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Many assays for enzymes and metabolites of collagen metabolism have been investigated 

in serum to assess fibrogenesis， fibrolysis and fibrosis in chronic liver disease. We have ex-

amined the clinical usefulness of these serum markers in chronic liver disease. Serum lev-

els of prolyl 4-hydroxylase were elevated in relation to increases in liver enzyme activity， 

suggesting that serum prolyl 4-hydroxylase reflects the actual change in hepatic collagen 

biosynthesis. We developed the assay for serum lysyl oxidase activity through the partial 

purification the enzyme by a DEAE procedure in the presence of 6M urea and the follow-

ing dialysis against 3M KSCN. Serum lysyl oxidase activity was increased with the develop-

ment of histological liver fibrosis， indicating that serum lysyl oxidase is a sensitive indica帽

tor of liver fibrosis. Serum collagenase activity in chronic liver disease was lower than in 

the normal control， and decreased as liver disease developed. In contrast， serum level of 

the metalloproteinase tissue inhibitor was inversely correlated with serum collagenase ac・

tivity， indicating that serum col1agenase does not reflect the amount of collagenase in hu-

man fibrotic liver. Since the early stage of liver fibrosis is characterized by a relative larg-

er increase in type ill collagen， strong interest has been raised for type ill (PillNP)than 

for type 1 collagen propeptides(PICP). Serum PillNP level was increased in chronic ac-

tive liver disease， and was correlated with histological features of necrosis and inflamma-

tion rather than fibrosis. Serum PillNP should be regarded as a marker of ongoing fibro-

genesis in liver. Serum levels of the fragments of type N collagen such as 7S domain， 

TH domain and NCl domain were increased in chronic liver disease， these levels being cor“ 

related with the histological degree of liver fibrosis. Type N col1agen fragments are 

regarded as markers of basement membrane formation and sinusoids capillarization. The 

serial determination of these parameters and the combination of some parameters may help 

to evaluate the ongoing collagen metabolism in chronic liver disease. 

Key words liver disease， prolyl hydroxylase， lysyl oxidase， collagenase， TIMP， PillNP， 

PICP， type N col1agen 
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はじめに

各種線維化病変ではコラーゲンを中心とした細

胞外マトリックスの沈着が認められる.この線維

化の程度は通常病理組織学検査により評価されて

いるが，線維化の動的解析すなわち線維増生

fibrogenesis，線維融解fibrolysisについてはこの

方法では評価できない.このため細胞外マトリッ

クス代謝関連酵素および代謝物の血中での測定が

近年検討されている1.23， 25) 我々は，慢性肝疾

患で細胞外マトリックスの主要成分であるコラー

ゲンの代謝酵素および代謝物の車中での測定と肝

線維化病態との関連について検討してきたので，

これら成績を中心に肝線維化の血清学的診断の現

状を概説する.

1.コラーゲン代謝と肝構成コラーゲン

コラーゲン代謝は通常図 lの如く行われ

る11.15) まず，コラーゲン各型に特異的な

mRNAにより，粗面小胞体リボゾームでプロα一
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鎖が生成される.そして，ペプチド内のプロリン

およびリジン残基がプロリン水画変化酵素およびリ

ジン水酸化酵素により水酸化され，次いで，一部

のハイドロキシリジン残基にガラクトース，グル

コースが付着された後 3本のプロα一鎖が三重

螺旋を形成しプロコラーゲンとなる.ブロコラー

ゲンはゴルジ装霞を経て分泌され，細胞外でNお

よびC末端のペプチドがプ口テアーゼにより切断

され，コラーゲン分子となる.

