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N 型 コ ラ ー

ゲ ン と ゼ ラ チ ン の 分 解能をも つ ヒ ト骨肉腫培養

細胞 くO S T 株1 由来金属依存性蛋白分解酵素

金沢 大学医学部整形 外科学講壇 く主 任 二 野 村 道教授ラ

清 水 宏 和

仙洞口6ニう年6 月 2 日
一夏付1

骨肉腫 の 浸潤， 転移 に 関す る メ カ ニ ズ ム を明 らか に す る た め に は
， 骨肉腫細胞 か ら分泌 さ れ る細胞

間マ トリ ッ ク ス 分 解酵 素を研究す る こ と が 重 要で ある ． 本研究で は
，

ヒ ト骨肉腫 培養細胞 くO st e o g e n i c

S a r c o m a T a k a s e
，
O S T 株l の 転移能と

，
こ れ に 由来す る蛋白分解酵素の 性質に つ い て検討 した ． O S T 細

胞をヌ
ー

ド マ ウ ス 腹腔内に 移植す る と
， 異所性の 骨誘導と リ ン パ 節転移お よ び肺動脈校内の 膿 瘍塞栓が 観

察され た
．

O S T 細胞 は培養液中に ゼ ラ チ ン と工V 型 コ ラ
ー

ゲ ン を分解す る 分子 量 75 ，0 00 の 蛋 白分解酵素 を

分泌す る こ と が サ ブ ス ト レ
ー

ト ゲ ル に よ っ て 示 され た ．
こ の 酵素活性 は eth yl e n di a mi n e t e tr a a c e ti c a cid

に より 阻害さ れ たが
， ph e n yl m eth a n s u lf o n yl fl u o rid e

，
N －

eth yl m al ei m id e お よび p e p st a ti n A で は阻害

さ れず
，
金 属依存性蛋白分解酵素に 属す る こ と が明 ら か とな っ た ． しか し， 本酵素活性は

14
じ コ ラ ー ゲ ン

，

1 4
C－ゼ ラ チ ン

， 仁3
Hコー か レ ポ キ シ メ チ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン を基 質と した ア ッ セ イ で は認 めら れ ず ，

ま た

tis s u e i n h ib it o r o f m e t all o p r o t ei n a s e s を除去 した後で も検出され なか っ た ． こ の デ
ー

タ は
，

本酵素が潜

在型酵素と し て 分 泌さ れ て い る 可能性 を示唆 し て い る ． トリ プ シ ン
， キモ ー

l リ プ シ ン
，

プ ラ ス ミ ン な どの

各セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ
， p ． a mi n o p h e n y l m e r c u ri c a c e t a t e

， 尿 素，
チ オ シ ア ン 化ナ トリ ウ ム お よ び ヨ ウ 化

カ リ ウ ム 処理 で は本酵素 は活性化さ れ な か っ た が
，

S O d i u m d o d e c yl s u lf a t e くS D Sl 処理 に よ っ て ま れ に

活性化され た ． S D S に よ る活性化 に 伴 い
， 分 子 量 75

，
0 0 0 の 酵素活性 だ け で な く分 子 量 4 5

，
0 0 0 の ゼ ラ チ ン

及 び工V 型 コ ラ ー ゲ ン 分解活性がサ ブ ス ト レ
ー トゲ ル 上観察さ れ た

．
ヌ ー ド マ ウ ス 腹壁 に 浸潤し た O S T 細

胞腫瘍結節の ホ モ ジ ネ
ー

トや， 腹水中で 増殖 した O S T
l

細胞の 培 義液中に は分子 量94
，
0 00 と 75 ， 0 0 0 の ゼ

ラ チ ン 及 び押 型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素活性 が検出さ れ た
．
これ ら は い ず れ も金属依存性蛋白分 解酵素で あり，

後者は O S T 細胞培養液中の そd L と 同1d
．

で あ る と考え ら れた
．

以 上 の 結果 よ り
，
O S T 細胞 は骨肉腫 細胞 と

して の 性質 を有す る こ と が 明 ら か とな り
， 本膿 瘍細胞に 由来す るtV 型 コ ラ ー ゲ ン とゼ ラ チ ン を分 解する金

属依存性蛋白分解酵素が骨肉腫細胞の 局所浸潤や転移形 成に 重 要な役割 を果 た す と推定され た
．

K e y w o r d s o st e o g e ni c s a r c o m a c ell
，

m e t a St a Sis
，

m et all o p r o t e in a s e
，
t y p e IV

C Oll a g e n d e g r a d ati o n

悪性腫瘍 を最 も特徴 づ ける性質 は
， 腫癌細胞が 周囲

組織や脈管 へ 浸潤性に 発 育す る こ と で あ り
，

その 結果

として 他臓器 へ の 直接 浸潤や播種 なら び に 転移巣の 形

成をきた す こ と はよ く 知られ た事実で あ る
．

こ の よう

な浸潤性発 育 に は
，

周 囲組織や脈管に 存在す る細胞間

マ トリ ッ ク ス 構成成分の 分解， 破壊が 必 須 で あ る ． 実

際， 腫瘍細胞 は細胞間 マ トリ ッ ク ス 構成成分を分 解す

る種 々 の 酵素括性 を有す る こ と が報告され て い る． そ

れ ら に は，
工 ハ 1 II型 コ ラ ー ゲ ン を分解する コ ラ ゲナ ー

ゼい 叫 を は じ め工Y 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解酵素5 ト 91
，

V 型 コ

ラ
ー ゲ ン 分解酵素1 01

，
フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン 分解酵素1 り

，
プ

ロ テオ ブリ カ ン分解酵素
1 21

，
エ ラ ス テ ン 分解酵素彗 ヘ

パ リ ン分解酵素 川
な どが知ら れ て い る ． また ， こ れ ら の

酵素活性の 上昇 と癌細胞の 転移 との 間に 強い 相関が あ

A b b r e vi ati o n s 二 N H 2

－

p h － H g
－ A c

， p
－

a m in o p h e n yl m e r c u ri c a c et a t e ニE3 Hj C m － T f
，

C a r b o x y
－

m et h y l at e d t r a n sf e r ri n ニ E D T A
，

e t h y l e n d i a m i n e t e t r a a c e ti c a cid ニ H － E
，
h e m a t o x yli n － e O Si n 三

M M P －3
，

m a t ri x m et all o p r ot ei n a s e －3 三 N － E M
，
N － et h y l m al ei m id e i O S T

，
O st e o g e nic S a r c o m a
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る と報告され て い る
3 ほ11 4 伽 1

