
一　457　一

東医大誌　64（5）：457－468，2006

FIZによる妊婦頸管擦過細胞におけるゼラチナーゼ活性の検出

永　井 敦 井　坂　恵　一

東京医科大学産科婦人科学講座

【要旨】妊婦子宮頸管の局所炎症を把握する目的として、妊婦の頸管擦過細胞及び粘液におけるMMP－2お

よびMMP－9の活性を検出し、その有用性を評価した。2001年5月から2005年2月までに当院にて出産した

正常の分娩経過を示す妊婦160症例及び切迫早産43症例の妊婦を対象にインフォームドコンセントを行っ

たうえで、頸管擦過細胞および粘液を採取し、FIZによりゼラチナーゼ活性を測定、　ELISA法によりMMP－

2、MMP－9の定量を行った。また卵膜および頸管粘液を用いた基礎実験を行った。卵膜および頸管粘液には

著明なMMP－2、　MMP－9の存在が認められたことから、卵膜破綻にはゼラチナ一己の関与が示唆された。こ

のゼラチナーゼ活性をFIZにより半定量化すると、切迫早産群は正常妊娠群に比して有意にゼラチナーゼ活

性が高いことを示すことから、FIZは切迫早産の新たなマーカーとしての有用性が示唆された。

はじめに

　切迫早産、前期破水は児の予後に大きく関与するの

で、産科疾患の中でも極めて重要であると言える。現

在、児の予後の向上という観点からは切迫早産及び前

期破水後の妊娠管理・治療には限界があると言わざる

を得ない。従って切迫早産の状態を把握し、前期破水、

早産の予防をすることが重要である。

　現在、切迫早産や前期破水の原因、危険因子として、

炎症（特に絨毛羊膜炎）性器出血、多胎妊娠、羊水過

多、喫煙、性交、流早産の既往、子宮頸管縫縮術、円

錐切除術、羊水穿刺、絨毛採取など、様々な因子が報

告されている1）一4）。その中でも切迫早産・前期破水と最

も深い因果関係を持つと考えられているのは炎症

（特に細菌感染による）である。炎症のほとんどが細菌

の上行感染によるものであり、膣炎、頸管炎が卵膜、羊

水中に波及し、絨毛羊膜炎を引き起こすと考えられて

いる。局所で炎症が発生すると、その情報を組織中の

マクロファージ、あるいは線維芽細胞が捉える。これ

らの細胞はインターロイキンー1α（IL－1α）、　IL－1β、　IL－

6、IL－8、　TNF一αなど、さまざまな炎症性サイトカイ

ンを産生する能力を持っている。いったん、これらの

サイトカインネットワークができ上がると、その刺激

によって、ゼラチナーゼであるMatrix　metalloprotei－

nase－2（MMP－2）やMatrix　metalloproteinase－9

（MMP－9）、　IL・一8の信号により遊走してきた好中球が放

出する穎粒球エラスターゼなどが活性化し、卵膜を構

成している主要な成分であるコラーゲンなどの細胞

外マトリックスが分解される5）6）。また、炎症を起こし

た卵膜では、細胞外マトリックスの糖鎖の一つである

ピアルロン酸の濃度が上昇し、MMP－2、　MMP－9によっ

てコラーゲン線維が分解されやすい状態となる。更に

卵膜レベルでは、炎症性サイトカインの刺激で、プロ

スタグランジンE2（PGE2）、　PGF2αの産生が充進ず

ることにより惹起された子宮収縮と、前述した卵膜の

変性とが相まって切迫早産、破水に至るとされてい
る1）7）8）。

　頸管粘液エラスターゼの測定は、これらに基づくも

ので、絨毛膜羊膜炎における炎症を把握するマーカー

として臨床的にも確立されている9＞。一方、ゼラチナー

ゼであるMMP－2、　MMP－9は頸管炎や絨毛羊膜炎及び

頸管熟化により活性化され、頸管組織、卵膜のコラー
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ゲン分解に働き、頸管においては頸管熟化に、卵膜に

