
コラゲナーゼ活性の新 しい迅速測定法の

検討とその応用

第1編

14C標 識 可 溶 性 コ ラーゲ ンを基 質 と した

コ ラゲ ナ ー ゼ の迅 速測 定 法 の検 討

岡山大学医学部第3内 科教室(主 任:大 藤真教授)

寺 戸 国 昭

(昭和51年11月10日受稿)

I　 緒 言

コラーゲンは生体全蛋白の うちほぼ25%を しめる

線維性の蛋白であり,関 節,血 管,皮 膚をはじめ全

身の細胞間matrixの 主成分をなしている.こ の代

謝回転は一般に非常におそく,そ の半減期はラット

尾の腱や皮膚では数百日とも云われているが,一 方,

オタマジャクシの変態時の尾 ヒレや分娩後の子宮に

みられるように数日間で急激に分解吸収が起ること

もある1)こ のコラーゲンの代謝に関与する酵素がコ

ラゲナーゼである.コ ラゲナーゼは生理的条件下で

3本 鎖ラセン構造をとるコラーゲン分子をN末 端よ

り3/4の位置で2つ に分解する非常 に特異性の高い

proteaseで ある2.)

コラゲナーゼは1962年, Grossら3)に よ りオタマ

ジャクシの皮膚培養液中にみいだされて以来,種 々

の動物のあらゆる組織に存在することが明 らかにさ

れてきた補,が,そ れに伴い,各 種の結合組織疾患と

の関係 も急速に注目されるようになった.現 在,コ

ラゲナーゼ活性が異常に上昇する疾患として,先 天

性表皮水庖症,歯 周囲炎,角 膜混濁,悪 性腫瘍,胃

潰瘍,肝 硬変症および慢性関節 リウマチなどが知 ら

れているが4),コラゲナーゼ活性発現やその抑制の機

構は十分に明らかにされていない.こ れ らの疾患に

おけるコラゲナーゼの産生およびその活性の制御機

構を解明することは,こ れらの結合組織疾患の発生

機構の理解につながり,ひ いてはその治療法の確立

にもっながるものと思われる.

このためには,ま ずコラゲナーゼ活性 を容易に,し

かも正確に測定する方法が必要である.現 在,も っ

とも広 く用いられているコラゲナーゼ活性測定法は,

 14C標識 コラーゲンの再生線維を基質 とし
,酵 素作用

により溶出 される放射活性を測定する方法6)で ある

(以下ゲル法と略す).こ の方法は感度がよく,しか

もコラゲナーゼに特異的であ り,同 時に多数の試料

を測定することができる点ですぐれている.し かし

ながら,こ のゲル法は, 1)酵 素 活性測定前に基

質として用いるコラーゲンの再生線維形成に2時 間

以上かかること, 2)用 いた14C標 識 コラーゲンの15

～20%が 可 溶性 として残 り, backgroundが 高 く,

しかもpH,イ オン強度,温 度および試料中の夾雑物

によって影響をうけること, 3)酵 素活性と酵素量の

間で直線関係を示す範囲が狭いこと,な どの欠点を

有している.

このため,可 溶性コラーゲンを基質として溶液中

で酵素と反応 させ,阻 害剤を加えて反応を停止 した

後,温 度を37℃ に上げてコラーゲ ンの線維を形成 さ

せ,酵 素作用に伴なう線維形成の減少度より酵素活

性を測定する溶液反応による測定法が考案 されてい

る6, 7)しか し,反 応後のコラーゲン再生線維の形成

は,試 料中に含まれる夾雑物や塩濃度に大 きく在右

されるため,こ の方法の適用はごく限られた試料の

みに限定され,一 般的ではない.

一方,コ ラーゲンの線維化機構の研究よ りコラー

ゲンは高濃度のglucose存 在下では,中 性pH領 域

でも37～40℃ で線維化せず,安 定に溶存状態 を保つ

ことが林 ら8, 9)によ り明 らかにされた.し たがって,

コラーゲンの線維化を阻害するため, glucoseを 添
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加 した 緩衝 液 中 で コラ ー ゲ ン とコ ラゲ ナ ー ゼ を 反応

させ た後,そ の 分 解 産物 を選 択 的 に抽 出 す る に とが

可能 で あ れ ば,溶 液 反応 に よ り高 感度 はにコ ラゲ ナ ー

ゼ活 性 を測 定 で き るは ず で あ る.

