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I　 緒 言

コラゲナーゼは種 々の動物 のほ とん どすべ ての組

織 に存在 し1, 2),生理的およ び病 理的状態 を問わず,結

合組織の代謝 に関与 してい る.し か し,そ れ らの組

織 の中で,直 接活 性を示 すいわゆ る活 性型 コラゲナ

ーゼの存在が知 られているのは,好 中球のlysosome3)

と慢性関節 リウマチ患者の関節 液4)な どであ り,通

常 は大部分 が不 活性型(潜 在型 および阻害 された型

を含 む)で 存在 してい るもの と考 えられている5, 6)従

って,い かな る機序 によ り,こ のコラゲナーゼ活性

の発現 および抑制 の調節 がな されているの か,ま た

この酵素活 性の制御 と結 合組織疾患 にはいか なる関

係 が存在す るのかを解明 す ることは,今 日 もっと も

注 目 されてい る課題 である.

一方
,コ ラゲナーゼ活性は,前 報7)に 述 べ たよ う

に,主 に14C標 識 コラーゲンの再生線 維 を基質 とし

たゲル法B, 9)にによ り測 定 され てお り,反 応 時間が長

く,し か も酵素量 と酵素活性 の直線性 の得 られ る範

囲 も狭 いため,コ ラゲナーゼの活性化 や不活性化の

機構 を解明 した り,多 数 の臨床材料 について酵素活

性 を測定す るには不向 きであ り,前 報の溶液法7)の

採用 が望 まれる.

しか し,コ ラゲナーゼは動物種 や組織 が異 なる と,

特 異 性 にに差 があ るか も知 れず1, 10)そこにに含 まれ る夾

雑物の種類 も量 も異 なるため,す べての コラゲナー

ゼ につ いて,オ タマジ ャクシコラゲナーゼ と同様 にに

前報の溶液法7)を そのまま適 用で きるとは限 らない.

そ こで,今 後臨床上,注 目され るで あろうヒ ト好 中

球 お よび関節液 コラゲ ナーゼの活性測定 に対 し,溶

液法の適 用の可否 を検討 し,あ わせて各種疾 患患 者

好 中球 お よ び慢 性 関 節 リウ マ チ患 者 関 節 液 中 の コ ラ

ゲ ナ ーゼ活 性 を測 定 した.

Ⅱ　 実 験 材 料

14C標 識 コ ラー ゲ ン

コ ラゲ ナ ー ゼ活 性 測 定 の 基 質 と して は,前 報 の ご

と く, pH7.8, 0.2%"C-glycine標 識 モ ル モ ッ ト

皮膚 コ ラー ゲ ン(1200cpm/mg)91溶 液0.4ml(ゲ ル

法)お よ び0.2ml(溶 液法)を 用 い た7)

o-phenanthroline溶 液

前報 に示 した80mM溶 液7}を コ ラゲ ナ ーゼ 反 応 停

止 に 用 い た.

好 中球 コ ラゲ ナ ーゼ

好 中球 は岡 山大学 医学 部 附属 病 院 第3内 科 の 入 院

お よ び外 来 患 者,お よ び正常 人対 照 と して 同 第3内

科 医 局 員 よ り採 血 した ヘ パ リン加 新 鮮 血5mlよ り

Dioguardiら11)の0.83%塩 化 ア ンモ ン溶 液 に よ る溶

血 法 に よ り分 離 し た.え られ た好 中球 は1.5mlの

0.2MNaClお よび5mMCaCl2を 含 む0.05MTris-

HCI緩 衝 液pH7.8(以 下0.05MTris-NaC1-CaCl,

と略 す)に 懸 濁 後,凍 結 融 解 を3度 く りか え し 文

10,000gで10分 間遠 沈 し,そ の 上 清(蛋 白0.5～1.1

mgを 含 む)を 酵 素 溶 液 と して 用 い た.

関節 液 コ ラ ゲ ナー ゼ

岡 山大 学 医 学 部 附属 病 院 第3内 科 入院 お よ び外 来

の慢 性 関 節 リウ マ チ(以 下RAと 略 す)お よ び変形

性 関 節 症(以 下OAと 略 す)患 者 よ りえ た関 節 液 を,

阿 部 ら5)の 方 法 に 従 い, 3MNaIの 代 りに3MKI

処 理 し,コ ラゲ ナ ーゼ を活 性化 した もの を用 い た.

Ⅲ　 方 法
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溶 液 法 に よ る コ ラゲ ナ ー ゼ 活 性 の測 定

前 報7)と 同 じ く, 0.2mlの0.2%14C標 識 コ ラー ゲ

ン溶 液 を基 質 と し, 35℃ で 測 定 した.た だ し,分 解

産 物 の 抽 出 は,好 中球 コ ラゲ ナ ーゼ 活 性測 定 の 場 合

は反応 液0.4mlに 対 し,等 量 のdioxane(最 終 濃 度

50%)を 加 えて 行 な っ た が,関 節 液 コ ラゲ ナ ーゼ の

場 合 は,最 終dioxane濃 度 が35%と な る よ う,反 応

液 と等 量 の70%dioxane/水 を加 え抽 出 した.

ゲ ル 法 に よ る コ ラゲ ナ ー ゼ活 性 の測 定

0.4m1の0.2%14C標 識 コ ラー ゲ ン ゲ ル を 基 質 と

し,前 報7)にに同 じ く, 35℃ で行 な っ た.

casein分 解 活 性 の測 定

好 中球 抽 出 物 中 の 中 性protease活 性 は,永 井 ら鱈)

の 方 法 に従 い, 0.6%casein溶 液 を 基 質 と し, pH

8.0, 37℃ で測 定 した.

