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ま　え　が　き

今回お手許にお届けする報告書は，第4年次，すなわち昭和57年4月より58年3月の問の研究成

果に関するものである。

研究の発展の上からいっても，この第4年次は種々の意味で画期的な年であったといえよう。ま

ず第－にE－64芙百線体のうち，臨床的に使用するに最も適した薬剤および投与法として，E－64－C

のエチルエステルであるE－64－dを経口投与することがほぼ確立された。事実動物に混餌投与され

たE－64－dは体内ですべてE－64－Cに変換され，その効果は皮下にミニポンプを用いてE－64－Cを

連続授与したものに匹敵あるいは陵駕するものであった。

第二には，前年度の研究で有用性の認められたジストロフィーハムスターについてプロジェクト

研究を行い，E－64－CおよびE－64－dの効果を，種々の臓器につき，種々の面から検討した。その

結果は本報告書の中にまとめられているが，モデル疾患動物につき治療効果が確認できたことは特

筆すべきである。

第三には，本年度より念顕の第一相臨床試験が開始されたことが挙げられる。これは福原幹事の

肝煎りもあって，慈恵会医科大学の宮原正教授ならびに下条貞友講師以下宮原内科の諸先生の深い

御理解と並々ならぬ御協力によって可能となったのであった。結果は本文中に示さているが，期待

以上の成果が得られたものと考えている。

その他の基礎研究も昨年に引き続き着実な成果を挙げている。本研究はいわゆる目的指向的研究

であることは云うをまたないが，その背骨を形成するのは基礎研究であると信じているので，今後

もこれを継続してゆくつもりである。

おありに本研究に種々御援助を賜った厚生省薬務局の方々，これをうけて研究に邁進された班員

の皆様，第一相臨床試験に絶大な御協力を賜った上記宮原教授ならびに宮原内科の先生方，そして

班の運営につき細部に亘って御助力頂いた大正製薬開発部の方々に心からの感謝を捧げるものであ

る。

昭和58年3月 班を代表して

今　掘　和　友
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1．E－64－d製造法の検討
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日　　　的

昨年度我々は，生体内利用性向上を目指し

E－64－CのprOdrug化を検討した結果，E－64

－Cのエチルエステル体であるE－64－dが，ラ

ット腸管からの吸収性が優れており，経口剤と

しての開発の可能性が示唆された1）。さらに，

また筋ジストロフィーハムスターを用いた薬効

試験においても，その有用性が明らかになって

きた2）。

そこで我々は，E－64－d実用化のため，工業

的規模でより実用性の高い製造法の改良検討を

行うことにした。

E－64－dはE－64－Cの合成中間体であるた

め，既報の方法3）により工業的規模で製造可能

である。しかしながら，その活性基であるL－

トランスーエポキシコハク酸（以後L－t－ES　と

略す）の生産効率をあげることは，今後化合物

の製品化を進めていく上で極めて有用である。

我々は，既に報告したように，D一酒石酸より

立体選択的に合成する方法およびデヒドロアビ

ェチルアミンによる光学分割によるLTt－ES製

造法を一応確立した4）・5）。しかしながら，合成

法においては，原料であるD－酒石酸が高価であ

り，しかも大量を安定確床することが困難であ

るという問題点も残されていた。一方，光学分

割法においても，分割剤であるデヒドロアビェ

チルアミンが，大規模での作業効率が悪いとい

＊大正製薬株式会社総合研究所

う物性面での欠点に加えて，L－トESの水溶性

が高いため溶媒抽出が困難であるなど，工業的

規模ではさらに改善すべき問題点も指摘されて

きた。

今年に入り，合成原料としてD一酒石酸塩が国

内で比較的安価に入手可能になってきた。我々

はこの塩に着目し，これを原料としたL－t－ES

製造法ならびにその工業適性の検討，さらに

は，デヒドロアビェチルアミンに代わりうる実

用性のより高い分割剤の開発をも併せ検討し，

E－64－dの工場規模における製造法の改良を行

ったのでここに報告する。

材料および方法

1．D一酒石酸塩類のエステル化

D－酒石酸のナトリウム・アソモニウム塩およ

びナトリウム・カリウム塩（昭和化工㈹）を使

用した。D一酒石酸塩のェチルエステル化は，常

法に従い図1に示すような方法で，種々の濃度

の硫酸を触媒として加え，エタノール中で加熱

還流して行った。

2．光学分割法によるレトランスーエポキシコハク

酸の製造

レアルギニソ，レリジンは市販品を用い，レ

フェニルアラニソエチルエステルはJ．P．

Greensteinら6）の方法により合成した。また，

DL－t－ESはG．B．Payne　ら7）の方法に従って

フマール酸より合成した。上記アミンを分割剤

として，L－t－ES　とのジアステレオアイソマ一

塩を形成し分割する方法4）に準じ，DレトESの

9



I E－64類縁体の開発

H2SO4 H2SO4

Ⅹ＝NH40rK

図1Ⅰ卜酒石酸のエステル化

表l D一酒石酸塩類のェスチル化
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光学分割法を検討した。L－t－ESとレアルギニ

ンとのジアステレオアイソマ一塩より直接L－t

－ES－ジェチルエステルを得る目的で，硫酸触

媒を用いる方法を検討した。

結　　　果

1．D一酒石酸塩類のエステル化

先ず，エステル化反応の触媒である硫酸の適

量を，D－酒石酸ナトリウム・アンモニウム4水

和物を用い検討した。得られたジェチルエステ

ルは，純度の点でははば満足できるものであっ

たが，表1に示すように，最高収率の場合（硫

酸1．7当量）でも70．2％と，遊離のD一酒石酸

を原料にした場合より低収率であった。これは

原料に含まれる多量の結晶水によるものであろ

うと思われたので，あらかじめ50～600Cで真

空乾燥し，ほとんどの結晶水を除去した後使用

した。その結果，表1に示すようにナトリ　ウ

10

ム・アンモニウム塩およびナトリウム・カリウ

ム塩のいずれからも，遊離の酒石酸を用いた場

合とほぼ同等の収率でェチルエステルが得ら

れ，その純度も満足できるものであった。

2．光学分割法によるL－トランスーエポキシコハク

酸の製造

これまでの経験をもとに，L－フェニルアラニ

ンエチルエステル，L－リジンおよびL－7ルギ

ニソに焦点を絞り新たに検討した。その結果，

表2に示すようにレフェニルアラニソエチル

エステルはジアステレオアイソマ一塩の結晶化

が困難であり，また，レリジンの場合は分割能

が低いため実用不可能であったが，レアルギニ

ンは結晶性塩が得られ，しかも得られたt－ES

の純度も高く，既に報告したL－7ェニルアラニ

ンアミドおよびデヒドロアビェチルアミンと比

較しても，コストおよび作業効率の両面で優れ

ていると考えられるので，さらに，塩形成の諸



1．E－64－d製造法の検討

表2　DL－トラソスーエポキシコハク酸の光学分割

Salt t－ES

Yield（％）　　　［α］D

ResoIving agents SoIvent

L－Phenylalanine ethylester MeOH

LTLysine　　　　　　　　　　　　75％MeOH

レArginine　　　　　　　　　　　　　　　　〟

L－Phenylalanine amide　　　　　　95％MeOH

Dehydroabiethylamine　　　　　　90％Acetone
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表3　レアルギニンによるDレトラソスーエポキシコハク酸の光学分割

Exp・憲票憲　soIvent
Salt L－t－ES

Yield（％）　　Yield（％）　［α］D

0verall

yield（％）

75％MeOH　　　　75．0　　　　　　52．0　　　＋1180　　　　39．0

〝　　　　　　　　69．0

80％MeOH　　　　91．0　　　　　　49．5　　　＋1210　　　　45．0

表4　DL－トランスーエポキシコハク酸のレアルギニソによる大量分割

A．Preparation of salt

DL－t－ES（g）　　　　　　L－Arg（g）　　　　　　SoIvent
Yield（g）　　　　［a］D

66．05　　　　　　　　　87．10　　　　　　　80％MeOH　　　　　　73．1　　　　　＋51．60

B．Isolation

Salt（g）
L－t－ES

Extraction

Yield（g）　　　［α］D Overallyield

73．O Acetone－Ethylacetate　　　　　　　　20．9　　　　　＋122．20　　　　63．3％

条件を検討した。

表3に示すように，DL－t－ESと分割剤の比は

1：1（モル比），80％メタノールを用い，結晶

を析出させる条件が最も良い成績を示した。

同条件下で約50倍のスケールで行った分割結

果を表4に示す。

塩からL－t－ESを単離する際，L－t－ESの水

溶性が高いため工業的規模では抽出効率が悪か

ったが，水屑を塩化ナトリウムで飽和後，抽出

溶媒としてアセトンー酢酸エチル（7－3）混

液を用いることにより顕著に改善された。この

結果はL－アルギニソがデヒドPアビェチルア

ミンよりも優れていることを示している。

一方，レアルギニソとし－t－ESのジアステレ

オアイソ了一塩から直接エステル化が可能であ

るならば抽出工程が省け，作業効率および収率

の両面での大幅な改善が可能になると考えられ

る。かかる理由より，塩から直接エステル化を

試みたところ，触媒として硫酸を塩に対して3

当量使用することにより成功し，図2に示すよ

うに通算収率が大幅に上昇し，得られたL－t－ES

－ジェチルエステルの純度も高く，ほぼ満足の

いく結果が得られた。

考　　　察

これまで我々は，E－64－dの主原料として用

いるL－t－ESの合成法に関し，2通りの方法に

ついて報告してきた。この方法により工場レべ

11



I E－64煩縁体の開発

95．5％
HO－ES・OH

（DL）

76．6％　　　　1）
EtO・ES・OEt

HO－ES－OH

（L）

ES：H＼C－C／CO一

・OC′＼0／ヽH

図2　いトランス一㌧コニポキシコハク酸ジェチルエステルの合成法

ルの製造を検討するにつれて，さらに改善しな

ければならない問題も新たに喚起されてきた。

その一つは立体選択的合成法による場合で，

原料であるD－酒石酸にコストおよび供給面で

問題が残っていた。そこで国内で安価に得られ

る酒石酸ナトリウム・アンモニウム塩に着目

し，これを用いて製造法を再検討した結果，大

幅なコストダウンに成功した。すなわち，この

塩を用いL－トランスーエポキシコハク酸ジェ

チルェスチルを高収率で得ることができた。一

方，既報のDL－トESの分割剤であるデヒドロ

アピェチルアミンに代わりうる分割剤の検討を

進めた結果，作業性の良いレアルギニソが実用

面から優れていることが明らかになってきた。

しかもL－アルギニソの場合，L－t－ESとのジ7

ステレオアイソマ一塩を直接エステル化するこ

とが可能であることがわかり，レトランスーエ

ポキシコハク酸ジェチルエステルの通算収率が

飛躍的に上昇した。

現在その工場適性に関しさらに改良検討を進

めているところである。

結　　　語

E－64－dの主原料であるL－t－ESの製造法に

ついて改良検討した。この結果，以下の点で改

良が可能となり生産効率および製造コストの面

で大幅に改善することができた。

1．立体選択的合成法において，安価で安定供

給ができるD一酒石酸ナトリウム・アン㌧モニウ
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（L）

Overallyield（％）

1）73．2

2）49．4

ム塩4水和物を，D－酒石酸の代わりに出発原料

として用いることが可能となった。

2．光学分割法において，分割剤としてレア

ルギニソをデヒドロアビェチルアミンの代わり

に用いることにより，操作上の問題点が改善さ

れた。

3．L－t－ESのレアルギニソとのジアステレオ

アイソマ一塩よりェチルエステル化で可能であ

ることがわかった。
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2．E－64－dの物理化学的性質

および製剤化の検討
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前報1）において，優れたプロテアーゼ阻害作

用を有するE－64－Cへ消化管粘膜透過性を賦与

するためのProdrug化を指向し，そのエチル

エステル体（E－64－d）が，実用的に有用である

可能性を示唆した。

本報の目的は，このE－64－dの消化管吸収性

における動物種差を調査する一方で，その構造

および物理化学的性質を明らかにし，さらに経

口剤として製剤化に必要な基礎的検討を行い基

本的な処方を確立することにある。

方　　　法

1．試料

E－64－dは著者らが合成したものを用いた。

その化学名，構造式，分子式，分子量を表1

に，また日本薬局方通則および一般試験法に従

って測定した各試験結果を表2に示す。

2．使用動物

犬はピーグル犬雌の体重約10kg，ラットは

Wistar系雄の体重約150gおよびハムスター

はゴールテン系雄の体重約70gを，それぞれ

用いた。

3．赤外吸収スペクトル

本品約1mgに∴KBr約150mgを加え，乳

鉢で粉砕混合したものにつき，日本薬局方一般

試験法の赤外吸収スペクトル測定法の臭化カリ

＊大正製薬株式会社総合研究所

ウム錠剤法により測定した。

4．核磁気共鳴スペクトル

本品約0．01gに重ク。ロホルム0．4mlを

加えて溶かした液につき，テトラメチルシラン

を内部標準として200MHzの共鳴周波数で水

素核について0～10ppm　の範囲を掃引した。

5．質量スペクトル

本品をイオン化電圧20eV　イオン加速電圧

3．5KVおよびイオン源温度2900の条件で直接

導入法で測定した。

6．分配係数

本品約0．1gをとり　pH3およびpH6の

0．05Mリン酸緩衝液（イオン強度0．2）40ml

を加え，室温で1時間振塗する。この液をポア

サイズ0．45′上mのミリポアフィルターで炉過

する。この炉液10mlに，それぞれ酢酸エチ

ル，クロロホルム各10mlを加えた後，室温

で1時間振盟する。遠心分離した後，水相およ

び有機溶媒相中のE－64－d　の濃度を高速液体

クロマトグラフィー（HPLC）1）により測定し

た。

7．吸湿性

本品約0．5gを秤量ぴんにとり，デシケータ

中で24時間減圧乾燥した後，室温下相対湿度

44％（K2CO3飽和水溶液），65％（Mg（CH3

COOH）2飽和水溶液）および75％（NaCl飽和

水溶液）のデシケータ中にそれぞれ3週間放置

し，重量増加率（％）を測定した。

8．水溶液中での安定性

2％アセトニトリル含有の0．05Mリン酸緩
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I E－64類縁体の閑発