本 報 告 は,溶 液 反 応 を用 い た コ ラゲ ナ ー ゼ活 性測

定 法 を開 発 す るた め,ま ず モ デ ル 実験 と して,未 変

性 お よ び 変 性 コラーゲ ンの 各 種 濃 度 のdioxaneは に対

す る溶 解 度 を調 べ,次 に そ の 溶 解 度 の 差 を利 用 し,

オ タマ ジ ャク シ コ ラゲ ナ ーゼ に よ る コ ラー ゲ ンの分

解 産 物 を選 択 的 か つ 定 量 的 に 抽 出 す る に とを検 討 し

た もの で あ る.

Ⅱ　 実 験 材 料

14C-glycine標 識 コ ラー ゲ ン

コ ラ ゲ ナ ーゼ の基 質 と して 用 いた14C-glycine標

識 モ ル モ ッ ト皮 膚 コ ラー ゲ ン(比 活 性1200cpm/mg)

は永 井 らの 方 法101に よ り14C-glycineを 投 与 した モ

ルモ ッ ト皮 膚 よ り抽 出 精 製 し,最 終 濃 度0.4%(W/V)

とな るよ うに0.005M酢 酸 に溶 解 し, 4℃ で実 験 に

供 す るま で 保 存 した.

従 来 の ゲ ル 法 に よ る コラゲナ ー ゼ活 性 測 定6)に は,

 0.2mlの0.4%14C標 識 コラーゲ ン溶 液に0.4MNaCl,

 10mMCaCl2を 含 む0.1MTris-HCI緩 衝 液pH7.8

(以下0.1MTris-NaC1-CaCl2と 略 す)を0.2ml加

え,よ く混合 した の ち35℃ で一 昼夜incubationし,

線 維 形 成 を行 な った もの を基 質 と して 用 い た.

ま た,溶 液 反 応 に よ る コ ラゲ ナ ー ゼ活 性 測 定 に は,

 0.1mlの0.4%14C標 識 コラーゲ ン溶液 に対 し, 35℃,

中性pH領 域 に お け る コラ ー ゲ ンの 線 維 形 成 を防 ぐ

た め, 1Mglucoseを 加 えた上 記0.1MTris-NaCl-

CaCl2緩 衝 液(以 下0.1MTris-NaC1-CaCl2-glu

coseと 略 す)0.1mlを 加 え混 合 した もの を基 質 と し

た.

さ ら1に,コ ラー ゲ ン のdioxaneへ の 溶 解度 を測定

す る た め に は,上 記0.2%コ ラ ーゲ ン溶 液0.2mlに,

 0.2MNaCI, 5mMCaCl2を 含 む0.05MTris-HCl

緩 衝 液pH7.8(以 下0,05MTris-NaCl-CaCl,と 略

す)0.2mlを 加 え,計0.4m1/管 と して 用 い た.

オ タマ ジ ャ ク シ コ ラゲ ナ ーゼ

永 井 らの 方 法101に 従 い,オ タマ ジャク シ皮 膚 をTy

rode培 養 液 中 で3日 間 培 養 し,そ の 培 養 液 をDia

flowで 約10倍 に 濃 縮後, 0.05MTris-NaC1-CaCl2

に一 昼 夜 透 析 した もの を粗 酵 素 と して用 い た.

ま た,精 製 コ ラゲ ナ ー ゼ は,粗 酵 素 をacrylamide

 gel中 に 固 定 したコ ラーゲ ンを支持 体 と したaffinity

 chromatographyに よ り分 離 し た の ち, Sephadex

 G-75surperfine column chromatographyに よ り

作 製 した10).

o-phenanthroline溶 液

コ ラゲ ナ ー ゼ 活 性 を 阻 害 し,反 応 を 停 止 す る た

め, o-phenanthroline11)を80mMと な る よ うに50%

dioxane/waterに 溶 解 した もの を用 い た.

Ⅲ　 方 法

原 理

溶 液 法 に よ る コ ラゲ ナ ー ゼ 活 性 測 定 の 原 理 は,

 1)コ ラ ー ゲ ン の線 維 化 を防 止 し溶 液 状 態 に保 つ た め

に, glucoseを 添 加 した 緩 衝 液 中 で,コ ラ ー ゲ ン の

変 性 温 度 以 下 で しか もTCA(コ ラ ー ゲ ンの コ ラ ゲ ナ

ー ゼ に よ る分 解 産 物 の3/4fragment)の 変 性 温 度 以

上 の温 度 で14C識 コ ラー ゲ ン と コ ラゲ ナ ー ゼ を反

応 させ, 2)コ ラ ゲ ナ ーゼ の 阻 害剤 を添 加 し て反 応 を

停 止 後,分 解 産 物 の み を選 択 的 に 変 性 し, 3)変 性 し

た分 解 産 物 を室温 に て有 機 溶媒(dioxane)に よ り

選 択 的 にに抽 出 し,抽 出 され た 放射 活 性 よ りコ ラゲ ナ

ー ゼ活 性 を測 定 す る もの で あ る.

