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1950年 Klempererによる Collagendiseases

概念1)の確立以来, 広義の結合組織の病変が注目

を集めて来ている｡ 周知のように,いわゆる結合

組織はその内容を大きく細胞成分,基質,線維成

分 (コラーゲン) の三つに分けて考えられてい

る｡それぞれについて形態学的,化学的ないしは

物理化学的研究が広く行なわれている｡

特にコラ-ゲンについては,体たん白質の一種

として最もその量が多いこと,特異な化学組成を

持つことなどから, その構造や代謝に関する研究

は数多く,腔,皮ふ2),骨3)などの健康組織をは
じめとして,granuloma4)あるいは,いくつかの

遺伝性疾患5)6),老化現象,肝臓の硬化7)などにつ

いて行なわれている｡

従来,健康な成熟組織では, そのコラーゲン代

謝は,きわめて速度の遅いものとされている｡ し

かしながら炎症性浸潤細胞8)による結合組織の破

壊が見られるところでは, その修復機構の一つと

して, コラーゲン合成が比較的活発に行なわれて

いることが考えられる｡外界異物との強度の接触

が常におこなわれ,恒常的に炎症像の見られる歯

肉9~12)もその一例と考えられた｡

Claycombら6)はダウン症候群患者歯肉スライ

スのインキュべ-ションによって, そこではコラ

-ゲン合成のレベルが特に高いことを認め,歯肉

コラ-ゲン代謝と遺伝病との関連を示唆した｡著

埠本論文の要旨はその一部を新潟歯学会昭和47年度第 2回例会において発表した.



高 橋 徳 也, そ の 他

表 1 インキュベーション緩衝液組成
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Totalvolume 5ml/gwetweighttissue

1.Krebs-Ringerphosphatebuffer
2.Glucose
3.Aminoacids
L-Leu 0.76mM
LJLeu 0.38
L-Val 0.85
L-Met 0.13
L-Thr 0.84

