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ま　え　が　き

難病治療薬E－64の開発研究を開始して3年を経過した。この間われわれは，あくまで患者に投

与できる医薬品の開発を念頭におきつつも，基礎的研究を幅広く畏関することを重要視し，研究を
進めてきた。

この地道な基礎的研究の集積により，第3年次に当る本年度においては，E－64およ添その類縁

体が治療薬として有用であることを示す結果が数多く得られた。それらは本報告書中に精しく述べ

られているが，その中よりいくつかの例を挙げれば次のようになる。

まず筋ジストロフィーの成因に関与すると思われる，カテプシソB，Lおよびカルシウム依存性

中性プロテアーゼを本薬剤は不可逆的に失括させるし，invivoの投与でも阻害がみられる。反面

毒性はきわめて低く，種々の医薬品中でも最も低い部類に属することが明らかになった。

一万，本薬剤の臨床の応用を目ざし，次のような新しい研究を展開した。すなわち経口投与の場

合を考え，腸間での吸収効率をあげるため，E－64のエステル体を合成し，期待通りの結果を得た

ことと，また，よりヒトの疾患に近いと思われる筋ジストロフィーハムスターをモデル動物とし，

これへの投与の研究を開始したことである。

なお前にも述べた様に，本組織では着実に基礎的研究を進めてきているので，本報告書の内容の

一部は単に新薬開発の一例としてだけではなく，細胞内プロテアーゼの動態や，細胞内蛋白代謝の

研究者にも資する所があろうと思われる。その方面でも本報告書が活用されれば幸いである。

おわりに・本研究のために絶大な援助を賜った厚生省薬務局の方々，これに応えて研究推進に努

力を憤倒された班員の皆様，さらに班の運営のためあらゆる援助を頂いた大正製薬の開発部の方々

に深謝するものである。

班を代表して

今　掘　和　友
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1．E－64類縁体の製造
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日　　　的

E－64類縁体，中でもE－64－Cがinvitroで

Ca2＋－aCtivated neutral protease（CANP）

およびCathepsinB，Lなどのチオールプロテ

アーゼを最も強く阻害し，その製造面の検討か

らも有用性が高いことが報告されてきた。

しかしながら，これを本研究の最終日標であ

る筋ジストロフィーの治療薬として開発しよう

とする時，さらに高い生体内利用性を目指した

改良が望まれる。すなわち，人患者への投与を

想定し，その標的器官である骨格筋，あるいは

心臓への薬物の移行性に留意しなければならな

い0

この目的にそって，ラット，モルモット．犬等

の哺乳動物に投与した時の，上記酵素の変動を

一つの指標としてより優れたbioavailability

を有する薬物の製造を志向して，E－64－Cの

prodrug化を主題とし，併せて既報のE－64－a

等についても比較検討した。

本研究の目的は，これらの薬物の製造法を確

立し，有用な化合物を供給することにある。

方　　　法

E－64－Cのエチルエステル体であるEp－453

はE－64－C合成の中間体でありその合成経路は

図1に示した通りである。この詳細はすでに報

告した1）。Ep－460，Ep－461はいずれもE－64－

＊大正製薬株式会社総合研究所

aの中間産物である。この合成はすでに報告1）

したのでここではその概要を図2に示す。

Ep－487はE－64－a製造法に準じ図3の方法

によった。次にこの方法を具体的に説明する。

1．L－トランスエポキシコハク酸モノエチルエス

テル

D－酒石酸より既報2）の方法に従い立体選択的

に合成した。

2．N－（t－Butoxycarbonyl－LIetleyl）－1，4－diami・

notmtame

N－（tTButoxycarbonyl－L－leucyl）－Nl－ben－

Zyloxycarbony1－1，4－diaminobutanelOgを

メタノール100mlに溶解し，5％Pd－CO．5g

およびPd－blackO．3gを加え弱い水素気流下

室温にて5br激しく挽拝した。触媒を炉別後，

減圧下メタノールを十分留去し，得られた油状

の目的物6．23gをそのまま次の反応に用いた

（収率90％）。

3．Ⅳ一（t－IhtoェyearbonyトL－leucyl）－N′－aCetyト

1，4－diamimobutane

N－（t－Butoxycarbonyl－L－leucyl）－1，4－dia－

minobutane7．6gおよびtriethylamine2．81g

をジクロロメタン50mlに溶解し，aCetyl

Chloride2．0gのジクPPメタン溶液を氷冷掟

拝下滴下し，水冷下2時間，ついで室温で1時

間按拝した。反応液をlNHCl溶液，飽和重

曹水および飽和食塩水で順次洗浄し，乾燥後濃

縮乾固した。得られた残法を酢酸エチルーエチル

エーテルより結晶化して目的物7gを得た（収

率81％）。

9
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1．E－64類縁体の製造

表1　E－64類縁体の昭和56年度製造量

H＼　／CONH7HCO‾R2

Rl。。／C▽C＼H。。
CH2
・■

／＼
CH3　CH3

Compounds RI R2　　　　　　　　Totalamount（g）

E－64－a H

Ep－460　　　　H

Ep－461　　　Et

Ep－487　　　　Et

Ep－453　　　　Et

NH（CH2）4NH2　　　　　　　　　154．8

NH（CH2）4NHCOOCH2◎　15．0
〝　　　　　　　　　　　　　　28．5

NH（CH2）4NHCOCH3

NH（CH2）2CHく認

4．N－LLeueyトⅣ′－aCety1－1，4－diamimoblltame

N－（t－Butoxycarbonyl－L－leucyl）－N，－aCe－

ty1－1．4－diaminobutane5．95g　を99％蟻酸

180mlに溶解し室温で4時間農拝した。蟻酸

を減圧下留去した後，水に溶解し，水冷下10％

苛性ソーダ溶液でアルカリ性とした後，酢酸エ

チルで抽出した。酢酸エチル層を飽和食塩水で

洗浄，乾燥，濃縮し得られた油状の目的物3．8g

をそのまま次の反応に使用した（収率90％）。

5．N－〔N－（L－3－frα昭一Etl10ⅩyCarbonyloxirame－

2－Carbonyl）－L－leucyl〕－Ⅳ′－aCetyト1，4－diamimobu－

talle（Ep－487）

N－L－Leucyl－N，－aCetyト1，4－diaminobuta－

ne3．8g，L－tranS，ePOXySuCCinicacidmon0－

ethylester2・5g，N－methylmorphorine

l．9gおよび1－hydroxybenztriazo12・53gを

テトラヒドPフラン50mlに溶解し，氷冷農

押下，1－ethy1－3－（3－dimethylaminopropyl）－

carbodiimide hydrochloride　3．58g　を徐々

に加えた。氷冷下2時間，室温で2時間置拝後

濃縮し，残達を酢酸エチルに溶解した。酢酸エチ

ル溶液をlNHCl，飽和重曹水および飽和食

塩水で順次洗浄し乾燥後濃縮乾固した。得られ

た白色粉末を酢酸エチルーエチルエーテルより

結晶化し目的物2．8gを得た（収率48％）o

m．p．173～1740C，〔α〕謬＝＋44・40（C＝1，

MeOH），元素分析：Calcd．forC18H31N306：

C，56．09；H，8．11；N，10．90．Found：C，

56．17；H，7．94；N，7．94．

結果および考察

E－64－C，E－64－aなどE－64類縁体の生体内

利用率を向上させる具体的な手段としてこれら

のprOdrug化を試みた。この可能性を検討す

る目的で表1に示す誘導体を得た。まずE－64

－Cのエチルエステル体を得，その有用性につ

いて検討した。この結果は別項で報告する（製

剤学的検討の項参照）。E－64－aの誘導体Ep－

461も，この目的に別して得られた化合物であ

る。この化合物の場合，そのCANP或いは

Cathepsinの阻害作用の面からみると十分目

的に適う化合物であったが，ベンジルオキシカ

ルポニル基（Z基）に起因すると思われるラッ

トでの体重増加抑制作用が認められたのでZ基

をアセチル基（Ac基）に交換したEp－487を

待，基礎的な検討材料に供した。

Ep－453，Ep－487はいずれも腹腔内投与で筋

ジストロフィーハムスターBIO14．6の骨格

筋および心臓のCANPおよびCathepsinB，L

の活性を強く抑制しており（別項参照），実用性

の面からこのようなprodrug化が有意義であ

ることを示唆している。また，このような修飾

により経口剤としても十分可能性が出てきたこ

とは特筆に値する。なお，本研究により得られ

11



I E－64類縁体の開発

た化合物の一覧を表1に一括して示す。これら

の化合物は主として，生物薬剤学的研究および

薬効評価試験に供された。

結　　　論

E－64－CのprOdrug化により実用に即した

改善を主目的に製造面から本研究を進め，その

エチルエステル体であるEp－453が，腹睦内投

与での生体内利用率の向上のみならず，経口剤

としても十分利用しうる可能性があるという結

12

果を得，さらに本化合物の製造法を確立した。

併せて，E－64－aに関する同様な知見から，

E－64の煩縁体のPrOdrugに関する基礎を確

立した。

参照文献

1）沢田二郎：E－64及びその類縁体の製・造に関す

る研究，昭和54年度研究報告書，9，1980．

2）沢田二郎：L－トランスエポキシコハク酸製造法

に関する研究，昭和54年度研究報告書，15，1980．



2．E－64類縁体のinvivoにおけるプロテア，ゼ阻害
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E－64およびその類縁体は種々の動物由来の

精製されたCa2＋－aCtivatedneutralprotease

（CANP）およびカテプシソB，L，H等のチオ

ールプロテアーゼを強く阻害することはすでに

詳しく報告されている。一方，in vivoの作用

についてもラット肝，あるいは筋ジストロフィ

ーチキン骨格筋等において確認されているl・2）。

本年度，本研究班では新たに実験モデル動物

として筋ジストロフィーハムスター（BIO14．6

系）を用い薬効評価実験が拡大されることにな

ったが，筋ジストロフィー治療薬を志向する場

合，その際的臓器として重要な骨格筋，あるい

は心筋でのCANP，あるいはカテプシソ群の

挙動を明確に把握することは極めて重要であろ

う。本研究は該モデル動物であるジストロフィ

ーハムスターにE－64およびその類縁体を授与

した時の上記プロテアーゼの変動を追跡し，本

薬物による治療法を確立する目的で行われた。

なお，本研究を実施するに際し，CANPおよ

びカテプシソ群の数量標本を用いた分別定量法

を確立し，本法を用いジストロフィーハムスタ

ーの臓器，特に心筋，骨格筋におけるこれらの

プロテアーゼの薬物投与による影響を正常動物

と対比させながら詳しく調べた。この結果につ

いて報告する。

＊大正製薬株式会社総合研究所

材料および方法

1）E－64およびその類縁体

本研究に使用したE－64およびその類縁体の

構造を図1に示した。Ep－454のみエポキシコ

ハク酸部分がDL体であるが，他の類縁体はす

べてL体である。なお，構成アミノ酸はすべて

L体である。

2）使用動物

ラットは静岡県実験動物農業協同組合より入

手した7～8週令のウィスク一系，雄性を使用

した。筋ジストロフィーハムスター（BIO14．6）

および同系列の無発症ハムスター（BIO FIB）

は，BIO－RESEARCHCONSULTANTS，Inc．

（ケンブリッジ，米国）より，正常対照のゴー

ルデンハムスターは金丸動物店より入手し使用

した。いずれも雄性で，購入後，当社研究所で

1週間予備飼育したのち，7～12遇令で実験に

供した。

3）某物投与法

i）腹腔内投与

特記しない限り　0．1％Tween－80　を含む

0．5％CMC溶液に薬物を50mg／mlの割合で

懸濁または溶解し使用した。

ii）ミニポンプ法

E－64－aは水溶液として，E－64－Cは重曹で

中和後水溶液として用いた。なお，オスモティ

ックミニポンプはAIzet魯（東海医理科）を使

用した。

13
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NH（CH2ゆ

図1E－64およびその類縁体の構造

Tisst】e

Reaction mixturel．Oml

2mM Cysteine
lmM EDTA

O．lM Acetate buffer，pH5・0
10％　DMSO

O．3％　Triton X－100

Enzyme solution

Preincubate forlO min at　37●c

I

Add O．025mlof80mM Suc－L－Tyr－L－Met－NA

I

Incubate for30－60min at370c

I

Determination of released2－maphthylamine

by the method of AJ．Barrett

図2　カテプシソB＆L活性測定法

4）放器ホモジネート調製法

E－64およびその類縁体を腹腔内投与した場

合は3時間後，オスモティックミニポンプを用

いて投与した場合はミニポンプを除去した直後

にいずれも放血致死させ，直ちに下大静脈より

50～100U／mlヘパリンを含む生食水を通し，

可能な限り臓器中の血液を除去した後，取り出

した臓器を－800Cに凍結保有した。

臓器は紳断した後，00Cで0．1％Triton

14

Homogenize with　4－9volumes

of Buffer A containing O．25M

Centrifuge at30，000×gmax

for　20min

Sup． ppL

Apply O．7mlto a DEAE－Cellulose column

（lVhatman DE52，Bed volume O．5m】）

Ehtion

l．Washing

2．Elution1

3．Elution2

Buffer A：

Buffer A（2．O ml）

BuEfer A十0．15M NaCl（2．O ml）

（Inもibitorlraclion）

BufEer A十0．3M NaCl（1．5ml）

（m－CANP fraclion）

20mM Tris－HCl，pH7．5．

containingl mM EGTA

and5mM2－merCaptOethanol

図3　DEAEセルP－スを応用したCANP分画法

Ⅹ－100を含むPBS（pH7．4）を加え，ウルト

ラタラックスホモジナイザー（Janke＆Kun－

kel社製）を用いて，骨格筋（大腿四頭筋）の場

合は20％，心臓および肝臓では各10％ホモジネ

ートを調製し，トレックスガーゼで炉過し，そ
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表t　新規基質の種々のカテプシソによる加水分解性（勝沼らのデータより）

Cathepsin（U／mg protein）
Substrate

B L H C

BANA

Suc－L－Tyr－L－Met－NA

0．559　　　　　　　0．183　　　　　　　0．822　　　　　　　0．123

2．246　　　　　　1．565　　　　　　　0　　　　　　　　　0．050

の炉液を酵素液とした。

5）酵素活性測定法

i）カテプシソ■B＆LはSuccinyl－L－Tyr－

L－Met－2－naphthylamideを基質として，図2

のごとく反応させ，遊離する2－naPhthylamine

をA．J．Barrettの方法3）で測定した。

ii）カテプシソD；0・lM酢酸buffer（pH

3・8），0・3％Triton X－100，0．84mg〔HC〕一

methylhemoglobin（0．2FECi／mg）および酵素

液を含む全量0．2mlの反応液を300C，30分間

incubate　した後，TCA上活の放射能を測定

し，酵素活性とした。

iii）Acid phosphatase；6．0mM Sodium

P－nitrophenylphosphate，33mM acetate

buffer（pH5．0），0．3％Triton X－100およ

び酵素液を含む反応液3mlを370C，10分間

incubateした後，1N NaOHlmlを加えて

反応を停止し，遊離した9－nitrophenolを405

nmの吸光度で測定した。

iv）CANP活性測定法

上述の様にして採取した臓器を用い図3に示

すように処理して　K．Suzuki　ら4）により新

たに定義されたm－CANP fractionを得た。

このmTCANPfractionの活性を〔HC〕me－

thylcaseinを基質として既報の方法5）で測定

した。

等電点沈殿法による測定は既報の方法6）に準

じて行った。

なお，ここで必要に応じて測定した蛋白量は

いずれもLowry法7）によった。

結　　　果

1．SuccinyトL－Tyr－L－Meト2－naphthylamide　を

用いるカテプシンB＆L活性測定法

特異性が高く，かつ，高感度のカテプシソ活

性測定用基質の開発を目指し，勝沼らとの協同

研究でメチオニンをベースとして約30位のペプ

チドを新たに合成して検討した結果，表1に示

すように　Succinyl－L－Tyr－L－Met－2－naph－

thylamideが従来カテプシソBあるいはH用

基質として良く用いられて来たN－α－Benzyl－

L－Arg－2－naphthylamide（BANA）よりカテ

プシソBおよびLに対して，特異性，感受性共

に，はるかに高いことがわかった。

この基質の特異性をさらに検討するため，ラ

ット肝ホモジネートを用い本基質を分解する酵

素活性のE－64に対する感受性を検討した。図

4に示すようにその活性は非常に低濃度のE－

64でほぼ完全に阻害されることから，この

Succinyl－L－TyrTL－Met－2－naphthylamide

の分解は大部分カテプシソBおよびL様酵素に

よるものと考えられる。一方　L－Tyr－LTMet－

naphthylamideはE－64に比較的感受性の低

いカテプシソCによってよく分解される基質で

あるが，事実本基質の分解活性のE－64に対す

る感受性は，図4に示したように，前者と比べ

てはるかに低い。CANPはこれらの基質に作

用しない。したがってSuccinyl－L－Tyr－L－

Met－naPhthylamideを分解する動物臓器ホモ

ジネート中の活性のほとんどはカテプシソBお

よびLと考えられ，さらに両酵素のこの基質に

対する感受性に大差がないことからその全活性

は両酵素の和であると考えられる（カテプシソ

B＆Lと表示する）。

この基質を用いると50～100mgの湿重量に

相当する臓器ホモジネートでもカテプシソB＆

L活性が測定でき，表2に示したように，その

活性の強さほ肝臓＞心臓＞筋肉の順であった。

2．E－64およびその類縁体のin Yitroにおけるカ

テプシンB＆L阻害活性

15
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図4　E－64のSuccinyl－L－Tyr－L－Met－NAの加水分解阻害活性

