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要 旨

動物組織のコラゲナーゼは大部分組織インヒビ

メ-, 血清由来のインヒビター及びコラーゲン等

との複合体あるいはプロ酵素として存在 し, 活性

を示さないラテン ト型酵素として抽出される｡ 従

って, 酵素活性測定のためには何らかの活性化処

理を必要とする｡ そこで,精製容易で活性の強い

RSF コラゲナ-ゼ を マ-カー酵素として用い,

組織から酵素抽出の際 混入 し易 くコラゲナーゼの

強いインヒビターである血清, 及び牛歯肉抽出液

による不活性化後の コラゲナ-ゼの活性化につい

て検討 した｡

血清叉は a2-M による阻害からの回復には数種

の処理を試みたが,C104~イオンが最も効果的で

あることを兄い出した｡ 一方,歯肉抽出液による

不活性化の場合には,C104~イオン,pH5-10%

NaCl, トリプシン,APMA 等による単独処理と

それ等の組み合わせ処理を試み,トリプシン処理,

pH5-10% NaCl処理及び APMA 処理の組み

合わせによって, ほぼ完全に酵素を活性化 し得る

ことがわかった｡従って, 歯肉抽出液による不活

性化は蛋白質分解酵素によるのではなく, い くつ

かのインヒビターによる不活性化であることが推

察される｡更に,歯肉抽出液のゲル ･ロ過により,

二つの阻害活性のピークの存在が示され, 少な く

とも二種類の阻害物質の存在が示唆された｡

緒 論

コラーゲンは, 動物の重要な構造タンノ､ヾク質と

して結合組織の主成分をなし,骨,軟骨,擬, ヒ

フ,歯肉,魚鱗等に存在 し, トリプシンの様な蛋

白質分解酵素では分解されにくい硬タンパク質の

一つである｡

1962年,GrossとLapierel)により,オクマジ

ャクシの尾 ビレの酵素が, 三重ラセソ構造のコラ
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ーゲンを分解することが示されて以来, 晴乳動物