コラーゲン分子内のリジン，ハイドロキシリジ

ン基は細胞外でlysyloxidaseにより酸化的脱アミ

ノ化を受けアルデヒド基となり，その後互いに非

酵素的に結合し架橋を形成する.架橋を形成した

コラーゲン分子は不溶性で安定なコラーゲン線維

として組織に沈着する.一方，組織に沈着したコ

ラーゲン線維も他の蛋白と陪様に代謝回転してお

り，特異的分解酵素コラゲナーゼにより分解され

る.また病態によってはコラーゲン分解カテプシ

ンによる分解も行われている.これらコラーゲン

代謝は，正常組織中では代謝由転は一般に低いが，
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実験的およびヒト線維肝では合成系および分解系

とも著明に上昇している8，9) 

生体内コラーゲンには，現在13種類が同定され

ているが，肝臓では 1，盟，N， V， V[型の 5種

類が認められている11) 1， m， V型コラーゲン

分子は300nmと長く架橋形成により線維東を形成

している.これらコラーゲンは間質コラーゲンと

呼ばれ，正常肝では主として門脈域に存在するが，

Disse腔にも認められる.N型コラーケゃンは基底

膜コラーゲンとむ呼ばれ， 400nmの分子が互いに

結合して格子状構造を形成している.正常肝では

門脈域の脈管や神経の基底膜， Disse腔に存在し

ている.V[型コラーゲンは細線維性コラーゲンと

呼ばれ， 100nmと短い分子である.この末端ドメ

インはコラーゲンに結合し，コラーゲン線維束の

周囲に細線維絹を形成している.肝でのコラーゲ

ン各型の割合はおおよそ I型35%，阻型35%，N 

型10%，V型10%，V[型10%である.肝小葉内に

おけるコラーゲン産生細胞は，伊東細胞，類澗内

皮細胞であるが，線維肝ではこれら細胞とともに

肝細胞も関与している.

慢性肝病変においてはコラーゲン量が増加しそ

の代謝が充進していること，更に，肝臓は血流に

富む臓器であるので，野組織中の変動が容易に血

中に反映され，血中のコラーゲン代謝酵素および

代謝物の測定は，肝線維化病態を把握する上で有

用と考えられる.

2. Prolyl 4-hydroxylase (PH) 

本酵素は粗面小胞体に局在し，ブロα一鎖中のプ

ロリンを水酸化しハイドロキシプロリンにする酵

素で，コラーゲン合成過程での律速酵素と考えら

れている23) PHは2種類のサブユニットα(分子

量64kDa)と戸(分子量60kDa)が2個ずつから成

る4量体 (α 2s2)である.喜孝素活性は 4最体

でのみ認められるが，組織中では 4量体あるいは

各サブユニットとして存在している.肝組織中の

PH活性は，実験的およびヒト線維肝で著明に増

加している.

血清中のPH活性はラットおよびヒトで検出さ

れるが，血清中のPHの活性型酵素蛋白最は総PH

蛋白量の10%以下であること，更に，血中には

PH酵素阻害因子が存在することより，検出され

る活性は一般に低くその正確性に疑問がある.実

際，実験的肝障害で血清PH活性と肝PH活性とが

相関しないことが示されているの.

このため免疫学的方法により血中PH酵素蛋白

量を測定することが試みられている.PHに対ーす

るポリク口一ナlレ抗体を用いて検討した成績で

は，血清P宜量は各種肝疾患で肝組織中のPH活性

およびPH蛋白量と密接に関連して増加すること

が示されているの. したがって，血清PH量は肝

での線維増生を反映するものと考えられる.この

場合の血清PH量の上昇機序としては，肝組織中

で増加したPHがコラーゲンの分泌とともに細胞

外に放出されるためと推測されている.

近年P耳の戸サブユニットに対するモノクロー

ナル抗体を用いた測定法も開発されている32) こ

の測定法を用いて検討した我々の成績では(表

1)，血中PHsサブユニットの正常値に対する増

加率，異常率は，慢性持続性百干炎で1.2倍， 32%， 

理性活動性肝炎で1.3倍， 44%，肝硬変で1.3倍，

50%であり，その増加率および異常率は一般に低

く，線維増生の指標としての有用性は少ないよう

に思われる.この理由として，PHsサブユニッ

ト自体が単独で;disulfideisomerase作用や細胞性

甲状腺ホルモン結合蛋白機能など25)，コラーゲン

合成以外の多くの作用を行っていることが挙げら

れる.