4.PenicillinG

Streptomycln
5.3H-L-Proline(G) (740Ci/mole)
3H-L-Prolinefinalspecificactivity

L-Arg 0.95mM
L-Lys 1.1
L-Tyr 0.22
L-pro 1.0

pH7.4
0.02M

0.1mg/ml
O.1mg/ml
O.2mCi/ml
157FLCi/FLmole

混液は,歯肉スライスを入れた後,5%の二酸化炭素を含む酸素を10分間通気し,37ocで1分間100サイク
ルの振塗インキュベーションを一定時間行ったO

者らは臨床的に切除された歯肉の スライスをもち

い, 8H-プロリンのヒドロキシプロリン-の転換

を目安として,成熟ヒト歯肉スライスにおいて,

コラーゲン合成がどのように進行するか, また,

それに, いくつかの因子がどの程度の影響を与え

るかについて調べた｡

研究材料と方法

歯肉は新潟大学歯学部付属病院保存料を受診し

た外来患者から歯周病治療のため切除したものを

もちいた｡L-Proline-8H(G)はTheRadioche-

micalCentre,Amersham 社製で,放射能比活

性,740mCi/m mol,純度 98% (ペ-パークロ

マ トグラフィーによる)のものを使用 した｡ ア ミ

ノ酸は協和醗酵工業社製, α,α'-Dipyridylは和

光純薬工業社製特級,珪酸は Merck社製のもの

をもちいた｡

切除歯肉片は湿重量で約50-100Hlg, これを切

除後,直ちに生理食塩水で洗って血液を除き,低

温室中 (4℃)で手早 くかみそりの刃で厚さ約0.5

Hmのスライスにした｡この際, スライサーは使用

しなかった｡次いで,スライスは秤量し,mg当り

1/JCiの 8H-プロリンと共に小三角フラスコ中の

表1に示すような緩衝液18,4)に入れ, 二酸化炭素

を5%含む酸素を10分間通気 した後,密栓し,37

ccで振盤インキュべ-ションをおこなった｡三角

フラスコは, 酸素と歯肉スライスとの接触面積を

広 くするために,5-10舵C容積のものを使用したO

同じ目的のために, 振漁は一分間, 100サイクル

でおこなった｡一定時間のインキ ュベーシ ョン

徳,混液は冷却し,遠心によって上清を除き,歯

肉スライスを集めた｡

次いで低温室中で,二倍量の海砂とともに,小

乳鉢をもちいて,歯肉を均質なペース ト状になる

まで充分磨砕 した後,Nimni,Bavettaらの方

法14)によって, 歯肉コラ-ゲンを次の ようにし

て,三種の分画に逐次,抽出した｡ まづ, 100mg

歯肉当り3.0耽Cの5mM EDTA*を含む0.5MNaCl

pH7.4で磨砕歯肉を遠心管に注意深く洗いこみ,

これを一晩低温室において, 適時振塗混和 し,逮

心 (14,350×9,10分間)して, 淡赤色の上清を

得る｡次いで上記の半量の NaCl液で二回,同様

に操作 して上清を得る｡ これらを最初の上清と合

せて NaCl可溶性コラーゲン分画とする｡更に上

と同様にして0.5M Na-Citrate (クエン酸ソー

ダ)pH 3.6をもちいて抽出を行い,Citrate可溶

性コラーゲン分画を得た｡ これらの可溶性コラー

ゲンを抽出した後の沈漆に歯肉100mg当り3.0紀C

の0･3M トリクロール酢酸 (TCA)を加え,90oC

で30分間加熱 したのち冷却し, 遠心を行って上清

*Ethylenediaminetetraacetate
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を得た｡更に上記の半量の TCAで二回同様に操

作 して得られた上清を合せ,これを TCA分画叉

は不可溶性コラーゲン分画とした｡ このようにし

て抽出した三種のコラーゲン分画は透析膜 (Visk-

ingtube)に入れ,流水及び脱イオン水に対し,

充分透析 した後,一部はそのまま,残余はp-メ

リ-エバポレ-メ-を用いて,濃縮 し,封管 し

て,6N塩酸2従C中で,110oC,18時間加水分解を

行った｡

加水分解物中の 3H-ヒドロキシプロリンの放射

能比活性は,Juvaと Prockopらの方法15)に従

い,珪酸カラム法で測定した｡ これは中和 した加

水分解物をクロラミンTで処理し, ヒドロキシプ

ロリンをピロールにし, これを トルエンを流動相

とする珪酸カラムクロマ トグラフィーで分離する

方法である｡カラムの大きさは,約直径 1.5×長

さ2.5cmであった｡ヒドロキシプロリンは,Kivi-

rikkoらの方法16)で定量した｡たん白質定量は,

精製された市販のウシ血清アルブミンを標準とし

て,Lowryらの方法17)で行った｡ トリチウム放

射能は Packard社製液体シソチL/-ションスペ

ク トロメ-メ-3320型で測定した｡使用したシン

チレーターは二種あり, それぞれ次のような組成

を持ち,測定効率を示した｡

トルエンシソチレ-メ-は aH-ピp-ルを, 普

た,ジオキサンシソチレ-ターは 8H-たん白質を

測定するのに使用した｡

1｡ トルエンシソチレ-タ-

PPO(2,5-Diphenyloxazole)

結 果

1) インキュべ-シ′ヨン時間にともなうプロリン

のヒドロキシル化の進行 (実験 1)

同一患者の切除歯肉を前述のように スライス化

し, これらスライスを量的にも質的にもなるべ く

均等になるように注意 しながら, 三群に分け,二

群をそれぞれ2時間,6時間の インキュベーショ

ンを行い,残った一群は全 くインキュベーション

を行なわなかった｡これらの群の各々の コラーゲ

ンヒドロキシプロリンの放射能比活性は図1に実

線で示すようである｡図1に示すように NaCl分

画,rCitrate分画,TCA分画におけるプロリンの

ヒドロキシル化の進行が異なることが 明らかであ

る｡NaCl分画でもっとも多く, しかも早 くヒド

ロキシル化が行なわれる｡しかし, ほぼ,2-3時

間で上昇が止る｡Citrate分画では NaCl分画

と,ほぼ同じ挙動をとる｡ TCA 分画では,前二

者と異なり1 より少なく,しかし6時間後に到る

まで,ほぼ一定の速度でヒドロキシル化が進むよ

うに見える｡

また,一方,充分透析 した後の NaCl分画中の

仝たん白質の 8H-比活性の時間による変化 は図1

の点線で示すようである｡ 比活性は2時間後では

インキュべ-ションを行なわなかったものの, ほ

ぼ30倍,さらに6時間後まで,ほぼ直線的に100倍

に増加して, 更に上昇する傾向を示 している｡同

DimethylPOPOP(1,4-bis-2-(4-Methyト5-phenyloxazolyl)-Benzene)---
Toluene

測定効率 45-57%

2. ジオキサンシンチレーター

DimethylPOPOP

Naphthalene
Dioxane(dist.*)

Toluene(dist.)

