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ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の精製， 性質および

炎症組織 にお ける局在

金沢大学医学部病理学第
一 講座 く主 任 こ 中西功 夫鍬掛

渡 辺 秀 人

く平成 1 年 1 月14 甘受付1

炎症 に お け る組織破壊 に 果 た す好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ の 役割 を検討す る た め に 本酵素の 精製 と基質

特異性 の 検討 を行 っ た ． さ ら に 精製 し た と 卜好中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ に 対す る 単 ク ロ ー ン 抗体 を作製 し ，
炎

症組織 に お け る本酵素 の 局在を免疫組織化学的 に 検索 し た ■ 新鮮 ヒ ト末梢血2 ．6 1 く好 中球4 ■ 9 X lO
9

個j か

ら ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン ． ア プ ロ チ ニ ン ア ガ ロ
ー ス

，
か レ ポ キ シ メ チル セ ル ロ

ー ス の 3 本 の カ

ラ ム を 剛 －る こ と に よ っ て 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ は 分 子塵約2 5仁川0 の 2 種 の ア イ ソ ザ イ ム 把1 ， E 2 と 命名 ，

E l ニ 1く10 声 g ニE 2
ニ 21 叫 gl と し て 精製 さ れ た ． こ の エ ラ ス タ

ー ゼ は 不溶惟 エ ラ ス ナ ン 分解能 の み な ら ず

I 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 架橋 分 解能 ，
11工型 コ ラ ー ゲ ン の 分 子鎖内の 切断能 ，

工V 型 コ ラ ー ゲ ン
，
ラ ミ ニ ン お よ び

フ ィ プ ロ ネク ナ ン に 対 す る限定的分解能 ．
き ら に プ ロ テ オ ブリ カ ン 分解能を有し てい た ． こ の こ と は 炎

症の 場 に お い て好中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ が エ ラ ス ナ ン ， 問質型 コ ラ ー ゲ ン な どの 線推成分 ，
川 型 コ ラ

ー ゲ ン

や ラ ミ ニ ン な どの 基底膜成 分 ， プ ロ テ オ グ リ カ ン な どの 礎質 を 分解 する 可能性を示 唆 して t
－る ． 精製 し

た エ ラ ス タ
ー ゼ に 対す る単 ク ロ

ー

ン 抗体 は サ ブ ク ラ ス 1 g G l で本抗体の エ ピ ト
ー プ は活性 に 関与 し な い

部位 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た ． こ の 抗体 を 剛 －て 免疫組織化学的に エ ラ ス タ
ー

ゼ の 局在 を検討 し た と こ

ろ
， 気 管支肺炎， 結節性多発動脈炎お よ び慢性関節 リ ウ マ チ に お い て 炎症組織 に 浸潤 し て い る好申球 の

胞体 お よ び細胞外 の 問質に エ ラ ス タ
ー ゼ が認 め ら れ た ． ま た 気管支肺炎． 結節性多発動脈炎で は エ ラ ス

タ ー ゼ の 分布に 一

致 して 弾性線維の 崩壊が み られ ，
炎症 局 所 に お い て 本酵素が実際に 酵素活性 を 発揮 し

組織破壊 に 重要な役割 を果 た し て い る こ とが 示 唆さ れ た ． 抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ 抗体 を用 い た 免疫

組織化学的検索は好中球の 関与 す る 各種疾患の 病態解析 に 役立つ も の と 考え ら れた ．

K e y w o r d s n e u t r o p h il el a st a s e ， i nfl a m m at i o n ， m a t ri x d e g r a d a ti o n ，

m o n o cl o n a l a n tib o d y ， i m m u n o hist o c h e m ist r y

炎症 は 防衛的 ， 修復 的な 局 所 の 組織反 応で あ り ． 組

織障害性因子 を除去し損傷郡 を修復 に 導く1．－－
一

連の 反 応

過程と し て 理 解す る こ と が でき る ． こ の 炎症 を特徴付

ける 基 本的現象の一－ノつ は 血液細胞の 血管外 へ の 浸出 で

あ り ， 急性炎症 で 主役 を な す の は白血 球 ，
と く に 好中

球 で あ る ． 好 中球 は貪食 ． 殺 菌作 用 や 生物活性因子放

出ら の 生 体防御的機能 を遂行 す る が ， －－
一 方で は こ の 好

中球 が放出す る タ ン パ ク 分解酵素に よ っ て 組織 が破壊

さ れ る
1I2－

． 組織破壊 に は血柴 な ら び に 細胞由来 の 細胞

間マ トリ ッ ク ス 分 解酵素が 大 き な 役割 を演 ず る も い と

考え ら れ る が ， 好中球の 分泌 す る細胞間 て ト リ ッ ク，ノミ

分解酵素 と し て は ，

コ ラ ゲ ナ ー ゼ
3 卜 l 川

，
ゼ ラ 十－ト ー

ゼ
3 卜 6I

ェ ラ ス タ ー ゼ
11 ト 1ニー1

カ ナ 7 シ ンくi
11 血

－

．

ノ を芳一け ろ

こ と が で き る ． こJ うう ち好中球由来山 エ ラーく ダ
ー

ゼ は

エ ラ ス ナ ン の ほ か 工 型
l

告 二H 型
1酎 17－

111 型
l ひ－ヨ．う

， 汀
事
モリコ

ラ
ー

ゲ ン
2い

．

フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン
22－

，
フ ロ テ オ ブ リ カ ン

畏服 則
ら幅広 い 基 質分解能 を有し ， 炎症性病変 ， 特 に 炎症

初期 に お け る組織破壊 に 重 要な 役割 を果す も の と 考え

A b b r e vi a ti o n s こ A B C
，
a Vid in b i o tin c o m p l e x 三 a ．

－ P I
，
Lr l

－

p r O t ei n a s e i n hibit o r i B S A ，

b o v i n e s e r u m alb u m i n i C M C ， C a rb o x y m et h y l
． c ell ul o s e 三 D F P ， d iis o p r o p y l fl u o r o p h o s p h a

．

t e ニ E D T A ， et h yl e n e di a m i n e t et r a a c e tic a c id i E H S ， E n g elb r e t h
－ H o r m － S w a r n i E L IS A



2

ら れ る ．

好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ は 好中球 の ア ズ ー ル 顆粒 に 存在

し
2 5，

，
こ れ ま で に B a u g h ら

26I

，
H e c k ら

27，
お よ び

B a r r e t ら
121
に よ っ て 精製 さ れ て い る ． しか し

，
そ の 精

製方法 に 関 し て は ， 血球 の 処 理 方法や カ ラム 条件 に 違

い が あ り ，
ま た

， そ れ ぞ れ の 方法 に よ っ て エ ラ ス タ
ー

ゼ の精製率 に 差 が見 ら れ る の で ，
精製方法が 完全に 確

立さ れ て い る と は 言い 難 い ． ま た ， 好 中球 エ ラ ス タ ー

ゼ に 対す る 抗体 の 作製 お よ び 同抗体 を 用 い て エ ラ ス

タ ー ゼの 局在 を免疫組織化学的 に 検討 した 研究が散見

され る よう に な っ た
祖ト 32I
が

，
同酵 素が 実際生体内の 病

変部 に お い て細胞間マ ト リ ッ ク ス 成分 を分解 し組織 の

破壊 に どれ 程関与 し て い る か を 明確 に 示 し た研究は ほ

と ん どみ ら れ な い ．

本研 究に お い て 著者は 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 精製方

法お よ び 精製 した エ ラ ス タ ー ゼ の 基 質特異性 を検討 し

た ． さ ら に ， 同 酵素 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 作製

し ， 炎症巣 に お け る好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局在 を 免疫

組織化学的に 検索 し ， 炎症性病変 に お け る同酵素の 役

割 に つ い て考 察を加 え た ．

材料お よ び方法

I ． 実験方法

デ キ ス ト ラ ン
，
デ キ ス ト ロ

ー ス
，
ウ シ 血清 ア ル ブ ミ

ン くb o v i n e s e r u m a lb u mi n ， B S A l は和光純薬 く大阪I

よ り
，
ザ イ モ サ ン A ， サ イ トカ ラ シ ン B ， エ チ レ ン ジ

ア ミ ン 四 酢 酸 くe th yl e n e di a m i n e t e t r a a c e ti c a ci d ，

E D T A l ． 1 ， 1 0 － ph e n a n th r oli n e ， ダイ ズ トリ プ シ ン イ ン

ヒ ビ タ ー くs o y b e a n t r y p si n i n h ibi t o r S B T Il ， ジイ ソ プ

ロ ピ ル フ ル オ ロ 燐 酸 くdii s o p r o p yl n u o r o p h o s p h a t e ，

D F P l ， N － エ チ ル マ レ イ ミ ド くN －

e th yl m al ei m id e ，

N E M l ， ペ プ ス タ テ ン A は SI G M A 社 くSt ． L o u i s ，

U S A l よ り 購入 した ． ア ブ ロ チ ニ ン ア ガ ロ
ー ス ゲ ル は

フ ナ コ シ 社く東京1 よ り ，
カ ル ポ キ シ メ チ ル セ ル ロ

ー ス

くC a rb o x y m e th yl － C ell ul o s e ， C M C l ゲ ル は Wh a t m a n

L td
，くS p ri n gfi eld M ill ， E n gl a n dl よ り ，

B al bl c マ ウ

ス は C h a rl e s R i v e r J a p a n く東京1 よ りそ れ ぞ れ 購入 し

た ． ペ ニ シ リ ン ー ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶液 ，
ヒ ポ キ サ ン

チ ン ． ア ミ ノ プチ リ ン
ー チ ミ ジ ンくh y p o x a n th i n e － a m i n o

－

p t e ri n
－th y m id i n e ， H A T l 溶液 くX lO OJ ， し グ ル タ ミ ン

酸お よ び N o n e s s e n ti al a m i n o a ci d s 溶 液 は GI B C O

社 くN e w Y o rk ， U S A l よ り ，
M o u s e m o n o cl o n al

e n z y m e
－1i n k e d i m m u n o s o r b e n t

辺

ty pi n g k it は I C N i m m u n o l o gi c a l 社 くI r v i n e ，

U S A I よ り そ れ ぞ れ 入手 した ， 0
－ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン

は半井化学 く京都1 ， P y r o gl u t a m yl p r ol yl v al yl p a r a n i －

t r o a n ilid e くく Gl u － P r o － V a l － P N A l は第
一 化学薬品 工 業

く東京I ， 正 常 マ ウ ス I g G は J a c k s o n I m m u n o

R e s e a r c h 社 くB al ti m o r e ， U S A l ， A B C キ ッ ト は

V E C T O R 社 くB u rli n g a m e ， U S A l の も の を そ れ ぞ れ

使 用 し た ．

ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン ゲ ル ，
ト リ チ ウ ム

く3 H l 標 識 ウ シ 不 溶性 エ ラ ス ナ ン ，
ヒ ト工 型

，
王I 型 ． Ill

型 ，
王V 型 ，

V 型 コ ラ ー ゲ ン
．

，
ラ ミ ニ ン

，
細胞性 フ ィ プ

ロ ネ ク ナ ン ，
プ ロ テ オ デ ル マ タ ン 硫酸 は ． 束京 医科歯

科大学難治疾患研究所異常代謝部門， 永井裕教授 よ り

恵与さ れ た ． E n g elb r e th
， H o l m ． S w a r n くE H S l 肉腫 由

来IV 型 コ ラ
ー

ゲ ン は 金沢大学医療技術短期大学部 ， 岡

田 保典助教授 よ り ， 血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク ナ ン は教室の 河

原栄講師 よ り 恵与 う け た ．

工工 ． 酵 素活 性の 測 定

1 ． エ ラ ス タ ー ゼ 活性の 測定

ェ ラ ス タ ー ゼ精製過程 に お け る エ ラ ス タ
ー

ゼ 活性の

測定 は合成基質 を用 い て 検討 し た ．
く G l u － P r o － V aト

p N A l m M 1 0 ． 0 5 M T ri s ． H Cl p H 7 ■ 61 0 － 1 5 M N a Cl1

1 0 ％ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド くD M S O ト溶液 50 JL l に 試

料 を添加 し ， 3 7
0

C に て 反 応さ せ 波長 40 5 n m の 吸 光度

で活性 を測定 した ． 反応 に は96 穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ

レ ー ト を 用 い た ．
こ の 方 法で 37

0

C に て A A ヰ 伽 m 扁 1 ．0ノ

m i n を与 え る酵素活性 を 1 単位 くU n iり と 定義 した ．

2 ． ゼ ラ チ ナ
ー ゼ活性 の 測定

ェ ラ ス タ
ー ゼ に よ る ゼ ラ チ ン 分 解 活性 は S u n a d a

ら
33，

の 方法 を 一 部改変 し た ． 0 ． 5 m gl m l F I T C 標識 ゼ

ラ チ ン く熱変性 ウ シ ト型 コ ラ ゲ
ー

ン1 1 0 ． 0 5 M T ri s －

H C l ， p H 7 ． 61 0 ． 2 M N a C l15 m M C a C 1 2 1 0 0 J L l と 試料

溶液1 00 声l と を遮光 チ ュ
ー ブ 内で 35

0

C に て 反応さ せ ，

5 ， 3 ％ 2 M T ri s－H C l ， p H 9 ．5 1 9 4 ． 7 ％ エ タ ノ
ー

ル 溶 液

750ノバ を加 え， 激振後遠心 く60亡I X g ， 2 0 翻 し 仁
上清 を

蛍光分光光度計650 －60 型 く日 立 ， 東京1 を用 い て励起

波長 495 n m ， 蛍光波長 520 n m に て測定 し た ．

工II
．
ヒ ト好中球 顆粒蛋 白 の 調 製

健常人 の ボ ラ ン テ ィ ア よ り 採取 し た 末杓血2 ． 6 1 か

ら ， C h o di r k e r ら
34I
の 方 法 に 従 い ， 3 ％ デ キ ス ト ラ

ン ー

3 ％デ キ ス ト ロ ー ス に よ る 赤血球沈降除去 ，
リ ン

酸 緩衝 く0 ． 0 2 M l 生 理 食 塩 水 くp h o s ph a t e
－b u ff e r e d

a s s a y 三 E V G ， el a sti c a v a n G i e s o n ニ
く G l u － P r o － V al － p N A ，

p y r o g lu t a m yl p r ol y lv al y lp a r a n it r o a n ilid e 三 H A T ， h y p o x a n t
h in e － a m i n o p t e ri n

