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81

動脈硬化 の 発生 ･ 進展 に 伴 う 内膜 マ トリ ッ ク ス の 改築や 進行 した 病変 に お ける動脈壁 の 破壊に 細胞外 マ トリ ッ ク ス の 分
解が 必須 で あ る ･ 本研 究で ほ ヒ ト 大動脈 粥状硬 化に お け る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ ( m at ri x m e t allo p r ot e in a s e s

,

M M P s) と そ の イ ン ヒ ビタ
ー

(ti s s u e i n h ibit o r s of m e t a1l o p r o t ei n a s e s
,
TI M P s) の 役割を調 べ る 目的 で

, 5 0 剖検例の 大動脈病変

(新生児正 常組 織 3 例 , 爛漫性 内膜肥厚群3鋸札 脂肪斑29 飢 粥腰を 伴わ な い 線維性 酎 ヒ巣21 軌 粥腫性硬化巣26 軋 複合病変
19 札 粥屈性硬化巣の 肩 の 部分22 乳 腺維性被膜22 例 , 線維性被膜 内側 6 例 , 線維性被膜外側 6 例 , 粥腫50 例) を対象 と して

1

M M P
-

1 ( 問質性 コ ラ ゲ ナ ー ゼ) 1
M M P-2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ

,
ゼ ラ テ ナ ー ゼ A ),

M M P -3 ( ス ト ロ ム ラ イ シ ソ ー1) ,
M M P - 9

(9 2 k D a ゼ ラ チ ナ
ー ゼ

,
ゼ ラ テ ナ ー ゼ B ) ,

T I M P -

1 と T I M PT2 に つ い て免疫魁織化学的お よび 生化学的 に 検討 した . 光学顕微鏡

的観察 で は
▲ 病変の 進行 と共 に 内膜に 多量の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス が沈着 して い た ･ 粥腰 内お よ び粥腰辺緑に お い て 弾性線椎が

断裂 し∴ 酪腫 内では膠原線椎 の 染色性が 低下 して い た ･ 免疫鮭織化学的に M M P -1 は溺漫性 内膜肥厚 と進行病 軋 なか でも粥

魔性硬化巣 の 粥靡内に 高い 発現率を 示 した ･ M M Pq 2 ほ すべ て の 病変に 陽性を 示 した ･ M M P -3 ほ新生児症例で 陰性 で他の 病変

で は 弱陽性で あ っ た ･ M M P - 9 は新生児や 初期病変で 陰性 な い し弱陽性 で あ っ た が
, 進行病変で は陽性 ,

特に粥腫性硬化 巣の

線維性被膜 と粥歴と の 境界部分や複 合病変 で は強陽性を 示 した ･ T I M P -1 と T I M P - 2 ほ 新生児症例 で ほ 陰性 であ っ た . 初期病

変で TI M P -1 と T I M P -2 は 平滑筋細胞 に 陽性 で あ っ た が , 進行 病変 で TIM P -1 の 平 滑筋細胞 に お け る 陽性率 は低下 し
,

T I M PT 2 ほ 逆に 上 昇 した ･ 免疫魁織化学的二 重染色で
･

M M P -1
･
2

, 3 ･ 9 お よび TI M P -1
,
2 い ずれ も マ ク ロ フ

ァ
ー ジ およ び泡沫

化 した 平滑筋細胞に よ っ て 産生 され て い る こ と が確認 され た ･ 鼠織培養上宿 に よ る ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

で ほ
1
9 2 k D a

1

6 8 k D a お よ び 64 k D a に消化活性が み られ, それぞれ M M P -9 ∴滞在型 M M P -2 お よ び活性型 M M P -2 と 考え られ た .
ェ ラ ス

チ ン ザ イ モ グ ラ フ
ィ

ー

で も同 じ分子量 に消化活性が み られ
, 特 に 進行病変で は 92k D a に 強 い 消化活性が 認め られ た . 敵織培養

上 帝中の M M P s と T I M P s の 定量 で ほ
,
T I M P s と の バ ラ ン ス ( M M P s/ TI M P s の モ ル 比) の うえ で

,
M M P s の 優位が 新生児

症例 (モ ル 比1 ･2) でみ られ た 胤 M M P s の 分子種別で は TI M P - 1 に 対す る M M P -9 の モ ル 比が
, 粥状 酎 ヒ性病変 の う ち最も

進行 した 病変 で ある複合病変 (モ ル 比0 ･ 1 7) で増加 して い た( p < 0 ･0 5) ･ 基質 漸ヒ試験 で ほ
, 粥魔性硬化巣 の 中で は線維性被膜と

粥腫 との 境界部分か らと っ た阻織培養上 清に
, 他の 部位な ら び に 他 の 大動脈粥状硬化性病変 に 較べ 有意 に 高い エ ラ ス チ ン 分解

活性(3 ･2 ±1 ･8 U/ g 重量) が認 め られ た (p < 0 ･0 5) ･
コ ラ

ー

ゲ ン 分解活性に つ い て 同様 の 検討を行 っ た と こ ろ
, 複合病変に お い て

高 い コ ラ ー ゲ ン 分解活性(1 ･9 ±1 ･1 U/ g 重量) が認 め られ た (p < 0 ･1 ) ･
ゼ ラ チ ン 分解活性に つ い て の 検討 で は病変別で 最も低い

の ほ 粥魔性硬 化巣 (1 ･3 ±0 ･2 0 U /も重量) で あり , 最も高い 線維性硬化巣(4 .4 ±0 .8 4 U/ g 重量) と の 間に 有意差が み られ た . これ

らの 結果か ら , 平滑筋細胞 お よ び マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 塵生す る M M P-1 , 2 , 3 ･ 9 が 動脈硬化の 進展に 伴 う 内膜 マ ト リ ッ ク ス の 改築
に 重要な役割 を果た す事が示 酸 され た ･ ま た

, 進行病変 で は M M P s
, 特に M M P-1 と M M P-9 の 過 剰発軋 TIM P s と の 不均

衡に よ っ て コ ラ
ー

ゲ ン お よ び ェ ラ ス チ ン 活性 が克進 し
,
粥腫の 拡大と組織破壊が進む もの と考え られ た .

K e y w o r d s a t h e r o s cl e r o sis
】

e Xt r a C ell ul a r m at rix
, m a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e

,
tis s u e i n hibit o r o f

m e t all o p r o t ei n a s e s

虚血性心 疾患や 脳梗塞等 の 動脈硬化を 基盤に した 疾慮 がわ が

国の 成 人病 の なか で 重要な 位置 を 占め る よ う に な っ て き て お

り , 動脈硬化性疾患 へ の 対策は ます ます 重要度を 増 して い る .

動脈硬化 ( a th e r o s cl e r o sis) は 基本的に は動腋 内膜の 限局性肥厚

性病変 で あり , 病理 学的にほ 内膜に お ける平滑筋細胞 ,
マ ク ロ

フ ァ
ー

ジの 増殖 , 平滑筋細胞に よる細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 産生

お よび 細胞 内外の 脂質沈着 を特徴とす る . こ の 動脈硬化は 内皮

･ 内膜傷害 に 対する防衛的
, 修復的な局所の 細胞組織反応と し

て発生 し
, 炎症と しての 側面を 持 つ 増殖性病変 と考え られ て い

る
l)2)

. 長い 年月 にわ た り内膜 の 傷害と それ を 修復 に 導く
一

連 の

平成 7 年1 2月1 3 日受付, 平成 8 年1 月1 0 日 受理

A b b r e vi a tio n s ‥ A B - A P ･
a V idi n e

- biot in - alk al in e p h o s p h at a s e ; A P M A
, p

-

am in o p h e n y l m e r c u ri c a c et at e ; D A B ,

3
, 3

'

- di a m i n o b e n zidi n e t e tr a h y d r o c hlo rid e ; E V G
,

el a sti c a v a n Gi e s o n ; I G S S , i m m u n o g o ld sil v e r st ai ni n g ; M M P
,

m a trix m e t all p r ot ei n a s e ; N E M
,

N x et h yl m al ei mi d e ; P M S F
, p h e n y lm et h a n e s ulf o n yl fl u o rid e ; T I M P

,
tiss u e

i n hibit o r of m et allo p r ot ei n a s e s ; T N C
, T ris - N a C トC a
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反応が 繰 り返 され る が
,

こ の 修復反応 の 中 で 内膜 の 構造 を 改築

しなが ら動脈硬化が 進行 して い く . さ ら に
, 進行 した病変 で は

細胞外 マ トリ ッ ク ス の 分解 に よ る組織破壊も目立 っ て く る . し

た が っ て
, 病変 の 種 々 の 過程に 蛋 白分解酵素の 関与 が必要 と考

えられ る . な か で も特に
,

マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ

( m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e s , M M P s) と呼ば れる
一

群 の 酵素 は生

体 内に 存在す る ほ と ん どす べ て の 細胞外 マ ヤ リ ヲ ク ス 成分 を 中

性域 で分解 し得 る こ とか ら , 本病変 の 発生 ･ 進展 を考 え る上 で

重要 な蛋白分解酵素 で ある と推測され る . M M P 遺伝子 フ ァ ミ

リ ー ほ
l

一

次構造 の 知ち れ た 酵素か ら構成 され , 最近発見 され

た M T - M M P を 含め こ れ まで に13 種類報告 され て い る
′
3 ト T)

. 生

体 内で ほ , そ れ ら の 酵素活 性は 共通 の イ ン ヒ ビ タ
ー

(tis s u e

i n hib it o r s of m e t allo p r o t ei n a s e s
,
TI M P s) に よ っ て厳重 に コ ン ト

ロ ー ル され る と い わ れて い る
819)

. M M P s と ヒ ト 疾患と の 関係 に

つ い て ほ癌 の 浸潤 ･ 転移
1 鞘1)

や 関節疾患
12)

, 大動脈癌
13)

な ど多く

の 疾患 に お け る M M P s の 発 現 が 報 告 さ れ て い る . 最 近 ,

G ali s ら
‖】

に よ っ て動 脈硬化性病変と M M P s との 関係が 報告さ

れ た が , 各種 の M M P s と T I M P s に つ い て
,
総合 的か つ 詳細 に

検討 した報告 は未だ み られ な い .

本 研 究 で は
, 動 脈 硬 化 を 有す る ヒ ト 大 動脈 壁 に お け る

M M P-1 (問質性 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ) , M M P -2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ

▲

ゼ ラ チ ナ
ー ゼ A ) , M M P - 3 ( ス ト ロ ム ラ イ シ ソ ー1) , M M P-9

(9 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ
,

ゼ ラ チ ナ ー ゼ B ) およ び TIM P -1
,

-2 の

免疫組織化学 的局在 を検討す ると と もに
, 各分子種 に つ い て動

脈壁組織か らの 分泌量を 定量 し
, 培養上 清の ゼ ラ チ ン

,
コ ラ ー

ゲ ン お よび ェ ラ ス チ ン に 対する 分解活性を 測定 した . こ れ ら の

結果か ら,
M M P s が 動脈硬化 の 進展に 果た す役 割 に つ い て 考

察 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 大動脈組織

金沢大学 医学部 で 病理 解剖 し採取 され た50 剖検例 の 大動脈 に

おけ る延べ242 病変 を対象 と した . 病変ほ 新生児( 3 例) を 加 え

た溺漫性内膜肥厚 (38 例) , 脂肪斑(29 例) , 粥腫 を伴わ な い 線維

性硬化巣 (21 例) , 粥感性硬化巣 (26 例) お よ び複合病 変 (1 9 例)

の 計 6 病変群 に 大 きく分類 した . 粥魔性硬化巣に つ い て は さ ら

に 肩 の 部分 (s o uld e r T e gi o n) (2 2 例) , 線 維性被膜 (fib r o u s c a p)

(2 2 例) , 線維性被膜 内側 ( 6 例) , 線維性被膜外側 ( 6 例)
,

粥踵

( a th e r o m a : 5 0 例) に 細分類 した (図1 ) . 症例 の 内訳は , 男性28

症例 , 女性22 症例 で
, そ の 年齢は 0 ～ 9 1 歳 l 平均59 . 8 士2 3 . 0 歳

で新生児を除 い た 各群 の 間 に 年齢 の 偏 り は な か っ た (分 散分

析) .
これ らの 大動脈壁 組織 ほ

l

一

部 を培養用に 保存 し残 り を メ

タ カ ル ソ 固定 ある い は過 ヨ ウ素酸 -

リ ジ ン
ー パ ラ ホ ル ム ア ル デ

Fi g ･ 1 ･ S c h･e m e S h o w i n g p o rti o n s of th e a th e r o m a t o u s

pl a q u e of a o r ta f o r th e ti s s u e c ult u r e p r e p a r a ti o n ･

.
( A ) ,

S h o u ld e r r e gi o n : ( B) ,
i n n e r w a1l of fib r o u s c a p : ( C) , O u t e r

W a1l of fib r o u s c a p : (D) ,
ath e r or n a .

ヒ ド( p e ri od a t e-1 y si n e
-

p a r af o r m ald e h y d e
,
P L P) 固定液 に て 1 日

固定後 ,

パ ラ フ
ィ

ン 包埋 した .
パ ラ フ ィ ン 切片は

,
H E 染色 ,

お

よ び ェ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ
ー

ソ ン ( el a s ti c a v a n G i e s o n
,
E V G ) 染

色を行 い
, 光学顕微鏡的 に 観察 した .