の骨2)3),ヒフ4)5), 子宮6), 滑膜組織7)10), 白血

球11)12),マクロファージ13),肝 クッベル細胞14),

腫癌細胞15)~18),更に口睦の組織19)-27)からも,同

様な コラーゲン繊維の 分解酵素 :コラゲ ナーゼ

〔EC3.4.24.7〕が兄い出された｡

これらのコラゲナーゼは, 一般に生体内で不活

性の状態にあり,ラテン ト型として, 即ちプロ ･

コラゲナーゼ28)~33)として, あるいは組織インヒ

ビター34)~37)や α2-M 38)~41),それにコラーゲン42)~

44)等と結合 して存在 しているものと考えられてい

る｡ 口腔組織でも,プロ ･コラゲナーゼ45)46)とし

て,あるいはa2-M,コラーゲン,組織インヒビタ

ー等 との複合体 としての存在25)~27)45)47)が示唆さ

れ,全 コラゲナーゼ活性の定量の 困難さを物語っ

ている｡叉,これらの殆 どの研究は, 組織からの

直接の抽出液についてではなく, 組織や細胞の培

養により得られた培養液を材 料としているので,

生体内での生理状態そのものを完全に反映してい

るものとは言い難い｡

そこで著者は, 牛歯肉組織から直接抽出した抽

出液の仝 コラゲナ-ゼ活性の定量化を目的に, リ

ュ-マチ患者の 閑接滑液 コラゲナ-ゼをマーカー

酵素として使用 し,血清と α2-M あるいは歯肉抽

出液の添加により生成されたラテン ト型マーカー

酵素の活性化について検討 したので報告します｡

材 料 と 方 法

(1) 試 薬

Hyaluronidase(bovineTestes),Trypsin

(typeIII,bovinePancreas),Trypsin ln-

hibitor(typeトS,Soybean),SerumAlbumin

(bovine)は,SigmaChemical社,p-Amino-

phenylmercuri､､cacetate は, 半井化学薬 品
K.K.,NaSCN と NaC104 は,関東化学 K.K.,

SephadexG-150は,PharmaciafineChemト

cal社,〔ト 14C〕aceticanhydrideは, The

RadiochemicalCenter,Amersham から購入

した｡ 又,他の全ての化学薬品は,高純度のもの

を使用 した｡

(2) 血清と a2-マクログロブリンの調製

血清は, 輸血検査用の人の正常血 清 を 0.2M

NaCl,0.01MCaC12,0.02%NaN3を含む0.05M

Tris-HCl緩衝液 (pH7.6)に透析 して使用 した

(100% 血清標品の蛋白質濃度 :44.8mg/ml)0

α2-M は,この人血清からVater等の方法43)に

より部分精製した (蛋白質濃度 :35.3mg/ml)0

(3) リューマチ患者の関接滑液からの

コラゲナーゼ酵素標晶の調製

リューマチ患者から得た関接滑液は直ちに遠心

(9,000×g,30min)し, 生じた沈澱を除いた｡

次いで,粘性の強いこの遠心上清に, ヒアルロニ

ダ-ゼ (llmg/ml上清)48)を4oCで 18時間作用

させた｡生じた沈澱物は再度, 遠心 (9,000×g,

20min)除去 した｡ その上活を Amicon社製の

DiafloMembraneXM 100A によって 分子量

100,000以上の物質を除いたロ液として集めた｡

続いて, このロ液は DiafloMembranePM 10

を使 って濃縮された｡濃縮液は更に,0.1MNaCl,

0.01MCaC12,0.05% Brij,0.･03%tolueneを

含む 0.05M Tris-HCl緩衝液,pH7.8(RSF

緩衝液) に対 して十分透析, 遠心後, -20oCに

保存された｡以上の操作は全て,0-4oCで行な
われた｡血清 (α2-M ) と歯肉抽出液による不活性

化に使われた酵素標品の蛋白質濃度は, それぞれ

4.9mg/mlと10.4mg/mlであった｡

(4) 牛歯肉抽出液の調製

食肉衛生検査センターから材料を得ると, 直ち

に低温室内でメスを用いて歯肉を剃出し, 冷 ･生

理的食塩水でよく洗浄 してから ロ紙で水分を除去

し,湿重量を測定し･た｡ 叉,以下の操作も全て,

0-4oCの下で行なった｡

易り出した必要量の牛歯肉を,ー更に細か く切 り刻

み,2倍重量の海砂と共に乳鉢中で RSF緩衝液

を少量づつ添加 しながら, ペ-ス ト状になるまで

十分に磨細 した｡これに RSF緩衝液を歯肉重量

の10倍容量添加 し, 十分撹拝 してから三角コルベ

ンに内容を移 し, 振返による低温抽出を22時間行

なった49)｡ 得られた抽出液を遠心 (105,000×g,

60min)し,その上清を DiafloMembranePM

IOを用いて濃縮した｡ 濃縮液は, 更に RSF緩

衝液に対 して十分透析後,遠心 (105,000×g,60
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min)され, その上清が牛歯肉抽出液標品として

使用された｡ 叉,この標品は使用されるまで,-

20oCに保存された (蛋白質濃度22.0mg/ml)0

(5) コラーゲンの抽出 ･精製と14C-標識

コラーゲンの調製

コラーゲンは, ラットの ヒフから Gallop と

Seifterの方法50)により抽出 ･精製された｡ この

コラーゲン標品の純度は,Switzerと Summer

の方法51)により定量されたヒドロキシ ･プロリン

含量から,96.0% と検定された｡

上記酸可溶性コラーゲンは,Cawstonと Bar-

rettの方法52)に従い,14C-aceticanhydrideを

用いて標識された｡比放射能は,3.92×105cpm/

mgであった｡

(6) コラゲナーゼ活性の測定

コラゲナ-ゼ活性は, 酵素作用により,14C-再

構成コラーゲン･ゲルから反応液中に遊離してく

るペプチ ドを測定するCawstonとBarrett法52)

の変法で行った｡

(i) 14C-再構成コラーゲン･ゲルの作成

酵素活性測定に先だち,先端の尖った卓上遠心

管 (久保田商事K.K.)に,蒸留水30pl,コラ-

ゲン･ゲル緩衝液 (0.35MNaCl,0.005MCaC12

を含む0.25MTris-HCl緩衝液,pH7.8)20pl,

14C-標識コラーゲン (4･7×105cpm/1.2mg/ml)

