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（東京女医大誌第29巻繁3号頁215一一221昭和34年3月）

ピアルロン酸及びピアルロsダーゼの生化学的研究

第 報

一ピアノVロ＝ダーぜ作用によるピアルロソ酸性状の変化一一
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        い と ぐ ち

 ピアルロン酸にピアル町田ダーゼが作用して生

ずる反応生成物の，主として有機化学的性状につ

いては，既に強力な研究が進められており，われ

われに数多くの知見を与えてくれた1）。

 この種：の結、果はまた，ピアルロニダ一献の作用

様式に対しても重要な知識を齎している。しかし

乍らピアルロニダーゼが，哺乳動物における正常

なピアルロン酸代i謝に与るという事は，この酵素

の分布や，生体について観察されたピアルロン酸

の代謝速度等より考えて，可能性が少い2）。寧ろ

ピアルロニダーゼは感染・炎症4）5）。受精等0り際

における，いわば拡散因子5）として生理的乃至

病埋学的に重要なのではあるまいか。

 この様な立揚から考えるならば，ピアルロン酸

がζアルmニダーゼの作用を受けて，その高分子

的性状がどの様に変化するかを追及する事は極め

て興味深い。これは又生体内に存在する粘多糖類

の性状を知る上にも重要な知見を与えるものであ

ろう。哺乳動物の三三液中に存在する粘性物質は

ピアルロン酸（あるいはその蛋白質複合体）であ

るといわれるが，種々の疾患に際して関節液の粘

度は著るしく変化する5）6）。この様な粘性の変化

がピアルロニダーゼの作用に依るものであるとい

う積極的な証拠は未だ存在しないけれども，ピア

ルロン酸の分子量に関して変化のあることは広く

認められている所である。ピアルロン酸の分解

（解重合）に伴う種々の高分子性状の変化はこの

様な生体内粘性物質の性状8）を理解する上に有

用な指示を得られよう。

 本報告においては，ピアルロン酸と酸性涌t清に

よる溺濁及びピアルロン酸溶液の粘性について検

討を行った。両者共にピアルPtン酸の高分子性に

基くものであり，ピアルロニダーゼ作用の結果減

弱する。何れもピアルロニダーゼ作用の定量に応

用せられ，特に溺濁度の測定は広く一般の測定法

とされている9）10）。しかしこれ等の方法は基質

の性質其の他によって影響を受ける所が大きく，

異った条件下での測定を比較する際に甚だしい困

難を感ずる。この意味においても種々細い条件の

検討が望まれる所であろう。

       実 験 方 法

 ピアル・ン酸：人濟帯より抽出精製せるもの。概

ねK． Meyer法｝こ準拠した11）。0，9％食塩水に溶解

して使用する。

 ビアノレUニダ心隔：豚精巣より抽出せるもの10）。

氷冷下に磨細した組織を等量の0．1N酢酸とよく混

じ，氷室中にて一夜抽出する。遠心分離こよって得ら

れた上清液に4倍量の冷アセbンを添加，氷冷して一

時間放置。沈澱を遠心して集め，冷アセトン，次いで

冷エーテルにて翻転後，直ちに減圧下に乾燥する。使

用時乾燥粉末の所要量を緩衝液にて抽出し，遠心上清．

液を使用する。

 反応条件：pH 6．0酢酸緩衝液（0．1M）0，9％食塩

含有。37。C水槽。

 粘度測定：毛細管粘度計による5）。

 濯濁度測定10）：健康馬血清をpH 4．1酢酸緩衝液

Go MATSUMURA （Department of Biochemistry， Tokyo Women’s Medical College） ： Biochemieal

studies on hyaluronic acid and hyaluronidase． VI． Effects of hyaluronidase upon the characteristics