表1E→64－dの構造

ChemicalName　　　：Ethyl（2S，3S）－3［（S）－3－methyト1－（3－methylbutylcarbamoyl）

butylcarbamoyl］0Ⅹirane－2－Carboxylate

H＼／0＼／CONHCHCONHCH2CH2CH（CH3）2
／一一＼l

l15C200C H CHCH（CH3）2

Molecular Formula　：C17H3。N205

Molecular Weight　　：342

表2　E－64－dの性状，示性値および溶解性

AppearanCe　　　　　：Whitecrystalsorcrystalline powder

Melting point　　　　：125．5

Specific rotation　　：［α］iS，＋50．8（1％EthanoIsol・）

Solubility freely sol．in DMSO，Chloroform，methanol，ethanoI

SOlublein acetone，dioxane

Sparingly sol．in ethylacetate

slightly sol．in ether

practicallyinsol．inwater，n－hexane

衝液および塩化カリウム・塩酸緩衝液（pHl～

8，イオン強度0．2）を用い，本品の濃度10／Jg／

mlの溶液を調製する。この液を400に保存し，

E－64－dの経時残存率をHPLCl）によ　り測定

した。また，同様にして　pH8　の　Britton－

Robinson緩衝液中における安定性を300，400

および500で検討し温度依存性を調査した。

9．粉末状態での安定性

本品を無色透明のガラスぴんに入れ，室温，

加温（400，500の恒温器），加温・加湿（400相

対湿度75％の恒温恒湿器）および室内散光（300

～900ルクス）下に3カ月間保存し，残存率の

経時的変化をHPLCl）により測定した。

10．製剤の処方および安定性

表3に示すようにポリソルベート80の添加お

よび無添加の2処方で，日本薬局方製剤総則カ

プセル剤の製法に準じて，本品100mgを含有

する硬カプセル剤を製した。

処方1のカプセル剤を無色透明のガラスぴん

に入れ，粉末の場合と同様に保存して経時的変

化を観察した。

11．溶出試験

日本薬局方一般試験法・溶出試験法の第2法
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表3　カプセル剤の処方

per Capsule Quantities
Ingredients

Rp．l Rp．2

E－64－d lOOmg lOOmg

Polysorbate80　　　　　　　5mg

Com Starcb q．S．　　　q．S．

Crystal1ine Cellillose　　50mg　　　50mg

Magnesium Stearate lmg lmg

Tota1　　　　　　200Ing　　200mg

（試験液：崩壊試験法の第1液900m1，回転

速度：100rpm，温度：370）で試験し，累積溶

出量をHPLCl）で測定した。

12．経口投与実験

（1）ラット，ハムスター

5％アラビアゴム水溶液10ml　に　E－64－d

（またはE－64－C）100mg　を懸濁し投与検液

とした。これをあらかじめ一夜絶食した動物

に，体重1kg当り　50mgを投与した後，一

定時間ごとに採血し血策を得た。

（2）犬

あらかじめ一夜絶食したピーグル犬に，体重



2．E－64－dの物理化学的性質および製剤化の検討

1kg当り　50mgとなるように，E－64－d（ま

たは　E－64－C）をカプセルにつめて，水約50

mlと共に投与した。製剤については1頭当り

5カプセル（E－64－d38mg／kg）を投与した。

投与後一定時間ごとに採血し，血菜を得た。

血菜中の薬物の定量はHPLCl）を用いて行

った。

結果および考察

1．構造および物理化学的性質

元素分析，赤外吸収スペクトル，核磁気共鳴

スペクトルおよび質量スペ‘クトルとその帰属を

表4および図1～3に示した。これらのデータ

はE－64－dの化学構造（蓑1）を矛盾なく支持

した。

また，本品の分配係数および吸湿性の測定結

果を表5，6に示した。この結果，E－64－dは

ほとんど吸湿性がなく，脂溶性の高い物性を持

つことが確認された。

2．安定性

（1）水溶液中での安定性

前報1）よりさらに広域pHにおいて安定性を

調査した。その結果，E－64－dは水溶液中では

pH3～5で安定であり，その至適pHは4付

近にあることが明らかとなった。エステル化合

物であるE－64－dは，至適pHの酸性側およ

びアルカリ性側で見掛上一次反応式に従って分

解しており，酸，塩基触媒反応の存在を示唆し

た（図4，5）。また，pH8におけるアレニウ

スプロット（図6）の示す直線の傾きより，活

性化エネルギーは19．0Kcal／moleであった。

（2）粉末状態および製剤での安定性

E－64－d原末およびカプセル剤（処方1）を

室温，400，500，400相対湿度75％および室

内散光下に3カ月間保有し，外観，崩壊時間

（製剤）の観察および定量の結果，いずれの場

合もほとんど経時的な変化を認めず，原末，カ

プセル剤共に熱，湿度および光に対して安定で

あった（表7）。

4000　　　3200　‾　2400　　1900　　1700　　1500　　1300　　1100　　　900

11’Al’lく＼UlHiER（rm‾I）

Wal・enumber（cm‾1）

3270

2950

1750

1640

1550

890

Assi即ment

レ　N．H

ソ　C．H

リC；0（COOC2日5）
リ　C≡0（COXH）

J N・H

リaS C市C

図1E－64－年の赤外吸収スづクトル（KBr法）
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10　　　　9　　　　8　　　　7　　　　6　　　　5　　　　4　　　　3　　　　2　　　　1　　　0

（ppm）

g
n
 
U
㈲
吊

S

（d）or（e）

（d）or（e）

（f）

（g）

（h）

ChemicalShift

O．90－0．94

1．28－1．78

3．22－3．29

3．45－3．47

3．68t3．70

4．24－4．30

5．86－6．04

6．30・6．66

CouplingPattern

doublet・doublet

multiplet

quartet

doublet

doublet

quartet

broad

broad

図2　E－64－dの核磁気共鳴スペクトル

表4　E－64－dの元素分析

C H N

Anal．Calca．　　8．18％　59．63％　8．83％

Found　　　　　　8．04％　59．40％　8．65％

表5　E－64－dの分配係数（室温）

二三三二ここ、
EthylAcetate Chloroform

pH3　　　　　　　49．3　　　　　89．8

pH6　　　　　　　77．3　　　　　77．3

18

Intensity（H）

H
 
H
 
H
 
H
 
H
 
H
 
H
 
H

2

　

9

　

2

　

1

　

1

　

3

　

1

　

1

1

表6　E－64－dの吸湿性（室温）

Weigbt gain（％）

l week　　2weeks　　3weeks

44％　　　　0．1　　　　0．1　　　　0．0

65％　　　　0．3　　　　0．2　　　　0．2

75％　　　　0．1　　　　0．0　　　　0．0



2．E－64－dの物理化学的性質および製剤化の検討

300

m／Z

m／Z

342

327

286

228

156

86

0
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
0

（
訳
）
一
U
と
亡
O
U
一
芸
P
芯
U
だ

RelativeIntensity（％）

2

2

15

86

100

84

Assignment

M＋

＝トーCH3）＋

（M－CH＝CHCH3）＋l

H5。2。三村：ONH＝CHC”27”CH3CH3

：大がEONH＝C”CH29HCH3
CH3

’N＝CHCH2甲CH3

CH3

図3　E－64－dの質量スペクトル

20　　　　　40　　　　　60　　　　　80　　　　100　　　　120

Time（hr）

図4　E－64－dの水溶液中での安定性（400）
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図5　安定性のpHプロファイル（400）

6　　　　　　7　　　　　　8

3．0　　　　　3．1　　　　3．2　　　　　3．3

1／TxlO‾3

図6　7レニウスプロット（pH8）

3．経口投与による吸収性

（1）動物種差

前報1）において，E－64－CおよびE－64－dを

ラットに経口投与した場合，前者がほとんど吸

収されないのに対して後者が優れた吸収性を示

したので，今回種差の影響を観察するために，

ハムスター，犬について同様な比較実験を行っ

た。その結果，図7に示すように，ハムスター

では，E－64－Cはわずかな吸収しかなく1時間

後におけるピーク血中濃度は0．81Jjg／mlであ

20

3．4

pH

ったが，E－64－dは極めて吸収が良く，ピーク

血中濃度は4・9FLg／mlであり，AUCはET64－C

に比べ約8倍であった。一方，犬では，両薬物

の吸収パターンは頸似しており，AUCもほぼ

同等であった。なお，E－64－dを投与した場

合，脱エステル体（E－64－C）として血中に存

在しており，未変化体のE－64－dは検出感度

（0．1′唱／ml）以下であった。以上の結果から，

両薬物を経口投与した場合，E－64－dは動物種

に関係なく吸収されやすいのに対し，E－64－C
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表7　E－64－d原体および製剤の安定性

Bulk Capsules（Rp．1）

Appearance Residual　　Appearance Disinteg．　Residual

Content（％）　　　　　　Time（min．）Content（％）

Initial　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊－1　　　　100　　　　　＊一2　　　　　3～4　　　　100

Room Temperature

M
 
M
 
M

1

　

2

　

3

99．8　　　　　＊＊

100．0　　　　　＊＊

102．0　　　　　＊＊

3～4　　　　　98．9

3～4　　　　100．0

3～4　　　　　99．1

M
 
M
 
M

1

　

2

　

3

96．7　　　　　＊＊

102．1　　　　＊＊

101．2　　　　　＊＊

3～4　　　100．4

3～4　　　　　97．0

3～4　　　　101．3

M
 
M
 
M

1

　

2

　

3

＊＊　　　　　97．4　　　　　＊＊

＊＊　　　　102．4　　　　　＊＊

＊＊　　　　102．3　　　　　＊＊

3～4　　　　101．1

3～4　　　　100．0

3～4　　　　101．3

40075％RH

M
 
M
 
M

1

　

2

　

3

＊＊　　　　　97．8　　　　　＊＊

＊＊　　　　　99．6　　　　　＊＊

＊＊　　　　100．0　　　　　＊＊

3～4　　　　　98．9

3～4　　　　　96．5

3～4　　　　100．1

Ⅰndoor Ligbt

M
 
M
 
M

1
　
2
　
3

＊
　
　
＊
　
　
＊

＊
　
　
＊
　
　
＊

3

　

7

　

8

8

　

0

　

0

9

　

0

　

0

1

　

1

＊＊　　　　　3～4　　　　99．4

＊＊　　　　　3～4　　　　97．8

＊＊　　　　　3～4　　　100．4

＊－1：White crystalline powder

＊－2：White hardcapsuleincluded white granular powder

＊＊：No change was observedin appearance．
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図7　経口投与後の血中濃度（投与量50mg／kg）（種差の影響）
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2．E－64－dの物理化学的性質および製剤化の検討

