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要 旨

私達は,約100gの牛歯肉から直接歯肉抽出液

を得,CM-Sephadex,Con-A Sepharose,Sepha-

dex,Hepa血-Sepharoseの各カラム･クロマ トグ

ラフィーを使って3種のコラゲナーゼ･インヒビタ

ーを分画することが出来た｡1つは,Con-ASepha-

roseに吸着し2% MDGPで溶出される分子量約

38,000の糖タンパク質である 〔αCon-A(+)〕o二

のインヒビターは, リューマチ ･コラゲナーゼ活

性のみを抑える.他の2つは,Con-ASepharose

に吸着せず分子量が各々約50,000と21,500である｡

前者は人のリューマチ･コラゲナーゼのみならず,

セリン ･プロテアーゼのトリプシン,金属プロテ

アーゼのサーモリシンの活性もまた抑制した 〔α

Con-A(-)〕｡後者はリューマチ ･コラゲナーゼの

外に,弱いながらサーモリシンにもインヒビター

としての活性を示した〔β〕｡しかし,これら3つのコ

ラゲナーゼ ･インヒビターは,バクテ))ア ･コラ

ゲナーゼに対してはインヒビター活性を示さなか

った｡又,熱 (60℃,30分と90℃,30分)に対し

ても3種のインヒビターは安定であった｡しかし,

還元 (5mM DTT)後のアルキル化 (20mM MIA)

によって,いずれのインヒビターもコラゲナーゼ

に対するインヒビター活性を失った｡

序 論

コラゲナーゼは,細胞外マ トリックスに於ける

コラーゲンの生理的交換あるいは病的分解に重要

な働きをしていると考えられている｡細胞外コラ

ゲナーゼの活性魂節には種々の方法がある1)｡ こ

の中,特に重要なものは特異的インヒビターの作

用である2)｡過去10年間に, 多くの天然のコラゲ

ナーゼ ･インヒビターが精製されその特徴が調べ

られてい′る｡これらのインヒビターは3つに分頬

される｡第1のクラスとしては,分子量2-3万

の糖タンパク質があげられる3)～8). これらは主と

して,組織ないしは細胞の培養液から単離されて

いる｡第2のクラスとしては,組織から部分精製

された分子量1万前後の塩基性タンパク質のイン

ヒビターが有る9-10)｡第3のクラスは,血清イン

ヒビター :α2-マクログロブl)ン11～12) とβ1-ア

ンチコラゲナ-セ判13)からなる｡

歯肉の培養組織あるいは培養細胞がコラゲナ-
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ゼ ･インヒビターを合成するという報告がある14-

