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肺癌 に お け る マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ

ー そ の 産生 , 局在と癌細胞 の 浸潤 ･ 転移 に おける役割 -

金沢大学 医学部病理 学第
一 講座 ( 主任 : 中西 功夫教授)

木 村 顕 子

(平成 4 年2 月 4 日受付)

肺癌 の 浸潤 ･ 転移 に おけ る マ トリ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ 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 そ の イ ン ヒ ビ

タ
ー

(ti s s u e i n hib it o r of m e t allo p r o tei n a s e
-1

,
T I M P-1) の 果た す役割 を調 べ る 目的 で

1 外 科的に 切除 され た 肺 癌組織 (腺病47

軌 扁平上 皮癌30 例 , 腺病と扁平上 皮癌の 両成 分の 混在 した 癌 7 軋 大細胞癌 3 軋 小細胞癌 3 例 , 類義皮癌 2 例) を対象と し

て ,
M M P-1 胤 織 コ ラ ゲ ナ

p ゼ) ,
M M Pr2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ

ー ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ) ･
M M P- 3 ( ス ト ロ ム ラ イ シ ソ ~ 1 ) ,

M M P -9

(9 2 k D a ゼ ラ チ ナ
ー ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ) お よ び TIM P-1 の 免疫組織学的局在 を検討 した ･

こ れ ら の M M P s の うち
,
M M P-1

と M M P-9 は そ れ ぞれ68 . 5 % と64 . 1 % の 肺癌症例 で 癌細胞 に 陽性を 示 した . 癌細胞巣 に 占め る陽性細胞 の 比 率は M M P-1 が

27 . 8 土3 3 . 3 % (陽性 ス コ ア 1 . 9 7 ±1 . 7 0) ,
M M P- 9 が12 . 9 士2 0 . 5 % (陽 性 ス コ ア1 ･ 3 0 ±1 ･ 3 8) で あ っ た ･

一

方 ,
M M P-2 と

M M P -3 ほ肺癌症例の わずか3 . 3 % と5 . 4 % で 陽性を 示 すの み で あ っ た ･ T I M PTl は18 ･ 5 % の 肺癌症例 で 陽性を 示 した が
, 癌巣中

の 陽性細胞 の 比率は1 .2 土6 . 5 % (陽性 ス コ ア0 .2 5 土0 . 6 3) に 留ま っ た ･ 肺癌組織 の 培養上 清中に 分泌 され た M M P-3
,
M M P-9 ･

ぉ よ び TI M PTl を サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り定量 した . そ の 結 軋 M M PT9 分泌量は 肺癌症 例(0 ･ 2 9 土0 ･ 4 0 n m ol/ g 阻

織重量) と肺炎症例 (0 .2 0 土0 . 2 2 n m ol/ g 組織重量) に お い て 正常肺症例 (0 ･ 1 2 ±0 ･ 1 6 n m ol/ g 髄･織 重量) よ り も有 意 に 高値で

あ っ た (p < 0 . 0 5) .

一

九 T I M P -1 分泌量は 肺癌(2 . 7 7 ±0 ･ 9 2 n m o V g 鼠織重量) , 肺炎(3 ･ 5 5 ±2 ･ 3 8 n m ol/ g 組織重量) お よび正

常肺 (3 .1 9 ±2 .2 2 n m ol/ g 組織重量) の 各群間で 有意差は 認め られ なか っ た ･ M M P -3 は ご く少数 の 症例で の み検 出され , 肺癌

(0 .1 1 ±0 . 2 7 n m ol/ g 狙織重畳) で ほ正 常肺(0 . 0 4 ±0 . 2 5 n r n ol/ g 紅織重量) に 比較 して 有意 に 高値で あ っ た( p < 0 ･ 0 1) ･ ゼ ラチ ン

分解活性も肺癌症例(24 . 7 ±4 6 . 9 u/ g 組.織 重量) に お い て 正 常肺症例(6 ･ 6 ±1 2 ･ 9 u/ g 敵織重量) よ りも有意に 高値 を示 した(p <

0 . 0 1) .
ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ

ー

ト ゲ ル 電気泳動 では
!
主 要な ゼ ラ チ ン 分解活性は 分子量㍍

,
00 0

,
6 4

,
0 0 0

,
61

∫
0 0 0

,
5 2

,
0 軋 およ

び49 , 0 0 0 に 相 当す る部位に 出現 した . こ れ らの うち 前二 者は そ れ ぞれ滞在型 の M M P-9 と M M P-2 に 相当する と 考え られ , 分

子量87
,
0 0 0 の ゼ ラ チ ン 分解活性が 全症例 に お い ても最も強く 認め られ た ･ 以上 の デ ー タ は

ト
肺癌 に お い て は 癌細胞 で 産生され

た M M P-1 と M M P-9 が TI M P -1 と の 間に 不均衡 を生 じ
,
癌細胞 の 浸潤 ･ 転移 に 伴 う細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解に 主要 な役割

を 果たす こ と を示 唆 して い る .

K e y w o r d s l u n g c a n c e r ,
i n v a si o n a n d m e t a st a sis

,
m a t ri x m et allo p r o t e in a s e s

,
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 s
,
i m m u n ol o c aliz a ti oi n

肺癌ほ悪性腫瘍 の 中で も増加率の 最も著 しい 腫瘍で
, 診断や

治療技循 の 向上 に もか か わ らず 血行性転移の た め に 極め て 予後

不 良な 悪性腫瘍 で ある . 肺癌細胞 が血 行性転移 を きたす第
一 の

ス テ ッ プほ
, 癌 細胞 に よ る周閉結合組織の 細胞外 マ トリ ッ ク ス

の 分解 と
,

血 管基底膜 の 破壊お よ び血 管内腔 へ の 侵入 で ある ･

こ の ような 癌細胞の 浸潤 ･ 転移に 伴う細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分

解に 蛋白分解酵素が 関与す る こ とは よく知 られ た 事実 で あ り
,

こ れ ま で 全て の ク ラ ス の 蛋白分解酵素が 報告 さ れ た き た
l)

. そ

れ らの う ち で も ,
こ と に マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ テ ィ ナ

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 る殆 ど全て の 細胞外 マ トリ ッ ク ス 成分を 中性域で

分解 し得 る こ と か ら
, 癌細胞 の 浸潤 ･ 転移に 重要 と考 え られ て

し｣ る
2 ト 6)

. M M P 遺伝子 フ 7 ミ リ ー は
, 現在ま で に

一

次構造 の 知

られ た 少な くと も 8 種類 の 酵素か ら構成 され て い る が
4)5)

,
そ れ

A b b r e v ia ti o n s : D A B
,

ら の 酵 素 活 性 ほ 共通 の イ ン ヒ ビ タ
ー

( ti s s u e i n h ib it o rs of

m e t all o p r o t ei n a s e s
,
T I M P s) に よ っ て 厳重 に コ ン ト ロ ー ル され

て い る
4)6) ～ 8)

. 従 っ て
,

生体 内で の M M P 活性 は TIM P s と の間

に 不 均衡が 生 じた 場合に の み作 用す る と考え られ て い る ･ 癌の

浸潤 ･ 転移 に 関す る こ れ ま で の M M P s に 関す る研究は
, 癌細

胞株 や 実 扱動 物 を用 い た 報告 が 多 く
g ト Ⅰ3)

,
ヒ ト癌組織 で は乳

癌
14 榊 )

と消化器癌
16)

に おけ る M M P-2 の 役割 が検 討され て いる

に す ぎな い . ま た
,

ヒ ト 癌 阻 織 に お い て 複 数 の M M P s と

T I M P s の 局在や そ の 分泌 量を 検索 した 報告ほ こ れ ま で 認め ら

れ なし ､
.

本研究 で は , 肺癌 組織 に おけ る M M P-1 (組織 コ ラ ゲナ
ー ゼ) ･

M M P- 2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ),

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/ Ⅳ塑 コ ラゲ

ナ ー ゼ) お よ び TIM P-1 の 免疫紐織化学的局在を 検討するとと

3
,
3

,

- di a m i n o b e n zidin e t e t r a h y d r o c hlo rid e ; M M P
,

m a t ri x m e t allo p r o t ein a s e ; P L P ･

p e ri o d at e
-1y si n e -

P a r af o r m ald e h y d e ; R A
,

r h e u m at oid a rt h riti s ; T I M P
,
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 es
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もに ,
M M P-9 ,

M M P -3 お よ び TI M PLl の 痛風織 に よ る分泌量

とゼ ラ チ ン 分解活性を測定 し,
こ れ らの M M P s が 肺癌組織 の

浸潤
･ 転移に 果た す役割 に つ い て 考察 した ･

材料お よび 方法

( . 坑ヒ ト M M P - l
,

- 2 ,
- 3

,
- 9

,
お よび T I M P -1 抗体

M M P-1 に 対する抗体は , 他 の M M P s と 相同性 の 少な い カ ル

ポキシ ル 基末端 部の ア ミ ノ 酸 配列 (V aトGl nT G ly- G l n
q As n- V al-

L e u- H is- G ln- T y r- P r o- L y s一As p
.Il e- T y r

- S e r- S e r- P h e- Gl y) に 対す

る合成ペ プチ ドを 抗原と して作製 した ･ ま た
t

M M P- 3 に 対す

る抗体は, 慢性関節リ ウ マ チ (r h e u m a t o id a rt h ritis , R A ) 滑膜細

胞培養液か ら O k a d a らの 方法
IT) で滞在型 M M P -3 を 精製 し, そ

れを抗原 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を 作 製 し た ･ さ ら に
,

T I M P-1 に 対する抗体も K o d a m a らの 方 法
t8)

で ヒ ト 胎 盤 よ り

TIM P,1 を精製 し
, 同様に 作製 した . M M P- 2 と M M P-9 に 対

する モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(そ れ ぞれ 42 - 5 D ll と 56-2 A 4) に つ い

ては , そ の 特異性と 免疫 染色に 使用 し得 る こ と が既 に 報告 され

ている
】 脚

.

M M P-l ,

- 3
,

お よび TI M P -1 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

は
l
抗原と して 用 い た 合成 ペ プ チ ドある い は 蛋白を用 い た 酵素

結合抗体免疫ア ッ セ イ で
一 次ス ク リ ー ニ ン グ した . 陽性 ク ロ

ー

ン に つ い て は
,

R A 滑膜細胞培養液 を用 い て イ ム ノ ブ ロ
ッ ト 法

で 再ス ク リ ー ニ ン グ した . イ ム ノ ブ ロ
ッ トは ∴電気泳動 で 分離

された蛋白を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転写後 ,
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗

体と ビオ チ ン 化抗 マ ウ ス I g G 抗体を用 い て
,

ア ビ ジ ン ービ オ チ

ン ー ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 法 ( a vi d inーbi ot in- P e r O X id a s e

C O m pl e x m e th o d
,
A B C 法)

21)

で 発色さ せ た .
こ れ らの 方法 で 得

られた陽性 ク ロ ー ン に つ い て ほ
, さ ら に モ ネ ン シ ソ (S i g m a

,

S t . L o u sis , U . S . A .) 処理 した R A 滑膜組織
22)

を 用 い て 免疫組

織染色に 使用 し得 る ク ロ
ー

ン を選択 した .
モ ネ ソ シ ソ ほ合成 さ

れた蛋白の 細胞内移動を ゴ ル ジ装置の レ ベ ル で 停 止させ る こ と

か ら
, 持続性に 分泌 され る M M P-1 ,-3 お よ び TI M P- 1 の 免疫

組織化学的局在を検索する 際に 組織の モ ネ ン シ ソ 処理 が行わ れ

てい る
22)2 3 )

.
これ らに よ り M M P-1 ,L 3

,
T I M P-1 に 対す る特異抗

体41-1 E 5
,
5 5-2 A 4 , 5 0-2 F 6 を得た .

