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慢性関節リウ マ チ滑膜組織にお ける コ ラゲナ
ー ゼ

ー その 局在 と コ ラ
ー ゲ ン 線維分解 に関す る研究

一

食沢大学医学部整形外科学講座 く主任 こ 野 村 進数御

菅 原 洋 一 郎

く平成 1 年8 月28 日受付ナ

897

慢性関節 リ ウ マ チ くrh e u rn a t Oid a r th riti s ， R A l に お ける コ ラ
ー ゲ ン 線推分解機序 を解明 する 目的

で R A 滑膜組織 に お ける コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 局 在 を免疫組織学的 に 検索 し ，

次 い で ヌ ー

ド マ ウ ス 移植 R A 滑

膜組織 に お け る コ ラ
ー ゲ ン線維 の 分解 を形態学的及 び生化学的に 検討 し た ． オク タ ロ

ー こ 乱 免疫沈降

法 ，
W e st e r n b l o t 法に よ り検定 され た コ ラ ゲナ

ー ゼ に 対 す る特異抗体 を用 い て R A 滑膜組織 なら び に 正

常滑膜組織 を免疫染色 す ると ，

コ ラゲ ナ
ー ゼ は R A 滑膜組織 を 1 月 M モ ネ ン シ ン で 1 時間以 上処 理 し

た場合の み 滑膜表層細胞 に 限局 し て認 め られ た ， こ の こ と は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ が R A 滑膜組織の 表層細胞 に

ょ っ て合成 ． 分泌さ れ ， 細胞 内に 貯蔵 され る こ と な く 持続性 に 分泌 され る こ と を 示唆 して い る － R A 滑

膜を ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮下に 移植 す る と ， 移植 1
旬 2 遇後に は滑膜表層細胞直下の コ ラ

ー

ゲ ン線維が細線維

へ と 分解 し た ． こ れ らの 移植片で は コ ラ ゲ ナ
ー ゼの 合成 ． 分泌が 認 め られ ， 免疫組織学的 に 滑膜表層細

胞 に コ ラ ゲナ
ー ゼが 陽性 で あ っ た ． 従 っ て ， 移植片に お け る細胞外 コ ラ

ー ゲ ン線維 の 分解に は R A 滑膜

表層細胞由来 の コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ が 関与す る と 考え ら れ た 言 細胞外 コ ラ
ー ゲ ン線推 の崩壊に 加 え て ， 移植滑

膜深層の 線維芽細胞中に コ ラ
ー ゲ ン 線推 を含む 空胞 が認 め られ た ■ ま た

－
こ れ らの コ ラ

ー

ゲ ン 線維 の 一

部に は分解像が観察さ れ た ． 以上 の 所見 は ，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性の 上 昇 した 生体内の組織 に お ける コ ラ

ー

ゲ ン線維の 分解が細胞内と細胞外 の 2 つ の プ ロ セ ス に よ っ て進行す る と
い う こ と を 示唆 して い る ．

E e y w o r d s r h e u m at o id a r th riti s ， Sy n O Vi al tis s u e ， C Ol
l a g e n a s e ， d e g r a d a ti o n

of c oll a g e n fib ril s

慢性関節 リ ウ マ チ くrh e u m a t oi d a r th ri ti s ， R A l は ，

抗原一抗体複合体 を起炎物質と して 多発性 の 慢性増殖

性滑膜炎を生 じ ， 関節軟骨や骨及 び関節周囲組織の 破

壊をき たす疾患 で あ る ．

一

般 に ，
関節 軟骨の 破壊 に は

く1I軟骨細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解冗進ほ1細 胞外 マ ト

リ ッ ク ス の 合成低下 く31軟骨細胞壊死 ，
の 3 つ の 因子

が関与す ると 考 えら れ る ． こ れ らの う ち
，

R A に お い

ては蛋 白分解酵素 に よ る 細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 分解が

関節軟骨の 破壊 に 主要 な役割 を果 た す と考 え ら れ て い

る ．

関節軟骨に お け る細胞外 マ ト リ ッ ク ス の 主 要構成成

分は コ ラ ー

ゲ ン と プ ロ テ オ グ リ カ ン で ある ． R A 関節

軟骨 に お い て は ，
プ ロ テ オ グ リ カ ン の 脱落 に 始ま り ，

コ ラ ー ゲ ン の 分解 ． 消失 に よ り 軟骨破壊 が 完 了 す

る
l，

．
プ ロ テ オ グ リ カ ン 分 解酵素 と し て m a t ri x

m e t all o p r o t ei n a s e 3 くM M P
－31
2，
や 好中球由来 エ ラ ス

タ
ー

ゼ や カ テ プ シ ン G
3－
な どが知 られ て お り ，

R A 関節

局所に こ れ ら酵素が 局 在す る と報告さ れ て い る
4，5ユ

．

一

九 コ ラ ー ゲ ン は 3 本 の ぼ 鎖が三 重 ラセ ン構造 を示 す

構造蛋白 で ， 現 在ま で に I
ん X I I 種の コ ラ

ー

ゲ ン 分

子種が 区別さ れ て い る
6I
． こ れ ら の う ち ， I ， H ， m 型

コ ラ
ー

ゲ ン は線椎性 コ ラ ー ゲ ン と 呼ば れ ，

一 般 に 種々

の 蛋白分解酵素 に は抵抗性 で コ ラ ゲナ
ー ゼ に よ っ て特

異的に 分解 さ れ る ． 従 っ て ，
こ れ ら コ ラ

ー ゲ ン の 分解

に は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ は必 須 な酵素で あ る ． 実際 ， 関節破

壊の 著名な R A 患者の 関節液
n

や R A 滑 膜組織培養

A b b r e v i a ti o n s 二 A B C
，
a Vid i n ． bi o ti n p e r o x id a s e c o m p l e x ニ D M E M ，

D ulb e c c o
，

s m o difi ed

E a g le
，

s m e di u 町 FI T C ， F l u o r e s c ei n is ot h i o c y a n a t e ニ
H ． E

，
h e m a t o x y li n － e O Si n ニ I L

－1
，

i n t e rle u k i n l ニ M M P
－3
，
m a t ri x m et all o p r o t ei n a s e 3 三 M r ， m Ol e c u l a r w ei gh t i P A G E ，
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液
8 帽l 中 に は コ ラ ゲ ナ ー

ゼ 活性 が検 出さ れ て い る ． ま

た ， R A の 関節 軟骨 － パ ン ヌ ス 境 界部 の 細胞外 マ ト

リ ッ ク ス に コ ラ ゲ ナ
ー ゼが 局在す る こ と が 免疫組織化

学的に 証明さ れ て い る
糊

． し か し
，

コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 滑

膜組織の どの 細胞 に 由来す る か に 関 し て は ，
こ れ ま で

全 く報告が み られ な い ． ま た
，
f

へ

1 Il 型 コ ラ
ー

ゲ ン は

生体内 で は コ ラ
ー

ゲ ン線経 と し て存在 す る が ，
コ ラ ー

ゲ ン線推 の 分解に 関す る知 見は こ れ ま で き わ め て 少な

い ． R A に お い て は
．

パ ン ヌ ス細 胞 に コ ラ ー ゲ ン 線推

の 貧食 が み られ る と い う 報告
11－
が あ る に す ぎな い ．

本研 究に お い て は ．
R A 滑膜 組織 に お い て コ ラ ゲ

ナ ー ゼ を合成 ． 分泌 する 細胞 を ，

コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ に 対す

る特異抗体 を用も1 て 免疫組織学的 に 同定 し ， 次 い で

R A 滑膜組織 を ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮下組織内に 移植 し ，
コ

ラ ー ゲ ン 線維 の 分解過程 を コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 局在 と そ の