． し か し， こ れ ら の研 究は ほ

と ん どが 上皮性悪 性腫瘍 で あ る癌腰 や
， 悪 性異 色腰 ，

線推 肉腫お よ び リ ン パ 腫由来 の 細胞 を用 い て 行わ れ て

お り， 骨肉腫細胞に つ い て は これ ま で ほ と ん ど報告が

な く ， 骨肉腫 の浸潤や転移機構 に つ い て は全く 解明さ

れ て い な い
．

本研究 では
，
金沢大学医学 部整形外科学教室 で 樹立

化 した と 卜骨肉腫由来 O s t e o g e ni c S a r c o m a T a k a s e

くO S Tう株 を用 い て
， 本腰癌細胞 が転移能を有す る骨肉

腫細胞 で ある こ と をヌ ー ド マ ウ ス を用 い て証明 し
，

そ

の 転移に 関与す る可能性 をも つ工V 型 コ ラ ー

ゲ ン とゼ ラ

チ ン を分解す る酵素活性 に つ い て 検討 した ．

材料お よ び方 法

工 ． ヒ ト骨肉腫培養細胞 くO S T 株うの 培養 と培養液

の 調整

O S T 細胞 は， 15 歳女子 の 大腿 骨に 発生 した 骨肉腫

よ り分離， 樹立化さ れ た細胞株 で
， 金沢大学整形外科

学教室 で 19 6 4 年以 来今 日 ま で継代培養が 続 け ら れ て

い る
2 り

． O S T 細胞は 15 ％牛胎児血清 くGI B C O L a b ．
，

U ．S ．A ．1 を含む R P M I －1 6 4 0 培養液 中で 継代培養 した ．

O S T 細胞が コ ン フ ル エ ン ト に 達 す る直前 に ハ ン ク ス

液に て 3 回洗浄 し，
0 ．2 ％水酸化 ラ ク ト ア ル ブ ミ ン を含

む R P M 工．1 6 40 培養液 く無血 清培養 液ユ に て 4 日 間培

養し O S T 細胞調整培地 と し た ．
こ の 調 整培地 を硫安

沈殿法 く25 ノ
ー 6 0 ％飽和度うに よ り約 25 倍濃縮 し て実験

に 使用 し た ．

工工 ． O S T 細胞の ヌ ー

ド マ ウス 腹腔 内 へ の 移植

継代培養さ れ た O S T 細胞浮遊液 く1 x lO
7

個ノm り

を4 適齢 の 雄 B A L BI c ヌ ー

ド マ ウ ス くn uノn ul 腹腔内

に 1 匹 あ た り 1 m l を注入 した ． 移植 4 過後 に マ ウ ス を

屠殺し
，
腹水と腫瘍結節 を採取 した

． 腹水 を細胞診 で

観察する と とも に 腹水 中に 浮遊 して い る細胞を牛胎児

血 清を 含む R P M l －1 6 4 0 培養液 中で 培養 し た ． 細胞が

コ ン フ ル エ ン トに 達 した時点で トリ プ シ ン に よ り剥離

し い v 3 代ま で継代 した ． 継代第 1
へ

－ 3 代の 各細胞 を

無血清培地 で 4 日間培養後 その 培養液を採取 し実験 に

用 い た ． さ ら に
，
腹壁に 形成さ れ た腫瘍結節を旗衝液

く50 m M T ri s
－ H Cl ， p H 7 A 1 0 ．1 5 M N a C l11 0 m M

C a C 1 21 0 ．0 2 ％ N a N ，l で 十分洗浄後，
0 ． 05 ％ B rij 3 5 を

含む同緩衝液 と混和 しテ フ ロ ン 製ホ モ ジ ナイ ザ ー で ホ

モ ジ ネ ー トを作製した ．
ホ モ ジネ

ー

ト上 清よ り硫安沈

殿法 く25 へ 6 0 ％飽和度う に よ り蛋 白を得， 同緩衝液 に

透析 した
．

ま た
， 腫 瘍結節の 一 部と ヌ ー

ド マ ウ ス の全

臓器 をホ ル マ リ ン で 固定後 パ ラ フ ィ ン 包埋 し， 廿E 染

色標本 で観察 し た ．

王Il ． 酵素活 性の 測 定

O S T 細胞調整培地 に つ き ト ラ ン ス フ ェ リ ン分 解括

性，
ゼ ラテ ナ

ー

ゼお よ び コ ラゲ ナ ー ゼ活性 を測定した．

ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活性 は O k a d a ら の 方法
22 服 従

い 仁
3
Hコ 標識 カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 ト ラ ン ス フ ェ リ ン

くc a r b o x y m e th yl a t e d t r a n sf e r ri n
，仁

3
HコC m － T fl を基

質と して
，
3 7

0

C で 反応後， 3 ． 3 ％ト リ ク ロ ロ 酢酸に 可溶

性の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解産 物 の 放射活性 を測定し

た
．

ゼ ラ テ ナ ー ゼ と コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ 活 性 は そ れ ぞ れ

C a w st o n ら
23I と H a r ri s ら

2 4Iの 方 法 に 従 っ て 測 定 し

た
．

モ ル モ ッ ト皮膚 よ り 工 型 コ ラ ー ゲ ン を 精製し
，

G i s s l o w ら の 方 法 2 5 I
に よ り

1 4
C 一無 水 酢 酸

くA m e r sh a m j で 標識 し放 射 性 コ ラ
ー

ゲ ン を作 製し

た
．

1 4
C－ゼ ラ チ ン は

I 4
C － コ ラ ー ゲ ン を 60

0

C ， 30 分間熱

処理 す る こ と に よ り作製 した ．

IV ． O S T 細胞由来酵 素の 活 性化

1 ． p
－

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

H g－A cう に よ る活性化

O S T 細胞調整培地 を 1 m M N H 2
－ P h － H g

－ A c と とも

に 37
0

C ， 3 0 分 へ 2 時間イ ン キ ュ ベ ー ト後 トラ ン ス フ ェ

リ ン 分 解活性 ，
ゼ ラ チナ

ー

ゼお よ び コ ラ ゲナ ー ゼ活性

を測定 した
．

2 ． セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ に よ る活性化

O S T 細胞 調 整培地 を0 ．1 へ 1 0 0 JL gl mi の ト リ プ シ

ン と 22
0

C で 5 分 へ 1 2 時間反 応後
，
5 倍量 の トリプ シ ン

イ ン ヒ ビ タ
ー

で反 応 を止 め
， トラ ン ス フ ェ リ ン 分解活

性，
ゼ ラ チ ナ ー ゼお よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ活性を測定した

．

ま た
， 同様 の 方法 で キ モ ト リ プ シ ン く0 ． 1 へ 10 0 鵬ノ

m lう，
プ ラ ス ミ ン く0 ． 1 へ 50 ノ上gノm り，

お よ び膵 エ ラ ス

タ ー ゼ く1 旬 1 0 0 月 gノm り の 各セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ

に よ る活性化 を検 討 し た ． キ モ ト リ プ シ ン で は22
0

C

で
，
プ ラ ス ミ ン と膵 エ ラ ス タ ー ゼ で は 37

0

C で それ ぞれ

反応後，
dii s o p r o p h yl fl u o r o p h o s p h a t e く3 m M l m lj

に て反 応 を止 め
， 各活性 を測定 した ．

3 ． s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e くS D S l ， 尿 素お よ びカ

オ トロ ピ ッ ク イ オ ン に よ る活性化

O S T 細胞調 整培地を 0 ． 1 ％ S D S の 存在 ドで 22
0

C ，

1 ル 2 4 時間反応 した 後に
，
0 ． 1 ％ T ri t o n X を含む緩衝

液 く50 m M T ri s
－ H Cl

， p H 7 A IO ． 15 M N a C l1 10 m M

C a Cl 21 0 ．0 2 ％ N a N 31 に 透析 して S D S を除去した
．

T a k a s e ニ p e P ． A
， p e P St a ti n A 三 P M S F

， p h e n y l m et h a n s u lf o n y l fl u o rid e ニ R P M I－1 6 40
，
R o s w ell

P a r k M e m o ri al I n stit u t e M ed i a － 1 64 0 三 S D S
，
S Odi u m d o d e c y l s ulf a t e ニ T I M P