おいては破水の原因となることが報告されてい
る10－13）。

　そこで本研究では、妊婦の頸管擦過細胞および粘液

において、強いゼラチナーゼ活性を示すMMP－2、

MMP－9を検出し、その活性が実際に分娩の進行にど

のように影響しているのかを検討した。さらにゼラチ

ナーゼが早産、及び破水についてどのように関与して

いるかを検討した。

研究材料及び方法

研究対象

2001年5月から2005年2月までに東京医科大学病

院にて出産した正常の分娩経過をたどった妊婦160

症例及び切迫早産43症例の妊婦を対象にインフォー

ムドコンセントを行ったうえで、頸管擦過細胞および

粘液を採取し、ゼラチナーゼ活性をfilm　in　situ　zymo－

graphy（FIZ）を用い検出した。採取検体の詳細はFig．

1に示した。さらに上記の切迫早産から採取された頸

管粘液10検体、分娩および帝王切開時に採取された

卵膜20検体を用い、MMP－2、　MMP－9の活性、定量を

行った。また、これら卵膜におけるMMP－2、　MMP－9

の組織局在を調べた。なおzymography、　Western　blot－

ting、　ELISAの実験には、帝王切開術予定の症例が前

期破水し、破水後直ちに緊急帝王切開術を施行した症

例より採取した卵膜破綻部および非破綻部の検体を
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用いた。

研究材料及び研究方法

　　1．　FIZ

　　l）測定原理

本法は、ゼラチンを薄層コートしたフィルム上でゼ

ラチナーゼ活性を検出する新しい方法14）であり、ゼラ

チナーゼにより分解されたゼラチンの消化痕を可視

化することによりMMP－2、　MMP－9の産生細胞および

活性細胞の同定が可能である。さらに、従来のin・situ

zymographyは、酵素活性の分布を定性的な測定しか

できないが、FIZはゼラチン膜を均一かっフィルムご

との差をなくすことにより、半定量的に判定できるの

が特徴である。その詳細をFig．2に示す。
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Principle　of　film　in　situ　zymography　（FIZ）

Panicularly　processed　gelatin　is　placed　on　a　polyester　film．　Thereafter　a　sample　consisting　of　exfoliated　cervical　cells　are

applied　on　this　film．　This　film　is　incubated　at　370C　（990F）　for　24　hours，　then　double　staining　is　performed　using

Ponceau－R　and　hematoxylin　solutions．　When　gelatin　is　digested　by　gelatinase，　the　red　stain　of　gelatin　disappears　and　film

becomes　transparent．

（macro）

〈magnifieation　x20｝

Fig．　3A
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Diagnostic　criteria　for　FIZ

