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ま　え　が　き

難病治療薬E－64の研究を開始して以来2年が経ったことになる。第2年度においては初年度の

研究の線に沿って，これをさらに発展させることに努力したのであるが，さらに次のような新しい

試みをも加えた。

まず第一は班員の増強である。すなわち，市原明，石浦章一，官武正，寺尾寿夫の4氏を正式班

員に加えたが，市原，石浦両氏は細胞内プロテアーゼに対するE－64の効果の判定の幅を拡げるた

め，官武氏は細胞膜に対するE－64の効果を調べるため，それぞれ参加して頂いた。他方，筋ジス

モデル動物として，チキンが妥当か否かについての疑問が生じてきたので，ヒトの生筋をヌードマ

ウスに移植し，これについてのE－64の効果を判定してもらうため，寺尾氏に参加して頂いた。

第二の点は，E－64関連化合物中より今年度からはE－64－Cに的をしぼり，その大量生産の方法

を確立することにより，試料供給を保証した。またE－64－Cの連続投与を行ったチキンにつき，生

理学，病理学，薬理学，生化学の各方面からその効果を綜合的に判定するとともに，E－64－Cの毒

性に関しても徹底的に研究した。

昨年より引きつづき行われた研究については，本年度は大きな進展をみせたものが多く，その中

には単に開発研究に止まらず，純学術的な立場からいっても世界の第一線級の成果が得られたもの

も多く含まれる。その点学術論文集としても充分価値あるものと信じている。

本研究は筋ジストロフィー治療薬の開発という視点から出発し進みつつあるが，その成果の中

には筋ジストロフィー症の研究者の参考となるものも含まれているであろう。他方，他の疾患中に

も中性のチオールプロテアーゼが関与すると考えられるようになりつつあるものが増加しつつある

今日，本成果はそれら疾患の研究に関係されていな方々のお役にも立つのではないかと考えてい

る。

最後に，本研究遂行に絶大な努力を払われ　かつ多忙中本報告書の執筆に労を惜しまれなかった

班員の方々，本研究推進につき，すべての面で援助して頂いた厚生省薬務局の方々，さらに本報告

書の出版をはじめ，班の運営につき事務のすべてを担当された大正製薬開発部の方々に深謝するも

のである。

今　掘　和　友
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1．E－64－Cの製造

沢　田　二　郎＊

研究協力者　花　田　和　紀＊

小　熊　清　司＊

目　　　的

E－61－C，N－〔N－（L－3－tranS－Carboxyoxira－

ne－2－Carbonyl）－L－leucyl〕－3－methyl－butyl－

amine，は合成的に得られたE－64類縁体の一

つであり，筋肉のCa＋＋－aCtivated neutral

PrOteaSe（CANP）1）及びラット肝カテプシソ

B2）及びL等のチオールプロテアーゼに対し，

E－64とほぼ同等の阻害活性を有することが既

に明らかにされている。又，大関ら3），4）は毒性，

或いは生体内動態に関する比較から，E－64－C

が天然E－64に十分比肩しうることを報告して

いる。

本研究の目的は筋ジストロフィー症に対する

E－64－Cの医薬品としての開発を最終目標とし

て，その研究に携わる「E－64研究班員」への

サンプルの供給，並びに工場生産に必要な製造

法の検討に関するものである。

玉　井　正　晴＊　安　達　　　孝＊

方　　　法

E－6トC合成法に関しては既に昭和54年度報

告書5）中に詳細に報告した。ここではこの方法

に準拠し，その製造規模をスケールアップする

ことに重点をおいた。尚，出発原料として用い

たL及びD－トランスエポキシコハク酸モノエ

チルエステルはそれぞれ立体選択的にD及び

L一酒石酸より合成した6）。

結　　　果

最終的に2．7kgのE－64－Cを得，本研究事業

班員並びに研究協力者に提供した。又，E－64－C

は3種の光学異性体を右するが，これらをE－

64－Cと比較する目的で合成した。その物理化

学的性質を表1にまとめて示す。又，本年度中

に得られたE－64－C及び関連物質の総計を表2

にまとめた。

表1寧－64－C　とその光学異性体の物性

Con負guration mp　　　　　〔α〕D

ES Leu

L
 
L
 
D
 
D

L

D

L

D

（OC）　　（C＝1，EtOH）

Elemental analysis Calcd．for CISH26N205

C H N

57．31　　　　8．34　　　　　8．91

157－160　　＋45．50（200C）

82－84　　　＋86．70（270C）

83－85　　　－88．00（290C）

157－158　　－39．00（280C）

ES，Lrans・epOXySuCCinylresidue；Leu，leucine residue

＊大正製薬株式会社総合研究所
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Ⅰ製　造　方　法

表2　昭和55年度に製造したE－64－C

及びその標識体の総量

E－64－C

L－L

L－D

D－L

D－p

〔HC〕E－64－C

〔2H〕E－64－C

2740g

0．9g

1．85g

0．5g

11．6mCi

2．9g

考　　　察

E－64－Cの合成法に関しては昨年度既に報告

した。この方法により，更に，スケールアップ

の可否を検討したが製造工程上，余り大きな問

題はなく大量製造も可能である。しかしなが

ら，主原料である　L－トランスエポキシコハク

酸製造上，非天然型，D一酒石酸から5行程を

経て合成するという，行程上の問題と，原料で

あるD一酒石酸が高価でかつ，安定した入手が

10

困難であるという大きな課題が残されている。

この問題に関しては安価なフマール酸から得ら

れるDL体を分割する方法（昨年度一部報告）

によりほぼ解決の見通しがついた。これについ

ては別項で報告する。
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2．DL－トランスーエポキシコハク酸の

光学分割法に関する研究

沢　田　二　郎＊

研究協力者　花　田　和　紀＊　玉　井　正　晴＊　小　熊　清　司＊

目　　　的

現在，E－64及びその類縁体を筋ジストロフ

ィー治療薬として開発することを目指し研究が

進められている。これらの化合物は筋ジストロ

フィー症発症の一つの要因であると推定されて

いるCa＋＋－aCtivatedneutralprotease（CA

NP）を強く阻害する。更に，今掘l）は活性基で

あるトランスーエポキシコハク酸（以下トES

と略）部分が（2S，3S）配位を有するL体の方

がD体よりも，極めて高い活性を示すことを報

告している。従って，E－64及びその額縁体を

ヒト筋ジストロフィー症治療薬として開発して

いく上で，工業的規模で実用可能なt－ES製

造法を確立することが極めて重要である。我々

は既に報告2）した様にD－酒石酸より立体選択

的にL－t－ESを合成する方法を確立したが，

この方法はD－酒石酸が高価であり，しかも，

安定に確保することが困難であるという難点が

ある。我々は既に昨年度，フマール酸から安価

に製造出来るラセミ体t－ESの分割法として種

々のアミンを検討して，教程の有望な分割剤を

発見した2）。本年度はこれらの中で最も実用性

の高いと考えられる　L一フェニルアラニソアミ

ド（以下L－Phe－NH2と略）及びデヒドロア

ビェチルアミン（以下DAAと略）についてそ

の実用化に足るスケールアップ法を詳細に検討

した。

＊大正製薬株式会社総合研究所

方　　　法

L－Phe－NH2は既報の方法2）で合成した。

DAA　は市販品（東京化成工業製）をW．J．

Gottsteinの方法3）で精製して用いた。DL－t－

ESはG．B．Payneの方法4）に従ってフマー

ル酸より合成した。L－t－ESの上記アミンとの

ジアステレオアイソマ一塩形成による分割に際

してのスケールアップに必要な諸条件を検討し

た。

結　　　果

前年度得られた分割剤の中で最も良い成績を

示したLPhe－NH2について10倍にスケール

アップして塩形成の諸条件を検討した。表1に

示す様に溶媒中の含水量を少なくすると塩の収

率は多少上昇するが，その旋光度から，逆に純度

が低下することが判った。蓑2に示す様に塩形

成時の濃度は大きな影響を与えず，又，DL－t一

表1　L－フェニルアラニソアミドによるDL－ト

ラソスエポキシコハク酸の分割

一塩形成用溶媒の検討一

溶媒量：30ml
DL－tTES：30mmoI

L－Phe－NH2：30mmol

SoIvent Yield（％）〔α〕if（C＝1，MeOH）

95％MeOH　　49．1　　　　　　＋58．20

98％　〝　　　77．7　　　　　　＋13．00

100％　〟　　　66．7　　　　　　＋7．90

11
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表2　L－フェニルアラニソアミドによるDL一ト

ラソスエポキシコハク酸の分割

－DL－トラソスエポキシコハク酸濃度の影

響一

溶媒：95％MeOH
DL－t－ES：30mmoI

L－Phe－NH2：30mmol

V。1慧言e誌1）Yield（％）la］g（C＝0・9・MeOH）
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＋62．90

＋58．20

＋57．10

＋58．30

＋61．80

表3　レフェニルアラニソアミドによるDL－ト

ラソスエポキシコハク酸の分割

－DLトラソスエポキソコハク酸とL－フェ

ニルアラニソ比の塩形成率に及はす影響一

溶媒：95％MeOH30ml
DL－t－ES：30mmol

L認諾冨2／Yield（％）〔a］g（C＝0・9MeOH）

1．0　　　　　49．1　　　　　＋58．20

1．1　　　　36．3　　　　　　＋59．40

1．2　　　　　64．6　　　　　　　＋7．90

表4　L－フェニルアラニソアミドによるDL－トラソスエポキシコハク酸の分割

－スケールアップー

A．Preparation of salt

DL－ES（g）　　　　　L－Phe－NH2（g）SoIvent
Yield（g）　　　　　　　　〔α〕D

0．396　　　　　　　　　0．492　　　95％MeOH O．372（84％）　　　　　　　＋64．60

27．7　　　　　　　　　34．4　　　　　〝　　　　　　　　26．1（84％）　　　　　　　　＋61．30

B．Separation

Salt（g）　　　　　　Method
Yield（g）　　　　〔α〕D Overallyield

0．354　　　　Ⅰ）owex50column O．128（81．1％）　　＋109．80　　　　　68・0％

26．0　　　　　soIvent extraction　　　　8・34（72．5％）　　　＋115．40　　　　　61・0％

ESと分割剤の比は麦3に示す様に小スケール

の場合と同様に1：1（モル比）が良かった。

この様に検討した範囲では，塩形成は既報の条

件，即ち，95％メタノールにDL－t－ES及び

L－Phe－NH2を共に1mmol／mlの濃度で溶解

し，結晶を析出させる条件が最も良い成績を示

した。しかし，前年度の結果と比べると収率が

かなり低かったが，この原因はDL－t，ESの純

度にあることが判った。後述する様に95％以上

の患屯度の原料を用いれば，大スケールでも収率

は80％を越えた。

この塩からL－t－ESを分離するために，従

来イオン交換闘旨を用いて釆たが，これは大量

処理には不適である。そこで，溶媒抽出法につ

12

いて検討したところ，硫酸々性水溶液より酢酸

ェチルで効率よく抽出分離しうることがわかっ

た。収率はイオン交換樹脂法より若干落ちる

が，得られたしトESの純度は更に上昇した。

同条件下で約70倍のスケールで行った分割結

果を表4にまとめて示す。

次いで，LPhe－NH2よりもはるかに安価に

入手出来る　DAAについて同様にスケールア

ップ条件を塩形成の際の溶媒として種々の含水

量のエタノール及びアセトンについて検討し

た。麦5に見られる様にエタノールの場合収率

は高いが純度は低い。これを再結晶しても純度

は上昇するが，収率は大幅に低下するので，ア

セトンを溶媒として用いる方がはるかに優れて



2．DL－トランスーエポキシコハク酸の光学分割法に関する研究

表5　デヒドpアビェチルアミンによるDLトラソスエポキシコハク酸の分割

一塩作成用溶媒の検討－

DL－トES：30mmoI DAA：30mmol

SoIvent Volume（ml）　　　Yield（％）　　　b〕iF（C＝1，MeOH）

100％ethano1

95％　〟

95％acetone

90％　〟

85％　〟
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5

1

　

1

　

4

　

3

　

1

108．6

98．4

78．1

65．5

62．0

＋25．60

＋22．40

＋45．50

＋53．40

＋52．70

表6　デヒドロアビェチルアミンによるDL－トランスエポキシコハク酸の分割

－DL－トランスエポキシコハク酸濃度の影響一

溶媒：90％アセトソ

DL－t－ES：10mmoI DAA：10mmol

SoIventvolume（ml）　　　　　　Yield（％）　　　　　b〕iI（C＝1，MeOH）

5

　

0

　

0

　

5

1

　

2

　

3

　

3

2

　

4

　

4

　

8

1

　

6

　

8

　

7

7

　

6

　

6

　