の吸収には種差があることがわかった。

（2）粒子径および界面活性剤の影響

E－64－dのような，水に溶け難い疎水性の薬

物の吸収を高めるためには，一般に微粉化ある

いは界面活性剤を加えて，「濡れ」を改善し溶

解速度を促進する手段がとられる。

平均粒子径の異なるE－64－d（空気透過法で

測定した比表面積径は，それぞれ2．2′Jmおよ

び7．3′Jm）を，アラビアゴムに懸濁してラッ

トに経占授与したところ，両者間に有意な吸収

の差はなかった（図8）。微細化粒子（2．2′〟n）

で血中濃度が若干低くなっているが，これは粒

子の凝集によるものと考えられ，E－64－dの場

合，粒子径よりむしろ「濡れ（分散性）」の改

善の必要性を示唆している。

一方，同じ粒子径（2．2〝m）を持つE－64－d

にポリソルベ－ト80を0．05％添加したものと無

添加の検体をラットに投与した場合も，両者の

間に有意な吸収の差はなかったが，界面活性剤

を添加した方が血中濃度が高くなる傾向を示し

た（図8）。

（3）製剤（カプセル剤）での吸収性

（1），（2）の結果より，E－64－dは10JJm程度

以下の粒子径であれば，その吸収性は粒子の大

きさによるよりも「濡れ」の改善によって増進

する傾向を示したので，ポリソルベ－ト80を添

加した処方と無添加の処方でカプセル剤を調製

して，これらについてinvitro溶出試験およ

びin vivo犬投与実験を行った。その結果は

図9に示す通りであり，ポリソルベ－ト80の有

無はin vivo試験で統計的には有意差を示さ

なかったものの，脂溶性の高いE－64－dの物理

化学的性質を考慮するとき，消化管液への「濡

れ」を増進する界面活性物質（ポリソルベート

80，ポリェチレングリコール等）の添加は，

E－64－dを経口投与する場合，消化管からの吸

収促進に有用であることが明らかである。

結　　　論

E－64－dの物理化学的性質，安定性，および

経口投与した場合の消化管吸収性の動物種差，

粒子径と添加剤の影響を明らかにし，経口剤と

しての基礎的な製剤化検討を行った。

その結果は次のように要約される。

1．本品は水に溶け難く，脂溶性の高い光学

的に活性な化合物である。

2．本品は水溶液中で酸・塩基触媒的に分解

を受け，pH4付近で最も安定である。

3．本晶は粉末状態およびカプセル剤とした

状態では，熱，湿度，光に対して安定である。

4．本晶はE－64－Cと異なり，動物種に関

係なく優れた消化管吸収性を有する。

5．本晶は前記の物性を持つにもかかわら

ず，10／Jm程度以下の粒子径であれば，粒子

の大きさは余り吸収性を支配しない。

6．本品は，「濡れ（分散性）」促進作用を有

する界面活性物質の添加によって，吸収性が増

大する傾向がある。

参考文献

1）沢田二郎：E－64－で＝ここスチル誘導体の生物薬剤学

的検討，厚生省「新薬開発研究事業」傲生物の二

次代謝物に由来する難病治療薬（E－64）の開発研

究，今掘班，昭和56年度研究報告書，p．29～34，

1982。
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3．E－64－dの急性毒性に関する研究

大　関　正　弘＊

研究協力老　中・板　貞　雄＊　櫓　本　保　男＊　瀬戸山　蔭　義＊

小　池　正　信＊　大　島　　　隆＊

日　　　的

E－64－dの安全性研究の一環として，マウス

およびラットに旗艦内，皮下および経口投与

し，その急性毒性を検討する。

方　　　法

動物は4週令のddY系雌雄マウス（静動協

：体重21g前後）および6週令のWistar系

雌雄ラット（静動協：体重160g前後）をそれ

ぞれ7日間の予備飼育の後，実験に使用した。

被験薬物のE－64－dは，5％アラビアゴム液に

て懸濁し，一投与段階あて10匹の動物に腹腔

内，皮下および経口投与した。投与後，7日

間，各動物の一般症状を観察するとともに生死

を確認し，死亡例については発見後すみやかに

剖検を行った。

LD50倍は，Litchfield－Wilcoxon法により

算出した。

結　　　果

1．－般症状

マウスでは旗睦内投与において，投与10～15

分後に歩調異常，自発運動の抑制，また2～3

時間後には後肢麻痺，腹臥の姿勢を示し，呼吸

困難を呈したのち死亡する例が散見された。他

の投与経路では特に症状変化は観察されなかっ

た。

＊大正製薬株式会社総合研究所

ラットでは皮下および経口投与において投与

1．5～2．0時間後に軽度の鼻出血および尿失禁に

よる下腹部の濡れが認められた。

旗艦内投与では投与20～30分後に歩調異常，

自発運動の抑制がみられ，投与5～6時間後に

は，経口および皮下投与と疑似の症状が観察さ

れた。

2．剖　検

死亡はマウスおよびラットとも腹腔内投与例

にのみ認められ，これら死亡例の剖検ではマウ

スで肺出血またはうっ血がみられ，ラットでは

肝踵大，胃の出血およびうっ血，ならびに旗睦

内の検体残留が観察された。7日後の屠殺例で

はマウス，ラットともに皮下投与で投与部位の

痴皮形成および検体残留が散見され，、経口投与

では何等異常は観察されなかった。腹腔内投与

では肝踵大が認められた。

3．LD50億

LD50値を一括して表1に示す。

皮下および経口投与では，マウス，ラットと

も検液調製および投与容量から考えられた最大

可能量を投与しても死亡例は認められなかっ

た。腹腔内投与では，マウスで雄3，265mg／kg，

雌3，391mg／kg，ラットで堆2，086mg／kg，

雌2，050mg／kgのLD50倍を示し，マウスと

ラットの間に若干の種差が示唆されたが，性差

はみられなかった。

考　　　察

E－64－dはマウスおよびラットにおいて皮下
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I E－64煩縁体の開発

表1E－64－dのマウスおよびラットにおける急性毒性

LD50Tng／kg（95％C．L．）＊

Route Mice Rats

Male Female Male Female

経　口　投　与　　　　　＞10，000　　　　　　＞10，000　　　　　　＞10，000　　　　　　＞10，000

皮　下　投　与　　　　　＞7，000　　　　　　＞7，000　　　　　　　5，000　　　　　　　5，000

腹睦内投与　　　　　　3，269　　　　　　　3，391　　　　　　　2，086　　　　　　　2，050

（2843－3759）　　　（2923－3934）　　　（1846－2357）　　　（1783－2358）

＊　Litchfield－Wilcoxon method

投与および経口投与では投与可能最大量におい

ても死亡例がなく，また，腹腔内投与では死亡

例が出現するもののいずれも2，000mg／kgを

越える高いLD50値を示し，その毒性は弱いも

のと思われる。

一方，E－64Tdは，E－64TCのエステル体で

あることから生体内では速やかに加水分解さ

れ，E－64－Cに代謝されるとされている。先に

著者ら1）は，E－64－Cの急性毒性を報告してい

るが，E－64－dの毒性はE－64－Cと質的な相違

はないものと推察された。

結　　　語

E－64－dをマウスおよびラットに腹腔内，皮

26

下および経口投与し，その急性毒性を検討し

た。その結果，E－64－dのマウスおよびラット

への大量投与は投与部位の皮膚，腹腔内に局所

的刺激を誘発するが，LD58値は，いずれの投

与経路においても2，000mg／kg以上の値を示

し，その毒性は弱いものと推察された。またマ

ウスとラットの間に若干の種差が示唆されたが

性差は認められなかった。

参考文献

1）大関正弘；E－64－Cの急性毒性および亜急性毒性

に関する研究，厚生省「新薬開発研究事業」教生物

の二次代謝産物に由来する難病治療薬（E－64）の開

発研究，今掘班，昭和55年度研究報告書，p．99，
1981．
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Ⅰ．ハムスター

目　　　的

E－64－dの安全性研究の一環として，ハムス

ターに14日間E－64－dを経口投与し，その亜急

性毒性を検討する。

方　　　法

1．動　物

6週令の雄性ゴールデンハムスター（静動協

：体重80～100g）を1週間の予備飼育後，1

群10匹あて群別し実験に供した。動物は温度

23土20C，湿度55土5％のオープンシステムの

動物舎内で飼育し，飼料（オリェソタル酵母社

製：MF）と水は自由に摂取させた。

2．投与量および投与方法

E－64－dは水に難溶性のため5％アラビアゴ

ム水溶液に懸濁し投与量を500および1，000mg

／kg　とし，投与容量を体重100gあたり各々

0・5mlとして1日1回定時に14日間連続経口

投与した。対照群には5％アラビアゴム水溶液

を同様に投与した。

3．検査項目

（1）一般症状および体重

毎日一般症状の観察および体重測定を行っ

た。

＊大正製薬株式会社総合研究所

（2）血液学的検査

14日間の投与終了後，ベントパルビタール軽

麻酔下で外腸骨静脈より採血し，自動血球分析

装置（コールクーカウンターSP型）により赤

血球数，ヘモグロビン量，ヘマトクリット値，

血小板数および白血球数を測定した。

（3）血液生化学的検査

外腸骨動・静脈より採取した新鮮血の遠心分

離血清についてオートアナライザー（日立分析

装置712型）を用い，血糖量（ブドウ糖酸化法），

総蛋白量（Biuret法），アルプミソ量（BCG

法），A／G比（アルブミン量／総蛋白量－アル

ブミン量），総コレステロ－ん量（酵素法），尿

素窒素量（Urease－IndopllenOl法），クレアチ

ニソ量（Jaffe変法），GOT・GPT活性（UV

法），ALP活性（Kind－King変法），LDH活

性（UV法），CPK活性（01iver変法），無枚

リン量（Fiske－Subbarow法）を測定し，さ

らに　Na，K量（炎光法一島津原子吸光AA－

650）についても測定した。

匝）尿検査

投与終了後の強制排泄尿について糖，蛋白，

pH，ケトン体および潜血反応（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）病理学的検査

投与終了後，外観の肉眼的観察を行い，その
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I E－64額縁体の開発

後ベントパルビタール軽麻酔下で外腸骨動・静

脈切断により放血致死させ，開胸腹して内部諸

臓器を観察し，摘出した心，肺，肝，腎，副

腎，脾，腸間膜リン㌧ペ節，胸腺，精巣および精

巣上体について重量測定した。

心，肺，肝，腎，副腎，牌，腸間膜リンパ

節，胸腺，精巣，精巣上体，胃，十二指腸，大

腿筋および投与部皮膚については10％中性緩衝

ホルマリン液で固定後，常法に従って切片を作

製し，H．E．染色を施し病理組織学的検索を行

った。

（6）推計学的処理

各測定値は平均値およびその標準偏差を求

め，t一検定により対照群と投与群の平均値の差

の有意性を検討した。

結　　　果

1．一般症状および体重変動

投与期間中特記すべき症状，死亡例の発現は

観察されなかった。

体重変動を図1に示す。

対照群の推移に比べて500mg／kgではやや

上昇，1，000mg／kgでは下降の傾向を示した

が，統計的に有意な差はみられず，体重への明

らかな影響は認められなかった。

2．血液学的検査

血液学的検査所見を表1に示す。

500，1，000mg／kgともに赤血球数，ヘモグ

ロビン量およびヘマトクリット値の減少傾向が

みられた。

3．血液生化学的検査

血液生化学的検査所見を表2に示す。

／

／

ノーノ

／　　　　＿一ノ

／づ　ノー／‾
一二＼●／

図1　ハムスター亜急性毒性試験における体重変化

500，1，000mg／kgに総コレステロール量の

増加，1，000mg／kgに尿素窒素量の減少が認

められたが，その他の項目に著変はみられなか

った。

4．尿検査

尿検査所見を表3に示す。

いずれの投与群においても著変は認められな

かった。

5．病理学的検査

剖検所見の主なものとして1，000mg／kgに

腎の軽度踵張と槌色，肝の軽度睦脹が観察され

た。

各臓器の絶対重量を表4，相対重量を表5に

示す。

500，1，000mg／kg　ともに肝および腎重量の

増加がみられた。

病理組織学的検査所見を表6に示す。

E－64－d投与に関連した組織変化が主として

腎および肝に観察された。腎の主要変化は皮質

域を中心とした尿細管上皮の硝子滴沈着であっ

た。該硝子滴はWeigertの線維素染色で陽性

表1ハムスター亜急性毒性試験iキおける血液学的検査所見

E－64－d

Groups Control
500mg／kg l，000mg／kg

Erythrocytes（×104／mm3）

Hemoglobin　　　　（g／dl）

Hematocrit　　　　　（％）

Platelets　　（×103／mm3）

Leucocytes　（×102／mm3）

940：土　40

18．6土　0．6

56．2　士　2．6

443土　60

65　士13

876土611　　　　　　877±551

17．6土1．3　　　　　　17．6士1．11

52．5土3．71　　　　　52．3土3．51

485土36　　　　　　　　　520土95

73士28　　　　　　　　　　56土20

Mean土S．D．　1；p＜0．05
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4．E－64－dの亜急性毒性に関する研究

表2　ハムスター亜急性毒性試験における血液生化学的検査所見

E－64－d

Groups Control
500mg／kg l，000mg／kg

No．of animals lO lO lO

諾
誌
B

U
N
覧
m
G
P
T
C
P
K
器
Ⅳ
㌘

）

　

）

　

）

d
 
d
 
d

／

　

／

　

／

g

 

g

 

g

m
　
（
（

（

（mg／dl）

（mg／dl）

（mg／dl）

（Ⅹ－U）

（Ⅹ－U）

（LU）

（K．A－U）

（トU）

（mg／dl）

（mEq／1）

（mEq／1）

141．4　土　24．9

6．01土　0．34

2．49士　0．13

0．70　土　0．01

27．4　士1．9

0．34　±　0．03

159．2　土17．2

113．9　土　91．8

45．8　±18．6

3，609土2，599

22．1土1．5

506．9　土　379．2

5．79　土　0．54

147．6　土　3．8

7．28　土　0．72

160．8±23．0　　　　　149．3　土　30．2

6．02士0．35　　　　　　6．16　土　0．37

2．46：土0．15　　　　　　2．56　土0．28

0．69土0．03　　　　　　0．70土0．03

24．7土1．9　　　　　　23．9土2．711

0．37士0．04　　　　　　0．37　土0．09

203．4土35．6日　　　　223．2土51．5日

121．1±68．0　　　　　137．1土　85．2

51．0士18．9　　　　　　40．1±16．0

9，579土5，557　　　　10，599土9，154

21．7士2，7　　　　　　　20．9土　5．4

587．0　士302．6　　　　　629．8：土　462．6

6．78土0．93　　　　　7．14土1．92†

146．2土1．8　　　　　　145．6　土3．7

8．37土0．90　　　　　　8．80　土2．09

Mean土S・D．　†：p＜0．05　　日，ll：p＜0．01

表3　ハムスター亜急性毒性試験における尿検査所見

E－64－d

Groups Control

500mg／kg

No．of animals lO lO

1，000mg／kg

pH

Ketone bodys

Occult blood

一
土
一
士
＋
．

5
．5
．0
．5
一
＋
一
＋

6
7
8
8

10

反応を示す微細顆粒としてみられ，500mg／kg

では軽度，1，00Omg／kgでは中等度に観察さ

れた。肝では対照群において小葉中心性の肝細

胞に限定した中等度の脂肪沈着が認められ，

500，1，000mg／kgではいずれもその沈着程度

が減弱されて観察された。

なお．一部の例に気管支炎，肺炎および精細

管の萎縮，精子形成不全がみられたが，その他

の臓器においては注目すべき組織変化は認めら

れなかった。
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表4　ハムスター亜急性毒性試験における臓器絶対重量

Administration of E－64－d for14days
Groups

Contro1　　　　　　500mg／kg l，000mg／kg

No．of animals lO lO lO

Heart

Lung

Liver

Xidney

Spleen

Mesentericlymph nodes

Tbymus

Adrenal gland

Testis

Epididymis

わ
か
め
か
わ
か
め
か
わ
め

m
 
m
（
（
m
 
m
 
m
 
m
（
m

（

（

　

　

　

　

　

　

（

（

（

（

　

　

　

（

279　士18

470：土　38

4．65土0．60

0．75：土　0．04

118士13

15土　3

47　±　5
19．9土　4．9

2．88：土　0．34
723　士　59

298士19†

482　士　37

5．64士0．85日

0．85土0．12†

140　土　30

19　士　9

50　士　5

20．2　土3．2

2．99　土　0．45

777　土132

278　土19

467±49

5．49±0．68日

0．88土0．07日
121土15

19　土　7

44士　5

16．9：土1．8

2．95土　0．34

738士121

Mean土S．D．　†：p＜0．05　　日：p＜0．01

表5　ハムスター亜急性毒性試験における臓器相対重量

Administration of E－64－d for14days
Groups

Contro1　　　　　500mg／kg l，000mg／kg

No．of animals lO lO lO

Heart

Lung

Liver

Xidney

Spleen

（mg％）　　　288±21　　　　　286±16　　　　　　　287士13
（mg％）　　　485土・42

（g％）　　　4．77士0．33
（g％）　　　0．77±0．06
（mg％）　　　122士10

Mesentericlymphnodes（mg％）　　　16±3
Tbymus

Adrenal gland

Testis

Epididymis

（mg％）　　　　49土5
（mg％）　　　20．5±5．0
（g％）　　　2．97土0．29
（mg％）　　　745土65

464　±45

5．39士0．61†

0．81：±0．08

136　土　47

18　土10
48　±　6

19．4　土3．2
2．87　士0．46

748　士142

482　土　43

5．65±0．53日
0．91士0．10日

125　土13
20　土　9

45：土　4

17．5士2．1
3．04　土　0．22

761士122

Mean士S．D．　†；p＜0．05　　日：p＜0．01

表6　ハムスター亜急性毒性試験における病理組織学的検査所見

ー　土　＋　　一　土　＋　　一　士　＋

Kid皿ey

Hyaline dropletdegenerationofrenaltubularepithelia lO＊　　　　　　　　8　2　　　　　10

Dilation of renal tubularlumina

Liver→

Fatty deposition of peripheralpepatocytes

Lung

Broncbitis

Pneumonia

Foamy cell formation

Testis

8　　　　2　　　9　　　　1　　8　　　　2

1　9　　　　　6　4　　　　10

8　2　　　　　8　　　　2　　　7　1　2

10　　　　　　　　9　1　　　　10

10　　　　　　　　9　1　　　　10

Atrophyofseminiferoustubuliandinhibitionofsperma－10
togenesis

Otber organs

9　　　　1　10

No remarkable changes

＊；number of animalS，－：nO remarknble，土：mild，＋：mOderate
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4．E－64－dの亜急性毒性に関する研究