蛋 白 の定 量

前 報 と同様 にLowry法12)は によ った.

disk電 気 泳 動

前 報 と同様 に永 井 ら13)の方 法 に よ っ た.

Ⅳ　 結 果

(1)　変 性 コ ラーゲ ンのdioxane抽 出 に お よ ぼす 好 中

球 抽 出物 お よ び 関節 液 の影 響

未 変 性 コラーゲ ンはpH7.8で33%以 上 のdioxane

溶 液 に は不 溶 で あ るの に対 し,変 性 コ ラー ゲ ンは50

%dioxane溶 液 に可 溶性 で あ り,多 量 の オ タ マ ジ ヤ

ク シ皮 膚 培 養 液 よ りえ られ た蛋 白 に よ りそ の溶 解 度

は影 響 され な い こ と を前 報 に示 した7).し か し,好 中

球 抽 出物 お よ び,と くに 関節 液 で は蛋 白 の他 に 多量

の 多糖 体 な どを含 ん だ非 常 に粘 性 の 高 い液 で あ り,

これ ら を酵 素 溶 液 と して 用 い た場 合 の 反 応 液 か らの

コ ラー ゲ ンの分 解 産 物(変 性 コ ラー ゲ ン)のdioxane

に よ る抽 出条 件 を検 討 した.

そ の結 果 は 表1に 示 した ご と く,好 中球 抽 出物(蛋

白 と して300μg)は 変 性 コ ラ ー ゲ ン の50%dioxane

へ の 溶 解 度 に ま った く影 響 を与 えず,好 中球 抽 出物

共 存 時 で も14C標 識 変 性 コ ラー ゲ ン は50%dioxane

抽 出 上 清 中 に100%回 収 され た.一 方,関 節 液(50

μ1)共 存 時 で は, 14C標 識 変 性 コ ラー ゲ ンは50%di

o xane中 で 関 節 液 中 の成 分 と共 沈 し, 49%し か その

上 清 に放 射 活 性 は 回 収 され なか っ た.し か し, dio

xane濃 度30～35%で は,未 変 性 コ ラ ー ゲ ン は ほ と

ん どそ の上 清 中 に抽 出 され ない の に対 し,変 性 コ ラ

ー ゲ ンは関 節 液50～100μ1共 存 時 ににも,関 節 液 中の

成分 と共沈 す る こ と な く,そ の 上 清 中 にに定 量 的 にに抽

出 す る こ とが で きた.

(2) 好 中球 お よ び関 節 液 コ ラゲ ナ ーゼ にによ る コ ラ ー

ゲ ン分解 産 物 の 変 性 と そのdioxane抽 出

o-phenanthrolineに による コラゲナ ー ゼ反 応 の停 止

な ら びにに好 中球 お よ び関 節 液 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dioxane

抽 出 ににつ き検 討 した.

(イ) o-phenanthrolineに によ る好 中球 お よ び 関節 夜

コ ラゲ ナ ー ゼ の阻害

* 480cpm/400μg
,** protein300μg/100μ)

表1　 14C標識変 性 コラーゲンの各種濃度di

oxane抽 出に対す る白血球抽出物 および関節

液 の影響

白血球 抽 出 物(蛋 白 として300μg)とRA

患者関節 液50お よび100μlを それぞれ加 えた

0.4mlの0.1%14C標 識 コ ラー ゲ ン溶 液(pH

7.8)に 表 に示 した 濃度 とな る よ う各 々等 量 の

60, 70お よ び100%dioxaneを 加 え,激 し く

攪 拌 後, 6000rpmで10分 間 遠 沈 し,上 清 中 に

抽 出 され た放 射 活 性 を測 定 した.

14C標 識 コラーゲ ンと好 中球 お よ び関 節 液 コ ラ ゲ ナ

ーゼ の 反応 液 そ れ ぞ れ0 .4mlに, 80mMo-phenan

throline溶 液 を0～4mMと な る よ うにに加 え, 35℃,

 2時 間 反応 後,室 温 に て それ ぞれ 等 量 のdioxaneお
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よ び70%dioxaneを 加 え,上 清 にに抽 出 され た放 射 活

性 を測 定 し た.そ の結 果,両 酵 素 と も,オ タマ ジ ャ

クシ コラゲナー ゼ7)と 同様 にlmM o-phenanthroline

に よ りその 活 性 が阻 害 され る こ とが 明 らか とな った.

(図1).

0-PHENANTHROLINE(mM)

図1　o-phenanthrolineに よる好 中球 お よび

関 節 液 コ ラゲ ナ ー ゼ の 阻害

白 血 球 抽 出 物lO0μl(●)お よ び3MKI処

理 関 節 液50μl(○)と400μgの14C標 識 コ

ラ ーゲ ン を最 終 濃 度0～4mMと な る よ うに

o-phenanthrolineを 添 加 した0.05MTris

 NaCl-CaCl2-glucose緩 衝 液 中 で35℃, 2時

間 反応 後,室 温 ににて そ れ ぞ れ最 終 濃度50お よ

び35%と なるよ うにl00%dioxaneお よ び70

%dioxaneを 等 量加 え,表1に に示 した の と同

様 にに,上 清 に抽 出 され た放 射 活 性 を測 定 し た.

