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ヒ ト 肝 癌 細 胞 くH L E 紳 胞う 株 由 来

メ タ ロ プロ テア ー ゼイ ン ヒ ビタ ー

汀工M P －2うの性質，

ゼ ラチ ナ ー ゼ A との 相互作用お よ び不活性化

金沢大学 医学部整形外科学講座 く主 任 こ 富田 勝郎 教授つ

河 村 公

マ トリ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア p ゼ くm a tri x m e t a1lo p r o t ei n a s e
， M M Pl の 活性 ほ

，
3 種類 の 分子種か ら な る メ タ ロ ブ ロ テ

ァ p ゼ イ ン ヒ ビ タ ー くtis s u e i n hibit o r of m e t all o p r o t ei n a s e s
，
T I M Pl ，

T I M P －1
，
T I M P －2 ， TI M P －3 に よ っ て厳重に 調節 され て い

る ． 本研究 で は TIM P －2 を精製 し
， 活性型 の M M P－1 く問質 コ ラ ゲナ ー ゼ1，

M M P － 2 く72 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ
，

ゼ ラ チ ナ ー ゼ A I ，

M M P－3 くス ト ロ ム ラ イ シ ソ ー1l ， M M P
－9 くg2 k D a ゼ ラ チ ナ p ゼ

，
ゼ ラ チ ナ

ー ゼ B トに 対する イ ン ヒ ビ タ ー 活性 ，
M M P －2 と の 相互

作用，
セ リ ソ プ ロ テ ア

ー ゼ と 活性酸素種に よ る 不活性化 に つ い て調 べ
，
T I M P －1 の 結果と 比較，

． 検討 した ． T I M P，2 は ヒ ト 肝癌

細胞くH L E 細胞1 株培養液 よ り4 種 の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 精製 した ． 精製 した TI M P－2 は

，
電気泳動上 還元 状

態 で 分子量25 ，0 0 0 の 単 一 の バ ン ドと して 観察 され た ．
T I M P － 2 の イ ン ヒ ビ タ ー 活性 ほ90 て二

，
3 0 分間の 熱処理 や p H l ．7

，
3 0 分間

処理 で も極 め て安定で あ っ た が
，
2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る還元 処理 で 失活 し

，
こ の 性質は TI M P －1 と同様で あ っ た ． 活

性型の M M P －1 く分子量42
，
0 00 L M M P － 2 く分子量67

，
0 0 0I，

M M P －3 く分子量45 ，0 0 01 活性 に 対 して
，
T I M P －1 は T I M P－2 よ り2 ．5

倍か ら7 ．8 倍強く阻害 した ．

一 九 M M P － 9 く分子量67
，
0 001 に 対 して は TI M P－2 の 方が1 ．2 倍 強い 阻害活 性 を示 し た 一階在

M M P － 2 は T I M P －2 と の み 複合体 を形成 し
，

そ の 複合体ほ 悟性型 M M P －2 に 対 して イ ン ヒ ビ タ
ー

活性を 有 して い た － ま た
，

T I M P－2 ほ p
－ ア ミ ノ フ ェ ニ

ー ル 酢酸第二 水銀 くp
－

a mi n o ph e n yl m e r c u ri c a c e t a t e ， A P M A l に よ る滞在型 M M P－2 の 活性化 に 伴

う低分子化を TI M P －1 よ り7 ． 6 倍強く阻害 した ． T I M P －2 の 各 ドメ イ ン に 対す る特異的モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体t 7 ミ ノ 末端 ドメ イ

ン の 最初 の ル ー

プ に 対す る抗体 ，
3 番目 の ル ー プ に 対する 抗 軋 お よび カ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン に 対す る抗体う を 用 い た 実

験か ら ，
T I M P－2 は 滞在 型 M M P －2 と は カ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン で 結合 し

，
ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン の 3 番 目 の ル ー プ が

M M P－2 活 性 の 阻 害中心 で あ る と 推定 され た ．
TI M P －2 の イ ン ヒ ビ タ ー 活性 は ト リ プ シ ソ く50Jlgノm ll ，

a ヰ モ ト リ プ シ ン

く50 媚ノ刷 ， 好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ く50 描ノmll 処 理 で 不 活性化 され た ， また

，
カ テ プ シ ソ G く50 鵬ノm り に よ っ ても部分的に 不 活性

化 され た ． しか し， プ ラ ス ミ ン や ト ロ ン ビ ン に そ の 作用 はみ られ な か っ た ．
T工M P －2 分子 を ト リ プ シ ン

，
庄一キ モ ト リ プ シ ン

，
好

中球 エ ラ ス タ ー ゼ およ び カ テ プ シ ソ G で イ ン キ エ
ペ －

シ ョ ン する と ， そ の 分子は 小 さい フ ラ グ メ ソ ト に 分解 され た ．
こ れ らの

所見は TI M P－1 で 報告 されて い る性質 とほ ぼ同様 で あ っ た ．

一 方 ，
T I M P－2 は血 祭 カ リ ク レ イ ン く1 ，

1 0 p gノm り に よ っ て 完全に

分解 ． 失 活 した が
，

T I M P －1 に ほ 全く作 用 しな か っ た ． ま た
，

T I M P－2 は H O C l く0 ．1 m M l に よ っ て 完全 に 失活 し
，

H 2 0 2

く0 ．2 へ 5 m M l に よ っ て も部分的に不 精性化 され た ． TI M P－1 ほ H O C lく2 m M l で の み不 活性化 され る こ と か ら ．
これ ら の 活性酸

素種 に 対 して は TI M P －2 の 方が影響され や す い と考え られ る ． 以上 の 結果は ，
T I M P－2 が 酵素活性 の 阻害 と潜在型酵 素の 活性

化の 阻害の 両面か ら，
M M P－2 活性調節に 重要な 役割 を果た す こ と を示 して い る ． また

， 病的状態 で ほ TI M P に よ る M M P の

活性調節は
， 病変部に 浸潤 した多核白血球や 血 清に 由来する セ リ ン プ ロ テ ア

ー ゼ や 活性酸素種に よ っ て修飾 され る こ と を示 唆

して い る ．

K e y w o r d s m at ri x m et allo p r o t ei n a s e s
，

ti s s u e i n hibit o r o f r n et allo p r ot ei n a s e s
，
i n hibitio n o f

e n z y m ic a c tivitie s
，
i n hibit o r

，
i n a ctiv a tio n

金属依存性蛋白分解酵 素で ある マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ

ア ー ゼ くm a t ri x m et allo p r o tei n a s e
， M M Pl ほ ， 悪性腫瘍の 浸潤 ．

転移や 関節疾患に お ける 組織破壊 に 重要 な 役割 を 果 た し て い

る
l 州

． M M P 遺伝子 フ ァ ミ リ ー は
，

一

次構造の 異 な る 9 種類の

酵素か ら構成 されて お り ，
い ずれ も滞在型で 分泌 され 細胞外で

活性化を受 ける
2 州

． 生体 内に お い ては ， それ らの 活性は 共 通の

イ ン ヒ ビタ
ー

で ある メ タ T3 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー くtis s u e

i n hib it o r of m e t all o p r o t e in a s e s ， T工M Pl に よ っ て 厳重に 調 節 さ

れ て お り
，
M M P と TI M P 間に 量的不 均衡が生 じた場合に 組

破壊が進行す る と考え られ て い る
2 卜 4I

．
T I M P に は ア ミ ノ 酸配

列の 異な る 3 種類の 分子 種が 区別 されて お り ，
T I M P－l ， 2 ， 3 と

名付けられ て い る
2 卜 棉

． こ れ ら の う ち T工M P － 3 は 細胞 外 マ ト

リ ッ ク ス 成分中 に 沈着 して 存在 し
，

そ の 性質に つ い て はほ と ん

ど解明され て い な い 引
．

一 方
，

T I M P－1
6，
と TI M P －2

1，
は ア ミ ノ酸

平成 6 年 5 月2 0 日 受付， 平成 6 年 7 月1 4受理

A b b r e vi atio n s 二 A P M A
， p

－ a m i n o p h e n yl m e r c u ric a c e t a t e ニ DI F P
，
diis o p r o p yl flu o r o p h o s p h a t e ニ M M P

，
m at rix

m et a1lo p r o t ei n a s e ニ T I M P
，
tis s u e i n hibit o r o f m e t a1l o p r o t ei n a s e s



T I M P－2 の 性質 ，
M M P －2 との 相互作用お よ び不 活性化 691

配列に お い て 約40 ％の 相同性を もち
，

と もに 1 ニ 1 の モ ル 比 で

M M P 悟性を 阻害 する
81gl

． しか し
， 個 々 の M M P 活性に 対す る

TIM P－1 と TI M P－2 の イ ン ヒ ビ タ
ー

活性の 強さ に 関 して ほ
一

定

した見解が な い
1811 1 J

． TI M P －1 と T I M P－2 ほ
，
それ ぞれ 滞在型 の

M M P －9 くゼ ラ テ ナ ー ゼ B
，
9 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ1 と M M P－2 くゼ