Ⅱ . 大動脈組織の 免疫組織染 色

パ ラ フ ィ ン 切片を ヒ ス ト ク リ ア ･ エ タ ノ ー ル 系 列 で 脱 パ ラ

フ ィ ン し
,
0 . 3 % 過酸化水素( 三菱 瓦 斯化学 , 東京) ,

0 . 1 % ア ジ

化ナ トリ ウ ム (和光製薬 , 大阪) に よ る 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ

の ブ ロ ッ ク と正 常 ウ マ 血 清( D A K O , G l o s t ru p , D e n m a r k) に よ る

非特異的反応の 阻止後 ,

一 次抗体と して各種 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体を室温で60 分間反応 させ た . 使用 した モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体は

抗平滑筋抗体 ( H H F 3 5) , 抗 マ ク ロ フ ァ
ー ジ抗 体 ( H A M 5 6)

,
抗

M M P s 抗体お よ び抗 TI M P s 抗体 で ある .

一 次抗体と 反応後 ,

ビ オ チ ソ 化 ウ マ 抗 マ ウ ス I g G 抗 体 (V e c t o r
,
B u rli n g a m e

,

U S A ) と30 分間反応 させ
,

さ ら に ス ト レ プ トア ピジ ン ー ビ オ チ

ン
ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体 (D A K O ) と30 分間反応 させ た後 !

ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (3 ,
3

'

- di a m i n o b e n zidi n e t e tr a h yd r o c hl o rid e ,

D A B) 反 応 液 (0 .0 5 M T ris - H C l
,
0 .0 3 % D A B

,
0 .0 0 6 % H 20 2 ,

P H 7 .6) に て 発 色 さ せ た . 抗 M M P-1 ,
2

,
3

,
9 抗 体 (4 ト1 E 5

,

7 5 - 7 F 7
.
5 5-2 A 4

,
5 6-2 A 4) と抗 TIM P -1 , 2 (1 4 7 -6 D l l , 67T41 1) 抗

体は本学が ん 研究所分子免疫部 岡田保典教授 よ り供与 されたも

の で
,

そ の 特異性ほ 既に 報告さ れ て い る
12)1 5 卜 I g〉

Ⅲ . 免疫 二 重染色

M M P s お よ び TI M P s の 産生細胞 の 同定 , ある い は M M P s

と T I M P s の 同時発現の 検 索の た め に
,
M M P s と T I M P s お よ

び 平滑筋細胞 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ に 対す る抗体を 用 い て
, 同

一

観

織 に 2 種類の 抗原を 同時に 染色す る免疫 二 重染色を 行 っ た . 最

初 に M M P s を イ ム ノ ゴ ー ル ド シ ル バ ー

ス テ イ ニ ン グ

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

, そ の

後, もう 一 方の 抗原を ア ビ ジ ン ー ビオ チ ン
ー ア ル カ リ ホ ス フ ァ

タ ー ゼ ( a vi d i n q bi o ti n - alk ali n e p h o s p h at a s e
,
A B - A P ) 法に て染色

する方法
20)

を と っ た . 実際に ほ まず脱 パ ラ フ ィ ン 切片を 5 % 正

常 血清に て 非特 異的反 応を 阻止 し
, そ れ ぞれ の M M P ある い ほ

TI M P に 対す る抗体 と90 分間反応 させ た .
コ ロ イ ド金標識 ヤ ギ

抗 マ ウ ス I g G ( ア マ シ
ャ

ム
, 東京) と60 分間ず つ 計2 回反応 させ

た後 , 2 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドで 後固 定 し
, 銀液 ( ア マ シ ャ

ム) に よ る増感を 行 っ た . 次い で 各切片を 0 .1 M グ リ シ ン 塩 酸

緩衝液 p H 2 .2 中 で 据拝 しな が ら90 分間洗浄 し ,
A B- A P 法 に 移

行 した . そ れ ぞれ の 細胞 ま た は M M P に 対する抗体 と60 分間反

応させ た 後
,

ビオ チ ソ 化ウ マ 抗 マ ウ ス I g G 抗体と30 分間反応 さ

せ
,

ア ピ ジ ン
ー ビオ チ ン

ー ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 複 合 体

( V e c t o r) と30 ～ 4 0 分間反応 させ た後 ,
ア ル カ リ ホ ス フ

ァ ク
ー ゼ

発色試薬( V e c t o r R e d
,
V e c t o r) に て 発色 させ た . そ の 際

,
基質

溶液 中に は I m M レバ ミ ゾ ー ル を 加 え, 内因性 ア ル カ リ ホ ス

フ ァ タ
ー ゼ 活性 を 阻止 した . な お

一

次抗体と して使用 した モ ノ

ク ロ ー

ナ ル 抗体 は
, 抗平滑筋抗体( H H F 3 5) , 抗 マ ク ロ フ ァ

ー ジ

抗体( H A M 5 6) , 抗 M M P s 抗体 お よ び抗 TIM P s 抗体 で ある .

Ⅳ . 免疫 二 重染色性の 判定

染色性は A B- A P 法陽性細胞 に しめ るI G S S 法陽性細胞の 割

合 を定量化 して
, 陽性 ス コ ア と して 表 した . A B- A P 法陽性 細

胞 中I G S S 法陽性細胞の 認め られ ない 場合を 0
,

A B - A P 法 陽

性 細胞 に対 す る I G S S 法 陽性 細胞 の 比率 が 0 ～ 1 0 % ,
1 0 ～

3 0 % ,
3 0 ～ 5 0 % ,

お よ び50 % 以上 の 場合を それぞれ 陽性 ス コ ア

1
,

2
,

3
,

4 と評価 した
21)

. 得 られた ス コ ア ほ , 小数点第
一

位
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ま で平均値 を算出 し
, 組織中で 同定 され た 平滑筋細胞 と マ ク ロ

フ ァ
ー ジ に お い て M M P s と TI M P s が 産 生 さ れ る 程 度 や

M M P s と TI M P s 同時発現 の 程度の 評価 に 用い た .

Ⅴ . 大動脈組織の 培養

病理解剖症例 ( 前述) よ り得られ た 大動脈壁 鼠織 を 無菌 的に

実体鏡( オ リ ン パ ス
, 東京) 下 で I x l x l m m 大に 細切 し

, その 組

織片20 - 2 5 個を0 . 2 % ラ ク トア ル ブ ミ ン 水解物含有 R P M I 培地

164 0 液 (G ib c o
,
N e w Y o r k , U . S . A .) 2 m l 中で37 ℃24 時 間培養

した . 培養液を 採取後 , 0 . 0 2 % ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 添加 し
,

1 0 ,
0 00 r p m

.
5 分間遠心 して

, そ の 上 清を
-

2 0 ℃で 保存 した . 鮭

織片は凍結乾燥 して 重量を測定 した .

Ⅵ . ゼ ラチ ンお よ ぴ α
- エ ラ スチ ンサ ブス トレ ー トゲ ル によ る

分析パ タ ー

ン の 検索

Hib b s ら の 方法
22) に 従い

,
ゼ ラ チ ン (2 m g/ m l) を 含む ポリ ア

ク リ ル ア ミ ド( 8 % ア ク リ ル ア ミ ド) を作製 し
, 前述 の 阻織培養

で 得られ た 培養上 帝を 非還元状態 , 4 ℃で 電気泳動 した . 上清

の 量は培養 の 際に 用い た蔽織 の 乾燥重量が
一 定と な る ように 調

整 した . ゲ ル を 洗 浄用緩 衝液 (50 m M T ris - H C l
, 1 m M Z n C1 2 ,

1 0 m M C a C 12 . 2 ･5 % ト リ ト ン Ⅹ
,
0 . 0 2 % N a N 3 , p H 7 .5) で 洗浄 し

た 後 , T ris
-

N a C トC a ( T N C ) 緩衝液 (50 m M T ri s
- H Cl

,
0 .1 5 M

N a C l
,
1 0 m M C a C1 2 ,

0 .02 % N a N 3 , p H 7 .5) 中に37 ℃ で20 時間反応

さ せ た . ゲ ル ほ ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブ ル ー

( c o o m a s si e

b rilli a n t bl u e) で染色 した 後脱色 し
,

ゼ ラ チ ン 分解 パ タ
ー

ン を検

討 した . 同様 に
,

α
- エ ラ ス チ ソ (1 .2 m g/ m l) を含む ポ リア ク リ ル

ア ミ ドゲ ル ( 8 % ア ク リ ル ア ミ ド) を 作製 して 培 養上 清 の 泳動

を 行い 分解活性の 検 討を行 っ た .
こ の 場 合の ゲ ル 反応時間は24

時 間 と した . 分 子 量標 準 試 薬 と し て
,

ホ ス ホ リ ラ ー ゼ b

(9 4 k D a) (S ig m a
,
S t . L o u is

,
U . S . A .) ,

ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ ソ

(7 7 k D a) (Si g m a) ,
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (6 8 k D a) (Si g m a)

,
ヒ ト免

疫グ ロ ブ リ ン 重鎖 (55 k D a) (S i g m a) , 卵 白 ア ル ブ ミ ン (4 3 k D a)

(S ig m a)
,

カ ル ポ ニ
ッ ク ア ン ヒ ドラ ー ゼ (2 9 k D a) (S ig m a) を用 い

て それ ぞれ の 消化 バ ン ドの 蛋白分子量を決定 した .

Ⅶ . 酵素抑制試験

ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー ト ゲル に培 養上 清 の 同 一 試料を 5 レ ー

ン 泳動 させ
, 各 レ ー

ン を切離 した . そ の ゲ ル の
一

つ を T N C 緩

衝液 に て 37 ℃2 0時 間反応 さ せ
, 残り の ゲ ル を ,

E D T A (S i g m a)

2 0 m M
,

セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤 フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ
ニ

ル フ ル オ リ ド ( p h e n yl m e th a n e s u lf o n yl fl u o rid e
,

P M S F )

(S ig m a) 2 m M
,

シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ( c y st ei n p r o t e in a s e) 阻

害 剤 の N - エ チ ル マ レ イ ミ ド ( N -

e th yl m al ei mi d e , N E M )

(S ig m a) 5 m M
, ある い は ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤の

ペ プ ス タ チ ソ A ( p e p s ta ti n A ) (S ig m a) 0 .5 m M 存在下 の T N C

緩衝液中で 同様 に 反応 させ て比較 した .

Ⅶ . イ ム ノ ブ ロ ･

ソ ト解析 ( W e s t e r n b l o t)

ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー で示 された基質消化バ ン ドの 同定 を 目的と

して , T o w bi n ら の 方法
23)

に 従い イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析を行 っ た .

抗体 は 免 疫組 織 化 学 で 用 い た 抗 M M P s 抗 体 あ る い は 抗

TI M P s 抗体 と 同 じも の を使 用 した . 具体 的に は ザ イ モ グ ラ

フ ィ
一 作製と 同様 の 条件で 培養上 清を 電気泳動 し

,
8 % ア ク リ

ル ア ミ ド上 に 分離 された 蛋白を H o riz e bl o t A E 6 6 7 0 ( ア ト ー

,

東京) を 用い 25 0 m A
,

2 時日凱 ニ 一 口 セ ル ロ
ー ス 膜 を 10 m M

T ri s
- H C l 緩衝液 p H 7 .6

,
0 .9 % N a Cl

,
0 .0 5 % ポ リ オ キ シ ュ チ レ ン

(2 0) ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト ( p oly o x y e th e n e (2 0) s o r bit a n

m o n ol a u r a te) (和光純薬工 業, 東京) で 洗い
,

さらに 1 % 仔ウ シ

83

血清 ア ル ブ ミ ン で湿潤箱 内, 室温30 分 間, 非特異的反応を 阻止

した .
ニ ト ロ セ ル ロ

ー

ス 膜に 対 して 抗 M M P s 抗体 あるい ほ抗

TI M P s 抗体を
一 次抗体と して用 い 免疫染色 した .

一 次 抗体 と

反応後 ビオ チ ン 化 ウ マ 抗 マ ウス I g G 抗体 (V e c t o r) と30 分間反

応 させ
,

さ らに ス ト レプ ト ア ピ ジ ン
ー ビオ チ ン

ー ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ 複合体 ( D A K O ) と30 分間反応 さ せ た 後
,
D A B (S i g m a)

反応液 (0 ･05 M T ris - H C l , 0 .03 % D A B
.
0 .0 0 6 % H 2 0 2) に て発色 さ

せ た .

Ⅸ . ゼ ラ チ ン ,
エ ラステ ン

,
お よび コ ラ

ー

ゲ ン分解活性の 測

定

H a r ris らの 方法
24)2 5}

に 従 っ て
, 滞在型 M M P s の 活性化作用 を

有 す る p
- ア ミ ノ フ ニ ニ ル 酢 酸 第 二 水 銀 (p

-

a m in o p h e n yl

m e r c u ri c a c e ta .t e
,

A P M A) (S ig m a) 1 m M , P M S F 2 m M ,

N E M 5 rn M 存在下で
,

14
C - ゼ ラ チ ン を 基質と して 培養 上 清 の ゼ

ラ チ ン 分解活性を 測定 した .