Ⅱ . 肺癌組織と対照群肺組織

手術的に 切除され た 原発性肺癌阻織92 症例と 井癌 部敵織94 症

例を材料と した (本学第 一 外科学教室 , 小田 誠博士 と 渡辺洋 字

教授より供与) . 原 発性肺癌症例 の 内訳は
, 男性60 例 , 女性32 例

で
, その 平均年齢 は67

,
3 土9 . 0 才 (4 0 才 一8 5 才) で あ っ た . ま

た
, 非癌部組織は肺癌症例に お い て 合併切除 され た肺組織を 用

いた ･ これ らの 肺組織を 無菌的に 厚 さ 2-3 m m に 細切 し
,

2 〃

M モネ ン シ ソ 存在お よ び非存在下で37 ℃ 3 時 間培養 した .
こ れ

らの 培養標本と未処理 材料を P L P 固定液 で 4 ℃
, 1 5 ～ 2 4 時 間

固定乳 パ ラ フ ィ ン 包埋 した . また
,

パ ラ フ ィ ン 切片 を へ マ ト

キシ リ ン
･

エ オ ジ ン 染色
,

エ ラ ス チ カ ･ ワ ン ギ ー ソ ン 染色 ,
お

よび鍍銀染色 し光顕的に 観察 した . 肺癌 の 阻織塑は
, 肺癌取扱

い規約袖
に 従 っ て 分類 した .

Ⅲ ･ 肺癌の免疫組織染色
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

, ト リ プ シ ン (S ig m a) ,
ア ク チ ナ ー ゼ E (科研製 乳 東

凱 プ ロ ナ ー

ゼ E (S i g m a)
,

ある い は プ ｡ テ ア ー ゼ ⅩⅩⅠⅤ

(Sig m a) で37 ℃10 分間処理 した . そ の 乱 0 . 3 % 過酸化水素(三

甑 新化乳 束京) と0 . 1 % ア ジ 化ナ ト リ ウ ム (和光製 猟 犬

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 str u p ,
D e n m a r k) に よ る非特異的反応 の ブ ロ

ッ ク

後 , 抗 M M P- 1
,

P2
,

-3 ,
- 9 あ るい は TI M P-1 抗体 と90 分間室温

で反応 させ た . 次 い で , ウ マ ー ビオ チ ン 化 抗 マ ウ ス I g G 抗体

( V e c t o r
,
B u rl

●

i n g a m e
,
U . S . A .) と3 0 分間反応 し,

ス ト レ プ トア

ビジ ソ ー ビオ チ ン ーペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体 (D A K O) と3 0 分

間 反 応 後
,

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3 ,
3 ㌧di a mi n o b e n zid i n e

t e t r a h y d r o c hl o rid e
, D A B) (Si g m a) 反応 液 (0 . 0 5 M T ri s- H Cl

,

0 . 0 3 % D A B
,
1 % H 2 0 2 , p H 8 . 0) で発色 させた . ま た

, 陰性対照 と

して50 0 倍に 希釈 した 正 常 マ ウ ス 血清 ( D A K O) を
一 次抗体の か

わ りに 使用 し
, 同様 の 方法で 反応を行 っ た .

Ⅳ
. 免疫組織染 色性の 判定

染 色性 は陽性細胞 の 癌細胞巣に 占め る陽性細胞 の 割合を定量

化 して
, 陽性 ス コ ア と して 表 した . 陽性細胞の 認 め られ な い 材

料を 0
, 癌細胞巣に 対する 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 .

V . 組織培養液中の M M P - 3
,

- 9
.

お よび T I M P - 1 の 定量

肺 癌 , 肺 炎 ,
お よ び 正 常 肺 の 新 鮮 組 織 を 無 菌 的 に 約

l x l x l m m 大に細 切 し
, そ の 組織片約10 個を0 , 2 % ラ ク トア ル

ブ ミ ン 水解物 ( Gib c o
,
N e w Y o r k

,
U S A ) を 含む R o s w ell P a r k

M e m o ri al I n s tit u t e M e di a
-1 6 4 0 液( G ib c o) 2 m l 中で37 ℃24 時間

培養 した . 培養液と観織片を 分け て 採取後 ,
培養液 を遠心 して

壌死細胞 や血 球な どを 除去 してそ の 上清 を
-

2 0 ℃ で保存 した .

ま た
ト 組織片 ほ 凍結乾燥 した後重量を 測定 した . こ の 培養上清

を 用 い て サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ッ
セ イ 法

2 5)
で M M P-3 , -9 ,

お よ

び TI M P-1 を定量 した . 得 られた 測定値か ら24 時間培養中に 分

泌 さ れ た こ れ ら 蛋 白 重 量 ( 〟 g) を 滞 在 型 の M M P-3 と

M M P-9 ,
お よ び TI M P-1 の 分子量(そ れ ぞれ52

,
2 2 0

,
78

,
4 2 6

,
お

よ び20
,
6 8 5) よ り分子 量( m n oけ を計算 し

, 乾燥組織重量当た り

の 産生量( n m ol/ g 覿織重量) を 求め た .

Ⅵ . ゼ ラ チ ン分解活性の 測定

上 述の 培養上 清を ∴潜在型 M M P s の 活性化剤で ある p
∴ア ミ

ノ フ ェ ニ ル 酢酸第 二 水銀 (1 m M ) ( Si g m a) と ,
セ リ ン プ ロ テ ィ

ナ ー ゼ と シ ス テ イ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー

で ある フ ェ
ニ

ル メ タ ン ス ル フ ォ
ニ ル フ ル オ リ ド (2 m M ) (S ig m a) と N▼エ チ ル

マ レ イ マ イ ド (5 m M ) (S ig m a) 存在下で
,

H a r ri s ら
26)

の 方法 に

従 っ て
14
C一ゼ ラ チ ン を基質と して ゼ ラ チ ン 分解活性を ア ッ

セ イ

した .

14
C- ゼ ラ チ ン は , 精製 した酸可 特性 1 型 コ ラ

ー

ゲ ン を
,

I4
C一無水酢酸 (A m e r s h a m

, 東京) で 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 . ゼ ラ チ ン 分解活性 は ,

乾煉 組織 重畳 1 g 当り の 単位 (u) で 表 した . な お
,
1 単位の ゼ ラ

チ ン 分解活性は
,

ゼ ラ チ ン を37 ℃に お い て 1 分間 に 1 〃g 分解

す る活性 で ある .

Ⅶ . ゼ ラチ ンサ ブス トレ ー

トゲ ル に よる ゼ ラチ ン分解パ タ ー

ン の検索

H ib b s ら
27)

の 方法に 従 い
,

ゼ ラ チ ン (0 . 5 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 した . 上 述の

培養上滞 を非還元状態 で 4 ℃で ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル 上

に 電 気泳 動 し ,
ゲ ル を緩 衝液 (50 m M T ri s- H C l , 1 p M Z n C l2 ,

1 0 m M C a C 12 , 2 . 5 % T rit o n X , 0 . 0 2 % N a N 3 , p H 7 . 5) で洗浄後

37 ℃ で反応 し
,

ゼ ラ チ ン 分解パ タ ー

ン を 検討 した . なお
,

ゼ ラ

チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル で ほ 電気 泳動 中に 活性 化が 生 じ るた

め
, 活性化処理は 不 必 要で あ っ た ∴電気泳動用ス タ ン ダ ー ドと



3 4 6

して ,
ホ ス ホ リ ラ p ゼ b (9 4 k D ar) (S ig m a) ,

ヒ ト ト ラ ン ス フ ェ リ

ソ (7 7 k D a) (S ig 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 プ リ ン 歪鎖 (55 k D a) (S ig m a) , 卵 白 ア ル ブ ミ ン

(4 3 k D a) (S i g m a)
,

カ ル ポ ニ
ッ ク ア ン ヒ ド ラ

ー ゼ (2 9 k D a)

(S ig 皿 a) を 用い
, 分解活性 陽性蛋白の 分子量 を 算定 した ･

Ⅶ . 統計学的検討

阻織培養液中 の M M P-3 ,- 9
,
T I M P-1 量 ,

お よび ゼ ラ チ ン 分解

活性 の 肺癌 , 肺 炎 ,
お よ び 正 常肺の 各 群間 に お け る 検 定 は

M a n n
- W h it n e y 検定 で 行 っ た .

成 績

Ⅰ . 肺癌の 病理組織像

原発性肺癌92 例 中,
4 7 例は 腺癌(高分化型32 例 , 申分 化型 8

例 , 低分化型 7 例) ,
3 0 例は扁平上 皮癌 (高分化型 9 例 , 申分化

塑1 7 例 , 低 分化 型4 例) で あり , 他ほ腺病 と扁平上 皮痛 の 両成

分 の 混在 した 痛 7 例 (腺病 > 扁平上 皮癌4 例 , 腺病 < 扁平 上 皮

癌 2 例 ▲ 腺病 = 扁平上 皮癌 1 例) , 粘表皮癌 2 例 , 大 細胞 癌 3

例 , 小細胞癌 3 例で あ っ た . 脈管 内侵襲の 有無を ェ ラ ス チ カ ･

ヮ ソ ギ
ー ソ ソ 染色 を併用 して 検討 した と こ ろ , 静脈侵襲の み が

認め られ た 症例 は23 例 (腺癌1 0 軌 扁平上 皮癌 9 札 大 細胞 癌

2 例お よ び 腺病 と扁平上 皮癌の 両成分の 混在 した 癌 2 例) で
,

静脈 と リ ン パ 管の 両 方に 侵襲を 認め た症例 は 5 例 で あ っ た ■ ま

た
,

リ ン パ 管侵襲の み を認 めた 症例は み られ な か っ た ･

対照 と して 非痛部 よ り得 られた94 症例の 肺組織の うち , 明ら

か な炎症所見 の み られた 症例 ほ2 3 例 で
,

肺炎 群 と し て 分顆 し

た . そ の 内訳は肺癌 に 続発 した 閉塞性肺炎 2 例 , 器質化肺炎 4

イ札 結 核性肉芽腫1 例, 異物 肉芽腫1 例 ,
お よ び非特異的な 慢

性炎症 (問質の リ ン パ 球浸潤 と線維症 ,
お よ び肺 胞腔 へ の 大食

細胞 と泡沫細胞 の 浸潤) 15 例で あ っ た . 正 常肺組 織は71 症 例 で

あ っ た が
,

こ れ らに ほ種 々 の 程 度の 肺胞大食細胞の 浸潤が 認め

られ た .

[ . 免疫 組織染色 条件の 検討

1 . 固定法に よ る免疫覿織染色性の 変化

M M P -1
, -2 , - 3

, -9 ,
お よ び TI M P-1 は ,

い ずれ も R A 滑膜組

織 で 合成 ･ 分泌 され る こ と が知 られ て い る ･ そ こ で
,

モ ネ ン シ

ソ 処理 した R A 滑膜阻織を p e ri o d a t e
-1 y si n e- p a r af o r r n ald e h y d e

(P L P ) t
カ ル ノ ア

,
お よ び ホ ル マ リ ン の 各国産液 で 固 定 し , そ

の パ ラ フ ィ ン 切片に つ き M M P-1 ,

-2 , - 3 , -9 お よ び TI M P -1 に

対す る抗体を 用い て 免疫染色 した . そ の 結果 ,
P L P 固定標本 で

最 も強 い 陽性 所 見が 得 られ た の で , 本実験 で は 材 料 を 全 て

P L P 固定 した .