表2　SuccinylTL－Tyr－L－Met－NAのラット臓器ホモジネートによる加水分解性

Tissues
Release of2－naphthylamine（nM／min／g・tissue）

pH5・O pH6・0

ラット心臓ホモジネートを用い，invitroで

のE－64およびその炉縁体のカテプシソB＆L

阻害活性を測定した結果を図5に示した。すべ

ての化合物が10－7～10‾9M　という非常に低い

濃度で阻害を示しており，その強さの傾向は，

Hashida　ら1）およびA．J．Barrettら8）によ

る肝臓由来の精製カテプシソでの結果とよく符

合する。

中でも，Ep－460は特に強い阻害活性を示し

たが，エポキシコハク酸のフリーカルポキシル

基をェスチル化した高脂溶性誘導体であるEp－

453，454および461は対応するフリー体に比

16

ベてin vitroでは比較的弱い阻害活性しか示

さなかった。

3．E－64およびその類縁体のラットにおけるカテプ

シンB＆L阻書活性

E－64およびその類縁体の単回投与によるin

vivoでのカテプシソB＆L阻害活性は，図

6に示すようにinvitroでの結果と多少違い，

E－64－aが最も強く，また，invitroでは比較

的弱かったエステル体のEp－453および487

にもかなり強い阻害活性が見られた。このこと

は，これらの薬物の組織への移行性が極めて重

要な要因であることを意味しており，エステル
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図5InvitroにおけるE－64およびその類縁体によるラット心臓ホモジネート中

カテプシソB＆L阻害活性

体は対応するフリー体のprOdrug　となりうる

ことを示唆している。

次に5日間連投した時の結果を図7に示し

た0単回投与と比べて残存酵素活性にあまり大

きな差はなく，E－64類縁体には組織内への顕

著な蓄積効果はないと思われた。

なお，本実験で，Ep－461では体重減少が認

められ，保護基による毒性が示唆されたので，

以後はそのベンジルオキシカルポニル基をアセ

チル基に変えたEp－487に切り替えた。

次に，最も強い活性を示したE－64－aを用

い，100mg／kgをラットに腹腔内授与した後

の酵素活性の変動を経時的に調べたところ，カ

テプシソB＆L活性は筋肉，心臓共に，ほぼ

3時間後から回復しはじめ，24時間後にほぼ元

のレベルに戻った（図8）。

一方，E－64－aは同じライソゾーム酵素であ

るカテプシソDおよびAcidphosphatase　の

レベルにはあまり大きな影響を与えないという

事実，本物質が試験管内でライソゾーム膜に何

ら影響を与えない事実を考え合わせると，その

作用はクPPキンのようなライソゾームに対す

る直接作用ではないといえる。

E－64－aによるinvivoでのカテプシソB＆

L阻害活性は，図9に示すように肝臓＞筋肉＞

心臓の順に強く，この差は阻害剤の臓器細胞内

への移行性の差を反映していると思われる。カ

テプシソDはE－64類縁体では直接阻害されな

いにもかかわらず，肝臓で若干低下していた。

この理由については今のところ十分説明できな

い。

4．筋ジストロフィーハムスター（BIO14．6）諸臓

器の酵素活性およびE－64－8投与による影響

まず，無発症FIBおよび正常ゴールデンハム

17
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図6InvivoにおけるE－64およびその類縁体によるラット筋肉および心臓カテプシソB＆L

阻害活性

ウィスク一系ラット（7遇令）に100mg／kg腹腔内投与した。（n＝4）

E－64
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Ep－461

Ep－453

Control

E－64

E－64－C

Ep－461

Ep－453

Control

l　　　　　　 Heart

l
1

l　　　　　　　　 Mus。le
l

l

l

50　　　　　　　　　　　100

ResidualActivity（％）

図7　E－64およびその類縁体の5日間連続投与によるラット筋肉および心臓カテプシソ∵B＆L

阻害活性

ウィスク一系ラット（7遇令）に100mg／kg／day腹艦内投与した○（n＝4）
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図8　E－64－a投与後のラットライソゾーム酵素活性の経時変化

ウィスク一系ラット（6遇令）に100mg／kg腹腔内授与した。（n＝4）
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Dose of E－64－a（mg／kg）

図9　E－64－aによるラット臓器カテプシソB＆L阻害活性の用量依存性

ウィスク一系ラット（8遇令）に腹腔内投与した。（n＝4）
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［コ‥MaleNormalSyrian，llweeksold

田：MaleNormalBIOFIB・llweeksold

田：MaleDystrophicBIO14・6，11weeksold
図10　筋ジストロフィーハムスターと無発症ハムスターの筋肉中酵素活性の比較

□：MaleNormalSyrian，11weeksold
ロ‥MaleNormalBIOFIB，llweeksold

田：MaleDystrophicBIO14・6，11weeksold
図11筋ジストロフィーハムスターと無発症ハムスターの心臓中酵素活性の比較
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図12　E－64－a投与後の正常ハムスター臓器中ライソゾーム酵素活性の経時変化

ゴールデソハムスター（8退令）

スターとの骨格筋および心臓の酵素活性を比較

した（図10，11）。BIO14．6は，無発症動物に比

べ骨格筋でカテプシソB＆Lが約6～10倍，カ

テプシソDが約3倍高く，Acid phospllataSe

も若干上昇していた。しかし心臓ではいずれの

酵素も上昇しているが，その程度は軽微であ

る。

BIO14．6にE－64－aを100mg／kg腹腔内

投与した場合，正常ゴールデンハムスター（図

12）およびラット（図6）の場合と比べて，カ

テプシソB＆L活性の回復が遅く，36時間後

でも，いずれの臓器においても元のレベルまで

には戻らなかった（図13～15）。

このようにBIO14．6における　E－64－aの

カテプシソB＆L阻害作用は，正常ラットあ

るいはハムスターよりも，より顕著であった。

一方，CANP活性は既報の等電点沈殿法5）で

測定するとBIO14．6は骨格筋，心臓共に，

FIBおよび正常ハムスターに比べてはるかに低

い値を示した（図10，11）。この点について後

でさらに詳しくふれる。

に100mg／kg腹腔内投与した。（n＝4）

5．E－64類縁体のオスモティ・yクミニポンプ投与に

よる臓器酵素活性への影響

以上の実験ではすべてE－64類縁体を腹腔内

へ投与したが，動物体内に埋め込み，薬物を持

続的に一定量ずつ徐々に放出させることのでき

るオスモティックミニポンプを用い，BIO14．6

にE－64－Cを50mg／kg／dayになるように調

整し，2週間投与した。骨格筋のカテプシソ

B＆Lは強く抑制され，ほぼ正常動物のレベル

まで低下しており，カテプシソDおよびAcid

Phosphatase共にわずかに抑制傾向がみられ

た（図16）。心臓ではカテプシソB＆Lのみが

正常レベルまで抑制され，他の酵素活性には影

響がなかった（図17）。一方，肝臓ではカテプシ

ソB＆Lは，ほは正常レベルまで抑制されて

いたが，カテプシソD，Acidphosphatase共

に，約20％程度上昇していた（図18）。これら

酵素の上昇は，すでに報告したように大量投与

により発現する肝および腎での弱い副作用9）を

反映しているとも考えられるが，現在のとこ

ろ，この原因は明らかではない。
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3　　　12　　　　　24　　　　　36
Time after admirlistration（hr）

図ほ　E－64－a投与後の筋ジストロフィーハムスター

臓器中カテプシソB＆L活性の経時変化

BIO14．6ハムスター（9適合）に100mg／kg

腹腔内投与した。（n＝4）

12　　　　　　24　　　　　　36

Time after administration（hr）

図日　E－64－a投与後の筋ジストロフィーハムスター

臓器中カテプシソD活性の経時変化

BIO14．6ハムスター（9遇令）に100mg／kg

腹腔内投与した。（n＝4）

次にラットでの比較において，最も強い作用

を示したE－64－aと上述のE－64－Cをオスモテ

ィックミニポンプを用いて正常ハムスターに投

与し，比較した結果，E－64－aの方がカテプシ

ソB＆Lをより強く阻害し，加えて肝におけ

るカテプシソDおよびAcid phosphatase等

の上昇が認められず，カテプシソB＆L阻害

活性に関する限り，E－64－aの方がE－64－Cよ

り優れていることがわかった（図19～21）。

6．筋ジストロフィーハムスター腋器中CANP活性

22
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図15　E－64－a投与後の筋ジストロフィーハムスター

臓器中Acid phosphatase活性の経時変化

BIO14．6ハムスター（9週令）に100mg／kg

腹腔内授与した。（n＝4）

上述のように，従来採用してきた等電点沈殿

法を用いると筋ジストロフィーハムスターの骨

格筋および心臓中CANP活性はゴールデンハ

ムスターのそれの約20％しか認められなかっ

た（図16，17）。両者のCANPの等電点が違う

可能性もあるので，精査した結果，図22～24に

示した様に，肝では両者に差がなかったが，骨

格筋および心臓では，至適pHに違いがあり，

その活性の最大値は筋ジストロフィーの方がか

なり低かった。

等電点沈殿法は比較的簡便なCANP測定法

ではあるが，この方法がすべての臓器標本に適

用しうるか否かは明らかではない。そこで上記

の結果を確認するため，内在性インヒビターを

完全に除去することの出来るI）EAE－Cellulose

カラムクP・マト法との比較を試みた。図25に示

すようにカラム法での測定値は等電点沈殿法の

それと違い，骨格筋ではBIO14．6の方がわず

かではあるが高く，心臓でもほぼ同程度であっ

た。また正常ハムスターでも等電点沈殿法での

測定値より高く，活性回収率がカラム法の方が

高いことがわかった。この事は等電点沈殿法で

はCANPの失活度が高いか，あるいは内在性イ

ンヒビターの混在がさけちれないことを意味し

ており，ハムスターの臓器を材料とする限りカ
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［コ：Control
悶：E－64－C

［N　：Male Normal Syrian，8weeks old

14．6：Male Dystrophic BIO14．6，10weeks old

図16　E－64－Cを2週間継続投与した筋ジストロフィーハムスターの筋肉中酵素活性

50mg／kg／dayになるようオスモティックミニポソプを用いて投与した。

N　　14．6　　　　N　　14．6　　　　N　　14．6　　　　N　　14．6

［

⊂］‥Control

田：E－64－C

［N　：Male NormalSyrian，8weeks old

14．6：Ma］e Dystrophic BIO14．6，10weeks old

図17　E－64－Cを2週間継続授与した筋ジストロフィーハムスターの心臓中酵素活性

50mg／kg／dayになるようオスモティヅクミニポンプを用いて投与した。
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N　　14．6　　　　N　　14．6　　　　N　　14．6　　　　N　　14．6

⊂］：ControI

E∃：E－64－C

［N　：Male Normal Syrian，8weeks old

14．6：Male Dystrophic BIO14．6，10weeks old

図18　E－64－Cを2週間継続投与した筋ジストロフィーハムスターの肝臓中酵素活性

50mg／kg／dayになるようオスモティックミニポンプを用いて投与した。

□：ControI E巨E－64－a

図19　E－64－aおよびE－64－Cの1週間継続投与による筋肉中酵素阻害活性の比較

ゴールデンハムスター（8週令）に50mg／kg／dayになるようオスモティ

ックミニポソプを用いて投与した。（n＝4）

24



2．E－64類縁体のinvivoにおけるプロテアーゼ阻害

0

音
＞
コ
U
く
訳

□：Contro1　　日：E－64－a
図20　E－64－aおよびE－64－Cの1週間継続投与による心臓中酵素阻害活性の比較

ゴールデンハムスター（8遇令）に50mg／kg／dayになるようオスモティックミニポ

ンプを用いて投与した。（n＝4）

□：Control　　　団：E－64－a
図21E－64－aおよびE－64－Cの1週間継続投与による肝威中酵素阻害活性の比較

ゴールデンハムスター（8遇令）に50mg／kg／dayになるようオスモティックミニポ

ンプを用いて投与した。（n＝4）
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図22　正常および筋ジストロフィーハムスター筋肉

ホモジネートの種々のpHにおけるCANP活

性
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O一一・・・・・の：Normal o－”一・C：Dystrophic

図23　正常および筋ジストロフィーハムスター心臓

ホモジネートの種々のpHにおけるCANP活

性

ラム法の方が優れていると思われるo

E－64－Cをオスキティックミニポンプを用い

て授与した時のCANP活性は，正常ハムスタ

ーでは変らないが，BIO14．6では有意ではな

いが，低下傾向がみられた。
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図24．正常および筋ジストロフィーハムスター肝臓

ホモジネートの種々のpHにおけるCANP活

性

考　　　察

骨格筋では他の臓器と比べてカテプシソBお

よびLが少なく，その測定には多量の検体が必

要であったが，新たに開発したSuccinyl－L－

Tyr－L－Met－2－naphthylamideを基質として

用いることにより，ハムスターのような小動物

でも十分測定できるようになった。

オスモティックミニポンプを用いて投与する

方法は，50mg／kg／day程度の投与量では，徐

々に放出するため血中に確認できる程の薬物の

存在は認められなかったが，臓器のカテプシソ

B＆L活性は十分抑制していた。この方法で

は投与期間中切れ目なく薬物が放出され恒常的

に抑制がかかるので，腹腔内単回投与よりも優

れた投与方法と思われる。

CANPについてみると，DEAE－Cellulose

カラムによる部分精製法では低濃度のCa2十で

活性化される〝－CANPはインヒビターと同じ

画分に溶出されるので，本法ではm－CANPの

活性のみを測定していることになる。ヒト筋ジ

ストロフィー症では，m－CANPがその症状の

進展に重要な役割をしていると考えられている
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E－64－C　　　　　－　　　＋　　　　一　　　十　　　　　　　　一　　　十　　　　一　　　＋

Normal BIO14．6　　　　　　　Normal BIO14．6

図25　E－64－Cを2週間継続授与した筋ジスト1］フィーハムスター筋肉および心臓中CANP活性への影響

50mg／kg／dayになるようオスモティックミニポンプを用いて投与した。（n＝3）

点線は等電点沈殿法による測定値を示す。

が，〃－CANPおよびインヒビターの挙動が明確

になれば本症での筋肉蛋白代謝におけるCANP

の役割がさらに明らかにされると思われる。

上述のように少なくともm－CANPは，E－

64－C投与により抑制傾向がみられた。今回の実

験では例数が少ないため，さらに確認する必要

があるが，本報大関の報告によれば，BIO14．6

に腹腔内75mg／kg，7週間連続投与により有

意にm－CANPが抑制されており，E－64類縁

体は十分量のCa2十が存在しうる条件下では，

生体内で，CANPを阻害することができるこ

とを意味しているように思われる。

結　　　論

1．E－64類縁体投与による標的臓器，すなわ

ち，骨格筋，心臓のCANP，カテプシソB＆L

等の変動を明確に把握するため，その微量定量

法を確立した。

2．筋ジストロフィーハムスターBIO14．6に

E－64－a，E－64－Cを腹腔内投与およびオスモテ

ィックミニポンプ投与法により投与した時の

CANP，カテプシソB＆L等の変動を精査し

た。

カテプシソB＆Lは心，骨格筋共に顕著な

低下がみられほぼ正常動物レベルにまで抑えら

れた。CANP（m，CANP）にも明らかな低下

傾向が認められた。

3．本結果は実験動物，特に筋ジストロフィー

ハムスターにおける治療実験に際して薬物の投

与量を設定する上で重要な知見となりうる。
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3．E－64－Cエステル誘導体の生物薬剤学的研究
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目　　　的

前報1）においてE－64－Cの製剤化にあたって

その基礎的諸性質について検討した結果，その

強酸性という性質（pKa2．38）から判断して

も本薬剤は吸収性の面から必ずしも優れた薬剤

ではないことを報告した。そこで本年度はE－

64－Cが優れたプロテアーゼ阻害作用を有する

という特性を生かしながら，なおかつ高い吸収

性を付与すべく生物薬剤学的見地からの改良を

試みた。一つの試みとしてE－64－CのPrOdrug

化が期待できる。本報の目的はE－64－Cのエチ

ルエステル体（Ep－453）を用いてその可能性を

検討することにある。

方　　　法

（1）試料

E－64－CおよびEp－453は，著者らが合成し

たものを用いた。その構造式，分子式，分子量

を表1に示す。

（2）使用動物

犬はピーグル犬雌性体重約10kg，ラットは

ウィスク一系雄性体重約150gおよびハムスタ

ーはゴールデン系雄性体重約70gをそれぞれ

用いた。

（3）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。

＊　大正製薬珠式会社総合研究所

（4）水溶液中での安定性

10％ア七トニトリル含有　Carmody　広域緩

衝液2）（pH5－8）10mlにEp－453500fLgを

溶解し，50′唱／mlの溶液を調製した。この液を

370Cに保存し，残存率の経時的変化を高速液体

クロマトグラフィー（HPLC）により測定した。

（5）血渋中での加水分解

血祭はラット，ハムスター，犬のヘパリン加

血祭を用いた。Ep－453250〝gを10％アセトニ

トリル含有1／15Mリン酸塩緩衝液（pH7．4）

5mlに溶解し，基質溶液を調製した。この溶

液を37．0土0．50C　の水浴中に5分間保持した

後，血菜2．5mlを加え，直ちに振り混ぜ反応を

開始した。以後，経時的に反応液をlmlずつ

サンプリングし残存する基質について　HPLC

を用いて定量した。

（6）桔熟小腸法による吸収実験

絶食させたラットをウレタン麻酔後開腹し，

十二指腸の両端および胆管を結集して膠管ルー

プを作った。このループ内に5％アラビアゴム

水溶液lml当り薬物10mgの濃度の試料溶

液0．1mlを注入し，一定時間後，採血と結染

小腸の摘出を行った。血菜中薬物と摘出結果小

腸内の未吸収残存薬物の定量はHPLCを用い

て実施した。吸収率は投与量と残存量の差から

算出した。

の　経口投与による吸収実験

5％アラビアゴム水溶液10mlにE－64－C，

Ep－453をそれぞれ100mg懸濁し，投与検液

を調製した。これを体重1kg当り50mg投与
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表1E－64－CおよびEp－453の構造

