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慢性関節リ ウ マ チ滑膜細胞由来 m a t ri x m e t a ll o p r o t ei n a s e 2

くゼ ラ テナ ー ゼ1 の 性質と活性化機構

金沢大 学医学部整 形 外科学講座 く主 任 二 野村 進数掛

安 井 厚

く昭 和6 3 年7 月 6 日受付I

M a t ri x m e t all o p r o t ei n a s e 2 くM M P －21 の 性 質と活性 化機構 を解明 す る た め に ，
マ ク ロ フ ァ

ー ジ

調 整培地 で 処理 し た R A 滑膜 細胞 培養 液 よ り 4 つ の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 滞 在 型

M M P ． 2 を精製 した ． 精製 され た潜在型 M M P －2 は
， 還元 ， 非還元状態 に か か わ ら ず，

S D S － ポ リ アク

リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動 に お い て 分子量74
，
00 0 の単 一

な バ ン ド と し て 観 察 さ れ た ， M M P －2 の 活性 は

e th yl e n e d i a m i n e t e t r a a c e ti c a ci d くE D T A l ，
1

，
1 0

－

フ ェ ナ ン ス ロ リ ン 及 び ti s s u e i n h ibi t o r of

m e t all o p r o t ei n a s e くT 工M Pl に よ り阻害さ れ た が
，

シ ス テイ ン プ ロ ティ ナ ー ゼ
，

セ リ ン 宛 テ ィ ナ
ー ゼ

及 びア ス パ ラ ギン 酸 プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ阻害剤で は阻害さ れ な か っ た － 1 JL g の M M P－2 は37

0

C で I 型 ゼ ラ

チ ン を 25 ．5 FL gl m i n 分解す る他 ，
プ ロ テ オ グ リカ ン と エ ラ ス テ ン を それ ぞ れ 20 n gノm i n と 8 n gl m i n 分

解 した ． さら に
，
3 2

0

C に お い て 押 塾及 び V 型 コ ラ ー ゲ ン を
，

ま た
，

3 7
0

C で ラ ミ ニ ン を 分解 し た ． しか

し
，

フ ィ プ ロ ネク ナ ン や 王 型 コ ラ ー ゲ ン に 対 す る活性 はみ られ なか っ た ．
こ れ らの 結果は

－
M M P －2 が

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ との 協同作用 に よ り問質性 コ ラ

ー

ゲ ン を分解 す る ば か りで な く ， 基 底膜構成々 分の 破壊 に

も 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る 可 能 性 の あ る こ と を 示 唆 し て い る ． 潜 在 塾 M M P －2 は 1 ．O m M

N H T P h ． H g
． A c と3 7

0

C で 5 分間作用 さ せ る こ と に よ り最も 強く 活性化さ れ た － N H 2
－ P h ． H g

－ A c に よ る

満性化後 その 活性 は不安 定 で あ り ，
N H 2

－ P b ． H g
． A c を除去後 も同様で あ っ た ． 1 ■

O m M N H T P h － H g
－ A c

に よ る活性化後 ． 潜在 型 M M P －2 は 還元状 態で 分子 量67 ，
0 0 0 の活性型 M M P ．2 に 低分子 化 し

一
次 い で よ

り小 さな フ ラ グメ ン ト に 分解 され た ． N H 2
－P h － H g

－ A c に よ る滞在型 M M P －2 の 低分子 化 は温度依存性で

ぁ り ，
E D T A の存在 に よ り完全 に 阻害 され た ． ま た ， トリ プ シ ン

，
プ ラ ス ミ ン

，
ト ロ ン ビ ン

， 好 中球エ

ラ ス タ ー ゼ及び好 中球 カ テ プ シ ンG な どの 蛋白分解 酵素 は潜在型 M M P－2 を活性 化し なか っ た ． これ ら

の デ
ー

タ は
，
潜在型 M M P －2 の 酒性 化が 蛋白分解酵素 に よ る限定分解 で は行わ れ ず

，
酵 素 蛋白 の コ ン

フ ォ メ
ー シ ョ ン を変化 させ る何 らか の 因子 に よ り 生ずる こ と を強 く示 唆 し て い る ■

K e y w．o rd s m e t all o p r o t e in a s e ， C h a r a c t e riz ati o n
，

a C ti v a ti o n
，

r h e u m a t oid

a r t h rit is
，
S y n O Vi a l c e11s

慢性 関節 リ ウ マ チ くrh e u m a t o id a rt h riti s
，
R A l

は
， 抗原 一 抗体複合体 を起 炎物質 と し て 慢性増 殖性

滑膜炎 を生 じ
，

そ の 結果関節軟骨 や 関節 周 囲組織 が

破壊 され る 疾患で ある ． R A に お け る 関節 軟骨破 壊

に は
，
炎症性細胞に 由来 す る活性 酸素 や 荷 重 に よ る

機械 的ス ト レ ス な ど種 々 の 因子 が 関与 す る が
，

そ の

細胞間 マ トリ ッ ク ス構成 々 分の 分解 に は 蛋白 分解酵

素が 主 役 を演 じ ると 考 え られ て い る
1－

． こ れ らの 蛋白

分 解 酵 素 の う ち 金 属 依 存 性 蛋 白 分 解酵 素で あ る

m a tri x m e t all o p r o t ei n a s e くM M Pl は
， 培養滑膜細

胞 に よ り合 成 ． 分泌 さ れ る こ とや
， 関節 構成組織に

存 在す る ほ と ん どす べ て の 細胞 間 マ ト リ ッ ク ス 成分

を分解 し得 る こ と か ら
，

R A に お け る 関節破壊 に重

要な 役割 を果た す と 推定さ れ て い る ． 培養 R A 滑膜

A b b r e v i a ti o n s こ D I F P
，

diis o p r o p y l fl u o r o p h o sp h a t e i D M E M
，

D ulb e c c o
，

s m odified

E a gl e
，

s m e di u 町 E D T A
，

e th y l e n e di a m in et et r a a c eti c a cid i E H S
，
E n g elb r et h － H ol m

－S w a
－

r 町 M M P
，

m a t ri x m e t a ll o p r o t ein a s e i P A G E
， p Ol y a c r y l a m id e g el el e c t r o p h o r e sis i