6

＋48．10

＋51．50

＋50．70

＋51．80

表7　デヒドロアビェチルアミンによるDLトランスエポキシコハク酸の分割

－DLトラソスエポキシコハク酸デヒドpアビェチルアミソ比の塩形成

率に及ぼす効果一

溶媒：90％ア七トソ　　　DL－t－ES：10mmol

DAA／DL－t－ES Yield（％）　　　　　　〔α〕iI（C＝1，MeOH）

0
　
2
　
4
　
6
　
0

1
　
1
　
1
　
1
　
2

67．2

84．0

99．4

121．7

168．1

＋52．60

＋49．20

＋48．00

＋42．20

＋34．30

表8　DL－トラソスーエポキシコハク酸のデヒドロアビェチルアミンによる大量分割

A．Preparation of salt

DL－ES（g）　　　DAA SoIvent

Yield（g）　　　　　　〔α〕D

0・661　　　　1．427　　EtOH O．56（31．1％）　　　　＋50．80

36・6　　　　100　　　　90％acetone　　　86（83．8％）　　　　　＋52．60

B．Separation

Salt（g）　　　　　　Method
Yield（g）　　　　〔α〕D Overallyield

0・549　　　Dowex50column O．081（84．1％）　＋115．90　　　26．2％

86・O soIventextraction lO．7（66．1％）　　＋115．7O　　　55．4％

13



Ⅰ製　造　方　法

いる。次に，DLt－ESに対する溶媒量を検討

したが大きな差異は認められなかった（麦6）。

一方，DLt－ESと分割剤の比率は表7に示す

様に分割効率に影響が認められ，収率及び純度

を考慮して1‥1．2～1．4が良いと思われる0

塩からL－t－ESの分離は前述のL－Phe－NH2

の場合と同様に溶媒抽出により，アルカリ性水

溶液よりク。ロホルムでDAAを抽出して除い

た後，水屑を酸性にして酢酸エチルでLt－ES

を抽出することが出来た。

これらの結果をもとに既報のスケールの約55

倍の規模にスケールアップしたところ，表8に

示した様に通算収率が約2倍という好結果が得

られた。

考　　　察

L－Phe－NH2，DAAで分割する方法共に今

後，更に工場スケールにまでスケールアップす

14

ることが可能であろう。しかしながら，実用面

から見ると後者は極めて安価に入手出来る点，

より有用である。しかも，用いた分割剤は溶媒

抽出により約70～80％が回収可能であるので大

規模になる程，コストダウンができるという利

点がある。
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3．E－64－C標識体の製造

沢　田　二　郎＊

研究協力者　花　田　和　紀＊

小　熊　清　司＊

目　　　的

昭和54年度における本事業の成果として合成

E－64－Cが天然E－64に十分代替し得るという

結果を得，既に〔3H〕－ラベル体を用い大関によ

りその生体内動態について報告されている1）。

本研究の目的は　E－64－C　の　Ca＋＋－aCtivated

neutralproteaseあるいはCathepsin等に対

する阻害機構の解明，及び代謝，生体内分布等，

〔3H〕－ラベル体による研究をふまえ，更にHC

標識化合物により，より詳細に検討するためそ

の試料として，〔HC〕E－64－C　を製造，提供す

ることにある。あわせて，将来人にも適用が可

能な〔2H〕－ラベル体を製造し，その応用性を動

物レベルで検討する目的で活性基であるェポキ

シコハク酸部分に〔2H〕を導入した〔2H〕E－

64－Cを製造することにある。

方　　　法

〔HC〕E－64－C　は　L－〔U一日C〕Leucine　を原

料として既報のE－64－C合成法2）に準じて，図

1に示す様なルートで合成した。又，〔2H〕E－

64－C　は図2に示す様に〔2，3－2H〕Fumaric

acidを出発原料とし，K．Hanada等の方法3）に

準じてDL－tranS－ethylhydrogenepoxysu・

CCinateを得，それを原料としてE－64－C合

成法に準じて合成した。各反応を以下に述べ

る。

＊大正製薬株式会社総合研究所

玉　井　正　晴＊　安　達　　　孝＊

1．〔lJC〕E－64－Cの製造法

1）f一野山0Ⅹyearbonyl－レ〔HC〕leueime monohyd・

L－〔U－14C〕Leucine（1．31g，30mCi）及び

triethylamine（1．52g）の水溶液（60ml）に

t－butyl－S－4，6－dimethylpyrimidine－2－ylthi－

OCarbonate（4．4g）の　dioxane溶液を水冷

授拝下滴下した後，2時間室温で撹拝した。一

夜放置後，水（50ml）を加え，ethylacetate

（50mlx2）で抽出した。水屑を塩酸々性にし

てethylacetate（50mlx3）で抽出し，その

有機層を5％塩酸水及び飽和食塩水で順次洗浄

し，無水硫酸マグネシウム上で乾燥後，濃縮乾

固した。得られた残汝をェクノールー水より結

晶化し，そのまま次の反応に供した。

2）f－Butoxyearbonyl－L－〔Hql印亡ylisoamylamine．

上記　t－butoxycarbonyl－L－〔HC〕1eucine

monohydrate，1－hydroxybenztriazol（1．62

g），N－methylmorforine（1．21g）及びisoa・

mylamine（1．044g）の　tetrahydrofurane

溶液（2．5ml）に氷冷掟押下，1－ethyL3－（3－

dimethylaminopropyl）carbodiimidellydr－

OChloride（2．3g）を徐々に加え，氷冷下1時

間，更に室温で2時間掟拝した後，一夜放置し

た。溶媒を留去後，残睦を水（50ml）に溶解

し，ethylacetate（50mlx3）で抽出した。有

機層を合わせ，5％塩酸水，飽和重曹水及び飽

和食塩水で順次洗浄し，乾燥後濃縮乾固し，

2．31gの目的物を得た。（収率：1），2）を通

算して77％）

15



Ⅰ製　造　方　法

3）L〔HC〕LeWylisoamylamime．

t－Butoxycarbonyl－L－〔lLC〕leucylisoamyl－

amine（2．31g）をギ酸（2．5ml）に溶解し，一

夜放置後ギ酸を減圧下留去した。残誼に水を加

え，NaOH溶液でアルカリ性にした後，etby－

lacetate（50mlx3）で抽出した。右横層を合

わせ，飽和食塩水で洗浄し，乾燥後濃縮乾固

し，1．36gの目的物を得た。（収率：88．3％）

4）N－〔Ⅳ－（L－3－frα那一Ethoxyearbonyloxirane－2－

Carbonyl）－レ〔1－C〕lencyl〕isoamylamine・

L－〔1＋C〕Leucylisoamylamine（1．36g），L－

ethylhydrogenepoxysuccinate（1．28g），1－

hydroxybenztriazol（1・08g）及びN－methy－

lmorforine（0．81g）を　tetrahydrofurane

（75ml）に溶解し，氷冷撹拝下，1－ethy1－3－

（3－dimethylaminopropyl）carbodiimidehy－

drochloride（1．48g）を徐々に加え，室温で

4時間摂拝した。溶媒を留去し，残達に水（60

ml）を加えた後，ethylacetate（50mlx3）で

抽出した。有揆層を合わせ，5％塩酸水，飽和

重曹水及び飽和食塩水で洗浄し，乾燥後濃縮乾

固した。残法を　ethylether－n－hexane　より

結晶化し，1．67gの目的物を得た。（収率：

71．7％）

5）Ⅳ－〔N－（L－3－frα几8－Carboxyoxirane－2－Cart）On・

yl）－L－〔HC〕lelleyl〕isoamylamine（〔HC〕E－64

－C）

N－〔N－（L－3－tranS－Ethoxycarbonyloxira－

ne－2－Carbonyl）－L－〔llC〕leucylisoamylami－

ne（1．67g）のethanol溶液（10ml）にeth－

anol一水温液（4：1，2．5ml）にNaOH（2．9g）

を溶解して氷冷授拝下滴下した後，室温で4時

間紀拝した。10％塩酸水（50ml）を加えて酸

性にした後，ethylacetate（70mlx3）で抽出

した。有揆層を合わせ，飽和食塩水で洗浄し，

乾燥後濃縮した。Ethylacetate－pet－ether　よ

り結晶化し，1．223gの目的物を得た。（収率：

80．5％）

2．Dlr〔2H〕－E－64－Cの製造法

1）DL－〔2H〕－frα那－epOXySllCCimie acid．

〔2，3－2H〕Fumaricacid（10g）及びNaOH

（5．16g）の水懸濁液に∴Na2WO4・2H20（2．82

16

g）の30％過酸化水素水（12ml）溶液を加え，

NaOH溶液（1．72g，5ml）でpH4．2に調整し

ながら，650Cで2時間紀拝した。残余NaOH

溶液を加え，更に850Cで1時間置拝した後，

BaC12・2H20（42g）の水路液（100ml）を加え

2時間室温に放置した。生じた沈殿を炉取し，

アセトンで洗浄後，乾燥した。得られた粉末

を，H2SO4（8．4g）を含むethylether（100

ml）に懸濁し，3時間教拝抽出した0　残堕よ

り再抽出したethylether溶液を合わせ，濃縮

乾回して目的物6．75gを得た。（収率：60．1

％）

2）DL－〔2ⅠⅠ〕一打仰8－Diethylepoxysuccimate・

DL－〔2H〕－tranS－Epoxysuccinicacid（6・75

g）及び，f－tOluensulfonicacid（0・4e6g）を

ethanol（300ml）に溶解し，6時間煮沸還流

した。溶媒を留去後，残蔭をbenzene（300ml）

に溶解し，飽和重曹水及び飽和食塩水で順次洗

浄し，乾燥後，溶媒を留去した。得られた油状

物を減圧分留して目的物6．93gを得た。（収

率：73．5％）

3）DI．一〔ZE〕－frαn＄－EtIlyl hydrogen epoxy8uCC－

inate．

DL－〔2H〕－tranS－Diethylepoxysuccinate

（6．83g）のethanol溶液（13ml）に氷冷紀拝

下，KOH（2．24g）のethanol溶液（20ml）

を摘下し，水冷下2時間，更に室温で1時間舵

拝した。Ethylether（26ml）を加え，生じた

沈殿を炉取した。この沈殿の水溶液（15ml）

を塩酸々性にした後，ethylacetate（20mlx

3）で抽出した。有機層を合わせ，飽和食塩水

で洗浄し，次いで乾燥後濃縮乾固し目的物5．05

gを得た。（収率：70％）

4）Ⅳ－〔N－（DL－〔2H〕－3－frd乃8－El血0ⅩyCarbomyloxi－

rame－2－Carbonyl）－Lleucyl〕isoamylamime．

I）L－〔2H〕－tranS－Ethylhydrogenepoxysu－

ccinate（5．05g），L－teucylisoamylamine（6．6

g），1－hydroxybenztriazol（4．46g）及びN－

methylmorforine（3．33g）のtetrahydrof－

urane溶液（250ml）に氷冷授拝下，1－ethy1

－3－（dimethylaminopropyl）carbodiimideh－

ydrochloride（6．32g）を徐々に加え氷冷下2



3．E－64－C標識体の製造

時間好拝後，一夜50Cに放置した。溶媒を留去

後，残法に水（100ml）を加え，ethylacetate

（100mlx2）で抽出した。右横層を合わせ，5

％塩酸水，飽和重曹水及び飽和食塩水で順次洗

浄し，乾燥後濃縮乾回した。残淀をシリカゲル

カラムクロマトグラフィー（cIlloroform）で

精製して目的物4．65gを得た。（収率43％）

5）Ⅳ－〔Ⅳ－（DL－〔2Ⅱ〕－3－frα那－CaTboxyoxirame－2－

eaTbonyl）－LleⅦCyl〕isoamylamine（〔2ⅠⅠ〕E－

64－e）

N－〔N－DL－〔2H〕－3－tranS－Ethoxycarbony－

loxirane－2－Carbonyl）－L－leucyl〕isoamyla－

mine（4．65g）の　ethanol溶液（26ml）に

NaOH（0．72g）の80％含水　ethanol溶液を

氷冷授押下滴下した後，更に室温で3時間接拝

した。反応液に5％塩酸水（50ml）を加えて

酸性にした後，ethylacetate（70mlx3）で抽

出した。右横層を合わせ，飽和食塩水で洗浄

し，次いで乾燥後濃縮乾固し目的物2．89gを

得た。（収率：69％）

ES　　　　〔U－14C〕－Leu Isoamylamine YieJd（％）

Boc

Boc

OH H

OH　　 H

77．0

88．3

71．7

80．5

0verall：38．9

Tota111．16mCi（S．A．2．87mCi／m mol）

図1〔HC〕E－64－Cの製造行程

図2〔HC〕E－64－Cのラジオクロマトグラム
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Ⅰ製　造　方　法

。。＿慧C＝Cく冨‾0“

／C0－OH
oc／Cく＝〝C＼2H

OEt

OH　　　 H

H－Leu－isoamylamine

Yield（％）

60．1

73．5

87．5

43．0

69．0

Overa11：11．5

図3　DL－〔2H〕E－64－Cの製造行程

結　　　果

〔14C〕E－64－Cは図1に示した様にL－〔UT14C〕

Leucineより5段階の反応を経て得られた。

第1段階の　Boc化反応の際，原料のし〔U－

14C〕bucineが稀薄水溶液であるため反応が

十分進行しないことが予備実験でわかった0

又，水溶液を濃縮すると分解の恐れがあるので

反応条件を検討し，Boc化試薬を倍量用いるこ

とにより問題を解決することが出来，全行程の

通算収率で最終的に11．6mCiの目的物（比活

性2．87mCi／mmol）を得ることが出来たO最

終産物は，図2に示した以外の展開溶媒でも

TLCのラジオクロマトグラムで単一ピークを

示し，放射化学的に純粋であることが確認出来

た。同時に，種々の発色剤で定性的に調べた

が，不純物は検出されず，極めて高純度である

ことが認められた。

〔2H〕E－64－Cの製造ルートは図3にまとめ

た。この方法ではフマール酸からDLトラン

スエポキシコハク酸が得られるため，最終産物

はエポキシコハク酸部分がD及びL体のジアス

テレオアイソマーの混合物である。DLトラン

スーエポキシコハク酸のエステル化の際，従来

は触媒として硫酸を用いていたが，かトルエン

スルホン酸を用いることにより，硫酸触媒法の

平均収率より約10％高い収率でジェスチルを得

ることが出来た。以上の方法により2・9gの

18

DL－〔2H〕E－64－Cを得た0

考　　　察

E－64－Cの酵素阻害活性基はレトランスーエ

ポキシコハク酸部分にある。従って，生体内動

態，特に標的組織への分布を調べるには・この

活性基の代謝を追跡することが極めて大切であ

る。しかしながら，現段階ではしトランスーエ

ポキシコハク酸部分を〔14C〕で標識することは

合成上極めて困難である0

大関らは〔3H〕E－64－Cを皮下投与し，放射

活性の大部分は未変化体E－64－Cであることを

報告している。この事実より，ロイシン部分に

標識したE－64－Cもその用途により十分利用し

うると期待される。又，得られた標晶は極めて

純度が高く，十分に実験に供しうることがわか

った。

しかし，経口投与の場合，トランスーエポキ

シコハク酸とロイシンの間の結合が一部切断さ

れるという結果が得られているので，代謝産物

を詳細に検討する際，トランスーエポキシコハ

ク酸部分に〔2H〕標識された化合物は有用な武

器となりうると考えられる。又，本品は上述の

如く，DL混合物であり，収率も若干低いが，

別項に報告した様にDLトランスーエポキシコ

ハク酸の光学分割も可能であるので，今後，目

的に応じ光学的に純粋な〔2H〕E－64－Cの製造

も可能である。
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4．E－64－Cの物理化学的性質及び製剤化の検討

沢　田　二　郎＊

研究協力者　和志武　三　徳＊　林　　　英　文＊　玉　城　正　夫＊

小　沢　康　雄＊　小　山　郁　夫＊　中　池　郁　子＊

目　　　的

E－64－Cはヒト進行性筋ジストロフィー症に

対する薬効が期待され，その治療薬として適用

するために多角的検討がなされてきており，標

的酵素であるCa＋＋－aCtivated neutral prot－

ease及びカテプシソB，L等に対する阻害活

性を看することが既に確認されている1）・2）。

一方，E－64－Cをモデル疾患動物において評

価する場合，投与条件が血中濃度に影響し，さ

らには作用部位である筋肉細胞内の濃度にも影

響することが考えられる。

本研究の目的は，最も有効な投与ルート，剤

形などを決めるにあたって必要な基本的データ

であるE－64－Cの物理化学的性質及び生体に授

与した場合の薬動力学的パラメーターを明らか

にし，次にこれらに基づき基礎的な製剤化の検

討をすること′にある。

1．物理化学的性質

方　　　法

木実験に用いた試料は当研究所において合成

されたもので，構造式，化学名，分子式，分子

量及び元素分析値を表1に示す。

また，日本薬局方通則及び一般試験法により

測定した性状，融点，重金属，ヒ素，塩化物，

乾燥減量及び強熱残分の結果は表2のとおりで

＊大正製薬株式会社総合研究所

あった。

（1）各種溶媒に対する溶解性

各種溶媒に対する溶解性を日本薬局方通則に

従って試験した。

但）解離定数（pIb）

解離定数を滴定法3）により求めた。本品157

mgをとり，新たに煮沸し冷却した蒸留水47．5

mlを加えて溶かす。この液を窒素気流中で撹

拝しながら　0・lN水酸化ナトリウム液（f＝

0．943）で滴定した。

（3）旗光度

本品0．1gを精密に量り，測定溶媒を加えて

溶かし正確に10mlとする。この液につき，層

長100mmの測定管を用いて日本薬局方一般

試験法の旋光度測定法により測定し，比旋光度

（〔α〕訂）を求めた。

（4）分配係数

本品の200〝g／mlの酢酸エチル溶液を調製

する。この液20mlずつを正確にとり，それ

ぞれにpHlの0・2M塩化カリウム一塩酸緩

衝液及びpH2．5，4．5，7．0，9．0のBritton－

Robinson緩衝液各20mlを加え，370で1時

間振返する。遠心分離した後，水屑及び有機層

中のE－64－Cの濃度を液体クロマトグラフ法4）

により定量し，分配係数を求めた。

（5）吸湿性

本品約0．5gをガラス容器にとり，1050で2

時間乾燥した後，相対湿度54％（臭化カリウム

飽和溶液），75％（塩化ナトリウム飽和溶液）

及び82％（塩化カリウム飽和溶液）のデシケー
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表l E－64－Cの構造

