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Abstract ： We 　examined 　four　ways 　for　collagen 　extraction 　from　bovine　skin 　tissue　at　different　ages ．
From 　fetus　alld　new 　born　bovine　skins ，50％ collagen 　was 　extracted 　by 〔｝，5Macetic 　acid 　treatment ．
From　the　3−month 　and 　18−month 　old 　bovine

，
　collagen 　was 　able 　to　be　extracted 　by　pepsin　or　proctase

dlgestion．　 Collagen　was 　hardly　extractable 　from　8−years 　old 　skin ，
　unless 　alkaline 　extraction 　was

applied ，　 Such　different　profiles　of　extractability 　may 　reHect 　change 　of 　collagen 　crosslinks 　during
aging ，　 Acid　labile

，
　reducible 　crosslinks 　were 　found　in　fetus　and 　ne 、v　born　bovine　skin ．　 Pyridinoline

was 　detected　in　the　bovine　skin ，　elder 　than 　3　month ，　and 　other 　crosslink ，　pentosidine ，　was 　exclusively
detected　in　the　8　years −01d 　bovine　skin ．　 We 　could 　not 丘nd 　any 　difference　in　amino 　acid 　compositions

and 　denaturation　temperature 　among 　the　collagen 　specimens 　prepared 　from 　differently　aged 　bovine
tlssues．　 However ，　the　features　of　fibril　formation　were 　characteristically 　different　from　each 　other ．

Key 　words ： collagen ，　aging ，　crosslink ，　extractability ，　fibril　formation

は　 じ　 め　に

　線維形成性 コ ラーゲ ン は動物 の 体内 に 最も多 く含まれ

る タ ン パ ク質群で あ り，組織 の 細胞外 マ トリッ ク ス を構

成 し て い る．皮膚真皮層 に は線維形成性 コ ラーゲ ン とし

て は 1，III，　 V 型 コ ラーゲ ン が 含まれ る．皮膚 は ， 生体

を外界 か らの 物理 的 ， 化学的 な刺激 か ら防御す る組織で

あ り，線維性 コ ラー
ゲ ン は皮膚組織の弾力性 ， 強度の維

持 に 重要な役割 を担 っ て い る と 考 え ら れ て い る IL2）．皮

膚 は加 齢 とともに外見が変化 し， 免疫学的， 機械的な防

御機能が低下 す る．特に弾力性の低下 の 原因と し て，線

維性 コ ラーゲ ン
，

エ ラ ス チ ン の 変化が考 え られ る． こ れ

らの タ ン パ ク質は 生体中で の 代謝が非常 に 遅 く，特 に 細

胞外 へ 分泌さ れ た 後 の 経時的変化が そ の 機能に 影響す る
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と考 え られ る．コ ラーゲ ン 分子 の翻訳後の修飾 に は水酸

化，糖付加が知 られ て い る が ， 月，年の オ ーダー
で 起 こ

る変化 と して は架橋が あ げ ら れ る．架橋は コ ラー
ゲ ン 線

維の安定化に関わ る と考 え ら れるが ，一方，皮膚 の 老化

に関わ る変化 に も影響す る と考え られ る．

　 コ ラ ーゲ ン に は 現在，以下 に あげる 3 種の 架橋構造が

知 ら れ て い る 3）．  リジ ン もし くは ヒ ドロ キ シ リジ ン残

基が リ ジル オ キ シ ダーゼ に よりア リジ ン が形成さ れ ， こ

れ が リ ジ ン もし くは ヒ ドロ キ シ リジ ン 残基 と反応 し て形

成さ れ る シ ッ フ 塩 基 を持 つ 還元性架橋．  還元性架橋を

経て 非酵素的 に形成 さ れ る ピ リ ジ ノ リ ン や ヒ ス チ ジ ノ ヒ

ドロ キ シ リジ ノ ノ ル ロ イ シ ン な どの成熟架橋．  生体 内

メ イ ラ
ー

ド反応 や生体内で 生 じ る ラ ジ カ ル に よ り形成 さ

れ る と考え ら れ る架橋 還元性架橋 は ，
コ ラー

ゲ ン 分子

内 ， 特 に テ ロ ペ プ チ ド間 で 形成され るもの と， テ ロ ペ プ

チ ドと隣接す る コ ラ ーゲ ン 分子 の 三 重 らせ ん領域 との 分

子 間 で 形成さ れ る も の が 知 られ て い る．成熟架橋で あ る

ピ リジ ノ リ ン や ヒ ス チ ジ ノ ヒ ド ロ キ シ リジ ノ ノ ル ロ イ シ

ン は ， 分子間に す で に形成さ れ た 還元性架橋 と異 な る コ

ラ
ー

ゲ ン 分 子 と の 間 に 形成さ れ る架橋 で あ る．
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　生体内メ イ ラ ード反応 や ， 活 ［生酸素及 び各種 ラ ジ カ ル

に よ る架橋の形成の多 くは ， in　 vitro の 系 で も形成 され

る こ と が確認 さ れ て い る
46 ｝．メ イ ラ ード反応 に よる架

橋成分 と し て は ペ ン トシ ジ ン 7）が 知 ら れ て い る が，そ の

形成 に は長時間を要し ， 生体の老化 と の関連性が示唆 さ

れ て い る．また 同定 さ れ て い な い 架橋成分 も多数存在す

る と考 え ら れ る．

　本報告 では，異 な る年齢の 牛皮か ら ， 酸 ， 2種 の タ ン

パ ク 質分解酵素，ア ル カ リを用 い た 4種 の 方法 に よ り コ

ラ ーゲ ン を抽出 し， その 抽出率 と
， 皮膚中の 架橋成分 と

の相関に つ い て検討 した．さら に 得 られた コ ラ ーゲ ン の

生化学的特性を 調 べ
， 加齢 に 伴 う コ ラ

ー
ゲ ン の 変化 を考

察し た．

材 料 と 方 法

試料お よ び試薬

　牛皮膚組織 は，北海道道東地区で 生産 さ れ た牛か ら 屠

殺時 に 採取 した．ペ プ シ ン は和光純薬 ， プ ロ ク タ
ーゼ は

明治製菓製 を使用 した．ピ リジ ノ リ ン は ウ シ脱灰骨か ら

Yoshimura らの 方法 に し た が っ て 精 製 し た
s ）．ペ ン ト シ

ジ ン は Grandhee 　and 　Monnierの 方法
9｝

に した が っ て合

成 した．

コ ラ ーゲ ン の 抽出 と精製
lo ）

　採取 した皮膚か ら毛 及び脂肪層 を除去後，0．1mMN 一

エ チ レ ン マ レ イ ミ ド
ー0．01mM フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ポ ニ

