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コラーゲンはプロテオ ･グリカンと共に結合組

織の主成分であり,口腔領域では歯肉,歯のゾ-

ゲ質及び骨に多い｡ このコラーゲンの研究の歴史

は古く,今世紀の始にさかのぼるが,それ等は主

として構造研究の歴史である1)｡ コラーゲンの合

成及び分解についての研究は比較的に最近のこと

である｡

生体でのコラ-ゲンの酵素的分解の研究は1962

年の Gross及び Lapiere2)のコラーゲナーゼの

発見に始る｡ 彼等は両棲煩のおたまじゃくしの尾

ひれ (tadopoletailfin)の培養液にこの酵素を

発見したが, その後多くの人の努力により高等動

物の骨,皮フ,子宮,間節液,歯肉等に見出され

ている3)｡ これ等の酵素は現在のところ構造的に

は多様であるが, その作用様式,特異性等につい

ては大きな違いは見出されていない｡ 尚最近,こ

の酵素に潜在性酵素 (latentenzyme)が見出さ

れ,それはプロ酵素 (proenzyme)叉は酵素 ･阻

害蛋白複合体 (enzyme-inhibitorcomplex)で

あることが知られている｡ こうして,組織のコラ

-ゲンの分解の調節は コラ-ゲナ-ゼの合成の増

加と蛋自性阻害物質の減少或はその道というよう

に,酵素とその阻害物質の相対量の変化によると

考えられている｡

コラーゲン分解に関しては,Woessner(1973)

3),HarrisandKrane(1974)4),Weiss(1976)

5),Gross(1976)6)等のすぐれた綜説がある｡

Ⅰ 基質としてのコラーゲン

コラーゲンという名称は "にかわのもと"とい

う意味 に由来 して古く名づけられたものである

が, その構造の複雑な為に更に細分化された定義

を必要 とする｡ 生のコラーゲン (native colla一

gen)の最小単位はコラーゲン･モノマー (colla一

genmonomer) 叉は トロポコラーゲン (tropo

collagen,TC) といわれ, 分子量 約 10万, 約

1000個のアミノ酸からなるペブタイ ド(α)が3本

集ってラセン構造 (righthandedsuperhelix)

をとったものである1,5)｡このコラーゲン･モノマ

ーが並列及び縦列に会合してセン維状になったも

のが組織にあるコラーゲンの自然の状態で,不溶

性コラーゲン (insolublecollagen)といわれる

5)｡ 不溶性コラーゲンに対して, 中性塩溶液及び

弱酸溶液に可溶性のコラ-ゲンを中性塩及び酸可

溶性コラーゲン (solublecollagen)という｡こ

れは主としてコラーゲン･モノマーからなるO こ

のモノマーのアミノ及びカルボキシ末端部分には

ラセン構造 をとっていない 部分があり, telope-

ptide7)或は non-helicalterminalpeptideと

呼ばれる｡
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昔から知られていたゼラチン (gelatin)はコラ