of hyaluronic acid．

一 215 一



60

 （O。5M）にて3⑪倍に稀釈し，これを4NHCIにて

pH 3．7に規整する。沸騰する迄加熱し，冷却後必要

ならば濾過する。反応液に対し5倍量の上記酸性血清

を加え，混和後20分の後比色計により透過度を求め

る。プルフリッuの比色計により，ブイノレターはS翻

〔458111μ）を使用した。光路長1cln。

       実験結果及び考察

 1）酸性血清による潤濁

 ピアルロニダーゼ作用を受ける以前において

は，ピアルロン酸量と？困濁度の間には略満足すべ

き定量：的関係が認められる。

み。
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光

皮
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 ピアルロン酸・ピアルロニダ一州反応溶液を反

応時間にしたがって，そのL・部分宛をとり出して

酸性血清反応を求めると，やがては瀕濁度の減少

は著明となるが，反応の初期においては寧ろ潤濁

度の増加が認められる。これはピアルロニダーゼ

作用の弱い時に殊に明瞭である。粘度法曹は還元

力測定法等12）によっても明かなごとく，ピアル

ロニダーゼの反応は専ら分解的であり，反応初期

にピアルロン酸：量の増加があるとは考えられな

い。先に還元力測定に基く結果12）より推論した

様にピアルロニダーゼはendoglycosidaseであ

って，グリコシド結合の開裂は末端より順次起る

ものではなく，任意の結合部位において，したが

って比較的内部の結合より分解を受ける。この結

果生ずる分解産物は，反応初期においては，当初

のピアルロン酸よりは勿論低分子量ではあるがな

おかなりの高分子化合物であろう事が期待され

る。この様な初期分解産物が酸性血清に対して瀕

濁を与えるに充分な程高分子であるならば，三三

の原因となる因子が数にわいて増加したために澱

濁度は寧ろ増加する事があってもよいのではなか

ろうか。

 反応時閤を…定にし酵素：量を種々』に変じて行っ

た測定結果についても同様の事象が観察された。

  O’ 7  2． 3  4  ら
   ヒアル如ン騰（x700拶んの

歯ユ酸性血清によるビアル・ン酸の渥濁度と濃度
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園2eアル・ニダ一儲作用による洞濁度の変化（1）

 縦軸は澗濁度より求めた相当ヒァノレ・ン酸量にて

 示す。
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     ヒアルウロニダーぜ（Y・R．U・／6ne）

図3ヒァル・ニダーゼ作用による澗濁度の変化（U）
        へ
  V．R．U．：粘度法により測定した酵素力価5）

反応時間が短い間は，酵素の極めて少い反応系で

は寧ろ潤濁度が分解前より増’加しており，酵素量

と7國濁度の間には単純な関係は見出し難い。しか

し反応進行度の極めて僅かであると思われる部分
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を除けば，酵素量と溺濁度の間には直線的関係が