3. Lysyloxidase(LO) 

本酵素はコラーゲンおよびエラスチンの架橋形

成に関与する分泌酵素で，細胞外でこれら蛋白中

の特定のリジン，ハイドロキシリジンのEーアミノ

基を酸化的脱アミノ化し，それぞれに対応するア

ルデヒド (allysine，hydroxyallysine)にする7，12) 

生成されたアルデヒド基は，アルドール縮合ある

いはSchiff塩基形成を経て非酵素的に架橋を形成

する.この反応で可溶性のコラーゲン分子は不搭

性で安定した成熟コラーゲン線維となり組織に沈

着する. したがって，本酵素は組織へのコラーゲ

ン沈着を支配する重要な因子のひとつと考えられ

る.本酵素の産生細胞については不明な点も多い

が，内皮細胞や王子滑筋細胞などの血管系細胞とと

もに，線維芽細胞などのコラーゲン産生細胞で生

成されているものと考えられている.

肝組織中のLO活性は，実験的糠維肝で組織学

的に肝線維化が明らかとなるとその活性が著拐に

上昇することが示されている28) 本酵素は分泌酵

素で細胞外で作動することより，肝での本欝素の
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表 l 慢性肝疾患における血清線維化マーカー

No Control No CPH No CAH No 

PH (ng/mQ) 30 56土9 22 66:t 19 25 71土18

LO (dpm/mQ) 14 46:t 17 9 75土36 9 201:t 59 21 

MMP-1 (U/l) 24 62士12 10 39:t 11 12 31 :t8 15 

TIMP (ng/mQ) 25 159:t29 40 174:t40 50 200土46 42 

PIIINP (U / mQ) 25 O. 48:t0. 06 40 0.89土0.33 50 1.10:t0.35 42 

PICP (ng/mQ) 20 125士38 22 108:t35 24 107:t33 25 

7S-C (ng/mQ) 25 4. 4:t0. 7 40 6.0:t1.2 50 8.2土2.1 42 

IV-C (ng/mQ) 25 82:t18 30 95土29 41 144:t49 30 

Mean :tSD 

CPH chronic persistent hepatitis 

CAH chronic active hepatitis 

LC liver cirrhosis 

PH prolyl 4-hydroxylase 

LO lysyl oxidase 

MMP-1: collagenase 

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase 

PIIINP aminoterminal peptide of type国 procollagen

PICP carboxyterminal peptide of type N collagen 
7S-C 7S fragment of type N collagen 

IV -C central triple-helix of type N collagen 

LO 

SERUM 

Dialysis supernatant 
PBS(24h) 80%(NH~)2S01 

むialysis
PBS(24h) 

activity ・万一 7γ一一一 120一一四
(dpm/18h/ml) 

DEAE Batch 
in 6M Urea 

Dialysis 
PBS( 12h) 

Dialysis 

3M KSCN(16h) 

Dialysis 
PBS(12h) 

一一ーー一ーーしー-
138 606 

圏 2 血清処理とlysyloxidase活性

LC 

973:t13 

545土117

25:t7 

241:t78 

1.40土0.38

136:t55 

12.4土4.6

247土146
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変動は容易に血中に反映されるものと考えられ

る.事実，線維肝モデルで血中LO活性が肝LO活
性と平行して変動することが示されている28) し

たがって，血清LO活性の測定は障害肝での肝コ

ラーゲン沈着量を反映する有用な指標となるむの

と思われる.

しかし，血清中には本酵素の担害問子が存在す

るため，血清を痘接酵素液として用いても活性は

ほとんど検出されない.我々は，血清中より 6M

尿素下でDEAEセルロースbatch法により酵素を

分離抽出する操作と阻害閤子を3MKSCNで変性

不活化する操作を組み合せ，血清LO活性の測定

感度および精度を高めることに成功した(圏 2)10). 

