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研究報告書の作成にあたって

本年度は新薬開発研究の主旨に沿って，本研究班の眼目であったベスタナン及び

ESTの臨床における薬効判定の二重盲検試験に入った．その成果が待たれるところ

である．

この研究を通して明らかになったことは，筋ジストロフィーの自然経過について

治療薬検定の指針となるような的確な資料が不十分であったことである．これはど

うやら世界的な傾向であって，業績主義の欧米では，この点で我が国よりも杜撰で

あることは想像に難くない．意外なところに研究のアキレス腱があったわけである．

筋ジストロフィー治療の現実性が乏しかった時代には，薬効判定の立場からの厳密

な臨床観察及びテストとその統計学的取り扱いに其の意欲がわかなかったとしても

止むを得ないことであった．

この度，本研究班眉の涙ぐましいまでの努力により，幾多のテストを並行させな

がら，多数の症例の数年にわたる経過が集計されたことは，今後の本症研究者に大

きな福音となることは疑いない．

今回の報告に見られた，適切，簡潔なテストと統計的処理は，現代的な臨床試験

の一つのモデルを確立したものであって，世界に誇るに足るものと考えられる．

この外にも診断法について，数多くの有意義な知見がもたらされたのも，本年度

の特徴であり，その多くが我が国独自の開発である．臨床研究というものが本当の

意味で我が国に根を下して来たということであろう．

平成2年3月

主任研究者　江　橋　節　郎
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分担研究報告



CANP遺伝子のクローニングに問する研究

－CANPインヒビターの構造と機能－

鈴　木　紘　一＊

研究協力者　　石　田　重　樹＊

西　道　隆　臣事

は　じ　め　に

カルシウム依存性中性プロテアーゼ

（CANP）の内有性インヒビター（CANPイン

ヒビター）はCANPに特異的なタンパク性イ

ンヒビターである．昨年までに，ウサギCANP

インヒビターに関し，CDNAのローニング及び

その発現実験を行って，CANP阻害活性領域及

び阻害機構を検討した1－2）．その結果，CANPイ

ンヒビターは分子内に3－4回の繰り返し構造

を持ち，その中央に存在するTIPPXYR配列周

辺が基質と競合的にCANP分子と相互作用し，

その活性を阻害することが明らかになった3，4）．

本年度は，ラットを材料に用いて，CDNA及び

遺伝子DNAの単経と構造解析を行い，さらに

詳細なCANPインヒビターの構造・活性相関

等を明らかにした．

実験材料及び方法

既に報告したウサギCANPインヒビターの

cDNAを用いて，1が10ベクターに組み込んだ

ラット肝cDNAライブラリーをスクリーニン

グしてラットCANPインヒビターのCDNA

クローンを単離した．得られたクローンの

cDNA挿入断片をプラスミドベクターにサブ

クローンし，ジデオキシ法によってその塩基配

列を解析し，その配列からラットCANPイン

ヒビターの全アミノ酸配列を決定した．

＊東京都臨床医学総合研究所
＊＊青山学院大学理工学部

榎　森　康　文■　　川　崎　博　史＊

伊　藤　　　尚…

ラット染色体DNAライブラリーを入EM－

BL3をベクターに用いて構築し，上述したラッ

トCANPインヒビターのCDNAをプローブ

に用いてスクリーニングしてラットCANPイ

ンヒビターの遺伝子クローンを得た．数百塩基

対に細分したcDNA断片をプローブとして得

られた遺伝子クローンのサザンハイプリグイゼ

ーション分析を行って，各クローンに含まれる

cDNA領域を決定した後，ユキソンを含む

DNA断片をプラスミドベクターを用いたショ

ットガン法によって得た．続いてその塩基配列

の解析からラットCANPインヒビターの遺伝

子構造を決定した．

結果および考察

1）ラットCANPインヒビターの構造

ラットCANPインヒビターの全アミノ酸配

列をcDNAの塩基配列から明らかにした．その

結果，ラットCANPインヒビターは，603アミ

ノ酸残基からなり，ウサギCANPインヒビタ

ーと同様に分子内に約140残基からなる繰り返

しを4回含んでいた．ラット・ウサギ間の相同

性（図1）は，全体にわたって存在していたが，

アミノ酸の一致は64％で，これは標的プロテア

ーゼ（CANP）の哺乳動物間の相同性（約95％）

より低かった．しかも，N末端領域に2ヶ所，

第2と第3の繰り返し単位間に1ヶ所の計3ヶ

所に数十アミノ酸残基の欠夫が見られ，種間の

相違が大きなタンパタ質であることがわかった・

しかし，反応部位であるTIPPXYR周辺の配

ー3－



列（図1のAl～AⅣ）及びその両側のα－へリ

ックス領域（αN－Ⅰ～ⅠⅤ及びαC－Ⅰ～ⅠⅤ）は相

同性は高く，基本構造は互いによく類似してお

り，これらの相同性の高い領域がCANPイン

ヒビターの機能に重要であることが確認された．

このように，CANPインヒビターは動物種問の

差は全体では大きいものの，反応部位周辺の配

列はよく似ており，昨年報告した合成ペプチド

CANPインヒビター，及び，それに官能基を付

加した誘導体は種を超えて有効に作用すると考

えられた．現在，ここで得られた反応部位周辺

のアミノ酸配列も考慮して，さらにCANPに

特異的でより強い阻害剤の合成と活性の検討を

進めている．

2）CANPインヒビター遺伝子の単位と構

造解析

CANPインヒビターには阻害単位を4個含

み，肝臓，心臓などの多くの臓器に分布する一

般臓器型と，赤血球型と呼ばれる一般臓器型の

N末端領域を欠き，阻害単位を3回含む分子量

の小さい型の2種が存在するが，この生理的意

味や生成機構は不明である．また，CANPイン

ヒビターの発現量は臓器によって異なっている

が，その遺伝子発現の制御機構に関する知見は

全くない．これらの問題の解決や種々の疾病の

病態と関係しているCANP活性の人為的制御

等を行う上で，CANPインヒビターの遺伝子に

関する情報は必須である．これを目的としてラ

ットCANPインヒビター遺伝子の単艶と構造

解析を行った．

cDNAを70ローブに用いて単離した6個の

遺伝子クローンは図2および図3に示したよう

にそれぞれcDNAの数百塩基対に相当する領

域を含んでいることが明らかになった．各クロ

ーンの挿入断片の長さ（10数kbp）とcDNAと

の対応を考えると，CANPインヒビター遺伝子

1
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図1　ラット及びウサギCANPインヒビターのアミノ酸配列の比較

同じ残基は星印を2着の配列の問に示した．－は欠夫を示す．A－Ⅰ～ⅠⅤは反応部位の中心に

あるTIPPXYR配列を，aN－I～IV及びαCTI～IVはその両側に存在するα－へリックス領

域を示している．
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入RGDB 18 十十寸十n．d － － ∩．d n．d