-ゲン･モノマ-が熱処理によって三重鋳療道が

こわれ, 3本のペブタイ ド(α)がばらばらに なっ

たものである｡ このように,二次,三次構造がこ

われることは変性 (denaturation)と呼ばれてい

る｡ 変性は一般に,熱,酸,アルカリ処理の外,

尿素,SDS等のいわゆる変性剤 によってもおこ

なわれる｡ 変性が温和におこなわれると, 2- 3

の異なった 変性産物 を生ずる｡α,β,γ凝集体

(aggregates)と呼ばれ,βは2本のα鎖,γは 3

本のα鎖の凝集体である｡ これはラセン構造がこ

われる前に telopeptideにより分子間に架橋が

形成される為と考えられている5)｡ 変性を受ける

温度はプロリン及びヒドロキシプロリン甲含量と

相関があり,一般にその生物の体温にほぼ等しい

8)｡ モノマーは変性すると粘度の低下及び旋光性

の変化等の物理化学的性質に変化をもたらす｡

最近,コラーゲンには Ⅰ,ⅠⅠ,ⅠⅠⅠ,ⅠⅤ型 (type

I,ⅠⅠ,ⅠⅠⅠ,ⅠⅤ)があることが見出された｡Ⅰ型コ

ラーゲンは2本の α1(Ⅰ)鎖と1本の α2錆からな

り,【al(I)]2α2と書かれ, 皮フ,骨,擬,ゾ-ゲ

質,歯肉等に存在する9~12). ⅠⅠ型 コラーゲンは3

本の α1(ⅠⅠ)鎖からなり,[α1/(ⅠⅠ)】3と書かれ,戟

骨 にある13).ⅠⅠⅠ型コラ-ゲンは システインを含

む α1(ⅠⅠⅠ)鎖 3本からなり,胎児組織に多いが,

成人の皮フ及び動脈 にも見出 されている14,15)｡

ⅠⅤ 型 コラーゲン, [α1(ⅠⅤ)13は基底膜に見出さ

れている16). このように,コラ-ゲンには一次構

造の異なる4種類があり, それ等はコラーゲナー

ゼによる分解のされやすさが異なる｡

ⅠⅠ コラーゲンを分解する酵素

Gross17)及び Evanson18) ぱ 真̀のコラーゲナ

-ゼ=(truecollagenase)とは未変性コラ-ゲ

ンを生理的な PH及び温度で分解出来る酵素であ

ると定義している｡ このように,コラーゲナーゼ

は,従来基質の二次, 三次構造について余 り考慮

せずに分類されて来た蛋白分解酵素 (プロテアー

ゼ)に対して,新しいカテゴリーに属させるべき

ものである｡

コラーゲナ-ゼのように コラ-ゲンのラセン構

造部分を分解出来る酵素が外にあるだろうか ?パ

パイン, プロナ-ゼ, 高濃度 の トリプシン, カ

テプシンBl及びバ クリテ リアの コラ-ゲナ-ゼ

(Clostridium histolyticum,Clostridiopepti-

daseA)等がこれに属する6,19)｡しかし,パパイ

ン及び プロナ-ゼは コラ-ゲンに ゆっくり作用

し, 叉動物組織由来の酵素でない為に余 り研究さ

れていない｡ 叉 トリプシンは非生理的高濃度での

み作用するのであり, カテプシン Blは PH5.5
以下で作用するということで,何れも生理的意義

は少い｡clostridiopeptidaseAはバ クテ リア由

来でやは り生理的意義は少いが,酵素学的に利用

価値は高 くよく研究されている19)0

未変性コラ-ゲンは以上の酵素の外に, 多 くの

非特異的蛋白分解酵素により分解されることが知

られているが, それはコラ-ゲンの一部即ち非ラ

セン構造部分, telopeptide, が分解されるので

ある5)｡ したがって, コラーゲン分子の1-2%

が分解されるのみである｡

一方,変性コラーゲン即ちゼラチンは他の球状

蛋白と同じようにすべての細胞内の蛋白分解酵素

によって分解される筈である｡ しかしながら,コ

ラーゲンはプロリン, ヒドロキシプロリン及びグ

リシンが極端に 多いとい う特異な アミノ酸配列

を持つ為に,多 くのヱクソ･ペプチダ-ゼ (exo-

peptidase)によって余 り分解されない｡ 叉多く

の エンド･ペプチダ-ゼ によって分解 を受ける

が,大きなペブタイ ド断片を残す｡

以上のような非特異的蛋白分解酵素に対して,

中性即ち生理的PHでゼラチンをよく分解する酵

素が多くの動物組織から見出され, ゼラチナーゼ

(animalgelatinase,PZPeptidase)と呼ばれ

ている5)｡ これ等の酵素は 4-phenylazobenzyト

carbonyl-L-proline-L-leucylglyclne-LIPrO-

1ine-D-arginine という人工ペブタイ ドを基質と

して検出される｡この基質は PZ-ペブタイ ドとも

呼ばれ, もともとバクテ リアのコラーゲナーゼの

基質として合成されたものである.この PZ-ペブ

タイ ドは動物のゼラチナーゼ及びバクテ リアのコ

ラーゲナーゼ によって, leucy1-glycineの所で

切断され,PZ-prolyトleucineと glycylprolyト
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D-arglnineになる｡ この PZ-ペブタイ ドは D-