Structural formula

Chemical name

Molecular formula

Molecular weight

Elementary analysIS

H。。敦≡ONH£還H2CHく諾
N一〔N－（L－3－tranS－Carboxyoxirane－2－Carbonyl）一LTleucyl〕－3－methyl一

butylamine（E－64－C）

ClSH26N205

314．38

Anal．　　C，57．31

Found C，57．35

H，8．34　　　N，8．91

H，8．51　　N，8．89

表2　品質試験

Impllrities

Description

Melting point

HeaYy metals

Arsenic

Chloride

Loss on drying

Residue onignition

Determination method Result

J，P．9First method

J．P．9Second method

J．P．9Third method

J．P．9

J．P．9（1g，1050，2br）

J．P．9

Whitecrystalsorcrystalline

powder with odourless and

a slightly bitter taste

156．00

＜10ppm

＜2ppm

＜0．036％

0．32％

0．03％

クー中に入れ，400の恒温室に7日間放置し，

重量増加率（％）を化学はかりを用いて測定し

た。

（6）赤外吸収スペクトル

本品3mgに臭化カリウム0．5gを加え，乳

鉢で粉砕混合したものにつき，日本薬局一般試

験法の赤外吸収スペクトル測定法の臭化カリウ

ム錠剤法により測定した。

（7）核磁気共鳴スペクトル

本品0．04gに重アセトン0．4mlを加えて

溶かした液につき，内部基準として添加したテ

トラメチルシランのシグナルをOppmとし，

60MHzの共鳴周波数で水素核について0～12

ppmの範囲を掃引した。

（8）勲分析

本品約0．01gをとり，α一アルミナを対照と

し，室温から3500まで100／分で昇温させ，示

差走査熱分析（DSC）及び熱重量分析（TG）を

行った。
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（9）Ⅹ綾回折

本品をめのう乳鉢で粉砕した後，ホルダーに

つめ，Ⅹ線発生管球対陰極は鋼（ニッケルフィ

ルター），ゴニオメータ走査速度は毎分lO（2の

の条件で測定した。

（10）定量法（満定法）

本品を乾放し，その約0．5gを精密に量り，

中和エタノール20mlを加えて溶かし，更に

水30mlを加えた後，0．1N水酸化ナトリウ

ム液（f＝1．083）で摘定した（指示薬：プロム

クレゾールグリン試液4滴）。ただし，滴定の

終点は液の黄色が青色に変わるときとする。

0．1N水酸化ナトリウム液1ml

＝31．438mg C15H26N205

（11）水溶液中での安定性

各種pH．（3～10）のBritton－Robinson緩

衝液を用い，本品の濃度20J唱／mlの溶液を調

製する。この液をガラスアンプルに充てんし，

650保存における残存率の経時的変化を液体ク

ロマトグラフ法4）により測定した。また，同様



4．E－64一〇の物理化学的性質及び製剤化の検討

表3　各種溶媒に対する溶解性

S。lvents SolubilitySoIvent（ml）／Solute（1g）　　　DescriptiveterminJ・P・9

MetbanoI

I）ehdrated ethanoI

Acetone

Dioxane

Ethyl acetate

Dichloromethane

Water

Etber

n－Hexane

0．9

1．4

4．3

25

44

150

250

850

＞10，000

Very soluble

Freely soluble

Freely soluble

Soluble

Sparingly soluble

Slightly soluble

Sligbtly soluble

Sligbtly soluble

Practicallyinsoluble

表4　解離定数（250）

0・lNNaOHadded（ml）　　pH log等吉宗
0
　
5
　
0
　
5
　
0
　
5
　
0
　
5
　
0
　
5

0

　

1

　

1

　

2

　

2

　

3

　

3

　

4

　

4

2

　

9

　

6

　

2

　

0

　

0

　

0

　

2

　

9

　

3

3
　
3
　
4
　
5
　
6
　
7
　
8
　
9
　
0
　
3

2

　

2

　

2

　

2

　

2

　

2

　

2

　

2

　

3

　

3

0．00

－0．06

－0．15

－0．23

－0．31

－0．42

－0．55

－0．70

－0．94

9

　

0

　

7

　

7

　

9

　

8

　

7

　

9

　

9

3

　

4

　

3

　

3

　

3

　

3

　

3

　

3

　

3

2
　
2
　
2
　
2
　
2
　
2
　
2
　
2
　
2

Mean〔pXa〕2．38

にしてpH7．4の1／15Mリン酸塩緩衝液中に

おける安定性を650，800及び1000保存につい

て検討し，温度依存性を調べた。

結果及び考察

各測定結果を表3～9及び図1～6に示す。

各種溶媒に対する溶解性はメタノールに極めて

溶けやすく，無水エタノール又はアセトンに溶

けやすく，ジオキサンにやや溶けやすく，n－ヘ

キサンにほとんど溶けなかった（表3）。pKa

は2．38であり，エポキシ基の電子吸引性により

強い酸性を示した（表4）。旋光度は無水エタ

ノール及びジオキサンのいずれの溶媒において

も右旋性を示し，比旋光度はそれぞれ＋44．40

及び＋10．00であった（表5）。酢酸エチルー

水系における分配係数は通常の一塩基酸と同様

にpHが高くなるにつれて減少した（表6）。

表5　各種溶媒中における比旋光度（〔α〕諾）

SoIvents　　　〔α〕i：（C＝1・0）　　　Mean

Dehydrated

etbanol

＋44．40

＋44．50　　　　　　＋44．40

＋44．30

＋10．lO

Dioxane　　　　　　　＋9．80　　　　　　＋10．00

＋10．00

表6　分配係数（370）

Ethylacetate／Water＊

0

　

5

　

5

　

0

　

0

1

　

2

　

4

　

7

　

9

3
　
7
　
5
　
1
　
1

．
　
1
　
0
　
0

4

　

4

　

　

■

4

　

1

　

0

　

0

　

0

＜
　
＜

＊Britton－Robinson buffer
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表7　吸湿性（400，7日間）

Relative

humidity（％） No・慧慧iて芸）mOisture Mean（％）
0

　

0

　

0

0

　

0

　

0

0

　

0

　

0

0

　

0

　

0

表8　定　量　値

Assay Results（％）

4
　
6
　
4
　
5
　
6
　
7
　
6

9
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9

9
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9

表9　水溶液中での安定性（650）

Residualcontent（％）
TimeinDays

04HpO3Hp pH5．O pl16．O pH7．O pH8．O pH9．O pHlO．0

100．0　　　100．0　　　100．0　　　100．0　　　100．0　　　100．0

94．6　　　　97．0　　　　98．0　　　　95．0　　　　94．5　　　　89．4

77．8　　　　78．9　　　　78．9　　　　77．5　　　　76．0　　　　67．7

62．6　　　　61．8　　　　61．3　　　　59．5　　　　54．5　　　　46．2

47．1　　　47．3　　　　48．2　　　　42．5　　　　39．1　　　27．6

吸湿性は全く認められなかった（表7）。赤外

吸収スペクトルの主な吸収帯はそれぞれ3250

cm▼1はN－H伸縮振動，2950cm．1はC－H

伸縮振動，1720cm‾1ほカルポキシルC＝0伸

縮振動，1680cm‾1及び1620cm‾1はアミド

C＝0伸縮振動，1570cm‾1はN－H変角振

動，890cm‾1はエポキシ環の逆対称環伸縮振

動の吸収に矛盾なく帰属することができた（図

1）。核磁気共鳴スペクトルの∂0．83及び∂

0．92の12Hに相当するシグナルはロイシル基

及び3－メチルプチルアミンのメチル基プロト

ンに，∂1．29～1．67の6Hに相当する多重線

はロイシル基のメチレン基及びメチン基プロト

ン並びに3－メチルプチルアミンの2位メチレ

ン基及びメチン基プロトンに，∂3．21の2Hに

相当する四重線（J＝7Hz）は3－メチルプチル

アミンの1位メチレン基プロトンに，∂3．54及

び∂3．65の2Hに相当する2つの二重線（J＝

2Hz）はエポキシ環のプロトンに，∂4．49の

1Hに相当する四重線（J＝7Hz）はロイシル

24

基のαメチソ基プロトンに，∂7．60及び∂7．74

の2Hに相当するシグナルは2つのNHプロ

トンに，∂10．13のlHに相当する幅広いシグ

ナルはカルポキシル基のプロトンにそれぞれ帰

属することができた（図2）。熱分析は1530に

融解による鋭い吸熱ピークを示し，1900付近に

熱分解による発熱ピークと急激な重量の減少を

示した（図3）。Ⅹ線回折は結晶性を示した（図

4）。定量法は0．1N水酸化ナトリウム液を用

い，プロムクレゾールグリンを指示薬とする中

和滴定法について検討したところ，良好な結果

を得た（表8）。水溶液中での安定性については，

残存率の経時的変化（表9）からE－64－Cの分

解は一次反応式に従うことがわかった。分解反

応速度定数kを求め，PHとlogkの関係を示

した（図5）。この結果，分解反応速度定数の

対数はpH3～10の範囲で大きな変化を示さな

かった。また，pH7．4におけるアレニウスプ

ロット（図6）より得られた直線の傾きから活

性化エネルギーEaは23．2kcal／moleであ
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1900

1530

図3　熱

り，250保存における分解反応速度定数及び90

％残存期間はそれぞれ1．68×10‾1（day‾1），627

（day）と予測された。この結果より，水溶液の

製剤化には若干の安定化が必要である。

2．製剤化検討

方　　　法

（1）使用動物

ウサギは日本白色在来雄性体重約3kgを，

犬はピーグル犬雄性体重約10kgを用いた。

（2）投与法

ウサギの静江は耳静脈より，犬は前腕静脈よ

りそれぞれ投与した。経口投与と直腸投与は24

時間絶食後，試験に供した。筋注は大腿四頭筋

肉へ，また皮下注は背部皮下にそれぞれ投与し

た。

（3）投与製剤の調製

1）静注パラメーターの算出に用いた処方

2％重曹水溶液にE－64－Cを5，20，50mg／

mlの濃度に溶解した。

2）投与ルートの検討に用いた処方

E－64－Cに水酸化ナトリウム水溶液を適量用

いて溶解（Na sol．）し，これに注射用蒸留水

を加えて10％溶液を調製した。

分　析

3）製剤化の検討に用いた処方

水溶液，水性懸濁液，油性懸濁液及びェマル

ジョンの各基剤について調製し，E－64－Cの濃

度はいずれの基剤も10％とした。水溶性基剤と

しては投与ルートの検討に用いた処方（Na

SOl．）を基本処方とし，これに∴ポリビニルピp

リドンを10％配合した処方（PVP sol．），ニッ

コールBC－15TXを5％配合した処方（BC－

15TX），更に，ニッコールMYS－25とリノー

ル酸をそれぞれ5％配合した処方（MYS－25，

Oil）の3処方を調製した。エマルジョン剤と

しては基本処方にコーン油を84％とニッコール

S0－15を配合した油中水型の処方（W／O

emul．）を調製した。水性懸濁剤としては1％

のCMC水溶液にE－64－Cを10％懸濁した処

方（CMCsusp．）を，また，油性懸濁剤とし

てはコーン油にE－64－Cを10％懸濁した処方

（Oilsusp．）をそれぞれ調製した。

4）採血法

ウサギは耳静脈より，犬は前腕静脈より，い

ずれもヘパリン処理注射筒にて採血した。

5）定量法

血中のE－64－Cの定量は沢田4）らの液体クロ

マトグラフ法で実施した。供試動物の血渠0．5

mlに5％リン酸溶液0．5mlを加えた後，分光

分析用酢酸エチル7mlを加えてよく振り混ぜ，
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図5　pHプロファイル（650）
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図6　アレニウスプロット（pH7．4）

3分間遠心分離（3000r．p．m．）する。この酢

酸エチル層5mlを分取し，減圧下に濃縮す

る0残留物を溶離液0．5mlに溶かし，この液

を液体クロマトグラフの試料とする。E－64－C

の標準溶液とのピーク比から血菜中濃度を算出

した。

結果及び考察

一般に製剤化にあたっては主薬の物理化学

的，生物薬剤学的な性質を明らかにし，生体に

適用されたときの条件を配慮して，投与ルー

ト，剤形を決定する。E－64－Cの生体内挙動に

ついては既に大関5）らによる報告がある。これ

によるとE－64－Cは経口投与では血中，尿中と

もにほとんどが代謝物として存在しているのに

対し，皮下注及び筋注では未変化体として存在

し，静江した場合には血中からの消失は速やか

であることが明らかとなっている。我々はこれ

らの事実をもとにE－64－Cの製剤化について基

礎的検討を加えた。

（1）E－64－Cの静注パラメーター

種々のルートから投与されたE－64－Cはまず
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図7　静江後の血中濃度（2～3例平均）

表10　2－コソバートメソトモデルから求めた静注パラメーター
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図8　投与ルートと血中濃度

（投与量；50mg／kg

循環系に移行し，次に作用部位に到達する。し

たがって投与ルートや剤形の検討にあたっては

循環系への移行量と速度が重要な指標となる。

静脈内投与は薬物が100％瞬間に循環系に移行

する投与ルートであり，これから得られたパラ

メーターは他の投与ルートや剤形の検討におい

て基準となる。図7はウサギと犬について種々

の濃度でE－64－Cの2％重曹水溶液を静江した

ときの血中濃度のパターンをみたものである。

表10にこの結果を2－コンパートメントモデルを

用いて解析して得たパラメーターを示す。デー

タ解析は最小二乗法のプログラム（NONLIN）

を用いた0　ウサギについてみれば血中濃度と血

中濃度曲線下面積（AUC）はほぼ段与量に比

例し，生物学的半減期（T扱β）は投与量を5

mg／kgから50mg／kgと変えてもほぼ20分と

一定値を示した。これらのことからこの投与範

囲において，E－64－Cは線形性を有しているこ

とが示唆され，今回得た静注パラメーターは投

与ルートと剤形の検討を行う際の基準となりえ

ることが明らかとなった。次に動物問の種差に

ウサギ，2例平均）

ついて検討する目的で犬にE－64－Cを20mg／

kg授与し，ウサギと同様に静注パラメーター

を算出した。その結果，プラズマ総クリアラン

ス（Cl）はウサギのはば半分であり，半減期

（Tちらβ）はウサギよりもやや長く，犬の方が

血中からの消失がやや遅いことを認めた。

但）投与ルートの検討

ウサギにE－64－Cを体重1kg当たり50mg

の割合で水溶液として，種々のルートで投与し

たときの血中濃度パターンを図8に示す。その

結果，経口投与の場合，血中にE－64－Cは検出

されなかった。そこで100mg／kgに増量して

検討を加えたが，やはり検出されなかった。次

に種差の影響をみるために犬を選び100mg／

kgの投与量で経口投与を試みた。その結果，

やはり血中にE－64－Cは検出されず，消化管か

らの吸収は悪いものと考えられる。一方直腸投

与の場合，E－64－Cは血中に出現したが，AUC

は3．57J唱・ml‾1・hrであり，吸収量の指標で

ある静往時のAUCの約6％にすぎなかった。

皮下投与の場合は血中への移行は速やかであり
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図9　注射剤の血中濃度

（投与量；50mg／kgウサギ，2例平均）
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図10　直腸投与後の血中濃度に対する添加剤の影響

（投与量；50mg／kgウサギ，2例平均）
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30分以内に最高血中濃度を示した。AUCは静