，
tis s u e i n hibit or

Of m e t all o p r ot ein a s e s ．



ヒ ト骨 肉腫 培養細胞 くO S T 株ラ 由来蛋白分 解酵素

た， 同様に 同培地 を8 M 尿素，
3 M チ オ シ ア ン化 ナ トリ

ウ ム
，

5 M ヨ ウ化 カ リ ウ ム の 存在下 で 22
0

C ， 4 時間反

応後，
0 ． 0 5 ％ B r ij 3 5 を含む同緩衝液に 透析 した

．
こ れ

ら の 試料に つ き ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分解活 性
，

ゼ ラ チ

ナ
ー ゼお よび コ ラ ゲナ ー ゼ活性 を測定 した

．

V ． S D S 一 ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー

トゲ ル

H ib b s らの 方法
261 に 従い

，
ゼ ラ チ ン eO ． 5 m gl m り を

含むポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル く1 0 ％ア ク リ ル ア ミ ドう

を作製した ． O S T 細胞調整培J也 S DS 処理 後の 同培養

液，
ヌ

ー

ドマ ウス 腹壁腫瘍結節の ホ モ ジネ ー ト
，

お よ

び腹水中の O S T 細胞 継代第 1 へ 3 代細胞培養液 を そ

れぞれ非還 元状態 で 4
0

C で 電気泳動 した ．
ゲ ル を緩衝

液 く50 m M T ri s
－ H Cl

， p H 7 ．51 1 JL M Z n C l 211 0 m M

C a C1 2，

1
2 ．5 ％ T rit o n X 1 0

．0 2 ％ N a N 31 で 洗浄後37
0

C

で 反応し，
ゼ ラ チ ン の 分解パ タ ー ン を調 べ た

．
ゼ ラ チ

ンサ ブス ト レ ー

トゲ ル で は， S D S 処 理 や電気泳動中に

活性化が生 じ るた め
， 活性化処理 は不 必 要で あ っ た ．

上記材料の ゼラ チ ン 分解能 に 対し て阻害試験 を行 っ

た
．

すなわ ち， 試料を ゼラ チ ン サ ブ ス ト レ ー

トゲル に

電気 泳 動後 上 記綬 衝 液 で 洗 浄 し
，

2 m M ph e n yl－

m eth a n e s u lf o n yl fl u o rid e くP M S F l ，
1 5 m M eth yl

－

e n di a m i n e t e t r a a c e ti c a cid くE D T A l ，
5 m M N －

eth yl m al ei m id e くN － E M l お よ び0 ．5 m M p e p s t a ti n A

くp e p ． Aうの 各種 プ ロ ティ ナ ー

ゼ阻害剤 を含む緩衝液中

で反応させ た ．

V I
，
S D S ．IV 型 コ ラ

ー

ゲ ンサ ブ ス ト レ
ー

トゲ ル

IV 型 コ ラ
ー

ゲ ン く新田ゼ ラ チ ン
， C ell m a tri x T y p e

I Vう を0 ． 5 m gノm l の 濃度で 含む 1 0 ％ポ リ ア ク リ ル ア

ミ ドゲ ル を作製 した ． ゼ ラチ ン サブ ス トレ
ー

トゲ ル と

同様の 方法で
． 試料 を 4

0

C で 電気泳動後 33
0

C で 反 応

させ汀 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 分解 パ タ
ー

ン を調 べ た
．

ま た
，

ゼラ チ ン サ ブ ス ト レ
ー

トゲル と同様の 方法 で 阻害試験

を行 っ た
．

Vll ． O S T 細胞由 来蛋 白 分 解 酵 素 活 性 と イ ン ヒ ビ

タ
ー の 部分精製

O S T 細 胞 調 整 培 地 く2 00 m り を 硫 安 沈 殿 法

ほ5
ィ

1 － 60 ％飽和度ンで 7 m l に 濃縮 し， さ ら に 限外濾過 装

置 くア ミ コ ン社，
U ．S ． A ．1 で 2 m l に 濃縮 し た

．
こ の 試

料の 1 ． 5 m l を緩衝液 く50 m M T ri s
－ H Cl

， p H 7 ．5 J
1

0 －1 5 M N a C ll 1 0 m M C a C l 21 0 ．0 5 ％ B rij 3 51 0 ．0 2 ％

N a N 31 で平 衡化し た Ul tr o g el A c A 4 4 カ ラ ム く1 ．5 X

l15 c m l に か け， 培養液中の 蛋白質 を分子量 の 大き さ

によ り分離 した
． 各 フ ラ ク シ ョ ン に つ い て コ ラ ゲナ ー

ゼ
，

ゼ ラ チ ナ
ー ゼお よ び トラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活

性 を測定し た
．

さ ら に
， 同フ ラ ク シ ョ ン に つ き と 卜慢

性 関 節 リ ウ マ チ 滑 膜 細 胞 由 来 m a t ri x m e t all o
－

p r o t ei n a s e 3 くM M P － 3l
2 21 活性 に 対 す る 阻害活性 を検

71 7

討し た
．

す な わ ち
，

一

定量 の 活性型 M M P －3 く1 0 〆り

と 各フ ラ ク シ ョ ン か らの 試料 く1 0 〆り を 22
0

C で 3 0 分

間反応後 トラ ン ス フ ェ リ ン ア ッ セ イ を行 っ た
．

Vl封． M M P － 3 と ti s s u e i n h i bi t o r o f m e t all o
－

p r o t ei n a s e s くT I M P l の W e st e r n bl o t 法に よ

る 検討

O S T 細胞調整培地 を1 0 ％ポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲ ル

に S D SI P A G E 後 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膿 に 転写 し
， 抗

M M P －3 抗体271
く金沢大学医療技術短期 大学郡， 岡田

保典博士 よ り供与1 及 び抗 丁工M P 抗体 細 く愛知学院大

学歯学部， 早川太郎教授よ り供与1 と反 応後
，

ア ピ ジ

ンービオ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ複合体 くA B Cつ 法に

よ り検討し た ．

成 績

工 ． ヌ
ー

ド マ ウス 腹 腔 内 へ の O S T 細胞移植

O S T 細胞 はヌ ー ド マ ウ ス の 腹腔内で 著明 に 増殖 し
，

移植後 4 過で は腹水貯留 に よ り腹部は著しく膨隆 を示

した ． また ， 大網や牌周囲， 後腹膜， 腹壁 に 多数の 腫

瘍結節 を形成 した
． 腹水浮遊細胞を細胞診で観 察する

と， 大型異型 核を も つ O S T 膿瘍細胞の ほ か多数の 好

中球や リ ン パ 球，
お よ び マ ク ロ フ ァ

ー

ジ様細胞 が認 め

Fi g ． 1 ． E c t o pi c b o n e i n d u c e d i n th e a b d o m i n al w a1l

of a n a th y m i c n u d e m o u s e b y th e O S T c ell s

くa r r o w sl ． H － E st ai n
．

X 13 0
．
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られ た
． しか し， 腹水細胞 を培養す る と継代第 1 代以

降は 多角形 を示 す O S T 腫 瘍細胞 の み か ら構成 され る

よう に な っ た
．
O S T 腫瘍細胞 は 多角形の 胞体 と大型異

型 核を も ち し ば しば核分裂像 を示 し
，

索状 な い し胞巣

状の 細胞集団 を形成 して 腹壁 筋層内 へ 浸潤性に 発育 し

て い た
． 腫瘍細胞 の 浸潤し た筋肉及 び 筋膜組織中に は

反応性 の軟骨及 び骨組織 の 形 成が しば し ば観察さ れ た

く図 － 1う． し か し
，
O S T 腫瘍細 胞自身に よ る 明 ら か な

頬骨や 骨形 成像 は認 め ら れ な か っ た
． 腹膜 で は O ST

腫 瘍細胞 は腹腔 面 へ 突出 した結節 を形 成し
， 中皮細胞

は し ば し ば剥離 消失 し て い た
．

さ ら に
， 腫瘍細胞は肝

被膜 か ら肝実質 へ の 浸 潤 をも示 した
． 腹膜 で 増殖した

O S T 腫瘍細胞 は腹膜の 門脈校内 へ 浸潤 し
， 肝中心 静脈

内と肺動脈校内に 腫 瘍塞栓を形 成 して い た く図－2 j
．

ま た
． 大網や 後腹膜及 び縦隔 内の リ ン パ 節中 に O S T

細胞の 転移巣が観察さ れ た く図－3 う．

Fi g ． 2 ． T u m o r e m b oli c o m p o s e d o f th e O S T c ell s t a r r o w sl i n th e b r a n c h e s 。f

a p ul m o n a r y a rt e r y of a n u d e m o u s e ． H － E st a i n
．

X 1 5 0 ．

F i g ． 3 ． M e t a s t a si s o f th e O S T c ell s くa r r o w sl t o a l ym ph n o d e i n th e

m e di a sti n u m of a n u d e m o u s e ． H － E st a in ．
X 15 0 ．



ヒ ト骨肉腫 培養細胞 くO S T 株1 由来蛋 白分解酵素

I L 培養 O S T 細胞 由来蛋 白分 解酵素

1 ．
コ ラ ゲナ

ー

ゼ， ゼ ラ チ ナ
ー

ゼ， トラ ン ス フ ェ リ

ン分解酵素活性の ア ツ セ イ に よ る検 出

O S T 細胞培養液中に は
， 未処理 状態 で コ ラ ゲ ナ ー

ゼ，
ゼ ラチ ナ ー ゼ

，
ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分 解酵素活性は

検出さ れな か っ た ． 種々 の 金属依存性蛋白分解酵素の

活性化に 用 い られ る
．
N H 2

－ P h － H g
－ A c の 存在下 で ア ッ

セイ を行 っ て も こ れ らの 酵素活性 は認 め ら れ な か っ

た． ま た
，

トリ プ シ ン
， キモ トリ プ シ ン

，
プラ ス ミ ン

，

膵エ ラ ス タ
ー ゼの 各セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ処理 に よる

活性化で も O S T 細胞培養液中に 酵素活性 は み られ な

か っ た
．

S D S
，
尿素，

ヨ ウ化カ リ ウ ム
，
チオ シ ア ン化ナ トリ ウ

A1 1 2 3 4 5 別 S D S
－

＋

F ig ．
4

． V i s u ali z a ti o n of g el a ti nTd e g r a di n g a c ti v i －

tie s o n S D S ．

g el a ti n s u b s tr a t e g el el e c t r o ph o r e si s ．

仏J ． S a m pl e s f r o m c u lt u r e m e d i u m o f th e O S T

C e11 s く1 a n e り，
h o m o g e n a t e o f a b d o m i n a l O S T

t u m o r n o d u l e s く1 a n e 21 ，
C ul t u r e m e d i a f r o m th e

fir s t tl a n e 31，
S e C O n d く1 a n e 41 a n d th i rd g e n e r a ti o n

O a n e 5l o f p a s s a g e of th e a s ci ti c O S T c ell s w e r e

r u n o n a S D S －

g el a ti n s u b st r a t e g el く1 0 ％ t o t al

a c r yl a m id eJ Ll n d e r th e u n r e d u c e d c o n d iti o n s a t

4
0

C ． A f t e r el e c t r o ph o r e si s
，
th e g el w a s w a s h e d

，

i n c u b a t e d i n 5 0 m M T ri s－H C l
， p H 7 ．

51 1 FL M

Z n C 121 10 m M C a C 1 212 ．5 ％ T ri t o n X 1 0 ．0 2 ％ N a N 3

f o r 8h a t 3 7
0

C a n d s t a i n e d w ith C o o m a s si e

B rilli a n t bl u e R 2 5 0
． くBl ． O S T c u lt u r e m e d i a

tr e a te d w i th く＋l o r wi th o u t 仁1 0 ，1 ％ S D S f o r 4 h

a t 2 2
0

C w e r e s u bj e c t e d t o a S D S ，

g e l a ti n s u b s t r a te

g el く1 0 ％ t o t a l a c r yl a mi d el ． A ft e r th e r e m o v al

Of S D S b y di al y si s a g a i n st 5 0 m M T ri s－H Cl ， p H 7 ．

51 O ．1 5 M N a C l1 1 0 r n M C a C1 21 1 ％ T rit o n X 1 0 ．0 2 ％

N a N 3 ， g el a ti n o l yti c a c ti v it y w a s vi s u a li z e d

a c c o rd in g t o th e m e th o d d e s c rib e d a b o v e ．

7 1 9

ム 処理 に よ る活性 化で は0 ． 1 ％S D S で 3 へ 4 時間処

理 した場合に の み トラ ン ス フ ェ リ ン 分解酵素活性 が検

出さ れ た ． しか し，
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ とゼ ラチ ナ
ー ゼ 分解