入RGt）11 18 n．d － n．d
± ヰ什 士 －

∩．d：nOtdeterm竜ned

図2　得られた6個の遺伝子クローン

（1RGDl，5，6，7，8，11）とそ

れにハイプリタイズするcDNAの領域，

上半分にプローブに用いたcDNA断片

の領域を示し，下半分にサザンハイプリ

グイゼーションの結果を示す．＋～十H－

は強度を示す．

CDNA

人RGD1

人RGD5

人RGD6

人RGD7

人RGD8

人RGDll

H聖上十，
一一一一一〉

甘一一，

0．1Kとp

く－…－ト

糾…〉

図3　遺伝子クローンとcDNAとの対応

横矢印（←…→）は図2の結果から予想

される各クローンが含むcDNAの領域

を表わす．その中で実線部分は塩基配列

の解析から確認された部分を示し，破線

部分は未だ塩基配列の解析が済んでいな

い部分を示す．下向矢印は塩基配列の解

析から明らかになったユキソンーイント

ロン接合部位を示す．

の段階で得られた知見は以下のようにまとめる

ことができた．

（》CANPインヒビター遺伝子は少なくとも

5万塩基対の範囲に及び，全体で20個以上のユ

キソンから構成されている．

②4個の繰り返し（阻害）単位はそれぞれ4

個のユキソンからなり，エキソンーイントロン

接合部位は単位問で相同な位置に存在する．し

たがって，4回の繰り返しは遺伝子重複によっ

て生じたと考えられる．

（ヨラットCANPインヒビターに存在する3

カ所の欠失領域（図1）は，いずれもエキソンー

イントロン接合部位に存在した（図4）．このこ

とから，ウサギには存在する3カ所の領域をコ

ードするユキソンがラットでは用いられなくな

ったため欠矢が生じた可能性が強く示唆された．

④赤血球型CANPインヒビターのN末端の

3残基前にエキソンーイントロン接合部位が存

在した．このことは，この上流のイントロン中

に赤血球特異的な転写を行うプロモーターが存

在する可能性を示唆している．

現在，残された遺伝子構造の解明とCANP

インヒビターの転写制御領域の構造と機能の解

析を行っている．また，われわれが発見した骨

格筋に特異的かつ多量に発現しているnCANP

のタンパク質レベルでの同定を行い，骨格筋に

おける機能の解析を続けている5・6）．

は少なくとも5万塩基対の大きさを持ち，おそ

らく多くのユキソンに分割して存在すると考え

られた．

次に，各クローンに含まれるユキソンを同定

するため，CDNAとハイプリグイズするサブク

ローンの塩基配列の解析を行った．現在までに

約半分の遺伝子構造が明らかになっており，こ

－5－
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図4　ラットCANPインヒビターに存在する

3カ所の大きな欠失領域（一一一）とユ

キソンーイントロン接合部位（下向矢

印）．



文　　　献　　　　　　　　　　　　　pp．345－352．

1）Enori，Y．，Kawasaki，H．，Imajoh，S．，　4）Suzuki，K．andOhno，S．：CellStructure

Minami，Y．and Suzuki，K．：J．Biol．

Chem．，263：2364－23701988．

2）Kawasaki，H．，Emori，Y．，Imajoh－Ohmi，

S．，Minami，Y．and Suzuki，K．：J．

Biochem．，106，274－2811989．

3）Emori，Y．，Kawasaki，H．，Imajoh，S．，

Ishida，S．，Minami，Y．and Suzuki，K．：

“IntraCellularProteinCatabolism，”（ed

by，Katunuma，N．and Kominami，E．），

Japan Sci．Soc．Press，Tokyo，1989，

and Function，15：1－61990．

5）Sorimachi，H．，Imajoh－Ohmi，S．，Emori，

Y．，Kawasaki，H．，Ohno，S．，Minami，Y．

andSuzuki，K．：J．Biol．Chem．，264：20106

－201111989．

6）Sorimachi，H．，0lmi，S．，Emori，Y

Kawasaki，H．，Saido，C．T．，Ohno，S

Minami，Y．andSuzuki，K．：Biol．Chem．

Hoppe－Syler，1990，in press．

－6－



細胞内CANPの活性化とその阻害

川　島　誠　一＊

研究協力者

は　じ　め　に

カルシウム依存性中性プロテアーゼ

（CANP）は筋ジストロフィーにおける筋タン

パク質の異常分解をもたらす元凶のひとつとさ

れ，その阻害剤の開発が本研究班の目的である．

CANPは大小二つのサブユニットから成り，通

常は不活性な前駆体として存在する．試験管内

での実験から，CANPはカルシウムイオンの存

在下で自己消化を起こし活性化されることが分

かった．さらに，細胞膜タンパク質などの

CANPの基質が存在するとCANPの活性化は

促進され，要求するカルシウムイオン濃度も低

下する．また，細胞内にはCANPを特異的に阻

害する内在性阻害物質も共存し，CANPの活性

調節に関与している．このように，単純な試験

管内の系でもCANPの活性調節は複雑であり，

ましてや基質・内在性インヒビターあるいは未

知の制御物質が存在し，それぞれの局在性も不

明である細胞内でCANP活性が同様な機構で

調節されている証拠はない．そこで，最も単純

な“細胞”であり，一種類のCANP（pCANP）

のみを含む赤血球を用い，細胞内CANPの活

性化機構を明らかにすると共に，それに伴うタ

ンパク質の分解と赤血球の形態変化を検討した．

さらに，試験管内でCANPを阻害する種々の

合成阻害剤の細胞レベルでの効果を測定した．

実験方法

ウサギ末梢血より赤血球を単祉し，カルシウ

ムイオンおよびカルシウムイオノフォア

（A23．87）により細胞内カルシウムイオン濃度

＊東京都老人総合研究所

林　　　昌　美＊

を上昇させた．CANPの活性化は，自己消化に

伴う大サブユニットの分子量変化（79k一→77k

→76k）を指標とし，大サブユニットに特異的

なモノクロナル抗体（1A8A2）を用いたウエス

タンプロット法により検出した．赤血球の形態

変化は，反応終了後グルタルアルデヒドで固定

し，ノマルスキー顕微境で観察した．

結　　　果

ウサギ赤血球をA23187あるいはCa2十単独で

処理後，仝血球分画のCANPをウエスタンプ

ロット法により検出したところ，いずれの場合

もCANPに変化はなかった（図1）．しかし，

両者が共存すると赤血球内CANPは自己消化

（活性化）を起こす．その変化は，試験管内で

の反応と同様に，中間体である77kを経て活性

型の76kへ至るものであった．従って，細胞外

Ca2＋が流入し細胞内Ca2＋が上昇すると，細胞

内CANPが試験管内と同様の様式で活性化す

ることが判る．活性化は細胞外Ca2＋濃度に依

存的で（図2），6〟Mと非常に低い濃度でも自

己消化が認められる．一方，A23187が存在しな

いと400〝Mの外液Ca2十でも活性化は起こら

A23187　20llM　一　十　一　十

Ca2＋　400pM　一一＋　十

図1　ウサギ赤血球内CANPの自己消化
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A23187卜）　　　A23187（＋）

06．2525100400　　06．25251004001」M

＿＿1＿．＿F一三課
、76K

図2　ウサギ赤血球内CANPの自己消化にお

よぼす細胞外Ca2＋濃度の影響

ユ0　0　30　012　510佃30mb

A23187　－　十　十　　十　十　十　十　十　＋　＋

血生◆　　一　一　一　　十　十　十　十　十　十　十

Wh01●C●l　　　一一－－　－一柳＿叫．■一一＿．＿

独108edh旭鳩

乙血100鵬b血れ■

tJxl08¢○鵬／血

m8m鵬no
説諭準率飽姿堪湖鏑

図3　赤血球内CANPの自己消化と細胞膜へ

の結合（時間経過）

ない．

次に，活性化の過程を細胞質分画と膜分画と

に分けて解析した（図3）．経時変化をみると，

細胞質分画での変化は細胞全体の変化とほぼ同

じであった．これは，CANP全体の98％以上が

細胞質分画に回収されるからである．膜分画に

回収されるCANPはCa2十の流入に伴って増

加し，主として活性型として結合している．こ

のことから，試験管内実験で証明されたように

細胞内でも細胞膜が活性化の場である可能性が

示唆された．これを明確にするために，溶血さ

せた赤血球全体とそれから膜分画を除いた細胞

質分画について自己消化のCa2＋依存性を調べ

た（図4）．膜分画を含む溶血物全体での活性化

の方が低濃度のCa2＋で起こり，細胞膜が活性

WhokG感　　　触雨y綿飴

Å23187　　十　十

C㌔＋（叫04舶　　0　8　2510048。

叫　－′▲　　　■■－　－　一一　－■　■■■

Cyb■d

0　8　25100　400

－　■■－　■■－　■－　－

図4　CANPの自己消化における細胞膜の影

響（Ca2十依存性）

卵Sd rl帽m如r時

30　030812510153030（】30012　5101530　mh
A23187　－　◆　－▲　◆　◆　◆　一　十　十　十　一　一　＋　■　－　■　一　十　◆　＿

C且つ●　　一　一　一で　十　十一　◆　●　◆　＿＿＿　◆　一一　●　十　十　十

2騨　－

118K　－

さ7．4K一

房．2K－

42．7久一

図5　Ca2＋流入により起こる赤血球細胞質お

よび膜タンパク質の分解

化の場であることを示した．

細胞内でのCANP活性化に伴い分解される

タンパク質を明らかにするため，図3の実験で

細胞質分画と膜分画に存在するタンパク質のパ

ターンを比較した（図5）．細胞質分画では変化

が認められなかったが，膜分画ではスペクトリ

ンの下に新しいバンドが出現し，バンド3，4．1

は時間と共に減少する．

以上のように，細胞レベルでCANPの活性

化を検出する系が確立できたので，本研究の目

的であるCANP阻害剤の細胞レベルでの有効

性について検討した（図6）．その結果，ロイペ

プチンおよびE－64dは細胞内CANPに対し

てほとんど効果がなかった．辻仲らの開発した

カルペプチンはある程度の阻害を示したが，最

も効果の高かったのは我々の開発したCbz－

Leu－Leu－Leu－alで，10JLMでCANPの活性

化を抑えた．また，CANPの活性化に伴い生じ
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図6　赤血球内CANPの自己消化におよぼす

CANP阻害剤の効果（1）

C■暮◆　十　一　十

図7　赤血球内CANPの自己消化におよはす

CANP阻害剤の効果（2）

C■2■　－　◆

図8　膜存在下での試験管内CANP自己消化

におよぼすCANP阻害剤の効果

Å23柑7　C㌔◆む迅

可　二　　十　二
bI

¢）　ナ

図9　Ca2十による赤血球の形態変化とCANP

阻害剤の効果

る膜タンパク質分解物の生成もこの阻害剤によ

り減少した．一万，本研究≡姓で最近開発された

エポキシ誘導体（003，008，018，023，040）は

いずれも阻害活性が弱かった（図7）．これらの

エポキシ誘導体は細胞膜を含む試験管内実験で

はCANPを阻害する（図8）ので，細胞掟透過

性の低さが細胞レベルでの効果を減じているの

であろう．

従来から赤血球の形態変化におけるCa2＋の

関与が報告されている．本研究でも，A23187と

Ca2＋の存在下で赤血球は本来の円板型から有

刺型を経て球状型へと変化した（図9）．この変

化は細胞内CANPを阻害する10／JM濃度の

Cbz－Leu－Leu－LeuLalで抑えられる．従って，

Ca2＋による赤血球の形態変化は，細胞内で活性

化されたCANPによりある種の細胞膜タンパ

ク質が切断されて起こることが実証された．

考　　　察

プロテアーゼ阻害剤は，プロテアーゼの生理

的機能を探る基礎的研究およびプロテアーゼに

基ずく疾患治療の臨床的研究のいずれの面から

も必要とされる有力な武器である．細胞内プロ

テアーゼを標的とする場合，プロテアーゼに対

する特異性に加え，標的プロテアーゼに到達す

るための細胞透過性が要求される．CANPにつ

いても，ロイペプテンやE64－Cは試験管内での

阻害活性は高いものの細胞レ，ベルでの有効性は

疑問視され，それぞれカルペプチンおよびE64

－dが開発された．しかし，いずれの場合も細胞

内CANPに対する効果を測定する方法に欠け

ていた．本研究では，CANPが活性化に伴い自

己消化することを指標として，細胞内を反応の

場とする系を検討することを試みた．

プロテアーゼ阻害剤が細胞に入る過程として，

単に物理的に細胞膜を通過する場合とエンドサ

イトシスにより生理的に取り込まれる場合とが

ある．後者の場合，標的プロテアーゼは主とし

て））ソゾーム系のプロテアTゼとなる．CANP

は非リソゾーム系のプロテアーゼであるから，

ー9－



前者の過程が重要である．この過程を吟味する

上で，リソゾームに欠ける赤血球は適切な系で

あり，膜透過性に関して明確な答えが期待でき

る．

上述の実験結果から，赤血球の細胞内CANP

はカルシウムイオノフォア／Ca2＋により活性化

されることが明らかになった．この際，膜タン

パク質が分解され赤血球の形態が変化する．次

に種々のCANP阻害剤を検討した結果，我々

の開発したCbz－Leu－LeuTLeu－alがこれら

CANPの活性化・膜タンパク質の分解・形態変

化のいずれをも阻害した．このことは，後二者

がCANPにより引き起こされる結果であるこ

とを示すと同時に，本阻害剤が優れた膜透過性

を有することを明らかにした．この阻害剤の疎

水性は極めて高く，細胞膜との親和性が強いと

思われる．そのため，本阻害剤は細胞膜を透過

しても細胞質内に遊駈することは難しく，細胞

膜のすぐ内側に留まり機能している可能性が強

い．幸いCANPは活性化の際に細胞膜を場と

するので，本阻害剤は特異的かつ効率的に

CANPの活性化を阻害できるのであろう．
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CANP阻害剤の合成
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は　じ　め　に