－ th y m id i n e i H ，

E ．
，
h e m a t o x y li n e o sin e i H E P E S ， N

－ 2 －h y d r o x y et h y l
－

p i p e r a zi n e
－ N

，

－ 2 － et h a n e s u lf o ni c a cid ニ



好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と炎症

S a li n e
，
P B S いこよ る 洗浄 を繰 り返 して 白血球 を採取 し

た ， 0 ．8 3 ％ N 王i 4C l 溶 液を 用 い て 混在す る 赤血球 を溶

血 さ せ ，

一 回洗 浄後 ，
0 ． 0 1 M ジ エ チ ル ピ ペ ラ ジ ン ー

N
，
． 2 ， エ タ ン ス ル ホ ン 酸 くN － 2 －h yd r o x y e th yl pi p e r a zi

．

n e
－ N

，
－ 2 － e th a n e s u lf o ni c a cid

，
H E P E Sナ

， p H 7 ． 2J O ． 1 5

M N a C l 溶液 に 白血球 を懸濁 した ． す で に 白血球 以外

の 血 球 に は ，
く G l u － P r o ． V a l ， p N A 分解 活性 が存在 し

な い こ と を確認 して い る の で 白血球画分 か ら の 好 中球

の分離 は行 わ な か っ た ．

好 中球 の脱顆粒 は A b s o l o m ら 3
5，
の 方法に 従 っ て お

こ な っ た ． 0 ．0 2 ％ B S Aノ0 ． 0 1 M H E P E S
， p H 7 ． 41 0 ． 1 5

M N a C l 溶 液 1 0 m l 中に2 ． O X l O
8

偶 の好 中球が含 まれ

る よう に 白血球 を懸濁 し ， 直径 1 0 c m の プ ラ ス チ ッ ク

シ ャ ー レ 内で
，
オ ブ ソ ニ ン 化ザ イ モ サ ン A l O m g ， サ イ

一
U

－
一

亡

t

仁

一口
疇
n

U

U

占

句

q

h

O
均

一

噌

10 0 け O

f r a c 亡 l o n n u m b e r

ー
1
t

一－
へ

二

て
コ

ー

U

q

内

山

印

可

一

心

八

V

3

ト カ ラ シ ン B 5 0ノノ g の 存在下で ，
3 7

0

C に て4 5 分間脱顆

粒さ せ た ．

なお
，
ザ イ モ サ ン A の オ ブ ソ ニ ン 化は 以 下の 方法 で

行 っ た ． ザ イ モ サ ン A 2 5 0 m g を P B S に て 2 回 洗 浄

し ， 血清 15 m l を37
0

C に て20 分間作用 させ た ． そ の後

P B S に て 1 回
，
0 ． 0 1 M H E P E S

， p H 7 ． 2 J O ． 1 5 M

N a C l 溶液 に て 1 回洗浄後
． 同溶液 1 6 m l に 懸濁し た ．

プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ 内の 白血球． オ プ ソ ニ ン 化ザ イ

モ サ ン お よ び 顆粒 を ラ バ ー

ポ リ ス マ ン を用 い て シ ャ
ー

レ か ら採 取 した ． 位相差顕微鏡 を用 い て シ ャ ー レ か ら

の 顆粒 の 回収 を確認 し た ． 回収 液 を 遠心 く600 x g ， 1 0

釧 し， 上 溝の 頼粒画分 を 2 回 抽出 した ． 顆粒 を超音

波破砕 し
，
超 遠心 く20 ，0 0 0 x g ， 弛 別 を行 っ て顆 粒タ ン

パ ク を 2 回抽出し た ． この 期粒タ ン パ ク を エ ラ ス タ ー

ゼ の 精製 の 材料と し た ．

IV ． ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ の 精製

1 ．
ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン カ ラ ム ク ロ マ ト

Fi g ． 1 － P a tte r n s o f c ol u m n c h r o m a to g r a ph y
くal H e p a ri n ． a mi n o c e11 u l ofi n e ch r o m a t o g r a p h y ．
T h e g r a n ul a r p r o t ei n s w e r e d i al y s e d a g a i n s t

O ．0 5 M T ri s － H C l p H 7 ．61 0 ．0 5 M N a CI J
I
5 m M

C a Cユ2 a n d a p pli e d t o a c ol u m n o f h e p a ri n ．

a mi n o c ell ul o fi n e c h r o m a t o g r a ph y く2 ．5 X 3 c m J
e q uili b r a t e d w it h th e s a m e b u ff e r ． T h e

di st ri b u ti o n of A 2B。 t
．
．
．

1 a n d el a s t a s e a c ti v i ．

ty く ■I a r e s h o w n ． くbI A p r o ti n i n － a g a r O S e

C h r o m a t o g r a p h y ． T h e f r a c ti o n s wi th el a st a s e
a c ti v it y w e r e c o m b i n e d a n d c h a r g e d o n a

C Ol u m n o f a p r o ti n i n － a g a r O S e く1 ．5 X 5 c rn 1 e q u il －

ib r a t e d w ith O ．0 5 M T ri s － H Cl p H 7 ．61 0 ．5 M
N a C l ． T h e el a s t a s e a c ti vi ty く■I w a s e l u t e d
W i th O ．0 5 M s o di u m a c et a t e b u ff e r p H 5 ．OJ I M
N a C l ． F r a c ti o n s w e r e c oll e c t e d i n t u b e s

C O n t a i n i n g 2 M T ri s
－ H C l p H 8 ．0 ， t O r e t u r n

th e p H i m m e di a t el y t o th e n e u t r al r a n g e ．

T h e di s t rib u ti o n o f A 2。。 く． ． ．I ， a n d el a s t a s e
a c ti vi t y く■J a r e sh o w n ． T h e f r a c ti o n s i n d i ．

C a t ed w e r e c o m b i n e d f o r f u rth e r p u rifi c a ti o n ．

くcI C M C c h r o m a t o g r a p h y ． T h e p o ol f r o m
a p r o ti n i n

，

a g a r O S e C Ol u m n w a s c o n c e n t r a t e d b y
A m i c o n m e m b r a n e くY M －1 0J t o l O m l ， d i a l y s e d

a g ai n st O ．0 5 M s o di u m a c e t a t e p H 5 ．5 1 0 ．1 5 M
N a Cl

，
a n d c h a r g e d o n a c o l u m n o f C M C

く1 －5 x 5 c m I e q uilib r a t e d w i th t h e s a m e b uff e r ．
T h e a b s o rb ed e l a s t a s e a c ti v ity く■1 w a s el u te d
b y th e s a lt g r a d i e n t f r o m O ．1 5 M to O ．3 M
N a C l i n th e s a m e p H ． T h e di st rib u ti o n o f

A BJ ． ．り， a n d el a st a s e a c ti v it y く■l a r e s h o w n ．

N E M ， N － et h y l m a lei m id e ニ P A G E ， p Oly a c r y l a m id e g el el e c t r o p h o r e sis 三 P B S ， p h o s p h at e －

b u ff e r e d s alin e 三 P M S F ， P h e n y l m e t h a n e s ulf o n y l fl u o rid e ニ P N ． p ol y a rt e riti s n o d o s a 三 R A ，
r h e u m a t oid a r t h ritis ニS B T I ， S O y b e a n t r y p si n i n h ibit o r ニS D S ， S O di u m d o d e c y l s ul f a t e
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グラ フ イ く図 1 al

好中球顆粒 タ ン パ ク 画 分 を0 ． 0 5 M T ri s － H C l
， p H

7 ． 61 0 ．0 5 M N a C l15 m M C a C l 2 緩衝液 に 透析 し ， 析出

した 不溶性画分を遠心く5，0 0 0 x g ， 3 0 分いこ よ っ て 除去

し
， 同液 で 平衡化 した ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン

カ ラム く2 ． 5 X 3 c m l に 供 した ． カ ラ ム を通 っ た溶 液 は

3 m l ず つ フ ラ ク シ ョ ン チ ュ
ー ブ に 分取 し た ． エ ラ ス

タ ー ゼ 活性 は 素通 り画分 に は 認 め ら れ ず ，
0 ． 5 M

N a C l の 塩漬度 で 溶出 され た ．

2 ． ア ブ ロ チ ニ ン ア ガ ロ
ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ く図 1 bl

ヘ パ リ ン カ ラ ム か ら溶出 さ れ た エ ラ ス タ ー ゼ 画 分

を
，
0 ． 0 5 M T ri s

－ H C l
， p H 7 ． 6 JO ． 5 M N a Cl 緩衝 液に

て平衡化 した ア プ ロ チ ニ ン ア ガ ロ
ー ス カ ラ ム く1 ． 5 X

5 c mン に 供 し た ． 素通 り画分 に は エ ラ ス タ
ー ゼ 活性 は

認 め られ な か っ た ． 吸着 さ れ た エ ラ ス タ
ー ゼ 画 分 を

0 ．0 5 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム p H 5 ． O1 1 ． O M N a C l 緩衝液 に

て溶出 した ． 溶出液 を 3 m l ず つ フ ラ ク シ ョ ン チ ュ
ー ブ

に 分取 した が ， 溶出液が 迅速 に 中性 と な る よ う に 各々

の フ ラ ク シ ョ ン チ ュ
ー

ブ に 2 M T ri s
－ H C l

， p H 8 ， 0
，

1 0 0 〆1 をあ ら か じめ 加 えて お い た ．

3 ． C M C カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ く図 1 cl

エ ラ ス タ
ー

ゼ画分 を 集 め ．
0 ． 0 5 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム

p H 5 ． 5J O ． 1 5 M N a C l 緩衝 液 に て透析 し ， 同緩衝液で

平衡化し た C M C カ ラ ム く1 ． 5 X 5 c m I に こ れ を 供 し

た ． 塩 濃度0 ． 1 5 M N a Cl か ら0 ． 3 M N a Cl ま で の 濃度

勾配 に て エ ラ ス タ ー ゼ を溶 出 した ． 溶出 さ れ た エ ラ ス

タ
ー ゼ の 活 性は 二 峰性を 示 した ． N o ．2 8 か ら N o ■3 7 ま

で と N o ．3 8 か ら N o ．50 まで の フ ラ ク シ ョ ン を各々 集

め ，
S O d i u m d o d e c yl s u lf a t e

－

p O l y a c r yl a m id e g el

el e c t r o p h o r e si s くS D S － P A G El く1 0 －1 5 ％ g r a d i e n t g ell

を用 い て検討 し た と こ ろ ，
各 々 単 一 の バ ン ド と し て精

製 さ れ た こ とが 確認 され た の で ， 先 に 溶出さ れ た エ ラ

ス タ ー ゼ 画分を El ， 後 に 溶 出さ れ た エ ラ ス タ
ー ゼ 画分

を E2 と名付 け た ．

図 2 は ， 各 精 製段 階 の タ ン パ ク を S D S
－ P A G E

く10 －1 5 ％ g r a di e n t g ell 後 ， 鍍 染色 し た も の で あ る ．

E l は 分子 量役25 ， 0 0 0 の 領域 に ，
E 2 は El よ り や や 低

分子量領域 に そ れ ぞ れ 単
一 の バ ン ド と し て 認 め ら れ

た ．

V ． プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ イ ン ヒ ビタ
ー

を用 い た精製 エ ラ

ス タ
ー

ゼ の 阻害試験

精製 し た エ ラ ス タ
ー ゼ の触媒残基 に 基づ く 分類 を行

う目的で ， 様 々 な プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビタ

ー

の エ ラ

ス タ
ー

ゼ 活性阻害能 を検討 した ．

金属 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ
ー

と し て は ，

辺

E D T A 5 0 m M ，
お よ び 1 ， 1 0 やh e n a n th r oli n e 5 m M を

用 い た ．
セ リ ン プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼの イ ン ヒ ビ タ
ー と し て

は
， p h e n yl m eth a n e

p s u lf o n yl fl u o ri d e くP M S F1 1 0 ，

1 ． O m M
，
D F P l O

，
1 ． O m M 及 び S B T I l m M を 用 い

た ． チ オ
ー ル プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼ お よ び 酸性 プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ の イ ン ヒ ビ タ
ー

