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胃癌 が 発育 進展 す る とき,あ るいは 潰瘍 が進

行,治 癒 す る と きには病 巣 及 び病 巣周 囲の 間質

結 合織 は そ れに 伴 い崩壊 す る一 方,増 生 もして

くる.こ の 間質 の変 化 は,結 合 織 崩壊 に働 く因

子 と増 生 に働 く因子 の 均衡 に よ って い る.結 合

織 崩壊 の因子 の 中 で最 も重 要 な ものの 一つ とし

て,生 理 的 条件 下 でcollagen分 子 を特 異的 に分

解 す るcollagenaseが あ げ られ る.浸 潤 しつつ

あ る癌 の先進 部 で は,癌 細 胞 よ り分 泌 さ れ た

collagenaseを 主 とす る蛋 白分解酵素 が間質 を破

壊 し,そ の 間隙 を癌 細 胞が 拡 が って行 く と考 え

るのが妥 当で あろ う.す で に 胃癌 浸 潤 とcolla

genaseの 関連 につ いて,胃 癌 組 織 各部 のcol

lagenase活 性 を計 測 し,癌 先進 部 で最 も活性が

高 く,胃 癌 の進 展 にcollagenaseが 関 与 して い

る との報 告 が あ る1,2).しか し,そのcollagenase

が 胃癌 細 胞 か ら分 泌 され て い るの か とい う最 も

興 味 あ る疑 問 に答 え る こ とは で きて い ない.

著 者 はcollagenase抗 体 を作製 し,免 疫 組織

学 的 方 法(酵 素 抗体 法)を 用 い て,胃 癌組 織 内

に おけ るcollagenaseの 局 在 を検 索 した.そ の

結果collagenaseは 間 質側 に 多 く存在 す るが,

癌 細 胞 内に も存 在 す る こ とを確 認 した.ま た 胃

癌 を組織 型 別,深 達 度 別,浸 潤様 式別 等 に分類

し,各 組 織 でのcollagenaseの 局 在 を検索 し,

これ らの結 果や 他 の報 告 を も含め て,胃 癌 の進

展 にcollagenaseが どの よ うに関 与 して い るの

か考 察 した.更 に は対 照組 織 と して正 常 ヒ ト皮

膚,胃 潰瘍,大 腸癌 を検討 し,各 組織 に おけ る

collagenaseの 局 在 と免 疫 学 的組 織特 異性 の 有

無 も検 討 した.

実 験 材 量 お よ び 方 法

1.抗collagenase抗 体 の 作 製

1)正 常 ヒ ト皮 膚 の 組 織 培 養

collagenaseはEisenら3)の 方 法 に 従 い ヒ ト皮

膚 を 組 織 培 養 して 抽 出 した.す な わ ち乳 房 切 断 時

に 入手 した正 常 ヒ ト皮 膚 をた だ ち に無 菌 操 作 下 に

皮 下 組 織 を 削 除 し, 5mm2の 皮 膚120片 を 作 製

した の ち, Limbroの7.5ml用 組 織 培 養 プ レー ト

に 皮 膚1片 と培 養 液3mlを 入 れ 培 養 した.培 養

液 はDulbecco's modified Eagle's mediumに

ペ ニ シ リ ン100iu/ml,ス トレ プ トマ イ シ ン100

μg/mlを 加 えて 使 用 し た.培 養 は5% CO2に て

行 い,培 養 液 を24時 間 ご とに 回収 して 新 しい 培養

液 に 交 換 し,こ の 操 作 を7日 間 く りか え し た.

2) collagenaseの 精 製

collagenaseの 精 製 はBauerら4)の 方 法 に 準

じて 行 っ た.す な わ ち,回 収 し た 培 養 液 は ま ず

50,000gに て30分 超 遠 沈 し,上 澄 み 分 画 を大 量

の 蒸 留 水 で24時 間 透 析 し た の ち 凍 結 乾 燥 し た.