17)｡しかし,これらは精製度が低 くその性質もよ

く検討され七いない｡私達は,大量の歯肉組織か

らコラゲナーゼ ･インヒビター活性の分画精製を

行ない3種のインヒビター分画を得,それ等の特

徴を明らかにしたので報告する｡

材 料 と 方 法

1.試 薬

Trypsin(Type I,bovinePancreas),Trypsin

inhibitor(TypeI-S,Soybean),Thermolysin

(Type Ⅹ,B.themoproteolyticus),Collagenase

(Type III,C.histolyticum )及び Serum Albumin

(bovine)は Sigma,Casein は Merck,〔14C〕

formaldehyde(10Ci/mlOl)は New Engrand

Nucler,〔14C〕aceticanhydrideは theRadio-

chemicalCenterAmersham,Monoiodoacetic

acidは和光純薬K.K.,CM一･Sephadex(C-50),Con

A-Sepharose,SephadexG-75 と G-150及び

heparin-SepharoseCL-6Bは Pharmasiaか ら

購入した｡又,他のすべての化学薬品は,高純度

のものを使用した｡リューマチ患者の関節滑液は,

Dr.Kanbara(Niigatacancerhospital)より頂戴

した｡

2.牛歯肉抽出液の調整

生理食塩水で十分洗浄 した牛歯肉 (食肉衛生検

査センターから得られた)は,先ず液体窒素下で

凍結磨細し,更に2倍重量の海砂 と共に0.2MNaCl

を含む BufferA (0.05M TriS-HClbuffer,pH

7.6/0.01M CaCl2/0.05% Brij35/0.02%soditm

azide)を適量添加 し,乳鉢中で十分に磨細した｡

磨細後5倍量の BufferA を加え,4℃の低温室

で22時間振達しながら抽出を行なった｡抽出液の

10,000×g,20分間の遠心により得られた上清は,

50%酢酸で pH5.0に調整され,NaClを10%に

なるように添加後 1時間放置された｡放置後,コ

ラーゲンなどの沈殿を10,000×g,20分間の遠心

で除いた｡その上清を0.05%Brij35を含む0.03M

acetatebufferbH5.4)に透析した｡十分透析後,

遠心 (10,000×g,20min.)し,その上清を cmde
extractとした｡

3.コラゲナーゼ ･インヒビターの精製

Crudeextract(タンパク質1,562mg)は0.05%

Brij35を含む0.03M acetatebufferで平衡化 し

た CM-Sephadexcolumn(3.7×45cm)にかけ,

分画した｡上述の acetatebufferと0.1M NaCl

を含む atetatebufferで洗浄後,0.1-0.5MNaCl

を含む acetatebiMerでグラディエント溶出し

た｡得 られた2つの活性ピークのうち,先に溶出

された活性 ピー クを α,後からの活性 ピークを

βと命名した｡続いて別々にα及びβ分画を0.2M

NaClを含むBufferAに透析 してから,同じBuffer

で平衡化 した Con-A Sepharosecolurm で分画

した｡ α活性は,Con-A に吸着する分画 〔α

Con-A(+)〕 と非吸着分画 〔αCon-A(-)〕に

現われた｡β活性は,非吸着分画にのみ現われた｡

次にこれ らの3分画 を 0.2M NaClを含む

BufferA で平衡化 した Sephadexcolumn で更

に精製した｡2つのα分画には G-150,β分画には

G-75を用いた｡得 られた各活性分画を,B曲 rB

(0.05M Ttis-HClbuffer,pH 7.2/0.05%

Brij35/0.02% sodium azide)で平衡化 した

Heparin-Sepharosecolum によって更に精製し

た｡溶出は BufferBを含む0-0.6M NaClのグ

ラディエントで行なった｡得 られた各活性ピーク

を各々の最終標品として以下の実験に用いた｡

4.コラゲナーゼ ･インヒビターの活性測定

コラゲナーゼ ･インヒビター活性は,一定量の

コラゲナーゼに各インヒビターを適量添加 して測

定した｡基質コラーゲンは,Yana如 a等(1983)

18)により述べられたようにラットの皮膚から精製

し,〔14C〕無水酢酸でアセチル化 した｡〔14C〕コラ
ーゲンの比活性は, 3.1×105 cpm/mgprotein

であった｡関節滑液コラゲナーゼは,ヒアルロニ

ダーゼ処理19)とア ミコンのダイアフロー膜 XM

IOOA による超滅過,更に SephadexG-150によ

るゲル櫨過によって精製した｡比活性は,2皿it/
mgであった｡コラゲナーゼの 1unitは,25℃,

1分間にコラーゲン1pgを分解する.インヒビタ

ー存在下でのコラゲナーゼ活性測定は,基質とし

て 〔14C〕-アセチル化 コラーゲンを用い可溶性

条件下で保温し,反応産物を50% dioxaneで分離
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するTerato等(1976)20)の方法を若干改変して行

なった｡反応液は,0.2mg中に0.05M Tris-HCl
bH 7.6),0.2M NaCl,0.olM CaC12,0.05%

Brij35,0.02% Na-azide,0.5 M glucose,

46.6pgの 〔14C〕-コラーゲン,0.02mi tのコ

ラゲナーゼ及び適量のインヒビターを含む｡反応

条件は25℃,18時間であった｡インヒビターのl

unitは,この反応条件下でコラゲナーゼ活性を50

%阻害する量である｡

5.トリプシン,サーモリシンに対するコラゲ

ナーゼ･インヒビターの阻書活性測定

基質としてのカゼインを,Rice&Means(1971)
の方法21)によって,〔14C〕formaldehydeでラベル

した｡比活性は,6.38×106cpm/mgprotein であ

った.反応液は,0.1mE中,0.2M NaClを含

む BufferA,3.9pgの〔14C〕カゼイン,0.1pgの

トリプシンあるいは0.01JJgのサーモリシン及びイ

ンヒビタ一棟品を含む｡反応は,基質無添加で35

℃,60分間保温後,基質を添加し,更に20分間保

温して行なった｡反応後,20%トリクロロ酢酸の

等量を加え0℃に10分間放置後,10,000×gで10

分遠心した｡その上清を,液休シンナレイション

カウンターで測定した.