50〃1を各々採坂し,均一になるように十分撹拝

してから37oCに30分間保温した｡こうして作ら
れた 14C-再構成コラーゲン･ゲルは,活性測定が

行われるまで室温に保存された｡

(ii) 標準酵素活性測定法

14C一再構成 コラーゲン･ゲルの入っている遠心

管に,コラゲナーゼ溶液と RSF緩衝液,必要に

応じてインヒビター溶液や アクティベーター溶液

等を,容量 O.1mlになるよ うに加え十分撹拝す

る｡ この際,加えた溶液が,14C-再構成コラーゲ

ン･ゲルを完全に振 り囲むようにする｡ それから

反応遠心管は,37oCで18時間保温された｡18時間
後,直ちに反応管を遠心 (13,500rpm,10min,

3oC)し,分解されなかった 14C-再構成コラーゲ

ン･ゲルを沈澱として除き,14C-ペプチ ドを含む

上清を, 大きさ ｢2×4cm｣のロ紙に 吸着させ

57

た｡このロ紙を Brayのシソチレ-メ-の入って

いるバイアルに入れ,液体シンチレーション･カ

ウンターで測定した｡

(7) 試料の NaSCN と NaC104による

透析処理

カオ トロ ピック ･イオン処理は, Abe 等の

方法39)に準じて行った｡ 試料は,各指定濃度の

NaSCN あるいは NaC104溶液 (両試薬ともBrij

を除いた RSF緩衝液に溶解した｡)に,3oCで16

時間透析された｡その後,直ちに RSF緩衝液に

対して逆透析を十分に行い,透析内液の必要量を

コナゲナーゼ活性の測定に供した｡

(8) 試料の pII5-10% NaCl処理

コラーゲンに結合したコラゲナーゼは pH5で

遊離することが Nagai等53)により報告されてお

り,また大部分の可溶性コラ-ゲンは,酸性の下

で10% NaClにより不溶性になることが知られ

ている｡ そこで,pH5-10% NaCl処理を行う

ことを考えた｡

歯肉抽出液あるいは RSF コラゲナーゼを含む

歯肉抽出液に 0.1M NaClと 0･01M CaC12を

含む 1M 酢酸緩衝液 (pH5.0)を,処理溶液の

1/10量加え,十分に撹押してから OoCに30分間

放置した｡放置後,NaCl濃度が10%になるよう

に,25% NaClと0.01M CaC12を含む0.1M酢

酸緩衝液 (pH5.0)を添加し,再びOoCに60分間

放置した｡60分後,遠心 (59,310×g,5min)し

て沈澱を除き,上清を RSF緩衝液に対して十分

透析をしてから,目的とする実験に使用した｡

(9) 歯肉抽出液のゲル ･ロ過による分画

あらかじめ, RSF緩衝液で平衡化しておいた

セファデックスG-150カラム (1×76cm)に牛歯

肉抽出液 (1ml)を乗せ,同じ緩衝液で潜出した

(流速:13.5ml/cm2/h,1･06ml/fraction)｡得

られた各フラクションについて,Spectrophot0-

meterを使って波長280m〃での吸光度を測 り,

タンパク質の存在と濃度の目安とした｡叉,分画

した物質の分子量を知るために,牛血清アルブミ

ン,卵白アルブミン,大豆 トリプシン･インヒビ

ターをマjb-として使った｡

(10) タンパク質濃度測定
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タンパク質濃度は,Lowry等の方法54)により

測定した｡基準タンパク質としては,牛血清アル

ブミンを用いた｡

結 果

(Ⅰ)血清あるいは血清成分 a2一班 によって
不活性化された RSFコラゲナーゼの活

性化

血清存在下に培養された組織の培養あるいは組

織から直接コラゲナ-ゼを抽出しようとすれば,

コラゲナーゼの強いインヒビターとして知られて

いる血清 (α2-M)が,当然酵素抽出液に混入し,

延いては 酵素精製に影響を与える｡ 叉, 実際に

a2-M とコラゲナ-ゼの複合体が抽出されてもい
る40)｡そこで,血清あるいは α2-M によって不活

性化された コラグナ-ゼ活性の回復について検討

した｡

(1) コラゲナーゼ活性の血清 あるいは α2-M

による不活性化

まず本実験の目的から RSFコラゲナーゼ酵素

系に,種々の量の血清あるいは α2-M を添加し,

活性を100%不活性化する血清とα2-M の添加量

を求めた (図1.AとB)｡血清では5% (Ⅴ/v)以

上,α2-M では 1.6mg/ml以上添加すると, コ
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ラゲナーゼ活性は完全に不活性化されることが知

られた｡以下の実験では, それぞれこの倍以上の

血清あるいは α2-M が添加された｡

(2) 血清あるいは α2-M により不活性化され

たコラゲナーゼの NaSCN と NaC104に

よる透析処理

これまでに, コラゲナーゼとα2-Mの複合体が
確認40)45)される一方,この複合体を3M NaSCN

溶液で低湿透析処理すれば再び酵素活性を現わす

ことが報告されている39)｡ しかし,この処理によ

る酵素活性の 回復率は大変悪 く5-10% であっ

た｡

そこで,これ以上のコラゲナーゼ活性の回復を

期待し,カオ トロピック･イオンの中でも SCN~

イオンよりも弱い性質を持つ C104~イオンを試用

することにした｡

図2.AとBに 図示したように,C104~イオン

は SCN~イオンと同じく, 血清による不活性化

(a),あるいは α2-M による不活性化 (b)にも効

果的であることがわかった｡ しかし,最高の回復

率を現わす至適濃度が異なり, SCN~イオンでは

3Mであったのに対し,C104~イオンでは5M で

あった｡しかも, その時の回復率は,SCN~イオ

ンの約38%(a)と40%(b)に対し,C104~イオンで

B

0 5 10 15 20 0 1 2 3
CONC･OFSERUMADDED(%･V/V) coNC･OFc12-MADDED(mg/mt)

図 1 人血清及び α2-MによるRSFコラゲナーゼ活性の阻害

RSFコラゲナーゼ (10fLl)に RSF緩衝液 (10jLl)と11mM APMA(2iLl)を加え,37oCで

3時間保温し,酵素を活性化した.次いで,指定量の人血清あるいは α2-M とRSF緩衝液を加え

て0.1mlとし,十分撹搾してからtt方法"で述べたように酵素活性を測定した｡血清添加前の酵素

活性 (6,280cpm)を阻害率0%とした｡A:血清,B:α2-M0
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図 2 血清及び α2-M により不活性化された RSF コラゲナーゼに対するSCN~イオン及び C104-