14C標 識 可 溶 性 コ ラー ゲ ン を 基質 と した コ ラゲ ナ ー

ゼ活 性 の 測定(溶 液 法)

glucoseを 含 む14C標 識 コ ラー ゲ ン溶 液(実 験 材

料 の 項 参 照)0.2mlに 任 意 の 酵 素 量 を含 む0.2mlの

0.05MTris-NaCl-CaCl2を 加 え, 35℃ で一 定 時 間

反 応 後,20μ1の80mMo-phenanthroline溶 液 を加

え反 応 を停止 した.反 応 停 止 後,さ ら に35℃ で60分

間incubationし,分 解 産 物 を変 性 後,室 温 に冷 却

し, 0.4mlのdioxaneを 加 え 激 し く攪 拌 した の ち,

 6000rpmで10分 間 遠 沈 し,残 った 未 分 解 コ ラ ー ゲ ン

を沈 澱 せ しめた.そ の 上 清0.5m1を10mlのBray溶

液mに 加 え,放 射 活 性 を測 定 した.

14C標 識 コラーゲ ンの再 生 線 維 を基 質 と し た コ ラゲ ナ

ー ゼ活 性 の測 定(ゲ ル 法)

永井 らの方 法6, 10)に従 い, 14C標 識 コ ラ ー ゲ ンの 再

生 線維 か ら溶 出 され る放 射 活 性 よ り,コ ラ ゲ ナ ーゼ

活 性 を測 定 した.す な わ ち, 0.4mlの コ ラ ーゲ ンゲ

ル(実 験材 料 の項 参 照)に0.2m1の 酵 素 を 含 む0.05M

Tris-NaCI-CaCl2を 加 え, 35℃ また は37℃ で 一 定

時 間反 応 後, 6000rpmで10分 間 遠 沈 し,そ の 上 清 中

の放 射 活 性 を測定 した.

disk電 気 泳 動

コ ラ ー ゲ ン分 解 産 物 のdisk電 気 泳 動 は 永 井 らの

方 法13)に 従 って 行 な った.
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蛋 白 の定 量

Lowryら の 方 法14)に 従 い,ウ シ血 清 ア ル ブ ミンを

標 準 物 質 と して 行 な っ た.

Ⅳ　 結 果

(1) 未 変 性 コ ラー ゲ ン と変 性 コ ラー ゲ ンのdioxane

に よ る分 別抽 出

dioxaneは 放 射 活 性 を 測 定 す る際 のscintilator

の 溶 媒 と して, Bray溶 液 はに使 用 され て お り,放 射

活 性 測定 の 際, quenchingを 起 さな い 有 機 溶 媒 で あ

る.そ にで, dioxaneを 用 い,未 変 性 コ ラー ゲ ン と

変 性 コ ラー ゲ ンの 分 別 を試 み た. 0.1%の14C標 識 未

変 性 お よ び熱 変 性 コ ラ ー ゲ ン溶 液0.4mlにdioxane

を順 次 加 えて い き,そ の 上 清 中 の 放 射 活 性 を測定 す

る に と はによ り,未 変 性 と変 性 コ ラ ーゲ ンの 各 濃 度 の

dioxane溶 液 中 へ の 両 者 の溶 解 度 を測 定 し,比 較 し

た(図1).

pH7.8で は,未 変 性 コ ラ ーゲ ン は最 終dioxane

濃 度33%で 完 全 に 沈澱 す るの に対 し,変 性 コラーゲ ン

(45℃, 10分 間)はdioxane濃 度50%ま で 可 溶 性

で あ り,そ れ 以 上 のdioxane濃 度 で 一 部 沈 澱 した

(図l-a).

一 方 ,酸 性pH下 で は,両 者共dioxane濃 度60%

ま で可 溶 性 で あ り,両 者 を分 別 す る条 件 は 得 られ な

か っ た(図1-b).

以 上 の結 果 か ら,未 変 性 コラ ー ゲ ン と変性7ラ ー

ゲ ンはpH7.8で33～50%dioxane溶 液 へ の 溶 解度

の 差 を利用 し,分 別 可 能 で あ る に とが推 察 され た の

で,次 にpH7.8で 両 者 の50%dioxaneへ の 溶解 度

を測 定 した.結 果 は.図2-aに 示 した ご と く,未 変性

コラーゲ ンは10～400μgま で ま った く50%dioxane

に 溶 解 しな いの に対 し,変 性 コ ラー ゲ ン は10～400

μgま で 定 量 的 に溶 解 した.