活性 との 関係 に お い て検討 し た ．

材料お よ び 方法

工 ． R A 滑 膜組織 お よ び正 常滑膜 組織

R A 滑膜組織 は ， 金沢大学医学部付属病院 と その 関

連病院の R A 患者15 症例 よ り
，
人 工 関節置換術 ．

滑 膜

切 除術の 際に 採取 し た ． 対照 と し て ， 靭体損傷 と半月

板損傷の 膝関節 ， 悪性骨巨細胞腫 に 対 し て行 わ れ た切

断下肢の 足関節お よ び離断性骨軟骨炎の 肘関節か ら採

取 し た 4 例の 組織学的に 正 常 な 滑膜組織 を用 い た ．

工工 ， 羊抗 ヒ ト コ ラゲ ナ ー

ゼ抗 体 の 特異性

抗体 は
，

R A 滑膜細胞由来 コ ラ ゲ ナ ー ゼ を羊 に 免疫

す る こ と に よ り作製 され た ． 本抗体 は ． 米国 St a nf o rd

大学 H a r ri s 教授 くC alif o r n i a ， U S A I よ り供与 を受

け た ． 抗体 り特 異性 に つ い て はす で に 検討済 み く未発

表1 で ある が ， 本実験に お い て も以 下 の 方法 で 再検討

し た ．

1 ． ゲ ル 内沈降反応法 くオ ク タ ロ ー ニ 法ナ

5 0 m M T ri s － H C I ， P H 7 ． 5 1 0 ． 1 5 M N a C lノ0 ． 0 1 M

C a C I J O ． 0 2 ％ N a N 3 綬衝液 に 溶解 した 1 ％寒天 を ガ ラ

ス プ レ ー

ト上 で ゲ ル 化さ せ ，
オ ク タ ロ ー ニ プ レ

ー

ト を

作製 した ． 1 0ノバ の 抗血 清と濃縮 した R A 滑膜細胞培

養液 を用 い て沈降線 の 出現 を観察 し た ．

2 ． 免疫沈降反応法

N a g a s e ら
12一
の 方法 に 従い ．

コ ラ ゲ ナ ー ゼ を免疫沈

降反応 させ た ． L
3
Hコ ロ イ シ ン で 標識さ れ た R A 滑膜

細胞培養液く金沢大学医療技術 短期大学部 岡田保典

原

博士 よ り供与1 羊抗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 血清 を反 応 さ せ た

後 ， 抗 原一抗体複合体 を プ ロ テイ ン A －セ フ ァ ロ ー

ス

C し4 B くシ グ マ 社一に 付着さ せ ，
こ の 複合体 を s o di u m

d o d e c yl s ulf a t e くS D Sll p o l y a c r yl a m id e g el el e ctr o ．

p h o r e si s くP A G Eン試料用 緩衝液と と も に 煮沸する こ と

に よ り分離 した ． こ の 試料 を10 ％ S D SI P A G E で電気

泳動後 ，
フ ル オ ロ グ ラ フ イ

一 に よ り観察 した ．

3 ． イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 くW e st e r n bl o t 法1

部 分精製 され た 活性型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ と 濃縮 さ れた

R A 滑 膜細胞培養液 く岡田保典博士 よ り供与1 を1 0％

S D S ノP A G E で 電気泳動 し
，
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル

か ら 蛋白 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜に 転写 した ． この ニ ト

ロ セ ル ロ ー ス膜 を抗 コ ラ ゲナ ー ゼ I g G F くa b
，

1 2 と 反応

さ せ
．
ア ピ ジ ン 嶋 ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ法

くa v id i n
－b i o ti n －

p e r O X id a s e c o m pl e x ， A B C 法いこ て観察

し た ．

1II ．
R A 滑膜組織 に お け る コ ラゲ ナ ー

ゼ の 免疫組織

学的局 在

1 ， 抗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ I g G F くa b
，

1 2 の 作製

マ ク ロ フ ァ ー ジを は じめ と す る F c レ セ プタ
ー

を有

す る 細胞と の 非特異的反応 を防 ぐ為に ，
I g G F くa b

，

12 を

以 下 の 方法 で 作製 し た ． 羊 抗 ヒ ト コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ血

清 く50 m ll と 末感作 血清く20 m り よ り硫安沈殿法く30％

飽和度I と0 ． 1 M T ri s － H C I ， p H 8 ． O J
I
o ． 0 2 ％ N a N 3 緩衝

液 で 平 衡 化 さ れ た D E A E －

C e11 u l o s e カ ラ ム く2 ．5 x

6 c m l に よ り I g G を精製 した ． 精製 したIg G を0 ． 1 M

酢酸緩衝液 ， p H 4 ． 5 に 透析 後
，

ペ プ シ ン く重量 比 1 こ

5 0 H シ グ マ 社1 で37
0

C
，
4 9 時 間消化 し た ． ペ プ シ ン の

作用 を ペ ブ ス タ チ ン A で 停 止 後 ， 試 料 を ph o s ph a te

b u ff e r s a li n e くP B S l1 0 ． 0 2 ％ N a N 3 で 平 衡 化 し た

U lt r o g el A c A 4 4 カ ラ ム く1 ．5 x l 1 5 c m l に か け ，
各プロ

テ ィ ン ピ
ー ク の 蛋 白 を1 0 ％S D SI P A G E に よ っ て調べ

た後 ，
I g G F くa b

，

1 2 分 画分 を集 め ア ミ コ ン限外濾過装置

で6 ．2 m gノm l に 濃縮 し た ．

2 ． 間接蛍光抗体法

採取 した R A 滑膜組織 を で き る 限 り 速 や か に 約3

X 3 X 3 m m 大 に 細切 し， H e m b r y
13，
ら の 方法 に 従い 1

FL M モ ネ ン シ ン と1 5 ％牛胎児血 清 を含 む D ulb e c c o
，

s

m o d ifi e d E a gl e
，

s m e di u m t D M E M H F l o w L a b o r a t
－

o ri e sI 液 中で ，
1 0 分

，
3 0 分 ，

1 時間 ，
2 時間 ，

3 時間

器 官培養 し た ． 対照 と し て ，
モ ネ ン シ ン を 含ま ない

D M E M 培養液中で 同時間培養 し た材料 を用 い た ． 培

p oly a c r y l a m id e g el e le c t r o p h o r e sis 三 P B S ， p h o s p h a t e b uff e r s ali n e 三 P M A ， p h o rb o r

m y ris t at e a c et a t e i R A ，
r h e u m a t oid a r t h riti s ニS D S ， S O d i u m d o d e c y l s ulf at e 三 T N F a ，

t u m Or

n e c r o si s f a c t o r a



コ ラ ゲ ナ
ー ゼ と コ ラ

ー ゲ ン線維分 解

養軋 試料を未固定
で Ti s s u e － T e k O ． C ． T ． c o m p o u n d

くM 抽 U S A一に 包埋
し凍結切片を作製 した － こ の 切片

を P B S で 十 分洗浄 軋 羊抗
コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ 王g G F

くabり2 ある
い は末感作羊 工g G F くa bり2 で 2 時間反応 し，

Fl u o r e S C e in
i s o th i o c y a n a t e くFI T Cl で 標識 し た ヤ ギ

抗羊王g G 抗体 と反応 し
て蛍光顕微鏡 で 観察 し た ■ 吸収

試験は ， 抗体 を
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ活性 を含 む培養液で希釈

する こと で 実施 した 一 対照 群の 正 常滑膜組織 に つ い て

も， R A 滑膜組織 と同様 の 方法
で処 理 し， 間接蛍光抗

体法に よ り コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 局在 を検討 した 一 ま た ，

上

述の 材料の
一

部 を10 ％ 中性 ホ ル マ リ ン 固定 し I
パ ラ

フィ ン 切片に つ き
へ マ トキ シ リ ン

． エ オ ジ ン くb e m a －

t o x yli n
． e o si n

，
H ． El 染色 を実施 し組織学的 に 観察 し

た．

押 ． R A 滑膜組織 の ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮下 移植

1 ．
R A 滑膜移植片の 組織学的お よび 電子 顕微鏡的

観察

R A 滑膜組織 を D M E M 液中で 3 X 3 X 3 m m 大 に 細

切し ， 小切 開を加 えた ヌ
ー

ド マ ウス 背部皮下 へ 移植 し

た ． 移植 3 日 ， 1 ，
2
，
3 ， 4 ，

5 週後 に ヌ
ー

ドマ ウ

k D a

9 4 －

7 7 一

望琶二 靭

2 9 －

Fi g ． 1 ． I m m u n o p r e ci pit a ti o n f r o m E
3
Hコ

I e u ci n e －1 a b e le d c u lt u r e m e d i u m f r o m r h e u m a t
．

Oid s y n o v i al c ell s w i th sh e e p a n ti
－

C Oll a g e n a s e

a n ti s e r u m ． T h e p r e c u r s o r f o r m o f c oll a g e n a s e

くM ol e c ul a r w ei gh t ， M r
ニ 5 3

，
0 0 01 1 m m u n

－

O P r e Ci pit a t e d f r o m th e c ul t u r e m e d i u m u si n g

a n ti － C Oll a g e n a s e a n ti s e r u m a n d p r o t ei n A
－S e p－

h a r o s e C し4 B ． T h e s a m pl e w a s r u n o n lO ％

S D SI P A G E an d fl u o r o g r a p h e d ．
T h e M r o f

St an d a r d p r o t ei n s a r e i n di c a t e d t o th e l ef t o f

th e fl u o r o g r a p h ．

8 9 9

ス を屠殺 し ，
移植 片と皮膚を

一 塊 と して採取 し た － 材

料 を1 0 ％ ホ ル マ リ ン 固 定後 パ ラ フ ィ ン 切 片 に つ き

H ． E 染色 で組 織学的に 観察 した ． ま た ， 電 顕 的 に は

R A 滑膜移植片 を速や か に 細切 し ，
2 ． 5 ％グ ル タ ー ル

ア ル デ ヒ ド と 2 ％オ ス ミ ウム 酸 二 重固定後 エ ボ ン 包櫻

した ． 超薄切 片を酢酸 ウ ラ ニ
ー ル と硝酸鉛染色 し電子

顕微鏡 で 観察 した ．

2 ． 移植片に お け る コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ と M M P
－ 3 の 局在