イオン処理の効果

RSF コラゲナーゼ (30pl)に RSF緩衝液 (30FLl)と11mM APMA (6JJl)を加え,37oCで

3時間保温後,血清 (15FLl)あるいは α2-M (15FLl)と RSF緩衝液 (15pl)を添加し,十分撹拝

後,再び37oCで20分保温した｡それから,この反応溶液を透析膜に移し透析した (tt方法''を参照)0

酵素活性は透析後 RSF緩衝液を加えて全量を0･3mlとし,その 0･1mlづつを取 り2本分反応し

た｡阻専物質添加前の酵素活性 (6,300cpm)を回復率 100% とした｡A:血清,B:α2-M｡◆:無
処理の対照, ｡- ｡ : NaSCN 処理,･- ･:NaC104処理｡
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図 3 NaSCN と NaC104処理に及ぼす血清量及び α2-M 量の影響

指定量の血清あるいは α2-M を RSFコラゲナーゼ酵素系に添加し,3MNaSCNと5MNaC104

処理を各々行ない酵素活性の回復率を求めた｡ A:血清,B:α2-M. ｡- o:3M NaSCN処理 , .

･- ･:5M NaC104処理｡
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は約85%(a),86%(b)と,C104~イオン処理の方

が SCN~イオン処理よりも2倍以上も効果的であ

った｡

次に, 3M NaSCN及び 5M NaCIO4透析処

理に対する血清及び α2-M 量の影響について検討

した｡図3のAとBに示した様に, 血清及び a2-

M いづれも 11mg/mlまでは,NaSCN 及び

NaC104処理に影響を与えなかった｡

(3) 血清あるいは a2-M により完全に不活性

化されたコラゲナーゼ酵素系への有機水銀

化合物と トリプシンの影響

力オ トロピック ･イオン透析処理の有効性が認

められたが,;より単純かつ短時間の操作としての

APMA及び トリプシン処理の 影響について検討

した｡/

APMA は0.5mM 濃度で,十分組織インヒビ

ターとコラゲナ-ゼの複合体からインヒビターを

解離し, コラゲナーゼを活性化する試薬として知

られている55)が,α2-M と RSF コラゲナーゼの

複合体に対しては,最大溶解度の5.9mMまで加

えても, 効果が見られなかった (図4)｡ 一方,

トリプシンは, プロ･コラゲナーゼやコラゲナ-

ゼと組織インヒビターあるいは α2-M との複合体
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図-4 α2-M により不活性化された RSF
コラゲナーゼの APMA処理効果

図1同様にRSFコラゲナーゼを活性化後,
α2-M (5jLl)又は血清 (2pl)を添加･撹拝し,
37oCで20分間保温した｡次いで,APMA∵を指
定量加え酵素活性を測定し,回復率を求めた｡

にも作用 し, コラゲナーゼ活性の回復をもたらす

と言われている45)54)56)56)｡図5に, 血清を添加 し

た RSF コラゲナ-ゼ系に,種々の濃度の トリプ

シンを作用させた結果を示してあるが,最高約20

%のコラゲナーゼ活性の~回復が見られたにとどま

り,5M NaCIO4透析処理で認められたほど高い

回復率は得られなかった｡

(ⅠⅠ) 牛歯肉抽出液中のコラゲナーゼ阻害

物質の除去

これまで数多 くの組織から坂 り出されたコラゲ

チ-ゼは, 一般にラテン ト型酵素として兄い出さ

れてお り,最近では, いろいろの組織からコラゲ

ナーゼ ･インヒビター57)~61)も発見抽出されるよ

うになった｡

いま一定量の RSF コラゲナーゼ酵素系に,午

歯肉抽出液の添加量をふやしていき, その時のコ

ラゲナーゼ活性を測ってみると, かな り強い酵素

活性の阻害が認められた (図6)｡ 歯肉抽出液 20

iLlで,ほぼ100% RSF コラゲナーゼ活性が阻

害された｡尚,この場合 1mMAPMA存在下に

酵素活性を測定した結果,APMA は歯肉抽出液

の低濃度領域では比較的良い 活性回復効果を示し

たが, 高濃度領域では27%程度の 回復効果であ
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図 5血清により不活性化された RSFコ
ラゲナーゼのトリプシン処理効果

トリプシン処理は,APMAの場合と同様に
指定量を添加した後,25oCで20分間,行われ
たO次いで,トリプシン･インヒビターをトリ

プシンの10倍量加え,十分撹拝してから酵素活

性を測定した｡
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図 6 歯肉抽出液の RSFコラゲナーゼ活性に
及ぼす影響と APMA の効果

RSFコラゲナーゼ溶液 (50IL1)に指定量の歯肉抽出
液を添加し,RSF緩衝液で全量を0.1mlに合わせ酵素
活性を測定した (･- ･)｡あるいは,歯肉抽出液を添