Gelatinase　activity　is　indicated　when　film　becomes

transparent，　because　gelatin　is　disintegrated　and　the

stain　disappears．　The　upper　part　of　the　figure　exhibits

macroscopic　findings　and　lower　part　microscopic

findings．　When　no　staining　is　observed　both　micro－

scopically　and　macroscopically　gelatinase　activity　is

rated　as　minus　（一）．　When　no　staining　is　observed

microscopically　but　red　staining　is　detected　macros－

copically，　gelatinase　activity　is　rated　as　plus　and　minus

（±）．　When　red　staining　is　not　observed　both　micro－

scopically　and　macroscopically　in　the　corresponding

sites　where　the　sample　was　applied，　gelatinase　activity

is　rated　as　single　plus　（十）．　When　red　staining　is　not

obseived　both　microscopically　and　macroscopically　in

the　corresponding　sites　and　their　surrounding　area，

gelatinase　activity　is　rated　as　double　plus　（“）．　We

have　graded　the　ratings　as　O．　1．　2．　3．　etc　for　convenience．

Fig．3B　Diagnostic　criteria　for　FIZ

　　　　　　　We　put　one　sample　in　six　places　on　a　film　because

　　　　　　　judgment　makes　it　surely．　Positivity　for　threatened

　　　　　　　premature　delivery　was　determined　when　more　than　6

　　　　　　　points　were　obtained．　We　showed　it　in　the　right　ofthe

　　　　　　　figure，　for　example，　it　become　11　points　in　total　with

　　　　　　　this　film．

（3）
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　2）検体採取法

　セラミック製綿棒を用い妊婦の子宮頸管内腔に挿

入し、綿棒をゆっくりと2回転させ，頸管粘液を採取

綿棒にて採取し、これをFIZフィルムに塗布した。そ

の後37℃にて一定時間インキュベート（24時間）

し、終了後30分程度自然乾燥後、染色を行った。

　3）測定方法

　FIZフィルムをポンソー3R染色液（和光純薬、

Japan）が入った染色瓶に入れ4分間染色後、流水中

で10分間水洗いし、マイヤーヘマトキシリン溶液

（和光純薬、Japan）で2分間染色した。再度流水中で

10分間水洗いし、1時問以上自然乾燥し判定した。な

お、コントロールとして、MMP阻害剤である1，10－

phenanthroline（和光純薬、　Japan）、セリンプロテアー

ゼ阻害剤であるメシル酸ガベキサート（和光純薬、

Japan）を上記フィルムに各々コーティングしたもの

を用い、上記と同様の処理を行い判定した。

　4）判定

　ゼラチナーゼ活性を認める部分はゼラチンが分解

され、染色されないため脱色し白色透明となる。そこ

で本研究では、肉眼的にも顕微鏡的にも脱色していな

いものを（一）、肉眼的にわずかに脱色して顕微鏡的に

脱色しているものを（±）、肉眼的に塗布した位置を超

えずに脱色しているものを（＋）、塗布した位置を超え

脱色しているものを（2＋）とした。さらに判定を簡便

化するためにそれぞれ（一）0点、（±）1点、（＋）2

点、（2＋）3点とそれぞれ点数化した（Fig．3A）。さら

に判定結果を一定化するために6穴の枠を使用し、

個々に点数化し合計6点以上を陽性とした（Fig．3B）。

　2．　Zymography

　基礎実験として、卵膜破綻部および非破綻部におけ

るMMP－2、　MMP－9の存在を確認するためzymogra－

phyを行った。なお組織試料はlysis　buffer（pH　8．0の

Tris　10　mM．　EDTA　1　mM．　Nacl　400　mM．　10％glycerol．

05％NP－40、フッ化ナトリウム5mM、フッ化phenyl－

methylsulfbnyl　O．　l　mM、　DTT　l　mM）を用い、プロテ

アーゼ阻害剤カクテルー式を加え（Boehringer　Man－

nheim社製、　Indianapolis、　USA）、氷上で30分間溶解

した。ライセートは、毎分14，㎜回転で15分間遠心分