ヌ
ー

ド マ ウ ス 移植 3 軋 1 ． 2 ． 3 ，
4 遇後の 移植

片を 1 月 M モ ネ ン シ ン 3 時間処理 後未固定 で凍結 切

片 を作製 し ， コ ラ ゲ ナ
ー ゼの 局在 を観察し た ． ま た ，

抗 M M P ．3 抗 体
弟

く金沢 大学医療技術短期大学都 岡

田保典博士 よ り供与1 を 用 い て ，
滑膜移植片 に お け る

局在 を上 述の 凍結切片と れ レマ リ ン 固定後
パ ラ フ ィ ン

切片に つ き ， そ れ ぞれ 蛍光抗体法 と A B C 法 で 検討 し

た ．

3 ．
コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ 活性の 測定

R A 滑膜組織 と ヌ
ー

ドマ ウ ス 滑膜移植片 を0 － 2 ％ 水

1 2 1 2

くA I l 即

Fig ． 2 ． W e st e r n bl o tti n g － P a rti a
ll y p u rifi e d

a c ti v e c oll a g e n a s e く1 a n e ll a n d c o n c e n t r a t e d

c u lt u r e m e d i u m f r o m r h e u m a t oid s y n o v i al

c ell s くI a n e 21 w e r e el e c t r o ph o r e s e d o n lO ％

S D S くr e d u ci n gl g el 因 ．
An o th e r s et of s a m pl

－

e s w e r e el e c t r o ph o r e s e d a n d t r a n sf e r r e d
t o

ni tr o c ell ul o s e ， a n d c oll a g e n a s e w a s vi s u a
li z e d

u si n g a n ti c oll a g e n a s e I g G Fくa b
，

12 a n d a

b i o t in a t e d a n ti － Sh e e p I g G a n tib o d y
f oll o w e d

b y a n A B C m eth o d くB L T h e M r of s t a n d a rd

p r o t ei n s a r e i n d i c at e d t o th e l ef t o
f th e g el ．
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酸 化 ラ ク トア ル ブ ミ ン を 含む無血 清 D M E M 培養液中

で4 8 時間器 官培養し ， 培養液中の コ ラ ゲナ ー ゼ 活性 を

1

t 標識 コ ラ ー ゲ ン を基 質 と し て 測定 し た ．
コ ラ ゲ

ナ ー

ゼ活性の 測定 は ． 金 属依存性蛋白分解酵素の 活性

化剤で あ る 4－a m i n o p h e n y l m e r c u ri c a c e t a t e く最終 濃

度1 ．5 m M l の 存在 ， 非 存在 下 で 行 っ た ． 培 養液採 取

後 ．
H i n e g a r d n e l

－ 1
4

の 方 法 に 従 っ て 組織の D N A 量 を

測 定 し ．
各 試 料 に お け る コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ 活 性 を 声 g

D N A あ た り の 活性 と し て 示 し た ． ま た ． R A 滑 膜組

織 と ヌ ー

ド マ ウ ス 移 植 片の1．．一一
一 部 を 緩衝液 t5 0 r 11 M

T ri s － H C I
， P H 7 ． 41 0 ． 15 M N a C I 1 10 m M C a C I 21 0 ．0 2 ％

N a N 3J で 十分 洗浄後 ．
0 ． 0 5 ％ B riJ 3 5 を 含む 同綬衝 液

と混 和 し テ フ ロ ン 製ホ モ ジ ナイ ザ ー で ホ モ ジネ ー トを

作製 し た ． さ ら に
，
そ の ホ モ ジ ネ ー ト を超音波処 理 後

遠心 し ，
上 清中の コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ 活性 を測定 した ． 1 単

位の コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ活性は 基 質を37
0

C に お い て 1 分間 に

1 声 g 分解 す る こ と を意味す る ．

成 績

I ． 抗 コ ラゲ ナ ー ゼ 抗体の 特異性

ゲル 内沈降反応法 で は ， 抗 コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ血 清 と培養

液と の 間に 単M
一

の 沈降線が 観察 され た ． ま た ． 巨江 口

イ シ ン に よ っ て 標識 さ れ た分泌蛋白 を R A 滑膜 細胞

培養液か ら 抗 コ ラ ゲナ ー ゼ抗体 を用 t l て 免疫沈降反応

を行う と ， 図 1 の 如 く分 子 量53 ， 0 0 0 蛋 白 バ ン ドが認め

られ た ． さ ら に
，
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス膜 に 転写 され た活性型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ く分子 量47
，
0 0 0

と4 5
，
0 岬 と培 養液中の 潜在塾 コ ラ ゲ ナ ー ゼ く分 子量

5 6
，0 0 0 と53 ，0 0 01 が抗 コ ラ ゲ ナ ー

ゼ抗体 に よ っ て 認識

さ れ た く図 2 ト 潜在型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に は 分子 量53 ．0 0 0

と 糖付加 を受 けた5 6 ，
0 0 0 の 分 子 が あ り ， 通常後者はご

く 少 量 しか 分 泌さ れ な い ． ま た
， 活性 化 に よ り こ れら

の 潜在型 酵素 は分子 量4 7 ，
0 0 0 と4 5

，
0 0 0 に 低分 子化する

こ と が 知 ら れ て い る
15－

． 従 っ て ． こ れ ら の 結 果 よ り本

抗体 は R A 滑 膜細胞由来の コ ラ ゲ ナ ー

ゼ に 対 し て特

異 的 で あ り ， 滞在型 と活性型 の 両 酵素 と反 応す る こと

が 確認 さ れ た ．

H ． R A 滑 膜 組織の 組 織学的観察

正常 滑膜組織 は ，
1 へ 2 層 の 滑膜表層細胞層と表層

細胞下 結合組織層く表層細胞下 層ラ か ら 構成 さ れ て お

り ， 炎症 細胞浸 潤は ば と ん ど認め ら れ な か っ た ． R A

に お い て は 表層細胞は著 しく 過 形成 と な り ， 表層細胞

下層に は 著名な炎症細胞浸潤 と 血 管の 増生が認 められ

た ． 炎 症細胞 は主 と して リ ン パ 球 ，
形 質細胞 か ら なる

が
，
小 数の マ ク ロ フ ァ ー

ジや 好 中球 も散見さ れ た ．

R A 滑膜組織 を モ ネ ン シ ン処 理 す る と ， 大部分の 滑膜

表層細胞 と表層細胞下層 の 線維芽細胞 は空 胞化を示し

た く図 3 ナ． しか し
，
そ の 他の 細胞 に は著変 はみ られな

Fi g ． 3 ． L i gh t mi c r o g r a p h o f rh e u m a t oid s y n o vi al ti s s u e t r e a t ed w ith

l J L M m o n e s in f o r 3 h sh o w i n g h y p e r pl a s ti c s y n o v i al li ni n g c ell s a n d

l y m p h
－ m O n O n u Cl e a r c ell i n filt r a ti o n i n th e s u bli n i n g c ell l a y e r ． M o s t

o f li n l n g C e ll s a r e v a c u o l a t e d b y th e e ff e c t s of
m o n e n si n ． H ． E st a i n ．

X 3 1 0 ．
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Fi g ． 4 ． I m m u n o l o c ali z a ti o n o f c oll a g e n a s e i n r h e u m a t o id s y
n o vi al

ti s s u e ． T h e ti s s u e w a s t r e a t e d wi th l JL M m o n e n si n f o r 3 h a n d

f r o z e n s e c ti o n s w e r e st a i n e d b y a F I T C－i m m u n o fl u o r e s c e n t m e th o d

w ith a n ti－C O ll a g e n a s e I g G Fくa b
，

1 2 ． N o t e p o si ti v e i m m u n o fl u o r e s c e n c e

i n h y p e r pl a s ti c s y n o v i a1 1i n l n g C ell s ．

F ig ． 5 ． L i gh t m i c r o g r a ph of r h e u m a t oid s y n o v
．

i al ti s s u e 3 d a y s a ft e r s u b c u t a n e o u s i m pl a n t
－

a ti o n i n a n u d e m o u s e ．
V ill o u s st r u c t u r e of

th e s y n o v i u m r e m ai n s u n c h a n g e d ， H
． E L

S t ai n ．

X 50 ．

9 0 1

X 2 8 0 ．

か っ た ．

IIl ．
R A 滑 膜 組織 に お け る コ ラゲ ナ ー ゼ の 局在

コ ラゲ ナ ー ゼ の 蛍光は ，

モ ネ ン シ ン 処理 に よ り空 胞

化し た R A 滑膜表層細胞 に 限局 し て み られ た く図 4 ト

滑膜表層細胞 に お ける覚光 は ，
モ ネ ン シ ン 2

へ 3 時間

処理 で は明 瞭 に 認 めら れ た が ，
1 時間で は弱く ，

1 0 へ

3 0 分 間処 理及 び 未処理 材料 で は ほ と ん ど染色 さ れ
r
な

か っ た ．
コ ラ ゲ ナーゼ は滑膜表層細胞内に 限 局 し て み

らj l
， 細胞間質 に は ど の 材 料 に お い て も 染 色さ れ な

か っ た ． ま た ， 細胞 内の コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 対す る 覚光は