2 .
パ ラ フ

ィ
ン 切片 の 酵素処 掛 こよ る免疫染色性の 変化

免疫組織免疫 の 増強効果を 検索する 目的 で
,

モ ネ ン シ ソ 処理

した R A 滑膜組織 と肺癌組織 切片を脱 パ ラ フ ィ ン 軋 0 .1 % の

ト リ プ シ ソ
,

ア ク チ ナ ー ゼ 至∴ プ ロ ナ ー ゼ E
, あるい ほ プロ テ

ア ー ゼ X X I V で3 7 ℃
,
1 0 分間処理 した後 に 免疫染色 した . その

結 軋 これ ら酵素 の うちで ト リ プ シ ソ が 最も 免疫染色性を増強

した . しか し
,
0 ･1 % の 濃度で は 時に 切片 の 消化が 進み

, 組織構

造の 不 明瞭化が 見 られた . そ こ で , 適 正 濃度 を 決定するため

に
,
0 . 0 1 %

,
0 . 0 2 % , 0 . 0 4 % の トリ プ シ ソ で 同様に 処理 したと

こ ろ , 0 . 0 4 % が組織構造の 保存と 染色性 の 増強 の 点で 最適濃度

で あ っ た .

3 . モ ネ ソ シ ソ 処理 に よ る免疫染色性の 変 化

肺癌観織 , 対照群 肺組織 お よ び R A 滑膜組織を モ ネ ン シ ソ存

在お よび 非存在下 で 3 時間培 養 した 材 料 と未 処理標本を作製

し
,

M M P s お よ び TI M P -1 に 対す る免疫染色所見を 比較検討

した . R A 滑険に お い て ほ
t

M M PTl ,

- 3 と T I M P-1 の 局所ほモ

ネ ソ シ ソ 処 理標本で 明瞭 に み られ るの に 対 し
, 未処理材料でほ

ごく少数 の 表層細胞 の み が陽性で あ っ た . しか し , M M P-2 と

M M P- 9 の 免疫染色性 に 対 して は 増強効果 は 明 らか で ほなか っ

た . 癌阻織に お ける 結果を表 1 に 示 す . M M P-1 陽性症例数とま

モ ネ ン シ ソ 処理 標本 とそ の 対照標 本お よ び未処理 標本で それぞ

れ68 . 5 % (6 3/ 9 2症例) ,
7 3 . 6 % (6 7/ 9 1 症 例) ,

6 3 . 6 % (1 4/ 22症

例) で あり ,
M M P-9 陽性 症例 数 ほ そ れ ぞれ 64 . 1 % (5 9/ 92症

例) ,
6 2 . 6 % (5 7/ 9 1 症例) t

5 9 . 1 % (1 3/ 2 2 症例) で あっ た . また
,

T I M P-1 陽性症例数 は18 . 5 % (1 7/ 9 2 症例) ,
1 7 . 6 % (1 6/9 1症

例) ,
9 .1 % ( 2 / 2 2 症例) で あ っ た .

一 方 ,
M M P-2 と M M P -3 の

癌阻織 に お け る免疫染色性 に つ い て は
,

全 て の 群 で 陽性症例は

数% 以下 で あ っ た . こ の ように
, 未処理標本 に 比較 し3 時間培

養 した材料 で ほ
よ

モ ネ ン シ ソ の 有無に か か わ らず免疫染色性の

増強効果が 見 られ た . 癌組織 に お い て ほ モ ネ ソ シ ソ 処理効果は

必ず しも明 らか で ほ な か っ た が
, 本研究で は モ ネ ン シ ソ処理標

本 に つ い て 免疫覿織所見を 詳 しく解析 した .

Ⅲ . M M P - l
,

- 2
,

-3
,

- 9 お よぴ T I M P -1 の免疫組織化学的局

在

モ ネ ン シ ソ 処 理 した肺癌阻織 (92 症例) に つ い て M M P- ト2
･

-3 , - 9 お よ び TI M P-1 の 癌細胞 に おけ る局在を 免疫組織化学的

に 検討 した . そ の 結 軋 表2 の 如く肺癌細胞に 陽性所見を示す

の ほ
,

主 と して M M P- 1 (63/ 9 2症例 ,
6 8 .5 % ) と M M P-9 (59/92

症qu ,
6 4 . 1 % ) で あ っ た . M M P-1 と M M P-9 の 両者が陽性の症

例は47 . 8 % (4 4/ 9 2 例) で
,

M M P -1 ある い は M M P-9 のみ陽性

の 症 例は そ れ ぞれ20 . 7 % (1 9/ 9 2 例) と1 6 .3 % (1 5/ 9 2 例) であっ

た . また
, 癌細 胞巣に お ける M M PAl と M M P▼9 の 陽性ス コ 7

ほ
, それ ぞれ1 . 9 7 士1 . 7 0 (2 7 ･8 ±3 3 ･ 3 % ) と1 ･3 0 ±1 ･ 38 (12 ･9‡

2 0 . 5 % ) で あ っ た .
こ れ に 対 して

,
M M P-2 と M M P-3 染色陽性

を示 した 症例 は
, そ れ ぞれ 肺癌症例の3 . 3 % (3/ 9 2 例) と5 ･4 %

T a b l e l . E ff e c t of m o n e n si n tr e a t m e n t o n t h e d e t e c ti o n of m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e s

( M M P s) a n d tis s u e i n hi bit o r o f m e t all o p r o t ei n a s e s
-1 (T I M P -1) i n th e p ul m o n a r y

C a r C lr 1 0 m a S

N u m b e r

of c a s e s

T r e at m e n t

R a t e ( % ) of i m m u n o r e a c tio n
-

p O Siti v e c a s e s of

M M P -1 M M P -2 M M P - 3 M M P - 9 T I M P -1

C ult u r e i n th e

P r e S e n C e Of m o n e n si n

C u lt u r e al o n e

N o tr e a t m e n t

92 6 8 . 5

9 1 7 3 . 6

2 2 6 3 . 6

3 . 3 5 . 4 64 . 1 18 .5

･

2 . 2 5 .5 62 .
6 1 7 . 6

0 4 .5 5 9 . 1 9 . 1



肺癌の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素

(5/9 2例) と 少数で あ っ た ･

一 九 TI M P-1 ほ18 ･5 % (1 7/ 9 2 例)

の症例で癌細胞が陽性所見を示 した ･ しか し ,
T I M P - 1 陽性 細

胞の癌細胞巣に おけ る陽性ス コ ア ほ
･
わ ずか に 0 ･ 2 5 士0 ･ 6 3 (1 ･2

土6 .5 % ) であ っ た ■ 癌細胞に おけ る M M P -1 と M M P- 9 の 陽性

傾向は, 腺軌 扁平上 皮癌 , 腺病 と 扁平 上 皮 癌の 混 合 した 症

臥 およ び 未分化癌 の 全 て で 共通 して い た (表 2 ) ･

一 方
,

M M P-2 と M M PT 3 ほ 陽性の 肺癌は 全般に 少な い 傾 向で あ っ た

が , 扁平上皮癌に お い て の み M M P -3 陽性症例は13 ･ 3 % (4/ 30

T ab le 2 . S u m m a ry
of th e h ist ol og ic al a n d i m m u n ohi s t o ch e m ic al d at a

34 7

例) と 比 較 的 多く , 未 分化 癌 で M M P-2
J

陽性 症 例 を 1 例

(16 . 7 % ) 認め た . T I M P -1 は
, 未分化癌で 陽性症例は 6 例中 3

例(50 %)
,
粘表皮癌で 2 例中1 例 (50 % ) で あ っ た が

, 扁平上皮

癌や そ の 他の 観織型 では 少数 の 症例の み陽性で あ っ た .

M M P ql と M M P-9 は腺病症例の 70 % 以上 に 陽性で あ り, 特

に 癌細胞巣辺綾部 に 陽性細胞が 分布 して い る傾向が あ っ た (図

1 , 2 ) .
こ の 傾向は M M P-9 で顕著 で あり

, 癌細胞 の 分化度と

は 関係なか っ た .

一 方 , M M P-1 陽性癌細胞 は大部分び ま ん性

Hi5tOlo 即
N u m b e r R a t e (% ) or P o sili v e

of c a 5 e S P O Siti v e s c o r e
-

c 8 S e S
■

( % )
`

R at e (% ) of

P O Siti v e

C a S e S

P o siti v e

S C O r e

(% )

R a t e (% ) o f P o si tiv e

P O Siti v e s c o r e

C且S e S (%)

R at e (% ) o I P o sitiv e

P
O Siti v e s⊂O r e

C a S e S ( % )

R 且t e ( % ) oI P o sili v e

P O Siliv e s c o【e

C 且5 e 5 (% )

A d e n ∝ ar . 47 7 2 . 3

Sq 札 とe】】 ⊂ar ･ 30 5 6 ･7

Ad e n ∝ 肌 +

S q u a . 亡e】I c 且L

M uc o epid e r .

L 8【g e a n d

s m a】I c亡11 c a r .

2 . 2 8 士 1 . 72 2 . 1 0 . 0 2 士0 .1 5

(35 .2 士 3 5 .4 ) (0 . 2 1 士1 .46)

1 .3 0 士 1 .5 3 3 . 3 0 . 0 3 士0 . 1 8

(1 3 . 9 ± 2 3 .0 ) (0 . 0 2 土0 . 0 9)

7 83 . 3 2 . 3 0 0

2 1 0 0 3 . 5 0 0

6 6 6 . 7 3 . 3 1 6 . 7 0 . 6 7

2 . 1 0 . 02 士0 .15 7 0 . 2 1 . 5 1 ± 1 .4 4 25 .5 0 . 罰 士0 .76

(0 . 01 士0 .0 7 ) (16 . 5 士2 3 .4 ) (2 . 05 土8 .9 2 )

13 . 3 0 . 1 3 ± 0 . お 6 3 .3 1 .23 士 1 -3 8 3 .3 0 . 03 士0 .18

(0 . 閥士0 . お) ( 11 . 2 士 1a .6 ) (0 ,03 ±0 .18)

0 0 7l . 4 0 . 7 1 0 0

0 0 3 3 . 3 2 50 0 . 5

0 0 3 3 .3 0 . 3 3 50 1

T ot al c a s e 3 9 2 68 . 5 1 ･ 9 7 士 1 ･7 0 3 . 3 D . 0 7 土 0 . ｣4 5 .4 0 . 0 5 士0 .23 64 .1 1 .3 0 士 1 .3 8 1 8 . 5 0 . 出 土0 . 63

(2 7 ･ 8 ± 33 ･3 ) (1 ･ 0 9 士 9 ･ 43 ) (0 .0 3 士0
. 1 5) (12 .9 士2D . 5) (1 . 2 は 6 . 53)

A b b r e vi且tio n is a s †011 o w s : A d e n o c a r ･ . a d e n o c a r ci n o m a : S q u a . c e[l c a r , . S q u a r n O u S C e" c a r cir L O r n a : A d e n o c a r , 十 S q u a . c ell c a r , . C a r Ci n o m a ､Vit h b o l h a d e n o c a r cin o r n a a nd

Sq u a m O u S C ell c a r ci n o r n a c o m p o n e nt s : M u c o e pid e r ･ C a r ･
.

m u C O eP id e r m oid c a r ci m o m a ; L a rg e 8 n d s m &11 c elI c 且r . . l a rs e c e11 c a r ci n o m a a nd s m all c e)[ c a T Ci n o m a .

-

R al e o†im m ロロO r e a 亡tio n ･

p O Sitiv e c a s e s .

一

P o sili v e s c o r e s of i m m u n o his t o ch e m i sl ry ( m e a n 土 S D) .

-

R at e of im m u n o r e a clio n-p O Sitiv e c eI】s ( m e a n 士 S n) .

'
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∴
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Fig ･ 1 ･ I m m u n ol o c ali z a ti o n of M M P -1 i n th e p a piil a r y
ad e n o c ar ci n o m a of th e l u n g . P a r af f in s e c ti o n s f r o m th e

l u n g tis s u e tr e a t e d w ith 2 〃 M m o n e n si n f o r 3 h r w e r e

S tai n e d b y a v idi n
- bi o ti n- p e r O Xid a s e c o m pl e x m e th o d u s in g a

m O n O Cl o n al a n tib o d y a g ai n s t M M P-1 . M o st c a r ci n o m a

C ell s a r e i n t e n s ely l a b el e d ･ H e m a t o x yli n s t ai n . × 1 8 5 .