6.コラゲナーゼ ･インヒビターのアルキル化

によるインヒビター活性の測定

インヒビター標品は, 5mM DTT と0.2M

NaClを含む BufferA 中で20℃, 2時間処

理された｡反応後,モノヨウド酢酸を20mM にな

るように添加し,更に20℃で2時間保温した8)02

時間後コラゲナーゼ ･インヒビター活性を測定し

た｡

7.タンパク質の測定

カラム ･クロマトグラフィー溶出液中のタンパ

ク質は A280nm の測定によってモニターされた｡

精製過程の各段階でのタンパク質濃度はLowly

等(1951)の方法22)によって決定した｡

結 果

1.コラゲナーゼ･インヒビターの部分精製

コラゲナーゼ ･インヒビターは,牛の歯肉から

0.2M NaCl(pH 7.6)での抽出, 2 M NaC1

- 13-
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Fig･L 粗抽出液のCM-Sephadexクロマトグラフィー

Crudeextract(1562mg)を,0.05% Bri335を
含む30mM acetatebufferbH 5.4)で平衡化し
たCM-Sephadexカラム (3.7×45cm)にかけたO
カラムを同じbufferで洗ってから,吸着したタン
パク質を0.1MNaClを含む同じb曲 rで溶出し,
更に,同上b曲 rを含む0.1-0.5MNaClのグラ
ディエントで溶出したO溶出液 (19mE/tulx)の一
部を,タンパク質量とインヒビター活性測定に用い
た｡日 ,A280nm ;0 0,阻害活性
(%);×一一一一一一一一一×,NaCl濃度
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Fig.2 コラゲナーゼ･インヒビターα分画のCon
A-Sepharoseクロマトグラフィー
CMISephadexクロマトグラフィーからのインヒ
ビター活性の第1ピークα (143mg)を,0.2M
NaClを含むbufferAで平衡化したG)nA･Sepha-
roseカラム(1.5×18cm)にかけた.同じbufferで
十分洗浄後,吸着タンパク質は2% 1･methy1-α･D･
glucopyanOSideを含むbufferAで溶出した｡溶
出液(2.7m町tutXe)の一部を,タンパク質量とインヒ
ビター活性測定に用いた｡書 き,A2807m ;
0 0,阻害活性 (%)

bH 5.0)と acetatebufferbH 5.4)での沈殿

法,そして更に各種クロマトグラフィー法を使っ

て精製した｡ 2 M NaCl(pH 5.0)を使って

の沈殿法は,次からのクロマトグラフィーを妨害

するコラ-ゲンを除くのに効果的であったocrude
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Fig.3 コラゲナーゼ ･インヒビターα-ConA(-)
分画のSephadexG-150クロマトグラフィー

ConA･Sepharoseクロマトグラフィー (Fig.2)
からのインヒビター分画α-CbnA(-)(77mg)を,
0.2MNaClを含むbufferAで平衡化したSepha-
dex G-150カラム (1.9×103cm)にかけた｡タンパ
ク質は,カラムから同じbufferで溶出した｡溶出
液 (3.4mE/t血 )の一部を,タンパク質量とインヒ
ビター活性測定に用いた.手 書,A2BOmn ;

albumin:OA,ovalubmi n
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Fig.4 コラゲナーゼ ･インヒビターα-ConA(+)
分画のSephadexG-150クロマトグラフィー