14

C - ゼ ラ チ ン は
t 精製 した 酸可 溶

性 . I 型 コ ラ ー ゲ ン を
‖
C 一無水酢酸(0 .3 7 ～ l .1 G B q/ m m ol

,
ア マ

シ
ャ ム) に て標識 し

, 熱変性(60 ℃
,
3 0 分間処理) に よ り ゼ ラ チ

ン 化 して使用 した . また 同様に 不 溶性 エ ラ ス チ ン を
3
汁 水酸化

ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム (3 .7 ～ 3 0 G B q/ rn m Ol
,
D u P o n t , B o s t o n , u

S ･ A ･) にて 標識 した
ユ

廿 エ ラ ス テ ン を 基質と して 培養 上 清 を ェ

ラ ス チ ソ 分解活性を 測定 した . C a w s t o n らの 方法
26)

に 従い
, 酸

可 溶性 . Ⅰ 塾 コ ラ ー ゲ ン を
‖

C 一 無水酢酸 で 標 識 し た
‖
C-Ⅰ 型 コ

ラ ー ゲ ン を 基質 と して コ ラ ー ゲ ン 分解活性を 測定 した .
コ ラ ー

ゲ ン 分解活性に 際 して ほ
, 培養上帝 を 1 .5 m M の A P M A と37

℃ で20 時間反応させ た 後,
2 m M P M S F

,
5 m M N E M を 加え て か

ら用い た . 分解活性は
t 培養に 使用 した乾煉敵織重量 1 g 当た

り の 単位 ( U/ g 重量) で 表 した . 1 単位 とは
, それ ぞ れ 基質を

37 ℃ に お い て 1 分間に レ唱 分解する活性 で ある .

X . 組織培養上清中の M M P s お よび TI M P s の定量

培養上 清中の M M P -1
, ,2 , T3 ,

9 お よ び TI M P -1 , - 2 を
, 富士

薬 品工 業
▲ 岩田和士 博士 の 協力 で サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ

法 に て定量 した . 測定され た M M P s お よ び TI M P s の 量ほ 培養

に 用い た 乾燥組織重量 1 g 当た り の 皿 01 数で表 し
■5)27 )

, 単独 の

M M P 分子 種の m ol 数ある い は M M P 同士 の m ol 数の 和と ,

単 独の TI M P 分子種 の m ol 数あ るい は TIM P 同士 の m o l 数

の 和 との 比を求 め る こ と で そ の 比同士 を比較 した .

刃 . 統計学的検討

測定値は 平均値と標 準偏差ある い は標準誤差で 示 し , 多群間

の 比較ほ K ru S k al- W allis 法ある い は分散分析後 の
,
S c h e ff e の

多重比較法で検定 した .
二 群間比較ほ M a n n

N W h it n e y 検定 を用

い た .

成 績

Ⅰ . 動脈硬化病変の光学顕微鏡的観察

H E 染色と E V G 染色に よ る観察 でほ
, 新生児症例 で 内膜の

肥厚ほ 殆 ど認め られなか っ た . 1 7 歳男性の 症例 で 軽度 の 硝洩性

内膜肥厚が み られ , 以後加齢 に従 っ て 増強 し
, 内膜に細胞成分

と共に 多量 の 細胞外 マ トリ ッ ク ス が 沈着 した . しか し
,
5 0 歳 ～

7 5 歳と75 歳以上 の 症例 とで は滴漫性内膜肥厚 の程 度に 殆 ど差は

な か っ た , 脂肪斑で は 内膜に 泡沫細胞の 集塵が み られ たこ 線推

性硬化巣は局所的な 内膜肥厚 で紡錘形細胞や 類円形細胞が 細胞

成分で あり , 泡沫細胞は 認め られな か っ た . 細胞 間に は多量の

細胞間 マ ト リ ッ ク ス が 沈着 して い た . 粥腫性硬化巣 は襲層の 細

胞外 マ ト リ ッ ク ス に青む線維性被膜(fib r o u s c a p) とそ の 下部の
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粥腫 ( a tb e r o m a) か らな っ て い た . 線維性被膜 と粥腫 と の 境界

部分で泡沫細胞が 多数み られ た . 粥魔 の 中心 は 脂質に 富む 無細

胞性 壊死 組織か らな り , 好酸性 を 示す 膠原線 維 は 認め られ な

か っ た (国 2 -

a) . また
!
E V G 染色上弾性線維は

, 分断 され 細小

塚

化 した もの が 少量ある 以外 は ほ と ん ど見 られ なか っ た (囲2-b) .

肩 の 部分 で は 細胞 成分は 密で あ っ た (図 2- a) . 複合病変 で ほ 内

膜 の 潰瘍が あ り
,

血 管新生 ･ 出血 が み られ , 石 灰沈着も認め ら

れ た .

F i g . 2 . L ig h t mi c r o g r a p h s of a n a th e r o m a t o u s pl a q u e . (a) T h i c k e n e d i n ti m a c o n stit u ti n g fib r o u s c a p o f d e n s e c o n n e c ti v e tis s u e

a n d th e u n d e rl yi n g a li pid
-fill e d a th e r o m a t o u s̀ c e n te r (H E s t ai n ,

× 1 0 0) . (b) F o a m c e11 s a n d th e di s r u p ti n g el a s tic fib e r s in th e

i n ti m a (E V G s t ai n
,

×1 0 0) . I n s e t s h o w s f r a g m e n t a ti o n of e l a s ti cfib e r s (E V G s t ai n
,

× 5 0 0).

F ig . 3 . I m m u n o
-d o u bl e s t ai ni n g of M M P p 2 (bl a c k ) a n d

H H F 3 5 (r e d) i n th e a th e r o m a t o u s pl a q u e i n th e a o r t a

r e p r e s e n ti n g M M P - 2 e 文p r e s Si o n i n s m o o th m u s cl e c ell s b y

s e q u e n ti al I G S S a n d a vi di n b i o ti n i m m u n o alk ali n e p h o s p h a
-

t a s e p r o c e d u r e s ( ×5 0 0) .

F ig . 4 . l m m u n o
- d o u bl e st a .i n in g of M M P -9 (bl a c k) a n d

H A M 5 6 (r e d) i n th e a t h e r o m a t o u s pl a q u e sh o w in g M M P - 9

e x p r e s si o n i n m a c r o p h a g e s b y s e q u e n ti al I G S S a n d a v idi n

bi o ti n i m m u n o alk ali n e p h o s p h a t a s e p r o c e d u r e s ( ×2 4 0) .
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Ⅱ . 動脈硬化病変に おけ る細胞の 免疫組織化挙

動脈 硬化病 変 の 主 要 構成細 胞 で あ る 平滑 筋細 胞 と マ ク ロ

フ ァ
ー ジ の 局在を そ れぞれ の 特異的抗体を 用い て解析 した . 珊

漫性内膜肥厚や 粥腫 を 伴わ な い 練維性 酎 ヒ巣で は 平滑筋細胞が

圧倒的に 多数を 占め て い た . 脂肪斑に み られ る泡沫細胞 は主に

マ ク ロ フ
ァ

ー

ジ由来で あ っ たが
, 平滑筋細胞も少量含 まれ て い

た . 粥魔性硬化巣の 肩の 部分 は
一
新生血 管の 内皮細胞を 除けば

マ ク ロ フ ァ
ー ジが 主 体で あ っ た が 平滑筋細胞も少数含 まれ て い

た . 線維性被膜で ほ 内側に平滑筋細胞 , 外側すな わ ち粥腫と の

境界部で は マ ク ロ フ ァ
ー ジ が多数認め られ た . 進行 病変 (粥魔

性硬化巣 お よび 複合病変) に み られ る泡沫細胞 の なか に は平 滑

筋細胞 由来の もの も多数み られ た .

Ⅲ .
M M P -1

,
2

,
3

,
9 お よび TI M P - l

,
2 の 免疫組織化学的局

在

免疫組織化学上
, 動脈硬化病変 に お ける M M P -1 は初期病変

お よ び進行病変の 内膜 の 泡沫細胞お よび 内膜 と 中膜 の 紡錘形細

胞の 胸体 に 陽性で あ っ た . 進行病変 の 内膜 の M M P-2 は 分布の

面で M M P -1 と 同様 で あ っ た が
, 各陽性細胞 は主 に 細胞膜が染

ま り
, 中膜よ りも内膜 で個 々 の 細胞 が 強く 染 ま っ た . M M P -3

は初期病変で は 紡錘 形細胞
, 進行病変 で ほ 泡沫細胞 ,

とい うよ

う に す べ て の 病変に つ い て 内膜に 弱陽性の 細胞 が少数認め られ

た . M M P - 9 は溺漫性 内膜肥厚 , 脂肪斑 ある い は進 行病 変の 内

膜細胞成分に 陽性で特 に 中膜と の 境界部で 陽性 の 細胞が み られ

た .
T I M P-1 は初期病変特 に 新生児 で は染色 され なか っ たが 進

行病変の 内膜の 紡錘形細胞 と外膜 ･ 中膜 の 栄養血 管内皮細胞 に

弱陽性を 示 した . T I M P -2 は M M P- 2 と ほ ぼ 同様 で 内膜 と 中膜

に分布 して い た . T I M P -1 同様 TIM P- 2 も新生児症例 で 染色 さ

れ なか っ た . 進行病変 にお い て も TIM P - 2 の 染色性は 初期病変

症 例 と変 化 は な か っ た . 衰 1 は各 種動 脈硬 化 病 変 に お け る

M M P s と T I M P s の 局在を ま とめ た もの で ある .
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Ⅳ . 免疫二 重染色

動脈硬化病変 に お ける M M P s の 産生細胞 の 同定 , ある い は

M M P s と T I M P s の 同時発現 の 証明の た め に 二 重染色 を 行 っ

た . まず M M P s を I G S S 法で黒く染色 し
, 次に A B - A P 法で

平滑筋細胞 ある い は マ ク ロ フ ァ
ー ジ を赤く 染め た . 図 3 は マ ク

ロ フ ァ
ー ジ に よ る M M P

-

2 の 塵生 を示 して お り
, 赤く染ま っ た

マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 胞体に M M P-2 が 黒く 染色 され て い る . ま

た
,

まず TIM P s を I G S S 法で黒く染色 し
,
次に A B - A P 法 で

M M P s を赤く染め た . A B- A P 法 で赤染 され た細胞数を母 数 と

した とき
,

二 重染色され た 細胞数 の
,

母 数に 対す る割合を ス コ

ア 化す ると ,
M M P-1 は マ ク ロ フ ァ

ー

ジ お よび 平滑筋細胞 共に

発現 され て い た (全症例 の 陽性ス コ ア の 平均が
,

い ずれも2 . 5) .

M M P - 2 は 蒲漫性 内膜肥厚と脂肪斑 で は平滑筋細胞 に 比 して マ

ク ロ フ ァ
ー ジで 高い 発現率 (陽性 ス コ ア2 . 1 ; 3 . 1) を 示 して い

た が 進行病変 で は 発現率 に 差 は な か っ た (陽性 ス コ ア2 . 0 ;

1 . 9) . 粥腫性硬化巣の 線維性被膜 内側と肩の 部分に 平滑筋細胞

と比較 して有意に 高い マ ク ロ フ
ァ

ー

ジに よ る M M P - 2 の 発現が

認め られ た (陽性 ス コ ア1 .0 : 2 . 7) . M M P-3 は M M P -2 の 傾向と

は 逆に
, 全体的に 平滑筋細胞が マ ク ロ フ ァ

ー

ジよ りも 高い 発現

率( 全症例の 陽性 ス コ ア の 平均が0 . 9 4 川 . 4 8) を示 した . 病変別

で は 平滑筋細胞 に よ る M M P - 3 の 発現率 に 変化は なか っ た が ,

線維性硬化巣と粥腫性硬化巣で は マ ク ロ フ ァ
ー ジの M M P-3 の

発現が よ り強く みられ た(陽性 ス コ ア1 . 0 ; 1 .5) . M M p- 9 は マ ク

ロ フ ァ
ー ジお よ び平滑筋細胞共に 溺漫性 内膜肥 厚(陽 性 ス コ ア

2 . 0 ; 0 . 3) に 比 して粥腫性硬化巣 と複 合病変 で 発現率 が あ が っ

た (陽性 ス コ ア 2 . 5 ; 1 . 8) . 粥腫性硬化巣の 中で は 線維性被膜で

平滑筋細胸の M M P-9 発 現率が 有 意 に 高か っ た ( 陽性 ス コ ア

2 . 6) . 病変 別に ほ複合病変で M M P - 9 を産 生す る平滑筋細胞の

陽性率 (陽性 ス コ ア3 . 0) が線維性硬化巣( 陽性 ス コ ア1 . 0) の 3

倍 ∴粥屈性硬化巣(陽性 ス コ ア2 . 0) の1 .5 倍 と な っ た .
マ ク ロ

T a bl e l . I m m u n ol o c ali 2 a ti o n of M M P s a n d T r M P s i n n o r m al i n ti m a a n d v a ri o u s i n ti m al l e si o n s

I m m u n ol o c 扇iヱa ti o n of

L e si o n M M P -1 M M P - 2 M M P -3 M M P - 9 T I M P -1 T I M P - 2

N o r m al i n tir n a

( n e w b o r n)