加･撹拝後,APMAを終濃度 1mM になるように加え

て全量を0.1mlとし,酵素活性を測定した (0- ｡)0
歯肉抽出液添加前の酵素活性 (19,500cpm)を阻害率
0%とした｡

った ｡

(1) NaCIO4及び pH5-10%NaCl処理

歯肉抽出液に 5MNaC104溶液による透析処理

あるいは pH5-10% NaCl処理を施 した 結果

を,図7に示 した｡ 前者の処理によって歯肉抽出

液中のタンパク質量は約 1/2減少し, 酵素活性は

30%近 く回復 した｡即ち,阻害物質が30%沈澱

として除かれたと考えられる｡一方,後者の方法

での活性回復は10% にすぎなかった｡

(2) トリプシン処理

上記各方法で処理 した歯肉抽出液を RSF コラ

ゲナーゼ酵素系に添加 し, これを更に トリプシン

処理することを考えた｡ 結果は図7に示すごとく

NaCIO4前処理のものは酵素活性の回復率が80%

を超え,pH5-10%NaCl前処理のものでも80%

と大幅なコラゲナ-ゼ活性の回復が見られた｡ こ

れに対 して, 無処理歯肉抽出液の場合でも回復率

約60%を示 し, トリプシン処理の顕著な効果が認

められた｡ 又,NaCIO4前処理の場合には,他に

61

0 2 4 6 8 10
TRYPSIN ADDED(〃g)

図 7 NaC104処理あるいはpH5-10% NaCl

処理を行った歯肉抽出液の RSFコラゲ
ナーゼ阻害作用に対するトリプシン処理
の効果

歯肉抽出液を 5M NaC104処理 (△- A)あるいは

pH5-10% NaCl処理 (･- ･)し,それらの無処理
歯肉抽出液 (｡- O)20FLlに相当する量を,それぞれ
RSFコラゲナーゼ酵素液 (3/Jl)に加え,十分撹拝し
た｡次いで,指定量のトリプシンを加え37oCで20分間
保温後, トリプシン･インヒビターとRSF緩衝液を加
え0.1mlとし,酵素活性を測定した｡歯肉抽出液添加
前の酵素活性 (21,600cpm)を回復率100%としたo

比してより少ない トリプシン量で効果が 認められ

たが, これは抽出液中のタンパク質量の減少によ

るものであろう｡

(3) APMA 処理

次に, APMA 処理の影響に ついて実験 した

(図8)｡ 歯肉抽出液により完全に活性を失った

RSF コラゲナ-ゼは, この APMA 処理により

約40%の活性を回復した｡

NaC104 で前処理 した 歯肉抽出液を添加 したコ

ラゲナ-ゼ酵素系の場合,活性の最高回復は Ap-

MA 処理により殆ど影響を受けなかったが,pH

5-10% NaCl前処理を施 した 歯肉抽出液を 添加

したコラゲナーゼ酵素系の場合には,更に最高90

%まで活性回復率が上 った｡

(ⅠⅠⅠ) 歯肉抽出液により完全不活性化された

コラゲナーゼの活性化

以上の実験から,トリプシン,APMA,NaC104,

- 9 -



62

(

｡
＼｡

)

>

∝

山

)

O
U
山
∝

40

20

新潟歯学会誌 13巻 2号 1983年

0 2 4 6 8 10

TRYPSIN ADDED(〃g)

図 8 NaC104処理あるいは pH5-10%NaCl
処理を行った歯肉抽出液の RSFコラゲ

ナーゼ阻害作用に対するトリプシン処理

及び APMA処理の効果

APMA (終濃度 1mM)存在下でコラゲナーゼ活性を

測定した以外の実験条件は図7と同じ｡ ｡- ｡:無処理

歯肉抽出液,△- △:5M NaCIO4 処理を行った 歯肉

抽出液, ･- ･:pH5-10% NaCl処理を行った 歯肉
抽出液｡

pH5-10%NaCl処理が,それぞれ ラテン ト･コ
ラゲナーゼの活性化に有効であることが 明らかに

なったので, これ らの組み合わせによ り, 歯肉抽

出液で不活性化 された RSF コラゲナーゼの完全

活性化の可能性について検討 した｡

先ず, 歯肉抽出液によ り完全に不活性化 された

RSF コラゲナーゼの 活性化に要する 至適 トリプ

シン量を求めた (図 9)0 5pgで最高の活性回復

を 示 し, 過剰の トリプシンは 回復率を 低下 させ

た｡ このことは, 過剰の トリプシンが インヒビタ

ーのみならず コラゲナ-ゼをも 破壊す ることを示

唆 している｡ ところで,NaCIO4あるいは pH 5-

10% NaCl処理に 次 ぐ トリプシン, APMA 処

理の 組み合わせの結果は, 残念ながら50% にも

満たない活性回復率であった｡

そ こで,組み合わせ処理の順番 を変えてみるこ

ととし, トリプシン処理を 最初に 行い, 続いて

pH 5-10% NaCl処理あるいは 5M NaC104処

哩,更に APMA 処理を行 った結果を表 1.に示

した｡ コラゲナーゼ活性の回復率は, トリプシン
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図 9 歯肉 抽出液によ-り不活性化された RSF