Methanol(G.R.**)

測定効率 42-43%
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図 1 プロリンのヒドロキシル化の時間的経過 (実験1)

*Decayperminute**Hydroxyproline***fraction
インキュベーション条件は表 1と同じ.

じ図 1中の,NaCl分画のプロリンの ヒドロキシ

ル化の進行とは, その挙動を別にしていることが

明らかである｡

2) ChaseExperiment(実験 2及び3)

一度たん白質に坂 り込まれた 8H-プロリンまた

はヒドロキシル化された 3H-プロリンが一定時間

を経過すると,NaCl,Citrate,TCA の三種のコ

ラーゲン分画間でどのように移動するかを知る目

的で,いわゆる Chaseexperiment (追い出し

実験)を行った｡実験2では第一のスライス群を

6時間, 第二群を1時間インキュべ- トした｡第

三群は同様に1時間インキュべ- トした後,挨塗

を中止し,混液を一旦遠心して,上清をのぞき,

集めた歯肉スライスに,あたらしく, 3H-プロリ

ンを含まないインキュべ-ション緩衝液を最初の

10倍量加えて,酸素通気を10分間行った後,更に

インキュベーションを5時間続けた｡実験3では
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第一のスライス群を2時間,第二群を6時間イン

キュべ-ションを行い,第三群は2時間後にイン

キュベーションを一旦止め,実験2と同様の操作

を行って,更にインキュベーションを4時間継続

した｡実験2及び実験3の結果は表2に示す.mg

歯肉当りの ヒドロキシプロリン量から推定される

各分画の抽出コラ-ゲン量は, インキュベーショ

ン条件が相違しても, ほぼ一定の価を示 してい

る｡ プロリンのヒドロキシル化は,NaCl分画で

は1時間後から6時間後に到る間に上昇が顕著で

ある (実験 2)｡しかし,2時間後から6時間後に

到る間は,上昇はわづかか (実験1,図1), ない

しは, やや低下している (実験 3)｡ また,NaCl

分画のヒドロキシプロリンのChaseexperiment

による比活性の低下は著明ではない (実験3)｡一

方,Citrate分画に-ついては,実験 1,2及び3で

インキュべ-ション2時間前後で ヒドロキシル化

の進行は,ほぼ plateauに達することが見 られ
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表 2 Chaseexperiments

8H-Hydroxyprolinespecific
activityDPM/pgHypro

Hydroxyprolinecontent
〝g/mgtissue

NaClfr.
Citratefr.
TCAfr.

ノヽ
一ヽ
＼J
､
5

6
3
3

7
9
8

5
2
/＼
(
(7

7
6
8

2
4
1

2 19.1 (1240)
3.72(694)
5.02(345)

NaClfr.
Citratefr.
TCAfr.

一ヽ
ノヽ
ノヽ6

4
4
3

8
4
7

3
3
/_＼
/_＼/_＼
3

8
5
8

1
1
1

1

5
6
5

9
4
2

1
0
7

( ):3H-proteinspecificactivity,DPM/FLgProtein. *Hour.

インキュベーション条件は表1と同じ.その他の詳細は結果の項を参照.

表 3 α,α'-Dipyridyl(1mM)による阻害効果

イソキュべ-ショソ条件は表 1と同じ.その他の詳細は結果の項を参照.

た｡但 し,NaCl分画と異なる点は, Chaseex-

perimentにおいて, 比活性の低下が著明なこと

であるb 最後に, TCA 分画においては,プロリ

ンのヒドロキシル化は6時間後に到る間, ほぼ一

定や速度で進行しっづける傾向を示している (実

験1,.図1)｡Chaseexperimentにおける比活性

の低下は,ほとんど見られない (実験 2及び3)0

3) α,¢'-Dipyridylによる′ヒドロキシル化 の抑

制 (実験4)

プロリンのヒドロキシル化を,､それに必要な2

価の鉄イオンとキレ- :h化合物を作って抑制する

ことの知られてい る,α,α'-Dipyridyl18)を終濃

度 1mM で用いた結果を表3に示す｡ 表3に示

すように,ヒドロキシプロリンの比活性上昇は,

たん白質全体の比活性上昇にくらべ, はるかに強

く抑制されることが見 られ る｡すなわち,NaCl

分画では抑制剤をもちいると, たん白質全体への

8H-プロリンの坂 り込みは, もちいない場合 に く

らべ,約%に低下するが,｢方ヒドロキシプロリ

ンの比活性は抑制剤を もちいない場合の 1/20に

低下する｡

4) 酸素通気の有無による変化 (実験 5)

インキュベーションを行 う直前の酸素通気を行

なわなかった場合,それが, プロリンのヒドロキ
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表 4 酸素不足による阻害効果
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酸素通気以外のインキュベーション条件は表 1と同じ.その他詳細は結果の項を参照.