考　　　察

E－64－dを雄性ゴールデンハムスターに14日

間連続経口授与し，その亜急性毒性を検討し

た。

投与期間中死亡例はなく一般症状でも著変は

みられなかった。また，全身性毒性をよく反映

するといわれる体重への影響も認められなかっ

た。

血液学的所見では軽度な貧血傾向が認められ

たが，いずれも生理的範囲内の変動であった。

血液生化学的所見では総コレステロール量が

用量に依存して増加し，さらに臓器重量では肝

重量の増加が認められた。しかし，血清中の

GOT，GPTならびにALP活性値の上昇，

A／G比の低下など肝揆能障害を示唆する所見

は認められず，また病理組織学的にも脂肪沈着

の減弱化が観察されるのみであった。したがっ

て，これらの所見はJones　ら1）が指摘してい

るようにSERの増殖に伴うコレステロール生

合成の促進結果すなわち生理的機能冗進による

ものであり，特に肝障害作用を示唆するもので

はないと考えられる。

病理組織学的な変化としては腎の尿細管上皮

における硝子滴沈着があげられる。このような

変化はタンノミク質代謝障害による変性所見で糸

Ⅰ．ラ　　ッ

目　　　的

E－64－dの安全性研究の一環として，ラット

に1カ月間経口授与し，その亜急性毒性ならび

に回復性を検討する。

方　　　法

1．動　物

6遇令のWistar系雌雄ラット（静動協：体

重雄140～165g，雌110～130g）を1週間予

備飼育後，回復性を検討する動物を含めて1群

22匹あて群別して実験に使用した。動物は温度

23土20C，湿度55土5％のノミリヤーシステムの

球体からの漏出タンパクが再吸収される結果像

といわれている2）。腎機能に関連する諸検査で

は腎変性に基づく二次的脂質代謝への影響と考

えられる血清中総コレステロール量の増加を除

けは横能障害を示唆する結果は得られていな

い。したがって該変化を上皮細胞の機能低下と

みなすより，梶田2）のいうようにむしろ再吸収

枚能が維持されていることの表われであると解

釈する方が他の検査結果と符合するように思わ

れる。また，本所見はラットおよびイヌの亜急

性毒性試験3）で観察されたそれと同質の変化で

あるがラット，イヌに比べていくぶん軽度であ

った。

以上のようにE－64－dのハムスターに対する

影響は腎の変性所見が主体をなしており，一般

に全身的な毒性を反映する体重への影響は高用

量の1，000mg／kgでもみられなかった。した

がってハムスターにおける毒性はラット，イヌ

に比べて弱いと考えられる。

結　　　論

E－64－d500および1，000mg／kgを雄性ハ

ムスターに14日間連続経口投与し，その亜急性

毒性を検討した結果，500mg／kgからごく軽

度な貧血傾向，肝および腎重量の増加，および

腎の変性所見が認められた。

ト　（Ⅰ）

動物重で個別に飼育し，飼料（MF：オリェソ

タル酵母社製）と水は自由に摂取させた。

2．投与量および投与方法

E－64－dは水に難溶であるため5％アラビア

ゴム水溶液で懸濁した。投与量は80，400およ

び2，000mg／kgとし，投与容量は体重100g

あたり1．Omlとして1日1回1カ月間，毎日

定時に経口投与した。対照群には5％アラビア

ゴム水溶液を同様に投与した。

3．‾検査項目

（1）一般症状

投与および休薬期間を通じて毎日異常症状の

有無を観察した。
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I E－64額縁体の開発

（2）体重，摂餌量および摂水量の測定

体重については投与期間中は毎日，休薬期間

中は週2回測定し，また摂餌量，摂水量は試験

期間中退1回測定した。

（3）血液学的検査

投与および休薬終了後にエーテル軽麻酔下に

外腸骨静脈より採取した新鮮血を用いて赤血球

数，ヘモグロビン量，ヘマトクリット値，平均

赤血球容積，平均赤血球血色素濃度，血小板

数，白血球数（コールターカウンターSP型：

コールター），網赤血球数，白血球百分比（へ

マトラック　480：Geometi・ic Data（Corp

poration），プロトロンビン時間（クロテック：

Hyland社），赤血球膜抵抗性（CPCシステム

：三鬼エソジ、ニアリング）を測定した。

（4）血液生化学的検査

投与および休薬終了後にエーテル軽麻酔下に

外腸骨動脈および静脈を切断し，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（日立分析装置712型）を用い，血糖

量（ブドウ糖酸化法），総蛋白質量（Biuret法），

7ルプミソ量（BCG法），A／G比（アルブミ

ン量／総蛋白量一アルブミン量），尿素窒素量

（UreaseJndophenol法），クレアチニソ量

（Jaだe変法），総ビリルビン量（アルカリア

ゾビリルビン法），総コレステロール量（酵素

法），GOT，GPT活性（UV法），トリグリセ

ライド量（酵素法），ALP活性（Kind－King

法），LDII活性（UV法），無機リン量（Fiske－

Subbarow法），チモール混濁度（肝枚能研究

班規準操作法），CPK活性（01iver変法）お

よびカルシウム量（0－Cresol－PhthaleinCom－

plexone法）の計17項目を測定し，さらにナト

リウム，カリウム量（炎光法：島津原子吸光

AA－650）についても測定した。

（5）尿検査

対照群および薬物投与群からそれぞれ無作為

に選んだ11例を採尿ケージに1匹ずつ収容して

24時間の蓄尿について投与開始前，投与期間は

週1回，尿量，ナトリウム量，カリウム量およ

びクレアチニソ量を測定した。

休薬期間中は各群3例について上記した同様
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な方法で行った。

また，投与および休薬終了時の強制排泄尿に

ついて糖，蛋白，pH，ケトソ体，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。

（6）病理解剖学的検査

投与および休薬終了後，エーテル軽麻酔下で

放血致死させ，開胸腹して内部諸臓器を観察

し，摘出した脳，心，肺，肝，腎，脾，腸間膜

リンパ節，胸腺，下垂体，甲状腺，副腎，精

巣，精巣上体，精のう，前立腺，卵巣，子宮，

顎下腹について測定した。

これらの諸臓器ならびに胸骨，舌下腺，耳下

腺，下顎リンパ節，ハーダー腺，舌，喉頭，気

管支，気管，大腿骨，大腿筋，脊髄，膵，食

道，胃，十二指腸，回腸，結腸，皮膚，眼球，

膀胱および乳腺について10％中性緩衝ホルマリ

ン液で固定後，常法に従いパラフィン切片を作

製し，H．E．染色を行い，さらに肝と腎につい

ては各群の約半数例にPAS染色およびOil

redO染色を，加えて腎は各群全例にWeigert

の五brinoid染色を施して病理組織学的検査を

実施した。

（7）推計学的処理

各測定値は平均値および標準偏差を求め，

t－検定により対照群と投与群の平均値の差の有

意性を検討した。

結　　　果

1．一般症状観察

投与期間中，雌雄2，000mg／kg群に尿失禁

による下腹部の汚れ，自発運動の抑制，軽度な

脱毛等がみられ，雄においてより顕著であっ

た。

また，上記の諸変化は休薬期間中にほぼ消失

した。

死亡動物は雄の2，000mg／kg群に投与開始

1遇から2週目にかけて4例観察され，いずれ

も削疫，衰弱を皇して死に至った0

2．体重，摂餌量および摂水量

各群の体重推移を図2，図3に示した。

体重は雄の400mg／kg群に投与初期より25
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図2　ラット亜急性毒性試写如こおける体重変動（雄）
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図3　ラット亜急性毒性試掛こおける体重変動（雌）
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日日まで軽度な増加抑制が認められ，また雌雄

2，000mg／kg群では投与初期に減少し，以後

回復傾向を示したが，投与終了時においても対

照群との間に有意な増加抑制が認められた。

一方，休薬期間終了時においては，いずれの

投与群でも対照群との間に有意な体重差は認め

られなかった。

摂餌量は投与初期に雌雄2，000mg／kg群で

減少傾向がみられたが，以後投与終了時まで，

および休薬期間中には明らかな変動は認められ

なかった。

また，摂水量は試験期間中，いずれの投与群

においても変化が認められなかった。

3．血液学的検査

血液学的検査所見を表7，表8に示した0

雄では2，000mg／kg群のヘモグロビン量，

へマトクリッ■ト値が対照群に比して減少し，ま

た網赤血球数の増加等も認められ，貧血傾向が

示唆された。その他，80mg／kg以上の投与群

でプロトロンビン時間の短縮が認められた。一

方，雌では2，000mg／kg群で赤血球数，ヘマ

トクリット値，網赤血球数および白血球数の増

加が，またヘモグロビン量の減少が認められ

た。

上記所見以外の項目については散発的に対照

群に比して有意な変動が認められるものもあっ

たが用量反応に乏しく，また，いずれも正常範

囲を逸脱するものではなかった。

休薬期間終了後では特に異常は認められなか

った。

4．血液生化学的検査

血液生化学的検査所見を表9，表10に示し

た。

雄の80mg仲g，あるいは雌の400mg／kg

以上の投与群にコレステロール量の増加および

GOT，GPT活性値の上昇，加えて80mg／kg

以上の投与群の雄においてトリグリセライド量

の減少がみられた。さらに，雌雄400mg／kg

投与群にALP活性値の上昇およびカリウム量

の増加が，また，雄の400mg／kg以上および

雌の2，∝旧mg／kg投与群に血糖量の減少が認

められた。その他，雄の400mg／kg以上の投

34

与群に無機リン量の軽徽な増加も認められた。

休薬期間終了後の成績では，雄80および400

mg／kgのGOT，GPT活性値に投与終了時と

同様な，対照群に比して高い値が認められた。

5．尿検査

雌堆2，000mg／kg群で投与初期にわずかに

尿量の増加，ならびに尿中のナトリウム，カリ

ウム量の減少傾向が認められた。また，投与期

間終了後の半定量試験では，尿中蛋白量の増加

がうかがわれた。

休薬期間およびその終了後には上記の変化は

みられなかった。

6．剖検所見

死亡動物はいずれも著しい削疫を皇し，脾お

よび腎の縫色調腫大，胃粘膜出血ならびに各種

リンパ系組織の萎縮，体腔内脂肪の著しい減少

等が観察された。

投与期間終了時の屠殺例では，雌雄400mg／

kg以上で肝および腎の槌色調瞳大が認めら

れ，当該所見は雌より雄において明瞭であっ

た。

上記所見は休薬期終了後には観察されなかっ

た。

7．臓器重量

各群の絶対重量を表11，表12に，相対重量を

表13，表14に示した。

絶対重量ならびに相対重量の双方の値が共通

して増加，あるいは減少し，さらに用量反応を

伴った変化は雌雄400mg／kg以上の投与群の

肝重量増加，雄の80mg／kg以上および雌の

400mg／kg以上の投与群の腎重量増加であっ

た。また，雄の400mg／kg以上および雌の

2，00Omg／kg群の顎下腺減少，雄の2，町O

mg／kg群の胸腺減少も同様な変化を示した0

その他，体重変動に関連した絶対重量の減少，

あるいは相対重量の増加が主として雌雄2，00O

mg／kg群の種々臓器に散発的に認められた○

休薬期間終了後には，上記所見は軽減ないし

回復した。

8．病理組稔学的所見

臓器ごとの病理組織学的所見を以下に示す。

肝では対照群の数例に，ごく小城の壊死巣お
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写真1肝（E－64－d2，000mg／kg，雄ラッり肝
細胞の変性および多核化×400，H．E．