ConA-Sepharoseクロマトグラフィー (Fig.2)
からのインヒビター分画α-ConA (+)(32mg)を,
0.2MNaClを含むbufferAで平衡化したSepha-
dexG-150カラム (1.9×104cm)にかけた｡タンパ
ク質は同じbufferで溶出し,溶出液 (3.5mE/tub)
の一部を,タンパク質量とインヒビター活性測定に
用いた｡● ●,A280nm ;○ ○,
阻害活性 (%);BSA,bovineserum albumin;
OA,ovalubumin

extractの最初の CM-Sephadex クロマ トグラフ

ィーにおいて,2つの活性ピークが現われた｡ 1

つは約0.3M NaClで(α分画),もう1つは約0.43

M NaClで (β分画)溶出された (Fig.1)｡｢α分画

は,Con-A Sepharoseカラム ･クロマ トグラフィ

ーにより吸着しない活性分画 〔αCon-A(-)〕と,

吸着し2% 1-Methy-α-D-Glucopyranosideで溶出

され糖を~もっていると思われる活性分画 〔αCon-

A(+)〕に分かれた (Fig.2).後者は,細胞培養

液から通常抽出されるインヒビターに相当するも

のと思われる｡更に,α･Con-A (-)分画 と α

Con-A (+)分画を別々に SephadexG-150でゲ

ル臆過を行なうと,前者の活性は ovalbmi n よ

り前に溶出され分子量約50,000(Fig.3),後者の

それは ovalbumin より後ろに溶出され分子量約

38,000(Fig.4)と推定された｡続いて,各々の活

性は,Heparin-Sepharoseクロマ トグラフィーで

精製された｡αCon-A(-)分画のクロマ トグラフ

ィーでは3つの活性ピークが現われたが,0.2M

NaCl付近で溶出されてくる分画が仝活性及び比活

性 とも最も高いので,この部分を最終のαCon-A

(-)インヒビター分画とした 肝ig.5).αCon-A

(+)分画のクロマ トグラフィーでは,0.33M NaCl

付近に溶出されたインヒビター活性を最終標品と

した 肝ig.6).一方,CM-Sephadex で分離された

β分画も同様,先ず Con-A Sepharosecolumlm

で分画した｡活性はCon-A Sepharoseに吸着した

部分には見出されず,非吸着部分に現われた肝ig.7)0

従って,このβもαCon-A(-)同様に糖鎖をもっ

ていない可能性が強い｡続いて,SephadexG-75

カラム ･クロマ トグラフィーで分画すると,soy-

bean tryrBin inhibitor とほぼ同位置に溶出され

肝ig.8),分子量は約21,500前後と推定された.更

に,Heparin-Sepharoseカラム ･クロマ トグラフ

ィー 肝ig.9)を行なったところ,インヒビター活

佳はO.4M NaCl付近で溶出され,この部分をイ

ンヒビター βの最終標品とした.各インヒビタ

ーの精製段階のタンパク質量,仝インヒビター活

性,比活性は Tablelに示してある｡尚,全摘出

液中のαとβの活性比は35対65で,αCon-A(-)

とαCon-A(+)のそれは42対58であった(Table1)｡

2.インヒビターの温度耐性

25℃,30分処理 した各インヒビター標品のリュ

ーマチ ･コラゲナーゼに対する阻害活性を対照と

して,60℃,30分 と90℃,30分での阻害効果を調

べた.その結果, 3つのインヒビターとも対照と

同程度の阻害活性を現わし,熱に対しては安定で

- 14-
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Fig･5 コラゲナーゼ ･インヒビターα-ConA(-)
SephadexG-150分画の Heparin-Sq)harose
クロマ トグラフィー

SephadexG･150クロマトグラフィー 肝ig.3)か
らのインヒビター分画α･ConA (-)(25mg)を,
bufferBで平衡化した Heparin-Sepharoseカラム
(0.7×8cm)にかけた｡同じbufferで洗浄後,級
したタンパク質はbufferBを含む0-0.6M NaCl
のグラディエントで溶出した｡溶出液 (0.8mE/tulx)
の一部を,タンパク質量とインヒビター活性測定.に

用い.たo毒 舌,A2朗rm;0 0,阻
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Fig･6 コラゲナーゼ ･インヒビターα-ConA(+)
SephadexG-150分画の Heparin-Sepharose
クロマ トグラフィー

SephadexG･150 クロマ トグラフィー (Fig.4)
からのインヒビター分画α･ConA(+)(3.6mg)を,
bufferB で平衡化した Heparin-Sepharo監 カラ
ム (0.5×3.7cm)にかけた.同じbufferで洗浄後,
吸着したタンパク質は b曲 rBを含む0-0.6M
NaClのグラディエントで溶出した.溶出液(0.3mE/
tube)の一部を,タンパク質量とインヒビター活性
測定に用いた｡日 ,A280nm;○ ○,