コラゲナーゼの活性化に対するトリプシ

ンの至適濃度

歯肉抽出液により不活性化された RSFコラゲナ-ゼ

酵素系 (酵素溶液20plプラス抽出液20FLl)に指定量の

トリプシンとRSF緩衝液を添加して50jLlとし,37oC

で20分間保温した｡以下,図7と8参照のこと｡

･- ･:トリプシン処理, ｡- ｡:トリプシン処理 と

APMA 処理｡

表 1 歯肉抽出液により不活性化された RSF

コラゲナーゼの活性化

Treatment Recovery(%)

Trypsln

TrypslnandAPMA

TrypsinandpH5-10%NaCI

Trypsin,pH5-10% NaClandAPMA

Trypsinand5M NaCIO4

Trypsin,5M NaCIO4andAPMA

6

3

4

9

2

6

4

3

0

3

4

7

5

8

7

9

3

4

図9と同様に RSFコラゲナーゼに歯肉抽出液を添加

し,完全に不活性化させた後, トリプシン5iLgを37oC

で20分間作用させた｡ トリプシンインヒビターを加え ト

リプシンを失活させた後,pH5-10%NaCl処理あるい
は 5M NaCIO4処理を行った｡ コラゲナーゼ活性は,

APMA添加又は無添加で測定した｡

単独処理 よ りも トリプシン処理に次 ぐpH5-10%
NaCl処理の方が効果的であ り, 更に トリプシン

処理-APMA処理 よ りトリプシン処理-pH5･

10% NaCl処理 一一APMA 処理の方がよ り効果

的であ り, これによりコラゲナーゼ活性を約94%

- 10-



安 達 義 雄

までとほぼ完全に回復させることができた｡

(ⅠⅤ) 歯肉抽出液中のコラゲナーゼ ･
インヒビター

以上の結果は, トリプシン処理及び APMA処

理の効果がほぼ相加であることを示し, このこと

は少なくとも二種類のインヒビターの存在を示唆

する｡ そこで,歯肉抽出液をゲル ･ロ過により分

画し,各分画の阻害活性について検討 した｡ その

結果, 二つのタンパク質による紫外線吸収のピー

クが得られた｡ 又,これとほぼ一致した二つの阻

害活性のピークが 兄い出された (図10)｡ このこ

とは, 牛歯肉抽出液に少なくとも大きさの異なる

二種類のタンパク質性インヒビターの存在を示唆

するものと思われる｡
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いとされている64)｡ 代 りに,血清インヒビターと

して分子量 40,000の β1-アンチ ･コラゲナーゼが

兄い出された65)66)｡ しかし,血清による動物コラ

ゲナーゼ活性の阻害の90%以上は,a2-M による

ものと言われている66)67)｡ 著者の実験結果でも同

じく, 血清あるいは a2-M が強 く RSF コラゲ

ナーゼ活性を阻害した (図1,AとB)0

ところで, 血清成分によるコラゲナ-ゼ活性の

調節を生理的に見た場合, 分子量の小さい β1-ア

ンチ ･コラゲナーゼの方が膜透過性の点から考え

て,高分子の α2-M (M.W.725,000)よりも重

要と考えられる｡ しかし, リュ-マチ患者の関接

では, 滑膜の透過性が高まることによるようで,

α2-M がより多 く兄い出され68), そこにはコラゲ

(
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図 10 歯肉抽出液のセ7,･デックス G-150によるゲル･ロ過の/くタ-ン

実験条件についてはtt方法"参照｡

｡- o:波長 280mpの吸光度,･- ･:阻害活性 (%),各分画 0.1mlを RSFコラゲナーゼ
2/Jlに添加し,37oCで18時間保温後,酵素活性を測JLEした.

考 察

(Ⅰ) 血清あるいは血清成分 a2-M による阻害

からの RSFコラゲナーゼ活性の回復

血清あるいは血清成分の α2-M や α1-プロティ

ナ-ゼ ･インヒビタ- (αrアンチ ･トリプシン)

が動物のコラゲナーゼ活性を阻害する62)63)と緒告

されていたが, 現在では α1-アンチ ･トリプシン

は, 動物コラゲナーゼに対して阻害作用を示さな

ナ-ゼとa2-M の複合体も発見された40)｡ 尚,こ

の実験に使 った RSF コラゲナ-ゼ標品には,分

子量100,000以上のものを除いたので, カオ トロ

ピック･イオンで活性化される コラゲナーゼ活性

は見られなかった (図2,B)｡ 又, 歯肉培養液

からも NaSCN 処理によって活性化されるコラ

ゲナーゼと a2-M との複合体が 兄い出されてい

る45)｡ 更に,歯肉組織から直接コラゲナーゼを抽

出しようとすれば,a2-M も混在してくる23)可能
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性があるので,a2-M とコラゲナーゼの複合体か