INCUBATION TIMEAT35゜C(MIN)

図2　 好 中 球 お よび関 節 液 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)と 好 中球(●)お よ び 関 節 液 コ ラ ゲ ナ

ー ゼ(○)を そ れ ぞ れ25℃ で22時 間(a)
, 35℃ で1時 間(b)反 応 し, 20μ1の80

mM o-phenanthroline溶 液 を添 加 し て 反 応 を停 止 後, 35℃ で0～120分 間

incubationし,室 温 にに冷 却 後,前 者 は50%,後 者 は35%と な る よ うdioxane

を加 え,上 清 に 抽 出 され た放 射 活 性 を測 定 し た.

(ロ)好 中球 お よ び 関節 液 コ ラゲ ナー ゼ にによ る コ ラー

ゲ ン分 解 産 物 の35℃ ににお け る変 性 とそ のdioxane

抽 出

好 中球 お よ び 関 節 液 コ ラゲ ナ ー ぜを25℃ お よ び

35℃ で14C標 識 コ ラ ーゲ ン と反応 し, 20μ1の80mM

 o-phenanthrolineを 加 え 反 応 を停 止 後, 35℃ で0

～120分incubationし,室 温 に て おの おのdioxane

濃 度50%お よ び35%と な る よ うdioxaneお よ び70

%dioxaneを 等 量 加 え,上 清 中 に抽 出 され た放 射 活

性 を測 定 し た.そ の結 果,両 酵 素 に よ る コ ラ ー ゲ ン

分 解 産 物 は オ タ マ ジ ャ クシ コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ る分 解

産 物 と同 様7,)反 応 温 度25℃ で は60分, 35℃ の 時 は約

30分 の35℃incubationで ほ ぼ完 全 に変 性 し,そ れ

ぞれ50%, 35%dioxane上 清 中 に 抽 出 され た(図

2-a, b)

ま た,両 酵 素 を25℃ で一 昼 夜 コ ラ ー ゲン と反 応 し,

反 応 停 止 後, 35℃ で60分,分 解 産 物 を変 性 し,そ れ

ぞれ50%お よ び35%dioxane抽 出 した 上 清 と沈 澱

画 分 のdisk電 気 泳 動 像 を 図3に に示 した.こ の結 果,

両 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ るコ ラ ー ゲ ン分 解 産 物 は それ ぞ
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図3　 好 中球 お よ び関 節 液 コラゲ ナー ゼ反 応 液 のdioxane抽 出 上 清 お よ び沈澱

画 分 のdisk電 気 泳 動pattern

400μgの14C標 識 コ ラー ゲ ン と好 中 球 お よ び関 節 液 コ ラゲ ナ ー ゼ を それ ぞれ

25℃, 24時 間 反 応 し, o-phenanthrolineで 反応 を停 止 後, 35℃ で1時 間,分

解 産 物 を変 性 し,図2に 示 した と同 様 はに,そ れ ぞれ50%, 35%dioxane抽 出 を

行 な った.沈 澱 画 分 は0.4m1のpH4.0, glycine-酢 酸 緩 衝 液 に溶 解 後, 45℃,

 10分 間 変 性 し,ま た 上清 画 分 は そ の ま まdioxaneを 除去 せ ず にdisk電 気 泳動

を行 な った.

C:コ ン トロ ール, Ss:関 節 液-上 清, Sp:関 節 液-沈 澱,

Ls:好 中球-上 清, Lp:好 中球-沈 澱

TIME(HR) ENZYME(μl)

図4　 ゲル法 と溶液法 によ る好中球 コラゲナーゲ活性の比較

a) 50μ1の 白血球抽出物 を用 い, 35℃ で溶液法(●)は1～4時 間,ゲ ル法(○)

は5～40時 間それぞれ反応 した.b)25～200μ1の 白血球 抽 出物 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.
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れ選 択 的 にに最終濃度50%お よび35%dioxaneに よ

り抽 出 され ることが明 らか となった.

(3) 溶 液法 とゲル法に よる好中球 およ び関節 液 コラ

TIME(HR) ENZYME(μl)

図5　 ゲル法 と溶液法 による関節液 コラゲ ナ
ーゼ活性 の比較

a) 25μ1のKI処 理関節液 を用 い, 35℃ で溶 液

法(●)は0.5～2時 間,ゲ ル法(○)は5～20

時間それ ぞれ反応 した.b)25～100μ1の 関節

液 を用い, 35℃ で溶液法(●)は0.5時 間,ゲ
ル法(○)は5時 間それぞれ反応 した.

COしLAGENOLYTIC ACTIVlTY(CPM/ML・HR)

BY SOLUTION METHOD

図6　 ゲル法 と溶液法 によ る好 中球 コラゲナ
ーゼ活性の相関性

任意 にに選択 した37例 の好 中球 抽 出物50～

100μlを 用 い,ゲ ル法 は30～40時 間,溶 液法

は2～3時 間反応 を行な った.

COLLAGENOLYTlC ACTIVITY(CPM ML.HP)
BY SOLUTION METHOD

図7　 ゲル法 と溶 液法 によ る関節液 コラゲナ
ーゼ活 性の相 関性

、

3MKI処 理 したRAお よびOA患 者関節液

(25～50μl)を 用い,ゲ ル法 は5～40時 間,

溶液 法は0.5～4時 間, 35℃ で反応を行なった.

ゲナー ぜ活 性の比 較

以上述べ て きた ごと く, 14C標 識可溶性 コラーゲ ン

を基質 とし,そ の分 解 産物 を好 中球 の場合 は50%

dioxane,関 節液 の場合 は35%dioxaneに に抽出す る

ことによ り,両 コラゲナーゼ活性 を溶液法にによ り測

定 できることが明 らか となった(実験方 法の項参照).