阻害活性(%);×---×,NaCl濃度

あることを示した(Fig.10)0

3.イ ンヒビターのアルキル化の影響

各インヒビター標品 を5mM デ イチオスレイ ト
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Fig･7 コラゲナーゼ ･インヒビターβ分画の Con-
ASepharoseクロマ トグラフィー

CM-Sephadex クロマトグラフィー (Fig.1)から
のインヒビター分画β(31mg)を,0.2M NaClを
含む bufferA で平衡化した bn-ASepharoseカ
ラム (1.0×8.5cm)にかけた｡同じbufferで洗浄
後,吸着もたタンパク質を2% 1･methy1-α-D-
glucopyranosideを含む bufferA で溶出した｡
溶出液 (1.7mE/t血 )の一部を, タンパク質量と
阻害活性測定に用いた｡● ●,A280mm;
○ ○,阻害活性(%)

(
%
)uo!)!q1.LJU
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Fig.8 コラゲナーゼ ･インヒビターβ-ConA(-)
分画の SephadexG-75クロマ トグラフィー

ConAISepharose クロマ トグラフィー (Fig.7)
からのインもビター分画β二ConA(-)(20mg)を,
0.2M NaClを含む bufferA で平衡化した

SephadexG-75カラム(0.95×71)にかけた｡タンパ

ク質は,同じbufferで溶出したO溶出液 (0.74mu

tutxt)の一部を,タンパク質量とインヒビター活性

測定に用いた｡日 ,A280nm;○ - ○,阻
害活性 (%);BSA,bovineserum albumin;
OA,ovalbumin;SBTI,soybantrypsini血ibitor
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Fig･9 コラゲナーゼ ･インヒビターβ-ConA(-)
分画の Heparin-Sepharose クロマ トグラ
フィー

SephadexG-75クロマ トグラフィー (Fig.8)か
らのインヒビター分画β-ConA (-)(6.4mg)を
bufferB で平衡化した Heparin-Sepharo監 カラ

ム (0.5×3.5cm)にかけた. 同じ bufferで洗浄
後, 吸着したタンパク質は bufferB を含む0-

0.6M NaClのグラディエントで溶出した｡溶出
液 (0.3mE)の一部を, タンパク質量とインヒビタ
ー活性測定に用いた｡ ● ●, A280nm ;

○ ○,阻害活性(%);×一一一一一--I---×,NaCl
濃度

Table l コラゲナーゼ ･インヒビターの精製

Proteln TotaJactMty SpeclftcActlVFty

(mg) (unltS) (UnltS/mg)

Crude
extract 1562

CM-Sephadex

cL 143 1116 7.8

8 31 2067 66.7

ConA-Sepharose

cL-ConA(-) 77 289 3.8

cL-ConA(+) 32 392 12.3

良-ConA(-) 20 1547 77.4

SephadexG-150

α-ConA(-) 25 92 3.7

cL-ConA(+) 3.6 209 58.1

SephadexG-75

8-ConA(-) 6.4 1067 166.7

Heparjn-Sepharose

a-ConA(-) 6.82 27 32.9

cLIConA(+) 0.055 71 1290.9

8-ConA(-) 0.37 638 1724.3

コラゲナーゼ ･インヒビターは,100gの牛歯肉か

ら "材料と方法''に述べたように精製した｡

ルキル化し,インヒビターの リューマチ ･コラゲ

ナーゼ に対す る抑制効果 を調べ た｡Fig.11に見 ら

れ るよ うに,各 イ ンヒビター共に抑制効果 を失 っ

た こ とが分か る｡

0

0

6

4

(%
)
u
o
t.t
I.q
I.Llu
[

α α β
ConA(-)ConA(+)ConAト)

Fig.10 コラゲナーゼ ･インヒビター標品の温度耐性

Heparin-Sepharose分画からの3種のインヒビタ

ー標品 :α-ConA (-)の1.36umits,α-ConA (+)
の1.1mi ts,βの1.56mi tsを,0.2M NaClを含む

bufferAにそれぞれに加え, 30分間指定の温度で
処理した｡ このあと "材料と方法"に示したように,

コラゲナーゼ ･インヒビター活性を測定した｡

],25℃;盟 ,60℃;箆,90℃
Tab一e2 バ クテ リア ･コラゲナーゼに対するコラ

ゲナーゼ ･インヒビター標品の阻害効果

Collagenase c叩 OfcollagendlgeSted lnhibltion

lnhibltOr Vlthout

inhibitor

vlth

inhlbitor

(完)