往時の約80％の値を示し，皮下投与の場合，吸

収率が良いことが明らかとなった。

招）製剤化検討

投与ルートの検討の結果，経口投与では血中

にE－64－Cを認めなかったが，直腸投与の場

合，少量ではあるが検出した。また皮下投与の

場合，吸収効率は良いが，血中からの消失が速

いことが明らかとなった。そこでまず注射剤の

血中濃度を持続化させるために種々の処方を調

製し，ウサギを用いて検討した。その結果を図

9に示す。基本処方（Na sol．）にPVPを10

％加えた処方（PVPsol．）を皮下投与した場

合，基本処方とほぼ同等のAUCを示し，かつ

血中濃度パターンは持続化型となった。コーン

油を用いた池中水型のエマルジョン性注射剤

（W／Oemul・）を筋肉内投与した場合，最高血

中濃度は基本処方の約半分となりかつ6時間に

おける濃度は基本処方が痕跡であるのに対し

3・0／唱／mlの比較的高い値を示した。一方CM

Cを用いた水性懸濁液（CMCsusp．）を皮下

投与及び筋肉内投与した場合には初期に著しい

吸収抑制を認めたが持続化は認められなかっ

た○　また，コーン油を用いた油性懸濁剤（Oil

SuSp・）を筋肉内投与した場合，同様に持続化

を認めなかった0次に直腸投与での吸収効率の

増大を計るために添加剤の配合による処方検討

を実施した。その結果，図10に示すようにエー

テル系活性剤を配合した処方（BC－15TX）及

びェステル系活性剤とリノール酸を配合した処

方（MYS－250il）の場合には著しい吸収の増

加が認められ，両処方のAUCは静往時のAU

Cとほぼ同等となり，添加剤の選択により直腸

投与の可能性が示唆された。

結　　　論

E－64－Cの物理化学的性質及び薬動力学的パ

ラメーターを明らかにし，基礎的な製剤化の検

討を行った。

E－64－Cは光学的に活性（右旋性）な強い酸

性物質（pXa2．38）であった。

静江後の半減期はウサギで約21分，犬では約

29分であった。静注の場合の血中濃度曲線下面

積（AUC）を100とすると，皮下注，直腸投

与，経口投与の場合のAUCはそれぞれ81．9，

5．5，0であり，投与ルートにより　bioavaila－

bilityに差が認められた0

皮下投与の場合，E－64－Cは血中か■らの消失

は速やかであった。ある種の高分子（PVP）の

添加及び油中水型のエマルジョンで血中濃度の

持続化が認められた。また，添加剤の選択によ

り直腸投与の可能性が示唆された0

参考文献

1）今堀和友：第2回E－64開発研究班会議．

2）Hashida．S．，Towatari，T・，Kominami，E・
Eatunuma，N．：InhibitionsbyE－64derivatives

of ratliver cathepsin B and cathepsinLin

vitro andin vivo，J．Biochem．，88，1805～1811，

1980．

3）松浦貞郎：イオン定数，p・16～36，1963・

4）沢田二郎：E－64及びその類縁体の生物薬剤学的

研究，微生物の二次代謝産物に由来する難治療薬

（E－64）の開発研究，昭和54年度研究報告喜，p－
159～166．

5）大関正弘：E－64及びその類縁体の生体内動態に

関する研究，微生物の二次代謝産物に由来する箆

治療薬（E－64）の開発研究，昭和54年度研究報告

雷．p．145～154．

33



Ⅰ　標的酵素に対する効果

5．ジストロフィーチキン骨格筋カテプシソB，H及びDの動態ならびに

E－64－C投与による阻害について

6．カルシウムプロテアーゼに対するE－64の効果

7．カルシウムプロテアーゼと燐脂質

8．プロテアーゼ阻害物質によるべブスタチソ非感受性

ヘモグロビン水解酵素の誘導

9．筋ジストロフィーチキンの筋ガングリオシドに及ぼすE－64の効果

について（続報）

勝沼　信彦

今堀　和友

西塚　春美

市原　　明

官武　　正



5．ジストロフィーチキン骨格筋カテブシンB，H及びD

の動態ならびにE－64－C投与による阻害について

勝　沼　信　彦＊

研究協力者　野　田　　　隆＊　磯　貝　和　秀＊

はじめに

筋ジストロフィーチキン（Line413）の萎縮

筋中でカテプシソ群の酵素活性が上昇している

ことに関しては，古くから各種の報告がある1）。

リソゾームのカテプシソ群は，最近では酸性域

で蛋白分解活性を発揮するカルポキシルプロテ

アーゼ（カテプシソD）及び弱酸性から中性域

で活性をもつチオールプロテアーゼ（カテプシ

ソB2）3），カテプシソH4），カテプシソLS）6））に

大別される。最近まで比等カテプシソ群の正確

な分別定量は確立していなかった。今回，我々

は此等カテプシソ群が正常チキンと筋ジスチキ

ンでどのような差異があるかを分別定量をおこ

なった。またこのチオールプロテアーゼ群に対

し，invitroで強い阻害作用を有するE－64－C7）

をin vivoで80日間連日投与したチキン胸筋

中のカテプシソB・H・Dの活性を測定し，

E－64－Cのin vivoにおける作用を報告する。

実験材料及び方法

投与方法

Line413のチキンは，辟化後10日より，300

mg／kg体重，150mg／kg体重，生食，の3群

に分けE－64－Cを1日2回皮下に80日間投与し

た。Line412のチキンも同様に生食を投与し

た。

＊徳島大学医学部酵素研究施設酵素化学部門

材　料

前記の処理をしたチキンの浅胸筋をとりだ

し，－200Cにて凍結保存した。

1．カテプシソB・Hの測定

凍結筋を4倍量のPBS pH7．2とともに，

ポリトロンを用いて，5倍ホモジネートを作製

し遠心上清を75％アセトンで沈澱させ，アセト

ンを除いた後に20mM酢酸緩衝液pH5．5，

5mMβ－メルカプトエタノール，2mMEDTA

で懸濁したものを測定試料とした。カーテプシソ

Bの基質にはBANAを用い，Barrettらの方

法8）で活性を測定した。

2．カテプシソDの測定

上記のアセトン沈澱試料を20mM酢酸緩衝

液p鱒3．8で一晩透析し，酸変性ヘモグロビ

ンを用い9），ペブスタチソで阻害される活性を

カテプシソDの活性とした。

結　　　果

カテプシソB活性は，正常チキンに比して筋

ジスチキンでは，明らかに全活性，比活性とも

に高く，更にE－64－C投与量に応じて全活性，

比活性ともに減少しており，150mg／kg体重，

300mg／kg体重投与の両群ともほぼLine412

チキンと同程度のカテプシソB活性を示してい

る。（図Ia），また同様にカテプシソH活性は，

正常チキンに比して，筋ジスチキンでは，明ら

かに全活性，比活性ともに高く，E－64－C投与

量に応じて全活性，比活性ともに減少してい

る。（図Ib），図Ia，Ibを比較してみるとin
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図1E－64－C投与量とカテプシソの活性
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表1E－64－C投与によるカテプシソ群及びCANP活性とフリップテストの結果

Cathepsin B activity Cathepsin H activity Cathepsin D activity

U／gmuscleU／mgprotein U／gmuscleU／mgprotein U／gmuscleU／mgprotein

Line413

Saline

Ⅹ10－1　　　　Ⅹ10－5　　　　Ⅹ10－1　　　Ⅹ10－5

M（n＝12）2．2±0．36　0．69士0．13　4．9±0．871．58土0．311．56±0．42　0．050±0．015

F（n＝10）2．1±0．22　0．63土0．114．9土0．791．48土0．371．17士0．39　0．035士0．012

E－64－C treated

150mg／kgB．W．

300mg／kgB．W．

M（n＝11）1．2土0．14　0．41土0．06　3．0士0．511．01±0．171．35土0．33　0．045±0．01

F（n＝10）1．3土0．28　0．39土0．09　4．0土0．791．20土0．241．35士0．18　0．041±0．05

M（n＝11）0．9土0．15　0．30±0．04　2．8土0．87　0．92士0．28　0．98土0．29　0．033士0．011

F（n＝10）1．4±0．30　0．48土0．10　2．6土0．54　0．87士0．181．35±0．24　0．045土0．01

Line412

Saline
M（n＝4）1．2±0．13■　0．27土0．04　3．6±0．76　0．84±0．210．48土0．19　0．011土0．004

F（n＝7）1．34土0．22　0．31±0．05　3．4±0．64　0．78土0．15　0．40士0．23　0．009土0．006

Activity of cathepsin B was expressed asFLmOlp－nitroaniline produced／min．

Activity of cathepsin H was expressed as FLmOlβ－naPhthylamide produced／min．

Activity of cathepsin D was expressed aspmolamino acids released／hr．
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b

Body weigbt Content of CANP Flip test

Sample protein activity

Line　413

Saline

150mg／kgBW．

300mg／kgB．W．

M（n＝12）

F（n＝10）

M（n＝11）

F（n＝10）

M（n＝11）

F（n＝10）

g

l，794±212

1，312土104

1，935土223

1，289土61

1，880土163

1，333±148

mg／g muscle

31．5土1．8

33．4±3．4

29．6土1．7

33．0土1．6

29．8±2．2

30．1士2．2

Cpm

6，686士1，864

4，743土757

5，222±2，199

3，451±959

5，389±1，684

3，751士852

10days80days

2．3－－◆0．4

4．4→1．4

2．6一一一→0

4．1→1．7

2．5－－→0

1．8一→0．8

Line　412

Saline
M（n＝4）　　　2，098土230　　　42．8土1．9　　4，167土2，780　　　　5－－→5

F（n＝7）　　1，547±104　　　43．6±2．1　　2，593±1，172　　　　‾5－→5

CANP：Calcium activated neutralprotease

Vitro　と同様にE－64－Cに対してカテプシソB

の方がin vivoでもより強い感受性を有する

と思われる。図Ic　には，カテプシソD活性の

変動を示した。筋ジスチキンは正常チキンに比

して，著明なカテプシソD活性の冗進がみられ，

E－64－C投与群と生食投与群の間に有意な活性

の変化は見られず，カテプシソDには全く影響

を与えていないことが明らかとなった。またロ

イべプチソ投与時に見られるカテプシソD様プ

ロテアーゼ活性の上昇はみられなかった。表1

にカテプシソ群活性変化と体重並びに，筋蛋白

含量，CANP活性，フリップテストの結果を

まとめた。（CANP活性，フリップテスト，体

重は本実験に使用したチキンのもので，大正製

薬研究所で測定されたデータである。）カテプシ

ソ群の著明な変化に比し，CANP活性は，E－

64－C投与群で阻害されるが，正常チキンのレ

ベルには達していない。また，体重，筋蛋白含

量，フリップテストは，正常チキンに比して筋

ジスチキンは著しく低く，E－64－C投与群でも

改善は見られなかった。

考　　　察

E－64－C投与でカテプシソB，カテプシソH

は有意に阻害されているが，筋ジストロフィー

症の症状改善にはあまり効果はなかった。
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この原因としては，CANP活性があまり減

少していないこと，カテプシソDが高値である

こと等が考えられるが，カテプシソDの著明な

上昇は問題であり，ペブスタチンとの伴用によ

る効果を見る必要があるものと考える。
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6．カルシウムプロテアーゼに対するE－64の効果

今　掘　和　友＊

共同研究者　鈴　木　紘　一＊　辻　　　崇　－＊

久保田　俊一郎＊　木　村　吉　雄＊

高　橋

はじめに

筋ジストロフィーは筋タンパク質の分解によ

って生じる筋の退化がその主たる原因として考

えられている。筋細胞中にあって，タンパク質

の分解を司るプロテアーゼとしては一つにはカ

テプシソ塀が考えられ，これについては勝沼班

員のグループによる報告がある0今一つとし

て，われわれはカルシウムで活性化される中性

プロテアーゼ（CANP）に着目し，従来CANP

を精製するとともに，その性質を明らかにして

きた。特にCANPがいわゆるチオールプロテ

アーゼに属するものであることから，これが

E－64で強く阻害されることを発見したのであ

ったト3）。

しかしながら，CANPが細胞内で作用する

ことについては一つ難点がある。それは本酵素

の活性発現には1mM～数mMという　Ca2十

イオンを必要とするからであり，これは筋細胞

中のCa2＋イオン濃度（数〝M）をはるかに超

えた異常な濃度であるからである。

一方，犬の心筋からは40J‘MのCa2＋イオ

ン濃度のKdをもつCANPの存在が報告さ

れているが4），同様な酵素（これを〃－CANP

という）の骨格筋での存在は確めておらず，ま

たこれと，mM程度のCa2＋イオンを必要と

する従来のCANP（これをm－CANPという）

＊東京大学医学部第二生化学教室

＊＊東京都老人総合研究所

愛＊

との関係も不明であった。われわれは最近m－

CANPからFL，CANPへの変換が自己消化に

よって起ることを明らかにしたので，ここに報

告する。

材料及び方法

CANPとしてはトリの胸筋から石浦の方法l）

により調製したものを用いた。カゼイン一七7

ァロース4Bは，ファルマシア製の活性化し

たセファロース4Bにカゼインを常法に従っ

て結合させることによって得られた0

結　　　果

・カゼイン一七ファロース4Bカラム（1×6

cm）をバッファーA（20mMトリス，10mM

2－メルカプトエタノール，pH7．5）に10mM

CaC12を加えたもので平衡化し，これに精製し

たCANP（0．5mg／0．5ml）を加える。まず

10mM CaC12　を含むバッファーAでよく洗っ

た後，10mMEDTAを含む／：ッファーAで

CANPを溶出した。

得られたCANPは図1に示すように，Ka

を40／上Mにもつ〃－CANPであった0

図にはm－CANPのCa2＋依存性をも同時に

示してあるが，両者のCa2＋感受性の差異はき

わめて明らかであろう。ついで他の2価イオン

の影響をもしらべた。図2にはSr2十に対する

感受性，図3にはBa2十に対する感受性を示し

てある。いづれの場合にも．，〝－CANPはm－

CANPに比し，はるかに低濃度の2価金属イ
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Ⅱ　標的酵素に対する効果

表1Effects of several metalions on
chicken CANP．　　　　　“Kd’’（mM）

metalions m－CANP FL－CANP

Ca2＋　　　　　　　　0．15　　　　　0．05

Sr2十　　　　　　　　4．0　　　　　　0．5

Ba2＋　　　　　　11．5　　　　　1．8

オンで活性化されることが明らかである。

その他の金属イオンの影響をまとめて示した

のが表1である。

つぎにm－CANPと　FL－CANPとの相互関

44

係につき研究した。カゼインカラムから溶出さ

れるのが，〝－CANPであるということには，

少くとも二通りの説明が可能である。その1つ

は，粗CANP抽出液中にはm－CANPとP－

CANPの両方が存在しており，EDTAで前者

のみが溶出され，後者はカラム中に吸着された

ままでいるという考え方である。第二には，粗

CANP抽出液中にはm－CANPのみが存在し

ていたのであるが，カゼインカラム中に存在す

るCa2＋（10mM）の影響で自己消化を起こし，

〃－CANPに変化したという考え方である。

1　　　　　3

C。nCentration（mM Ca2＋）

図1m－CANPとFL－CANPとのカルシウム感受性
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6．カルシウムプロテアーゼに対するE－64の効果

図3　m－CANPとFL－CANPとのバリウム感受性
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図4　m－CANPの自己消化に伴なうカルシウム感受　　　図5　m－CANPとFL－CANPとの活性のpH依

性の変化

10mM CaC12存在下00Cでm－CANPの自

己消化を行なわせ，横軸に示した各時間で試

料の一定量をとり出し，5mM，150／jM，75J上M

のCa2＋存在下で活性を測定した。

存性
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Ⅰ標的酵素に対する効果

20　　　　　　　30

〟l（E－64）

図6　m－CANPとFL－CANPとのE－64による阻害
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以下の実験は後者の考え方が正しいことを示