そ こで,好 中球 およ び関節液 コラゲナーゼ活性 を溶

液法 とゲル法 にによ りそれぞれ測定 し比較 した.そ の

結果 は 図4お よび図5にに示 す.両 酵素 ともオタマジ

ャクシコラゲナーゼ7)の 場合 と同様 にに,溶 液法 はゲ

ル法 はに比 し,反 応速 度 は約10倍 大 き く,さ らに酵素

量 と酵素活性 が直線 性 とな る範 囲 も広 かった.

とくに関節 液コ ラゲナーゼ活 性を測定す る場合,

関節液 の粘性 が非常 に高 いため,ゲ ル法 では反応 液

が均一 に混合 されに くく,コ ラゲナーゼのコラーゲ

ンゲル中へ の拡散 は不均一 で しか も遅 いため,そ の

活性測定値 は図5に 示 したように大 きな誤差 を生 じ,

正確 に測定す るこ とは困難 であった.こ れにに対 し,

溶液法 では,均 一 な反応 を行な いやす く,ゲ ル法に

比 しその測 定値 のバ ラツキ は少 なか った.

しか し,可 溶性 コラーゲ ンを基質 とした溶液法 に

よ り組織中の コラゲナーゼ活 性 を測定す る場合,組

織中 に含 まれ るコ ラゲナーゼ以 外 の 中 性protease

類の影響 を無視 で きない可能性 もあ る.溶 液法 にによ

るコラゲナーゼ活 性測 定 が これ らの中性protease

類によ り影響 を うけるか否か を明 らかににす るため,

コ ラゲナーゼ以 外の中性proteaseが 含 まれている

ことが知 られて いる14, 15)好中球 抽出物 につ いて, 37

例 を無作為に選 択 し,そ の コラゲナ ーゼ活性 をゲル

法 と溶液法によ り測定 し比較 した.そ の結 果,両 方
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法 によ り測定 したコ ラゲナーゼ活性 は 図6にに示 した

ごと く,相 関 係数rは0.997,危 険率1%以 内で有

意 にに正の相関 を示 し,溶 液法はゲル法 と同 じ高 い特

異性 を もったコ ラゲナーゼ活性の測定法 であ ること

が明 らか とな った.

同様 にに, KI処 理 にによ り活 性 化 したRAお よびOA

患者関節 液コ ラゲナーゼ活 性をゲル法 と溶液法 で測

定 し比較 した.そ の結果 は 図7にに示 した ごとく,両

方法 によ り測定 した コラゲナーゼ活性 は,相 関係数

rは0.829,危 険率1%以 内で相関性 はみ とめ られた

が,好 中球 コラゲナーゼの場 合 と異 な り,変 動巾 が

大 きか った.こ れは前述 したよ うに,ゲ ル法 によ る

関節液 コラゲナーゼ活性の測定値 の変動 巾が大 きい

ことによ るため と思 われ る.さ らにに,溶 液法 ににおい

て活性 が低 く測定 され る試料 が,ゲ ル法 ににおいて比

較的高 く活性 が測定 され る傾 向があ るこ とか ら,ゲ

ル法では反応時 間が長 いため,何 らかの要因 によ り

反応 中にに残存 す る不活 性型 コラゲナーゼの活性化 が

起 ってい るのか,ま たは,非 特異的 な コラーゲン線

維 の溶解 が起 ってい るとも考 え られる.

以上述 べて きた ごとく,溶 液法 はゲル法 に比 し,

単 に反応時間 を10分 の1にに短縮す ることがで きるの

みでな く,よ り正確 にに好 中球 および関節液 コラゲ ナ

ーゼ活性 を測定 で きる特異性 の高 いコラゲ ナーゼ活

性測定法 である ことが明 らか となつ た.そ こで,本

方法 を用 い,各 種疾患患者 よ り得 た好中球 お よび関

節液中の コラゲナーゼ活性 を測定 した.

(4) 各種疾患患者好中球中 のコラゲナーゼ活性の変

動

好中球 コラゲナーゼにに関 しては,そ の結 合組織代

謝 にお ける意義 や炎症性疾患 にお ける役割 りは現在

の ところまった く解明 されて いない.そ こで,今 後

この好中球 コラゲナーゼの存在意義や病理 的状態 に

お ける役割 りな どを明 らか にす るため,予 備 試験 と

して,正 常人18名,糖 尿 病(以 下DMと 略す)患 者

29名,全 身性 エ リテマ トーデス(以 下SLEと 略す)

患者9名 お よびRA患 者17名 ににつ き,好 中球 コラゲ

ナ ーゼ活性 を溶液法 を用いて測定 し,疾 患別 に比較

した.な お,好 中球 分離 操作中,明 らかにに白血球以

外の血 液成 分の夾雑が認め られ る試料 を除外す るた

め,血 液中の全白血球数 と分離 した白血球 よ り抽出

された蛋 白量が 図8にに示 した範 囲内に入 る ものの み

ににっ き,コ ラゲナーゼ活 性を測定 し,単 位蛋 白量当

りの活性 で示 した.

NO OF LEUCOCYTES INBLOOD(counts/mm3)

図8　 血液中の 白血球数 と分離 した白血球 か

ら抽 出 される蛋 白量の相関性

正常人 および各種疾患患者か ら得 たヘパ リ

ン加新鮮血5mlよ り白血球 を分離 し,明 らか

に赤血球の夾雑のない もの31例 を任意 に選択

し, 1.5mlの0.05MTris-NaCl-CaCl2を 加

え, 3回 凍結融解を く り返 し, 10,000gで10

分間遠 沈を行ない,上 清 中に抽 出 された蛋 白

量 を測定 し,血液中の全白血 球数 と比較 した.