α ConA(-) 7113 6473 9

α ConA(+) 7113 6404 10

B ConA(-) 7314 6949 5

バクテリア ･コラゲナーゼ (0.02p由に, 3種の

コラゲナーゼ ･インヒビターの Heparin-Sepharose

分画 (1.43units)を別々に添加し,"材料と方法"

にあるように阻害活性を測定した｡

4.イ ンヒビターの各種 プ ロテアーゼ に対 す る

阻害効果

各 インヒビター標 品のバ クテ リア ･コラゲナー

ゼ, トリプシン,サー モ リシンに対す る阻害効果

- 16-
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Fig.ll コラゲナーゼ ･インヒビター標晶のアル
キル化の影響

Heparin-Sepharose分画からの3種類のインヒビ
ター標品:α･ConA(-)の1.4mits,α-ConA(+)
の1.54units,βの1.4unltsのそれぞれを "材料と方
法''に示したようにアルキル化した後,それらのコ
ラゲナーゼ･インヒビター活性を測定した｡

非アルキル化; アルキル化

Fig.12 トリプシンに対するコラゲナゼ ･インヒ
ビター標品の阻害効果

3種コラゲナーゼ･インヒビターとして,Heparin-
Sepharose分画を表中の指定量使用した｡トリプシ

ン標品は0.1pg用いた.実験条件等は "材料と方
法''参照｡日 ,α-ConA(-);0 0,
β;×-一一一一一一×,α-ConA(+)

Fig.13 サーモリシンに対するコラゲナーゼ ･イ
ンヒビター標品の阻害効果

3種のコラゲナーゼ･インヒビターとして,Heparin-
Sepharose分画を表中の指定量使用した｡サ｢モリ
シン標品は0.01FLg用いた.実験条件等は "材料と
方法''参照.日 ,α-ConA(-);0-----<),
β;×=一一一一--×,α-ConA(+)

53

を調べた｡その結果,いずれのインヒビターもバ

クテリア ･コラゲナーゼに対しては,阻害効果を

示さなかった (Table.2)｡インヒビター αConrA

(+)は,セリン･プロテアーゼのトリプシン,金

属プロテアーゼのサーモリシンの両者に対しても

阻害効果を示さなかった｡ ところが, インヒビ

ター αCon-A (-)は, リューマチ ･コラゲナー

ゼは勿論のことトリプシン及びサーモリシンに対

しても阻害効果を示した(Fig.12,13)｡一方,βは,

αCon-A(-)より弱いけれど,サーモリシンに対

しては阻害効果を示した(Fig.13)0

考 察

本研究では,歯肉からのコラゲナーゼ ･インヒ

ビターを,歯肉抽出液の2M NaCl(pH5.0)での

処理と30mM acetatebuffer(pH 5.4)での逆

析,更に,得られた抽出液の CM-Sephadex,Con-

A Spharose,Sephadex,Heparin-Sepharose等の

各種クロマ トグラフィーによって精製した｡クロ

マ トグラフィーの中では,CM-SephadexとHepar-

in-Sepharoseが特に効果的であった｡但し,イン

- 17-
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ヒビター :αCon-A(-)は,比活性の低いことか

らみて別の精製法を試みる必要があると思われる

(TAble.1)o他の2つのインヒビターでは,更にDE-

Celluloseと2回目の Heparin-Sepharoseクロマ

トグラフィーを行なうことにより,大略単一とす

ることが出来る｡

ゲル櫨過の結果 肝ig.3,4,8)から各インヒビター

の分子量は,αCon-A(-)が50,000,αCon-A(+)