らコラゲナーゼを遊離させるテクニックを持つこ

とは有意義なことであろう｡

これまで Abe等39)は,抗原 ･抗体の複合体を
解離するために用いた 3MNaSCN溶液69)70)を

使って α2-M とオクマジャクシのコラゲナーゼ複

合体からコラゲナーゼの活性化を試みている｡ し

かし, その回復率は10%以下と悪かった｡ 叉,

Birkedal-Hansen等45)は歯肉の組織培養液をコ
ラゲナーゼ酵素源として,α2-M との複合体をAbe

等と同様に 3M NaSCN透析処理を行ったが,
活性回復率は36% と50%以上にはあがらなかっ

た｡

そこで,著者は, より温和な処理条件を模索し

た｡ 即ち,SCN-イオン よりも弱いカオ トロピッ

ク･イオンである C104~イオンを使用することを
試みた｡種々の濃度のNaC104処理を行ったとこ

ろ, いづれの濃度でも NaSCNより効果的であ

り,5M で最高の活性化を示し,ほぼ90% の活

性を 回復し得た｡ この場合,NaSCNはやはり
3Mが至適であり,その時の活性回復率は約40%

であった (図2)｡尚,Shinkai等34)71)や Saka一

moto等35)は 3M NaI処理により,α2-M 以外の

インヒビターによるラテント･コラゲナーゼを活

性化しているが,Ⅰーイオン も同じカオ トロピック

･イオンであるので, 用いる濃度を検討すれ ば

α2-M ･コラゲナーゼ複合体の活性化が可能であ

るかもしれない｡ 逆に,NaC104処理によって,

このラテン ト･コラゲナ-ゼの活性化が可能であ

るかもしれない｡

APMAは,S-S結合していると考えられてい

る36)72)コラゲナーゼと組織インヒビターとの複合

体からインヒビターを解離し, コラゲナーゼを活

性化する試薬として知られている72)73)｡ トリプシ

ンは蛋白質分解酵素として, プロ･コラゲナ-ゼ

及び組織インヒビターとコラゲナーゼの複合体を

限定分解することによって活性化すると考えられ

ている9)29)32)46)48)｡ しかし,後者の場合には, ト

リプシ ノーゲンや TLCK･トリプシン処理によ

ってもラテント･コラゲナーゼの活性化をもたら

すことができるので, 複合体とトリプシンの間の

SS交換反応によりコラゲナ-ゼが インヒビタ-
から解離され, 酵素活性をもつに至ると考えられ

る36)｡ 叉,α2-M は4つの同じサブユニットから

なり, 分子量 181,000のサブユニット2個づっが

SS結合で結ばれ,更にこれらが非共有結合で結
ばれたものだという74)｡ そして,その一部をコラ

グナ-ゼ等の蛋白質分解酵素により切られると,

構造変化を来し酵素を 内部に振 り込むように な

り, その結果,活性を阻害するとの仮説も考えら

れている45)74)75)｡これによれば,α2-M･コラゲナ

ーゼ複合体のコラゲナーゼとトリプシンの交換は

起 り難 く,この様式による活性化は考えにくい45)0

著者の結果では,APMAは α2-M･コラゲナ

ーゼ複合体に全 く効果がなかったが, トリプシン

は多少効果的であった (図4,5)｡ このことは,

トリプシンによる活性化は SS交換反応によるも

のではなく,Birkedal-Hansen等も指摘してい

るように, トリプシンの α2-M分解作用によるも
のと考えられる｡

(ⅠⅠ) 牛歯肉抽出液による阻害からのコラゲ

ナーゼ活性の回復

リュ-マチ滑膜から抽出された コラゲナ-ゼ溶

液を UltrogelAcA44カラム ･クロマ トグラフ

ィで分画し,得られた各フラクションについて,

無処理あるいは活性化処理 (メルサ リル使用)後

に測定した酵素活性パターンを見ると, フラクシ

ョン全域にわたって酵素活性が現われている76)0

このことは, コラゲナ-ゼがいろいろの大きさの

阻害物質と結合していることを暗示し, コラゲナ

-ゼを組織から直接抽出 ･精製すること及びその

定量化の困難さを物語っている｡

この実験に用いた牛歯肉抽出液も RSF コラゲ

ナーゼ活性を強 く阻害することが観察された (図

6)｡ 又, この歯肉抽出液の セファデ ックスによ

るゲル ･ロ過のパターンを見ても, 分画されたタ

ンパク質の殆んどが RSF コラゲナ-ゼ活性を阻

害する様相を呈している (図10)｡ それ故,何ら

かの活性化の方法を講じなければ,全 く酵素活性

は現われないであろう｡ そこで,次の様な活性化

の方法を検討してみた｡

(1)APMA処理

- 12-
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歯肉抽出液 添加により完全に不活性化 され た