NORMAL　 DM　 SLE　 RA

(18)　 (29)　 (9)　 (17)

図9　 各種疾患患者好中球 コラゲ ナーゼ活性

の変動

血液5mlよ り分 離 した白血球 か らの抽出蛋

白量 が図8に 示 した範囲内 ににある もののみに

ついて,抽 出液100μlを 用 い,35℃ で2～3

時間反応 し,単位蛋 白量 当 りの活 性で示 した.

結果 は図9に 示 した ごとく,各 群 内における変動

巾 は 非 常 に 大 き く,正 常 人 で は482±216(Mean

±S. D.以 下 同 じ), DM患 者 は350±246, RA患 者

は680±48lcpm/mg･hrで, DM患 者 で はや や低 く,

 RA患 者 で は逆 にやや高 い傾 向 が み と め られ たが ,統

計 的 にに有 意 の 差 は なか っ た.し か し, SLE患 者 で
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は, 1026±534cpm/mg・hrで 危険率1%以 内で正常

人よ り有意 に高 いコラゲナーゼ活性がみ とめ られた文

(5) RAお よびOA患 者関節 液 中の活性型 および不

活性型 コラゲ ナーゼ含量の変動

RA患 者 関節 液 中には,活 性型 コラゲナーゼの他

に,潜 在型 コラゲナーゼ といわれ る不活性型 コラゲ

ナーゼが多量 に含 まれていることが知 られている5,16)

これ らの コラゲナ ーゼのRAお よびOAは におけ る特

異性 とその変動 を明 らか にす るため, RAstageI,

 II, IIIおよびⅣの患者計15例 とOA6例 につ き,関

節液 中の活性型およ び不活性型 コラゲナーゼ含量 の

変動 を,溶 液法 とゲル法 を用 い測定 し比較 した.

* solution method ** gel method

表2　 RAお よびOA患 者関節液中の活性型 および不活 性型 コラゲナーゼ含量

RAお よ びOA患 者 よ り採取 した関節液 を3MKI処 理 によ り活性化す る前 と

後で,コ ラゲナ-ゼ 活性 の変化 をみた.溶 液法では50μlの 関節液を用い, 35℃

で0.5～2時 間,ゲ ル法では5～20時 間反応 した.

活 性 型 コ ラゲ ナ ーゼ は,関 節 液 を0.05MTris-

NaCl-CaCl,に 一 昼 夜 透 析 した もの50μlを 用 い,ま
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た,不 活 性 コラゲ ナーゼは関 節液 を3MKI溶 液 に

4℃, 20時 間透析 し活 性化 したの ちその50μlを 用

い測定 した.な お, KI処 理 によ り活 性化 され るコ ラ

ゲナーゼの割合 は常 ににー定 とはな らないため,各 試

料 は使用 まで-20℃ で保 存 してお き,同 時 ににまとめ

てKI処 理 を行 なった.

結果 は表2にに示 した ごとく, KI処 理前で はRAも

OAも その関節 液 中 にには明確 な コラゲナーゼ活性 を

溶液 法で もゲル法で もみ とめ られなか った.こ れに

対 し, KI処 理 によ り,大 部分のRA患 者関節 液中に

溶液法で もゲル法で も著 しい コラゲナーゼ活 性の増

加 がみ とめ られた.ま たOAで も, 6例 中2例 にに著

明な コラゲナーゼ活性の増加 がみ とめ られた.

RA患 者関節液中のKI処 理 によ り活 性化 され る不

活 性型(潜 在型)コ ラゲナーゼ含量 は,永 井が報告

してい るよ うにに16,)RA stageの 若い時期ほ ど多い と

推 定 は され るが,表2に 示 したごと く, stageI～

IIの 患者 関節液中にほ とん ど不 活性型 コラゲナーゼ

の蓄積 がみ とめ られない症例 があ るのに対 し,逆 に

stage Ⅳの患者関節 液 中に多量にみ とめ られ る場合

もあ った文 さらにに,同 一 患者で も関節 液採取 日にによ

り,そ こに含 まれ る不活 性型 コ ラゲナーゼ含 量に著

しい差 がみ とめ られた.こ の不 活性型 コラゲナーゼ

含量 は,個 々の患者の全身 お よび局所 の炎症症状,

す なわち, CRP,血 沈および関節液 中の白血球数 な

どとほぼ対応 してお り,炎 症症状 の激 しい時期 に高

いこ とが推定 された.以 上 の ことか ら,関 節液 中の

不 活 性型 コラゲ ナーゼ はRAに に多 くみ とめ られる も

のの, RAに 特異的な ものではなく,またRAのstage

の相違 によ り本質 的な差 のあ るもので もな く,全 身

および局所 の炎症症状 の激 しい時期 に関節液 中に多

量 に蓄積 され ることが推察 された.一 方,関 節液中

の不活性型 コ ラゲナーゼ含量 に著明 な変化 があるに

もかかわ らず,そ れに対応 した活性型 コラゲナーゼ

含量 の変化 はま った くみ とめ られず,関 節液中 ににお

ける不活性型 か ら活性型 コラゲナーゼへの変換 は明

らか ではなかった.

V　 考 察

14C標 識 可 溶性 コラーゲンを基質 と した溶液反応

に よるコラゲナ ーゼ活性測定法.(溶 液法〉 を ヒト好

中球 お よび関節液 コラゲナーゼ活性測定 に適用 した.