慢性関節 リ ウ マ チ 滑膜細胞由来 ゼ ラ テ ナ ー ゼ

細胞に 由来す る M M P に は現 在ま で に 3 種類が 区別

されて お り
，
M M PTl は コ ラ ゲナ ー ゼ

213l

，
M M P －2 は

ゼラ テ ナ
ー

ゼ
4，51

，
M M P－3

6，

は p r o t e o gl y c a n a s e
刀

ある

い は St r O m el y si n
即

と 呼 ば れ る 酵 素 に 相 当 す る ．

M M P －3 は軟骨 プ ロ テ オ ブ リ カ ン や フ ィ ブ ロ ネ ク テ

ンの ほか 基底膜構成々 分 で あ る1V 型 コ ラ ー ゲ ン や ラ

ミ ニ ン を分解 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
6 けI

．

一 方 ，

M M P －1 は問質性 コ ラ ー

ゲ ン で ある I
，
工工

，
工Il コ ラ ー

ゲン を その 分子 の ア ミ ノ 末端か ら3ノ4 の 部位 で特異的

に分解す る ほ か
， 軟骨 に 存在す る X 型 コ ラ ー ゲ ン を

2 カ所で 分解 す る と報告さ れ て い る
9I

． こ れ ら コ ラ ー

ゲンの 分解産 物 は
， 3 7

0

C く体温フ で その らせ ん構造 を

失い ゼラ チ ン に 変性す る ． M M P －2 は
，

この ゼ ラ チ ン

を小さ い ペ プ チ ド に 分解す る こ と に よ り コ ラ
ー

ゲ ン

分子 の 分解 に 重 要な 役 割 を演 じ る と 報 告さ れ て い

る
10I

．

M M P －2 は
，

こ れ ま で ヒ ト皮膚
41

，

ヒ ト好中球
11

及 び

ウサ ギ骨
5
切 培養液 よ り精製さ れ そ の 性質の

一 部が 明

らか と な っ て い る が
，

R A 滑膜細胞 由来 の M M P －2

はい ま だ精製さ れ て お らず
，

そ の性 質 に つ い て は 十

分に解明され て い な い ． ま た
，
M M P － 2 は潜在塾 酵素

として 分泌 され細 胞外で 活性化 を受 け る が
，

そ の 活

性化磯構 に つ い て は 全 く 不明 で ある ．

本研究 で は
，

R A 滑膜 細 胞 培 養液 か ら 滞 在 型

M M P －2 を単 離精製 し
，
本酵素の 性 質 と 活性化 機構

の解明 を試み た ．

材料 お よ び方法

工
． 実験材料

アク リル ア ミ ド
，

ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
，

エ チ レ ン

ジアミ ン 四 酢酸四 ナ ト リ ウ ム くe th yl e n e d i a mi n e t e t r
－

a a c eti c a cid
，
E D T A I ，

ヨ
ー

ド ア セ ト ア ミ ド 及 び

S O di u m d o d e c yl s u lf a t e くS D Sl は和光純 薬よ り 購入

し た ． 4 －

a m i n o p h e n yl m e r c u ri c a c e t a te くN H 2
－P h －

H g
． A cl ，

1
，
1 0山 フ ェ ナ ン ス ロ リ ン

，
ジイ ソ プ ロ ピ

ル フ ル オ ロ リ ン酸 ，
ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド

，
N － エ

チル マ レ イ ミ ド
，

2 －メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
，

ペ プ

スタテ ン A
，

フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ プ

ラス ミ ノ ー

ゲ ン
，

ス ト レ プ ト キナ ー ゼ
， ト リ プ シ ン

，

トリプ シ ン イ ン ヒ ビ タ
ー

，
ト ロ ン ビ ン 及 び ト ラ ン ス

フ ェ リ ン くじ 卜1 は Si g m a 社 くS t ． L oi s
，
U ． S ． A ．1

より購入 し た ． Y M －1 0 メ ン ブ ラ ン
， 限外濾 過装 置と

G r e e n A D y e m a tr e x ゲ ル はア ミ コ ン社製 くD a n v e r s
，

75 1

U ． S － A －1 の も の を 使 用 し た ． ま た
，

S e ph a d e x

G －1 0
，
D E A E － セ ル ロ ー ス及 び A ffi － G el －1 0 は それ ぞ れ

P h a r a m a ci a F i n e C h e m i c al 社 くS w e d e nJ ， W h a
－

t m a n 社 くE n gl a n d l 及び Bi o
－ R a d 社 くRi c h m o n d

，

U ． S ． A ．j よ り購入 し た ． 仁1
－

C
14

コ 無水酢酸，

1 25
I 及

び 亡2
，

3 －
3
Hコ プ ロ リ ン は A m e r sh a m J a p a n 社

くT o k y ol よ り
，

ま た 仁
3
Hコ ヨ

ー

ド酢 酸 は N e w

E n gl a n d N u cl e a r 社 くU ． S ． A ．1 よ り購入 し た ．

プ ロ テ オ グ リ カ ン
，

エ ラ ス テ ン 及 び ラ ミ ニ ン は

D r － N a g a s e くK a n s a s M e d i c a l S c h o o l
， 米 国j よ り ，

E n g elb r e th ． H ol m
－S w a r m くE H SI 肉腰 由 来I V 塾 コ

ラ ー ゲ ン は D r ． K u r k i n e n くR W J － M e di c al S c h o ol
， 米

国う よ り ， 好中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ とカ テプ シ ン G は D r ．

T r a v i s くG e o r gi a 大学 ， 米国J よ り提供 を受け た ． ま

た
，

T i s s u e i n hi bi t o r o f m et all o p r o t e in a s e s

くT I M P I は 愛知学 院大学歯学部 判l は 郎 教授 よ り
，

ヒ ト血清 由来 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン は本学第 一 病理 河原

栄先生 よ り恵与 され た ．

マ ク ロ フ ァ
ー ジ調整培地 は ，

M ai n a rd i ら
121

の 方法

に 従 い 作製 した ． す な わ ち成熟 ウサ ギ く2 へ 2
．5 K gう

の 耳介静脈 に 0 ．2 m l の F r e u n d 完全 ア ジ ュ バ ン ド を

注射 2 遇 後 に 屠 殺 し
，

肺 胞 中 に 遊 走 し た マ ク ロ

フ ァ
ー ジ を ハ ン ク ス 液で肺胞 を洗浄 す る こ と に よ り

採取 し た ． こ の マ ク ロ フ ァ
ー ジ を0 ． 2 ％水酸化 ラ ク ト

ア ル ブ ミ ン くGib c o ． N e w Y o r k
，
U ． S ． A ．1 を含 む無

血 清 D u lb e c c o
，

s m o d ifi ed E a gl e
，

s m e di u m 仁D －

M E M e Fl o w L a b o r a t o ri e slコで 培養し
，

この 培養液

をア ミ コ ン 限外濾過装置 で50
－

70 倍 に 濃縮 しセ マ ク

ロ フ ァ
ー

ジ調整培地と し て用 い た ．

ラ ッ ト卵黄褒由来IV 型 コ ラ ー ゲ ン の 標識 は胎 齢14

日 の ラ ッ ト卵黄襲を 亡2
，
3 欄コ プ ロ リ ン く70ノJ C iノm ll

を含 む無血 清 D M E M 培地 C O ．1 m M ア ス コ ル ビ ン

酸
，
5 0 0ノノ gノm l フ マ ル 酸ベ ー タ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ニ ト

リ ル 及 び0 ． 2 ％水酸化 ラク トア ル ブ ミ ン を含 むう で1 2

時 間培 養 し て 行 な い
，

こ の 培 養 液 を硫 安 沈 殿 法

く30 ％飽和度う で 濃縮 し て 用 い た ．

H ． R A 滑 膜 細胞培 養液の 調整

R A 滑膜細胞 は
， 金沢大学医学 部付属病 院 と そ の

関連病院の R A 患者よ り ， 人 工 関節置換術や 滑膜切

除術 の 際 に 採取 し た ． D a y e r ら
13，

の 方法 に 従 い
，

R A 滑膜組織 よ り初代培養細胞 を得た ． す な わ ち
， 摘

出し た R A 滑膜組織 を す み やか に 無菌的 に ハ サ ミ で

細切 し
，
4 m gl m l の 細胞分散用 コ ラ ゲナ

ー

ゼ E c oll a
一

P M S F
， p h e n y l

－ m et h a n e s ulf o n yl fl u o rid e i R A
，

rh e u m a t oid a r th riti s i S D S
，

S O d i u m

d od e c y l s ulf a t e ニ T I M P
，
tis s u e in hibit o r o f m e t a llo p r o t e in a s e s ．