F i g . 2 . I m m u n ol o c ali z a ti o n of M M P - 9 i n th e p a pi11a r y

a d e n o c q r ci n o m a of th e l u n g ･ T h e ti s s u e w a s p r e p a r e d a n d

S t ai n e d u sin g a m o n o cI o n al a nitib o d y a g ai n s t M M P -9 a s

d e s c rib e d in F ig . 1 . N o t e i n t e n s e l a b eli n g in th e p e ri ph e r al

C ells o f th e c a r ci n o m a c e ll n e s ts . ( a r r o w s) . H e m a t o x yli n

s t ai n . × 3 70 .
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あるい は 癌巣内に 不 規則散在性 に 分布す る パ タ ー

ン を 示 し た

(図1 ) . こ の うち 扁平上 皮癌 で は , 病巣内に 不 規則散在 性な い

し癌巣辺綾部 に 局在 し (図3 ) , また
,
M M P-9 は 腺癌と 同様 に

分化の 程度 に か か わ らず病巣辺綾部の 癌細胞 に 陽性を 示 す症例

が 多か っ た ( 図4 ) . 腺病 と扁平上 皮癌 の 両成分 を 含む 腫瘍や 未

分化癌で は
,

M M P-1 お よ び M M P- 9 陽性癌細胞 が癌細胞巣中

に不 規則散在性 に 認め られ た . M M P- 2 陽性 の 3 症例 の う ち 大

細胞癌で は 約90 % の 癌細胞 が M M P-2 強陽性 を 示 した が
, 他の

腺癌 と扁平上 皮癌 で ほ そ れ ぞれ 約10 % と約0 . 5 % の 癌細 胞 が 不

規則散在性 に 陽性 を示 す に 過ぎな か っ た . M M P - 3 は 扁平 上 皮

癌 4 例に 反 応が み られ た が
, 陽性 癌細胞 は 病 巣 中 で は0 ･ 5 ～

1 % 程度に 過 ぎな か っ た ( 図5 ) . T I M P -1 陽性細胞も , 全 て の

組織塑 に お い て 癌細胞巣中に ごく少数が 分布 する に 過 ぎな か っ

た (図 6 ) . ま た
, 脈管 内侵襲 の 有 無 と こ れ ら の M M P s や

TI M P - 1 の 染色陽性細胞 の 比率や そ の 染色 パ タ ー ン に
一

定 の 関

係は 認め られ な か っ た .

癌細胞以外の 細胞 の う ちで は
, 癌の 問質 に み られ る線椎芽細

胞 が 高頻 度 に TI M P-1 と M M P-2 陽 性を 示 し
,

ごく ま れ に

M M P-1 と M M P -9 も陽性で あ っ た ( 図6
,

7 ) . また
,

血管 内

皮細胞 は大部分 が TI M P-1 陽性 で あり時 に M M P - 9 も強染 した

( 図 8 ) . さ ら に
,

血 管 平 滑 筋 細胞 も し ば し ば TIM P-1 と

M M P -9 が 陽性 で あ っ た . 癌阻織に 隣接 した 気管 支線 毛上 皮細

胞 の 多くは M M PTl 陽性 で あり , 再生ある い は扇平 上皮化生 を

きた した 場合で は M M P -9 も強陽性に 染ま っ た . また , 炎症所

見 を示す部位 の Ⅱ型肺胞上 皮細胞 も時 に M M P - 9 陽性 で あ っ

囁

藤
酢

感 紬

嘗
顔

■

●

数

F ig . 3 ･ I m m u n ol o c ali z a ti o n o f M M P - 1 in th e r n o d e r a t ely

d iff e r e n ti a t e d s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a of th e lu n g ･

r

r h e

m o n e si n
-t r e a t e d tis s u e w a s s t ai n e d a s d e s c rib e d in F i g ･ 1 ･

T h e c a
.
r ci n o m a c ell s l o c a t ed a

･
t th e p e rip h e r y o王 th e c ell

n e s t a r e p o siti v ely s t ai n e d (a rr o w s) ･ H e m a t o x yl in st ai n ･
×

37 d .

た . 肺胞や 問質 内に 浸潤 した 大部分の 大食細胞 ほ抗 M M P-1 お

よび 抗 M M P-9 抗体に 反応 し
,

こ の う ち 異物 型 巨細胞 は特に

M M P 射 こ強 陽性 で あ っ た ■ 正 常肺組織に お い て もT 問質の線

維芽細胞は しば しば M M P -2 と T I M P-1 陽性 で あり
, 肺胞大食

細胞 は M M P T9 と M M P-1 が 陽性を 示 した ･ しか し正常肺観織

に おけ る 陽性細胞 の 絶対数や 染色強度は 癌組 織や肺炎の それよ

り明 らか に 軽度で あ っ た .

Ⅳ .
M M P - 3

,

- 9
, お よび T I M P - 1 の 定量

肺 癌 , 正 常 肺 ,
お よ び 肺 炎覿 織 が 培 養 液 中 に 分 泌した

M M P-9 ,
T I M P-1 ,

M M P- 3 量を サ ン ドイ ッ チ イ ム ノ ア ッ セイ法

に よ り測定 した . M M P- 9 は肺癌88 症例 中48 例 , 肺炎22 症例中

土5 例,
正 常 肺71 症例 中33 例 で測定開催以上 の 値を示 した

. 痛と

肺炎組織 の M M P-9 分泌 量は ∴阻織 1 g あた りそ れ ぞれ0
.2 9±

0 . 4 0 n m ol
,
0 . 2 0 ±0 . 2 2 n m ol で

,
正 常肺の 0 . 1 2 ±0 . 1 6 n m ol に比

べ 有意 に 高 値で あ っ た ( い ず れ も p < 0 . 0 5) ( 図 9 ) .

一

方 ,

T I M P -1 は 癌 , 肺炎 ,
お よ び 正常肺組織の 全 例で 検出され

, そ

れ ぞれ 覿織 1 g あた り 2 . 7 7 土1 . 9 2 n m ol
,

3 . 5 5 ±2 . 3 8 n m ol
,

3 .1 9 ±2 . 2 2 n m ol で あり , 各 グ ル ー プ間に お い て そ の 分泌量に

有意差は 認め られ な か っ た ( 図10) . ま た
,

T I M P-1 の M M P -9

に 対す る モ ル 比ほ
, 癌 , 肺炎 ,

お よ び正 常肺 で そ れ ぞれ9 . 6駄

17 . 8 倍 !
2 6 . 6 倍で あ っ た . M M P -3 は癌17 例 , 正 常肺3 軋 およ

び 肺炎 4 例 で の み 検 知 さ れ た . そ れ ぞれ の 平均 値は0 . 1 1 土

0 .2 7
,
0 . 0 4 ±0 . 2 5

,
0 .1 8 ±0 .5 2 n m ol/ g 組織重量で あり

, 病症例

群 で は 正 常肺 群 に 比較 し有意 に 高値 で あ っ た (p < 0 ･ 01) (図

り田已=

F ig . 4 . I m m u n o l o c ali z a ti o n of M M P-9 i n th e w e11 diff e re n
･

ti a t e d s q u a m o u s c ell c a r c i n o m a of th e l u n g ･ T h e c a r Cin o
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uSing
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c ells a r e i n t e n s el y l a b el e d w ith th e a n tib o d y ･ * ･
k e r atin

m a t e ri al s i n th e c a r ci n o m a c e u n e s t ･ H e m a t o x yli n s tain ･
牒

3 7 0 .
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d e s c rib e d i n F ig . 1 . A f e w c ell s ( a r r o w s) a r e p o siti v ely

l a b el e d . H e m at o x yli n s t ai n . × 3 7 0 .

Fig . 6 . I m m u n ol o c ali z atio n of T I M P -1

m oid c a r ci n o m a of th e l u n g . T h e m o n e n si n
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th e c a r ci n o m a c ell ( a r r o w h e a d) a r e l a b el e d , H e m a to x ylin

St ain . × 3 7 0 .
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F i g . 7 . M M P- 2 i m m u n ol o c aliz a ti o n i n th e m od e r a t el y

d iff e r e n ti a t e d s q u a m o u s c e11 c a r c i n o m a of th e l u n g . M a n y

fib lo b l a s ts ( a r r o w s) a r e l a b el e d b u t th e c a r c in o m a c ells a r e

n ot s t ai n e d i n this fi eld . H e m a t o x yli n st ai n , × 3 7 0 .
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Ⅴ . ゼ ラチ ン 分解活性

1 .
ア ッ セ イ に よ る定量

14
c- ゼ ラ チ ン を 用 い て ア ッ セ イ した ゼ ラ チ ン 分解 活性 の 結 果

を 図12 に 示 す . 活性は 痛88 症例 中64 例 ,
正 常 肺 ほ71 症例 中41

例 , 肺炎 は22 症例 中1 0 例 で 検 出 され た , 癌 阻織 の 分 解 活性

(24 . 7 ±4 6 . 9 u/ g 阻織重量) ほ正 常肺の 活性(6 . 6 土1 2 . 9 u/ g 組織

重量) に 比較 して 有意に 高値を 示 した (p < 0 . 01) . しか し
,

こ れ
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b y th e l u n g tis s u e s . T h e ti s s u e f r a g m e n ts f r o m p ul m o n a r y

C a r Ci n o m a
, p n e u m O ni a a n d n o r m al c o n tr oI w e r e c ult u r e d

f o r 2 4 h r i n th e s e ru m f r e e m e di u m a n d M M P-9 p r o t ei n

W a S m e a S u r e d b y th e 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 .
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･

S S a y W a S P e rf o r m e d a s

d e s c rib e d i n F ig . 9 , E a c h n u r n b e r a h d b a r r e p r e s e n t s

r n e a n ( 土S D) .

らの 活性 と肺 炎組織 の 活性(28 ･ 5 土5 1 ･ 3 u/ g 風織 重量) と の間に

ほ 有意差は認 め られ なか っ た .

2 .
ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ

ー

ト ゲル に よ る ゼ ラ チ ン 分解パ タ ー

癌範 織, 正 常肺 ,
お よび 肺炎組織の 培養上 清 を ゼ ラ チ ン サブ

ス ト レ
ー ト ゲ ル 上 に 泳動 す る と

, 大部 分 の 症 例 で 分子量約

即
,
0 0 0

, 約64
,
0 0 0

, 約61
,
0 0 0

, 約52
,
0 0 0

,
お よ び約49 , 00 0 のバ
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ソ ドが出現 した ( 図13) ■ こ れ らゼ ラ チ ン 分解活性の う ち前 二 者

は,
そ の 分子量 の 大き さか らそ れ ぞれ M M P-9 と M M P -2 に 相

当すると考え られ た t M M P-9 活性の バ ン ドほ才臥 正 常肺 , 肺

炎の 全サ ン プル で 認め られ た ･

一 九 M M P- 2 活性バ ン ド ほ癌

では64/ 醐 軌 正常肺 で は51/ 7 2例 , 肺炎で ほ1 6/2 2 例 で み られ
,

分子量52
,
00 0 と49 ,

0 0 0 の バ ン ドは癌39/ 8 8 例 , 正常肺46/71 軌

肺炎13/ 2 2 で 確認 さ れ た ･
こ れ らの ゼ ラ チ ン 分解活 性の うち

M M P-9 (分子量約87
,
0 0 0) の バ ン ドほ肺癌 あるい ほ対照群 を 問

わず全て の 場合で 他 の バ ン ドよ り太く 明 瞭に 認め られ た (図

13) .

