
研究用                                                                  製品コ－ド番号ＬＬ－２０００５  

ＭＭＰ－８活性測定キット 
３００テスト用（汎用タイプ） 

＜使 用 説 明 書＞ 
コラ－ゲンは生体内に広く分布し、各々のコラ－ゲンの種類（型）に応じて組織構築骨格形成として 

重要な役割を担つている。それらの内Ⅱ型コラ－ゲンは、プロテオグリカン，ラミニンとの協同で肝臓 
の脈管、動脈枝、肺臓等、及び特に関節の硝子軟骨に多量に存在している。Ⅱ型コラ－ゲンは生体内で、 
血管の伸縮、関節可動の重要な役割を担つていることが知られている。又Ⅱ型コラ－ゲンに異常を来す 
と、肺線維症や心臓の僧帽逸脱による心疾患等が報告されている。更には、関節軟骨に重大な障害が予 
測される。Ⅱ型コラ－ゲンを分解する物質の一つとして、マトリツクスメタロプロテイナ－ゼの一種で 
あるＭＭＰ－１（Ⅰ型コラゲナ－ゼ）が知られているが、その分解活性は弱い。一方MMP－８（コラ 
ゲナ－ゼ）はより強力にⅡ型コラ－ゲンを分解する。この活性化されたコラ－ゲン分解酵素が生体内で、 
極度に多くなつた場合過剰にⅡ型コラ－ゲンの分解が促進され、各種組織、関節軟骨等の崩壊が誘発さ 
れ各部位で重大な障害を引き起こすことが予測される。一方活性型が極度に減少する事により、過剰に 
Ⅱ型コラ－ゲンが蓄積されると正常な代謝を阻害し、同様に疾病・疾患の原因になると考えられる。 
それ故、この酵素活性を測定することは疾病・疾患の状況を把握するうえで重要である。 
この度開発された、Ⅱ型コラ－ゲン分解酵素測定キットは、これらの背景を考慮し、細胞培養液・生 

体組織・関節液、及びその他生体分泌液中の酵素活性、特にMMP－８をほぼ特異的に微量で、簡便かつ、 
１～４時間の短時間で測定出来るよう開発された製品です。 

[１]．  ＜キットの内容＞ 

１． 蛍光標識Ⅱ型コラ－ゲン溶液（１ｍｇ／ｍｌ）・・・・・・・・・・・１５ｍｌ  １本  

２． Ⅱ型コラ－ゲン中和溶液・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・３５ｍｌ  １本 

３． 蛍光測定調整液・・・・・・・・・・・・・・・・・・２０ｍｌ、６０ｍｌ 各１本 

４． 管理用酵素［活性型ＭＭＰ-８，0.5unit／ml，ヒト細胞由来］・・・・・・・１ｍｌ １本 

５． 使用説明書・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１部                                 

［Ⅱ］． ＜使用目的＞ 
              正常な臓器・器管・皮膚等の組織、腫瘍等の疾病組織・体液・分泌液・体内細胞及び培養細胞等に 

          含まれているⅡ型コラ－ゲン分解酵素活性、MMP－８の定量測定。 

      ［Ⅲ］． ＜測定原理＞ 
０．２Ｍ ＮａＣｌ，５ｍＭ ＣａＣｌ２を含むトリス塩酸バツファ－に溶解したＦＩＴＣ蛍光標識 

    Ⅱ型コラ－ゲン（牛硝子軟骨由来）にヒト細胞由来のⅡ型コラ－ゲン分解酵素を反応することにより、 
    Ⅱ型コラ－ゲンが酵素分解される。分解されたコラ－ゲンに標識した蛍光強度を測定することによつ 
    て、Ⅱ型コラ－ゲン分解酵素活性を定量測定する。  

［Ⅳ］． ＜準備する機器々材＞ 
１．蛍光強度測定機                    ５．蛍光強度測定用マイクロセル 
２．遠心機（遠心加速度８，０００ｘＧ以上）   ６．ウオ－タ－バス 
３．遠心管ミキサ－（ボルテツクス）           ７．試験管又はマイクロチュ-ブ  
４．マイクロピペツト（５, ２５, ５０, ３００μｌ等） 

［Ⅴ］．＜検体の活性化処理＞ 
    組織及び培養細胞に含まれているⅡ型コラ－ゲン分解酵素は前駆体（プロ体，潜在型）又はインヒビタ－と結 
    合した不活性型と活性化された酵素が共存している。不活性型の潜在型活性を測定する場合には、測定に際し 
    検体中の酵素を活性化する処理が必要である。下記に代表的な活性化の処理方法をしめした。 