と して は 各々 N E M l O m M お よ び

ペ プ ス タ チ ン A 5 0 m M を使用 した ． エ ラ ス タ
ー ゼ と

して は ， E l ， E 2 と の 混合液 を用 い た ． 各 々 の イ ン ヒ ビ

タ
ー

と エ ラ ス タ
ー ゼ と を等量 混 合 し ．

2 5
0

C に て30 分 間

反 応 さ せ た も の を試料 と し て く Gl u － P r o － V aトp N A を

用 い て ア ツ セ イ し た ．

V I ． ヒ ト好 申球 エ ラ ス タ ー ゼ の i n Y it r o に お け る 基

質特異性

精製 した エ ラ ス タ
ー

ゼ El あ る い は E 2 を用 い て 本

酵素の エ ラ ス チ ン及 び他 の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分由

来の 基質 に つ い て 分解能 を検討 した ．

1 ．
エ ラ ス チ ン

B a n d a ら
361

の 方法 に 従 っ て精製 エ ラ ス タ ー ゼ の エ ラ

ス テ ン 分解括性 を検討 した ．

3一日 で標識 した ウ シ 項靭

帯由来の 不溶性 エ ラ ス チ ン を基 質 と して 用 い た ． 同基

質200 FE g く12 9 ，0 0 0 d p m l に E 2 ， 6 0 n g を添加 し ，
0 ． 0 5 M

T ri s － H C l
， p H 7 ． 6ノ0 ． 1 5 M N a C 1 2 0 JL l 中で3 r C に て 反

応 さ せ た ． 反 応後 ， 遠心 く300 x g ， 5 分1 し ，
上 浦 を採

Fi g ． 2 ． G el sl a b el e c tr o p h o r e si s o f h u m a n

l e u k o c y t e g r a n u l e e x tr a c t f r a c ti o n s a t e a c
h

st a g e o f th e p u rifi c a ti o n o f h u m a n g r a n u l o c y te

el a s t a s e くsl ． T h e sil v e r－S t ai n e d p a tt e rn S a r e

s h o w n ．
L a n e l

， g r a n u l a r p r o t ei n s i 2 ， e
l a s t a s e

f r a c ti o n f r o m h e p a ri n
－

a m i n o c ell ul o fi n e

c ol u m n こ 3 ， el a s t a s e f r a c ti o n f r o m a p r o t
i n i n －

a g a r o s e c ol u m n こ 4 ， el a st a s e f r a c ti o
n s く2 8 －371

f r o m C M C c ol u m n i 5 ， el a s t a s e f r a c ti o n s

く3 8－501 f r o m C M C c ol u m n － T
，
t O p i F ， f r o n t こ

B S A
，
b o v i n e s e r u m alb u mi n く6 7 K l i C T N G ，

c h y m o t r y p si n o g e n く25 Kl ．



好中球 エ ラ ス タ ー ゼと 炎 症

取 して 放射活性 を測定 し た ．

2 ．
コ ラ ゲ ー ン お よ び その 他の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス

成分

ヒ ト 工型 ， 1王型
，
王II 型 ， 及 び V 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い

て は ， 各 コ ラ ー

ゲ ン 2 0 月 g と エ ラ ス タ ー ゼ くE2 ，

1 0 0 n gンと を0 ． 0 5 M T ri s － H C l
， P H 7 ． 6ノ0 ． 1 5 M N a C 1

2 0 声1 中で25
0

C に て20 時間反応 させ た ． 工V 型 コ ラ ー ゲ

ン に つ い て は
，
E H S 肉腫 由来お よ び ヒ ト胎盤由来 の

も の を各々 10 p g と E 2 1 0 n g と を0 ． 0 5 M T ri s － H C l
，

p H 7 ． 61 0 －1 5 M N a C l 溶液20 jL l 中で25
0

C に て 反 応 さ

せ た ， ラ ミ ニ ン に つ い て は
，
E H S 肉腫 由来 ラ ミ ニ ン

20 JL g と E l あ る い は E 2 1 0 0 n g と を0 ． 0 5 M T ri s ．

H C l
， p H 7 ． 61 0 ， 1 5 M N a C 1 2 0 JL l 中で37

0

C に て反応 さ

せ た ■ フ ィ プ ロ ネ ク チ ン に つ い て は血 祭あ る い は細胞

性 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン24 月 g と E 2 3 0 n g と を0 ． 0 5 M

T ri s ． H C l
， p H 7 ． 61 O － 1 5 M N a C l l O p l 中で37

q

C に て反

応 させ た ■ プ ロ テ オ デ ル マ タ ン 硫酸 に つ い て は高分 子

童 画分 と低 分 子 童画分 に つ い て
， 各 々 2 0 声 g と E 2

1 0 0 n g と を0 － 0 5 M T ri s ． H C l
， p H 7 ． 6ノ0 ． 1 5 M N a C l

l O 声1 中で37
0

c に て反 応さ せ た ．

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後． P M S F l O O m M I J L l を添加

して 反応 を止 め ， 各々 の 反応液 を還元 あ る い は 非還 元

条件下で W e b e r ら
37，

の 方法 に 従 っ て S D S － ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド ケル 電気泳動くS D S －P A G El に 供し ，
バ ン ド

の パ タ
ー ン を検 討 した ．

VIl ． 抗 ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ ー

ゼ単 ク ロ ー ン抗体 の 作

製 お よ び 同抗体 の 性質 の 検討

1 ． 単 ク ロ ー

ン抗体 の 作製
38 即 一

抗原 と し て は精製 し た E l ， E 2 混 合液 を使用 した ．

P B S 5 0ノバ 中の エ ラ ス タ ー

ゼ20 声 g と完全 フ ロ イ ン ト

ア ジ エ バ ン ド50 ル1 か ら エ マ ル ジ ョ ン を作製 し ，

叫

匹

当た り20 声 g エ ラ ス タ ー ゼ 但1 ＋ E 2I を 7 週 齢 オ ス

B albノc マ ウ ス 尾 根部皮下に 免疫 し た ． 1 4 日 後 エ ラ ス

タ ー

ゼ くE l ＋E 2J 2 O JL l，
l P B S 溶液1 0O JJ l 尾静脈 に 注射

し て ブ ー ス タ ー

を行 っ た ． そ の 3 日後 ， 脾細胞 を採取

し ， 1 ． 2 x l O
8

個 の 牌細胞 に 対 し4 ． O x l O
7

偶 の S p 2ノ0 骨

髄腫細胞 を45 ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 下 で 融 合 さ

せ
，
1 6 時間後 ，

H A T 溶液 を用 い て 融合細胞 を選 択 し

た － 2 週間後
．
e n z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y

くE L I S A J 法 を用 い て 抗 ヒ ト 好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ 抗 体

を産 生し て い る ハ イ ブリ ド ー

マ 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ

した ■ 選択 し た ハ イ ブリ ド ー

マ 株 を ク ロ ー ニ ン グし た

後増殖 させ ， 再 び くE u S A I 法 を用 い て 抗 エ ラ ス タ ー

ゼ産 生株 を選 び再 び ク ロ ー ニ ン グ を行 っ た ． 最終的 に

1 ク ロ ー ン を選 び B albノc 腹腔 内で 増殖 さ せ
， 腹水 か

ら A ffi g el P r o t e i n A カ ラ ム く日本 バ イ オ ラ ッ ド ラ

5

ボ ラ トリ ー ズ
ー 東 刹 を用 い て 抗体を精製 し た ． 精 製

抗体 は ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ 法
相

を用 い て抗原 と

の 対応 を検討 した ．

2 ． 精製抗体の性質の 検討

精製 し た抗体の 抗体価 は E LI S A 法に よ っ て ， サ ブ

ク ラ ス は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナル タイ ビ ン グ キ ッ トを 用

い て検討 した ．

精製抗体の 酵素晴性阻害能に つ い て は同酵素の ゼ ラ

チ ン 分解活性阻害能 を も っ て検 討し た ．
エ ラス タ ー ゼ

E 2 と
，
10 0倍 か ら204 8 0 0 倍ま で の 各希釈倍率の 精製抗

体と を0 －0 2 ％ マ ウ ス I g G J O － 0 5 M T ri s ． H C l
， p H 7 ． 61

0 ． 1 5 M N a Cl 溶液 中で 4
O

C に てT 一 晩
，
反応 さ せ た も の

を試料と し て ゼ ラ チ ナ ー

ゼ活性 の 測定 を行 っ た ．

V 軋 抗 ヒ ト好中球 エ ラス タ ー ゼ 単ク ロ ー ン抗体 を 用

い た免疫組織学的検討

1 ． 対 象

気管支肺炎 2 例の 肺組織 側検彿 ， 結節性多発動脈

炎 b ol y a r t e riti s n o d o s a
，
P N J の 小腸 お よ び皮膚各 1

軋 2 例 の 慢性関節リ ウ マ チ 情 動恥 の 増殖滑膜お よ

び関節腔よ り採取 した浸出物く以 上 手術材 料 計 6 例

に つ い て組織学的 な ら び に 免疫組織化学的 に 検索 し

た ． 組織学的に は
，
1 0 ％中性緩衝ホ ル マ リ ン固定後 ．

パ ラ フ ィ ン 切 片 を作製し ．

へ マ トキ シ リ ン ． エ オ ジ ン

th e m a t o x yli n e o si n
，
H ．E l 染色， ア ザ ン染 色． ェ ラ ス

チ カ ． ワ ン ギ
ー ソ ン くel a s ti c a v a n G i e s o n ， E V G l 染色

お よ び鍍銀染色を施 し た ．

2 ． 免疫組織学的検索

上記症例に つ い て酵素抗体法間接法 に て エ ラ ス タ ー

ゼ の 局 在 を検索し た ． 各組織切 片を脱パ ラ フ ィ ン し ，

1 ％ H 20 2ノ99 ％メ タ ノ ール を睾も引こ て30 分 間浸潰 さ せ

る こ と に よ っ て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活性 を ブ ロ ッ

ク し た ． P B S に て 洗浄後
， 非特異的反応を抑制す るR

的で 3 ％ B S A ノP B S を室温 に て30 分間作 用 さ せ た ．

引 き 続 き
． 作 製 抗 エ ラ ス タ ー

ゼ 抗 体 く1 0 侶デ音希 釈

P B S I を 4
O

C に て－－一
一

晩反 応さ せ た ．
つ ぎ に 冷 P B S に て

10 分 間 ． 3 回 洗 浄し た の ち
，
ビ オナ ン 化 ウ マ 抗マ ウ ス

I g G 抗 体を 用 い た A B C 法 を 施行 し た ． 陰作 紺tく弓ヒ し

て は
， 抗 エ ラ ス タ ー

ゼ 抗 体の 代 わ り に 止 常 て r
1

7 フ
．

工g G を反 応さ せ た ．

気管支肺炎お よ び 結節性多発動脈炎の 症例 で は 弾性

線経 と好中球 エ ラ ス タ ー

ゼの 局 在 を明瞭 に 捏 ボ ナ るトヨ

的で 免疫染色後 ，
ワ イ ゲ ル ト の 弾性線維染色を施 し

た ．

成 績

王
． ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 精製
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辺