吸収試験 に よ り消失し た ． 末感作羊 工g G F くa b
，

1 2 を 用

い た 蛍光抗体法 で は ，
モ ネ ン シ ン 3 時 間処 理 し た

R A 滑膜組織 に お い て も 全く 蛍光は 認 め ら れ な か っ

た ． ま た
，
正 常滑膜組織で は ，

モ ネ ン シ ン 処 理 く3 時

剛 材料に お い て も コ ラ ゲナーゼ の 蛍 光は 全 く 観察 さ

れ な か っ た ．

1V ．
R A 滑 膜 組 織 の ヌ

ー

ド マ ウス 皮下 移 植

1 ． 肉眼 的及 び 組織学的観察

R A 滑膜組織 を ヌ ー

ドマ ウ ス 皮下 に 移植す る と ， 移

植直後よ り 皮膚の 小 隆起と し て 観察さ れた ． ニ の 小 隆

起 は移植後徐 々 に 増大 し ，
1 へ 2 週で 最も大 き く ． 4

週以 降は 縮小し ，
5 週 以 降ほ と ん ど認め られ なく な っ

た ． ヌ ー ド マ ウ ス 皮下 に 生 者し た移植片に は多数の 血

管侵入 が み ら れ る の に 対 し ， 生 者し なか っ た移植片で

は血 管侵入 は認 め ら れ な か っ た ．
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Fi g ． 6 ． R h e u m a t o id s y n o v i al i m pl a
n t 2 w e e k s a f t e r i m pl a n t a ti o n －

S y n o v i a l li n i n g c ell s s h o
w s tr a tif o r m a r r a n g e m e n t a n d m i t o si s

くi n s e tl ． N o t e th e d i s p e r s e d c oll a g e n fib e r b u n d l e s j u st b e n e a th th e

s y n o v i al li n i n g c ell s H
． E st a in ． x 7 5 ． I n s e t i H

． E st a i n ．
X 4 00 －

芸
裾 一

t

F i g ． 7 ． R h e u m a t o id s y n o v i a l i m pl a n t 4 w e ek s

a ft e r i m pl a n t a ti o n ． H ． E s t a i n ． x 8 0 ．

組 織学的 に ．
移植後 3 日 で は ，

R A 滑膜組織は滑膜

絨毛構造が 明 瞭 に み られ ， 滑膜表層細胞層と表層細胞

下層が は っ き り と区別さ れ た く図5 I ． 移 植 1 へ 2 週で

は ， 移植片周囲 に 不 完全 な線推性被膜 が形成 され ， 被

膜側 か ら移植片中 へ 多数 の 毛細 血管侵 入 が 観察さ れ

た ． 移植 片に は 層状 に 配列す る明 らか な 滑膜表層細胞

が み ら れ ， まれ に 核 分裂像が観察 され た く図 61 ． しか

し ， 移植 3 日 の 材料 と比 較 す ると ， 滑膜絨毛 状構造は

不 明瞭と な っ た ． ま た
， 滑膜表層細胞直下の コ ラ

ー

ゲ

ン線 維束に は疎開が み ら れ た く図6 1 ． 3 へ 4 週で は ，

移植片 は全体 に 縮小 し絨毛構造 は全 く不 明 で ， 滑膜表

層細胞 は所々 で 島状 に認 め ら れ る に す ぎ な か っ た く図

り ． 毛 細血管は か な り豊富 で 血 管周囲 に は コ ラ
ー

ゲ

ン 線椎束が認め られ た ．

2 ． 電子 顕微鏡的観察

R A 滑膜表層細胞 は ，
超微形態学的 に 異な る 2 種類

の 細胞 ，
す なわ ち滑膜芽細胞くB 細胞ナ と滑膜 マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ くA 細胞1 か ら構成 され て お り ， 両者 に明 らか

な形態学的移行 は認 め ら れ な か っ た ． 滑膜芽細胞は細

胞突起 に 乏し く ． 豊富な粗面小胞体 と ゴ ル ジ装置及 び

特異な分泌顆粒 の 存在に よ っ て 特 徴づ け ら れ た
研

一

方 ， 滑膜 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ は 多数 の 偽足様突起を持

ち ， そ の 胞体内 に は 空胞 や ラ イ ソ ゾ ー ム が豊富に み ら

れ た
1 の 川

ヌ ー

ド マ ウ ス 移植 3 日 の 材料で は ， 滑膜表層細胞層

に は こ れ らの 細胞が 同定さ れ た が ，
1 へ 2 週 で は ，

滑
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膜マ ク ロ フ ァ
ー ジは消 失し大 部分 が 滑膜芽細胞 か ら構

成され て い キ 個 8 ト 移植
1 へ 2 過の 材料で 最も 注目

される 所見は ，
表層細胞直下 の コ ラ

ー

ゲ ン 線維に 分解

像が みら れ る こ とと 個
8

－
9 1 ， 表層細胞下層の 線椎

芽細胞胞体内に コ ラ
ー ゲ ン 線維を含 む空胞が観察さ れ

る こ と であ る 個 10 ト コ ラ
ー

ゲ ン 線維 の 分 解像は ， 組

織学的に コ ラ
ー ゲ ン線維束 の 疎開部に 一 致 して 観察 さ

れた ．
コ ラ ー ゲ ン線維 は ， 縦断面 で は 細線維に 解離し

て み られ
．
時々 線維 の 長 軸に 対 して 斜走す る 微細 な裂

隙が認 め ら れ た ． 横 断面 で は コ ラ ー ゲ ン線維は 辺 緑部

が微細 な裂陣 形成 に よ り虫食 い 状と な っ て い た く図

9 ト
ー 方 ， 線維芽細胞胞体内の コ ラ ー ゲ ン線維 は ， 表

層細胞下層深部 の 線推芽細胞 に 主 と し て 認め られ た ．

これ らの コ ラ
ー ゲ ン 線維 は ， 線推芽細胞の 空 胞内 に

1 へ 1 0 数本含ま れ て お り ，
ほ と ん どの 線推 に は明 瞭 な

67 n m 横紋周期 が 存在し た く図 抑 ． しか し
，

一 部 の 空

Fig ． 8 ． E l e c t r o n m i c r o g r a p h o f r h e u m a t oid s y n o
v i al i m pl a n t 2 w e e k s a f t e r i m p

l a n t a ti o n
，

sh o w i n g a s y n o vi o b l a s t くB
－

C elり w ith s p e c ifi c s e c r e t o r y g r a n ul e s t a r r o w h e a d sl a n d

e x tr a c e u u l a r d e g r a d a ti o n o f c o11 a g e
n fi b ril s くa r T O W Sユー U r a n yl a c e t a te a n d l e a d ci tr a t e

S t ai n ． x 9
，
6 00 ．
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胞 内で は横紋 の 不 明瞭化の 他， 長周期横紋線維や微細

線推状物質 へ の 分解像が認め られ た く図抑 ． ま た
，
コ

ラ ー ゲ ン線推 を入 れ た空 胞周囲 に は ，
し ば しば d e n s e

b o d y くラ イ ソ ゾ
ー ムI が近接 し て認 め られ た ■ し か し ，

こ れ ら の 細胞内線維を持 つ 線推芽細胞 の 周 囲 に 存在す

る コ ラ ー ゲ ン 線維 に は細胞外分解像 は観察 され な か っ

た く図川 ． 同様な細胞内コ ラ ー ゲ ン 線推 は ，
滑膜移植

片周囲の 線推性被膜内の線維芽細胞 に も ごく ま れ に 観

察 され た ． 移植 3 へ 4 遇 で は ，

ヌ ー

ド マ ウス よ り侵 入

した血 管間 に線維芽細胞 と コ ラ
ー

ゲ ン 線推が 観察さ れ

た が
， 細胞外で の コ ラ

ー

ゲ ン 線維 の 分解像や線推芽細

胞内の コ ラ
ー

ゲ ン 線維 は み られ な か っ た ．

3 ． R A 滑 膜 移植 片 に お け る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ と

M M P ．3 の 局在

移植 1 へ 2 週 の 材料 で は ，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 蛍光 は滑

膜表層細胞 に
一 致 して 認め ら れ た く図11ト 3 週 の 材料

で は
，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ は島状に 存在す る滑膜表層細胞 に

陽性 で あ っ た ． M M P －3 の 局在 も コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ の そ れ

