 2 穴 マ イ ク ロ プ レ ー

ト (イ ワ キ

ガ ラ ス
, 千葉) に1 ウ ェ ル あた り1 m l 分注 し,

3 7 ℃
,
3 0 分 間加

温す る こ と に よりゲ ル 化 させ た .

2 . 細胞培養法

K K 1 5 細胞に お い て は
,

Ⅳ - 1 . で 作成 した コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 上 に

1 .0 ×1 0
4
/ m l 個 に調整 した細 胞懸 濁液 を1 m l 重層 し

,
37 ℃

,
5 %

C O 2 存在下で 1 週間培養を続 けた .
こ の 間培養液 は2 -3 日 に1 回

交換 した .

M D C E 細胞 にお い て は
!
1 ウ ェ ル あたり5 .0 × 1 0

4
個の 細胞 を

Ⅳ ･ 1 . で作 成した コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 1 m l に懸濁 し
,

3 7 ℃
,

3 0 分 間

加 温 し ゲ ル 化 さ せ た 後,
培養液 を1 m l 重層 し

, 同様 に 37 ℃
,

5 % C O 2 存在下で 1 週間培養を続けた . 培養1 週 間後 に コ ロ ニ
ー

の 発育形態 を倒立顕微 鏡 (オ リ ン パ ス
, 束京) に て 観察 し

,
マ

イ ク ロ メ ー タ ー ( オ リ ン パ ス) に て長 径お よ び 短径を 計測 し,

そ の 積 を も っ て コ ロ ニ
ー の 大 きさ と した . な お

,
M M P 阻害剤

の B B 9 4 は寿製薬 (株) より分 与 され た .

3 . 細胞 の 固定お よ び染 色

培 養液を 除去 し ,
こ の ゲ ル を10 % リ ン 酸綾衝 ホ ル マ リ ン に

αM T l . M M 一也M T 2 ･ M M r α M T 3 ･ M M P α M T l ･ M M p

(11 3 ･ 1 5 E 7) (1 `之･4 E 3) (1 1 7 ･4 E 3) (1 13 ･ 1 5 E 7)

M D C X

ぎぎ′

野㌔
′

B

m S

‥

て
､

‥

､

､

モ

ミ

デ
､

‥

､

､
.

｢
g
g

‥

ギ
▼
′

M D C E K K L S

Fi g . 2 . D e t e c ti o n o f M T - M M P g e n e p r o d u ct a n d its eff e ct o Il

p r o -g el a ti n a s e A a cti v ati o n . 仏) W e st e r n bl o tti n g ･ C ell ly s ate s

w e r e p r e p a r e d f r o m M D C K c ell s t r a n s f e ct e d w ith v e ぐt O r

pl a s m id q a n e
, p C E P 4) ,

e X p r e S Si o n pl a s m i d f o r △ M T -1 - M M P ･

M T - 1 - M M P
,
M T - 2 - M M P a n d M T -3 - M M P (1 a n e s; △ M T -1 ･

M M P
,
M T ｣1 - M M P

,
M

′

ト2 - M M P a n d M
′

ト3 - M M P
,
r e S p e Cti v ely)

(p a n e l
,
M D C K ) a n d K K L S c ell s t r a n sf e c t e d w i th v e ct o l

`

pl a s m i d O a n e
, P C E P 4) ,

e X p r e S Si o n pl a s m i d f o r △ M T -1 - M M P

a n d M T - 1 - M M P (1 a n e s
,

△ M T - 1 - M M P a n d M T- 1 - M M P
,

r e s p e c ti v el y) ( p a n el
,
K K L S) a n d th e n w e r e a n al y z e d b y

W e st e r n b l o tti n g a s d e s c rib e d i n

"

M at e ri al s a n d M e th o d s
"

･

(B) G el a ti n z y m o g r a p h y . M D C K c ell s tr a n sf e c te d w ith v e cto r

pl a s m id (b n e
, p C E P 4) ,

e X p r e S Si o n pl a s m i d f o r △ M T l - M M P ,

M T - 1 - M M P
,
M T -2 - M M P a n d M

r

r - 3 - M M P (1 a n e s; △ M T - 1-

M M P
,
M T l - M M P

,
M

′

ト2 - M M P an d M T 3 - M M P
,

r e S p e C ti v ely)

w e r e c u lt u r e d i n D M E M c o n t ai n i n g l O % f e t al c alf s e r u m

b a n el
,
M D C K) .