Diff u s e i n ti r n al th i c k e n i n g

F at ty s t r e a k

F ib r o u s pl a q u e

(f r e e of a th e r o m a)

A th e r o m a t o u s pl a q u e

S h o u ld e r r e g IO n

F ib r o u s c a p

(iロ n e r)

F ib r o u s c a p

( o u t e r)

A th e r o m a

C o m pli c a t e d l e sio n

十

+ ≠

+ ≠

+ ～ ≠ ≠

土

±

士

≠ 廿 土

+ 軸 士

+ ≠ 士

≠ ～ 柵 + 土

廿 廿 士

土 士 ≠

土 士 ≠

+ + +卜

+ 士 ～ + 十

+ 士 ≠

≠ 士 ～ + ≠

≠ 士■ ≠

廿 士 ～ + 十 ～ ≠

q

･ n e g a ti v e ; 士
,

V a ri a bl y a n d f ai n tl y p o siti v e ; +
,

C O n S t a n tl y b u t w e a kl y p o siti v e ; ≠ , C O n S t a n tl y p o siti v e ;
帆 c o n st a n tl y a n d $ tr O n gly p o siti v e ,
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フ
ァ

ー ジ の M M P-9 発現 率 ほ 滴 漫 性 内膜 肥 厚 ( 陽性 ス コ ア

0 . 3) を 基準に する と 脂肪斑 で 3 倍以上 (陽性ス コ ア1 . 0 ) 1 線維

性硬化巣で1 0倍 以上 (陽性 ス コ ア4 . 0) と上 昇 した が
, 線 維性硬

化巣 と比較 して 泡沫化 マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 絶対数が 増加 する粥腫

性硬化巣と 複合病変 で ほ 相対的に M M P-9 産生細胞 の 割合ほ減

少 した (陽性 ス コ ア 2 . 0 ; 1 . 5) .
コ ラ ー ゲ ン 分解活性が 高い 線 維

性被膜(後述) に お け る M M P-9 産生細胞 の 陽性率は平 滑筋細胞

で2 . 6
,

マ ク ロ フ ァ
ー ジで2 . 0 で あり肩 の 部分(陽性 ス コ ア1 .0 :

1 . 0) や 粥腰 (陽性 ス コ ア2 . 0 ; 1 . 5) と い っ た 他の 部 分 よ りも 高

か っ た (図 4) .

T I M P-1 は滴漫性 内膜肥 厚で 平滑筋細胞に よく発現 きれ て い

た (陽性 ス コ ア 2 . 0) が
, 進行 病変 で ほ 平 滑筋 細 胞 と マ ク ロ

フ ァ
ー ジ とも低発現率を 示 した (陽性 ス コ ア0 . 7 ; 1 . 0) . ま た 進

行病変 で は M M P-9 との 同時発現の 割合も減少 した ( 陽性 ス コ

ア 0 .4) ･ T I M P-2 の 場合 , 滴渡性 内膜肥厚 で の 平滑筋細胞に よ る

Fig ･ 5 ･ G el a ti n
-

Z y m O g r a m Of th e c ult u r e m e d i a . L y si s

b a n d s of g e la ti n s u b st r a t e g el i n th e e a c h l a n e (1 a n e l
,

n e w b o r n ; 2 , diff u s e i n ti m al t hi c k e n i n g ; 3
,
f att y s tr e a k ; 4

,

fib r o u s pla q u e ; 5 , a t h e r o m at o u s pl a q u e ; 6 , C O m Pli c a t e d

l e si o n) a t t h e m ol e c ul a r w eig h t s of 92 k D a , 6 8 k D a , a n d 6 4

k D a .

F ig ･ 6 . E l a sti n
-

Z y m O g r a m Of th e c u lt u r e m e di a . I n el a s ti n

S u b s tr at e g el (l a n e l
,

m a rk e r ; 2 , n e W b o r n ; 3
.

d iff u s e

i n ti m al th i c k e n i n g ; 4
,
f a tty str e a k ; 5 , fib r o u s pl a q u e ; 6

,

a th e r o m a t o u s pl a q u e ; 7
,

a th e r o m a) ,
ly si s b a n d s a t th e

m ol e c ul a r w eig h ts of 9 2
'

k D a a r e f o u n d in th e a th e r o m at o u s

Pl a q u e a n d a th e r o m a . E l a s ti n olyti c a c ti viti e s w ith 6 4 k D a

a n d 2 8 k D a a r e al s o vi sibl e i n t h e a th e r o rn a .

発現(陽性 ス コ ア 2 朝 と比較 して 進行病変の 平滑筋細胞 で発現

率 が上 昇 した (陽性 ス コ ア 3 .0) . M M P-9 と TI M P-2 と の 同時発

現 が線維性硬化 巣と 粥屈性 硬化巣 内の 肩の 部分で 高頻 度 (陽性

ス コ ア1 . 0 ; 1 . 0) に み られ た .

Ⅴ . ゼ ラ チ ン お よ び α- エ ラ ス テ ンサ ブ ス トレ ー

トゲ ル に よる

分析パ タ
ー ン

組織培養上 清を 用い て ゼ ラ チ ン お よ び α- エ ラ ス チ ン を サ ブ

ス ト レ
ー

ト と した ザ イ モ グ ラ フ
ィ

ー

を施行 した .
ゼ ラ チ ン ザ イ

モ グ ラ フ ィ
ー

( 図 5) で は新 生児群 の す べ て に 68 k D a の ゼ ラ チ

ン 分解活性を 認め , 3 症例の うち 2 症例 に 92 k D a の バ ン ド が

み ら れ た . 滴 漫 性 内 膜肥 厚群 よ り 進 行 病 変 群 に 至 る ま で

68 k D a , 6 4 k D a の バ ン ドの 幅に 変化 は なか っ た . 複 合病 変群 に

92k D a の 幅広い バ ン ドが 出る傾 向に あ っ た . 粥贋性硬化巣を細

分 した 魁織の 培養上 清の う ち肩 の 部分 と 線維性 被膜 に 68k D a

の 強 い ゼ ラ チ ン 分解活性が み ら れ た .
ェ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ

フ ィ
ー で瀾漫性内膜肥 厚群

,
脂肪斑群 ,

粥腰性 酎 ヒ巣群お よ び

複 合病変群の 各群の な か の い く つ か ほ 92k D a の 位 置 に 比較 的

幅の 広 い バ ン ドを , ま た 別の もの ほ 68k D a の 位置 に わ ずか に

見 え る程 度 の 狭 い バ ン ド を 示 した (図 6 ) . 粥 魔 の 1 症 例 で

28 k D a の エ ラ ス チ ン 分解活 性を 示す もの が あ っ た . 新生児お よ

び線維性硬化巣群の 検体 に エ ラ ス テ ン 分解活性 を示 すバ ン ドほ

み られ な か っ た . 線 維 性 被 膜 の 68 k D a と 9 2 k D a
, 粥 魔 の

68 k D a と 9 2 k D a に エ ラ ス チ ン 分解活性が 認め られ た .

Ⅵ . 酵素抑制試験

大動脈 の 組織 培養 上 清 に お い て 認め ら れ た 92k D a , 6 8 k D a ,

64 k D a の ゼ ラ チ ン 分解 活性 は
,
P M S F

,
N E M お よ び ペ ブ ス タ チ

ソ A で ほ抑制 され ず
,
E D T A で の み 阻害 され ,

こ れ ら の 酵素惰

性 は M M P s に よ る も の で あ る 事 が 証 明 さ れ た . 9 2 k D a
,

6 8 k D a の エ ラ ス チ ン 分解括性に つ い て も同様 の 結果 で あ っ た .

賊泡

9 2 -

6 8 -

1 2

F ig . 7 . I m m u n o bl o t a n aly si s of th e c u lt u r e m e di a u si n g

a n tib o d i e s a
_g

ai n st M M P- 2 (1 a n e l
,
fib r o u s pl a q u e) a n d

M M P-9 (1 a n e 2
,

a th e r o m a t o u s pl a q u e) . T h e 6 8 k D a

e n z y m e i n th e c ult u r e m e d i u m of fib r o u s pl a q u e is r e a c t e d

W ith th e a n ti
l

b o d y a g ai n s t M M P-2 . A n d th e 9 2 k D a

e n z y m e i n th e c u lt u r e m e d i u m of a.th e r o r n a t o u s pl a q u e i s

r e a c te d w ith th e a n tib o d y a g ai n s t M M P-9 .

壕



大動脈粥状硬化に お け る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ

Ⅶ . イ ム ノブ ロ ッ ト解析 ( W e s t e r n bl o t)

培養上 清中の ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト お よび ェ ラ ス チ ン サ ブ

ス ト レ
ー

ト で 消化活性を 示 す 92 k D a , 6 8 k D a , 6 4 k D a の 分子 種の

同定の た めイ ム ノ ブ ロ
ッ ト解析 を行 っ た ( 圃7 ) . 免疫組織化学

に 使用 した の と同 じ M M P - 2 の N 末端 ド メ イ ン を認識す る抗 ヒ

ト M M P- 2 抗体 で 68 k D a 蛋白が 認識 され , 抗 M M P- 9 抗体で

92 k D a 蛋白が 認識 され た . 従 っ て 68 k D a 蛋白 は M M P-2 で

9 2 k D a 蛋白ほ M M P-9 と結論づ けられ た . 6 4 k D a 蛋白は 分子量

か ら活性型 M M P-2 で ある と推測 され た .

Ⅶ . ゼ ラチ ン ,
エ ラ スチ ンお よびコ ラ

ー

ゲ ン 分解活性の 測定

放射性同位元 素で 標識 した 各種 基質に 対す る培養上 宿の 消化

活性 を測定 した .

1 4
C- ゼ ラ チ ン を 基質 と して 培養 上 清 の ゼ ラ チ

ン 分解活性を測定 し
,
病変毎に 評価 した と こ ろ , 新生児群を加

87

え た病変別 6 群間の 多祥間比較で 平均値が 最も低 い 粥魔性硬化

巣群 (1 ･3 土 ･0 2 0 U/ g 重量) と 平均値が 最も高い 線維性硬化 巣群

(4 ･4 土0 ･8 4 U/ g 重量) と の 間に 有意な 差(分散 分析 J p
= 0 .0 0 4 9)

が み られ た ･ 爛漫性 内膜肥厚群(2 .3 ±0 .4 1 U/ g 重量) を対照と し

た 2 群間比較 で は 線維性硬化巣群 (4 ､4 ±0 .8 4 U/ g 重量) の ゼ ラ

チ ン 分解活性が 比較的高く(分散分析 , P = 0 .0 6 6) 他の 病変に ほ

差が み られ なか っ た . 病変を滴漫性内 剛 巴厚に 限 り, 性差が な

い か 検討 した 結果,
ゼ ラ チ ン 分解 活性に つ い て 差 は み られ な

か っ た ･ 年齢別に 0 歳以 上25 歳未満 , 2 5 歳以 上5 0歳未満 ,
5 0 歳

以上75 歳末満お よ び75 歳以上 で 滴漫性内膜肥厚を群 に 分けて検

討 した結果 , 加齢に 従い ゼ ラ チ ン 分解活性 が 低下す る 傾向 に

あ っ た . しか し統 計学 的に 有 意 差 は な か っ た ( 分散 分析 ,

p
= 0 ･77 2) ･ 同様に コ ラ ー ゲ ン 分解活性 と ェ ラ ス チ ン 分解活性も

T a bl e 2 ･ C oll a g e n oly ti c a c ti vit y of v a ri o u s i n ti m al l e si o rl S Of a o r t a

I n ti m al L e sio n N u m b e r of C oll a g e n ol yti c a c ti vi ty
C a S e S ( 真 土S E
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U / g w ei g h t)

N e w b o r rl
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A th e r o m a t o u s pl a q u e

C o m pli c a t e d l e si o n
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3 9

3 2

2 4

2 6

2 0

0 . 0 8 9 ±0 . 0 8 9

0 . 2 7 9 士0 . 1 3 6

0 . 7 3 7 士0 . 5 9 8

0 . 1 6 9 ±0 . 0 9 5

0 . 0 5 2 士0 . 0 3 0

1 . 9 2 0 士1 . 0 9 4
*

♯P < 0 ･1 a s c o m p a r e d wi th v al u e of th e o th e r l e si o n s b y K r u s k a l- W a ui s t e s t .