7 5 2

g e n a s e く和光純薬H で37
q

C l 時間処 理 数 さ ら に

0 ． 2 ％ トリ プ シ ン液 E T r y p si n
－ E D T A くG ib c olコ 中で

室温 1 時間処理 した ． こ の細胞 浮遊 液 を ス テ ン レ ス

製 メ ッ シ ュ で 濾過 し ， 得 ら れ た 細 胞 を10
6

ハ リ 1 0
7

個ノ

25 c m
2

組織 培養 フ ラ ス コ の 濃度 で ． 1 5 ％牛胎 児血 清

くGib c ol を含 む D M E M 液で 単層培養 した ■

初代培養細胞 が コ ン フ ル エ ン ト に 達 し た後 に トリ

プ シ ン で 剥離 し
， 初代培養 と同様 な 条件 で組 織培 養

用 フ ラ ス コ 内 に 継代培 養し た ． 継 代 第
一

代 の 培 養細

胞が コ ン フ ル エ ン トに 達す る直 前 に 培養 液 を 捨 て ハ

ン ク ス 液で 3 回洗浄 した ． 次い で0 ． 2 ％水酸化 ラク ト

ア ル ブ ミ ン を含む無血 清 D M E M 培 地に 換え ， 濃 縮

した マ ク ロ フ ァ
ー ジ調 整培 地 を10 0 倍 希釈 で 添カロし

た ．
マ ク ロ フ ァ

ー ジ調整培地添加 5 日 後 に 培養 液 の

一 部を採取 し
，

ゼ ラチ ン 分解活性 を 測定 し た ■ 十 分

なゼ ラ チ ン 分解活性の 認め られ た 培 養液 を
－

2 0
0

C で

凍結保存 し
，
潜在型 M M P －2 の 精製材料 と し た －

11l ． 酵素活 性の 測 定

各精製過程 に お い て
，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ 活 性 ，

ゼ ラ ナ

ナ
ー ゼ活性及 び トラ ン ス フ ェ リ ン 分 解活 性 くM M P －

．3 括 働 を測定 し た ．
コ ラゲ ナ

ー ゼ と ゼ ラ チ ナ
ー ゼ

活性 は ，
そ れ ぞ れ C a w st o n ら

川
と H a r ri s ら

1 0，
の 方法

に 従 っ て ア ツ セ イ し た ． モ ル モ ッ ト 皮膚 よ り I 型 コ

ラ ー ゲ ン を精製 し ，
G i s sl o w ら

15

め 方法 に よ り
1 4

C 一 無

水酢 酸で標識 した コ ラ ー ゲ ン と そ の 熱変 性 く60
0

C 3 0

分間処理つ した ゼ ラチ ン を基質 と して 用い た ■ ま た
，

M M P － 3 清性 は O k a d a ら
6

切 方法に 従 い ヒ ト ト ラ ン

ス フ ェ リ ン を亡
3

Hコ ヨ
ー

ド酢酸 で標識 し た ド即 標識

カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リ ン くC m － T fl を

基 質 と し て ア ツ セ イ し た ． ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ 活性 は

1 ．O m M N H T P h － H g
－ A c の存在下 で ア ッ セ イ し た ． ま

た
，

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 と ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活 性

は 1
．
5 m M の N H 2

－P h － H g
－ A c の存 在下 で ア ツ セ イ し

た ． 1 単位の ゼラ テ ナ
ー

ゼ
，

コ ラ ゲ ナ ー ゼ 及 び ト ラ

ン ス フ ェ リ ン 分解活性 は ， そ れ ぞ れ の 基質 を37
0

C に

お い て 1 分間に 1 ル g 分解 す る こ と を 意味す る ■

N ． 基質特異性 の 検討

精製 さ れ た 潜 在 型 M M P － 2 を 1 －O m M N H 2
－ P h －

H g
－ A c 処理 く37

0

C 5 勺 1 0 分間う で 活性化 し
，
3 7

0

C に

お ける プ ロ テ オ グリ カ ン と エ ラ ス チ ン 分 解活性 を そ

れ ぞ れ N a g a s e ら
16，
と Y u ら

1 n
の 方法 で 測定 した ．

た
， 酵素 を同様の方法で 活性化後 ，

3 2
0

C で
，
1 Y 型 と V

型 コ ラ
ー

ゲ ン に作 用 させ て そ の 分解産物 を S D S －

p O IT

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P A G El に て分析

した ． さ ら に
，

ラミ ニ ン と フ ィ プ ロ ネ ク ナ ン の 3 7
0

C

に お ける 分解活性 を同様 の 方法で 検討 した ■

V ． S D S － ポ リア ク リル ア ミ ド電 気 泳 動 くS D S ．

P A G 別 法

各精製段階の 試料 に つ き 1 ％2
－ メ ル カ プ ト エ タ

ノ ー ル に よ る還 元 あ る い は非 還元 状態 で L a e m m li

ら
18

切 方法に 従っ て電気泳動 し た ． 泳動後 ゲ ル を50 ％

メ タ ノ ー

ル で 固定後 ，
W r a y ら

19

切 方法 で銀染色を施

し観 察 し た ． ま た
，

精 製 さ れ た 潜 在 型 M M P ．2 を

F r a k e r ら
201

の 方法 に 従 っ て
125
I で ラ ベ ル し

， 活性化

に 伴う 分 子 量 の 変化 を S D S － P A G E 後 の オ
ー

トラ ジ

オ グ ラ フ イ
ー で観察 し た ．

VI ． 滞在 型 M M P － 2 の 精製

精 製 は す べ て 4
0

C で 行 い
，

ゼ ラ チ ン 分解 活性は

1 ．O m M N H T P h － H g
－ A c 存在下で3 7

O

C で 3 時間ア ッ

セ イ し た ． ま た
，

M M P －1 と M M P － 3 活性 は
14

C コ

ラ ー ゲ ン と 丹H － カ ル ポ キ シメ チ ル 化 ト ラ ン ス

フ ェ リ ン を基質 と し て 1 ．5 m M N H T P h － H g
－ A c の存

在 下 で 37
0

C で 2 － 5 時 間 ア ツ セ イ し た ． 潜在型

M M P － 2 精製の た め の 最初の 3 段 階は ，
O k a d a ら

句
に

よ っ て報告 され た M M P －3 精製法に 準 じて行 っ た ．

第 1 段 階 こ R A 滑膜 細 胞 培 養 液 く24 0 m り を
，

Y M －1 0 メ ン プ レ ン を装着 し た ア ミ コ ン 限外濾過装置

で 37 m l く6 ． 5 倍う に 濃縮 した ． こ の 濃縮 した培養液

か ら グ ル コ ス ア ミ ノ グリ カ ン を 除去 す る 目 的で
， 試

料 を緩衝液 く50 m M T ri s
－ H C l

， p H 8 ．
O 10 ．1 5 M N a Cll

u

M

O ．

u

，
．

．

．
．

．

j

F i g ． 1 ．
G r e e n A D y e m a t r e x g ei c h r o m a t o g r a p h y

仁st e p 21 ． T h e u n b o u n d f r a c ti o n s o b t a in e d f r o m

D E A E －

C e ll u l o s e c ol u m n く1 3 3 m ll w e r e p o ol e d

a n d a p pli e d t o a c o l u m n o f G r e e n A D y m a t r e x

g el c h r o m a t o g r a ph y く2 ．5 x 8 c m l e q uilib r a te d

w ith 5 0 m M T ri s － H C l
， p H 7 ．

51 0 ．1 5 M N a cl1

1 0 m M C a C I J O ．0 2 ％ N a N み T h e e n z y m e s W e r e

el u t e d w ith O ．3 M N a C l a n d 2 M N a C l i n th e

c 。1 u m n b u ff e r c o n t ai ni n g O ．0 5 ％ B rij3 5 ． T h e

di st ，ib u ti 。n O f A 28。 く
■ ． ．1 ， g el a ti n o ly ti c く中1 ，

c oll a g e n ol y ti c く0 1 a n d C m
－ T f－d e g r a di n g

a c ti v it y くA l a r e s h o w n ． T h e f r a c ti o n i n d i c at－

e d w e r e c o m b i n ed f o r f u r th e r p u rifi c a ti o n －

l
一
t



l 慢性関節 リ ウ マ チ 滑膜細胞 由来 ゼ ラ テ ナ ー ゼ

5 m M C a C IJ O ． 0 2 ％ N a N ，l で平衡化 し た D E A E セ

ル ロ
ー ス カ ラ ム く2 ． 5 X 8 c m う に か け た ． こ の カ ラ ム

ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に よ り潜 在型 M M P － 1

， 潜 在型

M M P － 2 及 び潜在型 M M P ． 3 は素通り 分画中 に 回 収

され ， 潜在型 M M P － 2 の 回 収率は91 ％で あ っ た ．

第2 段 階二 D E A E セ ル ロ ー ス カ ラ ム の 素通 り 分画

口33 m u を緩衝 液 く50 m M T ri s
－ H C l

， p H 7 ．5ノ0 ．1 5 M

N a C ll 1 0 m M C a C1 21 0 ． 0 2 ％ N a N 31 で 平 衡 化 し た

G r e e n A D y m a t r e x ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