K K u c ell s tr a n sf e c te d w ith v e ct o r pl a s m id

(1 a n e
, p C E P 4) ,

e X p r e S Si o n pl a s mi d f o r △ M T - 1 - M M P a n d

M T - 1 - M M P (1 a n e s
,

△ M T - 1 - M M P a n d M T -1 - M M P ･

r e s p e c ti v el y) w e r e c ul t u r e d i n s e r u m f r e e D M E M f o r 12 h

b a n el
,
K m .S) . C o n d iti o n e d m e d i u m (1 5 / Ll) w a s m i x e d w ith

S D S el e c t r o p h o r e si s s a m pl e b u ff e r a n d s e p a r a t e d i n a lO %

p ol y a c r yl a m i d e g el c o n t a i n i n g l m g/ m l g el a ti n ･ A ft e r

i n c u b a ti o n f o r g el a ti n di g e sti o n
,
th e g el w a s s tai n e d w ith O ･1%

c o o m a s si e b rilli a n t bl u e R - 2 5 0 a s d e s c ri v e d
"

M a t e ri al s a n d

M e th o d s

"

.
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M
′

r M M P 発現細胞 に よ る細胞外基 質の 分解

て固定後,
通常 の 方法で パ ラ フ ィ ン 包捜 し

,
H E 染色 を行 っ た .

Ⅴ . 培養細胞に お け る細胞外基質の 分解 能の 評価

1 . 合成ペ プチ ド基質 の 分解能

M M P 酵 素活性 は基 質と し て M c a
- P r o - L e u

N G l y-L e u
- G l y

- D p a
-

Al a , A r g
- N H 2 (P e p ti d o I n st .

, 大 阪) を用 い て測定 し た .
こ の 基

質は M M P に よ っ て 切 断 さ れ る こ と に よ り 蛍 光 を 発 す る .

M D C K 維胞 を35 m m プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ (F A L C O N) に約

1 .0 × 1 0
5

個/ m l の 濃度で 5 % F C S 加 D M E M 2 m l に て3 7 ℃
,

2 4

時間培養 し
,

そ の 後培養液を除去 し
,

カ ル シ ウ ム を 含む トリ ス

綾衝化生 理 食塩水 (20 m M T ri s
, p H 7 .5 , 1 5 0 m M N a C l

,
1 0 m M

C a C12 ,
T N C) にて 2 回洗浄 し

,
デ ィ ッ シ ュ 1 枚あ たり合成基質

1 J∠ M を含む ¶ C 50 0 〃1 中37 ℃ で 培善後,
0 .1 M 酢酸 ナ ト リ ウム

(p 日4 .0) 2 .5 m l で 酵素反応 を停止 さ せ た .
ペ プ チ ドの 分 解に よ

っ て現れ る蛍 光を分光蛍光 光度計 ( 日立
, 束京) を用 い て

, 励

起波長328 n m
, 検 出波 長393 n l Tl に てそ の 蛍光光度を測定 した .

2 . ゼ ラ チ ン分解能

M D C 椚捌包を35 m m プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ (F A L C O N ) に

釣1 .0 ×1 0
5

佃/ m l の 濃 度で 5 % F C S 加 D M E M 2 m l に て 37 ℃
,

24 時間培 養 した . そ の 後培養液 を除去 し,
m C にて 2 回洗浄 し

,

ディ ッ シ ュ 1 枚あ たり ゼ ラ チ ン 20/ ノg を 含む T N C 2 0 0 pl 中37 ℃

で1
,
6 時 間培 養 し た , 培 養 上 清 を ウ ル ト ラ フ リ ー C 3

,
C L

2 0

1 5

1 0

合
冊

S

R
U
}

雇

8
已
O
U
S

巴
O

n

己

20 4 0 6 0

R e a ctio n ti m e( m in)

Fig ･ 3 ･ D e g r a d a ti o n o f fl u o r e s c e n t p e p ti d e s u b s tr a t e .