離を行い、可溶分画を採取した。タンパク質濃度は、

Bio－Radタンパク質分析キット（Bio－Rad　Laboratories

社製、Hercules、　USA）で測定した。　Zymographyは、

10％Zymogram　Gelatin　Gel（Novex　Invitrogen）を使

用し、各サンプルの電気泳動を行った。泳動したゲル

は25％Triton　Xに浸け室温で1時間反応した後、さ

らにincubation・bufferに浸け37℃で6－12時間反応し

た。その後Coomassie　brilliant　blue　R　250溶液にて染

色、メタノール／酢酸溶液で脱色を行った。白く脱色さ

れたバンドの分子量から潜在型（pro　MMP）および

活性型のMMP－2およびMMP－9の確認を行った。

　3．　Western　blotting

　zymographyと同じサンプルを用いてMMP－2、

MMP－9の検出をWestern　blotting法を用いて行った。

簡単には、各サンプルに同体積のsample　bufferと混合

した50μgのタンパク質を4～12％ポリアクリルアミ

ドゲルに加え、200ボルトで50分間、電気泳動を行っ

た。タンパク質は、blottingによってPVDF膜
（lnvitrogen社製、　Carlsbad、　USA）へ転写し、非特異

的染色は転写物の5％脱脂粉乳を含むPBS（0．05　M

Tris－Hcl、0．15MNacl、　pH　7．4）中における1時間の培

養によって遮断した。転写物はその後1，㎜分の1に

希釈し、blocking　buffer中でanti－MMP－2、　anti－MMP－9

あるいはanti－actin抗体（Boehringer　Mannheim社製）

と共に一晩培養した。膜を取り除いた後、同じプロッ

トは異なる抗体を用いて試験した。それぞれのタンパ

ク質は、ホースラディッシュペルオキシダーゼで標識

し、enhanced　chemiluminescence（ECL）用western

blotting試薬（Amersham　Pharmacia　Biotech、　Uppsala、

Sweden）を用いて2次抗体で検出した。それぞれのバ

ンドでのintensityは、アクチン由来のバンドで標準化

した。

　4．免疫組織化学的染色

　卵膜破綻部、卵膜非破綻部のMMP－2、　MMP－9の局

在を確認するため免疫組織化学的染色を行った。免疫

組織化学標本は、検体採取後ただちにOCT　compound

にて包埋し、クライオンガススプレー（日出商事、

Japan）にて凍結し、使用まで一80℃にて保存した。免

疫染色は、保存標本をcryostatにて5品目の連続凍結

切片を作成し、冷アセトンにて5分間固定後、染色は

ヒストファインSABキット（ニチレイ、　Japan）にて

行った。なお、一次抗体には抗ヒトMMP－2山羊抗体

（第一ケミカル、Japan）、抗ヒトMMP－9山羊抗体（第

一ケミカル、Japan）を使用した。

　5．　ELISA

　卵膜および頸管粘液を用いELISA法にて、　total

MMP－2．　total　MMP－9．　active　MMP－2．　active　MMP－9

の定量を行った。卵膜検体は用い卵膜破綻部、卵膜非

破綻部のそれぞれのタンパクを抽出後、ELISA法に

（4）
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より測定した。頸管粘液検体は、セラミック製綿棒を

子宮頸管内腔に挿入し、綿棒をゆっくりと2回転さ

せ、頸管粘液を採取後、リン酸バッファー　300　Pt　1に綿

棒を浸けて、2－3分間放置し抽出した。採取した検体

は、MMP－2　Biotrak　Activity　Assay　System（Amersham

Biosciences　USA）．　MMP－9　Biotrak　Activity　Assay

System（Amersham　Biosciences　USA）を使用し測定を

行った。

結 果

　1．　FIZ

　l）非妊娠および正常妊娠症例における頸管擦過

　　細胞のゼラチナーゼ活性

　非妊時婦人15症例における頸管擦過細胞のゼラチ

ナーゼ活性は、すべて陰性であった。一方、妊娠各期

の妊婦におけるゼラチナーゼ活性陽性率は、初期

（一16週）45％（60例中27例）、中期（17週一28週）39％

（26例中10例）、後期（29週一36週）41％（34例中14

例）、満期（37週一分娩）77％（47例中36例）であり、

妊娠初期高値、中期・後期低値、妊娠満期高値と妊娠

経過とともに推移した。

　2）正常妊娠症例におけるFIZ　score

　正常妊娠症例81例におけるFIZ　score測定値2点

および12点において2つのピークを示し、64％は6

点未満を示した（Fig．4A）。妊娠週数別のFIZ　score平

均値を検討すると妊娠初期一16週までは6点以上の高

値が目立ち、妊娠17－34週までは6点未満で推移し、

35週以降はFIZ　scoreが再度上昇する結果が得られた

（Fig．4B）。また、切迫早産の時期である妊娠22－35週で

は、35週を除きすべて6点未満を示した。この結果を
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元に陽性点数の設定を行った。