存在するごとくであるので，この様な直線を酵素

量0に迄外挿した。図3に見られる様に種々の反

応時間毎に得られた直線の酵素量0の軸に交わる

点は殆んど一致している。これは反応に用いたピ

アルロン酸の呈し得る最：大掴濁度を示すものであ

って，いわばピアルロン酸の潤濁当量とでも呼び

得るものであろう。ピアルロン酸と酸性一血清との

閻に見られる門門反応はある重合度以上のピアル

ロン酸の分子数によって支配されるものであり，

ピアルロン酸の重量にはよらないのであろうと考

えられる。極めて高軍合のピアルロン酸では分解

の結果生ずる産物が夫々なお酸性並精と反応し得

ろに充分な程高分子であることも予期され，この

場合ピアルロニダーゼの作用は潤濁度のL昇を来

す場合もあり得よう。

 酸性血清による湖濁度の測定はピアルロン酸の

．定量にも応用し得るものであるが，この様にピア

ルロン酸重合度によって大きく影響きれるので均

一な試料についてのみ可能であるユ5）不均一性の

予想される場合には何等かの手段によって重合度

を揃えるか，または実験のごとく最大溜蜀度を酵

素的に求めねばならない。

 稠濁度によって酵素活性を求める場合，基質分

解量は過大であってはならないのは勿論であるが

過少であってもならない。少くとも図2における

A点よりも分解は進行している必要がある。基質

の分解量より直接酵素量を計算することは，基質

性状の変化によって値の変動する恐れがあるので

力価既知の酵素による反応量と比較して求めるの

が望ましい9）。比較する野合にも種々濃度の酵素

を用いて標準曲線を作製して力価を求めるべきで

あろう。

 種々濃度の基質を含む反応系にっき反応速度を

求めた。反応速度は当初存在する基質量に対する

一定割合を分解するに要する時間によって表し

た。すなわち図2におけるA（最初と同一の濁度

を再び示す点）及びB（最初の半分の濁度を示す

点）に達するに要する前回を測定した。

 図のごとく反応の初期（A点）においては基質

濃度の変化は反応速度に対して直線的に影響を与

えている。反応は略二次反応にしたがうがごとく

に観察きれ，基質濃度が変化しても単位時間に分

解きれる基質量は変化せず，レたがって一定割合
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  図4基質濃度と反応速度（濯濁法）

  A及Bについては図2参照

を分解するに要する時聞は基質濃度に比例する。

より反応の進行せる時期（B点）についてみれ

ば，前記の結果と類似しているが，やや直線関係

より外れ，基質濃度の増加は比例により予期きれ

る以上に反応に要する時間を延長させている。

 先に還元力の増加測定に基く実験結果より，実

験範囲内においてピアルロニダーゼ作用は基質濃

度に比例する事を見出した12）。すなわち単位時鳥

に開裂されるグリコシド結合の数は基質濃度に比

例し，一次反応にしたがって反応を行うごとくで

ある。ここに示す結果とは全く相反しているので

あるが，これは還元力増加の測定には分解産物の

分子量は志んど関係していないと思われるのに対

し，潤濁度測定ではある分子量以上の残存ピアル

ロン山分予数を求めているためであろう。酸性血

清によってはすでに濁濁を与えない二二分子のピ

アルロン酸分解物でも，なおピアルロニダーゼに

よって開裂され得るグリコシド結合を有すること

は，後に述べるごとく考えられる所である。ピア

ルロニダーゼ作用によるグリコシド結合の開山が

全て溺濁度減少に結びつくとは限らない。酵素作

用の一一部分は洞濁度減少には与らないグリコシド

結合の開裂に使用されるため，恰も分解生成物が

拮抗的な阻害を示すことになろう。事実，恰度潤

濁を呈さなくなる迄分解を受けたピアルロン酸を

反応系に添加した場合は，湖濁度測定によるピア

ルロニダーゼ作用を阻害することが観察された。

図5には基質の30％に相当する酵素分解産物を添

加した際の阻害効果を示す。

 この様に低分子の分解物が高分子の基質と拮抗

するために，全ての反応を求めた還元力増加測定

と，高分子減少を求めた溜濁法の聞に不一致が存

在するのであろう。分解率を大きぐしたB点にっ

一一
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      反応時閤㈲
図5ヒァル福田ダービ作用に対する生成物の
  影響（掴濁法）

いての値がより大きなずれを示すのは酵素の不活

性化もあるかもしれないが，一部には分解産物が

より大：量になっていることにもよると思われる。

 酵素活性を測定するに際しては基質濃度は出来

る限り一定にして行うべきであり，分解量は最初

の基質量：に対する割合よりも絶対：量（基質の量又

は吸光度の減少）にて示す方がよい。

 ■）粘度

 ピアルロン酸濃度と粘度の関係には幾つか考察
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図6－1粘度とヒア7L・ mン酸濃度（1）
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  ピアル”7・Uン殴濃度（！ng／nc）

図6－2粘度とヒアルロγ酸濃度（豆）

がなされている。濃度と比粘度の問に，殊に高濃

度の部分では比例関係は認められず，濃度と相対

粘度の対数の聞にも完全な直線関係は存在しない

ごとくである6）。ピアルロン酸は極めて高分子

（分子量は数十万程度と考えられる）の直鎖化合

物であるといわれ，：更にイオン性基をも有してい

るので溶液状態では分子間の相：互作用は極めて：大

きいと思われる。高濃度のピアルnン酸溶液を凍

結状態にて乾燥した際の所見からは，高濃度ピア

ルロン酸溶液はゾルよりもゲルと見威すべきとも

考えられる。この様な分子聞の作用は当然濃度に

よって大きく影響を受けるであろうから，濃度と

粘度の間には，殊に高濃度領域においては簡単な

直線的関係を見出し難いのであろう。ピアルロン

酸の粘性に分子間の作用が大きく働いている可能

性は種々圧力の下に粘度を測定する事によっても

示された。
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図7種々圧力下における粘度測定装置

  粘度計に？いては文献（5）参照
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 図8加圧測定による粘度の変化