その結 果,コ ラゲ ナーゼ によるコラーゲ ン分解産物

の抽 出条件 をか えることはによ り,組 織が異な り,そ

こに含 まれ るproteaseを も含 めた夾雑 物の異な る

上記2種 のコラゲナーゼ活性 を従 来使 用 され て きた

ゲル法 と同様,特 異的 ににしか もよ り正確 にに短時間で

測定 で きる ことが明 らか となった.特 にに関節液 は粘

性が非常 に高 く,含 まれ る夾雑物 も多い ため,ゲ ル

法によ り正確 に活性 を測定す るこ とが困難 であ る.

同様 に溶液法 にお いて も,コ ラーゲン分 解産 物 は多

量に存在す る関 節 液成 分 と50%dioxane抽 出時に

共沈 し,定量的 に抽 出 されなか った文 しか しなが ら,

反応液0.4ml中,酵 素溶液 として関節 液 は100μl以

下 の量 を用 い,コ ラーゲ ン分解産物の抽 出を最終濃

度30～35%のdioxaneに よ り行 な うことによ り,定

量的に分解産物 を抽 出す ることが で きた.

この溶液法 を用 い,各 種疾 患患者好中球 および関

節液 コラゲナーゼ活性 を測定 しゲル法 と比較 した.

Lazarusら10)は,好 中球 コラゲ ナーゼ は可溶性 コ

ラーゲンを分解す るが,線 維性 コラーゲ ンに対す る

親和性 が弱 く,こ の酵素が働 くた めに は線維性 コラ

ーゲンを可溶化す る補 助酵素 を必 要 と し,他 の コラ

ゲナーゼとまったくその性質 が異 な ると述 べてい る.

しか し,線 維性 コラーゲ ンと可溶性 コラーゲ ンをそ

れぞれ基質 とす るゲル法 と溶液法にによ る好中球 コラ

ゲナーゼの反応速度 の比 は1: 10で,オ タマ ジ ャク

シηおよび関節液 コラゲナーゼの反応測 度の比 と同

じであることか ら,好 中球 コラゲナーゼの線維性 コ

ラーゲンに対す る親和 性は,他 の組 織 コラゲナーゼ

と異 なる ものではない ことが明 らか とな った.

また,各 種疾 患患者好 中球 コ ラゲナーゼ活性 を測

定 した結果,各 疾 患群 内での活性 のバ ラッキの範 囲

は非常 に大 きいににもかかわ らず, SLEで は正常人 に

比 し有意にその活性 が高 く,さ らにRAに おいて も

活性の高い症例 がみ とめ られ(図9),こ れ らの炎症

性疾患 において,好 中球 コラゲナーゼが何 らかの結

合組織の炎症 性代謝異常 に関与 してい るのではない

か と考 えられた.こ の ことは, Arthus型 ア レルギー

疾 患や血清病(serum sickness)の 動脈 炎ににお ける

血管基底 膜の分解 に好 中球 が関与 してい るこ と17,)さ

らに,好 中球抽 出物 が ヒト腎 の基底膜 やウサギの皮

膚 血 管 壁 に障害 を起す こと14)などか らも, immuno

 complex lesionと して のアレルギー性組 織障害 と

の関連 性が示唆 され る.い いか えれ ば,好 中球 コラ

ゲナーゼ も他の組織 コラゲ ナーゼ と同様 に,生 理 的

および病理的状態 ににお いて,何 らか の制御 を受 けつ

つ,結 合組織 の代謝 に関与 して いる可能性 があ るも

の と思 われる.

今回の成積 では,各 疾 患群 にお けるコラゲナーゼ
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活性の変動巾 が大 きい結 果が得 られた.こ の原因の

一つ として
,コ ラゲナーゼ活 性 を好 中球単位数 当 り

の活性で示 し得 なか ったためで ある可能性が ある.

しか しなが ら,今 回白血球分 離 に用い た塩化 アンモ

ニウム溶液 を用 い る溶血法 は好中球 を分離 す るの に

適 した方法 であ り,リ ンパ球 は好中球 に比 し,破 壊

されやす く,分離 前の好 中球 比率50～60%の ものが,

分離後 は80～90%に に上 る1l).さらに,今 回用 いた各疾

患 患者 の白血球 百分率 も好中球 はほぼ50～70%と 正

常人 と大差 な く,好 中球比率の変動 がコラゲ ナーゼ

活 性変動 の主原因 とは考 え られない.

一方 ,白 血球 が異物 を貧食す る際 に活性型 コラゲ

ナーゼが細胞か ら放出 される ことl6),化学物質1)や 生

体成 分(関 節液)19)に より好 中球 コラゲナーゼの活性

化 が起 ること,そ の逆 に,好 中球の細胞質 中にはコ

ラゲナーゼ を も含 めた各 種 中 性proteaseを 阻害す

る物質 が含 まれて いること20)などが最近明 らか にさ

れた.上 述 の これ らの要 因が,好 中球 抽出物中の コ

ラゲナーゼ活性の各疾 患群内 における変動巾の大 き

い原 因にな って いると も考 え られた.そ こで,好 中

球 抽 出物 中 のコラゲナーゼ活 性 とpH8.0に お ける

casein分 解活 性を任意 に選 択 した51例 について 比

較 した ところ,両 酵素活性 は相関係数rは0.7455,

 pく0.01で 有意 に正 の相 関を示 した.す な わち,両

酵素 とも,細 胞質 中 に存在す る共通の阻害 物質20)に

よ りその活性 が規 制 されてい るもの と考 え られた.

従 って,図9に 示 した各疾 患患者好 中球 コラゲナー

ゼ活性変動 の主原 因は,好 中球 中の阻害物質含量の

差 にによる もの と推定 され る.