考 察

M M P s は
, 種 々 の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成 分を 分解 す る

一

群

のメ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ で
,

こ れ ま で に 異な る1 0種類 の 酵素が

報告され てい る
4}5)

. また
,

8 種類 に つ い て ほ 既に そ の 一 次構 造

が決定され て い る
4)5)

. こ れ らの M M P s が 癌細胞 の 浸潤 ･ 転 移

に関与する こ とは
, 浸潤性 ヒ ト扁平上 皮癌 の 局所 で コ ラ ー ゲ ン

線種の 分解像と コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性の 上 昇 が 観察 さ れ た と の 報

告
28)
や , 培養腫瘍細胞株 が M M P-1 を 分泌 する所見

9)
か らそ の 可

能性は古くよ り指摘 され てきた . しか し
,

こ の 分野で最も注目

された所見は
,

Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン 分解活性 と癌鼠織の 転移能 とが

1 2 3 4 5

C H C H C N C N P N

Fig ･1 3 ･ G el a ti n
-

g el el e c tr o p h o r e sis of th e c ult u r e m ed i a of

th e l u n g ti s s u e s ･ T h e c ult u r e m e di a w e r e el e c t r o p h o r e s e d

u n d e r th e n o n-r e d u c e d c o n diti o n s o n 8 % s o d i u m d o d e syl
S ul ph a t e-P Oly a c r yl a m i d e g el s c o n t ai n i n g g el a ti n (0 , 5 m g/ m l)
a t 4 ℃ ･ T h e g el s w e r e w a s h e d wi t h 5 0 m M T ris- H Cl

,

p H 7 ･ 5/ 1 iL M Z n C12/ 1 0 m M C a C 12/ 2 . 5 % T rit o n X/ 0 . 0 2 %
N a N 3 a n d i n c u b a t e d i n th e b u ff e r c o n t ai ni n g l % T rit o n X
f o r 2 0 h r at 3 7 ℃ ･ T h e r e p r e s e n t a ti v e c a s e s of s q u a m o u n s

C ell c a r ci n o m a (1 a n e l),
a d e n o c a r c in o m a (1a n e 2) ,

C a r C in o m a

W ith a d e n o c a r ci n o m a a n d s q u a m o u s c e11 c a r c in o m a

C O m p o n e n ts (1 a n e 3) , 1 a r g e c e11 c a r ci n o m a (la n e 4) a n d

p n e u m o ni a (1 a n e 5) a r e s h o w n t o g e th e r w ith th eir n o r m al
C O u n t e r p a r ts ･ T h e m ol e c ul a r w eig h t of g el a tin oly tic
a cti vitie s w a s c al c u l a t e d o n th e b a sis of th e m o bility of
th e p r o t ei n s t a n d a r d s i n cl u di n g p h o s ph o r yl a s e b(94 k D a) ,

h u m a n tr a n sf e r ri n (7 7 k D a) ,
b o v i n e s e r u m alb u m i n (68 k D a) ,

Ig G ph e a v y c h ai n (5 5 k D a) ,
0 V alb u mi n (4 3 k D a) a n d c a r b o ni c

a n h y d r a s e (2 9 k D a) . M aj o r g el a ti n ol yti c a c ti viti e s wi th M r

87
･
0 00

,
6 4

,00 0
,
6 1

,
0 0 0

, 52 ,0 0 0 a n d 4 9 ,0 0 0 a r e in di c a t e d . C
,

C a r c in o m a ; N
,

n O r m al ; P
, p n e u m O n i a .
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正 の 相関を 示すと い う Li o tt a ら
10}

の 報告 で ある
. Ⅳ型 コ ラ

ー

ゲ

ン は血 管基底膜 の 主 要 コ ラ ー

ゲ ン で あり
, 現在で は M M P s の

うち で は M M P-2
, -3 , -9 ,

お よび M M P,1 0 ( ス ト ロ ム ラ イ シ ソ
ー

2 ) が
, 本 コ ラ

ー

ゲ ン を分解 し得 る こ とが 知 られ て い る
4)6)

. こ れ

ら の Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ソ 分解酵素の うち で は
,

M M P -2 と M M P- 3

が まず転移能と の 関係で 検討され た
1 3 トl ¢)

. 掛 こ
,
M M P-3 は

,
マ

ウ ス の 実験的皮膚腰 掛 こおい て
▲ 癌化 に 伴 っ て そ の m R N A が

特異的に 発現され る酵素 で あると 報告 され 注目 さ れ た
13)

. そ の

後 ,
M M P- 3 に 関 して は

,
ヒ ト扇平上 皮病に お い て m R N A の 高

い 発現が み られ る こ と か ら研 究が 進み
, そ の 腫瘍組 織 c D N A

ラ イ ブ ラ リ ー か ら新た に M M P-1 0 が 分離 さ れ た
2g)

.

一

方 1

M M P -9 は種 々 の 癌細胞 株の う ち で も高転移性腫 瘍細胞株 に

よ っ て選択的に 分泌 され ると報告 され てい る
11)1 21

. しか し ,
ヒ ト

腫瘍組織 に お い て 腫瘍細胞自身が M M P-9 を 合成 ･ 分泌 し
, 浸

潤 ･ 転移能と どの よ うに 関与 して い る か に つ い て は未だ検討 さ

れ て い な い の が 現状 で ある . 今回著者ほ ヒ ト肺癌阻織に つ い て

局在 , 産生 な らび に ゼ ラ チ ソ 分解活性 を 精 査 した と こ ろ
,

M M P-1 ,

- 2
,一3

,- 9 の うち肺癌細胞 で 合成 ･ 分泌され る主要酵素

ほ M M P-1 と M M P-9 で あ る こ とが 判明した .

M M P-1 は ∴動物に 移植 した胃痛細胞や悪性黒色腰細胞 に そ

の 局在が報告 され て い る
3Q)

. 本酵素 ほ 癌細胞 問質の 線維性 コ

ラ ー ゲ ン で あ るⅠ型 と 肛型 コ ラ
ー

ゲ ン の 特異的分解酵素で ある

こ とか ら
31)

, 癌細胞に よ る M M P- 1 の 産生は腫瘍細胞 の 問質 へ

の 浸潤に 重要 で ある と推定され る .

一 方 ,
M M P-9 は , 1 9 8 9 年

に そ の
一 次構造が解 明された 比較的新 しい M M P 遺伝 子 フ ァ

ミ リ ー の メ ン バ ー

で ある
32)

. 当初
,

本酵 素 の 基 質 特 異性 ほ

M M P-2 と全く 同様で
,

ゼ ラ チ ン や Ⅳ塑お よ び Ⅴ型 コ ラ
ー

ゲ ン

分 解酵素 と 考え られ て き だ
2)3ユ)

. しか し , 最近 , 五 之 紆
4)

ほ

M M P - 9 が それ ら の 基質以外 に Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ ン 分解能 を 持 っ

他 , Ⅰ塑 コ ラ
【

ゲ ソ の α 2 鎖を も限定分解す る こ と を見い だ し

た . また
, 本酵素は酸不 溶性 Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン 分解能 を有する こ

とも報告され て い る
20)

. Ⅰ 型や Ⅲ 型 コ ラ ー ゲ ン は M M P-1 や

M M P- 9 の 作用 に よ りそ の 分子 が限定分解 され る と
, 体温 で 3

本鎖構造が消失 しゼ ラ チ ン に 変換す る こ と が知 られ て い る
31)

.

M M P- 9 は
ょ そ の 基質の う ちで もゼ ラ チ ン に 対 し最 も強い 比活

性 を有する
34)

. ま た
, 基底膜 の 主 要 コ ラ ー ゲ ン で ある Ⅳ 塾 コ

ラ
ー

ゲ ン に 対す る分解活性ほ
,
37 ℃に お い て は M M P-2 , -3 , 一9

の う ち で ほ M M P-9 が最も強 い こ とが M u r p h y ら
ユ5
叛こよ っ て 報

告 され て い る . さ らに
,
S e n io r ら

36)
ほ 本酵素に エ ラ ス チ ン 分解

能 が ある こ と を観察 して い る . 従 っ て
,

こ の よ うな M M P-9 の

基 質特異性は
, 肺癌細胞の 浸潤 ･ 転移に 伴う 細胞外 マ ト リ ッ ク

ス の 分解に 本酵素が極 めて 適 して い る と い え よ う . こ の よ うな

観点か ら本研究に お け る肺癌細胞の M M P s の 分布 を見る と
,

M M P-9 が浸潤先端部の 肺癌細胞 に 特に 局在 して い た こ と は 極

め て注 目 され る . おそ らく癌細胞自身が M M P-9 を分泌 し自己

の 基底膜を 分解 し
,

さ らに 周 囲問質の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス を破

壊 して増殖す る とと もに
,
肺癌細胞 で ほ M M P -1 と の 協同作用

で 線維塾 コ ラ ー ゲ ン を 分解 して 強い 浸潤性を 発揮 してい る もの

と 思わ れ る .

これ ま で癌細胞の 転移能と Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素に 関す る

研 究でほ , M M P- 2 の 役割が強調さ れ て きた
t 卜 即 )3T)

. 実際 ,
乳

癌
14 卜 18)

, 胃癌
-6〉

, お よ び大腸癌
1 ¢)

にお い て は M M P-2 が同定され

て い る . しか し
,

M M P -2 は乳癌組織 でほ 癌細胞 の み な らず ,

む しろ導管周閉の 筋上 皮細胞,
正 常の 導管終末部の 細胞

15)
や

,
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慢性関節 リ ウ マ チ 滑膜鼠織 で は表層細胞下層の 線維芽細胞に 局

在する
1g)

. 従 っ て
,
M M P - 2 は必 ず しも癌細胞 に 特有な 酵素で は

な い の か も知れ な い . 本研究 に おい て も,
M M P- 2 が肺 癌細 胞

に 陽性を示 す の は全 症例 の わ ずか に3 . 3 % に す ぎな い の に 対 し
,

癌組織や 正 常肺組織の 問質に 存在する線維芽細胞 に 高頻度で 陽

性で あ っ た ∴従 っ て
, 少なく とも肺癌に お い て は M M P-2 が そ

の 浸潤 ･ 転移 に 重要な役割 を果た すと は考 えに く い .

M M P -3 ほ すで に 述 べ た よ うに Ⅳ型 コ ラ
ー

ゲ ン を 分解 し
, 浸

潤 ･ 転移と関係 の ある M M P s の 一

つ と も考 え られ る . しか し

今 回 の 検索 で 示 され る よ う に 肺癌 に お い て ほ 全 肺 癌 症 例 の

5 . 4 % に しか 陽性で は なく l 肺癌 で の 主要酵 素 で な い と 判断 さ

れ る . し か し
, 扇平 上 皮 癌 に 限 定 して み る と

,
M M P -3 は

1 3 . 3 % の 症例 で 陽性で あ り
,

そ の 発現は癌細胞 の 覿織型に 依存

す る傾向が ある と考え られ る . M M P-3 ほ マ ウ ス 皮膚扁 平上 皮

癌や ヒ ト扁平上 皮癌に お い て そ の m R N A レ ベ ル で よく発現さ

れ ると い う これ ま で の 報告
1 3)2 g)

を考慮す ると 肺癌 に お い て も 組

織型の 違い に 伴 っ て異な る M M P s の 合成 ･ 分泌が な され て い

る可 能性が高 い
.

M M P s の 活 性 は , そ れ ら に 共 通 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る

TIM P s に よ っ て 厳重に 調節 され て い る
4)6)

. T I M P s に は ア ミ ノ

酸配列に お い て41 % の 相同性 を示 す TIM P -1
丁)
と T I M P-2

8)
が 区

別 され , い ずれ も M M P 病性を 1 : 1 の モ ル 比 で 阻害 す る .

従 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 酵素活性 が出現する と考 え られ て い る .