表 5 抽出ヒドロキシプロリン量及び全たん白質量に及ぼすインキュべ-ショソの影響

Incubation None 6hr.

インキュべ-ション条件は表 1と同じ.抽出方法は材料と方法の項参照.

シル化,及びたん白質全体への 8H-プロリンの振

り込みに どのような影響を与えるかを表4に示 し

た｡ プロリンのヒドロキシル化 とたん白質全体へ

の 3H一一プロ リンの振 り込みは,NaCl分画,TCA

分画では,ほぼ同程度に阻害されている｡

5) コラ-ゲン三分画に抽出された ヒ ドロキシプ

ロリン量及び全たん自質量

既に著者等が報告 したように19), 本抽出方法に

よって歯肉中のヒ ドロキシプロ リンは,ほぼ,定量

的に抽出されている｡ コラーゲン三分画中のヒ ド

ロキシプロ リン及びたん白質全体の抽出量は,イ

ンキュベーシ ョンによって, い くらかの変動を示

す.その一例を表 5に示す｡ 表 5に見るようにヒ

ドロキシプロリンの抽出量はインキュべ-シ ョン

の有無にかかわらず,ほぼ一定であるが, 一方,

たん白質全体の抽出量は インキュベーシ ョンによ

って減少 し, 可溶性分画,特に NaCl分画にお

いて著 しく,ノ6時間のインキュベーシ ョンによっ

て抽出全たん自質量は半減 している｡

考 接

たん白質合成の機構に関しては, 分子生物学の

中心的課題の一つとして数多 くの 研究が行なわれ

ている｡ア ミノ酸 レベルからの コラーゲンペプチ

ドの合成には,たん白質一般の合成 と同じように,

リボゾーム, メッセンジャ-RNA,転移RLNA;I

その他の諸因子等の関与があ って行なわれるも̀あ

と考えられるが, コラーゲンの場合,その分子の

完成は更に, い くつかの特徴的な機序を経ておこ

なわれることが知られている｡すなわち,

1. いわゆる Protocollagen20)の Hydroxy-
1ation

2. Glycosylation21)

3､ 三重 ラセン構造の形成22)

などである｡ 多 くのコラーゲン合成に関する研究
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では上記の第一の機序, すなわちヒドロキシル化