F lu o r e s c e n t p e ptid e s u b s tr a t e (1 〃 M ) w e r eミn c u b at e d w ith
C ell s t r a n sf e c te d w ith v e c t o r pl a s m i d

,
e X p r e S S 1 0 n pl a s m id f o r

M T l - M M P
,
M T 2 - M M P

,
M T - 3 - M M P a n d △ M T -1 - M M P i n

T N C b u ff e r a t 3 7 ℃a n d
･

th e fl u o r e s e n s e i n t e n sity of r e a c ti o n

P r O d u ct s w a s m e s e a r e d b y fl u o r e s e n c e s p e c t r o p h o t o m e t e r .

0 ; p C E P 4
, ◎; M T ｣1 - M M P

,
△; M T

-2 - M M P
,

▲; M T -3 ･ M M P
,

□; △ M T l _ M M P
.

18 7

(M I L LI P O R E
, 束 京) に て4 ℃

,
9

,
0 0 0 r p m で3 0 分遠心 する こ

と に より 濃縮 した ･ 濃縮 液を Ⅱ - 5 ･
の 試料 溶解液20 〃1 で溶解

しS D S - P A G E を行 っ た 後 Ⅱ - 5 . の 染色液 で3 0 分 間染色 ･ 脱 色

し た .

3 . T I M P に よ る ゼ ラ チ ン 分解の 阻害

M T Jl - M M P 発現細 胞を用い て TI M P -1
,

- 2 によ る ゼ ラ チ ン 分

解の 阻害 を検討 した
. 即 ちV - 2 . に お い て デ ィ ッ シ ュ 1 枚 あた

りT N C 2 0 0
,
u l

,
ゼ ラ チ ン 2 0 FL g に リ コ ン ビ ナ ン トTI M P -1

,

T I M P - 2 をそ れ ぞ れ1 〃g 添加 し37 ℃
,

5 % C O 2 存在下 で6 時間培

養 し た後 に 同様 にS D S -P A G E を行 っ た . な お l) コ ン ビナ ン ト

TI M P -1
, TI M P -2 は富士薬品工 業 (株) 岩田 和土樽士 より分与さ

れ た .

A
. , m 八 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1
kI) a

βr

α【ニ

タ4
-

7 7
-

` 8
-

55
-

43
-

k D a

βl

α【

タ4
-

7 7 -

`8
-

5 5 -

43
-

B 1 2 3 4 5

Fi g ･ 4 ･ D e g r a d ati o n of ty p e T g el a ti n . GA) 乃1〕e I g el a d n (2 0 /L g)
W a S i n c u b a te d w ith c ell s t r a n sf e c te d wi th v e c to r al o n e f o r l h

a n d 6h (l a n e 2 a n d 3) w ith e x p r e s si o n v e c to r s f o r M T l - M M P

(1 a n e s 4 a n d 5) ,
M T し2 - M M P O a n e s 6 a n d 7) ,

M T -3 - M M P (1 a n e s

8 a n d 9) a n d △ M
′

ト1 - M M P O a n e s l O a n d l l) . S u p e r 11 a ta n tS

h
'

O m e a C h c ult u r e w e r e c o n c e n tr a te d a n d s u bj e c te d to S D S-
P A G E w ith ty p e l g el a ti n (2 0 FL g) a s a c o n tr ol (1 a n e l) . (B )
T y p e I g el a ti n (2 0 FL g) w a s i n c u b a t e d w ith c ell s tr a n sf e c t ed

W ith v e ct o r al o n e f o r 6 h O a n e 2) a n d e x pl
･

e s si o n v e ct o r f o r M T

l - M M P (1 a n e 3) . T y p e l g el a ti n w a s i n c u b at e d w ith c ell s

tr a n sf t ct e d wi th M T l - M M P e x p r e s si o n v e c to r i n th e p r e s e n c e

Of l X lO -
5

M r e c o m bi n a n t T I M P - 1 a n d T I M P -2 (l an e S 4 a n d

5) . S u p e r n a t a n t s f r o m e a c h c u lt u r e w e r e c o n c e n t r a t e d a n d