ラ チ ナ
ー ゼ A

，
7 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼI と の 間に 複合体を形成す

る
l 錮

． ま た
，
O k a d a ら

141
は こ の 複合 体形成 に よ り TI M P －1 が滞

在型 M M P－9 の 活性化 を阻害す る こ と を 実証 した ． 同様に
，

T I M P－2 は 滞在型 の M M Pr2 の み な らず M M P －

1 く問 質 コ ラ ゲ

ナ
ー ゼさ，

M M P －3くス ト ロ ム ラ イ シ ソ
ーり，

M M P－9 の 活性化を阻害

する こ とが あい つ い で報告 され て い る
10 購I

． しか し
，
T I M P に よ

る滞在型 M M P の 活性化に 対す る阻害力を 詳 細 に 比 較 した 報

告は こ れ ま で み ら れ な い
． 近年 ，

M M P に 対 し て 作 用 す る

TI M P 分子 の ド メ イ ン が徐 々 に 明 らか と な っ て き た ． T I M P －2

で は ，
ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン の 3 つ の ル ー プ構造に イ ン ヒ ビタ ー

活性 ド メ イ ン が あ り
，

カ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン が 滞 在 型

M M P －2 と結合す る と推定 されて い る
16J

． T I M P に よ る M M P

活性の 調節 ほ ， 局所 で産生 され た TI M P 量軒こほぼ 支配され ると

思われ る ． しか し ， 慢性関節 リ ウ マ チ を ほ じめ とす る炎症性疾

患に おい て は
， 炎症局所で多種頬の 酵素や 活性酸素種の 産生が

み られ る ． 従 っ て
．

こ れら田子 に よ っ て T工M P の イ ン ヒ ビ タ ー

活性が 修飾され る可 能性が あり
， 実際 TI M P－1 は好中球 エ ラ ス

タ
ー ゼ や カ テ プ シ ソ G で 失活す る こ とが 報告され てい る

即
．

本 研 究 に お い て ほ ヒ ト 肝 癌 細 胞 くH L E 細 胞1 株 よ り

T工M P －2 を単 一 標品と して 精製 し
， そ の 生化学的性質を明 らか

に する と ともに
， 滞在型 M M P － 2 の 活性化に 対す る影響と セ リ

ソ プ ロ テ ア ー ゼ や 活性酸素種 に よ る不 活性化機 構 に つ い て 調

べ
，
T工M P －1 の そ れ と比較 ． 検討 した ．

材料お よび方法

工 ． 実験材料

E D T A
，
S D S

，
次亜 塩素酸 ナ ト リ ウ ム くs o d i u m h y p o c h lo rit e

S Ol u ti o nl は和光純薬く大阪1 よ り購 入 した ． H 20 ，ほ 三 菱瓦 斯化学

く東 京1 よ り購 入 し た ． P－ア ミ ノ フ ェ ニ ル 酢 酸 第 二 水 銀

くp－a m i n o p h e n yl m e r c u ric a c e t a t e
，
A P M A l ，

ジイ ソ プ ロ ピ ル フ

ル オ ロ リ ン 酸 くdii s o p r o p yl fl u o r o p h o s p h a t e ， DI F Pl ， 2－メ ル カ プ

ト エ タ ノ ー

ル
， プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン

， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ
，

ト リ

プ シ ン
，

か キ モ ト リ プ シ ソ
，

ト ロ ン ビ ン
，

プ ラ ズ マ カ リ ク レ イ

ン
， ク

ー

マ シ イ ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー R 2 50 は S i g m a くS t ． L oi s
，

U ． S ． A ．1 よ り購 入 し た ． カ テ プ シ ソ G ほ IC N B i o c h e m ic al s

くCl e v ela n d
， U ， S ． A l よ り購入 した ． Y M Al O メ ン プ レ ソ

， 限外

濾過装置と Gr e e n A D y e m a tr e x ゲ ル は ア ミ コ ン 製 のa n v e r s
，

U ． S ． A ．1 を用い た ． ま た
，

ウ ル ト ラ ゲ ル A c A 4 4 ほ P h a r m －

a ci a くU p p s al a ， S w e d e nl ，
D E A E セ ル ロ ー ス は W h at m a n

くM aid st o n e
， E n gl a n d l よ り購 入 した ．

14

C－無 水酢酸 ，

125

I お よ

び
3

H プ ロ リ ソ ほ ア マ シ ャ ム
ー ジ ャ

パ ン く東京う よ り購入 した ．

滞在型の M M P －1 と M M P－9 は ヒ ト線維肉腫細胞くH Tl O 80 細

胞掛 培養液よ り O k a d a ら
141

の 方法で精 製 した ． また
， 滞在型

の M M P －

2 と M M P －3 ほ慢性関節 リ ウ マ チ 滑膜細胞培養液よ り

精製した
m 1 8I

． T I M P－1 は 抗くTI M P－11 I g G－セ フ ァ ロ
ー

ス カ ラ ム

を 用 い て
，

ヒ ト胎 盤抽水液 よ り 精 製
し
し た

1gl

．
ヒ ト 肝 癌細 胞

くH L E 細胞株1 は リサ ー チ ． リ ソ ー

ス 細胞バ ン ク く東京I
，

よ り提

供をうけた ．

T I M P －2 の ア ミ ノ 末端部 のS G N D I Y G N PI K RI Q ，
P 3 0 －4 軋 中

央部 くD T L S T T Q K K S L N H R Y Q Q ，
P l O 8－12 4I ，

カ ル ポ キ シ ル 末

端部 くY R G A A P P K Q E F L D I E D ， P 1 7 8－19 31 を特異的に 認識する

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体く68 －6 H 4
，
69－1 0 B l l ， 6 7－4 H l り は

よ
金沢大学

医療技術短期大学部岡田保典助教授と富士 薬品工 業岩田和士 博

士 よ り授供を 受け た ． ま た
，

こ れ らを用 い て 抗体 カ ラ ム を作製

し， そ の カ ラ ム フ ラ ク シ ョ ン 中の T工M P－2 量を サ ン ドイ ッ チ イ

ム ノ ア ッ セ イ 法で 測定 した
20I

．

玉 ． 酵素活性の 測定

M M P－1 活性 は モ ル モ
ッ ト 皮 膚 由来 の T 型 コ ラ ー ゲ ン を

Gi s sl o w ら
211

の 方法に よ り
14

c一無 水酢 酸 で 標 識 し
，

C a w s t o n

ら
22，

の 方法で測定 した ． M M Pq2 と M M P －9 活性ほ 同 コ ラ
ー

ゲ

ン を熱変性 く60 C
，
3 0 分処理l し

，
H a ，r ri s ら

23I の 方法に 従 っ て測

定 した ． ま た
，

M M P －3 活性は O k a d a ら
241

の 方法 に 従い
3
H － カ

ル ポ キ シ メ チ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 基質と して測定 した ． こ

れ ら酵素 に 対する TIM P－1 と TI M P －2 の 阻害活性ほ
， 酵素 と

T工M P を23 C
，
45 分間イ ン キ エ

ペ ー

シ ョ ソ 後 ， 3 7 C ， 1 時間で

測定 した ．

m ． 潜在型 M M P － 2 と T I M P － 1
，
T I M P － 2 の ヨ ウ素化

精 製 し た 滞 在 型 M M P－2 ， T I M PLl お よ び TI M P－2 を

F r a k e r ら
25I

の 方法に 従 っ て
一25
I で 標識 した ． 標識 後未結合 の

1 25
I を ス ピ ン カ ラ ム 法 を用 い て除去 した

211
．

N ． S D S － P A G E 法

試料を 1 ％ 2
蠣 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル に よ る 還元 ある い ほ 非

還元 状態で L a e m m li
抑

の 方法に 従 っ て 電気泳動 した ． 泳動後ゲ

ル を50 ％メ タ ノ ー ル で 固定 し
，

W r a y ら
m

の 方法で銀 染色を 施

し観察 した ． TT M P イ ン ヒ ビタ ー 活性の 不活性化お よ び滞在型

M M Pq2 の 活性化に 伴う分子量の 変化は S D SrP A G E 後 の オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
一 に て観察 した ． また ， イ ム ノ ブ ロ ッ トに 際