こ の よ う に し て 得 た 乾 燥 末 を0.005M CaCl2含

有0.05M Tris-HCl(pH 7.5)に 溶 解 し, 50%

硫 安 と反 応 させ, 10,000g, 15分 の 遠 沈 を3回 く

りか え し た.沈 殿 物 を0.005M CaCl2含 有0.05

M Tris-HCl(pH 7.5)10mlに 溶 解 し,大 量 の

同 緩 衡 液 に て72時 間 透 折 を行 っ た.次 にAmi

con社 製Diaflomembrane UM10を 使 用 し, 1

mlま で 圧 濃 縮 を行 っ た.こ れ をSephadex G150

を使 用 し て ゲ ル 濾 過 し,各 分 画 の 蛋 白 濃 度 と

collagenase活 性 を 測 定 し た(図2),こ れ らの

操 作 は す べ て4℃ に て 行 っ た.
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図1　 Collagenase抗 体 の 作 製 法

3) collagenase活 性 の 測 定

ま ず14Cを ラベ ル した 再 生collagen線 維 を 作

製 した3).こ れ を基 質 と して ゲ ル 濾 過 液 と37℃ 3

日間 培 養 し,上 澄 み 分 画 中 に 遊 離 し た14Cを 液

体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 測 定 した も

の をcollagenase活 性 と した.

4) collagenaseの 免 疫

collagenase活 性 の 高 いFraction 19, 20, 21

(図2)を 集 め 再 度Sephadex G75に て ゲ ル 濾

過 し,最 も 蛋 白 量 の 多 いFraction 11(図3)を

collagenase抗 原 と して 免 疫 に 使 用 し た .免 疫

は3kgの 雄 ウ サ ギ に0.5mgの 上 記 精 製 ヒ ト皮

膚collagenaseをFreund's complete adjuvant

法 に て1週 間 隔 で2回 施 行 し,そ の2週 後 に

boosterを 注 射 し,さ ら に1週 後 に 採 血 して 抗

体 を 得 た.
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図2　 Sephadex G150に よ る ヒ ト皮 膚collagenaseの ゲ ル 濾 過 .カ

ラ ム1.2cm×100cm,流 速10.5ml/h, 1管3.5ml . ●-●

 280nmに お け る 吸 光 度. Ｏ-Ｏ collagenase活 性 .

図3　 Sephadex G75に よ るA液 の再 濾過.カ ラム0.9cm×60cm,

流速6ml/h, 1管1.5ml.

5) collagenase抗 原 とcollagenase抗 体 の 検 討

精 製 し た 抗 原 がcollagenaseで あ る こ と を証

明 す る た め,抗 原 と再 生collagen線 維 を24時 間

培 養 し,上 澄 み 液 を 永 井 の 方 法5)に 従 っ て デ ィ

ス ク電 気 泳 動 に か け た 。 そ の 結 果collagen分

子 がcollagenaseに よ っ て 分 解 され た 時 特 異 的

に現 われ る αA, βAバ ン ドを認め た(図4) .

作製 した抗体はOuchterlony法 にてcollagen

ase抗 原 と10倍 希 釈 まで1本 の 沈降 線 を示 した

(図5).こ の よ うに デ ィ ス ク電 気泳動 とOuch

terlony法 に て抗 原 と抗 体 の純 度 を確 認 した .

2.酵 素 抗体 法 による組織collagenaseの 染 色
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図4　 デ ィ ス ク電 気泳 動

(a) control:再 生collagen線 維

(b) reaction mixture:再 生collagen線 維 とcol

lagenase液 との培 養 後 の 上 澄 み 液. collagen

aseに よ る分 解 産 物 αA, βAバ ン ドを認 め る.

ブ ロ ッ クを使 用 した.一 次血 清 で あ るcol

lagenase抗 体 は全 血清 を用 いた.二 次 血清

は富 士臓 器 製のHRP標 識抗 ウサ ギ1gG

ヤ ギ血清 を使 用 し,酵 素 抗 体 法 間接 法 にて

染 色 した.内 因性peroxidaseはIsobe6)の

方 法 に従 い, 5mM過 ヨウ素酸 と3mM水

酸 化 ホ ウ素ナ トリウム 水溶 液 にて 消去 した.

核染 色はヘ マ トキシ リン,発 色 は3-3´ DAB-

H2O2に て行 った.酵 素抗 体 法 では 求め る抗

原は褐 色 に染 色 され るが,染 色 されて い る

もの がcollagenaseで あ る と判 定す るため

に,一 次 血清 を種 々 変 えて染 色 し対 照 と し

た.す な わ ち① 免疫 前に 採取 して おい た正

常 ウサ ギ血清, ② collagenase抗 原で 吸収

した抗collagenase血 清, ③ PBSの それ ぞ

れ を一 次血 清 に用 い て染 色 した もの を陰 性

対 照 とし, collagenase陽 性 か陰 性 かの 判

定 を行 った.