S u bj e c te d t o S D S -P A G E wi th 2 0
,
Lt g ty p e l g el atin a s a c o n tr ol

q a n e l) .
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成 績

Ⅰ . M T - M M P お よ び△ M T - トM M P 遺伝子導 入細胞の 蛋 白

の 発現お よび酵素活性

1 .
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法

Ⅲ 一 1 . で得 ら れ た 試 料を M T - 1 - M M P
,

M T - 2 - M M P
,

M T -3 -

M M P に対す る単 ク ロ
ー

ン 抗体 ,
1 1 3 -1 5 E 7

,
1 6 2 -4 E 3

,
1 1 7 -4 E 3

を用 い て そ れ ぞ れ ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た . 1 1 3 -

1 5 E 7 で は
,

M T l - M M P と △ M T ll - M M P の み が そ れ ぞ れ 63k D a ,

5 7 k D a の バ ン ドと して 検出 され た
. 1 6 2 -4 E 3 で は M T -2 - M M P の

み が 70 k D a の バ ン ドが
,

1 1 7 - 4 E 3 で は M T ｣3 - M M P の み が6 6k D a

の バ ン ドと して検 出 され た . p C E P 4 導 入細胞 は ど の 抗体 と も反

応 し なか っ た (図2A) .

2 . ゼ ラ チ ン ザ イ モ グラ フ イ
ー

ゼ ラチ ン ザイ モ グ ラ フ イ
ー

は酵素活性 を ポリ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル 電気泳動後 の ゲ ル 中で の ゼ ラ チ ン 分解能 に より検 出する 方

法 で あり
, 潜 在型 M M P - 2 は6 8 k D a

,
活性化中 間体 は 64k D a

,

括性 化型 は62k D a の バ ン ドと して 現 れ る . K Ⅲ5 細胞 は 内因性

の M M P -2 を発現 して い るが M D C K 細胞 は 発現 して い な い
. し

た が っ て K K I 5 細胞 で は M
′

r M M P に よ る 内因性 M M P - 2 活性化

の 能力を測定す る た め に F C S を含有 し ない D M E M を使用 し た .

一

方 ,
M D C K 細胞 で は潜 在型 M M P -2 を含有 す る F C S を含 む

D M E M に て 実験 を施 行 し た . M T - 1
,
2

,
3 - M M P 発現 細 胞 で

M M P - 2 の 活性 化 能を 比較検 討 す る と
,

M T - 1 - M M P
,

M T - 3 -

M M P 発現細胞 で は M M P -2 の 活性化 が 認 め ら れ た の に 対 し て

M T 12 - M M P 発現細胞で は活性化型 M M f L2 は検 出され なか っ た .

△ M T - 1 ･ M M P 発現 細胞 で は 64 k D a の M M P - 2 活性 化 中間体 と

△ M T -1 - M M P 自 身の ゼ ラ チ ン 分解 活性 に よ る57 k D a の バ ン ド

が検出 され た (図 2 B) .

Ⅰ . M T - M M P お よ び △ M T - 1 - M M P 発現細 胞に よ る細胞外

基質の 分解

1 . 合成ペ プ チ ド基質の 分解能

M T ｣ M M P お よ び △ M T pl - M M P 発現細胞 に お け る M M P 酵素

活性 を合成 ペ プ チ ド基質 の 分解能 に より評価 し た . p C E P 4 発現

細胞 は ほ と ん ど こ の 合 成 ペ プ チ ド基 質 を分 解 し な い の に対し

て
,

M T - 1 - M M P 発現 細胞 は 高 い 分解 能 を示 し た . M T - 2
, 3 -

M M P 発現細 胞で は M
r

r l l - M M P 発現細胞 の 1/2 程度の 分解能を

示 し た . また
,

△ M T -1 - M M P 発現細胞 は M T Jl - M M P 発現細胞

と 同程度の 高 い 分解能 を示 し た
, (図3) .

2 .
ゼ ラチ ン分解能

M T - M M P お よ び △ M T - 1 - M M P 発現細胞 に お け る M M P 酵素

活性 を ゼ ラ チ ン 分解能 に より検討 した . p C E P 4 を導入 した コ ン

ト ロ ー ル 細 胞で は全く分解 は認 め ら れ なか っ た の に対 して M 7し

1 - M M P 発現細 胞 ほ 1 時 間後 に ゼ ラ チ ン の α バ ン ドが 消失し始

め
,

6 時 間後 に は 完全 に 消失す る と い う 強い ゼ ラ チ ン 分解能を

示 した . M T 2
,
3 - M M P 党規細胞で は6 時間後 に ようや く α バ ン

ドが 消 失 し
,

M T - 1 - M M P 発現 細胞 に比 して 弱 い ゼ ラ チ ン 分解

活性を呈 し た .
△ M T Jl - M M P 発現細 胞は M T -2

,
3 - M M P 発現細

胞 と 同程度 の 弱 い ゼ ラチ ン 分解 活性 を 示 し た (図4 A) . M T-ト

M M P 発現 細胞 に よ る ゼ ラ チ ン 分角牢は M M P 阻害物 質 であ る

TI M P - 1 で は 有意 に 阻害 され な か っ たが
,

T I M P -2 で は完全に阻

害 さ れ た( 図4 B) .