アルギニンを持つ為, カルボキシ ･ペプチダ-ゼ

及 び 非特異的中性蛋白分解酵素 によって分解さ

れない｡ 尚,このペブタイ ドは Gly-Pro-Y-Gly-

Pro-Y即ちゼラチンのアミノ酸配列に似ている｡

この PZ-ペブタイ ドを 分解 する PZ-ペプチダ-

ゼ(ゼラチナ-ゼ)は未変性のコラ-ゲンを分解出

来ない｡この酵素は リューマチ性滑膜組織,角膜,

ネズミの子宮,肺,肝, 腫疾等に見出されている

が,生理的意義は明らかでない5)0

尚, ゼラチンを特異的に分解するヱクソ･ペプ

チダーゼも知られている｡

III コラーゲナ-ゼの分析法6)

未変性のコラーゲンを分解するコラーゲナーゼ

の検出,定量法 としては,可溶性コラ-ゲンをゲ

ル化 して, いわゆる再構成 コラ-ゲン･センヰ

(reconstitutedcollagenfibril) として酵素と

反応させる方法とコラーゲンを潜液状のまま酵素

と反応させる2つの方法がある｡

(1) 再構成 コラ-ゲン･ゲルを用いる方法

未知の組織のコラーゲナ-ゼ活性を検出する方

法 として, 可溶性コラーゲンの塩溶液を 37oCで

1-24時間インキュベイ トすることにより生ずる

コラーゲン･ゲル20)上で培養を行い,組織による

ゲルの分解を見る方法がある｡ 一般に広 く用いら

れている定量的方法としては,放射性ア ミノ酸で

標識した塩可溶性叉は酸可溶性コラーゲンを上述

の如 くゲル化し, これに酵素液を加えて反応させ

て後, 遠心により生ずる上清の放射能を測定する

ものがある20,21)｡ 尚,比放射活性の高いコラーゲ

ンを得る方法として,β-aminopropionitrileの

存在下で chickembryoclavariaの組織培養を

用いる技術が開発されている22)0

(2) コラーゲン溶液を用いる方法

溶液状のコラーゲンを酵素と反応させて, その

産物を分析する方法である｡ 反応産物の粘度の低

下を測定する方法が古 くからある23)｡ 最近,放射

性コラーゲンを用いて分解産物を50%ヂオキサン
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液24)又はアクリルア ミド電気泳動25)で分離し, そ

の放射能を測定する方法が開発され, 感度が著し

く向上している｡

ⅠⅤ コラーゲナ-ゼの分布及び性質

コラ-ゲナーゼ (truecollagenase)は,現在

までに,皮フ26,27),骨28,29),子宮30),歯肉25,31~34),

滑膜組織35), 白血球36),マクロファーヂ37),肝ク

ッベル細胞38),腫癌細胞39,40)等にその存在が認め

られている｡ しかし,これ等の組織のコラーゲナ

-ゼ含量は低 く, 大量の酵素を得ることは困難で

ある｡ したがって,精製酵素を用いての研究は少

い｡

Harper等41)が初めて,SDSポ リアクリルアミ

ド電気泳動でほぼ単一であり,他の非特異的プロ

テアーゼを含まない酵素を, おたまじゃくしの尾

ひれの培養液から得た｡ その後,高等動物の組織

からも, 即ち人の リューマチ性滑膜組織の培養液

42),ウサギの腫疹細胞43),及び人の皮 フのセンヰ

芽細胞の 培養液44)等から比活性 300～3570単位串

のコラーゲナーゼが精製されている｡

このように高度に精製された酵素又は部分的に

,精製された酵素により, その性質が検討されてい

る｡ 至適 PHは一般に広範囲にわたっているが,

PH7.5-8･0が中心になっている3,42)｡ 尚,賦活

刺 (Cofactor)としてカルシウム (Ca++)を必要

とする3)｡したがって,EDTAのようなキレー ト

剤によって阻害される｡ 又,システイン,メルカ

プ ト･エタノール等の SH化合物によって阻害さ

れる｡したがって,S-S結合が酵素の活性維持に

重要な役割を果していることが想像される｡ イオ

ン交換セルローズ及び電気泳動の研究の結果, こ

の酵素は塩基性に荷電していると推定される42)0

この酵素の大きさについてみると, ウサギ角膜か

らの酵素の 158,000ダル トンから リュウマチ性聞

節炎組織 からの25,000ダル トンに わたって いる

3)｡ しかし,多 くは60,000-30,0003,34,42,44)ダル

トンである｡ このような分子量の大きなばらつき

の原因として, 特に部分精製の酵素の場合,酵素

*1単位-35-37oCで1分間に 1iLgのコラ-ゲン･ゲルを分解する酵素活性
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に非特異蛋白が結合 している可能性或は活性を持