している。まず第一に，m－CANPとP－CANP

とをSDS電気泳動で共泳動させると，後者は

前者よりわずかに早く移動し，マーカーよりそ

の分子量は76，000と求められる。一万m－CANP

の分子量は80，000であるから，自己消化により

分子量4，000のペプチドがm－CANPから遊離

したものが〃－CANPとすると考えやすい0

そこで，m－CANPを10mMCa2＋　存在下

00Cで自己消化を行わせてみた。00Cにした

のは常温では自己消化速度が早すぎるため，限

定加水分解物をとらえにくいからである0結果

は図4に示してある。図では自己消化物を各時

間においてとり出し，それぞれ5mM，150〃M，

75JjMのCa2＋存在下で活性測定を行ってい

る。図1から明らかな様に，5mM Ca2十では

m，〃両CANPとも100パーセント活性であ

るが，150FLMCa2＋ではm－CANPの活性は

なく，〃－CANPは85パーセントの活性を示し，

75JJM Ca2＋では65パーセントの活性を示す。

すなわち　5mM Ca2＋　存在下では，m，〝　両

CANPの活性の和を測定しているのに対し，

150JJM，75JjMでは〝－CANPの活性のみを

測定している。

図から明らかな様に，自己消化が進むと共に
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〝－CANP活性は急に上昇し・3分で最大値を

示した。この時点で自己消化をとめ，それを

SDS電気泳動にかけると，80Kのバソドはす

でに消失し，76Kのバンドになっていた。す

なわち〃一CANP活性の出現は自己消化による

ものであることが明らかになったのである0自

己消化の時間を長くすると，〃一CANPの活性

も次掛こ減少するが，それに伴ってSDS電気

泳動でも76Kのバンドが減少し，56Kおよ

びそれ以下の分子量のバンドが増加してゆく0

これは自己消化がさらに進むと，CANPが失

活することに対応している0

次に得られた〃－CANPにつき，その性質を

m－CANP　のものと比較した。図5にはm－．

〃一CANP活性のpH依存性を示してあるが・

両者は全く一致している0さらに図6にはm一，

〝－CANPに対するE－64の阻害効果を示して

あるが，これについても両者には差異が全くな

かった。

なお本研究と平行して，ウサギ骨格筋の

CANPについても同様な研究を行った。ウサ

ギの場合m－CANPの2価金属に対する感受

性はトリのものよりさらに悪く，Ca三十は5～

10mMを要し，Ba2＋では全く活性化されな

い。これに対し，ウサギの〃－CANPはトリの



6．カルシウムプロテアーゼに対するE－64の効果

〃－CANPとほぼ同様の金属感受性を示すよう

になるo m－CANPよりFL－CANPへの変換

も，カゼインカラム処理，自己消化の両方で可

能であること，変換に伴い80Kの成分が76K

に変わることなど，すべてにおいてトリのもの

と一致している。

考　　　察

従来CANPについての報告は多くあるが，

Mellgren．）のものを除けばいづれも活性に数

ミリモルのCa2十を必要とする点で，その生理

学的意義が疑われていた。本研究によって明ら

かにされた，自己消化によりm－CANPが〝－

CANPに変換するという事実はすこぶる重要

な意味をもつであろう。例えば，細胞内の1分

子のm－CANPがp－CANPに変換されると，

これが他の　m－CANP　を生理的条件下におい

ても〃一CANPに変換し，これらがさらにm－

CANPを限定分解するという，いわゆるカス

ケード反応が進行するであろう。これが無制御

に進行するなら筋ジストロフィーの様な病状を

起こすことは当然である。

一方今回の結果はm－CANPからFL－CANP

への変換についても示按する所がある。もしも

m－CANP単独について自己消化を行わせるな

ら，図4からも明らかなように，00Cにおいて

すら限定分解の段階で止めることは困難であ

る。ましてや常温では瞬時に失活してしまうで

あろう。それに反し，カゼインカラム中で自己

消化を行なわせると，限定分解の所で止ってし

まいそれ以上の自己消化が起らないことは重要

である。すなわち基質が存在する条件下では

m－CANPからFL－CANPへの変換が正しく行

なわれることを示している。筋細胞中の様に，

CANPに対する基質が大量に存在する場にあ

っては，CANPの変換がうまく行なわれるで

あろうことは充分に予想されるのである。

現在まで報告されたCANPに関する論文中

MellgrenのみがFLM程度のCa2＋で活性化さ

れるCANPを犬の心筋より得ている。われわ

れのFL－CANPとMellgrenのCANP　と比

較してみると，分子量に多少のちがいがある他

は，性質がきわめてよく類似している。すなわ

ち酵素がすこぶる不安定であることや，DEAE

セルロースカラムからの溶出位置（本報には示

していないが，FL－CANPはm－CANPより低

イオン強度で溶出される）などがよく一致して

いる0また西塚ら5）も昨年度の本班研究報告会

で，低Ca2十イオン濃度で活性化されるCANP

の存在を発表しているが，これについてはわれ

われの〃－CANPとその性質が全くといって

よいほど一致している。したがって，これら

CANPはいづれもm－CANPの自己消化に由

来するものと考えられるのである。一方村地

ら6）も肝臓より低Ca2＋イオン濃度で活性化さ

れるCANPを得ているが，安定性の点におい

て〃－CANPと異っており，これが全く別物な

のか，臓器のちがいによるものなのかは今後検

討を要する問題である。

今回のわれわれの研究により，〃－CANPを

得る方法も確立したわけであるから，今後はそ

の革質特異性等を研究することにより，〝一

CANPの生理学的役割はさらに明らかになる

ものと思われる。
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7．カルシウムプロテアーゼと燐脂質
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はじめに

神経やホルモンの働らき等，細胞間の相互作

用や識別琉序の解明は今日の医学生物学にとり

もっとも重要な課題の一つである。ことに細胞

表面における刺激や変化がサイトスケルトン系

を介して細胞の形態，機能を調節する機序は，

昨今飛躍的な研究の対象となっている。私共は

数年来，こうした受容識別唐序に焦点をあてて

酵素化学的解析を加えてきたが，最近になり生

体の情報伝達系に関与すると予想される新し

い型の蛋白質燐酸化酵素系を見出したト3）。こ

の酵素は第1図のように従来明らかにされてい

るCyClicAMPを介する情報伝達系に対応す

る可能性が高く，形質膜に与えられたシグナル

によりイノシトール燐脂質（PI）が選択的に加

水分解され，ここに生成する微量のジグリセリ

ド（DG）がその活動の引き金をひいている。

この過程は可逆的でありカルシウムが必要であ

るが，この種の蛋白質燐酸化酵素の活性化には

これ以外にカルシウムプロテアーゼによる限定

分解の方式が関与している可能性がある4）。そ

こで本年度の研究では生体の機能調節に関与す

るこの蛋白質燐酸化酵素の活性化反応を指標と

して，カルシウムプロテアーゼの解析とその役

割の解明を試みた。

その結果，生体の多くの組織にはこれまであ

きらかにされていたプロテアーゼとは別に低濃

＊神戸大学医学部第二生化学教室

度のカルシウムにより活性化されるプロテアー

ゼが分布しており，かつこのプロテアーゼは形

質膜に結合している蛋白質燐酸化酵素を選択的

に限定分解している可能性が強く示唆された。

すなわち，この種のプロテアーゼは当初Mellgr－

enが心筋に見出したものと同種の酵素と予想

されるが，上述のイノシトール燐脂質の加水分

解にひきつづいて，情報伝達系の活性化の第2段

機序をなすものと推定される。したがってこの

プロテアーゼ系には燐脂質が関与するため，E－

64をはじめ各種の阻害剤が奏効しにくい理由が

あ‾りうると思われる。以下ではこの情報伝達系

についてのその後の知見を簡単にのべ，プロテ

アーゼと燐脂質の関係の概要を報告する。なお

簡単のためこの種の蛋白質燐酸化酵素は　C－

Kinase，CyClic AMP　の関与する酵素は　A－

Kinase　としたい。

材料及び検索方法

本解析では主としてラット脳より調整した

C－Kinase，シナプス膜，プロテアーゼを使用

し，その他必要に応じて各種の臓器を用いた。

各種の中性脂質，燐脂質等はすでに記載した方

法に従っているが5～9），E－64は大正製薬より

寄贈をうけた。その他の試薬品は市販のものを

用いている。

カルシウムプロテアーゼの活性測定は一部カ

ゼインの加水分解反応を定量したが，特に記載

しない限り，C－Kinaseの限定分解による活性

化反応すなわち出現した蛋白質燐酸化酵素の活
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Ⅰ標的酵素に対する効果
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Acg秒JcJわJf〃β，GZJgc／わJα研わ2g rJ gJc．

Diglyceride

（2）Bidirectional ControI System

CyClic AMP

Diglyceride

図2　受容伝達枚格と生体機能の調節

性をHlヒストンを基質として測定した0した

がってこの活性測定はきわめて選択的であり，

比較的粗抽出液においても可能と考えられる0

結　　　果

（1）C－Kinase系とA－Eimase系の関連

過去における多数の解析結果からC－Kinase

を介する情報伝達系は生体にきわめて広く分

布しており10），かつイノシトール燐脂質の代謝
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回転に関する先人達の莫大な検索から，この程

の伝達系はいわゆる　excitatory process　の

調節系に関与すると想像される。例えば，アセ

チルコリン，カテコラミン（α作用）の他，喧

々のペプチドホルモンその他の生理活性物質の

作用の発現に何らかの役割を果していると期待

されるl～4）。A－KinaseはCyClic AMPの作

用点としてこれも重要であるが，両者は通常多

くの組織，細胞では併存しているように見え



7．カルシウムプロテアーゼと燐脂質
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図3　PGElによる血小板活性化の阻害作用

る。しかしその生理作用には組織によって著し

い多様性があり，例えば第2図に示したよう

に，両系は全く独立して存在してるが，その作

用は概して同一の場合（肝臓，脂肪細胞，甲状

腺等），また異っている場合がありうる。しか

し多くの場合には両系はたがいに相反する生理

活性物質の情報伝達に関与していて，例えは血

小坂，脳，血管，心臓等の数多くの組織がこれ

に該当している。この両系がどのような生理作

用を示すかはそれぞれの組織にセットされてい

るそれぞれの系の作用点，すなわちA－Kinase，

C－kinaseの基質蛋白質がその鍵を握っている

ように見える1・9）。今回，これらの基質特異性

については本報告書では省略するが，この両系

はたがいに無関係ではなく　C－Kinase系に対

してCyClicAMP系が抑制的に作用しており，

その作用点は上述のジグリセリド生成迄の段階

の可能性が高い。第3図はそのような実験の1

例を示したものである。この実験は典型的な例

としてトロこ／ビンによる血小板の活性化反応に

対するプロスタグランジンElすなわちCyClic

AMP系の抑制作用の機序の解明のための吟味

であるが，プロスタグランジンElの存在量に

比例してCyClic AMPは増量するが，これと

は逆にトロンビンによるジグリセリドの生成，

およびC－Kinaseによって触媒される40K蛋

白質の選択的な燐酸化反応は共に平行して抑制

されることを示した。この抑制現象はCyClic

AMP自身の共存によっても観察されている。

したがって第2図に示したようにトロンビン

→DG→C－Kinase系の情報伝達系のDG

の生成の段階でCyClic AMPが抑制をかけて

いることを示唆している。

Catalytic region

M em brane R eleased
bound　C－kinase Catalytic fragm ent

－Ca2十一prOteaSe 78％ 22％

＋Ca2＋－prOteaSe 13％ 87％

図4　膜結合性C－Kinaseのプロテアーゼによる活性化
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図7　E－64の阻害効果