T a b l e l ． P u rifi c a ti o n o
f h u m a n l e u k o c y t e el a s

t a s e

T o t al T o t a l S p e cifi c

F r a c ti o n s t e p p r O t ei n

くm gつ

G r a n u l a r p r o t ei n

H e p a ri n－a m i n o c ell ul o fi n e

A p r o ti n i n
－

a g a r O S e

C M －

C ell ul o s e

E I

E 2

2 0 2

25

0 ． 7 5

0 ． 1 0

0 ． 21

T a b l e 2 ． E f f e c t of i n h i bi
t o r s o n p u rifi ed

el a s t a s e くE 2l

a cti vi ty R e c o c o
v e r y a C ti vi ty P u rifi c a ti o n

くU n it sl く％1 くU ni ts l m gl

9 0

7 7

41

1 0 0 4 ． 5 1 － 0

8 5 3 1 6 ■ 9

4 6 5 6 0 12 4

1 0 9 2 0

1 3 5 4 0

I n hi bi t 。， C o n c e n t r a ti o n A cti vi t yく％l

E D T A

l ，10
－

ph e n a n th r oli n e

P M S F

D F P

S B T工

N －

eth yl m al ei mi d e

P e p s t a ti n A

5 0 m M l 1 7

5 血M l O 2

1 0 m M O

l m M O

l O m M O

l m M O

l m M O

l O．m M 8 0

5 0 m M 7 7

三 本の カ ラム ク ロ マ ト グラ フ ィ に よ る 好中球
エ ラ ス

タ ー ゼ の 各精製段階の タ ン パ ク 量 ， 精 製率 ，

エ ラ ス

タ ー ゼ活性 お よ び比活性 は表 1 に 示 す と お り で あ る ．

精 製 率 は El ニ 2 0 4 倍 ，
E 2 ニ 1 2 0 倍 で ，

比 活 性 は

E l ニ 9 2 0 ， E 2 ニ 5 4 0 単位ノm g で あ っ た ． 末梢 血2 ． 61 を

用 い て ， 7 X l O
9 個の 好中球か ら タ ン パ ク と し て の 収

量は E l 二 0 ． 1 0 m g ， E 2
ニ 0 ．2 1 m g く分子 吸光係数 A 2鋪 r m 1

1 ％ニ 9 ． 瑚 で あ っ た ． な 勘 合 成基質 B e n z o yl ty r o
－

s yl p a r a ni t r o a
n ilid e お よ び N

－

S u C Ci n yl al a n yl al a n yl p
－

r o r yl p h e n yl al a n y
l p a r an it r o a n ilid e くN

－S u c － A l a ． A l a －

P r o － P h e － p N A l を 用 い て カ テ プ シ ン G の ア ツ
セ イ を

行っ た が ，
カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ の全過程 を通 じて

カ テ プ シ ン G 活性 は検出さ れ な か っ た ．

表 2 は
，
各種 プロ テ ィ ナ

ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー

の精製 エ

ラ ス タ
ー ゼ に 対す る活性阻害効果 を 示 し て い る ．

エ ラ

ス タ
ー ゼ は

，
P M S F

，
D F P

，
S B T I に よ っ て 完全 に 阻害

さ れ た が ，
E D T A

，
0
－

p h e n a n th r o li n e
に よ っ て は阻害

さ れ な か っ た ． N E M く10 0 m M l お よ びペ プ ス タ チ ン A

く50 m 叩 で は活性 は各々 約80 ％， 7 7 ％に 低下 した が ，

完全に は阻害 さ れ なか っ た ．

Iエ ． ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ の 基質特異性

1 ． ウ シ 不 溶性 エ ラ ス チ ン

図 3 は 精製 エ ラ ス タ
ー

ゼE 2 に よ る不 溶性 エ ラ ス ナ

ン 分解能 を示 し て い る ． 反応 2 時 間後 ま で 直線性が得

られ て お り ，
6 0 n g く32 ．4 m U n 呵 の エ ラ ス タ

ー

ゼ に よ っ

て 1 時 間当た り 5 声 g の エ ラ ス チ ン が 分解さ れ る こ と

が 示 さ れ た ．

2 ． ヒ ト工
，
H ， m ，

1 V お よ び V 型 コ ラ
ー

ゲ ン

図 4 に じ 卜 工 ，
H

，
1工1 ， 及 びV 型 コ ラ

ー ゲ ン の エ ラ

ス タ
ー

ゼ に よ る 分解 の パ タ
ー ン を 示 す 一 ヒ ト 工 型 コ

ラ
ー

ゲ ン の 分解 に つ い て は ，
S D S － P A G E で の 高分 子

量領域 の バ ン ドが 消失 して い た － そ の ほか の バ ン ド に

質的な 変化は見 られ なか っ た －
ヒ ト m 型 コ ラ

ー

ゲ ン に

っ い て は エ ラ ス タ
ー ゼ の 作用 に よ っ て 高分子 畳領域 の

バ ン ド が 消失 す る と と も に ぼ工工I 鎖 の
バ ン ド が 淡染化

し ， 分子 量約 75 K の バ ン ド が 出現 した
■ ヒ トH お よ び

v 型 コ ラ
ー

ゲ ン に つ い て は エ ラ ス タ
ー

ゼ作 用の 有無 で

バ ン ド に 変化 は 見ら れ な か っ た ．

1 Y 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は ，
エ ラ ス タ

ー ゼ作用 に よ

る バ ン ドの 変化 を経時的 に 検討 し た ． 図5 に 示 さ れ る

の は E B S 肉腫 由来I V 型 コ ラ
ー ゲ ン に エ ラ ス タ

ー

ゼ を

作用 さ せ て得 られ た 試料の S D S
－ P A G E く5 ％ アク リ ル

ア ミ ドゲ 叫 上 の パ タ
ー ン で あ る ． 庇 2 くI 明 ， p r O ぼ 2

く川 ， p r O ぽ 1 く叩 ， y くI明 の
バ ン ドの 淡染化と と も

に 分子 量約 100 K ， 8 5 K お よ び 68K の
バ ン ドが 出現 し

た ． ま た
， p r O ぽ 2 仰 よ りわ ず か に 低分子 量領域

に

2 本の バ ン ドが 出現 し た ． さ ら に 高 分子 量領域 よ り月

1 1 川 領 域 に 相当 す る バ ン ド が 出現 し た
－ 分 子 量

100 K と 85 K の バ ン ド は還元 の 有無 に よ っ て差が 認 め

ら れ な か っ た ． ヒ ト胎盤由来押 型 コ ラ
ー ゲ ン の エ ラ ス

タ
ー

ゼ に よ る分解 の S D S － P A G E 上 の パ タ
ー ン をみ る

と
，
仔 2 く1明 お よ び y 仰 の バ ン ドが 殆 ど消失 し ， 分

子 量 100 K と 85 K の バ ン ドが 出現 し て い た ． さ ら に ，

高分子 量領域か
一

ら月12 川 領域 に 相当す る
バ ン ドが 出

現 して い た ．



好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ と 炎症

3 ■ ラ ミ ニ ン
，
フ ィ プ ロ ネ ク チ ン

，
お よ び プ ロ テ オ

デ ル マ タ ン硫酸

図 6 は ラ ミ ニ ン に 精製 エ ラ ス タ ー ゼ E2 を 作用 さ せ

て 得た試料 の S D S － P A G E 上 の パ タ ー ン で あ る ． ラ ミ

ニ ン は 分子 量約400 K の A 鎖
， 約 20 0 K の B 鎖と も に

分解 さ れ ，
S D S －P A G E 上分子 量約 120 K の 領域 に バ

ン ドが 出現 し た ． こ の バ ン ド も反 応が 進 む に 従 っ て分

ご
－

q
l

尊

王
t

凸

一

ト
リ

可

A
両

刃

U

d

O

可

P
匂

ぃ

ユQ さQ ，O l コロ 15 0 川 0 1 川 1 4 0 1 7 くI

i n c u b a t i o n t i m e くrn i n J
F i g ． 3 ． K i n eti c a n a l y si s o f th e

3
H －1 a b el e d

el a s ti n －h y d r ol y z in g a c ti vi t y o f el a st a s e くE 2I a s

a f u n c ti o n o f in c u b a ti o n ti m e ．

3

H －1 a b el e d

g el a ti n く20 JJ g ， 1 2 0 ，0 0 0 d p m l w a s i n c u b a t e d w i th

el a s t a s e く60 n gンf o r th e ti m e s i n d i c a t e d ．

＋
．．．－ ．一

十
一

十
一

書 葦董 董嘗茎

Fig ． 4 ． D e g r a d a ti o n o f ty p e I ， II ， III a n d V

C O ll a g e n ． E a c h c oll a g e n く2 0 jL gI w a s in c u b a t e d
W ith el a st a s e E 2 く15 JL gl f o r 2 1 h r a t 2 5

O

C ．

T h e r e a c ti o n p r o d u c t s w e r e a n a l y s e d o n

S D S － P A G E く5 ％ t o t a l a c r yl a m id eI u n d e r th e

r ed u c e d c o n di ti o n s a ft e r th e i n c u b a ti o n ．

伽 〆
飯 川

鷲芸ご
働
一 両射H り

－ ． ．． － ．

ヰ引 II

F i g T 5 ． D e g r a d a ti o n o f ty p e I V c o11 a g e n － T y p e

I V c o ll a g e n く20 JL gI w a s i n c u b a t e d w ith el a st －

a s e E 2 く20 n gl f o r O －2 4 h r a t 2 5
0

C ． T h e r e a c －

ti o n p r o d u c t s w e r e a n al y s e d o n S D S
－ P A G E く5 ％

t o t al a c r yl a m id el u n d e r th e r e d u c e d くRl o r
n o n

－ r ed u c e d くNI c o n d iti o n a ft e r th e i n c u b a －

ti o n ． N u m b e r o f e a c h l a n e i n d i c a t e s th e

i n c u b a t e d ti m e くh o u r sl ． I ， t y p e I c oll a g e n a n d
C
，
C O n t O rl f o r r e d u c e d ty p e IV c o ll a g e n a ft e r

1 8 h r i n c u b a ti o n ．

一 一 丁

を
．こ．．．．ノ．．．．．

．幸

一

－
ニ三三ミミl

十 十 ＋ －

Fi g ． 6 ． D e g r a d a ti o n o f l a m i ni n ． L a m in in

く20 J L gン w a s i n c u b a t e d wi th e l a s t a s e E 2 t 2 0 n gl

f o r O
，
4

，
12

，
O r 2 4 h r a t 3 7

0

C ． T h e r e a c ti o n

P r O d u c t s w e r e a n a l y s e d o n S D S ． P A G E く5 ％
t o t a l a c r yl a mi d e h l n d e r th e r ed u c e d c o n diti o n
af t e r th e i n c u b a ti o n w ith く十l o r wi th o u t

e l a s t a s e ．
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子 量 の 低下 が み ら れ た ． E l を作用 さ せ た場合 も E2 の

場合 と比 較 して バ ン ド の パ タ
ー ン に 差異 が 見 ら れ な

か っ た ． 図 7 は細胞性 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン に エ ラ ス タ
ー

ゼ E2 を作 用 さ せ て 得 た 試料 の S D S
－ P A G E 上 の パ

タ ー ン で あ る ． 図に 示 さ れ る ごと く細胞性 フ ィ ブ ロ ネ

0 1 2 ヰ 8 2 4 之4 C

F i g ． 7 ． D e g r a d a ti o n
o f fib r o n e c ti n ．

C e11 ul a r

fib r o n e c ti n く20 JL gl w a s i n c u b a t e d w ith el a s t－

a s e E 2 く20 n gl f o r l ， 2 ， 4 ， 8 ， 24 h r ， a t 3 7
0

C ．

T h e r e a c ti o n p r o d u c t s w e r e
a n al y s e d o n

S D S T P A G E く5 ％ t o t al a c r yl a mi d el u n d e r th e

r e d u c e d c o n titi o n a ft e r th e i n c u b a ti o n －

F i g ． 8 ． D e g r a d a ti o n of p r o t e o d e r m a t a
n s ulf a t e

くP D Sl wi th h i gh く即 o r l o w くLl m ol e c ul a r

w ei gh t ． E ith e r P D S く20 JL gl w a s i n c u b a t e d

w ith el a s t a s e E 2 く60 n gl f o r 2 ， O r 8 h r at 3 7
0

C ．

T h e r e a c ti o n p r o d u c t s w e r e a n a l y s e d o n

S D S － P A G E く10 ％ t o t a l a c r yl a m d el u n d e r th e

r e d u c e d c o n d iti o n a ft e r th e i n c u b a ti o n ．

辺

ク チ ン の エ ラ ス タ
ー ゼ に よ る 分解 が確認さ れ た 一 分 解

の 初期 に は 分子 量約 14くJ K ， 1 1 5 K お よ び 飢K の 計 3 本

の バ ン ドが 出現 した が ，
反 応が 経過 す る に 従 っ て こ れ

ら の バ ン ド は消失し た ． な お
，
血 壁 フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン

も ま っ た く同様 の 分 解 パ タ
ー ン を示 して い た ． 図8 は

プ ロ テ オ デ ル マ タ ン硫酸 に エ ラ ス タ
ー ゼ E 2 を作用 さ

せ て得 た試料の S D S ．P A G E 上 の パ タ
ー

ン を示 して い

Fi g ． 9 ． I m m u n o b l o t a n a l y sI S Of th e p r o d u c e d

a n tib o d y ． T h e f r a c ti o n e l u t e d
f r o m a p r o t in i n

－

－

a g a r O S e C O l u m n w a s c
h a r g e d o n S D S

， P A G E ．

T h e p r o t e i n s o n th e g el
w e r e i m m e di a t el y

t r a n sf e r e d o n t o th e n it r o c ell u l o s e p a p e r － T h e

p a p e r w a s s t ai n e d b y
A u r o d y e くり o r r e a c t e d

w i th t h e p r o d u c ed m o n o cl o n al a n tib o d y く21 ．

T h e r r e a c ti o n o f th e a n ti b o d y r e s t ri c t e d t o th e

e l a st a s e i s sh o w n ．

F i g ． 1 0 ． O u c h t e rl o n y d o u bl e i m
m u n o d iff u si o n o f

th e p r o d u c e d a n tib o d y a g ai n s t a n ti m o u s e

i m m u n o gl o b uli n s ． A n tib o d y a g
ai n s t m o u s e

I g G L く11 I g G 2 8 く2l ， I g G 2b く3ナ， I g G 3 く41 ， I g A く5l o r

I g M く61 i s fill e d i n th e w ell ． S i n gl e li n e i s

s h o w n b e t w e e n th e p r o d u c e d m o n o c l o n a l

a n tib o d y a n d th e a n ti
．

m o u s e I g G l ．



好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と 炎症

る ． 図の ごと く
．

プ ロ テ オ デル マ タ ン 硫酸 は高分子 遣

画分
，
低分 子 童画分 と も に 時間 を経 る に 従 っ て 低分 子

量化 して い っ た ．

m ． 作製単ク ロ ー ン 抗体の 性質

精製 した 抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ単 ク ロ ー ン 抗体

が 反応 す る タ ン パ ク を ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法

くイ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グi封 を用 い て 検討 し た ． 図9 に

そ の 結果 を し め す ． 図 9 －1 は ア ブ ロ チ エ ン ア ガ ロ ー ス

ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に て溶出 され た エ ラ ス タ ー ゼ 画分 を

S D S － P A G E 後 ．

ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し ，

A u r o d y e 染色 を施 した も の で ， 図 9 －2 は転写後イ ム ノ

ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 に 従 っ て検出さ れ た 単 ク ロ ー

ン 抗体

反 応性 タ ン パ ク の パ タ ー ン で あ る ． 図に 示 さ れ る ご と

く作製抗体は エ ラ ス タ ー

ゼ El と E 2 の み に 反 応 す る

こ と が確認さ れ た ．

図1 0 に 作 製し た 単 ク ロ ー

ン成 体の サ ブ ク ラ ス を マ ウ

ス モ ノ ク ロ ー ナ ル タ イ ビ ン グキ ッ ト に て 検討 した 結果

Fi g ． 1 1 ． L i gh t mi c r o g r a ph o f l u n g ti s s u e
wi th b r o n c h o p n e u m o n i a i m m u n o s ta i n e d f o r

n e u t r o p h il el a st a s e f o ll o w e d b y W ei g e rt
，

s

S t ai n ． E l a st a s e i s s t ai n e d i n a n d a r o u n d th e

n e u t r o p hil s ． x 3 0 0 ．

9

を 示 す ． 作製抗体 と抗 マ ウ ス 1 g G l と の 反 応 に よ る 免

疫沈降練一
一

本 の み が 出現 し た ．

エ ラ ス タ ー ゼの ゼ ラ チ ン 分解活性 に 対する 作製抗体

の 影響 を検討 し たと こ ろ
， 精製抗体 の 濃度 に 関係 なく

け1川
一

定の ゼ ラ チ ン 分解活性が認め ら れ た ，

VI
． 炎症組織 に お け る と 卜好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局

在

1 ． 気管支 肺炎

組織学的 に は 紺気管支 ． 肺臓腔 お よ び肺胞壁 に 好中

球お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジの 浸出が特徴的 で あ っ た ． 細

気管支お よ び肺胞 上皮細胞 は所 々 変性剥離し ， 部分的

に 肺胞壁 の 破壊消失が伴わ れ て い た ． E V G 染色で は

肺胞壁 の弾性線維 に 断裂， 破壊が み ら れ た ．

図11 は 同組織 を作製 し た抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ

抗体 に て 免疫染色し た後 ，
ワ イ ゲ ル トの 弾性線維染色

を施 し た も の で あ る ． 図に 示 され る ごと く ． 抗 エ ラ ス

タ ー ゼ抗体 は好中球の 胞体 に は 顆粒状に 強陽性
． 細胞

Fi g － 12 ． H i g h p o w e r vi e w o f l u n g ti s s u e
W ith b r o n ch o p n e u m o ni a i m m u n o s t a i n e d f o r
n e u t r o ph il el a st a s e f oll o w ed b y W e i g e r t