ル フ ル オ リ ドー1mM エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸
一
〇，01　M

リン 酸水素 ニ ナ ト リ ウ ム 溶液 （組織洗浄 液）中で ミ ン

ス
，

ホ モ ジ ナイ ズ した ．組織洗浄液で 十分に洗浄後 ， 10

倍量 の ジ エ チ ル エ
ー

テ ル
ー

エ タ ノー
ル （1 ；1）で 3 回脱

脂後 冷暗所 に て 風乾 した ．

　牛皮湿重量 あた り 50倍量 の 各 抽出液 を用 い て コ ラ ー

ゲ ン の 抽 出を行 な っ た．

　抽 出液 は 以 下 4種類 を用 い た ．  O ．05M 酢酸 （酸抽

出）  0．1mg ／mL ペ プ シ ン
ー0．5M 酢 酸 （ペ プ シ ン 抽

出）  0．1mg ／mL プ ロ ク ターゼー0．1N 酒石酸
一
酒石 酸

ナ ト リ ウ ム 緩衝液 （pH 　2．8） （プ ロ ク ターゼ 抽 出） 

0．125M モ ノ メ チ ル ア ミ ン ーO．75M 水 酸化 ナ トリウ ム

（アル カ リ抽出）

　抽 出温度 は 酸抽 出及 び ペ プ シ ン 抽出は 4℃ で ， プ ロ ク

タ
ーゼ抽出及 びアル カ リ抽出は 20℃ で 行な っ た ．

　 プ ロ クタ
ーゼ抽出液か ら は次の 方法で コ ラーゲ ン の精

製 を行 な っ た ．

　 プ ロ ク タ
ーゼ 抽出液 に 終濃度 2M と な る よ う NaCl

を加え，遠心 分離 （10．000gx30min ）に よ り沈殿 を回

収 し た ．沈 殿 を 0．05M 酢酸溶液 に 溶解 し て 遠 心分 離

（10，000g× 30　min ） に よ り不溶性成分 を 除去後 ， 再度

終 濃度 1M の NaCl を加 え ， 遠 心 分 離 （IO，OOO　g × 30

min ） に よ り沈殿 を 回収 し て こ れ を O．05　M 酢酸溶 液 に

再 溶解 し た ．pH 　7．5 の 緩衝液 に対 し て 透析 を行 な い

（等電点沈殿），得 られ た 沈殿 を O．05M 酢酸溶液 に 再溶

解後 O．005M 酢酸に対し て 透析 し実験に供 し た．

ア ミ ノ 酸分析及 び コ ラーゲ ン 量測定

　真皮 お よび抽 出 した コ ラ
ー

ゲ ン を 6N 塩酸で 110℃ ，

24 時間 ， 加 水 分 解 後 ， ア ミ ノ 酸 分 析 機 （Hitachi　L −

8500） を用 い て ア ミ ノ 酸 を測定した．ア ミ ノ 酸分析で 得

ら れ た ヒ ドロ キ シ プ ロ リン 量 を比較 して ， 真皮 か ら抽出

さ れ た コ ラーゲ ン 量 を算定した．

ドデ シ ル 硫酸ナ ト リ ウ ム ーポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電気

泳動 （SDS −PAGE ）

　Laemmli の 方法
’1）に 準 じ 3％濃縮 ゲ ル 及 び 5％分離

ゲ ル を調製 した．試料 は試料緩衝液中で 加熱溶解後に泳

動 し， ク マ シ
ーブ リリア ン トブ ル

ー R −250 で 染色 し た．

ピ リジ ノ リン 及び ペ ン トシ ジ ン の 測定

　牛皮 を 6N 塩 酸 で 加水 分解 後 ， 塩酸 を除去 し蒸 留水

に 溶解 し た 成分 を試 料 と し た．試料 を 4．6mm × 150

mm の C −18逆相 カ ラ ム （Shodex 　C　18−5A ）に 30　mM

の ヘ プ タ フ ル オ ロ 酪酸 （HFBA ） を含 む 20％ア セ トニ

トリル を 1mL ／min の 流速で 溶出分離 を行な い
，

ピ リ

ジ ノ リン 及 びペ ン トシ ジ ン を蛍光検出器 （Waters 　 474

scanning 　fluorescence　detector） で 検出 し た （励 起波

長 307nm ， 蛍光波長 390　Dm ）
12》．

円偏光 二 色 性 （circular 　 dichroism） に よ る コ ラーゲ ン

変性温度の 測定

　 コ ラ ーゲ ン 溶 液 （0．1mg ／mL 　 5　mM 酢 酸 ） を

0．25℃ ／min の 速度で 20DCか ら 50℃ に 昇温 した と き の

220nm に お け る 円偏光 二 色 性の 分 子 楕 円率の 変化 を

Polarimeter （日本分光．　 JASCO 　J−600） を用 い て 測定

し た．20°C と 50℃ に お け る分子 楕円率の 中点 の値 を示

す温度を変性温度 と し た．

再 生線維形 成

　等量 の コ ラ
ー

ゲ ン 溶液 （1mg ／mL
−5　mM 酢酸） と 2

倍 濃 度 リ ン 酸 緩 衝 生 理食 塩 水 （phosphate 　 buffered

saline ）を 4℃ で 混合後 ， 37℃ に 加温 して ，530　nm の 濁

度 の 変化 を分光光度計 （Miltonroy　Spectronic　601）を

用 い て 測定 した．

　濁度の経時変化 を示す曲線 （線維形成曲線）の傾 きが

最大 に な る点 で の 接 線 と 時間軸の 切片 を核形成時間

（t。） と した．また，最 終的な濁度 の 比較 は測定後 1時

間の値 を用 い た．
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結 果

種々 の 方法 に よ る コ ラ ーゲ ン の 抽出挙動

　胎児，新生児，3 ヵ 月齢 ， 18カ月齢及 び 8年齢の 牛真
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Fetus 　 　　 N　B 3m 　　　18m 　　　8y

