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滝 野 隆 久

マ ヤ リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ
ー ゼ ( m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e , M M P ) は癌 の 浸潤 や 転移 に お い て 細胞 外 マ ト リ ッ ク ス

( e x tr a c e u u l ar m a tr ix
,
E C M ) を 分解す る重要な 酵素で ある ■ 現在 ま で に 9 種 の 異な る遺伝子 に よ っ て コ

ー

ド される M M P が 知

られ て い る . しか し
,

E C M の 複雑 な構成要素が 効果的 に 分解 され る に は , さ ら に 未知の M M P が 関与 して い る可 能性 もあ

る . また
,
不 活性型前駆体 M M P-2 ( 前駆 体 M M P -2) の 活性国子と して 細胞膜結合性の M M P が 想定 され て い る ･ そ の 様 な未

知の M M P 遺伝 子 を単離す るた め に
,
M M P 間で よく保存 され て い る ア ミ ノ 酸配列 に 対応す る混合 プ ラ イ マ ー

を 用い て逆転写

p c R (r e v e r s e tr a n s c rib e d- P C R , R T - P C R) 法を 行 う こ と に よ り , 様々 な阻織 で 発現 して い る M M P 遺伝子の 増 幅を 行 っ た ･ 増

幅され た D N A 断片を プ ラ ス ミ ドベ ク タ
ー

に 挿入 し, 1 6 8 ク ロ ー ン の D N A 配列を 解析 した ･ 1 1 2 ク ロ ー

ン は既知 の M M P 遺伝

子で あり , 胎盤覿 織よ り得 られ た 5 ク ロ ー

ン ほ M M P 遺伝子と 相同性を持 つ 新 し い 遺 伝 子 の CD N A 断片 と 思 わ れ た ･
こ の

｡ D N A 断片を プ ロ
ー

ブ と して ヒ ト胎盤 c D N A ラ イ ブ ラ リ
ー

を ス ク リ ー ニ ン グ した 結 果 ,
3 ･4 k 塩基 対 (b a s e p ai r

･
b p) の

c D N A を得 た . 3 .4 k b p の c D N A か ら ほ58 2 ア ミ ノ 酸か らな る蛋白質が コ ー ドされ るオ ～ プ ン リ
ー

デ ィ ン グ フ レ
ー

ム が見 い 出 さ

れた . 予想 され る遺伝子産物 ほ既知の M M P と同様な ドメ イ ン 構造を 持ち
,

カ ル ポ キ シ ル 末端付近に 細胞膜を 貫通す る の に 十

分な24 の 疎水性 ア ミ ノ 酸 が連続 した 領域( 細胞膜 貫通構造) を有 して い た ･ こ の 様 な細胞 膜貫通構 造ほ既知 の 分泌塾 M M P に は

存在 しな い . ゆ え に
,

こ の 遺伝子産物を膜型 M M P ( m e m b r a n e t y p e
- M M P , M T - M M P ) と命名 した ･ M T- M M P 遺伝子産物 は

遺伝 子導 入 細 胞か ら 63 k D a の 蛋白 と して 検 出 され , 実 際 に 免 疫染 色 に よ り 細 胞 表 面 に 発 現 す る こ と が 確 認 さ れ た ･

M T - M M P が 膜結合性で ある こ とか ら前述の 前駆 体 M M P-2 活性化因子 と して の 機能を 検索 した ･ そ の 結果 ,
M T- M M P 発現

に よ り前駆体 M M P -2 (6 6 k D a) は 活性化 中間体 (64 k D a) を 経て 活性 型 M M P -2 (6 2 k D a) に 変換 され る こ と か ら ,
M T- M M P が

こ の 前駆体 M M P
- 2 活性化困子で ある こ とが 示 され た ･

K e y w o r d s e x t r a c ell ul a r m at rix ( E C M ) ,
C a n C e r m et a St a Sis . m at ri x m e t allo p r ot ei n a s e s ( M M P) ,

m e m b r a n c e t y p e
- M M P ( M T - M M P ) , g el a t in a s e A ( M M P -2)

細胞外 マ ト リ ッ ク ス ( e x tr a c e u ul a r r n a tri x
,
E C M ) は 癌細胞が

周 辺組織 へ と 浸潤する 際の 物理 的障壁と して働 い て い る . 特 に

E C M の
一 形態で あ る基底膜ほ癌細胞の 問質 へ の 浸潤 , 血 管 内

へ の 侵入 , 血 管外 へ の 浸出の 際に 重要な 障壁と な っ て い る
= ､ 刃

癌細胞の 基底膜浸潤 に は ま ず癌細 胞 が 基底膜構 成 成分 に 接 着

し , 続い て基底膜構成成分を 分解 し最後 に 癌細胞が 移動す ると

い う 3 段階説
5)6)

が 唱え られ て い る .

E C M 構成成 分を 分解す る酵素は 数多く報告 され て い る が
,

な か で も マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ナ
ー ゼ ( m a t ri x m e t all o

-

p r o t ei n a s e
,
M M P ) フ ァ ミ リ q と 呼ばれ る酵素群 が 癌 転移 に 重

要で ある と考 え られて い る
T 脾

. M M P は 不活性型前駆体酵素(前

駆体 M M P) と し て 細胞 外 に 分 泌 さ れ る , そ の う ち 前 駆 体

M M P -1/ 問質 コ ラ グ ナ
ー ぜ

一

, 前駆体 M M P-3/ ス ト ロ メ ラ イ シ

ソ
ー1

10 )

, 前駆体 M M P
-9/ ゼ ラ テ ナ ー ゼ B

ll)
は プ ラ ス ミ ン

,
トリ プ

平成 6 年1 2 月1 4 日 受付 ,
平成 7 年1 月1 0 日 受理

A b b r e vi a tio n s : B B S
,
B E S - b uff e r e d s ali n e ; B E S

,

b a,S e p air ; B P ･B
,
b r o m o p h e n ol bl u e ; B S A ,

b o v in e

p y r o c ar b o n a t e ; D M E M , D ulb e c c o m o difie d E a g le

'

s

dit hi ot h r eit ol ; E C M
,

e Xt r a C ell ula r m at ri x ; F C S
,

シ ン 等の セ リ ン プ ロ テ ナ
ー ゼ な どi こよ り 活性型酵素 に 変換 され

う る こ と が報告 され て い る
12､■

. しか し
, 前駆体 M M P の 生体内

に おけ る活性 化敏構 に は ま だ不 明 な点が 残さ れ た ま ま で ある .

現在 ,
M M P ほ異 な る遺伝 子に よ っ て コ

ー ドさ れ て い る もの

が 9 種報告 され て い る
13 L

. しか し
,
E C M 構成要素 の 複雑性を 考

え る と ,
E C M を効果的 に 分解す るに ほ さ らi

/

= 新 しい M M P が

関与 して い る可 能性もあ る . また
, 実際 に M M P 活性 と して 報

告 され て い ても遺伝子 は末同定な もの も存在す る
tl)

. そ こ で 著

者ほ 以下 の よ う な方法 で新 しい M M P 遺伝子の 同定を 試み た ･

すな わ ち ,
M M P 間で特徴 的に ア ミ ノ 酸配列が保 存さ れ て い る

領域に 着ヨ し
,

こ の 領 域に 対応す る混合オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを

作 製 し た . ニ れ を プ ラ イ マ ー に 用 い て 逆 転 写 P C R ( r e v e r s e

tr a n s c rib e d- P C R ,
R T - P C R ) 法

15一

を 行い
,
M M P 遺伝子 を増幅す

る こ と に よ り新 し い M M P 遺伝子 を 検索 した .

N
,

N - bisT(2
- h y d r o x y et h yl)

- 2 - a m in o e t h a n e s ulf o nic a cid ; b p ,

s e r u m alb u m i n ; C o n A
,

C O n C a n a V alin A ; D E P C
,
di et h y l

m e di u m ; d N T P
,
d e o x y rib o n u c le otid e t rip h o s p h a t e ;･D T T

･

f e t al c alf s e r u m ; G A P D H ,. gly c e r ald e h y d e
-3 -

p h o s p h a t e



M T - M M P の 遺伝子 単離 と機能解析

対象お よび方 法

Ⅰ . 細胞培養

1 . 使用細胞 とそ の 培養条件

使用 した 培養細胞の うち ヒ ト ロ腱扁平上 皮癌 O S C -

1 9 細胞は

当教室 よ り ,
ヒ ト線稚 肉腫由来 H T l O 80 細胞 ,

ヒ ト骨 肉腫由来

U - 2 0 S 細胞 ,
S K -

E S-1 細胞
,

ヒ ト膀胱癌 T 24 細胞 ,
ヒ ト喉頭

癌 H E pT2 細 胞 ,
ヒ ト胃 癌由 来 K K L S 細胞 ,

N K P S 細 胞 ,

M K N 2 8 細 胞 ,
ヒ ト 肺癌 P C-3 細 胞 ,

ヒ ト 悪 性 黒 色 腰 由 来

A 37 5 細胞 ,
ヒ ト単核球白血病 由来 U 93 7 細胞 ,

ヒ ト胎児線椎芽

細胞 H E L 細胞 ,
マ ウ ス 線 維芽細胞 NI H 3 T 3 細胞 ,

S V 4 0 に て

形質転換 され た ア フ リ カ 線サ ル 腎臓細胞 C O S -1 細胞 は 全 て 金

沢大学が ん 研究所 ウ イ ル ス 部清木教授よ り供与 され た . 以上 の

細胞ほ 全て 5 % 牛 胎仔 血 清 (f e t al c alf s e r u m , F C S
,
H y cl o n e

,

U t a h
,

U S A ) 加 ダ ル べ
ッ

コ 変 法 イ
ー

グ ル 培 地 ( D ulb e c c o

m o difi e d E a gl e
'

s m e di u m
,
D M E N ) ( 日 水 , 東 京) に て 37 ℃ ,

5 % C O 2 存在下 で 培養 した .

Ⅰ . R T - P C R 法

1 , 全 R N A の 抽出

直径 1 5 c m の 細胞培養用 デ ィ シ ュ (F A L C O N , N e w J e r s e y ,

U S A ) に て 細胞が は ぼ
一

面に 増殖 した時点 で , 1 0 m M リ ン 酸緩

衝液 ( p h o s p h a t e
- b tlff e r e d s ali n e

,
P B S) に て 2 回洗浄 し

,
1 0 m l

の D 液 (4 M グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト
,
2 5 m M ク エ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム
,
0 .1 M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル

,
0 .5 % N - ラ ウ ロ イ ル サ

ル コ シ ソ 酸 ナ ト リウ ム) を加 えて 十分に 懸濁 した . 懸濁 し た 材

料 に
,

1/ 1 0 容量の 2 M 酢酸ナ ト リ ウ ム
, p H 4 .0 , 1 容量 の 水飽

和 フ ェ ノ
ー ル

,
1 / 5 容 量の ク ロ ロ ホ ル ム ー

イ ソ ア ミ ル ア ル

コ ー ル 4 9 : 1 混合液を 順次加 え , 添加 ごと に 混和 して15 分氷冷

した
. 遠心 分離 した水層( 上層) に 等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加

え ,
よく 混和 して

-

2 0 ℃ で 1 時間放置 した . 4 ℃
, 丑00 0 r p 町

2 0 分速心 して 上清 を捨 てた 後
, 沈殿 を 0 .5 r n l の D 液で 十分溶解

して 等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー

ル を 加え て 前述 の よ う に R N A を沈

殿 させ た ･ 沈殿 を ジ ュ チ ル ピ ロ カ ル ポ ネ
ー

ト (di e th yl p y r o c a r-

b o n a t e , D E P C ) 処 理 蒸留水に て 溶解 し
,

フ ェ ノ ー

ル 抽 出
,

エ タ

ノ ー ル 沈殿 を行 っ た . R N A の 沈殿を D E P C 処 理 蒸留水 で 溶解

して 26 0 n m の 吸 光度を測定 し総 R N A 濃度を 測定 した
.