　3）分娩前3週間の頸管擦過細胞のゼラチナーゼ

　　　活性の推移

　分娩日を0日とし、分娩前3週間の頸管擦過細胞の

ゼラチナ一環活性の推移について後方視的に検討し

た。対象は、正常経膣分娩に至った満期症例（37週～）

とした。平均FIZ　scoreおよび陽性率は、分娩日に近

づくにつれ上昇した（Fig。5）（Table　1）。症例問におけ

るFIZ　scoreはバラツキを認めたが、症例毎に検討す

ると、分娩日に近づくにつれてFIZ　scoreが上昇する

傾向を認めた。

　4）切迫早産症例のゼラチナーゼ活性

　切迫早産43例（妊娠17～36週）に対して、FIZを

用いゼラチナーゼ活性を検討した。切迫早産未治療群

は92％（14例中13例）と高率に陽性（FIZ　score　6点

以上を陽性）を示した。一方治療群では36％（30例中

ll例）と未治療群に比べ上値を示した。治療を行った

30症例中5症例が早産した。

　5）切迫早産症例の治療後の経過

　切迫早産診断時より直ちに治療を開始、その後1週

間毎に頸管擦過細胞を採取し、FIZを行いその経過を

追った。治療により切迫症状が落ち着き、2週間以上妊

娠延長をはかれた症例は10症例中8症例あり同時に

FIZ　scoreの下降が見られた（Fig．6）。各群のFIZ

score平均値をとると、正常群6．31点、　Term（37週～）

群7．96点、頸管炎・膣炎群8．00点であったが、切迫早

産の時期に相当する正常群の22～36週では4．42点で

あり、これに比べると切迫早産群（未治療群10．12点、

切迫早産治療群6．60点）は、いずれも正常群に比べて

有意に高い値を示した（Fig．7）。また、切迫早産群は治

療によりFIZ　scoreの低下を認めた。

FIZ　score

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（re＝21）
　18
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Fig．5　Dynamics　of　FIZ　score　in　term　pregnancies

　　　The　figure　shows　changes　in　FIZ　score　with　term　of

　　　pregnancy．　We　have　illustrated　FIZ　score　positive　rate

　　　from　3　weeks　before　delivery　day　to　delivery　day．

　　　According　to　our　speculation，　positive　rate　increased

　　　towards　delivery　day．

∠
戦．
@　、 劇

1 　　一　摩
f申瞑

ヅ　菰
磁沸

繭曙一閣
@　、

饗遡β卓

　唱蛭”
C賢岡@蝋血　　　蔦　　ぼ

ﾐ♪筆‘2：蝋門＼…一
、一 註ﾊ

@一@甲　、

圃♂’
C騨

Y　　　μ’
u

ひ1 欄 　’@’jσ
　　ρ　嵩1　d岬岬

D　　騨
．＿、ド．…

栫f一一一幽

』．，．．．．．

Table　1　Changes　in　FIZ　score　with　term　of　pregnancy　（n＝15）

Collection　time

3weeks　before
р?ｌｉｖｅｒｙ　day

@　　　（DD）

2weeks
b?ｆｏｒｅ　DD

　　1week

b?ｆＣ窒?　DD

On　delivery

@　　day

No．　of　cases 7／10 7／Il 10／13 ll／14

Positive（％） 70．0 63．6 76．9 79

Score（average） 6．9 7．2 8．2 10．1
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Fig．6　Dynamics　of　FIZ　score　in　premature　labor

　　　The　graph　made　from　FIZ　score　of　each　case．

　　　scores　increased　towards　delivery　day．
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1e
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　　　Fig．7　Comparison　of　mean　FIZ　score　between　normal　cases

The　and　other　groups
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　6）FIZ　scoreとエラスター野州との比較