E －64－C E p－453

H 00 ：〉△ く： N H…：芸 ご H抑 H i）2　　1 。2H与。； 〉△ 〈：N 慧 器 C H 2C“（C”’）z　　l

C 15H 26N ま0 5 C 17H MN 20 j

M ．W ．314 M ．W ．342

表2　各種溶媒に対する溶解性

Solvents

Solubility SoIvent（ml）／
Solute（1g）

Ep－453

MethanoI

Acetone

Dioxane

Ethyl acetate

Water

Etber

n－Hexane

した。投与15分，30分，60分後に採血屠殺し，

血菜を得た。血染中薬物の定量はHPLCを用

いて行った。

（8）腹腔内投与実験

投与検液の調製は次の様に行った。E－64－C

を飽和重曹水を用いて中和後，0．5％CMCおよ

び0．1％Tween80を含む水溶液を用いて500

mg／10mlの検液を調製した。また，Ep－453

は500mgを10mlの0．5％CMCおよび0．1％

Tween80を含む水溶液に懸濁して検液を調製

した。これらを体重1kg当り75mg投与し

た。投与5分，10分，15分，30分，60分後に採

血屠殺し，血菜を得た。血祭中薬物の定量は

HPLCを用いて行った。

（9）定員法

1）10％アセトニトリル含有緩衝液中の薬物の

定量

反応液lmlをとり，図1の溶離液で10倍希

釈してHPLCの試料とした。

2）結染小腸内の薬物の定量

摘出した結数小腸に5％リン酸水溶液5ml

を加えた後，分光分析用酢酸エチル30mlを

30

加える。次にホモジナイザーで30秒間磨砕し，

3分間遠心分離（3000r．p．m．）する。この酢

酸エチル層10mlを分取し，減圧下に濃縮す

る。残留物を図1に示す溶離液6mlに溶か

し，この液をHPLCの試料とした。本操作で

の添加回収率はE－64－C，Ep－453　それぞれ，

95．7％，96．7％であった。

3）血未申薬物の定量

血祭中薬物の定量は沢田ら3）の方法で実施し

た。供試動物の血祭0．5mlに5％リン酸水溶

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，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。残留物を図1に

示す溶離液lmlに溶かし，この液をHPLC

の試料とした。

HPLCはいずれの定量操作においても図1

に示す条件で実施した。

結　　　果

（1）物理化学的性質

各種溶媒に対する溶解性の検討結果を表2に

示す。Ep－453はE－64－C　と比較して水に対し

て極めて溶けにくく，ジオキサンや酢酸エチル

に対しわずかながら溶けやすい物性を持つこと

がわかった。

また，逆相カラム（Nucleosil C－18）を用

いたHPLCによる保持時間を比較するとE－

64－C，Ep－453それぞれ5．0分，8．2分であり

Ep－453の方がより脂溶性の高い物性を持つこ

とが明らかとなった（図1）。

一般にエステル化合物は水素イオンや水酸基

イオンにより分解しやすいことが知られてい
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E－64－C HPLC Conditions

Ep－453　　column ；Nucleosil C－18（5JJm）

150mm X　4mmID

Mobile Phase

MeOH：H20：H3PO4＝54．5：45．0：0．5

Flow Rate　　　　；1．O ml／min

Column Temperature；400C

0　4　812　　Deteetor　　　　；210nm
Time（min）

図1逆相カラムによるE－64－CとEp－453の脂溶性の比較
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図2　水溶液中でのEp－453の安定性（370C）

る。そこで　Ep－453の水溶液中での安定性に

及ぼすpHの影響について検討した。その結

果，pH5においては安定であり，pHが高く

なるに従って分解が促進された。残存率の経時

的変化（図2）からEp－453の分解は一次反

応式に従うことがわかった。なお，Ep－453の

分解に対応して等モルのE－64－Cの生成が認め

られたことから，この分解は単純な加水分解反

応と考えられる。

（2）ラット結熱小腸法による吸収実験

ラット結染小腸法により吸収性を検討した結

果を図3に示す。E－64－Cでは60分で6．7％し

か吸収されなかったのに対し，Ep－453の消化

管での吸収性は良く，投与60分後において39．3

％が吸収され，さらに吸収が増加する傾向を示

した。なお，Ep－453投与60分後において結染

小腸内に残存する薬物の約20％は加水分解を受

けたE－64－Cとして検出された。したがって，

吸収率の算出はE－64－CをEp－453に換算して

求めた。

結染小腸を経時的に摘出した時，同時に血菜

中の薬物濃度を測定した。その結果，図4に示

す様にE－64－C投与の場合，血菜中からE－64－C

を検出することはできなかった。それに対し，

Ep－453を授与したグループでは血菜中に30分

後をピークとして約2／唱／mlの脱エステル体

であるE－64－Cを認めた。しかし，いずれの時

間においても未変化体のEp－453は検出感度

（0．1〃g／ml）以下であった0

（3）経口投与

次に両薫物をラットに経口投与した場合の吸

収性を血中移行量から比較検討した（図5）。

Ep－453投与の場合，代謝物のE－64－Cのみが

血菜中に認められた。投与15分後に最高血中濃

度約3／噌／mlを示し，以後緩やかに消失する

傾向を示した。一方，E－64－Cの場合血菜中に

薬物は検出されず，本試験においても　Ep－453

の方が消化管での吸収性が優れていることが明

らかとなった。

細　腹腔内投与

旗隆内投与後の血中への両薬物の移行性につ

いてラットおよびハムスターを用いて比較検討

した。その結果ラットの場合，両薬物の血中移行

バターンに差は認められず，投与10分後にピー

クがあり，60分後においてほぼ大部分が消失し
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図3　結染小腸法による吸収実験

（投与量：1mg／ラット，平均土S・D・3例平均）
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図4　結魚小腸法による吸収実験時の血中濃度

（投与量：1mg／ラット，2，3例平均）

た。血中濃度時間曲線下面積〔AUC（FLg・ml‾1・

br）〕はE－64－C投与およびEp－453投与でそ

れぞれ，42．3，38．5の値が得られた（図6）。一

方ハムスターにE－64－Cを投与した場合，最高

血中濃度は63．8J堰／ml（投与10分後）であり，

30分後においては2．5〝g／mlと急数な消失パタ

ーンを示した。これに対してEp－453投与の場

合，最高血中濃度は30．2J唱／ml（投与15分後）
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図5　経口投与後の血中濃度

（投与量：50mg／kgラット，2，3例平均）

60

で以後緩やかな消失パターンとなった。E－64－C

およびEp－453投与時のAUC（FLg・ml‾l・hr）

はそれぞれ19．6，18．5で有意な差を認めなか

った（図7）。なおEp－453を投与した場合，

両動物共に血祭中にはE－64－Cのみが検出さ

れ，速やかに加水分解されることがわかった。

（5）血中エステラーゼによる加水分解の種差
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図6　腹腔内投与後の血中濃度

（投与量：75mg／kgラット，2，3例平均）
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図7　腹腔内投与後の血中濃度

（投与量：75mg／kgハムスター，2，3例平均）

Ep－453の血菜中での加水分解をin vitro

で検討したところ，図8に示す様に著しい種差

が認められた。半減期はラット，ハムスター，

イヌそれぞれ27秒，66．1分，191．8分であっ

た。各供試動物においてEp－453の減少に対応

して等モルのE－64－Cが生成した。熱処理した

ラット血菜中ではEp－453は安定であることか

ら，この分解は酵素によるものと考えられる。

考　　　察

薬物の消化管粘膜などの生体膜透過性は，薬

物の脂溶性が支配的因子であることが一般に認

められている。Ep－453はE－64－Cのエチルエ
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図8　血渠中でのEp－453の加水分解（370C）

スチル体であり，水に対する溶解性や逆相カラ

ムを用いたHPLCの保持時間の測定により，

より脂溶性が高いことが明らかとなった。

In situ桔染小腸法で両薬物の吸収性につい

て比較した。その結果，Ep－453はE－64－Cよ

りも高い吸収率を示し，脂溶性の高いものはど

吸収性が良いという一般的な傾向を認めた。投

与60分後においてEp－453の腸内残存量のうち

約20％はE－64－Cとして検出され，Ep－453は

消化管内で一部加水分解されることがわかっ

た。E－64－C投与の場合，吸収率が低いことか

ら，Ep－453は未変化体として膜透過している

と考えられる。この場合，血中からはE－64－C

のみが検出され，体内での加水分解が速やかで

あることが明らかになった。

In situ結致小腸法は吸収に影響を及はす田

子を単純化できるが，実際に薬物が経口授与さ

れた場合には吸収の前段階としての溶解などの

物理化学的性質，胃内容物排泄，消化管の固有

運動性，胆汁の影響などの生理的因子等が関係

してくる。このため，経口投与後経時的に血中

濃度を測定した。その結果，in situ法で得ら

れた結果と同様な傾向が認められ，E－64－Cの

エチルエステル化は消化管粘膜の透過性を向上

させることが明らかとなった。

次に注射剤の形で旗睦内投与したところ，ラ
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ットの場合，血中濃度パターンは　E－64－Cと

Ep－453の間に差は認められなかった〇一万ハ

ムスターの場合，Ep－453はE－64－Cと比較し

て血中への移行が遅延する傾向が認められた。

腹腔内投与では，ラット，ハムスター共にE－

64－Cを投与した場合でも高い血中濃度が得ら

れ，経口投与と比べて血中への移行が優れる投

与ルートであることがわかる。これは腹隆内投

与の場合には，膜透過性よりも溶解速度が律速

となっているためと考えられる。

先に，著者らはェステラーゼ活性には種差が

あること，またェスチルの種掛こよって加水分

解速度が異なることを明らかにした4）。Ep－453

の血菜での加水分解速度も動物種により著しい

差が認められ，ラットは2．5分で大部分が加水

分解されるのに対し，ハムスターの場合60分に

おいても半分以上残存していた。この相違は作

34

用部位での薬物濃度に影響を与えると考えられ

る。今回はE－64－Cのエチルエステル誘導体に

ついてのみ検討したが他のエステル体について

も実用化の面から今後十分検討する価値がある

と考えられる。
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目　　　的

E－64類縁体の筋ジストロフィーハムスター

における薬効試験に先立ち，これらを正常ハム

スターに2週間皮下連続授与し，その亜急性毒

性を予備的に検討する。

方　　　法

1．動　　　物

生後6週令の雄性ゴールデンハムスター（金

丸動物）を2週間予備飼育した後，1群6匹あ

て群別し実験に使用した。動物は温度23土20C，

湿度55土5％のオープンシステムの動物室で，

プラスチックケージに3匹ずつ収容して飼育

し，固型飼料（オリェンタル酵母社製MF）と

水を自由に摂取させた。

2．投与量および投与方法

検液はE－64－aを生食水溶液とし，Ep－453

は0．1％Tween80を含む0．5％CMC溶液

に懸濁，E－64－Cは重曹水にて中和後生食水溶

液とし，Ep－453は3．25％（W／v），その他は

12．5％液に調製した。

投与量はE－64－aおよびE，64－Cともに，500

mg／kg，Ep－453については250mg／kgとし，

投与容量はEp－453の場合体重100gあたり

0．4ml，その他は0．2mlとして1日1回14日

間，毎日定時にハムスターの背部に皮下授与し

た。対照群には生食液，0．5％CMC－Tween80

＊大正製薬株式会社総合研究所

水溶液の二種煩を用い，各々投与群と同様に処

置した。

3．検査項目

（1）一般症状

毎日一般症状の観察および体重測定を行っ

た。

（2）血液学的検査

投与終了後ベントパルビタールによる軽麻

酔下に外腸骨動脈および静脈より採取した新

鮮血を用いてコールターカウンターModel

SP（株式会社日科機）により赤血球数，白血

球数，ヘモグロビン量，ヘマトクリット値，

血小板数の測定を行った。

（3）血液生化学的検査

投与終了後ベントパルビタールによる軽麻

酔下に外陽骨動脈および静脈より採取した新

鮮血を遠心分離して得た血清についてオート

アナライザー（日立712型自動分析装置）を用

い，グルコース量（グルコース酸化酵素法），

総蛋白量（Biuret法），アルブミン量（BCG

法），A／G比〔アルブミン／（総蛋白一アルブ

ミン）〕，尿素窒素量（Urease－Indophenol

法），クレアチニン量（Jaだe法），総コレス

テロール量（酵素法），GOT，GPT活性（UV

法），ALP活性（Kind－King変法），LDH活

性（ピルビン酸ヒドラジン．発色法），無枚燐

量（Fiske－Subbarow法），CPK活性（ヤト

ロンCPK－Sキット法）の計13項目について

測定を行った。
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図1E－64類縁体のハムスターへの2週間連続皮下投与における体重変動

（4）尿検査

投与終了時の強制排泄尿について蛋白，

糖，pH，ケトン体，潜血（ラブスティック

スー日本エームス社）の半定量的検査を行っ

た。

（5）病理解剖学的検査

投与終了後ベントパルビタールの軽麻酔下

に放血致死させ，開胸腹して内部諸臓器を観

察し，心，肺，肝，腎，脾，腸間膜リンパ節，

胸腺，下垂体，副腎，精巣，精巣上体を摘出

し，各々重量を測定した。これらの諸臓器の

うちの肝および腎については10％ホルマリ

ン液で固定後，常法のごとく切片を作製し，

H．E．およびPAS染色を施し病理組織学的

検索を行った。

結　　　果

1．－般症状および体重変動

E－64－C投与群において投与直後，投与部位

の疫病を示すような行動がみられ，2例では投

36

与4日日から投与部位の脱毛および切傷が認め

られ，瘡蓋を形成し，投与終了時まで回復が認

められなかった。その他の投与群では顕著な変

化は見られなかったが，対照群を含む各群で途

中死亡例が1～2匹散発的に認められた。

体重変動を図1に示す。

E－64－C群では対照群と同様な体重増加推移

が観察されたが，E－64－aおよびEp－453群で

は対照群に比べ体重増加の抑制あるいは減少傾

向がみられた。

2．血液検査

血液学的検査所見を表1に示す。

Ep－453群で血小板数の増加が，E－64－C群

で赤血球数，血色素量およびヘマトクリット値

の減少幌向が認められた。

血液生化学的検査所見を表2に示す。

いずれの測定値にも統計的に有意な変化はみ

られなかった。

3．病理学的検査

途中死亡例では下痢および肛門部に出血塊の
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表1E－64類縁体のハムスターへの2週間連続皮下投与における血液学的検査所見

Group Contro1－1　E－64－a EL64－c controト2　　　Ep－453

No・OfaniInals　　　　　　　6　　　　　4　　　　　5　　　　　5　　　　　4

Erythrocytes（×101／mm3）　　860±56

Hemoglobin　　　　（g／dl）　16．7土0．9

Hematocrit　　　　（％）　53．4土3．4

MCV　　　　　　（〆）　62．0±0．7

MCH　　　　　　（γr）　19．4土0．4

MCHC　　　　　　（％）　31．2士0．7

Platelets　　（×103／mm3）　　766±242

Leucocytes　（×102／mm3）　144土46

839士40

16．5土0．6

52．9±2．1

63．1土2．1

19．7士0．2

31．2土0．7

639土65

225土80

796土57

15．7土1．1

49．7士3．7

62．5±0．3

19．7±0．1

31．5土0．4

767士193

148±44

827土39

15．2士1．5

51．4：土1．7

62．2士1．5

18．5土2．3

29．7土3．2

764土　41

254土233

822土87

16．3±1．3

51．7±3．0

63．0士2．9

19．9±1．2

31．5±1．2

1055士43＊＊

137士50

Mean土S・D・（No．of animals）　＊＊p＜0．01

表2　E－64類縁体のハムスターへの2週間連続皮下投与における血液生化学的検査所見

Group Contro1－1　　E－64－a EL64－c contro1－2　　　Ep－453

No・Ofanimals　　　　　　　6　　　　　4　　　　　5　　　　　5　　　　　4

Blood sugar

Total protein

Albumin

A／G ratio

BUN

Creatinine

CholesteroI

GOT

GPT

Al－P

LDH

IP

CPK

（mg／dl）　　143土28

（g／dl）　　5．1土0．8

（g／dl）　　1．8土0．4

0．5土0．1

（mg／dl）　　25．7±3．6

（mg／dl）　　0．3土0．0

（mg／dl）　　136土43

（K－U）　　　60±27

（K－U）　　　24士13

（KA－U）　　24．4土10．2

（LU）　　311土177

（mg／dl）　　6．3土1．3

（トU）　　2387土1418

150±17　　　158±36

5．0士1．3　　　5．7土0．3

1．8±0．6　　　2．1士0．2

0．6土0．0　　　0．6士0．1

28．2±7．6　　　22．6±2．2

0．4士0．0　　　0．3土0．0

111士35　　　　135士51

143±158　　　　54±21

33土33　　　　　21土6

27．1土14．3　　16．2±3．7

468±364　　　243土81

6．5土1．4　　　6．8±0．8

3201士2401　　2365±902

180土31　　　132±76

5．4土0．4　　　4．9土0．9

2．0土0．3　　　1．7士0．3

0．6±0．1　　　0．5±0．0

24．3±3．2　　　21．6±4．8

0．3土0．1　　　0．3土0．1

130土14　　　160士84

61±36　　　　64土43

22土10　　　　15±9

18．4±4．0　　　26．4士11．0

280土105　　　357土152

6．6土0．8　　　6．8土1．3

2552±1039　　2930±1936

Mean土S．D．（No．of animals）

附着が認められ，剖検所見では結腸の充血，回

腸および盲腸粘膜の出血，ビラン等の変化とと

もに腸管内容物中に寄生虫卵が検出された。こ

れらの所見は各薬剤群の生存例にも共通して観

察された。

各摘出臓器の絶対重量および相対重量を表

3，4に示す。

絶対重量，相対重量の両者が対照群に比べ有

意な差を示す臓器は認められなかったが，絶対

重量においてE－64－C群の心臓および腎臓に増

加が認められ，相対重量においてほ，Ep－453

群で腎臓の増加および精巣の減少がそれぞれ認

められた。

病理組織学的検索は生存例についてのみ行っ

た。肝ではいずれの投与群においてもグリソソ

鞘周囲の好酸球を主体とする細胞浸潤がほとん

どの例に観察され，また肉芽腫あるいは壊死が

各群の一部の例に散見された。しかし，腎では

各群とも著変は認められなかった。

考　　　察

E－64額縁体をハムスターに14日間連続投与

した今回の実験は，薬効試験の投与量の目安を

つけるべく行った試験であることから，いわゆ

るハムスターにおける毒性試験としては不充分

なものであり，また寄生虫の寄生などもあって
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表3　E－64類縁体のハムスターへの2週間連続皮下投与における臓器重量（絶対重量）