　　　 Extractability　 of 　 boving 　 skin 　 collagens 　 fmm
fetus

，
　new 　born （NB ），

3・months 　o 艮d （3　m ），
18・months

old （18　m ）and 　8　years・old （8　y）animaL

Solid　column ，0．05　M 　Acetic　 acid 　extraction 　at　4℃ ；gray
column ，　 pepsin （  ．2％ ）ill　 O．5Macetic 　 acid 　 solution 　 at

4℃ ；hatched　column
，
　proctase （0．2％）in　O．I　M 　tartarate

buffer（pH　2．8）at 　20℃ ； open 　column
，
3％ NaOII （w ／v）

−

1．9％ monomethylamine （v ／v ） solution 　 at　 20℃ ，　 The
content 　 of 　 skin 　 collagen 　 or 　 extracted 　 collagen 　 was 　 esti −
mated 　by　comparing 　hydroxyproline　content 　after 　hydro ．
lysis　of　samples ．

皮 か ら ， 4種 の 方法 で の コ ラーゲ ン 抽出率を Fig．1 に 示

した ．こ こ で は ， 酸 ，
ペ プ シ ン ， お よ び プ ロ ク ターぜ 処

理 で は 24時間抽出を 3 回繰 り返 し て 得 ら れ た コ ラ
ー

ゲ

ン 量 ， ア ル カ リ処 理 で は 14 日間 の 抽 出 に よ っ て 得 られ

た コ ラーゲ ン 量か ら ， 牛真皮全 コ ラー
ゲ ン 量 に対 す る抽

出率を求め た．抽出率は そ れぞ れ の 試料 中 の ハ イ ド ロ キ

シ プ ロ リ ン 量 か ら コ ラ ーゲ ン 量 を算出 し比 較 し て 求め

た ．

　酸抽出法 で は，胎児及 び新生児真皮全 コ ラーゲ ン 中約

50％ の コ ラーゲ ン が可溶化 さ れ て き た が ， 3 ヵ月齢以上

の 牛真皮 で は ， 抽出量 が減少 し 3 カ 月齢 で は 16％，18

ヵ 月齢及 び 8年齢 で は 5％以下で あ っ た．ペ プ シ ン 及 び

プ ロ ク タ ーゼ 処理 で は ， 18 ヵ 月齢以下 の 牛真皮 に お い

て は い ずれ も組織中の ほ ぼ 全 コ ラーゲ ンが 可溶化され て

き た が ， 8 年齢牛真皮に お い て は，ペ プ シ ン で 10％ ，
プ

ロ ク タ ーゼ で 42％の コ ラーゲ ン が 可溶化 され ， 加齢 の

進ん だ組織か ら は プ ロ クタ
ーゼ が ペ プ シ ン より高 い 抽 出

能 を 示 した ．ア ル カ リ抽 出 に お い て は い ずれ の 18 ヵ 月

齢以 下の 牛真皮に お い て もほぼ全量 の コ ラーゲ ン が可溶

化 され，酸，プ ロ テア
ーゼ 処理 で はほ とん ど抽出さ れ な

い 8 年齢牛真皮 に お い て も 82％ の コ ラ ーゲ ン が 可溶化

された。ア ル カ リ処理 で は コ ラ ーゲ ン の テ ロ ペ プチ ド領

域 が 分解 され ， ア ス パ ラ ギ ン
， グ ル タ ミ ン 残基 が ア ス パ

ラ ギ ン 酸 ， グル タ ミ ン 酸残基 に変化 し て ， 等電点が 酸性

に な る こ とが知 ら れ て い る
13 ，．
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Fig．2．　 Sl）S・PAGE 　 of 　bovine 　 skin 　coliagen 　from　fetus，　new 　bom ，
3months −old ，18・months 　old 　and 　8　years・old 　animaL

Extracted　collagen 　was 　analyzed 　by　SDS −PAGE （5％ gel＞．（A ），0． 5　M
Acetic　acid ； （B），pepsin； （C），proctase ； （D ），

3％ NaOH （w ／v ）
−L9 ％

monometylamlne （v ／v）．　 ExtraCti〔｝n　condition 　was 　the　same 　as 　in　Flg．1．
Lane　1，fetus； lane　2，new 　born； 1ane　3，3　months 　old ；lane　4，18　months
old ，lane　5，8years 　old．
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　可溶化 さ れ た コ ラ ーゲ ン の架橋度お よ び分子種 を確か

め る た め，上 記の 各方法で調製 した コ ラーゲ ン 抽出液を

0．8μm の メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ
ーで ろ過 し た 後 ， SDS −