Ⅱ . M T - M M P - 1 の発現 細胞 の浸潤能

1 .
コ ラ

ー

ゲ ン ゲ ル へ の 浸潤

K K l .S 細胞 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 上 で 培養す る と
, p C E P 4 導入コ

ン ト ロ
ー ル 細胞 お よ び △ M T - 1 - M M P 発現瀾 胞 で は細胞が ゲル

上 で単層 に 整然 と 増殖 し た .

一

方 ,
M T -1 - M M P 発現細胞では

細胞が コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 中に浸潤 し
,

浸潤部分で は コ ラ ー ゲン ゲ

Fi g . 5 . C ell i n v a si o n i n to c oll a g e n g el ･ F m ･S c ell s tr a n sf e c te d wi th e x p r e s si o n pl a s m i d f o r M T l l - M M P an d it s d el e ti o n m u ta n t △ M
′

｢ 1
r

M M P w e r e c ult u r e d o n typ e I c oll a g e n g el f o r 7 d a y s i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f M M P i n hib it o r B B 9 4
,
a n d th e n th e g el w a s 触 e d a n d

st ai n e d wi th H E . (朗 p C E P 4
, (B) △ M T ll - M M P

, (C) M T -1 - M M P . (D ) M
r

I ll - M M P + B B 9 4 (1 ×1 0
P

6
M ) ･



M
′

トM M P 発現細胞 に よ る細胞外基 質の 分解

C

〔
【
H

己
)

U

Z
叫

S

ト
ロ

○

ち
U

0

M T 2 M T 3

1 89

F ig . 6 . D e g r a d ati o n o f c oll a g e n g el . M D C K c e11 s tr a n sf e ct e d

W ith e x p r e s si o n pl a s m i d f o r M
′

トM M P s w e r e c ult u r ed i n ty p e

I c oll a g e n g el i n th e p r e s e n c e o r al) S e n C e Of M M P i n h ibit o r

B B 9 4 (1 × 1 0¶
6

M ) f o r 7 d a y s . A : 仏) p C E P 4
, (B ) M

′

ト1 - M M P
,

( C) M T 2 - M M P
, (D ) M T 3 - M M P . B : ( 朗 p C E P 4
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1 9 0

ル が 著 しく分解 さ れ て い る の が 観察 され た .
こ の 浸 潤は M M P

特異的イ ン ヒ ビタ ー

で ある B B 9 4 で完全 に阻害 され た (図5) .

2 . コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中で の 空砲形成

M D C 別田胞 を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中で 培養す る と
, p C E P 4 導 入

コ ン トロ ー ル 細胞 は細胞塊 を形成 し て増殖 した .

一

方 ,
M T 阜

M M P 発現 M D C K 細胞 は コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 中 に空砲を形成 し細胞

は そ の 内面 に ほ ぼ 単層 に 増殖 した . M T -2
,
3 - M M P 発現 細胞

,

△ M l ㌧1 - M M P 発現細胞 は p C E P 4 導入 コ ン トロ ー ル 細胞 と 同様

の 細胞塊を形成 して 増殖 した (図6A
,

B) .
この コ ラ

ー

ゲ ン ゲ ル

中で増殖 した 細胞を ホ ル マ リ ン 固定後Ⅲ- E 染色を施 すと
,

M
′

ト

1 - M M P 発現細 胞で は細 胞が ゲ ル を分 解 し
,

空砲 を形成 しその

裏打ちをす る よう に増殖 して い る様子が 観察 され た . p C E P 4 導

入 コ ン トロ ー

ル 細胞 で は コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル 分解に伴う 空砲形成 は

見ら れ ず
,

M T ･2
,
3 - M M P 発現細胞,

△ M T 左 M M P 発現細 胞で

は わ ずか に小 さ な 空砲形成 が み らる のみ で あっ た ( 図6 C) . ま

た こ の 空砲形成 は M M P の 特異的 イ ン ヒ ビタ
ー

で あ る B B 9 4 で

完 全に 阻害 さ れ た .