我々は，カルシウム依存性中性プロテアーゼ

（CANP）に対する特異的阻害剤の創製を目的

に研究を行なっている．本年度は，大きく分け

て，次の2種類の化合物について研究を進めた．

（1）エポキシコハク酸誘導体

本研究班の鈴木班月らは，内在性CANPイ

ンヒビターにおいてCANPを阻害するのに必

要な部位は，4つのドメインに共通して兄いだ

されるTIPPXYRというアミノ酸配列を含む，

図1に示した部位であると推定している1）．

我々は昨年度までに，このTIPPXYR配列を

基に，阻害活性基としてエポキシコハク酸を導

入した化合物を約50種合成し評価してきた．そ

の結果，E－64Cよりも約9倍強いCANP阻害

活性を有する化合物CA－050を兄いだした．

本年度は，昨年度までの研究を更に発展させ，

新たに図1に示した位置へエポキシコハク酸を

導入した誘導体を合成した．

また強力なCANP阻害活性を有するCA－

050について，昨年度得られた知見を基に，特異

性の向上を目的として周辺化合物の合成を行っ

た．

（2）新規システインプロテアーゼ阻害剤FD－

056誘導体

FD－056は，大正製薬総合研究所において，京

都市上京区で採取した土壌より得られた，

＊東京理科大学理学部
＊■大正製薬株式会社総合研究所

Aゆg曙fJ毎sp．F－1656の代謝産物として単維

同定された，新規なシステインプロテアーゼ阻

害剤である．図2に示すように，β－ヒドロキン

脂肪酸を有するトリペプチド誘導体であり，そ

の酵素阻害スペクトラムの特徴としては，表1

に示すように，システインプロテアーゼのみを

阻害すること，更にパパインやカテプシンBに

対するよりも，CANPに対して阻害活性が強い

ことがあげられる．

a b c d e

l lll l

DoTnainI　　　…・L GKR EVTI P PKYR E L L・・・・

DoTnainⅡ　　　…・C G E D D E TV P A E YR L K P・・‥

DoTqainIIE　　　…・L G E K E E TI P P D YRL E E・‥・

DoThainⅣ　　・・‥L GE RDDTI P P E YRH L L・・・・

図1　内在性CANPインヒビター活性中心付

近の一次構造とエポキシコハク酸の導入

位置（a～e）
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図2　FD－056の構造

表l FD－056の酵素阻害スペクトラム

E n Z y m e I C Sl （〃 M ） E n z y m e l C も■（〟M ）

〟 C A N P 2 T r y pS ln ＞ 5 0 0

P lp a ln 3　3 C b rt o tr yp s ill ＞ 8 0

C i th ep 8 1m 8 7 ．3 El a St i ＄e ＞ 5 0 0

C i th ep s ln L ＞ 1 ．0 0　0 C i tb e ps iれ D ＞ 5 0 0

C a tb ep 8 1m 甘 ＞ 1 ．0 0 0 P e p写im

C o ll a ge n a SO

1 8 0

＞ 5 0 0

－11－



しかしながらFD－056は，水や有機溶媒に対

してきわめて溶解性が悪く，CANP阻害剤とし

て開発するためには，CANPに対する阻害活性

及び特異性の増強とともに，溶解性の改善が必

要と考えられる．

そこでこれらの問題点を解決すべく，本年度

より新たにFD－056誘導体の合成研究を開始し

た．

方　　　法

（1）合成

本年度合成した化合物を表2と3に示した．

合成はすべて液相法を用い，エポキシコハク酸

誘導体については，昨年度と同様の方法により

合成した．

FD－056誘導体については，α一アミノアルデ

ヒドに対応するα－アミノアルコール誘導体

を原料として，トリペプチド誘導体を合成後，

ジメチルスルフォキシド（DMSO）と三酸化イ

オウピリジンコンプレックス（Py－SO3）を用い

て酸化し，アルデヒド体とした．図3に代表的

な例としてAP－023の合成法を示した．

（2）CANP阻害活性の測定

pCANP（豚赤血球由来，200u／mg／ml，半井

化学）またはmCANP（豚腎臓由来，200u／mg／

ml，半井化学）を用い，次のように測定した．

下記の反応溶液を，400Cで5分間プレインキ

表2　本年度合成したエポキシコハク酸誘導体

C o l pO Un d．Ⅳ0 S　t　r　u c　t　u r　e

C A － 0 6　9

（新 規 誘 導 体 ）

H O －t E S －T y r －A r g （N O 2 ト It i s －O H

C A － 0 7 9 H O － t E S －G l u －V a 1 －O H

C A － 0 8 4 H O －t E S －L e u －G l y －O H

C A － 0　8　5 H 0 －t E S －L e u －G l y －L y 5 －O H
C A － 0　9 1 H O －t E S －T y T ，A T g （N O 2 ）－G l u －V a 1 －O H

C A － 0　9 2 H O －t E S －A r g －G l u 一V a 1 －O H

C A － 0　9 3 H O －t E S －L y 8 －A r g －G I u －V a 1 －O H

C A － 0　9　4 H C l ・H －L e u －G l y －N H N H － t E S －O E t

C A － 0 5　5

（C A － 0 5 0 周 辺 化 合 物 ）

H O －t E S －T y r －A r g （N O 2 ）－l A A

C A － 0　5　6 H O －t E S －T y r －A f g （N O　 卜 N H B z l

C A － 0 5　7 H O －t E S －P h e －A r g （N O 2 ト O B ヱ 1

C A － 0 8 3 H O －t E S －T y r －A r g －I A A

C A － 0 8 7 H O －t E S －T y r －O r n （Z ）－N H B Z l

C A － 0　8 8 H O －t E S －T y r －L y s （Z ト N H 8 z l

C A － 0　8 9 H O －t E S －T y r 一〇 r n －N lI 8 z l
C A － 0　9　0 H O －t E S －T y r －L y ＄－N II B z l

C A － 0　9 5 H O －t E S －T y r －G l n －N H B z l

－tES－：㍊　　－lA…HCEZC鮎Cu（仙
－OC O H

表3　本年度合成したFD－056誘導体

Cotpoumd．ポ0 S　t　r　u c　t　u r　e

A P － 0 1 7 A c －A ■s p （O B zl）－G l u （O B Zl）－L e u －H

A P － 0 2　3 B o c －A s p （O B zl）－G l u （O B zlト L e u －H

A P － 0　2　4 Z －A s p （O B zl卜 G l u （O B zl卜 L e u －H

A P － 0 2　5 B o c －A s p （O M e ト G l u （O B zlト L e u －H

A P － 0 2　6 A c －A s p （O M e ト G l u （O B zl）－L e u －H

A P － 0 2 7 B o c －A ＄ p （O B zlト G l u （O M e ）－L e u －H

A P － 0 2　8 A c －A s p （O B zl卜 G l u （O M e ト L e u －H

A P ・－ 0　2　9 A c －A s p （O M e ）－G l u （O M e ）－L e u －H

A P － 0 4 1 B o c －A S p （O B zl卜 G l u （O B zlト l l e －H

A P － 0 4 2 B o c －A s p （O B zl）－G l u （O B zlト V 8 1 －H

A P － 0 4 3 B o c －A s J）（O B zl）－G l u （O B zl）－P h e －H

A P － 0 4 4 B o c －A s p （O B zl）－G l u （O B zl）－M e　t －H

A P － 0 4 5 B o c －A s p （O B zl）－G l u （O B zl）－A 1 8 －H

A P － 0 4 6 B o c －A s p （O B zlト G l u （O B zlト P r o －H

A P － 0 4　7 J3 ° C －A s p （O B Zl）－G l u （O B zl）－G l y －H

A P － 0 4　8 B o c －A s p （O B zlト G l u （O B zl）－βA l a －H

A P － 0 4　9 B o c －A s p （O B zlト G l u （O B zl）－A l b －H

Aib：－ⅣEC（CE3）2CO－

Boc－Asp（OBzl）－Glu（OBzl）－Leu－JI

a）　4N ECl－Dioxane

b）　Et3Ⅳ

C）　DMSO，Py－SO3．Et3N

図3　AP－023の合成法

ユベーションした後，50JLlのCANP溶液

（JLCANP：20u／ml，mCANP：40u／ml）を加

え，300Cで20分反応させた．10％トリタロロ酢

酸500JJlを加えて反応を止め，60分放置後遠心

し，上清のA28。を測定した．

反応溶液

1．2％Casein lOOJLl

lOOmM Sodiumglycerophosphate－HCl

（pH7．5）　200〟1

50mM CaC12　　　　　　　　　　　　50JL1

250mM2－Mercaptoethano1　　　　20JLl

Inl1ibitor（inlO％DMSO）　　　　　50JLl

（3）パパイン及びカテプシンB阻害活性の測定

パパイン（24u／mg，Sigma社）及びカテプシ

ンB（牛牌由来，25u／mg，Sigma社）を用い，

次のように測定した．

下記の反応溶液を，40°Cで5分間プレインキ

－12－



ユベーションした後，基質溶液（Z－PheTArg－

MCA，200／‘M）25FLlを加え，400Cで10分反

応させた．10mM E－64C（in O．1M Acetate

Buffer pH6．8）lmlを加えて反応を止め，励

起波長380nm，測定波長440nmで螢光を測定

した．

反応溶液

0．4M Na，K－Phosphate Buffer　　　250JLl

（Containing4mM EDTA，

10mM2－Mercapto Ethanol）

（pH6．8：Papain，pH6．0：Cathepsin B）

Inhibitor（inlO％DMSO）　　　　100JLI

H20　　　　　　　　　　　　　　　175JJl

O．1％Brij－35（半井化学）　　　　　425〟l

Enzyme　　　　　　　　　　　　　　25JLl

（Papain400nM，Cathepsin－B200nM）

結果及び考察

（1）エポキシコハク酸誘導体

表4に，新たな位置へエポキシコハク酸を導

入した化合物について，CANP，パパイン，カ

テプシンBに対する阻害活性を50％阻害濃度

で示し，その導入位置によりa～eに分けてま

とめた．

これらの中で，CANPに対して阻害活性を示

した化合物は，エポキシコハク酸をa，bまた

はeの位置へ導入したCA－084，085，092，069

の4種であり，CA－069のCANP阻害活性は比

較的強いものであった．しかしながら，最も注

目すべき化合物は，CANP阻害活性はやや弱い

ものの，パパインやカテプシンBに対しては阻

害活性を示さずCANP特異性の認められた

CA－092である．

なおCA－094は，エポキシコハク酸をヒドラ

ジンを介してペプチドC端へ導入した，新しい

試みの化合物であるが，CANPに対しては無効

であった．

次に表5には，CA－050の周辺化合物につい

てまとめた．

昨年度報告したように，CA－050のペプチド

部分C端は，CANPに対する阻害活性を強める

上で極めて重要である．すなわち，CA－009，

007，008とCA－050を比較してわかるように，

ペプチドC端の置換基の違いにより，CANPに

対する阻害活性は大きく異なり，ベンジルエス

テル体のCA－050において，これまで最強の

CANP阻害活性が認められた．しかしながら，

CA－050はカテプシンBやパパインも強く阻害

し，特異性は認められなかった．

本年度はまず，CA－050のテロシンが持つフ

ェノール性水酸基の影響を確認するため，テロ

シン部分をフェニルアラニンに変換したCA－

057を合成してみた．その結果CA－057におい

ては，パパインやカテプシンBに対する阻害活

性にあまり変化が無いのに対して，CANPに対

する阻害活性のみが低下した．したがって，テ

ロシンのフェノール性水酸基はCANPに対す

る阻害活性を強める効果があることが明かとな

った．

次にCA－050のベンジルエステルを，ベンジ

ルアミド及びイソアミルアミドに変換した化合

物CATO56，055，及びCA－055のアルギニン側

表4　エポキシコハク酸誘導体の酵素阻害活性（1）

Co npo und Ⅳ0． S　t　r　u c　 t　u r　e
I C Sl （n M ）

C A N P P apa in Ca tbeps in　B

a
C A － 0　8 4 HO－tE S－L eu－G ly－O E 2 5．000 1 才1 1．000

C A － 0 8 5 甘0－tE S－L e ーG ly－L y＄－0 9．500 1 01 970

b
C A － 0 9 4 EC l・8 －Le u G ly－Nm 柑－t S－O Et 〉100．000 26．3 00 〉100．00 0

C A － 0　9　3 EO－tl：S－L y －A rg－G lu－† 1－0 ⅠⅠ 〉100 ．000 〉100．0 00 〉100．00 0

C C A － 0　9 2 0－tES－A r ーG lu－V a 1－0 1 7．800 〉100．0 00 〉100．00 0

d C A － 0 7 9 0－tES－G 一Ya1－0 且 〉10 0．000 13．5 00 17．20 0

e
C A － 0 6 9 0－tES－T yr－Arg （Ⅳ02 ト 1 is－OH 1 4．200 57 2．00 0

C A － 0 9 1 0－tES－T Jr－Arg 川 02 ト G lu－Va 卜 OE 〉10 0．000 96．0 00 〉100．0 00

E － 6　4　C 3．000 13 40
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表5　エポキシコハク酸誘導体の酵素阻害活性（2）