して は
I

T工M P－2 を12 ． 5 ％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動

後 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜に 転写 し
，

こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス 膜を 抗

TI M P－2 抗体く68－6 H4 ， 6 9－10 B l l ， 6 7T4 H l り と反応 させ
，

ア ピ ジ

ン
ー ビ オ チ ソ

ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体法に よ り発色 した ．

V ． T I M P － 2 の 精製

TI M P－2 精製の 最初の 2 段 階ほ O k a d a ら
24
丹こよ っ て 報告 され

た M M P－3 精製法 に 準 じて 行 っ た ． 精製過程 で各 フ ラ ク シ
ョ

ン

中に 溶出 され た TIM P－2 ほ
，

M M P－9 に 対する阻害活性を 測

す ると と もに
，
S D S－P A G E に よ っ て そ の 蛋白 バ ン ドを 確 認 し

た ． ま た精製は すべ て 4 てこで 行 っ た ．

1 ． 第1 段 階

無血 清 B T 5 63 培地で 1 4 日 間 培 養 し た H L E 細 胞培 養 液

く250 m り を ， Y M－10 メ ソ プ レ ン を 装 着 し た 限外 濾 過 装置 で

36 m l に 濃縮 した ． プ ロ テ オ グ リ カ ン を除去す る目 的で
， 培養液

を緩衝液 く50 m M T ris－H C l
， P H 8 ．Ol O ．1 5 M N a C V 5 m M C a C l2ノ

0 ．0 2 ％ N a N 31 で 平衡化 し た D E A ET セ ル ロ ー ス カ ラ ム く2 ．5 x 6

C m I に か け た ．

2 ． 第 2 段階

TIM P －2 分 画 を 緩 衝 液 く5 0 m M T ris－H Cl
， P H 7 ．5J

I o ．1 5 M

N a C V l O m M C a Cl 2J
1
0 ．0 2 ％ N a N ，l で 平 衡 化 し た G r e e n A

D y e m at r e x グル カ ラ ムく2 ．5 x 7 ．5 c m I に か けた ． カ ラ ム を同緩衝

液 で 洗 浄後 ， 緩 衝液中 に 0 ．0 5 ％ B rij 3 5 を 加 え 0 ．1 5 M か ら

2 M の N a C l で 勾配溶出 した ．

3 ． 第 3 段階

TIM P －2 分 国 を 緩 衝 液 く50 m M T ri s
－ H C l

， p H 7 ．5ノ0 ．1 5 M

N a C lノ1 0 m M C a C 12l O ．0 5 ％ B rij 3 5 J
1
0 ．0 2 ％ N a ．N 31 で平衡化 した 抗
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くTI M P －りI g G － セ フ
ァ

ロ ー ス カ ラ ム く1 x 7 －5 c m l に 通 した ．

4 ． 第4 段階

抗くTIM P －11 I g GT セ フ ァ
ロ ー ス カ ラ ム で 得 られ た TIM P － 2 分

画を Y M －1 0 メ ソ プ レ ン を装着 した 限外濾過装置で濃縮後 ， 更

に A c A 4 4 カ ラ ム く1 ．2 x l 1 5 c m う に よ る精製を行 っ た ． 精製 さ

れ た TIM P －2 は S D S － P A G E 後 ， ゲ ル を銀染色す ると 単 一 の バ

ン ドか らな る こ と確認 され ，
こ の 試料を 以下の 実験に 用 い た ．

成 績

1 ． T I M P － 2 の精製 とモ ノク ロナ
ー

ル抗体 によ る同定

ヒ ト肝癌細胞培養液か ら TIM P －2 を 4 種の カ ラ ム ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー

で 精製 した ． 各精 製 ス テ ッ プ の 推移を 表 1 に 示す ．

TI M P －2 は G r e e n A D y e m a t r e x G el に 吸着 し
，
1 ．2 5 M N a C l で

溶出され た く図1 ナ．
こ の ス テ ッ プ に よ り TIM P －2 と同様の 分子

量をも つ 他の 蛋白が 除去され ， 最終 ス テ ッ プの A c A 4 4 ゲ ル 濾

過法に よ り TIM P －2 ほ 容易 に 精製され た ． ま た
， 抗 くTI M P －11

工g G セ フ ァ
ロ ー

ス カ ラ ム に よ り分子量28
，
0 0 0 の T I M P－1 は 完全

に 除去され た ． 精製 された TI M P － 2 は ． S D S － P A G E 上 単 一 の

バ ン ドと して観察 され ， 非還元お よび還元状態で 分子量ほ そ れ

ぞれ23 ，0 0 0 と25 ，0 0 0 で あ っ た く図 21 ． 最終 的な 回収率は
t 培養

液 中の 全イ ン ヒ ビタ ー 活性を100 ％と する と1 9 ％ で あ っ た ． ま

へ

色

合
壱
O

d

O

E

訂
u
山

8

0 2 0 ユ0 10 50

り．O mt ノtub 亡I

6ロ ー0 80

り．5 ml ハ リb り

90 10 8

F r a c ti o n n u m b e r

F i g ． 1 ． G r e e n A D y e m a tr e x g el c h r o m at o g r a p h y くst e p 2J ．

T h e u n b o u n d f r a c ti o n s o b t ai n ed f r o m D E A E－C ell ul o s e

c ol u m n く96 m ll w e r e a p pli e d t o a c ol u m n of G r e e n A

D y e rn a tr e X g el く2 ．5 x 7 ．5 c m l e q uilib r a t e d wi th 5 0 m M

T ris － H Cl
， P H 7 ．5J

I
o ．1 5 M N a C V l O m M C a C l2J O ．0 2 ％ N a N ，．

T h e i n hib it o r a c ti vi ti e s m o n it o r e d b y g el a ti n a s e a s s a y u si n g

a c ti v e M M P －9 w e r e el u t e d w ith a li n e r g r a d ie n t of N a C l

く0 ．1 5－2 M l in th e b u ff e r c o n t ai ni n g O ．0 5 ％ B rij 3 5 ． T h e

f r a c ti o n s i n d ic a t e d り
－ －

H w e r e c o m b in e d a n d u s e d f o r

f u rth e r p u rifi c a ti o n ． F r a c ti o n v olu m e こ fr a c ti o n n u m b e r s

f r o m l t o 5 4
，

5 ．O m V t u b e ニ f r o r n 5 5 t o 9 8
，

2 ．5 m V
t u b e ．

． － … ・

，
A 2 80 こ

－ － － －－r ，
m Ol a r c o n c e n tr ati o n of N a Clニ ー ，

e n z y m ic a c ti vit y ．

T a bl e l ． P u rifi c a ti o n o f TI M P －2

た
，
D E A E セ ル ロ ー ス カ ラ ム 分 酎 こ対 して精製率ほ84 倍で あっ

た く衰1 L 精製 した蛋白 が TI M P －2 で ある こ とを 証明する ため

に ， T工M P － 2 分子 の ア ミ ノ 酸配列 に対応 した ペ プ チ ドに 対す る

3 種類の 特異抗体を用 い てイ ム ノ ブ ロ
ッ トを行 な っ た ． そ の 結

果t 精製 した T工M P － 2 は こ れ ら 3 種類の 抗体 に よ っ て認識され

た ．

正 ． T I M P － 2 の 安定性

精製 され た TI M P－2 と TI M P－1 を 用 い て
， 熱や 酸 お よび 還元

処理 に 対す る安定性を 比較 一 検討 した ． T I M P －1 と TI M P －2 ほ

ともに 熱に 対 して 極め て 安定 で あり ，
9 0 て

，
3 0 分間処理に お い

て も活性 の 失活ほ 認め られ なか っ た ． 1 0 0 C
，
1 5 分 間処理 で も

両活性 は保持 され た が
，
3 0

一
旬 6 0 分間処理 で は T工M P －1 は安定な

の に 対 し，
T I M P－2 活性 は約70 ％ と な っ た ． ま た TI M P－1 と

TI M P－2 は 強酸性下 くp H l ．7l ，
3 0 分 間処理 に お い て もそ の 活性

ほ 安定 で あ っ た ．

一

方 ，
T I M P －1 と T I M P － 2 の イ ン ヒ ビタ ー 括

くA I

1 2 3 4 5

くB l

1 2 3 4 5

嘆癖卿

－ 2 1 一

蘭 匪

Fi g ． 2 ． S D S － P A G E of th e f r a c ti o n s f r o m e a c h p u rifi c atio n

St e p ． くAI N o n
－

r e d u c e d f r a c ti o n s of e a c h p u rifi c a ti o n s t e p ．

L a n e s l －5 a r e c o n c e n tr a t e d c ult u r e m e di u m f r o m H L E

c ells ， D E A E－C ell u l o s e ， G r e e n A D y e m a tr e x g e l， a n ti－くTIM－
P－り Ig G