Group Contro1－1　　E－64－a E－64－c control－2　　　Ep－453

No．of animals　　　　　　　　　6　　　　　　　4　　　　　　　5　　　　　　　5　　　　　　　4

Heart

Lung

Liver

Xidney

Spleen

（mg）　　265±48　　　300土62

（mg）　　434土52　　　433土110

（g）

（g）

（mg）

Mesenteric

lymph nodes　（mg）

Thymus　　　　　　（mg）

Hypophysis　　　　（mg）

Adrenalgland　　　（mg）

Testis　　　　　　　　（g）

Epididymis　　　　　（mg）

Finalbody weight　　（g）

339土51＊　　　332土29

457±58　　　　481土15

3．10±1．27　　3．81士1．26　　4．38土1．09　　4．12土0．64

0．74土0．14　　0．86土0．14　　0．90土0．07＊　0．77土0．09

93±35　　　　　87土48　　　　118土55　　　　　93±15

87士23　　　　　96土40　　　　105土47　　　　　96土34

44土12　　　　　38土25　　　　　47土11　　　　53土12

2．8土0．8　　　3．5土0．6

15．7±3．9　　19．3土4．1

2．52±1．04　　2．87±0．71

581：±258　　　590土274

81．8±19．8　　84．4±24．6

2．6土0．5　　　2．0士0．7

20．8土4．2　　　20．8土3．6

2．98±0．49　　3．21±0．54

613±216　　　696土154

92．5±12．2　　94．9土14．2

285士77

456土83

3．87±1．11

0．94±0．19

112±68

68±24

34土16

3．0土1．4

19．8土4．4

2．45±0．74

499＝ヒ265

84．7土19．9

Mean±S．D．（No．of animals）　＊p＜0．05

表4　E－64類縁体のハムスターへの2週間連続皮下投与における臓器重量（相対重量）

Group Contro1－1　　ET64－a E－64－c contro1－2　　　Ep－453

No．of animals　　　　　　　　　6　　　　　　　4　　　　　　　5　　　　　　　5　　　　　　　4

Heart　　　　　　（mg％）　　331±39　　　363土43　　　366土23　　　355±52　　　335土21

Lung　　　　　　（mg％）　　556土134　　　517土31　　　495土34　　　514土64　　　547土73

Liver　　　　　　　（g％）

Kidney　　　　　　（g％）

Spleen　　　　　　（mg％）
Mesenteric
lymph nodes　（mg％）

Thymus　　　　　（mg％）

Hypopbysis　　　（mg％）

Adrenalgland　　（mg％）

Testis　　　　　　　（g％）

EpididymiS　　　（mg％）

3．85士1．22　　4．48±0．49　　4．71土0．85　　4．36±0．47　　4．52士0．58

0．98土0．43　1．05土0．15　　0．98土0．09　　0．82土0．06　1．11±0．05＊＊

111土27　　　　98±36　　　125士49　　　　99土19　　　124土45

110土32　　　　130土75

55：土12　　　　　42土20

3．6±1．1　　　4．4土1．4

19．8土5．0　　　23．3土3．3

2．91±0．96　　3．43土0．25

672±248　　　674土158

112土43　　　102土35　　　　83±31

51±8　　　　　55土9　　　　　39±13

2．9±0．7　　　2．2±1．0　　　3．7±2．1

22．4士2．4　　　21．9士2．1　　24．2土8．0

3．22土0．28　　3．38土0．25　　2．86±0．25＊

649士166　　　727±63　　　　564土173

Mean土S．D．（No．of animals）　＊p＜0．05　＊＊p＜0．01

必ずしも充分な毒性評価を行える内容のもので

はないが，あえて今回の結果とラットの成績1）

とを比較すると，E－64莱頁縁体による毒性はハ

ムスターにおいてより弱く，種差があるように

思われた。また三薬物中ではEp－453にやや毒

性の強い幌向がうかがわれた。今後さらにハム

スターにおけるより詳細な毒性評価を行う予定

である。

結　　　語

E－64煩縁体250mg／kgあるいは500mg／

38

kgをハムスターに14日間連続皮下投与して，

その亜急性毒性を検討した結果，

1．各被験薬剤とも顕著な毒性的変化は認め

られなかった。

2．三薬剤間の亜急性毒性を比較すると，Ep

－453がいくぶん強く，E－64－a　とE－64－C

とはほは同等と考えられた。

文　　　献

1）大関正弘：昭和56年度研究報告書，1980．
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研究日的

昨年度，ヒト筋ジストロフィー症のモデル動

物として自然発症筋ジストロフィーチキンNo・

413を用いE－64－Cの薬効評価を行ったが，期待

した程の効果を認めることができなかった1）。

一方，もう一つの疾患モデルとして筋ジストロ

フィーハムスターが注目されてきた。ヒトとハ

ムスターの筋ジストロフィーの異同については

今後さらに詳細な比較検討を得たねばならない

が本疾患モデルを用いた薬効評価は十分検討に

値するものであろう。

L．Proschek2）らの報告によれはCardiomyo－

Pathy　を伴う筋ジストロフィーハムスター

UMXィ．1の心筋壊死ならびにCa2＋の沈着を

E－64－a，E－64－Cが有意に抑制するという。我

々も筋ジストロフィーハムスターモデルにおけ

るE－64誘導体の薬効評価を試みつつある0本

研究の目的はこの様な背景のもとにE－64，E－

64－a，E－64－C　のハムスターにおける生体内動

態を明確にし，評価の一助とすることにある0

実験材料および方法

標識化合物はWilzbach法3）で3Hガスを用

いて標識した3H－E－64および3H－E－64－a，な

らびにし〔U」．C〕leucine（RCC）から当社で

合成したHC－E－64－Cを用いた。動物は体重72

～82gのGolden系雄性ハムスターを使用し

＊大正製薬株式会社総合研究所

た。3H－E－64および3H－E－64－aは生理食塩

水に，HC－E－64－CはNaHCO3－生理食塩水に

溶解後，それぞれ5mg／kgの割合で皮下授与

した。

薬物投与後の血中濃度，尿糞中排泄，組織内

濃度，全身マクロオートラジオグラフィーおよ

び尿中代謝物の分析は前報4，5）と同様に実施し

た。また肝および腎における共有結合量の測定

に関しては，ラットの場合6）と同様に行った。

結　　　果

1．血中濃度

ハムスターに3H－E－64，3H－E，64－aおよび

11C－E－64－C5mg／kgを皮下投与したときの血

中放射能濃度推移を図1に示す。3検体とも投

与後20minに最高血中濃度に達し，その時の

値はE－64が他の2検体に優っていた。その後

いずれも2hr後まで速やかに減衰し，半減期は

E－64が24．1minで最も短く，ついでE－64－C

が26．7min，E－64－aが34．6minの順であっ

た。2hr以降はほぼ一定の低濃度が維持され

る傾向にあった。E－64およびE－64－aについ

ては24hr値が9br値より高かった。

2．尿糞中への排泄

ハムスターに3H－E－64，3H－E－64－aおよび

HC－E－64－C5mg／kgを皮下投与したときの尿

糞中への放射能の排泄を図2に示す。3着とも

主に尿中へ排泄され，一部糞中へ排泄された。

いずれも24br以内に大部分が排泄され，以後

5日後まで少量の排泄が継続していた。5日後
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図1ハムスターに3H－E－64，JH－E－64－号および14C－E－64－Cを皮下投与後の
血中放射能濃度

各点は4匹の平均値を示す。

1　　　　　2　　　　　　3　　　　　4　　　　　　5

Time after administration（day）

図2　ハムスク，に3H－E－64，3H－E－64－aおよびHC－E－64－C5mg／kgを皮下

投与後の尿糞中への放射能累積排泄量

各点は4匹の平均値を示す。
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20mjn

図3　ハムスターに3H－E－6425mg／kgを皮下投与後の全身オートラジオグラム
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図4　ハムスターに14C－E－64－C25mg／kgを皮下投与後の全身オートラジオグラム
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表1　ハムスターに】H－E－645mg／kgを皮下投与後の主要組織への放射能分布

Tissue
Radioactive concentration（FLgEq／gor ml）

20min　　　　　　　　　　　　　24hr　　　　　　　　　　　　　168llr

Blood

Plasma

Muscle

Heart

Lung

Liver

Kidney

3．825±0．283

6．623土0．253

1．059土0．120

1．450土0．032

2．839土0．074

3．448±0．333

18．354土2．132

0．398土0．054

0．092土0．010

0．127土0．064

0．238土0．067

0．295±0．052

0．770土0．103

1．405士0．103

0．169土0．010

0．126土0．003

0．093士0．023

0．153士0．015

0．132土0．013

0．219土0．017

0．355士0．024

The data represent the mean士S．E．of four animals．

表2　ハムスターに3H－E－64－aを皮下投与後の主要組織への放射能分布

The data represent the mean土S．E．of four animals．

表3　ハムスターに14C－E－64－Cを皮下投与後の主要組織への放射能分布

The data represent the mean土S．E．of four animals・

までの尿糞中への排泄率は，E－64，E－64－aお

よびE－64－Cそれぞれ85．4％，80．4％，93．2％

であり，回収率が低かった。

3．全身オートラジオグラフィー

3H－E－64および14C－E－64－C25mg／kgをハ

ムスターに皮下投与後，20min，3Ilr，24hrの

全身オートラジオグラムを図3，図4に示す。

3H－E，64投与後20min　では皮下投与部位

のほか，腎と膀胱内尿に最大の放射活性を認

め，ついで血液，肺，肝に比較的高い放射能を

認めた。心筋，皮膚にも分布が観察され，骨格

筋にもわずかに移行がみられたが，消化管内容

への移行は認められなかった。3br後に至る

と，腸内容物に高い放射活性が認められ，つい

で腎，肝，ハーダー腺，骨髄に分布を認めた

が，他の部位ではほとんど消失した。24hr後
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表4　ハムスターに3H－E－64，3H－E－64－aおよび1－C－E－64－C5mg／kgを

皮下投与後の肝および腎の組織蛋白への共有結合

Covalent bound radioactivity

（nmole Eq／g tissue）

Liver Kidney

Time after administration
E－64－a

Liver Xidney Liver Kidney

0．61

土0．06

1．70

土0．20

0．53

土0．03

2．82
±0．40

3．11
±0．50

0．78

±0．01

0．29　　　1．91

±0．04　　土0．30

1．13　　　　4．52

士0．23　　±0．39

0．38　　　1．08

土0．01　土0．03

1．17　　　　9．28

±0．10　　土0．60

1．44　　　　5．98

土0．21　　土1．14

0．69　　　1．90

±0．08　　±0．10

The data represent the mean±S．E．of four animals・

3H－E－64

n－BuOH，AcOH，H20

（3：1：1）

3H－E－64－a

n－BuOH，AcOH，H20

（4：1：2）

14C－E－64－C

CHC13，MeOH，AcOH
（9：l：1）

図5　ハムスターに3H－E－64，3H－E－64－aおよび1－C－E－64－C5mg／kgを皮下投与後

24hrの尿のメタノール溶出画分のラジオ薄層クロマトグラム

では肝の放射活性はほとんど消失したが，腸内

容，腎，ついで骨髄に微弱ながら残存が認めら

れた。

HC－E－64－Cでは，皮下投与後20minで膀

胱内尿，腸内容物および腎に極めて高い放射活

性が認められ，ついで肝，血液，肺に分布する

ほか，唾液腺，ハーダー腺，膵，皮膚等に，骨

格筋，心筋に優る分布が観察された。3br後

では腸内容物の放射活性が最大であり，腸管下

部まで移行していた。また腎の皮質内帯にも強

い放射活性が見られたが，肝および血液では低

下した。そのほか唾液腺，ハーダー腺等の分泌

腺および骨髄，消化管壁に放射活性が保持され

ていた。24hr後に至ると，腸内容物の放射活

性は減弱したが，腎の皮質内帯，分泌腺および

44

骨髄になお活性を認めた。

4．主要組織への分布

3H－E－64，3H－E－64－aおよび14C－E－64－Cを

ハムスターに5mg／kgの用量で皮下投与後，最

高血中濃度到達時間（20min）および24hr後

の主要組織内濃度を調べた。その結果を表1，

表2および表3に示す。

20min後では，3検体とも腎に高濃度に分

布したが，他の臓器はいずれも血液中濃度と同

レベルかそれ以下であった。標的臓器と考えら

れる心筋および骨格筋への特異的な移行性は認

められなかったが，3検体を比較すると，心で

はE－64－C＞E－64＞E－64－a，骨格筋ではE－64

＞E－64－a＞E－64－Cの順であり，いずれも骨格

筋より心に若干高い分布を示した。またこの時
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の血柴中濃度は血中濃度の2倍弱であった。

24hr後では，3検体ともいずれの組織にお

いても消失が著しかったが，腎にはなお1～3

〃g Eq／gの残存活性がみられた。また血集中

濃度に比べて血液中濃度が高いことから，血球

への移行性が推定された。

168hr後では，3検体ともいずれの組織にお

いても低レベル放射活性の残留が認められ，特

に腎に比較的高い濃度を示した。

5．肝および腎蛋白との共有結合

ハムスターに3H－E－64，3H－E－64－a　および

HC－E－64－Cを5mg／kgの用量で皮下投与後，

肝および腎の組織蛋白への共有結合について検

討した結果を表4に示す。E－64－Cの腎を除い

て，いずれの場合も20minに比べて24hr後

の値が上まわっていた。また，7日後もなおか

なり残存しており，総分布放射能の80％以上が

蛋白との共有結合体として存在していた。

6．尿中代謝物

ハムスターに3H－E－64，3H－E－64－aおよび

HC－E－64－Cを皮下投与後24hrの尿中代謝物

のラジオ薄層クロマトグラムを図5に示す。尿

をアン㌧べ－ライトⅩAD－2カラムにかけ，メタ

ノールで溶出した時の溶出率はいずれも92％以

上であり，ほとんどの放射能が回収された。こ

のメタノール溶出国分について，ラジオ薄層ク

ロマトグラフィーにより分析した結果，いずれ

の場合も未変化体のピークが最大であった。そ

の量的割合は，E－64，E－64－aおよびE－64－C

それぞれ76．4，55．9，76．7％であり，E－64－a

の代謝が最も著しかった。

考　　　察

ハムスターに3H－E－64，3H－E－64－aおよび

HC－E－64－Cを皮下投与したときの血中濃度推

移は，いずれも20min後に最高値に達し，以

後速やかに減衰するが，2br以降ほぼ一定の

低濃度が維持される類似した経時変化を示し，

3着間に大きな差異は認められなかった。先に

行ったラットの場合4）は，E－64およびE－64－a

の10min後の血中濃度がハムスターよりも高

く，ラットに比べてハムスターの皮下投与部位

からの吸収が遅いことが示唆された。しかし，

以後の血中濃度推移および半減期はほぼ同じレ

ベルであり，両種間に著しい差はみられなかっ

た。

尿糞中への排泄は，3者とも主に尿中へ排泄

され，5日間で75％前後であった。E－64，E－

64－aおよびE－64－Cの5日間の総排泄率はそ

れぞれ85．4，80．4，93．2％であり，回収率が

やや低く，一部体内に残留することが示唆され

た。ラットの場合と比較すると，E－64および

E－64－aでははば同様であるのに対し，E－64－C

ではラットの尿中排泄が約50％とかなり低いの

で，E－64－Cについてのみ種差が認められた。

これはE－64－Cがラットでは胆汁中に多く排泄

されており4，5），胆汁中排泄率の差によるものと

考えられる。

組織への分布をオートラジオグラフ　ィ　ーに

より調べると，E－64，E－64－C　とも，投与後

20minで腎および膀胱内尿に極めて高い放射

活性が認められ，腎排泄が速やかなものと推察

される。またE－64－Cでは，同時点においてす

でに消化管内容に放射活性が認められることか

ら，E－64に比べて胆汁中への排泄が速やかで

あると考えられる。E－64，E－64－C　ともに投与

後短時間では腎に高濃度分布するが，他の組織

では血液レベルと同等かそれ以下であった。

24hr後では腎，骨髄，分泌腺になお残存して

いた。主要組織中濃度を測定した場合，3者と

もほぼ類似した分布傾向を示し，7日後におい

てもなお24hr値の1／4以上の濃度で分布して

おり，残留性が認められた。なお標的組織と考

えられる骨格筋，心筋への移行は少なかった。

ラットの場合4・5）と比較すると，E－64－Cの肝で

の分布がラットではハムスターよりも著しく高

かったことを除いて，大体同等のレベルにあ

り，両種間に分布に関する著しい差はないもの

と考えられる。

ハムスターにおける肝と腎の組織蛋白への共

有結合についても検討した。先に行ったラット

におけるE－64－Cの組織蛋白への共有結合の実

験6）では，E－64－Cの残留性5）および腎，肝に

対する毒性7）は組織蛋白への共有結合によるも
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のと推察した。ハムスターにおいても同様に共

有結合が認められたが，肝，腎への共有結合性

はラットと比較すると約1／4と低く，ラットよ

り低毒性であるとも考えられる0

ハムスターにおける尿中代謝物は，3検体と

も未変化体が主であったが，E－64－aは，E－64，

E－64－Cに比べて未変化体の割合が少なかっ

た。ラットの場合4・5）もE－64，E－64－Cの尿中

代謝物は未変化体が多かったが，E－64－Cの割

合は約50％で，ハムスターの場合より低かっ

た。この原因として腸肝循環の有無あるいは代

謝活性上の種差による可能性が考えられる0

結　　　論

E－64およびその煩縁体E－64－a，E－64－Cの

3検体につき，3HまたはHC標識体を用いてハ

ムスターにおける生体内動態を比較検討した。

皮下投与時の血中放射能濃度は，・いずれも

20min後に最高値に達し，以後速やかに減衰

するが，2hr以降低濃度が保持された。また

3検体とも主に尿中へ速やかに排泄され，一部

糞中へも排泄された。尿中代謝物は未変化体が

最も多かった。体内分布は3検体とも腎への分
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布が最も高く，心筋，骨格筋への移行は低濃度

であった。

以上により，ハムスターにおける3検体の生

体内動態には，特記するような差異はなく，ほ

ぼ煩似した体内挙動を示すものと推察される0

またラットとの間にも，E－64－Cの排泄経路を

除いて著しい種差はないものと考えられる○
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6．E－64－Cの生体内動態に関する研究（その2）
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研究目的