つ酵素断片の可能性が考えられる｡ しかし,高度

に精製 した 動物酵素 でも33,000-50,000ダル ト

ン42,44)と一様でないことは,各組織に特有な酵素

が存在することを暗示している｡

Ⅴ コラーゲナーゼによる分解産物

Gross及び Lapiere2) は両棲類 から コラーゲ

ナーゼを最初に発見した時から, この酵素が未変

性コラーゲン･モノマーに作用して, ア ミノ末端

から9才の所で切断して, モノマ-のタ4とを4の

断片 (TC3/4,TCA と TCl/4,TCB) を生ずるこ

とを見出している｡ しかし,この外に小さなペブ

タイ ドが 生ずる可能性は 否定 しなかった｡ その

徳, 多くの研究者により動物組織の酵素を用いて

の研究が 行われたが,酵素の精製が 不完全 な為

か,切断の場所は一定でなかった5)｡ 例えば,ウ

サギの角膜の酵素ではカルボキシ末端から23.5%

の部分45), ネズミの皮フの酵素ではア ミノ末端か

ら62及び 67%の部分46)が切断点であった｡ おた

まじゃくしからの部分精製酵素は変性 コラーゲン

を Gly-Leu,Gly-Ile,Gly-Val,Gly-Ala,Gly-

Phe部分で切断した47)｡ Harris等5)は精製酵素

を用いて, 変性 コラーゲンも未変性コラーゲンと

同様に唯一カ所で切断されることを示した｡ノしか

し, 変性コラ-ゲンの分解速度は未変性 コラ-ゲ

ンに比して遥かに遅かった5)｡

変性及び未変性 コラーゲンの唯一の切断場所は

プロモシアン分解 ペブタイ ドIZ1-CB7及 び a2-

CB5にあり,それぞれ Gly-Ile及び Gly-Leuの

間であることが明らかにされた48)｡ α1(Ⅰ)コラー

ゲンでは788-789番目のア ミノ酸に相当する｡

尚Ⅰ,ⅠⅠ,ⅠⅠⅠ型 コラーゲンはア ミノ酸配列が 異な

る為か,分解速度が一様でなく,ⅠⅠⅠ>Ⅰ>ⅠⅠの順

である49)0

コラーゲナーゼ によって生 ずる2個 の 分解産

物,TC3/4及び TCl/4断片の変性温度 (TM)はコ

ラ-ゲンモノマーに比して低いことが知られてい

る50)｡ したがって, これ 等の ペブタイ ド断片は

37oC に置 くと更に非特異的プロテアーゼの作用

を受けると考えられる｡

ⅤⅠ コラーゲナーゼ活性の調節

コラ-ゲナ-ゼの合成及び活性化を制御する生

物学的信号は何であろうか ?血清及び細胞成分が

如何に細胞外のコラーゲナーゼ活性を調節するの

であろうか ?これ等の問題の解答は摸索状態にあ

り,研究は始 ったばか りである｡

(1) コラーゲナーゼ活性の阻害

コラーゲナーゼが EDTA, システイン及び血

清によって阻害されることは, その発見の当初か

ら知られていた20)｡ 血清による阻害は a2-マクロ

グロブリン (α2M)及びα1-抗 トリプシン因子 (αr

at)によることが示された51)が, 後者については

疑問がもたれている52)｡ 尚,α2-M は,殆んどす

べての中性プロテアーゼ同様, 酵素と固く結合 し

て阻害することが認められている.α2-M及び αr

atの外に, 分子量約 40,000ダル トンの血清由来

のインヒビターが見出された53)0

血清成分以外の阻害物質 (インヒビター)とし

て, ヒス トン及びプロタミン等の塩基性蛋白及び

プロテオグ リカンが知られている｡ この外,組織

に 蛋自性の インヒビターが 存在 することが 報告

されている43,54-56)｡ この インヒビターは 分子量

30,000ダル トン位であり,コラ-ゲナ-ゼとの結

合はそう固くなく, 種々のクロマ トグラフィーで

酵素から分離される56)0

(2) コラ-ゲナ-ゼ活性の促進

培養組織に添加することにより, コラーゲナー

ゼ活性を増加させる物質としてコルヒチンがある

57)｡ このコルヒチンの作用は リンパ球に働いて活

性物質を放出させることにより, コラ-ゲナ-ゼ

の合成を刺戟すると想像されている｡ 同様の作用

を示すものに-バ リンがある58)｡ 尚,-バ リンは