実 験 成 績

1.胃 癌 組 織 内 に お け るcollagenase

図5　 Ouchterlony法. Ag,精 製 ヒ ト皮 膚collagenase. Ab×2,

抗 ヒ ト皮 膚collagenase血 清 の2倍 希 釈 液. ×4,抗 ヒ ト皮

膚collagenase血 清 の4倍 希 釈液.

症 例 には 岡 山大学 第1外 科 と岡山済 生会 病 院

に て切 除 された 胃癌52例,大 腸 癌2例,胃 潰瘍

2例,正 常 皮 膚1例 を用 いた.組 織 の 固定 は10

%ホ ル マ リンに て行 い,切 片は パ ラ フ ィン包埋

1)癌 中心部 で の 胃癌 細 胞 内collagenase

前述 の一 次血 清 を変 え て染 色 した 陰性 対照 と

比較 す るこ とに よ り,癌 中心 部 での 胃癌 細胞 内

collagenaseの 染 色 度 を陽性 と陰 性 とに 分 け た.
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表1　 組 織 型 別 に よる 胃癌 細 胞 内collagenase陽 性 率

表2　 深 達 度 別 に よ る 胃癌 細 胞 内collagenase陽 性 率

そ して癌細 胞 の2/3以 上 が 染 って いれ ば陽性 例
りし

とし,そ れ以 下な らば 陰性例 としたが,ご く少

数例 を除 い て,陽 性例 はほ ぼ全 て の癌 細 胞 が陽

性 を呈 して いた.対 象例 胃癌52症 例 を組 織 型,

深達 度,肉 眼 分類,漫 潤 様 式,間 質 量別 に分 類

し,そ れ ぞれ で の癌 細胞 内collagenase陽 性率

を検 討 した.

a)組 織 型 と癌 細 胞 内collagenase:癌 中心

部 にお け るpredominantな 組織 型 をその症例 の

組織 型 とした,そ してpredominantな 組 織 型

を呈 して い る癌 細 胞が 染 色 され てお り,上 記 判

定 基 準 を満 してい れば 陽性 とした,組 織分 類 は

胃癌取 扱 い規 約7)に 基 い た. papillary adeno

carcinoma(pap), well differentiated tubular

 adenocarcinoma(tub1), moderately differen

tiated tubular adenocarcinoma(tub2), mu

cinous adenocarcinoma(muc)を 分 化 型 胃癌,

 poorly differentiated adenocarcinoma(por),

 signetringcell carcinoma(sig)を 低 分 化 型 胃

癌 と分 類 す れ ば,分 化 型 胃癌 は33例 中17例(51.5

%)が 陽 性 で あ り,低 分 化 型 胃 癌 は19例 中5例

(26.3%)が 陽 性 で あ っ た.こ の よ う に 癌 細 胞 内

collagenase陽 性 例 は 分 化 型 胃 癌 の 方 に 多 い傾

向 が あ っ た(表1).

b)壁 内 深 達 度 と癌 細 胞 内collagenase:深

達 度 別 にm癌, sm癌, pm癌, ss癌,そ れ に 癌
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表3　 肉眼 分 類 に よ る 胃癌 細 胞 内collagenase陽 性 率

表4　 浸 潤 様 式 別 に よる 胃癌 細 胞 内

collagenase陽 性 率

表5　 間 質量 別 に よ る 胃癌 細 胞 内

collagenase陽 性率

が漿 膜表 層 面 に達 して いるs(+)癌 とに分類 し,

そ れ ぞれの癌 細胞 内collagenase陽 性 率 を検 討

した(表2). smま での早 期癌 は8例 中1例 のみ

が 陽性 で あ り,陽 性率 は12.5%と 低か ったの に

対 し,進 行 癌 は44例 中21例 が 陽性 であ り,陽 性

率 は47.7%と 高か った.ま た早期 癌 の うち特 に

m癌 は5例 全 てが 陰性 であ った.症 例 数 が十 分

とは い えな いが,癌 が進 行す るに従 い陽性 例 が

増加 し, pm例 で最 も高 い陽性率 を示 した. pm,

 ss例 よ りs(+)例 の方 が陽性 率 が低 い理 由 と して,

 pm例 では4/4例, ss例 では13/15例 が分化型 胃

癌 で あ るのに 対 し, s(+)例 で は13/25例 しか分化

型 胃癌 が な く,こ の組 織 型 の差 に よ る ものか と

考 え られ た.