先に著者1）は，14C－E－64－Cのラットにおけ

る生体内動態について検討し，投与経路による

代謝パターンの相違ならびに連続投与による組

織への蓄積，残留傾向を認めた。そこで今回，

E－64－Cのラットにおける代謝への腸内細菌の

関与および代謝物の化学構造を明らかにすると

ともに，組織蛋白への共有結合の可能性につい

ても追加検討した。

実験材料および方法

1．標識化合物，実験動物および投与法

標識化合物，ラットおよび投与液調製は前報1）

に準じた。標識検体は，特記する場合を除いて

5mg／kgの用量で，経口または皮下投与した。

2．ラ・yト盲腸内容物によるim Yitro代謝実験

Schelineの方法2）に準じた。すなわち，ラ

ット盲腸内容物を10倍容の1．C－E－64－C（1mg

／ml）を含む培養液で十分混合後，チーズクロ

スで炉過し，N2ガスまたは02－CO2混合ガス

（95：5）をバブルしたのち各気流下で密栓し，

370Cでインキュべ－トした。培養掛ま，0．1M

リン酸塩緩衝液（pH7．4）に酵母エキスおよ

びペプトンを，それぞれ0．5％に溶かしたもの

を使用した。なお，以上の操作は可及的無菌的

に実施した。

＊大正製薬株式会社総合研究所

3．代謝物の分離，定量

経口投与後の糞および消化管内容物は水でホ

モジナイズし，遠沈後その上清をAmberlite

XAD－2カラムにかけ，MeOH溶出西分につ

いて蒋層クロマトグラフィー（TLC）によ　り

分離した。In vitro反応液はそのまま前記カ

ラムにかけ，同様に代謝物を分離した。経口投

与後の尿は硫酸酸性下（pH2．0）酢酸エチルに

より代謝物を分離し，脱水，濃縮乾固後少量の

MeOHに溶解したのち，CH2N2によりメチル

エステル化後ガスクロ質量分析（GC－MS）の

試料とした。TLC上の放射能はオートラジオ

グラムにより検出し，各代謝物の放射能領域を

かき取り放射能を測定することによ　り定量し

た。

4．代謝物の同定

In vitro反応液より各代謝物をメチルエス

テル体として分取TLCにより単離，精製し，

GC－MS，MS，NMRによりスペクトル解析を

行い，合成琴品と比較して同定した0経口投与

後の尿中代謝物も，GC－MSにより合成標品と

比較して同定した。

5．共有結合の測定

In vivo実験の場合，ラットにHC－E－64－C

を皮下投与後所定時間に断頭潟血し，肝および

腎を取り出したのち水にて10％ホモジネートを

作成した。In vitro実験では，未処理ラットの

肝および腎を0．1Mリン酸塩緩衝液にて10％

ホモジネートにし，HC－E－64－Cを50／唱／mlの

濃度で添加したのち370Cでインキュべ－トし
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表1ラットにHC－E－64－C5mg／kgを経口投与後

の糞および腸内容物中代謝物の組成

Metabolites（％）

Unchanged Mainmetabolite Others

24brfeces　　　18．52　　　　53．58　　　　28．13

Intestinal

lbr　　　88：10　　　4・65　　　7・25

12br　　　　　8．03　　　　65．72　　　　26．25
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図1　ラットの盲腸内容物にHC－E－64－Clmg／ml

を添加し，24hrインキュべ－ト後の代謝物の

ラジオ薄層クロマトグラム

た。Invivoホモジネートおよび所定時間後の

invitro反応液に，10倍量の10％トリクPP

酢酸（10％TCA）を加えて蛋白を沈殿させ，

さらに数回10％TCAにて洗浄した。TCA洗

浄蛋自画分は，80％MeOH，100％EtOHに

て各々数回ずつ，放射能が検出されなくなるま

で洗浄し，乾燥後0．1NNaOHにて溶解した

のち，一部は蛋白定量に用い，残部は放射能を

測定して共有結合量を算出した。

6．放射能の測定

試料の一定量，あるいは蒋層坂上の放射能は

シリカゲルをかき取りCab－0－Silを加え，In－

sta－GellOmlに溶解あるいは懸濁させて，液体

シンチレーションカウンター．（Packard，3255

型）で測定した。
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結　　　果

1．糞および消化管内容物中の代謝物

ラットに14C－E－64－C（5mg／kg）を経口投

与後の，糞および消化管内容物中代謝物の量的

割合を表1に示す。24brの糞では，未変化体

は20％弱であるのに対し，主代謝物である低極

性の未知代謝物は53．6％と多かった。一方，消

化管内容物は，投与初期ではほとんどが未変化

体であったが，12br後では未変化体は10％以

下となり，低極性未知代謝物の割合が増加した。

2．腸内細菌による代謝

ラットの盲腸内容物を含む培養液に14C－E－

64－C（1mg／ml）を添加し，嫌気的および好気的

条件下に370Cで以brインキュべ－トしたの

ち代謝物を検索した。代謝物の薄層クロマトグ

ラムのオートラジオグラムを図1に示す。好気

的条件下では，嫌気的条件下よりもHC－E一朗－C

はよく代謝されており，ほとんどが低極性未知

代謝物となっていた。また低極性未知代謝物は

2成分存在しており，Rf値の高い順にM－a，

M－b　とした。これを経時的に調べると図2に

示すように，嫌気的条件下ではM－aは，8，

以hr後それぞれ添加総放射能の1．5，12．4％

と経時的に増加したのに対し，M－bは8brで

は4．6％，以hrでは3．4％であった。好気的

条件下ではM－aの生成が著しく，別hrで

87．8％に達した。一方，M－bは7hrまでは

増加し，13．6％とM－aよりも多く存在した

が，以後別brまで6％前後と一定値を示して

いた。

3．代謝物の化学抜道

E－64－C　をラット盲腸内容物とインキュベー

ト後，代謝物をメチルエステル体として単離，

精製し，GC－MSで分析した結果を図3に，

NMRスペクトルの主なシグナルについての結

果を表2に示す。

M－aメチルエステルのMSでは分子イオン

ピーク（M＋）がm／e314に認められ，未変化

体メチルエステルのM十に対して質量数が14少

ない。また，フラグメソトイオンピークのう

ち，m／e86，115，200からロイシルイソアミ
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図2　ラット盲腸内容物による嫌気的および好気的条件下でのHC－E－64－Cの代謝
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図3　代謝物M－aおよびM－bメチルエステルの質量スペクトル

ルアミド基には変化がなく，エポキシ環の脱酸

素および2H付加したサクシニルロイシンイ

ソアミルアミドと推定した。NMRスペクトル

でもロイシンイソアミルアミド基のプロトソシ

グナルは未変化体とほとんど差はなく保持され

ており，∂2．45～2．61および∂2．62～2．78の

それぞれ2Hに相当するシグナルはサクシニ

ル基のメチレン基に帰属でき，MSにより推定

した化学構造を支持している。

M－bメチルエステルはUV吸収を持ち，MS

はM＋がm／e312に認められ，M－aメチル

エステルより質量数が2少ない。またフラグメ
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表2　代謝物M－aおよびM－bメチルエステルの核磁気共鳴スペクトル

Compound Signaland number of proton

ppm（∂）

M－a methylester

M－b methylester

2．45－2．61（2II，m）

2．62－2．78（2H，m）

4．40－4．57（lH，m）

3．70　　　（3Ⅰも　S）

3．12－3．40（2H，m）

1．32－1．80（6H，m）

6．86（lH，d，J＝16Hz）

7．13（lH．d，J＝16Hz）

4．54－4．71（lH，m）

3．80　　　（3H，S）

3．12－3．44（2H，m）

1．32－1．80（6H，m）

－OC－CH2－CH2－CO一

一CH〈賢
一CO2CH3

－CHく
－CH2－

－OC－CH＝CH－C0－

－CHく㌘
－CO2CHユ

ーCHく
－CH2－

Chemicalshiftin∂from tetramethylsilane，SOIvent CDCl，．

＄：Singlet，d：doublet，m：multiplet

J：COupling constant

ソトイオンピークのうち，m／e86，113，198

から，フマリルロイシンイソアミルアミドと推

定した。NMRスペクトルでも，∂6．86および

∂7．13の2Hに相当する2つの2垂線（J＝

16Hz）は，フマリル基の2つのプロトンに帰

属できることから，上記の化学構造を支持して

いる。

なお，M－aメチルエステルおよびM－bメ

チルエステルの推定化学構造を持つ合成標品の

各スペクトルは，M－aメチルエステルおよび

M－bメチルエステルと完全に一致した。

4．尿中代謝物

E－64－Cをラットに大量に経口投与（500mg

／kg）し，24Ilr尿について代謝物を抽出，メ

チル化後GC－MSにより代謝物を分析した。

この時のマスクロマトグラムを図4に示す0大

量投与のためM－aの生成は少ないが，明らか

にM－aと保持時間およびMSが完全に一致す

るピークを認め，経口投与時の尿中低極性未知

代謝物はM－aであることが明らかとなった0
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図5　ラットの肝および腎ホモジネートに

HC－E－64－C　を添加してイソキュべ－

ト後の蛋白への共有結合

表3　ラットにHC－E－64－Cを皮下投与後lhr

の肝および腎の組織蛋白への共有結合

Covalentbound radioactivity

Tissue　　　（nmoleEq／gtissue）

Dose（mg／kg）

5　　　25　　125　　　250　　　500

LiYer　6．4　20．4　　20．5　　36．9　　49．6

±0．3　士2．1　±1．7　士1．0　±1．6

Kidney41．1119．0　157．7　220．1　216．8

士2．1士4．1　土13．6　土2．2　士20．3

The datarepresent the mean土S．E．of

three animalS．

表4　ラットにHC－E－64－C25mg／kgを皮下投与後

の肝および腎の組織蛋白への共有結合

Covalent bound radioactivity

Timeafter　　　　（nmoleEq／gtissue）

administration Liver Kidney

20min　　　13．92士0．12　70．11±0．78

24br　　　　13．18土0．12　　86．77土0．12

120Ilr　　　　　　2．80＊　　　　　35．32＊

The data represent the mean士S．E．of

tllree animals．

＊；One animal

5．肝および腎蛋白との共有結合

ラット肝および腎の10％ホモジネートに11C－

E－64－Cを50／瑠／ml（0．16InM）の濃度で添加

して370Cでインキュベート後，経時的に蛋白

との共有結合画分の放射能を測定した。その結

果，図5に示すように肝，腎とも経時的に共有

結合体が増加し，腎が肝に優る傾向．がみられ

た。

一方，HC－E－64－C5～500mg／kgをラット

に皮下投与後，lhrの肝および腎組織蛋白への

共有結合を検討した結果を表3に示す。肝での

共有結合量は用量の増加とともに増大し，500

mg／kgではg組織当たり約50nmolの共有

結合を認めたが，腎では肝の4倍以上の高い値

を示し，250mg／kg　でほぼプラトーに達し，

約200mmolの共有結合が認められた。また，

HC－E，64－C25mg／kg　を皮下投与して経時的

に調べた結果を表4に示す。24hr後の共有結

合量は，肝では20min後と同じレベルにあっ

たが，腎では上昇していた。120hr　後では，

24hr値の1／4以上が残存しており，腎では約35

nmolが共有結合体として存在した。なお，こ

の時点では総分布放射能の80％以上が共有結合

体であった。

考　　　察

著者1）は先に14C－E－64－Cのラットにおける

代謝を調べ，皮下投与時の尿中代謝物は未変化

体が主であったが，経口投与時の尿中主代謝物

は低極性未知代謝物であり，投与経路により代

謝パターン1こ差があることを認めた。今回，経

口投与時の糞中代謝物を調べたところ，主代謝

物は尿中と同じく低極性未知代謝物であり，消

化管内容物中代謝物も初期は未変化体が多い

が，その後任極性未知代謝物の割合は増加し

た。さらに，胆汁中にはこの未知代謝物はほとん

ど認められなかった1）ことから，低極性未知代

謝物の生成に関して腸内細菌の関与が考えられ

た。そこで，ラット盲腸内容物と11C－E－64－C

を嫌気的および好気的条件下でインキュベート

したところ，低極性未知代謝物が生成し，それに

は2成分が含まれており，M－a，M－b　が認め
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図6　E－64－Cの推定代謝経路（ラット盲腸内容）

られた。経時的にみると，M－b　の生成は初期

にはM－aよりも多いが，その後M－aの生成

が増加し，M－b　は一定の低レベルを維持した

ままであったことから，M－bはM－aの中間代

謝物と考えられた。また，嫌気的条件下よりも

好気的条件下の方がM－aへの代謝は速やかで

あったことから，E－64－CからM－aへの代謝

において，通性嫌気性菌の関与が考えられた。

M－aおよびM－bを単離し，GC－MS，NMR

等により化学構造を解析したところ，M－aは

すクシニルロイシンイソアミルア　ミド，M－b

はフマリルロイシンイソアミルアミドと同定で

きた。E－64－Cの腸内細菌による代謝経路は図6

のように考えられる。すなわち，E－64－Cのエ

ポキシ環が還元されM－bとなり，さらに2重結

合が還元されM－aに至る経路である。腸内細

菌による2重結合の還元反応は，Grimthsら3），

Scheline4）により報告されており一般的な反応

であると考えられるが，エポキシ環の還元反応
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ほ，Ⅰvie5）がテルペソエポキサイドあるいはデ

ィルドリンのエポキシ環の還元反応を報告して

いるに過ぎず，興味深い反応である。

一方，HC－E－64－Cをラットに連続皮下投与

した場合，多くの組織で単回投与に比較して蓄

積傾向を示し，腎＞肝に最も高濃度に分布し，

投与中止後の消失も極めて遅かった1）。また，ラ

ットの亜急性毒性試験において，腎および肝の

変性，細胞核の変化，壊死の組織像が報告され

ている6）。一般に蛋白，核酸のような生体高分子

に共有結合する薬物は組織障害を惹起すること

が多いといわれており7），共有結合による毒性

発現の可能性が考えられた。そこで今回，in

vitroおよびinvivoでの肝および腎の組織蛋

白との結合を調べたところ，いずれの場合も蛋

自画分に強固に結合した放射能を認め，共有結

合しているものと考えられた。invivoにおけ

る共有結合量は，投与量の増加とともに増大

し，消失は極めて遅かった。また，肝に比べ腎

の共有結合体濃度は数倍高かった。E－64－Cは

投与後大部分が速やかに排泄されるが1），一部

は腎等の生体組織蛋白と共有結合することによ

り，長時間生体に留まり，蓄積傾向を示すとと

もに毒性発現に関与するものと考えられる0

結　　　論

E－64－CのHC標識体を用いて，ラットにお

ける生体内動態について追加検討した。

E－64－Cを経口授与した後の糞および消化管

内容物中に，主代謝物としてM－aを認めた0

ラット盲腸内容物とのインキュベーショソによ

り，代謝物M－a，M－bの生成が認められ，E－

64－Cは経口投与後腸内細菌により　M－bを経

てM－aに代謝されるものと推定した。またこ

れらの代謝物の化学構造を同定した。

ラット肝および腎の組織蛋白との共有結合を

認め，E－64－Cは生体組織蛋白と共有結合する

ことにより，残留，蓄積憤向を示すものと考え

られる。
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7．カルシウムプロテアーゼとイノシトール燐脂質

の代謝回転

酉　塚　春　美＊

研究協力者　岸　本　　　明＊　梶　川　憲　雄＊　塩　田　　　誠＊

西　山　　　馨＊　高　橋　十　郎＊　高　井　義　美＊

はじめに

ホルモンや神経伝達物質など，種々の刺激が

細胞に加わった際の生体膜受容および細胞内情

報伝達機構の解明は最近の最も重要な課題のひ

とつとなってきた。私共は生体膜イノシトール

燐脂質の代謝回転に共役して活性化される蛋白

質燐酸化酵素（以下Cキナーゼと略す）の解析

を行っているが，この酵素は従来よりよく知ら

れているCyClic AMPを介する情報伝達系と

は異なったきわめて重要な情報伝達系を構成し

ていると考えられる1）。ところでCキナーゼの

いまひとつの活性化様式としてCa2＋プロテア

ーゼによる限定分解がある（図1）。この種の

プロテアーゼとしてはCa2十に対する親和性の

異なった二種の酵素が知られているが，両プロ

テアーゼはともに分子量77，000の単一蛋白質

であるCキナーゼを分子量51，000の活性フラ

グメソトに限定分解する2・3）。この二種のプロ

テアーゼのうちCa2十に対する親和性の高いプ

ロテアーゼが形質膜に結合したCキナーゼに作

用することは前年度報告したが4），今回，この

プロテアーゼを高純度に精製してさらに詳細な

解析を行った。その結果，このプロテアーゼは

イノシトール燐脂質の代謝回転に共役して活性

化された形質膜結合型のCキナーゼに選択的に

作用して不可逆的に活性型の酵素に変換するこ

とを明らかにした。以下はその概略を報告す

＊神戸大学医学部第二生化学教室

る。なお，Ca2十に親和性の高いプロテアーゼ

と親和性の低いプロテアーゼをそれぞれCa2十

プロテアーゼⅠおよびⅠと呼ぶ。

材料および方法

Cキナーゼはラット大脳の可溶性画分よりす

でに記載した方法2）で部分精製したのち，5～

20％のショ糖密度勾配遠心法を用いて調製し

た。各種の燐脂質は赤血球膜より抽出分画し

た5）。ジオレイソ，その他のジグリセリドは市

販品を蒋層クロマトで精製して用いた。E－64

は大正製薬より寄贈をうけた。その他の試薬は

市販品を用いた。

Cキナーゼ活性は前報5）に従い〔「32P〕ATP

から仔牛胸腺のHlヒストンへの32Pの取り込

みをもって測定した。Ca2＋プロテアーゼの活

性は125Ⅰで標識したカゼインを基質として，5

％トリクロル酢酸に可溶性の放射能を測定する

か，あるいはCキナーゼを基質として限定分解

の結果生成する活性フラグメソトのキナーゼ活

性をHlヒストンを基質として測定した3）。

結果および考察

1）Cat＋プロテア一ゼⅠの精製と性質

ラット大脳を0．25Mのショ糖を含む緩衝液

で破砕したのち，100，000×g上清を調製した。

これをDEAEセルロース（DE－52）に吸着さ

せ，0～0．4M NaClの直線濃度勾配で溶出し

た。Ca2＋プロテアーゼⅠは約0．1M NaClで

溶出されたが，Ca2＋プロテアーゼⅠの溶出に
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Ⅰ　酵素レベルでの効果