2 . 試験管内 c D N A 合成

Ⅲ-1 . で抽出 した R N A を鋳型 と して c D N A 合成を行 っ た .

す な わ ち
,

R N A 2 FLg を 7 0 ℃ で1 0 分 変性 さ せ た 後 , [50 m M

T ri s- H C l , p H 8 ,3 , 7 5 m M 塩化 カ リ ウ ム (K C l ) ,
3 m M 塩化 マ グネ

シ ウ ム (M g C l 2) , 0 ･5 m M デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸

(d e o x y rib o n u cl e oti d e trip h o s p h a t e , d N T P ) , 5 m M ジ チ オ ス レイ

ト ー

ル (dith i ot h t eit ol
,
D T T ) ,

5 0 n g ラ ン ダ ム ヘ キサ マ ー

,
1 0 単位

R N a s e 阻害剤 ,
2 0 0 単位 ス

ー パ ー

ス ク リ プ ト ( G IB C O B R L
,

G aith e r s b u r g ,
U S A )】20 pl の 中 で 室 温 に て1 0 分 , 続 い て

,

3 7 ℃ で 1 時 間逆転写反応を行 い C D N A を作製 した .

3 .
P C R 反応

1-2 ･ の 試料 1iLl を鋳型と し P C R 法 に て ヒ ト M M P 遺伝子

断片 の 増幅 を 行 っ た . 図 1 に 示 す よ う な プ ラ イ マ ー

と T a q

d e h y d r o g e n a s e ; H R P
,

h or s e r a dis h p e r o xid a s e ; M M P ,

p r o p a n e s ulf o n ic a cid ; P B S
, p h o s p h at e - b uff e r e d s ali n e ;

3

D N A ポ リ メ ラ ー ゼ (P r o m e g a
,
M a d is o n , U S A ) を用い P C R 反

応を 行 っ た .

一

検体 5 恥1 に て熱変性を 93 ℃ で 1 分 ,
ア ニ ー

リ

ン グ反応を 55 ℃ で 1 分 , 伸長反 応を 72 ℃ で 1 分行 い
,

こ れ を

1 サ イ ク ル と して30 サ イ ク ル 繰 り返 した . な お
, 効果的な サ ブ

ク ロ ー ニ ン グを 行うた め
,

C D N A の 5
'

側 オ リ ゴ D N A プ ラ イ

マ ー に は B a m HI 認識配列を
,

3
'

側オ U ゴ D N A プ ラ イ マ ー に

は E c o R I 認識 配 列 を 5
'

末 端 に 持 つ よ う に D N A 合 成 機

(M o d e1 3 9 1 D N A S y n th e siz e r
,
A B I ジ ャ

バ ソ
,
束京) に て 作製

一 旦 し
声 望ユー
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5 P
･

1
,
S

l
-

C A G R ^ R m Y W Y G G V Y T R V M N V W R A C D G G .

5 P ･2
.
S

'

･ C C M M G V T G Y S G V R W B C C W G A .

5 P ･3
,
5

'
-T A Y A C D C V A G A YIT G C C .

5 P - 4
,
5

'
･S G N V V N G C W G A Y A T M R TS A T .

3 P ･ 1
.
5

'
- R T C A A A D G G R TA N N H G T C B C C AT G .

3 P ･ 2
.
5

l
- Y T C R TS N T C R T C R A A R T G R R H R T C Y C C .

3 P - 3
.
5

'
･ C C C A D V G M R T G G C C R A D YT C A T G .

F i g ･ l ･ P C R p ri m e r s f o r M M P g e n e a m plific a ti o n . P a r tial

a m i n o a cid s s e q u e n c e s of M M P f a m ily m e m b e r s a r e

alig n e d a n d c o n s e r v e d a m i n o a cid s a r e i n d ic a t e d b y

a s t e ri s k s ･ M M P-1 ,
i n t e r stiti al c o11a, g e n a S e ; M M P -2

,

g el a ti n a s e A ; M M P-3 ,
Sr O m ely si n l ; M M P-7 ,

m a tril y si n ;

M M PT8 , n e u tr O p h il c oll a g e n a s e ; M M P-9 , g el a ti n a s e B ;

M M PTl O , Sr O m ely si n 2 ; M M P-1 1
,

S r O m ely si n 3 ; M M P-1 2 .

h u m a n m a c r o p h a g e m e t all o el a s t a s e ( H M E ) . N u m b e ri n g oL

a m i n o a cid s w e r e a s th e y a p p e a r e d i n th e o r l g l n al p a p e r s

a n d o nIy N- a n d C- t e r m i n al a m i n o a c id n u m b e r s a r e

i n di c a t e d ･ T h e a m i n o a cid s e q u e n c e d e d u c e d f r o m t h e

M M P- X l f r a g m e n t i s i n di c a t e d a t th e b o tt o m a n d

C O n S e r V e d a mi n o a cid s w ith o th e r M M P s a r e u n d e rli n e d .

C o n s e r v e d r e gi o n s w e r e s el e c t e d a n d d e g e n e r a t e P C R

P ri m e r s (i n d i c a te d b y h oliz o n t al a r r o w s) w e r e d e sig n e d .

F o u r w e r e t h e 5
'

T P ri m e r s (5 P-1 t o 5 P-4) c o r r e s p o n d i n g t o

th e s e q u e n c e s s u r r o u n di n g th e c o n s e r v e d P R C G V P D , a n d

th r e e w e r e th e 3
'

-

p ri m e r s ( 3 P-1 t o 3 P-3) c o r r e s p o n d i n g t o

th e c at a lyti c e n z y m e p o rti o n s . A b b r e v i ati o n s : R = A o r

G ; Y = C o r T ; W = A o r T ; S = C o r G ; M = A o r C ;

B = C o r G o r T ; D = A o r G o r T ; H = A o r C o r T ;

V = A o r C o r G ; N = A o r C o r G o r T .

m a t ri x m e t all o p r ot ei n a s e ; M O P S
,

3 - N - M o r p h oli n o
-

P M S F
, p h e n yl m e t h yl e s ulf o n yl flu o rid e ; R T - P C R

,

妻書書

r e v e r s e t r a n s c ri b e d - P C R ; T P A
,

12 - 0 -

t e t r a d e c a n o y lp h o rb o ト13 - a C e t a t e ; T E , T ris E D T A ; T I M P -1
,

tis s u e

i n hibit o r of m et al l o p r o t e i n a s e
-

t y p e l



4

し
,
2 60 n m の 吸光度を 測定 して 2 0〃M に 調製 した もの を 使用 し

た .

Ⅲ .
R T - P C R 産物の 検討

1 .
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ

R T -P C R 産物 20 FLl を 1 0 % P A G E に よ り分離 し,
M M P 遺

伝子 か ら増幅 され る こ と が予想 され る長さ の C D N A を ゲ ル よ

り抽出 した . こ の C D N A を制限酵素 E c o R I (制限酵素額 はす べ

て 宝酒造 , 京 都を 用 い た) ,
B a m HI で処 理 し

, 同 じく E c o RI ,

B a m H I で 切断 さ れ た プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー ブ ル ー

ス ク リ プ ト(東

洋紡 一 大阪) に 挿入 した .

2 . プ ラ ス ミ ドの 少量調製

Ⅲ -l . で 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌

H Bl Ol 株 を 2 倍濃度 Y T 培地[ ト リ プ ト ン 16 g ,
イ

ー

ス ト エ キ

ス ヤ テ ク ト 1 0 g ,
塩化 ナ ト リ ウ ム ( N a C l) 5 g ,

ア ン ピ シ リ ン

50 m g/1 , p H 7 .6] 3 m l に て 37 ℃
1
1 2 時間培養 した ･ 培養終了 私

達 心 に て 集 菌 し , 沈 殿 を [50 m M T ris- H C l
,
1 0 m M E D T A ,

1 0 0 p g/ m l R N a s e
, P H 8 ･0] 0 ･3 m l で 懸濁 した ･ 懸濁液 に ア ル カ リ

溶液 [20 0 m M 水酸化ナ トリ ウ ム (N a O H ) ,
1 % S D S ] 0 ･3 m l を 加

えて室温で 5 分間放置 し て 細胞 質を 溶 解 し た ■
こ の 混 合液 に

3M 酢酸 カ リ ウ ム
, p H 5 .5

,
を 0 ･3 m l 加え て10 分氷冷 して 液を 中

性化 し, 遠 心 し て 沈 殿 を 除去 した 軋 上 清を QI A G E N - tip 2 0

(QI A G E N
,
C h a ts w o r th ,

U S A ) カ ラ ム に 重層 した ･ プ ラ ス ミ ド

が 吸 着 した カ ラ ム を 1 M N a C l
,
5 0 m M 3- N

- モ ル ホ リ ノ ー プ ロ バ ン

ス ル ホ ン 酸 (3
q N - M o r p h oli n o

-

p r O p a n e S ulf o n i c a cid , M O P S) ,

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 ris- H C l
,
1 5 % エ タ ノ ー ル

, P H 8 .5 に て プ ラ ス ミ ドな溶 出 した ･

プ ラ ス ミ ド溶 出液 に 等量の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え て 良く 混和

し, 1 5 .
0 0 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 ris E D T A (T E ) (1 0 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 濃度 に 溶解 した ･

3 . D N A シ ー ケ ン ス

上 記 の ご とく 調製 した プ ラ ス ミ ド D N A を ア ル カ リ変性 し
,

[
35
S] d A T P ( A m e r s h a m , B u c ki n g h a m s hir e

･
U K ) と シ ー ケ ナ ー

ゼ ･ J( - ジ ョ ン2 . 0 キ ッ ト ( U S B
,
C l e v e la n d , U S A ) を用 い て ジ

デ オ キ シ 法 で塩 基配列 を決定 した .