また
, 近年 TIM P -1 と T I M P - 2 ほ 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
32)3 8)

,
こ れ ら の TI M P s は

M M P- 9 や M M P-2 の 活性の み ならず潜在塾酵素 の 活性化機序

を も制御 して い る こ とが 明 らか と な っ て い る
3 岬 )

. こ れ ら の こ

とは
t 癌細胞 に よ る M M P 塵生量 が 一 定の 場合 で は

,
T I M P の

発現 レ ベ ル が癌細胞 の 浸潤 ･ 転移能を 決定す る可 能性を 示 唆 し

て い る . 実際 , S wi s s 3 T 3 細胞 に お い て ア ン チ セ ン ス R N A を 用

い て TI M P -1 発 現 レ ベ ル を低下 さ せ ると , 造腫瘍性 と転移能が

出現す ると報告 され て い る
40)

. ま た , 高転移 性腫瘍 細胞 株 に お

け る M M P 活性の 上 昇は
,
T I M P 産生能の 低下 に 基づ くと の 指

摘が 近年され て い る
川

. 本研究は こ の よ うな イ ン ヒ ビ タ
ー

の 関

与を 明 らか に す る ため に TI M P -1 の 局在と培養 上清 へ の 分泌量

を 測定 し比較検討 した . そ の 結果 , 肺癌に おけ る TI M P-1 局在

の 最も大きな特徴 は
l 大部分の 症例(81 . 5 % ) で癌細胞 に よ る塵

生が 全く 見 られ な い 点 で あ っ た . ま た
, 癌細胞 に TI M P-1 が 陽

性で あ る場合 に お い て も
, 癌細胞巣に 占め る陽性細胞の 比率は

1 . 2 0 ±6 . 53 % (陽性 ス コ ア0 . 2 5 士0 . 6 3) と M M PTl や M M P-9

の 場合に 比較 して10 ～ 2 0 倍低 い 値 を示 した .
こ の こ とは l 癌細

胞 の 産生する M M P s と TI M P-1 との 間に不 均衡 が あるの み な

ら ず
, 肺 癌 組 織 に お け る M M P s 特 に M M P - 9

,
M M P-1 と

TI M P-1 との 間に 不 均衡 が生ず る こ と を示 唆 して い る .

肺癌組織 に お ける M M P -9 産生量が 正常肺覿織 に 比較 し有意

に 高く ,
また 肺炎組織 の M M P-9 も正 常肺組織 に 比 べ て 高か っ

た . M M P - 9 は 大食細胞 に よ っ て も分泌 され る こ と か ら , 正 常

肺組織で は M M P - 9 は 大食細胞に 由来す る と 考 え ら れ る . ま

た , 鼠織に 浸潤 した多数の 大食細胞や 好中球 に よ っ て 肺炎組織

の M M P-9 産生 量は有意に 上 昇 した もの で あろ う. しか し
, 肺

癌 の 場合に は M M P -9 の 組織局在 喀肺癌細胞 で
, か つ 浸潤先端

部 に 局 在 し て い る こ と ほ 重要 な所 見 で あ ろ う . お そ らく

TIM P
-

1 は主 と して肺鼠織問質 の 線椎芽細胞や 血 管構成細胞に

由来 し
,

M M P-9 は 癌組織 と大食細胞の 両 者に 由来すると思わ

れ る ･ 培養液 中の M M P-9 と TI M P-1 量 を魁織重量当た りの分

子 数 で み る と
! 肺 軌 肺 炎 ,

お よ び 正 常肺 阻 織 で い ずれも

TIM P-1 畳 の 方が 優位 で あ っ た ･ こ の こ と は
, 各艇織で 合成さ

れ た M M P q 9 と T I M P-1 量 に 不 均衡 が な い こ とを 示 して いる ,

しか し
,

M M P-1 の M M P- 9 に 対す る モ ル 比が 正 常肺覿織で ほ

26 ･ 6倍 で ある の に 対 し
, 肺癌や 肺炎で は9 . 6 倍や17 .8 倍と低い .

こ の こと は 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 を生ず る可 能性を 示 唆 して い る . 今

回 検索 した 肺癌 の 多く の 症例 で は M M P-1 を 同時に 産生して い

る こ とや , 鼠織培養液中の M M P-3 産生量 が高 い 肺癌を みるこ

とな どは
, 癌細胞 が 周囲の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス を分解する局所

に こ れ らの 酵素と イ ン ヒ ビ タ ー との 不均衡 が生 じて い る可能性

が 高い
･ 実際, 培養液 中の ゼ ラ チ ン 分解活性 を測 定すると , 肺

癌や 肺炎症 例で は正 常肺症例 に 比 べ 有意 に 高い 活性が検出され

た ▲ こ の こ と は
, 少 なく とも肺炎や 肺癌覿織 の ように 組織の改

造特に 分解 糸の 優位 な場合 に は
, 酵素と イ ン ヒ ビ タ ー

と の間に

不 均衡 が存 在す る こ と を示 して い る .
ゼ ラ チ ン 分解活性測定に

当た っ て は
,

セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ や シ ス テ イ ン プ ロ テ ィ ナ ー

ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー 存在下 で 行 っ て い る こ とか ら, そ の 活性ほ主

と して メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ r ゼ に 由来する と考 え られ る . また
,

ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

ト ゲル に よ る分析 で は
,

ゼ ラ チ ン 分解活

性の 主 要酵 素は 分子 量87 , 0 0 0 に 位置する M M P-9 であっ た . こ

れ らの 一 連 の デ
ー タ を考 え合わ せ ると , 肺癌 に お い て は癌細胞

が 塵生する M M P-9 と M M P-1 が
, 主 に 問質細胞 に 由来する

TIM P -1 に 対 して 優位に作 用 し
, 特に M M P-9 ほ癌細胞の浸潤

局所の 細胞 外 マ トリ ッ ク ス 分解に 最も重要 な役割を 演じて いる

もの と推定 され る .

結 論

原 発 性肺 癌組 織 に お け る M M P-1 (鼠織 コ ラ ゲ ナ ー ゼ) ,

M M P - 2 (7 2 k D a ゼ ラ チ ナ
ー ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲナ ー ゼ) , M M P-3 (ス

ト ロ ム ラ イ シ ソ
ー

1 ) ,
M M P- 9 (92 k D a ゼ ラ チ ナ

ー ゼ/ Ⅳ塑 コ ラ

ゲナ ー ゼ) と そ の イ ン ヒ ビ タ ー( TI M P-1) の 免疫覿織化学的局

在を 検討す ると とも に
, そ の 組 織培 養液 中に お ける M M P-3 .

M M P- 9
,

お よ び TI M P-1 の 産生量と ゼ ラ チ ン 分解活性を測定

し
,
次の 結 果を得 た .

1 . 免疫 組織 染色 に よ り , M M P-1 と M M P,9 が 肺癌症例の

そ れ ぞれ68 . 5 % (6 3/ 9 2 症例) ,
6 4 . 1 % (5 9/ 9 2 症例) に お い て癌細

胞に 陽性 を 示 した . 癌細胞 巣 内に 占め る 陽性細胞 の 比率ほ ,

M M P -1 が2 7 . 8 土3 3 . 3 % (陽性 ス コ ア1 . 9 7 ±1 . 7 0 ) , M M P-9 が

12 . 9 ±2 0 . 5 % ( 陽性 ス コ ア1 . 3 0 ±1 . 3 8) で あ っ た .

一 方 ,

M M P -2 と M M P-3 の 陽性症例 ほそ れ ぞれ3 . 3 % ,
5 .4 % と少数

で
, 病巣中の 陽性細胞 の 比率も低か っ た . T I M P- 1 は18 .5 % の

症例 で癌細 胞に 陽性 で あ っ た が
, 癌巣内で の 陽性細胞の比率ほ

1 . 2 土6 . 5 % (陽性 ス コ ア0 . 2 5 土0 . 6 3) と低値で あ っ た . 癌問質の

線維芽細胞 は M M P - 2 と TI M P -1 陽性と な る頻度が 高く,
血管

構成細胞 ほ TIM P -1 に陽性を 示 すもの が多か っ た .

2 . 蔽織培養上清 中の M M P -9 分泌量は , 肺癌 , 正常軋 お

よび 肺炎組 織に お い て そ れ ぞれ 0 . 2 9 土0 . 4 0 n m ol/ g 組織重量,

0 . 1 2 土0 .1 6 n m ol/ g 組織重畳,
0 . 2 0 ±0 . 2 2 n m oI/ g 組織重量であ

り
, 肺癌と 肺炎蔽織 の 分泌量は 正 常肺覿織 に 比 べ 有意に高値で

あ っ た ,

一 九 TI M P -1 分泌量は
, 肺癌(2 . 7 7 士1 . 9 2 nふ0Ⅰ/g 範

織重量) , 正 常肺 (3 , 1 9 ±2 . 2 2 n m ol/ g 組 織重 量) ,
お よ び肺炎
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(3 .
5 5 ±2 ･3 8 n m ol/ g 組織重量) 群間で はそ の 分泌量に 有意差 は認

められなか っ た ･ M M P -3 は癌 , 非病症 例共に 少数 で の み 検出

され,
癌組織(0 ･ 11 土0 ･ 27 n m ol/ g 観織重量) の 方 が 正 常肺組 織

(0 .0 4 土0 ･2 5 n m ol/ g 組織重量) に 比 べ て 有意 に 高値で あ っ た ･

3 .
ゼ ラ チ ン 分解活性は

l 肺 胤 正常 臥 お よび 肺炎観織 に

ぉい てそれ ぞれ 24 t 7 ±4 6 ･ 9 u/ g 阻織重 乱 6 ･ 6 士12 - 9 u/ g 魁織

重量,
28 . 5 土5 1 ･ 3 u/ g 蔽織 重量 の 値を 示 し

, 肺癌組織に おけ る

活性は正常肺組織に 比較 して有意に 高値 で あ っ た ･

4 .
ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ

ー ト ゲル 電 気泳 動 で は
, 分 子量約

87 ,
000

,
約64

,
0 0 0

,
約61 ,

0 0 0
, 約52

,
0 0 0

, 約49
,
0 0 0 の バ ン ドが

出現した . 前二 者 はそ れ ぞれ滞在型 の M M P-9 と M M P-2 に 相

当すると 考え られ ,
M M P-9 活性 の バ ン ドは ゼ ラ チ ン 分 解活性

の大部分を占め
, 肺癌 ,

正 常肺
,

お よ び肺炎 の 全症例に 認め ら

れた .

以上 の デ
ー

タ か ら , 肺癌 組織 に お い て 癌細 胞は M M P-1 と

M M P-9 を 主と して合成 ･ 分泌 して お り ,
そ の 共通の イ ン ヒ ビ

タ ー である TIM P-1 と の 間の 不 均衡 が生 じ
,

そ の 結果と して こ

られ の M M P s が 癌の 浸潤
･

転移に 重要な役割 を果た して い る

と推定した .

謝 辞

稿を終えるに 臨み
, 御指導 , 御校閲を賜 りま した恩師中西功夫教授 に

深甚なる謝意を表 し ます . ま た , 本研究を直接御指導 , 御教授頂きま し

た金沢大学医療技術短期大学 部岡田保典助教授 に衷心 よ り謝意を表 しま

す. 本研究遂行に際 し ∴組織材料を御供与頂 きま した本学医学部外科学

第
一

講座渡辺洋字教授と小田誠博士 に 深謝致 します . また
,

モ ノ ク ロ ー

ナル抗体の作製と サ ン ドイ ヅ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 法に よ る測定に 御協力戴

いた富士薬品工 業岩 田和士博 士と愛知学院大学 歯学 部早川太郎教授に厚

く感謝致 します . 最後に 本研 究に御助力戴きま した 第
一 病理学教室の 各

位に感謝致 します .

文 献

1 ) T r y g g v a s o n , K . , H 6 y h y a
,
M . & S a l o , T . : P r o t e olytic

d e g r a d ati o n of e x t r a c ell ul a r m a trix i n t u m o r i n v a si o n .

Bio c hi m . B i o p h y s . A c t a
,
90 7

,
1 91-2 1 7 (1 9 8 7) .

2 ) L i o tt a , L . A .
,

R a o
,
C . N . & B a r s k y ,

S . H . : T u m o r

i n v a sio n a n d th e e x t r a c ell u l a r m a tri x . L a b . I n v e s t .
,

4 9
,

636 牒49 (1 98 3) .