 図7のごとき装置によって毛細管粘度計の上液

面に大気圧以上の圧を加え，液の流下のための力

を液柱自体の重さ以上に種々に調節する。0．9％

食塩水について測定を行うと，測定の範囲内では

液の流下時間と圧との積は一定であった。ピアル

ロン酸溶液についての結果を相対粘度によって示

すと図8のa“とくなり，いわゆる非ニュートン粘

性の存在することが確められた。

 ピアルロン酸溶液にピアル西哲ダーゼが作用す

る時は極めて速かに粘度が低下する事は周知の事

象であるその状況を図9に示す。
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図9 eア7V・Pニダーゼ作用による粘度の変化

A：比粘度の半減した点
B：粘度が半分の基質量に相当した点

 相対粘度の低下は初期に殊に激しい。後に述べ

る様に他測定法と比較した揚合，粘度低下の現象

は極めて初期にのみ認められるものであり，粘度

では殆んど変化の認められなくなった後でも潤骨

法・還元力増加法では反応の進行しつつある事が

確かであるので，粘度を支配するものは極めて高

分子のピアルロン酸のみに限られると考えられ

る。粘度より全く未変化のピアルロン酸量を推察

しても大過はないであろう。相対粘度の対数は近

似的にはピアルロン酸濃度に比例すると見倣し得

るので，粘度の変化を相対粘度の対数によって図

示した。反応の初期においては分解は略直線的に

進行している事が窺われるが，後期には分解速度

のやはり低下する事が認められる。

 基質濃度の変化による反応速度の変化を求め

た。粘度法により酵素活性を求める際は通常初比

粘度の半ばに達するまでに要する下聞の逆数をも

ってするので，これに相当する時間を各基質濃度

 60

所

由40

時

間20

（分ラ
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x

A （vヒ水占度より）

B（蓬領量より）x

／づ

x

x

O 2 4 6 8・   ピア・Lウの酸油壷（ong／ne♪

図10基質濃度と反応速度（粘度法）

   A及Bについては図9参照

につき測定した。基質濃度の大なる程，比粘度を

半減させるに要する時間は長くなるが，基質濃度

には比例せず高濃度のもの程比較的早く粘度の低

下する事が示された。しかし先に述べた様に比粘

度と濃度とは比例しないので高濃度のもの程，分

解される割合が少くて比粘度の半減が観察きれる

筈である。この点を考慮して図6によって基質濃

度を半減した時の粘度に迄低下する時間で図を画

いた。この場合は：先の漏濁法のA点についてと同

様に基質濃度と半減に要する時聞とは比例し，零

次反応に相当する関係が得られる。これは先の相

対粘度の対数によって画いた反応曲線からも期待

される所である。
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 粘度法によっても先の溺濁法と同じく寧ろ零次

反応に近い結果が得られ，還元力増’加の揚合と異

る。この場合も亦粘度には影響のない様な部分分

解物が闘争を行う事が確められた。更に高濃度基

質より反応を始めた際の或粘度以下における低濃

 1．Q

レヒ

皮
 0．5
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嵐
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lls s