が38,000,βは21,500と計算された｡αCon-A

(+)は糖を持ち,その分子量から見て牛の歯髄か

ら得られた Ki血i等 (1984)23)のインヒビター標

品(M W:36,000)に相当するものかもしれない｡

αCon-A(-)は,分子量50,000と一般に見出され

るコラゲナーゼ ･インヒビターに比べてより大き

い｡普通,体液及び培養液に見出されるコラゲナ

ーゼ ･インヒビターは,βのように分子量20,000

-30,000のものが多く,叉,それ等の多くは糖タ

ンパク質である3)4)6-8)13)24-27)｡私達が歯肉から

直接抽出したインヒビターのなかでは,Con-A

Sepharoseに吸着しないものが最も多かった｡

M∬phy等(1985)26),Camichael等(1986)28)に

よれば,インヒビターの coreタンパク質は,分

子量20,000-22,000の塩基性タンパク質であり,

これに糖が添加され分子量も29,000と大きくなっ

てから細胞外へ分泌されるという｡この考えによ

れば,これまで培養液中などにβ(Con-A非吸着)

のようなコラゲナーゼ ･インヒビターが見出され

なかったのも当然である｡ 私達のβが全く糖をも

っていないかどうかは不明であるが,このインヒ
●
ビターに更に糖が添加され,αCon-A(+)になる

可能性が考えられる｡尚,Con-ASepharoseに吸

着しないインヒビターは,人羊水5),牛羊水,軟骨,
新生子牛血清25),人リューマチ滑液8)に見出され
ている｡

人リューマチ滑液8),人羊水5)及び家兎骨4)か
ら得たインヒビターは,熱処理で (90℃,30-60

分)活性を失ったというが,通常コラゲナーゼ ･

インヒビターは熟に対して安定である3)25)29)｡同

様に,ここで述べているいずれのインヒビターも

熱に対しては安定で,90℃,30分処理でもほぼ

100%のインヒビター活性を示し,熱による失活は

見られなかった (Fig.10)｡一万,4-APMAのよう

なSH基結合試薬により失活するコラゲナーゼ ･

インヒビター5)8)14)15)17)30)の存在が報告されてい

るが,私達のαCon-A(±)とβは,4-APMA や

NEM などのSH阻害試薬による処理ではこの活

性を失わなかったが,還元後にアルキル化するこ

とにより3種類ともインヒビター活性を失った

(Fig.ll)｡この食い違いの理由は不明であるが,

いずれにしろ私達の場合は,遊離のSH基の存在

の有無は別として,遊離のSH基はインヒビター

活性を現わすのに関係なく,S-S結合がインヒビ

ター活性を現わすのに重要な働きをしていること

を示している4)7)8)23)25)｡

動物細胞由来のコラゲナーゼ ･インヒビターの

特異性に関しては多くの報告が有り,一般に,バ

クテリア ･コラゲナーゼ, トリプシン及びサーモ

リシンなどのプロテアーゼに対しては活性を示さ

ないことが報告されている3)4)8)23)24)25)｡私達が分

画した3種類のコラゲナーゼ ･インヒビターも,

バクテリア ･コラゲナーゼに対しては同じように

活性を示さなかった(Table.2)｡しかし,αCon-A

(+)以外は,他の2つのプロテアーゼに対してこ

れまでの報告とは異なった結果を示した｡即ち,

α-Con-A(-)は, トリプシンとサーモリシンの両

活性を押え,βはサーモリシンに対して弱いなが

らも阻害効果を示した (Fig.12,13)｡αCon-A(-)

標品は,Heparin-Sepharoseクロマトグラフィー

(Fig.5)により3個の活性ピークを生じたこと,

叉,この標品はまだ精精度が低いこと(Table.1)

などからその多様性が考えられる｡あるいは又,

トリプシン･インヒビター,サーモリシン･イン

ヒビター等々各々別々のインヒビターの混在が考

えられる｡従ってこの標品を更に精製し,単一の

タンパク質が両プロテアーゼ活性阻害を現わすの

かどうかを明らかにする必要がある｡βは,弱い

ながらもサー･モリシン阻害活性を示し,αCon-A

(+)との相違を示した.Bmi ng等(1984)J25)によ

る羊水コラゲナーゼ ･インヒビターは,β同様

Con-Aに吸着しない分子量22,000のインヒビター

であるがサーモリシンを阻害しない｡このことは,

βがBmi ng等のそれと異なることを示すかもし
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れない.他方,Murphy等(1985)26),Cami chael

等(1986)28)のインヒビターがサーモリシンの活性

を阻害するかどうか不明である｡

このように牛の歯肉にはいろいろのプロテアー

ゼ ･インヒビターが存在し,これ等がコラーゲン

代謝を複雑に調節しているものとおもわれる｡
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