酵素反応そのものを促進する｡ これに関聯して,

粒子性物質の貧食がコラーゲナーゼ及び 中性プロ

テアーゼの分泌を促進することが培養細胞で示さ

れた59)｡ 更に詳細な研究により,抗原及びコンカ

ナバ リンAの刺戟により活性化された リンパ球が

リンフォカイン (lymphokine)を産生 し, これ

がマクロファーヂ (macrophage)を刺戟 して,

コラーゲナ-ゼの合成を促進させる図式が示され
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た60)｡ 尚,創傷が コラーゲナーゼ産生を引き起す

事実は知られているが, そのメカニズムは明らか

でない｡

(3) コラ-ゲナーゼ活性のホルモンによる

調節

コラ-ゲン代謝に関係するホルモンとして, 骨

吸収に於けるパ ラ･サイロイ ド･ホルモン (PTH),

子宮の 強度維持 に 関係 している プロゲステロン

(progesteron)及び 外傷角膜の潰癌化 (ulcera-

tion)過程 に 逆作用 を 示 す コルチゾン (COrti-

sone)等がある6)｡ しかし,培養骨に於けるPTH

のコラゲナーゼ活性の促進, 破砕子宮でのコラー

ゲン吸収のプロゲステロンによる阻害のメカニズ

ムは不明である｡ 尚, cAMP もプロゲステロン

と同様の作用を示すことが認められている｡ - イ

ドロ ｡コルチゾンも又 cAMP と共に,コラ-ゲ

ナーゼを直接障害することな く, 培養液のコラー

ゲナーゼ活性を完全に 抑制することが人の皮フの

培養実験で認められている｡ しかし,そのメカニ

ズムの解明は今後に残 されている｡

(4) ラテン ト･コラーゲナ-ゼとその活性化

コラ-ゲナ-ゼはその発見の当初から, 酵素の

前駆物質即ちザイモヂェン (zymogen)叉はプロ

酵素 (proenzyme)の存在が考えられていた｡も

う一つのラテン ト酵素として, コラ-ゲナ-ゼ ｡

蛋自性 インヒビター複合体の可能 も考えられて来

た｡ これ等は何れも蛋白分解酵素により活性化さ

れる一｡

プロ酵素は Harper41)等により初めて,おたま

じゃくしから単離された｡ 彼等は,おたまじゃく

しの酵素 (分子量 100,000)の抗体 と反応 するが

コラーゲと結合せず, したがってコラ-ゲナ-ゼ

活性を 持たない 分子量 110,000の 蛋白 を 分離 し

た｡ これは培養液 と酵置すると酵素活性を示すよ

うになるので,プロ酵素と同定された｡ 同様なプ

ロ酵素が人の皮フの培養液からも分離されている

44)｡ 尚,Birkeda1-Hansen等61)は牛歯肉の培養

実験で,第2日目の培養液はコラーゲナーゼ活性

を示さないが,セファデ ックスG-150のゲル ･ク

ロマ トグラフ ィーを行 うと二つの活性化 される分

割が現われることを見出した｡ 最初の分割は α2-

うう

M と結合 したコラーゲナ-ゼであ り,後の分割は

牛歯肉のコラーゲナーゼ (分子量63,000)より少

し大 きく, ･トリプシン によってのみ 活性化 され

た｡ したがって,プロ酵素と推定される｡こうし

て,歯肉組織では血清インヒビタ-と結合 した酵

素及びプロ酵素の存在が認められた｡ この外, コ

ラ-ゲンに 結合 してお り, 37oCで長 く醇置する

こと或は 60oC で4分酵置することにより遊離す

る酵素の存在が知られている｡ 更に前述の如 く,

組織由来 のインヒビターの存在43,54~56)の為に 活

性を示さないラテン ト酵素もある｡

こうして, コラ-ゲナ-ゼの存在様式として,

遊離の状態のものと コラーゲンに結合 したものの

外に, ラテン ト酵素即ち血清又は組織由来のイン

ヒビターと結合 したものと プロ酵素が考えられ

る｡ したがって,血清又は組織由来のインヒビタ

-の増減及びプロ酵素の活性化の機構も又 コラ-

ゲン分解活性の調節に重要な役割を 果していると

考えられる｡
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