同様 に,未 変 性 と変 性 コ ラ ーゲ ンの 混 合 溶 液 に等

量 のdioxaneを 加 え,変 性 コ ラ ー ゲ ン を抽 出 した と

にろ, 50%dioxane中 で は 変 性 コ ラー ゲ ン は未 変 性

コ ラー ゲ ン と共 沈 す る こ とな く,上 清 中 に定 量 的 に

回収 され た(図2-b).

さ らはに, 50%dioxaneに によ る変 性 コ ラ ーゲ ンの 抽

出 に対 す る コ ラ ー ゲ ン以 外 の 蛋 白 の 影 響 をみ た.オ

タマ ジャクシ皮 膚 培 養 液 よ り得 た1.7mgの 蛋 白 を加

えた14C標 識 変 性 コラーゲ ン溶液 か らの50%dioxane

によ り抽 出 され た放 射 活 性 の 回収 率 は99%で あ り,

多量 の 粗 蛋 白の 存 在 下 で も,定 量 的 に14C標 識 変 性

コラー ゲンは50%dioxaneに よ り抽 出 され る に とが

明 らか とな った.

a) pH7.8 b) pH3.0

DIOXANE%(V/V)

図1　 中 性 お よ び酸 性 下 での 未 変 性 コ ラ ー ゲ ン と変 性 コ ラ ー ゲ ンの 種 々 濃 度 の

dioxaneへ の溶 解 度 の比 較

0.05MTris-NaC1-CaCl2-glucose(a)お よ び0.05M酢 酸(b)に 溶解 した0.1

%, 14C標 識 コ ラー ゲ ン(2400cpm/mg)溶 液0.4mlに 室 温 ににて,図 に示 した濃

度 と な る よ うdioxaneを 加 え,激 し く攪 拌 後, 6000rpmで10分 間 遠 沈 し,上

清 はに抽 出 され た 放 射活 性 を測 定 した,

○: 未 変性 コ ラ ー ゲ ン

●: 熱 変 性 コ ラ ー ゲ ン(45℃ 10分)

(2) 未 変 性 コラーゲ ンの50%dioxaneへ の 溶 解 度 に

対 す る温 度 の 影 響

室 温 下 で は,pH7.8の14C標 識 コ ラー ゲ ン溶 液 に

等 量 のdioxaneを 加 えて も,そ の上 清 中 に は ほ とん
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ど放射活性は抽出されない.し かし,酵素活性は一般

に25～37℃ で行なわれるため,反応終了後, dioxane

を加 え分解産物を抽出する際,残 存する未反応のコ

ラーゲンが抽出されない条件を選択する必要があり,

未 変 性 コラーゲ ンの50%dioxaneへ の 溶 解 度 に対 す

る温 度 の 影 響 を調 べ た.そ の 結 果 は 図3に 示 した ご

と く,未 変 性 コ ラ ー ゲ ン は25～29℃ で は ま った く50

%dioxaneに は不 溶(480cpmの うち20cpm)で あ

った が, 29℃ 以 上 で は温 度 が 高 くな る に従 って 溶 解

度 が 増 し, 35℃ で は約20%, 37℃ で は約29%が 溶 解

した.に の た め,変 性 コ ラ ーゲ ン(酵 素 に よ る分 解

産物)の 抽 出 は29℃ 以 下 で 行 な う必 要 が あ る に とが

明 らか とな っ た.

AMOUNT OF COLLAGEN

(μg)

DENATURED/NATIVE(μg/μg)

図2　 pH7.8に にお け る50%dioxaneへ の 変 性 コ ラー ゲ ンの溶 解 度

10～400μgの14C標 識 未 変 性(○)ま た は 変 性 コ ラ ー ゲ ン(●)を 含 む0.05M

Tris-NaCl-CaCl2-glucose溶 液(a),お よ び 未 変 性 コ ラー ゲ ン と変 性 コ ラー

ゲ ンの混 合 溶 液(b)そ れ ぞ れ0.4mlに 等 量 のdioxaneを 加 え,図1に 示 した方

法 に よ り上 清 中 に抽 出 され る放 射活 性 を測 定 した.

TEMPERATURE(゜C)

図3　 pH7.8に にお け る未 変 性 コ ラーゲ ンの50

%dioxaneへ の 溶解 度 に対 す る温 度 の影 響

0.05MTris-NaCl-CaCl2-glucoseに 溶 解

した0.1%14C標 識 コ ラー ゲ ン(480cpm/400

μg)溶 液0.4mlを そ れ ぞれ 図 に示 し た温 度 で

2時 間incubation後,同 じ温 度 ににあ らか じめ

あ た た め たdioxaneを0.4ml加 え,上 清 中 の

放 射活 性 を測 定 した.ま た35℃ お よ び37℃ で

2時 間incubation後,25℃ に冷 却 し, 25℃ の

dioxaneを 加 え抽 出 され た放 射 活性 はbarで

示 した.

