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研究報告書の作成にあたって

「微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（ロイペプチソ）の研究」が昭和54年

度に厚生省薬務局より新薬開発研究としてとりあげられ，私が班長として本研究班が発

足し第2年度を迎えた．

第2年度は初年度に引き続き，ロイペプチソの基礎研究を行うため新たに生化学者の

参加を求め，また臨床研究を始めるため国立武蔵療養所神経センター長の里青菜二郎博

士の世話で臨床研究者を班員として迎え，本研究班の充実を図った．かくして，本邦斯

界の優れた研究者により本班が編成され，私は班長としての任務を全うすることができ

たと思う．

本年度はロイペプチソの生化学的，薬理学的，生理学的，病理学的研究および前臨床

試験ならびに薬効評価の基準を決める研究など，広範囲の研究が施行された．一方，ロ

イペプチソは筋ジストロフィーマウスに投与することにより，顕著な症状回復効果のあ

ることが兄いだされた．また，細胞膜表面に存在することを明らかにしたアミノペプチ

ダーゼBの阻害物質として微生物培養液中から発見され，免疫増強物質として開発中の

べスタチソが筋ジストロフィーマウスに対し，顕著な症状回復効果を有することが発見

された．

本研究班の目的は筋ジストロフィー症の治療薬の開発を行うことであるが，班員の努

力により著しい成果をあげることができた．また，これらの結果は筋ジストロフィー症

の原田，経過の解明にも役立つと思われる．本研究を重要課題としてとりあげられた厚

生省薬務局ならびに班員各位に感謝する次第である．

昭和56年3月

班　長　梅　沢　浜　夫
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微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬

（ロイペプチン）の開発研究

主任研究者　　梅

昭和54年度に新薬開発研究の一課題として，

筋ジストロフィー症の治療研究に蛋白分解酵素阻

害物質であるロイペプチンがとり上げられ，この

新薬開発研究班が結成された・

初年度においては，ロイペプチンの臨床研究に

対する基礎研究として，薬理学的研究，生理学的

研究，病理学的研究，毒性試験ならびに筋ジスト

ロフィーマウスおよび筋ジストロフィー鶏に対す

る作用，また効果判定のための基礎研究を行った・

筋ジストロフィー症の治療薬開発を推進する本

研究班は55年度においては，前年度の研究課題

を継続して研究するとともに，新たに2名の生化

学者および3名の臨床研究者の参加を求め，本班

のより充実を図った．本年度はロイペプチンの生

化学的研究，薬理学的研究，生理学的研究，病理

学的研究，前臨床試験，モデル動物に対する効果

な’どを調べるとともに，臨床研究を対象とした薬

効評価の基準を検討した．一方，筋ジストロフィ

ーマウスの発症直後（2遇齢）からロイべプチン

を投与することにより顕著な症状回復効果のある

ご、とが確認された．また，筋ジストロフィーマウ

スおよびニワトリの筋肉内のアミノペプ享ダーゼ

活性が正常群に比べ，異常に上昇していることが

明らかになったので，べスタチンの筋ジストロフ

ィーマウスに対する効果が検討された・べスタチ

ンほ細胞表面に存在するアミノペプチダーゼ活性

を阻害するとともに細胞表面に結合する・－この結

果に基づき，免疫増強剤として開発中の放線菌生

沢　浜　夫

産物である．本年度の研究で，べスタチンが筋ジ

ストロフィーマウスに著効を示すことが発見され

た．かくして，ロイペプチンとともにべスタチン

の臨床研究が行われることになった．現在，日本

国内はもとより，米国などの諸外国でロイペプチ

ンおよびべスタチンについて活発な研究が行われ

ている．各分担研究者により行われた研究は次の

通りである．

1）村地孝（京都大学医学部）：－ロイペプチン

のプロテアーゼ阻害作用に関する研究

2）大倉洋甫（九州大学薬学部）：一高速液体ク

ロマトグラフィーによるロイペプチンおよび関連

物質の教皇蛍光岳量法

3）岩崎祐三（国立武蔵療養所神経センター）：

－ロイべプチンの細胞レベルでの研究

4）大塚正徳（東京医科歯科大学）：－ロイべプ

チンの薬理学的研究

5）米沢　猛（京都府立医科大学）：－脱髄病変

に及ぼすロイペプチンの影響

6）松下　宏（和歌山県立医科大学）：一筋ジス

トロフィーマーウスにみられる種々な酵素の活性変

動に対するロイべプチンおよびべスタチン投与の

影響

7）高木昭夫（国立武蔵療養所神経センター）：

－ラット実験的筋萎縮に対するロイペプチンの影

響　■

8）埜中征哉（国立武蔵療養所神経センター）：

－ロイペプチンの筋崩壊阻止作用に関する組織学
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的研究

9）野村達次（実験動物中央研究所）：一筋ジス

トロフィー症鶏の生産，供給

10）三吉野産治（国立療養所西別府病院）：－

Duchenne Muscular Dystrophy患児へのロイペ

プチン1回投与とその成績について

11）村上慶郎（国立療養所箱根病院）：－ロイ

ペプチンの種々筋萎縮性疾患に対する経口投与の

効果

12）木下真男（東邦大学医学部）：－ロイペプ

チン投与の影響－ヒトおよび実験的筋再生に対す

る検討

13）田中　亘（日本化薬株式会社）：－ロイペ

プチンの難病治療薬としての開発研究

次に上記各班員の研究成果について要約する．

1・ロイぺプチンのプロテアーゼ阻書作用に関

する研究

村地班員は，Ca2＋依存性中性プロテアーゼ

（CANP）を含むより広い類縁酵素群に対するロ

イべプチンの阻害作用を研究する目的で，まずこ

の類縁酵素群をカルパイン（calpain，カルシウム

のcalとチオールプロテアーゼの語尾－ainの造

語）と命名し，その骨格筋以外の臓器における分

布を研究した．

ラット肝臓および脳のカルパインは，これに対

する内因性の特異インヒビター蛋白質と共存して

いることが明らかにされた．このインヒビターは

カルパインと同様に広い分布を示し，カルパスタ

チン（calpastatin）と命名された．カルパインと

カルパスタチンほ，pH7．5における　DEAE一セ

ルロース・クロマトグラフィーまたはゲル濾過に

よって分別採取されることが知られた．

カルパスタチンは28～30万ダルトンの分子サ

イズで，きわめて耐熱性の蛋白質である．カルパ

インの阻害はCa2十を奪取するために引き起され

るものではない．

ラット肝臓には少なくとも2種のカルパインがJ

存在する・カルパインⅠは40／川Ca2十で50％

の活性化を起すが，カルパインⅡの完全活性化に

は3～5mMのCa2十を必要とする．カルパスタチ

ンに対してほ，カルパインⅡのほうがカルパイン

Ⅰより高い感受性を示すが，阻害様式そのものに

は差異がない．

ロイペプチンけ肝臓カルパインⅠおよびⅡをほ

とんど同程度に阻害する．その阻害度はアンチパ

インのそれより強く，また，カルパインⅠおよび

Ⅱはペブスタチンまたはエラスタチナールの阻害

を受けない．これらの様相は，骨格筋CANPに

ついて知られている阻害剤のスペクトルとほとん

ど差がなく，CANPがカルパイン群の1つの酵

素であるとみなして差支えないことを示している．

2・高速液体クロマトグラフィーによるロイベ

プチンおよび関連物質の微量螢光定量法

大倉班員はロイペプチンの筋ジストロフィー症

に対する薬効を判定する目的でロイペプチンおよ

びその関連物質の高感度定量法の開発研究を行っ

た．大倉班員らが開発したベンゾインによるグア

ニジン煩の螢光反応を適用し，ロイペプチン酸

（LeupCOOH）およびロイシルアルギニン（Leu－

Arg）の蛍光誘導体を作成し，これを高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）により分離する方法

である．ロイペプチンはそのままでは反応しにく

いので，あらかじめ還元してロイペプチノール

（LeupOH）にしている．

測定法は，試料100FLlに1．5mg／mlNaBH‘

50〆を加え室温で5分間放置後，1．5M HC150

〆を添加し，さらに10分間放置することにより

過剰のNaBH4を分解する．4mMベンゾイン

（メチルセロソルプ中）100′坊0．1Mβ－メルカプ

トエタノール，0・2MNa2SO。100〆1．5MKOH

200〆を加え1000Cで90秒間加熱後，水冷下で

0・5Mトリス緩衝液（pH9．2），1．25M HC1200

〆を加え，その100〆をHPLCに流す．カラム

はLichrosorbRP－18（0．4×15cmi．d），溶離は
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微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（ロイべプチソ）の開発研究

メタノール，0．5Mトリス緩衝液（pH9．0）およ

び1％テトラー乃－プチルアンモニウム塩の混液

（7：1：2），検出器は日立賛光モニター（フィル

タ一式）を用いた．

結果は，ロイペプチン，Leup COOHおよび

Leu－Argのベンゾイン蛍光体を9分以内に分

離・検出することができた．これらの化合物の検

出限界はHPLC注入量100′上Jでは，それぞれ

150，100および150pmolであった．つぎに，ヒ

ト血祭（血清）中のロイべプチン塀の定量法を検

討した．血祭中100pmol／ml（50ng／ml）以上のロ

イペプチンおよびLeupCOOHを再現性よく測

定しえた．さらに血柴中に妨害物質として存在す

る大量のアルギニンおよびペプチド煩を除去する

ため，酢酸エチルでロイべプチンの蛍光体を抽出

した．血祭中10pmol／mJのロイべプチンを測定

することが可能になった．本法は，ヒト血液中に

微量に存在するロイべプチンを定量することが可

能であり，さらに動物体内におけるロイペプチン

の動態ならびにその代謝産物の検索に適用できる・

3．ロイぺプチンの細胞レベルでの研究

岩崎班員はジストロフィー鶏の筋細胞膜に対す

るロイべプチンの影響ならびに正常マウスの成育

に及ぼす影響を検討した．

1）・凍結割断法を用いてジストロフィー鶏の筋

細胞膜の異常を　CaVeOlae　の密度の変化を指

標として定量的にとらえる方法を開発，この

方法を用いて，ロイペプチン投与が筋細胞膜

構築に及ぼす影響を定量的にとらえることを

試みた．まず聯化直後では，ジストロフィー

鶏の筋細胞膜の構造が対照正常鶏のそれと異

ならないこと，つまりジストロフィー鶏にお

ける筋細胞膜の異常は醇化後2～5週の間に

発現することを明らかにし，ついでジストロ

フィー鶏にロイペプチン50mg／体重1kg

を腹腔内に連続授与した場合と非投与ジスト

ロフィー鶏の比較夢行った結果，醇化後13

および27週日の浅胸筋と外転筋についてみ

た場合，ロイペプチン投与鶏と非投与鶏の筋

細胞膜の構造は識別しがたく，両者とも正常

対照鶏の筋細胞膜構造とは著しく異なること

を知った．

2）正常マウスの成育に対するロイペプチソ連

続投与の影響を知る目的で，ICR系マウスの

新生児同胞を2群に分け，一方に生後10日

目よりロイぺプチン1mg／体重10gを腹腔

内に連続投与．最長15週間の観察を行った・

投与開始後5週目からロイべプチン投与群に

体重増加の程度が対照群より大となる傾向が

みられたが，投与7遇および15週のマウス

について行った脳，肺，心臓，肝，脾臓，腎

臓，胸腺，大動脈，副腎についての光学顕徴

鏡的検索では異常を認めなかった．現在，電

子顕微鏡による検索をすすめている・

4．ロイベプチンの薬理学的研究

大塚班員はロイペプチンのジストロフィー鶏の

筋収縮に及ぼす影響ならびにラットの筋線維およ

びモルモット神経細胞膜に対する効果などについ

て検討した．

1）ジストロフィー鶏における研究：ロイペプ

チンがジストロフィー鶏の筋収縮力を増強す

るかどうかを検討するために，以下の実験を

行った．体重約2kgのジストロフィー鶏

（line413）をエーテル麻酔下に大脳を除去し

た後，背位に固定し，長横側手根伸筋および

これを支配する神経を露出した．刺激として

ほ　a）筋の単一直接刺激，b）筋の連続刺

激（100Hz，100発），C）支配神経の単一刺

激，d）神経の連続刺激（100Hz，100発）

の4種を用い，これによって生ずる長横側手

板伸筋の収縮をトランスデューサーを介して

ペンレコーダー上に記録した．上記4種類の

刺激に対する収縮が約1時間にわたって安定

に記録されることを確かめた後，ロイべプチ
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ン（2mg／kg）を腹艦内に投与した．筋ある