－S e p h a r o s e
，

a n d A c A 4 4 c ol u m n c h r o m a t o g r a ph y

st e p ，
r e S p e C ti v ely ． くBI R e d u c e d f r a c ti o n s of e a c h p u rifi c a ト

i o n s t e p ． L a n e s l － 5 a r e th e s a m e p u rifi c a ti o n s t e p s a s i n

くA ン． M ol e c u l a r w ei g h t s t a n d a r d p r o te in s a r e u s e d

ph o s p h o r yl a s e b く94 k D al ，
tr a n Sf e r ri n く7 7 k D al ，

b o v in e

s e r u m alb u mi n く68 k D al ， h e a v y c h ai n of i m m u n o gl o b uli n G

く55 k D aI ，
O V alb u mi n く43 k D aJ ，

C a r b o ni c a n h y d r a s e く29 k D al

a n d s o y b e a n tr y p si n i n h ibit o r く21 k D al ．

S t e p T o t al p r o t ei n T o t al a c ti vi ty S p e cifi c a cti v ity P u rifi c a ti o n

くm gl くu ni tI くu nitノm gl tf oldJ

C o n c e n tr a t e d m e d iu r n

D E A E － C e11 ul o s e

G r e e n A D y e m a t r e x

A n ti くTI M P －1 J I g G － S e p h a r o s e

A c A 4 4

1 8 0
，
0 0 0

5 1 ． 6 5 1 3 7
，
1 4 3 2

，
6 5 5

3 ． 0 7 7 6
，
8 0 0 2 5

．
0 0 0

2 ． 6 8 6 8 ，0 88 2 5 ，3 9 6

0 ． 1 5 3 3 ，3 3 3 2 2 2 ，2 2 0

0

6

ウ
リ

8

9

n
U

7

4

3

1

1



T I M P－2 の 性質 ，
M M P－2 と の 相互 作用お よ び不 活性化

性ほ還元処理 で 全活性の1 5 ％に ま で 失活 した ．

m ．
M M P に 対する イ ン ヒ ビタ

ー 活性

滞在型の M M P－1 ， M M P
－2

，
M M P－3 ，

M M P－9 を A P M A で 活

性化 し
，

こ れ ら M M P 活性 に対する TIM P －1 と T I M P －2 の 阻

害活性を 検討 した ■ 実験 に 軌 －た活性型 M M P －1
，
2

，
3

，
9 の 分子

量ほ
，

そ れ ぞれ43
，
00 0

， 汎 0 0 0
，

吼 00 0 ， 6 7 ，0 0 0 で あ っ た ． 図

3 の 如く ，
M M P － 2 と M M P

－9 に 対する TIM P－1 と TI M P －2 の

阻害パ タ p ソ は 類似 して お り ，
M M P －1 と M M P－3 の 阻害に は

高濃度の TIM P－2 を 必 要とす る点で 異な っ て い た ． T I M P－1 と

TI M P －2 の 阻害活性 を各 M M P 活性の 50 ％阻害時 の 濃度で比較

すると
，
M M P－1 ，

2
，
3 の 阻害に は TIM P－1 に 比 較 しそ れ ぞれ

7 ．8 倍 ，
2 ．5 倍 ，

6 ． 4 倍高濃度 の TI M P－2 が 必要で あ っ た く図3
，

表2 1 ． また
，

M M P－9 活性の50 ％阻害は TI M P－1 の 法が1 ■ 2 倍

高濃度 で あ っ た ．
こ れ らの 結果ほ M M PLl ， M M P－2 ， M M P－3 に

対 しては TIM P－1 が よ り強 い イ ン ヒ ビ タ
ー

で あり ，
M M P－9 に

対 しては T工M P － 2 が優れ て い る こ と を 示 唆 して い る ■ 実 際 ，

T I M P－1 と TI M P －2 の K i の 比 率 ほ M M P －1
，
M M P－2 お よ び

M M P －3 に 対 して9 ． 6 倍 ， 2 ． 5 倍 ，
6 ． 7 倍 で あ る の に 対 し ，

M M P －9 で は逆 に TI M P －2 が1 ． 3 倍 で あ っ た く表2 1 ．

T a bl e 2 ． I n hibitio n of M M P －1
．
2

，
3

，
9 b y T I M P －1

，
2

M M P T I M P －1ノTI M P － 2 T I M P－1l T I M P －2

く50 ％ －i n hibiti o nl くKi r atiol

M M P －1 7 ． 8 二1

M M P － 2 2 ． 5 二1

M M P－3 6 ． 4 ニ1

M M P － 9 1 ニ1 ．2

9 ． 6 二1

2 ． 5 ニ1

6 ． 7 ニ1

1 ニ1 ． 3

へ
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N ． T I M P － 2 と M M P － 2 の 相互作用

1 ． 滞在型 M M P － 2 との 結合

一25
I で標識 した 滞在型 M M P

－ 2 と T I M P－2 と を 4 C で2 0時 間

イ ン キ エ
ペ － シ ョ ン 後 ゲ ル 濾過法に よ っ て展開 し

， 各分画の 放

射活性を ガ ン マ ー シ ン チ レ
ー シ ョ

ン カ ウ ン タ
ー

に て測定 した ．

図4 の 如く
，
標識 され た M M P －2 の ピ ー

クほ フ ラ ク シ ョ ン3 鋸こ

み られ るが ，
T I M P － 2 とイ ン キ エ

ペ ー シ ョ ソ した試料で は フ ラ

ク シ ョ ン3 5 に ピ ー ク が 観察 され た ．

一 方 ，
T王M P－1 を用い て 同

様 の 実験を 行な っ た が
，

こ の ような 現象は観察 され な か っ た ，

ま た
，

125

I で標 識 した TI M P －1 と TI M P－2 を潜在型 M M P－2 と

イ ン キ エ
ペ ー

シ ョ ソ 後に 同様 の 方法 で 検討す る と
，

T I M P －2 と

反応 した 試料で の み ピ ー ク の 高分子量 へ の 移動が 観察さ れた ．

こ れ らの 結果は
，

T I M P －2 が滞在型 M M P－2 と結合する こ とを

示 唆 して い る ． そ こ で
，

一 定量の TI M P －2 に 滞在型 M M P － 2くモ

ル 比で い v 8 倍量う を 4 こ t 2 0 時 間イ ン キ エ
ペ ー シ ョ ソ す る こ

と で複合体を形成 させ
， 活性型 M M P－2 に 対す るイ ン ヒ ビ タ

ー

活性を 測定 した ． そ の 結果， 滞在型 M M P － 2 の 濃度 に 関係な く

TI M P － 2 の イ ン ヒ ビ タ
ー

活性は維持 され て い た く図 5コ．

2 ． T I M P －2 と M M P－2 との 相互 作用 に 対する モ ノ ク ロ ナ ー

ル 抗体の 影響

丁工M P －2 の 各 ドメ イ ン月こ 対す る 特異的 モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体

く68－6H 4
，
69－1 0 B ll

，
6 7，4 H 川 を用 い て

，
滞在型 M M P－2

－ TI M －

P－2 複合体形成 と
．

M M P －2 活性 に 対す る TI M P－2 の イ ン ヒ ビ

タ ー 活性に 及ぼ す影響を検討 した ．
T I M P－2 は上 記の 3 種頬 の

モ ノ ク ロ ナ
ー

ル 抗体を 用い た 工g G －

セ フ ァ
ロ ー ス カ ラ ム に 吸着

した ． しか し ， 滞在型 M M P－2
－ T I M P－2 複合体を これ らの カ ラ

ム に 通 す と ，
カ ル ポ キ シ ル 末 端 ド メ イ ン に 特異 的 な 抗 体

0 0 1 0 1 1 0 P O l Oロ1 0 ．1 1

C o n c e n tr ati o n o f T I M P くP M l

F ig ． 3 ． E n z y m e a c ti vity of M M P －1 くi n t e r s titi al c o11 a g e n a s el くAl ， M M P
－

2 く72 k D a

l

g el a tin a s e
， g el a ti n a s e A l くBl ，

M M P－3

くstr o m ely si n－りくCI a n d M M P，9 く92 k D a g el a ti n a s e
， g el a ti n a s e B l くDI t o TI M P －1 a n d T工M P － 2 ． T h e e a ch a cti vi ty w a s m e a s u r e d

a g a in st
14

c
－

C Olla．g e n f o r M M P －1 ，

14

c－g el a t in f o r M M P －2 a n d M M P －9
，

a n d
3
H － C m

－ T f f o r M M P－3 f o r l h r a t 3 7 C af t e r i n c u b a ti o n

wi th T I M P －1 くO l o r TI M P －2 くゆ1 f o r 4 5 m i n a t 2 3て二． E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 士S D くn ニ 3l ．