よび肝細胞の胞体内好酸性滴状物の沈着が軽度

に観察され，薬物投与群ではこれらの変化の増

強のほか，雌雄80mg／kg以上の群に肝細胞

核の多核化が窺われ，雌雄400mg／kg以上の

群では肝細胞の変性，肝細胞大小不同，さらに

雌雄2，000mg／kg群では門脈周囲の壊死性肝

細胞の貪喰像，あるいはごく一部の例に小葉管

胆管上皮の壊死が散見された（写真1）。

腎では80mg／kg以上の投与群で皮質外帯

のほぼ全域，もしくは皮質内帯の尿細管上皮の

胞体内にH．E．染色では好エオジン性に，

Weigertのfibrinoid染色では青紫色の滴状

物の増加が用量依存的に観察された（写真2）。

休薬により，上記変化は肝における多核化現

象を除いて消失，あるいは修復像を呈し，回復

傾向を示した。

考　　　察

E－64－d80，400，2，000mg／kg　をラットに

1カ月間連続経口投与した結果，2，000mg／kg

で死亡例があったほか，主として80mg／kg

以上の投与群に肝，腎の障害を示唆する諸変化

が観察された。血液生化学的検査では80mg／

kg以上の投与群に血清トラソスアミナーゼ活

性値の著しい上昇が認められ，病理学的検査で

は肝重量の増加，肝細胞の変性，壊死などが観

察され，肝の機能的，器質的障害が示唆され

た。これらの変化は休薬によって回復する傾向

が認められたが，血清トランスアミナーゼ活性

値は依然高値に保たれていた。ラットにおける

醜鼠」還無電翫i
写真2　腎（E－64d2，000mg／kg，堆ラッり

尿細管上皮の硝子滴沈着×250，Wieg・
ert′8負brinoid

肝毒性の発現は質的，あるいは量的に前述のハ

ムスターおよび後述のイヌとは著しく異なるも

のであるが，現在のところこのような種差の成

因は明らかではない。また，同様の作用はE－

64－dのラットにおける主代謝物である　E－64－

C3）にも認められているが，E－64－dとは発現用

量にかなりの違いがあり，今後，さらにE－64－

dの生体内動態を解明することによって，ラッ

トにおける肝毒性の発現横序が明らかになるも

のと思われる。その他，肝細胞に観察された多

核化現象については，そのPathogenesisは明

らかでないが，一般的にはその成田の可能性と

して，細胞融合と分裂阻害の2つが考えられ

る。前者の場合はウイルス性肝炎などに代表さ

れ，この際多くは胆汁うっ滞を伴い，随所に細

胞浸潤がみられる。したがって，多核化は分裂

阻害に起因したものとも考えられる。一方，腎

においてほ重量増加のほか，尿細管上皮の硝子

滴物質の沈着が80mg／kg以上の投与群にお

いて用量依存的に認められた。この変化は肝の

場合と異なり，ハムスター，イヌにおいてもほ

ぼ同じ用量から観察されている。一般的に，こ

のような変化は上皮細胞の機能障害，あるいは

機能克進による蛋白質再吸収の結果，生ずるも

のと考えられているがの，今回の場合，休薬に

よって回復することから，比較的軽度な変化で

あると推察された。
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I E－64類縁体の開発

結　　　論

ラットにE－64－dの80，400．2，000mg／kg

を1カ月間経口投与し，その亜急性毒性を検討

した結果，血清GOT，GPT活性値の上昇，

肝，腎重量の増加，肝細胞の多核化，変性，壊

Ⅲ．ラ　　ッ

日　　　的

E－64－dの安全性研究の一環として，先に実

施したラット亜急性毒性試験（Ⅰ）に引き続き，

より低用量による亜急性毒性ならびに回復性を

検討する。

方　　　法

1．動物

6遇令のWistar系雄性ラット（静動協：体

重140～165g）を1週間予備飼育後，回復性を

検討する動物を含めて1群10～17匹あて群別し

て実験に使用した。動物は温度23土20C，湿度

55土5％のバリヤーシステムの動物室で個別に

飼育し，飼料（MF：オリェソタル酵母社製）

と水は自由に摂取させた。

2．投与宣および投与方法

E－64－dは水に難溶であるため5％アラビア

ゴム水溶液で懸濁した。投与量は20，40および

80mg／kgとし，投与容量は体重100gあたり

1mlとして1日1回1ヵ月間毎日定時に経口

投与した。対照群には5％アラビアゴム水溶液

を同様に投与した。

3．検査項目

（1）一般症状

投与および休薬期間を通じて毎日異常症状の

有無を観察した。

（2）体重，摂餌量および摂水量の測定

体重については投与期間中は毎日，休薬期間

中は週1回測定し，摂餌量，摂水量は試験期間

中退1回測定とした。

（3）血液学的検査，血液生化学的検査，尿半

定量的検査および病理学的検査においてはE－

44

死，腎変性所見など，主として肝，腎の障害を

示唆する変化が80mg／kg以上の投与群に観

察された。これら諸変化のうち，腎所見につい

ては休薬により軽減，もしくは消失したが，肝

の多核化，血清GOT・GPT活性値の上昇は

継続して認められた。

ト　（Ⅰ）

64－dのラット亜急性毒性試験（Ⅰ）に準じて

実施した。

¢）推計学的処理

各測定値は平均値および標準偏差を求め，ト

検定により対照群と投与群の平均値の差の有意

性を検討した。

結　　　果

1．一般症状観察，体重，摂餌量および摂水量

投与期間中，中毒症状は全くみられず，また

死亡例も観察されなかった。

各投与群の体重の推移を図4に示した0

投与期間中および休薬期間中各投与群の体重

は対照群とほぼ同程度の増加曲線を示した0ま

た摂餌量，摂水量については，いずれの投与群

においても著変は認められなかった。

2．血液学的検査

各投与群の血液学的検査所見を表15に示し

た。

投与終了時および休薬終了時において薬物投

与による著明な変動は全く認められなかった。、

3．血液生化学的検査

各投与群の血液生化学的検査所見を表16に示

した。

投与終了時において20mg／kg以上の投与

群で用量依存性のあるGOT，GPT活性値の

上昇および総コレステロール量の増加が，また

40mg／kg以上にトリグリセライド量の減少が

認められた。その他，20mg／kg群ではナトリウ

ム量およびカリウム量の増加が認められたが，用

量反応関係は不明確であった。

一方，休薬終了時においては40mg／kg以上

の投与群でGOT，GPT活性値の上昇がみられ，



4．E－64－dの亜急性毒性に関する研究

0　　　　　　　　　10　　　　　　　　　20

投　与　期　間

Control

〇・一O E・64・d　20mg／kg

●・一一一●　　　・・　　40

80　　・

30　0　　　　　　　　　10　　　　　　　　　20　　　　　　　　　30

（days）

休　薬　期　間

図4　ラット亜急性毒性試験における体重変動

表15　ラット亜急性毒性試験における血液学的検査所見

Groups（mg／kg）
投　与　終　了　時　　　　　　　　　　休　薬　終　了　時

Contro1　　20　　　　40　　　　80　　　Contro1　　40　　　　80

No．ofanimals lO lO lO lO　　　　7　　　　7　　　　7

Erytbrocytes（10ソmmり　902土35　901士35　　897±24　900土32　885土48　888士28　874土39

Hemoglobin　　（g／dl）16．5土0．316．6土0．416．5士0．316．6土0．416．6土0．416．4士0．316．4±0．5

Hematocrit　　　（％）44．8土1．7　44．8±1．8　44．8土1．145．3土1．7　43．0土2．0　42．6±1．6　42．1士2．1

Platelets　（10ソmmり　733土77　769±36　　735土45　760土58　　659土43　652士50　675土29

Leucocytes（102／mmJ）　83土10　　86土18　　92土15　　90j＝8　　87士18　　79±12　　80±15

回復性は認められなかった。

4．尿検査

いずれの投与群においても投与期間終了時，

休薬終了時ともすべての項目において顕著な変

化は認められなかった。

5．病理学的検査

（1）剖検所見

投与および休薬終了時においていずれの薬物

でも特に著変は認められなかった。

（2）臓器重量

各群の絶対重量を表17に，相対重量を表18に

示した。

投与終了時においては20mg／kg以上の投

与群で用量依存性のある腎重量の増加が認めら

れたが，その他の臓器においては絶対重量，相

対重量双方共に明らかな増減はみられなかっ

た。一方，休薬終了時においては上記した腎重

量の増加は認められなかった。

（3）病理組織学的検査

各臓器ごとの病理組織学的検査所見を以下に

示す。

肝では対照群に小巣状性あるいは巣細胞性壊

死が散見され，また肝細胞胞体内に好エオジソ

性の滴状物の沈着等も観察された。薬物投与群

45
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4．E－64－dの亜急性毒性に関する研究

でこれらの変化は増強された他20mg／kg以

上の群に肝細胞の多核化が窺われた。

腎では40mg／kg以下の群において著明な

変化は認められなかったが，80mg／kg群で皮

質外帯の尿細管上皮への硝子滴沈着の増加が観

察された。

休薬終了時では薬物投与群の肝に上記所見が

依然認められたが腎においては該変化は明らか

に消失し，回復した。

考　　　察

先に実施したE－64－d投与量80，400，2，000

mg／kgのラット亜急性毒性試験（Ⅰ）におい

て，80mg／kgから肝，腎に障害性を示唆する

変化がみられたため，今回，さらに低用量にお

ける毒性を検討し，特にGOT，GPT活性の

上昇，ならびに肝，腎の器質的変化に着目し

Ⅳ．イ

日　　　的

E－64－dの安全性研究の一環としてピーグル

犬に1カ月間経口授与し，亜急性毒性ならびに

回復性を検討する。

方　　　法

1．動物

体重9．2～13．7kg生後9カ月令の雄ピーグ

ル犬（加商：ホワイトイーグル社米国）20匹を

4カ月間予備飼育して環境に馴応させ実験に供

した。飼育条件として，温度21土20C，湿度55

土5％の動物舎でアルミ製ケージに個別飼育

し，その際固型飼料（CD－5：日本クレア）お

よび水は自由に摂取させた。

2．投与方法

動物を1群4～6匹として，E－64－dの40，

200，1，000mg／kg群および対照群の4群に分

けた。E－64－dの粉末結晶をゼラチンカプセル

に充填し，1日1回1カ月間にわたり経口投与

した。対照群には空のゼラチンカプセルを投与

した。

た。

本試験においても，20mg／kgより血清トラ

ンスアミナーゼの上昇と壊死性肝細胞の増加お

よび肝細胞の多核化，また腎重量の増加が観察

され，E－64－dがラットにおいては低用量から

肝，腎に影響を及ぼすことを窺わせた。一方，

全身の毒性をよく反映する体重，あるいは腎尿

細管上皮の硝子滴変性には影響がほとんどな

く，当条件下での肝，腎への影響は比較的重篤

なものではないことが推察された。

結　　　論

E－64－d20，40，80mg／kgをラットに1ヵ

月間経口投与した結果，肝では20mg／kg以上

に腎では80mg／kgに障害を示唆する変化が観

察された。

ヌ

3．観察および検査方法

一般症状については毎日観察を行い，摂餌量

および摂水量を毎週1回測定した。また体重は

隔日に測定した。さらに投与開始前，投与1カ

月および休築後には以下の諸検査を実施した。

（1）血液学的検査

前腕静脈より採血した新鮮血を用い，赤血球

数，白血球数，血小板数，血色素量，ヘマトク

リット値（コールターカウソクー），網赤血球

数，白血球百分比（へマトラック），赤血球膜抵

抗性（CPCシステム），プロトロソピソ時間

（Quickl段法）を測定した。

（2）血液生化学的検査

前腕静脈より採取した血液を遠心分離し，そ

の血菜についてオートアナライザー（日立分析

装置712型）を用い血糖量（ブドウ糖酸化法），

総蛋白質量（Biuret法），アルブミン量（BCG

法），尿素窒素量（Urease－Indophenol法）．

クレアチニソ量（Jaだe変法），総コレステロー

ル量（酵素法），トリグリセライド量（酵素法），

GOT，GPT活性（UV法），総ビリルビン量

（アルカリアゾビリルビン法），ALP活性

49



I E－64類縁体の開発

（Kind－King変法），LDH活性（UV法），

CPK活性（01iver変法），尿酸（酵素法），リ

ン脂質（酵素法），無撥リソ量（Fiske－Sub・

barow変法）を測定し，また，原子吸光光度

計（島津AA－650）を用いてNa＋，R＋（炎光

法），Cが十（原子吸光法）量についても測定し

た。

（3）尿検査

代謝ケージにより採集した24時間尿について

試験紙を用い，糖，蛋白，pH，潜血，ケトン

体（ラブスティックスー日本エームス社），ど

リルビソ（イクトスティックスー日本エームス

社），ウロビリ　ノーゲソ（ウロビリスティック

不一日本エームス社）を検査するとともに，尿

量，比重（尿比重計）の測定，沈注の鏡枚を行

い，さらにNa＋，K＋クレアチニソについて定

量した。

（4）肝および腎枚能検査

肝機能検査はBSP法（30分値），腎枚能検

査はPSP法（15分，25分，35分値）によりそ

れぞれ血中停滞率の測定を行った。

（5）病理学的検査

以上の諸検査終了後，ベントパルビタール麻

酔下に脛動脈より放血死させ開胸腹して諸臓器

の肉眼的観察を行い，また脳，心，肺，肝，

腎，脾，胸腺，鼠下垂体，甲状腺，副腎，精

＼

50

巣，精巣上体，前立腺，腸間膜リンパ節を摘

出，秤量した。これらの諸臓器ならび眼球，ハ

ーダー腺，舌，気管，喉頭，気管支，大動脈，

食道，胃，十二指腸，空腸，回腸，結腸，胆の

う，顎下腺，上皮小体，唾液腺，脊髄，坐骨神

経，大腿骨骨髄，膀胱，皮膚，乳腺について

10％中性緩衝ホルマリン液にて固定し，常法に

従ってパラフィン切片を作成し，H．E．染色を

行った後，病理組織学的検索を行った。

（4）回復性試験

1カ月間の投与終了後，対照群の1頭，E－

64－dの200および1，000mg／kg群の各2頭，

計5頭について1カ月間の休薬期間を設けて亜

急性毒性試験と同様な実験条件，実験方法によ

り回復性を検討した。

結　　　果

投与期間中死亡例は観察されなかった。主な

症状の変化としては，1，000mg／kgで黄色調

の水様下痢が投与後10日より終了時まで継続し

糞中には未吸収の検体もみられた。また下痢に

伴い食欲の減退，元気消失および削疫がみられ

た。200mg／kgでは軽度の軟便が見られたの

みで，40mg／kgではなんら著変はなかった．

体重変動を図5，6に諸検査の所見を表19～

22に示す。

、　、

一一、、

、～、

ControI

E・64・d　40mg／kg

〝　　200mg／kg

〝1，000mg／kg

21

図5　イヌ亜急性毒性試験における体重変化

28（days）
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図6　イヌ亜急性毒性試験における体重変化（回復性）

表19　イヌ亜急性毒性試験における血液学的検査所見

Dose（mg／kg／day）　　　　　　　　　　　Contro1　　　　40　　　　　200　　　　　1，000

No．of animals　　　　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　4　　　　　　6　　　　　　　　6