c)肉 眼 分 類 と癌 細 胞 内collagenase:進 行

癌 をBorrmann分 類 に従 ってI型 か らIV型 に分

類 し,さ らにI型 とII型 を限局 型, III型とIV型

を浸 潤 型に分 け ると,限 局型 で は14例 中7例(50

%)が 癌 細 胞内collagenase陽 性 であ り,浸 潤

型は30例 中14例(46.7%)が 陽性 であ っ た.こ

の よ うに進行癌 を限局 型 と浸潤 型で 比較 した場

合,陽 性率 に差 は認 め られ なか った(表3).

d)浸 潤増 殖様 式 と癌細 胞 内collagenase:

胃癌 の 浸潤増 殖様 式(INF)を γ, β, γの三

種に 分 類 した.す なわ ち癌 巣が 膨張性 に発 育 す

るINF α,浸 潤 性 に増 殖す るINF γ,そ の 中間

のINF βに分 け,癌 細胞 内collagenase陽 性 率

を検 討 した(表4). INF α症 例 では14例 中4例

(28.6%)が 陽性 で あ った.し か しこのINF α

症例 に は,陽 性率 が 極め て 少い 早期癌 が7例 含

まれて お り,進 行癌 のINF α症例だけ を検討す

ると7例 中3例(42.9%)が 陽性 であ り,全 例

が進 行癌 であ ったINF γ症例 の43.7%と ほぼ同

率 となっ た.

e)間 質 量 と癌 細 胞 内collagenase:胃 癌 の

細 胞間 間質 量 を間質 量 の少 いmedullary,間 質

量 の 多いscirrhous,そ の 中間 のintermediate

に分類 し,そ れ ぞれで の癌 細胞 内collagenase

陽性 率 を検 討 した(表5). medullary typeで は

31例 中12例(38.7%)が 陽性, scirrhous type

カラー写真の説明

図6　 低 分 化 腺癌 の 先 進 部.癌 細 胞 内collagenase

陽性

図7　 印環 細 胞癌.癌 細 胞 内collagenase陰 性

図8　 乳 頭 腺 癌. INF α.癌 細 胞 内collagenase陽

性.癌 細 胞 に 接す る膠 原 線 維 で はcollagenase陰 性.

図9　 正 常 皮 膚.表 皮 内 にcollagenase陽 性 細 胞 を

認め る.真 皮乳 頭 層 に もcnllagenaseを 認 め る.
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で は15例 中7例(46.7%)が 陽 性 で あ り,二 者

の 間 に 有 意 差 は な か っ た.

2)癌 先 進 部 で の 胃癌 細 胞 内collagenase

1例 を 除 い て,癌 中 心 部 と先 進 部 と で は 胃 癌

細 胞 内collagenaseの 染 色 度 に 差 は な か っ た.

す な わ ち 中 心 部 の 癌 細 胞 内collagenaseが 陽 性

の 症 例 は 先 進 部 で も陽 性 で あ り,逆 に 中 心 部 の

癌 細 胞 内collagenaseが 陰 性 の 症 例 は 先 進 部 で

も陰 性 で あ っ た.例 外 の1例 とはBorrmann

 IV, poorly differentiated adenocarcinoma,

深 達 度se,間 質 量scirrhous, INF γの 症 例 で あ

る が,癌 中 心 部 の 癌 細 胞 内collagenaseは 陰 性

で あ り,先 進 部 の 壁 が 肥 厚 し始 め て い る場 所 の

ss部 を 中 心 と し た癌 細 胞 だ け がcollagenase陽

性 を 呈 して い た(図6).

3)胃 癌 間 質 のcollagenase

a)膠 原 線 維 表 面 のcollagenase:一 般 にcol

lagenaseは 粘 膜 下 お よ び漿 膜 下 組 織 に お け る 膠

原 線 維 の 表 面 に よ く付 着 し て い る の が 認 め ら れ

る.こ れ は 正 常 部 で も癌 中 心 部 で も 同 様 で あ る

が,癌 型 に よ っ て 差 が あ る.未 分 化 型 胃癌 で 結

合 織 が 増 加 す る い わ ゆ る ス キ ル ス の 症 例 で は,

まば ら に 浸 潤 して い る 癌 細 胞 の 周 囲 に あ る 増 生

し た 膠 原 線 維 表 面 は 特 に 濃 く染 色 さ れ て い た(図

7).一 方,分 化 型 胃癌 でINF α 型 の 浸 潤 様 式

を呈 す る 症 例 で は,癌 細 胞 に 接 して 癌 巣 を 取 り

囲 ん で い る 膠 原 線 維 だ け はcollagenaseの 付 着

が な か っ た(図8).

b) fibroblastのcollagenase:胃 癌52例 中6

例 でcollagenase陽 性 のfibroblastを 認 め た.