Ⅳ . M M P - Ⅹ1 遺伝子の ク ロ ー ニ ンゲ

1 . プ ロ ー ブの 作製

P C R 法で 増幅さ れた M M P-X l 遺伝 子断片 25 n g を マ ル チ プ

ラ イ ム ･ ラ ベ リ ン グ ･ キ ッ ト (A m e r s h a m ) に て [ α-
32

p ] d C T P

( A m e r s h a m ) を 用 い て標識 し
,
2 ･0-5 ･O C P M / p g の 比活性 を持 つ

プ ロ
ー

ブを得 た .

2 .

一 次 ス ク リ
ー

ニ ン グ

ヒ ト胎盤 入g tl l c D N A ラ イ ブ ラ リ ー (C l o n t e c h
,
P al o A lt o ,

U S A) を 4 ×1 0
4

プ ラ
ー ク形成単位/15 c m プ レ

ー トの 濃 度に S M

(1 0 0 m M N a C l ,
1 0 m M 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム

,
5 0 m M T ris ･ H C l

･

0 .01 % ゼ ラチ ン
, p H 7 .5) に て 希釈 した . 希釈フ ァ

ー

ジ 溶菌液を

37 ℃ で12 時 間培養 した大腸菌 Y lO 9 0 株に 37 ℃ で1 5 分間感染

させ
,
0 .7 % ア ガ ロ ー ス

ー

2 倍渡度 Y T 培地と混和 L ,
1 5 c m プ

レ ー

トに予め 播 い て お い た L B 培地上 に 播 い て 37 ℃ で12 時間

培 養 し た . フ ァ
ー

ジ D N A を ハ イ ポ ン ド N メ ソ ブ ラ ン

(A m e r s h a m ) に 転写 し , 転写後 の メ ソ ブラ ン を室温 に て変性 溶

液 (1 .5 M N a C l
,
0 .5 M N a b H) で 1 分間処理 し, 続い て 室温に て

中和溶液 (1 .5 M N a C l
,
0 .5 M T ri - H C l , p H 7 ･5) で15 分 間処理 し

た . 処 理 後 の メ ソ ブ ラ ン を ラ ビ ッ ド ハ イ プ リ バ ッ フ 7

野

(A m e r s h a m ) に て 3 時 間プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン した ･ プ

レ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ソ 後 ,
Ⅳ-1 の プ ロ

ー

ブ を加 え ,
6 5 ℃ で

12 時間反応 させ た . 反応の 終了 した メ ン ブ ラ ン を まず 2 倍濃度

SS CTO .1 % S D S に て 室温 で 洗 浄 し
,

0 .2 倍 濃 度 S S C -0 ･1 %

S D S に て 55 ℃ で30 分間の 洗浄を 2 回 行 っ た . 洗浄後の メ ソ ブ

ラ ン は
- 8 0 ℃ で12 時 間の オ

ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ
ィ

ー を 行 っ た ▼

3 .
二 次 ス ク リ

ー ニ ン グ

ー 次 ス ク リ ー ニ ン グの 結果か ら , 陽性プ ラ
ー ク を 1 0 -1 0 0 プ

ラ ー ク形成単位/1 0 c m プ レ ー ト の 濃度 に S M に て希釈 し
,

一

次

ス ク リ ー ニ ン グ と 同様 な方法 で ス ク リ
ー ニ ン グを 行 っ た .

4 .
フ ァ

ー ジ D N A の 大量調製

二 次 ス ク リ ー ニ ン グの 結 果か ら , 陽性 プ ラ ー ク の フ ァ
ー ジ

D N A の 大量 調製 を行 っ た . す なわ ち , 陽性 プ ラ
ー ク の フ ァ

ー

ジを Ⅳ-2 で行 っ た よ う に L B 培地上 に 播き 37 ℃ で1 2 時間培養

した . 培 養乳 S M で フ ァ
ー ジ を溶 出して 高濃度の フ ァ

ー ジ溶

菌液を 得た .
こ の フ ァ

ー ジ 溶菌 液 に 37 ℃ で1 2 時間 培養 した

Y lO 9 0 株を感染 させ
,
2 5 0 m l の 2 倍濃度 Y T 培地 に て12 時間振

返培養 した . 培養液を 10 ,0 0 0 r p m
,
1 0 分速心 して 沈殿物 を除去

し ,
ニ の 上 清 を 1 0 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ

ー ル ー6 ,0 0 0 ,
1 M

N a C l と な る よ う調 製 し , 1 時 間氷冷 した . 水 冷 後 ,
1 0

,
0 0 0

r p m
,
3 0 分速 心 して 上清を 捨て

, 沈殿物を S M で 溶解 して 濃度

勾配塩化 セ シ ウ ム 溶液に 重層 し
,

ペ ッ ク マ ン S W 4 0 T i ロ ー タ ~

に て 2 0 ℃ ,
35

,
0 0 0 r p m

,
4 時 間遠心 し た . 遠 心 後,

フ
ァ

ー

ジ

D N A 分画を 慎重に 回 収 し
,

ペ
ッ ク マ ン S W 5 0i ロ p タ

一

に て

2 0 ℃, 3 5 ,
0 0 0 r p m

,
2 時 間遠心 した . 沈殿を S M に て 溶 解後 ,

フ ェ ノ ー ル 抽 出 ,
エ タ ノ ー ル 沈殿 を 行 い フ ァ

ー

ジ D N A を

T E で溶解 L た .

5 . フ ァ
ー ジ D N A の 解析

上 記で 得 られ た フ ァ
ー ジ D N A を ク ロ

ー ニ ン グ 部位 で ある

E c ｡ RI で 切断す る と 3 A k 塩 基対 (b a s e p air
,
b p) の c D N A が 得

られ た .
こ の D N A 断片を プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ブ ル ー

ス ク リ プ

ト へ 挿入 し シ ー ケ ン ス 反応を 行 っ た ･

Ⅴ . 膜型 M M P ( m e m b r a n e t y p e
- M M P , M T - M M P ) 遺伝子

発現 の 解析

1 . ノ 【 ザ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ法

1 6､

一 検体 に つ き 10 鵬 の R N A を 用 い
,

こ れ を 50 % ホ ル ム ア ミ

ド ( ナ カ ラ イ テ ス ク
, 京 都) , 1 7 ･5 % の ホ ル マ リ ン を 含む 2 %

M O P S . p H 7 .5 に 溶解 し 65 ℃ で10 分間反 応させ た 後 ,
1 ･0 % ア

ガ ロ
ー

ス ゲ ル で 2 % M O P S 中に て 電気泳動を 行 っ た ･ 泳動終 了

後 の ゲル を ハ イ ポ ン ドN メ ン ブ ラ ン (A m e r s h a m ) に 転写し た ･

転写後 の メ ン ブ ラ ン は U V ス ト ラ タ
ー

リ ン カ ー

1 8 0 0 ( フ ナ コ

シ
, 東京) を 用 い て 波長 2 54 n m の 紫外線1 20 0 マ イ ク ロ ジ ュ

~

ル

を 照射 し
,

R N A を メ ン ブ ラ ン に 固定 した t こ の メ ン ブ ラ ン と

ヒ ト組織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト メ ン ブ ラ ン (Cl o n t e c h) を 50 % ホ ル

ム ア ミ ド
,

4 倍濃度 S S C
,

5 倍 濃度デ ン ハ ル ト液[0 ･2 % ポ リ ビ

ニ ー

ル ピ ロ リ ド ン
,
0 .2 % 牛血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m

alb u m i n
,
B S A ) , 0 .2 % フ ィ

コ ー ル] , 0 .1 % S D S
,
2 0 p g/ m l 変性 サ

ヶ精 子 D N A ( ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 山之内 , 東京) か ら な

る プ レ
ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ

ン 液 10 m l と 42 ℃ で 6 時間反 応

させ た . 反 応後 こ の 液 を捨 て
,
E c o RI で 切 り出 され る 3 A k b p の

M T- M M P c D N A を 上記 の 方法 で標識 した プ ロ
ー

ブを 1 m l の

プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液に 加え た もの と メ ソ ブ ラ ン を16

時 間反 応 さ せ た . 反 応 終 了 後 ,
フ ィ

ル タ
ー

を 2 倍 濃 度

s s c-0 .1 % S D S にて 室温で 洗浄 し
,

･ 0 . 2 倍濃 度 S S C -0 ･1 % S D S



M T- M M P の 遺伝子 単離と機能解析

に て 55 ℃ で30 分間 の 洗浄を 2 回行 い
, 1 2 時間の オ

ー

ト ラ ジ オ

グ ラ フ ィ
ー

を行 っ た .

Ⅵ . M T - M M P 遺 伝子 産物の 同定

1 . 遺伝 子導 入

E c o RI で 切 り出 され る 3 .4 k b p の M T - M M P c D N A を発現 プ

ラ ス ミ ド pS G- 5(東洋紡) に 組み 込み ,
プ ラ ス ミ ドの 少 量調製と

同 じ方法で 2 倍濃度 Y T を 250 m l で , Q I A G E N -ti p5 0 0 を使い

プ ラ ス ミ ドの 大量調製 を行 っ た . プ ラ ス ミ ドの 沈殿ほ T E に て

1 m g/ m I の 濃度 に 溶解 した .

遺 伝子 産 物 の 解 析 に 用 い る細 胞 は 35 m m プ ラ ス チ ィ ッ ク

デ ィ 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 間培養後, C h e n らの リ ン 酸 カ ル

シ ウ ム 法 変 法
-7)

に て 遺 伝 子 導 入 を 行 っ た . す な わ ち ,

M T - M M P , Ⅰ 型 メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ 紅 織 阻 害 因子 (tis s u e

i n hib it o r of m e t all o pr o t ei n a s e ty p e
-1

,
T I M P -1) 発現プ ラ ス ミ ド

D N A お よ び 対照 と し て p S G -5 プ ラ ス ミ ド D N A 計 2 FLg を

0 .2 5 M 塩化 カ ル シ ウ ム (C a C 1 2) 6 0 /ム に 混和 し
,
そ の 混合液に 2

倍濃度 N
,
N ゼ スー(2～ヒ ド ロ キ シ ュ チ ル)-2一ア ミ ノ ー エ タ ン ス ル ホ

ン 酸 [ N
,

N-b is -(2- h y d r o x y e th yl) - 2 -

a m i n o
-

e th a n e s ulf o n ic a cid
,

B E S】緩衝液 (B E S-b uff e r ed s ali n e , B B S) (2 8 0 m M N a C l
,
5 0 m M

B E S
,
2 .8 m M リ ン 酸水素ニ ナ トリ ウ ム

, P H 7 .9) 6 2 ,5 pl を加 え
,

室温 で15 分間静置 した後 , 上 記培 養細胞 に 加え C O 2 濃度3 % の

条 件下 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 2 回 洗浄 し
,
5 % F C S 加

D M E M 2 m l で 3 7 ℃
,
2 4 時間培養 した .