PAGE に よ っ て 分析 し た ．ウ ェ ル 当た りの コ ラ ーゲ ン

量 は 一定 に 調 製 し た （Fig，2）．い ずれ の 抽出法 に お い

て もウ シ 年齢 が 高 くな る に 従 い ，α 鎖 成分 に 対 す る β

鎖以上 の 高分子成分 の 割合 が 増加 して い く傾 向が 見 られ

た．特に，8年齢牛真皮 で は，泳動 に お い て 濃縮ゲル に

入 らない 高分子が多 く存在 したため ， 酸抽 出及 びペ プ シ

ン 抽出 で は ， α 鎖 ， β鎖 の検出量 が低 くな っ た．ア ル カ

リ お よ びプ ロ ク ターゼ 可溶化 コ ラーゲ ン は 酸，ペ プ シ ン

で 可溶化 さ れ た コ ラ ーゲ ン に 比較 して ， β鎖 γ 鎖成分

以 ヒの架橋 さ れ た鎖が少 ない 傾向が見 られた．ア ル カ リ

抽出に お い て は ， ア ミ ノ 酸側鎖の修飾に よ り各 コ ラ ーゲ

ン 鎖の移動度が ， 酸及び プ ロ テ ア ーゼ に よ る抽出と異な

り見掛け上高分子 の 位置 に 検出さ れ る．抽出さ れ た コ ラ

ーゲ ン の 分子種は，ク マ シーブ リ リ ア ン ト ブル ー R −250

に よる染色感度 の 範囲 で は 95％以上 1，III型 コ ラ ーゲ

ン で あ る と考え られ る．

　 次 に
， 新生児 ，

18 カ 月齢 及 び 8年 齢牛 真皮 を用 い て

抽 出 の 経時 変化 を検討 した （Fig．3）．酸 抽 出 に お ける

新生児牛 皮 で は ， 初 め の 3時 間 で 約 15％ の コ ラ
ー

ゲ ン

が抽出 さ れ そ の 後 ， 徐々 に増加 し， 7 日以 降 ほ ぼ 一
定

（50％〉の値 とな っ た．ペ プ シ ン
，

プ ロ ク タ
ーゼ で は，

抽出は ほ ぼ
一

日 以 内に完了 し ， そ れ 以上 処理 を続 け て

も ， 抽出効率は変化 し な い ．ア ル カ リ抽出で は新生 児お

よ び 18 カ月齢牛皮で は 3 日 で 全 コ ラ ーゲ ン が抽出さ れ

た ．8 年齢牛真皮 に お い て は抽出過程 は よ り緩慢で ， 14

日以上 に 渡 っ て 徐 々 に コ ラーゲ ン が 可溶化 さ れ る．

　 以上，各抽 出法 に よ る コ ラ ーゲ ン の 抽出率 の 変化か

ら
， 真皮組織 中 の コ ラ ーゲ ン は 加齢 に よ っ て 以下 の 3段

階 の 存在様式 があ る こ とが 推定 され る．  酸処理 に よ っ

て 組織 中 の 50％ の コ ラ
ー

ゲ ン が 可溶 化 され る状 態 （胎

児 と新生児），   酸処理 で は 可溶化 さ れ に くい が
，

プ ロ

テ アーゼ処理 で組織中の ほ ぼ 全量 の コ ラ ーゲ ン が抽出 さ

れ る状態 （3 カ 月及び 18 カ 月齢）．  プ ロ テ ア ーtf処理

に よ っ て も組織 の 60％の コ ラ ーゲ ン が 不溶の状態に あ

り， ア ル カ リ抽出に お い て 80％ が抽出さ れ る状態 （8 年

齢〉で ある．

架橋成分 の 変化

　牛皮膚を NaBH4 で 処理 す る こ と で 還元性架橋 を酸 に

対 して 安 定 化 さ せ た 後，酸 に よ る抽 出性 を調 べ た．

NaBH4 未処理 の 場合 に は約 50％の コ ラ ーゲ ン が抽出さ

れ た胎児及 び新生児牛真皮か ら は NaBH4 処理 す る こ と

で， コ ラ
ー

ゲ ン は抽出 され な くな っ た．こ の 結果 は，還

元性架橋が 若 い 組織 に お い て も形成さ れ て い る こ と を示

す．成熟架橋 に つ い て は，牛真皮 に 含 ま れ る ピ リ ジ ノ リ

A

B

C

D

100

80

60

40

0
　

00

　

0
　

0
　

0
　

0
　

00

　

0
　

0
　

0

　

0
　

00

　

0

2

　

0

8

6

4

2

　

0

8

6

4

2

　

0

8

　

　
　

　
　

　　
　
　
　　
　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　　
　
　
　　
　
　
　　
　
　
　
　

　　
　
　
　

　
　
　
　　
　
　
　　
　
　
　　
　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　　
　
　
　　
　

宕
oO6

＝

8
耋
2
£
9
、

5m
口

＝

8
石

g
。

舞
×

20
詳）

者
＝

9一
。

塁
×

Φ

二
 
ゆ
“

ニ

860

40

20

002468101214

Time （days ｝

Fig．3．　 Time　course 　for　collagen 　 extraction ．
（A ），0．05M 　 Acetic　 acjd ； （B），　 pepsin ； （C），　 proctase ；

（D ），3％　NaOH （w ／v ）
−1．9％　monomethylamine 　（v ／v ）．

Extraction　condition 　was 　the　same 　as 　in　Fig．1．　 At 正ndicat ・
ed 　time，　the　aliquot 　of 　extraction 　mixture 　was 　centrifuged ，
and 　the　 supernatant 　was 　measured 　for　collagen 　content ．
Symbols ： （○），new 　born； （］），18　months 　old ； （△ ），8
years　old，

ン とペ ン トシ ジ ン の 加齢 に伴 う変化 を測定した （Table

l）．ピ リ ジ ノ リ ン は 3 カ 月齢以上 の真皮で 検出さ れ た ．

ピ リ ジ ノ リ ン は胎児お よ び新生児で は 形成 さ れ て お ら

ず，3 カ 月齢以降 の 真皮で検出さ れ た ．生体内メ イ ラー

ド反応 に よ り形成さ れ るペ ン トシ ジ ン は 18 ヵ 月齢以 上

の真皮で 検出さ れ 特に 8年齢の真皮で多 く検出さ れ た ．

こ の 結果は，架橋成分の 出現に は順序が あ り， 還元性架
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Table　l　Pyridinoline　and 　 pentsidine 　contents 　of

　　　　 different　aged 　bovine　skins
A1

．0

pyridinoline　　　　　　pentosidine

　　 （rnmol ／mol 　Collagen ）

FetusNew
　born

3months −old
18months −old
8years −old

＊

n ．d．
＊

n ．d．
4．866
．5225
，72

＊

n ．d．
＊

n ．d．
＊

n ，d．
0．146
，85

　