いは神経の単一または連続刺激によって生ず

る単収縮および強縮はロイペプチン注射後

1．5時間にわたってまったく変化しないか，

あるいは軽度の減少を示した．以上の結果か

ら，ロイペプチンはジストロフィー鶏の筋収

縮を急性実験の範囲では増強しないものと推

定されているが，慢性的に投与した場合の効

果については今後さらに検討する必要がある．

2）筋線維および神経細胞の細胞膜に対する効

果：ロイペプチンが細胞膜の透過性に影響を

与えるかどうかを，a）ラットの長址伸筋お

よびヒラメ筋，b）モルモットの交感神経節

細胞，およびC）ラット脊髄の運動ニューロ

ンについて，細胞内電極法を用いて検討した．

ロイペプチン5×10‾5～10‾4g／mJは筋線維

および神経細胞の静止電位，活動電位には影

響を与えなかったが，節前線維刺激によって

交感神経節細胞から記録される興奮性シナプ

ス後電位を抑制した．▲－

5．脱髄病変に及ぼすロイ乍プチンの影響

米沢班員は脱髄疾患の特徴的病変である脱髄病

変の誘起に関与するプロテアーゼに対するロイべ

プチンの効果を検討した．

脱髄病変は賦活化された食細胞による髄鞘の破

壊であるが，これには食細胞から放出されるプロ

テテーゼの活性によるとされ，プロテアーゼ阻止

剤による脱髄病変の抑制が示唆されている．

‾したがって，まず，ロイペプ≠ンが小脳培養に

及ぼす中毒性変化，ことに駐輪形成に及ぼす影響

を検討し，ついで，ロイペプチン処理を行った小

脳培養に脱髄疾患血清を授与して脱髄像の修飾を

検討した．

二1）型のごとく，マウス新生仔小脳を培養し，

培養2日後よりロイペプチンを投与した場合，

一・10′唱／mJ以上の濃度で髄鞘形成の抑制がみ

られ，オリゴデンtドログリアの変性が目立っ

ている．培養5日後よりロイペプチンを投与

した場合，中毒性変化はかなり軽減される．

髄鞘形成完了後にロイペプチンを投与した場

合，50／Jg／mJでは中毒性変化はみられない・

2）髄鞘形成の完成した培養を50～100J堰／mJ

で1週間処置したのち，EAE家兎血清，多

発性硬化症患者の増悪期血清を10～50％の

濃度で培養液に混じて培養に投与し，脱硫の

出現，そのパターン等を検討したが，対照の

無処置の培養と同様の変化であった．これは

抗体による脱髄に対してロイべプチンは影響

を与えていないことを示すものと思われる．

感作リンパ球による脱髄に際してのロイペプ

チンがどのような修飾を生ずるかを検討する

必要がある．

6．筋ジストロフィーマウスにみられる種々な

酵素の活性変動に対するロイぺプチンおよ

びベスタチン投与の影響

松下班員は，筋ジストロフィーマウスにおいて

症状進行に伴って認められる血清中，骨格筋およ

び腎臓中の種々の酵素活性に対するロイペプチン

およびベスタチン投与の影響ならびに筋ジストロ

フィーマウスの発症直後からべスタチンを連続投

与したときの症状回復について検討した・

筋ジストロフィーマウスにおいて，症状進行に

伴って認められる血清中，骨格筋中および腎臓中

のクレアチンキナーゼ（CPK），ピルビン酸キナー

ゼ（PK），GOT，GPT，Ca依存性中性プロテア

ーゼ（CANP），γ一グルタミルトランスペプチダ

ーゼ（γ－GTP）およびロイシン・アミノペプチダ

ーゼ（LAP）の活性変動に対するロイペプチンお

よびベスタチン投与の＿影響ならびに発症直後の2

遇齢からべスタチンを連続投与し声筋ジストロフ

ィーマウスの症状回復について歩討を行？ち・

1）2カ月齢の　C57BL／6J－dy系疾病マウス

およびその同腹正常マウスについて上記酵素

の活性を測定した結果，一筋ジストロフィーマ
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ウス血清中ではCANP，γ－GTP，LAPを除

く各酵素の活性が著しく上昇し，一方，骨格

筋中ではCPK，PKが著しく活性低下し，

CANP，γ－GTP，LAPが活性上昇している

ことが認められた．

2）2～8週齢の筋ジストロフィーマウスにロ

イペプチンまたはべスタチソを0．2mgずつ

1日2回連続投与，2カ月齢および3カ月齢

で酵素活性を測定した．また同濃度のロイべ

プチンおよびべスタチンを1／2量ずつ6遇齢

の疾病マウスに投与し，4週間後に酵素活性

の測定を行った結果，両インヒビターともに

血清中の各酵素活性を低下させ，筋中の

CANPおよびγ－GTP活性を低下させ，

CPK，PK，GPT活性を上昇させる効果を

もつことが認められた．また，筋中のLAP

活性はロイべプチンで増加し，べスタチンで

減少することがわかった・一般にベスタチ

ンの効果の方がロイべプチンより大きく，か

つ早期に投与を開始したほど効果が著しい傾

向が認められた．また両者併用の加重効果は

わずかであるが認められた．筋のミトコンド

リア中の酵素活性は両インヒビターでともに

GOT，GPTが増加し，γ－GTPが減少する傾

向がみられ，腎中のγ－GTPは増加していた・

3）べスタチン長期投与群では2カ月齢で約半

数に著しい体重増加，筋力の回復および症状

の消失が認められた．残りの半数にも一旦症

状の回復がみられたが，2カ月齢を過ぎると

体重が減少し，症状の進行が元に戻ってくる

ことが認められた．

7．ラット実験的筋萎婁副こ対するロイぺプチン

の影響

高木班員は，部分的に筋ジストロフィーにおけ

る蛋白減少と頸似の機序と思われる実験的筋萎縮

：をラットに作製し，ロイべプチンの効果を検討し

た．

筋萎縮モデルとして足関節固定による不動性筋

萎縮，および座骨神経切断による脱神経性筋萎縮

を作製した．手術直後より前者に対してはロイべ

プチン40mg／kgを背部皮下に投与した（12回，

4週間）．後者にはロイペプチン　8mg／kg，ペブ

スタチン4～8mg／kgおよびdimethylsulfoxide

（5％）を下腿前面に筋注した（10回，2週間）・

ラット体重，筋湿重量，筋蛋白量や筋組織像など

の項目を検討した．

1）不動性筋萎縮：表示したように，筋湿重量

と筋蛋白の減少はロイペプチンにより阻止さ

れなかった．

i）ヒラメ筋湿重量（萎縮側／健側，％）

ロイべプチソ投与　　　54土6％（ル＝5）

非投与　　　　　　　50土2％（乃＝5）

ii）ヒラメ筋蛋白量（mg／wetg）

萎縮側　　　健側

ロイべプチソ　130土18（5）141土19（5）

非投与　　　　126土9（5）159土20（5）

iii）ヒラメ筋non－COllagen protein（mg／wetg）

萎縮側　　　健側

ロイべプチソ　　72土13（5）139土21（5）

非投与　　　　72土23（5）112土8（5）

2）脱神経筋萎縮に対するロイべプチン，ペブ

スタチンの筋肉内注射：薬剤投与群の前脛骨

筋や長祉伸筋には著明な細胞浸潤，浮踵と壊

死を認めた．ヒラメ筋には軽度の浮腫を認め

た．溶剤のみの投与では細胞浸潤を認めた・

薬剤の滅菌，脱神経筋viabilityなどを再考

する必要があると思われる．

8．ロイぺプチンの筋崩壊阻止作用に関する組

織学的研究

埜中班員は，ロイペプチンの筋崩壊過程に及ぼ

す影響を筋ジストロフィー鶏を用いた玩ひね0に

おいて，またCa2十イオノフォア（A23187）に

ょるf仁山わ・0における効果を検討した．

1）筋ジストロフィー鶏による実験：筋ジスト

ロフィー鶏（1ine413）雄21羽を3群（無治

療6羽，ロイべプチン50mg／kg／日9羽，10

mg／kg／日6羽に分けた・ロイべプチンほ腹
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艦内連日投与で，4カ月間経過をみた．体重