2 . 免疫沈降法

M T-M M P , T I M P-1 発 現 プ ラ ス ミ ド お よ び 対 照 と し て

P S G-5 プ ラ ス ミ ドを遺伝子導入 した C O S-1 細胞を ハ ン ク ス 液

で 2 回洗浄 し
,

メ チ オ ニ ン 無 D M E M に[
35
S ] 標識メ チ オ ニ ン を

加え た培 養液 で 3 時間培養 してそ の 産生物を 標識 した . 細胞を

P B S に て 洗浄後, 細胞溶解 液 [50 m M T ri s- H C l
, p H 7 .4

,
5 m M

E D T A . 5 0 m M N a C l, 2 .25 m M D T T , 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 id e t P- 4 0 , N PL 4 0) , 5 p g/ m l フ ッ 化

フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル ( p h e n yl m e th yl s ulf o n yl fl u o rid e
,

P M S F )] に て 溶解 し
,
1 0

,
00 0 r p m

,
1 0 分遠心 に よ り不溶物を 除去

した . 培養上清も遠心 に よ り沈殿物 を除去 した . 遠心 に て 精製

した 細胞 溶解質 お よ び培養上 清を 抗 M T- M M P 抗体 (11 3T5 B 7 ,

1 1 4-1 F 2 , 1 1 8T3 B l )
, 抗 TI M Prl 抗 体 (α-T I M P-1 ) (富 士 薬 品工

業 , 高岡) ある い ほ コ ン ト ロ ー

ル の 抗体 を用 い 4 ℃ で16 時間免

疫沈降 させ た . 免疫複合 体を プ ロ テ イ ン A セ フ ァ
ロ ー

ス 粒 子

(P h a r m a ci a
,
U p p s al a

,
S w e d e n) に 吸 着させ

, 洗浄 した 後 ∴試料

溶解液[5 0 m M T ri s- H C l
, p H 6 .5

,
1 0 % グ リ セ ロ ー ル

,
2 % S D S

,

2 % 2- メ ル カ プ ト ニ ク ノ
ー

ル
,
0 .1 % プ ロ ･モ フ ェ ノ

ー ル ブ ル ー

( b r o m o p h e n oI bl u e , B P B)] で 溶出 して 1 0 % S D S†P A G E を行 っ

た . 泳動後,
ゲ ル を乾燥 して1 2 時間オ

ー

ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー

を

行 い
, 細胞産 生物 を検討 した .

3 . 免疫染色

M T- M M P 発現 プ ラ ス ミ ドお よ び 対照 と し て p S G-5 プ ラ ス

ミ ドを チ ャ
ン バ ー ス ライ ド ( N u n c

,
N a p e r vi 11 e , U S A ) 上 で 培養

した C O S-1 細 胞 に 遺伝 子導入 し た . 遺伝 子導 入 後 の 細胞 を

P B S -3 % B S A にて 3 回 洗浄 し, 抗 M T - M M P 抗体 (11 3 -5 B 7)

を 5 p g/ m l 含む P B S - 3 % B S A に て 37 ℃ , 4 0 分間培養 した . 培

養後 , 細胞を P B S -3 % B S A で 3 回 洗浄 して ア セ ト ン に て 固定

し
,

1
,
5 0 0 倍 希 釈 の フ ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シ ア ネ

ー

ト

5

(fl u o r e s c e in i s o th io c y a n a t e
,
F I T C ) 標識抗 マ ウ ス I g G (C a p p el

,

W e s t C h e s te r
,
U S A ) で 37 ℃

,
3 0 分間反応 させ て M T-M M P の

発現を観察 した .

Ⅶ . M T - M M P のゼ ラチ ナ
ー

ゼ へ の影響

1 .
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ

ー

材料を試料溶解液(50 m M T ri s
- H C l

, p H 6 .5
,
1 0 % グ リ セ ロ -

ル
,
2 % S D S

,
0 .1 % B P B ) と混和 して 0 .1 % ゼ ラ チ ン を含むゲ ル

で S D S - P A G E を行 っ た . 泳動終了後
,

ゲル を 2 .5 % † ライ ト

ン ー X に て30 分間室温で 2 回洗 浄 し
, 反 応液 (50 m M T ris - H Cl ,

p H 7 ･5
, 1 5 0 m M N a C l , 1 0 m M C a C 12 ,

0 .0 2 % 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 % エ タ ノ ー ル

,

1 0 % 酢酸 ,
0 .3 % コ ー マ ス ブリ リ ア ソ ト ブ ル

ー

G - 2 50 (S ig m a
,

S t . L o u is
,
U S A )] にて 室温 で 5 時間染色 し,

3 0 % エ タ ノ ー ル
,

1 0 % 酢酸に て 脱色 して ゼ ラ チ ン 分解能を観察 した .

Ⅷ . M T - M M P 遺伝子導 入細胞の 膜分画 の解析

1 . 細胞膜分画の 調製

M T - M M P 発現プ ラ ス ミ ドお よ び対照と して p S G - 5 プ ラ ス

ミ ドを 遺伝 子導入 した C O S-1 細胞 を P B S に て 2 回洗浄 し混和

液(25 m M T ris - H C l , P H 7 .4 , 5 0 m M N a Cl
,
8 .5 % シ ョ 糖) に て 回

収 し
,

ホ モ ジ ナ イザ 一

に て細胞を 破壊 した . 細胞溶解液を ペ
ッ

ク マ ン S W 50 i ロ ー タ ー に て 4 ℃ ,
4 0

,
0 0 0 r p m

,
2 時間遠心 した

後 , 沈殿を混和液に て 混和した . こ の 混和液を濃度勾配 シ ョ 糖

溶液 に 重層 し て ペ ッ ク マ ン S W 4 0 T i ロ ー タ ー に て 4 ℃
,

4 0
,
0 0 0 r p m

,
1 2 時間遠心 した . 細胞膜分画を採取 し

,
ペ

ッ ク マ ン

S W 5 0i ロ ー タ q に て 4 ℃ ,
4 0

,
0 0 0 r p m , 2 時間遠心 後 , 沈殿を

2 5 m M H E P E S/ K O H
,
0 .1 m M C a C l2 に て溶解 した .

2 . ウ ェ ス タ ン プ ロ
ッ ト法

Ⅷ-1 . で 得た細胞膜分画 20 〟g を Ⅵ-2 の 試料溶解液 で 溶解

し , S D S- P A G E を 行 っ た . 泳 動後の ゲ ル を ハ イ ポ ソ ト E C L

フ ィ ル タ ー ( A m e r s h a m ) に 転 写 し ,
T B S (2 0 m M T ri s- H C l

,

p H 7 .6
,
1 3 7 m M N a C l) 加 3 % B S A に て室温 で l 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 5p 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 P B S -3 % ス キ ム ミル ク (G if c o
, D et r oit

, 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 s h p e r o xid a s e
,

H R P ) 結合抗 マ ウ ス I g G ( C a p p el) 5 p g/ m l を 含む P B Sr3 % 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 ェ ス タ■ン ブ ロ ッ

テ ィ ン グ検知液(A m e r s h a m ) で 反応させ , 1 分間オ
ー

ト ラ ジオ

グ ラ フ ィ
ー

を行 っ た .

成 績

f . M T - M M P 遺伝子の単離

1 . プ ライ マ ー の 設計

M M P 間 で ア ミ ノ 酸配列の 保存性 が高い プ ロ ペ プチ ド
,

キ ャ

タ リテ ィ ッ ク エ ソ ザ イ ム ドメ イ ン に 着 目 し
, そ の 中で 最も保存

性 の 高い 7 部位を選択 した . こ の 7 部位に 対応す る混合プ ラ イ

マ ー を 図1 の よ うに 設計 し
,
D N A 合成磯 に て 合成 した .

2 .
M M P 遺伝子の 増幅

ヒ ト 生検材料(胎盤 ,
口腔悪性黒色腰 , 肺腺痛) と ヒ ト紳胸株

[ H T l O 8 0 細胞,
1 2 - 0 - テ ト ラデ カ ノ イ ル ホ ル ポ ー ル ー1 3- ア セ タ ー

ト (1 2 q O -t e tr a d e c a n o ylp h o r b ol -1 3 -

a C e t at e , T P A ) 2 4 時 間処 理

U 93 7 細胞] よ り抽出 した R N A か ら作製 した c D N A を 鋳型と

して 7 通 りの プ ラ イ マ ー の 組み 合わ せ (5P -1/ 3 P-2 ,
5 P -2/ 3 P -1

,
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5 P - 2/ 3 P - 2
,
5 P -3/ 3 P -1 , 5 P - 3/ 3 P-2 ,

5 P-3/ 3 P - 3 ,
5 P - 4/ 3 P - 2) で

p c R を 行 い
,

M M P 遺 伝 子 を 増 幅 した ･
P C R 産 物 を10 %

p A G E する こ と に よ り ,
M M P 遺伝子断片と して 増 幅さ れ る こ

と が 予想 され る 長 さ (5P -1 / 3 P-2 ,
4 00 b p ; 5 P-2/ 3 P- 1 ･

2 5 0 b p ;

5 P -2/ 3 P - 2
,
3 3 0 b p ; 5 P - 3/ 3 P -1 , 1 8 0 b p ; 5 P -3/ 3 P -2

･
2 6 0 b p ;

5 P - 3/ 3 P-3 , 3 4 0 b p ; 5 P- 4/ 3 P -2 , 1 4 0 b p) の D N A 断片を ゲ ル よ り

抽 出した .
こ の D N A 断片を プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー へ サ ブ ク ロ

ー

ニ ン グ して そ の 塩 基配 列を決定 して 既知 の M M P 遺 伝 子 と比

軌 検討 した . 表 1 に 示 した よ うに
,

ク ロ ー

ン 化 した168 ク ロ
~

ソ の うち112 ク ロ
ー

ン ほ 既知 の M M P 遺伝 子で あ り ,
ゼ ラ チ

ナ ー ゼ A/ M M P -2
18 )

(4 6 ク ロ
ー

ン ),
M M P -1 (3 8 ク ロ ー ン ),

M M P - 3 (1 7 ク ロ M ソ) , M M P -9 ( 6 ク ロ
ー

ン) ,
ス ト ロ メ ラ イ シ

ソ ー 2/ M M P - 1 0
19 )

( 4 ク ロ
p

ソ) ,
マ トリ ライ シ ソ/M M P - 7

19 '

( l ク

ロ
ー

ン) と計 7 種頼 の M M P 遺伝子 に 由来する も の で あ っ た ･

また ,
51 ク ロ

ー

ン は M M P 遺伝子 と相同性 を示 さな か っ た ･

~

T ab le l . M M P g e n e s a r n p li【i ed b y R T
･ P C R

九 胎盤組織を 用 い て プ ラ イ マ ー 5 P - 2/ 3 P -2 で 増幅 され た 5 ク

ロ ー ン (4 3 0 b p) は
, 既知の M M P 遺伝 子と 40

-

5 0 % の 相同性

を 有 して い た . こ の C D ＼A 断片( M M P - X l 遺伝 子断片) か ら予

想 され る ア ミ ノ 酸配 列に は M M P 間で保 存性 の 高 い ア ミ ノ 酸

が よく保存 され て い た ( 図1 ) . 既知の M M P と の 相同性 は ▲

M M P -1
,
5 0 % ; M M P - 2

,
4 8 % ; M M P-3 ,

52 % ; M M P- 7 ･
4 4 % ;

M M P -9 , 48 % ; ス ト ロ メ ラ イ シ ソー3/ M M P -1 1
20)

,
4 3 % ; マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ ェ ラ ス タ 【 ゼ/ M M P-1 2
21)

,
5 2 % で あ っ た ･ 以上 よ り ′

M M P - X l 遺伝子 断片は 新 しい M M P を コ
ー

ド して い る可 能性

が示 唆 され た .