　

　

　

　

　

5

　

　

　

　

　

　

0

（
F一
；

Oo
り

恥，
O．
∩▼）
》

＝

U一
二」
コ

」°
＊

n ．d，，　rlot　detected

橋 ， ピ リ ジ ノ リ ン
，

ペ ン ト シ ジ ン の順で 生成さ れ る こ と

を示 す．

0 ．0
　 0 20Time

（mln ）

40 60

コ ラーゲ ン の 生化学的性状

　側 鎖 の ア ミ ノ 酸が化学修飾 され る こ とな く抽出 され る

方法 の うち ， 最 も抽出率の 高か っ た プ ロ ク タ
ーゼ に よっ

て可溶化さ れ た各年齢ウ シ コ ラーゲ ン を塩分別に よ っ て

精製 し， そ の性状解析を行な っ た．ア ミ ノ 酸組成 はい ず

れ の 年齢の 真皮 コ ラーゲ ン に お い て も顕著な 差 は 見 ら れ

ず， 1型 コ ラーゲ ン の組成 と ほ ぼ
一

致 し た．円偏光二 色

性の 測定に よ っ て得ら れ た 変性温度 も， 年齢間で の 差は

見 い 出 せ ず ，
い ず れ の コ ラーゲ ン も 37℃ で あ っ た．

　一方，
コ ラ ーゲ ン の 線維形成能 を比較 した と こ ろ ， 由

来組織 の 年齢 に よ る コ ラ ーゲ ン の 顕著 な差が 見 ら れ た

（Fig．4A ）．線維形成 反応 に お け る核形成 時間 （tD） は，

胎 児 コ ラ
ー

ゲ ン で は 14 分，新 生児 コ ラ ー
ゲ ≧ で は 11

分，3 カ 月齢 が 8分 ，18 カ 月齢 が 5 分，そして 8 年齢 で

は 3 分と ウ シ の 加齢に伴 い 核形成時間が 短 くな る傾向 が

見 ら れ た．ま た ， 線維形成 に よ り生 じる 濁度 は ， ウ シ の

加齢 に伴 い 減少 し， 8年齢 コ ラーゲ ン で は 形成 された線

維 は肉眼観察で は ほ とん ど 透明で あ っ た．線維に取 り込

ま れ た コ ラーゲ ン 量 は ， 線維 を遠 心分離 （10，000g × 30

min ，37℃ ） に よ り分離し ， 上清 と沈殿 の コ ラーゲ ン 量

を測 定す る こ と で 算定 し た （Fig．4B ）．胎児 ， 新生児 ，

3 カ 月齢及 び 18 カ 月齢で は ， 線維を形成 し た コ ラ ーゲ

ン 量 は ，70−75％ と一定 で あ る の に 対 し，線維形成 に よ

っ て 生 じる濁度 は胎 児が 0．853， 新 生児 が 0．513，3カ

月齢 は 0．353，18ヵ 月齢 が 0．149 と大 き く異な っ た．8

年齢 で は 他 と比 べ る と線維 を形成す る コ ラーゲ ン 量 は約

55％ と多少 少 な い が ， 濁 度 が 胎 児 に 比 べ 1／10以 下 の

O．051と大 き く異 な っ た，

考 察

　 コ ラ ーゲ ン の 三 重 ら せ ん構造を維持 した 状態で の 抽出

法 と し て古 くか ら酸及びプ ロ テ ア ーゼ処理 が
一
般 に知ら

れ て い る．
一

方 ， 工 業的な手法と し て ア ル カ リ条件下で

の抽出が 開発 さ れ て き た
14 ）．酸抽出で は テ ロ ペ プ チ ド領

域 を保持 した い わ ゆ る ト ロ ポ コ ラ ーゲ ン 状態で ， ま た プ
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　 　 　 　 　 Fetus 　 　 NB 　 　 3m 　 　 18m 　 　 8y

Fig ．4．　 Fibril　 formation 　（37℃ ） of 　 differently　aged

bovine　skin 　co 且1agens．
A ．Turbidity　curve ．　Symbols ： （○〉，fetus； （口），new 　born
（NB ）； （△ ），3months −〔｝ld （3　m ＞； （● ），18　months −old （18
m ）； （▲ ），8yearsdd （8　y）．B ．　Am 〔，unt 　of ¢ ollagen 　incor．

porated 　into　fibril．

ロ テ ア ーゼ に よ る抽出 で は ， 架橋 に関わ る リジ ン 残基 を

含 む テ ロ ペ プチ ドが除 か れ た三重 らせ ん領域 だ け の 状態

で あ る ア テ ロ コ ラーゲ ン の 状態 で コ ラ ーゲ ン が得 られ

る．ア ル カ リ条件下で は ， テ ロ ペ プ チ ドの除去 と側鎖の

ア ミ ノ酸 の修飾を伴 っ た 状態で抽出さ れ て く る
13 ）・t4 ）．ア

ル カ リ条件下で の 抽出で は同時に 架橋成分 の 分解 も起 こ

る．実際 ， 我々 は ピ リジ ノ リン やペ ン トシ ジ ン 架橋 が ア

ル カ リ条件下で分解さ れ る こ と を確か め て い る．以上 の

各抽出法に お け る 反応を考慮す る こ と で ，異 な っ た年齢

の ウ シ 真皮組織 中で の コ ラ
ー

ゲ ン 分子 の 架橋の状態 を推

察で きる．

　胎児，新 生児牛 真皮 か ら は 酸 処理 で は 約 50％ の コ ラ

ーゲ ン が抽出され る が ， NaBH4 に よ る還元処理 で不溶

化 した こ とか ら， 新生児期以前か ら還元性架橋が形成さ

れ て い る と考え られ る．リ ジ ン 残基 の 酸化 を 阻害す る と

線維形成は起 こすが ， 線維と し て の十分な強度を保つ こ

とが で き な くな る と い う Yamauchi ら の 報告
16 ） と考 え

あわ せ る と ， 還元 性架橋 は 生体に と っ て体 を維持す る た

め に必須な架橋で ある と考え ら れ る．新生児牛真皮か ら

の 酸抽出は 7 日 と い う比較的長 い 時間が 必要で あ る の

は ， 酸に よ っ て 還 元 性架橋が 分 解さ れ ，
コ ラ ーゲ ン が

徐々 に抽出さ れ て くる た め と考え ら れ る．
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　ペ プ シ ン ， プ ロ ク タ ーゼ処 理 は ， 1 日 以 内で 完了 した