◎か解物…暴力口

x対 罵、
ム泥質の高濃度
 」． b反ゴし・を閣始

りて，上記三性状のピアル肛門ダーぜ作用に伴う

変化を次表に示す。粘度の低下は最：も早く，粘度

表1種々測定法よりみたヒアフレロy酸の分解速度

基ec濃度1
（nig／ml） 1

1 O．5 O．3

面定痢反面腰嫡間・
粘  度 4 2

瀦劇 105 50

風、  、㍉ム

還渤L・6・ 165

        70 ． 2．0
     瓦応時間（分♪

図11ビアルロニダーゼ作用に対する

   生成物の影響（粘度法）

度基質についての分解様式を同じ比粘度範囲で比

較すると既に分解産物の存在している高濃度基質

についての反応は著るしく遅い。粘度で測定され

る反応速度が後期に低下するのは酵素の失活より

も分解物による阻害のためであろうことを示して

いる。

 粘度法にて酵素作用を測定するには前述のごと

く比粘度を半減するに要する時習を測定するので

あるが，この場合基質濃度したがって初期粘度は

出来る限り一定であることが望ましい。われわれ

は従来比粘度1． 0を基準としてなるべくこれに近

い粘度を与えるよう基質濃度を調整してきたが，

これはこの程度の低い粘度では比粘度と濃度の直

線的関係からのずれも小さいので基質粘度の違い

による測定結果の差も充分小さいであろう。しか

し基質濃度を大きく変更する導け充分の注意が必

要である。

 皿）粘度・凋濁・還元力の変化の比較

 先に報告した還元力増加ユ2）について成績をか

＊粘度及び潤濁度については最初の半分の基質濃

度に達する迄の時間，還元力については最：大値

の半分に達する迄の時閥の相対値を示す。

酵素力価は全て同一。

法による測定が：甚だ鋭敏である事を表している。

粘度の変化は相対粘度の対数で示すなら初期には

直線的すなわち零次反応にしたがって低下するが

やがて反応速度は低下する。淵濁法は原理的には

粘度法と同様高分子性基質の減少を測るのである

が，三吟を与える物質は粘度を支配する物質に比

．して著るしく低分子なのであろうために，反応途

中に寧ろ潤濁の増加する様な異常を呈する事があ

り，叉反応終了にはより長く作用する事が必要で

ある。反応の初期においては粘度によって見られ

たと同様に略章次反応にしたがうが，後期では反

応次数は更に低下する。潤濁度によるピアルロニ

ダーゼ定量は種々の難点は存在するけれども，基

質の少量ですむ事，多数を扱うに便な事のために

勝れている20）。

 還元力の増加は最も長く進行を続けている。こ

れは前記二法では測定され得ない様な低回子分解

物でもなおピアルロニダーゼ作用を受けて開裂し

得るためであろう。この様にかなり低分子の化合

物でもピアルロニダーゼの基質であり得るため

に，前二法で見られた三次反応も，還元力測定によ

る際は一次反応として観察される。粘度又は溜蜀

度には影響を与えない程度に分解された分解産物

がそれぞれの測定法に対しては阻害的に働くこと

もこの理由によるものであろう。還元力測定によ

る酵素活性の測定は，この法の非特異性のために

粗酵素には適用し難い、，叉大量の基質を要求する

事も欠点となる。起源を異にするピアルロニダーー

ゼの作用機作の異なる事が明かにされている事か

らも，還元力増加によって示される結果について
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6r）

は注意を払って解釈すべき点があるようである。

         総   括

 ピアルロン酸溶液の示す高分予的性状を，酸性

血清による潤濁及び粘度について検討した。ピア

ルロン酸濃度による粘度変化の不整性につき調

べ，更にこれ等二性質がピアルロニダーゼ作用に

よって如何に変化して行くかを調べた。

 基質濃度の変化が酵素作用に及ぼす影響を調

べ，還元力増加法との比．較考察によって変化の状

況を論じた。

 以上の観察に基ずいて各ピアルロニダーゼ定量

法についての批判を試みた。

 稿を終えるに当り指導下さった本学生化学松村義寛

教授に厚く感謝する。本報の一部は東大理学部生化学

教室にて行ったものであり，左右田徳郎教授の御指導

及び先輩諸氏の御忠告に深謝する。

本報告の要旨は夫々“部つつ日本化学会第5年会（昭

和27年4月）及び第30回Fl本生化学会総会（昭和32年

7月）に報告しアこ。
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