Time examined

（Montも）

Erythrocytes（101／mm3）　　　　　　0　　　821土49　　　728土47

Hemoglobin（g／dl）

Hematocrit（％）

Platelets（103／mm3）

Leucocytes（10ソmmり

1　　　780土83　　　　713土62

Recoveryo　　　727（1）

1　　　726（1）

0　　　17．7士1．1　　16．2土1．9

1　　16．8土0．5　　15．8土1．2

RecoveryO　　16．3（1）

1　　16．4（1）

0　　　54．4士3．2　　　49．7土2．6

1　　　52．7土0．5　　　49．5土3．9

Recoveryo　　　52．0（1）

1　　51．7（1）

0　　　　255士88　　　　291土57

1　　　270土74　　　　300土47

RecoYeryO　　　246（1）

1　　　278（1）

0　　　150土11　　　160士31

1　　　154士4　　　　181±74

Recoveryo　　161（1）

1　　　212（1）

812士16　　　　　780土79

771土20　　　　　777土86

787土0（2）　　　794士25（2）

798土71（2）　　616士238（2）

17．7±0．6　　　17．1士1．4

16．8土0．7　　　17．0土1．8

17．1土0．6　　　17．3土0．7

17．4土0．5（2）　13．3士5．2（2）

54．0土1．5　　　　52．6土4．4

52．3±1．9　　　　52．2土5．6

53．2土1．1（2）　53．5土1．4（2）

54．0土0．8（2）　41．1士16．0（2）

280土83　　　　　290土42

364士102　　　　399土76†

332土175（2）　　421土58（2）

275土125（2）　　493土210（2）

128土44　　　　　126土12

151土24　　　　　141±28

157土40（2）　　143±33（2）

171土16（2）　　167土16（2）

†：p＜0．05　　日：p＜0．01　（）：No．of animals

51



I E－64類縁体の閑発

表20　イヌ亜急性毒性試験における血液生化学的検査所見

Dose（mg／kg／day）　　　　　　　　　Contro1　　　40　　　　200　　　　1，000

NO．of animals　　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　4　　　　　　6　　　　　　　6

Totalprotein（g／dl）

Albumin（g／dl）

BUN

Creatinine（mg／dl）

Cholesterol（mg／dl）

Triglyceride（mg／dl）

GOT（Ⅹ－U）

GPT（K－U）

ALP（KA－U）

LDH（Ⅰ－U）

Na＋（mEq／1）

Ⅹ＋（mEq／1）

Time examined

（Montb）

0

1

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

O

I

Recovery O

l

5．21土0．29　　5．29土0．10

5．52土0．39　　5．49土0．20

5．47（1）

5．44（1）

2．98土0．10　　3．02士0．08

2．88土0．14　　2．87±0．20

3．00（1）

2．66（1）

18．1士4．8　　18．2土3．4

17．6土3．0　　16．8±1．5

18．5（1）

24．5（1）

0．82土0．08　　0．89土0．17

0．82土0．08　　0．85士0．07

0．93（1）

0．94（1）

116土16　　　112土13

115土23　　　104±23

130（1）

121（1）

55±13　　　　50土9

34土12　　　34士4

25（1）

54（1）

17士2　　　　　20土1

16土3　　　　24±3日

18（1）

17（1）

16土4　　　　　21±5

19士5　　　　　22土9

25（1）

20（1）

8．6土2．2　　　7．2土0．5

6．3土2．0　　　4．2土0．3

8．9（1）

9．4（1）

50土33　　　　38±6

39土12　　　　29土15

46（1）

34（1）

150土4　　　　154士4

148土2　　　　148土3

146（1）

144（1）

4．4±0．4　　　4．5土0．1

4．3土0．4　　　4．5士0．3

4．5（1）

3．7（1）

5．21土0．21　　5．24土0．16
5．39土0．19　　　3．61土0．5411

5．25土0．01（2）　3．67土0．86（2）

5．30土0．12（2）　4．90±0．17（2）

3．10土0．10　　　3．16土0．10

3．03士0．13　　1．91士0．2611

2．92土0．13（2）　2．03土0．46（2）

2．79土0．11（2）　2．38土0．50（2）

14．1土3．2　　　14．1±2．7

18．9土4．3　　　17．8土7．7

18．1土3．3（2）　26．1土6．5（2）

22．1士1．8（2）　23．7土0．1（2）

0．80土0．05　　　0．85土0．08

0．81士0．06　　　0．65士0．18

0．82土0．11（2）　0．55土0．33（2）

0．80士0．09（2）　0．69土0．16（2）

114士17　　　　131土20

115土10　　　　　95土14、

110±12（2）　100土8（2）

116土12（2）　111士28（2）

47士11　　　　　38土12

51士13　　　　　65土13日

54土13（2）　　71土4（2）

56士17（2）　　　62土4（2）

16土2　　　　　16土3
17士2　　　　　　21土10

18土1（2）　　17土6（2）

15土1（2）　　　17土0（2）

19士3　　　　　16土7

16士4　　　　　　17±8

19±1（2）　　　21土1（2）

19土3（2）　　　26土6（2）

6．8土2．0　　　　6．7士2．0

4．7土1．4　　　　4．5土5．3

4．7土1．2（2）　8．9士8．9（2）

8．7士1．0（2）　8．2土0．1（2）

44±13　　　　　51土21

36士8　　　　　　49士8

41士12（2）　　　55土6（2）
50士4（2）　　　48土11（2）

151土2　　　　　152±2

154土4　　　　　150土4

150土1（2）　　151（1）

144土0（2）　　145土2（2）

4．2土0．3　　　　4．3土0．3

4．5土0．2　　　　4．2土0．3

4．4土0．1（2）　4．5（1）

4．1土0．1（2）　4．1土0．3（2）

†：p＜0．05　日：p＜0．01（）：No・Ofanimals
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表21イヌ亜急性毒性試験におけるBSP・PSP試験所見

Dose（mg／kg／day）　　　　　　　　　　Contro1　　　40　　　　　200　　　　1，000

NO．of animals　　　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　4　　　　　　6　　　　　　　6

Time examined

BSP test30mizl．Value（％）

PSP test T－を（min．）

（Montb）

0　　　1．6土0．1　　2．0土0．2†　1．7士0．4　　　　2．3土1．0

1　　1．2士0．3　　1．8土0．4†　1．5土0．5　　　　2．5土1．1（3）

RecoveryO l．2（1）　　　　　　　　　1．7土0．5（2）　3．7（1）

1　　3．1（1）　　　　　　　　　3．3土0．0（2）　4．7±1．6（2）

0　　16．7土2．0　　18．3土2．1　16．8土1．8　　　17．5土3．1

1　　18．2±1．6　16．0土2．0　　17．4土3．8　　　26．8土12．3（3）

Recoveryo　　18．3（1）　　　　　　　　19．9土1．6（2）　40．8（1）

1　18．9（1）　　　　　　　　17．0土3．5（2）18．2土3．7（2）

（）：No．of animals†：p＜0．01

表22　イヌ亜急性毒性試験における臓器重量

Dose（mg／kg／day）　　　　　Contro1　　　　　40　　　　　　　200　　　　　　1，000

NO・Of animals　　　　　　　　4（1）　　　　　　4　　　　　　6（2）　　　　　　6（2）

Liver（g）

A．W．　R．W．　　A．W．R．W．

282　　　249　　　　315　　　273

土　66　士　36　　土　24　土　29

Recovery　　　301　　276

Kidney（g）　　R

Recovery

L

Recovery

Thymus（g）

Recovery

Adrenals（mg）R

Recovery

L

Recovery

Mesentericlymph nodes

Recovery

A．W．R．W．　　A．W．R．W．

325　　284　　　　377　　　414

土　43　土　23　　土　71±　30日

311　　253　　　　367　　　369

±　37　±　2　　土　60　士120

25．0　　22．3　　　26．2　　22．6　　　27．3　　23．9　　　23．7　　26．3

士4．8　土4．1　土2．5　±0．7　　土2．5　±1．1　士2．2　±1．1

20．4　18．7　　　　　　　　　　　　ノ24．8　　20．4　　　27．5　　27．3

±1．6　土　3．9　　士0．8　土3．7

25．2　　22．5　　　26．9　　23．2　　　27．8　　24．3　　　25．7　　28．4

士4．3　士3．6　　土2．3　±0．7　　土3．0　土1．4　　士4．7　士3．4

19．3　17．7　　　　　　　　　　　　　26．8　　22．0　　　27．7　　27．6

土1．1　土　3．7　　士0．8　土5．3

13．0　11．4　　　8．3　　7．3　　　7．1　　6．2　　　2．8　　3．2

±5．6　±3．8　　士1．1土1．3　　士2．8　土2．3　　±1．91土2．31

8．5　　　7．8

517　　　466　　　　515　　　447

土　　9　土　89　　±　31　土　54

484　　　444

538　　　483　　　　518　　　448

士　22　±　74　　士　43　士　47

458　　　420

（g）11．6　10．4　　　9．6　　8．3

±1．1　土1．0　　士2．4　土2．1

13．7　　12．6

5．2　　　4．3

士　0．4　土　0．8

585　　　510

土118　土　81

502　　　420

±155　士179

607　　　529

：±146　土112

533　　　444

土145　士174

8．3　　　7．2

5．7　　　5．2

：土4．9　土4．0

534　　　598

土　60：土115

711　　688

±216　土　96

523　　　577

±118　土100

635　　　623

土109　土　　4

8．7　　　9．7

土2．11士1．51　土0．4　±1．0

9．3　　7．6　　　　8．2　　8．4

土0．8　士0．4　　土2．3　±3．6

A．W．：absolute organ weight，R．W．：relative organ weight
R：right，L：left　（）：reCOVery　†：p＜0．05　日：p＜0．01
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体重は1，000mg／kgで投与7日頃より著明

な減少が認められ，終了時まで継続した040お

よび200mg／kgでは対照群と有意な差は認め

られなかった．

血液生化学的検査，尿検査および腎機能検査

において1，000mg／kgで血中の総蛋白，アル

プミソの減少，血中トリグリセライド値の軽度

上昇，尿量の増加，血中PSP半減期の延長が

みられ，また臓器重量測定において肝相対重量

の増加が認められた。40および200mg／kgで

は著変は認められなかった。

病理組織検索では肝細胞内脂肪蓄積ならびに

肝細胞踵大が1，000mg／kgの2例に認められ

た。また，腎における尿細管上皮の硝子滴沈着

が40mg／kg　より用量依存的に認められた0

これら肝および腎に組織変化の認められた動物

では肉眼的に色調の変化および腫張が観察され

た。

1カ月間の休薬により，1，000mg／kgでみ

られた下痢は消失し，体重の変化は軽減あるい

は回復し，また諸検査にみられた変化について

も同様な傾向がみられた，しかし，1，000mg／

kgl例で新たに貧血が観察された。

考　　　察

E－64－d40，200および1，000mg／kgをピ

ーグル犬に1カ月間連続経口投与した結果，一

般症状において，1，000mg／kgで黄色調の水

様下痢が共通して認められた。この下痢は水様

性であり，慢性経過をたどることを特徴とし，

また血中の総蛋白およびアルブミンの減少がみ

られることから，E－64－dの過剰投与により消

化管の消化および吸収揆能に障害が生じ下痢を

呈し，下痢の持続により二次的に削疫や低蛋白

血症が生じたと推察された。1，000mg／kgに

54

おける血中トリグリセライド値の上昇，肝相対

重量増加および肝細胞の腫大などの変化は肝障

害を示唆する所見であるがいずれも著明なもの

ではなく，またラットに比較するとかなり軽度

なものである。腎においては尿細管上皮の硝子

摘物質の沈着が40mg／kgより用量依存に認

められ，また1，000mg／kgでは血中PSP半

減期の延長が認められることから腎尿細管の障

害が考えられる。

回復性試験においては投与終了時にみられた

下痢，体重減少等の変化は軽減あるいは回復し

た。一万，1，000mg／kgの1例において1カ

月休薬後にみられた貧血は慢性小腸性下痢によ

る，消化および吸収障害に基づく栄養不良に起

因したと考えられ，休薬期間に新たに生じた変

化ではないと考えられた。

結　　　論

ピーグル犬にE－64－dの40，200，1，000mg／

kgを1カ月間経口投与した結果，1，000mg／

kgで肝，40mg／kg以上で腎にそれぞれ障害

を示唆する変化が観察された。
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5．E－64－dの生殖に及ぼす影響

（妊娠前・妊娠初期投与試験）

大　関　正　弘＊

研究協力者　中　根　貞　雄＊　山　田　　　隆＊

西　山

目　　　的

E－64－dを雌雄ラットの交配前・交配中およ

び雌ラットの妊娠初期に経口投与し，交尾能

力，受胎能力および胎仔への影響について検討

する。

方　　　法

1．使用動物および飼育条件

動物は，雄6遇令，雌11遇令のWistar系ラ

ット（静動協）を用いた。雌雄とも予備飼育に

より順調な体重増加を示したものを用い雌で

は，さらに比較的性周期の規則的なものを選択

し，いずれも1群25匹とした。

また，動物は，木屑敷プラスチックケージに

入れ，温度23土20C，湿度55土5％の空調動物

室で固型飼料（オリェソタル酵母社製MF）お

よび水（滅菌水道水）を自由に摂取させる方法

で飼育した。

2．投与量および投与方法

7週令の雄ラットにE－64－d500，1，000お

よび2，000mg／kg／日　を14日間経口投与した。

その結果，500mg／kg以上の投与量において

中毒症状は観察されなかったが，いずれも体重

に増加抑制が認められた。

これより，本試験期間に耐える最大投与量は

500mg／kg／日であると推定し，以下100および

20mg／kg／日投与量を設定した。

＊大正製薬株式会社総合研究所

勒＊　市　川　明　美＊

E－64－dは，5％アラビアゴム溶液に懸濁し

て体重100g当り1mlの割合で胃ゾンデを用

い経口投与した。なお，5％アラビアゴム溶液

をE－64－dと同様に授与した群を対照群とし

た。

3．投与期間

雄は，交配前60日間および交配期間中，雌

は，交配前14日間，交配期間中および交尾後7

日間投与した。

4．交配方法

交配は，約14日間とし，その間，同一群内の

雌雄を1対1の割合で昼夜同居させた。毎朝

（8：30～10：30A．M．）屋内検査を行い，屋内

に精子の確認された雌は，交尾成立とみなし，

その日を妊娠0と定め，以後，雌雄を分離飼育

した。交尾不成立の雌雄は7日ごとに同居を換

えた。

5．検査項目

試験期間中，症状は毎日観察し，体重は遇3

～7回，飼料および水の摂取量は遇1～2回間

隔で測定した。また，雌は，交配前の投与期間

中，屋垢を採取し，性周期を調べた。

交尾成立した雌は，成立後20日日に頸椎脱臼

法で屠殺し，胸・腹部内臓器の肉眼的観察を行

った後，黄体数，着床数，死胚胎仔数，生存胎

仔数を調べた。死胚胎仔はその形状により吸

収，初期，中期および後期死亡に分類し，生存

胎仔は，外形観察，性別判定および体重測定を

行った後，一一部はBouin液に固定し，残りは

胸・腹部内臓器を観察した後，99％alcollOlで
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I E－64類縁体の閲発