以上の こ とか ら,好 中球 コラゲナーゼの生理的お

よび病理的 な結合組織 の代謝 における役割 りを明 ら

か に して い くためには,好 中球単 位当 りの コラゲナ

ーゼ活性の変動 を明 らか にす ると同時 に,活 性型 と

不活性型 コラゲ ナーゼ含 量の比,お よびコラゲナー

ゼ含 量 とその阻害 物質の量比な どをまず明 らかにす

る必 要があ ると考 えられ る.

さらに,各 組織 コラゲナーゼ活性 の発現 は,各種 ス

テ ロイ ドホルモ ンによ り大 きく影 響を受 け ること,

 21, 22, 23)また
,好 中球 コラゲナーゼは各種の非 ステロイ

ド系抗炎症剤 によ り直接阻害 を受 けること24)などが

知 られてい る.こ のためSLEやRA患 者好 中球 にみ

られ る高 いコラゲナーゼ活 性が,そ れ らの疾患 の本

質 によるためか,逆 に薬物 によ り本来の活性 よ りも

低 くお さえ られているの か否 かを,と くにに好中球 細

胞質 中の コラゲナーゼ阻害物質 との関係 にお いて明

らか にす る必要が ある.今 後の 多数症例 についての

臨床的検討が望 まれ る.

RAに おけ る軟骨や骨破 壊 が,関 節組織 におけ る

コラゲ ナーゼ活性の異常 亢進 に起因す るこ とは, RA

患者関節液中 に直接 コラゲ ナーゼ活性 がみ とめ られ

ること4}や, 3MNaIま た はNaSCNに よ り活性 化

され るいわ ゆる潜在型(Latent form)コ ラゲナー

ゼ と呼ばれ る不活性型 コラゲ ナーゼが多量 に蓄積 さ

れてい ること51か らも明 らかで ある文 この潜在型 コ

ラゲナ ーゼ には,血清由来の α2-macroglobulin5)と

結合組 織構成高分子の代 謝産物 と推定 され る低 分子

物質(X因 子)6, 16)と結合 した2種 の不活性型 コ ラゲ

ナーゼが知 られてお り,こ れ らの関節液 中ににおけ る

比率 はRAのstageや 羅 患年数 にによ り変化す ると云

われて いる18, 25)一方, OA患 者関節液 中に もRAと 同

様 にに潜在型 コラゲナーゼ が存在 す るが,そ の量 や検

出頻度はRAに 比 して小 さ く5,)RAとOAの 診断上の

一つの指標 とな り得 る可能性 が示 唆 されてい る,

しか し,今 回, RAstageI～ Ⅳの患者 関節 液中

の3MKIに よ り活性化 され る不活性型コラゲナーゼ

含量の経 日変化 をみた結果,表2に 示 した ごとく,

その経 日変 化は著 しく, RAstageが 若 いか らとい

って常 に関節液中の コラゲ ナーゼ含 量が 多い とは云

えないことが明 らか とな った.す なわ ち,関 節液中

の不活性型 コラゲナーゼはRAのstageよ りは各患

者の全身性および局 所の炎症症状 とよ り密 接にに関係

し,増 減 してい ることが推察 された.こ の ことは,

 OA患 者関節液 中に もRAと 同程度 の不 活性型 コラゲ

ナーゼが存在 しているこ とか らも推察 される.い い

か えるな らば,関 節液中の不活性型 コラゲナーゼの

存在 は,け っ してRAに 特 異的な もので はな く,関

節 組織 における結合組織の分解 を伴 な う一般的炎症

症状 と関係 して いる もの と考 えられ る文

関節液 中の2種 の不活性型 コラゲナーゼの うち,

α2-macroglobulinと の結 合 型 は,低 分子物質 との

結 合型 コラゲ ナ ーゼ に比 し, 3MNaIに よ り活 性

化 され る割合が著 しく小 さい25)このため,表2は に示

した 各患 者 関節 液 中 の3MKI処 理後,測 定 された

コラゲ ナーゼ活 性は主 に低分子物質 と結合 した コラ

ゲ ナーゼ量を示 して い るもの と考 え られ る.こ の低

分子物質 結合型 コラゲナーゼ は, chick embryoの

皮 膚 を組織培養 した時 にに得 られ る不活性型 コ ラゲナ

ーゼ とその分子量 および3MNaIに よ る活 性化 の挙

動がよ く似 てお り6,)コラゲナーゼ産生細胞 か ら分泌

された ままの未 変化 のproenzymeで あ る可能 性が
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示 唆 され ている.し か し,表2に に示 した ごとく,関

節液中の この不活 性型 コラゲナーゼ含 量にに著 しく変

化 がみ とめ られ るのに もかかわ らず,そ れに対応 し

た活性型 コラゲナーゼ量 は全例 で ほとん ど変 化がみ

られなか った.す なわ ち,永井 ら6. 16)の想定 して い る

よ うな,関 節液 中ににおいて,不 活性型 コ ラゲナーゼ

が活性型へ変換 され ると思われ る事実 をみいだす こ

とはで きなか った.し か しなが ら,コ ラゲナーゼの

産生 およびその活性発現 は,前 述 したよ うに各種 の

ステ ロイ ドホルモ ンや薬物に よって大 きな影響 を受

けてい ると考 え られ,関 節液中の不活性型 コラゲナ

ーゼが
, in vivoで 活 性 化 され るのか否 かについて

は さらに詳細な検討が必要 と思われ る.

また,α2-macroglobulinと 結 合 した コラゲナー

ゼ は,関 節組織 にお いて異常 産生 または異常 分泌 さ

れた活性型 コラゲナ ーゼが,炎 症に伴 な う血管透過

性の亢進 によ り浸 出した血清 中の α2-macroglobulin

と結合 し,不活性型酵素 として関節液中 に蓄積 され,

代 謝分解 されて い く過 程の ものであると考 え られる.