3 ) ･ L i o tt a
,
L . A . : T u m o r i n v a si o n a n d m e t a st a s e s

p

R ole

Of th e e x tr a c e ll u la r m a t ri x . C a n c e r R e s .
,
46

, 1 7 (1 9 86) .

4 ) W o e s s n e r
,
J ･ F ･ J r . : M a tri x m e t all o p r o t ei n a s e s a n d

th eir i n hibit o r s i n c o n n e c ti v e tis s u e r e m o d eli n g , F A S E B J .
.

5 , 21 4 5-2 1 54 (1 99 1) .

5 ) N a g a s e
,
H .

,
B a r r e tt , A . J . & W o e s s n e r , J . F . J r . :

N o m e n c Ia t u r e a n d gl o s s a r y of th e m a tri x m e t all o p r ot ei n a s e s .

M at ri x , (19 9 2) i n p r e s s .

6 ) 岡田保典: M a tri x m e t a1l o p r o t ei n a s e s の 活性調節 . 実験医

学
,
1 0

, 44-5 0 (1 99 2) .

7 ) D o c h e r t y ,
A ･ J ･ P ･

, L y o n s , A .
,
S m it h

,
B . J .

,
W ri g h t

,

E
･ M ･

7 S t e p h e n
,
P ･ E ･

,
H a r r is , T . J . R . , M u r p h y , G . &

R ey n ol d s
,
J ･ J

･ : S e q u e n c e of h u m a n tis s u e i n h ibit o r of

m et all o p r o t ei n a s e s a n d its i n d e n tity t o e r y th r oid- p O t e n ti a ti n g

a ctivity ･ N a t u r e
,
3 1 8

, 6 6 - 6 9 (1 9 85) .

8 ) S t etl e r - S t e v e n s o n
, W . G .

,
K r u t z s c h

,
H . C . & L i o tt a

,

L ･ A ･ : T is s u e i n hib it o r of m e t all o p r o t ei n a s e ( TI M P -2) . A n e w

m e m b e r of th e m e t allo p r ot ei n a s e

C h e m .
,
2 6 4

,
1 7 3 7 4-1 7 3 7 8 (19 8 9) .

9 ) H a r ri s , E . D . J r .
,

F a u l k e r
,

C oll a g e n a s e i n c a r ci n o m a c ell s .

i n hib ito r f a m il y . J . B i ol ,

C . S . & W o o d
,
S . J r . :

B i o c h e m , B i o ph y s , R e s .

C o 皿 m u n
リ
4 8

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

10) L i o t t 且
,
L . A .

,
T r y g g v a s o n

,
K .

,
G a r bi s h a

,
S .

,
H a r t

,

l . F o lt z
,

C . M . & S h a fi e
,

S . : M e t a s t atic p r o t e n ti al

C O r r el a t e s wi th e n z y m a tic d e g r a d a ti o n of b a s e m e n t m e m b r-

a n e c oll a g e n . N at u r e , 2 8 4
,
6 7▼68 (1 9 8 0) .

1 1) Y a m a g a t a
,
S .

,
I t o ,

Y .
,
T a n a k a ,

R
.

& S h i m iz u
, S . :

G el a ti n a s e of m e t a s t a tic c ell li n e s of m u ri n e c ol o ni c

C a r Ci n o m a a s d e t e ct e d b y
'

s u b s tr a t e- g el el e c tr o p h o r e sis .

B i o c h e m . B io p h y s . R e s . C o m m u n .
,
15 l

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

12) B a lli n
, M .

, G o m e z
, D . E .

,
S i n h a

,
C . C . & T h o r g ei r s s o n

,

U ･ P . : R a s o n c o g e n e m ed i a t ed i n d u c ti o n a 9 2 k D a m et all o p rL

O t ei n a s e ; S tr O n g C O rr el a tio n w ith th e m ali g n a n t p h e n o ty p e .

B i o c h e m , B i o p h y s . R e s . C o m m u n
リ

15 4
,
8 3 2-1 3 8 (1 9 8 8) .

13) M a t ri si a n
,

L . M .
,

B o w d e n
,

G . T .
,

K r i e g ,
P .

,

Ⅰ唱r s t e n b e r g e r
, G .

,
B ri a n d

, J
-

P . , L e r o y P . & B r e a t h n a c h
,

R . : T h e m R N A c o di n g f o r th e s e c r e t e d p r o t e a s e tr a n sin 主s

e x p r e s s e d m o r e a b u n d a n tly i n m alig n a n t th a n i n b e ni g n

t u m o r s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U . S . A .
,
8 3

,
9 41 3T9 41 7 (1 9 8 6) .

1 4) B a r s k y , S . H . , S i e g al , G .
,
J a n n o t t a

,
F . & L i o t t a

,
L .

A . : L o s s 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 b y i n v a si v e

t u m o r s b u t n o t b y th eir b e ni g n c o u n t e r p a rt s . L a b . I n v e s t リ

49
,
1 40-1 4 8 (1 9 8 3) .

1 5) M o n t e a g u d o
,

C .
,

M e ri n o
,

M . J .
,

S a n-j u a n
,

J .
,

Li o tt a
,
L . A . & S t e tl e r- S t e v e n s o n

,
W . G . : I m m u n o h is t o-

C h e m i c al di st rib u ti o n of ty p e Ⅳ c olI a g e n a s e i n n o r m al
,

b e n ig n
,

a n d m alig n a n t b r e a s t ti s s u e . A m . J . P a th ol り 13 6 ,

58 5-5 9 2 (1 99 0) .

1 6) D
'

E r ri c o
,
A .

,
G a r bis a

,
S .

,
L i o tt a

,
L . A .

,
C a c t r o n o v o

,

V . , S t e tl e p S t e v e n s o n
,

W . G . & G ri g i o n i
,

W . F . :

A u g m e n t a ti o n of ty p e Ⅳ c oll a g e n a s e , 1a m i n i n re c e pt o r
,

a n d

K i6 7 p r olif e r a ti o n a n tig e n a s s o si a t e d wi t h h u m a n c ol o n ,

g a st ric
,

a n d b r e a st c a r c i n o m a p r o g r e s si o n . M o d . P a th ol .
, 4 ,

23 9-2 4 6 (1 98 7) .

1 7) O k a d a
,
Y .

,
H a r ri $

,
E . D . J r .

,
& N a g a s e

,
H . : T h e

P r e C u r S O r Of a m e t all o e n d o p e p tid a s e f r o m h u m a n r h e u m a t oid

･S y n O vi al fibl o bl a s t s . P u rifi c atio n a n d m e c h a ni s m s of a c ti v ati o n

b y e n d o p e p tid a s e s a n d 4- a mi n o p h e n yl m e r c u r主c a c e t a t e .

B i o c h e m . J .
,
2 5 4

,
7 31-7 41 (1 9 8 8) .

18 ) K o d a m a
,

S .
,

K i s h i
,

J .
,

O b a t a
,

K .
,

I w a t a
t

K .
,

&

H a y a k a w a T .
: M o n o cl o n al a n ti b od i e s t o b o vi n e c oll a g e n a s e

i n h ibit o r . C o11 a g e n R eI . R e s リ 7 , 3 4 1r 3 5 0 ( 19 8 7) .

1 9) 岡田保典 , 木村顕子 , 中西功夫 , 岩田 和士 : 慢性関節リ ウ

マ チ 滑膜細胞由来 m at ri x m e t a1lo p r o t ei n a s e 2 の 性質と 滑摸細

胞内局 在. 日柄会誌,
7 9

,
28 5 (1 9 9 0) .

2 0) 仲 克 己 : 骨 吸 収 に お け る m at ri x m et a1l o p r o t ei n a s e 9

(9 2 k D a ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ/ Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ ト そ の 性質 と 破骨細

胞で の 局在 に 関す る研究
-

. 十全医会誌 ,
1 0 0

,
9 4 8 凋61 (1 9 91) .

21 ) H s u
,
S ･ M .

,
R ai n e

,
L .

,
& F a n g e r

,
H . : A c o m p a r a ti v e

S t u d y o f t h e p e r o x id a s e- a n tip e r o x id a s e m e th o d a n d a n

a vid i n
- bi o ti n

-

C O m pl e x m e th o d f o r s t u d yin g p ol y p e p tid e



3 5 4

h o r m o n e s wi th r a d i oi m m u n o a s s a y a n tib o d i e s . A m . J . C li n .

P atb ol .
, 7 5

, 7 3 4- 7 3 8 (1 9 81) .

2 2) O k a d a
,
Y .

,
T a k e u ch i

,
N .

,
T o m it a

,
K .

,
N a k a n i s h i

,
Ⅰ.

& N a g a s e
,
H . : I m m u n ol o c ali z ati o n of m a tri x m e t all o p r o t ei-

n a s e 3 ( s tr o m ely si n) i n r h e u m a t oid s y n o vi o bl a st s ( B c e u s) :

c o r r el a ti o n w ith r h e u m at oid a r th ritis . A n n . R h e u m . D i s .
,
4 8

,

6 4 5 - 6 5 3 (1 9 8 9) .

2 3) O k a d a
,
Y .

,
G o n oji , Y .

,
N a k a ni s hi , Ⅰ.

, N a g a s e
, H . &

H a y a k a w a
,

T
.
: I m m u n o hi s to c h e mi c a l d e m o n s tr a ti o n of

C O11 a g e n a s e a n d ti s s u e i n h ibit o r of rn e t all o p r o t ei n a s e s ( T I M P )

i n s y n o vi al li n in g c e11 s of r h e u m at oid s y n o v i u m . V ir c h o w s

A r c h . [ B ] ,
5 9

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

2 4) 日 本肺 癌学 会 (編) : 肺 癌 取扱 い 規 約 . 改 訂 第 3 版 ,

87-1 1 5 頁 , 金原出版 , 東京 ,
1 9 8 7 .

2 5) K o d a m a
,
S .

,
Y a m a s hi t a , K . , K i s h i , J .

, I w a t a ,
l( . &

H a y a k a w a
,

T
.
: A 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

c o11 a g e n a s
･e i n hib it o r u s l n g m O n O CI o n a l a n tib o d i e s . M a tri x

,
9

,

1-9 (1 9 8 9) .

2 6) H a r ri s
,
E . D . J r . & K r a n e

,
S . M . : A n e n d o p e ptid a s e

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

2 5 8
,
5 6 6-5 76 (1 9 72) .

27) H i b b s
,
M . S . , H a s t y ,

K . A . , K a n g , A . H . & M ai n a r di
,

C . L . : B i o c h e m i c al a n d i m m u n ol o gl C C h a r a c t e riz 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 8) H a s h i m o t o
,
K .

,
Y a m a n i s hi

,
Y .

,
M a e y e n s

,
E .

,
D o b b o

-

u s
,

M . K . & K a n 2: a k i
,

T . : C oll a g e n olyti c a c ti viti e s of

s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a of th e s k i n . C a n c e r R e s
リ

3 3
,

2 7 9 0 -2 8 0 1 (1 9 7 3) ,

2 9) M ull e r , D . , Q u a n ti n ,
B .

, G e s r l el
,
M - C .

,
M ill o n

- C o ll a r d
,

R .
, A b e c a $ Si s

,
J . & B r e a th n a c h

,
R . : T h e c o 11 a g e n a s e g e n e

f a m il y i n h u m a n c o n si s ts of a t le a s t f o u r m e m b e r s ･ B i o c h e m ･

J リ
2 5 3

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

3 0) W oll e y ,
D . E . : C oll a g e n a s e i m m u n ol o c aIi z a ti o n st u di e s

of h u m a n t u m o r s . J n L . A . L i o tt a & Ⅰ. R . H a r t ( e d s .) ,
T u m o r

I n v a ti o n a n d M e t a st a si s . 1 st e d .
, P 3 91

-4 0 4
,
M a r ti n u s N ijh off

,

B o s t o n 1 9 8 2 .