酵素活性 はみ ら れ なか っ た
．
S D S 処理 に よ る活性化の

頻度は約 20 ％で
，
そ の 活性化の 程度も 0 ．2 へ 1 ． 8 単位ノ

m l と
一 定し なか っ た ．

2 ． S D S － ゼ ラチ ン サ ブス ト レ
ー ト ゲル に よ る検討

O S T 細胞培 養液 を ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー

ト ゲ ル に

非還 元状態 で電気泳動す ると ， 分子 量75
，
00 0 の 部位 に

ゼ ラ チ ン 分解 酵 素活性 を 示 す バ ン ドが 認 め ら れ た

く図－4 A l ．

一

方 ，
S D S 処理 に よ り トラ ン ス フ ェ リ ン 分

解酵素活性 の 出現を認め た材料で は上記の バ ン ドの ほ

か
， 4 5 ，

00 0 の 位 置 に 低 分 子 の バ ン ド も 観 察 さ れ た

く図－4 別 ． 両試料 に つ き
，
各種 プ ロ ティ ナ

ー ゼ に 対す

る阻害剤の 存在下 で ゲ ル を反応さ せ ると
，

こ れ ら の ゼ

ラ チ ン 分解酵素活性 は E D T A に よ っ て の み阻害さ れ

た く図－5 AI ．

3 ． S D S －工V 型 コ ラ
ー

ゲ ン サ ブ ス ト レ
ー

トゲ ル に よ

る検討

Fi g ． 5 ． I n h ib iti o n st u d i e s o f g el a ti n o ly tl C a C ti v iti e s

i n th e O S T c ult u r e m e d i u m t r e a t e d w ith S D S くAナ

a n d th o s e i n c ult u r e m e di u m o f th e a s citi c O S T

c e ll s o f th e fir st －

P a S S a g e g e n e r a ti o n くBl ． T h e

s a m pl e s w e r e el e c t r o p h o r e s e d o n S D S －

g el a ti n

s u b s t r a t e g el s く1 0 ％ t o t al a c r yl a m id el u n d e r t h e

u n r ed u c e d c o n d iti o n s a t 4
0

C ． T h e g el w a s
，
th e n

sli c e d i n t o st ri p s of e a c h l a n e
，

W a S h e d i n 5 0 m M

T ri s
－ H C l

， p H 7 ．51 1 JI M Z n C 1 21 1 O m M C a C 1 21 2 ．5 ％

T rit o n X 1 0 ．
0 2 ％ N a N 3 a n d i n c u b a t e d w ith th e

W a S hi n g b u ff e r O a n e ll ，
th e b u ff e r c o n t a i n i n g 1 5

m M e th y l e n d i a mi n e t e t r a a c e ti c a cid く1 a n e 21 ，
2

r n M p h e n yl m e th a n s ulf o n yl fl u o rid e くI a n e 31 ，
5

m M N －

eth yl m al ei m id e りa n e 軋 O r O
．5 m M

p e p s t a ti n A くI a n e 51 f o r 8 h a t 3 7
0

C ． T h e st ri p s

w e r e st a i n ed w ith C o o m a s si e B ri11i a n t b l u e R 2
．

5 0 ．
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O S T 細胞培養液 を汀 型 コ ラ ー ゲ ン サ ブ ス ト レ
ー ト

ゲ ル 上 に電気泳動する と ， 分子 量 75
，
0 0 0 の 部位 に工V 型

コ ラ
ー

ゲ ン 分解酵素活性を示 す バ ン ド が み られ
，

S D S

処理 した 同培養液で は分子 量 75
，
0 00 と 4 5

，
00 0 の バ ン

ドが 認め られ た く図 － 6 A I ．
こ れ ら の工V 型 コ ラ ー

ゲ ン

分解活性 の 分子 量 はゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル の そ

れ に
一

致 した ． ま た ，
こ れ らの 活性 は E D T A に よ っ て

完全 に 阻害 され た ．

4 ． O S T 細胞 由来蛋 白分 解 酵 素活性 と イ ン ヒ ビ

タ
ー

の 部 分精製

O S T 細胞 培養液を Ul t r o g el A c A 44 カ ラ ム く1 ． 5 X

l 15 c m う に か け， 培養液 中の 蛋白質 を分子 量 の 大きさ

に よ り分 離 した ク ロ マ ト グ ラム を図－7 A に 示 す ．
コ

k D a

A

1 2 3 4
k D a

水

ラ ゲ ナ
ー

ゼ
，

ゼ ラチ ナ ー ゼ
， トラ ン ス フ ェ リ ン分解酵

素活性 は， N H 2－P h － H g
－ A c 存在及 び非存在下 に お いて

全 く検出さ れ な か っ た が ， S D S － ゼ ラチ ン サ ブス トレ ー

ト ゲ ル 上 フ ラ ク シ ョ ン 47 付近 に ピ ー

ク を も つ ゼラチ

ン分解酵素活性が認められた く図－7 Bう．

一 方，
ヒ ト慢性

関 節 リ ウ マ チ 滑 膜 細 胞 由 来 m a t ri x m e t all 。
，

p r o t ei n a s e 3 活性 に 対 す る 阻害活性 を検 討 し た軌

図－7 A の 如 く フ ラ ク シ ョ ン 62 へ 8 0 に 阻害 活性が 認

め られ た
．

5 ． M M P － 3 と T I M P の W e s t e r n bl o t 法に よる検

討

ニ トロ セ ル ロ
ー

ス 膜 上 に 転写 され た O S T 細胞培葦

液 中 の 蛋 白 の う ち， 分 子 量 28
，
0 0 0 の バ ン ド が抗

B

1 2 3 4 5

Fi g ． 6 ． V i s u ali z a ti o n o f ty p e IV c oll a g e n
－ d e g r a d i n g a cti vi ti e s o n a S D S －t y p e

I V c o ll a g e n s u b s t r a t e g el el e c t r o ph o r e si s くAl a n d i n h ib iti o n st u di e s o f th e

a c ti vi ti e s i n c ul t u r e m ed i u m o f th e a s citi c O S T c ell s i n th e fir st －

p a S S a g e

g e n e r a ti o n くBl ．

仏J s a m pl e s f r o m c ul t u r e m e d i u m o f th e O S T c ell s くI a n e ll ，
h o m o g e n a t e of

a b d o mi n al O S T t u m o r n o d ul e s く1 a n e 2I ，
C ult u r e m e d i u m o f th e fir st p a s s a g e

－

g e n e rti o n o f a s citi c O S T －

C ell s く1 a n e 3J a n d th e O S T c ul t u r e m ed i u m

a c ti v a t ed w ith S D S く1 a n e 4I w e r e r u n o n a S D S－t y p e I V c oll a g e n s u b st r a t e

g elく10 ％ t o t al a c r yl a mi d eJ u n d e r th e u n r ed u c e d c o n d iti o n a t 4
O

C ． T y p e I V

C O ll a g e n
－d e g r a di n g a c ti v iti e s w e r e vi s u ali z e d b y th e i n c u b a ti o n f o r 1 8 h a t

3 3
0

C a c c o r di n g t o th e m e th o d d e s c rib e d i n F i g ． 4 ， くBI C u lt u r e m e d i u m o f
th e a s ci ti c O S T c ell s w a s el e c tr o p h o r e s e d o n a S D S ．t y p e I V c oll a g e n

S u b st r a t e g elく10 ％ t o t al a c r yl a mi d eJ u n d e r th e u n r e d u c ed c o n d iti o n s a t 4
0

C ．

A c c o r di n g t o th e m e th o d d e s c rib ed i n F i g ． 5 ．

，
th e g el w a s sli c e d i n t o s t ri p s

O f e a c h l a n e
，
i n c u b a t e d f o r 1 8 h a t 3 3

0

C w ith th e b u ff e r く1 a n e lJ ，
th e b u ff e r

C O n t a in i n g 1 5 m M e th yl e n d i a mi n e t e t r a a c e ti c a cid く1 a n e 21 ，
2 m M ph e n y ト

m e th a n s ulf o n yl fl u o rid e く1 a n e 31 ， 5 m M N －

e th yl m a l ei mi d e くI a n e 41 ，
O r O ．5

m M p e p st a ti n A く1 a n e 引 a n d fi n all y st ai n e d wi th C o o m a s si e B ri11i a n t b l u e
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ヒ ト骨肉腫 培養細胞 くO S T 株J 由来蛋 白分解酵素