C o m po un d Ⅳ0． S　t　r　u c　t　u r　e
I C 閃　くn M ）

C A N P Pa pa in C a th ep s in B

C A － 0　0　9 E O－tE S－Ty r－A r g（NO 2）－Oに 4 4，0 0 0 60 0 9．00 0

C A － 0　0 7 ‡0－tE S－Ty r－A r g（Ⅳ0 2ト O M e 5，0 0 0 4 1 70 0

C A － 0　0 8 EO－tE S－Ty r－A r g（Ⅳ0 2）－O E t 3．0 0 0 2 4 50 0

C A － 0　5 0 HO－tE S－Ty r－A r g（Ⅳ0 2）－O B z l 4 3 0 52 4 30

C A － 0　5 7 tIO－tE S－Ph e－A r g（Ⅳ0 2）－O B z l 1，3 0 0 60 2 98

C A － 0　5 6 H O－tE S－Ty r－A r g川0 2ト N E Bz l 3 5 9 15 3 59

C A － 0 5 5 EO－tE S－Ty r－A r g（NO 2）－lA A 4 6 0 23 3 70

C A － 0　8 3 mO－tE S－Ty r－A r g－lA A 2 9 0 21 2 30

C A － 0　8 7 EO－tE S－Ty r－O r n（Z）一M Bz l 10 1 17 2 20

C A － 0　8 8 EO－tE S－Ty r－L y s（Z）－NH Bz l 13 1 20 1 86

C A － 0　8 9 EO－tE S－Ty r－O r n－Ⅳ】B z l 5 6 2 68 1 60

C A － 0　9　0 EO－tE S－Ty r－L y s－N：B z l 58 5 39 1 48

C A － 0　9　5 10－tE S－Ty r－G ln－N llB z l 1．0 5 0 4 88 5 46

E － 6　4 C 3．0 0 0 13 40

鎖ニトロ基を除去したCA－083を合成した．こ

れらの化合物はいずれも，CA－050と同等また

はそれ以上の強いCANP阻害活性を示したが，

同時にパパインやカテプシンBに対しても強い

阻害活性を示しており，特異性は改善されなか

った．

更にアルニギン部分を，他の塩基性アミノ酸

であるオルニテンやリジンに変換したのがCA

－087～090であり，グルタミンに変換したのが

CA－095である．これらの中には，CA－050など

よりも更に強力なCANP阻害活性を示す化合

物CA－087やCA－088が兄いだされたが，特異

性は認められなかった．またCA－095は，CA－

089のオルニテン側鎖アミノ基部分がアミドに

変化したものであるが，CANPに対する阻害活

性の低下よりも，パパインに対する阻害活性の

低下の方が相対的に大きく，今後のドラッグデ

ザインの参考になると思われる．

（2）FD－056誘導体

一般にアスパラギンやグルタミンを含むペプ

チドは溶解性が悪いことが知られている．また

FD－056の場合，その構造にみられる長鎖の脂

肪酸も，難溶性の一因と考えられる．

そこで本年度はまず，この脂肪酸部分を最も

単純なアセテル基とし，かつアスパラギン及び

グルタミンの側鎖アミド部分をエステルに変換

して，それぞれアスパラギン酸及びグルタミン

酸の誘導体とした化合物（AP－017，026，028，

029）を合成し，その酵素阻害活性を検討した．

その結果，表6に示すように，これらの化合

物はいずれも強い酵素阻害活性を有することが

わかった．また，アセテル基部分をペプチド合

成で通常用いる保護基であるBoc基やZ基に

変換した化合物（AP－023，024，025，027）に

おいても，その酵素阻害活性に大きな変化はな

かった．

なおこれらの化合物の中には，CANPに対し

て特異性を示すものは兄いだされなかったが，

いずれの化合物も，E－64CやFD－056と同等も

しくはそれ以上の強いCANP阻害活性を示し，

なかでもAP－027と028は，先に示したエポキ

シコハク酸誘導体CA－050，055，056，083など

と同様極めて強いCANP阻害活性を有してい

た．

このように，FD－056のアスパラギン及びグ

ルタミン部分を，それぞれアスパラギン酸及び

表6　FD－056誘導体の酵素阻害活性（1）

R－Asp（R2）－Glu（R3）－Leu－H

C o tp o um d ”0． R l R 之 R I
I C b l （n M ）

C A N P P ap l In Ca t he p sl n　8

A P － 0　2 7 8 0 C 0 批 1 0】e 1 30 13 0 1 日

A P － 0 2 8 l e 0 8z l Olle 1 50 l T 2 80

A ∴P － 0 1 7 A e 0 8z l 0ⅠIz l 1 ．0 00 5 7 ‖

A ∴P － 0 2 9 ▲e O lle 0■¢ 1 ．6 30 lH 】＝

A ∴P － 0 2 5 B o e O lle 0Ⅰ‡z l 1 ．7 80 7 1 ll

A P － 0 2 6 l C O lte 0tlz l 2 ．1 00 15 19

A P － 0 2 4 Z 0 8z l 0B z l 1 ．4 00 I2 0 9 00

A ∴P － 0 2 3 8 0 e 0 8z l 別事z l 3 ．8 00 10 Q 5 00

F D － 0 5 6 2 ．0 00 3 3．00 0 7．3 80

E － 6 4　C 3 ．0 00 13 10
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グルタミン酸に変えても，CANPに対して強い

阻害活性を示すことがわかったため，次にロイ

ンナール部分の変換を検討した．

表7に示すように，AP－023のロイシナール

部分を，10種のアミノ酸由来アルデヒドに変換

した化合物を合成し，酵素阻害活性を検討した．

その結果，プロリナール，βアラニナール，ザ

ルコシナールに変換したAP－046，048，053で

は，CANP阻害活性が失われたが，他の化合物

はすべてCANP阻害活性を示し，メテオナー

ル誘導体AP－044，アラニナール誘導体AP－045

などが強い活性を示した．

特異性の面から考察すると，AP－044，045は

他の化合物と比べ，相対的にパパインに対する

阻害活性は弱いが，カテプシンBに対しては他

の化合物と同様強い阻害活性を有している．

しかしながら注目すべきことに，AP－045の

アラニナールのα炭素にメチル基を導入し，ア

ミノイソプチルアルデヒド体としたAP－049に

表7　FD－056誘導体の酵素阻害活性（2）

Boc－Asp（OBzl）－Glu（OBzl）TX－H

C … pO u n d N0 ． X
I C S ● （¶ M ）

C A N P P ap a t n C a th e p s i n B

A P － 0 4 4 M e　 t 8 00 1． 32 0 2 8 9

A P － 0 4 5 Å 1 8 1 ．5 00 1．2 5 0 2 7 6

A P － 0 4 2 V a l 2 ．9 00 30 0 l g O

A P － 0 2 3 L e　 u 3 ．8 00 50 0 5 0 0

A P － 0 4　3 P h　 e 4 ．7 00 62 0 3 6 0

A P － 0 4　7 G l y 6 ．5 00 31 2 9 4 2

A P － 0 4 1 I l e 6 ．6 00 H O 3 8 0

A P － 0 4　 9 A l b 7 ．8 00 3 8．0 0 0 3 1 ．0 0 0

A P － 0 4　 6 P r　 o ＞ 10 0 ．0 00 6 8． 90 0 1 7 ．6 0 0

A P － 0 4　 8 β Å 1 8 ＞ 10 0 ．0 00 5 5． 28 0 1 1 ．8 0 0

A P － 0 5　3 S 8　 r ＞ 10 0 ．0 00 7 7．0 0 0 1 5 ．4 0 0

F D － 0　 5 6 2 ．8 00 3 3，0 0 0 7 ．3 0 8

E － 6　4　 C 3 ．0 00 1 3 4 0

おいては，パパイン，カテプシンBに対する阻

害活性が大幅に低下したのに対して，CANPに

対する阻害活性はあまり低下せず，CANP特異

性が認められた．

今後，ペプチドN端，側鎖部分などの修飾に

より，更にCANPに対する阻害活性及び特異

性の増強を目指していく予定である．

結　　　語

本年度我々は，内在性CANPインヒビター

の活性中心近傍のアミノ酸配列を応用したエポ

キシコハク酸誘導体，及び新規システインプロ

テアーゼ阻害剤FD－056の誘導体について研究

を行い，表8、に示すようにCANPに対して特

異性を有する化合物CA－092及びAP－049を兄

いだした．しかしながら，これらの化合物の

CANP阻害活性，特異性に関してはまだ十分と

はいえないため，今後更に検討を続ける予定で

ある．

表8　CANPに対して特異的阻害活性を有す

る化合物

C o t PO u n d †0 ． S　 t　 r U H C　t l l r　亡

I C 5 ● （ n M ）

C A N P P l p ▲i 几 C l lIl印 書t n B

C A － 0 9 2 1 T ．1 0 0 〉1 0 0 ．8 0 tI 〉10 8 ．0 0 0

A P － 0 4　 9 0∝ －l s p （O B z l ト G I u （0 8 z l ト い い 1 T ．引用 】8 ，0 0 t〉 】1 ．0 0 0