増加は3群で差はなく，全身への影響はなか

った・フリップテストではいずれの群も醇化

後10遇でほは不能となり，3群間に差は認

めなかった．最も侵される浅胸筋に　HE，

NADH，APS，AchE，酸フォスファターゼ，

OilredO染色を行い，酵素活性の差，壊死線

維数，筋線維径を測定した．効果判定に重要

な指標である壊死線維数は100mm2　当り無

治療群で43．24，10mg／kg群47．65，50mg／

kg群46．40本で壊死過程の阻止はみられず，

ロイペプチンの腹腔内投与は前回の皮下投与

と同じく筋ジストロフィー鶏に何らの効果も

示さなかった．

2）Ca2＋（イオノフォア（A23187）による実験：

ラットヒラメ筋，長祉伸筋をA23187で処理

して実験的ミオパチーを作り，試験管内での

ロイペプチンの効果をみた．

ロイペプチンはCPKの遊離は抑えないが

蛋白質の遊離はヒラメ筋で9．8％，長祉伸筋

で17．2％抑えた．外液に遊離するα一アクチ

ニン量はロイペプチンによって減少すること

がSDS電気泳動により明らかとなった．電

顕的にもロイペプチン加処理筋ではZ線が比

較的よく保たれる傾向にあった．このこと

はCaイオンによって活性化されるプロテア

ーゼの活性をロイべプチンが抑制し，Z線か

ら始まる筋崩壊をある程度阻止していること

を表わしている．

9．筋ジストロフィー症鶏の生産・供給

野村班員は筋ジストロフィー症治療薬開発研究

班の班員に筋ジストロフィー鶏の卯を供給する目

的で，種卵の生産を検討した．

前年度に引き続き，財団法人日本生物科学研究

所（日生研）に委託し，筋ジストロフィー鶏

NH－413系の雄5，雌10，計15羽，およびその

対照として正常鶏NH－412系の雄5，雌7，計

12羽を，それぞれ生産用コロニーとして維持し種

卵の生産を実施している．本年度は約2，000個の

種卵を生産した．前年度に比較し種卵の生産数が

低下したが，この要因は生産コロニーの更新につ

いて全羽数を一度に行わず，一部の種鶏について

のみ行ったため，老齢鶏が残存していたことによ

るものであった。今後は，定期的にコロニーの更

新を実施する予定である．

NH－412，413　系を長期間飼育した結果判明し

たことを以下に略記する．

1）NH－412系の雄の射精能力は，若い雄では

NH－413系の雄と同様に良好であるが，加齢

に伴い筋ジストロフィー鶏の　NH－413　系に

比較して著しく低下する．

2）痛風の発症個体は　NH－412系の雄に多発

する．また雌では休産中に発症するものがほ

とんどで，産卵中に発症するものはないよう

である．ひとたび痛風を発症した個体は，射

精能力，産卵能力ともに著しく低下し，回復

するものはみられない．

3）雌の産卵能力は，NH－412，413　両系とも

に産卵開始から1年を経過すると急数に低下

する．

以上の結果から，今後は生産コロニーの定期的

更新を予定し，種卵の生産・供給の増加を図る．

10・Duchennemuscular dystroplly息児への

ロイぺプチン1回投与とその成績について

三吉野班員は臨床研究の第一歩として　Duch・

enne muscular dystrophy（DMD）患児に対する

ロイペプチン1回投与による血中濃度測定，およ

び投与前後における臨床検査上の諸因子の変動な

らびに副作用などについて検討した．

1）対象および方法：DMD患児7名と原因不

明のミオパチ一息児1名の計8名について，

ロイペプチンを，Augsbergerの式に従って

投与量を算定し，空腹時1回経口投与を行い，

投与前，投与後30分，60分，240分の4回
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にわたり採血を行い，血中濃度の測定，CPK，

血中ミオグロビンの変動，投与前後24時間

目の一般検血，出血凝固時間，プロトロンビ

ン時間の検査のほか，副作用として自覚症，

発疹の有無，消化器症状等，また脈拍，体温，

血圧等についてチェックした．

2）結果および考案：血中濃度がCPKについ

ては，この報告までに結果がでていない．一

般検血にてほ，赤血球数，白血球数は変化な

かったが，血小板の減少がみられた．また出

血凝固時間の延長がみられた．しかしこれら

は1カ月後のものであり有意とは断定Lがた

い．プロトロンビン時間は正常であった．血

中ミオグロビンは減少傾向がみられた．その

他全身状態にはとくに変化を認めず，重篤な

副作用はみられなかった．まだデータが充分

にそろっておらず，また今回の検査1回のみ

であり，血中ミオグロビンの変化などもう一

度再投与してみて同じような動きをするか今

後検討してみたい．

11．　ロイベプチンの種々筋萎縮性疾患に対する

経口投与の効果一第1報100mg1回投与

について

村上班員は臨床研究の第一歩として，種々の筋

萎縮性疾患にロイペプチンを1回投与して，血祭

中のロイペプチンの濃度を測定するとともに，種

種の臨床検査を投与前後に測定し，かつ副作用の

有無を検討した．

1）対象および方法：対象はLimb－girdle dy－

strophy，Duchenne dystrophy，myOtOnic

dystrophy，pOlymiositis，おのおの1例ずつ

scapulo－perOnealtype muscular atrophyお

よびCharcot－Marie－Tooth病のおのおの1

例で計7例である．年齢は15～56歳までで，

男性5例，女性2例である．ロイペプチンは

100mgの1回経口投与法で投与前および24

時間後に種々の臨床検査を行った．また，血

柴ロイペプチンについてユ三投与30分，1時

間，3時間後に行った．

詣検査は，赤血球数，白血球数，血色素量，

ヘマトクリット，プロトロビン時間，総蛋白

量，GOT，GPT，LDH，アルカリホスファ

ターゼ，γ一GTP，BUN，CPK，コレステロー

ル尿蛋白，尿糖，尿ウロビリノーゲン，尿赤

血球，尿白血球，上皮について測定した．

筋力はmanualmuscle testingによった．自

他覚的副作用についても検討した．

2）成績および考案：一般血液検査に異常なく，

プロトロンビン時間も著明な変化はみられな

かった．血清総蛋白も正常範囲内にあり，肝

機能検査では，GOT，GPT，LDH，アルカ

リホスファターゼなどに異常を認めず，尿素

窒素，コレステロールも正常範囲内であった．

γ－GTPは正常範囲内で多少の変動がみられ

た．CPK　はlimb一girdle dystrophy，Du－

chenne dystrophyおよびscapulo peroneal

atrophyの各1例に減少を示しており，pOly一

myositisの1例では逆にやや増加を示して

いた．

これらの結果は症例が少なく，24時間と

いう短時間のため，にわかに結論づけること

は困難である．筋力テストでは特別な変化は

みられなかった．検尿については著変は認め

られず，また，認むべき副作用は現れなかっ

た．血柴ロイペプチンについては，目下検討

中である．

12．ロイベプチン投与の影響－ヒトおよび実験

的筋再生に対する検討

木下班員は臨床研究の第一歩として，健康対照

老ならびに進行性筋ジストロフィー症患者にロイ

ペプチンを投与したときの影響を調べ，またラッ

トにおける筋線維再生に対するロイペプチンの効

果を検討した．

1）健常対照者に対する影響：healthyvolun－
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teer5例に。イペプチン100mgを早朝空腹

時に1回投与し，その後の変化を観察した．

体温，脈拍，血圧，臨床所見，肝機能，腎機

能，血液学的検査，血清諸酵素などにつき投

与24時間後までに何ら認むべき異常は出現

しなかった．

2）肢帯型筋ジストロフィー症に対する影響：

肢帯型筋ジストロフィー症1例に1回50mg

を連日1週間投与し，1）と同じ観察を行っ

たが，同様に明らかな変化はなかった．この

間筋萎縮，脱力にも変化はなく，血清CPK

の異常値の改善もなかった．

3）実験的筋再生に対する影響：ラット後肢三

頭筋に按概的損傷を加え，その後の筋線維再

生にロイペプチンがどのような影響を有する

かを検討した．対照動物では受傷後2週間で

ほぼ再生が完了するのに対し，投与群には2

週間後筋線維直径の大小不同が目立ち，一部

に小円形細胞の浸潤がみられた．これらの変

化は10mg／kg／日群よりも　50mg／kg／日群に

著しかった．しかし再生が完了してから本剤

の投与を開始した群では明らかな差異はなか

った．このことから考えて，本剤は筋線経の

損傷から修復の機転において何らかの作用を

有すると判断したが，その機序については再

生実験を反復して検討する必要があると判断

した．

13．ロイベプチンの難病治療薬としての

開発研究

田中班員はロイペプチンの難病治療薬としての

開発研究の基礎研究を行うとともに，各班員にロ

イペプチンを提供することを目的とし，ロイペプ

チンの1）原末試製，2）吸収，排泄，分布および

代謝，3）製剤研究，4）一般薬理作用，5）毒性試

験などを検討した1以下に要約を示す．

1）原末試製：2m3発酵タンク2基分を1ロ

ットとし，3ロット試製して，3．18kgの硫

－10－

酸ロイべプチンを得た．

2）吸収，排泄，分布および代謝：ロイペプチ

ンとトリプシンとの間の強固（私＝8．2×

106M－1）で選択的（代謝物と考えられるロイ

ペプチン酸，ア七チルロイシンなどとの交叉

反応性は＜0．05％）な可逆結合を利用した

COmpetitive binding radioassayを開発し，

筋ジストロフィーマウスの経口，皮下投与，

腹腔内投与における15分～8時間の血中濃

度推移と，筋ジストロフィー鶏の経口，皮下

投与，腹腔内投与，筋肉内投与における　30

分～6時間の血中濃度推移を追跡した．

また，同法を用いて，ロイペプチンの健康

志願者についての第1相試験（木下班員）に

おける血中濃度推移の追跡を分担した．結果

を次表に示すが，経口投与後の動態の目安で

あるACU（area under the curve）（ng・hr／

mJ）を投与量（mg／kg）で除した量は健康志

顕著で　0．0885hr，筋ジストロフィーマウス

で0．143hr，筋ジストロフィー鶏で　0．0267

hrであり，比較的良い一致を示した．

本研究の標的器官である筋肉内のロイペプ

チン濃度を測ることは血中濃度を測ることよ

りも重要であるが，COmpetitive bindingra－

dioassayより高感度の測定を要する．その目

的のためにradioimmunoassy法をロイペプ

チンの2種の誘導体をハブテンとして開発し

た．2種のハブテンに対応する抗血清はとも

にロイペプチンよりもロイペプチノールに対

して，より強い親和性を示し，ハブテンAで

1．21×108M‾1，ハブテンBで1．03×108hI‾1

であった．ハブテンAに対応する抗血清Aを

用いてradioimmunoassayにより正常および

筋ジストロフィーのマウスにロイペプチンを

皮下投与したときの筋肉，血柴，肝，肝ライ

ソゾーム中の濃度推移を表示する．

筋肉内濃度は血柴内濃度より低いが，より持

続的である．
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Bioavaiability ofleupeptinin mouse and chicken

Maximum conc．

Animal ad㌫蒜；；ion　（蒜蒔）　蒜箔　（pg・hr／ml）　誌‡諾笛；
Route of Dose tl′2　　　　　　AUC

Chicken

p．0．

5．C．

i．p．

p．0．

S．C．

i．p．

33　　　　1√6　　　　　　4．3（0．26）

30　　　　0．3（α）　　16・8（1・00）

30

0

　

0

　

0

3

　

1

　

1

2．6（β）

0．2（α）　　10．9（0．65）

1．7（β）

1．2　　　　　　　0．8

2．0　　　　　　6．7（1．00）

0．2（α）　　　3．4（0．51）

2．3（β）

i．m．　　　　　　10　　　　　0．7　　　　　　1．4（0．21）

1．6（0．5）

14．7（0．25）

12．8（0．5）

0．23（2．0）

3．13（0．5）

2．44（0．5）

1．05（0．5）

Serum concentrations ofleupeptin after oraladministration of single dose（100mg）
in　five volunteers

Body

VolunteeT Age weight
（kg）‾

Leupeptin（ng／ml）

0．2510．5　112　　　41　8　　　12’（hr）
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N；D．＊　　　　　128．1