1．0

Skeletal muscle

Heart muscle

Brain

Kidned

Adipocytes

Lung

Liver

（units／mg protein）

4，510　　　　　　80

980　　　　　110

840　　　　3，270

390　　　　　280

30　　　　　170

30　　　　　360

20　　　　　180

＊One unit：One ng CaSein digested per min

＊＊One unit：One PmOI Pi transferredinto

histone per min

図6　組織分布

以上の実験例に認めるようにC－Kinase系

はアセチルコリンやカテコラミソ（α作用）等を

含めた　excitatory membranes　への刺激に

際して認められるイノシトール燐脂質の加水分

解と共役しているきわめて重要な情報受容伝達

校溝をなすものと推定され，CyClicAMP系は

上述の撥序を介して抑制的に作用してゆく可能

性が作業仮説として成立しうると考えている。

（2）カルシウムプロテアーゼとの関連

詳細な実験的根拠は省略したが上述の意義が

推定されるC－Kinaseはその活性化の第2段

の横棒としてカルシウムプロテアーゼが関与す

る可能性を論議したい。C－Kinaseは推定分子

量が約77，000であり形質膜に可逆的に結合しう

るhydrophobicな部分が存在するが，第4

回のように限定分解をうけて活性中心を有する

フラグメソトが切断され，活性を発揮する可能

性がある。この種のプロテアーゼはカルシウム

を必須不可欠として要求しており，その濃度は

10－5M程度で充分に活性を発揮しうる点で従

来多くの研究者がその対象としていたプロテア

ーゼとは異っている。またこの種のプロテアー

ゼは形質膜に結合して活性を発揮していると推

定されるC－Kinaseを目がけて作用してゆく

ものと思われ，第5図に示すようにC，Kinase

の限定分解による不可逆的活性化には形質膜の

存在が要求される。これまでの種々の解析の結



7．カルシウムプロテアーゼと隣脂質

果，この形質膜，特に燐脂質はカルシウムプロ

テアーゼに作用して活性化しているのではな

く，基質側のC－Kinaseに作用し限定分解を

うける状態をつくり出しているように見える。

したがってカゼインのような基質を用いれば燐

脂質の要求性は認められない。この事はプロテ

アーゼのような蛋白一蛋自問の相互関係を必要

とする反応系には細胞内の局在を含めたtopo一

graphicalな概念を導入する必要性を強く示変

していると考えられよう。

この種のプロテアーゼは先年Mellgrenが

心筋に見出した第2のプロチアーゼそれ自身で

あると推測されるが，第6図のように全身の組

織に広く分布していて，この事は今堀和友教

授，村地孝教授らも観察されている。

（3）E－64による抑制作用

さて問題のプロテアーゼ抑制剤の作用である

が，膜と結合していない不活性型のC－Kinase

を基質とする従来のカルシウムプロテアーゼの

反応は精製した実験系では強力な抑制作用を示

すことは多くの研究者の報告されている通りで

あるが，上述の生体膜に結合している　C－

Kinaseの限定分解反応に対しては第7図に例

を示すようにほとんどその抑制効果を示さな

い。このことが何に基因するかは現在さらに解

析中であるが，この完全な理解はC－Kinase，形

質膜，特に燐脂質，ジグリセリド，カルシウム，

プロテアーゼ蛋白質という複数個の反応の場の

解析をはなれてはあり得ないきわめて複雑な問

題を提起しているように思われてならない。

考　　　察

昨年度につづいて本年度の解析においてもカ

ルシウムプロテアーゼの有する生理的意義，お

よびそれに対するE－64の効果についてはその

核心に迫ることには成功したとは云い難い。し

かし，上述のようにC－Kinaseを中心とする

細胞の情報伝達系，応答系を指標とした解析か

ら，細胞内プロテアーゼのもつ意義の解析の焦

点と問題があきらかになってきたように思われ

る。そこには脂質と蛋白質との間の分子識別の

問題や，形質膜を含む局在の問題をさけては通

れない課題があるように思われてならない。膜

に結合したC－Kinaseの活性化を完全にブロ

ックする抑制剤を手に入れた時，CXinaseの

意義と共にカルシウムプロテアーゼ，細胞内限

定分解の生理学的な解釈の一端をときほぐす緒

が得られるのではないかと期待している。我田

引水の点も多々あるが，御批判と御教示が頂け

れば幸甚である。

昭和55年度の報告を終えるに当り，本研究に

多大の御支援と御助言を賜った今堀和友教授，

ならびに大正製薬株式会社の各位，原生省新薬

開発研究助成に対して深い感謝の意を捧げた

い。
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8．プロテアーゼ阻害物質によるぺブスタチン

非感受性ヘモグロビン水解酵素の誘導

市　原　　　明＊

研究協力者　田　中　啓　二＊　生　垣　荷　彦＊

はじめに

近年，細胞内プロテアーゼの生理的意義はそ

の阻害剤の存在と共に特に注目されているが，

その詳細な機構については不明な点が多い。他

方，ライソゾームは種々の氷解酵素を含む細胞

内小器管であり，プロテアーゼについても最

近，新しい分塀が確立しつつある。

我々は成熟ラット肝初代培養細胞の蛋白質代

謝回掛こ対するライソゾームの役割について，

微生物が産生するプロテアーゼ阻害剤を用い検

討していたとき，或る種のプロテアーゼ阻害剤

によって新しいヘモグロビン（Hb）水解活性

が強く誘導されてくることを兄い出した0そこ

でこのプロテアーゼの性質について現在までに

得られた結果を報告すると共に同様な誘導現象

をin vivoラットでも認めたので，それらの

結果についても合わせて報告する0

実験方法

肝細胞の分離と初代培養

成熟ネズミ肝実質細胞はコラゲナーゼ漂流法

によって分離し，血清及びホルモンを含むウィ

リアムスE培地に分散後，炭酸ガス培養器内で

通常の静匿単層培養で維持した1）。

酵素活性の測定

酵素標品は凍結融解後の細胞上清画分を用

い，Hb水解活性はAnson2）の方法によって

＊徳島大学医学部附属酵素研究施設酵素病理部門

測定し，α－N－ペソゾイルーDL－アルギニソーβ－

ナフチルアミド（BANA）及びロイシンーβ－ナ

フチルアミド（LeuNA）水解活性はBarrett3）

の方法で測定した。

細胞分画法

肝臓の分画はRagabら4）の方法に準じて行

った。

結　　　果

In YitroにおけるHb水解酵素の誘導

我々は成熟ラット初代培養肝細胞にロイべプ

チソを処理すると，Hb氷解活性が著明に上昇

してくることを兄い出し5），また，この誘導が

ロイべプチソと同様，アンチパインやキモスタ

チソによっても観察されるが，E－64やエラス

タチナールでは認められないこともすでに報

告した6）。ロイペプチソは，酸性ホスファクー

ゼ，チトクローム酸化酵素及びNADPH－チト

クローム還元酵素などの活性には全く影響せ

ず，特異的にHb一水解活性を上昇させるが，

この活性増加はシクロへキシミドの同時添加で

完全に抑制されるので，蛋白質合成を介した酵

素誘導と考えられる。またこの誘導現象はマウ

スL細胞，樹立肝株細胞では認められなかった0

更に，糖蛋白質の糖鎖合成を選択的に阻害する

Tunicamycin7）がこの酵素誘導を完全に抑制

したので，誘導されたHb水解酵素は糖蛋白

質と推定された。

さて，このHb水解酵素の性質について，

細胞の粗抽出画分を用い以下検討した。至適
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10 20

Fraction number

30　　　　　　　　40

図1ラット肝細胞のチオール・プロテアーゼと誘導されたHb一水解酵素のCellulosePhosphateChroma－

tographyによる分析

初代培養2日後の肝細胞にロイべプチソを終濃度50JJg／mlで約30時間処理し，ハンクス液で洗浄後，細胞を

集めた。凍結融解によって細胞から抽出した酵素を予めpepstatin・SepharoseaRinitychomatographyを通

してCathepsin Dを分離し，その非吸着分画を濃縮後平衡化緩衝液で透析し試料ほ品とした。

カラム：1×7cm，平衡化緩衝液：1mM EDTAを含む50mM酢酸ナトリウム（pH5．0），溶出：NaCl

濃度を0から0．8Mに増大させる直線濃度勾配法，流速：20ml／時間，各画分の液量：5．3m1，－：A280

mm，・・・・・・：電気伝導度から計算した　NaCl　濃度　－△－BANA水解活性，－［コー：Leu NA水解活性，

一〇一：べブスタチソ非感受性Hb水解活性（5JJg／mlのべブスタチソ存在下で対照群は5mM2－MSH及

び5mM EDTAを含むpH5，。イペプチソ処置群ではpH4の最大活性を示すPH筑域で測定）

上図：未処理の対照肝細胞，下図：ロイぺプチソ処理肝細胞，H．B．Lの記号は各々，カテプシソH，B及

びLの溶出位匠を示している。
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8・プロテアーゼ阻害物によるべブスタチソ非感受性へモクpピソ水解酵素の誘導
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図2InVivo肝臓におけるHb水解酵素の誘導とその細胞内分布

体重200gラットの腹腔内にロイべプチソを1回5mg・12時間おきに4日間注射し，最後に投与後，絶

食にして12時間後に殺し実験に使用した。細胞分画は通常の遠心分画法によって行い，lightmitochond，ial

fractionをlysos〇malfractionとした。N＆D：核及び組織破片画分，M：ミトコンドリア画分，：ライ

ソゾーム画分・P：ミクロゾーム画分，S：上溝画分，名画分は凍結融解して酵素を抽出後，活性を測定し

たoHb水解活性はべブスタチソの有無で測定し，図の斜線部分はべブスタチソ非感受性Hb水解活性を，白

抜き部分はべブスタチソ感受性Hb水解活性即ちカテプシソD活性を示している。
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Ⅱ　標的酵素に対する効果

pHは3～5の酸性領域にあり，pH安定性も

酸性領域で最も安定であるが，中性及び弱アル

カリ性領域でも可成り安定である。これらの性

質は酸性領域に至適pHを有し，Hbをよく

水解するライソゾームカテプシソDと頸似して

いるが，本酵素がカテプシソDのようなカルポ

キシループロテアーゼに特異的な阻害剤である

ペブスタテンで全く抑制されないことからカテ

プシソDとは異なった酵素と思われた。従って

本酵素はべブスタチソ一七ファローズに吸着し

ないので，この77ィニティクロ∵マトグラフィ

一によってカテプシソDと分離した。またこの

酵素はPMSF，DFPなどセリン残基修飾剤で

抑制されず，IAA．TLCK，PCMPなどSH一

基修飾剤で阻害されることから，所謂，チオー

ルプロテアーゼに属する酵素と思われる。更に

教生物産生の酵素阻害物質8）の影響を調べる

と，ロイペプチン，アンチパイン，キモスタテ

ンなど本酵素の誘導物質により強い阻害を受け

ると共にE－64によっても阻害されるが，エラ

スタチナールでは阻害されなかった。他方，本

酵素の分子量をセファデックスG－75のゲルク

ロマトグラフィーで求めると，BANA一水解活

性とほぼ同位置に溶出され，分子量は約29，000

と推定された。これらの結果は，本酵素がカテ

プシソB．H．Lなどの細胞内チオール・プロ

テアーゼ9）と煩似しているので，これらとの異

同を検討する為に，セルロース・ホスフェイ

ト・クロマトグラフィーによる分析を行った。

図1はその結果を示したものであるが，上図は

対照，下図はロイペプチソを処理したものであ

る。まず上図のBANA一水解活性のパターンは

二つのピークを示し，0．1M NaClで溶出す

る大きい方は同時にLeu NA水解活性をも有

しているが0．2M NaClで溶出する小さい方

はLeu NAには全く作用しなかった。即ち前

者はエンド＆ユタソ・べプチダーゼ活性を持つ

ことからカテプシソHであり，後者はカテプシ

ソBと結論できる。次にペブスタチン非感受性

Hb水解活性の溶出パターンを見てみると，こ

の活性も大小二つに分布しているが，前者の小

さいピークはカテプシソBの位置に一致してい
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るので，カテプシソBによる水解と思われる。

尚カテプシソHにはHb氷解活性はほとんど

認められなかった。さて主なHb水解活性は

0．55M NaClで溶出されるが，この酵素は酸

性pHで陽イオン交換体と強く結合すること

やBANA及びLeuNAなど合成基質に全く

作用しないことから，カテプシソLと推定し

た。そこでロイペプチンで処理した場合をみる

と（下図），まずBANA－水解活性の分布に著

るしい変化が見られる。BANA水解活性はロ

イぺプチソ処置で対照の約30％位までその活

性が抑制されているが，この場合，カテプシソ

Hがほとんど消失し，カテプシソBは可成り存

在していることは興味深い現象である。次に，

誘導されたペブスタチン非感受性Hb水解酵素

のパターンをみてみると，一つは0．3MNaCl

で溶出され，これは明らかにカテプシソB．L．H

とは異っている。そして他に0．4Mから0．55

M NaClの広領域にわたって溶出される活性

が認められるが，この酵素とカテプシソとの異

同については尚不明であり，現在，両酵素の精

製を進めている。更に等電点分画法によってこ

の酵素の等電点を調べると，主な活性はpI＝

5．6にあるが，その前後に不均一などークが認

められ，この結果は図1で示したイオン交換ク

ロマトグラフィーに見られる不均一性とよく一

致した。また本酵素標品をコンカナバリンA一

クロマトグラフィーにかけると吸着画分に加

え，非吸着画分にも相当量の活性が回収され

た。各分画の酵素は再クロマトグラフィー後に

同一分画に回収されるので，糖鎖構造にも可成

りの不均一性が予想されたが，このことと表面

荷電の不均一性との関連性については現在検討

中である。

In viYOにおけるHb水解酵素の誘導

初代培養肝細胞で観察したロイべプチンによ

る　Hb一水解酵素の誘導はロイペプチンをラッ

＝旗睦内に直接注射することによってinvivo

でも同様に観察された。ラット100g体重当り

2．5mg量のロイペプチンを12目刺岩1おきに連続

投与すると，4日後には肝臓のペブスタチン非

感受性Hb水解活性は対照の約10～20倍上昇
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するが，ペブスタチソ感受性Hb水解活性即

ちカテプシソD活性はほとんど変動しない。そ

こでこの誘導現象について臓器応答性を調べて

みると，種々の臓器で誘導されたが，特に肝臓の

他腎臓で著るしい誘導効果が認められた。対照

動物の各臓器におけるHb水解活性は腎臓で

最も高く，次いで肝，脾，肺，脳，心臓などで

高いが，筋肉の活性は極めて弱い。同様な傾向

はBANA一水解活性においても認められ，これ

はライソゾーム含量が臓器によって異なってい

ることを示唆している。そしてほとんどの臓器

のHb一水解活性はべブスタチソで阻害される

カテプシソDによるものであるが，腎臓は例外

的にペブスタチソ非感受性Hb水解活性が高

く，その活性はカテプシソD活性よりも寧ろ高

値を示し，大変興味深い。

次に，この誘導酵素の肝臓における細胞内分

布を調べた結果を図2に示した。下図は対照

動物の場合であり，大部分のHb一水解活性は

ペブスタチン感受性及び非感受性の両者ともラ

イソゾームを含む軽いミトコンドリア分画に回

収され，典型的な細胞分画パターンを示してい

る。しかしながら，ロイペプチンを処置した

ラット肝臓のHb水解活性はライソゾーム分

画より寧ろ，核・ミトコンドリア及び上清分国

にその主な活性が認められ，極めて不均一な分

布を示した（上図）。そしてこの場合，Hb氷

解活性はそのほとんどがペブスタチソによって

阻害されない誘導酵素であるが，ペブスタチソ

によって阻害されるカテプシソD活性も同様不

一均一に分布する。またライソゾーム内に存在す

るBANA一水解活性や酸性ホスファクーゼ活性

も，Hb水解活性と同様に不均一な分布を示し

た。この事は，ロイぺプチソ処理によって，ラ

イソゾームが重い分画に移動する為，核及びミ

トコンドリア画分にその酵素活性が回収される

ことと同時にロイペプチソがライソゾーム足英を

不安定化する為，ライソゾーム酵素の上活分画

への漏出が起こっていることを示唆している。

従ってこの誘導されるHb一水解酵素も本来ラ

イソゾームに局在していた可能性が考えられる

が，この可能性はこの酵素が糖蛋白質であるこ

とやその至適pHが酸性領域であることなどか

らも支持されると考えている。

考　　　察

プロテアーゼ阻害剤によるこのHb－水解酵

素の誘導撥作については現在全く不明である。

即ちこの誘導現象が誘導物質の構造類似性に

依存したものか，若しくはプロテアーゼ阻害の

特異性によるものかもよく解っていない。例え

は，前者の場合なら，誘導物質が　allosteric

activatorか或いはStabilizerとして作用す

ることなどが考えられ，また後者の場合には，チ

オール・プロテアーゼの強い阻害剤である　E－

64に誘導能力がないことから，セリン・プロテ

アーゼを阻害することによってこの誘導が発現

する可能性が考えられる。しかしながら何れに

してもこの誘導機構については誘導酵素の細胞

内局在性，誘導物質の膜透過機構とその作用部

位及び誘導酵素の酵素学的性質などを詳しく解

明しない限り決定的な結論は得られない。他方

この誘導されるHb一水解酵素は細胞内で最も

強いプロテアーゼ活性を有するライソゾーム・

カテプシソDの数倍の活性を示すことから，何

らかの生理的意味があると思われるが，この酵

素が本来細胞内に存在するものか人工的な産物

であるのか，この点も重要な問題であるので現

在検討中である。
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9．筋ジストロフィーチキンの筋ガングリオシドに

及ぼすE－64の効果について（続報）

官　武　　　正＊メ＊

研究協力者　渥　美　暫　至＊　有　賀　敏　夫＊＊　中　村　京　子＊＊

は　じめに

著者らは，筋ジストロフィー症における膜異

常の研究の一環として，筋ジストロフィーチキ

ンを用いて主要な筋ガングリオシドを比較検討

した結果，このガングリオシドの組成に異常を

認め，1）更に，E－64投与群では，構造が不明の

Ⅹgangliosideが減少するという結果を待，前

回の報告書で報告した2）。今回は，構造の不明

なガングリオシドの構造を明らかにするととも

に，個々のガングリオシドが筋ジスチキンでど

のように変化するかを検討してみた。

方　　　法

（1）チキン筋ガングリオシドの構造決定

鶏前胸筋30kgよりクロロホルムーメタノー

ル（1：2及び1：1，容比）で総脂質を抽出

し，ついでアセトン分画によりアセトン不溶分

画を得，更にFoIchの分配法を行ない，粗ガ

ングリオシドを得た。ついでMomoiら3）の方

法でDEAE Sephadex column chromat0－

graphyを行ない，4分画mono一，di－，tri一

及びpolysialogangliosideを得た。各分画は，

Andoらの方法に従い，Iatrobeads column

Chromatography及び薄層クロマトグラフィ

ーを用いて，各ガングリオシドを単離精製し

た。

＊自治医科大学神経内科

＊＊東京都臨床医学総合研究所

但）糖組成の分析法

単離精製したガングリオシドの糖組成は，比

色法及びガスクロマトグラフィーを用い測定し

た。へキソースはanthrone硫酸法4），へキソ

サミソは　Gatt　ら5）の方法で，シァル酸は

Svennerholmら6）の方法を用いた。各中性糖

はSweeleyら7）の方法で3％SE－30ガラス

カラムを用いるガスクロマトグラフィーで定量

した。シァル酸の種類はYuら8）の方法で決定

した。

（凱　完全メチル化法によるシァル酸結合状態

の決定

ガングリオシドの完全メチル化は，Ando

ら9）の方法を用いた。完全メチル化ガングリオ

シドは，メタノリーシス後，ガスクロマトグラ

フィー及びガスクロマトグラフ質量分析計を用

いて結合状態を決定した。

極）シアリダーゼによるガングリオシドの水解

ガングリオシドはClostridiumperfringens

neuraminidaseで370C，18時間処理し分解産

物を薄層クロマトグラフィーにより同定した。

結　　　果

チキン胸筋より5個のガングリオシド（A，B，

C，D，及びE）を単離精製した。そのガングリ

オシドの薄層クロマトグラムは，第1図の如く

である。AとBはそれぞれ，GM3　と　GD3の

標準物質と同一のRfを示した。他の3つのガ

ングリオシドは特有な移動を示し，既知のガン

グリオシドのRfとは一致しなかった。A，B
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Ⅰ標的酵素に対する効果
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図2　筋ガングリオシドの薄層クロマトグラフィー
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表1筋のガングリオシド組成