T a bl e 3 ･ El a s ti n oly tic a c ti v it y of v a ri n g sit e s of
a th e r o m a t o u s pla q u e

園
Fig ･ 8 ･ S c h e m e s h o w i n g c h a r a c t e ris ti c d is trib u ti o n of

m a trix -d e g r a d in g e n z y m e s i n th e p o rti o n s of a th e r o m a t o u s

Plarq u e
,

wi th p r e d o m i n a n c e g el a ti n o lyti c a c ti vity ( a),

C Oll a g e n ol yti c a c ti v ity (b) a n d el a sti n oly ti c a c ti vit y ( c) .
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年齢別に 測定 した が , 各年齢層間に 有意な差 はな か っ た (分散

分析
, p

= 0 .9 9 0) .
コ ラ ー ゲ ン 分解活性と ェ ラ ス チ ソ 分解活性 ほ

滴漫性内膜肥 厚群 を対照 群と して各病変を 2 群間比較 した と こ

ろ新生児群 , 脂 肪斑群 お よび線維性硬化巣群に 有意 差は な か っ

た . 滞漫性内膜肥厚お よび 粥感性硬化巣に 対 して
, 複合病変に

高 い コ ラ ー ゲ ン 分解活性 (p = 0 .07 8) が 認め られ た(表 2 ) . 粥腫

性硬 化巣を細分 した 組織培養上 清の 分析で ほ
, 線維性被膜 内側

と 肩の 部分に 高 い ゼ ラ チ ン 分解活性が み られ た .
コ ラ ー ゲ ン 分

解活性ほ 粥鷹 を除 い た 部分 に 高 い 活性が み られ た . ま た粥鹿 と

線維性被膜外側 に 高 い エ ラ ス チ ソ 分 解活性 が 認 め られ た (衰

3 ) . 粥魔性硬化巣を細 分 した なか で
,

ゼ ラ チ ン
,

コ ラ
⊥ ゲ ソ あ

る い ほ エ ラ ス テ ン の 基質消化試験 で 高値を 示 した 部分 ( ゼ ラ チ

ン 3 .O U/ g 重 量 以 上
,

コ ラ
ー

ゲ ソ 1 ･5 U/ g 重量以上 ,
エ ラ ス チ

ン 1 .4 U/ g 重量以上) を 図で示す とそ れ ぞれ (図 8 -

a
～

C) と な

る ,
ゼ ラ チ ン

,

エ ラ ス チ ン お よび コ ラ ー ゲ ン を基質 と した分解

活性ほ 酵素抑制試験 で バ ン ドが消失 した と きと 同 じ E D T A 濃

度で い ずれも抑制 さ れ た .

Ⅸ . 組織培養上清中の M M P s および TI M P s の 定量

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

れた M M P s と T I M P s の 量 を 測定 した . 狙織培 養 上 清 中 の

M M P s と T I M P s の 分 子数 の バ ラ ン ス を 知 る意味 で単位乾腺

織重量当た り の M M P s モ ル 数の 和 (M M P -1 + M M P- 2 + M M -

P- 3 + M M P-9) と TI M P s モ ル 数の 和 (TI M P -1 + T I M P -2) と の

比を 算 出した と こ ろ , 新生児群の す べ て の 症例で TIM P s に 対

す る M M P s の 相対 的優位 がみ られ た (比の 平均 : 1 . 2) . 新生児

症 例 の M M P s/ T I M P s の 比 率 は 病 変 別 の 6 群 の M M P s/

T I M P s の 比率の 中で有 意な差 を呈 した . 新生児 群を 除 い た 5

群に つ い て検討す る と
, 滞漫性 内膜肥厚 (0 .4 5) と比較 して粥腫

性硬化巣 (0 .1 8) と脂肪斑 (0 .2 2) が TI M P s に 対す る M M P s の

割合が 低か っ た (分散分析 ,
い ずれ も p

= 0 .0 2 7) . 粥腫性硬化 巣

を細分 した 標本か らの 検体で はす べ て の 部位で M M P s モ ル 数

の 和 ( M M P -1 + M M P - 2 + M M P -3 + M M P - 9) と TI M P s モ ル 数

の 和 (TI M P - 1 + T I M P- 2) との 比に差 ほ み られ な か っ た ･

各 TI M P s に 対 す る M M P 分 子 種 の う ち で
,

M M P -9 の

T I M P-1 に 対す る割合ほ 新生児群で0 . 5 6 8
, 病変別に ∴珊漫性 内

膜肥厚で0 .0 7 1
,
脂肪斑 で0 .0 3 2 , 線 維性 酎ヒ巣で0 . 0 5 1

,
粥感性

硬化巣で0 .0 3 5 そ して 複合病変 で0 . 1 7 3 で あ っ た (囲 9) . 複 合病

変ほ 他の 病変に 較 べ て TI M P -1 に 対す る M M PT9 が 有意な高値

を示 した (分散分析 , p < 0 .0 0 0 1) . 粥感性硬化巣を 細分化 して 同

様に 各 TI M P s に 対す る M M P 分子種を 定量する と ,
M M P - 9

の T I M P -1 に 対す る割合 は部位別 に
, 肩 の 部分 で0 . 0 5 1

, 線維

性被膜内側 で0 . 1 0 7
, 線維性被膜外側 で0 . 1 2 8 , 線維性被膜全層

で0 . 3 1 7 ∴粥腫 で0 . 0 3 2 で あ っ た . 線 維性 被膜 は 粥踵 に 較 べ て

TIM P -1 に 対す る M M P - 9 の 比が有 意な高値を 示 した (分散 分

析 , p < 0 .0 0 01) . M M P- 9 以外の M M P 分子種が 各病変 ある い は

粥腫性酸化巣の 各部位で 有意な高値 を示す こ とは な か っ た ･

考 察

わ が 国の 死 困の 過半数 を 占め る脳血 管障害や 心 疾患 の 多く は

動脈硬化の 末期症状 と して 発病 して お り , 動脈硬化 の 病態生理

や 成 因の 解明が 急が れ て い る . 動脈硬化の 成 因に 関 して ほ 古く

か ら血 栓原説細
, 血 炊浸潤説

卿
な ど多く の 仮説 が 提 唱 さ れて き

た が , 現在最 も有力 な説と考 えられて い る の は R o s s
l) Z)3 0)

に よ っ

て 掟唱され た 反応傷害説 であ る . これ は血 管壁の 傷害に 対す る

過剰な 修復反 応が 動脈硬化 を生ず る と い うもの で あ る . こ の 修

復反応に お い て細 胞外 マ ト リ ッ ク ス の 産生 と分解が 起 こ り , 内

膜 の 構造を 改築 しな が ら動脈硬化が進行 して い く . 産生 され る

細胞外 マ ト リ ッ ク ス に つ い て は 生体内お よ び試験管 内の 観点か

らの 論文が ある
31 卜 34)

.

一 方
, 細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解 に つ

い て ほ
,

マ ト リ ッ ク ス 分解酵素が 重要な 役割を 担 っ て い る . 細

胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解 に 主 役的役割を 演 じて い るの は セ リ ソ

プ ロ テ ア ー ゼ
,

メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼな どの 中性 プ ロ テ ア ー ゼ で

あり , 特に そ の 中で 生体内に存在す る ほ と ん どす べ て の 細胞 外

マ ト リ ッ ク ス を 中性域で 分解する M M P s が注 目 され て い る .

M M P s の 括 性 は
,

そ れ ら に 共 通 の イ ン ヒ ビ タ
ー

で あ る

TI M P s に よ っ て厳 重に 調節 され て い が
5)

. TI M P s に は ア ミ ノ 酸

配列に お い て41 % の 相 同性 を 示 す TI M P -1
36 )

,
T I M P -2

8)
お よ び

TI M P
-3

37)
が 区別 さ れ ,

T I M P -1 と T I M P -2 ほ M M P 活 性を

1 : 1 の モ ル 比 で 阻害 する . した が っ て生体 内で は M M P s の

産生量が 局所 に お ける TIM P s 量を上 回 っ た 場合に の み 酵素悟

性 が 出 現 す る と 考 え ら れ て い る . ま た 最 近 TIM P -1 と

T I M P - 2 は そ れ ぞれ 滞在型 の M M P
- 9 と M M P- 2 と の 間 に 複合

体を 形成 し
卿 こ れ らの TI M P s は M M PT9 や M M P -2 の 活性

化の み な らず潜在塾酵素 の 活性化磯序を も制御 して い る こ とが

明 らか と な っ て い る
40)4 1)

, こ の よう に M M P s
､
と T I M P s を解析

す る こ と ほ 動脈硬 化の 成 り 立ち と進展を 考 え る上 で 極め て 重要

と思わ れ る . G aii s ら
14)

は
t 粥腫性硬化巣か ら採取 した 阻織抽出

液 に つ い て
,

正常 と比較 した細胞 外マ ト リ ッ ク ス 分解能に つ い

て述 べ て い る . そ れ に よ ると 粥腫性硬化巣 か らの 覿織抽出液に

は 活性型ゼ ラ チ ナ
ー ゼが 含 まれ て お り , 肩 の 部 分, 粥腫 お よび

新生毛 細血 管 と い っ た 部 分で は TI M P-1 が 阻害 因 子 と な り

M M P s の 粥踵性硬化巣 に お ける 過剰 発現 を コ ン ト ロ
ー ル し て

い る とい う こ と で ある .

本研究で は
, 各種 M M P s お よ び TI M P s の 局在 , そ の 産生細

胞 の 同定 ∴紅織 培養上 清を 用 い たザ イ モ グ ラ フ ィ
ー (電 気泳 動

で M M P-T I M P 複合体が ほずれ た 状 態) に よ る 基質 消化活 性

と
, 夷際 の ゼ ラ チ ン

,
コ ラ ー ゲ ン

,
エ ラ ス テ ン 分解活性 の 検討

お よ び基質消化活性が M M P s に よ るもの で ある こ と の 同 定を

各種動脈硬化病変 で試 み る事 に よ っ て , 初期病変 か ら進行病変

に 至る ま で の 過程 で M M P s が どの よう な役割を 果た して い る

の か を 検討 した .

一

般に 加齢は 動脈硬化の 危険 因子の 一

つ と され
, 同年代で 比

較す る と女性 よ りも男性 に 強 い 動脈硬化が み られ る と言わ れ て

い る . そ こ で形態学的 に 同様 に 見え る滴漫性 内膜肥厚 に つ い て

マ ト リ ッ ク ス 分解 の 面か ら性別 ･ 年齢層別に 詳細 に 検討 した .

今回行 っ た解析方法 の うち で最も生体 内に 近い 条件 と い え る基

質消化試験 で は
, 少 なく と もゼ ラ チ ン 分解活性に つ い て は性差

が 認め られ なか っ た . 同様 に 年齢層 別ゼ ラ チ ン 分解活性の 結果

ほ
, 新生児期に 成人例の 平均以上 の ゼ ラ チ ン 分解活性を 示 した

後 ,
加齢に 従い ゼ ラ チ ン 分解活性が 低下す る傾 向に あ っ た ･ し

か し , 年齢層 ご と の 有意差ほ 統計学上
,
認め られ なか っ た . 分

子数測定 の 結果か ら , 新生児期に み られた 高い ゼ ラ チ ン 分解活

性ほ M M P s と T I M P s の 分子数 の バ ラ ン ス の うえ で M M P s が

T I M P s よ り1 . 2 倍 と 優 位 で あ る 事 が 原 因 と 推 測 さ れ る ■

S a s a g u ri ら
▲2)

は ヒ ト新生児大動脈由来培養平滑筋細胞に つ い て

基質分解活性と M M P -1
,
M M P -3 の 発現を 報告し て い る ･ 本葉

験 でほ
l
新生児大動脈組織 の 免疫観織化学で M M P -2 は 少数の

内膜 平滑筋 細胞 と 中膜平 滑筋 細胞 に 陽性 だ っ た が
,

M M P-1 ,

塚



大動脈粥状硬化に おけ る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ

M M P- 3 は陰性で あ っ た . 血管平滑筋細胞の M M P s 発現に つ い

て の S a s a g u ri らの 結果 と本実験 の 結果 の 差 ほ培養細胞 と 鼠織

中の 細胞と の 違 い に よ ると考 え られ る .

本研究で注 目 され るの は
3
H - エ ラ ス テ ン を基 質と して 解析 し

た エ ラ ス チ ソ 分解活性が 粥腫性硬化巣 内の 粥歴と線維性被膜 で

高値を 示 し , 特に 線維性被膜 と粥歴 との 境界部に 相 当する 部分

で 有意に 高か っ た こ とで ある . E V G 染 色所見 で も粥腫 内 の 弾

性線椎の 崩壊像 と消失が 認め られ た . α- エ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ

フ ィ
一 に よ る解析で ほ 92k D a , 6 8 k D a お よ び 28 k D a の 分子 量に

バ ン ドが 認め られ た .
こ の う ち 92k D a は M M P -9

,
6 8 k D a ほ

M M P- 2 に よ る活性と み な される . 9 2 k D a の 活性 が最も明 瞭で

あ っ た こ と は進行病変 , 掛 こ粥應 内の エ ラ ス チ ン 分解に お ける

M M P - 9 の 重要性を 示 して い る . M M P-9 で 動脈 艶織 の エ ラ ス

チ ン が 分解され る こ とは K a ts u d a ら
43)

の 生休外の 実験 で 明 らか

に され て お り
,

また
,
笠島

1 3}
ほ大動脈癌形成に M M P -9 が 重要

な役割を 果たす成績を 得て い る . 本研究で ほ 免疫鼠織化睾的に

線維性被膜 と粥歴 と の 境界部 で , M M P - 9 を発現する平 滑筋細

胞と マ ク ロ フ
ァ

ー ジ の 絶対数が 増加 して い た . したが っ て 粥状

硬化で ほ 泡沫化 した 平滑筋細胞 お よ び マ ク ロ フ ァ
ー ジが 産生す

る M M P -9 が病変の 進展
, 特 に 粥腫 の 形成と 増大 に 重要な役割

を果た して い るもの と推測 され る . O k a d a ら
吊)

ほ ヒ ト培養動脈

平滑筋細胞 の 産生す る M M P - 2 に エ ラ ス テ ン 分解活性を 証明 し

て お り
, 本研究で も M M P - 2 が 免疫組織学的にす べ て の 病変 に

局在 して い る事が 示 され た . した が っ て
,

M M P-2 ほ M M P- 9

と共 に 弾性線維の 分解に 関与 して い るもの と 考え られ る . ま た

粥塵 の 培養上 帝 に 28k D a の エ ラ ス チ ン 分解活性 を 示 す 1 症例

が あ っ た が
, 分子量か らみ て M M P -7 の 可能性が あり

, 今後更

に 検討する必 要が ある .