，

s

St ai n
． N e u t r o p hil e l a s t a s e i s s h o w n a s s o ci a t e d

wi th f r a g m e n t e d el a s ti c fi b e r s くa r r o w sナ． x 6 0 0 ．
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外 で は び ま ん性弱陽性 に 反応 し て い た － 断裂 した 弾性

線推に 接 して エ ラ ス タ
ー ゼ が細 顆粒状 に 染色 され て い

る と こ ろも み られ た く図12ナ．

2 ． 結節性多発動脈炎くP N I

P N 症例 の 小腸組織 を組織学的に 検討 した ． 病変部

の 粘膜 上皮は融解壊死 に 陥り ， 腸管壁の 全層 に わ た っ

て 好中球 を主 体と す る著 し い 炎症細胞浸潤 と出血が み

ら れた ． 腸管壁の 中 ． 小動脈 に は フ ィ プ リ ノ イ ド血 管

炎が み ら れ ， 限局性 ま た は全周性 に フ ィ ブ リ ノ イ ド壊

死と好中球， マ ク ロ フ ァ
ー ジ

，
リ ン パ 球 ら の 浸潤 が み

られ た ． E V G 染色 で は 炎症 の 激 しい 部位 に お い て 動

脈壁弾性線維の断裂破壊が認 め ら れ た 一 同組織 を作製

した 抗 ヒ ト好中味 エ ラ ス タ
ー ゼ 抗体 に て免疫染色 した

の ち ，
ワ イ ゲ ル ト染色 を施 し て観察す る と 腸管壁全層

Fi g ． 1 3 ． L i gh t m i c r o g r a p h o f a rt e r y く
a r r o w sl o f

p o l y a r t e r iti s
n o d o s a i m m u n o st ai n e d f o r

n e u t r o p h il el a st a s e f oll o w e d b y
W ei g e rt

，

s

st ai n i n g ． N e u t r o p hil s c o n t ai ni n g
el a s t a s e

，

i n filt r a ti n g w ith i n a n d a r o u n d
th e a rt e ri al

w all a r e d e m o n s t r a t e d ， a C C O m p a n i e d b y

p a r ti al f r a g m e n t a ti o n o f e
l a sti c fib e r s ． E l a s t

－

a s e i s al s o s h o w n e x t r a c ell ul a rl y a s fi n e

g r an ul e s ． X 3 0 0 ．

辺

に 浸潤 して い る 好 中球 に エ ラ ス タ
ー

ゼ が 陽性 で あ っ

た ． 図13 に 示 す ごと く ， 動脈 周 囲に み られ る好中球の

胞体 お よ び細胞外の 問質 に エ ラ ス タ
ー ゼ が陽性 に 染 め

出さ れ ，
こ の 部分で は血 管壁 の 弾性線維 の 断裂崩壊が

み ら れ た ． エ ラ ス タ ー ゼ 免疫染色陽性部に ほ ぼ
一 致 し

て 著 し い 弾性線維 の破壊 が認 め ら れ た ． P N 症例の 皮

膚 に お い て も腸管壁同私 血管壁 に 浸潤 し て い る好中

球 お よ び 問質 に エ ラ ス タ
ー ゼ陽性 で あ り ， 同部位 の 弾

性線継が崩壊 し て い た －

3 ． 慢性関節 リ ウ マ チ くrh e u m a t oi d a r th riti s ， R A l

組織学的に R A 活動期 の 増殖滑膜 に は リ ン
パ 濾胞

を伴 う リ ン パ 球浸潤 に 加 え て所 々 好中球 の 浸潤が み ら

れ た ． 好 中球 は滑膜表層細胞層お よ び 滑膜内膜下層 に

散在 し ， 関節腔内の 浸出物に は好中球の 集簾が み られ

た ． 免疫組織化学的 に は これ ら好中球 の 胞体 は抗
エ ラ

ス タ
ー

ゼ 抗体 に 反応 して 染色 さ れ る こ と が 確認 さ れ

た ． 図14 は活動期 R A 患者の 関節腔か ら採取さ れ た 浸

出物 に つ い て ， 作製 した 抗 エ ラ ス タ
ー ゼ抗体 を用 い て

Fi g ． 1 4 ． L i gh t m i c r o g r a ph of e x u d a t e s f r o m

j o i n t of r h e u m a t o id a r th ri ti s i m m u
n o s t a i n e d

f o r n e u t r o ph o l el a st a s e ． E l a st a s e
i s d iff u s el y

st ai n e d a s fi n e g r a n ul e s ． X 3 0 0 ．



好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ と 炎症

免疫染色 を施 し た も の で ある ． エ ラ ス タ ー

ゼ は好中球の

胞体の み な ら ず， 浸出物中に も 強く 陽性 で あ っ た ．

なお
， 対照 と し て ， 抗 エ ラ ス タ ー ゼ 抗体の か わ り に

正 常 マ ウ ス I g G を反 応 させ たが ， 明 らか な陽性所見は

認め ら れ な か っ た ．

考 察

エ ラ ス タ
ー

ゼ は 仁不溶性 エ ラ ス ナ ン を 可溶化さ せ る

酵素J と 定義
41，

され て お り1 9 4 9 年 B a l o と B a n g a
42，
に

よ り最 抑 こ膵臓 で 発 見さ れ た ． 現在 で は好中球
4 酬

， 血

小 板
4 榊

， 単 球
45I － 珊

，
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ
伽 ，

， 平滑 筋細

胞
卿

， 腫 瘍細胞
5 り
らも エ ラ ス タ

ー

ゼ を塵 生 す る こ と が

明 ら か に な っ て い る ． 本研究 で は こ れ ら の エ ラ ス タ ー

ゼの う ち炎症の 進展 に 重要 な意義 を持 つ 好中球由来の

エ ラ ス タ
ー

ゼ に 注目 し て実験 を行 っ た ． 同酵素 の 精製

上 の 問題点
，
基質特異性 ，

お よ び 炎症巣 に お け る局 在

と そ の 役割 に つ い て項目別 に 考察 を加 える ．

ま ず好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ の 精製 上 の 問題点 に つ い て

述 べ る ． 好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ の 精製方法 に つ い て は

B a u g h ら
2G，

，
H e c k ら

271

お よ び B a r r e t ら
12，
が す で に 報

告 して い る ． 彼等 は ア プ ロ チ エ ン カ ラ ム と C M C カ ラ

ム が精製 に 不 可欠で あ る こ と を強調 して お り
， 第

一

段

階の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ と し て ア ブ ロ チ ニ ン カ ラ

ム を用 い て い る

ア ブ ロ チ ニ ン は膵臓 に 由来 す る分 子量 約6 50 0 0 の ト

リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ
ー

で あ る ． 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ と

の 結合性 が ト リ プ シ ン や キモ ト リ プ シ ン との 結合性 に

比 較 して 低く ，
こ の 点が ア プ ロ チ ニ ン カ ラ ム の 特徴と

な っ て い る ． 結合性が 低 い と い う 性質 に は酵素が穏和

な条件 で 溶出さ れ る と い う 利点が あ るが
．
爽雑物 に よ

る 干渉 を 受け や す い と い う 欠点も あ る ． ア プ ロ チ エ ン

と エ ラ ス タ
ー

ゼ と の 結合性 を高め る ため に 低塩濃度の

緩和液に て カ ラ ム を平衡化し た 場合 エ ラ ス タ ー ゼ と爽

維タ ン パ ク と の 疎水性結合が強ま っ て ，
か え っ て ア プ

ロ チ ニ ン と の 結合性 が低下 す る 可能性が ある ． ま た ，

核酸 の 東経が あ れ ば 塩基性 タ ン パ ク で あ る 好中球 エ ラ

ス タ ー ゼ に 影 響 を 与 え る か も 知 れ な い ． 事 実 ，

B a u g b ら
器，
が ア プ ロ チ ニ ン カ ラ ム で 川0 ％の 回収 率 を

得 て い る の に 対 し ， H e c k ら
T71

の 報 菖で は 回収率 は わ

ず か 19 ％ で あ っ た ． こ れ は ア ブ ロ チ エ ン カ ラ ム に 供し

た 試料 の 遠 い に よ る も の と 推 測 さ れ る ，
つ ま り

，

B a u gb ら で は 白血 球の 顆粒の み を 厳密 に 抽出し て用

い て い る の に 対 し ，
H e c k ら で は核 酸お よ び核酸分解

物が爽推 し て い る試料 を用 い て い る と思 わ れ る の で あ

る ． 著者が 白血 球 を超音波破砕 し て得 た試料 ， す な わ

ち核酸 ， 細胞質成分 お よ び顆粒蛋白 な どの 混 合物 を ア

11

プ ロ チ ニ ン カ ラ ム に 供 し た と こ ろ ， 相当 量 の エ ラ ス

タ
ー

ゼ が 素通り した ． ま た
，
こ れ は カ ラ ム 容 墨 に 対す

る過剰負荷 に よ る も の で な い こ と も 確 認 さ れ た ．

H e c k ら や本研究 の 結果 か ら ア ブ ロ チ ニ ン カ ラ ム に 供

す る 試料と して は 核酸及 び核酸分解物な どの 爽雑物 を

ふ く ま な い 顆粒画分の タ ン パ ク を用 い る こ と が 重 要で

あ る と 考 えら れ た ．

つ ぎに B a u g h ら の 方法
261

に 従 っ て顆粒蛋白 の み の

抽出を 試 み たと こ ろ ， 細胞膜 を破壊 する 操作 お よ びホ

モ ジナ イ ザ
ー

を用 い て顆 粒蛋白 を抽出す る 操作が き わ

め て 繁雑で あ っ た ． そ こ で著者 は好中球 を刺激す る こ

と に よ っ て 脱顆粒さ せ る と い う 方法 を試み た ． こ の 方

法で 得 ら れ た 顆粒蛋白画分の エ ラ ス タ ー ゼ活性は 好中

球 を破砕 し て抽出 し た エ ラ ス タ ー ゼ活 性 の 約3 0 ％で

あ っ た が ，
B a u gb らの 方法 に 比 べ て 簡便 で あ り ．

とく

に 他の タ ン パ ク や 核酸の 爽維を防ぐ ため に は 不 可欠な

操作と考 えら れ る ．

好中球糟粒蛋白に は エ ラ ス タ ー

ゼ や カ テ プ シ ン G の

ほか
，
ゼ ラ ナナ ー ゼ お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ も 共存 し て い

る ， した が っ て エ ラ ス タ ー ゼ と ．
コ ラ ゲ ナ ー ゼ

，
ゼ ラ

テ ナ
ー

ゼ お よ び カ テ プ シ ン G と を 分離す る こ とが 望ま

しい ． C h ri st n e r ら
7一
の 報菖 に よ れ ば 好中球 コ ラ ゲ ナ ー

ゼ は ア プ ロ チ エ ン セ フ ァ ロ
ー

ス 4 B カ ラ ム に 吸 着 され

ると い う 0 ヘ パ リ ン カ ラ ム を用 い た場合 ，
コ ラ ゲ ナ ー

ゼ ， ゼ ラ テ ナ
ー

ゼ は 全て 素通 る こ と が知 られ てお り
．

また 著者も こ れ を確認 した の で
．

エ ラ ス タ ー ゼと
，
ゼ

ラ チナ ー ゼ
，
コ ラ ゲ ナ

ー

ゼ と を分離 する 目的 で 著者は

ヘ パ リ ン カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ を エ ラ ス タ ー ゼ 精製

の 最初の 段階に 用 い た ． ヘ パ リ ン カ ラ ム で の エ ラ ス

タ ー ゼ 活性の 回 収率 は85 ％ ， 精製率は6 ． 9 倍 で ，

エ ラ

ス タ ー ゼ の 精製に こ の カ ラ ム は有効と 考え ら れ る ．

C M C カ ラ ム は好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と カ テ プ シ ン仁i

と の 分 離 に 有効 で あ る ． カ テ プ シ ン G は 好中球 エ ラ ス

タ ー

ゼ よ り 等電点の 高い タ ン パ ク で ，
C M C カ ラ ム で

は エ ラ ス タ
ー

ゼ よ り 高い 塩 濃度 く0 ． 4 5 M N a C l 以 い

で 溶出さ れ る ． 本研 究に お い て は
，
カ テ プ シ ン G は ヘ

パ リ ン カ ラ ム に 供す る試料の み なら ず ．
そ れ 以 降の エ

ラ ス タ ー ゼ 精製 の 過程 を通 じ て その 酵素活性 は検出さ

れ な か っ た ． カ テ プ シ ン G は溶解度の 低 い タ ン パ ク で

あ り ，
B a u g h ら の 報告 に よ れ ば ．

O ．亡1 5 M T ri s － H C l
，

P H 7 ．61 0 ．0 5 M N a C l 緩衝液に て 試料 を透析 し た際 ．

析 出し た沈殿 画 分に 検出 され る ． 今回 エ ラ ス タ ー ゼ 精

製 に お い て は
，
ヘ パ リ ン カ ラ ム に 供す る 以 前の 過程の

カ テ プ シ ン G 活性 は検討 し て い な い が ． 恐ら く 塩漬度

0 －0 5 M N a C l 緩衝液 で 透析 し た際 に ， 沈殿 画分に 移行

し
， 除 か れ た も の と推測 され る ．
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C M C カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ は好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ の アイ ソ ザ イ ム を分離 す る た め に も 有効 で あ る ．

B a u g h ら
261
は C M C カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ を用 い て