＊FLg NANA／g protein

及びCガングリオシドの糖組成は，グルコー

ス（GIc），ガラクトース（Gal）及び　N－アセ

チルノイラミン酸（NANA）であり，その比

GIc：Gal：NANAはAでは1：1：1，Bで

は1：1：2，Cでは1：1：3であった。Dガ

ングリオシドは更に∴N－アセチルグルコサミソ

（GIcNA）を含み，その比は，GIc：Gal：GIc

NA‥NANA＝1：3：2：1であった。次に，

完全メチル化ガングリオシドをメタノリーシス

後，ガスクロマトグラフィーを行なったとこ

ろ，Aより1つのピーク（peakI）が，B及び

CからはPeakIの他もう1つのピーク（peak

H）が認められた。Bでは，peakIとⅠⅠの比

が1：1であり，Cでそれが1：2であった。

このピークを質量分析計で調べた結果，peakI

は，1，2，4，7，8，9－0－methyl－N－aCetylneura－

minicacid，peakIIは1，2，4，7，9－0－methy1－8－

OTMS－NTaCetylneuraminicacidであった。

ガングリオシドA，B及びCはClostridium

perfringens neuraminidase　で水解した結

果，全てlactosylceramideとなった。

以上の結果より，ガングリオシドA，B及び

Cの構造は，A：NANA－Gal－GIc－Cer（GM，），

G：NANA（2→8）NANA－Gal－GIc－Cer

（GD3），C：NANA（2→8）NANA（2→8）

NANA－Gal－GIc－Cer（GT3）であることが明

らかとなったo Dの糖間の結合は微量なため，

決定できなかった。

次に，ジストロフィーチキン筋ガングリオシ

ドを対照チキソと比較検討した。その薄層クロ

マトグラフィーの結果を図2に示した。先に分

離した5個のガングリオシドの他，更に2個の

ガングリオシドFとGが検出された。Fは，ヒ

ト赤血球の主要ガソグリオシドであるSialyl－

Paraglobosideと同一Rfを有し，Gは，新

しいガングリオシドで，その構造は調べていな

いが，最近　ChienlO）らが報告したNANA－

Gal－GalNA－Gal－Gal－GIc－Cer　なるガングリ

オシドと薄層上同様な移動度を示すことから，

これと同一なガングリオシドと考えられる。

次に，これらのガングリオシドの薄層クロマ

トプレートを二波長クロマトスキャンナーを用

いてスキャンして定量した。更に，筋ジスチキン

E－64－C150mg／kg，E－64－C300mg／kg　治療

群及び経口投与群について検討した。その結

果は表1の如くである。ジストロフィーチキン

筋では，G以外の全てのガングリオシドの増加

を認めた。特にDガングリオシドの増加が顕著

であった。

E－64－C治療による影響は，総ガングリオシ

ド含量については，ジストロフィー群と差を認

めなかった。各ガングリオシド分画では，Gガ

ングリオシドを除くいずれのガングリオシド

も，対照に比しジストロフィー群と同程度の増
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加を認め，そのうち，Dガングリオシドの平均

値はジストロフィー群で9．3土3．5J唱（NANA／

gprotein）に対し，E－64－C－150投与群で6．8

±2．2，E－64－C－300投与群では6．6±2．2，P．0．

群では4．0と減少を示した。

考　　　察

我々は，チキン筋ガングリオシドがジストロ

フィーチキン筋で増加していることを認め，

又，これがE－64投与により有意に低下するこ

とを報告した。チキン筋ガングリオシドには他

の臓器には認められない特異な構造を有するも

のが存在するため，その抽出と分画法にあたっ

て，多大な困難が存在する。前回の報告では構

造の未知であったⅩガングリオシドの構造を検

討したところ，この分画には5個のガングリオ

シドが含まれていることがわかり，そのうち3

つについては構造が明らかになった。即ち，C

ガングリオシドは今回我々により　GT3である

ことが判明した。Fは，Sialylparagloboside

であり，又，Dは，糖組成及びTLC上のRf倍

より　Chien　ら10）によ　り報告されたNANA

（2→3）Gal（1→4）GIcNA（1→3）Gal（1→4）

GIcNA（1→3）Gal（1→4）GIc－Cer　なるガ

ングリオシドと考えられる。

ジストロフィー筋では，このDガングリオシ

ドの増加が特に認められた。これらのガングリ

オシドの増加は，ジストロフィー筋において，

これらのガングリオシドを含む膜の増加，又

は，これらのガングリオシドの合成克進又は分

解の低下が考えられる。

次に，E－64－C治療による効果についてであ

るが，先に示したように，未処理のジストロフ

ィーチキン筋と，統計学的有意差は認められな

かった。ただ，そのうち，Dガングリオシド

の平均値は，E－64－C－150投与群，E－64－C－300

投与群，及びP．0．群で減少を示した。このD

ガングリオシドは，ジストロフィー筋で正常の

8．5倍と最も顕著な増加があり，今後，この変

化の原因を追求するとともに，E－64による影

響を例数を増して検討したい。
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10．ニューロフィラメント変性に対するE－64－Cの効果

杉　田　秀　夫＊，＊＊

共同研究者　鎌　＿倉　恵　子＊　井　原　康　夫＊　石　浦　章　一＊＊

研究目的

●　ラットなど，哺乳類の末稽神経軸索蛋白成分

として，neurOfilament（NF），microtubles

等がいわれているが，これら蛋白質のSDS

polyacrylamidegelelectrophoresis上での

同定についても近年，研究が進められている。

Microtubulesのtubulinについては早くよ

り研究が進んでいたが1），NFについても，

1975年のHoffman，Lasekら2）のSlowaxonal

flowcomponentの研究以来議論され，最近，

森，黒川により3），分子量各々20万，16万，6．8

万のtripletproteinであることが確立され

た。

Schlaepferらの1971年以来の研究により，

invitro＿での末梢神経切片incubation実験

から，Calcium（Ca）に依存して病理形態学的

にmicrotubules，NFの、disruptionがおこ

り，これがinvivoでのWaller変性の際の

変化に似ていることがわかった1）・7）。又，この

変化が，Caを含まない溶液中ではおこらず，

PCMBで前処置することによって阻害される

ことがわかっ串4）。生化学的にも，同様の実験

で，SDSpolyacrylamidegel上で，先に述

べたNFtripletがCaに依存して消失し，こ

の変化がCaを含まない溶液中ではおこらす，

PCMB，TLCK，TPCK等で阻害されること

＊　東京大学医学部脳研神経内科

＊＊国立武蔵療養所神経センター疾病研究第一部

がわかった5）・7）。InvivoでのWaller変性で，

生化学的にもNFtripletが変化することがわ

かった6）。以上から，SchlaepferはCa依存

性で且つPCMB，TLCK，TPCK等で阻害さ

れる性質を持った，特に∴NFに親和性のある

proteaseの存在を推測している7）。

一方，invertebrateでは，myXicolaaxo－

plasmaに於てそのNFである分子量20万の

蛋白にCaに依存して作用し，PCBM，TLCK，

leupeptin　で阻害される酵素の存在が8），又

Squid axoplasmaでも　NFである分子量16

万の蛋白にCaに依存して作用し，PCMB，

TLCK，TPCKで阻害される酵素の存在が推

測されている9）。

我々はラット坐骨神経切片を用い，in vitro

でのincubation実験で，NFに対するCaイ

オンの影響，及びそれに対する　E－64－ClO）・11）

の効果をSDSpolyacrylamideslabgelelec－

trophoresisを用いて検索した。

材料及び方法

1）150～200g　のオスのWistar　ラットより

坐骨神経を取り出し，板及び末梢端は除いて，

6mm　の　Segment　に切る。これを次の各溶

液内でincubate　した。基本溶液（以下Basic

medium．B．M．と略す）は　Tris－HCl（5

mM，pH7．4），NaCl（130mM），KCl（4mM），

Penicilline G（1000u／ml），glucose（1g／1）

である。溶液Aは　B．M．＋5mM EGTA　の

Cafree溶液，溶液BはB．M．＋5mM又は
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Ⅲ　組織及び細胞中のタンパク代謝に及ぼす結果

10mMCaC12，溶液Cは溶液別こ0．015mg／ml

～2mg／mlの種々の濃度のE－64－Cを加えた。

すべての溶液はpH7．4に調製し，Caイオン

の組織内浸透をよくするため，1％TritonX－

100，又は150FLg／mlのionophore（A23187）

を用いた。溶液内のSegmentは1％Triton

X－100を用いた実験では1～7時間，ionopI1－

Oreを150〃g／mlを用いた実験では4～24時

間，30～350Cでincubate L，経時的にとり

出し，300FLlの2％SDS，0．08M Tris－HCl

（pH6・8），10％vol／volのglycerol，5mM

2－merCaptOethanol中で　homogenize L，

5分間加温した。各サンプル10～20〃gを

Laemmli31）の方法に従い，7．5％SDSpolya－

Crylamideslab gel electrophoresisにかけ

た。GelはCoomassieBrilliantBlueR－250

で染色した。E－64－Cの添加実験は，1％Tri－

tonX－100を用いた10mMCaC12を含む溶液

68
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中で行なった。

2）ラット又はウサギ脊髄，及び坐骨神経より

NFをSchlapfer12），森13）らの方法の変法で

精製した。材料を低張液車で静置してNFを

抽出し，0．1M NaClで安定化させ，最後に

1Msucroseを用いてpelletとして回収し，

これを1）の実験の対照として用いた。ウサギ脊

髄より精製したNFにウサギ骨格筋より抽出

したCa－aCtivated neutral protease（以下

CANPと略す）5FEg，又は20FLgを0．1Mダ

リセロリソ酸ナトリウムーHCl，5mM CaC12，

25mM2－merCaptOethanol中で300Cで作

用させ，0～60分の間経時的にとり出し，SDS，

Trisを含む溶液中に溶解し，5分間加温し

た。一方，上記溶液中にE－64－Cを加えた溶液

中でも同様に作用させた。各サンプル5膵を

7．5％　SDS polyacrylamide slab gel elec－

trophoresisにかけ，硝酸銀による染色を行な
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図11％TritonX－100を用いた実験の7．5％SDSpolyacrylamideslabgelelectroresis．1，2，

3はCafree，5mMEGTA溶液中でincubationした結果で左より右へ2，4，6時間である。

5，6，7は10mMCa溶液中でincubationした結果で左より右へ2，4，6時間である。

8，9，10は10mMCa＋1mg／mlE－64－C溶液中でincubation　した結果で左より右へ2，
4，6時間である。

4はラットSpinalcordより精製したneuro負lamentである。

矢印は上から下へ20万，16万，6．8万M．W．の蛋白を示す。



10．ニューロフィラメント変性に対するE－64－Cの効果

った。

結　　　果

1）Caを含む溶液B中では，1％Triton X－

100を用いた場合，10mM Caでは1時間で，

5mMCaでは2時間で，NF proteinの選択

的消失がみられた。これに対し，Cafree溶液

A中，及びE－64－C　を添加した溶液C中では

7時間までの観察では，NF tripletに変化は

みられなかった（図1）。又E－64－Cの濃度を

変えて実験したところ，最低30／jg／mlでNF

tripletの変化に対する阻害がみられたが，そ

の効果は1mg／ml，0．5mg／mlなどよりは弱

く，15／Jg／mlでは阻害はみられなかった。

次にionopboreを用いた実験でもCaを含

む溶液B中では，NFtripletの選択的消失がみ

られたが，TritonX－100の場合より時間がか

かり，10mM CaC12溶液内で6時間incuba－

tionした頃から消失が現われはじめた。Ca

free溶液，E－64－Cを添加した場合には最高

24時間までincubation　したが，NF triplet

PrOteinに変化はみられなかった。

七
■
」
一
‥
－

2）ウサギ脊髄より精製したに∴NF triplet

PrOteinにCANPを直接作用させると10分ご

ろより消失し，この変化はE－64－Cで完全に抑

制された（図2）。

考　　　案

以上より，invitroにおいてNFtripletが

Caイオンに依存して消失し，その変化がE－

64－Cにより阻害されることがわかった。Caイ

オン濃度は10mMでは，5mMより速く　NF

tripletを消失させた。このことから，末梢神

経に，Caイオンに依存性があり，thiolpro－

teaseinhibitorであるE－64－Cで阻害される

性質を持った酵素が存在し，ⅣFに作用するこ

とが推測される。この酵素の性質は筋肉等でみ

つかっているCANPに非常によく似ている。

事実，NFがCANPの基質となり，その変化

がE－64－Cで阻害されることが2）の実験より証

明された。

この酵素は，筋疾患であるDucbenne型筋

ジストロフィー症で，CANPがCaにより活

性されZ－bandに選択的に作用するように，

1　　2　　　3　　4　　5　　6

図2　ウサギSpinalcordより精製したneuro丘lamentにウサギ骨格筋より精製したCANPを作用

させた結果。

1，2，3はneurc＞filamentO・5rngにCANP20iLgを作用させた結果で左より右へ0，20，
60分である。

4，5，6は上記条件に10′唱E－64→Cを作用させた結果で左より右へ，0，犯60分である。

矢印は上より下へ20万，16万，6．8万のtriplet proteinを示す。

69



Ⅲ　組織及び細胞中のタソバク代謝に及ぼす結果

末梢神経の病的状態，つまり　Waller変性等

で，Caイオンが末梢神経のaxon内に流入す

る事により活性化され，NFに選択的に作用す

ると考えられる。

なお我々は，invivoにおいても，ラット坐

骨神経をエーテル麻酔下に切断し皮膚を縫合し

てWaller変性をおこさせ，経時的に断端よ

り末梢で末梢神経をとり出し，homogenize

後，SDSpolyacrylamide gelelectrophore－

sisにかけることにより　NFの変化を調べた。

手術2日後よりNFtripletの選択的消失がみ

られた。しかし，E－64－Cをinvivoに注入し

た結果は，皮下注，腹艦内注等の投与方法を用

い，E－64－Cの濃度も種々変え（10mg／kg～

50mg／kg），且つE－64－Cの溶媒も生食，20％

DMSO，01ive oilなどを変えて試みたが，NF

変性の阻害はみられなかった。

結　　　論

ラット坐骨神経切片のin，Vitro　でのin－

Cubationの実験を行ない，SDS polyacryla－

midegelelectrophoresis法で調べた。Caイ

オンに依存して，NF tripletprotein（20万，

16万，6．8万M．W．）が消失し，この変化は

E－64－Cを加えた溶液中及びCafree溶液中で

はおこらなかった。この結果は末棉神経内に，

Caイオンに依存して活性化され，E－64－Cで

阻害される性質を持つ酵素が存在することを推

測させ，この酵素はCANPに極めてよく似た

性質を持つと思われる。
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11．E－64－Cの骨格内分布とin vivoにおける