文　　　献

1）Kawasaki，H．，Emori，Y．，Imajoh－Ohmi，

S．，Minami，Y．and Suzuki，K．：J．

Biochem．106，274－281，1989．

ー15－



プロリン含有ペプチド分解酵素とその阻害物質

青

研究協力者　　和　田　孝　雄＊

永　井　真知子＊

柳

筋ジスマウス前肢筋および後肢筋の各種酵素

活性を経時的に調べ，ユタトエンザイムである

アミノペプチダーゼが有意に増加することを認

めた1ト3）．また，患者血清中のアミノペ70チター

ゼとエンドプロテアーゼが病状の進行に異なる

役割を果たしていることを報告した4）．さらに，

筋ジスの発症ならびに進展の機序にプロリン含

有ペプチド分解酵素（PPDE）が密接に関与して

いることを示唆した5）．

今回は新しい視点からPPDEに属する酵素

の動態を筋ジスマウスで調べ，他疾患モデル動

物と比較した．さらに，PPDEの作用機序を明

かにすることを目的とし，Dipeptidylpeptidase

II（DAP－ⅠⅠ）阻害物質の探索研究を行なった．

a）プロIJン含有ペプチド分解酵素（PPDE）の

動態

実験動物

筋ジスマウス（C57BL／6－dy／dy）および対照

マウス（C57BL／6－＋／dy）は実験動物中央研究

所より購入した．実験動物は生後1週から11週

まで，各週ごとに一匹宛屠殺したのち，直ちに

前肢筋，後肢筋，心，牌，肝，腎を摘出し，－700C

で保存した．臓器は10倍量のphosphate buf－

feredsaline（PBS）の中で，組織ホモジナイザ

ー（Ultraturrax）を用いて1分間ホモジナイズ

した．酵素活性の測定には，組織ホモジュネー

トの3，000Ⅹg，20分間の遠心上清を用いた．

基質

酵素活性測定用の基質ならびに略語は下記に

★微生物化学研究所

高　明＊

小　川　慶　治＊　　小　島　路　子＊

原　田　滋　子＊

示す．

Glu・NA，L－glutamicacidβ－naphthylamide

hydrochloride；Arg・NA，L－arginineβ－na－

phthylamide hydrochloride；Pro・NA，L－

prolineβ－naphthylamidehydrochloride；Gly

LArg・NA，glycyl－L－arginine　βTnaphth－

ylamide；Lys－Ala・NA，LlysyトL－alanineP

－naphthylamide；Arg－Arg・NA，L－arginyト

L－arginineβTnaphthylamide；Gly－Pro・NA，

glycyl－L－prOlineβ－naphthylamide；Z－Arg－

Arg・NA，N－CbzTL－arginylTL－arginine　β一

maphthylamide；Z－Gly－Pro・NA，N－Cbz－

glycyl－L－prOlineβTnaphthylamide；Boc－Val

－Leu－Lys・MCA，t－butyloxycarbonyトL－Valyl

－L，1eucy卜L－lysine　4－methy1－77COumar－

ylamide；Pro－Phe－Arg・MCA，L－prOlyl－L－

Phenylalanyl－L－arginine　4－methylL7T

COumarylamide；Boc－Gln－Ala－Arg・MCA，t

－butyloxycarbonyl－L－glutaminyl－L－alanyト

L－arginine4－methy1－7－COumarylamide；Suc

－Leu－Leu一Val－Tyr・MCA，SuCCinyl－L－leucyl

－L－leucyl－L－ValyトL－tyrOSine　4－methy1－7－

COumarylamide；Suc－Ala－Pro－Ala・MCA，

SuCCinyl－L－alanyl－L－prOlyl－L－alanine　4－

methy1－7－COumarylamide；Boc－Val－ProL

Arg・MCA，卜butyloxycarbonyトL－ValyトL－

prolyl－L－arglnlne　4－methy1－7－COumar－

ylamide．

緩衝液

酵素活性測定用の緩循液は0．02M PBS

（pH7．2）を用いた．ただし，prOlylendope－
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ptidaseの測定には0．2M Tris－HCl buffer

（pH7．8）を用いた．

酵素活性の測定

ホモジネートの遠心上清画分は，それぞれの

基質溶液および緩衝液を含む反応試験管に分注

し，370Cで1時間の反応を行なった．Post－Pro

－Enzについては，前述の緩衝液を用いて測定し

た．すべての酵素活性の測定には3本の試験管

を用い，その平均値を記載した．各酵素活性の

測定法および基質は表1に示す．

蛋白の測定

標準蛋白としてウシ血清アルブミンを用い，

Lowry法8）で測定した．

統計

多変量解析の一手法である主成分分析法19）

を用いて解析した．

結果および考察

PPDEに属する酵素の動態を調べることを

目的とし，対照および筋ジスマウスの前肢，後

肢における各酵素活性を検討し，主成分分析を

行なった．表2に示すように，第1主成分に高

い相関（0．8－0．9）を有する酵素はPPDEおよ

びセリン・プロテアーゼに属する酵素である．

第2および第3主成分については高い相関を示

す酵素がなく，第2主成分に対してはエラスタ

ーゼが0．69，第3主成分に対してはPro一IPが

0．72の相関を示すにとどまっている．

図1に，第1主成分の因子得点を週齢に関連

づけてプロットした図を示す．対照マウスの曲

線は前肢，後肢とも良く似た経過をとり，平行

して双曲線状に低下する．一方，筋ジスマウス

では前肢，後肢とも第2週で1度上昇したのち，

次第に低下する．ただし，この時，前肢，後肢

間に解離が起こり前肢で遷延するのが認められ

た．

図2は第2主成分の因子得点をプロットした

ものである．第1主成分におけるような前肢，

後肢問の解放は見られなかった．図3は第3主

成分についてのプロットであるが，全体的にあ

まり特徴的な動きが見られなかった．

筋蛋白の崩壊阻止にセリンおよびシステイ

ン・プロテアーゼ阻害物質が有効であるという

多くの報告があるが，PPDEに属する酵素の阻

害物質も筋崩壊阻止に関与することが考えられ

る．次項でPPDEに属するDipeptidyl pe－

ptidaseII阻害物質の探索研究について述べる．

b）Dipeptidyl peptidaseII阻害物質Diocta・

tins AとBの探索研究

プロ］）ン含有ペプチド分解酵素（PPDE）に属

表1List of the proteases measured and their substrates

Enzyme Abbreviation Substrate
Referencefor

assaY method

Aspartateaminopeptidase（EC3．q；11．7）

Arginine aminopeptidase（EC3．叫．11．6）

Prolineiminopeptidase（EC3．叫．17．5）

Dipeptidylaminopeptidasel（EC3・q・14．1）

DipeptidyIaminopeptidaSell【EC3．叫．川．2】

DipeptidyIarTIinopeptidase Hl（EC3．4・lZI．4）

DipeptidyIaninopeptidaselV（EC3．4．1LI．5】

Cathepsin B（EC3．LI．22．1）

ProIYlendopeptidase（EC3．4．21．26）

Plasmin（EC3．4．21．7）

Tissue k；州ikrein（EC3．叫．21．35）

Trypsin（EC3．甘．21．q）

Chymotrypsin tEC3．叫．21．り

Leukocyteelastase【EC3．句．21．37）

α－Thrombirl（EC3．4．21．5）

AP－A

AP－B

Pr0－1P

DAPJ

DAP一日

DAP1日

DAP－lV

Cathepsin B

Post－Pro－EnZ

Phsmin

KalHkrein

Trypsin

Chy－try

Elastase

Thrombh

Clu・NA

Arg・NA

Pro・NA

Cly－Arg・NA

Lys－A－a・NA

Ar9－ArgtNA

GlrPro・NA

Z－Arg－Arg・NA

Z－Cly－Pro●NA

BocTVal－Leu－Lys－MCA

Pro－Phe－Arg・MCA

Boc－Gln－Ala－Arg・MCA

Suc－Leu－Leu－VaトTyr・MCA

SuC－Al8－Pro－AIa・MCA

Boc－VaトPro－Arg・MCA

l

　

1

　

6

　

7

　

8

　

9

　

8

　

1

　

6

　

2

　

3

　

q

　

5

　

6

　

7

Z：CarbobenzoxY，Boc：tTbutyloxycarbonyT，Suc：SuCCinyl
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表2　Principalcomponents and their

relation to enzymesin muscle

P訂　　En叩e P缶“　En叩e

DAP一日

Thrombin

Tryp引n

DAP－lV

Cathep扇n B

ChY－trY

PPCE

Plasmin

DAP－1

0，89　　　　EIastase O

O．86　　　　PlaSmin O

．糾　　　　DAP－1日　　　　－0

0．83　　　　DAP1　　　　　　　0

0．83　　　　AP－A O

O．83　　　ChY－try　　　－0

0．82　　　　Pr0－1P　　　　　　〇

〇・7【l TrYp引n　　　－0

0t70　　　Cathepsin B O

Pr0－1P

AP－B

PPCE

Kallikrein

ElaStaSe

Thrombin

DAP－lV

TrYPSjn

AP一人

’

▲

　

6

　

7

一

　

〇

リ

　

’

‘

　

｛

0
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t
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つ

一

一

7

－
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一
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する酵素に対する阻害物質としては，既に下記

の阻害物質を報告した．即ち，Pr0－IP（proline

iminopeptidase）に対するProbestin，DAP－ⅠⅤ

（dipeptidylpeptidaseIV）に対するDiprotins

AとB，Post－Pro－EnZ（prolylendopeptidase）

に対するPoststatin，Collagenaseに対する

Steffimycins Dなどである20）．

本報告はDAP－II阻害物質としてStre－

ptomyces sp．SA－2581培養炉液から新規阻害

物質DioctatinsAとBを見出したので，その単

離，精製，阻害活性などについて述べる21）・22）

Dioctatinの単離，精製

ラット脾臓より精製したDAP－ⅠⅠ23）を用い，

Lys－Ala・NAおよびPhe－Pro・NAを基質とし

て阻害活性を測定した．Streptomyces sp．SA

－2581培養炉液より，YMC－GEL－ODS，シリカ

ゲルなどのカラムクロマトグラフィーにより

Dioctatins AとBを単敗，精製した．

Dioctatins AとBの構造

図4の精製法により得たDioctatins AとB

の構造は下図のように決定した．即ち，

SP．SA－2581

270C．7days

Cult emtrate HHilers．lC5029〃l／mり　　　　　　MyCelia

YMC GELODS（60A．60／200meSh】

卜・utedwith30…3⊂N
SHicagelcolumn

eluted withCHCb－MeOH－ACOH

（100：10：1andlOO：30三日

「

ndl Com

PreC岬itated†rom aCidic MeOH sohtion
by neutraliヱation

Djoclalin B（colorlesspowder）　　　　　DioctatinA fCOlorless powder）

18・1mg′lC500・8り」g仙1　　　　　　20・2mg．lC500・19JJg／ml

図41solationandpurificationofdioctatins

A and B

Dioctatins A and B

払子　私　　書：3
日2N－CH－CH・CO・NH・CH－CH2・CO・NH－C・COOH

A：R＝CH3′B：R＝H

図3　Time course of principalcomponentsI11
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Dioctatin AはN－〔N－（3－amin0－2－meth－