と 全く 同様で ， 移植1 へ 2 週の 滑膜表層細胞 に 認め ら

れ た く図121 ． 両酵 素 と も 4 週 の 材 料 で は 陰性で あ っ

原

た ． ま た
， 末感作羊Ig G F くa bり2 で の 免疫染色 で は蛍光

は観察 され な か っ た ．

4 ．
コ ラ ゲナ

ー

ゼ活性の 検出

図13 に 示 す如 く ， R A 滑膜組織 は培養液中に 多量の

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ を 分泌 して い た ． ヌ

ー

ド マ ウス へ 移植後

も ，
3 日 か ら 3 遇ま で は移植前の 約50 へ 6 0 ％ に相当す

る コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ を分泌 した ． しか し ， 4 週 で は活性は

全く 検出さ れ な く な っ た ， こ れ ら の 材料 に お ける コ ラ

ゲ ナ
ー

ゼ活性 は潜在型 コ ララ ゲ ナ ー ゼ で
，
そ の 活性の

検出に は 4 － a m i n o ph e n yl m e r c u ri c a c e t a t e 処理 が必

要 で あ っ た ． R A 滑膜組織及 びヌ
ー

ド マ ウス 移植片の

ホ モ ジ ネ ー ト で は
，
コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ 活性は 4 － a m i n o p h e
－

n yl m e r c u ri c a c e t a t e 存在下 に お い て も 全く検出さ れ

な か っ た ．

考 察

関節 を構成す る関節軟骨 ，
骨， 関節包及び敬体に存

在す る コ ラ
ー

ゲ ン の 大部分 は 巨＋m 塑 の 線推性 コ ラ
ー

ゲ ン で あ り
，
そ れ ぞ れ の 組織の 支持や弾性の 付与に役

立っ て い る ． 従 っ て ， こ れ ら コ ラ ー ゲ ン の 分解は関節

Fi g ． 9 ． E x t r a c ell ul a r b r e a k d o w n o f c oll a g e n fib ril s i n r h e u m a t oid s y n o v i al i m pl a n t 2
w e e k s

a ft e r i m pl a n t a ti o n － N o t e th e d i s s o ci a ti o n o f c o ll a g e n fib ril s t o mi c r o fib ril s a n d i r r e g u l a r

cl ef ts o f th e fib ril s i n c r o s s s e c ti o n くa r r o w sl ． U r a n yl a c e t a t e a n d l e a d ci tr a t e st ai n ．

X 2 7
，
0 0 0 ．
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の不可 逆性 の 破壊 へ と 誘導 す る ． 線推 性 コ ラ
ー

ゲ ン

は
，

その 分子 中の 三 重 ラセ ン構造 の た め に
一 般 に 蛋 白

分解酵素に は抵抗性
で ある ． 好中球由来 の エ ラ ス タ ー

ゼや カ テプ シ ン G は ，
ア ミ ノ 基末端 の 非 ラ セ ン部 を切

断する こ と に よ り そ の 分解 に 関与す る
と 考 えら れ て い

る
18，

． しか し ， こ れ ら コ ラ
ー ゲ ン分子 を特異的 に 分解

するの は コ ラ ゲ ナ
ー ゼ で あ り ， 組織の コ ラ ー ゲ ン 分 解

に関与す る こ と は ，
コ ラ ー ゲ ン分解の 瓦進 した 組織に

コ ラ ゲナ
ー ゼ活性や 局 在が み ら れ る こ と か ら憫

一 般 に 支

持さ れ て い る
19I

． R A に お い て は ， 患 者 関節液
n
や

R A 滑膜組織培養液
8－9 坤 に コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性 が検出 さ

れて い る ． また ， 培養 R A 滑膜細胞
鋤
や R A 軟骨－パ

ンメ ス 境界部の 細胞外 マ トリ ッ ク ス
1 0I
に コ ラ ゲナ

ー

ゼ

の 局在が免疫組織学的 に 証明 され て い る － しか し ，
ニ

れま で 関節局 所 に お け る コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ産生細胞 に 関 し

て は全く報告が み ら れ な い ．

本研究に お い て は ，
滑膜 をモ ネ ン シ ン処 理 す る こ と

に よ り R A 滑 膜表層細胞が コ ラ ゲ ナ
ー ゼ合 成 ． 分泌

細胞 で ある こ と を初め て証明 す る こ とが で き た ． モ ネ

ン シ ン は カ ル ポ キ シ イ オ ノ フ ォ ア で ．
リ ボ ゾ ー ム で 合

成さ れ た蛋 白の 分泌 を ゴ ル ジ装置の レ ベ ル で 阻 害す る

こ と が知 られ て い る
2い2 l

． これ ま で
，

コ ラ ー ゲ ン と フ ィ

ブ ロ ネ ク チ ン
23，

，
ti s s u e in h ib it o r of m e t all o p r o t ei n a－

s e s
13，

，

コ ラ ゲ ナ ー ゼ
2 4，25 1
及 び M M P－3

勅
の 細胞内 に お

ける 免疫組織化学的局在が モ ネ ン シ ン 処理 法 の 併 剛 こ

よ っ て 可能と な っ て し1 る ． ウ サギ 滑膜細胞由来 コ ラ ゲ

ナーゼ は ． p h o rb o r m y ri st a t e a c e t a t e tP M
A l 刺激下

で リ ボ ゾ
ー ム で 合成後粗面小胞体 と ゴ ル ジ装置 を経由

して30 分 以 内に 培養液中 に 分 泌 さ れる こ と が生 化学的

に 証 明 さ れ て い る
1 2－

， 本実験 で は ．
R A 滑 膜 コ ラ ゲ

ナ ー ゼ の 蛍光 は モ ネ ン シ ン 未処理 材料 で は 全く 認め ら

れ ず ， 1 時間以 上 の 処理 で 明 瞭 に 観察さ れ た ． こ の こ

と は ， 上 述の 生 化学的 デー タ と よ く
一 致 し ，

コ ラ ゲ

ナーゼが ゴ ル ジ装置 を経由後細胞内に 貯蔵さ れ る こ と

Fi g ． 1 0 ． P o rti o n of a fi b r o b l a s t in s u b li ni n g c ell l a y e r o f r h e u m a t o id s y n o v i al i m pl a n t
2

w e e k s af t e r i m pl a n t a ti o n ． T h e c y t o pl a s m is o c c u pi ed b y m a n y v a c u o l e s c o
n t ai ni n g

c oll a g e n fib ril s ． I n s e t s h o w s v a ri o u s d e g r a d a ti o
n p a tt e r n s o f c oll a g e n fib e r s

i n th e

v a c u o l e s ． U r a n yl a c e t a t e a n d l e a d cit r a t e s t ai n －
X 1 3

．
2 0 O ．
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な く 持続性 に 分 泌 さ れ る こ と を示 して い る ．

コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ の 合成刺激因 子 に は
，
P M A

鋤

，

コ ル ヒ

チ ン
271

，
サ イ トカ ラ シ ン B

281

． 鉄 化 合物
291

，
S u b s t a n c e

P
301

．
イ ン タ ー

ロ イ キ ン冊 1 くi n t e rl e u k i n ．1
，
I L － 11

31，

お よ

び t u m o r n e c r o si s f a ct o r a くT N F a 1
321

な どが 報告 さ

れ て い る ． こ れ ら は
，

い ず れ も 培養細胞 を用 い て 得 ら

れ た デ
ー

タ で あ り
．
R A 滑膜組織 に お け る そ の 調 節因

子 に つ い て は な お 明 ら か で は な い ． 本実験で は ，

コ ラ

ゲ ナ
ー

ゼ の 蛍光 は 炎症細胞浸潤の 全 く な い 正 常滑膜 で

は み られ ず ， 著 し い 炎症細胞浸潤 を示 す R A 滑膜 の 表

層細胞 に 観察さ れ た ． I し1 や T N F d ノ な どの サイ ト カ

イ ン は マ ク ロ フ ァ ー ジ な どの 炎症 細胞 に 由来 す る こ と

か ら
泊1

，
R A 滑膜 に お い て は こ れ ら の サ イ ト カ イ ン が

コ ラ ゲナ
ー

ゼ の 合成刺激因子 と し て作用 す る と推定 さ

れ る ．

コ ラ ゲ ナ ー ゼ は 工
へ 工I工型 コ ラ

ー ゲ ン 分子 を ア ミ ノ 基

末端 か ら3ノ4 の 部位で 特異的 に 切 断す る こ と は よ く 知

られ て い るが
19l

． 多数の コ ラ ー ゲ ン 分子 の 重 合 し た コ

ラ ー ゲ ン 線維に 対 して どの よ う に 作 用 す る か に 関 して

Fi g ． 1 1 ． lm m u n o l o c a li z a ti o n of c o ll a g e
n a s e i n

r h e u m a t o id s y n o v i al i m pl a n t 2
w e e k s a f t e r

i m pl a n t a ti o n ． N o t e th a t s y n o vi al li n i n g c e11 s

h a v e p o siti v e F I T C－i m m u n ofl u o r e s c e n c e

くa r r o w sl ． X 1 90 ．

F i g ． 1 2 ． I m m u n o l o c ali z a ti o n o f M M P
－ 3 i n r h e ．

u m a t oid s y n o vi al i m pl a n t 2 w e e k s aft e r

i m pl a n t a ti o n ． M M P －3 i s l o c a li z e d i n s y n o vi al

li n i n g c e11 s b y A B C m e th o d ．
X 1 4 0 ．

揖

氾

V
之

凸

も
－

で
ゴ

O w I w 2 w 3 w 4 1 付

F i g ． 13 ． C o11 a g e n a s e a c ti v i ty i n c u lt u r e
m e di a

f r o m r h e u m a t o id s y n o v i al ti s s u e くO w e ekl a n d

r h e u m a t oi d s y n o v i a l i m pl a n t s i n n u d e m i c e l

t o 4 w e e k s af t e r i m pl a n t a ti o n ． A p o r ti o n of

c u lt u r e m e d i u m く20 p IJ w a s a s s a y e d u si n g
14
C－C O ll a g e n i n th e p r e s e n c e of l ．5 m M 4－a

m ト

n o p h e n yl m e r c u ri c a c e t a t e f o r 3
－ 1 2 h a t 3 7

O

C －

E a c h b a r r e p r e s e n ts m e a n 士 S D ．
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は十分解明 され て
い な い ． こ れ ま で 生体内の コ ラ

ー ゲ

ン線維の 分解 に は用細胞外
で の コ ラ ゲ ナ

ー ゼ に よ る分

解とほ瀾 胞に よ る
コ ラ ー ゲ ン 線維の 貪食 ，

の 2 つ の プ

ロ セ ス が 存在 す る と W o e s s n e r
鋤

や H a r ri s 8 z K r a
，

n e
1 9I
に よ っ て 指摘 さ れ て い る ． こ れ ら の う ち ，

細胞外

コ ラ
ー ゲ ン線維の 分解 に 関 して は ， 壊死性翠膜炎

誠l

や

牛血清あ る い は卵白 ア
ル ブ ミ ン 誘導角膜炎

3 脚
で 詳 し

く観察さ れ て い る ． こ れ らの 報告で は ，
コ ラ ー ゲ ン線

維は膨敵性変化や斜走 す る裂隙形成 を経
て細線推 へ と

分解す る とさ れ て い る ． しか し I
こ の よう な コ ラ

ー

ゲ

ン線維の 分解酵素 に 関 して は い か な る デ
ー

タ も記載さ

れてい ない ■

一 方 ，
F ell ら

珊

は ブ タ 滑膜 を器官培養

し， コ ラ
ー ゲ ン線推 の 分解と コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ活性 と の 関

係に つ い て 初め て検討 し た が t 彼 らの 報告 で は コ ラ
ー

ゲ ン線推 は細線推に 分解さ れ る と い う 記載の み で 線維

自体の 変化 に つ い て は 十分観察 され
て い な い ． 本実験

に お い て は ．
コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ を持続性 に 分泌 す る R A 滑

膜を移植す る こ と に よ り ，
コ ラ ー ゲ ン線維 に 対す る コ

ラゲナ
ー ゼ の 作用 を観察 し た ． その 結果

，
移植 1 へ 2

遇後の 滑膜移植片中に コ ラ
ー ゲ ン 線維の 虫食い 状変化

が認めら れ た ． こ の よ う な線推 は ， 滑膜表層細胞直下

の表層細胞下層の コ ラ
ー ゲ ン線維 に み ら れ ， 組織学的

に コ ラ
ー

ゲ ン線推束の 疎開 を示 す部位 に
一 致 した 一 滑

膜移植片に よ る コ ラ ゲ ナ
ー ゼの 分泌 は 移植後 3 凋 ま で

みられ ， 蛍光抗体法に よ り移植滑膜 に お い て も 表層細

胞が コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 合成 ． 分泌細胞 で あ る こと が 確か め

られ た ． こ れ らの デ
ー

タ は前述 の 虫食 い 状 の コ ラ
ー

ゲ

ン線維が コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 作用 に よ る 分解像 で あ る可 能

性を強く示 唆し て い る ．

R A 滑膜移植片に は コ ラ
ー ゲ ン 線維の 細胞外で の 分

解と並 行し て ，
空 胞内 コ ラ ー ゲ ン 線維 を も つ 線維芽細

胞の 出現が認 め られ た ． 細胞 内 コ ラ
ー

ゲ ン線推 は ，
生

理的お よ び病的組織
卸 40I

， 培養組織
411 お よ び 退縮 期の 妊

娠子 宮
42ト 瑚

な ど で 多く の 報告が み られ る ． こ れ ら の 報

告で は，

コ ラ
ー

ゲ ン線維 は マ ク ロ フ ァ
ー ジ

4 2ト 4 4，

． 子 宮

平滑筋細胞
伯I
あ る い は線維芽細胞

39 卜 41，
の 空 胞内 に 観察

され て い る ．
マ ク ロ フ ァ

ー ジは コ ラ ー ゲ ン を合成 し な

い こ とか ら ， マ ク ロ フ ァ
ー ジ胞体内の コ ラ

ー ゲ ン 線維

は貪食に よ る コ ラ ー ゲ ン 線維の 分解過程と考 えら れ て

い る ．

一 方
． 線維芽細胞内の それ は コ ラ

ー ゲ ン 線維の

貪食処理 と い う 意見
39 い l，
と ， 過剰 に 合成 され た コ ラ

ー

ゲ ン の 細胞内消化 と い う 説
痛
が 対 立 し て い る ． し か

し
， 現 在の 所 ，

コ ラ ー ゲ ン 線推の 貪食 を支持 す る意見

が支配的 で あ る
川 39 ト 41 I

． 本実験に お い て も ， 細胞 内 コ

ラ ー

ゲ ン 線推は ， く11細胞外 で の コ ラ
ー ゲ ン 線維の 分解

時期に 一

致 して 出現 す る こ と 闇移植 R A 滑 膜組織 は

最終的 に 消失 し ， 同組織 で 活発な コ ラ
ー ゲ ン 合成 は行

わ れ な い こ とく31空 胞内の コ ラ
ー ゲ ン線維 に 横紋の 不 明

瞭化や細線維 へ の 解離な ど明 ら か な 分解像が み られ る

こ とく41 線維芽細胞 に は コ ラ
ー ゲ ン 線維貪食能が実証さ

れ て い る こ と
45－

か ら 線推芽細胞 に よ る コ ラ
ー ゲ ン線 継

の 貪食と推定さ れ る ．

細胞外の コ ラ ー ゲ ン線 継が線維芽細胞 に 貪食さ れ る

た め に は ， 線推 に 何 らか の 変性が 起 こ る こと が 必 要と

考 えら れ る ． し か し ， 本研究の 検索の 範囲で は ． 他の

報告
421
と同様 ，

細胞内 コ ラ ー ゲ ン 線維 を有す る線維芽

細胞周囲の 線推 に特別な構造的変化を認 める こ と がで

き な か っ た ． 線椎茸細胞 が貪食す べ き コ ラ
ー ゲ ン 線推

を認識 す る機序 は不 明 で あ る が ，
コ ラ ー ゲ ン 線維周囲

の プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 分解に よ る緑維表面構造の 変化

が欝食の 引き 金 に な る可 能性が考え ら る ． 本実験 に お

い て は
， 移植滑膜細胞 か ら分泌さ れ る M M P

－ 3 に プ ロ

テ オ グ リ カ ン 分 解能が あ る こ と
2－
か ら ， 本酵素 の 作用

に よ る プ ロ テ オ グ リ カ ン の 消失が その 貪食 に 関与す る

と 想像 さ れ る ．

R A
．

関節組織 に お い て は ，

パ ン メ ス w 関節軟骨境界

部の 細胞外 マ ト リ ッ ク ス に コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 局 在が報告