この方法で測定された血清LO活性の正常値に対

する増加率，異常率は(表 1)，慢性非活動性肝

炎で1.6倍， 22%，漫性活動性肝炎で4.4倍， 56%， 

肝硬変で12倍， 81%であり，肝硬変で著明に上昇

することから血清LO活性が肝コラーゲン沈着量

を鋭敏に反映することが示された10)

4. Collagenase 

本酵素はmatrixmetalloproteinase (MMP)の代

表的酵素であり 1，IT， rn型コラーゲン線維を

N 末端より 3 1の部位で二つに切断する.本

酵素には，間質コラゲナーゼ (MMP-1) と好中

球コラゲナーゼ (MMP-8)がある.両者は分子

量，基質に対する親和性，酵素阻害剤などの点で

異なっている.間質コラゲナーゼは線維芽細抱を

はじめとする各種の結合織細胞で生成分泌される

が，好中球コラゲナーゼは細胞内の頼粒内にプロ

酵素あるいは活性型酵素として貯蔵されている.

ゲルクロマトでの検討では，血中のコラゲナーゼ

は主としてMMP-1由来であることが示されてい

る24)

組織中のコラゲナーゼ活性は，生理的には成長

過程の組織，分娩後の退縮子宮などで，疾患では

慢性炎症性疾患での組織修復および線維化過程，

悪性腫療での浸潤発育時などで増加する.線維肝

ではコラーゲン合成充進とともに，百干コラゲナー

ゼ活性が増加している8) したがって，これら病

態では組織中に増加したコラゲナーゼが血中に流

出し血中での活性が上昇することが推測される.

しかし，血液中にはα2マクログロプリン，

TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinases)な

どのコラゲナーゼ阻害因子が存在するため，通常

血清を直接酵素液として測定しでも活性は検出さ

れない.

近年，測定感度を高めた測定法の開発とともに，

血清を3MKSCNで透析し阻害因子を変性不活化

し，且つアミノフェニル水銀酢酸で活性化する処

置を加えた血清を酵素液とすることにより車清コ

ラゲナーゼ活性の測定が可能となった. Rajabi 

ら24)は分娩後の子宮退縮時には子宮コラゲナーゼ

活性の増加を反映して，血清コラゲナーゼ活性が

分娩前の 2能以上に上昇することを示している.

一方，↑蔓性肝疾患で検討した我々の成績では(表

1) 13. li)，血清コラゲナーゼ活性は肝病変の進

行とともに低下し，従来より報告されている肝組

織中でのコラゲナーゼ活性の増加とは逆の成績で

あった.この低下は血清TIMP量の増加と有意な

負の相関関係を示したことより(図 3)13. 17)， 

TIMPによる阻害は今回の前処量では活性化でき

ないことを示している.すなわち，血清TIMPが

増加する病態では組織中のコラゲナーゼ活性の変

動が正確に血中に反映されない.ただ，四塩化炭

素肝障害では血清コラゲナーゼ活性は肝での活性

と密接に関連しており I8)，薬物性肝障害では分娩

後と同様にTIMPの生成が少なく，血清コラゲ

ナーゼ活性が肝組織中の活性を反映するものと思

われる.

5. TIMP 

TIMPは，コラゲナーゼ，ゼラチナーゼ，スト

ロメリシンなどのMMPと化学量論的に 1で

非共有結合し，その活性を特異的かつ不可逆に阻

害する20)

TIMPには，分子量28KDの糖蛋白であるTIMP-

1と分子量23KDの糖鎖を持たない蛋白である

TIMP-2とが存在する.両者は構造的にも阻害様

式でもよく似ており，産生細胞もほぼ同じである

が，一般にTIMP-1の方が量的に多い.TIMP-1 

とMMP との五dは1O-9~10-11と高い親和性が認め

られている • TIMPは線維芽細抱を含めた多くの

MMP産生細胞で生成される.ヒト肝では伊東細

胞も産生することが明らかにされている2) この

ようにTIMPは， MMPと同じ細胞で生成される

こと， MMPと親和性が高いことより，組織中で

のMMP活性の調節に重要な役割を演じているも

のと考えられている.