く2 ． 5 X 馳 m う に か けた ． 図1 に 示 す如く ， ほと ん ど

の 蛋白 は こ の カ ラ ム に 結 合 し な い が
，

潜 在 型

M M P －1
， 滞在型 M M P －2 及び潜在型 M M P － 3 の 3 つ

の 酵素は 吸 着 し た ． カ ラ ム を 同緩衝 液 で 洗 浄 後 ，

0 ．3 M N a Cl と 2 M N a C l を 含 む 緩 衝 液 く50 m M

T ri s
－ H C l

， p H 7 ．5ノ10 m M C a C I J O ． 0 5 ％ B rij3 5ノ

0 ．0 2 ％ N a N 3う に よ り順次 こ れ ら酵素 を溶 出し た ． 潜

在型 M M P －2 と 潜在 型 M M P －3 の 大 部 分 は 0 ．3 M

N a C l に よ り溶出さ れ た ． ま た ， 潜在型 M M P －1 活性

は 0 ．3 M N a C l で徐 々 に 出現 し
，
2 M N a C l に よ っ て

完全に 溶出さ れ た ． 前者 の 溶出分画 分 くフ ラ ク シ ョ

ン30
－ 4 8

，
8 6 m り を合わ せ て 次 の 精製段 階の 材 料 と

した く図1 う． こ の 段階 で の 滞在型 M M P － 2 の 回収率

は86％で あ り ，
2 2 倍 に 精製さ れ た く表 り ．

第3 段階こ G r e e n A D y m a tr e x ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ

トグ ラ フ ィ
ー

に よ っ て 得 ら れ た 試料 く86 m り を ．

50 m M T ri s － H C l
， p H 8 ．O1 0 ．6 M N a Clノ5 m M C a CI zノ

0 ．05 ％ B rij3 5 J
I
o ． 0 2 ％ N a N 3 の 綬衝液 で 平 衡化 し た

Affi － G el － ゼ ラ チ ン カ ラ ム く1 x 8 c m l に か け た ． ほ

とんどの 滞在型 M M P －1 と M M P －3 活性 は素通 りす

る の に 対し
， 潜在塾 M M P －2 は こ の カ ラ ム に 吸 着さ

れた く図2 う ． 滞在型 M M P －2 は 5 ％の ジ メ チ ル ス ル

フ ォ キ シ ド を 含 む 同 緩 衝 液 で 溶 出 さ れ ， 潜 在 型

M M P －3 と 完 全 に 分 離 さ れ た く図 2 う ． 潜 在 型

M M P － 2 分 画分 くフ ラ ク シ ョ ン37
－

4 1
，
9 ．5 m ll の 回

T a bi e I ． P U R I F I C A T I O N O F P R O M M P－2

7 53

収率は75 ％ で4 1 5倍 に 精製 され た く表 り ．

第 4 段階 ニ A ffi － G el － ゼ ラチ ン ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

に よ り得 られ た 滞在型 M M P －2 分画分 く9 ，5 m ll を

20 m M T ri s
－ H C l ， p H 7 ．51 2 0 m M N a C l15 m M C a C IJ

O ． 0 5 ％ B rij3 51 0 ． 0 2 ％N a N 3 の 緩衝液 に 十分透析後 ，

同緩 衝液 で 平衡 化 し た D E A E セ ル ロ
ー

ス カ ラ ム

川． 7 X l O c m う に か け た ． 図3 A に 示す よう に
，

カ

ラ ム に 吸 着 した潜在型 M M P ．2 を ，
0 ．0 2 M N a C l か ら

0 ．6 M N a C l の濃度勾配を も つ 旗衝液で溶 出し た ． 潜

は

帥

陀

．

．

．
．．

．
．

．

曾
－

Y

一

塁
三

＋
．

－
1
1
，

t
壬

－

蔓
り

棚

1 0 か カ 4 0 5 0

わ d 如 鵬 I 細 山叫

Fi g ． 2 ■ A ffi － G el －

g el a ti n c h r o m a to g r a p h y くS t e p 3J ．

T h e p o ol f r o m G r e e n A D y m a t r e x c ol u m n

く86 m り w a s c h r o m a t o g r a p h e d o n a c ol u r n n o f

A ffi － G el －

g el a ti n く1 x 8 c m l e q u ili b r a t e d w ith

5 0 m M T ri s － H C l
， p H B ．O1 0 ．6 M N a CI J

I
5 m M

C a C I J O ． 0 5 ％ B rij3 5ノ0 ．0 2 ％ N a N 3 ． T h e a b s o r ．

b e d g el a ti n ol yti c a cti vi ty 細り w a s el u t ed w it h

th e c o l u m n b u ff e r c o n t ai n in g 5 ％ di m e th yl s ul －

f o x id e tD M S O H vI vl ． T h e di s t rib u ti o n o f A 2B。

く． ． ■1 ， C Oll a g e n o l yti c くOI a n d C m
－ T f－d e g r a d i n g

a c ti v ity くA l a r e sh o w n ． T h e f r a c ti o n s i n di c－
a t e d w e r e c o m b i n e d f o r f u r th e r p u rifi c a ti o n ．

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

p r o t ei n a c ti v ity a cti vi ty

くA 2 8 01 くu nit sl くu ni t sl m gl

P u rifi c a ti o n

f o ld

C o n c e n t r a t e d rn e di u m 6 0 8 1

D E A Er c ell u l o s e l O O 5 5 3 4 5 5

G r e e n A D y e m a t r e x 4 ． 4 5 2 3 0 1 1 8 9
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7 5 4

在型 M M P －2 晴性 は単 一

の ピ ー ク をも つ 曲線 と し て

え られ た ． フ ラ ク シ ョ ン26 －4 0 の 材料 く4 叫 り を

S D S ． P A G E 後銀染色し ．
フ ラ ク シ ョ ン27 －29 が 単

一

の バ ン ドの 蛋 白か ら な る こ と を確認 し た く図 3 Bう ー

こ れ ら の 分画 を合わ せ て本酵素 の 性 質と 活性 化機 構

の 実験に 用 い た ．

成 績

工 ． 潜在型 M M P － 2 の 精 製

R A 滑膜細胞由来滞在型 M M P ． 2 の 精製結果 を 表

I に 示 す ． 最終 ス テ ッ プ の D E A E － セ ル ロ
ー ス カ ラ

ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー は

，
図 3 B に 示 す よ う に

S D S － P A G E 上 分子 量65
，
0 0 0

．
3 0 ， 0 0 0 及 び18

，
0 0 0 の 蛋

白の 除 去 に 必 要で あ っ た ． ま た ，
こ の ス テ ッ プ に

ょ っ て ごく 少量存在 し て い た滞在型 M M P －1 活性 は

完全に 除去 され た ．

精製 され た潜在型 M M P － 2 は還 元 の 有無 に か か わ

らず S D S ． P A G E 上 分子 量74
，
0 0 0 の 位置 に 単

一

な バ

ン ド と して 泳動さ れた ． また ，
ゼ ラ チ ン に 対 す る 比

活性 は 1 ．O m M N H 2
－ P h － H g

－ A c に よ る 活 性 化 後 で

25 ，5 4 0 単位ノm g 蛋白 で あ っ た ． 最終的な 回収 率 は培
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T h e g el w a s

st a i n ed w ith sil v e r n it r a t e a f t e r th e fi x a ti o n w i th 5 0 ％ m e th a n ol ． S B
，

S D S －

g el

el e c t r o ph o r e si s s a m pl e b u ff e r wi th o u t th e s a m pl e f r o m a c o l u m n f r a c ti o n －
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養液中の 活性 を1 00 ％と す る と4 2 ％で あ り ， 精製率は