（Fig．3＞．こ れ らの 抽出法 は ， テ ロ ペ プ チ ド部分で架橋

し て い る コ ラーゲ ン を可溶化 し て い る と考え られ る．注

目すべ き は，8年齢 の 皮膚 か ら は ペ プ シ ン 処 理 で は 10％
の 抽 出に す ぎなか っ た に もか か わ らずプ ロ ク タ

ーゼ で は

約 40％ の コ ラ
ーゲ ン が 抽出さ れ て きた こ と で ある． こ

の差は ，
ペ プ シ ン と プ ロ クターゼ の テ ロ ペ プ チ ドの 切 断

位置が異な る た めで ある と考 えて い る．我 々 は ，
ペ プ シ

ン 処 理 で は架橋に 関わ る α2 鎖 の リジ ン 残 基が分解 さ れ

ず残 る の に対 し ，
プ ロ ク タ ーゼ は N 末端 か ら三 重 らせ

ん領域の数残基 内側を切断す る こ と を確認 して い る （未

発 表 ： Sato　et　aL ）．し た が っ て ，
ペ プ シ ン 処 理 で は 分

解 さ れ に くい α2 鎖を介 し た 架橋 を持 つ コ ラ ーゲ ン が ，

プ ロ クタ
ーゼ で可溶化 して き た と考え られ る．

　成熟架橋 は，テ ロ ペ プ チ ド領域の 還元性架橋 の シ ッ フ

塩 基 と他 の ア ミ ノ 酸 に 因 り非酵素的 に 形成 され て い く．

成熟架橋 は主 に ピ リジ ノ リン と ヒ ス チ ジ ノ ヒ ドロ キ シ リ

ジ ノ ノ ル ロ イ シ ン が 知 られ て お り， 個体の成長 に 伴 っ て

経時的に増加 して い く． ヒ ス チジ ノ ヒ ドロ キ シ リジ ノ ノ

ル ロ イ シ ン は ， 牛皮膚に お い て 4−5 年齢まで 徐々 に増加

し て い くこ と が報告 さ れ て い る
16 ｝．今回 ， 牛皮膚の ピ リ

ジ ノ リ ン は ，
ヒ ス チ ジ ノ ヒ ドロ キ シ リジ ノ ノ ル ロ イ シ ン

と 同様 に 加齢 に 伴 い 増加 し て い く傾 向 が見 ら れ た

（Table　1）．生体内で の 分布 は ヒ ス チ ジ ノ ヒ ド ロ キ シ リ

ジ ノ ノ ル ロ イ シ ン は主に皮膚に 多く存在 し ，

一
方 ， ピ リ

ジ ノ リ ン は皮膚以外 の 骨，腱，靱帯 と い っ た 組織 に 存在

し て い る
15｝．ピ リジ ノ リ ン は 1型 コ ラ ー

ゲ ン の α 1 鎖 C

末側 の テ ロ ペ プ チ ドの リ ジ ン 残 基 （α 1．16CLys ） 2個 と

α 1 鎖 87 番 の ヒ ド ロ キ シ リ ジ ン 残基 （α 1−s7Hyl ）間 を架

橋して お り，
ヒ ス チ ジノ ヒ ドロ キ シ リジ ノ ノ ル ロ イ シ ン

は α 1−16CLys ， α 1−＆，His と α2 鎖 の 92 番目の ヒ ス チジ ン 残

基間を架橋 し て い る と考え ら れ て い る
1η． こ の架橋部位

の違 い が ， 各組織 に特有な コ ラーゲ ン分子 の配列を規定

し て い る と考え られ て い る
16 〕・17 》．今回，皮膚由来 コ ラー

ゲ ン か ら ピ リ ジ ノ リ ン が 検 出 さ れ，さ ら に そ の 含有量 が

加齢 に 伴 っ て 増加す る傾向が 見 られ た こ と は ， 加齢 に よ

っ て 皮膚 の コ ラーゲ ン 分子 の パ ッ キ ン グが骨型 に 変化 し

て い る可能性を示 して い る．

　 プ ロ テアーゼ で 可溶化 され なか っ た コ ラ
ー

ゲ ン は三 重

らせ ん領域 で 架橋 した分子 と考 えられ る．三 重 らせ ん領

域 問の 架橋 と して は ペ ン トシ ジ ン が 知 ら れ る．ペ ン トシ

ジ ン の 出現 は ピ リジ ノ リン よ りさら に 遅れ て ， 18 ヵ 月

齢以降 ， 特に 8 年齢 の 牛 皮膚 に 多 く検 出 さ れ た。し か

し， 8 年齢で もペ ン ト シ ジ ン 含量 は コ ラ ーゲ ン 1000 分

子あた り 6 分子 に すぎない こ とか ら考慮 す る と， プ ロ ク

タ ーゼ で 抽 出 さ れ て こ な い 約 60％ の コ ラ
ー

ゲ ン 量 は ペ

ン トシ ジ ン だ け で は説明で き ない ．もっ と も ，
ペ ン ト シ

ジ ン の存在は ， 8 年齢牛皮中で 生体内メ イラ
ー

ド反応 が

起 き た こ と を示 して お り，他 に も未同定 の 生体内 メ イ ラ

ー ド反応生成物 に よ る架橋成 分 が存在 す る と考 え られ

る．細胞外マ ト リッ ク ス 成分 に は線維性 コ ラ
ー

ゲ ン に 対

し て親和性を 持 つ もの が 多 く存在 す る． こ れ らの 成分 と

コ ラーゲ ン分子 との 直接の架橋や ， 生体内メ イ ラード反

応を介 し て の 架橋 に よ り コ ラーゲ ン が不溶化 して い る可

能性 も否定 で き な い ．

　アル カ リ処理 で は，アル カ リ条件下 で起 き る抽出に伴

う化学反応 で ある テ ロ ペ プチ ドの 分解，側鎖 の 修飾 に よ