3 . M M P- Ⅹ1 遺伝子 の 単離

M M P - Ⅹ1 遺伝子 断片 が胎盤阻織 よ り得 られ た こ と か ら
,

ヒ

ト胎盤 cD N A ラ イ ブ ラ リ
ー

を こ の 遺伝 子断片 を プ ロ
ー ブ と し

て ス ク リ
ー ニ ン グ した . そ の 結 果 ,

3 .4 k b p の C D N A ( M M P -

x l 遺伝子) の 単離 に 成功 した ･ こ の C D N A か らは58 2 ア ミ ノ 酸
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F ig . 3 . A li g n m e n t of M M P a m i n o a cid s e q u e n c e s . A ll th e r e p o rt e d h u m a n M M P s a r e lis t e d a n d alig n e d w ith th e d e d u c e d

M M P- X l p r o t ei n . T h e h y d r o p h o bi c s tr e tc h a t th e C -t e r mi n u s of M M P
-

X l p r o t ei n is u n d e rli n e d ･
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か らな る蛋白質が コ ー ド され る オ
ー プ ソ リ ー デ ィ ン グ フ レ

ー ム

が認め られ た( 図2 ) . 予想され る こ の 遺伝 子産物に は M M P に

特徴 的な ア ミ ノ 酸 配 列が 保 存 され て い る だ け で な く I
M M P

フ ァ ミ リ ー に 共通な ド メ イ ン 構造も存在 して い た ･ しか も
∫

そ

Si g n al JP r o
-

P e P
C at al yti c

の カ ル ポ キ シ ル 末端付近に 既知の M M P に は 存在 しな い
,
2 4 の

疎水性ア ミ ノ 酸が 連続 した 細胞膜貫通構造と予 想され る領域を

有 して い た ( 図 3 ) . こ の 遺 伝 子産物 は 分 泌 型 で あ る 既 知 の

M M P に は 存在 しな い 細胞膜貫通構造を 持 つ こ と か ら , 膜 介在
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型の 蛋白で ある こ と が示 唆 され た (図 4) . よ っ て
,

こ の 新 しい

M M P を膜 型 M M P ( m e m b r a n e t y p e - M M P
,
M T - M M P ) と命名

した
22)

.

I M T - M M P 遺伝子発現の解析

実際 に M T - M M P m R N A が と = 組織 ∴細胞株に お い て 発現

して い るか
,

ノ
ー ザ ソ プ ロ

ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に て

検討 した .
M T- M M P m R N A の 発現は

王 検討 した ほ と ん どの 臓

器 で 4 .5 k b p の メ ッ セ ー ジ と して 検出 され
,
胎盤

,
肺

, 腎臓で ほ

特 に 強 い 発現が 認め られた . ま た
,
脳 に おけ る発現は 検討 した

臓器 の 中で最も弱か っ た (図 5 A ) .

細胞株に お い て は
ぃ 扁平上 皮癌 O S C -1 9 細胞 , 胎児肺線維芽

細胞 H E L 細胞で M T
- M M P m R N A が 比較 的強く発現 して い

た (図 5 王= .

Ⅲ .
M T - M M P 遺伝子 産物の 同定

1 .
M T - M M P 遺伝子導入 細胞の 細胞産生物 の 検討

M T- M M P 遺伝子産物を 同定す るた め
,
M T - M M P 遺伝子を

導入 した C O S-1 細胞を 用 い て抗 M T - M M P 抗体(31 9 - 33 3 ア ミ

ノ 酸 残基
,

C D G N F D T V A M L R G E M を 認 識す る 11 3 -5 B 7 抗

体; 1 6 0 -1 7 3 ア ミ ノ 酸残基 ,
R E V P Y A Y I R E G H E K を 認識す る

11 4 -1 F 2 抗体; 49 8 - 5 1 2 ア ミ ノ 酸残 基 ,
P K S A L R D W M G C P S -

G G を 認識す る 118 -3 B l 抗体) で 免疫沈 降実験 を行 っ た .

図 6 A に 示 した ように
,

M T- M M P 遺伝子導入 細胞 の 細胞

解液か ら の み
,

ア ミ ノ 酸配列か ら予想 され た 分子量に 相当す る

63k D a の 蛋白が検 出された .
こ の 63 k D a の 蛋白は認識す る エ

ピ ト
ー

プ の 異な る 3 種類の 単 ク ロ
ー

ン 抗体 に よ っ て 共通に 沈降

す る こ とか ら ,
6 3 k D a の 蛋白ほ M T - M M P 遺伝子 産物で ある と

結論 した . また , 図 6 B に 示 し た よ う に
, 分泌 型蛋白 で あ る

A

Pl a s m i d‥ C o n t r o I
M T - M M P

9

TI M P -1
2 制

が培養上清と細胞溶解液 の 両方か ら検出 された の に

対 し
,

M T - M M P は培養上 清中か らは検 出され なか っ た .

2 . 免疫染色

M T - M M P が細胞表面に 発現 して い る こ と を確証する た め ,

M T - M M P 発現 プ ラ ス ミ ドお よび 対照と して p S G -5 プ ラ ス ミ

ドを 遺伝子 導入 した細胞を末固定 で 抗 M T
-

M M P 抗体 に よ り

蛍光抗体法に て 免疫染色 した .

図 7 に示 した よう に , M T
-

M M P 発現プ ラ ス ミ ドを 遺伝子導

入 した 未固定細胞はそ の 細胞表面が 染色され る の に 対 して
,
対

照群は 染色され なか っ た . こ の こ とか ら M T - M M P が細胞表面

に発現 して い る こ とが確認された .

Ⅳ . M T - M M P の 前駆体 M M P -2 活性化離

1 . M T - M M P 遺伝子導入細胞 に よ る前駆体 M M P -2 活性化

癌細胞の 表面で 活性化 される前駆体 M M P -2 の 活性化 困子が

膜結合型の メ タ ロ ブ ロ テ ナ
ー ゼ で あ る と い う 報告

25 卜 2T)
を も と

に
,
M T - M M P が こ の 前駆体 M M P-2 活性化因子で ある 可能性

を 検討L た .

M T - M M P 遺伝 子 導入 に よ る ゼ ラ チ ナ
ー ゼ ( M M P -2 と

M M P -9) へ の 影響を 検討す るた め
, 前駆 体 M M P -2 と前 駆体

M M P
-9 塵生細胞 である ヒ ト線維肉腫 H T l O 8 0 細胞と マ ウ ス 線

維芽細胞 NI H 3 T 3 細胞に M T - M M P 遺伝子を導入 した .
ゼ ラ チ

ナ ー ゼ の 活性は ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ
ィ

一

に て観察 した
細 聞 )

.

M M P - 2 ほ 他 の M M P と 同様 に 不 活性 型 M M P - 2 ( 前駆 体

M M P-2) と して 細胞上 清中に分泌 され る .
こ の 前駆体 M M P - 2

の 活性化ほそ の 産生細胞で ある H Tl O 8 0 細胞 を コ ソ カ ナ バ リ ン

A ( c o n c a n a v ali n A
,
C o n A ) で処理 す る こ と で起 こ る こ とが知 ら

れて い る
28 ト 30)

. 酵素活性 を ゼ ラチ ン 分解能 に よ り検出す る ゼ ラ

Ån ti b d y :

胤 製

灘
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( 6 3 k D a)

T I M ト1

( 2 8 k D a)
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-i m ･) a s
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H T l O 80 c e u s a n d N I H 3 T 3 c e u s . H T l O 8 0 c ells w e r e

tr a n sf e c t e d w ith M T - M M P pl a s m id ( M T - M M P ),
V e C t O r

pl a s mi d ( c o n tr ol) ,
O r tr e a t e d w ith l O O FL g/ m l C o n A ･

N I H 3 T 3 c ell s w e r e al s o tr a n sf e c t e d wi th M T
-

M M P pl a s mi d

( M T - M M P ) ,
V e C t O r pl a s mi d ( c o n t r ol) ･ A liq u o t s of c o n d iti -

o n e d m e di u m w e r e a n a ly z e d b y g el a ti n z y m o g r a p h y a s

d e s c rib e d i n
"

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

.

チ ソ ザ イ モ■グ ラ フ ィ
ー

を 用い て , 実際に C o n A 処理 H T l O 80 細

胞 に よ る前駆体 M M P -2 の 活性化を 調べ た . そ の 結果 ,
図 8 に

示 し た よ う に H T l O 80 細 胞 を C o n A で 処 理 す る と 前 駆 体

M M P -2 (6 6 k D a) が 活性化中間体 (64 k D a) と 活性 型(62 k D a) の

2 本の バ ン ドに 変換 され た .

一 方 ,
M T - M M P 遺 伝子 を 導 入 し た H T l O 8 0 細 胞 か ら は

M M P -2 活性化 中間体と活性型 に そ れぞれ対 応 す る 64k D a と

6 2 k D a の バ ン ドが検 出さ れた . しか し , 対照 と して p S G -5 プ ラ

ス ミ ドを 遺伝子導入 した 細胞 か ら は 前駆 体 M M P - 2 と前 駆体

M M P - 9 に 相 当す る バ ン ドは 認 め ら れ た が
, 活 性 化 さ れ た

M M P -2 は 検 出 で き な か っ た . ま た
,

NI H 3 T 3 細 胞 に

M T - M M P 遺伝子 を導入 す る と
,
6 6

,
6 4

,
6 2 k D a と 3 本の バ ン

ドが認 め られ る の に対 し
, 対照 と して の p S G

-5 プ ラ ス ミ ド遺

伝子導 入細胞 で は 前駆 体 M M P - 2 に 相 当す る 66 k D a の バ ン ド

の み が 検出さ れ た . 以上 よ り , 両 細胞 に M T - M M P 遺伝子を 導

入 す ると C o n A 処理 と同様 の 前駆体 M M P -2 の 変化 (活性 化)

が誘導 され た .

2 .
M T - M M P 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 膜 分 両 に よ る 前 駆 体

M M ヤ
ー2 活 性化

C o n A 処 理 に よ っ て 起 こ る前駆体 M M P-2 の 活性化作用 ほ 細

胞膜 分 針 こ存在す る と の 報告
2引 ､ 2 7 1

か ら ,
M T - M M P 遺伝子導入

細 胞 の 細 胞膜 分 画 を 調 製 し , 細 胞 膜 分 画 に お け る 前 駆 体

M M P-2 活性化能 の 存在 を検討 した . まず ,
M T- M M P 遺伝 子

を導入 した C O S-1 細胞 の 膜 分酎 こ M T- M M P が存在す る こ と

を ウ ェ ス タ ン プ ロ
ッ ト法を 用 い て 検証 した .