6 9 4

く6 7－4 H llう の カ ラ ム で の み 吸着され なくな っ た く因 6 I ．

一 方
，

T I M PL2 と こ れ ら抗体 とを 反応させ た 後に M M P －

2 の 阻害活性

を 測定す る と ，
ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン の 3 番目 の ル ー プ に 対す る

抗体 く69 －1 0 B l l l で の み TI M P －2 阻害活性は 約30 ％ま で に 低下

した く図7 I ．
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I
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V ． 潜在型 M M f L 2 の 活性化に 対する TI M f L 2 の 影響

滞在型 M M P－2 は
，

A P M A 処理 に よ り活性化 を され 低分子

化する ． こ の 活性化に 及 ぼ す TIM P －1 と T I M P－2 の 影響を調べ

る目 的 で
，
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I で 標 識 した 滞 在型 M M P－2 を 種 々 の モ ル 比で

TI M P －1
，
T I M P－2 と 4 て二

，
1 3 時間 イ ン キ エ

ペ ー

シ ョ ソ 後
，

1 ．O m M A P M A 処 理 く37 て
，

1 時間l に よ り活性化 し低分子化の

状態を ，
S D S

－ P A G E で 展開 した の ち オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
一

に て 検討 した ． 図8 の 如く ，
T I M P －1

，
T I M P

－

2 と も活性化に 伴

う低分子 化を阻 害 した が
， 低分子化を 完全に 阻害す るイ ン ヒ ビ

0 2 4 6 8

P r O M M P 2 1T I M P 2くm oll m o り

Fi g ． 5 ． I n h ibit o r a c ti vi t y of T I M P －2 a g ai n s t M M P － 2 i n th e

p r e s e n c e of p r o M M P － 2 ． T I M P－2 w a s in c u b a t e d w ith

d iff e r e n t a m o u n ts o f p r o M M P－2 u p t o a n 8－f ol d m ol a r

e x c e s s f o r 2 0 h r a t 4 C ． T h e i n hi bit o r a c ti v lt y a g ai n st

M M P－2 w a s th e n d e t e r mi n e d b y m e a s u ri n g th e i n h ibitio n

Of M M PT2 a c ti vi t y i n th e
14
CM g el a ti n a s s a y f o r l h r a t

37 て二． E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n 土S D くn
こ 3l ．

2 4 6 8 1 0 1 2 2 4 6 8 1 0 1 2

F r a c ti o n n u m b e r

F i g ， 6 ， E ff e c ts o f th e TI M P －2 d o m ai n
－

S P e Cifi c m o n o cl o n al a n tib o di e s o n th e p r o M M P－2 － T I M P－2 c o m pl e x f o r m a ti o n － T I M P
－ 2 w a s

i n c u b a t e d w ith p r o M M P － 2 f o r 1 5 h r at 4て二 a n d s u bje c te d t o a n ti－くTIM P－21 I g G く67
－4 H l ll くAl ， く68 － 6 H 4 H 朝 ，

a n d く69 －1 0 B 川

くCl －S e p h a r o s e c oI u m n s ． E l u ti o n w a s p e rf o r m e d w ith O ．2 M gl y ci n e － H C l b uff e r
， p H 2 －5 － T I M P － 2 i n e a c h c ol u m n f r a c tio n w a s

m e a s u r e d b y a s a n d w i c h e n z y m e i m m u n o a s s a y
抑

． C l o n e s 6 7 －4 H ll
，
68 － 6 H 4

，
a n d 6 9 －1 0 B l l a r e m o n o clo n al a n tib o d i e s s p e cific t o

th e c a rb o x y
－ t e r m i n al d o m ain ，

th e fir s t a n d thi rd l o o p s of th e a m i n o
－t e r mi n al d o m ai n

，
r e S P e C ti v e ly ． A 佃2 く％l ，

r el a ti v e a b s o r b a n c e

a t 4 9 2 n m ． A r r o w s i n di c a t e th e s ta rti n g p oi n t of el u ti o n ．



T I M PT2 の 性質，
M M P －2 と の 相互作 用お よび 不 活性化
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69 5

タ 一 波度 で比較す ると
，
T I M P，2 ほ TI M P －1 よ り7 ． 6 倍強 い 活

性 を示 した ．

W ． T I M P － 2 イ ン ヒ ビタ
ー 活性の 不 活性化

1 ．
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に よ る不 活性化

丁工M P － 2 を そ れ ぞれ ト リプ シ ン
，

か キ モ ト リプ シ ン
， 好 中球

エ ラ ス タ ー ゼ
，

カ テ プ シ ソ G
，

プラ ス ミ ン
，

ト ロ ン ビ ン
，

血 祭

I A ご
し 8 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 用 1 1 1 2 3 ヰ ら 6 7 8 9 1 0 1 1

r
こ
軌 聖 和

竹野．濁
野野

F i g ． 8 ． E ff e c t s of T I M P －1 a n d T I M P －2 0 n p r O M M P － 2

c o n v e r si o n to a c tiv e f o r m b y A P M A ．

1 2 5
トI a b el e d p r o M M －

P － 2 く1 ．4 p M I w a s i n c u b a t e d wi t h
1 25
I－TI M P－2 くAl o r

12 5
トTI M P －1 くBl f o r 1 3 h r a t 4 て二 a n d th e n a c ti v a t e d wi th

l ．O m M A P M A a t 37 て二 f o r l h r ． T h e s a m ple s w e r e

s u bj e c t e d t o S D S－P A G E く12 ．5 ％ t o t al a c r yla m id el u n d e r

th e r ed u ci n g c o n diti o n s a n d th e g el w a s a u t o r a di o g r a p h e d ．

L a n q s l a n d 2
， P r O M M P－2 i n c u b at e d wi t h A P M A f o r O

a n d l h J
，

r e S P e C ti v el y ． L a n e s 3 －1 1
， P r O M M P －2 in c u b a t e d

wi th e a c h TI M P a t m ol a r r a ti o s O ．01
，
0 ．0 2 ， 0 ．0 4 ， 0 ．0 7 ， 0 ．1 4 ，

0 ．2 8
，
0 ．5 5

，
1 ．0 7

，
2 ．1 4

，
r e S P e C ti v ely a n d th e n a c ti v a t e d w ith

A P M A ．

4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4

I n c u b ati o n ti m e くh rJ
F ig ． 9 ． I n a c ti v a ti o n of T I M P －2 i n hib it o r a c ti vi t y b y t r y p si n くAl，

a－C h y m ot r y p si n く軌 1e u k o c yt e el a s t a s e
l
くC，，

C a th e p si n G くDI ，

pl a s m in くEl ， k allik r ei n くFl ． T I M P － 2 く25 0 n gl w a s i n c u b a t e d wi th e a c h s e ri n e p r o t ei n a s e a t 3 7 C f o r 2
，
4

，
8 a n d 2 4 h r

，
a t

C O n C e n tr a ti o n s of l JJ gノm l くA I ， 1 0 p gノm l く0 1 a n d 5 0 FL gJ
I
m lく砂I ． TI M P － 2 a c ti v ity a g ai n st M M P － 3 w a s m e a s u r e d b y

3
H － C m

－ T f

a s s a y 王o r l h r a t 3 7 C af t e r t e r mi n a ti o n o f th e s e ri n e p r o t ei n a s e a c ti v it y w ith 2 m M dii s o p r o p yl fl u o r o ph o s p h a t e ．
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T a bl e 3二 I n a c ti v a ti o n of T I M P s b y a c tiv e o x y g e n

I n hi bit o r a c ti vity く％，

TI M P H O C l くm M I H 20 2 くm M l

0 ． 0 2 0 ． 0 25 0 ． 0 5 0 ．1 0 ． 2 0 ． 5 1 2 5 0 ． 2 0 ■ 5 1 2 5

1 1 00 9 8 8 1 3 5 1 0 N D N D O N D l O O l O O l OO l O O l O O

2 1 0 0 5 4 ， 27 0 0 N D N D O N D l OO 9 8 9 2 8 1 6 8

N D
，

n O t d e t e r mi n e d ．

くA I

k D a 1 2 3 4 5 6

6 8
1

－

5 5
－

ヰ3 岬

k D a
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ル
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2 巨

1 4
叫

痴 現

場 脚 妙

く郎
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臍 脂 増 殖 磯 野

F i g ． 1 0 ． D e g r a d a ti o n of T I M P － 2 b y l e u k o c yt e el a s t a s e a n d

c ath e p si n G ． A mi x t u r e of u n l ab el e d a n d
12 5
トI a b el e d

TI M P －2 w a s in c u b a t e d wi th l e u k o c yt e el a s t a s e く50 FLgJ
l
m 11