プロテアーゼ阻害作用についての検討

石　浦　章　一＊

究協力者　花　田　和　紀＊＊　玉　井　正　晴＊＊　相　木　敬　子＊＊

はじめに

E－64並びにその塀縁体のチオールプロテア

ーゼ阻害活性については種々の報告がある1），2）。

中でも動物細胞のチオールプロテアーゼでは

Ca．依存性プロテアーゼ3）・4），カテプシソB，

L5）・6）及びH7）を強力に阻害すると言われてい

る0　しかしながらin vivoでの阻害様式につ

いては異論のあるところであり，E－64投与に

よって細胞内プロテアーゼ活性が減少するのは

血清中に含まれるE－64が酵素調整の段階で混

入したものではないか，とも考えられている。

我々はinvivoに投与したE－64－Cが骨格筋

のいかなる画分に存在するか，また生筋の中に

存在するE－64－Cが実際にタンパク分解阻害活

性を持つのかどうかを調べる目的で，ラットに

E－64－CをS．C．投与し，骨格筋内の分布と

invivoでのインヒビターの作用を我々が開発

したZ一線崩壊阻止活性8）で観察した。

材　　　料

ウィスク一系ラット（200g）を使用した。

〔3H〕E－64－Cは365FLCi／mgのものを用いた。

方　　　法

ラットにE－64－Cを10mg／kg皮下投与し，

3時間後，及び24時間後放血し，後肢筋約2g

を採取した。骨格筋は約10倍量の50mMKClを

＊　国立武蔵療養所神経セソクー疾病研究第1部

＊＊大正製薬株式会社総合研究所

含む20mMトリスーマレート緩衝液，pH6．8

を用いてホモジナイズし，1，000r．p．m．5分

の遠心で筋フィラメント分画（MF）を得た。沈

殿（MF）をもう一度同緩衝液で洗いこの上清と

前に得た1，000r．p．m．の上溝を混ぜて19，000

r．p．m．1時間遠心しミトコンドリア，ライソ

ゾーム分画（ML）を得た。この上清と再び洗

濯した上清とを混ぜて上清画分（PS）とした。

ライソゾームのマーカー酵素である酸性マル

ターゼは村上らの方法9）で測定した。

Caイオノフォアを用いたα－アクチニン遊離

の実験は石浦の方法10）によった。なお外液の

α－アクチニソ量はCBB染色したポリアクリル

アミドゲルを600nmでトレースし定量した。

結果及び考察

表1は2匹のラットを用いて行った〔3H〕－

E－64－Cの3時間後の骨格筋内分布である。3H

は大部分が上清画分に回収されることが明らか

になり肝臓で報告されているようなライソゾー

ムへの濃縮5）・6）はこの時点では起こっていなか

った。表1より上清画分の比活性はMF，及び

ML分画よりも数段高く，ほとんどの〔3H〕

E－64－Cが細胞内小器官に結合したり，とり込

まれているのではなく，可溶性画分に存在する

といえる。

そこで，ライソゾームへの濃縮は骨格筋では

時間がかかる可能性を考え，E－64－C投与24時

間後の3Hの分布を同様の方法で測定した。その

結果が表2である。表2では何らかの理由によ
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表1

Fraction Protein

Exp．1（1．884g）

WH

MF

ML

PS

113．8mg

71．6

1．93

19．2

Total R．A．　　　　　　　　　　S．A．

184，680dpm l，623

42，380　　　　　　　　　　　592

3，420　　　　　　　　　1，770

83，368　　　　　　　　　　4，353

Exp．2（1．915g）

WH

MF

ML

PS

143．2

71．7

2．65

29．1

233，700

47，522

4，799

137，689

10mg／kg，Subctaneouslyinject・，after3h・

表2

Fraction Protein Total R．A．　　　　　S．A．　　　　　　　Acid Maltase

Exp．1（2．055g）

WH

MF

ML

PS

mg dpm

127．4　　　　　　602，360

64．4　　　　　　138，380

1．69　　　　　　　2，820

44．5　　　　　　378，378

dpm／mg Uuits U／mg

4，832

2，147　　　　　4，788　　　　　　74．3

1，669　　　　　1，097　　　　　649

8，505　　　　　2，390　　　　　　53．7

Exp．2（1．892g）

WH

MF

ML

PS

133．6　　　　　　528，990

62．3　　　　　　140，560

1．82　　　　　　　3，250

38．1　　　　　　308，705

3，959

2，256　　　　　4，008　　　　　　64．3

1，783　　　　　1，149　　　　　630

8，094　　　　　2，732　　　　　　71．6

10mg／kg，Subctaneouslyinject・，after24h・

り総放射活性が3時間のグループよりも異常に

多く見られた。この理由は不明である0しかし

ながら表1と同様にライソゾーム分画への特異

的な濃縮はこの時点でも見られず，やはりほと

んどが上溝画分に来ることが判明した。分画操

作がうまくいったことは表2の酸性マルターゼ

の比活性が他の分画の10倍近い事実を見ても明

らかである。以上の事実により，生体に投与さ

れたE－64－Cは確かに骨格筋中にはいり，しか

もその可溶性画分に比較的多く存在することが

明らかになった。またこの時点では血液中の

3Hはほとんど無視出来，しかも骨格筋中の3H

はそのほとんどがE－64－Cの形で存在すること

が明らかになり，分解産物を見ているのではな
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いと考えられた。

次に，これらより生体内のE－64－Cの濃度を

算出すると，可溶性画分では（表2，Exp．1

参照）約23FLg／g wet weight　存在すること

になるが，理論的にはこれで生体内の可溶性画

分に存在するCa依存性プロテアーゼ（10／増／

g wetweight）を阻害するのに十分な量であ

る○そこで，in vivoにE－64－Cを投与し，筋

肉内濃度が最高になった時点で骨格筋をとり出

し，外からCaを筋細胞内に入れてプロテアー

ゼを活性化させ，その特異的Z一線消去作用を

定量すれば，実際E－64－Cがinvivoでプロ

テアーゼを抑えるか否かが判定できるわけであ

る。Z線の消失は外液に流出したα一アクチニ
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表3

Muscle Additions Protein　　　　　　　　　　　α一aCtinin

arbitrary U

EGTA

Ca

Ca（E64C）

Ca（E64C）

Soleus

5
　
　
　
　
5
　
5

1

　

9

　

6

　

6

EGTA

Ca

Ca（E64C）

Ca（E64C）

25mg／kg，Subctaneouslyinject．

after30min．

9
　
乱
　
2
6
公

1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7　　　8

▼■′‾1　　‘¶　　　山人■和

←α－アクチニソ（上のバンド）

叫
ト
　
ニ
ー

二
二
㌧

嶋鮭 幣

瀾

一m，　■t†

二三二

㈱

図1

外液に溶出したタンパク質のSDS（13％）ゲル電気泳動図。1－4はE－64－C（25mg／kg）投

与群。5－8はその対照（非投与群）。1，2，5，6がEDL，3，4，7，8がS〇leus。反応液に

は1mM CaC12を添加し，A23187（25FLg／ml）シクロへキシイミド（0．5mM）中で370C，

511イソキュベート後の上清をとったもの。ただし，5と7にはlmM CaC12の代りに0．1

mM EGTAを加えてある。
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ンの量を測定することで定量化が可能である。

図1はインキュベーション5時間後の外液の

SDSゲル電気泳動図である。赤筋である

Soleusでも白筋であるEDLでも　Caがa－

アクチニンの遊離を促進することは明らかであ

る（図1のNo．5－8），そこでinvivoでE－

64－Cを投与したラット骨格筋ではどうなるか

を見ると（図1のNo．174），SoleusでもEDL

でもCaによるα－アクチニソの遊離を抑えな

いことがわかる。これを定量化したのが表3で

ある。Soleus筋ではある程度α一アクチニンの

遊離が抑えられているかのような印象を受ける

が，EDLでは全く抑えていない。この実験で

は使用したE－64－Cの量も多く，しか．も注射後

30分と，生体内分布が最大の点を選んだにもか

かわらずin vivoでのプロテアーゼ阻害に対

しては否定的な答が出たが，理由はいくつか考

えられる。第1は，Z線消失，α－アクチニソ

遊離に関与するのはチオール以外のプロテアー

ゼである，という考え方であるがこれはin

VivoにおけるE－64－Cの阻害実験によって否

定された。第2は精製したプロテアーゼに対す

る　E－64－Cの効果と，invivoにおける効果と

は違う，という可能性で，粗抽出液などでは

E－64はプロテアーゼを抑倒しにくい11）という

説もあり詳細に調べる必要がある。

本研究において，E－64－Cは骨格筋内細胞質

可溶画分に存在することが明らかになり，ライ

ソゾーム酵素を阻害しにくい状況にあることが

判明した。しかしながら，可溶性画分に存在す

るZ線遊離酵素（Ca依存性プロテアーゼ煩）

を完壁に抑制することは出来ず，この点につい

て問題があると思われる。
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12．カルシウムによる骨格筋の崩壊に関する研究

石　浦　章　一＊・

研究協力声　埜　中　征　哉＊　杉　田　秀　夫＊＊

はじめに

骨格筋を構成するタンパク質の代謝は，肝臓

のタンパク質などに比して遅く，また数多くの

因子によって調節されている。非常に精密な過

程を経て合成されるタンパク質の調節機構につ

いては詳細な検討がなされているが，分解過程

についてはその調節機構の存在すら示唆されて

いない状態である。その困難さはある特定の生

体内プロテアーゼが非常に広い特異性を持ち，

どのプロテアーゼがどのタンパク質を分解して

いるかを厳密に推定することが出来ないことに

起因する。その点骨格筋は，限られた数のタン

パク質によって構成されしかも量が多いという

実験上の長所を持つ故，この種の実験には比較

的多く用いられてきた。分解系を調節する因子

としてほ，ホルモン，アミノ酸などの報告があ

るが，最近筋ジストロフィー症の病態とも閑適

して，カルシウムが分解系に作用しているので

はないかと広く考えられている。その最たるも

のが，カルシウム依存性プロテアーゼの発見で

ある。

動物の各臓器に，カルシウムに依存した新し

いプロテアーゼが存在するとの報告は1970年代

の初め頃から2，3あったが，ここ数年の問には

ばすべての臓器の可溶性画分に活性が回収され

ることが判明し，そのubiquitousな存在様式

と特異な作用から全く新しい一群のタンパク分

＊　国立武蔵療養所神経セソクー疾病研究第1部

＊＊東京大学医学脳研神経内科

表l　組織中のCPK量

Muscle
Wet Weight CPK act．

（g）　　　　　　（U／g）

Soleus o．106±0．004　　　　　611士52

EDL o．124土0．002　　　　1789士68

n＝8．mean士S．E．M．

解酵素と考えられるに至った。第1の特性は二

価陽イオン，特にカルシウムによって活性化さ

れることで，生体内プロテアーゼの中ではこの

ように特異的なCOfactorを持つものは珍し

い。第2は活性発現に必要な残基はSH基であ

り，SH試薬による活性化や阻害剤との反応性

より典型的なチオールプロテアーゼであるこ

と。第3は，非常に奇妙な基質特異性を持ち至

適pHのある中性付近でも人工基質はほとん

ど水解せず，また可溶性酵素も分解しないこ

と。そして第4は，それぞれの臓器に特異的な

インヒビターを持っており通常の状態では作用

しないと考えられること，などである1）・2）。し

かしながら現在までのところ骨格筋以外では酵

素は精製されておらず全く同一群の酵素である

のか，また非常に類似した酵素（例えばカテプ

シソBとL）が存在するのかの確証はない。

1980年Mellgrenによって発見された低カル

シウム依存性プロテアーゼ3）もその本体は不明

である。我々は1978年，ニワトリ骨格よりカル

シウム依存性プロテアーゼ（Calcium・Activa・

tedNeutralProtease：CANP）を精製し，

それが特異的に筋構成タンパク質を分解するこ
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とを発表した。また酵素の大部分は可溶性画分

に存在するものの，その一部は骨格筋Z線に局

在し4），筋のdisassemblyに関与するらしい

との結論を得た。

しかし，これらの事実から得られた筋崩壊の

スキームはすべて推測であり実際に生体内にお

いてCANPがZ線に作用し，筋線経の崩壊に

関与しているのかどうかさえ明らかではなかっ

た。本研究はこの点を明確にするため，とり出

した正常な骨格筋に外からカルシウムを導入し

そこで観察される変化がタンパク分解作用の結

果であるのか否かを検討したものである。また

同時にライソゾーム酵素である種々のカテプシ

ソの筋タンノミク質崩壊に対する作用についても

考察する。

方　　　法

カルシウムイオノフォアA23187（図1）は，

Calbiochem社から購入しDMSOに溶解して

使用した。E－64－Cは大正製薬より寄贈を受け

た。

まず，Wistar系ラット（250g）から赤筋で

あるSoleus筋と自筋である　Extensordig－

itorumlongus（EDL）筋を旺と共にとり出

し，Kameyamaらの方法5）に準じてKrebs－

Ringer溶液中でインキュべ，トした。この年

令のラットではSoleus約70％がslowtype

で残り30％が　fast type　となっているが，

EDLではほぼ100％がfast typeに分化して

いると考えられる6）。通常のインキュベーショ

ン混液には，タンパク合成を抑えるため0・5

A23187

図1　イオノフォアA23187の構造
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mMのシクロへキシイミドを添加した。370C

でインキュべ－ト後，上清に遊証したタンパク

質はLowry法で定量し，その種類はSDS電

気泳動法にて検索した。外液に遊託したCPK

（クレアチンキナーゼ）量は，Boehringer社

のキットで測定した。

骨格筋内のCANP活性測定法は既報の通り

であるが，特に硫安50％の沈殿にて測定した。

また精製　CANP　と精製カテプシソB（徳島

大学医学部，野田隆先生の御厚意による）のタ

ンパク分解活性は，サクシニルカゼイYを基質

として，pH7．5（0．1Mダリセロリソ酸ナト

リウム）とpH5．5（0．1M酢酸）で行った。

結　　　果

（1）A23187の生体膜に対する影響

イオノフォアとは，生体膜に作用してイオン

透過能を高める働きのある抗生物質である。

A23187は図1に見られるように分子末端にカ

ルポキシル基を持つため，カルポキシルイオ

ノフォアに分類され，Mn＞Ca＞Mg＞Sr＞Br

のイオン選択性を持つ物質であり，これら陽イ

オンとH十との問で電気的に中性な交換反応を

行うとされている。しかし，A23187を骨格筋

に作用させると種々の変化が起こることから，

単にイオン交換のみならず，生体膜への直接的

toxicity　が想定されたので，この点について

実験を開始した。膜の破損は骨格筋からのCP

Kの漏出を指標とした。これは，Duchenne

型筋ジストロフィー症における血清CPXの特

異的上昇と形質膜の破損の関係に対応するもの

と考えることができるからである。

図2AはA23187の反応混液中の濃度と，

1時間後に反応混液に流出したCPK量との

関係をプロットしたものである。明らかに，

A23187の濃度とCPKの流出には比例関係が

あることがわかる。また，EDLとSoleusの

違いは2つの可能性が考えられる。1つは，

EDLの膜の方がSoleus　よりも弱くイオノフ

ォアによって破壊され易い，という可能性，も

う1つはこの差は単にEDL　とSoleus中の

CPKの量を反映しているにすぎず膜は同様に