こ の6例 は 組 織 型 等 の 癌 型 別 で は 一 定 の 傾 向 は

な か っ た が,癌 中 心 部 の 膠 原 線 維 増 生 が 著 明 な

場 所 でfibroblastが よ くcollagenase陽 性 を呈

して い た.し か し癌 先 進 部 で もcollagenase陽

性 のfibroblastは 認 め られ,陽 性 症 例 が 少 い こ

と も あ り,癌 の 進 展 とfibroblast内collagen

aseと の 関 係 を知 る 事 は で き な か っ た.

2.胃 癌 以 外 の 組 織collagenase

1)大 腸 癌 組 織 内collagenase

大 腸 癌 は2例 に 染 色 を 行 っ た. 1例 はBor

rmann I型 様, papillary adenocarcinoma,

深 達 度pmで あ り, 1例 はBorrmann II型 様,

 well differentiated tubular adenocarcinoma,

深達 度seで あった.癌 細 胞 内collagenenaseは

2例 とも陽性 を呈 し,間 質側 のcollagenaseは

胃癌 と同様 の傾 向 を示 した.

2)胃 潰瘍 組織 内collagenase

胃潰瘍 の進行 と治癒 に もcollagenaseは 関 与

して い る と思 われ た.今 回Ul 4の 胃 潰瘍2例

を染 色 したが,い ず れ も潰瘍 部 は再 生膠 原 線維

で修 復 されつつ あ り,こ の膠 原 線維 表面で もcol

lagenaseは 強 く陽性 を呈 し, collagenの 産 生が

盛 ん な場所 で は, collagenaseの 産 生 も多 く行

なわ れて い る と思 われ た.

3)正 常 皮膚 組織 内collagenase

今 回著者 が作 製 したcollagenase抗 体 は,正

常 ヒ ト皮膚 組織 よ り抽 出 したcollagenaseを 抗

原 と して ウサ ギに 免疫 し得 た もの で あ るの で,

皮 膚 におけ るcollagenaseの 局 在 と産 生細 胞 を

知 る 目的 で正 常 皮膚 を染 色 した.そ の 結果,表

皮 内 でcollagenase陽 性 細 胞 を認め,真 皮 では

乳頭 層 の膠 原線 維表 面 でcollagenase陽 性 を示

した(図9).

考 察

ス キル ス 胃癌 は潰 瘍 を形 成せ ず,間 質結 合織

が増 生 し,胃 壁 の肥 厚 と硬 化 を起 し,低 分 化 な

癌細 胞 が その間 質の 間 を まば らに浸 潤 してい る

特徴 を有す る.一 方,分 化 型 胃癌 は 多 くの 場合

浸潤 様 式 も限局 型 であ り,間 質 結合 織 の増 生 は

少 な く,潰 瘍 を形成 す る こ とが 多い.癌 が 進展

す る際 の この間 質反 応 の差 は,結 合 織 の代 謝 を

調節 してい る因子 の差 であ る と考 え られ る.

結 合織 は 線維 成分 と固有細 胞 と空 間 基質 で構

成 され てお り,線 維芽 細 胞,組 織球,肥 満 細胞

等の 固 有細 胞の 間 を膠 原線維 を主 とした線 維成

分が 錯 走 し,そ れ らの 間 を コン ドロ イチ ン硫 酸

とピア ル ロ ン酸 を主 成分 とす る酸性 ム コ 多糖 が

ゲル 状 とな って結 合織 を形成 して い る.結 合 織

の大 部分 を 占め るcollagen分 子 は分子量約30万

で あ り, 3本 の ポ リべ プ タイ ド鎖 が らせ ん 状に

交叉 して形成 してい る8).こ の ポ リぺ プタイ ド鎖

のア ミノ酸配 列が 少 しず つ 異 り,現 在type I

～Vの5種 のcollagenが 確認 されている
. type

 I collagenは 主 に皮 膚 組織 に あ り, type IIは

軟 骨,肺 に, type IIIは軟骨 等, type IV, type
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Vは 基 底 膜 に 存 在 す る9).潰 瘍 等 の 組 織 修 復 の 際

のcollagen産 生 細 胞 は 主 と し てfibroblastで

あ る と さ れ て お り10),そ のcollagen合 成能 を促

進 す る 物 質 と し て ヒ ス タ ミ ン11),エ ス トロゲ ン12),

血 液 凝 固 因 子13)な どが 知 られ て い る.杉 山 ら14)