くAl o r c a th e p si n G く50 p gl m ll く別 ． T h e s a m pl e s w e r e

s u bje c t e d to S D S － P A G E u n d e r n o n－r e d u ci n g c o n diti o n s

af t e r i n a c ti v a ti o n o f th e s e ri n e p r o t ei n a s e s b y d iis o p r o p yl

fl u o r o ph o s p h a t e a n d th e g el w a s a u t o r a di o g r a p h e d ．

P r o t ei n s ta n d a rd s a r e th e s a m e a s F i g ． 2 e x c e p t ly s o z y m e

く1 4 k D al ． L a n e s l a n d 6
，

T I M P －2 i n c u b a te d wi t h o u t

e n z y m e f o r O a n d 2 4 h r ニ1 a n e s 2－5 ，
TI M P－2 tr e a te d w ith

th e e n z y m e f o r 2 ， 4 ， 8 a n d 2 4 h r
，
r e S p e C ti v ely ．

カ リ ク レ イ ソ と37 てこで 2 へ 24 時間反応後，
こ れ ら酵素活性を ジ

イ ソ プ ロ ピル フ ル オ ロ リ ン 酸で失括 させ
，
M M P－3 に 対す るイ

ン ヒ ビタ ー 活性 を 測定 した ． 図 9 の 如く T王M P －2 の イ ン ヒ ビ

タ ー 活性は
，

凸
－ キ モ トリ プ シ ソ に よ っ て著 しく低 下 し

， 高濃度

く50 鵬ノm り で ほ ぼ 完全 に 失活 した ． また
，

ト リ プ シ ン
， 好中球

ェ ラ ス タ
ー ゼ

，
カ テ プ シ ソ G に よ っ て もその イ ン ヒ ビ タ

ー 活性

ほ全体の 約30
へ

イ0 ％に ま で低下 した く図9 1 ． さ らに 血 祭 カ リ ク

レ イ ン ほ く1 ，
1 0 FLgノm ll で TI M P －2 阻害活性を完全 に 失括 させ た

が
，
T王M P －1 活性 は全 く影響を うけな か っ た ． プ ラ ス ミ ン と ト

ロ ソ ビ ン は TI M P－2 の イ ン ヒ ビタ ー 活性に 影響 しな か っ た ，

－25
王 で 標識 し た T工M P －2 を 7 種 棋 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ

く50 鵬ノm lナで37 C ， 2 へ 2 4 時間イ ン キ エ
ペ － シ ョ ソ し

，
そ の 分

子量の 変化を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー

で観察 した
，

戊ヰ モ ト リ

プ シ ン 処理 で は
，

TI M P－2 分子は非運元 状態で 分子量21
，
5 0 0

，

1 8
，
0 0 0

，
1 5

，
3 0 0 の フ ラ グメ ソ トに 分解 され ，

こ れ らほ 還元状態

で 分子量24
，
7 0 0

，
1 5

，
8 0 0 ， 1 5 ，

0 0 0 の 位置に 泳動 された ．
こ れ ら

の フ ラ グ メ ソ トは ． 2 4 時間処 理 に て更 に 完全 に 分解 され 消失 し

た ． ト リプ シ ソ は TI M P －2 を 非還 元状態で 20
，
7 0 0 と15 ，

4 0 0 ， 還

元状態で分 子量17
，
7 0 0 と13

，
0 0 0 の フ ラ グ メ ソ ト に 分解 した ．

一

方 ， 好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ と カ テ プ シ ソ G 処理で ほ

，
T工M P －2 分

子 は非運元状態で 分子量22 ，5 0 0 に 変換 し
， 切断 された ペ プ チ ド

は ゲ ル の フ ロ ン トに 泳動 された く図1 01 ． 分子量22
，
5 0 0 の フ ラ グ

メ ソ トほ 好中球 エ ラス タ ー ゼ で24 時間処理 す る と更 に 小 さい フ

ラ グ メ ソ ト に 分解 され た が
，

カ テ プ シ ソ G で は24 時間後で も残

存 した ． 血 凍 カ リ ク レ イ ン 処理 で は T王M P－2 ほ非還元 ， 還元 と

も4 時間後 に 既 に ペ プ チ ドに まで 分解 さ れ た ．

一 方 ，
T王M P －1

分子ほ24 時間処 理後に お い ても全く変化は 認め られ な か っ た ．

プ ラ ス ミ ン 処理 で ほ 還元状態 で の み 分子量1 9
，
0 0 0 の 分解産物が

観察 された ． ト ロ ン ビ ン で ほ T工M P－2 分子 の 分解ほ 認め られ な

か っ た ．

2 ． 活性酸素種 に よ る不 活性化

TI M P－1 と TI M P－2 を H O C l く20 p M ノ
ー 2 m M l で37 C

，
9 0 分間

処理 し ，
M M P－3 に 対す る イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 を 測 定 し た ．

T I M P－2 は 2 恥M で ほ 活性の 低下ほ認 め なか っ た が
，
2 5 声M で

約50 ％に 低 下 し
，
1 0 恥M 以上 で ほ 完 全 に 失活 した ．

一 方 ，

T I M P－1 は 25 p M で は活性に ほ と ん ど変化 ほ な く ，
1 0 0 p M で 約

35 ％活性を 有 し
，
2 0 恥M で も約1 0 ％の 活性 が み られ た く表3 I ．

12 5
工 で標識 した TI M P を 用 い て分子 量の 変化 を観察す ると

，
イ

ン ヒ ビタ ー 活性 の 不 活性化に 対応 して TI M P－1 と TI M P－2 の バ

ン ド の 消失 が 確 認 さ れ た ． ま た
， 同様 の 所 見 は 未 標識 の

TIM P を 用 い た S D SノP A G E で も 観 察 さ れ た ． T I M P－1 と

TI M P－2 を H 2 0 2 く0 ．2 m M r
－ノ 5 m M l で 同様 に 処理 して

， そ の イ ン

ヒ ビ タ
ー 活性 の 変化 を 測 定 した ． 表 3 の よ う に

，
T工M P－2 ほ

2 へ 5 m M の 高濃度 で
，
2 0 － v 3 0 ％の 活性低下を 示 すが

，
それ 以 下

の 濃度 では 活性の 変化ほ 認め られ なか っ た ．

一 方 ，
T工M P－1 で

ほ H 2 0 2 に よ る 不活性化 は測定 した 範囲内で ほ認 め られ な か っ

た ． ま た
，

H 2 0 2 処理 に よ っ て TI M P－1 と TI M P－2 の 分子量に

変化は観察 され なか っ た ．

考 察

丁工M P－2 は こ れ まで の 報告 で ほ
，

牛関節軟骨 抽出液
2 郎

， 牛大

動脈内皮細胞培養液
2鋸

，
H L E 細胞培養液

30－
お よび 慢性関節 リ ウ

マ チ 関節液
紺

よ り精製 され て い る が
，

い ずれ も高速液体 ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ
ー

を 用い て 精製さ れ て お り
，

そ の 回 収 率も0 ． 7 5
へ

1 5 ％と低 い ． しか し
， 本研究で は ヒ ト肝癌細胞培養液か ら通常

の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

に よ り19 ％の 回収率を も っ て 単
一

標品と して 精製す る こ とが 可 能で あ っ た ． 本イ ン ヒ ビ タ
ー

の 精

製 に 用 い た 4 種 の カ ラ ム ク ロ マ I グ ラ フ ィ
ー の う ち

メ
特 に

G r e e n A D y e m a tr e x ゲル と A c A 4 4 に よ る 分画 が重要 で あ っ

た ． T I M P－2 は G r e e n A D y e m a tr e x ゲル に 吸 着 し
，
N a C l に よ

る溶 出過程で T工M P － 2 と 同様 の 分子量を も つ 蛋白が除去 され ，

最終段階 の A c A 4 4 ゲ ル 濾過法 に よ り容易 に 精製 され た ． 本イ

ン ヒ ビタ
ー

が T工M P ．2 で ある こ と は
l そ の 分子量と 合成 ペ プチ

ドを 用い た TIM P －2 に 対す る特異的モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗体で 認識

され る ことか ら 明白 で ある ， TI M P －1 と同様 ，
T I M P－2 ほ 熱や

酸処理に 対 して著 しい 耐性を 示 した ．
T工M P－1 は 分子中の12 個

の シ ス テ イ ソ が 6 個 の ジ ス ル フ ィ ド結合を 形成 して お り
32－

，
そ



T I M P－2 の 性質 ，
M M P－2 と の 相互作用 およ び不 活性化

の 分子構造が TI M P－1 の 熱や酸 に 対す る耐性の 理 由と考え られ

てい る ． T工M P －2 の 二 次構 造 に つ い て ほ ま だ 報告 は な い が ，

T I M P －1 と 同位置に シ ス テ イ ソ の 配列を も つ こ とと
7，

， 熱や 酸耐

性健か らみ て T工M P－1 と同様の ジス ル フ ィ ド結合が存在する と

推定 され る ． 実際還 元処 理 で ジス ル フ ィ ド結合を切 断す るとイ

ン ヒ ビタ ー活性が 消失する こ と は
l

そ の こ とを 支持 して い る ．

M M P －1 ，
2

，
3

，
9 に 対する TI M P－1 と TI M P － 2 の 阻害活性に

つ い て ほ ，
W a r d ら

岬

と H o w a r d ら
I11

が 報告 して い る ． 本研究

で は ，
M M P －1 と M M P－3 に 対 す る イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 ほ