0 ． 1 5 M N a Ci か ら0 ． 3 M N a C l ま で の 塩 濃度勾配で エ

ラ ス タ
ー

ゼ の アイ ソ ザ イ ム を検討 し
，
三 峰性の 活性 パ

タ
ー ン を得 て い る ． さ ら に 彼 ら は 酸性 ゲ ル 電気泳動法

を 用 い て 4 種 の アイ ソ ザイ ム を 分離 し ． お の お の E l ，

E 2， E a ， E 4 と 命名 し てい る が
，
各ア イ ソ ザ イ ム の 精製

は 行 っ て い な い ． 彼 ら の 報告 に よ れ ば ， 分子 量29 ． 5 K

の E 4 が 主 要成分 で ，
ア イ ソ ザ イ ム 全体 の 活性 の約

60 ％ を占め て い る ． 著者は 各ア イ ソ ザ イ ム の 精製 を目

的 と して 同様 の 方法 を 用 い て ，
二 峰 性 の 活 性 を検出

し
， 各々 をポ リ ア ク リル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動上単

一

の

バ ン ド と して 精製 した ． 同酵 素は 分子 量が 約 25 K で ，

エ ラ ス タ
ー

ゼ で ある こ と は不溶性 エ ラ ス チ ン の 分解能

を も っ て 確認 さ れ た ． ま た 同 酵素 が セ リ ン プ ロ テ ィ

ナ
ー

ゼ に分類 され る こ と はイ ン ヒ ビタ ー

を 用 い た 阻害

実験 に よ っ て確 か め られ た ． B a u gh ら の 結 果 と 照合

す る と ， 著者 の精製 し た E 2 は B a u g h ら の 命名 し た

E ． に 対応 し ， 著者の 命名 した E l は B a u gh ら の E l ，

E 2 ， E 3 ， の 混合物 に 相当す る もの と 思わ れ る ．

現在で は好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の ア ミ ノ 酸配列 は決定

さ れ て お り
，
ア イ ソ ザイ ム は糖付加 の差 に よ る も の と

考 え られ て い る
さ2I

． しか し ， 各 アイ ソ ザ イ ム は 単離精

製 され て お らず ， 基質分解能や酵素 の安定性 ，
ア イ ソ

ザ イ ム を生 じ る細胞内プ ロ セ ッ シ ン グ の差異ら は 明 ら

か に さ れ て お らず今後 の 検討が必要 と考 え ら れ る ．

次 に好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 基質特異性 に つ い て 述 べ

る ． 好 中球由来の エ ラス タ ー ゼ は エ ラ ス チ ン 分子 の デ

ス モ シ ン
， イ ソ デ ス モ シ ン 近傍 に 存在 す る V aトX あ

る い は A l a
一芸 の部位 を切断す る

幻I
が

，
エ ラ ス テ ン の み

な らず他 の細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分 も 分解 す る こ とが

知 られ て い る
16卜 以l

． 本研 究に お い て も ，
著者 の 精製 し

た エ ラ ス タ ー ゼ は不溶性 エ ラ ス チ ン 分解能の み な ら ず

工型 コ ラ ー

ゲ ン の 架橋分解能 ，
工1I 型 コ ラ ー

ゲ ン 分子 鎖

内 の切断能 ，
工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン
，
ラ ミ ニ ン お よ び フ ィ ブ

ロ ネ ク テ ン に 対す る 限定的分解能 ，
プ ロ テ オ グ リ カ ン

分解能 を有 して い た ， こ こ で は好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の

エ ラ ス テ ン以 外 の マ ト リ ッ ク ス 分解能 に つ い て 考察を

加 え た い ．

ト型 お よ び工I 型 コ ラ ー ゲ ン の 分 解能 に 関 し て は

St a r k e y ら
161 m
が ブ タ腱由来 の 試料 を用 い て ， 好 中球

エ ラ ス タ
ー ゼ が コ ラ

ー

ゲ ン の 分子 間架橋 を切 断す る こ

と を示 して い る ． m 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は G a d e k

ら
191
お よ び M ai n a r d i ら

201
が

，
エ ラ ス タ ー ゼ は コ ラ ー

ゲ ン の 分子 鎖 を3ノ4 と1ノ4 と に 切 断す る こ と を報告 し て

辺

い る ． 今 回 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る 工 型
，
II 型

，
III

型 コ ラ
ー

ゲ ン の 分 解 に つ い て 検 討 し た と こ ろ ，

S D ST P A G E 上 の バ ン ドの パ タ
ー

ン をみ る か ぎり
．
I

型 と m 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は こ れ ま で の 報告と 同

様 の 結果が得 ら れ た ． H 型 コ ラ
ー ゲ ン に つ い て は使用

した 基質が架橋 を含ま な い 画分だ っ た た め架橋の 分 解

に つ い て の 検討 は 不可能 であ っ た ． し か し
，

エ ラ ス

タ ー ゼ の コ ラ ー ゲ ン の 分子 鎖の 分 解能 に つ い て は ，

エ

ラ ス タ ー ゼ は 分子 鎖 を切断 し な い と い う成績 が得 ら れ

た ．

基底 膜の 構成成分 であ る工V 塾 コ ラ
ー

ゲ ン の 分解に つ

い て は
，
M ai n a rd i ら

211
が 報告 し て い る ． か れ ら は ウ シ

水晶体包か ら ペ プ シ ン消 化し て 得た Cl ， C お よ び D 断

片 を基質 と し て ，
こ れ ら が 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ っ

て 分子 量 90 K ， 68 K ， 4 8 K ， 3 7 K ， 31 K の 計 5 種類の 断片

に 分解 さ れ る こ と を 報告 して い る ． 本研究 に お い て は

エ ラ ス タ ー ゼ に よ っ て と 卜胎盤由来お よ び E H S 肉腰

由 来工V 型 コ ラ ー ゲ ン が 分解 さ れ 分 子 量 約 100 K と

85 K の 産物 が 得ら れ た ． M a i n a rd i ら の 報 告と 今回 得

ら れ た 結果と か ら ，
エ ラ ス タ

ー

ゼ が工V 型 コ ラ ー

ゲ ン の

C 末端 か ら分子 量約 90 －1 0 0 K 部位 の 少 な く と も 1 カ

所 を切断す る と考 え られ る ． 好 中球に は エ ラ ス タ ー ゼ

と は 別 にIV 型 コ ラ ゲ ナ ー

ゼ が 存 在 す る こ と が T sh e s －

c h e ら
瑚
に よ っ て 報告さ れ て い る ． 彼 ら は工V 型 コ ラ ゲ

ナ
ー

ゼ が ぼ 鎖 の 7S 付近 約1ノ3 の 部 分 を 切断す る こ と

を示 し て い る ． エ ラ ス タ ー ゼ と工V 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 切

断部位が異 な る こ と か ら 両者の 協同作用 に よ る複数箇

所の切断に よ っ てIV 型 コ ラ ー ゲ ン の 架橋構造 くs pid e r

f o r m l が破壊 さ れ る も の と推測さ れ る ．

ラ ミ ニ ン も 基底膜成分 の
一

つ で あ り
，
ラ ミ ニ ン 分子

は独特 の 十字架構造 を し て い る ． ラ ミ ニ ン は工V 型 コ

ラ ー ゲ ン
，
プ ロ テ オ へ パ ラ ン 硫酸 ，

ナ イ ド ジ ュ ン ら ，

他 の 基底膜成分 お よ び上 皮細胞 の 細胞膜上 の ラ ミ ニ ン

リ セ ブ タ
ー

と の 結合能 を有 し， 基 底膜構造の 保持 に 役

立 っ て い る と 考 えら れ て い る
55 ト 57I

． 好 中球 エ ラ ス タ ー

ゼ に よ る ラ ミ ニ ン の 分解 に つ い て は こ れ ま で に 報告が

ない ． 本研 究に お い て 著者は ラ ミ ニ ン の A 鎖及 び B 鎖

に 対 す る 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 限 定的分解能 を確 認

し
，
ア イ ソ ザ イ ム E l と E 2 と で そ の 分解産物 の

S D S － P A G E 上 の パ タ ー ン に 差が な い こ と を 示 し た ．

従 っ て 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ はIV 型 コ ラ ー

ゲ ン を分 解す

る の み な らず ，
ラ ミ ニ ン の 十 字架構造 を破壊す る こ と

に よ っ て基底膜構造 の 崩壊を促進 して い る も の と想像

さ れ る ．

ラ ミ ニ ン と 並 ん で 結合組織 に 存在す る糖 タ ン パ ク と

し て フ ィ プ ロ ネ ク チ ン が あげ られ る ．
フ ィ ブ ロ ネ ク チ



好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と 炎症

ン は動物細胞表面 や組織体液中 に 存在 し
，
その 生理 機

能 と し て細胞の授乳 伸展 ， 移 軌 増乳 分化な ど細

胞の 基 本的活動 に 関与す る機能 があげ ら れ る
鎚，

． 好 中

球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の 分解 に つ い

て は M c D o n a ld ら
22，

が す で に 報告 し て い る ． 彼 ら は エ

ラ ス タ
ー ゼが 血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン を 限定分解 し ， こ

れ に よ っ て細胞 と細胞間 マ ト リ ッ ク ス と の 相互関係の

環境が変化す る こ と を示 唆 して い る ． 今回 著者は 血凍

フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン の 他 に細胞性 フ ィ ブ ロ ネク チ ン に 対

す る エ ラス タ ー ゼ の 作用 も検討し た ． そ の 結果
，

エ ラ

ス タ
ー

ゼ は血 柴お よ び細胞性 フ ィ プ ロ ネ ク テ ン と も 同

様 に 分解 す る こ と が 示 唆 さ れ た ． 本研 究 に お い て
，

フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分解 で出現 し た分子 畳約 140 K お

よ び 54 K の 断 片 は 分 子 畳的 に M c D o n al d ら の 報

告
訟I
と

一

致 す るが
，
分子 量 11 5 K 及 び 81 K の 断片な ど

彼 らの 報告と 異な る 所見も み ら れ て い る ， こ の 不
一

致

の 理 由は 明ら か で な い が
． 基質の 調製方法 の 差 が関係

し て い る の か も し れ な い ．

好 中球 エ ラ ス タ ー

ゼ に よ る プ ロ テ オ グ リ カ ン の 分解
に つ い て は こ れ ま で M al e m u d ら

卸

， S t a r k e y ら
17，

， お

よ び S c h al k wi jk ら
24，
が 報告し て い る ． M a l e m 。d ら は

エ ラ ス タ ー

ゼ を 含 む 顆粒 画分 を ， S t a r k e y ら と

S c h a lk w ij k ら は精製好中球 エ ラ ス タ ー ゼ を 軟骨 に 作

用 させ る こ と に よ っ て それ ぞれ プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 分

解 を検討 し ， 同酵素の プ ロ テ オ ブリ カ ン の 分解能 を指

摘 し てい る ． 本研究 に お い て 著者は精製 プ ロ テ オ デル

マ タ ン硫 酸を用 い て 好 中球 エ ラ ス タ ー

ゼ の プ ロ テ オ ブ

リ カ ン の コ ア タ ン パ ク を分解す る こ と を S D S － P A G E

上 の バ ン ドの 変化 をも っ て 証明 した ■ こ れ ま で に 好中

球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る プ ロ テ オ ブリ カ ン の 分解 を， 精

製 さ れ た 基質を用 い て検 討し た研究 ほ報告さ れ て お ら

ず
， 本研究 が最初 で あ る ．

最後 に 炎 症 組織 に お け る好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局在

に つ し－て 述 べ る ． 上 述 の よう に i n マit r o に お し－ て エ ラ

ス テ ン を は じめ と し て 種々 の 細胞 間 マ ト リ ッ ク ス 由来
の タ ン パ ク が好 中球 エ ラ ス タ ー

ゼ の 基 質と な り う る こ

とが 示 され た ■ 著 者は 炎症 性病巣 に お け る好 中球 エ ラ

ス タ ー

ゼ の 局在と その 役割 を検討す る目的 で 精製 し た
と 卜好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ に 対す る 単 ク ロ ー ン 抗体 を作