16．5　　　　　　204．2

N．D．＊　　　　　133．5

N．D．＊　　　　　127．7

N．D．＊　　　　　133．4

9．3　　　　　145．4

4．0　　　　　　　33．0

＊　N．D．＝1ess than15ng／ml（minimaldetectable concentration）．

＊＊　not measured because of hemolysis．

筋ジストロフィー鶏の14C一ロイペプチン

によるラジオオートグラフィーを行った．最

高血中に近い時点（腹腔内投与，皮下投与で

は30分，経口では2時間）と腹腔内投与で

は6時間を採ったが，いずれにおいても筋肉

での放射能は弱かった．

同じ鶏から採取した標本についてのエタノ

ール除蛋白上清をロイペプチンとみなしての

濃度推移を下表に示す．筋肉内濃度は0．57

～0．68′唱／gであり，血祭内濃度より低いが，

持続的である．

筋ジストロフィーマウスの全身凍結切片を

14C一ロイペプチン水溶液に浸漬し水洗乾燥

した後ラジオオートグラムをとると，脳，筋

肉，腸管，軟骨に最も高濃度に吸着していた．

一一11・一

前述した筋肉内濃度の持続性と総合して，ロ

イペプチンの筋肉への親和性が結論される・

3）製剤研究：原末の光安定性は実用上の問題

とならない．鶏用飼料に用いる10％含量の

安定な果粒を試製した．

経口または舌下投与用果粒剤，直腸坐剤，

軟膏，汎用粉剤のそれぞれ安定なものを得て，

予備試験的にイヌに投与した1

血簗中濃度のACUでは，静江≪経口，舌

下，直腸≫経皮の順の生物学的利用率であっ

たが，標的器官である筋肉内濃度の多時点測

定技術を開発した後，一正式に投与経路の選択

資料を採る．

4）一般薬理作用：ガラミン不動化ネコの脳波

に対して，ロイペプチン10mg／kg／分で10



（A）

NlI

NH－C　・1／2H2SO4

CHSCHa CH3Cfr3　　CH2　NlT2
＼　／　　　　　　　＼　／　　　　　　　　l

CH CH CH2

CH2　　　CH2　　　CH2

CH3CO－NHCHCO－NHCIiCO－NHCHCH＝N～OCII2COOH

NH

（B）　　　　　　　　　　　　　NH－C　・1／2H2SO‘

CII3CH3　CH3CH3　　CH2　NH2
＼　／　　　　　　　　＼　／　　　　　　　　　l

CH CH CH2

CH2　　　CH2　　　CH2

CH3CO－NHCHCO－NHCHCO－NHCHCII20CO（CH2）3COOH

StruCureS Of haptens for radioimmunoassay ofleupeptin

Tissue concentrations ofleupeptinin mice after subcut年中甲pS administration of

leupeptin（30mg／kg）

Concentration ofleupeptin（pg／g or ml）

Muscle　　　　　　　‾　Plasma

0．5　2．0　6．0　　　0．5　2．0　6．0

Liver LiYerlysosome

0．5　2．0　6．0　　0．5　2．0　6．0（hr）

Muscular

dystrophy
6．52　1．97　0．42　　38．32　3．42　0．23　　11．97　7．78　5．37　　3．18　2．66　0．51

Normal　　　　3．15　2．35　0．52　16．391．93　0．23　　26．018．45　2．07　　8．67　3．43　2．23

分間の静注は作用を示さなかった．心電図に

対してほ波型に変化はきたさなかったがRR，

QT，PR間隔の延長すなわち心拍数低下が認

められた．血圧に対してほ著明な低下作用を

示し，それは3mg／kg／分でも認められた．

ウレタン麻酔ネコ脊髄反射電位に対して，

10mg／kg　の静注は作用を示さなかった．

無麻酔イヌの血圧および心拍数に対して，

100mg／kgの経口投与は経度の低下および減

少作用を示した．

以上の結果から静江の最大無作用量は，脳

波および心電図により判断すると10mg／kg

以上である．また，経口最大無作用量はイヌ

の血圧に対して　50～100mg／kg　と結論でき

る．第1報で述べたように，ロイペプチンに

よる降圧あるいは徐脈はその節遮断作用に基

づくものと思われる．

5）毒性試験

5－1）イヌ経口投与における亜急性毒性（35

日）：300mg／kg（雌2），200mg／kg，100mg／

－12－

kg（以上雄3，雌4），20mg／kg，対照（以

上雄2，雌4）で11～15カ月齢のピーグル

犬を用いて検討した．なお，雄　200mg／kg，

100mg／kg，雌200mg／kg，100mg／kg，20

mg／kg，対照の各群から1頭ずつを投与終了

後35　日間休薬させた．

100mg／kg以上の群で用量依存的な頻度で

出現した全身の脱力，限瞼下垂，瞳孔散大，

体表部の発赤・浮腫および重症例で出現した

呼吸抑制（300mg／kg群はすべて毎回呼吸抑

制を起し5，7日目の投与後に死亡した．）お

よびその後の反応が1～1．5時間で回復する

ことから，ロイペプチンは自律神経系および

呼吸中枢に対する一過性の薬理作用を有して

いると思われる．

血液学的には血液凝固およびプロトロンビ

ン時間の軽度の延長傾向が認められた．

病理組織検査では肝細胞の軽度の水腫様膨

化と肝細胞内の好酸性歓細顆粒出現とを認め

たが，血液生化学検査で認められたALP，
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Leupeptinlevelsin chick muscles

Leupeptin（pg／g muscle）

Route and dose

of administration Time（hr）
Plasma　吉蒜al　禁霊1
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Pharmacokinetic parameters obtained for severalroutes ofleupeptin