最近血清TIMP-1の免疫学的測定法が開発され
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図3 血清コラゲナーゼ活性と血清TIMP量との関係

ており 3)，コラゲナーゼを含めたMMPの紐織中

の変動を逆にTIMPの測定によりある程度推測す

ることができる.↑畏性ウイルス性肝疾患での我々

の成績では(表1)，血清TIMPの正常値に対す

る増加率，異常率は，慢性非活動性肝炎で1.1倍，

18%，慢性活動性肝炎で1.3倍， 34%，肝硬変で

1.5倍， 48%であり，肝病変の進行ととむに増加

し，組織学的肝線維化の程度と密接に関連してい

た14，16) したがって，血清TIMP-1の測定は，病

変肝でのマトリックスの分解状況を示唆するとと

もに，肝線維量を反映しているものと考えられる.

ただ，肝線維化の診断能は後で述べるN型コラー

ゲンに比べ劣っていた16)

6. III型プ口コラーゲンN末端ペプチド (P盟

NP)， I型コラーゲンC末端ベブチド (PICP)

間質コラーゲンである I型および盟型コラーゲ

ンは，まず細胞内でそれぞれのプロコラーゲンと

して生成され，細胞外に分泌後， NおよびC末端

ペプチドが酵素的に切断されコラーゲン分子とな

る.この際，切断された末端ペプチドは血中に遊

出するので，これら末端ペプチドの測定は，コラー

ゲン合成の指標となる可能性がある.現在， PIlI 
NP， PICPが臨床応用されている.正常肝では，

I型とE型コラーゲンの割合はであるが，

完成された硬変肝では I型が優位となる.ただ，

進行性の線維肝では盟型が優位となることより，

肝線維化病態の把握にはP頂NPがより有用であ

る.

1979年Rohdeら26)により血中PIlINPの測定法が

開発されて以来，各種の肝疾患で肝線維化病態と

の関連が検討されてきている1， 23， 25) 血清PIlI

NPは肝線維化の程度と関連しているとの報告む

あるが，多くの報告は肝での壊死炎症の程度と密

接に関連していることを示している.棲性肝疾患

での壊死炎症は線維増生を反映すると考えられ

る.実際，血清PIlINP濃度と肝PH活性が密接に

相関していることが恭されている31) 一方， PIlI 

NPは肝類洞内皮細胞で代謝されることより29)，

内皮細胞の障害が強いアルコール性肝硬変などで

は，そのクリアランスの低下も血清PIlINP上昇

に関与している可能性がある.

血清P現NPはさ当初牛皮膚PIIINPに対するポリ

クローナル抗体を用いたRIA法で行われていた
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関4 組織学的肝線維化の程度と車清線維化マーカー

o 

倍， 97%であった.肝生検組織所見との検討では，

肝線維化の程度よりも紐織学的活動指標とより密

接に関連していた16)

PICPは血中半減期が非常に短くその測定は困

難であったが，最近ウサギポリクローナル抗体を

用いたRIA法が開発されている5) 前述したよう

が，現在はモノクローナル抗体が利用され，主と

して非変性P盟NPが検出される.この測定法を

用いて慢性ウイルス性肝疾患で検討した我々の成

績では(表 1)16)，車清P皿NPの正常値に対する

増加率，異常率は，慢性持続性肝炎で1.9倍， 80 

%，慢性活動性肝炎で2.3倍， 98%，肝硬変で2.9
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図5 血清線維化マーカーの肝硬変診断能

に，完成された肝硬変では I型コラーゲンが優位

となるが，この場合のコラーゲンの代謝田転は遅

く許線維化の評価には感度が悪いことが予想され

る.慢性ウイルス性肝疾患で検討した我々の成績

でも(表 1)，血清PICPは慢性肝炎で正常群と差

がなく，肝硬変でもわずかに上昇するのみで，そ

の異常率は16%であった.なお 1型コラーゲン

は骨に多量に存在することより，血清PICPは骨

代謝の指標として臨床応用されている25)

7. N型コラーゲン

基底膜の主要成分であるN型コラーゲン分子は

N末端7S領域 (7Sドメイン)，中心部三重螺旋領

域 (THドメイン)， C末端非コラーゲン領域

(NC1ドメイン)から成っている30). 間質コラー

ゲンと異なり ，N型コラーゲンでは細胞外に分泌

後もNおよびC末端ドメインは切断されることな

く，互いに結合して格子状構造を形成している.