T工M P 抗体に よ っ て 認識 され た く図－8 う． し か し
， 抗

M M P －3 抗体に よ っ て 認識さ れ る蛋 白 バ ン ド は 検 出さ

れなか っ た ．

1II ．
ヌ ー ドマ ウス 移 植 O S T 細胞由来蛋 白 分解酵素

ヌ
ー ドマ ウ ス 腹壁 の 腰 瘍塊ホ モ ジネ

ー

ト と ， 腹 水中

に浮遊し た O S T 細胞の 継代第 1 代細胞培 養液を ゼ ラ

チ ンサ ブ ス ト レ
ー

ト ゲ ル と工V 型 コ ラ ー ゲ ン サ ブ ス ト

3

つ
ム

0

ハ

U

O

－

－
．

一

．

一

．

－

一

．

．

．

．

．

0

黒
川

V

F ig ． 7 ． U lt r o g el A c A 4 4 c h r o m a t o g r a ph y a n d S D S －

g el a ti n s u b st r a t e g el el e c t r o p h o r e si s o f th e

C Ol u m n f r a cti o n s ． くAJ C ul t u r e m e di u m o f O S T

C ell s く2 00 m lJ w a s c o n c e n t r a t e d t o 2 m l b y t h e

a m m o n i u m s ulf a t e p r e ci pit a ti o n く2 5 へ 6 0 ％

S a t u r a ti o n l a n d b y a n A mi c o n Di a fl o a p p a r a t u s

fitt ed w ith a Y M ， 1 0 m e m b r a n e ． T h e s a m pl e u ．

5 m lJ w a s th e n a p pli e d t o a n U l t r o g el A c A 4 4

C Ol u m n Ll ．5 X l 15 c m J e q uilib r a t e d wi th 5 O m M

T ri s
． H C l

， p H 7 ．51 0 ．15 M N a C l1 1 0 m M C a C 1 2 ，
10 ．

05 ％ B rij3 51O ．0 2 ％ N a N 3 ． T h e c ol u m n el u a t e

W a S m O nit e r ed f o r th e a b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m

t ． － … ・

1 a n d i n h ibi t o r y a c ti v ity a g ai n s t m a t ri x

m e t a ll o p r o t ei n a s e 3 t
．

l ． N o e ll Z y m a ti c a c ti viti e s

W e r e d et e c t e d i n th e a s s a y s u si n g
1 4
C ．

c oll a g e n
，

1 4

C－g el a ti n a n d F
3
Hコc a r b o x y m e th yl a t e d t r a n sf e r ri n

S u b s tr a t e s ． t B J T h e s a m pl e s f r o m U l tr o g el

A c A 4 4 c o l u m n f r a c ti o n s tf r a c ti o n 揮3 2 へ 8 O
，
25 JLl

e a c hJ w e r e s u bj e c t ed t o a S D S－g el a ti n s u b s tr a t e

g el く1 0 ％ t o t al a c r yl a m id eナ u n d e r th e u n r e d u c ed

C O tl d iti o n s ． G el a ti n o l yti c a c ti v it y w a s vi s u ali z ed

a c c o r d i n g t o th e m e th o d d e s c rib e d in Fi g ． 4 ．

72 1

レ ー トゲ ル に 電気泳動す ると
， 図－4 A と図 － 6 A に 示

す よ う に O S T 細胞培 養液 で み ら れ た 分子 量 75
．
0 0 0

の バ ン ド以 外に よ り 高分子 の 94 ．0 0 0 の バ ン ドが 新 た

に 観察され た ．
し か し分子量 94

，
0 0 0 の ゼ ラチ ン 及 び工V

型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素活性 は継代 2 代で は低下 し
， 継

代3 代で はほ と ん ど認 め られ な く な っ た く図－4 AI ．

図－5B と図－6 B に 示 す よう に
，

こ れ らの工V 型 コ ラ ー

ゲ ン と ゼラ チ ン を 分解す る酵素活性は E D T A に よ っ

て の み 阻害さ れ ， 他の 阻害剤 で は影 響をう け な か っ た ．

考 察

O S T 細胞は と 卜骨肉腫よ り 分離
，
樹立 化され た細胞

株で
， 動物 に 異種 移植す る と宿主動物の 線維性組織 中

に骨誘導能 を有す る の み な ら ず
，

腫 瘍性頬骨や 骨形成

をき たす と報告さ れ てい る
2 91

． 本研究に お い ても
，
ヌ ー

ドマ ウ ス腹壁中 に 浸潤 した O S T 腫瘍細胞 は明ら か な

骨誘導能 をも つ こ と が確か め られ た ． 骨肉腫に よる 骨

Fi g ， 8 ． W e s t e r n bl o tti n g ． C o n c e n tr a t e d c u lt u r e

m e di u m o f th e O S T c ell s b y a m m o n i u m s ulf a t e

P r e Ci pi t a ti o n く2 5 へ

6 0 ％ s a t u r a ti o nl w a s e l e ct r o－

p h o r e s ed o n a 12 ．5 ％ S D S くr e d u c in gl g el くAl ．

A n o th e r s a m pl e w a s el e c tr o ph o r e s e d a n d t r a n s－
f e r r ed t o n it r o c ell u l o s e m e m b r a n e

，
a n d ti s s u e

in h ibi t o r o f m e t a ll o p r
．

o t ei n a s e s w a s vi s u a li s e d

u si n g a m o n o c l o n al m o u s e a n ti － T I M P I g G a n d a

b i o ti n a t ed a n ti － m O u S e I g G a n tib o d y f oll o w e d b y

a n a v id i n－bi o ti n －

p e r O X i d a s e c o m pl e x m e th o d くBン．



7 2 2

誘導能は腫瘍細胞の 骨芽細胞 へ の 分化度 を示 すと 考え

られ て い る こ と か ら
3 01

， 本腰瘍細胞 は少く と も骨芽細

胞 の 機能 の
一

部を 保持す る細胞株 で あ る と 考 えら れ

る
．
さら に

， 腹腔内に 播種 した O S T 細胞は脈管内侵入

を きた し
， 肺 動脈校内の 腫 瘍塞栓 と リ ン パ 節転移 を形

成す る こ とが本実験に お い て 示 され た ． これ ら の 所見

は， O S T 細胞 が骨肉腫 細胞で あ る こ と を示 して い る ．

悪性腫瘍細胞が 浸潤， 転移 を きた す ため に は
， 腫瘍

細胞周囲の 細胞間 マ トリ ッ ク ス や血 管周囲基 底膜の 分

解が必須で あり，
これ ま で悪 性腫 瘍 に 由来す る種 々 の

酵 素が 報告され て い る
．

それ ら に はI へ 1II 塾 コ ラ ー ゲ

ン を 分解 す る コ ラ ゲ ナ
ー

ゼ
1 川 を は じめ 汀 型 コ ラ

ー

ゲ

ン分解酵素5 ト 引
，

V 型コ ラ ー

ゲ ン 分解酵素 川
，

フ ィ プ ロ

ネク チ ン 分解酵素 川
，
プ ロ テ オ グ リカ ン 分解酵素

1 2，
，

エ

ラ ス チ ン 分解酵 素用
，

プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ
ー

タ
ー 1 8j 工g 勅 及び ヘ パ リ ン 分解酵素 叫

な どが 含 まれ ，
い

ずれ も細胞 間マ トリ ッ ク ス 構成成分の 分解能 をも つ 点

で共通 して い る
．

こ れ らの 酵素の ほと ん どは プ ロ テ ィ

ナ ー ゼ で ， シ ス テイ ン プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ
，
セ リ ン プ ロ テ ィ