administratedin dogs

ad霊霊霊on（品）鹿　gd（諸mg）竺慧諾C●
Intra－VenOuS

Per ca

Sublingual

Intra－reCtal

Per cutaneous

0
　
　
0
　
0
　
0
　
0

1
　
　
　
1
　
1
　
1
　
1

㍑描：相識15・31（100・0）　21・05（0・2）
1・38　　　　0．53　　　　2．76（18．7）　　1．15（0．5）

1・29　　　　0．64　　　　3．09（20．2）　　　0．82（2．0）

1・40　　　　0．55　　　　3．96（25．9）　　1．18（0．5）

0．56（3．6）　　　0．03（8．0）

gd：排泄速度定数．

GPT，GOTの上昇を説明するに足るもので

はなかった・腎の近位尿細管上皮細胞内に微

細な硝子滴を認めたが，血液生化学検査およ

び尿検査では腎障害を示す所見はなかった．

イヌの急性毒性で骨髄の造血機能減退を示

唆する所見があったが，本試験では血液学的

にも組織学的にも対応する所見を認めなかっ

た．

最大無作用量は　20mg／kg　と推定された．

5－2）ラット経口投与における慢性毒性（6カ

月）：5遇齢のSprague Dawley系雌雄ラッ

トで400，200，100および50mg／kgの連日

投与を行った．なお，1群24匹とし半数は

1カ月間回復試験を行った．

200mg／kg以上の群で用量依存的に出現し

た死亡例は，亜急性毒性試験におけると同様

にいずれも胃粘膜のビランおよび空・回腸管

壁の潰瘍，穿孔，癒着を示し，腹水を伴う腹

膜炎を皇し，ロイペプチンの胃腸管に対する

直接の局所作用を推察させた．なお，この消

－13－

化管障害は個体差が大きく，生存例ではまっ

たく異常所見のない例が多かった．

血液学的検査においては　200mg／kg　以上

群で貧血傾向がみられ，100mg／kg以上群で

白血球の増加傾向がみられたが，対応する骨

髄および脾臓の組織学的所見には著変はみら

れなかった．本懐向は消化管障害に由来する

ものと推察した．血液学的には変化を認めな

かった．

血液生化学的には雌雄で総蛋白，アルブミ

ン値の用量依存的な減少が認められ，雄では

50mg／kgからLDH，GPT，GOTの上昇と

雌では200mg／kgから逆にGPT，GOTの

低下傾向がみられた．

病理組織学的検査では肝細胞の腫大と好塩

基性顆粒の減少がみられ　とくに雌で肝細胞

内の硝子滴の沈着，肝細胞の壊死および肝重

量の増加がみられた．腎重量の増加，近位尿

細管上皮細胞内に硝子滴を認めたが，血液生

化学検査および尿検査では腎障害を示す所見



はなかった．膵重量は用量依存的に増加し，

腺房細胞の踵大と分泌顆粒の増加がみられた・

無作用量は50mg／kg以下と推定された・

5－3）イヌ静脈内投与における急性毒性：10～

12カ齢の雌雄ピーグル犬を用い，141，100，

71および　50mg／kg　に相当する量のロイペ

プチンを1頭当り10mgの投与容量となるよ

う生理食塩水に溶かし滅菌し，25m〝分の注

入速度で投与した．

投与後14　日間観察したが，死亡は10分

以内．に生じLD50値は100と141mg／kg

の間にあった．死田は呼吸障害により，経口

投与の場合に比し呼吸抑制は急激に起るが持

続は短かかった．毒性標的臓器である骨髄，

腎，肝の障害は軽く，消化管には障害は認め

られなかった．

血液学的には血小板数の減少，活性化部分

■一14－

トロンポプラステン時間（APTT）・全血凝

固時間（WBCF）の延長が著明であったが，

一過性であった．

5－4）イヌ静脈内投与における亜急性毒性（35

日）：雌雄ピーグル犬を用いて，20，8，3・2

mg／kgで行った．

20mg／kg群では投薬1～3日間，投与後

直ちに自発運動の低下とともに筋の脱力を起

し，涜涙，耳介発赤，結膜充血がみられたが

20分後には回復した．8mg／kg群でもさら

に軽度の症状がみられた．

血液学的試験では20mg／kg群で血液凝固

試験に軽度の延長がみられた．

組織学的には20mg／kg群の腎の近位尿細

管上皮細胞内に硝子滴がみられ，一部の例で

は肺胞上皮の腫大と空砲化がみられた．最大

無作用量は3．2mg／kgと推定された・



分　担　研　究　報　告



ロイベブテンのプロテアーゼ阻害作用に関する研究

村　地

研　究　日　的

ニワトリ骨格筋のCa2＋依存性中性プロテアー

ゼ（mNP）がロイペプチンによって強く阻害さ

れることはよく知られている．われわれは，ラッ

ト肝臓，脳，腎臓，脾臓，赤血球，胸腺などに広

く分布する同種のプロテアーゼが，そのCa2＋要

求性および　SH還元剤要求性において，CANP

と著しく煩似していることを知り，これらに対す

る放線菌由来の一群のプロテアーゼ阻害剤の効果

を検討したところ，とくにロイペプチンによって

強い阻害を受けることを兄いだした．

そこで，骨格筋のCANPに関する進んだ知見

と平行して，上記の全身組織細胞に広く分布して

いるCa2＋依存性チオールプロテアーゼ（以下カ

ルパインCalpainと総称する）につき（その精製

と性質の研究を系統的に展開することとした・と

くに，肝臓および脳について，カルパインを特異

的に阻害する細胞内インヒビター蛋白質の存在を

発見したので，これをカルパスタチン（calpasta－

tin）と名づけ，その精製と性質についても研究を

行うこととした．

これらの研究を通じて，ロイべプチンのプロテ

アーゼ阻害作用の一般的分子機構を解明するとと

もに，その生理的病態的意義を明らかにすること

が本研究の目的である．

＊京都大学医学部附属病院検査部

孝＊

研　究　方　法

主としてWistar　系ラット（体重120～180g）

を用いた．臓器のカルパインおよびカルパスタチ

ン活性の測定にあたっては，臓器の血液含量を最

少にするよう濯流，洗浄につとめた．これは，血

液（赤血球）中にカルパインおよびカルパスタチ

ンが存在するので，それらの混入を極力さけなけ

ればならないからである．摘出した臓器または組

織は，冷所で4倍量のつぎの組成の液でホモジ

ナイズし，その105，000g遠心上清を酵素（およ

びインヒビター）液とした．用いた緩衝液は，20

mMトリス塩酸（pH7．5），0．25M庶糖，lmM

EGTA，5mM2－メルカプトエタノールを含む液

である．

プロテアーゼ活性は，50mMトリス塩酸緩衝液

を用いたカゼイン加水分解により定量した．通常，

pH7．5，300Cで30分間温置によるトリタロル

酢酸可溶性ペプチド等の増量をFolin－Lowry法

により，750mm　の吸光度増加として計測した．

のちに述べるように，カルパインには，Ⅰ型と

Ⅱ型の2種があるので，Ⅰ型の定量には0．1mM

CaC12を，Il型の定量には5mMCaC12を活性化

剤として加えた．いずれの場合も5mML－システ

インを共存させた．プロテアーゼの1単位は750

nmの吸光度1．0の増加を30分間で与えるべき

酵素量と定義した．

プロテアーゼインヒビターの作用をみるために

は，インヒビターをあらかじめプロテアーゼと
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pH7．5，300Cで10分間接触させたのちに，反応

混液のカゼイン加水分解活性を測定し，活性の低

下度を計測する方法を用いた・1単位のカルパイ

ンを失活させるインヒビター活性を1単位とした．

研　究　結　果

1）内因性インヒビター，カルパスタチンの存

在

ラット肝臓ホモジネートの105，000g遠心上清

そのものにつきカルパイン活性を測定したところ，

Ca2＋およびシステインの十分量を添加してもま

ったく活性を検出することができなかった・とこ

ろが，この上活を　pH7．5で　DEAETセルロー

ス・カラムクロマトグラフィーに供したところ，

図1に示すように，カルパイン活性が　0・25hl

NaCl溶出画分に明瞭に出現した・そこでこの活

性画分を集め，透析処理ののち，この酵素活性に

（
u
u
冨
N
）
8
u
j
J
O
S
宅
　
A
T
－

対する阻害作用をもった分画の有無を検討したと

ころ，図1に示すとおり，0．1MNaCl溶出画分に

強い阻害活性のあることが知られた．このように

して，肝臓可溶性画分から∴オルパインとカルパ

スタチンが分別されたのである．

カルパスタチンは見かけの分子サイズが巨大

（おそらく　200，000以上）であることが知られた

ので，分子量約90，000のカルパインとはゲル濾

過法によって，もっと簡単に分別されうるであろ

うことが期待された．その期待通りの実験結果の

得られたことが図2に示してある．図の上段はラ

ット肝臓の，下段はラット脳の実験結果である．

いずれの実験においても，セファデックスG－200

ゲル濾過の各画分に，あらかじめ一定量の部分精

製カルパインを加えておき，混液のカゼイン加水

分解活性をみたもので，あらかじめ加えたカルパ

イン活性による基準値を超えて高いプロテアーゼ

図1ResolutionofcalpainandcalpastatinuponI）EAETCellulosechromatography at pH7．5．
The soluble fraction from200g（wet weight）of ratliver was applied to a DEAE－

Cellulosecolumn（5×20cm）whichhadbeenequilibratedwith20mhlTris－HClbuffer，

pH7．5，COntaininglmM EGTA and5m〉Ⅰ2－merCaPtOethanol．Theadsorbedproteins

were eluted by stepwise gradient of NaCl，aSindicated by arrowsin the　魚gure．

A O．5－mlaliquot of each fraction was assayed for the proteolytic（●）orinhibitory

（◎）activity，aS describedin the text・、＿＿Tわ959＿＿▼fTa9ti？竺軍　that争rf Shaded＿Yere

pooled for further purification．．
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一図2　Resolutionofcalpain and calpastatin by gel

filtration through Sephadex G－200．The五一

gureisacombin祖reproductionof the data
p。blishedf。，rathver（A）and rat brain
（B）extracts．　The concentrated soluble

fraction of theliver（3g protein）of brain

（257mg protein）was‾fractionated on a　3×

100cm column at pH7．5，in the presence of

EGTA and　2－merCaptOethanol（5mM eaeh）．

Proteolytic activity of each fraction was

determined with afiⅩed amount of calpain

lI，Of respective originsI previously added

to each assay tube．　Positive and negative

deviations from the baseline activityindi－

cate elution of calpain（ENZ）andcalpastatin

（INH），reSpeCtively．

活性が示されたならば，それはカルパインの溶出

を意味し，逆に基準値を下廻る結果が出れば，そ

れはカルパスタチンの溶出を意味するものと解釈

した．図2のように，肝臓でも脳でも，カルパイ

ン（ENZ）とカルパスタチン（INH）の両田子が，

EGTA含有（したがってCa2＋非存在下）の緩衝

液中でゲル濾過分別されたのである・

2）カルパスタチンの性質

図1の0．1M NaCl溶出画分を集めてこれをウ

ルトロゲルAcA34のカラムにかけ，pH7．5で

．溶出を行うと，図3に示すようにカルパスタチン

が混在するプロテアーゼからさらに分離される．

ここに溶出されるプロテアーゼは，そのCa2＋要

求濃度が著しく低く，先にDEAE－セルロース・

クロマトグラフィー（図1）で0．25MNaCl溶出

画分として得られたカル′くインとは異なった酵素

である．この点はのちに詳述する．

図3のようにして部分精製されたカルパスタチ

ンの性質を表1にかかげる．表1で明らかなよう

に，この内因性インヒビターは，本質的には蛋白

質で，おそらくは会合体であるであろうが，その

ままでは28～30万ダルトンという巨大分子であ

る．しかもきわめて耐熱・耐酸性である点がその

特徴といえよう．

・・3）2種類のカルパインの存在

前節で述べたように，Ca2十　感受性に関して著

しい差のある2種のカルパインの存在することが

知られたので，肝臓から得られた2種につき，そ

のCa2＋依存性およびカルパスタチンによる阻害

の様相を比較した．実験結果の一部を図4に示す・

DEAE一セルロース・クロマトグラフィーの溶出

位置順に，0．1M NaClでカルパスタチンととも

に溶出される酵素をカルパインⅠ（型）と呼び，‾

0．25M NaClで溶出される酵素をカルパインⅡ

（型）と呼ぶこととした・図4から明らかなよう

に，カルパインⅠは50％　の活性化に40／JM　の

Ca2十を必要とするにすぎないのに対して，カル

パインⅡは400／川Ca2＋でも，まだごくわずかの

活性化を得るだけで，完全活性化には3～5mM

Ca2＋を必要とするのである．Ⅰ型とⅡ型とでは，

カルパスタチン感受性にも原著な差があり，その

他，熱安定性，自己融解性，トリプシン感受性な

どにも相当の差異のあるもようで，これらの点は

目下なお実験中である．

しかしながら，Ⅰ型・Ⅱ型ともに，Ca2十による

活性化機構そのものにはあまり大きな差異がない

ようで，たとえば，図5に示す　Ca2＋　濃度依存

性プロフィルをみると，100％活性化に必要な

Ca2＋　濃度には大差があるが，途中の経過には大
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図3　SeparationofcalpastatinandcalpainIby chromatography on
UltrogelAcA34atpII7・5・Thefraction that was eluted at

O・lHNaClfromtheDEAE－Cellulos＝COlumn（Fig．1）wasfracti・

Onatedona3×95cmgelcolumn・Aliquots（0・2mLor20pl）

Ofeachfractionwereassayedforthe proteolytic（●）0，i。hi＿

bitory（○）activity，reSPeCtively．

表l Properties ofcalpastatin

Calpastatin

Elution position

from DEAE－

Cellulose

Ratliver

Rat brain

Molecular

Weight

EfEect of treatment

Treatment

0・lM NaCl，pH　280，000～

7・5　　　　　　　　300，000

0・11INaCl，pH　300，000
7．5

Humanerythrocytes＊　0・125MNaCl，

pH8．0

＊　M・HatanakaI T・Murakaml，

Condition

Inhibitory
POtenCy

remalnlng

（％）

Heating

Trichloroacetic
acid

Acetone

Trypsin（1／100）

NucleasePl（1／1．6）

PhospholipaseA2
and C

Heating

Trypsin（1／100）

280，000　Heating

Trypsin（1／100）

100℃，20min lOO

l0％，丘nal lOO

75％，丘nal lOO

370C，40min

370C，40min

370C，2hr

0

　

0

　

0

0

　

0

1

　

1

100℃，20min lOO

370C，40min O

lOOOC，15min lOO

370C，15min O

and T・MLLraChi，

差がない・さらに，図5でみるとおり，両酵素と

も・そのカルパスタチンによる阻害様式が同じで

ある・すなわち，カルパスタチンによる阻害度は

共存するCa2＋濃度によって影響を受けない．一

旦起った部分阻害はたとえ溶液中にCa2＋濃度を

unpublished data．

高くしても回復することはない・換言すると，酵

素カルパインはその活性発現に絶対的にCa2十を

必要としているが，カルパスタチンはその必要な

Ca2十を奪取（sequester）するために阻害を及ぼ

しているものではないということである．そして，
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図4　Differencein sensitivitytoCa2＋（A）and to calpastatin（B）between

calpainIandcalpainII・Samplesusedwere：partiallypurinedcalpain

I（0，2mgprotein／ml），CalpainII（●，0・5mgprotein／ml），and cal・

pastatin（2mgprotein／ml）from ratliver・

0　　0．2　　　　0．6　　　　1．O

Ca2十（mM）

図5InhibitionofcalpainI（A）andcalpainII（B）fromratliverasafunc・
ti。n。fCa2・concentrationin the medium．Amounts（pt）of ratliver

calpastatin（2mgprotein／mt）addedpertubeareshowninthefigure・

Each tube contained calpainI

protein）．

この事情は，Ca2＋要求性の著しく異なるⅠ型に

もⅡ型にも等しく当てはまることを図5は明示し

ているのである．

4）カルパインⅠおよびⅠⅠに対するロイベプ

チンの阻書作用

図6に，ラット肝臓から部分精製したカルパイ

ンⅠおよびⅡに対するロイペプチン等の阻害作用

の実験結果をかかげる．ここには示していないが，

カルパインはペブスタチンまたはエラスタチナー

ルによってまったく阻害作用を受けない．アンチ

パインはロイべプチンよりは弱いが阻害を及ぼす．

（400／g prOtein）or calpainII（25pg

図には示していないが，キモスタチンはアンチパ

インより少し弱い程度の阻害を与える・図6はⅠ

型とⅡ型の間に，阻害剤間の差，また阻害機構の

差のないことを意味しているものと解釈されよう・

Ⅰ型とⅡ型とではCa2＋要求性に著差があるので

あるから，これらとロイべプチン分子との相互作

用に関して，Ca2十がどのような役割を果してい

るのかほ今後の研究課題である．

考　　　　　察

われわれは骨格筋のCANPをも含めて，もう
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Antipain