表1　ラット脳のCが十プロテアーゼの精製

Specific activity

Fraction Casein hydrolysis＊　　　C－Ⅹinase activation書＊

（a）　　　　　　　　　　（b）

（units／mg of protein）

Extract

I）EAE－Cellulose

Sephadex G－150

Sucrose density
gradient centrifugation

DEAE－Sepharose

Phenyl－Sepharose

0．044

0．43

1．3

17

41

191

＊　One unit：One FLgCaSein digested permin

＊＊　One unit：One unit of active fragment produced per min

表2　低濃度Cat十で活性化されるCa打プロテアーゼ

Brain Heart muscle＊　Skeletal muscle＊＊　Skeletal muscle＊＊＊

（rat）　　　　（Canine）　　（porcine）　　　　（Chicken）

Molecular weight

Isoelectric point

王（a for Ca2＋

Optimum pH

Inhibitor

Substrate

88K

5．5

20J▲M

7．5－8．5

Leupeptin

E－64

C－Kinase

Phosphorylase
Xinase

Casein

135K　　　　　　80K＋30K

40JjM　　　　　45J‘M

7．0　　　　　　　　7．5－8．0

Leupeptin Leupeptin

Casein Myo丘bril

BSA Casein

79K（60Ⅹ）

30′‘M

7．5－7．8

Leupeptin

E－64

Casein

＊　Mellgren（1980）FEBS Lett．，109，129

＊＊　Daytonct aL．（1981）Biochim．BiophyS・Acta，659，48

＊＊＊　Suzukict aL．（1981）J．Biochem．，90，1787

は約0．3M NaClを要した。Ca2＋プロテアー

ゼⅠ画分を濃縮後，・セファデックスG－150の

ゲル炉過，ひきつづいて5～20％のショ糖密度

勾配遠心法を行った。さらに活性画分をI）EAE

セファロースに吸着させたのち，0．05～0．25M

NaClの直線濃度勾配で溶出した。最後にフェ

ニルセファロースに吸着後，20％ェチレングリ

コール含有の緩衝液で溶出した。エチレングリ

コールは七ファデックスG－50の小カラムにて

除去し，最終標品を得た。以上の精製過程によ

りCa2＋プロテアーゼⅠは約4，000倍に精製す

ることができた（表1）。

精製したCa2＋プロテアーゼⅠの分子量は

88，000と推定され　等電点は5．5，至適pHは
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pH7．5～8．5を示した。活性の発現にはCa2＋

が必須であり，そのEa値は20′JMであった。

他の二価金属イオンとしてはSr2十とMn2十が

わずかに有効であるが，Mg2＋，Zn2＋，Ba2＋，

Cu2＋はまったく無効であった。また，ロイべ

プチソ，キモスクチソ，アンチパイン，E－64

などのチオールプロテアーゼのインヒビターは

すべて阻害作用を示したが，TLCK，PMSF．

大豆トリプシンインヒビターは無効であった。

今回高度に精製したCat十プロテアーゼⅠの性

質とMellgren6），Daytonら7），Suzukiら8）

がそれぞれイヌ心筋，ブタ骨格筋，ニワトリ骨

格筋より調製したCat十プロテアーゼの性質と

を比較した（表2）。分子量にいくぶん相違が
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Ca2十一Protease

M．W．77，000
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Phospholipid

Diglyceride ］
dependent

Active Fragment

M．W．51，000
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Diglyceride

図1Ca打プロテアーゼによるCキナーゼの活性化
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亡
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図2　Cat十によるCキナーゼ活性化に及ぼす

燐脂質およびジオレイソの効果

認められるが，Ca2十に対するKa値が数十〃M

であり，中性付近に至適pHをもち，チオール

プロテアーゼのインヒビターで阻害されるこ

と，さらにカゼインがきわめてよい基質になる

ことなどその性質はよく一致している。したが

って，これらのCa2＋プロテアーゼはすべて同

じ種類の酵素であると考えられる。

ところで，Suzukiら9）はニワトリ骨格筋に

おいてlmM程度のCa2十で活性化される従

来のプロテアーゼ（m－CANP）が自己消化をう

けると，Ca2＋に親和性の高い酵素（FL－CANP）

に変換することを報告している。私共もラット

大脳のCa2＋プロテアーゼⅡをCa2＋の存在下

0．1　　　　　　　0．2

ChIorpromazine（mM）

図3　タロルプロマジソによるCキナーゼ

活性化の抑制

に保温するとCa2十への親和性が高まることを

認めた。この成績はSuzukiらの報告を支持す

るものと思われる。

2）Cキナーゼ系とCa汗プロテ7－ゼの関連

Ca2＋プロテアーゼⅠによるCキナーゼの限

定分解反応にはCa2＋以外に燐脂質が必須であ

り，なかでもセリン燐脂質が最も有効である。

また，燐脂質にジグリセリドが微量共存すると，

この限定分解反応は著明に促進される（図2）。

この種のジグリセリドとしては不飽和脂肪酸を

少なくとも1分子含有する必要があり，飽和脂

肪酸のみからなるジグリセリドでは無効であっ

た。一方カゼインを基質とした際には，燐脂質
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Signal

l

Active

Fragment

Ca2＋（10‾5M）…・…・‥ Ca2＋－Protease

∴　H
Pん0gpんoryhffo几

図4　Cキナーゼの活性化機構

図5　Cキナーゼ活性化に及ぼすE－64の効果
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やジグリセリドの効果は認められず，これらの

因子はCa2十プロテアーゼⅠに作用して活性化

しているのではなく，基質であるCキナーゼに

作用していると推定される。Ca2十　とともに燐

脂質とジグリセリドが共存するとCキナーゼは

可逆的に活性化されるので3），活性型のCキナ

ーゼがCa2十　プロテアーゼⅠによって選択的に

限定分解されることを示している。事実，燐脂

質に作用してCキナーゼ活性を抑制する作用の

あるクロルプロマジン10）を反応系に加えた場

合，Cキナーゼ活性が抑制されるのと平行して

限定分解反応も抑制される（図3）。

一方本稿ではその詳細については省略する

が，in vivoにおけるCキナーーtf系の意義につ

いては主に血小板を用いて検討した11・12）。その

結果，イノシトール燐脂質の代謝回転によるジ

グリ・セリドの生成が引き金となってCキナーゼ
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系が作動することがほは確実となった。

以上のCキナーゼの活性化枚構に関する解析

結果をまとめると，図4に示すようにCa2＋　プ

ロテアーゼⅠがこの種の情報伝達系に関与して

いる可能性がある。すなわち，生理活性物質の

刺激によってホスホリパーゼCが作用してジグ

リセリドが生成するが，ジグリセリドによって

、Cキナーゼが形質膜に結合し，まず可逆的に活

性化される。一方この種の生理活性物質の作

用に際しては細胞内のCa2＋濃度が上昇する

が13・14），Ca2＋濃度上昇に伴ってCa2＋プロテア

ーゼⅠが活性を発揮する。その結果，活性型C

キナーゼが限定分解をうけ，キナーゼ活性を保

持した活性フラグメソトが形質膜から遊離して

種々の生物学的機能を果す可能性である。この

活性フラグノントがどのような基質の燐酸化を

触媒するか，あるいはCキナーゼとの間の基質

や触媒按能の相違については興味深い問題であ

り，現在解析を進めている。

3）E－64による阻害作用

今回高度に精製したCa2＋プロテアーゼⅠが

E－64によって阻害されることはすでに表2に

示したが，その阻害効果を図5に示した。通常

のCキナーゼを基質に用いた場合にはE－64は

強力な抑制効果を示し，そのKi値はほぼ

1／喀／mlとこれまでの報告とよく一致してい

る。しかし，リン脂質に結合した活性型Cキナ

ーゼの限定分解反応もE－64によって阻害され

るが，その効果は弱まりKi値が10／Jg／mlと

なる。さらに，実際の形質膜に結合したCキナ

ーゼの限定分解反応に対するE－64の効果が著

しく低下することは前回報告したとおりであ

る。一方，Ca2＋プロテアーゼⅠの粗抽出液

（100，000×g上清画分）を用いた際にはCキナ

ーゼの限定分解反応はE－64によって阻害され

ない。これらの結果がどのような理由に基づく

かは現時点ではあきらかではないが，今後Ca2十

プロテアーゼの意義の解明とE－64の有効性の

検討にあたってほCキナーゼの限定分解反応が

形質膜あるいは燐脂質，ジグリセリドを含む複

雑な反応の場で進行していることを考慮する必

要があると思われる。
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8．カルシウムプロテアーゼ類の性質とこれに

対するE－64および類縁体の阻害効果

今　掘　和　友＊

研究協力者　鈴　木　紘　一＊＊　辻　　　崇　－＊＊　久保田　俊一郎＊＊

木　村　吉　雄＊＊　中　村　　　愛＊

は　じ　め　に

ジストロフィーにおける筋タンパク質の崩壊

の原因の1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（以下CANP

と略す）を考え，これに対する阻害剤として

E－64およびその類縁体の研究を行ってきた。

本研究出発当時においてはCANP　としては

mM程度のCa2＋で活性化されるいわゆる

m－CANPのみに注目していた。このmM　と

いう濃度は生理学的濃度に比して著しく高く，

したがってCANPは細胞が病的状態になりそ

の中のCa2＋濃度が異常に上昇したときにのみ

作用すると考えられた。しかしCANPが殆ど

あらゆる組織に存在することは，CANPが何

等かの生理的役割をも果すことを示唆してい

た。折しもMellgrenl）が50FLMという生理

学的に近い濃度のCa2＋で活性化されるCANP

（rCANP）の存在を発表し，さらに昨年度の

本報告書において，われわれは，FL－CANPはm－

CANPの自己消化により生成することを示し

た2）。その結果，生理学的条件下で作用するの

はFL，CANPであるが，mrCANPからFL－CA

NPへの変換は制御されていると考えられる。

これに対し，この制御が効かなくなり，〝－CA

NPが必要以上に生成することが病的状態とい

えるのかもしれない。

＊　東京都老人総合研究所

＊＊東京大学医学部第二生化学教室

その様な見地から，本年度においてはまずm

から〃への変換をさらに精しく研究した。この

研究の過程において，m－CANPのままでも因

子の添加によってCa2＋感受性が著しく増大す

ることが明らかになった。併せて従来明確にで

きなかったE－64およびその額縁体のCANP

に対する作用模作についての研究結果について

ものべる。

方　　　法

今回使用したCANPはトリの胸筋より石滴

らの方法3）で精製したものを用いた。すでにわ

れわれはヒト，ウサギなどの骨格筋からCANP

を精製しているが，これらは種々の性質におい

てトリのものと同一であることが分っているか

らである。なお以下にのべる研究の大半はウサ

ギのCANPについても行い，予備的ではある

が同様な結果を得ている。E－64ならびにE－

64－Cは大正製薬より供与されたものを用いた。

結　　　果

（1）m－CANP自己消化の時間経過4）

m－CANPの自己消化は，20mM Tris－HCl

pH7．5，5mM　2－メルカプトェクノール，

0．5mM CaC12を含む緩衝液中で00Cで行っ

た。一定時間毎に試料の一部をとり出し，活性

を測定するとともに，SDS電気泳動で分子の

大きさを測定した。活性は100／JMのCa2十存

在下で〃－CANPの総活性を，6mM Ca2＋存

在下で，m－CANPとFL－CANPの活性の和を
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Ⅱ　酸素レベルでの効果
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図1　自己消化に伴う〟－CANPの生成を活性（A）お
よびSDSゲル（B）で追跡した

A：6mM（●），100J‘M（○）Ca2＋存在下での活性

B：m－CANP（●），FLl－CANP（■），FL2－CANP（▲）

の消長

求めた。

結果を図1に示してある。rCANP活性は

反応開始後2分でピークに達し，その後次第に

減少してゆく。一方SDSゲル電気泳動では，

2分では80Kのm－CANPはすでに殆ど消失

しており，その代わりに76Kのバンドが主成

分として現れる。これを〃1－CANPとよぶ。

〝rCANPは急激に消失し，代わって60Kの

バンドが現れてくる。これを〃rCANPとよ

ぶ。上の活性の時間経過と対比させてみると明

らかなように，FLl－CANPもFL2－CANPも共に

〃－CANP活性をもっている必要がある。

なお図には示してないが，時間と共に，四の

他に30Kのノミソドが現れる。これは活性はな

い。図1において〃2の量はほぼ一定であるの

に，時間と共に〃－CANP活性が少しずつ減少

するのは，〝1から〃2への変換と，〝2から30

64

Kへの変換とがバランスしているためと考え

ればよい。したがって〝1＋〃2の総量は減少す

るのである。すなわち自己消化はm→〝l→〃2→

30Kの順序で進行することになる。

このことは次の事実によっても証明される。

例えば自己消化開始後2分で反応をE－64で止

めると76Kの〝1の／くソドのみがみられるが，

10分で止めると〃1と仲のバソドが主としてみ

られることからも分る。またmから〃への変

換がm－CANPの自己消化によることも次の実

験的事実から明らかである。（1）自己消化反応

のCa2＋依存性は，カゼインを基質としたとき

のものと一致し，（2）自己消化の反応はEDT

A，ヨード酢酸，ロイペプチソ，E－64の添加

で停止する。（3）自己消化反応のpH依存性は

カゼインを基質として用いた際のm－CANP活

性のpH依存性と一致する。（4）m－CANPに

トリプシン，キモトリプシン，パパイン，ズプ

チリシン等を作用させた際，CANPの失活は

起るが，〃－CANP活性は現れない0

なお，抗m－CANP抗体はfLl，FLZと交叉反

応を示し，オクタロニーテストにおいてスパー

を生じない。すなわち〃1，仲はm－CANPの

フラグメソトではあるが，抗原決定群はm－CA

NP　と共通している。

CANPの生理的機能はまだ明らかにされて

はいないが，プロテインキナーゼの活性化やス

テロイドホルモンのレセプターのプロセッシン

グなどが示唆されているし，また細胞内タンパ

ク質の代謝回転にも関与しているとも想像され

る。この様な枚能の発現は生理的条件下で行わ

れるから，この役割を担うのは〃－CANPであ

ると思われる。したがって細胞の必要性に応じ

てのみ，mから〃への変換が行われるよう制

御されていることが要求される。この種の制御

較構については後で論ずることとする。

なお，〃lと仲とは分離精製を行っていない

ため，それぞれのCa2＋感受性の差や基質特異

性の差などが分らない。したがって〝1，〃2の

生理的役割のちがいも今後に残された問題であ

る。



8．カルシウムプロテアーゼ炉の性質とこれに対するE－64および類縁体の阻害効果

（2）エフェクターによるm－CANPの活性化5）

m－CANPの活性化にはmM程度のCa2＋

を必要とするが，m－CANP活性のCa2＋依存

性を精しくしらべてみると図2の曲線Aのよう

になり，明らかにS字型である。このことは

m－CANPにはCa2＋結合部位が少なくとも2

つあり，その間に強い協同性が存在することを

示している。これをもう少し具体的に説明する

と次のようになる。Ca2＋非存在下ではm－CA

NPの活性部位は閉じた形になっており，した

がって不活性である。また活性部位の中には第

二のCa2＋結合部位があると考えられる。第一

の部位にCa2＋が結合するとm－CANPのコソ

ホーメーショソ変化が起り6），活性部位は開く

と考える。すると第二の結合部位にCa2十が結

合することにより，活性が発現されるのであろ

う。しかも第一，第二の結合部位におけるCa2十

の解離定数KlとK2　との間に，Kl≫K2の

関係が成立しているとしよう。そうなると第一

の結合部位に結合するためには高濃度のCa2十

が必要であるが，一端結合したとなると活性部

位が開き，直ちに第二の部位にCa2十が結合す

る。これが協同性である。

一方，〃－CANPにおいては，活性部位を被

っていたふたが加水分解で取り除かれている。

そのため第二の結合部位は初めから露出してい

ることになるから，低濃度のCa2十で活性化さ

れるのであろう。

もしもこのモデルが正しければ，第一の結合

部位に働く　Ca2＋は一種のアロステリックエフ

ェクターと見なせる。そこで，もしCa2＋以外

のエフェクターがこの役割を果たすことができ

れば，そのエフェクター存在下ではm－CANP

もCa2＋に高感受性となるはずである。

図2の曲線Cは2mM Mn2＋存在下での

m－CANP活性のCa2＋依存性である。明らか

に〃－CANP（曲線B）に勝るとも劣らない高

感受性である。一方Mn2十それ自体ではCAN

Pを活性化する作用は全くない。すなわち，

Mnt十は第一の結合部位に対するCa2◆の代役

は果たせるが，第二の結合部位に対するCa2十

の作用は代行できないのである。
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図2　種々の条件下でのCANP活性のCa打依存性

A（…○…）m－CANPのみ

B（…●…）〝－CANPのみ

C（一〇一）m－CANP＋2mM Mn打

D（－●－）〝－CANP＋lmM Mnt＋

現在までにしらべた限りでは，Mn2十　と同じ

くェフェクターとして作用するものにBa2十が

あるが，いずれもmMという非生理学的高濃

度を必要とする。しかしながら今後の研究によ

って，生理学的濃度で作用するェフェククーが

発見される可能性はある。

なお，図2の曲線Dは，〝－CANPにlmM

のMn2＋を加えた場合である。わずかではあ

るがやはりMn2＋により，Ca2◆感受性が高ま

る。曲線BがややS字性をもつことも考える

と，〝－CANPにおいてもCa2＋結合部位間の

協同性は少し残っていると考えられる。

もう1つ重要なことは，m－CANPを2mM

Mn2＋存在下，50／jMのCa2十とインキュべ－

トすると，rCANPに変換することである。

一方Mn2＋なしで，例えば100JJMの　Ca2十

存在下，FL－CANPをm－CANPに作用させて

も，前者は後者を〝に変換することはできな

い。このことはm－CANPの活性部位が開い

て，いわゆる活性型にならない限り，自己消化

用の基質になり得ないことを示している。他

方，Mn2＋のようなェフェククーが存在しさえ

すれば，生理的条件下でもmから〝への変換

は起りうるのである。すなわち一時的なCat十

の細胞内流入がなくてもrCANPの生成は可

能である。細胞内の〃－CANPがいずれの道筋
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1　酸素レベルでの効果