図 9 A iこ 示 し た よ う に
,

M T- M M P 遺 伝 子 を 導 入 し た

C O S-1 細胞 の 険 分画 に ほ 63k D a の M T- M M P が 存在する の に

対 し
, 対照 と して の p S G- 5 プ ラ ス ミ ド遺伝子 導 入 細胞 の 膜 分

画か らは何 も検 出さ れな か っ た .

M T- M M P が 細胞 膜分 酎 こ存在す る こ とか ら
,

こ の 膜分画が

H Tl O 80 細 胞の 培養上 清中の 前駆 体 M M P - 2 を活性化す る可 能

性を 検討 した . ゼ ラ チ ナ ー ゼ 活性ほ ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ ィ
ー

iこて 調 べ た .

囲 9 B に 示 すよ う に
,

M T - M M P 遺伝子を 導入 した細胞 の 険

分画 は ぜ ラ チ ン 分解能を 示 さ なか っ た .
M T- M M P 遺伝 子導 入

細胞 の 険 分画 と H Tl O 8 0 細 胞 の 培 養 上 清 を 反 応 さ せ る と

64k D a と 6 2 k D a の バ ン ドが 認め られ た . こ の バ ン ド は C o n A

処理 H Tl O 8 0 細胞 に よ り前駆 体 M M P - 2 が 活性化 され る際に 検

出 される バ ン ド に 相当す る . H T l O 8 0 細胞 の 培 養上 清単独 で

も
,
ある い は 対照と して の p S G - 5 プ ラ ス ミ ド遺 伝子 導入 細 胞

の 膜分画と 培童上 清を 反 応 させ て も こ の バ ン ドは 検 出 さ れ な

か っ た . ま た
, 両袖胸膜分画は 前駆体 M M P -9 に 影響 を及 ぼさ

なか っ た . 以上 の 結果か ら
,
M T - M M P ■と 前駆 体 M M P -2 活性

化国子 が 細胞膜分画 に
一 致 して共存す る こ とが 示 され た ･
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a n d a n aly z e d b y w e s t e r n b l otti n g a s d e s c rib e d i n
"

M a t e ri als 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 of pl a s m a m e m b r a n e p r e p a r atio n s . P l a s m a m e m b r a n e f r a c ti o n s of C O S-1 c ells tr a n sf e c t e d wi th M T- M M P

( M T- M M P ) o r v e c t o r ( c o n tr ol) pla s m id w e r e i n c u b a t e d w ith ( + ) o r w ith o u t (
-

) c o n diti o n e d m e di u m f r o m H T l O8 0 c ells . A f t e r

i n c u b a ti o n
,
t h e s e s a m ple s w e r e a n aly z e d b y g el a ti n z y m o g r a p h y .

考 察

未知の M M P 遺伝 子 を単離す るた め に
,
R T- P C R 法に よ っ て

様 々 な 組織 で 発現 して い る M M P 遺伝子 の 増幅を 行 っ た . 解析

した1 68 ク ロ ー

ン の う ち11 2 ク ロ ー

ン は 既知 の M M P 遺 伝子 で

あ っ た . 単 離 さ れ た M M P 遺 伝 子 ほ M M P - 1 が 3 1 %
,

M M P- 2 が 3 7 % , M M P-3 が 14 % で あり , 大部分が こ の 3 種の

M M P 遺伝子 で 占め られ て い た . こ の 結果ほ多く の 腫瘍や艇織

に お い て こ の 3 種 の M M P 遺伝子 が最も 多 く発 現 し て い る と

い う報告と
一 致す る

3 1-
. しか し

,
こ の 方法で は 胎盤 組織 に お い

て 大量に 発現 して い る M M P-1 1 遺伝子
20)

は 検出され なか っ た .

また
, 好中球 コ ラ ゲ ナ ー ゼ/ M M P- 8 遺伝子

32､

も こ の 方法 で 検出

で きな か っ た .

胎 盤組織 か ら得 られ た 5 ク ロ ー ン は M M P 遺 伝子 と 相同性

を持 つ 新 しい M M P 遺伝 子 の c D N A 断片 と 思 わ れ た . こ の

C D N A 断片を プ ロ ー ブと して ヒ ト胎盤 c D N A ラ イ ブ ラ リ
ー

を

ス ク リ ー ニ ン グ した 結果 ,
3 .4 k b p の c D N A の 単離 に 成 功 し

た . こ の c D N A に コ ー ドされ る蛋 白質に は M M P の 間で特徴

的な ア ミ ノ 酸配列や 共通な ド メ イ ン 構造 が存在 して い た .
こ の

蛋白質の 特徴 と して 3 つ の 挿入配列 を 有 して い る こ と が挙げ ら

れ る . 1 つ ほ プ ロ ペ プチ ド ドメ イ ン に M M P-1 1 と同様 な1 0 ア

ミ ノ酸 の 挿入 配列が , キ ャ ク リ テ ィ ッ ク エ ソ ザ イ ム ドメ イ ン に

も 8 ア ミ ノ 酸の 挿入 配列が存在 して い た . 最も興味あるも の が

カ ル ポキ シ ル 末端付近の 約60 ア ミ ノ 酸か らな る挿入 配列 で ,
こ

の 挿入配列ほ細胞膜を 貫通す るの に 十分 な24 の 疎水性 ア ミ ノ 酸

が 連続 した 細胞膜貫通構造と 予 想され る領域を 有 して い た . 分

泌 型の 既知の M M P に は 存在 し ない 細胞膜貫 通構造 を こ の 蛋

白質が有 して い る こ と か ら ,
こ の 新 しい M M P を M T - M M P と

命名 した
.

M T - M M P m R N A は ヒ ト組織 に お い て 4 .5 k b p の バ ン ドと し

て 広範に 発現が認め られ , 特に 胎盤 , 肺 , 腎臓で 強い 発現が 認

め られた . 種々 の 細胞株 に お い て もそ の 発現が 認め られ た が
,

由来臓器 や 細胞型等に 特徴的な 事項 は認め られ な か っ た 巨 魁織

浸潤の 活発な胎盤組織で特に 高く M T - M M P m R N A が発現 し

て い る こ と か ら ,
M T- M M P は 組織浸潤 に 重要な 役割 を担 っ て

い る と思わ れた .

M T - M M P 遺伝子産物 は遺伝子導 入細胞 で 63k D a の 蛋 白と

して検出 された が
, 膜蛋白 で あ ると の 予想通 りに 培養上 清中か

らは検出 されなか っ た . また
,

M T - M M P 遺伝子導入細胞を 未

固定 で 免疫染色す る こ と に よ り
,
M T - M M P が 細胞表面で 発現

して い る こ と が確認 され た .

癌細胞の 浸潤 ･ 転移に 対す る物理 的障害 で ある基底膜 の 主 成

分 で あ る Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン を 基 質 と す る Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ

( M M P -2 と M M P -g) は
, 癌細胞の 浸潤 ･ 転移 に最も関係深 い 細



1 2 滝

飽 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 酵 素 と 考 え ら れ て い る
l-31-

. 中で も

M M P - 2 の 過剰発現 は 乳癌, 大腸癌 , 胃癌な ど多く の 悪 性腫 瘍

組織 で報告 され て きた
掛 澗 -

. そ の 発現 ほ 浸潤 した 癌覿織 に 近 接

した 問質線維芽細胞 に局在
3}11) 3 1}

して お り , 試験管内実放 で ほ 癌

細胞 の 浸潤偽足 の 細胞険表面 に M M P-2 が結合 して い る との 報

告
即 9)

も ある . また
, 高浸潤性 の 肺癌 お よ び乳癌観織で は 活性型

M M P -9 よ りも活性 型 M M P - 2 が 高頻度に 見られ る こ と な どか

ら ∴ 活性型 M M P - 2 の 増大は 癌細胞の 浸潤 ･ 転移能獲得 と相関

す ると 報告 されて い る
細 川 -

. プ ラ ス ミ ン
,

トリ プ シ ン
,

カ テ プ シ

ソ G 等 の セ リ ン プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ ほ 前駆 体 M M P -1

, 前 駆 体

M M P - 3
, 前駆体 M M P

-

9 を活性化す るが 前駆 体 M M P -2 を活性

化 で きな い こ とか ら
,
前駆体 M M P -2 は異な っ た活性 化機構 を

持 つ と想定 さ れて い た
12)

. また , 前駆 体 M M P -2 の 活性化は 癌

細胞 表面 で 起 こ る こ と が 報 告 さ れ て い る
2‡'2 8-

.
こ の 前 駆 体

M M P - 2 活性化 因子 は未知 の 膜結合型 メ タ ロ プ ロ テ ナ
ー ゼ で あ

る と 予想 さ れ て い た
25 卜 27 )

. M T- M M P は 細 胞 膜 に 存 在 す る

M M P で あ るか ら ,
M T - M M P が こ の 前駆体 M M P - 2 活性 化田

子 で ある可能性が 考 えられた . H T l O 8 0 細胞を C o n A で 処理 す

る と
, 前駆 体 M M P - 2 が 活性化中間体と活性型 へ と活性 化され

る こ と が知 られ て い る . H T l O8 0 細胞 に M T-M M P を発現 さ せ

る と C o n A 処理 と 同様 な前駆体 M M P - 2 の 変 化が誘毒され た .

M T - M M P 発現に よ る前駆体 M M P -2 の 活性化ほ H Tl O 8 0 細胞

で の み起 こ る現象 で は なく t
N I H 3 T 3 細胞に お い て も認め られ

た . ま た ,
M T - M M P は細胞膜 分画に 存在 して お り

,
こ の 細胞

膜分 画で も 前駆 体 M M P - 2 の 活 性化 が 誘導 さ れ る こ と か ら

M T - M M P が 新 しい 蛋白合成を 介 さずに 直接前駆体 M M P -2 を

活性化する反 応に 関与 して い ると 考え られ る .
こ の 結果 は

▲
こ

れまで
, 未同定 の 前駆体 M M P -2 活性化因子が 細胞表面 で発現

する膜結合型 メ タ ロ プ ロ テ ナ ー ゼ と考え られ て い た こ と と 一

致

する .
こ の こ と か ら , 筆者が 単離 に 成 功 した M T - M M P は そ の

存在 が 予測 ほ さ れて い た が
, 未 同定 の ま ま で あ っ た 前 駆 体

M M P-2 括性化因子で あ ると 結論 した .

前駆体 M M P-2 活性化国子で あ る M T - M M P の 単離 に 成功 し

た こ と に よ り , 周囲 の 問質細 胞 が 主 と し て 塵 生 す る 前 駆 体

M M P - 2
3)1 1)3 1一

を癌細胞 が 浸潤先端部 の 膜上
25 ト 27 )

で M T - M M P に

ょ り活性化 し
, 効果的 に E C M を 分解 しで 浸潤 す る機牒㌍ を 具

体的に 捉 え るた め の 研究が 可 能と な っ た と考 え られ る .