図6　EffectofvariousinhibitorsonratlivercalpainI（○）andcalpainII（●）．
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少し広くカルシウムプロテアーゼを把えるという

立場からカルパインというグループ総称名を提唱

したのであるが，国際生化学連合酵素命名委員会

ではこの提唱の趣旨を採択し，近く改訂される同

委員会報告にはカルパインなる常用名がこれら一

群の酵素名として記載されるはずである．したが

って，CANPはカルパイン群の1種で，とくに骨

格筋に分布する類の酵素であるということになる．

CANPのCa2＋要求性を既報により検討すると，

これは明らかにカルパインⅡ型に属している．一

方，心筋については，すでにⅡ型のほかにⅠ型の

カルパインの存在が報ぜられており，果して骨格

筋のカルパイン（CANP）がIl型のみなのか，そ

れともⅠ型も存在するのか，存在するとすれば，

そのようにCa2十の低い濃度で活性化されうるプ

ロテアーゼの生理的病態的意義は何かというきわ

めて興味深い研究課題が提起されたことになるの

である．

カルパスタチンの発見と，その広い分布および

その特徴ある分子としての性質は，このものの生

化学的・生理学的研究がこの領域の全体の研究の

うえで，きわめて重要な意味をもつであろうとの

示唆を与えている・われわれは日下，動物各臓

器・組織・細胞におけるカルパインⅠおよびⅡ，

ならびに，カルパスタチンの定量的分布データの

集掛こつとめている．また，この内因性インヒビ

ターとロイべプチンのような外来性インヒビター

との阻害機構の異同を詳細に研究することは，後

者の治療薬としての開発にも重要な指針を与える

ことになるであろう．そして，その目的のために

は，カルパインⅠ，Ⅱ，カルパスタチンのいずれ

もが精製される必要があり，われわれはその意味

でなお基礎的な精製実験をも重ねてゆく計画であ

る．

総　　　　　括

Ca2＋依存性中性プロテアーゼ（CANP）を含む

より広い類縁酵素群に対するロイペプチンの阻害

作用を研究する目的で，まずこの類縁酵素群の骨

格筋以外の臓器における分布を研究し，カルパイ

ンとカルパスタチンという対をなしてプロテアー

ゼとその内因性インヒビターが共存することを明

らかにした．

カルパインについては，Ca2＋要求性の著しく

異なるⅠ型酵素とⅡ型酵素の少なくとも2種類の

あることを明らかにし，それぞれのCa2＋による

活性化様式およびカルパスタチンならびにロイペ

プチンによる阻害様式の異同について研究した．

カルパスタチンについては，その分子サイズ，

耐熱性などの基本的特性を明らかにした．各種臓
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器におけるこれら諸因子の分布に関する定量的知

見や，その生理的病態的意義の解明は今後の研究

にまたなければならない．

文　　　　　献

1）Nishiura，Ⅰ．，Tanaka，K・，Yamato，S・，and

Murachi，T．The Occurrence ofanInhibitor

ofCa2十一Dependent Neutral Proteasein Rat

Liver．J．Biochem．，84，1657－1659（1978）・

2）Nishiura，Ⅰ．，Tanaka，K・，andMurachi，T・A

High Molecular WeightInhibitor of Ca2＋－

Dependent Neutral Proteasein Rat Brain・

且ゆgrわれJα，35，1006－1007（1979）・

3）Murachi，T．，Suzuki，Y・，Nishiura，Ⅰ・，Yamato，

S．，Tanaka，K．，andInagaki，S．Intracellular
Proteasesand Endogenous・Inhibitors，Abstr・，

ACS／CSJ Chemical Congress，April1979，

Honolulu，Hawaii，p．BIOL－6．

4）Murachi，T・，Tanaka，K・，Murakami，T・，and

Hatanaka，M．Distribution and Properties of

a ca2＋－Dependent Neutral ProteaseInhibitor

inVariousTissues，Abstr．．XIthInternational

Congress of Biochemistry，July1979．To－

ronto，p．231．

5）Murachi，T．，Nishiura，Ⅰ・，Tanaka，KりMura－

kami，T．，Hatanaka，M・，andInamoto，T・In－
tracellularCa2十一DependentProtease andIts

Inhibitor，in Frontiersin Protein Chemistry

（T．－Y．Liu，G．Mamiya and K・T・Yasunobu，

eds．），EIsevier／North－Holland，New York

（1980），pp．343－357．

6）田中一仁，西浦　巌，大和　進，村他　者，田
北雅夫．ラット脳及び肝臓中のCa2十依存性中
性プロテアーゼとそのインヒビター・生化学，

50，804（1978）．

7）田中一仁，稲本　俊，村上俊男，村地　孝・Ca2十
依存性プロテアーゼの高分子インヒビター：そ

の臓器分布と阻害作用．生化学，51，805
（1979）．

8）畑中道代，村上俊男，村地孝．赤血球細胞質に

共存するCa2＋依存性中性プロテアーゼとその
高分子インヒビター．生化学，51，586（1979）・

9）稲本　皮，田中一仁，笠倉新平，村地　孝・正常
および腫瘍リンパ球のカルパインとカルパスタ
チソ．生化学，52，589（1980）・

10）畑中道代，村上俊男，田中一仁，村地孝・カゼ
イソセファロースゲルを用いるCa2＋依存性チ

オールプロテアーゼ（calpain）の精製．生化学，

52，613（1980）．

11）田中一仁，播岡徳也，村地孝．ラット肝臓カル
パインおよびカルパスタチソの成長に伴う変動

とカルパインの多形性．生化学，52，614（1980）・

－23－



高速液体クロマトグラフィーによるロイペプテン

および関連物質の微量螢光定量法

大　倉　洋　甫＊

研究協力者　甲斐雅亮＊・三浦哲朗＊

は　じ　め　に

当分担研究者らが開発したベンゾイン蛍光反応

は卜4），グアニジノ基を有する化合物を特異的に

ベンゾイン螢光体に誘導しうる．本研究では，こ

Benzoin

の反応を利用し，ロイペプチンの筋ジストロフィ

ー症に対する薬効を判定する1つの手段として，

ロイペプチンおよびその関連物質の高感度な定量

法の開発を行った．

この方法は，あらかじめペンゾインによって蛍

光標識したロイべプチン（Leup），ロイペプチノ

ール（LeupOH），ロイペプチン酸（LeupC0－

OH）およびロイシルアルギニン（Leu－Arg）を，

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によって，

迅速に分離し，かつ鋭敏に賛光検出するものであ

る．

実　験　方　法

1）試薬溶液の調製

a）ベンゾインーメチルセロソルブ溶液（4

mM）：ペンゾイン　85mgをメチルセロソルプに

溶かし全量100mgに調製．40C，暗所保存すれば

少なくとも1カ月間使用可能．

＊九州大学薬学部薬品分析化学教室

b）β－メルカプトエタノール（0・1M）一亜硫酸

ナトリウム（0．2M）溶液：β－メルカプトエタノ

ール0．78gおよび亜硫酸ナトリウム2・52gを水

に溶かし全量100mgに調製．40C暗所保存すれば

Fluorophore

少なくとも1週間使用可能．

C）塩酸（1．15M）－トリス緩衝液（0．5M，pH

9．2）の混液：トリスーヒドロキシメチルーアミノ

メタン12．11gを水80mgに溶かし，濃塩酸で

pH9．2に調整後，水で全量100mgに調製（1・O

M）．このトリス緩衝液と　2．3M塩酸の等容混液

を使用．室温に放置したとき，少なくとも1カ月

使用可能．

d）1％テトラー乃－プチルアンモニウムヒドロ

キシド溶液（pH9．0）：市販の10％テトラー乃－プ

チルアンモニウムヒドロキシド10mgに水70mg

を加え，4M塩酸でpH9．0に調整後，水で全量

100mgに調製．

2）基準操作

a）血渠（血清）の前処理：血菓（血清）200

FLlに，水あるいは標準液（LeupおよびLeup

COOH）100〆および3M過塩素酸100〆を加

え，撹拝後3，000rpmlO分間遠心する・上澄液

200〆に，2M炭酸カリウム100〆を氷水中で加
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え，析出する遇塩素酸カリウムを除去した溶液を

試料とする．

b）蛍光ラベル化反応：試料溶液あるいは標

準液（Leup，LeupCOOH，LeupOH，Leu－Arg，

Argなど）100FLlに1．5mg／ml水素化ホウ素ナ

トリウム50〆を加え，室温で5分間放置後，1．5

M塩酸50〆を添加し10分間放置する．4mM

ベンゾイン（メチルセロソルプ中）100〆，β－メ

ルカプトエタノール（0．1M）一亜硫酸ナトリウム

（0・2M）混液100〆1・5M水酸化カリウム200〆

を加え，100〇Cで90秒間加熱後，氷水中で1．OM

トリス緩衝液（pH9．2）と2．3M塩酸の等容混液

200〆を加え，その100′JJをHPLCに付す．

C）・HPLC：カラムは，メルク社のLiChro－

SOrb RP－18（粒径5FEm，カラム長さ0．4×15cm

i・d．）を使用．溶離液には，メタノール，0．5Mト

リス緩衝液（pH9．0）および1％テトラ一刀－プチ

ルアンモニウムヒドロキシド（pH9．0）をそれぞ

れ，70，10および20％（Ⅴ／v）含む混液を常法に

より脱気して使用．ポンプは，日立635A型を用

い，流速0・8m〃minに設定．検出器は，螢光励起

側にEX360および発光側にEM440のカットフ

ィルターを装備した日立液クロ用蛍光モニターを

使用．

結果および考察

当分担研究者らが開発したグアニジノ化合物の

ベンゾインによる蛍光ラベル化反応は4），グアニ

ジノ化合物（アルギニン，メチルグアニジンな

ど）をβ－メルカプトエタノールおよび亜硫酸ナ

トリウム共存下，強アルカリ性で加熱する方法で

ある・本研究において，まずこの反応が，Leup

および関連物質の蛍光ラベル化反応として適用で

きるか否かを調べた．

．その結果，Leup　をベンゾインにより蛍光ラベ

ル化体に導くためには，水素化ホウ素ナトリウム

によって，そのC末端－CHOを－CH20Hにした

もの，すなわちLeupOHに転換す◆る必要があっ

た・図1に示すように，Leupを直接ベンゾイン

蛍光ラベル化反応によって処理した場合，HPLC

のクロマトグラム（図1B）には，それに基づく

蛍光ピークは，ほとんど観察されないが，それを

あらかじめ水素化ホウ素ナトリウムによって還元

した場合には，Leupから生じたLeupOHの蛍

光ピークが保持時間8・2分に現れる（図1A）．

0　　4　　8　12

（min）

」、｝＿八一＿＿＿

0　　4　　8　12

（nlii】）

図l Chromatograms of the benzoinderivatives。f

Leup（HPLC－injection amount，125pmol）

treated（A）and untreated（B）withNaBH．．

したがって，Leupを定量するために，Leupの

還元体である　LeupOHの蛍光ラベル化体を

HPLCによって分離・検出する方法を検討した．

・1）HPIJCによる分離条件

Leup，LeupCOOH，Leu－ArgおよびArgの

標準液（各10nmol／mJ）を基準操作（bとC）に

従って処理したときに得られるクロマトグラムを

図2に示す・4種の化合物から得られる蛍光ラベ

ル化体は，9分以内に，それぞれ単一のピークと

して分離溶出される．

使用したHPLCのカラムは，シリカゲル担体

にオクタデシルシランを化学修飾した固定相を有

するLiChrosorb RP－18を充填したものである．

この充填剤は，逆相分配型であるので，移動相の

メタノール濃度が高くなると各蛍光ラベル化体は，

早く溶出し，かつ鋭い蛍光ピークを与える（図3）．

本法では，移動相のメタノール濃度を70％とし

た．

グアニジノ化合物のベンゾインの蛍光ラベル化

体は，弱アルカリ性領域（pH8．5～10．5）でもっ

とも強い螢光を発することがわかっている2－4）．

そこで，移動相に加えたトリス緩衝液のpHによ
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占一言　－H
（min）