RSF コラゲナーゼは,APMA 処理によりその

活性を,ほぼ30-40% 回復させることが可能で

あった (図6,8,9)｡ このことは,歯肉組織

にもSS結合によってコラゲナーゼ活性を阻害す

るようなタンパク質性インヒビターが存在するこ

とを示唆する｡ これまで にも, 口腔の組織から

APMA によって活性化されるラテント･コラゲ

ナーゼの存在が報告され24)25)27)47), またインヒビ

ターの存在も兄い出されている59)77)78)0

(2) NaC104処理

歯肉抽出液を 5M NaCI04で処理すると, そ

のタンパク質の約半分が沈澱除去されたが, 図10

の結果から, この歯肉抽出液には分子量約73万と

いう高分子の α2-M は存在しないと思われる｡

一方,この処理によってコラゲナーゼ活性の25-

30%が回復される (図7,8)｡従って,用いた

牛歯肉抽出液には 5M NaCIO4処理に よって沈

澱除去されるような,α2-M とは別の阻害物質が

存在するものと思われる｡

(3) pH5-10%NaCl処理
コラーゲンには 中性塩で抽出 される ものもあ

り, このコラ-ゲンはコラゲナ-ゼを抽出する際

に混入し,酵素活性の測定に影響を及ぼすと思わ

れる｡ (事実,牛歯肉抽出液中にコラーゲンを兄

い出すことができた｡)pH5-10% NaCl処理を

牛歯肉抽出液に施してみると, そのコラゲナーゼ

阻害活性を10-20%取 り除くことができた (図

7,8)｡ しかし, この場合コラーゲン以外のタ

ンパク質も沈澱除去されることを示す結果が得ら

れた｡いずれにせよ, この処理をコラゲナーゼ抽

出に利用することは,意味があると考えられる｡

(4) トリプシン処理

トリプシン処理は,歯肉抽出液によって不活性

化された RSF コラゲナーゼの活性化に,回復率

50-60% と強い効果を発揮した｡ しかし,それ

でもこの単独処理では未だ40-50% の活性が不

活性状態にあり,阻害の多様化をうかがわせてい

る｡

(5) (1)-(4)の組み合わせ処理

そこで,(1)-(4)を組み合わせれば,より良い
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酵素活性の回復が期待されるだろうと,牛歯肉抽

出液により完全不活性化された RSF コラゲナー

ゼ酵素系に組み合わせ処理を試みた｡ 予想通 り,

トリプシン処理-pH5･10% NaCl処理-Ap-

MA 処理によって,ほぼ完全に添加 RSFコラゲ

ナーゼの活性を回復することができた (表1)0

しかし,pH5-10%NaCl処理を先に行うと,コ

ラーゲンその他のタンパク質の沈澱と共にコラゲ

ナーゼも一部沈澱除去されることが認められた｡

従って, これらの組み合わせ処理の場合,その順

序が重要である｡又,歯肉抽出液によるコラゲナ

ーゼの阻害は,その94%が回復されることから蛋

白質分解酵素によるコラゲナーゼの分解による結

果ではなく, インヒビターとの複合体形成による

ものであろう｡更に,この三つの処理はそれぞれ

別々の阻害物質に作用していると考えられる｡即

ち,pH5-10%NaCl処理は コラーゲン及びそ
の他の タンパク質の除去に,APMA はコラゲナ

ーゼ ･インヒビター問の S-S結合の切断に, ト

リプシンは他のインヒビターの分解に作用すると

考えられる｡しかし,一部同一物質に共通に作用

する可能性は否定できない｡ いずれにしても,こ

の年歯肉抽出液にはセファデックスによるゲル ･

ロ過の結果が示すように,少なくとも大きさの異

なる二種類の阻害物質の存在することが推定され

る｡

結 論

血清と α2-M,更に牛歯肉抽出液によって不活

性化された RSF コラゲナーゼ活性を回復させる

ため,種々の活性化処理実験を行ない次の様な結

論を得た｡

(1) 血清あるいは α2-M によって阻害 される

コラゲナ-ゼ活性は,従来 3M NaSCN を用い

る透析処理によって活性を回復すると言われてい

たが,著者は 5M NaC104透析処理を行い,80

%以上の高い回復率をもって コラゲナ-ゼ活性を

回復させることができた｡

(2) 牛歯肉抽出液によって不活性化 された

RSF コラゲナーゼは, トリプシン処理,pH5-

10% NaCl処理及び APMA 処理を組み合わせ

- 13-
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ることによって, ほぼ完全にその活性を回復させ

ることができた｡この方法は,歯肉のみならず,

種々の動物組織の コラゲナーゼ活性の測定に有用

であろう｡

(3) セファデ ックス G-150を用いたゲル ･ロ

過により,牛歯肉抽出液には大きさの異なる2種

のコラゲナーゼ阻害物質が存在することが示唆さ

れた｡尚,羊のゲル ･P過の結果は,歯肉抽出液

中に a2-Mが存在しないことを示した｡
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