製し た ． 精製 し た抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ 抗体が 好

中球 エ ラ ス タ ー ゼ に 対し特 異 的で あ る こ と は
．
ウ エ ス

タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 に よ り 本抗体 が エ ラ ス タ ー

ゼ

E l と E2 の み に 反応 す る こ と か ら明 ら か で あ る ． また

本抗体 が エ ラ ス タ ー ゼ の ゼ ラ チ ン 分 解活性 をま っ た く

阻害 しな い こ と か ら
， 本抗体 の エ ビ ト プ は 活性 に 関

与 し な い 部位 であ る と 考え られ る ． こ の 抗 エ ラ ス タ ー

1 3

ゼ抗体 を用 い て炎症 組織 に お ける好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ

の 局在 を免疫組織化学的 に 調 べ た ． 好中球 エ ラス タ ー

ゼ の 作 周効果を組織学的 に 検討す る に は エ ラ ス テ ン を
主成分と す る弾性線維 を指標と す るの が適当と考え

，

ま ず弾性線推 の 豊富な肺や血管 に お ける 炎症性病変 を

対象と し た ．

気管支肺炎の 肺組織 で は和気管支壁や肺胞脛お よ び

肺胞中隔に 浸潤 一 乗横 し て い る好中球の 胞体 や細胞外
の 問質に エ ラ ス タ ー

ゼ が 証明 さ れ た ， 好中球 エ ラ ス

タ ー ゼ の 強い 陽性部位 で は 組織 の 破壊 が み ら れ
．
ま

た
， 気管 支壁 や肺胞中隔の 断裂し た弾性線維 に近接し

て エ ラ ス タ ー

ゼが 細顆粒状に 局在 し てい た ． 結節性多

発動脈炎 に お い ても 腸管壁お よ び皮膚の 中 ． 小動脈の

壁内 と動脈周囲 に 浸潤 して い る好中球の 胞体 お よ び細

胞外の 問質 に エ ラ ス タ ー

ゼが 染色さ れ
，
血 管壁の 弾性

線椎が崩壊 して い た ， 肺 や血 管の 細胞間マ ト リ ッ ク ス

は 線維成分 を構成 す る エ ラ ス チ ン と コ ラ ー

ゲ ン
， 線維

成分の 間を 滴た す プ ロ テ オ ブリ カ ン
，
お よ び フ ィ ブ ロ

ネ ク ナ ン や ラ ミ ニ ン な どの 糖タ ン パ ク を主 な 成分と し

て組 み立 て られ て い る 一 今回 の 組織学的お よ び免疫組

織化学的検索 に よ っ て気管支肺炎と結節性多発動脈炎

で好中球 エ ラ ス タ ー

ゼと弾性線維の 崩壊 が共存 し て み

られ た こ と は好中球 エ ラ ス タ ー ゼが これ ら の 炎症性病

変 に お い て実際 に 酵素活性 を発 揮し ， エ ラ ス ナ ン を は

じめ 他の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分を 分解 し て い る こ と

を 示唆 し て い る ． 好中球は エ ラ ス タ ー ゼの 他に カ テ プ

シ ン G
l ．り1引

，
コ ラ ゲナ ー

ゼ
3 川

，
ゼ ラ テ ナ ー

ゼ
3ト 6－
ら の プ

ロ ティ ナ
ー

ゼ や活性酸素も放出す る ． 従 っ て
， 炎症局

所で は これ ら の プ ロ ティ ナ ー

ゼ と活性酸素ら の 協同作

周 に よ っ て組織 の 破壊が さ ら に 進行す る も の と 考え ら

れ る ．

本研究 で は慢性関節 リ ウ マ チ の 活動期 に お ける 好中

球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局在 に つ い て も検討 し た ． 慢性関節

リ ウ マ チ お け る好中球の 役割 に つ い て は い く つ か の 報

告が み られ る
． 梱 卜 殿1
が

， 滑膜 で の 好中球浸潤 が軽度 で

あ る こ と か ら こ れ ま で そ の 役割に つ い て は あ ま り は臼

さ れ て い な か っ た － し か し
， 最 近 ，

V el v a r t と

F e b r
3 い
は慢性関節 リ ウ 1 7 ナ 患者の 関節軟骨に つ い て 抗

ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ抗体 を 剛 －て 免疫組織化学的

検討を行い ， 好中球 エ ラ ス タ ー

ゼが 同疾患 に お ける 関

節軟骨破壊 に 関与す る こ と を示 唆し た ． ま た
， 山 ト

一

朗，

も慢性関節 リ ウ マ チ の 実験 モ デ ル に お い て 関節軟骨破

壊 に 好中球 エ ラ ス タ ー

ゼ が 重 要な役割 を果た す 可能性

を指摘 し て い る ． 本研 究に お い て は増殖し た滑膜内に

浸潤す る 好中球 の 抱体 や関節腰内の 浸出物 に エ ラ ス

タ ー ゼ が 強く 陽性で あ る こ と を確認し た ． 従 っ て好中
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球 エ ラ ス タ
ー ゼ が 関節軟骨破壊 に 関与 して い る よ う に

思わ れる ．

一 方 ， 生体内 に は各種プ ロ テ ィ ナ
ー ゼイ ン ヒ ビ タ

ー

が存 在 し， プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ の 作用 を調節 し て い る ． 好

中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ の イ ン ヒ ビ タ
ー と し て は ば l プ ロ

テ ィ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビタ

ー くぼ l－ 叩 ，
庇 2

－ マ ク ロ グロ ブ リ

ン
，
I n t e r － a －t r y p Si n i n h ib it

o r が 知 られ てお り ，
と く

に ぽ 1
－P l が好 中球 エ ラ ス タ

ー ゼ作用 の90 ％以 上 を担 っ

て い る ． ぽ ．
－P l は血 中 に 20 0

－ 3 0 0 m gノdl の 濃 度 で 存

在 し ，

エ ラ ス タ
ー ゼ と は モ ル 比 が 1 二 1 で 結合す る

弼
．

従 っ て ， 炎症部位で は 好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ に 対 し て

d ．
－ P l が相対的 に 過剰の状態で存在 し て い る と 考え ら

れ て い る ． こ の よ う な条件下 に お い て 炎症局所で好中

球 エ ラ ス タ
ー

ゼ が 作用 す る の は ，
1 1 好申球 と基質 と

の 接触 に よ っ て ぽ l
－ P l 分子 の接近 が妨げら れ る

呵

，
2う

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ 由来 エ ラ ス タ
ー ゼ が ぽ 1 － P l を 分解 す

る
朗－

，
3 1 好中球の 放出す る ス

ー パ ー オ キ シ ドが ぽ 1
－

p l の 活性 を担 う 358 － M e t を M et
－

S ulf o x i d e に 変化 さ

せ る こ と に よ っ て ば 1
－ P l の 活性 が 失わ れ る

6 の
な どに よ

るも の と 考え ら れ て い る － こ の よ う な点 を 考 える と 単

ク ロ
ー ン 抗体 に 反応す る エ ラ ス タ

ー ゼ の 局在 は複雑な

炎症反応 の
一

側面 を明ら か に す る も の に す ぎ な
い のか

も 知れ な い が ， 好 中球 を巻き 込 む病変 の 解析 に は今後

大 い に 役立つ と考 えら れ る ．

結 論

ヒ ト好中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ を精 製 し ， 本酵素の 基質特

異性 を検討 した ． ま た ， 精製 した 好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ

に 対す る 単ク ロ
ー ン 抗体 を作製 し ，

炎症組織 に お け る

本酵素 の 局 在 を免疫組織化学的 に 観察し ， 次 の 結果 を

得た ．

1 ．
エ ラ ス タ

ー ゼ は ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ

ン
，
ア ブ ロ チ ニ ン ア ガ ロ

ー ス
，
か レ ポ キ シ メ チ ル セ ル

ロ ー ス の 3 本の カ ラ ム に よ っ て 2 種 の ア イ ソ ザ イ ム

くEl ， E 2 と命 割 と して精製 さ れ ，
S D S － P A G E 上 各々

分子 量約250 0 0 の 単
一

標晶 と し て泳動 さ れ た ． 本酵 素

の 精製率は E l ニ 2 04 胤 E 2 ニ 1 2 0 倍 で ， 回収 率 は合 わ

せ て23 ％ で あ っ た ．

2 ． 精 製 エ ラ ス タ
ー ゼ は 不 溶性 エ ラ ス テ ン を 分 解

し
，
I 型 コ ラ

ー

ゲ ン の 分子 間架橋や m 型 コ ラ
ー ゲ ン の

分子 鎖 を切断し工V 型 コ ラ
ー ゲン

，
ラ ミ ニ ン ，

フ ィ ブ ロ

ネク テ ン に つ い て も 限定的分解能 を示 した ． さ ら に プ

ロ テ オ グリ カ ン に 対す る 分解能 も確認 され ， 本酵素 の

広 い 基質特異性が 示 さ れ た ．

3 ． 作 製 した 本酵素 に 対 す る単 ク ロ
ー ン抗体 は ，

サ

ブ ク ラ ス 工g G l で ，
ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 よ り

辺

ェ ラ ス タ ー ゼ E l と E2 の み に 特異的に 反応す る こ と

が 示 され た ， ま た ， 抗体は エ ラ ス タ
ー ゼ の ゼ ラ チ ン 分

解活性 を阻害 しな か っ た ■ この デ
ー タ は本抗体 の エ ピ

ト
ー プ が 活性 に 関与 し な い 部位 で あ る こ と を示 し

て い

4 ． 作製 した 単ク ロ
ー ン 抗体を用い て気管剥市炎， 結

節性多発動脈炎お よ び慢性関節 リ ウ
マ チ の ， 炎症局所

に お け る エ ラ ス タ
ー

ゼ の 局在 に つ い て 検 討 した と こ

ろ
，
好 中球 の胞体 の み な らず細胞間質に も陽性 に 染色

され た ． 気管支肺炎 ， 結節 性多発動脈炎で は エ ラ ス

タ
ー ゼ の 分布に

一 致 し て弾性線維 の 崩壊 が み ら れ た ．

以 上の 結果は 好中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ が 炎症局所に お い

て 実際 に 酵素活性 を発揮 し ， エ ラ ス ナ ン を は じ め －
ほ

か の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分 を分解 して
い る こ と を示

唆 して い る ． ま た ， 抗 ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ
ー ゼ が抗体

を 用 い た 免疫組織化学的検索が好中球の 関与す る 各種

疾患の 病態解析 に 有効な手段であ る と考 え ら れた ■
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R el e a s e o f bi ol o gi c all y a c ti v e f r a g m e n t s ． J ． B i ol
．

C h e m ． ， 2 5 5
，
8 8 4 8 ，8 8 5 8 く19 8 肛

23I M al e m u d ， C ． J ． 及 J a n o ff
，
A ． こ I d e n tifi c a ti o n

O f n e u t r a l p r o t e a s e s i n h u m a n n e u t r o p h il g r a n u l e s

th a t d e g r a d e a r ti c ul a r c a rtil a g e p r o t e o gl y c a n ．

A rth riti s R h e u m ．
． 1 8

，
3 6 1 － 3 6 8 り9 75 1 ．

24I S c h a l k wi jk ， J ．
，
J o o s t e n

，
L ． A ． B ． ， V a n d e n

B e r g ， W ． B ． 良 v a n d e P u t t e
，
L ． B ． A ． こ E l a s t a s e

S e C r e t e d b y a c ti v a t ed p o ly m o r ph o n u cl e a r l e u k o c y
－

t e s c a u s e s c h o n d r o c y t e d a m a g e a n d m a t ri x

d e g r a d a ti o n i n in t a c t a r ti c u l a r c a rtil a g e ． A g e n t s



1 6

A cti o n s ， 2 3 ， 5 8 －5 9 く19 8 81 ．

期 D 伊阿礼l d ， 臥 ， R i n d e r
． L 吐 血 i n g ， R ■

，
B r e t ヱ， ロ ．

良 B a g gi oli n i ， M ． こ S u b c e11 ul a r l o c ali z a ti o n a n d

h e t e r o g e n eit y of n e u t
r al p r o t e a s e s i n n e u t r o ph ili c

p o l y m o r p h o n u cl e a
r l e u k o c y t e s ． J － E x p － M e d ．

，
1 4 l ，

7 0 9 －7 2 3 く19 7 5ナ．

2 61 B a u g h ， R ． J ． 及 T r a vi s
，
J ．
ニ H u m a n l e u k o c y

－

t e g r a n ul e el a st a s e ， R a pid i s o l a ti o
n a n d c h a r a c t e r

－

i z a ti o n ． B i o c h e m i st r y ， 1 5 ， 8 3 6
－8 41 く19 7 61 ．

2 71 H e c k ， L ． W ．
，
D a r b y ， W ． L ．

，
H u n t e r

，
F ． A ．

，

B h o w n ， A ．

L

，
M ill e r

，
E ．
J ． 鹿 B e n n e tt

，
J ．
C ． こ

I s ol a ti o n ， C h a r a ct e ri z a ti o n a n d a m i n o －t e r m i n al

a m i n o a ci d s e q u e n c e a n al y s I S O f h u m
a n n e u t r o p

－

h il el a s t a s e f r o m n o r m al d o n o r s ． A n a l ． B i o c h e m ．
，

14 9
，
15 3 ．1 6 2 く1 9 8 51 ．

卿 C r o k e r ， J ．
，
J e n ki n s

，
R ． 皮 B u r n e t t ， D － ニ

1 m m u n o h i s t o c h e m i c al d e m o n st r a ti o n of l e u k o c y t e

el a s t a s e i n h u m a n ti s s u e s ． J ． C li n ． P a th o l ．
，
3 7

，

11 1 4 －1 11 8 く19 841 ．

卿 D a m i a m o
，
V ． V ．

，
T s n a m g ， A －

，
E n ci c h ， U ．

，

A b r a m s
，
W ． R ．

，
R o s e n bl o o m ， J ．

，
E i m b el ， P ．

，

F a ll a h n ej a d ， M ． 鹿 W ei n b a u m ， G ． ニ I m m u n ol o c al
－

i z a ti o n o f el a st a s e i n h u m a n e m p h y s e m a t o u s

l u n g s ． J ． C li n ． I n v e s t ． ， 7 8 ， 4 8 2
－4 9 3 く19 861 ．

3 0ナ D 礼 m i a n o ， Y ． Y ．
，
臥 ci c b

，
口 ．

，
M 血r e r

，
臥
，

L a u d e n sl a g e r ， N ． 鹿 W ei n b a u m
，
G ． ニ U l t r a st ru Ct －

u r al q u a n tit a ti o n of p e r o x id a s e
－

a n d el a s t a s e －

c o rit ai n i n g g r a n u l e s i n h u m a n n e u tr o p h il s ， A m ． J ．

P a th ol ．
，
13 1 ， 2 3 5

－ 2 4 5 く1 9 8 81 ．

3 1ナ V el v a r t ， M ． 鹿 F e h r
，
K ．
ニ D e g r a d a ti o n i n

v i v o of a rti c ul a r c a rtil a g e i n r h e u m a t oi d a rth riti s

a n d j u v e nil e c h r o n i c a rth riti s b y c a t h e p si n G an d

el a s t a s e f r o m p ol y m o r ph o n u cl e a r l e u k o c yt e s ．

R h e u m a t ol ． I n t ．
，
7
，
1 9 5 －2 0 2 く19 8 71 ．

ま2I S k u bit z ， E ． M ．
，
W e h n e r

，
N ． G ． 鹿 G r a y ， B ．

H ． こ P r e p a r a ti o n a n d c h r a c t e ri z a ti o n o f a
m o n o

－

cl o n a l a n tib o d y th a t i n h ib i ts h u m a n
n e u t r o p hil

el a st a s e a c ti v it y ． J ． L e u k o c y t e B i ol ． ， 44 ， 1 5 8
－1 65

く1 9 8 81 ．

3 3I S u n a d a ， H ． 鹿 N a g ai ， Y ． ニ A r a p id m i c r o
－

a s s a y f o r g el a ti o nl y ti c a c ti v it y u s
i n g t ri ti u m

－1 a b el－

e d h e a t －d e n a t u r ed p o l y m e ri c c oll a g e n a s a s u b st
－

r a t e a n d it s a p pli c a ti o n t o th e d e t e cti o n o f

e n z y m e s i n v oI v e d i n c oll a g e n m e t a b o li s m ． J ．

B i o c h e m ．
，
8 7 ， 1 7 6 5 － 1 7 71 く19 8 01 ．

3 41 C h o di r k e r ， W ．
B
リ
B o c k

，
G ． N ． 皮 V a n g h a n ，

辺

J ． H ． ニ I s ol a ti o n o f h u m a n P M N l e u k o c y t e s a n d

g r a n ul e s ． O b s e r v a ti o n s o n e a rl y b l o o d d
il u ti o n a n d