第 1 ス テ ッ プの D E A E－セ ル ロ
ー ス カ ラ ム の 分画 分

に対し4 6 4 倍 で あ っ た ．

工王 ． 潜在型 M M P － 2 の 安 定性

精製し た酵素 を最終 ス テ ッ プ の D E A E － セ ル ロ
ー

ス カ ラ ム の 緩衝液中で2 0
0

C
，

1 へ 5 週 間保存 し そ の

活性 を 検 討 した ． そ の 結果 ， 活 性 は 5 週間後に 約

80 ％に 低下 を示 し たが
， 保存中に 自 然 活性 化 は み ら

れなか っ た ．

m ． 各種 阻害剤 の 影響

潜在型 M M P － 2 く2 ． 1 単 位l を 1 ．O m M N H 2－P h －

風

M M P 2
－

＋

755

H g
－ A c で3 7

0

C ．
5 分 間イ ン キ エ ペ ー ト後．

3 7
0

C
，

1

時間各種 阻害剤の 存在下 で ゼ ラ チ ナ ー ゼ ア ッ セ イ を

行 っ た ． 表工工の 如く
．
E D T A や 1

，
1 0－フ ェ ナ ン ス

ロ リ ン な どの キ レ ー ト剤，
ジチ オ ス レ イ ト

ー ル な ど

の チ オ
ー

ル 基化合物及 び T IM P に よ っ て M M P －2 活

性は 完全に 阻害さ れ た ． ま た S D S や 2 － メ ル カ プ ト

エ タ ノ ー

ル な ども 活性を 阻害 し た ． しか し ，
セ リ ン

プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
，

シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
． ア ス

パ ラ ギ ン酸 プ ロ ティ ナ ー ゼ に 対す る 阻害剤 で は阻 害

さ れ な か っ た ． こ れ ら の 結果 は ， 本酵 素が M M P －1

や M M P －3 と 同様に 金属依存性蛋白分解酵素に 属 す

B

M M P 2 ＋ －

二こ二ニニ ニ こ二二T．．．L．
二．■

丁

．．

渾
謡
審
定
常
濫

虹
り

師
い

帥
ハ

．H い

． い

H ．い
い
t

． H．1 ト

．い

． い

り
．

－一
し

．りい

． ．．
い

い

．い

．卜 ．り

．． 1
H

．．リ

．いぃ

．．ト．
絹

Fi g ． 4 ■ D i g e sti o n of ty p e V a n d rv c oll a g e n s wi th M M P －2 ． tA I T y p e V c o ll a g e n

く20 JL gl f r o m h u m a n pl a c e n t a w a s i n c u b a t e d wi th M M P － 2 く2 ．O u n it sJ a t 3 2
O

C f o r

2 0 h ． T h e r e a c ti o n w a s t e r mi n a t e d wi th 3 0 m M E D T A a n d r e a cti o n p r o d u c t s

W e r e r u n O n S D S －

P Ol y a c r yl a mi d e g el el e c t r o p h o r e si s く1 0 ％ t o t a l a c r yl a mi d eJ
u n d e r th e r e d u c e d c o n d iti o n s ． くB I T y p e IV c o ll a g e n く15 J L gl f r o m m o u s e E H S

S a r C O m a W a S i n c u b a t e d wi th M M P －2 く2 ．O u nit sl a t 3 2
O

C f o r 2 0 h ． T h e r e a c ti o n

p r o d u c ts w e r e a n al y z e d b y th e s a m e w a y a s d e s c rib ed i n F i g ． 4 A ． くCI ド印
p r o li n e－1 a b el e d ty p eI V c o 11 a g e n p r e p a r e d b y th e c ult u r e o f r a t y o lk s a c w a s

in c u b a t ed wi th M M P－2 く3 ．1 u n it sl a t 3 2
O

C f o r 2 4 h ． T h e r e a cti o n w a s t e r mi n a t e d

W ith 3 0 m M E D T A a n d th e p r o d u ct s w e F e a n al y z e d b y n u o r o g r a p h y a ft e r

S D S －

p O l y a c r yl a m i d e g el el e c t r o ph o r e si s く6 ％ t o t a l a c r yl a m id el u n d e r th e

r e d u c e d c o n d iti o n s ． a l a n d a 2 C h ai n s o f e a c h c oll a g e n a r e sh o w n o n th e g el s ．

＋
，

i n th e p r e s e n c e o f M M P －2 ニ
ー

，
i n th e a b s e n c e o f M M P －2

．
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る こ と を 示 し て い る ．

I V ．
M M P － 2 の 基質特異 性

表 工で 示 した よう に
，
1 JL g の 活性型 M M P － 2 は I

型 ゼ ラ チ ン を 1 分 間 に 2 5 ．5メイ g 分解 し た － ま た

S D S ． P A G E で は ゼ ラ チ ン の a l 鎖 と a 2 鎖 は とも に 同

じ割合で分解 され た ． ま た
， 同様 に 1 ノ上 g の 活性 型

M M P q 2 は 1 分間当た り 2 0 n g の プ ロ テ オ グ リ カ ン と

226 n g の カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 トラ ン ス フ ェ リ ン を分

解 し た ． しか し エ ラ ス チ ン の 分解 は き わ め て わ ず か

で あ り
，

1 J L g の 活性 型 M M P － 2 は 1 分 間 当 た

餌g の エ ラ ス テ ン を 分解 す る に す ぎな い ． ま た
，

I 型

コ ラ
ー

ゲ ン に 対す る 活性 は認 め ら れ な か っ た ■

活 性 型 M M P －2 は V 型 コ ラ ー ゲ ン を 分 解 し ，

S D S － P A G E で はそ の a 鎖 く分 子 量 a l
ニ 1 7 0

，
0 0 0 ，

Tim eくhI

kD a

200 －

運

碓
1
町
V

附

12

四
鴻

C
爪

H

U

F i g ． 5 ． D e g r a d a ti o n o f l a m i n i n w i th M M P － 2 ．

L a m i ni n く1 5 JL gl w a s in c u b a t ed w ith M M P－2

く3 ．1 u n it sl f o r O －2 9 h 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 z e d o n S D S －

p Ol y a c r yl a m
－

i d e g el el e c t r o ph o r e si s く5 ％ t o t al a c r yl a m id eI

u n d e r th e r e d u c e d c o n d iti o n s af t e r th e t e r m i－

n a ti o n o f th e r e a c ti o n w ith 5 0 m M E D T A ．
A

，

A
．

c h a i n 妄 B
，
B ch a i n ．

ぽ 2
ニ 14 0 ， 0 0 0 1 は分子 量 13 5

，
0 0 0 へ 8 0 ，

00 0 の 数本の フ

ラ グ メ ン トに 低 分子 化 し た く図 4 A ト ま た
，
I V 型 コ

ラ ー ゲ ン くマ ウ ス E 口S 肉腫 由来う も分解 され た ． 丑

鎖 は そ の 分子 量 が お よ そ10
，
0 00 低 分子 化 し

，
ま た 分

子 量 16 0
，
0 0 0 と1 4 0

，
0 0 0 の 二 つ の 主 な フ ラ グ メ ン トの

出現 が認 め ら れ た く図 4 別 ． ま た ， ラ ッ ト卵黄糞由

来1V 型 コ ラ ー ゲ ン の ぼ 鎖 は分子 量1 5 5
，
0 0 0

，
1 1 0

， 0 0 0

と1 0 0
，
0 0 0 の 3 種類 の フ ラ グ メ ン ト に 分解さ れ た 欄

4 C L さ ら に
，

M M P － 2 の 作用 に よ り ラ ミ ニ ンの

A 鎖の 部分的消化 と B 鎖の 低分子 化が み ら れた く図

5 卜 し か し ，
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン は 分 解 さ れ なか っ

た ．

V ． 潜在型 M M P ． 2 の 活 性化機 構

1 ． N H T P h － H g
－ A c に よ る潜在型 M M P－2 の 活性

化

い 活性化 の 経時的変化

潜在型 M M P － 2 く2 ． 1 単位う を ，
0 － 1

，
0 ． 5

，
1 ． 0及 び

1 ．5 m M N H T P h － H g
－ A c と3 7

0

C で 5 分間 か ら24 時間

イ ン キ ュ ベ
ー

ト し ， 活 性化 さ れ た M M P－2 活性を

1

C －ゼ ラ チ ン を基 質と して37
0

C
，
9 0 分間 ア ッ セ イ し

た ． 図6 に 示 す よう に
， 滞在型 M M P －2 の 活性化は

1 ．O m M ま で は N H 2
． P h － H g

r A c の 濃度 に 依存性で
，

1 ．O m M
，

5 分間処理 で1 0 0 ％の活 性化 が認 め られた ．

し か し
，
1 ．5 m M で は80 ％ま で し か 活性化さ れ なか っ

た ． ま た N H T P h － H g
－ A c に よ る活性化後 M M P －2 活

性 は き わ め て 不安 定 で あ っ た － す な わ ち
，

1 ．O m M

0 0

8 0

鮒

4 0

2 0

－

ま
一

言
三
－

O

q

聖
こ

q
一

芸

0 2 4 る 8 1 0 1 2 2 4

T i m e t h l

F i g ． 6 ． T i m e c o u r s e o f p r o M M P－2 a c ti v atiLm

wi th N H 2
－ P h － H g－A c ． p r o M M P －2 く2 ．1 u n it sI

w a s i n c u b a t e d a t 3 7
0

C w ith d if f e r e n t c o n c e nt －

r a ti o n s o f N H 2
－ P hT H g

－ A c 二 O m M に車 0 ．
1 m M

くゆ1 ニ 0 ．5 m M くA l ニ 1 ．O m M くA h l ．5 m M く酎

T h e e n z y m i c a c ti v ity o f a c ti v a t e d p r o M M P－2

w a s a s s a y e d a g a i n st
1 4

C －

g el a t in く7 5 O JJ gl m lI

f o r l ．5h a t 3 7
O

C ．
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N H T P h－H g－A c に よ る 活性化の 場合で は
，