は リン フ ォ カ イ ン の 中 にfibroblastのcollagen

合 成 能 を 特 異 的 に 促 進 す る 因子 が あ り,慢 性 炎

症 に お け るcollagen合 成 に は 細 胞 性 免 疫 の 関 与

が 十 分 考 え られ る と述 べ て い る.ま た 飯 島 ら15)

は マ ウ ス の 腹 壁 に 癌 腫 を移 植 し,癌 腫 の 腹 膜 浸

潤 を 観 察 し た が, OK-432を 腹 腔 へ 投 与 す る と,

癌 腫 の 最 深 部 へ 膠 原 線 維 が 増 生 し,癌 の 腹 膜 播

種 を 防 止 し て い る こ と を観 察 し た.そ して こ の

膠 原 線 維 の 反 応 に は 細 胞 性 免 疫 の 関 与 が 考 え ら

れ る と報 告 し て い る.一 方 ス キ ル ス 胃 癌 の 線 維

化 は 癌 細 胞 自身 がcollagenを 産 生 し た 結 果 で あ

る と竹 内16)は 述 べ て い る.

生 理 的 条 件 下 でcollagen分 子 を特 異 的 に分 解

す る の は, clostridium histolyticum由 来 の 細

菌 性collagenaseし か 知 られ て い なか っ た が,

動 物 で は1962年Gross-Lapiere17)が オ タマ ジ ャ

ク シの 背 皮 を組 織 培 養 し,培 養 液 中 にcollagen

aseが 抽 出 さ れ て い る こ と を 初 め て 証 明 した.

以 来 こ のcollagenaseは 動 物 性collagenaseと

呼 ば れ る よ う に な っ た.本 論 文 に お け るcolla

genaseと は,全 て こ の 動 物 性collagenaseを さ

して い る.

ヒ ト皮 膚fibroblastよ り抽 出 し たcollagen

aseの 分 子 量 は 約50.000で あ る18). collagenase

は 生 理 的 温 度, pHの も とでcollagen分 子 に 作

用 し, collagen分 子 のN末 端 よ り3/4の 部 位 で

らせ ん 構 造 を 保 っ た ま ま切 断 す る.二 分 さ れ た

collagen分 子 は,こ こ で 初 め て 非 特 異 的 蛋 白分

解 酵 素 に よ っ て 加 水 分 解 を受 け る. collagenase

はtype I, II, IIIのcollagenを 分 解 す るが,

 type IV, Vのcollagenに は 作 用 し な い. type

 IV collagenはmurine tumor metalloprotein

ase19), type V collagenはtumor cell metal

loproteinase20)に よ っ て 分 解 さ れ る こ とが 知 ら

れ て い る.

組 織 で のcollagenaseの 証 明 に は, collagen

ase活 性 を 測 定 す る方 法 と,免 疫 組 織 学 的 手 段

に て 局 在 を知 る 方 法 とが あ る.現 在 ま で に ヒ ト

の 皮 膚3),リ ウマ チ 患者 の 関 節嚢21),歯 齦22),白

血球23), macrophage24), fibroblast25,26),胃 癌

1,2,27)
,大 腸28), malignant melanoma29)等 で

collagenaseの 存 在 が 報 告 さ れ て い る. colla

genaseはEDTA, cystein,血 清 に よ っ て 活 性 が

抑 制 さ れ る こ とが 知 られ て い るが, Stricklin

ら18)の 報 告 に よ る と,培 養fibroblastか ら抽 出

したcollagenaseは 非 活 性 型 で あ り, tripsinを

加 え る こ とに よ り,皮 膚 組 織 培 養 よ り得 られ た

collagenaseと 同 じ活 性 型 と な る.ま た 培 養fi

broblastか ら 得 られ た 非 活 性 型collagenaseと,

皮 膚 組 織 培 養 か ら得 ら れ た 活 性 型collagenase

は 免 疫 学 的 に 同 一 の 性 格 を持 つ と述 べ て い る.

 Bauerら4)は ヒ ト皮 膚collagenase,リ ウ マ チ

の 関 節 嚢collagenase,歯 齦collagenaseは 互

い に 免 疫 学 的 性 格 は 同 一 で あ るが,ヒ ト皮 膚col

lagenaseと オ タ マ ジ ャ ク シ の 尾collagenase,

家 兎 の 子 宮collagenaseは 互 い に 免 疫 学 的 種 特

異 性 が あ る と述 べ て い る.