結 論

R T-P C R 法を 用 い た 新 L い M M P 遺伝子単離法 を 開 発 L て

以下の よ うな結果を 得た .

l . 胎盤鼠 織か ら新 しい M M P 遺伝子を コ ー

ドす る 3 ･4 k b p

の C D N A ( M M P-Ⅹ1 遺伝子) を得 た .

2 . M M P - X l 遺 伝子産物 は M M P フ ァ ミ リ ー に 共通 な ドメ

イ ン 構造を 有 しなが ら も
,

そ の カ ル ポ キ シ ル 末端付近 に24 の 疎

水性 ア ミ ノ 酸が 連続 した細胞膜貫通構造 と予想 され る領域 を有

して い た , よ っ て ,
こ の 新 しい M M P を膜塾 M M P ( m e m b r a

-

n e t y p e
- M M P

,
M T - M M P) と命名 した .

3 . M T - M M P 遺伝 子 発現 は 4 ,5 k b p の メ ッ セ ー

ジ と し て と

= 阻織 に お い て ほ 特に 胎盤, 次い で肺 , 腎臓で 強く 発現 して い

た .

4 .
M T - M M P 遺 伝子産物ほ細胞膜表面 に 63k D a の 蛋白 と し

て 検出 された .

5 . M T , M M P が発現 する こ とに よ り , 前駆体 M M P-2 の 括

野

性化が 認め られ た .

6 . M T - M M P の 前駆体 M M P-2 活性化能は 細胞膜に 共在す

る こ と が 明か とな っ た .

以上 の 結果か ら
,

M T - M M P ほ末 同定 の ま まで あ っ た 前駆体

M M P-2 活性 化因子で ある と結論 され た .
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- b o u n d m e t a1l o e n d o p r o t e a s e of r a t C 6 gli o b l a s t o m a

C e11s ･ C a n c e r R e s
り
5 4

,
4 0 1 7- 4 0 2 5 (1 9 94) .

1 5) S a ik i
,
R . K .

,
G elf a n d

,
D . H . & S t o ff el , S . : P ri m ed -

d ir e c t e d e n z y m a ti c a m plif ic a ti o n of D N A wi th a th e r m o s t a bl e

D N A p ol y m e r a s e . S ci e n c e
,
2 3 9

,
4 8 7- 49 1 (1 9 8 8) .

16) S a t o , H . , K i d a
,

Y .
,
E n d o

,
Y .

,
M a i

,
M .

,
S a s a ki

, T .

& S eik i
,

M ･ : E x p r e s si o n of g e n e s e n c o d i n g ty p e Ⅳ

C O11 a g e n- d e g r a d i n g m et a1l o p r o te in a s e s a n d tis s u e i n h ibit o r of

m e t all o p r o t ei n a s e s i n v a ri o u s h u m a n t u m o r c ells ･ O n c o g e n e
,

7
,
7 7- 83 (1 9 9 2) .

17) C h e n
,
C ･ & ･ O k a y a m a

,
H . : H ig h

-

effi ci e n c y tr a n sf o r m -

a ti o n of m a m m ali a n c e11s b y pla s m id D N A . M ol . C ell . Bi ol
リ

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

1 8) C o11i e r
,
Ⅰ. E .

,
W ilh e lm

,
S . M .

, E i s e n
,

A . Z .
,
M a r m e r

,

B ･ L ･
,
G r a n t

,
G . A .

,
S e lt z e r

,
J . L .

,
K r o n b e r g e r

,
A .

,
H e

,

C ･ ･ B a u e r , E ･ A ･ & G o ld b e r g ,
G ･ l ･ : H -

r a S O n C O g e n e-

tr a n sf o r m e d h u m a n b r o n c hi al e pithli al c ell s ( T B E -1 ) s e c r e t e a

S l n gl e m e t all o p r o t ei n a s e c a p a bl e of d e g r a di n g b a s e m e n t

m e m b r a n e c oll a g e n . J . B i ol . C h a m , , 2 6 3 , 6 5 7 9L6 5 8 7 (1 98 8 ) .

1 9) M u 11 e r
,

D .
, Q u a n ti n

,
B .

, G e s n el , M . C .
,

M i1l o n
q

C oll a r d
,

R .
,

A b e c a s si s
,

J . & B r e a t h n a c h
, R . : T h e

C Oll a g e n a s e g e n e f a m ily i n h u m a n s c o n si s t s of a t l e a st f o u r

m e m b e r s . B i o c h e m , J .
,
2 5 3

,
1 87-1 9 2 (1 9 8 8) .

2 0) B a s s e t ,
P .

, B ell o c q ,
J . P

リ
W o lf

,
C .

.
S t o ll

,
Ⅰ.

,
H u ti n

,

P .
,
L i m a c h e r

,
J . M .

,
P o d h aj c e r

,
0 . L .

,
C h e n a r d

,
M . P .

,

R i o
,

M ･ C . & C h a rn b o n
,

P . : A n o v el m e t a1l o p r ot ei n a s e

g e n e s p e cifi c ally e x p r e s s e d i n s tr o m al c e11 s of b r e a s t

C a r Ci n o m a s . N a t u r e
,
3 48

,
6 9 9-7 0 4 (1 9 9 0) .

21 ) S h a pi r o , S . D .
,

K o b a y a s h i
,

D . K . & L e y ,
T . J . :

C l o n i n g a n d c h a r a c t e riz a ti o n of a u niq u e e la s t olytic m et all o
-

p r o t ei n a s e p r o d u c e d b y h u m a n al v e ol a r m a c r o p h a g e s . J . B i ol .

C h e m .
,
2 6 8

,
2 3 8 2 4- 2 3 8 2 9 (1 g 9 3) .

2 2) T a k i n o
,
T .

.
S a t o

,
H .

,
Y a m a m o t o , E . & S ei k i , M . :

C l o n i n g of a g e n e p o t e n ti all y e n c o d i n g a n o v el m at ri x

m e ta ll o p r o t ei n a s e h a vi n g a C- t e r m i n al tr a n s m e m b r a n e

d o m ai n . G e n e , i n p r e s s .

23 ) C a r m i c h a el , D . F .
,

S o m m e r
,

A .
,

T h o m p s o n
,

R .
,

A n d e r s o n
,
D . C .

,
S m it h

,
C . G .

,
W el g u s

,
H . G . & S t ri c kli n

,

1 3

G ･ P ･ : P ri m a r y s tr u c t u r e a n d c D N A cl o ni n g of h u m a n

fib r o bl a st c olIa g e n a s e i n h ibit o r T P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A
,

8 3
,
2 4 0 7 -2 4 11 (1 9 8 6) .

2 4) D o c h e rt y ,
A ･ J ･ P .

,
L y o n s

,
A .

,
S mi t h

,
B . J .

,
W ri g h t

,

E ･ M ･ , S t e p h e n s
,
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 h ibit o r of

m e ta1l o p r o t ei n a s e s a ･ n d its id e n tlty t O e r yth r oid -

p O t e n ti a ti n g

a c ti vity ･ N a t u r e
,
3 18

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

2 5) M u r p h y ,
G .

,
W il e n b r o c k , F . , W a r d

,
R . V .

,
C o c k e tt

,

M ･ I ･
, E a t o n

,
D . & D o c h e r t y ,

A . J . : T h e C - t e r mi n al

d o m ai n of 7 2 k D a g el a ti n a s e A i s n o t r e q u ir e d f o r c a t aly sis
,

b u t i s e s s e n ti al f o r m a m b r a n e a c ti v a ti o n a n d m o d ul a t e s

i n t e r a c ti o n s w ith tis s u e i n hib it o r s of m e t alIo p r o t ei n a s e s .

B i o c h e m ･ J .
.
2 8 3

,
6 3 7 - 6 41 (1 9 9 2) .

2 6) S t r o n gi n , A . Y .
,

M a r m e r
,

B . L .
, G r a n t , G . A . &

G ol d b e r g ,
G ･ l ･ : P l a s m a m e m b r a n e- d e p e n d e n t a c ti v a tio n of

th e 7 2 -k D a ty p e Ⅳ c o11 a g e n a s e i s p r e v e n t e d b y c o m pl e x

f o r m a ti o n w it h T I M P -2 . J . B i ol , C h e m . , 2 68
,
1 4 03 3 -1 4 0 3 9

(1 9 9 3) .

2 7) K l ei n e r , D . J . & S t e tl e r
- S t e v e n s o n

,
W . G . : S tr u c t u

-

r al bi o c h e m is tr y a n d a c ti v ati o n o f m a tri x m et all o p r ot e a s e s .

C u rr ･ O pi n . C e ll B i ol .
,
5

t 8 9 1 -8 9 7 (1 9 93) .

2 8) B r o w n
,
P . D .

,
K l e i n e r

,
J) . E .

, U n s w o r th
,

E . J . &

S t e tl e r
- S t e v e n s o n

,
W . G . : C ell ul a r a c ti v atio n of th e 7 2 k D a

ty p e Ⅳ p r o c oll a g e n a s e/ TI M P-2 c o m pl e x . K id n e y I n t .
,

43 ,

1 6 3- 70 (1 9 9 3) ,

29) A z 2 a m
,
H ･ S ･ & T h o r n p s o n , E . W . : C o11 a g e n-i n d u c e d

a c ti v ati o n of th e M r 7 2
,
0 0 0 ty p e Ⅳ c o ll a g e n a s e i n n o r m al a n d

m ali g n a n t h u rn a n fib r o bl a s t oid c ell s . C a n c e r R e s .
,

5 2
,

4 5 4 0 -4 5 0 4 (1 9 9 2) .

30) O v e r a ll
,
C ･ M . & S o d e k , J . : C o n c a n a v ali n A p r o d u c e s

a m a tri x
-d e g r a d ati v e p h e n o ty p e i n h u m a n fib r o bl a st s .

I n d u c ti o n a n d e n d o g e n o u s a c ti v a ti o n of c oll a g e n a s e , 7 2-k D a

g el ati n a s e , a n d P u m p-1 i s a c c o m p a ni e d b y th e s u p p r e s sio n

O f th e ti s s u e i n hibit o r of m a t rix m e t all o p r o t ei n a s e s . J , B i ol .

C h e m
り

2 6 5
,
2 1 1 4 1 -21 1 5 1 (1 9 90) .

3 1) S t e tl e r
～ S t e v e n s o n

,
W . G .

,
L i o tt a

, L . A . & K l ei n e r
,

D ･ E ･ J r ･ : E x t r a c ell ul a r m a t ri x 6 : R ol e of m a tri x m e t all o p r
→

O t ei n a s e s i n t u m o r i n v a si o n a n d m e t a st a sis . F A S E B J .
,
7

,

1 4 3 4-1 4 4 1 (1 9 9 3) .

3 2) H a s t y ,
K . A .