2 時 間 の

処理で そ の 活性は 最大 活性化 時の 約 半分 と な り
，

7

時間で1 0 ％
，

2 4 時 間反 応 で 活 性 は完 全 に 消失 し た

く図6 う． この よ う な 活性 の 不 安定 性 は ， 活 性 化後

i く

ス ピ ン カ ラ ム
，， 21，

に よ る ゲ ル 濾過 で N 日r P h－H g －

A c を除去 し ても 全く 変化は認 め られ な か っ た ．

次 い で
，

N H 2－Ph － H g
－ A c に よ り活性 化 さ れ た 活性

型 M M P －2 が 潜在型 M M P ．2 を活性化す る か どう か

を検討 し た ． 潜 在 型 M M P ．2 を 1 ．O m M N H 2
．P h －

H g
－ A c で 2 5

O

C ， 1 0 分 間処 理 する こ と に よ り 全 活性 の

9 ％だ け活性化 し ，
N H r P b － E g－A c を

くく

ス ピ ン カ ラ

ム
，，

で 除去後試料を さ ら に37
0

C で 反 応 し た ． そ の 結

果
．
活性型 M M P －2 に よ る潜在型 M M P－2 の 活性化

は観察され な か っ た ．

ま た
，

N H 2－Ph － H g
－ A c の 活性 化 に 酵 素 蛋 白 の チ

オ
ー ル 基 が 関与 す る か を 検討 し た ． ま ず

， 潜在 型

M M P－2 く2 ． 1 単位l を 10 m M と 2 0 m M ヨ
ー

ドア セ

トア ミ ド で 処理 く22
0

C ，
2 0 分間う し

， チ オ
ー

ル 基 を化

学的に修飾 した ■ 次 い で
．
1 ．O m M N H 2

－P h － H g－A c 処

Ti m e くい

4
7

一

打
ロ

9

7

6

理 く37
0

C
，
3 0 分 間う に よ り活性化を行 っ た 所． 活性化

は全く阻害さ れ な か っ た ．

2 う 活性化に 伴 う滞在型 M M P －2 の 分 子量 の 変化

滞在型 M M P －2 を
1 2S
I で 標識 し

，
活性化に 伴う 分 子

量 の 変 化 を S D S － P A G E 後 の オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ

フ イ
ー

で検討 した ．

1器
I で の 標識 に 伴う 酵素活性 の 失

括や自然活性化 は認 め られ な か っ た く図 71 ．

活性型 M M P －2 の 分子 量 を知 る ため に
， 図 6 と 全

く 同様 の 条件で 潜在型 M M P －2 を 1 ．O m M N H 2
－ P h －

H g－A c で 活性化し
，

オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー 像と 活

性化曲線 く図 6 1 と を比 較 した ． 図 8 に 示 す如く ， 潜

在型 M M P－2 く分 子 量74
，
0 0 01 は N H T P h － H g－A c で

5 分 か ら 1 時間処理 後分子 量67 ． 0 0 0 く還元 状 態1 に

低分子 化 し
．

4 時間以後67 ．00 0 の 分子 は徐 々 に 消失

し 分子 量34
．
0 00 と30

，
0 0 0 の フ ラ グ メ ン ト へ と 分解 さ

れ た 一 非 還元 材料 に お い て も 同様 で
，

ま ず分 子 量

70
，
0 0 0 に 低分 子 化 し

， 次い で 分 子量36
，
0 0 0 と2 6

，
0 0 0

の 2 つ の フ ラ グ メ ン ト に 変化 した ． 図 6 の 活性化 曲

線と の 比 較か ら 分子 量が還元 状態で67
，
0 0 0

， 非運元

Fi g ． 7 － E ff e c ts o f r a d i oi o d i n a ti o n o n p r o M M P －2 ． T Y p e I g el a ti n く20 p gナ
W a S i n c u b a t e d f o r l ．3 h a t 3 7

O

C w ith O ．0 0 7 u n it s o f p r o M M PT2 くP r o E l

O r
12 5

I ．1 a b el ed p r o M M P ，2 t
125

I－P r o EJ wi th く＋ l o r w ith o u t 卜1
a c ti v a ti o n b y l －O m M N H 2

． P h－H g － A c － A f t e r t e r m i n a ti n g th e r e a c ti o n

W i th 3 0 m M E D T A
，
th e s a m pl e s w e r e a p pli e d t o S D S －

p Ol 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7 ．5 ％ t o t a l a c r yl a m id el u n d e r th e r e d u c e d

C O n di ti o n s － L a n e s C － O a n d C － 3 a r e th e s a m e a m o u n t o f g el a ti n

i n c u b a t e d w ith o u t e n z y m e f o r O a n d 3 h
，

r e S p e Cti v el y ．
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状態 で70 ， 0 0 0 の 蛋白が活性型 M M ト2 と 考え ら れ た ■

潜在 型 M M P ．2 の 分子 量の 変化 に 対す る 温度の 影

響 をみ る目 的で
，

125
I 標識 潜在型 M M P －2 を 0

0

C
，

4

O

C
， ，

2 5
0

C 及 び37
0

C の 各温度 で l ．O m M N H 2
－ P h ． H g

－

A c と とも に イ ン キ エ ペ
ー

卜 し た ． そ の 結 果滞 在型

M M P －2 の 低分子化 は温度依存性 ，
つ ま り 温度 が 高

い 程 よ り速 く 低 分子 化 す る こ と が 明 ら か と な っ た

く図 9 l ． ま た ， 滞在 型 M M P － 2 分 子 の N H 2
． P h－

H g
－ A c に よ る低分子 化は 20 m M E D T A 存在下で 完

全 に 阻害さ れ た ．

2 ． 種 々 の セ リ ン プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ に よ る 滞 在 型

M M P ．2 の 晴性化

潜在型 M M P ，1 や 滞在型 M M P － 3 を活性化す る ト

リ プ シ ン に つ い て ま ず検討 し た ． 潜在 型 M M P －2

く2 ． 1 単位う を0 ． 1
，

1
，
1 0

，
1 0 0ノJ gノm l の ト リ プ シ ン

と 5 分 間か ら30 時間，
2 2

0

C で反 応 後 ，
ト リ プ シ ン の

Ti m e O 5 10

活性 を 5 倍量の ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ
ー

で 阻害 しゼ

ラ チ ン 分解活性 を測定 し た ． その 結果 ト リ プ シ ン で

は滞在 型 M M P－2 の 活性 化は認 め られ なか っ た ． ま

た
． 同様 に プ ラ ス ミ ン く0 ．1 ，

1
，
1 0

，
1 0 0 メ gう ， トロ

ン ビ ン く0 ． 1 ， 1 ， 1 0 ， 5 毎 gノ皿1う ， 好 中球 エ ラ ス タ ー

ゼ く0 ． 1
，

1
，

1 0
．
5 0 月 gノm lう

，
及 び カ テ プ シ ンG

く0 ． 1
，

1 ，
1 0

，
5 0 ル gノm り の い ずれ に よ っ て も潜在

型 M M P － 2 は活性化 さ れ な か っ た ．

考 察

R A 滑膜 細胞 は培 養下 で M M P －1 くコ ラ ゲ ナ ー

ゼl ，
M M P － 2 くゼ ラ テ ナ

ー ゼI 及 び M M P －3 くstr ．

o m el y si n l を 合 成 ． 分 泌 す る
6，

． こ れ ら の う ち

M M P － 1 は W o oll e y ら
3
厄 よ り

，
M M P －3 は O k ad a

ら
6

厄 よ りす で に 単離精製さ れ
，

そ の 性 質に関して は

か な り明 ら か に さ れ て い る ． M M P －2 に つ い ても ， ヒ

30 ． 1 4 8
m ln

Fi g ． 8 ． C o n v e r si o n o f p r o M M P － 2 d u ri n g it s a c ti v a ti o n w ith N H T P h － H g
． －