ナ ー ゼ
，

お よび金属依存性蛋 白分解酵素の い ずれ か に

属 して お り
， 癌細胞由来の ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ ティ

ナ ー ゼ 粗
の 報告はき わ めて 少な く その 基質 に つ い て も

明 らか に さ れ てい ない
．

本研究 で は
， 培養 O S T 細胞 がI V 型 コ ラ ー

ゲ ン と ゼ

ラチ ン を分解す る酵素活性 を分泌 す る こ と が明 らか と

な っ た ． 汀塾 コ ラ ー

ゲ ン とゼ ラ チ ン を用 い たサ ブス ト

レ ー

トゲ ル 上その 酵素の 分子 量は い ずれ も 75
，
0 00 で

あり E D T A に よ り失活す る こ と か ら， 同 一

の 酵素が

I Y 型 コ ラ
ー

ゲ ン とゼ ラチ ン を分解す る と考 えら れ る ．

各種阻害剤 の う ち E D T A に よ っ て の み そ の 活 性が 阻

害さ れ る こ と は
，

こ の 酵素が 金属依存性蛋白分解酵素

に 属す る こ と を示 して い る
． し か し

， 本酵素活性は 1 4
C －

コ ラ ー ゲ ン
，

1 4
C － ゼ ラチ ン

， E
3
HコC m － T f を基 質 と した

ア ッ セ イ で は全く検 出され な か っ た
．
その理 由と して

，

本酵素に対す る阻害物質で あ るti s s u e in hi bit 。r 。f

m e t all o p r o t e in a s e s くTI M P l
33Iが 培養 液 中 に 共存 す

る可能性が第
一

に考 え られ る ． 実際，
O S T 紳胞培養液

の ゲ ル 濾過分画分 に 金属依存 性蛋 白分解酵 素で あ る

M M P －3 に 対 す る 阻 害 晴 性 が み ら れ る こ と や
，

W e st e r n b l o t 法 で 抗 TI M P 抗 体 と 反 応 す る 分子 量

28
，
0 0 0 の 蛋 白 が 検 出 さ れ る こ と は O S T 細 胞 が

T I M P を培養液中に 分泌 して い る こ と を示 して い る
．

しか し， ゲ ル 濾過 に よ り TI M P を除去 して も活性が検

出 で き ない こ と は他の可能性，
す なわ ち活性化の 障害

を強く示 唆 して い る
． 種々 の 金属依存性蛋白分解酵素

の活性化に は， トリ プ シ ン な どの セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー

ゼ に よ る活性化 と N H 2
． P h － H g

－ A c な どの 水銀 化合物

水

に よ る自 己活性化 の 2 つ の 機序が 知 られ て い る3 413 5一

本研究 で は
，

こ の 2 つ の 方法に よ っ て も 活性は 全く検

出さ れ ず， 酵素 を S D S 処理 し た場合 に の み 不 完全な

が ら ト ラ ン ス フ ェ リ ン 分 解活性が 検出さ れ たに すぎな

い
． S D S に よ る本酵素 の 活性 化機序は 明ら かで はない

が
，

お そら く 酵素蛋 白に 付着 し た S D S が透 析で 除去

され る 際に その コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ ン に 変化 を生 じ自己

活性 化をき たす と想像さ れ る ． ま た
，

サ ブス ト レ ー

ト

ゲ ル に お い て確実 に 活性が 検出さ れ る の も
， 電気泳動

そ の も の や 試料を S D S を含む旗衝 液と反 応 する こ と

に よ り自己活性化 をき た す ため と推定さ れ る
．

これま

で 悪 性黒 色腰 細胞 由来の コ ラゲナ ー

ゼや線鮮肉鷹由来の

IV 型 コ ラ
ー

ゲ ン 分 解酵素 に 関し て は
， 腫 瘍細胞によ っ

て 分 泌 さ れ た プラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー が プラ

ス ミ ノ ー ゲ ン を活性化 し
，

さ ら に プラ ス ミ ン が これら

滞在型 の コ ラゲ ナ ー ゼ を活性化す る と い う 仮説が提唱

さ れ て い る
7ほ り

－ しか し
， 本酵素は プ ラ ス ミ ン で は活性

化さ れ な い こ と か らそ の よう な カ ス ケ ー

ド反応に よる

活性化 は考 え に く くi n v i v o に お ける OS T 細胞由来

酵素 の晴性化機序 に つ い て は全く不 明 で あ る ．

ヌ ー

ド マ ウ ス 内 で増殖 した O S T 細胞 の 腫瘍塊 ホモ

ジ ネ
ー

トと腹水中の腰癌細胞培養液に
， 高分子 の酵素

活性 く分子 量 94
，
0 佃 が 新た に 検出さ れ た こ と はきわ

めて 興 味深 い 所見で あ る ．
こ の 酵素も工V 型 コ ラ ー

ゲン

とゼ ラ チ ン を分解 す る金属依存性蛋 白分解酵素で ある

こ と は その 分子量 と阻害剤に 対す る反 応か ら明らか で

あ る
．

V a e s ら
36J は マ ク ロ フ ァ

ー

ジ由来 の 液性因子が

L e w i s 肺癌細胞 を刺激 しIV 型 コ ラ ー ゲ ン を分解する金

属依存性蛋白分解酵素を分泌さ せ る と報告し てい る ．

また
，
V 2 癌細胞株や

拘
悪 性黒色腫細胞3 8I

に よるカ テプ

シ ン B の 分泌 が 何 ら か の 液性 因子 に よ っ て 調節され

る こ と が報告 され て い る
． 本 実験 に お い て も O S T 細

胞 の 浸潤， 増殖 し た腹膜や腹水 中 に は好 中球やマ ク ロ

フ ァ
ー

ジ及 び リ ン パ 球 な どの 著明な 炎症性細胞浸潤が

み ら れた
．

こ れ らの 細胞 か ら放出さ れ た種々 の 因子に

よ っ て O S T 細胞が 刺激 をう け
，

こ の 高分子 の工V 型 コ

ラ ー ゲ ン 分解酵素の 合成が 誘導され る こ と は可能なこ

と で あ る
．
ま た ， 腹水中の O S T 細胞 を継代 すると本酵

素の 分泌が み られ な く なる こ と は こ の 考え を支持して

い る
．

工V 型 コ ラ ー ゲ ン を分解 す る金 属依存性蛋 白分解酵素

と し て ， こ れ ま で 少く と も 4 種類 の 酵素が 報告されて

い る
．

こ れ ら の う ち悪性黒 色腰細胞 由来 で工V 型 コ ラ ー

ゲ ン
，

ゼ ラ チ ン 及 び 工塾 コ ラ
ー

ゲ ン を分解する 酵素39，

は分子 量 が 59
，
0 0 0 で あ る こ と や ， 細胞外に 分泌さ れな

い こ と か ら
，
O S T 細胞由来酵素と は異な る と考えられ

る ． M M P － 3
2 21は st r o m el y si n

4 0I
と も よ ばれ

，
H －

r a S 癌遺



ヒ ト骨 肉腫 培養細胞 くO S T 株さ 由来蛋白分解酵素

伝子に よ っ て形質転換 さ れ た線推芽細胞 や実験的マ ウ

ス扁平上 皮癌細胞 よ り分泌 さ れ る
一
I

t r a n si n
，，

と い う 酵

素に
一 致す る

41 J4 2－

．
し か し

，
O S T 細胞 由来酵素と は

，

その 分子 量 と活性化機序が異る こ とや ， W e s t e rn b l o t

法で抗 M M P －3 抗体と 反応す る蛋 白が 培養液中に み ら

れな い こ と か ら両 者は 異 る酵素と考 え られ る
．

一 方
，

培養液中に 分泌 さ れ る OS T 細 胞 由来酵 素 く分 子 量

75
，
0 00ヨ は

，
工V 型 コ ラ

ー

ゲ ン と ゼ ラ チ ン を分解す る基

質特異性や分子量 が 類似 して い る こと か ら， 工V 型 コ ラ

ゲナ
ー ゼ 軋や ゼ ラ テ ナ ー ゼ

4 3 拍 車 に き わ め て 似 て い る と

考え られ る ． し か し，
こ れ らの 酵素が N H 2

－ P h － H g
－ A c

やトリ プ シ ン で 活性化さ れ るの に 対 し
，
O S T 細胞由来

酵素は全 く活性化さ れ な い こ と は 大き な相違点 で あ

る
．

こ れら の 酵素と O S T 細胞由来酵素と の 異同に つ

い て は現在の と こ ろ不明で
， 将来 これ ら酵素に 対す る

抗体を用い た免疫学的交叉性や ア ミ ノ 酸配列の 決定に

より明らか に な る もの と 考え られ る
．

癌細胞の 転移能と種々 の 酵素悟性 との 間に 正 の 相関

関係が ある こと が 多くの 研究者に よ っ て 指摘 され て い

る3 糊 1 4 卜 20 1
． しか し

，

一 方 で これ ら酵 素活性と転移能と

の間に 相関関係が な い と い う報 告 仰 臥 乳 多種類の 酵

素活性との 関連 はあ る もの の 特別な酵素活性 と は相関

しない と い う 報告 も み られ る
頼

．
こ れ ら の 矛盾 し た

デ
ー

タ は ， す で に 指摘 され て い る よ う に
4 7

個 々 の 癌細

胞は生物学的に 著 し い 多様性 をも つ こ と に 基づ く と考

えられ る ． ま た ，
こ の こと は癌細胞 の 転移機構 は個々

の癌細胞 に つ い て 検討 され ね ばな ら な い こ とを示 唆 し

て いる ． 骨肉腫 細胞の 転移機序 に 関 して は全く不 明 で
，

骨肉腰細胞由来の 酵素 に つ い て も ラ ッ ト骨肉腫細胞が

コラ ゲナ
ー

ゼ を分泌 す る とい う以 外に 報告 はみ ら れな

い
41 ヰ8I

． 本研究で は， O S T 骨肉腫 細胞が工V 型 コ ラ ー ゲ ン

分解酵素を培養液中に 分泌す るだ け で な く ， 腹壁 や腹

腔中に 浸潤， 増殖 した腫 瘍細胞が その 酵素 に 加 えて分

子量の 異 る1V 型 コ ラ ー ゲ ン 分解酵素を 分泌 する こ とが

明ら か と な っ た ． I V 型 コ ラ
ー

ゲ ン は血 管基 底膜の 主要

構成成分 で あ る こ と か ら，
こ れ らの 酵素は骨肉腫 細胞

が血管内便入 を する 際に 重 要な役割を 果た す可 能性が

ある と考え られ る ． 今後 O S T 細 胞の 転移 と こ れ ら酵

素活性と の 相関やin v i v o に お け る活性 化機序 を解明