　頸管局所の炎症マーカーであるエラスターゼ値と

の比較を切迫早産18症例頸管粘液について行った。

この結果、エラスターゼ値とFIZ　scoreとの間には

r＝0．7166と相関を認めた。

　7）FIZ　scoreと血清CRP値の比較

　切迫早産18症例におけるFIZ　score値と同時に測

定された血清CRP値との間に相関は認められなかっ

た。

　2．基礎実験

　今回の結果をふまえ、頸管におけるゼラチナーゼ活

性の由来の一つとして考えられる卵膜及び頸管粘液

を用いてゼラチナーゼ活性の有無を検討した。

　1）卵膜組織における免疫染色およびゼラチナー

　　　ゼ活性

　卵膜組織のMMP－2の免疫染色をFig．8Aに示す。

羊膜上皮細胞、絨毛膜細胞ともにMMP－2の局在が確

認でき、またMMP－9の免疫染色も同様な所見を確認

した（Fig．8B）。

　2）卵膜組織のゼラチナーゼ活性

　局所のゼラチナーゼ活性を把握するために、卵膜の

連続切片を用い免疫染色の染色部位とFIZの脱色部

位を比較した。FIZによる卵膜組織のゼラチナーゼ活

性をFig．8cに示す。卵膜組織周囲にゼラチナーゼに

よる脱色部を認め、これは免疫染色によるMMP－2の

局在部と一致した。

　3）卵膜組織におけるゼラチナーゼ（MMP－2、9）

　　　の蛋白発現と酵素活性

　（D　zymography

　破水症例および未破水症例の卵膜破綻部および非

破綻部のいずれにおいてもMMP－2、　MMP－9の酵素活

性を認めた（Fig．9A）。破水症例においては、卵膜破綻

部は非破綻部に比べMMP－2の強い酵素活性を認め

た。

　＠　Western　blot

　破水症例および未破水症例の卵膜破綻部および非

破綻部のいずれにおいてもMMP－2、　MMP－9のタンパ

ク発現を認めた（Fig．9B）。破水症例においては、zymo－

graphyの結果と同様に卵膜破綻部は非破綻部に比べ

強くタンパク発現を認めた。

　＠　ELISA

　ELISA法を用いた破水症例における定量結果で

は、active　MMP－2、　active・MMP－9の平均値は、いずれ

も卵膜破綻部の方が卵膜非破綻部に比べて高い値を

示した（Table　2）。また、　total　MMP－2およびtotal

MMP－9についても同様の結果を得た。

　4）頸管粘液の検討

　①切迫早産症例における頸管粘液のゼラチナー

　　　ゼ活性

　zymographyにより、　MMP－2およびMMP－9それぞ

れ酵素活性を認めたが（Fig．10A）、　Western　blotでは

　　　　　　1：罰m脚、t、i漁9｛x100｝　　　　軸闘。湘i噸X2【｝0｝

Fig．8A　lmmunochemical　staining　of　MMP－2　on　fetal　mem－

　　　　branes
　　　　We　confirmed　localization　of　MMP－2　in　amniotic

　　　　epithelial　and　chorionic　cells　of　the　fetal　membrane．

　　　　　　FMIIIUII。stamaing（XIO（，｝　　　　　　　lmtnロr鵬1置幡gl　xエ鋤

Fig．8B　lmmunochemical　staining　of　MMP－9　on　fetal　mem－

　　　　branes
　　　　We　confirmed　localization　of　MMP－9　in　amniotic

　　　　epithelial　and　chorionic　cells　of　the　fetal　membrane

　　　　same　as　MMP－2．

　　　　1！nmUl差osξ翻甑9（×20，
　じりヘへ

臥》◎
　　　　　ヤ

　㍉バー・／、’　、　卍

　　　　1蝋nasn〔）s聖ain囎P（100｝

Fig．8C　lmmunostaining　and　gelatinase　activity　in　fetal　mem－

　　　branes
　　　The　upper　part　of　this　figure　shows　MMP－2　in　fetal

　　　membrane　tissue　by　immunostaining．　We　confirmed

　　　MMP－2　localization　in　amniotic　epithelial　and　chor－

　　　ionic　cells　of　the　fetal　membrane．　We　obtained　simi－

　　　lar　results　for　MMP－9．　The　lower　part　of　the　figure

　　　shows　gelatinase　activity　in　fetal　membrane　tissue　by

　　　FIZ．
　　　However　this　site　was　not　stained　therefore　we

　　　confirmed　gelatinase　activity　at　this　site．

（7）
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Fig．　9A　Gelatinase　（MMP－2　and　一9）　activity　in　fetal　membrane　on　zymography

　　　　　　A：　ruptured　cases，　B：　unruptured　cases

　　　　　　We　obtained　random　of　the　fetal　membrane　samples　from　pregnant　women　who　underwent　elective　Caesarean　section．

　　　　　　The　samples　were　obtained　from　ruptured　and　unruptured　parts　of　fetal　membrane．

　　　　　　We　confirmed　gelatinase　（MMP－2　and　一9）　activity　by　zymography．

　　　　　　Ruptured　part　exhibited　enzyme　activity　more　strongly　than　unruptured　part．
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Fig．9B　Presence　of　gelatinase　（MMP－2　and　一9）　in　fetal　membrane

　　　　　　There　were　increased　levels　of　both　MMP－2　and　MMP－9　and　their　activity　at　ruptured　part　of　fetal　membrane．