複合病変 で ほ M M P-9 の 塵生量が 多い の に 拘わ らず ,
エ ラ ス

チ ン 分解活性 はそ れ ほ ど高く なか っ た . こ れ は粥屈性硬化巣の

段 階で 既に 弾性線維が 分解 され
,

また
, 崩壊の 進 んだ 血 管壁 に

対 して M M P -9 の 活性を抑制 し壁 の 破綻を 防止す る磯序が働 い

て い る可能性 を示 唆 して い る .

動脈壁に は Ⅰ型 ,
Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ ン を主 と する線椎性 コ ラ

ー

ゲ

ン が多量に 存在 し
,
抗張力作用 を 担 う こ と に よ っ て 動脈壁の 構

造と機能の 保持 に 寄与 して い る . 動脈硬化は 内膜 の 構造を 改築

しなが ら進行 し
, また

, 粥慮形成や 複合病変で は コ ラ ー ゲ ン 線

維の 崩壊が 目立 っ て く る . した が っ て
, 動脈硬化 の 成 り立 ち

,

進展に コ ラ ー

ゲ ン 線推の 分解ほ 重要 な役割を 果た して い る .
ヒ

ト 動脈硬化性大動脈組織か ら の 抽 出物が コ ラ ー ゲ ン 分解活性 を

有する こ と ほ既 に 報告され て お り
45)

, 本研究 で も各病変 の 培養

上 清に コ ラ ー ゲ ン 分解活性 が検出 され
,
特に 複合病変 で 高い 分

解活性が 認め られ た . ま た粥歴性硬化巣の 線椎性被膜で 有意差

は な い もの の 比較的高い コ ラ ー ゲ ン 分解活性が み られ た . こ の

コ ラ ー ゲ ン 分解活性は 基質消化試験 で E D T A を 加え る こ と に

よ っ て失括がみ られ た ことか ら M M P s に よ る もの と思わ れ た .

M M P s の 中 で コ ラ ー ゲ ン 線 維 の 分 解 に 主 役 を 演 じ る の が

M M P-1 で あ る
3)

. 本 研究 の 免 疫組 織学 的解析 で 各 種 病変 に

M M P -1 の 局在が認 め られ , 免疫二 重染色 でそ の 産生細 胞は 平

滑筋細胞と マ ク ロ フ
ァ

ー ジ で ある こ とが 証明され た . 免疫艇織

学的に粥踵性硬化巣 と複合病変で は M M P -1 の 発現 ･ 局在に 有

意な差は み られな か っ た が , そ れ ぞれ の 培養上 清に お け る コ

ラ ー

ゲ ン 分解活性で ほ 複合病変 に 有意に 高い 分解活性が 認め ら

れ た
･ こ の こ と は 進 行性 病 変 に お け る コ ラ ー

ゲ ン 分解 に
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M M P -1 以 外 の M M P s 関与 し て い る こ と 示 唆 し て い る .

M M P -1 が定量的に 多く存在する程 ,
M M P-3 に よ る活性 化を

受ける
46)

の で
, 複合病変 で ほ M M P - 3 が コ ラ ー ゲ ン 分解活性を

克進 さ せ た の か も しれ な い
. し か し

, 本実 験 の 結果 で は

M M P -3 お よび M M P -1 の 定量試験に おい て病変別ある い は粥

魔性硬化巣内の 部位別 で有意 に 高値を示 す部分がな か っ た 事か

ら , 複 合病変 で み られ た 高 い コ ラ ー ゲ ン 分解 活 性 ほ 滞 在型

M M P -1 の M M P - 3 に よる直接的活性化の た めだ けと は考え に

く い ･

一 方 , 各 M M P 分子種の 定量で
,
M M P -

9 が 病変別で ほ

複合病変 に 最も高値を示 し
, 粥魔性硬化巣の 中では 粥腫 に 対す

る線維性被膜 に 有意な高値がみ られ た . M M P -9 は ゼ ラ チ ン や

Ⅳ 型お よび Ⅴ型 コ ラ ー ゲ ン と い っ た 従来考え られ て い た基質以

外にもⅢ 型 コ ラ
ー

ゲ ン
,

Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン の α2 鎖お よび酸 不溶

性Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン を 分解する と考え られて い る
1 8)

. 今 回 の 免疫

敵織化学と定量試験の 結果と合わ せ
, 複合病変と粥腰性硬化巣

の 線維性被膜 で検出され た高 い コ ラ
ー

ゲ ン 分解活性 は M M P-1

に よ る分解に 加え
, 過剰に 発現され た M M P - 9 に よ る 分解が加

わ っ てい る 可能性が ある .

一

般的に
,
M M P 産生量が

一 定の とき ,
TI M P s の 発現 レ ベ ル

が病態を 決定す ると い わ れ て い る . しか し
, 木村

槻
ほ 肺癌組織

の 培養液中の M M P-9 と TI M P -1 量を組織重量 あた りの 分子数

で 見 た 場 合 TI M P-1 量 が 優 位 で あ っ て も M M P -9 以 外 の

M M P s 産生が 加わ ると M M P-9 と TI M P-1 量との 間に 不 均衡

を 生 じ
,

M M P-9 の モ ル 比の 相対 的増加に つ な が り , 癌細 胞の

浸潤 ･ 転移能 を生ずる可 能性 を指摘 してい る . 今回 の 動脈硬化

病変 の 解析で は
,

TI M P-1 の M M P -9 に 対する モ ル 比が複合病

変で 5 倍 , ま た粥踵性硬化巣 の 線推性 被膜 で 6 倍と な っ て お

り
, 他 の 病変や 領域が20 倍以上 と な っ てい る事か ら考え ると複

合病変や 線維性被膜で ほ モ ル 濃度的に TI M P-1 と M M P-9 と の

比が TI M P-1 圧倒的優位の 状態か ら1 : 1 に よ り近づ い て い

る ･ M M P -9 以外の M M P-1 ,
M M P -2 お よび M M P- 3 を加 えた

モ ル 数が TI M P-1 と TI M P -2 を加え た モ ル 数を 上 回 る こ と はな

か っ たが
, 今回測定 しな か っ た M M P-7

47)4 8 )
な ど

, 別 の M M P 分

子種 が増 加す る こ と で TIM P s に 対 し M M P s が 優位 と な り

M M P-9 活性が 生 じた と考 える こ とが 可 能 で ある .

T I M P - 2 の 場合
, 免疫二 重染色上

, 進行病変 で 平滑筋細胞お

よ び マ ク ロ フ ァ
ー ジ 共 に 発 現 率 が あ が っ た . M M P-9 と

TI M P-2 と の 同 時発現が 病変別 の 線椎性 酎ヒ巣 と
, 粥魔性硬化

巣内 の 肩 の 部分 で 高頻度 に み られ た . し か し
,

M M P -9 と

T I M P -1 と の 同時発現は進行病変で低下 して い た
.

こ の 結果か

ら線維性硬化巣 と, 粥屈性 硬化巣 内の 肩 の 部分 の 構成細 胞が

M M P -9 と 同 時 発 現 を 示 す の ほ TI M P-1 よ り も む し ろ

TI M P -2 で
,

T I M P-2 ほ 産生 細 胞 の 付近 で 活 性化 を 受 け た

M M P -9 の 活性を 阻害する こ と で 線維性硬化巣およ び 粥腫 性硬

化巣内の 肩の 部分の M M P -9 に よ る エ ラ ス チ ソ 分解活性と ゼ ラ

チ ン や Ⅰ
,

Ⅲ
,

Ⅳお よ びⅤ 塑 コ ラ ー ゲ ン 分解活性を抑制する方

向に 働 い て い る こ と が示 唆 され た .

以上 の よ うに
, 病変をほ ぼ 正常 と思わ れ る部分, 初期病変お

よ び進行病変の 三 つ に 分けて 考え る と , 形態上 進行 した 病変 に

必ず しも高い 蛋白分解活性が ある̀ゎ けで は なか っ た . また 同
一

病変 内に も粥腫性硬化巣 に 代表 され るよ うに 蛋白分解活性の 高

低に 独特の 分布が ある こ とか ら∴鈴鹿形成 さ らに は複合病変形

成に 至 るま で の マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア
ー

ゼ の 働きは
, 時

間的 ･ 空間的に 限局され た もの であ る こ とが 分か っ た . 本実験



9 0

で粥腫性硬化巣 を細分 した な か で
,

ゼ ラ チ ン
,

コ ラ ー ゲ ン ある

い ほ ェ ラ ス チ ソ の 基質消化試験で高値を 示 した部分は 図8 で 示

され るよう に な っ て お り
,

こ れ か ら粥腰形成の 際 に コ ラ
ー

ゲ ン

と ェ ラ ス テ ン の 分解 の 点で 最もア ク テ ィ ブ な部分 は線維性被膜

の 特に 血管腔外側 に あた る粥腫と の 境界部で ある と い える . 肩

の 部分は少数 の 中膜 由来平滑筋細胞 の 他 , 血 球 由来 の T- リ ン

パ 球や マ ク ロ フ
ァ

ー ジな どの 細胞成分が 密で ある . 塚 田
4g)

ほ 細

胞 間 相 互 作 用 で マ ク ロ フ ァ
ー

ジ が 産 生 す る 腫 瘍 壊 死 因 子

(t u m o r n e c r o sis f a c t o r α,
T N F α) が血 管内皮細胞 の 遁走を 促 し

て新生血管 を形成す るな ど多彩な様相を 示 し血 流 が皇宮で ある

理 由か ら興味深 い 部位で ある と の 見方を して い る . 今後 , 組織

切片上 の ザ イ モ グ ラ フ
ィ

ー で 各種 サ イ ト カ イ ン を 添加 した 場合

の 解析や
, 今 回検索 しな か っ た他 の M M P s 例 え ば M M P-7 な

どを 研究対象 に 加 えた よ り詳細な検討が 必 要で あろう .

結 論

動脈硬化 を有す る大動脈壁 に おけ る M M P -1 ( 問質性 コ ラ ゲ

ナ
ー ゼ), M M P- 2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ

ー ゼ
,

ゼ ラ チ ナ
ー ゼ A ) ,

M M P-3 ( ス ト ロ ム ラ イ シ ソ
ー

1 ),
M M P-9 (9 2 k D a ゼ ラ チ ナ

ー

ゼ
,

ゼ ラ チ ナ ー ゼ B ) お よ び TI M P -1
,

-2 の 免疫巌織化学的局在

を 検討する と とも に
, 各分子種 に つ い て 動脈壁組織か ら の 分泌

量を 定量 し
, 培養上 清の ゼ ラ チ ン

,
コ ラ ー ゲ ン ある い は ェ ラ ス

チ ン に 対す る分解括性を 測定する こ と で 以下 の 結果を 得た .

1 . 病変 の 進行 と共 に 内膜に 多量 の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス が 沈

着 した が
, 粥腫 内で は膠原線椎の 染色性低下, 弾性線維の 崩壊

が 目立 っ た .

2 . 免疫巌織化学単染色の 結果 ,
M M P -1 と M M P- 2 ほ初期

病変 ･ 進行病変 い ずれ に も陽性で あ っ た . M M P -3 は 初期 病変

の 紡 錘 形細 胞 と 進 行 病 変 の 泡 沫 細 胞 に 弱 陽性 で あ っ た .

M M P -9 ほ 新生児や 初 期病変で 陰性な い し弱陽性で あ っ た が
,

進行病変で ほ陽性 , 特 に 粥腫性硬化巣の 線維性被膜 と粥腫 との

境界部分や 複合病変 では 強陽性 を示 した . T I M P- 1
,- 2 は新生児

症例 で 陰性 で 一
T I M P-1 ほ初期病変 内膜 の 紡錘形 細胞 に 陽性 を

示 し
,

TI M P -2 ほ M M P-2 に 似た 分布を示 した . 免疫 二 重染色

の 結 果 , 進 行病 変で は マ ク ロ フ ァ
ー ジ と 平滑 筋 細 胞 に よ る

M M P -1 と M M P , 9 の 発 現 が 増 加 し て い た . M M P -2 と

M M P -3 の 各病変 に お ける マ ク ロ フ
ァ

ー ジと 平滑筋細胞 に よ る

発現率と分布 に 差ほ な か っ た . T I M P-1 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ と 平

滑筋細胞に よ る発現率ほ 進行 病変で 低下 し
,

T I M P- 2 の 場合 は

上 昇 した .

3 . 組織培養上 清 の 定量で
, 新生児症例で の み TI M P s に 対

して M M P s が 優位 ( M M P s : TI M P s = 1 .2 : 1) で あ っ た .