図2　Chromatogram of the benzoin derivatives・Of
leupeptin－relating compounds．1，＿Arg；2，

Leu－Arg；3，Leup COOH；4，Ledp OH from

Leup．
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htethanol（％）

る影響を調べた．図4に示すように，緩衝液の

pHが7．5～9．0において，検討した化合物の分

離状態は良好であるが，LeupおよびLeupC0－

OHの蛍光ピークはアルカリ性側において高くな

る．したがって，本法では，pH9．0の0．5Mト

リス緩衝液を使用した．このとき，pH9．0のト

リス緩衝液の濃度変化（0．1～1．OM）によって，

各蛍光ピークの分離状態ならびにそれらのピーク

の高さには著こしい変化はみられなかった・なお，

pH9．0より高いpHの緩衝液を用いた場合，カ

ラム充填剤の劣化が著しく，’長時間それを‾使用す

るには不都合であった．

テトラー乃－プチルアンモニウムヒ▲ド‾ロキシドほ，ゾ

Arg，LeurArgおよびLeupCOOH　の分離をよ’

くするために加えたものである．図5－に示すよう‘

0
　
　
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
　
0

（
。
…
∈
）
書
コ
u
O
〓
u
む
l
遥
・

60　　　65　　　70　　　75　　　80

Methanol（％）

図3　Effect ofmethanoIconcentrationin the mobile phase on peak height：一

（A）and retention time（B）．1，Leup COOII；2．Leu－Arg；3，Leup

OH from Leup；4，Arg．

一
名
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式

7．0　　7．5　　8．0　　8．5　　　9．O
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7．0　　7．5　　8．0　　8．5　　　9．O

pli

図4EffectofpHofthemobilephase．onpeakqei申t（A）andreten．
tiontiIもe（B）．1，Ledp COOII；2，Leu－Arg；3，LeupOH from

Leup；4，Arg．
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mobilephase onpeakheight（A）andretentiontime（B）．
・：1rLeup COOH；2，，Leu－Arg

に，0・5および1・0％のそれを加えたとき；∴検討

した化合物の分離は良好で，かつそれらの蛍光ピ

∵クの高さにも著しい変化はみられないミ　本法

では，pH9に調整した1％のテトラ一刀－プチル

アンモニウムヒドロキシド溶液を移動相に20％

（Ⅴ／v）加えることにした．

2）螢光ラベル化反応

上述したように，Leupは直接ベンゾインと蛍

光反応しないため，水素化ホウ素ナトリウムによ

ってLeupOHに導いている．しかし，使用した

過剰のその還元剤によって，ベンゾインの蛍光ラ

ベル化反応は著しく妨害されることが認められた．

この妨害は，ラベル化反応前にその溶液を塩酸酸

性にすれば，解消できることがわかった（その還

元剤は分解し，還元力を失う）．

1・0～10mg／mJのその還元剤を用いたとき，い1

ずれもLeupを室温にて，3分以上放置すること

によって，約90％のLeupOHを形成すること

が可能であった．また，その還元剤を塩酸酸性で

分解するには，塩酸を加えたのち室温にて5分間

以上放置する必要があった．以上の検討から，

Leupの還元反応として，試料に1．5mg／mlの水

素化ホウ素ナトリウムを加えたのち，室温にて5

分間放置後，1．5M塩酸を加え10分間放置する

操作法を設定した．

つぎに，その還元剤を加える系において，Leup，

I・euPOH，LeupCOOHおよびLeurArgの標準

液（各lnmol／mりを用いて，それらの蛍光ラ云

3，LeupOHfrom Leup；4，Arg．

ル化条件についてHPLCによって検討した．

図6は，基準操作に準じた条件において，蛍光

ラベル化の反応時間とその温度の影響を検討した

ものである・反応温度が高いほど，．各化合物のラ

ベル化が迅速になることがわかる．図7は，ラベ

ル化に必要な水酸化カリウム濃度の影響について，

1000Cにおける反応時間とともに調べたものであ

る・この図から，1．5M水酸化カリウムを用いた

とき，1～2分間の反応時間で，各化合物のラベ

ル化体の蛍光ピークは最大値を示すことがわかる．

これらの結果より，Leupおよびその関連物質の

ラベル化反応には，1．5Mの水酸化カリウムを用

い，1000Cで90秒間加熱する条件を設定した．

一方，Leupやその関連物質が，ラベル化反応

に必要な強アルカリ性溶液中で不安定であること

‘が認められた．図8に示すように，加熱反応前に

その反応液を室温（20cc）で放置したとき，各化

合物から得られる蛍光ラベル化体の生成は，放置

時間とともに減少している（10分間で10～20％

減少）・このとき，氷水中（00C）で放置した場合，

LeupおよびLeupOHの分解を阻止できるが，

LeupCOOHやLeu－Argでは，わずかに分解し

ている．したがって，各化合物を再現性よくラベ

ル化体に導くには，水酸化カリウム溶液を加えた

のち，直ちに加熱するのが望ましい．また，加熱

後ラベル化反応液をpH9～9．5の弱アルカリ性

に導けば，生じた蛍光ラベル化体は安定で，少な

くとも室温に60分間放置しても得られる蛍光ピ
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ークは一定の高さを示した．このとき，ラベル化

反応液を弱アルカリ性に導かず，HPLCに付した

場合は，ラベル化体が強アルカリ性で不安定であ

るため，得られる螢光ピークは一定の高さを与え

ず，かつカラムが著しく劣化する結果を得た．

3）ヒト血境（血清）中のLeupおよび関連物

質の定量

ヒト血液中には，グアニジノ基を有する種々の

化合物が存在しているので，これらの化合物が，

Leup　塀の定量を妨害するか否かを調べる必要が

ある．

図9は，LeupおよびLeupCOOHを添加した

ヒト血渠ならびに無添加のその血梁を，基準操作

に従って処理したときに得られるHPLCのクロ

マトグラムを示したものである．保持時間4～8

分にかけてきわめて大きな蛍光ピークが現れてい

る．これは，その試薬ブランクに基づく蛍光ピー

ク（検出感度を上げた場合に観察される）と血祭

に存在する大量のアルギニンおよび除蛋白されな、

かった低分子の蛋白質やペプチド類に由来する蛍

光ピークであると考えられる．この結果，この大

きい蛍光ピークのために，‘血安中のLeu－Argは：
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Eg9　Chromatogram ofLeupandLeupCOOHadded

to human plasma，Leup andLeupCOOH（400

pmol each）Were added t0200FLl of plasma

respectively，and subjected to the NaBH4

reduction prior to the reactionwithbenzoin．

A：Plasma＋Leup and LeupCOOfL B：pla・

Sma．C：reagent blank．

測定できないが，LeupおよびLeupCOOHを測

定することは可能である．

つぎに，基準操作に従ってヒト血祭に添加した

Leup　およびLeupCOOH　の検量線とその添加

回収率を調べた（図10）．血柴に添加したLeup

およびLeupCOOHの蛍光ピークは，いずれも，

その添加量に比例したピークの高さを示し，原点

を通る直線を示した（図10b）．また，血柴の代

りに水を用いて，同様に処理した場合に得られる

検量線（図10a）から，これらの化合物の回収率

は，検討した添加量において，Leupでは　86％，

LeupCOOHでは87％であった．

一方，他の除蛋白剤にトリタロル酢酸を用いた

とき，血費に添加したLeupおよびLeupCOOH

（各500pmol／0．5mg血祭）の回収率は，それぞれ

58％および88％であった．Leupの回収率が過

塩素酸の場合よりも低い結果を得た．この場合，

トリクPル酢酸は，ベンゾインのラベル化反応を

妨害するために3），あらかじめェーテルでトリタ

ロル酢酸を試料から除去しなければならず，操作

のうえでも過塩素酸除蛋白法より，やや煩雑であ

った．

また，アミコン社製の限外濾過膜CF－25（分画

分子量25，000）を用いて，血柴を水で2倍希釈し

て濾過した場合，LeupおよびLeupCOOH（各

500pmol／0．5mg血簗）の回収率は，それぞれ‾10

％および　35％であーり，同じく■血祭を塩酸酸性

（最終濃度0．1M）で2倍希釈して濾過した場合；

LeupおよびLeupCOOHのそれは，それぞれ67
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図10　Calibration curvesfor LeupandLeupCOOHinaqueous
solution（a）andin plasma（b）．

％および32％であった．いずれも，CF－25の限

外濾過膜では良好な回収率を与えない結果を得た．

したがって，本法では，ヒト血祭中のLeup類

を測定する場合は過塩素酸除蛋白法を採用した・

図10の血柴に添加した検量線から，刃Ⅳ＝2に

おけるLeupおよびLeupCOOHの検出限界を

血祭中の濃度で表わすと，それぞれ30pmol／mJ

（15ng／ml）および18pmol／ml（10ng／ml）であっ

た．本法は，せわめて高感度にこれらの物質を測

定することが可能である・しかし，ヒトの血祭中

には大量のArgが存在するので，その大きな螢

光ピークのテーリング部分がLeupおよびLeup

COOHの蛍光ピークの位置に重なるために，血

集中100pmol／ml（50ng／ml）以下のそれらの濃

度を有意に測定することは困難であった・

そこで，血簗由来の大量アルギニンからの蛍光

ピークを除くために，ベンゾインの螢光ラベル化

反応液から選択的にLeupの螢光体を抽出する方

法を検討した．

図11は，血柴に添加したLeupおよびLeup

COOHの試料を基準操作に従って処理し，その

ラベル化反応液に酢酸エチル（1・0mg）を加え，

蛍光ラベル化体を抽出したその有機層から得られ

るクロマトグラムを示したものである・これから，

図9にみられた大きな蛍光ピークはほとんど除去

されており，Leup　の蛍光ピークも約3倍ほど高

く検出されている．この方法では，LeupCOOH

およびLeurArgの蛍光体は抽出されにくいため

測定できないが，Leup　に対してほ，10pmol／ml

0　4　8　12　　　　　　　　　　0　4　8　12

（min）　　　　　　　　　　　（min）

図1l Chromatogram of ethylacetateextractfrom
the benzoin reaction mixture of Leup and