したが って, in vitroににおいて3MNaIやKI等

に よ り活性化 され ることのみか ら,関 節液中の不活

性型 コラゲナーゼが, in vivoに おいて も活 性化 さ

れ る潜在 型の コラゲ ナーゼで あるとは云 えない.

さらに,関 節液中 には,コ ラゲナーゼよ りもは る

かに多量 の α2-macroglobulinが 存在 し,α2-macr

oglobulinと コラゲナーゼの親和力は コラゲナーゼ と

コラーゲ ンの親和力 よ りも強 いことが明 らか とな っ

てい る16).従って,関 節液中の不活性型 コラゲナーゼ

が活 性 化 され た場 合 は,た だ ちに多 量に存 在す る

α2-macroglobulinと 結 合 す るもの と考 えられ,い

か にして活性型の まま基質 で ある関節 の結合組織 に

到達 し,そ の分解 にに関与 す ることがで きるのか説明

がつかない.

以上述 べて きたごと く,関 節液中の不活 性型 コラ

ゲナーゼがはた して真の潜在型 コ ラゲナーゼであ る

か否 かについて は,今 後の生化学 および臨床 領域 に

お ける詳細 な検 討が必 要 と思 われ る.

VI　結 語

1) 14C標 識可 溶 性 コラーゲ ンを基質 とした溶液法

を好 中球 および関節液 コラゲナーゼ活 性測定 に応用

した.そ の結果,好 中球 コラゲナーゼはオタマジ ャ

ク シコラゲナーゼ と同様 にに測定 す ることがで きた.

しか し,関 節 液 コラゲナーゼにに関 しては,夾 雑物 が

多量 に含 まれてい るため, 14C標 識 コラーゲンの分解

産物の抽出は,最 終 濃度50%dioxaneの かわ りに,

 35%dioxaneを 用 い ることに よ り,測定す る ことが

可能 とな った.

2) 14C標 識 コラーゲ ンの再 生 線 維 を基質 とす る従

来のゲル法 と溶液法 を比較 した結 果,好 中球 コラゲ

ナーゼ も関節液 コ ラゲナーゼ もその反応 速度の比 は

1: 10で,オ タマジ ャクシコ ラゲナーゼ と同 じく,

これ らのコ ラゲナーゼの線維性 コラーゲ ンと可溶性

コ ラーゲ ンに対す る親和度 が等 しく,こ れ らの酵素

の特 性はよ く似 ていることが推察 された,

3) 種 々のproteaseを も含 めた夾雑 物 を含 む好中

球 および関節液 コラゲナーゼをそれぞれ溶液 法 とゲ

ル法 で測定 し比較 した結果,両 者 はそれぞれ危険率

1%以 内,相 関係 数rは0.963お よ び0.829で よ く

相 関 し,溶 液法 はゲル法 にお と らない特異性 の高 い

コ ラゲナーゼ活性測定法で あることが明 らか となっ

た.

4) 溶液法 を用い,各 種疾 患患者好中球 中の コラゲ

ナーゼ活性の変動 をみた結果,糖 尿病 の それ は正常

人 とほとん どかわ らなか ったが, RAで は正 常人より

活性 の高 い例 が み られ,さ らにSLEで は正常人群

よ り有意 にコラゲナーゼ活 性が増加 して いることが

み とめ られ た.

5) 同様 に, RAお よびOA患 者 関節液 中の コラゲナ

ーゼ活性 を, 3MKI活 性 化 処理 前 と後 で測定 した.

その結果,潜 在型 コラゲナーゼ といわれ る不 活性型

コラゲナーゼ はすべ て のstage(1～ Ⅳ)のRA患

者 およびOA患 者関節液 中に もみ とめられ, RAに 特

異的 な もの ではない ことが明 らか とな った.ま たR

A関 節液中の その含 量は同一患者 で も,日 によって

大 きな変動 があるに もかかわ らず,活 性型 コラゲナ

ー ゼは全例 にほとん どみ とめ られず
,不 活性型 コラ

ゲ ナーゼの活 性型 コラゲ ナーゼへの変換 は明 らかで

は なかった.
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A new rapid assay method of collagenase activity 

and its clinical applications

 Part 2. Determination of collagenase activity in human leucocytes 

and synovial fluids by the newly developed method

 Kuniaki TERATO

The Third Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School 

(Director: Prof. Tadashi Ofuji)

A newly developed collagenase assay method using 14C-labeled soluble collagen as sub

strate has been applied to the determination of collagenase activity in human leucocytes and 
synovial fluids. The results indicated that collagenase activity in the both samples could be 
measured by this method as observed with tadpole collagenase, except that 35% dioxane was 

preferable for the extraction of the enzyme digestion products in the case of synovial fluids. 
Collagenase activity determined by the present method was well correlated with that obtained 
by the conventional assay method using reconstituted collagen fiblils as substrate (r=0.963 
and 0.829 (p <0.01) respectively).

In preliminary experiments with leucocytes from patients with diabetes mellitus (DM), 
systemic lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid arthritis (RA), it was observed that 
collagenase activity in leucocytes increased significantly in SLE and from some patients with 
RA, while no appreciable differences were observed in diabetics, compared to that in normals.

In synovial fluids from patients with RA and osteoarthritis (OA), the accumulation of large 

amount of inactive (latent) form of collagenase was demonstrated by the treatment of syno
vial fluids with 3M KI. And it was varied significantly in one patient at different time while 
no appreciable amount of the active form was observed during the period.