TI M P －1 の 方が優れ て お り
， 両 グ ル ー

プ の 報告 に ほ ぼ 一

致 す

る ． H o w a r d ら
Ill

は M M P －2 と M M P － 9 に 対 して TI M P －2 は

T工M P－1 よ り 7
ノ

ー 1 0倍 阻害活 性が 強 い と 報告 して い る ． しか

し
，
著者の 実験 で は

，
T I M P－2 の 阻害活性ほ M M P － 9 に 対して

TI M P－1 の1 ． 2 倍 で あ るの に 対 し
，

M M P－2 に 対 し て は む し ろ

T工M P－1 の 方が2 ． 5 倍強い 活性を 示 した ．
こ の よ う な阻 害活性

Fこ関する矛盾 した結 果ほ
，
実験 に 用 い た 活性型 の M M P－2 と

M M P －9 の 違 い に 基づ くと推定 され る ． M M P－2 と M M P－9 に つ

い て ほ ， 分子 量の 異な る い く つ か の 活性型酵素の 存在が 近年報

告され て い る
1TI3 3 13 4，

． H o w a rd らの 実験
11，

で は
，
M M P－2 は ア ミ ノ

末端と カ ボ キ シ ル 末端 F
－

メ イ ン の 消失 した分子量42 ，5 0 0 の 活性

型を
，

また M M P－9 は ア ミ ノ 末端 ドメ イ ン の み を 欠失 した 分子

量83 ，0 0 0 の 活性型を 用 い て い る ．

一 方 ， 本研究に お い て は
，

ア

ミ ノ 末端 ドメ イ ン を消失 した分子 量67
，
0 00 の 活性型 M M P－2 と

ア ミ ノ 末端 と．カ ル ポ キ シ ル 末 端の 両 ド メ イ ン の な い 分子 量

67
，
0 0 0 の M M P －9 を用 い て い る ． W a r d ら

101

も本実験 と同様 な

活性型を 用い て お り ，
T I M P に よ る阻害も本研究 と類似 した 結

果 を 示 し て い る ． 従 っ て こ れ ら の こ と か ら
，

T王M P－2 ほ

M M P－9 に 対 して は TI M P－1 よ り 優れ た イ ン ヒ ビ タ
ー

で あ る

が
，
M M P － 2 に 対 して は ア ミ ノ 末端と カ ル ポ キ シ ル 末端 の 欠失

した 特殊 な活性型に 対 して の み強 く作用 す ると推定 され る ．

T I M P－1 と TI M P－2 の M M P に 対 するイ ン ヒ ビタ ー 活性が ア

ミ ノ 末端 ドメ イ ン の 3 個 の ル ー プ構 造に 存在する こ とほ
，

カ ル

ポキ シ ル ドメ イ ン を 欠失 した リ コ ソ ビナ ン ト TI M P の 実験 か

ら既に 知 られ て い る
16 郎 I

． ま た ，
カ ル ポ キ シ ル 末端 ド メ イ ン を

失 っ た 分 子 量13 ，5 0 0 の T工M P－2 に イ ン ヒ ビ タ ー 活性が ある こ と

か ら
，

T王M P－2 活性 ドメ イ ン が ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン に ある こ と

を D e Cl e r c k ら
361

は示 してい る ． しか し
，

こ の ル
ー

プ構造の う ち

活性に 直接関与す る部位に つ い てほ こ れ ま で 知 られ て い な い ．

本研究 では
，
T I M P－2 の 各 ド メ イ ン に 対す る特 異的 モ ノ ク ロ

ナ ー ル 抗体を 用 い た実験か ら，
ア ミ ノ 末端 ドメ イ ン の 3 番目 の

ル
ー

プ構造が M M P－2 活性阻害に 重要 で あ る こ と を実証 した ．

本研究デ ー タ ほ
，

こ の ドメ イ ン に 対す る合成 ペ プ チ ドや リ コ ン

ビナ ン ト蛋白が 有用 なイ ン ヒ ビ タ ー

と して 作用 する可 能性を示

唆して い る ．

T I M P －1 と T I M P －2 は
， 潜在型の M M P－9 と M M P － 2 と の 間

に それ ぞれ 複合体を 形成 する
1 細 聞

． 本研 究 に お い て も
，
滞在 型

M M P － 2 ほ T I M P － 2 と の み 結 合 し
，

そ の 複 合 体 ほ 活 性 型

M M P － 2 に 対 して イ ン ヒ ビ タ
ー 活性 を有 して い た ． こ の 実験 結

果ほ
，

T I M P －2 の 滞在型 M M P － 2 との 結合部位 とイ ン ヒ ビタ ー

活性部位が 異な る こ とを 示 してい る ． リ コ ン ビナ ン ト T王M P －2

を用い た W iu e n b r o c k らの 実験 で ほ
1 6，

，
カ ル ポキ シ ル 末端 に あ

る 9 個 の ア ミ ノ酸残基が 滞在型 M M P －

2 と の 結合部位で ある こ

とが 示 され て い る ． 本研究に お い ても ， 滞在型 M M P － 2 N TI M －

ト2 複合体は カ ル ポキ シ ル 末端 ド メ イ ン に 対す る特異的 モ ノ ク

69 7

ロ ナ
ー ル 抗体で 認識 され なくな る こ とか ら

，
カ ル ポ キ シ ル 末端

ドメ イ ン が滞在型 M M P－2 との 結合部位で ある と結論され る ．

滞在型酵素と して 分泌され る M M P の 活性化ほ
，

これ ら酵素

が生体内で作用 するた め に 不 可 欠の ス テ ッ プ で あ る ． T I M ト1

と T工M P－2 は こ の プ ロ セ ス に 作用 し
， 活性化 に 伴 う 滞 在型

M M P の 低 分子化 を 阻害す る と 報告 され て い る
l 椚1珊 瑚

． W a r d

ら
川
は滞在型 M M P －2 に 対 して は TI M P －1 の 方が TI M P － 2 よ り

強 く活性化を阻害する と報告 して い る ． しか し
， 本研究で ほ 逆

に T工M P －2 の 方が そ の 阻害力は強か っ た ． こ の 矛盾 した 結果の

理 由に つ い て ほ明 らか で は な い が
，

本実験 で は 活性 化に 先立

ち ， 滞在型 M M P－2 を TI M P と 4 てで13 時間イ ン キ ュ
ベ ー ト し

て い る の に 対 し
， 彼 らの 実験でほ25 C

，
3 0 分間 しか反応 して い

な い 点が異な る ． 本実験条件で は TI M P－2 は滞在型 M M P－2 と

完全な 複合体を 形成する こ とか ら
，
複合体形成の 有無 が こ の よ

う な異な っ た 結果を生 じる と推測 され る ．

O k a d a ら
即
ほ TI M P－1 が ト リ プ シ ン や 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ な

どの セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 処理 に よ り不活性化され る こ と を報告

して い る ． 本研究に お い て は ，
T I M P －2 ほ ト リ プ シ ン

，
庄一キ モ

ト リ プ シ ン
， 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ で 著 しく不 活性化 され る こ と

が 明ら か とな っ た ． ま た
，

カ テ プ シ ソ G に よ っ て もイ ン ヒ ビ

タ ー 活性ほ 約30 ％失活 した ．
こ れ ら の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ処理

に よ る T工M P－2 分子の 変化 とイ ン ヒ ビタ ー 活性 を比較す ると ，

ぽ－キキ トリ ブ シ ソ は T工M P－2 を 多段 階的に べ プ チ ドに ま で 分解

す る こ とで 完全な失活 へ と導く こ と が 明 らか と な っ た ．

一

方 ，

ト リ プ シ ソ 処理 で は T王M P －2 分子は 2 つ の 主 要フ ラ グメ ソ トに

分解 きれ
，
イ ン ヒ ビ タ

ー 活性は 分子量17 ， 7 0 0 く還元 状態1 の フ ラ

グ メ ソ ト の 推移と 相関した ． 前述の 如くイ ン ヒ ビ タ ー 活性 ドメ

イ ン は ア ミ ノ 末端の 3 つ の ル ー プ構造に 存在する こ とか ら
，

こ

の フ ラ グメ ソ トに ア ミ ノ 末端 ド メ イ ン が 含 ま れ る と 推定さ れ

る ． 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と カ テ プ シ ソ G 処理 に よ る TI M P－2 分