LeupCOOH added to human plasma．Leup

and LeupCOOH（400pmoleach）Were added

t0200pl of plasma respectively，and ex－

tracted withlml of ethyl acetate afterthe

且uorescent reaction．The extract（800pE）

was concentrated to dryness，and the resi－

due was dissoIvedin　200FLt Of O．01H　β→

mercaptoethanol．　A：plasma＋Leup and

LeupTCOOH．B：reagent blank．

－31－



（5mg／mg）の血奨中の濃度を測定することが可能

である．この場合，試薬ブランクからのピークが，

Leupの保持時間の位置に検出されるため，現在

この試薬ブランクに由来するピークの原因ならび

にそれを除去する方法を検討中である．

本研究において，プレカラム螢光誘導体化法に

よるHPLCにより，Leupおよびその関連物質を

分離・測定することが可能となった．また，本法

に簡便な溶媒抽出操作を前処理に併用すれば，

Leup　を投与した患者血簗（血清）中の数量の

Leupをモニターできることも示唆された．

今後，このHPLC　による定量法を応用して，

Leupを投与した動物の各組織内のLeuplおよび

その代謝物の分析法を検討する予定である．
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ロイペブテンの細胞レベルでの研究

岩　崎　祐　三＊

1．鶏骨格筋細胞膜の構築とロイぺプチン

凍結割断法は生体膜の微細構造の変化を定量的

にとらえる手段としてすぐれた方法である．そこ

で，ジストロフィー症において筋線経の変性と密

接な関係があるといわれている，筋細胞膜構築の

変化を凍結割断法を用いて観察した．

検索の対象は1）New Hampshire種由来のジ

ストロフィー鶏（413株），2）醇化後10　日日よ

り　50mg／kgのロイペプチンを遇6日，腹腔内に

連続投与を受けたジストロフィー鶏，3）対照と

て同じく　NewHampshire種由来の正常鶏（412

株）である．検索の対象とした筋は，浅胸筋と下

肢外転筋で，ネンプタール麻酔下に，これらの筋

から筋膜直下の部分を切り出し，2．5％グルター

ルアルデヒドで固定した．次いでその一部をオス

ミウム酸で固定したのち，エポキシ樹脂に包埋，

光学顕微鏡と透過電子原敬鏡による観察を行った．

凍結割断は，グルタールアルデヒドで固定した筋

組織の細片を3～20時間，25％グリセリン溶液

で処理したのち，銅製試料台にのせ，液体窒素で

冷却したフレオン12中で急速凍結，エイコー社

製凍結割断装置を用いて試料台温度　－1100C，試

料宝真空度1．5×10‾7Torrで行った．白金カー

ボンのレプリカはブリーチで処理，次いで蒸留水

で洗い，300mesh鋼製グリッドにのせ，H－600

型電子顕散鏡を用い倍率4，000～6，000で写真投

影を行った．筋細胞膜の　CaVeOlae　の密度はコン

＊国立武蔵療養所神経センター

トロン画像解析装置を用いて・各試料に？いて筋

細胞膜面積約300m／‘2を実測し，その平均をと

った．

1）加齢に伴うcaveolaeの密度の変化

一　加齢に伴う筋細胞膜構築の変化を知る目的で，

階化後3時間以内，醇化後2，5，13，27週目のニワ

トリについて検索を行った．凍結割断に用いた筋

の一部について，筋線経の直径を計測した結果を

まとめたものが表1である．加齢とともに筋線経

の直径が増加しているが，浅胸筋の変化が，下肢

筋の変化に比べて著しい・対照鶏とジストロフィ

ー鶏を比較すると，13週齢，27適齢で，ジスト

ロフィー鶏の筋線経の平均直径が対照筋に比べ大

となるとともに，直径のばらつきも大きくなって

きている・表2ほ，これらの筋の筋細胞膜の凍結

割断面について，10／fm2当りのCaVeOlaさの数を

算出したものである・CaVeOlaeの密度は，対照鶏

についてみると，加齢とともに高くなっているが，

密度の上昇度は筋緑経の直径の増大の程度と必ず

しも平行しない・醇化直後では，浅胸筋の線維径

は下肢筋のそれの約1／4であるが，単位面積当り

のCaVeOlaeの密度は両者とも100～110である．

また成鶏については，線維径の大小にかかわらず

200～250の間で一定の値を示すようである．対

照鶏とジストロラィー鶏を比較すると，醇化時に

は両者の間に有意の差を認めないが，5週齢以後，

ジえトロフィー鶏の値が対照鶏のそれに比べ，常

に高値を示している・ここで注目すべきは，組織
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表l Alteration of musclefiber diameters as a function ofaging

day O　　　2weeks　　　5weeks　　13weeks　　27weeks

Super丘Cial pectoralis muscle

ControI

Dystrophic

Lateral adductor muscle

ControI

Dystrophic

．2．7土0．2’10．2土0．7

2．4土0．2　　　8．8土0．5

8．3土0．2　11．3土0．4

7．1土0．4　11．1土0．6

26．8土1．3　　　40．5土　9．5　　43．5土13．5

31．3土1．9　　　55．0土19．0　　58．5土20．5

26．6土1．5　　　　　　　　　　　72．5土16．0

30．8土2．2　　　　　　　　　　83．0±29．0

表2　Density of caveolae

day O　　　2weeks　　　5weeks　　13weeks　　27weeks

Super丘Cial pectoralis muscle

ControI

Dystrophic

Lateral adductor muscle

ControI

Dystrophic

108．6土3．6128．1土14．8

111．5土5．3199．7土17．3

140．1土4．0　229，5土8．0　202．9土4．6

241．5土5．2　371．3土1．7　240．3土8．8

106．4土1．4140．0土9．2　139．7土8．0　　　　　　　　240．1土6．5

105．3土2．9131．1土　9．3　261．8土11．7　　　　　　　　307．3土28．6

mean土S．E．，PerlOpm2．

学的にみて筋の変性が明確でない5週齢のジスト

ロフィー鶏においても，すでにその筋細胞膜には

変化がみられること，つぎに．ジストロフィー成

鶏では筋の変性が起きに、くいといわれている外転

筋においても，筋変性が顕著な浅胸筋と同様な

CaVeOlaeの密度の上昇がみられることである．つ

まりジストロフィー鶏の筋細胞且莫の変化は，浅胸

筋と外転筋との対比において明らかなごとく，筋

細胞胞体の変性の有無にかかわらず起きていると

思われる．しかし，筋線経の変性が最も強かった

1写適齢のジストロフィー鶏の浅胸筋で筋細胞膜

？変化も最も顕著であったのは，鱒細胞膜の構築

が筋細胞胞体の変化による修飾をも受けているこ

とを示しているものと思われる．

2）・CaYeO1年eの分布嘩式について

図1は醇化革後の鱒照鶏の浅胸筋の凍結割断像

である・ここにみられるごとく－　醇化直後には

CaVeOlaeは不規則に排列し亘野化直後の対照鶏と

？ストPフィー鶏に共通した所見であり，この時

卿こは両者を識別することは不可能である・とこ

ろが2週齢以後の対照鶏では，骨格筋膜の　Ca・

VeOlaeの排列に図2　に示すごとき規則性がみら

九，これは図　3　に示すジストロフィー鶏の　Ca・

veolaeの不規則な排列とは，明確に区別しうる．

つまりジストロフィー鶏の骨格筋膜の特徴として，

CaVeOlaeの密度上昇とともにその排列の不規則

性をあげることができるように思う．

3）ジストロフィー鶏骨格筋膜に対するロイぺ

プチンの影響

以上の観察から，CaVeOlaeを指標としてみた場

合，醇化時には，ジストロフィー鶏の骨格筋細胞

膜は対照鶏のそれと識別しがたく，上述したジス

・トロフィー鶏骨格筋細胞膜に特徴的な所見は，加

齢に伴い発現することが明らかになった．そこで

このようなジストロフィー鶏に特有な変化が，ロ

イべプチンの連続投与によりどのように影響され

るかをみたのがこの実験である．ロイペプチンは

醇化後10日目から50mg／kgを腹腔内に連続投

与した．症候学的にはロイペプチン投与群と非投

与群の間に差を認めなかった．‾組織学的にも図4

にみられるごとく，ロイペプチシ投与群と非投与

群の間にその変性像に質的な違いを兄いだすこと

ができなかった．つまり，筋細胞内の空砲形成，

壊死線経の出現，脂肪組織の増加‾などが両者に共
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ロイペプチソの細胞レベルでの研究

図1醇化直後の正常対照鶏の浅胸筋の凍結割断像・正常筋においても貯化時のCaVeOlaeの

排列はジストロフィー鶏同様不規則である．×10，000・
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Egl2　5週齢の正常対照鶏浅胸筋の凍結割断像正常筋細胞膜にみられるCaVeOlae排列の規則
性を示す．×25，000．
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ロイペプチソの細胞レベルでの研究

図3　5適齢のジストロフィー鶏浅胸筋の凍結割断像．caveolaeの排列に正常にみられた規

則性が失われ，その密度も正常筋より高くなっている．×30，000・
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図4　27適齢鶏の浅胸筋の組織嵐上よりDy（ジス

トロフィー鶏），Leu（ロイべプチン投与ジスト

ロフィー鶏），C（正常対照鶏）を示す．筋線経
の大小不同，脂肪組織の介在の程度など，Dyと
Leuの間に違いがみられない．ェボン包埋，ト
ルイジンブルー染色．

通した所見としてみられた．また筋線経の直径分

布についても図6に示すごとく，両者の間に明確

な差を兄いだしえなかった・図5は27遇齢の対

照鶏，ロイペプチン投与鶏，非投与鶏の浅胸筋の

凍結割断像であるが，ロイペプチン投与の有無に

かかわらずジストロフィー鶉の凍結割断面は対照

鶏のそれと明らかに異なっており，対照鶏にみら

図5　27週齢鶏の浅胸筋の凍結割断像．DyとLeuは
識別しがたいが，両者と対照鶏（C）とは明らか
に異なる．

れるCaVeOlae排列の規則性が失われている．ま

た・CaVeOlaeの密度についても，13適齢鶏の浅

胸筋では229・5±8．0／〝m2（対照正常鶏），371．3

±1・7（非投与鶏），328・0±6．9（投与鶏）と排列

の不規則性に加え，単位面積当りの　CaVeOlae　の

数が増加していることが明らかである．27適齢

鶏についても，浅胸筋では202．9±4．6（対照正常

鶏），240・3±8・8（非投与鶏），283．5±26．7（投与
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