一 方
,未 変性 コラーゲ ン溶 液 を35℃ で2時 間incu

bationし た後, 25℃ はに冷 却 後,等 量 のdioxaneを 加

え抽 出す る と,可 溶 性 放 射 活 性 は 約5%で あ り(図

中barで 示 した), 25℃ で 直 接 抽 出 され る値 と変 化

な か っ た.し か し, 37℃ で は冷 却 後 も約14%が 可 溶

化 され,コ ラ ーゲ ンの一 部 が 変 性 して い る可能 性 が

推 察 された.

(3) コ ラーゲ ン分解 産 物 の変 性 と50%dioxaneに よ

る抽 出

以 上述 べて きた ご とく, 50%dioxaneは 変 性 コ ラー

ゲ ンの 選 択 的抽 出 に適 した溶 媒 で あ り,に のsystem

を コ ラゲ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 に 応 用 す るた め,(イ)o

phenanthrolineに よ る コ ラゲ ナ ーゼ の 反 応 停 止,(ロ)

コラ ゲ ナー ゼ に よ るコ ラ ー ゲ ン分 解 産 物 の選 択 的 変

性 条 件 とそ の抽 出 につ き検 討 した.

(イ)o-phenanthrolineは によ る コ ラゲ ナ ー ゼ の 阻 害
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一 般 に コラゲナー ゼ の 反 応 停 止 ににはCa++の キ レ ー

ト剤 で あ るEDTA6)が 使 用 され て い る が, EDTAは

Bray溶 液 に 不 溶 性 で あ るた め,白 濁 し放 射 活 性 測

定 効 率 を著 し く低 下 させ る.に の た め, Bray溶 液

に可 溶性 のo-phenanthroline11)を 用 い検 討 した .

o-PHENANTHROLINE(mM)

図4　o-phenanthrolineに よ る コ ラ ゲ ナ ー

ゼ阻 害

10μ1の オ タマ ジ ャ クシ 粗 コ ラ ゲ ナ ー ゼ と

400μgの14C標 識 コ ラ ーゲ ン を,最 終 濃 度0
～4mMと な るよ うo -phenanthrolineを 添

加 した0.05MTris-NaCI-CaCl2-glucose緩

衝 液(pH7.8)中 で35℃, 2時 間反 応 後,室

温 に て等 量 のdioxaneを 加 え,図1に 示 した

方 法 にによ り上 清 中 に抽 出 され た 放 射 活 性 を測

定 した.

INCUBATION TIME AT35゜C(MIN)

図5　 コ ラゲ ナ ー ゼ に よ るコ ラ ー ゲ ン分解 産 物 の35℃ にお け る変 性
14C標 識 コ ラ ーゲ ン(480cpm/400μg)を 精 製(○)お よ び粗 コ ラゲ ナー ゼ(●)

とそ れ ぞ れ25℃ で22時 間(a),お よ び35℃ で1時 間(b)反 応 させ, 20μlの80

mM o-phenanthroline溶 液 を加 え反 応 を停 止後, 35℃ で0～120分incubation

し,室 温(22～28℃)に にもど した 後,等 量 のdioxaneを 加 え,変 性 し上 清 に可

溶 化 され た放 射 活 性 を測 定 した.

す な わ ち, 400μgの14C標 識 コ ラー ゲ ン と オ タマ

ジャク シコラゲ ナーゼ の 反 応 液 にo-phenanthroline

を0～4mMと な る よ うに加 え, 35℃ で2時 間 反 応

後,た だ ち に 室 温 に 冷 却 し,等 量 のdioxaneを 加

え,そ の上 清 に 抽 出 され た 放 射 活 性 を測定 した .そ

の結 果 は 図4に に示 した ご と く, o-phenanthrolineは

1mMで ほ ぼ完 全 に コ ラゲ ナ ーゼ を 阻害 す る に とが

明 らか とな った の で,安 全 度 をみ て,反 応 停 止 に は

0.4mlの 反 応 液 に 対 し,  80mM o-phenanthrohne

溶 液20μ1(最 終 濃 度4mM)を 加 え る に と と し た.