を経て生成されるのかは今後の問題である。

次に，エフェクターで活性化されたm－CA

NPのCa2＋感受性は，〃－CANPと同じ程度

であるのであるから，生理学的条件下で作用す

るのがいずれであるのかも不明である。串だ，

ェフェクタ一による活性化は可逆的であるのに

対し，〃一CANPへの変換は不可逆的であるこ

とを考えれば，細胞は時と場合に応じ2つを使

い分けていることは予想できることである。

またエフェクターによる活性化やrCANP

の生成はいずれも細胞の必要に応じて行われる

様制御されているはずである。しかしこの制御

が乱れて，いずれの機構にせよ無差別な活性化

が起れば，当然筋ジストロフィーの様な症状を

来すと考えられる。

（3）E－64およびその類縁体のCANP活性阻書

機構7）

ロイべプチソ，アンチパインおよびE－64な

らびにその煩縁体はCANP以外にも多くのチ

オールプロテアーゼを阻害することが知られて

いる。これらの多くの場合において，前2着は

末端のアルデヒド基が，後者ではェポキシ基が

酵素の活性部位のSH基と反応することにより

これを不可逆的に失活させるのである。tでたが

って，阻害様式は非競合的であり，阻害剤添加

量に比例して活性が減少する。

一方CANPに対しては，これら阻害剤はす

べて非競合的に阻害するが，阻害剤添加量と活

性減少度とは比例やず，他のチオールプロテア

ーゼとは阻害機構を異にするのではないかと考

えられていた。

この点を明らかにすべく，本年度は図3に示

すような実験を行った。すなわちロイペプチソ，

アンチパイン，E－64－Cのいずれかとm－CANP

とを図の横軸に示したモル比で混合し，1mM

Ca2十の存在下または非存在下で300C，60分

反応させる。未反応の阻害剤を透析で除いた

後，m－CANPの残存活性を測定した。

図から明らかなように，過剰のE－64－Cを

Ca2＋存在下で酵素とインキューべ－トし声と

きのみに不可逆的失活が起るが，E－64－CでCa2＋

非存在の場合や，ロイペプチソ，アンチパイン
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図3　種々の外来性インヒビターの阻害様式
E－64－C（O，●），ロイペプチソ（ロ，■），

アンチパイン（△，▲）

（●，｝，▲）：＋lmMCa打

（0，口，△）：－Ca2十

ではカルシウムの存在如何にかかわらず失活は

認められなかった。なお図には示してないが，

E－64についてもE－64－Cと同様の結果が得ら

れた。すなわちE－64やE－64－CがCANPを

不可逆的に阻害するのに対し，ロイべプチソ，

アンチパインは可逆的に阻害することになる0

これらの事実にもとづき，E－64やその頼縁

体の阻害機構につき，次のように考えることが

できる。まず，不可逆的阻害にCa2十を必要と

することは，これら薬剤がCANPの活性部位，

恐らくはチオール基と反応することを示唆して

いる。他方，ここに得られた不可逆的失活は前

にのべた従来の結果とくいちがう様にも見える

が，これは次の様に説明できる。E－64および

その類縁体は酵素に結合した後，チオール基と

反応する速度がきわめて低いのであろう0その

ため，酵素反応測定用の混合液に加えると，可

逆的な阻害剤として作用するが，図3のように

予め阻害剤と酵素とを長時間反応させておけば

不可逆的阻害がみられるのである。

考　　　察

E－64およびその額縁体は筋ジストロフィー

症の進行を停止する目的で開発されてきた○そ
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の際仮定されたことは，筋ジストロフィー症が

細胞内プロテアーゼの無差別な作用に由来する

ということであり，したがってE－64およびそ

の類縁体の効果判定の基準の1つは，これら薬

剤がどれ程強く，またどの様な機構でプロテア

ーゼを阻害するのかということになる。

プロテアーゼの侯補としてわれわれは従来よ

りCANi）を想定し，これについての研究を行

ってきた。しかしながら，従来研究の対象とし

てきたm－CANP以外にFL－CANPが存在す

ることがMellgrenによって明らかにされ，さ

らにわれわれは昨年度の本報告書で，rCANP

はm－CANPの自己消化により形成される可

能性を指摘した。

本年度はさらにこれにつき詳細に研究した結

R，FL－CANPには少なくとも，FLl，fL2の2種

類が存在し，自己消化によりm→〝1→〃2の順序

で形成されることを明らかにした。一万m－CA

NPは自己消化によらなくても，Mn2十のよう

なェフェククーの添加により，〃M程度のCa2十

で活性化されるようになることを発見した。

これらの事実は，たとえ筋ジストロフィー症

の原因をCANPに求めるとしても，次の3通

りの説明が可能となる。（1）細胞内のCa2＋の

流入が無制御となり，細胞内がmM程度の

Ca2＋濃度となる結果，m－CANPが活性化さ

れる。（2）ェフェククーによるm－CANPの

活性化が無制御に行われる。（3）m－CANPか

ら〝－CANPへの変換が無制御に起る。これら

のうち，どれが妥当なのかは今後の研究により

明らかにしてゆく必要があろう。

一方E－64およびE－64－CはCa2＋存在下

でm－CANPを不可逆的に失活させることを，

本年度の研究で初めて明らかにすることができ

た0　このことはこれら阻害剤が過剰に活性化さ

れたCANPのみを失活させるであろうという

点では医薬として有望なものといえるであろ

う0　しかしながら，酵素活性測定用の反応液に

阻害剤を加えたのでは不可逆的失活がみられな

いという点に問題がある。すなわちE－64や

E－64－CのCANPに対する反応速度が低いた

め，活性測定中には不可逆的失活はほとんど起

らないのである。したがってこれら阻害剤の代

謝速度が速く，細胞内の滞留時間が短かけれ

ば，細胞内CANPに対する阻害効果は上らな

いという結果になってしまう。すなわち投与法

などとの関連で，細胞内滞留時間をどの様にし

て延ばすかが今後の大きな問題である。

もう1つの問題は，筋ジストロフィーを引き

起すのがCANPであると考えた場合，その無

制御な活性化が上記3つの可能性のうちのどれ

であるかである。E－64やE－64－Cの阻害作用

は従来mMのCa2＋存在下におけるm－CANP

のみについて研究されてきた。しかしながら，

rCANPやェフェクダーで活性化されたm－

CANPも候補の1つと考えられる以上，これ

らに対する阻害剤の効果も詳細に研究する必要

があるであろう。
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9．E－64－Cの心筋蛋白質分解に及ぼす影響

江　橋　節　郎＊

研究協力者　友　松　健　一＊　石　浦　章

小　浜　一　弘＊

は　じ　め　に

昨年度我々はE－64－Cが骨格筋蛋白質の分解

を抑制することを発表した1）。E－64－Cがin

Vitroで阻害するthiolproteaseは心筋にも

存在することが証明されているため，今回我々

はE－64－Cの心筋蛋白質の分解に及ぼす影響を

検討した。

方法および結果

正常なWistar系雄性成熟ラットの摘出心

耳を対象として，Fulksらの方法2）に従って，

遊離するtyrosine量を測定してE－64－Cの心

筋蛋白質の分解に及ぼす影響を推定した。tyrO・

Sineは心筋では合成も分解もされず，細胞内

のtyrOSine poolはmediumと速やかに平衡

する。したがって，CyCloheximideを用いて

tyrosineの再利用を阻止した場合，遊離する

tyrosine量は心筋蛋白質の分解量を反映する2）。

E－64－Cの濃度は骨格筋その他の実験で至適と

された範囲内の20′唱／mlとした。

1）まず，心耳蛋白質全体の分解量を推定す

る実験を行った。心耳を0．5mM cyclohexi－

mideを含むKrebs－Ringer液中で，95％02

－5％CO2混合ガスを通気しながら380Cに保

温，振過した。1時間のpre－incubationを行

って血液を洗浄し，細胞内のtyrOSinepoolを

＊東京大学医学部第一薬理学教室

＊＊国立武蔵療養所神経センター疾病研究第一部

表1チロシソ遊掛こ及ぼすE－64－Cの効果

Exp・No・　　Tyrosine release（nmoles／mg）

lIlr　　　　　　2hr

Or
▲
・
LnOC

C46E

1
　
2
　
3
．
4
　
1
　
2
、
3
　
4

0．319　　　　　　0．272

0．284　　　　　0．239

0．266　　　　　0．222

0．334　　　　　　0．295

0．230　　　　　　0．258

0．305　　　　　　0．233

0．135　　　　　　0．159

0．217　　　　　　0．238

Control O．300土0．027　0．257±0．028

E－64－C O．221±0，063　0．222士0．031

m±S．D．

Xrebs－Ringer液と平衡させたのち，毎時遊離

するtyrosine量をUdenfriendらの方法3）に

従って測定した。その結果，心耳湿重量当り毎

時遊離するtyrosine量（nmoles／mg／hr）は

E－64－C群で一見少ない印象を受けた。しかし，

統計学的処理の結果，有意差は認められなかっ

た（表1）。

2）ついで，0′Haraらの方法4）に従って，

合成の速い蛋白質の分解を推定する実験を行っ

た。心耳を，1FLCi／mlの1．C－tyrOSineを含

み．Cycloheximideは含まないKrebs－Ringer

液中で4時間振塗し，11C－tyrOSineを取り込

ませた。次に，0．5mMcycloheximideを含ん

だErebs・Ringer液中に移し，1時間のpre－

incubationを行って細胞外の過剰なHC－tyrO－

Sineを洗浄した。その後毎時遊離する11C－ty－
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Ⅰ　酵素レベルでの効果

表2　日C一チロシソ遊離に及ぼすE－64－C（20／唱／ml）

の効果

Exp．No．　1－C－tyrOSine release（Cpm／mg）

lbr　　　　　　2br

Or
・
●
LnOC

C46E

1
　
2
　
3
　
4
　
1
　
2
　
3
　
4

1

　

7

　

2

　

2

　

1

　

4

　

0

　

4

5

　

4

　

4

　

6

　

5

　

7

　

0

　

7

5

　

5

　

5

　

3

　

3

　

3

　

3

　

2

317

282

389

151

188

150

61

60

Contro1　　　　　　520±115　　　312土109

E－64－C　　　　　　　394土68　　　222土38

m土S．D．

表3　日C－テロシソ遊離に及ぼすE－64－C（20JJg／ml）

の効果

Exp．No．　　HC－tyrOSine release（Cpm／mg）

lhr　　　　　　2hr

OrtnOC 1
　
2
　
3
　
4
　
1
　
2
　
3
　
4

4

　

6

　

3

　

1

　

0

　

9

　

3

　

0

8

　

7

　

3

　

5

　

4

　

2

　

4

　

6

■

4

　

7

　

6

．

4

　

4

　

3

　

5

　

4

6
　
7
－
　
9
　
2
　
6
　
2
　
2
　
1

7
－
　
3
　
7
　
1
　
4
　
8
　
9
　
8

2
　
5
　
3
　
2
　
2
　
1
　
2
　
2

O

 

C

r

　

一

t

　

4

n

　

6

〇

　

一

C
 
E

586土129　　　351土122

443±76　　　250土43

m土S．D．

rosineのisotope量を測定した。その結果，

心耳湿重量当り遊離するisotope量（CPm／mg

／hr）は，第1回実験ではE－64－C群で有意な

低値を示した（表2）。しかし，第2回および

第3回実験では明らかな差は認められなかった

（表3および4）。

3）さらに，14C－tyrOSineの取り込み効率

が個体により異なる可能性を考慮して，取り込

まれた量に対する遊離する量の割合を検討する

実験を行った。心耳を2分割し，一方はさきの

0′Haraらの方法4）に従って，毎時遊離する

14C－tyrOSineのisotope量を測定した。他方

はpre－incubation終了までさきの0′Haraら
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表4　日C－チロシソ遊離に及ぼすE－64－C（20J唱／ml）
の効果

Exp．No．　1．C－tyrOSine release（Cpm／mg）

lbr　　　　　　　2br

OrtnOC

C46E

1

　

2

　

3

一

4

　

1

　

2

　

3

．

4

377　　　　　　　144

427　　　　　　　200

531　　　　　　241

533　　　　　　　266

386　　　　　　　225

580　　　　　　366

555　　　　　　　261

505　　　　　　　259

Contro1　　　　　　467土67　　　212土46

E－64－C　　　　　　　506土75　　　278土53

m±S．D．

表51－C－チPシソ遊離に及ぼすE－64－C（20／唱／ml）
の効果

Exp．No．　　　　　HC－tyrOSine release（％）

1br　　　　　2hr

1

　

2

　

3

　

4

　

1

　

2

　

3

　

4

0
　
　
　
　
　
　
　
　
　
C

r

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

一

t
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
4

n
　
　
　
　
　
　
　
　
　
6

C
。
　
　
　
L

2
1
3
1
7

6
06
0
5
8
1
2

4
お

6
5
3
5
4
3
4
4

0
2
0
1
4
5
2
0
5

3
0
7
4
6
5
2

4
3
2
3
2
2
2
2

Contro1　　　　　　5．09土0．88　3．17土0．56

E－64－C　　　　　　　　4．12土0．21　2．40土0．19

m土S．D．

の方法4）に従い，その後心耳を10％TCA中で

homogenateとし，遠心分離後得られるTCA

insolubleな蛋白質中のHC－tyrOSineのisotope

量を測定した。その結果，前者の後者に対する

割合（％）はE－64－C群で一見小さい印象を受

けた。しかし，統計学的処理の結果，有意差は

見出せなかった（表5）。

考　　　察

今回我々の行った実験は正常ラットを対象と

して，E－64－Cの濃度を20FLg／mlに限定した

ものである。この条件下ではE－64－C群と対照

群との間には有意差を見出せなかった。あるシ
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リーズの実験で有意の結果だ得られたが，その

後実験条件をより厳密にして再検討したとこ

ろ，有意性を確認することはできなかった。最

初の実験の有意性は全く偶然の統計的産物とも

考えられなくはないが，他方，我々が研究方法

を吟味してゆく過程で，重要な条件を無意識に

落してしまっている可能性もある。今回のよう

な例は，病的状態の動物を扱う場合にしばしば

経験されることであり，そのまま見過してしま

ってよい事かどうか根本的な反省を要する問題

である。このような観点をも含めて研究計画の

再検討を行いたい。今後は，さらに条件を吟味

しながら，例数を重ねて検討する必要がある。
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10．筋ジストロフィーハムスターにおけるチオール性

カテプシンの活性に対するE－64投与の効果

勝　沼　信　彦＊

研究協力者　木　南　英　紀＊　磯　見　和　秀＊

はじめに

昨年E－64の生体内動態を3H－E－64を用い

て追跡した結果，肝，腎においては，E－64は血

中から速やかに細胞質を遊離の形で通過して，

リソゾームの中へ主としてpermeationで運ば

れることを明らかにした1）。しかし，E－64の

骨格筋への移行率は肝，腎に比べ低かった。一

方，筋ジストロフィーチキンでは，チオール性

カテプシソであるカテプシソBおよびHの活性

が筋で上昇していること，E－64の長期投与に

より筋のカテプシソ活性を正常動物レベルまで

は抑制できるが，身体機能の回復はみられない

ことを報告してきた2）。

本年は筋ジストロフィーハムスターの大腿

筋，心筋と肝臓におけるチオール性カテプシソ

活性およびその内在性インヒビターの活性レベ

ルの変動とそれらに対するE－64の投与効果に

ついて検討した。

実験材料および方法

筋ジストロフィーハムスター（BIO14．6）は

6遇令および8週令を用いた。動物は2群に分

け，一方には6週令ではE－64－aを40mg／

kg，1週間腹腔内授与し，8遇令では，7週間

各種E－64類縁体を70mg／kg連日投与し，そ

れぞれ7週目および15週日に動物を殺した。他

の群はE－64無投与で，同じく7週目および15

＊徳島大学医学部酵素研究施設酵素化学部門

週目に動物を殺した。対照動物としては同週令

のFIBを用いた。動物はいずれも大正製薬より

供して頂いた。大腿筋，心筋，肝を分離し，4

倍量の0．25M庶糖でホモゲナイズした後，

10，000×g，20分間遠心し，その上清を用いて

チオールプロテアーゼインヒビター，アルドラ

ーゼ，乳酸脱水素酵素を測定した。沈澱画分

は，0．2％トリトンⅩ－100を含む0．05Mリン

酸バッファーpH6に懸濁し，もう一度軽くホ

モゲナイズした後，10，000×g，10分間遠心し，

その上清を用い，各種カテプシソ活性，酸フォ

スファクーゼ，β－ガラクトシダーゼ活性を測定

した。各種のアミノ酸ナフチルアミド基質は

Barrettの方法3）で，酸フォスファターゼは

Igarasbiらの方法4）で，β－ガラクトシダーゼは

Ⅹ01dovskyらの方法5），チオールプロテアーゼ

インヒビターは木南らの方法で6），乳酸脱水素

酵素およびアルドラーゼはNADHの減少速度

から測定した。

結果および考察

ジストロフィーハムスター大腿筋におけるリソソ

ームチオールプロテアーゼとそのインヒビター活性

15遇令ジストロフィーハムスター（BIO14．6）

と対照動物（FIB）の大腿筋の各種酵素活性が

図1に示されている。リソゾームのチオールカ

テプシソ（カテプシソB，H，L）を特異的に測

定できる基質はないので，各種のアミノ酸－2－

ナフチルアミド（－NA）を用いた測定結果が示

されている。Z－アルギニルーアルギニソー2－NA
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Ⅰ　酵素レベルでの効果