A c ． A mi x t u r e o f
12 5

I －l a b el e d p r o M M P － 2 くO A u ni t sl a n d u n l a b el e d

p r o M M P －2 く1 ■7 u ni t sI w a s fi r st in c u b a t e d w ith l ．O m M N H T P h － H g－A c a t

3 7
0

C f o r 5 m i n－24 h ． T h e s a m pl e s w e r e th e n i n c u b a t e d w ith ty p e I

g el a ti n く75 0 j L gl m ll f o r l ．5 h a t 3 7
0

C a n d a n al y z e d o n S D S －

p Ol y a c r yl a m
－

i d e g el el e c tr o ph o r e si s く10 ％ t o t al a c r yl a m id el u n d e r th e r ed u c e d

c o n diti o n s a f t e r th e t e r m i n a ti o n o f th e r e a cti o n w ith 4 0 m M E D T A ．

T h e g el w a s d ri e d a n d a u t o r a d i o g r a ph e d －
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ト皮膚組織
4，

． ラ ッ tl 骨 組織
5

及 び と 卜好 中球
11

培 養液

よ り精製さ れ て しユ る ． し か し R A 滑 膜 細胞 由来 の

M M P ．2 はし1 ま だ 精製さ れ て い なし 1
．

本研究で は
．
R A 滑 膜細胞培養液よ り ，

4 つ の カ ラ

ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を組み 合 わせ る こ と に よ っ て
，

42 ％の 高 い 回収率 をも っ て潜在型 の ゼ ラ チ ン 分 解 酵

素活性 を単離精製 した ． 精製 され た 本 酵素 は そ の 分

子量が7 4 ，
0 0 0 で ト型 ゼ ラ チ ン に 対 す る 比 活 性 は

25
．
5 40 単位ノm g 蛋 白 で ある ． 酵素活性 は E D T A や

1 ，
10－ フ ェ ナ ン ス ロ リ ン な どの キ レ

ー

ト 剤 お よ び

TI M P に よ り阻害さ れ る の に 対 し
．

セ リ ン プ ロ テ ィ

ナ ー ゼ ，
シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ

ー

ゼ お よ び ア ス パ ラ

ギン 酸プ ロ テ ィ ナ ー ゼ な どの 阻害剤 で は そ の 活 性 は

失われ な い
． これ ら の デ

ー

タ よ り 精製 さ れ た 本 酵素

がゼラ チ ン に 対し高 い 比 活性 をも つ 金 属依 存性 蛋 白

分解酵素 ， すな わ ち滞在型 M M P －2 くゼ ラ テ ナ ー ゼ1

で ある こ と は 明白 で あ る ．

風

Ti m e O lq ．．i 。
1 5 2 4

k D a

9 4 －

7 7
－

6 8
－

5 5
－

4 3 －

75 9

関節軟骨 ， 骨及 び 靭帯 の 主 要 コ ラ ー

ゲ ン で あ る 工
，

H
，
III 型 コ ラ

ー

ゲ ン は M M P －1 と M M P － 2 の 協 同作

用 に よ っ て分 解さ れ る こ とが H a r ri s ら
10，

に よ っ て提

唱 さ れ て き た ． す な わ ち ， M M P ．1 は これ ら コ ラ ー ゲ

ン をそ の 分 子 の ア ミ ノ基末端よ り3 ノ4 の 部位 で 特異

的に 切 断 す るの み で
，

その 分解魔 物 の 熱 変性 し たゼ

ラ チ ン に 対 して は き わ め て低い 活性 し か 示 さ な い と

報告され て い る
訟l

． こ れ に 対 して
，
M M P － 2 は ゼ ラ チ

ン に 対し て 高 い 比 活性 を有 し
，

M M P －1 の コ ラ ー ゲ

ン 分解晴性 は少量 の M M P －2 活性 の 存在で 著 し く 増

強さ れ る こ とが 報告さ れ て い る
5I

． 本研究に お い て も

M M P ．2 の 工型 ゼ ラ チ ン に 対す る 比 活性 は プ ロ テ オ

グリ カ ン や エ ラ ス チ ン に 対す る そ れの 13 0 0 倍と3 2 0 0

倍を 示 し
，

I 型 コ ラ ー ゲ ン や フ ィ プ ロ ネ ク テ ン に 対

して は全 く 活性は 認め られ な か っ た ． こ れ ら の デ
ー

タ は本酵素の 生体 内に お ける 主 た る 役割が
， す で に

H a r ri s ら
1 0，

に よ っ て 提唱され た よ う に ゼ ラ チ ン の 分

B

0 1 0 ． 1
m l n

F i g － 9 － C o n v e r si o n o f p r o M M P －2 d u ri n g in c u b a ti o n wi th

N H 2
－P h － H g－A c a t O a n d 2 5

O

C ． A m i x t u r e o f
1 2 S

ト p r o M M P －2

く0 ．4 u n iり a n d u n l a b el ed p r o M M P－2 く1 ．7 u n it sJ w a s i n c u b a te d w ith

l ■O m M N H 2
－ P h － H g－A c a t O

O

C くA l a n d 2 5
O

C くBJ f o r l O m i n ． 2 4h ．

T h e r e a c ti o n w a s s t o p p ed w ith 4 0 m M E D T A a n d p r o d u ct s

W e r e a n al y z e d o n S D S－P Ol y a c r yl a m id e g el el e c tr o p h o r e si s く1 0 ％
t o t a l a c r yl a m id eI u n d e r th e r e d u c ed c o n diti o n s ． T h e g el s

W e r e d ri e d a n d a u t o r a d i o g r a p h e d ．
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解 に あ る こ と を 強 く 示 唆 し て い る ． し か し
，