(多くの場合プロリンのヒドロキシル化) を追 求

することによって, コラーゲンの合成を推定して

し､る.本研究におし､ても, 放射性プロリシをもち

い, その一定時間内でのヒドロキシル化の進行を

とらえ, コラーゲン合成の進行を推定している｡

実験 1_で時インキ羊べ-ション時間を追ってプ

ロリンのヒドロキシル化とたん白質全体への 8H-

プロリンの坂 り込みの過程を比較しているが, ヒ

ト歯肉中では,この二つの過程が明らかに, その

時間的挙動を異にすること,更に抑制剤,α,α'-Di-

pyridylをもちいた実験4によって,プロリンの

ヒド戸ヰ シル化の過程は, たん白質全体の合成と

は異なる模作をその中に含むことが確められた｡

-次に,-Chase-e-x-perimen-i(実験2及び3)の結

果を見ると,Chase(追い出し)による放射能比

碍性甲低下昼, たん白質全体では著明ではなY､

(表 2)｡これに反し, ヒドロキシプロリンの比活

性の Chaseによる低下は,とくにCitrate分画

において著明であり,また,~~この低下は,2時間

ラベルをして4時間 Chaseをした実験3よりも,

1時間ラベルをして5時間 Chaseをした実験 2に

於いて,より顕著であった｡ これ らの ことは,

Citrate分画中の 3H-ヒドロキシプロリンは遷移

性 (transient)であり,他のコラーゲン分画 (お

そらく TCA分画)へ移行することを示唆す る

ものと思われる7),28)｡

一方,TCA分画では Chase によるヒドロキ

シプロリンの比活性の低下はほ とん ど見 られな

い∂これは TCA分画がコラーゲンとして成熟 し,

不可溶化したものからなること24)から当然予想さ

れるところである｡

プロリンのヒドロキシル化を同様に inZgitroで

追求した他の研究結果と比較して見ると, 成長期

の自ネズ ミの mincedskinをもちいて,Tsuru-

fujiら2)が得た結果では中性塩溶液(1･OMNaCl)
可溶性コラーゲン分画ではヒドロキシル化は, 8

時間あまり進行しっづけていると言う点で, 歯肉

子ライ スにおける場合と異っている. また,同研

究では,酸 (0.5M 酢酸)可溶性コラーゲン分画

では,Chaseexperimentによって,早期の明ら

かな, ヒドロキシプロリンの比活性低下を示し一,

歯肉スライスにおけるCitrate可溶性分画と類似

の挙動を示している｡更に,Rojkindら7)が四塩

化炭素によって, 実験的にひき起 した硬化症のネ

ズ ミ肝スライスをもちいた実験では,3時間まで

のインキュべ-ションで, TCA分画コラーゲン

のヒドロキシプロリン比活性は,本研究の結果と

同様に, ほぼ一定の速度で上昇 してい る｡ しか

し,中性塩溶液J(Ringer-NaHCO8Buffer)可溶

性コラ-ゲンは インキュべ-ション1時間後まで

上昇してから, かなり急速に低下 し,3時間後で

は, すでに, 1時間値のほぼ宛になっている｡

以上のことから, インキュベーションによって

歯肉スライスに坂 り込まれたプロリンの ヒドロキ

シル化は,可溶性コラ-ゲン分画中では2-3時間,

急速に進行 して,plateauに達すること,ヒドP

キシル化されたプロリンは更に,不可溶性のTCA

分画へ移行することが推定される｡可溶性分画の

中でも,Citrate分画はヒドロキシプロリン量そ

のものが,少いこともあって, この分画中にヒド

ロキシル化されたプロリンのとどまる時間は特に

短いことが考えられる｡ 一方,NaCl分画でヒド

ロキシプロリンの比活性の低下が Chaseによっ

て著明でないことについては,Citrate分画に比

し,ヒドロキシプロリン量が NaCl分画で多いこ

とが,その説明の一つとして考えられる｡

次に,インキュベーション直前の酸素通気を,

行なわなかった実験5では酸素不足の状態で, た

ん白質全体-の 8H-プロリンの振 り込み,及 び

8H-プロリンのヒドロキシル化は表4に見 るよ う

に,ほぼ同程度阻害されている25)｡ このことから

プロリンのヒドロキシル化は,歯肉スライスでは

特に高い酸素分圧を必要とする反応ではないこと

が間接的に推定される｡

最後に,表5に示すように, コラーゲンの抽出

は,そのヒドロキシプロリン量から推定して, イ

ンキュベーションの継続によって, その総量及び

各分画間の量比には大きな変化は見られない｡ し



高 橋 徳 也, そ の 他

か し, NaCl分画に抽出され るたん白質全体の量

は, インキュべ-シ ョンによって明らかに減少す

る｡ これはインキュベーシ ョン緩衝液中へ, 特に

可溶化 しやすい非 コラ-ゲン性の たん白質が失な

われ るためと考えられ る｡

総 括

臨床的に切除された ヒ ト歯肉スライスに おける

コラーゲン生合成を 3H-プロ リン (1〃′Ci/wlg歯肉)
をもちいて,そのヒ ドロキシル化を 目安 として調

べた｡歯肉コラー-ゲンは可溶性分画 (NaCl分画,

Citrate分画)および不可溶性分画 (トリクロー

ル酢酸分画)に分けた｡

プロ リンのヒ ドロキシル化は, 可溶性分画では

インキュベーシ ョン2-3時間で進行が止 り, 不可

溶性分画では, より長い時間進行することが認め

られた｡Citrate分画のヒ ドロキシプロ リンの遷

移性を示唆する,3H-ヒ ドロキシプロ リンの著 明

な比活性低下が,Chaseexperimentに よ って

認められた｡ プロ リンのヒ ドロキシル化は酸素不

足の状態では, たん白質全体の合成 と同程度に,

また,キL/- ト剤 〝,a.'-Dipyridylによっては,

はるかに顕著に阻害 され ることが認められた｡
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