3 1) H a r ri s
,
E . D . J r . & K r a n e

,
S . M . : C o11 a g e n a s e s , N ･

E n g l . J . M e d .
,
2 9 l

,
6 0 5-6 0 g (1 9 7 4) ･

3 2) W il h el m
,
S . M .

,
C o 11i 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 . l . : S V 40 t r a n sf o r m e d

h u m a n l u n g fib r o b l a s t s s e c r e t e a 9 2-k D a t y p e Ⅳ c o u ag e n as e

W hi c h i s id e n ti c al t o th a t s e c r e t e d b y n o r m al h u m 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 2 1 3-1 7 2 21 (1 9 89) .

3 3) M a c k a y ,
A ･ R ･

･
H a rt ヱ1 e r

,
J ･ L ･

･
P e li n a

,
M ･ D . &

T h o r g e i r s s o n
･
U ･ P ･ : S t u d i e s o n th e a b ility of 65-k D a a nd

92 - k D a t u m o r c e11 g el a ti n a s e s t o d e g r a d e t y p el Ⅳ c oll a g e n . J .

B i ol . C h e m . , 2 6 5 , 2 19 2 9 - 2 1 9 3 4 ( 1 9 90) .

3 4) 五 之 治行 雄 : ヒ ト線 維 肉腫 ( H T l O 8 0) 細 胞由来 m atrix

m e t a1l o p r o tei n a s e 9 (92 k D a ゼ ラ チ ナ ー ゼ/ Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ)

の 性質 と活性化機構 . 十全 医会誌,
10 0

,
9 3 3-9 4 7 , (1 9 91) .

3 5) M u r p h y ,
G ･

,
C o c k e tt

,
M ･ I ･

,
W a r d

,
R ･ V ･ & I) o c h e rty ,

A ･ J ･ P ･ : M a tri x m e t all o p r o t ei n a s e d e g r a d a ti o n of el astin
,

t y p e Ⅳ c oll a g e n a n d p r o t e o gl y c a n ･ A q u a n tit a ti v e c o m p a riso n

Of th e a c ti viti e s of 9 5k D a a n d 7 2 k D a g e l a ti n a s e s , Str O m elys-

in
-

1 a n d - 2 a n d p u n c t u a t e d m e t all o p r o te i n a s e (P U M P).

B i o c h e m . J .
.
2 7 7

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

3 6) S e n i o r
,
R ･ M ･

,
G riffi n

,
G ･ L ･

,
F li s z a r

,
C ･ J ･

,
S h a pir o ,

S . I) .
,
G o l d b e r g ,

G . Ⅰ. & W el g u s
,
H . G . : H u m a n 9 2- a nd

7 2-k il o d alt o n ty p e Ⅳ c o u a g e n a s e s a n d ela s t a s e s . J . Biol :

C h e m .
,
2 6 6

,
7 8 7 0r 7 8 7 5 (1 99 1) ,

3 7) S t e t l e r
- S t e v e n s o n

,
W . G . : T y p e Ⅳ c o11 a g e n a s e in

t u m o r i n v a si o n a n d m e t a s t a si s . C a n c e r M e t a s t a si s R e v .
,
9

.

2 8 9- 3 0 8 (1 9 9 0) .

3 8) G o l d b e r g ,
G . Ⅰ.

,
M a r m e r

,
B . L .

,
G r a n t

,
G . A .

,
Eis e n

,

A . Z .
,
W ilh e l m , S . & H e .

, C . : H u m a n 7 2 - kil o d alt o n typ e Ⅳ

C Oll a g e n a s e f o r m s a c o m pl e x wi th a tis s u e i n hibit or of

m e t all o p r o p ei n a s e s d e si g n a t ed T I M P - 2 . P r o c . N a tl . A c a d . sci.

U . S . A .
,
8 6

,
82 0 7-8 21 1 (1 9 8 9) .

3 9) H o w a r d
,

E . W .
,

B u ll 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 c ti v ati o n of h u m a n 7 2- k D a p r o g eIatト

n a s e b y tis s u e i n h ibit o r of m e t a1l o p r o t ei n a s e-2 . J . BioI F

C h e m .
, 2 6 6 , 1 30 6 4 -1 3 0 6 9 (1 9 91) .

4 0) K h o k h a
,
R .

,
W a t e r h o u s e

,
P .

,
Y a g e l

,
S .

,
L al a ,

P . K ･
,

O v e r a ll
,
C . M .

,
N o r t o n

,
G . & D e n h a r d t

,
D . T . : A ntis e n se

R N A-i n d u c e d r e a c ti o n i n m u ri n e T I M P le v el s c o nf ers

o n c o g e ni city o n S wi s s 3 T 3 c e11s ･ S ci e n c e
,

2 4 3
,
9 47-95O

(1 9 8 9) .

41) P o n t o n , A .
, C o u lo m b e

,
B . & S k u p ,

D . : D e c r e a se d

e x p r e s si o n of ti s s u e i n hib it o r of r n e t all o p r ot ei n a s e s in

m e t a st a ti c t u m o r c ells l e a di n g t o i n c r e a s e d l e v els oi

c o11 a g e n a s e a c ti v ity . C a n c e r R e s . , 5 l , 2 1 3 8～21 43 (1 99 1) ･



肺癌 の 細胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素 35 5

L oc aliz ati o n of M at ri x M e t a II o p r o t ei n a s es a n d T h ei r I n h i bit o r i n P ul m o n ar y C a r ci n o m a s A ki k o Ki m u r a
,

D ep art m e n t Of P a th 0l o g y ,
S ch o ol o f M e di ci n e

･
K an a Z a W a U ni v e r sl ty ,

K a n a z a w a 92 0 -

J ･ J u 7 e n M ed S ∝ ･
,
1 0 l

I
3 4 4

- 3 5 5

(Ⅰ9 92)

E ey w o r d s l u n g c a n c er
,
i n v asi o n a n d m et a sta sis

,
m a Ui x m et a11 0 pr Otei n a s e s

･
d ss u e in hibit or of m et al1 0 p r O tei n as e s

,

i m m un 0l oc ali z ati o n

A b st r a c t

I n or d er t o st u d y th e r ol e s o f m a tri x m e t al1 0 p r O t ei n a s e s ( M M P s) a n d t h eir i n hi bit o r ( ti s s u e i n hibit or o f

m e tall o pr o tei n a s es - 1) i n in v asi o n a n d m e ta st asis o f l un g C a n C er
,
M M P - 1 (d s s u e c oll a g e n a se) ,

M M P - 2 (7 2 k D a g el a ti n a s e^ y p e

Ⅳ c oll ag e n as e) ,
M M P -3 ( Str O m el y si n

- 1) ,
M M P - 9 (9 2 k D a g el a ti n a s e/ty pe Ⅳ c oll ag e n a s e) an d T I M P - 1 w er e i m m u n ol o c al -

i z ed i n th e c ar Cin o m a ti s s u e s s u rgi c ally r e m o v e d 育o m a t o tal of 9 2 c as e s‥p ul m o n ar y ad e n o c arcin o m a (4 7 c as e s) ,
Sq u am O u S

c e11 c ar Ci n o m a (3 0 c a s e s) ,
a d e n o s q u am O u S C ar Cin o m a (7 c as e s) ,

1a r g e c ell c ar Cin o m a (3 c a s es) ,
S m all c ell c ar ci n o m a (3

c ase s) ,
an d m uc c c pi d e rm Oi d c a r c in o m a ( 2 c as e s) . A m o n g th e s e M M P s

,
M M P - 1 an d M M P - 9 w er e i m m un Ol ∝ ali z e d i n th e

c ar Ci n o m a c ell s i n 6 8 ･5 % an d 64 ･ 1 % o f th e l un g C a n C e rS
,
r eS P e C ti v el y ･ T h e r ati o o f i m m u n o r e a c ti v e c ell s t o th e t ot al

C arCin o m a c ells i n th e sp e ci m e n s w a s 2 7 ･8 ±3 3 ･3 % (p o si ti v e s c o r e
,
1

･9 7 ±1 ･7 0) f o r M M P - 1 a n d 1 2
･9 ±20 .5 % (p o si ti v e

SC O re
,
1 ･3 0 士1 ･3 8) f or M M P -9 ･ O n th e o th er h an d

,
Of th e tot al s am Pl e s

,
M M P - 2 a n d M M P - 3 w e re p o siti v ely s tai n e d o nl y i n

3 ･3 % a n d 5 ･4 % r e sp e c ti v el y ･ T I M P - 1 w as i m m u n ol o c ali z ed i n 1 8 ･5 % o f th e c a s e s , b u t th e r a ti o w a s o n l y l ･2 ±6 .5 %

(P O Si ti v e s c or e
･
0 ･2 5 士0 ･6 3) ･ A m o un tS Of M M P - 3

,
M M P - 9 an d T I M P -1 s e c r ete d i n th e c ul tu r e m e d i a b y th e l u n g tis s u es

W e re m e a S u r e d b y s a n d w ic h e n zy m e i m m u n o a ss ay s ･ T h e l e v el s of M M P -9 w er e s l g ni fic a n tly hi g h er i n th e l u n g c a rci -

n o m a s (0 ･2 9j= 0 ･4 0 n m ol/g w eig h t) a n d p n e u m o ni a (0 ･
2 0 ±0 ･

2 2 n m ol/g w ei g h t) th a n i n th e n or m a1 1 u n g tiss u e s (0 .1 2 ±0 .1 6

n m ol/g w eig h t) (P < 0 ･0 5) ･ H o w e v e r
,
th e r e w e r e n o sig n ific an t di ff b r e n c e s a m o n g T I M P - 1 l e v el s o f th e s a m pl es 丘

･

O m th e c ar -

C in o m a s (2 ･7 7 ±1
･9 2 n m ol/g w eig ht) , p n e u m O ni a (3 ･55 ±2 3 8 n m ol/g w ei g ht) an d n or m al c o n tr ol (3 .1 9 士2 .2 2 n m ol/g w eig h t) .

M M P -3 w as d et ec te d o nl y i n a 隠w s am pl e s an d th e am O u nt i n th e c a rci n o m a (0 .1 1 ±0 .2 7 n m ol/g w eigh t) w as sig mi 丘c a ntl y

hi gh er th a n th at o f n o r m al c o ntr oI s a m pl e (0 ･04 ±0 ･2 5 n m ol/g w ei gh t) (p < 0 ･0 1) ･ G el a ti n oly ti c a cti vi ty w aS al s o r e m a rk a bl y

hi gh e r i n th e c ul t ur e m e di a o f th e c ar Ci n o m a s ( 2 4 ･7 ±4 6 ･9 u/g w ei g h t) th a n th a t of n or m al c o n b
･

Ol (6 .6 j= 1 2 .9 u/g w eigh t) (p < 0 .

01) ･ G el ati n - S u b s b
.

at e g el el e c tr op h or e si s s h o w e d th at a m o n g th e m 可Or g el ati n - d eg r adin g a c ti viti e s w i th m ol e c ul a r w ei lh t

(M r) of 8 7
,
0 00

,
6 4

,
(X 札 5 2

,
0 00 an d 4 9

,
00 0

,
th e f o r m er t w o of w hic h w e r e c o n si d er ed t o b e p r ec u rs or f or m s of M M P -9 1u ld

M M P -2 re s pe C ti v el y ･
th e M r 8 7

･
0 00 sp e ci es i s a p r ed o m i n a n t a cti vi ty i n all th e s am pl e s ･ T n e re s ults o f th e p r e s e n t st u d y s-1g

-

g est th at M M P - 1 a n d M M P -9 pl ay p I V Ot al r ol e s i n d e g r a d a d o n o f th e e x tr a c ell ul a r m a Bi x m a cr o m ol e c u l e s d u ri n
g p ul m o n ar y

C ar Ci n o m a c ell i n v asi o n a n d m eta s ta si s
･ pr Ob a b l y a s a r e s ult of th e i m b al a n c e b et w e e n th e pr od u c ti o n o f th e M M P s an d

TI M P -1 b y th e c an C er C ells .