さ れ て お り
10－

，

パ ン メ ス 細胞に は コ ラ
ー

ゲ ン 線推 の 貪

食像 が観察 され て い る
I l

． こ れ ら の 所 見よ り ．

パ ン メ

スー軟骨境界部 に お い て は コ ラ
ー ゲ ン 線維の 分解 ． 吸

収が 行わ れ て い る と 信じ られ て い る ． しか し
．

R A 滑

膜組織 に は い ずれ の 所見 も観察さ れ ず，
こ れ ま で そ の

よ う な報告も み られ ない ． こ の こ と は ．
お そら く コ ラ

ゲ ナ ー ゼ や M M P －3 な どの 酵 素は関節腔 へ と 方向性を

も っ て 分泌 さ れ る た め と推定さ れる ． 実際 ．
R A 患者

の 関節液中に 多量 の 潜在型 コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 活性が 検出さ

れる こ と
刀
は上 記の 仮説と よ く

一

致 す る ． こ れ に 対 し

て ，
R A 滑膜 を ヌ

ー

ドマ ウ ス に 移植する と 前述の よ う

に コ ラ ーゲ ン 線推の 分解 が み られ る の は ， お そ らく 移

植 に よ り 滑膜表層細胞の 極性 が失わ れ ， 方 向性 をも っ

た酵素の 分泌 が 不 可能 に な る た め と 推定 さ れ る －
コ

ラ
ー

ゲ ン 線維 の 分解 は表層細胞と表層細胞下層の 構造

が不 明 瞭と な る 移植後 1 へ 2 週 の 材料で み られ る こ と

ば そ の こ と を支 持 してし 1 る ．

結 論

R A 滑膜 及 び 正 常滑膜組織 に お ける コ ラ ゲ ナ
ー ゼの

免疫組織化学的局在と ．

ヌ ー

ド マ ウ ス 移植 R A 滑膜組

織 に お ける コ ラ
ー ゲ ン 線維の 分解機序 を検討 し ．

以下

の 結果 を得 た ，

1 ． 抗 コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ抗体 は ，
オ ク タ ロ

ー

ニ 法 ， 免疫

沈降法 ，
イ ム ノ ブ ロ ッ ト法の 各デ ー タ よ り コ ラ ゲ ナ

ー
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ゼ に 特異的で あ り ，
潜在型と 活性型 の 両酵素 を認識す

る こ と が 示 さ れ た ．

2 ．
コ ラ ゲナ

ー ゼ に 対 す る蛍光 ほ ，
モ ネ ン シ ン 処理

した R A 滑膜組織の 表層細胞 に 限局 して観察さ れ た ．

し か し ， 正 常滑膜組織 で は モ ネ ン シ ン 処理 材料で も 蛍

光は陰性で あ っ た ．

3 ． R A 滑膜 組織 を ヌ
ー

ド マ ウ ス 皮 下 へ 移植 す る

と
， 移植 1 へ 2 過 の 材料 で 表層細胞下層の コ ラ

ー ゲ ン

線碓 が細線推 へ と 分解す る の が観察 さ れ た ． こ れ ら の

移植片で は ， 滑膜表層細胞に よ る コ ラ ゲ ナ
ー ゼ の 産 生

が 免疫組織化学 お よ び コ ラ
ー ゲ ン を基質 と す る ア ッ セ

イ に より 証明さ れ た ． 従 っ て こ れ ら の 細胞外 コ ラ
ー ゲ

ン 緑綬の 分解に 滑膜細胞由来 の コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ が 関与す

る と 考え ら れた ．

4 ． 移植 1 旬 2 週の R A 滑 膜移植片 で は表層細胞下

層深部に 空 胞内 コ ラ
ー ゲ ン 線推 を も つ 線推芽細胞 の 出

現が認 め られ た ． こ れ ら の 細胞内 コ ラ ー ゲ ン 線維 に は

明 ら か な空胞内で の 分解像 が み ら れ た ■

以 上 の デ
ー タ は コ ラ ゲナ

ー ゼ が R A 滑膜表層細胞

に よ っ て細胞内に 貯蔵さ れ る こ と な く持続性 に 分泌 さ

れ る こ と を示 す と と も に ，
コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性 の上 昇 し

た組織 に お い て は コ ラ
ー ゲ ン線維 が細胞外と細胞内の

2 つ の プ ロ セ ス で 分解さ れ る こ と を示 唆 して い る ．
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C Oll a g e n a s e f r o m s e v e r al s p e ci e s ． こ i m m u n ol o c ali z
－

9 0 9

a ti o n of c o ll a g e n a s e i n r a b b it ch o n d r o c y t e s a n d

u t e r u s ． J ． C ell S c i ．
，
8 1

，
1 0 5 －1 2 3 く19 8 61 ．

2 6I B ri n c k e r h o ff ， C ． E ．
，
M e M ill a r

，
R ． M ． ，

F a h e y ， J ．
V ． 皮 H a r ri s ， E ． D ．

，
J r ． 二 C o 11 a g e n a s e

p r o d u c ti o n b y s y n o vi al fib r o b l a st s t r e a t e d w ith

ph o r b ol m y ri s t a t e a c e t a te ． A rth riti s R h e u m ．
，
2 2

，

1 1 0 9 －1 1 1 6 く19 7別．

2 7I H a r ri s ， E ． D ．
，
J r ． 息 K r a n e

，
S ． M ． ニ E ff e c ts

of c o I c h i ci n e o n c oll a g e n a s e i n c ul t u r e s of r h e u m
－

a t o id s y n o vi u m ． A r th riti s R h e u m ．
，
14

，
6 6 9 － 68 4

く1 9 7 い ．

2 引 H a r ri s ， E ．
D ．

，
J r ．

，
R e y n o ld s ， J ． J ． 及 W e r b ，

Z
．
ニ C y t o ch al a s in B i n c r e a s e s c o u a g e n a s e p r o d u ct

－

i o n b y c ell s i n v it r o ． N a t u r e ． 25 7 ， 2 4 3
－2 44 く19 75 1 ．

2 9I O k a z a k i ， 1 ． ， B ri n c k e r b o f f ， C ． E ．
，
S i ll el ai r

，

J ． F ．
，
S i n cl a i r ， P ． R ．

，
B o It k o w 唱 k y ， E ． L ． 鹿

H a r ri s ， E ．
D ．
，
J r ． こ I r o n i n c r e a s e s c oll a g e n a s e

p r o d u c ti o n b y r a b b it s y n o v i al fib r o bl a s ts ． J ． L a b －

Cl in ． M e d ．
，
9 7

，
3 9 6 r4 0 2 く1 9 8 11 ．

3 0I L o t z ， 肌 ，
C a r s o m

，
D ． A ． 鹿 Y a n g h a n ， J ．

H ． ニ S u b s t a n c e P a c ti v a ti o n of r h e u m a t oid s y n o v
－

i o c y t e s こ n e u r al p a th w a y i n p a th o g e n e si s o f

a rth ri ti s ． S ci e n c e
．
2 3 5

，
8 93 －8 9 5 く19 8 71 ．

3 11 D a y e r ， J ． M ．
，
R u s s el

，
R ． G ． G ． 鹿 K r a n e

，
S ．

M ． ニ C o ll a g e n a s e p r o d u c ti o n b y rh e u m a to id

s y n o vi al c ell s こ Sti m u l a ti o n b y a h u m a n ly m p h o c
－

y t e f a c t o r ． S ci e n c e ， 1 95 ， 1 8 1
－1 8 3 く19 7 71 －

3 2I D a y e r ， J ． M ，． B e rL tl e r ， B ． 及 C e r a mi ，
A ． こ

C a c h e c ti n I t u m o r n e c r o si s f a c t o r s ti m u l a t e s

c oll a g e n a s e a n d p r o s t a gl a n di n E 2 p r O d u c ti o n b y

h u m a n s y n o v i al c ell s a n d d e r m al fib r o b
l a s t s ． J ．

E x p ． M e d ． ， 1 6 2 ， 2 1 6 3
－2 16 8 く1 9 8 51 ．

3 封 Vl a s s a r a ， H ．
，
B r o w n l e e ， M ．

，
M a n o g u e ， K －

R ．
，
D i n a r ell o

，
C ． A ．
良 P a s a g i a n ， A ． こ C a c h e cti n ，l

l

T N F a n d I し1 i n d u c e d b y gl u c o s e
－

m O difi e d

p r ot ei n s ニ r Ol e i n n o r m al ti s s u e r e m o d eli n g －

S c i e n c e ， 2 4 0 ， 15 4 6
． 15 4 8 u 9 8 8l ．

3 4I W o e s s n e r ， J ． F ．
，
J r ． ニ M a m m ali a n c oll a g e n a

－

s e s ． C li n ． O r th o p ． ． 9 6 ， 3 1 O－32 6 く1 97 3J ．

3 5I Y o u n g ， R ． D ． 及 W a t s o n
，
P ． G ． ニ M i c r o s c o p－

i c al s t u d i e s of n e c r o ti si n g s cl e riti s ． II ． C oll a g e n

d e g r a d a ti o n i n th e s cl e r a l st
r o m a － B ri t ． J ． O p h th

．

al n l Ol ．
，
6 8

，
7 8 1 ．7 8 9 く19 8 射 ．

3 6I M o h o s ， S ． C ． 鹿 W a g n e r ， B ． M ． ニ D a m a g e t o

c oll a g e n i n c o r n e al i m m u n e i nj u r y － O b s e r v a ti o n of

c o n n e c ti v e tis s u e s t r u c t u r e ． A r c h ． P a th ． ，
8 8

，
3 －2 0



9 1 0

く19 6 91 ．

3 71 Y o u n g ， R ． D ．
，
H e m b r y ， R ． M ． ， W a t s o n ， P ．

G ， 鹿 D i n gl e ， J ． T － ニ U lt r a st ru C t u r a l st u di e s o f

c o r n e al c oll a g e n d u ri n g
th e d e v el o p m e n t of

e x p e ri m e n t a l s cl e riti s i n
r a b bi t s ． D i a g ． H i s t o p a th