yloctanoyl）73－aminooctanoyl〕－2－aminobut－

2－enOicacid，またDioctatinBはN－〔N－（3－

aminooctanoyl）－3－aminooctanoyl〕－27

aminobut－2－enOic acidである．

Dioctatins AとBの阻害活性

各種のアミノペプチターゼおよびジペプチジ

ルペプチダーゼに対するDioctatins AとBの

阻害活性はDAP－ⅠⅠのみに強い阻害を示した

（表3）．Dioctatins AとBのDAP－IIに対す

る阻害形式は括抗阻害，Ki値はDioctatinAが

2．0×10，7M，DioctatinBが1．3×10‾6Mであ

った．

Dioctatins AとBを含むPPDE阻害物質の

筋ジスマウスに対する効果は目下検討中である．

ま　と　め

筋ジスマウスの前肢筋および後肢筋中のプロ

テアーゼ活性の動態を経時的に追究した．各種

のプロテアーゼ活性は対照に比べ有意に増加す

る．主成分分析による解析では，PPDEおよび

セリン・プロテアーゼに属する酵素が第1主成

分に高い相関を示した．筋崩壊に関与すること

が考えられるDAP一ⅠⅠに対する阻害物質を探索

しDioctatinsAとBを見出し，その構造を決定

した．これらのプロテアーゼ阻害物質と筋崩壊

表31nhibitoryactivityofdioctatinsAand

B againstvariouspeptidases

に50（閏／mn

Dioctatin A Dioctatin B

DAP一日　　　　　　　　0．19　　　　　　　　　0．89

DAP－I　　　　　　　＞100　　　　　　　　　＞100

DAP111

DAP－lV

AP－A

AP－B

AP－M

Leu－AP

0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0

0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0

＞
　
　
＞
　
　
　
＞
　
　
　
＞
　
　
　
＞
　
　
　
＞

0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0

0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0
　
　
0

＞

　

　

＞

　

　

＞

　

　

＞
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との関連性を究明し，難病解決の緒口としたい．
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MEL細胞の機能とプロリルエンドぺプチダーゼ

杉　田　秀　夫＊

研究協力者　　塚　原　俊　文＊　　石　浦　章　一＊

は　じ　め　に

細胞内タンパク質量は生合成と分解によって

バランスを保たれ，それぞれ特有の半減期を持

っている．このバランスは，細胞の状態や環境

によって変化することが知られており，特に筋

ジストロフィー等の進行性の筋萎縮を伴う疾患

においてはタンパク分解の異常が病態と深く関

わっている．このようなタンパク分解系の異常

が生理機能の喪失や疾患といかなる関連性があ

るのかは十分に明らかにされていない．そこで

これを明らかにする研究の一環として特異的な

タンパク分解が昂進して細胞のタンパク質の量

が大きく変化すると考えられる細胞の分化をモ

デルとしてタンパク分解経路がどの様に変化す

るのかを，分化誘導が容易なMEL細胞を利用

して調べた．さらに，より病的な状態の1例と

して細胞に熱処理やストレスを負荷し，同様な

変化が引き起こされるか否かを検討した．

実験方法

MEL細胞は10％FCSを含むRPMI1640

培地で培養した．細胞分化の誘導は，4×104

Cell／mlに調製した細胞を1．5％DMSO存在

下で6日間培養することによって行った．培養

後，遠心によって細胞を集め，PBSによって4

回洗浄した後，細胞を超音波によって破壊し，

遠心上清を用いてプロテアーゼ活性を測定した．

プロテアーゼ活性はMCA基質の分解を指標

として測定し，カテプシンB＆L，マルチキャタ

＊国立精神・神経センター神経研究所

リティックプロティナーゼ活性の他，種々の分

解活性を検討した．プロリルエンドペプチダー

ゼ活性はSuc－GPLGP－MCAを基質として，2

－メルカ70トエタノール存在下，pH7．0で測定

した．

細胞の熱処理は，FCSを含まない培地に懸濁

した細胞を450Cでインキュベートした．その

後，氷冷したPBSを加えて直ちに遠心するこ

とによって細胞を集めた．

結果および考察

MEL細胞をDMSOの存在あるいは非存在

下で6日間培養後，細胞内プロテアーゼ活性を

測定した．細胞はDMSOの添加によって赤芽

球様に分化し，ヘモグロビンを合成するように

なるが，表1に示したようにDMSO存在下で

表l Changes ofprotease activities during

MEL cell differentiation

Actlvlty
Cont DMSO

n mole／mjn／mg

O．026　　　0．029

0．649　　0．469＊

0．206　　　0．240

0．585　　　0．507

0．833　　0．696＊＊

0．254　　0．126＊

4．76　　　　5．35

0．285　　　0．305

Substrate pH

8－EKK－MCA　　7．5

8－VPR－MCA　　7．5

8－VLK－MCA　　7．5

8－FSR－MCA　　7．5

PFR－MCA　　　7．5

S－APA－MCA　　7．5

R－MCA　　　7．5

Z＿FR＿MCA　　　5．5

S‾昔昔㌦．。。．一。8　。．269＊＊
いATP）　9．0　1．069　　1．687

＊pく0．01，＊＊pく0．05
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培養した細胞では非存在下で培養した細胞に比

べてSuc－APA－MCA分解活性が有意に減少し

ていた．この活性減少は細胞の分化に伴う現象

であると考えられたので，MEL細胞からSuc－

APA－MCAを分解する酵素を精製してその性

質を調べた．この酵素は分子量約7万でSuc－

GPLGP－MCAを最もよく水解した．2－メルカ

プトエタノールに依存的であったが，E－64によ

っては阻害されなかった．これらの性質より，

本酵素はプロリルエンドペ70チターゼと推定さ

れた．

次に，種々の70ロテアーゼ阻害剤が細胞内で

プロリルエンドペプチダーゼを阻害するか否か

を調べるため，培地中に阻害剤を加えて培養し

た後に細胞を洗浄し，破砕後，細胞内の活性を

測定した．特に，昨年の研究で細胞毒性を示し

たBz－ES－PP－OBzが本酵素を阻害する可能性

が示されたのでその効果も調べた．

しかし，表2に示したように細胞内に取り込

まれて十分な効果を発揮する阻害剤はなかった．

一方，細胞を熟処理してプロリルエンドペプ

チダーゼ活性が減少するか否かを調べた．細胞

を420Cで処理しても活性は変化しなかったが，

450Cで処理すると急速な失活がみられた．しか

し，超音波破壊した細胞では450C処理でも活性

低下はみられなかった（表3）．

ライゼートでは活性の減少がみられないこと

から，熱処理による失活が細胞機能と関わって

いると考えられたのでどの様な機能が活性調節

に必要かを調べた．表4に明らかな様にこの失

活はタンパク質や核酸の合成の阻害剤に影響さ

表2　EffectsofinhibitorsonPEPaseactiv．

ity

工nhibitor conc．　Aく：tlvity（亀）

None

Z－Thlopro－
thiazolidine

100

0．1mH　　　　　　72．2

pApMSF O．1mM　　　　　69．7

Bz－ES－Pp－OBz O．1mH　　　　　　83．0

表3　Residual activity of prolyl endope－

ptidasein heat－treated MEL cells

Temp・（OC）　Tine Activity（％）

Intact　　　－　　　　　　0　　　　　100

Intact

Intact

Intact

Sonlcated

Intact

2

　

ク

ー

　

2

　

　

5

　

5

4

　

4

　

4

　

4

　

4

10　　　　　　96．1

20　　　　　　96．7

30　　　　　　80．9

0

　

0

1
　
　
1

表4　EffectsofvariousreagentsontherTnal
inactivation of PEPase

Rea9ent Con（：．　　Re81dual Actlvlty

Exp．l pone　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43

Cyclobex山mide O．5m且　　　　　　40

Aetlnomyeln D　　　　25♪9ル1　　　　35

ヱⅩp．2　None

MO

ESl●

m4CI

EtO－ES－TR（NO2）OBヱ

EO－ES－Tエー0拭e

l t

50♪9′ml

l mH

O．l mH

O．1血比

2

　

▲

■

一

　

⊥

　

3

　

′

b

　

2

つ

一

　

■

J

　

2

　

⊥

　

⊥

　

⊥

れずこれらの合成は失活に必要でないと考えら

れた．またプロテアーゼ阻害剤等の添加によっ

ても失活が抑えられないことからリソソーム等

で分解されて活性を失っているのでもないと推

定された．また熱処理によって細胞内インヒビ

ターが活性化する可能性も考えられたが，熟処

理した細胞内にはインヒビター活性は認められ

なかった．

熟以外のストレスを細胞に負荷したところ細

胞内の酸化型グルタチオン濃度を上昇させるメ

ナジオンの添加によってプロリルエンドペプチ

ダーゼ活性が減少した（表5）．そこで細胞ライ

ゼートに酸化型グルタチオンを加えプロリルエ

ンドペプチダーゼが失活するか否かを確かめた．

表5　Effects of stresses on proteinase

activities

Reagents Conc．　　PEPase CathB＆L HCP

None lOO lOO lOO

EtOI王　　　　　　6　号　　　　　68　　　　　　87　　　　117

H202　　　　1m班　　　87　　　　39　　　　96

出enadione　501朗　　　21　　101　　　68
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表6InactivationofPEPasebytheaddition

of GSSG

Conc．（mM）　Activity

0
6
　
8
　
3
　
つ
ー

0

5

3

2

　

q

ノ

⊥

表6に示したように450Cでインキュベートし

たライゼートでは酸化型グルタチオンの濃度に

依存して活性の減少がみられた．しかし370Cで

は酸化型グルタチオンを加えても活性は減少し

なかった．この実験結果は細胞内においてはプ

ロリルエンドペプチダーゼが熱処理やメナジオ

ン添加によって生じた酸化型グルタチオンによ

って活性を調節されている可能性を示唆した．

結　　　論

MEL細胞の分化やストレスの負荷に伴って

プロリルエンドペプチダーゼ活性が特異的に減

少した．ストレス負荷による活性減少には細胞

内酸化型グルタチオン濃度の上昇が関与してい

ることが示唆された．
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E－64－CおよびESTの薬物動態