子 の 変化ほきわ め て 類似 して お り ，
い ずれも非還元状態で 分子

量24 ，5 0 0 の 大き な フ ラ グ メ ソ トに 分解 され た ． そ の フ ラ グメ ソ

ト の 推移とイ ン ヒ ビ タ ー 活性が相関す る こ とや 分子量の 低下 の

程度か ら考え ると
，

こ の フ ラ グ メ ソ トは カ ル ポ 車 シ ル 末端の 遊

離状と な っ た ドメ イ ン の 切断で 出現 した と推定 され る ． 分子量

24 ，5 0 0 の フ ラ グ メ ソ ト は還元状態 で は よ り小 さな い く つ か の フ

ラ グ メ ソ トと して 泳動され る こ とか ら
，

そ の フ ラ グメ ソ ト ほ複

数の 切断を うけ た T工M P－2 分子 が ジ ス ル フ ィ ド結合で 連結 した

もの と考え られ る ．

一 方
，

こ れ らの セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ と は 対

照的に
，

血祭 カ リ ク レ イ ン ほ TI M P－2 を完全に 不 活性化する の

に 対 し ，
T工M P－1 イ ン ヒ ビ タ ー 悟性 は 全く 影響 を 受け なか っ

た ． 電気泳動上 TIM P－2 分子は 短時間で 分解 消失す る の に 対

し
，

T工M P－1 分子 に 全く変化が み られ な い こ とは 上記の 所見 を

支持 して い る ．
カ リ ク レイ ン の T工M P に 対する酵素作用 の 違い

ほ ， 相互 に 約40 ％ の 相同性を もつ TI M P－1 と TI M P－2 の ア ミ ノ

酸配列の 相違 に 基づく と考え られ るが
， そ の 詳細な機序は不 明

で ある ． 血凍 カ リ ク レイ ン
， 好中球 エ ラ ス タ

ー ゼ お よび カ テ プ

シ ソ G が TI M P － 2 を 不 活性化す る こ と ほ ， 生体 内 に お け る

M M P 活性調節の 上 で 重要な 意味 を も っ て い る ． 血糞 力 リ ク レ

イ ン は プ レ カ リ ク レ イ ン と して血 中に 存在 し
，

ハ ー ゲ マ ン 因子

の 作用で 活性化さ
，れ る

3T－
． 実際 ， 活性型 カ リ ク レイ ン は 慢性調

節 リ ウ マ チ な どの 炎症 局所に み られ ， 滞 在型 の M M P －1 や

M M P －3 を活性化する こ とが知られ て い る
1 榊

． ま た
， 好中球 エ

ラ ス タ ー ゼ や カ テ プ シ ソ G ほ好中球に よ っ て 産 生され ， 好中球
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浸潤を 伴う 生理 的 ある い は 病的状態 で出現する ．
こ れ らの 酵素

ほ 滞在 型の M M P －3 や M M P－9 を 活 性 化 す る こ と か ら
17 閲

，

T I M P の イ ン ヒ ビタ ー 活性の 不 活性化と滞在型 M M P の 活性化

に よ り M M P 活性調節 に 二重 の 意味 で 重要な 役割 を 果た す と

考え られ る ． こ れ らの セ リ ソ プ ロ テ ア ー ゼ に 加 えて
，

H O C l が

T工M P イ ン ヒ ビ タ ー 活性を失活 させ る こ とは注 目す べ き所見で

あ る ． H O C l に よ る TI M P 分子 へ の 作用機序は不 明で あるが
，

H O C l 処理 で TI M P 分子が消失す る こ と か ら TI M P 分子の 破

壊 が生 じる こ と は 明らか で ある ． H O C l ほ好中球 で産 生さ れ る

強力な 活性酸素種 の 1 つ で
， 滞在型 M M P－9 と M M P ， 8く好中球

コ ラ ゲ ナ ー ゼ1 を部 分的で ほ あるが 活性化す る こ と が 知 ら れ て

い る
印 刷 1I

． 従 っ て
， 炎症の 場 で発 生す る H O C l も 生体 内で の

M M P 活性の 調節に 重要な 役割を 果た すと考 え られ る ．

藩 論

ヒ ト肝癌細胞くH L E 細胞J 株培養液よ り TI M P －2 を 単離精製

し， そ の 生化学的性質と潜在型 M M P－2 の 活性化 に 対す る影響

お よび 不活性化鶴橋 に つ い て 調べ
，

T王M P －1 の そ れ と比較 ■ 検

討 し以下の 結果を得 た ．

1 ． T工M P － 2 は 4 種 の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ っ て 精

製 され 電気泳動上 j 非還 元 お よ び 還元 状態 で そ れぞ れ 分 子量

23 ，
0 0 0 と25

，
0 0 0 の 単 一 な 蛋白バ ン ドと して 泳動され た ． ま た ，

そ の 回 収率 ほ19 ％ で あ っ た ．

2 ． T I M P －1 お よ び TI M P － 2 の イ ン ヒ ビ タ ー 括 性 は 熱

り00 C
，
1 5 分間つや 酸 くp H l ．7

，
3 0 分間卜処理 で は安定 で あ っ た

が ，
2 一 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル に よ る 還元 処理 で 著 しく失 活 し

た ．

3 ． M M P －1 く分 子 量 43
，
0 0 01，

M M P －2 く分 子 量 67
，
0 0 0う，

M M P
－3 く分 子 量 4 5

，
0 0 01 ，

M M P －9 く分子 量 67
，
0 0 0I に 対す る

TIM P －1 と T I M P － 2 の 阻 害 活 性 ほ
，

M M P
－

1 ，
M M P －2

，

M M P －3 に 対 して は TI M P －1 の 方が TI M P －2 よ りそ れ ぞれ7 ，8

倍 ，
2 ．5 倍 ，

6 ． 4 倍 強く 阻害 した ．

一 方 ，
M M P － 9 に 対 し て は

T工M P －2 の 方が1 ． 2倍強 い 阻害活性を 示 した ．

4 ． T工M P－2 は 滞在型 M M f し2 と結合 し
，

そ の 複合体 は活性

型 M M P － 2 に 対 して イ ン ヒ ビタ
ー

活性 を 有 し て い た ． ま た ，

T I M P －2 は A P M A 処理 に よ る滞在型 M M P－2 の 活性化 に 伴う

低 分子化を T工M P－1 よ り7 ．6 倍強く阻害 した ．

5 ．
TI M P－2 の 各 ドメ イ ン に 対する特異的 モ ノ ク ロ ナ

ー ル 抗

体 を用 い た実験 か ら ， 滞在型 M M P －2
－ T I M P －2 複合体形 成 に

ほ T工M P － 2 の カ ル ポ キ シ ル 末端 ドメ イ ン が関与 し
，

ア ミ ノ 末端

ドメ イ ン の 3 番 目 の ル ー プが M M P －2 活性の 阻害中心 で ある こ

とが推定 され た ．

6 ． T I M P －1
，
T I M P － 2 の イ ン ヒ ビ タ

ー

活性 は ト リ プ シ ン
，

か キ モ ト リ プシ ン
，
好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ

，
カ テ プ シ ソ G で 不 活

性化 され た が ， 血 旅 カ リ ク レ イ ソ ほ T工M P － 2 の み を特異的に 不

活性化 し
， また

，
プ ラ ス ミ ン

，
ト ロ ン ビ ン に はそ の ような 作用

は み ら れ な か っ た ． こ れ ら 酵 素 に よ っ て 不 活 性 化 さ れ た

TIM P －2 分子は 低分子量 の フ ラ グ メ ソ トに 分解され た ． 活性 酸

素種の 1 つ で ある H O C l ほ TI M P －1 と T I M P －2 を不 活性化 し

た が ，
H 20 2 ほ T工M ト2 の み を部分的に 不 活性化 し

，
こ れ ら活性

酸素種の 作 用は TIM P － 2 の 方 が TI M P －1 よ り強く うけ る と考え

られた ．

以上 の 結 果は
，

T工M P－2 が 酵素括性 の 阻害 と浄在型酵素の 活

性化の 阻害 の 両面か ら M M P－2 の 括性調節に 重要な役 割を果た

す こ とを 示 して い る ． ま た病的状態 で ほ TI M P に よ る M M P

の 活性調節は 病変部に 浸潤 した 多核白血 球や 血清 に 由来する セ

リ ソ プ ロ テ ア ー ゼ や 活性酸素種 に よ っ て 修飾 され る こ とを 示 酸

して い る ．
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