o n h e p a ri n ． J ． L a b ． C li n ． M e d ．
，
7 1

，
9 － 1 9 く19 6 81 ．

3 5I A b s ol o m ， D ． R ． ニ B a si c m e th o d s f o r th e

st u d y o f p h a g o c yt o si s ． I n G
． D － S a b a t o 8 t J ．

E v e r s e くe d s ．J ， M e th o d s i n E n z y m o l o g y ， 1 3 2 ，

p 9 5
－1 8 2

，
A c a d e m i c P r e s s ， I n c ． ， O rl a n d ， 1 9 8 6 ．

瑚 B a n d a
，
M ．

，
W e r b

，
Z ．
及 M c K e r r o w

，
J － H ． ニ

E l a s ti n d e g r a d a ti o n I n L ． W ． C u n n i n g h a m くed ．1 ，

M e th o d s i n E n z y m o l o g y ． 1 4 4 ， p 2 8 8
－3 0 5

，
A c a d e m i c

P r e s s
，
I n c ．

，
O rl a n d ， 1 9 8 7 ，

叩 W eb e r ， K ． 鹿 O s b o r n
，
M ． ニ P r o t e i n s a n d

s o d i u m d o d e c yl s u lf a t e 二 M ol e c ul a r w ei gh t d e t e r
－

m i n a ti o n o n p ol y a c r yl a mi d e g el s a n d r el a t e d

p r o c e d u r e s ． I n H ． N e u r a th ， R ． L ． H il1 8 t L ． L ．

B o e d e r くe d s ．1 ， T h e P r o t ei n s ， V ol l －
，
3 rd e d ．

，

p1 7 9
，2 2 3

，
A c a d e m i c

，
P r e s s t I n c ■ ， N e w Y o rk ， 1 9 7 5 ．

3 81 G o d i n g ， J ． W ．
こ A n tib o d y p r o d u c ti o n b y

h yb rid o m a s ， J ． I m m u n o l ． M e th ．
，
3 9

，
2 8 5 －3 0 8 く19 8 0I ．

瑚 D o u ill a n d ， J ． Y ．
，
H o ff m a n

，
T ． 鹿

H e r b e r m a n
，
R ．
B ． ニ E n z y m e

－1i n k e d i m m u n o s o r b e n t

a s s a y f o r s c r e e n l n g m O n O Cl o
n al a n ti b o d y p r o d u c

－

ti 。n こ U s e o f i n t a c t c ell s a s a n ti g e n ． J ． I m m u n o l ．

M e th ．
，
3 9

．
3 0 6 － 31 6 く19 8 01 ．

4 0I T o w b i n ， H ．
，
S t a e h eli rL ， T 一 息 G o r d o n

，
J ． こ

E l e ct r o p h o r e ti c t r a n sf e r o f p r o t ei n s f r o m p o l y
．

a c r yl a m i d e g el s t o nit r o c ell u l o s e s h e e t s こ P r o c e d u
r e

a n d s o m e a p pli c a ti o n s ． P r o c ． N a tl － A c a d ． S ci －

U S A
，
7 6

，
43 5 0 ．4 3 5 4 く19 7 9ナ．

4 1I B i e t h ， J ． G ． ニ E l a st a s e s こ C a t al yti c a n d

b i o l o gi c al p r o p e rti e s ． I n R ．
P ． M e c h a m くe d －J ，

R e g u l a ti o n of M a tri x A c c u m u l a ti o n ， 1 s t e d ．
，

p 2 1 7
－ 3 2 0

，
A c a d e m i c P r e s s

，
O rl a n d o ， 1 9 8 6 ．

4 2I B al o ， J ． 鹿 B a n g a ， I ． ニ E l a st a s e a n d

el a st a s e －i n h ib it o r ． N a t u r e ， 16 4 ， 4 9 1 く19 4 91 ．

4 3I R o b e r t ， B ．
，
S 21i g e ti ， M ．

，
R o b e r t

，
L －

，

L e g r a n d ， Y ． P i g n a u d ．
G ． 鹿 C a e n

，
J ． ニ R el e a s e o f

el a st o l y ti c a c ti vi t y f r o m b l o o d pl a t e l e t s ■ N a t u r e ，

2 2 7
，
1 2 4 8 －1 2 4 9 く1 9 7 01 ．

4 4I G a r di ， C ． 鹿 L u n g a r e11 a ， G ． ニ I s o l a ti o n a n d

p a rti a l c h a r a c t e ri z a ti o n o f r a t el a st o ly ti c e n z y m e s

f r o m v a ri o u s c ell s a n d ti s s u e s ． A r c h ．
B i o c h e m ．

B i o p h y s ． ， 2 5 0 ， 6 3
－ 6 9 く1 9 8 61 ．

4 5I L a vi e ， G ．
，
Z u c k e r － F r a n kli n

，
D －

，
鹿 F r a n k li n

，

E ． C ． ニ El a s t a s e －t y p e p r O t e a S e S O n th e s u rf a c e o f

h u m a n b l o o d m o n o c yt e s こ P o s sib l e r ol e i n a m yl o id
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f o r m a ti o n ． J ． I m m u n ol ． ， 1 2 5 ， 1 7 5 －1 8 O く19 8 OJ ．

4 6J S e n i o r ， R ■ M ．
，
C a m pb e11 ， E ． J ．

，
L a n d i s

，
J ．

A ．
，
C o x ， F ． R ．

， E u h n
，
C ． 鹿 R o r e n

，
H ． S ． こ

E l a s t a s e of U ．9 3 7 m o n o c yt eli k e c ell s ． J ． C li n ．

I n v e st ．， 6 9 ， 3 8 4 －3 9 3 り98 2I ，

4 7I Fi n e ， R ．
，
C a m pb e11 ， M ． E ． 良 C o lli n s

，
J ． F

．
こ

El a s t ol y ti c a c ti v it y of p e ri ph e r al bl o o d m o n o c y t e s ．

C o n n e c t ． T i s s u e R e s ．
，
1 3

，
2 7 －3 5 り9 瑚 ．

4 8I B a n d a ， M ． J ． 皮 W e r b
，
Z

．
ニ M o u s e m a c r o p h

－

a g e el a s t a s e ． P u rifi c a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n a s

a m e t a ll o p r o tei n a s e ． B i o c h e m ． J ． ， 1 9 3
，
5 8 9 － 6 O5

り98り ．

4 9I G a r di ， C ． 鹿 L u n g
．

a r ell a
，
G ． ニ P u ri c a ti o n a n d

C h a r a c t e ri z a ti o n o f el a s t a s e a c ti vi ty f r o m r a t

al v e ol a r a n d p e ri t o n e al m a c r o ph a g e s ． A r c h ．

B i o c h e m ． B i o ph y s ． ， 25 9 ， 9 8
－1 0 4 u 9 8 7I ．

5 0I L a e k e ， D ． S －
，
H o r n b e c k

，
W ．

，
B r e c h e mi e r

，

D ．
，
R o b e r t

，
L ． 及 P e t e r s ， T ． J ． ニ P r o p e rti e s a n d

S u b c ell u l a r l o c a li z a ti o n of el a s ta s e －1ik e a c ti vi ti e s

Of a r t e ri a l s m o o th m u s cl e c ell s i n c u lt u r e ． B i o c h ．

i m
．
B i o p h y s ． A c t a ．

，
7 6 l ， 4 1

－ 4 7 く1 9 8 3J ．

5 リ Z ei d el ， M ．
，
N a k a g a w a ， S ．

，
B i e m pi c a ， L ． 及

T a k a h a s h i
，
S － ニ C o ll a g e n a s e a n d el a st a s e p r o d u c t

－

i o n b y m o u s e m a rn m a r y a d e n o c a r ci n o m a p ri m a r y

C ul t u r e s a n d cl o n ed c ell s ． C a n c e r R e s ． ， 4 6
，

6 4 3 8 －6 44 5 く19 8 6 1 ．

5 2ナ Si n h a ， S ．
，
W a t o r e k

，
W
，
K a r r

， S ．
，
G il e s

，
J ．
，

B o d e
，
W

． 8 t T r a v i s
，
J ． ご P ri m a r y s tr u c t u r e o f

h u m a n n e u t r o p hil e l a s t a s e ． P r o c ． N a tl ． A c a d ． S ci ．

U S A
，
8 4

， 2 2 2 8 －2 2 3 2 く19 8 7ナ．

5 3I Y a s u t a k e ， A ． 鹿 P o w e r s
，
J ． C ． ニ R e a c ti v it y

Of h u m a n l e u k o c y t e el a s t a s e a n d p o r ci n e p a n c r e a
－

ti c el a s t a s e t o w a rd p e p tid e 4
－

n it r o a nili d e s c o n t a i n ，

1 n g m O d el d e s m o si n e r e sid u e s ． E vi d e n c e th a t

h u m a n l e u k o c y t e e l a s t a s e i s s el e c ti v e f o r c r o s s ．

1i n k e d r e gi o n s o f e l a s ti n ． B i o c h e mi s t r y ， 2 0 ，

3 6 7 5 －3 6 7 9 く19 8 い．

瑚 T s h e s c h e
，
H ．

，
F ed r o w it z

，
J ．
，
K o h n e r t

，
M
，

M a C a r t n e y ， H ． W ．
，
M i c h a eli s

， J ．
，
K u h n

，
K ． 及

W i e d e m a n n
，
H ． こ I n t e r s ti ti a l c oll a g e n a s e ． g el a ti n－

a s e a n d a s p e cifi c t y p e I V I V くb a s e m e n t

m e m b r a n eJ c oll a g e n d e g r a d i n g p r o t ei n a s e f r o m

h u m a n l e u k o c yt e s ． h 7 H ． T c h e s c h e くe d ．1 ， P r 。t e in ．

a s e s in I n fl a m m a ti o n a n d T u m o r I n v a si o n
，
R e v i e w

A r ti c l e s ． p 22 5 －2 4 4 ， W al t e r d e G r u y t e r ， B e rli n ， 1 9 8 6 ．

5 5J Ti m pl ， R ． 息 R o h d e r
，
H ． ニ L a m i n i n －

a gl y c o
－

1 7

P r O t ei n f r o m b a s e T n e n t n l e m b r a n e s ． J ． B i ol ．

C h e m ．
，
2 5 4

，
9 9 3 3 －g9 3 7 り97 9J

5 6J A m e n t a ， P ． S ．
， G a y ， S ．

，
V a h e ri

，
A 鹿

M a r ti n e z － H e r n a n d e 21
，
A

， ニ T h e e x tr a c ell ul a r

m a t ri x i s a n i n t e g r a t e d u n it こ U lt r a st r u c t u r al

l o c a li z a ti o n o f c o ll a g e n ty p e s I ， III ． I V ， V ． V工，

fib r o n e c ti n
，
a n d l a mi ni n i n h u m a n t e r m pl a c e11 t a ．

C oll a g e n R el ． R e s ． 6 ， 12 5
．1 5 2 く19 8 61

5 7I H a k o m o ri
，
S ．

，
F u k u d a

，
M ．

，
S e k i g u c h i ， K ．

及 C a r t e r
，
W

． G ． こ F i b r o n e cti n
．
l a mi n i n

， a n d o th e r

e x t r a c ell u l a r gl y c o p r o t ei n s ． 1 n K ． A ． P i e z 8 E A ． H
．

R e d di くe d s ．I ， E x t r a c e11 u l a r M a t ri x B i o c h e m i st r y ，

p2 2 9
－ 2 7 6

，
E I s e v i e r

，
N e w Y o rk ， 1 9 84 ．

5 即 M u r pIl y ． ロ11 ri c b ， J ． E ． 及 M o s h e r
，
D ． F ． ニ

Fi b r o n e c t in a n d d i s e a s e p r o c e s s e s ． I n J ． U it ，

t o 8 E A ． J ． P a r ejd a くe d s ．ラ， C o n n e c ti v e
，

1
1

i s s u e

D i s e a s e ， p4 5 5
－4 7 3

，
M a r c el D e k k e r ． I n c ． ． N e w

Y o rlく
，
1 9 8 7 ．

5 9ン R o s e n bl o o rn
，
J ． ご B i o l o g y o f D e s e a s e ． E l a st ．

i n 二 R el a ti o n o f p r o t ei n a n d g e n e st r u c t u r e t o

di s e a s e ． L a b ． I n v e st ．， 5 l
，
6 05 －6 2 3 り984 1 ．

6 0I B e n d e r ， J ． G ．
，
V a n E p p s ， D ． E ．

，
S e a rl e s

，
R

．

及 W illi a m s
，
J r ． R

． C ． ニ A lt e r e d f u n c ti o n of

S y n O V i al fl uid g r a n ul o c y t e s i n p a ti e n t s w i th a c u t e

i n fl a m m a t o r y a r
．

th riti s ニ E v id e n c e f o r a c ti v a ti o n of

n e u t r o p h il s a n d its m e d i a ti o n b y a f a c t o r p r e s e n t

i n s y n o v i a l fl u id ． I n fl a m m a ti o n ． 1 0
，
4 43 －4 5 3 u 9 8 61 ．
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