る等電点 の 低下 は酵素反応 に 比較 し て 遅 い 反応 で 2−5 日

を要す る
IR 〕．3 日よ り早 い 時点 で ， アル カ リ処理 の 抽 出

が酵素 に よ る 抽 出 よ り遅 い 傾 向が見 られ た の は こ の よう

な理 由で あ る と考え られ る．しか し ， 最終的に は ， ア ル

カ リ処理 は，他の 3種類の 方法で 抽出で き な か っ た コ ラ

ーゲ ン を ほ ぽ す べ て 可溶化す る強力な 方法で あ る こ とが

確か め ら れ た．

　次 に ，プ ロ ク タ
ーゼで 抽出さ れ た 各年齢の牛皮の コ ラ

ー
ゲ ン の 性質 の 比較 で は

， ア ミ ノ 酸組成 ，
プ ロ リン の 翻

訳 後修飾 （ヒ ドロ キ シ プ ロ リン 量）， 及 び ， 変性 温度 の

加齢 に よる変化 は見 られ なか っ たが ， ino癖 o 線維形成

に顕著な差が見 られ た。形成 した線維の 透明度 ， 核形成

時間は年齢に よ っ て 大 き く異 な っ て い た．各年齢 の コ ラ

ーゲ ン を SDS −PAGE に よ っ て 分析す る と， 抽出 された

コ ラーゲ ン は す べ て単量体 と し て の み存在し て い る の で

は な く， 架橋に よ る多量体 を形成し た ま ま の 分子 形状の

も の が 含ま れ て い た． こ の 多量体は，年齢の 高 い 牛皮膚

コ ラー
ゲ ン に よ り多 く含 ま れ て い た ．こ の よ うな多量体

コ ラー
ゲ ン は線維形成反応で核 と な る こ とが 考え ら れ ，

多量体が 多い 加齢 し た コ ラーゲ ン 試料 で は線維形 成反応

で の 核形成 時間 （t。）が短縮 され，更 に， こ の 核 の 数 量

が線維 の 形態 に 大 き く影響 して い る と推測 され る．

　
一

方 ， 8年齢 コ ラ ーゲ ン で は ， 線 維 に 取 り込 ま れ た コ

ラーゲ ン 量 が他の 年齢に 比 べ 低 い 値 を示 し た．8 年齢牛

真皮で は ， 他の 年齢 に は ほ と ん ど含 まれ て い な い と考え

られ る組織 に お い て 形成 さ れ た 三 重 らせ ん領域間の架橋

が 存在す る．抽出さ れ て き た コ ラ ーゲ ン 中に こ の 三 重 ら

せ ん領域間で 架橋 し た状態 の 多量体が含 まれ て い る こ と

が 推測 さ れ ，こ の こ とが 形 成さ れ た線維の構造を 異 な っ

た もの に して い る可能性が あ る．実際 ， 電子顕微鏡観察

で は，8 年齢 コ ラ ーゲ ン は再生線維の 直径が若 い ウ シ の

コ ラーゲ ン よ り細 くな っ て い た （未発表．Sato　et 　al ．）．

今 回 の 実験 で は 10，000g× 30　min とい う遠 心条件 で 沈

殿 した もの を線維 と して と りあつ か っ て い る が ，年齢の

高 い ウシ コ ラーゲ ン で は ， 微小な コ ラーゲ ン が こ の 条件

で は沈殿 せ ず ， 線維に 取 り込 まれた コ ラ
ー

ゲ ン 量 を過小

に 見積 もっ て い る 可能性 が あ る．

　以上 ， 異なる 4 種類 の 方法 で コ ラ ーゲ ン を抽 出 し，そ

の 性 質 を検討 した．その 可溶化度の 違 い か ら，
コ ラ ーゲ
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ン の 加齢 に 伴う存在様式 の 変化が認 め られ た ．胎児 ， 新

生 児期 は，コ ラ
ー

ゲ ン は 主 に 還元性の架橋で 結合し て い

る．年齢 が 進 む に つ れ ， プ ロ テ ア ーゼ に よ っ て 可溶化す

る 成熟架橋が 増加 し て ゆ き ， 老化 した 個体で は ア ル カ リ

処理 で 初め て 可溶化す る三 重 らせ ん領域で の 架橋が優勢

となる．また老化 と と もに 通常，皮膚で は検出さ れ な い

ピ リジ ノ リン が増加 し ， 線維中の コ ラーゲ ン 分子 の パ ッ

キ ン グ に も変化が生ずる こ とが 推察さ れ る．

謝辞

　牛皮膚を供 し て くだ さ い ました三 菱化学中標津製造所

の 阿部力丸氏，向峯弥紀氏 に 深謝致 し ま す．

文 献

1） Nimni ，　M ，　E．，　and 　Harkness，　R．　D．（1988）Molecular
　 structures 　and 　function　of　collagen ．　In： Nimni，　M ，E ．
　 （eds ）Collagen，　vol．1，　CRC 　Press，　Florida，　p．1−77
2＞Piez，　K ．　A ．（1984）Moiecular　and 　aggregate 　structures

　 of 　 the　 collagens ．　 In： Piez，　 K．　A，　 and 　 Reddi，　 A ．　H ．
　 （eds ） Extracellular　Matrix　 Biochemistry，　 Elsevier，
　 New 　York ，　p．1