一蛍光HPLCによるマウス血清および筋肉中濃度の測定一

大　倉　洋　甫＊

研究協力者　　巣　　文　峰＊　　甲　斐　雅　亮■

は　じ　めに

われわれは，高選択的かつ高感度な蛍光誘導

体化試薬を利用した蛍光検出・高速液体クロマ

トグラフィー（HPLC）を手段として，血液なら

びに筋肉中に分布しているロイペプチン1），ベ

スタテン2）・3），p一ヒドロキシベスタテン3）・4），ホル

フェニシノール5）・6），アンチパイン7），ホルフェニ

シン8）などの実用的かつ簡便な薬物モニター法

を開発し，それらの生体内動態を検討してきた．

昨年度は，ペ70チド様化合物であるE－64－C

およびESTの蛍光ラベル化剤として，当分担

研究者らが既に開発した3－プロモメチルー6，7

－ジメトキシー1－メチルー2（1Hトキノキサリノ

ン（Br－DMEQ）を用い9），10），E－64－Cのカルポキ

シル基を蛍光ラベルする反応条件を設定した．

また，ESTのラベル化には，酵素加水分解によ

ってESTをE－64－Cへ導き，続けてBr－DMEQ

により蛍光ラベル化する方法を確立した（図

1）．

本年度は，このBr－DMEQ試薬を用いる蛍光

ラベル化法を蛍光検出HPLCに応用し，マウス

血清および筋肉中のE－64－CおよびESTの薬

物モニター法を開発した．さらに，E－64－Cまた

はESTを経口投与したマウス体内（血清およ

び筋肉）の経時的濃度変化を調べた．

実験方法

（1）経口投与：近交系のC57BLマウス（雄

性，5週齢，約18g体重）に5％アラビアゴム

■九州大学薬学部
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図1Fluorescence derivatization of EST

and E－64－Cwith Br－DMEQ

水溶液に懸濁したESTあるいはE－64－Cを50

mg／kgの投与量で経口投与した．投与後，水だ

けを与え，各時間ごとにマウスを頸動脈切断に

より殺し，直ちに血清および僧帽筋を採取した．

得られた血清および筋肉を－800Cの冷凍庫に

保有した．

（2）E－64－Cの定量：血清10J‘1にH20（検量線

作成時，E－64－Cの標準水溶液）10J‘1およびアセ

トン200〝1を加え，除蛋白する．筋肉試料の場

合は，筋肉20mgにH20（検量線作成時，E－64
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－Cの標準水溶液）50〃1を加え，ホモジナイズす

る．これにアセトン200〟1を加え，除蛋白す

る．両試料とも，それぞれ1000gで，5分間遠

心後，各上清20JJlを遮光バイヤルに移す．バイ

ヤルに，100mMKHC03のDMF－H20（4：1，

V／V）溶液10JLlおよび4mM Br－DMEQの

DMF溶液70〃1を加え，1000C20分間加熱す

る．その50／‘1をHPLCに注入する．

（3）ESTの定量：血清10J′＝こH20（検量線作

成時，ESTの標準水溶液）10〝1および300

units（10mg）／mlcarboxylesteraseの0・1M

リン酸塩緩衝液（pH8．0）2JJlを加え，室温

（24±50C）で30分間放置する．筋肉試料の場合

は，筋肉20mgにH20（検量線作成時，ESTの

標準水溶液）50JJlを加え，ホモジナイズする．

ホモジネートに300units（10mg）／mlcarboxyl

esteraseの0．1Mリン酸塩緩衝液（pH8．0）5

〟1を加え，室温（24±50C）で30分間放置す

る．酵素反応後，両反応液にアセトン200／Jlを

加え，1000gで5分間それぞれ遠心したのち，

各上清20ノバをE－64－Cの定量法と同様に蛍光

誘導体化反応に用い，HPLCによって蛍光ラベ

ル化体を分離検出する．ESTの定量値はE－64－

Cの定量値を差し引くことによって求める．

（4）HPLC条件：カラムはTSKgel ODST120

T（150×4mm，i．d．；粒径，5JLm）を使用し

た．CH。CN－H20（2：3，Ⅴ／v）の溶離液を流

速0．8ml／minで送液した．E－64－Cの蛍光体が

溶出したのち，直ちにCH。CN－H20（19：1，

Ⅴ／v）の溶艶液を同じ流速で流し，カラムを洗浄

した．蛍光検出は，励起波長380mmおよび発光

波長460nmで行なった．

結果および考察

（1）試料の前処理および誘導体化反応

E－64－Cの蛍光誘導体化反応は有機溶媒中で

進行するので，生体試料の除蛋白剤としてアセ

トンを用いた．コントロールマウスの血清10〟1

にE－64－C標準液（100nmol／ml）10JLlを添加

し，50－400JJlのアセトンにより除蛋白した場

合，E－64－Cの添加回収率を調べた（図2）．その

結果，アセトン200JJl以上を使用したときに良

好な回収率（80％）が得られた．

アセトンをラベル化反応液中0－60％（Ⅴ／v）

の範囲で変化させたとき，E－64－Cの蛍光体の生

成量を調べた．図3に示すように，反応液中の

アセトン濃度が20％以上になると，蛍光生成物
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図2　Effectoftheamountofacetoneinthe

deproteinizationontherecoveryofE

－64－C

AlO－JLlprotionoflOnmol／mlE－64

－CWaSaddedtolOJLlofserumandthe

mixture was deproteinized with

acetoneatvariousamountsandtreat・

ed asintherecommendedprocedure．

⊥
0
　
　
　
（
J
づ
ヨ
ゝ
F
巴
一
J
q
ヨ
〉

■
息
恵
三
ぶ
り
小
山

0　　　　10 20　　　　30　　　　40 50　　　　60
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mixture．
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のピークはほぼ直線的に低くなり，アセトンに

よって誘導体化反応が阻害されることが分かっ

た．しかし，反応に用いる試料量（アセトン除

蛋白した上清）を減じることは，生体試料中の

微量E－64－Cの測定が困難になるので，定量操

作には上清20〟1をラベル化反応に用いた．

また，Br－DMEQ試薬によるラベル化反応は

KHC03の存在下で進行する．KHC03のDMF

－H20（4：1，Ⅴ／v）溶液（濃度，0－200mM）

を使用して，蛍光誘導化反応に及ぼす影響を調

べた（図4）．KHCO3濃度が100mM以上のと

き蛍光ピークは最大となった．しかし，150mM

以上のKHCO3溶液を室温で長時間放置する

と，KHC03の結晶が生じるため，100mMの溶

液を用いた．

生体試料中のE－64－Cを誘導体化する場合に

必要なBr－DMEQ濃度を検討した（図5）．4

mM以上のBr－DMEQであるときに最大の反

応収率が得られた．しかし，高濃度の試薬（6

mM以上）を用いると，試薬由来の蛍光ピーク

のテーリング部分がE－64－Cの蛍光ピークの検

出を妨害したので，4mM Br－DMEQを使用

した．

生体試料を用いたとき，蛍光誘導化反応は標

準試料の場合よりやや遅く進行した．600Cおよ
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図5　Effect of the concentration of BrT

DMEQ onthederivatizationofET64－

AlO－JLlportionoflOnmol／miE－64

LC WaS added to serumandtreated as

intherecommendedprocedurewithBr

－DMEQ at various concentrations．

び370Cでは，少なくとも1時間反応しても最大

の蛍光ピークは得られなかった．一万，1000Cで

は，10－25分間で最大の蛍光ピークが得られた

（図6）．したがって，1000C，20分間の反応条

件を選択した．

（2）E－64－CおよびESTの定量

図7は，E－64－Cをマウスに経口投与し，投与
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図4　Effect oftheconcentrationofKHCO3

0n the derivatization of E－64－C
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inthe recommended procedure with

KHCO3at Various concentrations．
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図7　Chromatograms of E－64－C　in（A）

serumand（B）muscleat4hafteroral

administration of E－64－C tO a mOuSe

（Do紀：50mg／kg）．

Peaks：1＝E－64LC，Others＝reagent

blanksand endogenous substancesin

Serum and music．ConcentrationsofE

－64－C：（A）8．40nmol／mlinserum，（B）

3．88nmol／ginmuscle．

後4時間における血清および筋肉試料から得ら

れたクロマトグラムである．また，ESTを同様

にマウスに投与し，同じく投与後4時間に採取

した血清および筋肉中のESTを酵素反応によ

ってE－64－Cに変換したときに得られるクロマ

トグラムを図8に示す．E－64－Cの蛍光ピークは

保持時間20分に溶出し，試薬ブランクおよび生

体由来の妨害ピークと良好に分放された．

マウス血清および筋肉に添加したE－64－Cの

検量線は少なくともそれぞれ0．5〃mOl／mlお

よび0．8JJmOl／gの添加量まで原点を通る直線

を示した．検量線の相関係数（r）はそれぞれ

0．999および0．998であった．また，S／N＝3に

おける検出限界は血清中では500pmol／ml，筋

肉中では320pmol／gであり，HPLCの注入量

で表わすと，約0．6pmolに相当する．また，同

じ試料を6回繰り返して測定して得られた相対

標準偏差は5nmol／ml血清の場合は4．7％で，

1．5nmol／g筋肉の場合は5．5％であった．

一方，マウス血清および筋肉に添加したEST

の検量線は少なくともそれぞれ0．7／JmOl／ml

および1．OJJmOl／gの添加量まで原点を通る直
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図8　Chromatograms of E－64－C Obtained

withhydrolysisofESTin（A）serum

and（B）muscle at　4　h after oral

administration of EST to a mouse

（Dose：50mg／kg）．

Peaks：1＝E－64，C，Others＝reagent

blanks and endogenous substancesin

serumandmuscle．ConcentrationsofE

－64－C and EST：（A）137nmoIE－64－C

and15nmoIEST／mlinserum；（B）23

nmoIE－64－C andlO nmoIEST／gin

muscle．

線を示した．検量線の相関係数（r）はそれぞれ

0．999および0．997であった．また，S／N＝3に

おける検出限界はほぼE－64－Cの場合と同様で

血清中では500pmol／ml，筋肉中では300

pmol／gであった．また，同じ試料を6回繰り返

して測定して得られた相対標準偏差は5

nmol／ml血清の場合は5．2％で，1．5nmol／g

筋肉の場合は6．1％であった．

（3）E－64－CおよびESTの体内動態

E－64－Cを投与したマウスの血清および筋肉

中E－64－Cの経時的濃度変化を調べた（図9

A）．E－64－Cの濃度は血清および筋肉中とも投

与後1時間で最大値に達し，その後徐々に減少

した．血清および筋肉における濃度曲線のE－64

－Cの消失半減期はそれぞれ約8．7および約5．2

時間であった．なお，E－64－Cを授与したとき，

血清および筋肉中におけるESTの生成は認め

られなかった．

ESTを投与した場合の血清および筋肉中

ESTの経時的濃度変化を調べた結果を図9B
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図9　Concentrations of EL64－C and ESTinserum and muscle of mice（n＝3）after oral

administrations of（A）EL64－C and（B）EST（Dose；50mg／kgeach）．

CurveS：S，EL64－Cinserum；M，E－64－Cinmuscle；S’，ESTinserum；M’，ESTinmuscle．

に示す．ESTの消失半減期は血清中では約4．0

時間で，筋肉中では約5．3時間であった．EST

を投与したマウスの血清および筋肉中ではE－

64－Cもその代謝物として検出された．その濃度

は投与後6時間まで徐々に増大した．また，血

清では約0．8時間以後，筋肉では約1．5時間以

後において，代謝物E－64－Cの濃度はESTの濃

度を上回り，それぞれ投与後4時間および6時

間で最大値を示した．特に，6時間後採取した

血清中のET64－C浪度は，等量のE－64－Cを投与

したマウスの6時間後の血清中のE－64－C浪度

の14倍も高い値を示した．これらの結果は，

EST投与の方が，E－64－C投与より，より高い薬

物活性が得られ易いことを示唆した．

おわ　り　に

Br－DMEQ試薬を用いた蛍光HPLCは，E－

64－CおよびESTを経口投与したマウスの血清

および筋肉中の徽量E－64－Cの薬物モニターを

可能にした．また，酵素による加水分解法によ

って生体試料中のESTも同じ蛍光HPLCに

よって高感度に定量できた．

開発した方法により，ET64－CあるいはEST

投与マウスの血清および筋肉中の両薬物濃度を

測定した結果，ESTを投与したとき，マウス体

内において，その薬物活性代謝物としてのE－64

－Cが高濃度に血清および筋肉中に分布し得る

ことを化学的に明らかにした．
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CANP阻害剤の一般薬理学的研究