疾 患 とcollagenaseに 関 す る報 告 は い くつ か

あ る. Okazakiら30)は ラ ッ トに 実 験 的 肝 線 維 症

な い し肝 硬 変 を作 製 し, collagenase活 性 を測 定

し た.そ の 結 果,線 維 化 の 初 期 は 活 性 が 高 く,

線 維 化 が 進 行 し肝 硬 変 に な っ た 時 点 で は 活 性 が

低 く,線 維 化 が 最 も盛 ん な 時 にcollagenase活

性 も高 くな っ た と報 告 し て い る.本 谷27)は 胃 潰

瘍 のcollagenase活 性 を 測 定 し,胃 潰 瘍 周 辺 粘

膜 は 正 常 胃 粘 膜 と比 較 す る とは るか にcollagen

ase活 性 が 高 か つ た と述 べ て い る. Bauerら31)

は 基 底 細 胞 癌 のcollagenaseを 螢 光 抗 体 法 で染

色 し た.そ れ に よ る と, collagenaseは 腫 瘍 を取

り囲 ん で い る 間 質 成 分 に の み 存 在 し,上 皮 成 分

に は 見 ら れ なか っ た.腫 瘍 周 囲 に は 正 常 皮 膚 組

織 の2倍 量collagenaseが あ り,基 底 細 胞 癌 組

織 中 のcollagenaseと 正 常 ヒ ト皮 膚collagen

aseは 免 疫 学 的 性 格 は 同 一 で あ る と述 べ て い る .

著 者 の 作 製 し た 抗 ヒ ト皮 膚collagenase抗 体 に

よ っ て 胃癌,大 腸 癌 が 染 色 さ れ て い る こ とか ら

も,各 臓 器 のcollagenaseは 免 疫 学 的 性 格 は 同

一 で あ る と考 え ら れ る
.大 腸 疾 患 に お け るcol

lagenase活 性 に 関 し て はSturzakerら28)の 報

告 が あ るが,そ れ に よ る と大 腸 癌 は 対 照 群 や 潰

瘍 性 大 腸 炎 よ り もcollagenase活 性 は 低 か っ た
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と述 べ て い る.著 者 の 成 績 で は 大 腸癌 細 胞 内

collagenaseは2例 と も陽 性 で あ ったが ,お そ

ら く癌 細 胞 内 ではcollagenaseは 非活 性 型 なの

であ ろ う.胃 癌 とcollagenase活 性 との 関係 は

本 谷27),伊 藤1),三 村2)の報 告 が あ り,い ずれ も

癌 組 織 は正常 粘 膜 と比 較 してcollagenase活 性

が 高 か っ た と報 告 して いる.

本 研究 の 目的は 胃癌 組 織 内で のcollagenase

の局 在 を観 察 し,胃 癌 の 進展 にcollagenaseが

いか に 関与 して い るのか を知 ろ う とす る試み で

あ り,癌 細 胞 がcollagenaseを 産 生 し,そ のcol

lagenaseが 間 質 を破壊 しな が ら癌 が進 展 して い

くのか,そ して ま た癌 進 展 に伴 う間 質結 合織 の

増生 とcollagenaseと の 関係 は どの よ うに な っ

て い るのか とい う二 つの 問題 を検 討 した.今 回

作製 したcollagenase抗 体 を用 い て染 色 した結

果,胃 癌52例 の うち22例(42.3%)は 癌 細 胞内

にcollagenaseを 認 め たが, m癌 は全例 癌細 胞

内collagenase陰 性, sm癌 で1例 のみ陽性であ

り, pm例 以 上 で 陽性 例 が増 加 して きた.こ の

よ うに 進 行 しつつ あ る中期癌 に陽性例 が 多い こ

とよ り,癌 細 胞 内collagenaseが 癌 の進 展 に関

与 して い る こ とが 考 え られ る であ ろ う.ま た低

分 化型 腺癌, scirrhous typeの 症 例 で,癌 中心

部 の癌 細 胞 内collagenaseは 陰性 であ るが,癌

先進 部 の 壁の 肥厚 が 始 ま って いる部分 の癌 細 胞

だ けがcollagenase陽 性 を呈 してい る症 例が あ

った.こ の こ と も癌細 胞 内collagenaseが 癌 の

進 展 と壁 の肥 厚 に関与 して い るこ とを示唆 して

い る.