－

01
リ
4
，
1 9 9 ． 2 07 く19 8い．

卿 F ell
，
H ． B ．

，
R e y n ol d s ， J － J ．

，
I J a W r e n C e ， C ．

1 L
，
B a 紺 a ， M ． R ． 鹿 G l a n e r t ， A ． M ． こ T h e

p r o m o ti o n a n d i n hi biti o n o
f c oll a g e n b r e a k d o w n i n

o r g a n c ul tu r e s o f pi g s y
n o v i u m こ T h e r e q u l r e m e n t

f o r s e r u m c o m p o n e n t S a n d th e i
n v oI v e m e n t o f

c y cli c a d e n o si n e 3
，

ニ5
，

． m o n o p h o s ph a t e くC A M Pl ．

C o ll a g e n R el ． R e s ．， 6 ， 5 1
－ 7 5 く19 8 61 －

3 91 M a r c h i ， F ． 鹿 Le bl o rL d ， C ． P ． こ C oll a g e n

bi o g e n e si s a n d a s s e m bl y
i n t o fib ril s a s sh o w n b y

ul t r a st r u c t u r a l a n d
3
H ．

p r oli n e r a d i o
a u t o g r a p hi c

s t u d i e s o n th e fi b r o b l a st s o f th e r a t f o o t p a d ． A m －

J ． A n a t ． ， 1 6 8 ， 16 7 －1 9 7 く19 8 3I ．

叫 M c G a w ， W ． T ． 鹿 T e n C a t e ， A ． R ． ニ A r ol e

f o r c oll a g e n ph a g o c y t o s
i s b y fib r o bl a s t s i n s c a r

r e m o d eli n g こ a n u lt r a st r u c t u r a l s t e r e o
l o gi c st u d y ．

J ． I n v e st ． D e r m a t ol ．， 8 1 ， 37 5
． 3 7 8 く19 8 31 ．

4 11 E v e r t s ， V ．
，
B e e r t s e n ， W ． 鹿 T i g c h e

G u t t e r ， W ． ニ T h e d i g e sti o n o f p h a g o c yt o s e d

c o ll a g e n i s i n h ib it e
d b y th e p r o t ei n a s e i n h ib it o r s

l e u p e pti n a n d E
－6 4 ． C oll a g e n R el ． R e s ． ， 5 ， 3 1 5

－ 336

く1 98 引．

4 2I P a r a k k a l ， P ． F ． こ I n v o I v e m e n t o f m a c r o ph
，

a g e i n c o ll a g e n r e s o r pti o
n － J ． C ell B i o l － ， 4 1 ，

3 4 5 ．3 5 4 く19 6 91 ．

4 3I J u r n k o v a ， Z ． 鹿 M il e n k o v ， C ． ニ I n v o I v e m e nt

o f s m o o th m u s cl e c e11 s i n c o ll a g e
n d e g r a d a ti o n i n

th e p o s t p a rt u m u t e r u S ． V i r c h o w s A r c h ． C ell

P a th ol ．
，
3 7

，
23 7 ，2 4 4 く19 8 11 一

叫I H e n ell ， F ．， 伽i c s s o n ， J ． L ． E ． 鹿 Gl 肌 m a n れ，

H ． ニ A n el e c t r o n m i c r o s c o pi c st u d y o f th e p o st
．

p a rt u m i n v ol u ti o n o
f th e r a t u t e r u s － W it h a n ot e

o n a p p a r e n t c
ri n o p h a g y o f

c o ll a g e n ． V i r c h o w s

A r c h ． C ell P a th ol ． ， 4 2 ， 2 71
－2 8 7 く19 8 31．

4 5I S v o b o d a ， E ． l ．． A ．
，
B ru n e tt e

，
D

． M ．

M el c h e r ， A ， H ． ニ I n v it r o ph a g o c y t o si s o f e x o g e
．

n o u s c oll a g e n b y fib r o bl a s t s f r o m t
h e p e ri o d o n t al

li g a m e n t こ a n e
l e ct r o n m i c r o s c o pi c s t u d y ． J ． A n a t ．，

1 2 8
，
3 0 1 ．3 1 4 く1 97 9I ．

C oll a ． g e rLa 8 e i n R h e u m at oid S y n o v i al T iB B u e
． A S t u d y o f It 8 I m m u n ol o c al i z a ti o n

a n d D e g r a d a ti o n o f C o11 a g e n F ib rilB Y oi c hir o S u g a w a r a ， D e p a r t m e n t of O rt h o p a e di c

s u r g er y ， S c h o ol of M e di cin e ， K a n a z a w a U n i
v e rsity ， K a n a z a w a 9 2 0

－

J ． J u z e n M e d ． S o c ．，

9 8 ， 8 9 7 － 9 1 1 り9 8 91

K e y w o r d B r h e u m a t oid a rth ritis ， S y n O Vi al ti s s u e
c oll a g e n a s e ， d e g r a d a ti o n of c o 11 a g e n

fi b ril s

A b 8t r 乱Ct

I n o r d e r t o st u d y d e g r a d a ti o n m e c h a n is m s o f c o ll a g e n
fi b r il s i n r h e u m a t o i d a r th ri ti s ，

c oll a g e n a s e w a s i m m u n o l o c a li z e d i n r h e um a t O id s y n o
v i u m a n d th e d e g r a d a ti o n o f c oll a g e n

fib ri 1 s i n r h e u m a t oid s y n o v i u m i m p l a n t ed i n n u d e m ic e w a s e x a m i n e d
m o r p h ol o g ic a11 y a n d

bi o ch e m i c ally ． U si n g a n a n tib o d y a g ai n st r h
e u m a t o id s y n o vi al c oll a g e n a se th a t w a s s h o w n

t o b e m o n o s p e cifi c t o c o ll a g e n a s e a c c o r d i n g t o t h e d a t a f r o m O u c h
te rl o n y a s s a y ，

i m m u n o p r e ci pit a ti o n a n d W e s t e m b l o tti n g ， C O ll a g e n a s e w a s i m
m u n o l o c a li z e d i n r h e u m a t o i d

s y n o vi al li n i n g c ell s o n ly u n d e r th e tr e a t m e n t of t h e s y n
o vi u m w ith l FL M m o n e n si n f o r

m o r e th a n l h ． T h is in d i c a te s th a t c o ll a g e n a s e i s s y n th e si z e d a n d s
e c r e te d c o n ti n u o u sl y

w ith o u t st o r a g e b y s y n o vi al lin i n g c ells i n r h e u m
a t o id s y n o vi u m ．

W h e n r h e u m a to id

sy n o vi u m w a s i m pl a n te d i n t o s u b c u ta n e o u s tis
s u e of n u d e m ic e ， e X tr a C e11 u l a r b r e a k d o w n

of

c o11 a g e n Lib ril s in t o m i cr o fib ril s w a s o b s e r
v e d i n th e s u b li n i n g c el1 1 a y e r j u st b e n e a th

th e

s y n o v i al li n i n g c ells of ト a n d 2
－ W e e k －i m p l a n ts ． P r o d u c ti o n of c o11 a g e n a s e b y

s y n o vi al
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li nin g c e11s of th e i m p l a n ts w a
s d e m o n str a te d b y th e c ol l a g e n as e a s sa y a n d i m m u

－

n ol o c aliz ati o n t e c h n iq u e ． T h er ef o r e ， it w a s s u g g e ste d th a t c oll ag e n a s e m a y b e i m p lic a t e d i n

th e e x tr a C ell u la r dig es ti o n o
f th e c oll a g e n fib ril s － I n a d d iti o n t o th e e x tr a c e11 ul a r

d e g r a d a ti o n of c olla g e n f
ib ril s

，
fib r o bl a s ts l o c a te d d e e p i n th e s u bli n i n g c ell l a y e r h a d

m a n y v a c u o l e s c o n
t a l n l n g C O ll a g e n fi b ri

l s
，
S O m e Of w h i c h s h o w e d d e g r a d a ti v e c h a n g e s ．

T h e s e fi n di n g s s u g g e st t h a t c o 11a g e n
fib ri 1 s in th e ti ss u e w ith i n c re a s e d a m o u n ts of

c oll ag e n a s e a Cti vity ar e dig e s te d b y b
ot h e xt r a cell ul a r a n d i n t r a c ell u a r p r o c e ss e s 一