MMP－2およびMMP－9のいずれもタンパク発現を認

めなかった。

　②ELISA法による頸管粘液の定量

　切迫早産症例の頸管粘液を用いたMMP－2および

MMP－9定量では、ELISA法を用い測定を行った。total

MMP－2およびMMP－9、　active　MMP－2およびMMP－9

はすべて測定可能であった（Fig．10B）。しかし、　Flz

Score、エラスターゼ値、　CRP値との相関は認めなかっ

た（data　not　shown）。

Table　2 Measurement　pf　gelatinases　in　fetal　mem－

branes　in　cases　of　Cesarian　section

Rupture　part Unrupture　part

Total　MMP－2 10．07 5，048

Active　MMP－2 5．67 2，871

Total　MMP－9 6．34 4，469

Active　MMP－9 2．29 1，249

ng／ml／1　g　wet　tissue

（8）
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Fig．　10A

MMP－9

鱗赫群21

Gelatinase　activity　of　cervical　mucous　fluid　in　premature　labor　cases

We　confirmed　gelatinase　（MMP－2　and　一9）　activity　of　cervical　mucous　fluid　in　premature　labor　cases　by　zymography．

Fig．　10B
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Measurement　of　gelatinases　activity　of　cervical　mucous　fluid　in　premature　labor　cases

We　reviewed　the　correlation　of　Total　MMP－2，　Total　MMP－9，　Active　MMP－2　and　Active　MMP－9．

no　correlation　in　FIZ　Score，　elastase　in　cervical　mucus　and　CRP．
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However，　there　was

考 察

　妊婦頸管粘液におけるMMPおよびTIMPの存在

に関する報告15）はすでにあるが、本研究では新たに妊

婦の頸管擦過細胞および粘液よりゼラチナーゼの活

性をFIZにより簡便に検出する方法を開発した。本法

は、実際の活性を検出することができる点で、TIMPs

（tissue　inhibitor　of　matrix　metalloproteinases）などの影

響を考慮しなければならない従来の測定法に比べ局

所でのゼラチナーゼ活性を正確に把握できるため有

用性が高いと考える。

　臨床的な検討では、切迫早産群は、正常妊娠群と比

して高率にゼラチナーゼ活性陽性を認め、また破水症

例における卵膜組織のゼラチナーゼは、破綻部位にお

いて高い蛋白量およびその活性の発現を認めた。この

ことより、破水の原因のひとつとして卵膜に対するゼ

ラチナーゼ活性の作用が関与していることを示

し16）17）、その検出、測定は今後新たな早産予知マー

カー、破水の予測マーカーに成り得ることが示唆され

た。

　FIZ　scoreの点数化の試みについては、正常妊娠例

において、分娩直前1週間前の満期症例では、21検体

中19検体が6点以上を示したが、全体では64％が

FIZ　score　6点以下を示し、特に妊娠22－35週の切迫早

産の時期では、その平均値が全週数：で6点以下を示し

た。以上より本研究ではFIZ　score　6点以上を陽性と

して検討を行った。また、FIZ　score測定値群間の比

較において、切迫早産治療群の平均値6．60および未治

療群の平均値10．12は、妊娠22－35週の正常群の平均

値4．42に比べ明らかに高値を示すことからも、やはり

その境界は6点から10点の間に設定することが妥当

であると思われた。しかし、現在のところは切迫早産

（9）
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群の症例が43症例と少ないため、今後さらに症例数