(ロ)コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る コ ラー ゲ ン分 解 産 物 の35℃

に お け る 変性 時 間 と50%dioxaneに よ る抽 出

コ ラ ー ゲ ンの分 解 産 物 の 変 性 が 起 らない25℃ で 精

製 オ タマ ジ ャク シ コ ラ ゲ ナ ー ゼ と14C標 識 コ ラ ーゲ

ン を反 応 し, o-phenanthrolineを 加 え 反 応 を 停 止

後, 35℃ で0～120分incubationし,室 温 にに冷 却 後,

等 量 のdioxaneを 加 え,変 性 して50%dioxane可 溶

性 とな る分 解 産 物 の 増 加 を時 間 を追 って 測定 した.

そ の 結 果,酵 素 反 応 停 止 直 後 で は,分 解産 物 は未

変 性 で あ るた め,ま った く放 射 活 性 は50%dioxane
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図6　 50%dioxane抽 出 お よ び 沈澱 画 分 のdisk電 気 泳 動pattern

図5-bの(●)に 対 応 す る50%dioxane抽 出 沈 澱画 分(a)と 上 清 画 分(b)を

それ ぞれ7.5%acrylamide gelを 用 い, pH2.3disk電 気 泳 動 を行 な っ た.沈

澱 画 分 は0.4mlのglycine-酢 酸 緩 衝 液pH4.0に 溶 解 後, 45℃ で10分 間 あ た た

め,コ ラ ー ゲ ン を変 性後,泳 動 を行 な っ た.ま た上 清 画 分 はdioxaneを 除去 せ

ず,そ の ま ま泳 動 に か けた.
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にによ り抽 出 され なか っ た(図5-a, 0時 間).し か

し,反 応 停 止 後, 35℃ でincubationす る と,コ ラ

ー ゲ ンの 分 解 産 物 は 変 性 して50%dioxaneに に抽 出

され る よ うにな り,抽 出 され る 放 射 活 性 は60分 で

plateauと な った(図5-a).

にれ はに対 し,酵 素 反 応 を35℃ で 行 な った 時,反 応

停 止 直 後 で もか な りの 放 射 活 性 が50%dioxane可

溶 性 で あ っ た(図5-b, 0時 間).し か し,分 解産

物 の 一 部 は ま だ未 変 性 で残 存 す る の で,分 解 産 物 を

完 全 に変 性 させ るた め にに,反 応 停 止 後 さ らに30～60

分, 35℃ でincubationす る必 要 が あ る に とが,図

5-bよ り明 らか とな った.

上 述 した結 果 を さ らに確 認 す る た め,図5-b(オ

タ マ ジ ャク シ粗 酵 素 反 応 物)に 示 した50%dioxane

可 溶 性 画 分 と沈 澱 画 分 を それ ぞれpH2.3のdisk電

気 泳 動 に よ り分 析 した.そ の 結 果 は 図6に 示 した ご

と く,コ ラ ーゲ ン分 解 産 物 は, 35℃ で 変 性 が 進 む にに

従 っ て,沈 澱 画 分 よ り上 清 画 分 にに移 行 す る の に対 し,

未 分 解 の コラ ー ゲ ン は αお よ び βbandと も, 35℃

で60～90分incubationし て も変 性 せ ず, 50%di

oxaneの 沈 澱画 分 に残 る に とが 明 らか とな った.

INCUBATION TIME(HR) ENZYME(μ1)

図7　 ゲル法と溶液法によるオタマジ

ャクシ精製コラゲナーゼ活性の比較

(a)10μlの 酵素溶液を用い, 35℃ で

溶液法(●)は1～4時 間,ゲ ル法(○)

は10～40時 間それぞれ反応 した.

(b)10～100μlの 酵素溶液を用い,

 35℃ で 溶液法(●)は2時 間,ゲ ル法

(○)は20時 間それぞれ反応した.

INCUBATION TIME(HR) ENZYME(μl)

図8　 ゲル法と溶液法によるオタマジ

ャクシ粗コラゲナーゼ活性の比較

オタマジャクシ皮膚培養液を粗酵素

として用いた.(a)25μ)の 酵素溶液を

用い, 35℃ で溶液法(●)は0.2～0.8

時間,ゲ ル法(○)は2～8時 間反応 し

た.(b)10～100μlの 酵素溶液を用

い,溶 液法(●)は0.4時 間,ゲ ル法

(○)で は4時 間それぞれ反応 した.ま

た同じ酵素溶液を用い,ゲ ル法ににより

37℃ で反応 したものを(×)で 示した.