すなわち 4分子の7Sドメインが互いにSS結合

し，河時に 2分子のNC1ドメインが結合している.

正常肝の小葉内には基底膜は存在しないが，線維

肝ではその進展とともに類潤周囲に基底膜が形成

される.また，肝硬変では小葉を分割する線維性

隅壁にも N型コラーゲンが沈着する.

近年N型コラーゲンの7Sドメイン21)， NC1ド

メイン27)，THドメイン22)の血清中での測定法が

開発されている.本邦では7Sドメイン 4量体で

ある7Sコラーゲンに対するポリクローナル抗体

を用いたRIA法 (7S-C)とペプシン可搭化N型コ

ラーゲンを用いて作製された 2種類のモノクロー

ナル抗体 (7Sドメイン認識抗体とTHドメイン認

識抗体)を使用したサンドイツチEIA(IV-C)が

臨床応用されている.理性肝疾患でこれらN型コ

ラーゲンの血中濃度は肝疾患の進行とともに増加

し組織学的活動性肝病変よりも肝線維化の程度

と密接に関連していることが示されている1， 25) 

我々の慢性ウイルス性肝疾患で検討した成績で

も(表1)，血清7S-Cの正常値に対する増加率，
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N型コラーゲン各測定法での血中認識物質

者はー峰性を示した(図 6) 19) 

IV-Cはその測定原理より 7Sドメインを有する

THドメインを認識すること，更に血中認識物質

は単一であることより，主としてN型コラーゲン

の合成を反映しているものと考えられる.一方，

7Sドメインの 4最体である7Sコラーゲンは理論

的には沈着したN型コラーゲンの分解に由来する

ものであるが，実擦の測定系では7Sコラーゲン

自体とともに高分子および低分子の断片を認識し

ていること，更に肝硬変での増加は主として高分

子領域のものであることなどより，血清7S-Cも

主として合成を反映しているものと考えられる.

なお， NClドメイン測定系では， NClドメイン自

体のみを検出しており沈着したN型コラーゲンの

分解を反映すると考えられている27)

おわりに

血中線維化マーカーと肝線維化病態との関連お

よび、診断能について述べた.現在，これら線維化

圏 6

異常率は，慢性持続性肝炎で1.4倍， 50%，震性

活動性肝炎で1.9倍， 88%，肝硬変で2.8信， 95% 

であり，車清IV-Cのそれは，慢性持続性肝炎で

1.2倍， 20%，慢性活動性肝炎で1.8倍， 73%，肝

硬変で3.0倍， 83%であった16) 両者とも組織学

的肝線維化の種度と有意な相関関係を示したが，

その椙関係数は7S-Cでより高い値を恭した(菌

4) .また，肝硬変の診断能を7S-C，IV-C， P国

NP， TIMPでROC曲線を用いて比較検討すると，

7S-Cが最も有用であった(図 5)16) この場合

の至摘cutoff値は8.5ng/叫で、あり，感度79%，特

異度82%であった.

これらN型コラーゲン各断片の血中での上昇機

序については不明な点む多いが，沈着した組織中

町型コラーゲンの分解の充進あるいは合成充進に

伴う血中への遊出などが関与しているものと考え

られる.セフアクリ lレS400HRゲルクロマトで7S

-CおよびIV-C測定法での血中認識物質を検討し

た我々の成績では，前者は三峰性パターンを，後
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マーカーは診断的意義のみであるが，今後肝線維

化に対する治療薬の開発にともない，肝線維化の

治療効果判定のマーカーとして有用性が高まるこ

とが期待される.

稿を終えるにあたり，御指導と御校閲を賜りました

鳥取大学医学部第二内科教授川崎寛中先生に深く感謝

申し上げます.また，血清PICPの測定にあたり御協

力頂きましたSRL株式会社に御礼申し上げます.
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