表l　雄の体重変動

Groups Contro1　　　　　20mg／kg lOOmg／kg　　　　　500mg／kg

Days after administration

0

1

4

6

8

11

13

15

18

20

22

25

27

29

32

34

36

39

41

43

46

48

50

53

55

57

60

142．5

士　5．58（25）

146．5

±　5．73（25）

160．0

土　7．57（25）

167．8

士　7．60（25）

175．6
士　8．66（25）

185．9

士　9．20（25）

192．2

土　9．49（25）

197．5

土10．87（25）

205．4

士　9．79（25）

211．8

士11．06（25）

216．4

士11．29（25）

220．7

土12．02（25）

226．6

±12．13（25）

230．6

土12．33（25）

237．3

±12．30（25）

241．2

士13．10（25）

244．0

士13．55（25）

249．5

土13．97（25）

253．3

土14．38（25）
256．7

士14．92（25）
260．1

士13．89（25）
261．9

±14．55（25）
265．7

±15．54（25）
′　268．4

±16．54（25）
273．1

士16．93（25）
273．5

士18．35（25）
279．1

土18．22（25）

141．8

±　5．96（25）

145．6

士　5．00（25）

160．4

士　6，54（25）

167．9

士　7．39（25）

176．4

±　7．43（25）

186．7

土12．33（25）

192．5

±11．30（25）

199．1

土10．52（25）

208．5

±　9．82（25）

214．7

土　9．70（25）

219．2

土　9．96（25）

224．0

土11．92（25）

229．6

土10．91（25）

233．5

±11．21（25）

239．9

土10．96（25）

243．8

±11．21（25）

246．1

土11．31（25）

250．1

土14．14（25）

255．0

士13．97（25）

257．6

士14．49（25）
261．1

±14．05（25）

262．3

±13．35（25）

267．3

土13．58（25）

269．5

士13．81（25）

274．6

士14．04（25）
275．9

士13．86（25）

279．0

±13．87（25）

143．8

土　4．68（25）

146．4

土　6．79（25）

160．8

士　8．77（25）

168．9

土　8．15（25）

175．5

土　8．79（25）

188．1

土12．02（25）

194．4

±11．88（25）

200．8

土11．67（25）

210．7

土11．33（25）

216．1

士11．60（25）

220．0

土11．79（25）

224．7

土11．40（25）

229．8

±11．49（25）

232．4

土11．67（25）

240．0

士11．53（25）

243．4

土11．46（25）

245．3

士11，05（25）

250．2

士11．27（25）

253．6

土11．70（25）
255．7

±12．03（25）
259．4

土12．48（25）
261．3

±12．43（25）
264．7

士11．78（25）
267．5

土11．98（25）
270．5

土13．12（25）
272．5

土12．91（25）
275．9

土13．25（25）

143．1

士　4．95（25）

144．9

±　5．73（25）

153．8＊＊

±　8．26（25）

160．6＊＊

土　8．66（25）

166．5＊＊

±10．06（25）

180．4

士10．02（25）

185．8＊

土10．48（25）

192．4

士11．66（25）

199．7

土13．25（25）

205．1

士13．11（25）

207．1＊

土14．00（25）

211．7＊

土13．28（25）

215．5＊＊

±13．85（25）

218．7＊＊

土14．43（25）

222．4＊＊

±18．03（25）

224．0＊＊

士20．14（25）

225．2＊＊

±20．01（25）

228．6＊＊

±21．98（25）

233．4＊＊

±20．40（25）

235．3＊＊

土19．33（25）
238．0＊＊

士18．88（25）
239．4＊＊

±21．22（25）
241．7＊＊

士18．82（25）

244．4＊＊

士20．15（25）
249．8＊＊

士21．05（25）

249．9＊＊

士21．37（25）
254．3＊＊

土21．81（25）

Mean土S．D．（No．of animals）＊：P＜0．05　＊＊：P＜0．01　Unit：Gram
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5．E－64－dの生殖に及ぼす影響（妊娠前・妊娠初期投与試験）

表2　雄の摂餌量，摂水量

Groups Contro1　　　　　20mg／kg lOOmg／kg　　　　　500mg／kg

Food consumption

Days after administration

1

8

15

22

29

36

43

50

57

17．7

士1．17（25）

18．8

土1．22（25）

18．4

土2．05（25）

19．1

土1．36（25）

18．0

士1．29（25）

18．4

士1．16（25）

18．6

土1．17（25）

18．3

土1．68（25）

16．7

土2．19（25）

Water consumption

Days after administration

1

8

15

22

29

36

43

50

57

21．9

±1．49（25）

22．2

土2．33（25）

23．3

土3．55（25）

23．6

±2．74（25）

22．0

士2．60（25）

21．8

士2．44（25）

21．5

土2．86（25）

20．2

士2．49（25）

18．9

±1．88（25）

18．1

土1．48（25）

19．0

土1．08（25）

19．3

土1．47（25）

19．4
±1．37（25）

18．4

士1．12（25）

19．0

土1．33（25）

18．3

土1．42（25）

18．5

土1．60（25）

18．0＊

土1．41（25）

21．2

土2．67（25）

22．1

土2．34（25）

21．9

±1．60（25）

23．0

土2．54（25）

22．0

土2．60（25）

21．4

土2．09（25）

21．5

土2．50（25）

20．9

土2．44（25）

20．5＊

土2．72（25）

17．6

士1．43（25）

19．2

±1．62（25）

20．0＊＊

土1．32（25）

20．3＊

±1．78（25）

18．8＊

土1．17（25）

19．3＊

士1．39（25）

18．8

±1．88（25）

18．0

±1．66（25）

18．3＊＊

±2．07（25）

20．3＊＊

±2．18（25）

23．3

±4．64（25）

24．6

±3．39（25）

24．3

±3．38（25）

23．0

±3．33（25）

23．1

土2．43（25）

21．8

±2．14（25）

20．0

±2．23（25）

20．8＊＊

土2．49（25）

16．0＊＊

士1．55（25）

18．1

土2．22（25）

19．5＊

±1．76（25）

18．6
±2．46（25）

18．3

土1．66（25）

17．9

±1．76（25）

17．7

±1．76（25）

17．7

±2．70（25）

16．4
土2．95（25）

17．4＊＊

土2．69（25）

22．9

士5．21（25）

23．3

土3．41（25）

23．9

士4．14（25）

24．0＊

土2．82（25）

22．7

土2．76（25）

23．6＊

土3．59（25）

22．7＊＊

土3．36（25）

21．7＊＊

土3．91（25）

Mean土S．D．（No．of animals）

＊：p＜0．05　　＊＊：p＜0．01

Unit：Gram（Food），Milliliter（Water）

固定した。

Bouin固定胎仔は，Wilson（1965）1）および

西村（1974）2）の方法に従い，頭，胸，腹部の

諸臓器を観察し，alcohol固定胎仔は，Dawson

（1926）3）の方法に準じてalizarin red S染色

透明骨格標本を作製し，全骨格系の異常，変異

ならびに化骨進行度について観察した。観察は

いずれも実体顕微鏡下に行った。

6．統計処理

実験結果については，平均値の差はt－検定，

出現率の差は∬2－検定を用い，いずれも危険率

．1および5％で統計学的有意性を検討した。
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I E－64類縁体の開発

表3　雌の体重変動

Groups Contro1　　　　20mg／kg lOOmg／kg　　　　　500mg／kg

I）ays after administration

0

2

4

7

9

11

14

163．7

土　5．18（25）

166．3

土　6．34（25）

168．1

土　5．78（25）

171．0

土　5．65（25）

172．9

土　5．57（25）

173．1

土　6．06（25）

176．0

土　7．36（25）

Days of gestation

0

1

2

3

4

5

6

7

10

15

17

20

179．7

士　7．48（21）

180．1

±　7．84（21）

181．7

±　7．61（21）

182．9

土　7．89（21）

185．2

土　8．03（21）

187．5

土　7．76（21）

188．6

土　7．04（21）

190．5

土　7．00（21）

201．3

土　7．97（21）

222．1

土　8．74（21）

237．5

土　9．98（21）

263．2

土15．10（21）

163．1

土　4．18（25）

165．6

±　5．91（25）

167．7

士　5．43（25）

170．2

土　5．84（25）

172．6

土　6．26（25）

172．8

土　7．12（25）

175．5

士　7．44（25）

179．2

土　8．53（21）

179．0

士　8．09（21）

180．9

土　8．24（21）

183．0

土　8．58（21）

184、8

土　9．08（21）

187．2

±　8．50（21）

189．1

土　8．47（21）

191．3

土　8．76（21）

202．2

±　8．17（21）

223．7

土　7．97（21）

239．0

土　9．34（21）

265．4

士12．63（21）

163．1

土　4．93（25）

165．3

士　5．66（25）

166．7

土　5．96（25）

170．4

士　6．09（25）

172．3

土　5．84（25）

173．2

士　5．49（25）

176．5

土　6．11（25）

180．1

土　5．67（19）

180．4

士　5．41（19）

181．7

土　5．35（19）

183．1

±　5．86（19）

185．1

土　5．68（19）

187．3

士　6．33（19）

189．3

土　6．22（19）

191．9

土　6．50（19）

203．0

±　7．45（19）

225．3

土　9．74（19）

237．9

土11．23（19）

264．9

±15．35（19）

163．0

±　5．28（25）

164．7

土　4．20（25）

162．7＊＊

土　7．15（25）

167．1＊

土　6．27（25）

171．3

士　6．42（25）

172．0

±　6．56（25）

175．8

土　7．71（25）

178．2

土　6．10（17）

177．7

士　6．22（17）

178．5

土　6．10（17）

180．3

土　5．47（17）

183．5

土　5．53（17）

186．2

±　6．19（17）

187．7

土　5．90（17）

189．4

土　5．73（17）

201．2

土　6．16（17）

224．2

土　7．77（17）

238．0

士　8．15（17）

264．8

土12．22（17）

Mean土S．D．（N0．Ofanimals）　＊：P＜0．05

Unit：Gram

結　　　果

1．故への影響

体重，摂餌量および摂水量を表1，2に示し

た。

体重は，20，100mg／kg群では対照群と変わ

らぬ推移であったが，500mg／kg群では投与初

期から終了時にかけ，増加抑制が現われ，明ら

58

＊＊：p＜0．01

かな影響が示された。

摂餌量は，20mg／kg群の投与後期，100mg

／kg群の投与中期および後期，500mg／kg群

の投与中期にそれぞれ増加が，また，500mg／

kg群の投与初期には減少がみられた。摂餌・

摂水量の増減には，用量および投与日数と関連

した一定の煩向は認められなかった。症状観察

からはいずれの投与群にも異常は認められなか



5．E－64－dの生殖に及ぼす影響（妊娠前・妊娠初期投与試験）

表4　雌の摂餌量，摂水量

Groups Contro1　　　　　20mg／kg lOOmg／kg　　　　　500mg／kg

Fod consumption

Days after administration

2

4

9

11

13．8

土1．82（25）

13．7

±1．25（25）

13．0

士0．99（25）

13．6

土0．98（25）

Days of gestation

2

4

10

15

20

12．0

士1．29（21）

12．5

土1．31（21）

13．9

土1．45（21）

15．5

土2．03（21）

15．5

土1．60（21）

Water consumption

Days after administration

2

4

9

11

16．9

±2．00（25）

17．1

土2．29（25）

17．1

士2．37（25）

18．7
土2．54（25）

Days of gestation

2

4

10

15

20

23．7

土4．33（21）

22．1

土3．75（21）

23．4

士2．68（21）

25．4

士2．12（21）

27．0

土2．92（21）

14．1

±1．55（25）

13．8

土1．48（25）

13．3

土1．49（25）

13．9

士1．58（25）

12．6

±1．45（21）

12．7

±1．82（21）

13．6

土1．27（21）

15，7

士1．52（21）

14．8

土1．93（21）

17．2

士2．53（25）

18．1

土2．13（25）

17．7

土2．38（25）

18．2

±2．86（25）

24．1

士4．10（21）

20．6

士2．93（21）

23．2
±1．85（21）

26．3

土2．69（21）

29．3＊

土3．61（21）

13．7

土1．64（25）

14．6＊

士1．69（25）

13．6

士2．14（25）

14．2

±1．42（25）

11．7

土1．17（19）

12．0

土1．39（19）

14．5

土1．45（19）

16．1

士1．62（19）

14．9

土1．50（19）

16．9

土2．90（25）

18．0

士2．59（25）

19．0＊＊

土2．58（25）

19．4
土2．81（25）

23．8

土4．20（19）

22．4

土3．52（19）

24．1

土2．25（19）

25．5

士2．11（19）

29．2】＊

土2．07（19）

12．5＊＊

土1．19（25）

11．7＊＊

土1．94（25）

13．1

士1．83（25）

14．0

土1．64（25）

11．6

土1．69（17）

13．0
±1．72（17）

15．7＊＊

士1．94（17）

16．6

±1．81（17）

15．4

士1．17（17）

14．8＊＊

±3．30（25）

15．1＊

土3．59（25）

18．4

土3．01（25）

19．3

±2．93（25）

22．0

±5．10（17）

22．7

土3．89（17）

24．2

土2．71（17）

26．3

±2．73（17）

29．4＊■

士3．18（17）

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

Unit：Gram（Food），milliliter（Water）

った。また交配終了したものの剖検所見から

は，肉眼的異常は全く観察されず，交尾不成立

の精巣，精巣上体にも組織学的な変化は認めら

れなかった。

2．雌への影響

体重，摂餌量および摂水量を表3，4に示し

た。

体重は，いずれの投与群も対照群と変らぬ推

移であったが，500mg／kg群の投与初期に減

少が認められた。

摂水量は，100mg／kg群の投与後期および

各投与群の妊娠末期に増加が，また500mg／kg
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I E－64類縁体の閑発