１． トリプシン，プラスミン等のプロテア－ゼによる活性化法 
使用する酵素の量、反応時間、反応温度は検体の種類により異なるが、一般的には検体溶液１００μｌ当り１ 
μｇ～１０μｇの酵素をもちいて、３７℃で処理する。反応後トリプシンインヒビタ－を加えてプロテイナ－ 
ゼ活性を失活させる。但しプロテイナ－ゼで活性化する場合には、次の事に注意が必要である。 
酵素の純度、比活性の違い等で反応が異なる為、活性化が不充分又は活性化の過剰による失活を招く事がある 
ので、温度、時間をコントロ－ルする必要があり、活性化の任意の条件設定が必要。 

 ２． ４－アミノフェニ－ル水銀酢酸（ＡＰＭＡ）による活性化（汎用的な推奨法） 
ＡＰＭＡの３５．５ｍｇに５ｍｌの純水を加え、これに０．５Ｎ ＮａＯＨを完全に溶解するまで滴下し、保 
存ＡＰＭＡ試薬溶液とする。使用時にこの保存試薬に０．１Ｎ 塩酸を加えて、ｐＨを１０～１０．５に調整 
後純水で１０ｍｌに合わせる。この希釈ＡＰＭＡ試薬の１０μｌを検体１００μｌに加え、３７℃で６時間 
反応し活性化を行う。尚、ＡＰＭＡ法はプロテア－ゼと異なり、安定的に確実に活性化される 

＜例１＞ 細胞培養液中の潜在型酵素（ProMMP）の活性化処理  
    細胞培養液を１，５００ｘＧで３分間遠心で細胞を除去し、その上清を上記の方法でⅡ型コラ－ゲン分解酵素 
   （MMP－８）を活性化し、酵素活性測定用に供する[血清含有培養液の場合には、Ⅱ型コラ－ゲン分解酵素活 
    性測定前処理キツト（YU－33003）で前処理要）。培地に蛍光物質が含有する場合には培地のブランクが必要。 

＜例2＞ 生体組織検体の活性化処理 

    組織の１０～５０ｍｇ（湿重量）をハサミで細切後、０．１５Ｍ ＮａＣｌを含むｐＨ７．５の０．０５Ｍト  
    リス塩酸バツファ－で数回洗浄し血液を除去後、０．２Ｍ ＮａＣｌ、５ｍＭ ＣａＣｌ２、０．１％  Triton 
    Ｘ－１００を含むｐＨ７．５の０．０５Ｍトリス塩酸バツファ－を検体１ｍｇ（湿重量）当り１００μｌ加え 
    ４℃でホモジナイズ後、８０００ｘＧ、４℃で１５分間遠心し不溶物のない上清を得る。この上清を上記の方 
    法で酵素を活性化し、Ⅱ型コラ－ゲン分解酵素活性測定用に供する。 

＜例３＞ 活性型Ⅱ型コラ－ゲン分解酵素の測定＞ 
     上記例１・ 例２で検体を前処理後、プロテイナ－ゼ又はＡＰＭＡ処理なしに酵素活性測定用の検体に供する。 

 ［Ⅵ］．＜Ⅱ型コラ－ゲン分解酵素活性測定法＞ 
１． 氷冷した中和溶液の５０μｌを、マイクロチュ－ブに入れる。 
２． 氷冷した５０μｌのFITC蛍光標識Ⅱ型コラ－ゲン溶液を加え攪拌。 
３． 検体溶液１００μｌを各マイクロチュ－ブに加え密栓し攪拌。尚Blank、Total用として純水で２倍希 

釈した中和溶液の１００μｌを、コラ－ゲンの入つたマイクロチュ－ブに加え攪拌。 
４． Totalを除き全ての検体を、３７℃で１～６時間（標準２時間）反応後氷水中で５分間冷却。 

Totalは３分間ボイル、その後５分間４℃で冷却後室温に１０分間放置。 
５． 氷冷した２００μｌの蛍光測定調整液を加え、密栓後攪拌し５分間氷冷後、３０分間室温放置。 
６． Total以外の全てのチュ－ブを、８０００ｘＧで１０分間４℃で遠心。 
７． 遠心後直ちに上清液を沈殿物を入れないように（デカントで）、新しい試験管に移し室温に１０分間放置。 
８． 上清液を０．５ｍｌのミクロセルに入れ、蛍光強度測定機にて蛍光５２０ｎｍ（励起光４９５ｎｍ）で 

蛍光強度を定量測定。 
９． ミクロセルが無い場合には、上清液の３００μｌに純水３ｍｌを加え希釈後、４ｍｌのセルを用いて測定。 

 
  
  