間質 側 のcollagenaseを 間 質結 合織 の 増生 著

明 なINF γ低分 化 型 胃癌 と,間 質 結合 織 が少 な

いINFα 分 化 型 胃癌 の先 進部 で比 較検討 して得

た非 常 に興 味 あ る結果 が 図7と 図8で あ る.す

な わ ちINF γ型scirrhous typeの 低 分化 型 胃

癌 は,増 生 した膠 原線 維表 面 でcollagenase陽

性 を示 した.こ れ は癌 の 浸潤 に伴 い,間 質反 応

として結 合織 が 増生 した ため生 体 のfeed back

機 構 が働 き,過 剰 の結合 織 を崩壊 させ るため の

collagenaseが 増 加 した もの と考 え られ る.逆

にINF α分 化 型 胃癌 は,あ たか も癌 の進 展 を阻

止す る様 に膠 原線 維 が癌 細 胞 を取 り巻 い てい る

が,そ の膠 原 線維 表 面はcollagenase陰 性 を示

して お り,こ れ は癌 が進 展 す る際,生 体 の 防御

機 転 としてcollagenaseの 産 生 を抑 え,そ の結

果 結合 織 の崩壊 を減 少 させ る こ とに よ って癌 の

進 展 を膠 原線 維 で阻 止 して い る もの と考 え られ

る.こ の よ うな癌 型 に よ る間質 反応 の 差 はWa

hl32),杉 山14),飯 島15)ら の報告 してい る よ うに

macrophage, lymphokine, fibroblastを 介して

膠 原線 維 及びcollagenaseの 増減 が 生 じた 結果

であ り,細 胞性 免疫 の 機構 も関与 して い る もの

と考 え られ る.

以上 著者 の 成績 及 び他の 報告 よ り,癌 や 潰瘍

にお け る結 合 織崩壊 の 際 には,当 然collagen

ase活 性は 増加 して い るが,結 合 織増 生 の際 に

もcollagenaseの 産 生 は増加 してい る もの と考

え られ た.そ して 胃癌 の発 育 と進 展 に もcolla

genaseが 関与 して い る と考 え られ た.

結 論

正 常 皮膚 を組 織培 養 し抽 出 したcollagenase

を用 いてcollagenase抗 体 を作 製 したの ち,酵

素 抗体 法に て 胃癌52例,大 腸癌2例,胃 潰 瘍2

例,正 常 皮 膚1例 を染 色 し,次 の結 果 を得 た.

1.胃 癌 細胞 内collagenaseは,分 化型 胃癌

症例 に 陽性例 が 多か った.

2.胃 癌 細胞 内collagenaseは,早 期 癌症 例

で は陰性 例 が 多 く,進 行癌 にな る と陽性 例 が増

加 した.

3. INF γ,低 分 化 型 胃癌 の増 生 した膠 原線

維表 面 にはcollagenaseの 付 着が 多か った.

4. INF α,分 化 型 胃癌 に接す る膠 原線維 表

面 はcollagenase陰 性 例 が 多か っ た.

5.間 質 では,膠 原線維 表 面 の他 にfibro

blast内 に もcollagenaseを 認 め た.

6.大 腸癌 は, 2例 とも癌 細 胞 内collagen

aseは 陽性 であ り,間 質 での 局 在は 胃癌 と同様

の傾 向 を示 した.

7.胃 潰瘍 で は,潰 瘍部 の 再生 膠 原線 維表 面

でcollagenase陽 性 であ った.

8.正 常 皮 膚 では,表 皮 内にcollagenase陽

性 細 胞が あ った.

以上 よ り, collagenaseは 膠 原 線維 が存 在す る

ところ で産 生 され,癌 や 潰瘍 の進 展 と修 復 に関

与 して いる と思 われ た.
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The determination of the distribution of collagenase in gastric

 cancer tissue by the peroxidase-labeled antibody method
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Collagenase plays an important role in the invasion of gastric cancer. However, it is 

not known if gastric cancer cells produce collagenase. In this study, anti-collagenase antibod

ies were generated by inoculation of collagenase, which was isolated and purified from 

normal human cultured skin tissue. The distribution of collagenase in gastric cancer tissue 

from 52 gastric cancer patients was analysed by the peroxidase-labeled antibody method.

Collagenase existed on the surface of collagen fibers and in cell plasma of fibroblasts. 

Moreover, cancer cells themselves produced collagenase, as the cell plasma of cancer cells 

stained.

The relation of the histological type and depth of invasion to positive staining of cancer 

cells was then analysed. Cancer cells of the differentiated type stained frequently, while 

positive staining was low in cases of early gastric cancer. The percentage of positive staining 

increased according to the advance of gastric cancer. The infiltrative growth pattern also 

changed the distribution of parechymal collagenase.