M u r p h y ら
5

旭 ウサ ギ骨組織 由来 M M P － 2 がI Y 型及 び

V 型 コ ラ ー ゲ ン を分解す る こ と を 報 告 し て い る ■ ま

た ， ウサ ギ マ ク ロ フ ァ
ー

ジ 由来 の 金属 依存性 蛋 白分

解酵素が ゼ ラチ ン と V 型コ ラ
ー ゲ ン を分解 す

－
る こ と

も知 られ て い る
23I

． 本研究 に お い て も M M P － 2 は こ れ

らのIV 型と V 型 コ ラ
ー

ゲ ン の み な ら ず
，

ラ ミ ニ ン を

も 分解す る こ と が明 らか と な っ た ． 押 型 コ ラ ー ゲ ン

や ラ ミ ニ ン は 基底膜 の 主要構成 々 分で あ り
2 4－

，
V 型 コ

ラ
ー

ゲ ン は細胞表面や 基底膜 に 近 接 し て存 在 す る こ

と が知 ら れ て い る
芸I

． 従 っ て ，
こ れ ら の こ と か ら

M M P － 2 は問質性 コ ラ
ー ゲ ン の み な ら ず基底 膜 の 分

解 に も 関与 す る可能性が あ る と推定 され る ．

M M P － 1
，

2
，

3 に 共通 した 重要な特徴 の
一 つ は ，

こ れ らが 滞在型酵素と して分泌 さ れ 細 胞 外で 活 性化

を受け る こ と で あ る ． 従 っ て
，
生体 内 で 作用 す る た

め に は そ れ ら の 活性化は 不可欠の ス テ ッ プ で あ る ．

潜在型 M M P －1 と 潜在 型 M M P － 3 に 関 して は
，

二 つ

の 方法 に よ っ て活性化 さ れ る と報告 さ れ て い る
卿 ，

ま ず第
一

の 方法は
，

トリ プ シ ン や プ ラ ス ミ ン な ど の

作用で これ ら滞在型酵素 が 限定分解 をう けて 活性化

され る場合 であ る ． また ， 他 の 方法 は N H r P h ． H g
－

A c 処理 によ る活性化で あ る ． 滞在型 M M P ．2 に お い

て は
， 本研 究で示 した如 く ト リ プ シ ン や プ ラ ス ミ ン

で は 全く活性化さ れ な か っ た が
，

こ の こ と は滞 在型

M M P －1 や M M P ． 3 の 酒性化機序と著 し く異 な る点

で あ る ．

滞在型 M M P － 2 は N 壬i r P b 月 g
－ A c に よ る短時間処

理 で 容 易 に 括 性 化 さ れ
， 活 性 化 に 伴 い 潜 在 型

M M P ．2 蛋白は低分子 化 し た ． N H 2
． P h － H g

－ A c 自 身

に は酵素活性が な い こ と や 酵素の 低 分子 化 の速 度 が

温度依存性 で あ る こ と
，

さ ら に こ の 反応が E D T A に

ょ っ て完全に 阻害 され る こ と は ，
N H 2

－ P h － H g
－ A c に

ょ る活性化が M M P － 2 自 身に よ る自 己活性化 で あ る

こ と を示 して い る ． しか し
，

N H T P h － H g
－ A c に よ る

滞在型 M M P ．2 の 分子 レ ベ ル で の 活性化機構 に つ い

て は 本研 究で は な お 十 分明 ら か で は な い ． 潜 在 型

M M P － 3 に 対 して は N H 2
－ P h － H g

－ A c は その 分子 中の

チ オ
ー ル 基と 反応す る こ と に よ り 自 己 活性 化 を き た

す と考 え られ て い る
2 刀

． しか し ， 滞 在型 M M P －2 は

ヨ ー ドア セ ト ア ミ ドに よ り酵 素中 の チ オ
ー ル 基 を化

学的に 修飾 した後で も N H T P h － H g
－ A c に よ っ て 活性

化 され る こ と か ら ，
その 活性化 に チ オ

ー ル 基 が 関与

す る 可 能 性 は 少 な い と 推 定 さ れ る ． お そ ら く

N H T P h － H g
－ A c は滞在型 M M P － 2 分子 と チ オ

ー ル 基

以外 の 何 ら か の 方 法 で 作 用 し ，
す で に 潜在 型 の

M M P － 1 や M M P －3 で 示 さ れ て い る よ う に ， そ の 酵

素 蛋白の コ ン フ ォ メ
ー シ ョ ン の 変 化 を 引 き起 こ し自

己 活性化に 至 る と推 測さ れ る ■

N H ，
． P h ． H g

－ A c に よ る 活 性 化 に 伴 い 滞 在型

M M P －2 は低 分子化 す る が
，

そ の 活 性 と 分 子 量 の比

較 か ら 活 性 型 M M P ． 2 の 分 子 量 が 非 還 元状 態で

70
，
0 0 0

，
還元状態 で67

，
0 0 0

，
で あ る こ と は 明ら かで

あ る ． し か し ， 図 6 に み られ る 如く ．
M M P －2 は活性

化後き わ め て 不 安定で あ り ， 37
0

C で 2 4 時 間反応する

と その 活性 は完全 に 失活 した ． ま た ， 活 性の 失括は

N H r P h － H g
． A c の 有無 に か か わ らず生 じた ． これ ら

の デ ー タ は
，

M M P －2 が 基質の 少 な い 状 態 で は活性

型酵素と して 存在 しに く い こ と を 示 唆 し て い る ． 潜

在型 M M P －2 は2 0
0

C ，
5 週間放 置後 も な お 約80 ％の

活 性 を 保 持 す る こ と か ら
，

生 体 内 に お い て は

M M P －2 は 滞在型 酵素と し て存 在 し ，
コ ラ ー

ゲ ン分

解 の 進行 と と も に そ の局所 で活性化 を受 け る も のと

考え ら れ る ． 生体 内に お け る滞在型 M M P －2 の 活性

化因子 に つ い て は 現在の と こ ろ 全く 不 明 で あ る ． し

か し
， 本研究 に お け る N H 2

－ P h － H g
－ A c に よる 清性化

機構 の デ
ー

タ よ り 了滞在型 M M P －2 は活性酸 素や何

ら か の 物質 の 作 用 に よ り 酵素蛋 白 の コ ン フ ォ メ ー

シ ョ ン に 変 化を き た し自 己活性化 が 生 ず る と推定さ

れ る ． 実際 ， 潜在型 M M P － 1 を活性化 させ る 蛋白の

存在
劫

や 好中球 コ ラゲ ナ
ー ゼ が 活 性酸 素 に よ っ て活

性化 さ れ る
卿 ，

こ と が 報告さ れ て い る ■ 今後
，
生体内

に 存在 す る滞在型 M M P ． 2 活性化因子 の 検索が きわ

め て 重要と 考え ら れ る ．

結 論

R A 滑膜細胞培養液よ り潜在型 M M P －2 を単離精

製 して
， 本酵素 の 性質 と活性化機構 に つ い て検討し ，

以下 の 結果 を得 た ．

1 ． 滞在型 M M P －2 は 4 つ の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ

フ ィ
ー に よ っ て 精製さ れ

，
還 元 の 有無 に か か わ らず

S D S － P A G E 上 分子 量74
，
0 0 0 の 単 一 標 品と して泳 動さ

れ た ． 本酵素 の 精製率 は4 6 4 倍で 回収 率は4 2 ％であ っ

た ．

2 ． M M P －2 活 性 は 各種 キ レ ー ト 剤や TI M P に

ょ っ て 阻害さ れ ， 金属依存性 蛋白 分解 酵素 で ある こ

とが 示 され た ．

3 ． 本酵素 は ゼ ラ チ ン に 対 して 著 しい 活性が あり ．

そ の 比 活性 は プ ロ テ オ グ リ カ ン や エ ラ ス チ ン に 対す

る そ れ の13 0 0倍 と32 0 0 倍 に 相当 し た ． ま た ，
王V 型と

v 型 コ ラ ー ゲ ン 及び ラ ミ ニ ンが 本 酵素 に よ っ て分解

さ れ た ． し か し
，

ト型 コ ラ ー ゲ ン と フ ィ ブ ロ ネ クチ
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ゼ

ン に対す る 分解活性 は認 めら れ な か っ た ，

4 ． 潜在型 M M P －2 は 1
．O m M N H T P h － H g

－ A c で

3 7
8

C
，

5 分間処 動 こよ っ て 最も強 く 活 性化 さ れ
， 活

性化後は急 速 に 失活し た ． N H 2
－ P h ， H g

－ A c 処 理 に 伴

い 潜在型 M M P －2 は還 元状態 で 分子 量67
，
0 0 0 く非還

元状態で70 ， 00 0う の 活 性型 M M P －2 に 低分子 化 し
，

反応時間と と も に よ り小 さ い フ ラ グ メ ン ト に 分解 さ

れた ． 活性化 に 伴 う分 子 量 の 変化 は 温度 依存性 で あ

り
，

E D T A 存在下 で 阻 害 され た ． こ れ ら の デ
ー

タ は

N H T P h － H g
－ A c に よ る潜在型 M M P ．2 の 活性化が 本

酵素蛋白の コ ン プ オ メ ー シ ョ ン の 変化 に 基 づ く自 己

活性化で あ る こ と を強く 示 唆し て い る ．

5 ． 潜在 型 M M P ． 2 は トリ プ シ ン
，

プラ ス ミ ン
，

ト

ロ ン ビ ン
， 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ及 び 好 中球 カ テ プ シ

ン G に よ っ て 全く 活性化さ れ な か っ た ．

以上 の デ ー タ よ り
， 本酵 素は ゼ ラ チ ン 分 解酵 素 と

して コ ラ ー ゲ ン の 分解 に 関与す る の み な ら ず
， 基 底

膜の破壊に 何 ら か の 役割 を果 す と 考え ら れ た ． ま た ，

生体内に お い て は潜 在型 M M P － 2 蛋 白 の コ ン フ ォ

メ ー シ ョ ン を変化 さ せ る因 子 の 作用 に よ り 括性 化さ

れる と推定され た ．
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－
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，

b u t n o t b y li m it e d p r o te ol y si s b y
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