する ことが 重 要な課題 と 考えら れ る
．

結 論

ヒ ト骨肉腫由来培養細 胞 くO S T 株うを用 い て
，

腫瘍

細胞と して の 性質と本腰癌細胞 が分泌 す る酵素惰性に

つ い て検討 し
，

以下 の 結果を得た
．

1 － ヌ ー

ド マ ウ ス に 移植し た O S T 細胞 は
， 宿 主動

物に 骨誘導とリ ン パ 節転移及 び肺動脈校内腫 瘍塞栓を

723

形成 し
，

ヒ ト骨肉腫 細胞と して の 性質 を維持 して い る

こ とが実証さ れ た ．

2 ． O S T 細胞 はIV 型 コ ラ ー ゲ ン と ゼ ラ チ ン を分解

する 分子 量 7 5
，
0 0 0 の 金属依存性蛋白分解酵素 を培 養

液 中に 分 泌 す る の み な ら ず ， 特 異抗体 と 反 応 す る

T工M P を分泌 す る こ とが 示 され た
．

3 ． 本酵素は， トリ プ シ ン
， キ モ トリ プ シ ン

，
プ ラ

ス ミ ン
， 膵 エ ラ ス タ ー ゼの 各セ リン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ

，

N H 2
－P h － H g

－ A c
，
尿素

，
チ オ シ ア ン化ナ ト リウ ム 及 び

ヨ ウ化 カ リ ウ ム で は活性化さ れ ない が
，

S D S 処 理 に

よ っ て まれ に清性化さ れた ． S D S に よ る活性化 に 伴 い

分子 量 45 ，0 0 0 の 低分子酵素活性が サ ブ ス ト レ
ー

ト ゲ

ル 上 検出され た
．

4 ． ヌ ー ドマ ウ ス 腹壁や腹水 中で 増殖 し た O S T 細

胞 は， 分子 量 75
，
0 0 0 の 酵素に 加 えて分子 量 94

，
0 0 0 を

示 す工V 型 コ ラ ー ゲ ン と ゼ ラ チ ン を分解す る金属依存性

蛋白分解酵素 を分泌 した
．

以上 の デ
ー

タよ り
，
O S T 細胞 は骨肉腫細胞と して の

性質を有す る こ とが明 らか と な り ， 腫 瘍の 局所浸潤や

転移形成 に 本腰瘍細胞 に 由来 する1V 型 コ ラ
ー

ゲ ンと ゼ

ラチ ン を分解す る金属依存性 蛋白分解酵素が 重要 な役

割 を果たす と推定さ れ た
．
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1 5 9 －1 6 5 く1 9 81ナ．

瑚 S t ri ck li n
，
G ． P ．

，
J e ff r e y ，

J ． J ．
，
R o s w it

，
W ．

T ． 及 E i s e n
，

A ． Z ． こ H u m a n s k in fib r ob l a st p r o
－

c oll a g e n a s e こ m e Ch a n i s m s of a c ti v a ti o n b y o r g a n o －

m e r c u ri al s a n d t r y p si n ． B i o c h e m i s t r y ，
2 2

，
61 ．6 8

く19 831 ．

35J O k a d a
，
Y ．

，
H a r ri s

，
E ． D ．

，
J r ． 鹿 N a g a s e

，
H ． 二

T h e p r e c u r s o r o f a m e t all o e n d o p e pti d a s e f r o m

h u m a n r h e u m a t oid s y n o vi al fib r o b l a s t s ． P u rifi c a
－

ti o n a n d m e ch a n i s m s o f a c ti v a ti o n b y e n d o p e p ti －

d a s e s a n d 4 － a m i n o p h e n yl m e r c u ri c a c et a t e ． B i o ．

C h e m ． J ． くi n p r e s sl ．

3卵 Y a e s
，
G ．

，
E e n r y ，

N ．
，

Y a n L a m s w e e r d e
，
A ．

L ． 鹿 E e c k h o u t
，
Y ． ニ M e t a s t a ti c a b ilit y o f L e w i s

C a r Ci n o m a c ell s a n d e x t r a c ell u l a r p r o t e o l y si s ． I n t e r
－

a c ti o n s b e t w e e n t u m o u r c ell s a n d h o st m a c r o ．

ph a g e s i n th e d e g r a d a ti o n of t y p e I a n d t y p e I V

C Oll a g e n s
， p 3 57

－ 37 1
． I n H ． T s c h e s c h e くed ．I ，

P r o t ei －

n a s e s i n 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 vi e w

A rti cl e s
，
W al t e r d e G r u y t e r C o ．

，
B e rli n ． N e w Y o r k

，

1 98 6 ．

371 B ai ci
，
A ．

，
G y g e r － M a r a z zi

，
M ． 鹿 S t r 盆u li

，
P ． こ

E x tr a c ell u l a r c y st ei n e p r o t ei n a s e a n d c o ll a g e n a s e

a c ti v iti e s a s a c o n s e q u e n c e of t u m o r－h o s t i n t e r
－

a cti o n i n th e r a b b it V 2 c a r ci n o m a ． l n v a si o n

M et a s ta si s
，
4

，
13 －2 7 く1 98 41 ．

卿 Sl o a n e
，
B ． F ．

，
H o n n

，
K ． V ．

，
S a dl e r

，
J ． G ．

，

T u r n e r
，
W ． A ．

，
R i m p s o n

，
J ． J ． 鹿 T a yl o r

，
J ． D ． こ
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C a th e p si n B a c ti v it y i n B 16 m el a n o r n a c ell s ニ A

p o s sibl e m a r k e r f o r m e t a st a ti c p o t e n ti al ． C an C e r

R e s ．
，
4 2

，
9 80 － 9 8 6 く19 82I ．

39I Z u c k e r
，

S ．
，

T u r p e e n n i e m i － H uj a n e n
，

T ．
，

R o m a m u r t h y ，
N ．

，
W i e m a n

，
J ． ， I ．y si k

，
R ．

，
G o r e v i c

，

P ．
，
Li o tt a

，
L ． A ． 鹿 Si m o rL

，
S ． R ． こ 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 o f a c o n n e c ti v e
． ti s s u e

－d e g r a d i n g

m et all o p r o t ei n a s e f r o m th e c yt o s ol of m et a st a ti c

m el a n o m a c e11 s ． B i o c h e m ． J ．
，
2 4 5

，
4 2 9 －4 3 7 く1 9 8 7I ．

4 0I C hi n
，

J ． R り M u r p h y ，
G ． 良 W e r b

，
Z ． こ

S t r o m el y si n
，

a C O n n e C ti v e ti s s u e ． d e g r a di n g m e t al l o －

e n d o p e p tid a s e s e c r e t e d b y sti m ul a t ed r a b b it

S y n O V i al fib r o b l a st s i n p a r all el w i th c oll a g e n a s e ． J ．

B i ol ． C h e m ．
，
2 6 0

，
1 2 3 67 － 12 3 7 6 く1 9 85 L

41J M a t ri si a n ， L ． M ．
，
G l ai c h e rL h a u s

，
N ．

，
G e s n el ，

M － C ． 鹿 B r e a t h a c h ， R ． ニ E pi d e r m al g r o w th f a c t o r

a n d o n c o g e n e s i n d u c ed t r a n s c rip ti o n o f th e s a m e

C ell u l a r m R N A in r a t fib r o bl a s ts ， E M B O J ．
，
4

，
1 43 5 ．

1 4 40 く198 引．

4 2I M a t ri si a n
，
L ． M ．

，
B o w d e n

，
G ． T ．

，
K ri e g ，

P ．
，

F む S t e n b e r g e r
，

G ．
，

B ri a n d
，

J － P ．
，

h r o y ，
P ． 鹿

B r e at h n a c h
，
R ． 二 T h e m R N A c o di n g f o r th e s e c r e t －

e d p r o t e a s e t r a n si n i s e x p r e s s e d m o r e ab u n d a n tl y i n

m al i g n a n t th a n i n b e n i g n t u m o r s ． P r o c ． N a tl ． A c a d ．