,
P o u r m o t a b b e d , T . F . , G o ld b e r g ,

G . Ⅰ.
,

T h o m p s o n
,

J . P .
,

S pi n e 11 a
,

D . G .
,

S t e v e n s
,

R . M . &

M ai n a r di
,
C . L . : H u m a n n e u t r o p h il c o11 a g e n a s e . A di sti n ct

g e n e p r o d u c t w ith h o m olo g y t o o th e r m a.t ri x m e t all o p r o t ei n a
-

S e S . J . B i ol . C h e m .
,
2 65

,
6 6 00 -6 6 0 5 (1 9 8 6) .

3 3) P o ul s o r n
,
R .

,
P i g n a t e11i

,
M .

,
S t e tl e r

, S .
W

. , L i o tt a
,

L . A .
,

W ri g h t
,

P . A .
,
J e ff e r y ,

R . E .
,
L o n g c r o ft , J . M . ,

R o g e r s
,
L . & S t a m p ,

G . W . : S tr o m al e x p r e s si o n of 7 2 k D a

ty p e Ⅳ c oll a g e n a s e ( M M P -2) a n d T I M P - 2 m R N A s i n

C Ol o r e c t al n e o pl a si a . A m . J . P a_th ol . , 1 4 l
,
3 8 9 - 96 (1 9 9 2).

3 4) S t e a r n s
,

M . E . & W a n g ,
M . : T y pe Ⅳ c o11 a g e n a s e

( M r 7 2
,
0 0 0) e x p r e s si o n i n h u m a n p r o st a t e : b e n ig n a n d

m alig n a n t tis s u e . C a
.

n c e r R e s .
,
53

,
8 7 8 一 鏑3 (1 9 93) .

3 5) t: r b a n s ki
,

S . J .
,

E d w a r d s
,

D . R .
,

M aitl a n d
, A . ,
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L e c o
,

K . J . W a t s o n
,

A ･ & K o s s a k o w s k a
･

A ･ E ･ :

E x p r e s si o n o王 m e t a1l o p r o t ei n a s e s a n d th eir in h ibit o r s i n

p ri m a r y p u l m o n a r y c a r ci n o m a s ･ B r ･ J ･ C a n c e r
,
6 6

･
1 1 8 8-1 1 9 4

(1 9 92) .

3 6) C a m p o
,
E .

,
M e ri n o , M ･ J ･

,
T a v a s s oli

,
F ･ A ･

,
C h a r o n i $ ,

A . S .
,

S t e tl e r
- S t e v e n s o n ,

W ･ G ･ & L i o tt a
,

L ･ A ･ :

E v al u atio n of b a s e m e n t m e m b r a n e c o m p o n e n t s a n d th e 7 2

k D a ty p e Ⅳ c oll a g e n a s e i n s e r o u s t u m o r s of th e o v a r y ･ A m ･

J . s u r g . P ath ol .
.
1 6

,
5 00 - 5 0 7 (1 9 9 2) ･

3 7) C a m p o
,
E .

,
M e ri n o

,
M . J .

,
L i o t t a

,
L ･

,
N e u m a n n

,
R ･

& S t e tl e r
- S t e v e n s o n

,
W . G .

: D i st rib u ti o n of th e 7 2-k d ty p e

Ⅳ c oll a g e n a s e i n n o n n e o pl a sti c a n d n e o pla s ti c th yr oid tis s u e ･

H u m . P a th ol .
,
2 3

,
1 3 9 5 - 4 01 (1 9 9 2) .

3 8) E r n o n a r d , H . P .
,

R e m a cl e
,

A ･ G ･
,

G ri m a u d
,

J ･ A ･
,

S t e tl e r
- S t e v e n s o n

,
W . G . & F oi d a r t ,

J . M . : T u m o r c ell

s u rf a c e
-

a S S O Ci a t e d b i n d i n g sit e f o r th e M r 7 2
,
0 0 0 t y p e Ⅳ

c oll a g e n a s e . C a n c e r R e s ･
, 5 2 ,

5 84 5 - 5 8 4 8 (1 9 9 2) ･

3 9) M o n s k y ,
W . L .

,
K ell y ,

T ･
,

L i n
,

C ･ Y ･
,

Y e h
,

Y ･
,

S t e tl e r
- S t e v e n s o n

,
W . G .

,
M u ell e r

,
S . C . & C h e n

,
W ･ T ･ :

B i n d i n g a n d l o c ali z a ti o n of M r 7 2
,
0 0 0 m a tri x r n e t a ll o p r o t ei n a-

s e a t c e11 s u rf a c e i n v a d o p o d i a . C a n c e r R e s .
,
5 3

,
31 5 9 - 31 6 4

(1 9 9 3) .

40) B r o w n
,

P . D .

,
B l o x id g e

,
R . E ･

,
A n d e r s o n ,

E ･ &

H o w ell
,

A . : E x p r e s si o n of a c ti v a t e d g el ati n a s e i n h u m a n

i n v a si v e b r e a s t c a r ci n o m a . C li n . E x p . M e t a s t a sis
,
1l

,
1 8 3 -1 8 9

(1 9 9 3) .

4 1) B r o w n
,

P . I ) .
,

B l o x i d g e
,

R . E ･
,
S t u a r t

,
N ･ S ･ A ･

,

G a tt e r
,

K . C . & C a r m i c h a el
,

J . : A s s o c i ati o n b e t w e e n

e x p r e s si o n of a c ti v a t e d 72- K il o d al o t o n g el a ti n a s e a n d t u m o r

s p r e a d i n n o n- S m all
-

C el1 1 u n g c a r ci n o m a ･ J ･ N a tl ･ C a n c e r

I n s t . , 8 5 , 5 7 4
-5 7 8 (1 9 9 3) .

4 2) S a t o ,
H .

,
T a k i n o

,
T .

,
O k a d a

,
Y . , C a o

,
J ･

,
S h i n a g a w a

,

A .
,
Y a m a m o t o

,
E . & S e i ki , M . : A m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e

e x p r e s s e d o n th e s u rf a c e of i n v a siv e t u m o r c ell s ･ N a t u r e ,

3 7 0
,
61 -6 5 (1 9 9 4) .

M ol e c ul a r C 1 0 ni n g & n d F u n c ti o n o†a N o v el M a t ri x M et a1l o p r ot ei n a s e ( M M P) ,
M e m b r a n e T y p e ･ M M P ( M T -

M M P) T ak ahi s a T a k in 0
,
D ep ar t m e nt Of O r al S u rg ery , S ch o ol of M edi ci n e ,

K a n a z a w a U niv er sit y ,
K an a Z a W a 9 20

~

J ･

J u ヱe n M ed S ∝
り
1 0 4

,
2 -

1 4 ( 19 95)

X ey w o rd s e xtr a c ell ul ar m a 血 但C M ) ,
C an C er m et aS ta Sis

,
m atri x m e tall o p r o tein a s e ( M M P) ,

m e m b r a n e ty pe
- M M P

( M T - M M P ) , g el ati n a s e A ( M M P -2)

M a 打i x m et all op r ot e in as es ( M M P) ar e i m p o rt a n t e n z ym e S r e Sp O n Si bl e f b r th e di s s ol u ti o n o f e xtr a c ell ul ar m a 血 但C M )

st ru C t ur e d u ri n g t u m o r i n v a si o n a n d m e ta sta si s ･ T h er e ar e ni n e k n o w n M M P th a t a re e n c o d e d b y d iff e r e n t g e n es ･
H o w e v er

,

th e c o m pl e x ity of th e E C M c o m p o n e nts s u g g e st s th a t th e r e ar e m Or e M M P i n v oI v ed i n th e ef n ci e n t tt m - O V e r O f E C M ･ I n

ad ditio n
,
a m e m b ra n e -b o un d M M P is p o st ul at ed a s a n a c ti v at or f o r i n a cti v e l a te n t M M P - 2 ･

r

m u S
,
t O id e n tify s u c h n e w M M P

g e n e s , C D N A w e re pr e p ar e d f ro m v a ri o u s s o u r c e s a n d M M P g e n e & a g m e n ts w e r e am Pli 負e d b y r e v er s e tr a n s c ri b e d - P C R

(R T -P C R ) w i th d e g e n er at e olig o p ri m er s c orr e sp o n di n g t o th e hig h ly c o n s er v e d a m in o a cid r e sid u e s am O n g M M P f a m ily ･

F r ag m e nt s w er e s u b cl o n ed i nt o a pl as m id v e ct or an d n u cl e oti d e s e q u e n c e s of 1 6 8 cl o n e s w er e an al y z ed ･ 1 1 2 c1 0 n e S W er e Of

th e k n o w n M M P g e n e s an d 5 cl o n e s w er e c D N A fr ag m e n ts of a n e w M M P g e n e
,

W hi ch w er e h o m ol o g o u s w i th th e M M P

g e n e s . A 3 .4 k b as e p ai r (b p) c D N A w a s o b t ai n e d 魚
･

O m h u m a n pl a c e n ta c D N A li b r a ry b y s c r e e ni n g w i th th i s c D N A

& a･g m e n t aS a P r O b e
･

A lo n g o pe n r e adi n g fr am e th a t p ot e n ti al 1 y e n c o d e s 5 8 2 a m i n o a ci d s w a s id e mi 鮎d ･ T b e d e d u c e d g e n e

p r o d u c t h ad si m il ar d o mi n s t ru Ct ur e S t O th e kn o w n M M P a n d a un i q u e 2 4 h y dr o p h o bi c a mi n o a ci d s s tr etc h (tr an S m e m b r a n e

d o m ai n) ,
W h i ch i s s uffi ci e n t t o p as s th r o u gh th e pl as m a m e m b r an e , a t th e c ar b o x y l te r m in u s ･ T b is pr e d ic t ed tr an S m e m b r an e

d o m ain at th e c ar b o x yl ter m i n u s d o e s n ot e xis t in o th er M M P
･
T h u s

,
W e C al1 th is pr o d u ct m e m b r an e ty p e - M M P ( M T . M M P) ･

T h e p r o d u c t o f M T - M M P g e n e w a s d et e ct e d a s a 6 3 k D a p r ot ei n fr o m th e c ell s tr an Sfe ct e d wi th M T - M M P pla s m i d ･

A ct u al ly ,
l m m u n O St al nl n g Of th e c e11s b

･

an Sfe ct ed w ith M T - M M P pl a s m i d u sin g an ti - M T - M M P a n ti b od y r e v e ai ed th at M T -

M M P e x pr es s e d o n th e c e11 s u rf a c e ･ W or ki n g o n th e k n o w l e d g e th at th e e x p r e ssi o n o f M T - M M P o n th e c ell s u rf ac e

c o n sist ed w i th th e a ctiv at or of l ate nt M M P - 2 d es cri b ed p r e vi o u sly ,
W e i n v es n g at e d th e f u n c ti o n of M T - M M P a s s u c h an

a cti v at or . E x p r e ssi o n of M T - M M P r e sult s i n c o n v e rsi o n a l at e nt M M P - 2 (6 6 k D a) t o an a Cti v e f or m (62 k D a) th r o u g h an

i n t er m edi at e f or m (64 k D a) . T h e s e re s u lts s u g g e st ed th at M T - M M P is th e a cti v at or f o r l at e n t M M P -2 ･