考 察

M T - 1 - M M P は ヒ ト痛組織 にお ける M M P L2 活性 化因子 と し

て 同志 さ れ
, 病 没潤 ･ 転 移の キ

ー

エ ン サ イ ム と して 注 目 さ れ

て い る
7)

. M T ･ 1 - M M P は M M P - 2 活性化 能 に加 え て 自 ら も コ

ラ
ー

ゲ ン な ど の 細胞 外 基質を分 解す る
17J

. 分 泌塑 M M P に 対

し て
,

M T - M M P は カ ル ポキ シ 末端 部 に細 胞膜 貫通 領域 を 有

し
,

こ の 領域 を介 し て細 胞膜表 面 に局 在す る こ と に よ り さ ら

に効 率的 に細 胞浸 潤 の た め の 細 胞外基 質の 分解 を行う と考 え

ら れ る .

現在まで に 膜型 M M P と して構造 の み な らずア ミ ノ 酸 配列ま

で 酷似 した 3 種 類の M T - M M P が 知 ら れ て い るが 痛 組織 に お け

る 発現頻度と して は M T l - M M P が最も高い
1 8 卜 2 1)

本研究 に お い て は
,

3 種 類の M T ｣ M M P 発現細胞 に よ る細 胞

外基質の 分解
,
発現細胞 の 浸潤 に閉 る 機能の 比較検討を試み た

.

そ の 結果 , 合 成 ペ プ チ ド基質,
ゼ ラ チ ン の 分解 能, 細胞浸潤能

共に M T l - M M P 発現細 胞が も っ と も高 か っ た . さ ら に 詳 しく

そ の 機能を解 析する ため に
, 細胞膜貫通領域に 着日 しl叶楓城 を

を欠失 し た 変 異体 で あ る △ M T -1 - M M P 発現細 胞株 を柚H [

.
㌧

,

その 機能を解析 した . そ の 結果 M T -l - M M P
,

△ M T - 1 - M M t
}

の

遺伝子 を恒常 的 に発現 させ た細胞 は共 に コ ン ト ロ ー ル 細胞宣 比

し て著 しく 高 い 合成 ペ プチ ド基質分解 括性 を示 し た . し か し ,

高い ゼ ラ チ ン 分解 活性
,

コ ラ ゲ ン ゲ ル ヘ の 浸潤 活性 は M T -1-

M M P 発現細胞 に の み認 め ら れ △ M T ･1 - M M P 発現細胞 で は こ れ

ら の 活性 は 著 しく 低値 で あ っ た
.

こ の こ と は M T - l - M M P 発現

細胞 がゼ ラ チ ン の よう な 高分子 基質を分解 し細胞浸潤 を ひきお

こす に は M T 心1 M M P が 細胞膜表面 に発現す る こ と が必 要で あ

る こ と を示唆 して い る .

N a kn h a r a ら
1 4)

に よ る と M T hl - M M P 発現 細胞が 細胞外 基質 に

浸 潤す る時 に は M
′

ト1 - M M P は浸潤性 偽足 に局在 し浸潤 方向 に

向か っ て 細胞外基 質を分解す ると 報告して い る . さ ら に M T -1 -

M M P の 細胞膜 貫通 領域の 完 全な シ ー

ク エ ン ス が 浸潤性 偽足 へ

の 局在に必 要で あ る と凍 寒し て い る . △ M
′

ト1 - M M P 発硯 細胞

が低分子 の 合成 ペ プチ ド基質の 分解は 行 っ て も高分子の ゼ ラ チ

ン を分解で きなか っ た こ とか ら M T - 1 - M M P が 高分子細 胞外基

質を分解 で きる よ うな立体構造を と るた め には 浸潤性偽足 へ の

局在が必 要なの か も し謹L ない
.