−39
3＞Yamauchi ，　M ．，　and 　Mechanic，　G ，　L．（1988＞Crosslink−

　 ing　 of 　 collagen ．　 In ； Nimni，　 M ．　E，（eds ） Col］agen ，
　 vol ．1，　CRC 　Press，　Fl〔｝rida，　p．157−172
4）Reser ，　K ．　M ．，　Amigable，　 M ．，　and 　Last，　 J，A．（1992）
　 N （menzylnatic 　 glycation　 of 　 type　I　 collagen ．　 The
　 effects 　of 　aging 　on 　preferential　glycation　sites ，　J．　Biol．
　 Chem ．267，24207−24216
5）Tanaka ，　 S．，　 Avigad ，　 G，，　 Eikenberry，　 E．　F ．，　 and

　 Brodsky ，　B ．（1988）Isolation　and 　partial 　characteriza −

　 ti〔m 　of 　collagen 　chains 　dirner量zed 　by　sugar −derived
　 cross −links．」，　Bio】，　Chem ．263，17650−17657
6）Ohshima，　M ，，　Jung，　S−K ．，　Yasuda，　T．，　Sakano，　Y．，　and
　 Fujimoto ，　 D ．　（1993）　Active　oxygen −induced

　 modification 　alters　properties　of 　collagen 　as 　a　substra −

　 tum 　for 飾 roblast ．　Matrix　l3，187−194
7）Sell，　D．　H ，，　and 　Monnier，　V ．　M ．（ユ989）Structure　eluci ・

　 dation　 of　a　 senescence 　cross −link　 from　human

　 extracellular 　 matrix ．　 Implication　 of 　 pentose　 in　the

　　aging 　process．　J．　Bi〔〕1．　Chem ．264，21597
−21602

8）Yoshimura，　Y ．，　Ohnishi，　K ，　Hamamura ，　M ，，　Oda，　T．，
　　and 　Sohda

，
　T ．（1993）Automated 　high−performance

　　l正quid 　chromatographic 　determination　of 　hydroxy−

　　lysylpyridin（＞line　and ］ysylpyridinoline　in　urine 　using 　a

　　column −switching 　method ．　J．　Chromatogr．613，43−49
9）Grandhee，　S．　K ．，　and 　Monnier ，　V．　M ，（1991） Mecha −

　　nism 　of 　formation　of　the　Maillard　protejn 　cross −link
　　pentosidine ．　 Glucose，　 fructose，　 and 　ascorbate 　as

　 　pentosidine　 precursors．　 J．　 Biol．　 Chem ．266，　 ll649−
　 　 11653
10） 蛯 原 哲也

， 服部俊治（1998＞型別 コ ラーゲ ン の 精製
・
同定

　　法 　1，III型 コ ラーゲ ン，細胞外 マ ト リ ッ ク ス 研 究法

　　 1　 （畑 隆
一

郎，服部俊治，新井克彦編 ） コ ラーゲ ン 技 術

　　研修 会，東京，p．14
−20

11）Laemmli，　U ．　K ，（ユ970）Cleavage　of　structure 　proteins
　　durirlg　the　assembly 　of　the　head　of 　bacteriophage　T　4．
　 　Nature　227，680．．685
12） Takahashi

，
　M ．，　Hoshino ，　H ，，　Kushida，　K ．，　and 　Inoue，

　　T ．　（1995）　Direct　measurement 　of 　crosslillks ，
　 pyridinoline，　deoxypyridioline，　and 　pentos．　idine，　in　the
　 hydrolysate　of 　tissues 　using 　high−performance 　liquid
　 chromatography ，　Anal ．　Bjochem ．232，158−162
13）桑葉 くみ 子，蛯原哲也，染木衣応里，入 江 伸吉 （1997）石

　 灰 法 ゼ ラ チ ン の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウム
ー
ポ リ ア ク リル

　　ア ミ ドゲ ル 電気泳動．Fi本写真学会誌 60，13−16
14） Fujii，　T．（1969） The 　effect　of　amines 　 added 　to　 an

　 alkali 　pretreatment　 on 　s （，1ubilisation　 of 　collagen 　 and

　 on 　the　properties　of　gelatin．　HoPPe ．Seyler’s 　Z．
　 Physiol．　Chem ．350，1257

−1265
15）Tanzer，　 M ．　L．（1976） Cross−linking．　In： Ramachan ・

　 dran，　G ，　N ．，　 and 　Reddi，　A ．　H ．（eds ） Biochemistry〔〕f
　 Collagen

，
　Plenum 　Press，　New 　York，　p ，137−162

16＞ Yamauchi ，　M ．，　W 〔〕〔｝dley，　D．　T．，　and 　Mechanic
，
　G ，　L ．

　　（1988） Aging 　and 　cross −linking　of 　 skin 　collagen ．
　 Biochem．　Biophys、　Res．　Comm ．152，898903
17） Mechanic

，
　G ．　L ，　Katz ，　E ，　P，，　Henmi ，　M ．，　Noyes，　C．，

　 and 　Yamauchi，　M ．（1987）Locus （）f　a　histidine・based ，
　 stable 　trifunctional ，　helix　to　helix　c 〔〕11agen　cross ・link ；

　 stereospecific 　collagen 　structure 　of 　type　I　skin 　fibrils，
　 Biochemistry 　26，350 

一3509
18） Hattori

，
　S．，　Adachi ，　E．，　Ebihara，　T，，　Shirai，　T ．，　Some −

　 kj，1．　 and 　 Irie，　 S．（ユ999） Alkali−treated　collagen

　 retained 　the　triple　helical　 conformation 　 and 　ligand

　 activity 　for　the　cell　 adhesi 〔，n 　via 　α2βl　 integrin．」．
　 Biochem （in　press）

一 23 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