を増やしFIZ　scoreの陽性とする最適なscore値を検

討する余地があると思われる。さらにFIZをもちいて

MMP活性を画像解析により定量的に取り扱った報告

もあり18）、今後この方法も検討の余地があると考えて

いる。

　正常妊娠経過の妊娠初期および妊娠満期の症例に

おいてにFIZ　scoreが高値を示すことに関しては、以

下のことが考えられた。まず妊娠初期には子宮筋層に

syncytiotrophoblastが浸潤し、胎盤を形成するが、この

二丁ラチナーゼが著明に産生されることが報告19）さ

れており、これがゼラチナーゼ活性上昇の一因と考え

られる20）。一方妊娠満期のゼラチナーゼ活性の上昇は

子宮頸管の物理的開大による炎症が原因と考えられ

る。炎症が発生すると、組織中のマクロファージや線

維芽細胞がさまざまな炎症性サイトカインを産生し、

その刺激によってゼラチナーゼや遊走してきた好中

球が放出する穎粒球エラスターゼが活性化し、卵膜を

構成しているコラーゲンなどの細胞外マトリックス

が分解される5）6）13）。陣痛が起こると、さらにこれらに

拍車がかかり、著明なぜラチナーゼの活性化が起こる

ものと推測される。

　今回の実験結果から卵膜の破綻には、ゼラチナーゼ

の活性化、特にMMP－2の活性化が強く関与してくる

ことが示唆された。文献的にもゼラチナーゼが破水の

原因として関与するとの報告21　24）も多いが、これまで

の方法では実際の活性を捉えることが難しいため、そ

の主導権をMMP－2、　MMP－9のいずれかが握っている

かは意見の分かれるところであった。この点でFIZ

は、実際の活性を正確に捉えることが可能であるため

有効な手法と考える。しかし、今回は、標本作製の関

係上その検索が行えなかったため、今後是非検討すべ

き課題と考えている。

　FIZ施行時におけるfalse　positiveの要因として、出

血や三部の感染によるものが挙げられる。これらにつ

いては切迫流早産の兆候および原因のひとつである

ため、たとえfalse　positiveであったとしても、臨床症

状を優先して直ちに切迫流早産の治療を行ってよい

と考える。一方、切迫早産群に安静、tocolysis、抗生剤

などの治療を行うと、一度上昇したFIZ　scoreの低下、

すなわちゼラチナーゼ活性の低下を認めた。これによ

りFIZは切迫早産の治療効果の判定に使用できる可

能性25）が示唆された。

　FIZ　scoreとエラスターゼ値との比較においてr一

0．7166と相関を認めた。このことは前述した切迫早産

の原因、危険因子の第一とされている絨毛膜羊膜炎な

どによる炎症により種々の炎症性サイトカインネッ

トワークができ上がり、エラスターゼ、ゼラチナーゼ

（MMP－2、　MMP－9）などが産生、活性化する機

序1）5）6）26）27）を考えると当然のことかもしれない。

　今後の課題として、切迫早産症例をさらに増やすと

ともに、症例確保に困難であるが、切迫早産の未治療

群のゼラチナ一面活性の推移を経時的に測定し、

tocolysis施行群との比較を行うことができれば、さら

にFIZによるゼラチナーゼ活性の測定の有用性が向

上すると考えている。これに加えて切迫流早産によく

見られる、出血している条件下や膣内細菌が増殖して

いる場合は、理論上ゼラチナーゼ活性が上昇するはず

である。このことがFIZの結果にどのように影響を与

えているか、さらなる検討を加えていかなければなら

ない。

　FIZはゼラチナーゼ活性を半定量し、絨毛膜羊膜炎

に起因する頸管局所の炎症を評価できる、簡便でかつ

安価な検査である。切迫早産の状態を把握するため

に、内診所見等の現症に加えて頸管粘液エラスターゼ

等の臨床検査の一つとして、FIZは有用性があること

が示唆された。
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　　Detection　of　gelatinase　activity　in　cervical　exfoliated　cells

from　pregnant　women　using　Film　in　situ　Zymography　（FIZ）

Atsushi　NAGAI，　Keiichi　ISAKA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Tokyo　Medical　University

Abstract

　　　　We　attempt　to　examine　gelatinase　activity　in　the　cervical　exfoliated　cells　and　mucous　fluids　from　pregnant　women　as　a

predictable　marker　for　local　inflammation．

　　　　The　samples　were　collected　from　160　normal　pregnant　women　and　43　women　who　were　classified　as　premature　labor　in

Tokyo　Medical　University　Hospital　from　May　2001　to　February　2005　after　obtaining　the　informed　consent．　Gelatinase

activity　was　detected　by　using　FIZ．　MMP－2　and　MMP－9　were　measured　by　ELISA．　The　preliminary　experiments　were　also

done　using　fetal　membranes　and　cervical　mucous　fluids．

　　　　Our　data　showed　the　successfu1　detection　of　gelatinase　activity　in　fetal　membranes　and　cervical　exfoliated　cells　from

pregnant　women．　Women　with　premature　labor　expressed　especially　higher　rates　of　gelatinase　activity　than　normal　pregnant

women．　lt　was　suggested　that　gelatinase　activity　was　related　to　rupture　of　fetal　membranes．　Also　these　results　indicate　that

FIZ　may　be　one　of　the　usefu1　tools　to　detect　premature　labor．

〈Key　words＞ Gelatinase，　MMP－2，　MMP－9，　Premature　labor，　Chorioamnionitis
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