(4)溶 液 法 とゲ ル 法 に よ るオ タマ ジ ャ クシ コ ラゲ ナ
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ーゼ活性測定の比較

以上述べて きたごとく,可 溶性14C標 識 コラーゲ

ンを基質とし,その分解産物を50%dioxaneに よ り

選択的にに抽出し,抽 出 された放射活性よりコラゲナ

ーゼ活性を測定するにとが可能となった(実 験方法

の項参照).そ にで400μg/管 の14C標 識 コラーゲ ン

を基質としたにの溶液法 と,従 来の14C標 識 コラー

ゲンの再生線維(800μg/管)を 基質 とするゲル法

を,オ タマジャクシの精製および粗コラゲナーゼの

両方を用いて, 35℃で それぞれ比較 した.

その結果,図7-aお よび8-aに 示 したごとく,

酵素の純度にに関係なく,反 応時間と酵素活性の間に

は,両 方法 ともよい直線性が得 られた.し かし,溶

液法では,そ の反応時間はゲル法の10分 の1で,同

じレベルの活性が測定 された.

また,酵 素量と酵素活性の間にも,溶 液法は使用

する基質量がゲル法の半分量であるににもかかわらず,

ゲル法よ り広い範囲で直線性が得 られた(図7-b

および8-b).

一般に
,ゲ ル法においては,酵 素活性は37℃ で測

定が行なわれており,オ タマジャクシ粗コラゲナー

ゼ活性をゲル法により37℃ で測定した時の値を35℃

と比較 した.そ の結果は図8-a, bに 点線で示した

ごとく,反 応速度は35℃ に比較して約40%高 くなっ

たが,反 応時間および酵素量 と酵素活性の間の直線

性に関しては, 35℃ のそれとかわりはなかった.

V　 考 察

ここに述べた溶液反応を用いたコラゲナーゼ活性

測定法は,従 来の固.液 相反応を用いたゲル法に比

し, backgroundが 低 く,反 応速度が約10倍 大きい

だけでなく,反 応系が均一であるため,酵 素量と酵

素活性の間によ り広い直線性が得 られた.さ らにゲ

ル法では,温 度, pHお よび種々の夾雑物により,コ

ラーゲンの再生線維の溶解が起 り,あ る一定の条件

以外では正 しいコラゲナーゼ活性を測定するにとが

困難であるが,溶 液法では,コ ラーゲンの変性の起

らない35℃ 以下の任意の温度,さ らにに分解産物の

dioxane抽 出時に反応液を中性に合せる操作さえ行

なえば,中 性以外のpHで もコラゲナーゼ活性を正

しく測定するにとが可能である.

また,ゲ ル法では,酵 素活性を測定しようとする

試料中に含まれる夾雑物のすべてが,放 射活性測定

時にBray溶 液 に加えられるが,溶 液法では,酵 素

にによる分解産物 を最終濃度50%のdioxaneに よ り

抽 出 す るた め,試 料 中 の 夾 雑物 の 多 くが 除 去 され,

放射 活 性 は低quenching,高 効 率 で 測 定 す る に が

で き る.

一 方
,コ ラー ゲ ン の 再 生 線 維 形 成 防 止 の た め,

 glucoseを 加 えたpH7.8の コ ラーゲ ン溶 液 を25℃ お

よ び35℃ で16時 間incubationし て も,コ ラー ゲ ン

の 変性 は起 らず, 50%dioxaneに 抽 出 され る放 射活

性 は480cpm/管 中,約20～25cpmで あ る.し か し,

 37℃ で2時 間incubationし た もの で は約70cpmが

50%dioxaneに 抽 出 され るよ うに な り,に の た め,

コラゲ ナ ーゼ 活 性測 定 の た め の反 応 温度 は35℃ が も

っ と も適 して い る と考 え られ る.