S ci ． U S A
，
83

，
9 4 13 －9 4 1 7 く19 8卵．

4 3I M u r p h y ，
G ．

，
M c A l pi n e

，
C ． G ．， P o11

，
C ． T ． 皮

R e y n ol d s
，
J ． J ． ニ P ulifi c a ti o n a n d ch a r a ct e ri z a ti o n

O f a b o n e m e t all o p r o t ei n a s e th at d e g r a d e s g el a ti n

a n d t y p e I V an d t y p e V c oll a g e n ． B i o c hi m ． B i o p h y s ．

A c t a
，
8 3 1

，
4 9 －5 8 く1 9 8 5i ．

叫 安 井 厚 こ 慢 性 関節 リ ウ マ チ 滑 腰 細 胞 由 来

m a t ri x m et all o p r o t ei n a s e 2 げ ラチ ナ ー ゼl の 性質と

活性化機構 ． 十全医会誌
， く投稿 判 ．

4 5ナ T e al e
，
D ． M ．

，
R e s e

，
R ． C ．

，
T h o r g ei r s s o n

，
U ．

P ． 鹿 L i o tt a
，
L ． A ． こ T y p e I V c o11 a g e n a s e a c ti vit y o f

a p ri m a r y H S V ．2 －i n d u c e d h a m st e r fib r o s a r c o m a

a n d i ts i n vi v o m e t a st a s e s a n d i n vi tr o cl o n e s ．

C a n c e r
，
6 0

，
1 2 63 －1 26 8 く19 8 7I ．

4 6I I ， O W e
，

F ． C ． 鹿 I s s a c s
，

J ． T ． 二 B i o c h e m i c al

m e th o d s f o r p r e d i c ti n g m e t a s t a ti c a b ilit y of

p r o s t a t e c a n c e r u tili zi n g th e D u n n i n g R －3 3 2 7 r a t

p r o st a ti c a d e n o c a r ci n o m a s y s t e m a s a m o d el ．

C a n c e r R e s ．
，
4 4

，
7 4 4 L7 5 2 く19 8 41 ．

4 7I Z u c k e r
，

S ．
，

B e c k
，

G ．
，

D i st e f a n s
， J ． F ． 鹿

L y sik
，
R ． M ． こ R ol e f o r d iff e r e n t c ell p r o t ei n a s e s i n

C a n C e r i n v a si o n a n d c y t ol y si s ． B r ． J ． C a n c e r
，
5 2

，
2 2 3 －

2 3 2 く19 8 5う．
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48I O v e r all
，

C ． M ． 及 S o d e k
，

J ． こ I n iti al e d b y R O S 1 7ノ2 ．8 0 S t e O b l a s ti c c ell s
， p e ri o d o n t al

c h a r a ct e ri z a ti o n o f a n e u t r al m e t all o p r o t ei n a s e
，

fib r o b l a st s
，

a n d id e n tifi e d i n gi n gi v a l c r e vi c ul a r

a c ti v e o n n a ti v e 31 4 ． c oll a g e n f r a g m e n t s
，

S y n th e si z
－ fl u id ． J ． D e n t ， R e s ．

，
6 6

，
1 2 7 1 －1 2 8 2 く19 8 71 ．

M a t al l o p r ot ei n a s e s f r o m C u lt u r e d H u m a n O s t e o g e n i c S a r c o m a くO S TI C e11 s

H i r o k a z u S h i m i z u
，

D e p a r t m e n t of O rt h o p a e di c S u r g e r y ， S c h o o l of M e d i ci n e
，

K a n a z a w a

U n i v e r si t y ，
K a n a z a w a 9 2 0

－

J ． J u z e n M e d ． S o c ．
，
9 7 ， 7 1 5 － 7 2 6 t 1 9 8 8J

K e y w o r d s こ O S te O g e n ic s a r c o m a c ell ， m e t a St a Si s
，

m e t a ll o p r o t ei n a s e ， t y P e N c o ll a g e n

d e g r a d ati o n

A b s t r a ct

I n o r d e r t o el u cid at e m e c h a n is m s o f i n v a si o n a n d m e t a s ta sis i n o ste o s a r c o m a
，
it w o uld

b e i m p o r ta n t t o st u d y e x t r a c ell u l a r m a tri x
－ d e g r ad i n g e n z y m e s d e ri v e d fr o m o s t e o g e n ic

s a rc o m a c ells ． I n t h e p r e s e n t st u d y ，
t h e m e t a st atic a bilit y of c u lt u r e d h u m a n o s te o g e nic

s a r c o m a くO s t e o g e n i c S a r c o m a T a k a s e ニ O S TI c e11 s w a s e x a m i n e d a n d p r o p e r ti e s o f

p r o t ei n a s e s p r o d u c e d b y th e s a r c o m a c all s w e r e c h a r a c te ri z e d ． T h e O S T c e11 s i n d u c e d

e c t o p ic n e w b o n e f o r m a ti o n a n d d e v el o p e d m e t a s t a s e s t o l y m p h n o d e s a n d l u n g s くt u m o r

e m b oli i n b r a n c h e s of p u l m o n a ry a rt e rie sI w h e n i m p l a n t ed i n t o a b d o m i n a l c a v ities of

a th y m i c n u d e m ic e ． I t w a s r e v e al e d b y g el a ti n a n d ty p e N c oll a g e n
－

S u b st r a te g el

el ec tr o p h o r e sis th a t th e O S T c ell s s e c r e te a p r o tei n a s e w ith m ol e c u la r w ei g h t くM rl of 7 5
，
0 0 0

c a p a bl e of d e g r a di n g b o th g el a ti n a n d t y p e W c oll a g e n t o th e c u lt u r e m e di u m ． T he

p r ．o t ein as e a c ti v ity w a s i n h ibite d b y e th yl e n di a m i n e t e tr a a c e tic a cid
，

b u t
－

n O t b y

p h e n y l m et h a n s ulf o n y l fl u o rid e
，
N －

eth y l m alei m id e o r p e p st ati n A ， i n d ic ati n g t h at it b el o ng s

t o a cl a ss of m et all o p r ot ei n a s e s ． T h e a cti vit y w a s ，
h o w e v e r

，
n Ot d et e ct e d i n a ss a y s u sin g

l －

c
－ C Oll a g e n

，

1 －

c
－

g el a ti n o r t
3

H トc a r b o x y m e th yl a t e d t r a n sf e r ri n s u b s tr a t e ，
e V e n a f t e r th e

r e m o v al of tiss u e i n hi b i t o r of m e t all o p r o tei n a s e s ． T h i s s u g g e s ts th a t t h e p r o t ei n a s e is

p r e s e n t i n a l a t e n t f o r m ■ T hi s e n z y m e w a s n o t a c ti v a t e d w ith s e ri n e p r o tei n a s e s i n cl u d i n g

t ry p si n
，

a
－

C h y m o t r y p s ln a n d p l a s m i n
，

n O r W it h p
－

a m i n o p h e n y l m e r c u ric a c e t a t e
，

u r e a
，

s o d i u m th i o c y a n at e o r p o t a ssi u m i o d i d e
，

b u t i t w a s f o u n d t o b e a cti v a te d w i t h s o d i u m

d o d e c y l s dlf a t e i n li m it e d ci r c u m s t a n c e s ． T h e s a m p l e a c ti v a t e d w i th S D S s h o w e d a l o w e r

m o l e c u l a r w eig h t f o r m wi t h M r o f 4 5
，
0 0 0 a s w ell a s a M r o f 7 5 ，0 0 0 e n z y m e o n g el a ti n a n d

ty p e N c o 11 a g e n s u b s t r a te g el s ． T h e t y p e N c o 11 a g e n a n d g e l a ti n
－ d e g r a di n g a c ti viti e s w e r e

als o f o u n d o n t h e S D S －

S u b str a te g el el e c t r o p h o r e sis i n h o m o g e n a te s of O S T t u m o r n o d u l e s

in v o I vi n g m o u s e a b d o m i n al w alls a n d c u l t u r e m e d ia o f th e a s citic O S T c e ll s ． T h e se

r es ul te d f r o m m e tall o p r o tei n a s e s w it h M r of 9 4
，
0 0 0 a n d 7 5

，
0 0 0

，
th e l a tt e r of w h i c h i s

th o u g h t t o b e th e s a m e a s th a t d e t e c t e d i n t h e c u l t u r e m e d i u m o f th e O S T c ell s ． T h e s e

d a t a s u g g e st t h a t O S T c e ll s p o s s e ss c h a r a c t e ris ti c s o f o st e o g e n i c s e r c o m a c ell s a n d t h a t th e

t y p e N c o ll a g e n a n d g el a ti n
－ d e g r a d i n g m e t all o p r o t ei n a s e s p r o d u c e d b y t h e s e c ell s c o u l d b e

i n v o I v e d i n th e m e c h a nis m s f o r i n v a si o n a n d m e t a st a sis of th e o st e o s a r c o m a ．