4 . 成人症例 で ほ
,
定量さ れた 各種 M M P s の 中で M M P -9

が
, 複 合 病 変 と 粥 腫 性 硬 化 巣 内 の 線 稚 性 被 膜 で 有 意 に

( p < 0 .05) 増加 して い た .

5 . 粥魔性硬化巣 内の 線稚性被膜で 有意に 高 い エ ラ ス チ ソ 分

解活性がみ られ
,

コ ラ
ー

ゲ ン 分解活性も高い 傾向を 示 した .

6 . 複合病変 で有意 に高い (p < 0 .1) コ ラ ー ゲ ン 分解活性が み

られ た .

7 . 粥渥を 形成 しな い 線維性硬化巣ほ粥腰性硬化巣 に 比較 し

て 高い ( p < 0 ,0 5) ゼ ラ チ ン分解活性 を示 した .

以上 の 結果か ら
,
M M P s と T I M P s が動脈 の 生理的串よび動

脈硬化に伴う 内膜 マ ト リ ッ ク ス の 改築に 深く関与 し
, 特に 動脈

硬 化症 の 進 展 に 平 滑 筋細 胞 と マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 産 生 す る

M M P -1 と M M P -9 が重要 な役割を 果た して い る こ と が示 唆 さ

れ た .
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I n v e st .
,
66 . 6 8 0

-

6 9 0 (1 9 9 2) .

13) 笠 島史成 : ヒ ト動脈硬化性大動脈癌 に お け る マ ト リ ッ ク

ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ . 十全医会誌 ,
10 4

,
1-1 4 (1 9 9 5) .

14) G a li s Z ･ S ･
,
S u k h o v a G ･ K ･

, L a r k M . W . & L ib b y

P ･ : I n c r e a s e d e x p r e s si o n o f m a t ri x m e ta11 o p r p t ei n a s e s a n d

m atri x d e g r a d in g a c ti vity i n v u l n e r a b le r e g l O n S Of h u m a n

a th e r o s cl e r o ti c pl a q u e ･ J ･ C li n ･ I n v e s t .
,
9 4

,
2 4 9 3 -2 5 0 3 (1 99 4) .

1 5 ) F u ji m o t o
,

N ･
,

Z h a n g ,
J .

, I w a t a
,

K .
,

S h i n y a
,

T .
,

O k a d a
･
Y ･ & H a y a k a w a

,
T ･ : A o n e

-

St e p S a n d w i ch e n z y m e

i m m u n o a s s a y f o r ti s s u e i n hib it o r of m e t all o p r o t ei n a s e
-2 u sl n g

m o n o cl o n al a n tib a bi e s ･ C li n ･ C h i m . A c t a
,
22 0

, 3 1- 45 (1 9 9 3) .

1 6) O b a t a
,

K ･
t

I w a t a , K . , O k a d a
,

Y .
,

K o h ri n
, Y .

,

O h u c h i
,
E ･

,
Y o s hi d a

,
S ･

,
S h i n m ei , M . & H a y a k a w a

,
T . : A

O n e
-

St e P S a n d wi c h e n z y m e i m m u n o a s s a y f o r h u m a n m a tri x

m e t all o p r o t ei n a s e 3 ( s tr o m el y si n
-1) u si n g m o n o cl o n al

a n tib o di e s ･ C li n ･ C h i m . A c t a
,
2 1 l

,
59- 7 2 (1 9 9 2) .

1 7) O k a d a
,

Y ･
,

G o n oji ,
Y .

,
N a k a

,
K .

,
T o m i t a

, K . ,

N a k a n i s h i
,
I ･

,
I w a t a

,
K ･

,
Y a m a s hi t a

,
K . & H a y a k a w a

,

T ･ : M a tri x m e t a llo p r ot ein a s e 9 (9 2 k D a g el a ti n a s e/ t yp e Ⅳ

C Oll a g e n a s e) f r o m H T l O 8 0 h u m a n fi b r o s a r c o m a c ells . J . B i ol .

C b e m ･
,
26 7

,
2 1 71 2-2 1 7 1 9 (1 99 2) .

1 8) O k a d a
,

Y ･
,

N a k a
, K .

, K a w a m u r a
,

K .
,

M a t s u m o t o ,

T ･
, N a k a n i s h i

,
I ･

,
F uji m o t o

,
N .

, S a t o , H . & S ei ki
,

M . :

L o c aliz a ti o n of m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e 9 (92 k D g el a ti n a s e/

ty p e Ⅳ c olla g e n a s e
=

g el at in a s e B ) i n o s t e o cl a s t s : ir n pli c atio n s

f o r b o n e r e s o r p ti o n ･ L a b . I n v e st .
,
7 2

,
31 ト3 2 2 (1 9 9 5) .

1 9) 木村 顕子 ‥ 肺 癌 に お け る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ

ナ
ー ゼ そ の 産生 , 局在と癌細胞 の 浸潤 ･ 転移に おけ る役乱

十全医会誌
,

10 1
,
3 4 4 づ5 5 (1 9 9 2) .

20) K a ts u d a
,
S

･
,
C o lt r e r a

,
M ･ D ･

,
R o s s

, R . & G o w n
,
A .

M ･ : H u m a n ath e r o s cl e r o si s ･ Ⅳ ･ I m m u n o c yt o c h e m i c al a n aly si s

Of c ell a c ti v ati o n a n d p r olif e r a ti o n i n l e si o n of y o u n g a d ult .

A m ･ J ･ P a th oI .
,
14 2

,
1 7 8 7-1 7 9 3 (1 9 9 3) .

2 1) M a n ki n , H ･ J ･
,

D o r f m a n
,
= ･

,
L ip pi e 1l o

,
L . & Z a ri n s

,

A ･ : B i o c h e m i c al a n d m e t a b olic a b n o r m aliti e s i n a r tic ul a r

C a r tila g e f r o m o st e o- a r th riti c h u m a n hip s . J . B o n e J n t . S u r g .

A m
り
5 2 A , 4 2 4 (1 9 71 ) .

2 2) H ib b s ･ M ･ S ･
,
H a st y ,

K ･ A ･
, S e y e r

,
J . M .

,
K a n g ,

A .

H ･ & M a i n a r d i
,

C ･ L ･ : B i o c h e m i c al a n d i m m u n olo g lC al

C h a r a c t e ri z a ti o n of th e s e c r e t e d f o r m s of h u m a n n e u tr o p h il

g el a ti n a s e ･ J ･ B i ol . C h e m . , 2 6 0
,
2 4 9 3-2 5 0 0 (1 9 8 5) ,

2 3) T o w bi n
･
H ･

,
S t a e h eli n

,
T ･ & G o r d o n

,
J . : E le c tr o ph-

O r etic tr a n sf e r of p r o t ei n s f r o m p oly a c r yl a mi d e g els t o

n itr o c ell ul o s e s h e e t s : P r o c e d u r e a n d s o m e a p pli c a tio n s . P r o c .

N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A
,
7 6

,
4 3 5 0 -4 3 5 4 (1 9 7 9) .

2 4) H a r ris
,
E ･ D ･ & K r a n e

,
S ･ M ･ : A n e n d o p e p tid a s e f r o m

r h e u m a t oid s y n o vi al tis s u e c ult u r e ･ B i o c h e m . B i o p h y s . A c t a ,

2 5 8
, 5 6 6 -5 7 6 (1 9 7 2) .

2 5) B a n d a
, M ･ J ･

,
W e r b

,
Z . &′M a c k e r r o w

,
J . H . : El a s ti n

d e gr a d a ti o n ･ I n S ･ P ･ C olo wi c k & N ･ 0 ･ K a pl a n ( e d s .) ,

91

M et h o d s i n E n z y m ol o g y ･ V Ol ･ 1 4 4
, P 2 88

- 3 05
, A c a d e m ic P r e s s

,

0 ∫1 a n d
, 1 9 8 7 .

2 6) C a w s t o n , T ･ E ･ & B a r r e tt
,

A ･ J ･ : A r a pid a n d

r e p r o d u cibl e a s s a y f o r c oll a g e n a s e u si n g [1-
14
C ] a c e t yl a t ed

C Oll a g e n ･ A n al ･ B i o c h e m . , 99
,
3 4 0-3 4 5 (1 9 7 9) .

2 7) l( o d a m a
,
S ･

･
Y a m a s h it a

,
K ･

,
K is h i

, J .
, l w a t a

,
K . &

H a y a k a w a
･ T ･ : A s a n d w i c h e n z y m e i m r n u n o a s a y L o r

C Oll a g e n a s e i n hibit o r u s l n g m O n O C lo n al a n ti b o di e s . M a tri x ,
9

,

ト6 (1 9 89 ) .

2 8) I) u g uid
･
J ･ B ･ : T h r o m b o sis a s f a ct o r i n th e p a th o g e n e-

Si s of c o r o n a r y a th e r o s cl e r o sis . J . P a th l . B a c t .
,

5 8
, 20 7-21 2

(1 9 4 6) .

2 9) A d a m s
,
C ･ W ･ M . : A th e r o m a lipid s . J . A th e r o s cl e r o si s

R e s ･

,
7

,
1 1 7 -1 1 9 (1 96 7) .

3 0) R o s s
･

R ･ & G l o m s e t
,

J ･ : T h e p a th o g e n e si s o f

a th e r o s cl e r o sis ･ N ･ E n gl ･ J ･ M e d ･ 2 9 5
,
3 6 9L3 7 7 ,

42 0-4 2 5 (1 9 7 6) .

3 1) K a t s u d a
, S ･ ･ O k a d a

,
Y ･

,
M i n a m o t o

,
T .

,
O d a

,
Y .

,

M a t s ui
,
Y ･ & N a k a n i s hi

,
l ･ : C oll a g e n s in h u m a n a th e r o s cト

e r o si s -I m m u n o his t o c h e mi c al a n aly si s u sl n g C Oll a g e n ty p e-
S p e Cific a n tib o di e s ･ A r t e ri o s c l e r ･ T h r o m b

り
12

,
4 9 4- 5 02 (1 9 92) .

3 2) O p s a h l
,

W
･ P ･

,
D e L u c a

,
D ･ J . & E h rh a r t

,
L . A . :

A c c el e r a t ed r at e s of c olla g e n s y n th e sis i n ath e r o s cl e r o ti c

a r t e rie s q u a n tifi e d i n vi v o ･ A r t e ri o s cl e r o sis
,
7

,
4 7 0-4 7 6 (1 98 7) .

3 3) O k a d a
･
Y ･

･
K a t s u d a

, S ･ , M a t s ui
,
Y .

,
M i n a m o t o , T .

& N a k a n i s hi
, Ⅰ･ : A lt e r e d s y n th e sis of c oll a g e n ty p e s in

C ult u r e d a r t e rial s m o o th m u s cl e c e11s d u ri n g ph e n o ty pi c

m o d u r a ti o n b y di m e th yl s ulf o x id e . A ct a P a t h ol . Jp n . , 3 9
,

1 5-2 2 (1 9 8 9) .

3 4) A m e n t o
･
E ･ P ･

,
E h s a ni

,
N ･

,
P a l m e r

,
H . & L i b b y ,

P ･ : C yt o k in e s a n d g r o w t h f a c t o rs p o siti v ely a n d n e g a ti v ely

r e g ul a t e i n t e r s titi al c oll a g e n g e n e e x p r e s si o n i n h u m a n

V a S C u l ar s m o oth m u s cl e c e11 s . A r t e ri o s cl e r o si s a n d th r o m b o si-
S , 11

,
11 23-1 22 2 (1 9 91 ) .

3 5) W o e s s n e r
,
J ･ F ･ J r . : M a tri x m et alI o p r o t ei n a s e s a n d

th eir i n hi bit o r s i n c o n n e c ti n g ti s s u e r e m o d eli n g . F A S E B J り
5

,

2 1 4 5-2 1 5 4 (1 99 1) .

3 6) D o c h e r t y ,
A ･ J ･ P ･

,
L y o n s

,
A .

,
S m ith

,
B . J .

,
W ri g h t

,

E ･ M ･ ･ S t e p h e n
,

P ･ E ･
,

H a r ri s
, T ･ J . R .

,
M u r p h y , G . &

R e y n o ld s , J . J . : S e q u e n c e of h u m a n ti s s u e i n hibit o r of

m e t all o p r o tei n a s e a n d its id e n tlty t O e r y th r oid -

P O t e n ti atl n g

a c ti vi ty ･ N a t u r e
,
3 1 8

, 6 6-6 9 (1 9 8 5) .

3 7) P a rl of f
,

N .
,

S t a s k u s
, P . W .

,
K is h n a n i

,
N . S . &

H a w k e s S ･ P ･ = A n e w i n h ibit o r of m e t aIl o p r o t ei n a s e s f r o m

C hi c k e n : C h I M P -3 ･ J ･ B i ol ･ C h e m .
,
2 6 7

, 1 7 3 2 1-1 7 3 2 6 (1 9 g 2).

3 8) W ilh el m , S ･ M . , C o lli e r
,
Ⅰ. E .