一表面筋電図中の呼吸運動問連成分の定量化

に基づく筋機能評価法に問する基礎的研究－

福　原　武　彦＊

研究協力者　　加　藤　絶　夫＊　　木　村　直　史＊

高　野　一　夫＊　　塚　元　葉　子＊

目　　　的

ヒト筋ジストロフィー症の治療薬の開発を推

進するうえで，生理学ならびに病態生理学的基

盤に立った薬効の定量的評価法が確立される必

要があることはいうまでもない．その評価法に

おいて用いられる手旨標が可及的に非侵襲的な計

測手法によって測定することができ，しかも，

実際の臨床症例に対しても適用可能であり，さ

らに治療薬の薬効のみならず病態，およびその

進行もしくは改善の程度の評価方法としても応

用され得ることが確認されるならば，その評価

法の有用性は，極めて高いものとなるものと考

えられる．

一方，麻酔下，人工換気下に導出された高等

哺乳動物の呼吸筋ならびに呼吸補助筋群を支配

する遠心性神経の吸息性活動電位が，60－130

Hzの成分，すなわち「高頻度同期波」成分をそ

の主成分として多く含んでいることが知られて

おり4）・5）・9）・10），これは，脳幹に存在する呼吸中枢

内の神経回路において共通に形成され，呼吸運

動に関連した骨格筋群を支配する神経内の運動

神経細胞の同期的発火を引き起こし，効率的な

呼吸運動の中枢性制御に関与する成分である可

能性が示されている9）．また，この高頻度同期波

が神経筋伝達を介して呼吸筋の筋電図中にも発

現する事実は，ウサギ，ネコ，イヌにおいても

確認されており4卜7），さらに，健常人の肋間筋も

＊東京慈恵会医科大学第二薬理学教室

しくは横隔膜の筋電図から，これに相当する成

分を検出した報告もある2）8）12）13）

昨年度，我々は，ヒトの呼吸筋表面筋電図を

非侵襲的に導出し，そこに含まれる高頻度同期

波相当成分を周波数分析の手法を用いて同定す

ることによって，呼吸調節系，運動神経機能，

神経筋伝達，および呼吸筋収縮機能との関連の

もとに，これらの機能的な異常を定量的に評価

し得る可能性につき検討した8）．今年度我々は，

諸種の中枢性運動性命令に対する呼吸筋群の電

気的応答性を定量的に評価する方法の確立を目

標として，健常人から導出された呼吸筋群の表

面筋電図のパワースペクトル解析と複数の導出

部位間のコヒーレンス解析1）を組合せることに

よって，筋集合活動電位中に発現する呼吸運動

関連成分とそれ以外の分別を試み，あわせてそ

の臨床的検査ならびに診断への応用可能性を検

討した．この評価法が，一つの臨床検査法とし

て確立されれば，筋ジストロフィー，重症筋無

力症あるいは筋萎縮性側索硬化症などの運動単

位の障害をきたす疾患の病態ならびにその治療

薬の薬効の機能的かつ非侵聾的な評価法として

応用し得る可能性が期待される．

実験方法

呼吸器ならびに心疾患の既往歴のない健常男

子7名（22～35歳）を被験者とした．座位にお

いて，以下の7部位より，約2cmの間隔で装着

した直径約8mmの銀塩化銀皿電極により表
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面筋電図を双極性に導出した（時定数0．03

秒）：左顎二腹筋前腹上（図1左上の模式図の

（∋），横隔膜胸骨部近傍上の刺状突起両側（同

②，③），第7，第8肋間前腋寓線上の左右肋間

部（同①，（9），および左右第2，第3肋間鎖骨

中線内側（同⑥，（D）．筋電図の導出下，被験者

に以下の9項目の負荷を実行させた（各30秒

～1分）：1）安静呼吸，2）下顎の開閉を伴う

強制呼吸，3）パルサルバ・テスト，4）連続

的な唾液の嘆下，5）舌突出，6）吸息位での

息こらえ，7）呼息位での息こらえ，8）深呼

吸，および9）ビニール・バッグ法による再呼

吸．

上記の筋電図の記録を呼気中炭酸ガス濃度の

連続記録とともにデータレコーダ（TEAC，ⅩR

－510）に収録し，実験終了後，筋電図中に混入

する心電図成分をR一波同期FFT法により除

去した上で13），これらの筋電図中に含まれる共

通，および非共通の周波数成分を定量的に同定

する目的で，1）各筋電図の自己パワースペクト

ル密度関数，2）すべての筋電図間の組み合わせ

の相互パワースペクトル密度関数（同相ならび

に直交パワースペクトル密度関数）を骨法に基

づいて0－200Hzの帯域につき推定清算した1）．

また，異なる部位から導出された2筋電図間の

相関を各周波数ごとに0から1の間の数値で示

すコヒーレンス（関連度関数）を推定した．

さらに，10－200Hzの帯域全体における2筋

Eupnea Forced breathing ValsalYa．S naneUVer SwalEow■ng Tongue protruslOn

叫刷〟困休止 木霊圭㌻キルサ

Eupnea Breath hold■ng（り　Breath holding（E）　Deep breath油g Rebreathi叩
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5　S

図1，図2　1～7，健常人から導出された筋電図記録．それぞれ左上の導出部位①～⑦の筋

電図記録．FECO2，・呼気炭酸ガス濃度（校正は0－5％）．校正は200／‘Ⅴ（1

－7）．時標は5S．記録277中のスパイク様電位はECGの混入．
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電図間の相関の程度の指標として，‘■coherent

index（付記参照）”を定義し，その安静呼吸下

の値に対する対数変化率と，同帯域における筋

電図振幅の二乗平均値の対数変化率を2次元平

面上にプロットし，これを一一power versus

COherentindex plot（P－C plot）”とした（付

記参照）．

実験成績

呼吸性あるいは非呼吸性の負荷によって，各

導出部位の表面筋電図の振幅は，それぞれの負

荷により大きく変化したが，その程度は導出部

位によって様々であった（図1および2）．その

周波数分析を行なったところ，それぞれの筋電

図の自己パワースペクトル密度関数，および異

なる導出部位間のコヒーレンスにはさまざまな

定性的ならびに定量的変化が見出された（図3

および4：ただし以下には，最も特徴的かつ興

味深い変化を示した左顎二腹筋前腹上および左

右第2，第3肋間鎖骨中線内側の組み合わせの

解析結果の一部のみを図示した）．本解析の結

果，これらのスペクトルには，定常性の高い周
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期性成分の存在を示唆するピークは検出し得な

かったので，以下の解析においては，これらの

スペクトルが大きく変化を示し，かつヒトなら

びに動物における高頻度周期波の発現周波数帯

域2）・4）t弘9）・10）を含む10－200　Hzの帯域全体の変

化を評価することとした．

そこで，これらが安静呼吸下に導出された筋

電図に対する変化を定量的に検討する目的で，

各負荷下の筋電図に対し，“P－Cplot’’を試みた

（図5および6）．このプロットの横軸は，筋電

図のパワー値，すなわちその振幅の二乗平均値

の対安静呼吸変化率を示し，縦軸は，10－200Hz

の帯域におけるcoherentindexすなわち，共通

の周波数成分の含有率の村安静呼吸変化率を示

すものである．ここではそれぞれの対数として

プロットさせているため，安静呼吸時の座標点

は原点上にのることになる．例えば，ある負荷

によって座標点が第Ⅰ象限に移動した場合，そ

れは，2筋電図問の相関の程度が高まった上で

それぞれの活動量が増大したことを意味し，逆

に，座標点が第ⅠⅤ象限に移動した場合，それは，

それぞれの活動量が増大したものの，2筋電図
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図3　左顎二腹筋前腹上および左第2．第3肋間鎖骨中線内側から導出された表面筋電図の自

己パワースペクトルならびに両者間のコヒーレンス・スペクトル．横軸はいずれも周波

数（0－200Hz）．自己パワースペクトル密度関数の縦軸，相対パワー密度の平方値（Ⅴ／

Hz）；コヒーレンス・スペクトルの縦軸，コヒーレンス（0－1）．A，B，C．A－Cな

らびにB－Cは，右下の模式図における導出部位およびその組み合わせを表わす．
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図4　左右第2，第3肋間鎖骨中線内側から導出された表面筋電図の自己パワースペクトルな

らびに両者間のコヒーレンス・スペクトル解析．詳細は図3および4に準ずる．
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図5，図6　左顎二腹筋前腹上および左右第2，第3肋間鎖骨中線内側から導出された表面筋

電図のスペクトル解析結果のfLC plot．A，B，C，A－CならびにB－Cは，右

下の模式図における導出部位およびその組み合わせを表わす．一つの黒丸は一人

の被験者の解析結果を示す．縦軌横軸ともに，1目盛が10dB．P－Cplotの詳
細については本文参照．

間の相関の程度は低くなったことを意味する．

この‘■P－Cplot”を行なった結果，1）解析の

対象とする導出部位の組み合わせによって，な

らびに，2）負荷の種類によって，その座標点

は，さまざまな位置に移動することが確認され

た（図7）．特に，脊髄上の異なる髄節，あるい

は，脳幹と脊髄のように，離れた部位に起始す

る運動神経によって支配される筋群の筋電図間

の解析結果は，同じ負荷下においても全く異な

る特徴的な変化を示した（図7の左右）．こと

に，連続的な唾液の囁下（図7の⑥）や舌突出

（図7⑤）といった非呼吸性の負荷，あるいは，

強制呼吸（図7②）ならびに呼息位における息

こらえ（図7⑦）といった呼吸性の負荷におい
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