一 方 ,可 溶 性 コ ラ ーゲ ン は線 維 性 コ ラ ー ゲ ン にに比

し,コ ラゲ ナ ーゼ 以 外 の 他 のproteaseに 対 す る抵

抗性 は弱 い もの と推 定 され る.し か し,に にで 述 べ

た 実 験 条 件 下 で は, 400μgの14C標 識 可 溶 性 コ ラ ー

ゲ ンにに対 し, 0.002-0.2μgの 精 製 ウ シtrypsineを

35℃, 4時 間 反 応 させ た 時, 50%dioxaneに 抽 出 さ

れ る放 射活 性 は約20～50cpmで,こ れ は コ ラ ーゲ ン

分 子 そ の もの が分 解 され る こ と よ り も,コ ラ ーゲ ン

分 子 のN末 端 に存 在 す るtelopeptideが 切 断 され,

抽 出 され て くる もの と考 え られ る.そ にで 試 料 中 に

含 ま れ るコ ラ ゲナ ーゼ 以 外 のproteaseに によ る 影響

を少 な くす る た めに は,あ らか じめ, trypsine処 理

に よ りtelopeptideを 除 い た14C標 識 コ ラー ゲ ンを

基質 と して 用 いた 方 が よ い と考 え られ る.し か しな

が ら,コ ラ ゲ ナ ーゼ 以 外 の 中性proteaseを 含 むオ

タマ ジ ャク シの 皮 膚培 養 液(粗 コ ラゲ ナ ーゼ)お よ

びそ れ よ りaffinity chromatographyに よ り単 離 し

た精 製 コ ラ ゲ ナー ゼ を用 い,ゲ ル 法 と溶 液 法 を 比 較

した場 合,図7お よ び 図8に に示 した よ うに,そ の 反

応速 度 は コ ラ ゲナ ー ゼ の 精製 度 にに関 係 な く, 1: 10

で あ り,粗 酵 素 液 にに含 ま れ る コ ラ ゲ ナ ーゼ 以 外 の

proteaseの 影 響 は無 視 しえ る もの と考 え られ た.

以 上 の に とか ら,に こ に新 し く開 発 した溶 液 法 は,

従来 の ゲ ル法 と比 較 して 反 応 時 間 を短縮 す る に とが

で き,し か もbackgroundが 小 さ く,ま た,酵 素 量

と酵 素活 性 の 直 線 性 も明 確 で か つ 広 く,さ ら に試 料

中 はに含 まれ る夾 雑 物 の 影響 もよ り少 な い と考 え られ,

ゲ ル法 の代 りにに,ま た は 補 足 的 に コ ラゲ ナ ーゼ 活 性

測定 に利 用 され う る もの と考 え る.

Ⅵ　 結 語

1) 14C標 識 未 変 性 お よ び熱 変 性 コ ラ ー ゲ ン を 用 い,

種 々 の 濃度 のdioxane溶 液へ の それ ぞれ の 溶 解 度 を
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測 定 した.そ の 結 果, pH7.8で は未 変 性 コラ ー ゲ ン

は33～50%dioxaneに にはま った く不 溶 性 で あ るの に

対 し,変 性 コ ラ ーゲ ン は可 溶 性 で あ り,両 者 を分 別

抽 出 す る こ とが で きた.こ れ を利 用 し,溶 液 反 応 にに

よ る コ ラゲ ナー ゼ 活 性 の 新 し い迅 速 測 定 法 を考 案 し

た.

2) この 溶 液 法 の 原 理 は,基 質で ある14C標 識 コ ラー

ゲ ン(400μg/管)の 線 維 化 を防 止 す るた め, 0.25M

のglucoseを 含 む緩 衝 液 中 で 酵 素 反 応 を行 な い,

 o-phenanthrolineで 反 応 を 停 止 後
, 35℃ で その 分

解 産 物 の み を選 択 的 に変 性 し,等 量 のdioxaneを 加

え,そ の 上 清 中 に抽 出 され る放 射 活 性 を測 定 す る も

ので あ る.

3) オ タ マ ジ ャ クシの 皮 膚 培 養 液 お よ び それ よ り精

製 純 化 した オ タ マ ジ ャ クシ コ ラ ゲ ナ ー ゼ を用 い,従

来 のl4C標 識 コ ラ ー ゲ ン の再 生 線 維(800μg/管)を

基質 とするゲル法 と35℃ で比較したところ,溶 液法

は酵素の精製度に関係な く,反 応速度はゲル法の約

10倍 であ り,酵 素量と酵素活性の直線性の得られる

範囲 も2倍 以上広 くなった.
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A new rapid assay method of collagenase activity

 and its clinical applications

Part 1. A rapid assay method of collagenase activity

using 14C-labeled soluble collagen as substrate

 Kuniaki TERATO

The Third Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

 (Director: Prof. Tadashi Ofuji)

A rapid assay method of collagenase activity has been developed using 14C-labeled soluble 

collagen as substrate. This method is based on following three parts; first, carrying out the 

enzyme reaction with 14C-labeled collagen in solution containing 0.25M glucose to prevent 

collagen fiblil formation at 35•KC under neutral condition, second, denaturation of the enzyme 

digestion products at 35° C for 1hr after stopping the reaction by adding o-phenanthroline 

and third, selective extraction of the denatured 14C-products into dioxane at a final concent

ration of 50% and counting 14C-activity in the surpernatant. The rate of the reaction was 

about 10 times higher than that obtained by the conventional method using reconstituted 

collagen fiblils as substrate and relationship between enzyme activity and enzyme concentration 

was linear over a wider range regardless of the purity of collagenase.