M T - トM M P 発現細胞 に よ る ゼ ラチ ン 分解 は TI M P -2 によ っ て

阻害 さ れ た が TI M P - 1 は 無効 で あ っ た . T I M P - 1
,
T I M P - 2 は

鴫 M M P -2 を含 む ほ と ん どの M M P に 対 して 同様 の 強い 阻害活性を

示 す . しか し M T ｣1 - M M P は数少 ない 例 外と して TI M P -2 によ っ

て の み そ の 酵 素活性 が 阻害 され TI M P - 1 は 無効で ある
16)

. した

が っ て 本研究 に お け る M T -1 - M M P 発現 M D C K 細胞 に よ るゼラ

チ ン 分解活性 は M T -1 - M M P に よ っ て 活性化 さ れ た M M P -2 によ

る の で は な く M T -1 - M M P 自身 の ゼ ラ チ ン 分解 活性 に よ る こと

が 強く 示唆 さ れ た . こ の こ と は 内因性 M M P - 2 を 産 生 しな い

M D C K 細胞 が M
′

ト1 - M M P 発現 に よ り コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル を 分解す

るとい う結 果と 矛盾 し な い .

一

方 ,
M T ･2 - M M P

,
M T -3 - M M P 発現細胞 の 浸潤活性 はM T -1 -

M M P に比 して 著 しく 低か っ た が こ れ は 両 M T - M M P の 弱い 酵

素活性 によ るも の と推定 さ れた .

従来
,
癌細 胞は 表面 の M T I M M P に よ っ て M M P -2 を活性化

し活性 化さ れ た M M P -2 の 細胞外基 質分 解活性 に よ り浸潤する

と考 え られ て い た が本研 究で は M T - 1 - M M P 自 身の 分解活性も

重 要な役割 を果 たす こ と が始 め て 示さ れ た .

結 論

ヒ ト胃痛 細胞 K K L S 細胞 お よ び イ ヌ 腎上 皮細胞 M D C K 細胞

に M T -1 - M M P お よ び △ M T q l - M M P の 遺 伝子 を導 入 し , 細胞

外 基質 の 分解 能お よ び 細 胞の 浸 潤能 を 検討 し,
以 卜

一

の 結論を

得た .

1 . M
′

ト1 - M M P
,

M T - 3 - M M P 発硯細 胞で は M M P -2 の 活性化

型 の 産生 を
,

△ M T - 1 - M M P 発現細 胞で は活性 化中 間体 の 産生

を認め た . M T ｣2 - M M P 発現細 胞で は い ずれ の 産生 も 認め られ

な か っ た .

2 . Ⅲ軋5 細胞 の コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル を用 い た浸潤 測定 にお い て
.

M T - 1 - M M P 発 現細胞 の み が 著明 な浸潤 能 を 示 し た . こ の 浸潤

は M M P 特異的 阻害剤 B B 9 4 に よ っ て 阻害 さ れ た .

3 . M D C K 細胞を コ ラ ー ゲ ン ゲ ル 中で 3 次元 培養す ると M
′

ト1 -

M M P 発現朝 胞 は コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル を分解 し空 砲 を形成 し ながら

そ の 内 面 で 増 殖 した . M T - 2 - M M P
,

M T - 3 - M M P
,

△ M T ･ ト

M M P 発現細胞 は コ ラ
ー

ゲ ン ゲ ル を分解 せ ず に細胞塊 を形 射

て 増殖 し た .

4 . 合成ペ プ チ ド基質 の 分解 は M
′

r l - M M P
,

△ M T -1 - M M 主
】
免

税 細胞で 高く , M T -2 - M M P
,

M T - 3 - M M P 発慨剖‖jk で は帆か
/

･
)

た が
,

高い ゼ ラ チ ン 分解活性 は M T -1 - M M P 発現耕=抱での ふ て

認め ら れ た .

5 . M
′

ト2 - M M P
,

M
′

ト3 - M M P 党規細胞 で は細 胞外基質の 分㈲

能, 浸 潤能と もに 低か っ た .

以 上 の 結果 か ら M T -1 - M M P は細胞膜上 に発 現 し M M P -2 をi■
11

性化 しま た そ れ 自 身に よ り細胞 外基質 を分解 し浸潤する ことが

明 らか と な っ た . また こ の 浸潤 に は 細胞膜 貫通領域が 薫要な役

割 をは た す こ と が 示 され た
.
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Of i n v a si v e tu m o u r c ell s . N at u r e 3 7 0 : 6 1-6 5 ,
1 9 9 4 .

8 ) W ill H
,
H i n z m a n n B . c D N A s e q u e n c e a n d m R N A ti s s u e

di strib u ti o n of a n o v el h u m a n m at ri x m e t all o p r o t ei n a s e w i th a
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