,
M a r m e r

, B . L .
,
E is e n

,

A ･ Z ･
,
G r a n t

,
G . A . & G o ld b e r g ,

G . Ⅰ. : S V 4 0 tr a n sf o r m e d

h u m a n l u n g fib r o bl a s t s e c r e t e a- 9 2- k D a ty p e
,

C Oll a g e n a s e

W hi c h is id e n ti c al t o th a t s e c r et e d b y n o r m al h u rn a n

m a c r o p h a g e s ･ J ･ B i ol . C h e m .
,
2 6 4

, 1 7 21 3-1 7 22 1 (1 9 8 9) .

3 9) G o ld b e r g ,
G . l .

,
M a r m e r

,
B . L .

, G r a n d
,

G . A .
,

E is e n
,
A . Z .

,
W il h el m , S . & H e .

,
C . : H u rn a n 7 2 - kil o d alto n

t y p e
,

C O u a g e n a S e f o r rn s a c o m pl e x w ith a tis s u e in hibit o r of

m e t all o p r o t ei n a s e s d e sig n a
.
t e d T I M P -2 . P r o c . N a tl . A c a d . S ci .

U ･ S . A リ 8 6
,
8 2 0 7 -8 21 1 (1 9 8 9) .
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4 0) O k a d a
,

Y .
,

G o n oji ,
Y .

,
N a k a

,
K .

,
T o m it a , K . ,

N a k a n i s h i
,
Ⅰ.

,
l w a t a

,
K .

, Y a m a s hit a
,

K . & H a y a k a w a
,

T . : M at ri x m e t all o p r ot ei n a s e 9 (9 2-k D a g el a ti n a s e/ T y p e Ⅳ

c oll a g e n a s e) f r o m H T 1 0 8 0 h u m a n fib r o s a r c o m a c ells ･ J ･ B i ol ･

C h e m .
,
2 6 7

,
21 71 2- 2 1 7 1 9 (1 99 2) .

4 1) H o w a r d
t
E . W

り
B ull e n

,
E . C . & B a n d a , M . J . :

R e g ul a ti o n of th e a u t o a cti v a ti o n of h u m a n 7 2 - k D a p r o g el a ti-

n a s e b y ti s s u e i n hib it o r of m e t a1l o p r o t ei n a s e -2 . J . B i ol .

C b e m .
,
2 6 6

,
1 3 0 6 4 -1 3 0 6 9 (1 9 91) .

4 2) S a s a g u ri
,
Y .

,
M u r a h a s h i

,
N .

,
S u g a m a

,
K .

,
K a t o

,
S

り

H i r a o k a
,
K .

,
S a t o h

,
T

り
I s o m o t o

,
H . & M o r i m a t s tl

,
M . :

D e v el o p r n e n t -

r el a t e d c h a n g e s in m a trix m e t all o p r o t ei n a s e

e x pr e s si o n in h u m a , n a O rtic s m o o th m u s cl e c e ll s . L a b .

I n v e s t リ 7 1
, 2 6 ト26 g (1 9 9 4) .

43 ) K a t s u d a
,

S .
,

O k a d a
,

Y .
,

O k 且d a
,

Y .
,

I m ai
,

K . &

N a k a n i sh i
,
Ⅰ. : M a tri x m e ta llo p r ot ei n a s e- 9 (9 2 - k d g e la ti n a s e/

ty p e Ⅳ c o11 a g e n a s e e q u als g el a ti n a s e B ) c a n d e g r a d e a rt e ri al

el a s ti n . A m . J . P a th ol .
.
1 4 5

,
1 2 0 8 -1 2 1 8 (1 9 94) .

4 4) O k a d &
,

Y .
,

K a t s u d a
,

S .
,

O k a d a
,

Y . & N a k a n i s hi
,

I . : A n el a s tin oly ti c e n z y m e d e t e c t ed i n th e c u lt u r e m e d i u m

O f h u m a n a r t e ri al s m o o th m u s cl e c ell s . C e11 B i ol . I n t .
,
1 7

,

8 6 3-8 69 (1 9 9 3) .

4 5) B u s u t til
,

R . W .
,
A b o u

- Z a m z a m
,
A . M . & M a c h l e d e r

,

H . Ⅰ. : C oll a g e n a s e a c ti vity o f th e h u m a n a o r t a . A r c h . S u r g .
,

I 15 , 1 3 7 3-1 3 7 8 (1 9 8 0) .

46) I v e s e n , G . & N a g a s e , H . : M e c h a n i s m s of a cti v a ti o n

Of ti s s u e p r o c oll a g e n a s e b y m a tri x m e t a1l o p r ot ei n a s e 3

( st o r o m ely sin) . B i o c h e m i str y ,
29

,
1 0 2 6 1-1 0 2 7 0 (1 9 9 0) .

4 7) W o e s s n e r
,
J . F . J r . & T aLpli n

,
C . J . : P u rific a tio n a n d

P r O p e rti e s o f a s m a11 la t e n t m a t ri x m a t all o p r o t ei n a s e of th e

r a t u t e r u s . J . B i ol . C h e m リ
26 3

,
1 6 9 1 8 -1 69 2 5 (1 9 8 8) .

4 8) Q u a n ti n
,
B

り
M u r p h y ,

G . & B r e a t h n a c h
,
R . : P u m p-1

C D N A c o d e s f o r a p r o t ei n w ith c h a r a c t e ri s ti c s si m ila r t o

th o s e of cl a s si c al c o 11 a g e n a s e f a m ily m e m b e r . B i o c h e mi st r y ,

2 8
,
5 32 7- 5 3 3 4 (1 9 89) .

4 9) 塚田豊弘 :
マ ク ロ フ ァ

ー

ジと 動脈硬化
一

動脈硬 化巣 に

お ける局在 . 現代医療
,
2 3

,
2 6 9 5 -2 6 9 9 (1 9 91) .

I m m u n o his t o d le m i c al a n d B i o c h e m i c al S t u d i e s o n M a t r i x M et al l o p r o t ei n a s e s a n d T h ei r I n h ib it o r s i n ‡‡u m a n

A th e r o s cl e r oti c Le si o n s M a s a hik o T s u k a
,
D e p ar t m e n t Of P a th 0l o gy (Ⅰ) ,

S c h o ol of M e d i ci n e
,
K a n a z a w a U ni v e rsity ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M e d S ∝ .
,
1 05

,
8 1

-

9 3 ( 19 9 6)

K e y w o r d s a th er osis
,
e X tr a C ell ul a r m a 雨x

,
m at ri x m et al l o p r ot ei n as e s

,
ti s s u e i nl 1ibito rs of m et all op r ot ein as e s

A b s t r a ct

M at rix m et al 1 0P r Ot e in a s e s ( M M P s) an d th eir i n h ibit o rs (ti s s u e i n h ibit o rs of m e tall o p r o tei n a s e s) p la y aJl i m p o rt a n t r ol e i n

th e d e v el o p m e nt of a th er o scl e r o si s b y d e g r adin g th e e xt r a c ellul ar m atri x o f a o rt a . I n or d e r t o k n o w th eir r ol e s in ti s s u e

l e v el s
,
M M P - 1 (tis s u e c oll a g e n a s e) ,

M M P - 2 ( 7 2 k D a g el ati n a s e/ g el a tin a s e A) ,
M M P - 3 ( Str O m ely si n - 1) ,

M M P - 9 (9 2 k D a

g el ati n a s e/ g ela ti n a s e B( ,
T I M P -1

,
an d T I M P - 2 w er e e x a mi n e d i m m u n o hi st ∝ h e mi c all y an d b i ∝ h e mi c ally i n v a ri o u s l esi o n s

Of a or ti c tis s u e s o b tai n e d fr o m 5 0 a ut o p sy c a s e s: n e W b o m : n e W b o r n ( 3 1 e si o n s) ,
di f fu s e i nti m al th i ck e ni n g ( D r r

,
3 8 1 e si o n s) ,

fatty s 廿e ak ( F S
,
2 9 1e si o n s) ,

丘b r o u s pl aq u e ( F P
,
2 1 1 e si o n s) ,

a th er o m at o u s pl aq u e ( A P
,
2 6 1 e si o n s) an d c o m pli c a te d l esi o n

( C L
,
1 9 1 e si o n s) , aJld 丘v e p ar tS Of a th e r o m a to u s pl a q u e s ( S h o ul d e r r eg i o n

,
2 2 1 e si o n s; fi b r o u s c a p , 2 2 1 e si o n s; i n n e r 丘br o u s

C a P ,
6 l e sio n s; 0 th er 丘b r o u s c ap ,

6 1 e si o n s; a th er o m a
,
5 0 1 esi o n s) . B y li gh t mi cr o s c o p y ,

l a rg e a m o u n ts o f e x tr a c ell ul a r m a 血 x

C O m P O n e ntS W er e f o u n d d ep o sit e d i n th e i nti m a w i th th e p r o g r e ssi o n of th e a th e r o m at o u s l e si o n s
,

an d el asti c n b e r s w er e

丘ag m e nt ed i n th e at h e r o m a a s w ell a s in th e o u te r fi b r o u s c a
p b y el a sti c a v an G i e s o n

-

s st ai ni n g . S t ai n a bility o f c olla g e n o u s

fi b ers in th e a th e r o m a w a s d e cr e a s ed w ith h e m at o xili n - e O Sin st ai ni n g . I m m u n o his t ∝h e mi c all y ,
M M P - 1 -

p O Sltl V e C e11s w er e

Ob s er v e d at a hi g h er p r o p o rtio n in D I T a n d a d v a n c e d l e si o n s
,
e S p e Ci ally i n th e c e n t e r o f th e a th er o m a . M M P - 2 w as

i m m u n ol ∝ al i z e d i n e v e ry l esi o n . M M P - 3 w as n eg ati v e i n n e w b o m
,
b ut fa i n tl y p o siti v e i n al 1 1 e si o n s , A l th o u gh M M P - 9

W a S ei th e r n e g a ti v e or f ai ntl y p o siti v e in i n ti m al c e11 s o f n e w b o rn a n d e a rl y a th e r o s cl e r o si s
,
i t w a s p o siti v e i n ad v an C e d

le si o n , e S pe Ci al 1y st r o n gly p ositi v e i n C L an d i n th e b o u n d ary b e t w e e n th e a th er o m a a n d 且b r o u s c a p of A P . O n th e o th e r

h an d , T I M P s w e r e n ot i m m u n ol ∝ ali z e d i n n e w b o m
.

T I M P -1 an d T I M P - 2 w e r e p o si ti v e i n s m o o th m u s cl e c ells of e ar 1y

a th er o scle r o sis . n le rat e Of T I M P - 2 - p OSiti v e s m o o th m us cl e c ell s w a s high e r i n a d v an C e d l e si o n s; C O n V er S el y th at of T I M P - 1

W aS l o w e r in ad v an C e d l e si o n s . D o llbl e st al nl n g Of M M P s an d T I M P s r e v e al e d th a t M M P - 1 ,
- 2

,

一 3
,

-9 an d T I M P - l
,

- 2 w e re

i m m u n ol o c ali z e d i n b o th m a c r o p h ag e s an d s m o o th m u s cl e c e11 s . G el ati n z y m o g r a p h y o f th e c ult u r e m ed i a of th o s e a o rti c

ti ss u e s sh o w e d g el a ti n ol y ti c a cti viti e s w ith 9 2 k D a , 6 8 k D a
,
a n d 6 4 k D a , W h i c h w er e c o n sid e r ed t o b e M M P - 9

,
1 at e n t f or m o f

M M P - 2
,

a Cti v e fo r m of M M P - 2
,

r e S P e Cti v el y . α - el a s ti n zy m o g r a p h y sh o w e d th e p r e s e n c e of el a sti n oly tic w i th th e s a m e

m ol e c ul ar W eigh t as g elati n g el s in th e a d v an C e d l e si o n s
,

C O n Sis te n t w i th 9 2 k D a , M M P . O n q u an tit ati v e an al y si s
,
r atio of

M M P s t o T I M P s w as i n cr e a s e d i n n e w b o rn . An d th e r atio of M M P - 9 t o T I M P -1 w a s sig ni丘c a ntl y i n c r e a s e d in C L (0 .1 7
, p <

0 .0 5) . O n e n z y m e as s a y ,
重b r o u s c ap el a s ti n ol y tic ( 3 .2 ±1 .8 U / g w ei gh t) w as sig nific a ntly h igh e r th an 0 th er a th e r o m a to u s
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1 e si o n s ( P < 0 ･
1 ) ･

G el ati n ol y ti c a c ti vi ty o f F P w a s si g ni n c a ntl y h i g h e r ( 4 ･4 ± 0 ･8 4 U / g w eigh t) th a n A P ( 1 .3 ±0 .2 0 U /g

w eig h t
, P < 0 ･0 5) ･ T b e s e r es ults of th e p r es e n t stu d y s u g g e ste d th a t M M P - 1

,
2

,
3

,
9 p r o d u c e d b y s m o o th m us cl e c ell s a n d

m a c r o p h ag e s p l a y c ru Ci al r ol e s i n r e m o d eli n g of th e i n ti m al e x tr a c ell ul ar m atri x d u ri n g th e d e v el o p m e nt of a th e r o s cl er oti c

l e si o n s
,

an d o v e r e xp r es si o n of M M P s
, p ar tic ul a rly M M P -1 an d M M P - 9 in th e ad v aJ IC e d l e si o n s c o n tri b ute slg mi fic a ntly to

tis s u e d est ru C ti o n .