Valuesareexpressedasmeans±standarddeviationoflOhamsters　　　　⊂＝コN。rmaI

臣≡ヨDystrophic

図1正常およびジストロフィーハムスター大腿筋における諸酵素の活性

は主としてカテプシソBを，Bz一アルギニソー2－

NAはカテプシソBおよびH両者を，Suc－チロ

シルーメチオニンー2－NAはカテプシソLおよび

カテプシソBを測定している。グリシルーアル

ギニソー2－NAはカテプシソCに特異的な基質

である。15週令では，対照動物に比し，リソゾ

ームのチオールプロテアーゼ活性は著明に上昇

している。それほどの基質を用いても観察され

る。しかし，他のリソゾーム酵素，酸フォスフ

ァクーゼの活性上昇がみられない。もう一つ，

着目すべきことはチオールプロテアーゼインヒ

ビターの活性上昇であり，ジストロフィー動物

で約2倍の上昇が認められる。細胞質の他の酵

素，アルドラーゼやLDHの活性はむしろジス

トロフィー症で減少傾向がみられ，細胞質のタ

ンパク量も減少していないことから，このイン

ヒビターレベルの上昇はかなり特異的であるこ

とを示唆する。

チオールプロテ7－ゼの活性上昇に対するE－64の

投与効果

生後8週目から7週間連日E－64類縁体を70

mg／kg，1日1回腹腔内投与し，最終投与後24

74

時間目に動物を殺し，大腿筋中の各種プロテア

ーゼ活性を測定した。E－64無投与群との比較

した値が図2に示されている。E－64に感受性

の高いカテプシソBの有意の活性阻害が認めら

れるが，Ep－453を除き，対照動物のレベルま

では阻害されてなかった。ここには示されてい

ないが，チオール非依存性のその他の酵素活性

には全く影響がなかった。Ep－453は長期投与

により，弱い毒性効果がみられるが，カテプシ

ソに対する阻害効果が大きく，有効な薬剤とし

て期待できる。

7遇令の筋ジストロフィーハムスターの鼠　心筋，

肝におけるプロテアーゼ活性とE－64の投与効果

15週令のジストロフィーハムスターでは，カ

テプシソB，H，Lの4～5倍の上昇がみられる

が，もっと若い時期ではどうか，また骨格筋以

外の臓器，心筋や肝でも同じようにプロテアー

ゼ活性に変動があるかどうかを調べた。表1に

示すように，骨格筋および心筋ではカテプシソ

活性の上昇が認められるが，15遇令に比べ上昇

率は低い。リソゾームの他のマーカー酵素酸フ

ォスファクーゼ，β－ガラクトシダーゼの活性は
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図2　ジストロフィーハムスター大腿筋のリソゾームプロテアーゼ活性に対する

E－64およびその類縁体の投与効果
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Ⅰ　酵素レベルでの効果

表1　7遇令ジストロフィーハムスター諸臓器のリソゾームプロテアーゼ活性に対する

E－64－aの投与効果

FIB Dystrophic I）ystrophic＋E－64－a

MllSCle

Catbepsin H（B）

Cathepsin：B

Cathepsin L（B）

Cathepsin C

Acid－P－aSe

TPI

Heart

Catbepsin H（B）

Cathepsin B

Cathepsin L（B）

Cathepsin C

Acid－P－aSe

TPI

Liver

Catbepsin H（B）

Cathepsin B

Cathepsin L（B）

CathepSin C

Acid－P－aSe

TPI

14．7士2．6

26．6土6．1

45．1±17．4

989土153

174土13

190土5

77．1土1．7

150土6

254土16

976土91

396土36

209±17

283土27

550土50

856土52

14200土1700

1180土70

369土39

mU／g tissue

30．6土6．6

64．8土7．4

94．6土13．5

909土125

183土15

379±67

164土36

231士26

436士82

2320土580

415土42

216土20

525士38

1070±100

1660±150

13700土900

1430土180

493土36

17．9士1．6

39．2土4．8

74．4土11．5

943±121

187士20

359土28

136土14

205土11

260土34

1950土150

398土17

198土33

298土35

517士63

646土156

11100土2400

1330土190

429±31

TPI：ThioI proteinaseinhibitor

15週令同様，活性増加はみられない。チオール性

めジアミノべプチダーゼ活性を示すカテプシソ

Cは骨格筋では活性の増加は認められないが，

心筋では約2倍活性が上昇している。チオール

プロテアーゼインヒビターは，骨格筋は15遇令

同様2倍活性が上昇しているが，心筋では有意

の増加はない。ジストロフィーハムスターにお

けるこの内因性インヒビターレベルの増加がカ

テプシソ活性の上昇に対する負の調節因子とし

て働いているのか，今のところ全く証拠はな

い。ジストロフィー症の標的臓器ではない肝臓

でもプロテアーゼ活性が上昇していることは注

目に値する。15遇令でも同様の活性増加が認め

られるが，骨格筋のような著明な増加はない。

6週令のジストロフィーハムスターにE－64－

aを1週間連続投与し，最終投与後24時間目に

動物を殺し，各種臓器のプロテアーゼ活性を測

定した結果が表1の一番右の閥に示されてい
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る。以前の報告2・7）通り，肝臓ではジストロフ

ィー症におけるプロテアーゼの活性増加は正常

レベルまで抑制されているのに対し，骨格筋，

心筋では抑制は認められるが，部分的である。

とくに心筋ではE－64の阻害効果は弱い。筋ジ

ストロフィーハムスターでは，ジストロフィー

チキンのフリップテストのような身体機能を簡

単に測定できる方法はない。動物を傾斜板にの

せ，何度までもちこたえられるかを指標にし

て，身体扱能を知ろうとする試みを大正製薬の

花田らは行っており，前記の7週間E－64を投

与した動物と無投与動物について，この方法で

比較したところ全く差はみられなかったとい

う。この結果は，昨年のジストロフィーチキン

にも長期に渡りE－64を投与した結果とよく一

致しており，骨格筋のプロテアーゼ活性の抑制

は認められるが，身体枚能の改善はみられない

と結論づけちれる。しかし，E－64の投与を開



10．筋ジストロフィーハムスターにおけるチオール性カテプシソの活性に対するE－64投与の効果

始した時点ではジストロフィー症は発症してお

り，リソゾームプロテアーゼの活性もすでに上

昇しているので，もっと初期よりE－64を投与

し，効果判定をする必要があると考えられる。

文　　　献

1）Hashida，S．，Ⅹominami，E．，＆Katsunuma，
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11．筋ジストロフィーチキンにおける

筋ガングリオシドの代謝に関する研究

官　武　　　正＊

研究協力者　挺　美　智　至＊　官　谷　信　行＊

山　田　剛　道＊＊有　賀　敏　夫＊＊

はじめに

チキン筋のガングリオシドは構造の特異なも

のが多く含まれていたが，その大部分のものは

構造が明らかとなってきた1・2）。著者らは，こ

れまで筋ジストロフィーチキンを用いて，筋ガ

ングリオシドを正常と比較検討し，ジストロフ

ィー筋では　GM3　ganglioside　を始め，大多

数のガングリオシドの増量が認められた2）。今

回は，このガングリオシド増加の撥序を明らか

にする目的でGM3　gaglioside　の分解酵素で

ある　GM3　ganglioside sialidase　の測定法

を確立し，筋ジスチキンを正常と比較検討する

と共に，E－64投与の効果についても検討した。

材料および方法

鶏前胸筋をホモジネートし，酵素液として用

いた。GM3gangliosideはウシ副腎10kgよ

りI．edeenら3）の方法で分離精製して得た。こ

れをSchwarzmannらの方法でSphingosine

部分をトリチウムラベルして基質として用い

た。

GM3　ganglioside sialidase　活性測定法は

以下のごとく行った。すなわち，〔3H〕GM3gan－

glioside，8FLg；SOdiumtaurocholate，120FLg；

enzyme，10－100FLgprOtein／50FLl，0．1Ncit－

rate phosphate buffer（50FLl）を加え370C，

＊新潟大学脳研究所神経内科

綿東京都臨床医学総合研究所

6時間incubateする。これに5FLg CDHを

含むChloroform－methanol（2：1，V／V）500

〃1を加え，FoIchの分画を行う。さらに下層

を全て薄層クロマトプレートにつけ，CDHに

相当するシリカゲルをかき取り，〔3H〕GM3

gangliosideが分解して生じた〔3H〕CDHをシ

ンチレーションカウンターで測定する。

結　　　果

（1）筋のGM3ganglioside sialida5e

筋GM3ganglioside sialidaseの至適pH

は4．8，酵素反応は6時間まで直線的に進行し，

また酵素量を変えて測定すると，蛋白400〝g／

100Jllまで反応は直線的に進んだ。ディターゼ

ソトの効果を調べた結果，taurOCbolateが最

も有効で，またその至適濃度は120／Jg／1∝）〝1

であった。以上より，方法に記載したごとく，

筋におけるGM3ganglioside sialidase活性

測定法を確立した。

但）正常およびジストロフィーチキンにおける　GM】

g8mglioside8ialidaSeおよびglycosidase活性：

表1のごとくGM3gangliosidesialidaseの活

性は，ジストロフィーチキン筋で約2倍の増加

を認めた。Glycosidaseのうち，a－glucosidase

のみ正常値を示したが，他は全て3－10倍の増

加を認めた。

（3）筋glyeosidase活性に対するE－64の効果

E－64投与によるglycosidase活性に対する

効果を調べた結果，表1のごとく，測定した全

てゐglycosidaseで変化を認めなかった。
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Ⅰ　酵素レベルでの効果

表1チキン筋におけるglycosidase活性

α－Man． α－Fue．

Control

（n＝11）＊＊＊

Dystrophy

（n＝22）

Treated dystrohy

P．0．E－64－C

（n＝4）

Treated dystrophy

E－64－C150mg／kg

（n＝20）

Treated dystrophy

E－64－C300mg／kg

（n＝21）

5．68

（1．39）

4．70

（1．27）

7．22

（2．35）

8．06

（1．74）

3．97

（1．45）

2．90

（0．58）

5こ30

（1．94）

5．13

（1．37）

16．6

（2．46）

13．6

（1．34）

16．7

（3．28）

17．7

（3．81）

4．90

（2．02）

5．28

（0．59）

5．17

（1．53）

6．03

（1．29）

4．60

（1．41）

4．00

（1．15）

5．00

（2．18）

5．71

（1．43）

103．8

（27．3）

73．5

（18．8）

122．9

（32．8）

111．4

（26．7）

＊　activity：nmOles／mg protein／hr

＊＊（　）：Standard deviation

＊＊＊（n＝）：number of samples

考　　　察

我々は，筋ガングリオシドをジストロフィー

筋と正常筋で比較検討した結果，ほとんど全て

のガングリオシドがジストロフィー筋で増加し

ていた。この増加の按序として，これらのガン

グリオシドを含む膜系の増加，これらのガング

リオシドの合成の克進または分解の低下が想定

された。そこで今回我々は，チキン筋で最も含

量の多いGM3gangliosideの分解酵素である

GM3　ganglioside sialidase　について検討し

た。この酵素活性は，ジストロフィー筋ではむ

しろ増加が認められた。

したがって，ジストロフィー筋におけるガン

グリオシド増加の機序として，分解の低下は否

定された。

またE－64－C投与により，GM3　gangliosi－

desialidaseおよび他のglycosidaseの活性に

は変化がなかった。

筋ジストロフィーにおける筋ガングリオシド

80

の増加の枚序としては，前述のごとく合成克進

またはガングリオシドの含量の大きい膜成分の

増加が考えられるが，これは今後に残された問

題である。
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12．初代培養肝細胞の蛋白代謝に及ぼす

ロイぺプチンとE－64の影響

市　原

研　究　目　的

我々が用いているネズミ肝実質細胞の初代培

養系は肝臓の多様な機能をよく再現し，また種

々のホルモンにも応答する1）。この系を用いて

肝細胞の蛋白ターンオーバーを検討し，培地ア

ミノ酸の豊富な時には細胞は蛋白合成が促進し

て種々の血清蛋白を合成分泌するが，アミノ酸

が欠乏すると分解に憤き，多くのアミノ酸が培

地に放出されることを見出した2）。その種類と

量は肝蛋白の平均含量とよく煩似しているので

肝蛋白の分解を直接反映している。この様な系

に対する蛋白分解酵素の阻害剤であるE－64や

ロイペプチソの影響を検討し，ロイべプチソは

肝蛋白分解を60％程度阻止することを示した

が，同時にこの細胞にヘモグロビン（Hb）水解

活性を誘導することを見出した3）。E－64にはこ

の作用は無い。今回はこの誘導された酵素の性

質を明らかにすると共に，他の肝機能に対する

E－64の影響を報告する。

方　　　法

肝細胞培養法はすでに報告した方法によっ

た2）。酵素活性はべブスタチソ存在下のHb水

解活性をAnson法で測定した3）。血清蛋白合

成は抗体を用い1），HC－ロイシンのとりこみで

測定した。細胞の蛋白合成もHC一ロイシンの

とりこみで測定した3）。グルカゴソの脱感作は

サイクリックAMP形成で測定した1）。

＊徳島大学医学部酵素研究施設酵素病理部門

明＊

表1　ラットの肝臓，腎臓にロイペプチンで誘導さ

れるHb水解活性

酵素活性

誘導前　　　誘導後

肝　　　　　臓

腎　　　　　臓

脾　　　　　臓

肺，筋，心，脳

〃gチロシソ／min／mg蛋白

0．6　　　　　　8．5

3．1　　　　11．2

0．2　　　　　0．9

＜0．1　　　　＜0．4

結果および考察

1）ロイぺプチンで誘導されるHb水解活性の同定

培養細胞での誘導では量が少ないのでラット

にロイペプテンを5mg／100g体重で4日間投

与すると肝臓と腎臓の活性が著明に増加した

（表1）。腎臓には誘導前にも相当の活性が認

められるが，これが誘導される酵素と同じか否

かは今後の検討によらねばならない。

肝臓の酵素をpH3・5処理，lMNaCl処理，

硫安分画，クロマトフォカシソグ，セファデッ

クスG－75，ホスホセルロースカラムクロマト

グラフィーを用いて単一蛋白に迄精製した。分

子量は20，000のモノマーである。ホスホセル

ロースカラムのクロマトグラフィーからの0．8

MNaClによる溶出では0．3Mにわずかと0．

55Mに大部分の活性が認められた。この溶出

パターンは培養細胞の誘導酵素の場合とよく一

致している4）。

この方法でカテプシソH，Bとは明らかに異

なることが示されたが，後者の画分はカテプシ
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Ⅲ　細胞・組織レベルでの効果

表2　ロイベプチソで誘導されたHb水解酵素の

性質

添加物　　　　　濃度　　　酵素活性（％）

MnC12　　　　　　1mM

EDTA　　　　　　　　5

2一メルカプト
ェクノール　5

DFP I

PCMB O．2

べブスタチソ　　　　0．1／唱／ml

pイペプチソ　　　　0．1

キモスクチソ　　　　0．1

E－64　　　　　　　　　　0．1

0
　
9
　
7
　
　
5
　
　
8
　
7
　
0
　
4
　
6
　
9

0
　
0
　
1
　
　
9
　
　
9
　
　
　
　
0
　
5
　
6
　
6

1
　
1
　
1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

ソLに一致した。しかしMn2十による阻害が

なく，EDTAやSH還元剤による活性化がな

いこと，また種々の酵素を分解しないこと等明

らかにL一タイプとは異なる（表2）。べブスタ

チソで阻害されないことはD一タイプでないこ

とも示している。しかしPCMBやロイべプチ

ソ，E－64で阻害されることはこの酵素がチオ

ール性であることを示している。この酵素はリ

ソゾームに局在しているが，誘導されるとミク

ロソーム以外の種々の画分に広く分布する様に

なった4）。このことはリソゾームの膨大化とそ

の膜の弱くなったことによると思われる0

以上の結果からこの誘導酵素は従来知られて

いるリソゾーム系の酸性チオールプロテアーゼ

とは性質の異った酵素であることが明らかとな

ったが，この酵素の誘導機構については蛋白合

成を伴った枚構を考えねはならず，性質が頬似

していることからカテプシソLの前駆体の可能

性も考えられるが，その詳細は不明である。ま

たその生理的意味もよくわからない0

2）肝機能に対するE－64の影響

初代培養肝細胞は種々の血清蛋白を合成分泌

するが1），一部は再度肝臓にとりこまれリソゾ

ームで分解されると考えられている。

そこで種々のプロテアーゼ阻害剤をこの系に

加えれば分泌蛋白の蓄積がおこる可能性が考え

られる。しかしこの系にロイべプチンやE－64

を添加してもその分泌量にはあまり影響を与え

なかった（表3）。血清蛋白の代表的なものの
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表3　プロテアーゼイソヒビターの血清蛋白合成

に及ぼす影響（6時間）

蒜芯整諾繁盛
無添加　　　　　260　　　185　　　12・4

ロイべプチソ　　239　　　　152　　　11．5

鍔琵言＿　211　172　11・8
ペブスタチソ　　　203　　　　151　　　12．3

E－64　　　　　　　207　　　　161　　　12．3

一つであるリボ蛋白についても検討したが，こ

の量にもプロテアーゼ阻害剤の影響は見られな

かった。また細胞内蛋白の合成に対しても大き

な影響はなかった。

用いた阻害剤の濃度の検討も必要ではある

が，現在の実験条件では分泌された蛋白が肝臓

にとりこまれていない可能性が強い。

この事はこれら血清蛋白が肝臓にとりこまれ

るには血中や他臓器で何らかの修飾を受ける必

要があることを示唆している。

次に肝細胞とグルカゴソを長く接触させると

グルカゴソ作用の脱感作がおこる1）。これはレ

セプターやアデニレートサイクラーゼ系のイン

ターナリゼーショソとリソゾームによる分解に

ょると考えられている。そこで，E－64でこの

脱感作が阻害されるか否かをCAMP形成を指

標に検討したが（表4），脱感作を抑制する作

用は見られなかった。以上の結果はロイべプチ

ソやE－64は細胞内蛋白質のターンオーバーに

は影響を与えるが，血清蛋白のターンオー／て－

やアデニレートサイクラーゼ活性等には影響が

認められないことを示している。これが用いた

指標が適当でないのかターンオーバーがおそく

て実験時間では検出できなかったのかは今後の

表4　グルカゴン脱感作に及ぼすE－64の影響

細　　胞
CAMP形成（Pモル／5分）

E－64無添加　E－64添加

未処理　　　　　　　　395　　　　　348

グルカゴソ処理　　　　　75　　　　　　45

細胞はグルカゴソ（10‾TM）で12時間処理した。

E－64は50／Jg／ml添加。