表5　雌の交配成績

Groups Contro1　　20mg／kg lOOmg／kg　　　500mg／kg

No．of female mated

Copulating

1－7Days

8－15Days

Over16Days

Copulative rate（％）

Pregnancy

1－7Days

8－15Days

Over16Days

Pregnancy rate（％）

Estrous cycle（Day）

Frequency of cycle／2weeks

Duration of mating（Day）

25　　　　　　　25　　　　　　　25

22　　　　　　　24　　　　　　　22

3　　　　　　　1　　　　　　　3

0　　　　　　　　0　　　　　　　　0

100．0　　　　　100．0　　　　　100．0

25／25　　　　25／25　　　　25／25

19　　　　　　　20　　　　　　18

2　　　　　　　1　　　　　　　1

0　　　　　　　　0　　　　　　　　0

84．0　　　　　　84．0　　　　　　76．0

21／25　　　　21／25　　　　19／25

4．1　　　　　　4．1　　　　　　4．2

25

●

　

3

2

　

2

9

8
5
　
0
0
乃

12

5

0

73．9

17／23

4．4

土0．6（52）　±0．6（50）　土0．6（50）　土1．0（47）

2．1　　　　　　2．0　　　　　　2．0　　　　　　1．9
±0．6（25）　土0．3（25）　土0．4（25）　±0．7（25）

3．6　　　　　　4．0　　　　　　4．3　　　　　　5．6＊

土3．2（25）　土2．1（25）　土2．6（25）　土3．6（25）

Mean士S．D．　＊：p＜0．05

（）：No．of observedanimals

群の投与初期に減少が認められた。しかし，い

ずれの投与群にも異常な症状は観察されなかっ

た。

交配終了したものの剖検所見では肉眼的異常

は全く観察されず，交尾不成立の雌の卵巣にも

組織学的変化は認められなかった。

3．交尾，妊娠への影響

交配，交尾および妊娠所見を表5に示した。

各投与群の交尾率および受胎率に影響はみら

れなかったが，交配日数（交尾成立に要した日

数）では，500mg／kg群に延長が認められた。

交配前の雌の性周期観察では，各投与群とも平

均4日前後で大きな変化はみられなかった。

4．胎仔への影響

交尾成立後20日目に子宮内および胎仔の観察

結果を表6に示した。

各投与群の黄体数，着床数，着床率（総着床

数／総黄体数×100），生存胎仔数，死胚胎仔数，

死胚胎仔率（総死胚胎仔数／総着床数×100）お

よび性比は各投与群とも対照群と変わらぬ数値

であったが，100，500mg／kg群の生存胎仔体
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重にいずれも増加が認められた。

生存胎仔の外形検査では，20mg／kg群に浮

腫および胎盤癒合が各1例みられたが，内臓検

査では異常は1例も認められなかった。

胎仔の骨格観察所見を表7－1，7－2に示した。

異常骨としては，20mg／kg群に肋骨癒合と

胸椎体不整の合併症が1例観察された。変異骨

としては椎体のくびれ・分離，頸・腰肋骨が各

群に散見された。しかし，これらの出現はいず

れも有意的でなく，用量との関連も認められな

かった。化骨状態では，いずれの群にも遅延的

変化はみられなかったが，100，500mg／kg群

の第7頸椎体，5・6胸骨および前肢の基節骨

に，また100mg／kg群の尾椎骨数にいずれも

対照群と比べて有意な促進がみられた。

考　　　察

Wistar系ラットを用い，E－64－dの妊娠前

および妊娠初期投与試験を行った。

交配前の投与では，雌雄とも500mg／kg群

に体重増加の抑制が現われ，明らかに投与によ



5．E－64－dの生殖に及ぼす影響（妊娠前・妊娠初期投与試験）

表6　子宮内および胎仔所見

Groups Contro1　　　　20mg／kg lOOmg／kg　　　　500mg／kg

No．of mothers

No．of corporalutea

Corporalutea perlitter

No．ofimplants

Implants perlitter

Implant rate（％）

No．of resorbed and dead

fetuses

Total

Resorption

Early death

Middle death

Late death

No．oflive fetllSeS

Fetuses perlitter

Sex ratio

Male／female

Body weigbt（G）

Male

Female

Male＋Female

External anomalies

Visceral anomalies

21

274

13．0

土　2．2

227

10．8

士　3．6

82．8

227／274

6く5〉

5〈4〉

1く1〉

0〈0〉

0〈0〉

221

10．5
士　3．7

0．92

106／115

3．08

土0．31（106）

2．86

土0．36（115）

2．97

21

287

13．7

士　1．0

249

19

251

13．2

士　1．4

205

11．9　　　　　　　　10，8
士　2．4　　　　　　　士　3．5

17

208

12．2

土　1．5

177

10．4
土　2．7

86．8　　　　　　　　81．7　　　　　　　　85．1

249／287　　　　　205／251

14〈8〉　　　　　　8〈7〉

8〈4〉　　　　　　5〈4〉

4く4〉　　　　　　2〈2〉

1〈1〉　　　　　1〈1〉

1〈1〉　　　　　　0く0〉

235　　　　　　　　　197

177／208

5〈4〉

3〈3〉

2〈2〉

0〈0〉

0く0〉

172

11．2　　　　　　　　10．4　　　　　　　　10．1

土　2．8　　　　　　土　3．3　　　　　　土　2．7

1．03　　　　　　　　1．01　　　　　　　1．02

119／116　　　　　　99／98　　　　　　87／85

3．07　　　　　　　　3．17＊　　　　　　　3．19＊＊

士0．27（119）　　士0．24（99）　　土0．25（87）

2．88　　　　　　　　2．96＊　　　　　　　3．03＊＊

士0．24（116）　　士0．22（98）’　土0．21（85）

2．98　　　　　　　　3．07＊＊　　　　　　　3．11＊＊

±0．35（221）　　士0．27（235）　　±0．26（197）　　士0．24（172）

0〈0〉　　　　　　2着く2〉　　　　　　0く0〉　　　　　　0〈0〉

0〈0〉　　　　　　0〈0〉　　　　　　0く0〉　　　　　　0〈0〉

Mean土S．D．　＊：p＜0．05　　＊＊：p＜0．01

（）：No．of observed animals

く　〉：No．of conceived motherswith case

る影響が認められた。しかし，一般症状におい

てはいずれの投与群にも異常はみられず，剖検

においても肉眼的異常は観察されなかった。

交配所見では，交配日数において500mg／kg

群に延長がみられたが，性周期，交尾率，受胎

率に影響は認められなかった。本試験の交配日

数（3．6～5．6日）は，いずれの群もバックグラ

ンドデータ（7．2～10．0日）に比較し短くむし

ろ良好な成績であった。

これらの結果より，E－64－dは500mg／kg

投与において交配前の体重を抑制するが，雌雄

の交尾，妊娠能には影響を与えないと推察され

♯：Fused placenta，Edema

た。

交尾成立後20日目の子宮内観察からは，いず

れの投与群においても黄体数，着床数，着床

率，生存胎仔数，死胚胎仔数，死胚胎仔率およ

び性比に変化はみられなかった。しかし胎仔の

外形観察からは，20mg／kg群に浮腫および胎

盤癒合が各1例観察され，また，100，500mg／

kg群に体重の増加が認められた。外形異常に

ついては例数および用量との関連からみて，ま

た体重については，母体重および胎仔数との関

連からみていずれも偶発的なものと考えられ

た。胎仔の内臓観察からは，1例の異常仔も認
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I E－64類縁体の閲発

表7－1胎仔の骨格検査所見一異常および変異－

Groups Contro1　　20mg／kg lOOmg／kg　　　500mg／kg

No．of motbers

No．of examined fetllSeS

Abnormalities

Fusion and／or deformity

vertebral centers

Fusion of ribs

Waved ribs

Otbers

No．of abnormal fetuses

Variations

Bilobed vertebral centers

Split of vertebralcenters

Cervical ribs

Lllmbar ribs

Asymmetry of sternebrae

Shortening of13th rib

No．of abnormal fetuse＄

21　　　　　　　21

150　　　　　　156

0〈0〉　　　1く1〉

0く0〉　　　1く1〉

0く0〉　　　　0〈0〉

0く0〉　　　　0く0〉

0く0〉　　　1く1〉

81〈7〉　　10く7〉

1く1〉　　　　4く4〉

3〈3〉　　　1く1〉

2く1〉　　　　4〈4〉

0〈0〉　　　　0〈0〉

0く0〉　　　　0〈0〉

14く10〉　　　18〈11〉

19　　　　　　　17

130　　　　　　109

0〈0〉　　　　0く0〉

0く0〉　　　　0く0〉

0く0〉　　　　0く0〉

0く0〉　　　　0〈0〉

0〈0〉　　　　0〈0〉

7〈6〉　　　11〈9〉

1〈1〉　　　1〈1〉

0く0〉　　　　2く2〉

3く2〉　　　　3く3〉

0く0〉　　　　0〈0〉

0〈0〉　　　　0〈0〉

11〈8〉　　　16〈12〉

〈　〉：No．of conceived motherswith case

められなかった。

骨格検査では異常骨として20mg／kg群に肋

骨癒合と胸椎体不整の合併症が，また変異骨と

して各群に椎体のくびれ・分離，頸・腰肋骨が

観察された。しかし，これらの出現はいずれも

有意でなく，用量との関連も認められないとこ

ろからE－64－dに起因したものではないと考

えられた。化骨状態は，100，500mg／kg群に

有意な促進がみられたが，これは胎仔体重の増

加に基づくものと思われた。

以上の結果により，E－64－d　は雌雄ラットに

毒性を発現する500mg／kg投与においても，

交尾，妊娠ならびに胚発育には影響しないもの

と推察された。

結　　　論

E－64－dの20，100および500kg／mgを

Wistar系ラットの交配前・交配中および妊娠

初期に経口授与した。

1）交配前の投与において雌雄ラットの体重

に増加抑制が現われたが，性周期，交尾率およ

び受胎率への影響は認められなかった。ただし

バックグランド範囲内ではあるが，500mg／kg
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群に交配日数の延長が認められた。

2）いずれの投与群においても妊娠は維持さ

れ，胚発育への影響は示されなかった。

3）胎仔の観察において偶発と考えられる外

形（2例）および骨格（1例）の異常仔が観察

された。

以上の結果より，本試験における安全域は毒

性発現を考慮し，100mg／kg以下になるもの

と考えられた。
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5．E－64－dの生殖に及ぼす影響（妊娠前・妊娠初期投与試験）

表7－2　胎仔の骨格検査所見一化骨状態－

Group Contro1　　20mg／kg lOOmg／kg　　　500mg／kg

No．of motbers

No．of examined fetuses

Skull

Supraoccipital Bone

Cervical vertebrae

lst cervicalcenter

2nd cervical center

3rd cervicalcenter

4th cervical center

5th cervical center

6th cervical center

7th cervical center

Sternebrae

lst stemebra

2nd stemebra

3rd sternebra

4th sternebra

5tII Stemebra

6th sternebra

Forelimb

lst metacarpus

Ist metacarpus

2nd metacarpu9

2nd metacarpus

3rd metacarpus

3rd metacarpus

4tb metacarpus

4th metacarpus

5th metacarpus

5th metacarpus

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

No．of proximal pbalanges

（Ri的t）
No．of proximalphalanges

（Left）
Hindlimb

lst metatarSuS

Ist metatarsus

2nd metatarsug

2nd metatarsus

3rd metatarsus

3rd metatarsus

4th metatarsus

4th metatarsus

5th metatarsus

5tb metatarsus

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

（Rigbt）

（Left）

No．of proximal phalanges
（Rigbt）

No．of proximalphalangeg
（Left）

No．of caudal vertebrae

21　　　　　　21　　　　　19　　　　　　17

150　　　　　156　　　　　130　　　　　109

150〈21〉　　156〈21〉　　130く19〉　　109く17〉

〉

〉

〉

〉

〉

〉

　

〉

9
2
0
1
3
1
1
2
1

く
　
く
く
く
く
く
　
〈
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仇
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榔
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芸
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0
5
0
5
0
5
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5
0
4
9
4
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1

5
7
　
5
7

0
0
　
0
0

土

　

土

0
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0

5

0

5

0
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1
　
1
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0

5
　
5

1
　
1

0
　
0
　
0

5
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5
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1
　
1

0
0
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
1
2
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1
　
0
　
0
　
1
　
2
　
2

1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
　
2
1

〈10〉　　14〈8〉　　11く6〉

〈1〉　　　　0く0〉‘　　0〈0〉

〈0〉　　　　0く0〉　　　　0く0〉

く0〉　　　　0〈0〉　　　　0〈0〉

く1〉　　　　0く0〉　　　1く1〉

〈11〉　　　10〈7〉　　　11〈8〉

〈20〉　　113＊く19〉　　　94＊〈17〉

じ
八
Y
p
n
〓
即
の

2
　
2
　
2
　
2
　
1
　
2

く

く

く

く

く

く

6
　
3
　
5
　
5
　
4
　
4

5
　
5
　
5
　
5
　
5
　
8

1
　
1
　
1
　
1

130〈19〉　　109〈17〉

130く19〉　　109〈17〉

130く19〉　　109〈17〉

129〈19〉　　109く17〉

71＊〈18〉　　　59＊〈16〉

95＊＊〈19〉　　　88綿〈17〉

0く0〉　　　　0く0〉

0く0〉　　　　0く0〉

5
6
5
6
5
6
5
6
5
6
5
6
5
6
5
6

1
1
1
1
1
1
1
1

0．5
土0．6
0．4

土0．6

〈21〉　　130く19〉

〈21〉　　130〈19〉

〈21〉　　130〈19〉

く21〉　　130〈19〉

〈21〉　　130く19〉

〈21〉　　130く19〉

〈21〉　　130〈19〉

〈21〉　　130く19〉

0．7＊＊

土　0．6

0．6＊

土0．6

〉

〉

〉

〉

〉

〉

〉

〉

〉

〉

父
遠
望
諾
遠
望
還

0
　
0
　
6
　
6
　
6
　
6
　
6
　
6
　
6
　
6

5
　
5
　
5
　
5
　
5
　
5
　
5
　
5

1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1

の
の
抄
炒
抄
抄
抄
ゆ
炒
炒

く

く

く

く

く

く

く

く

く

く

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

3
　
3
　
3
　
3
　
3
　
3
　
3
　
3

1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1

0く0〉

0く0〉

109〈17〉

109〈17〉

109〈17〉

109く17〉

109〈17〉

109く17〉

109〈17〉

109〈17〉

0．9＊＊

土0．6
0．8＊＊

土0．6

0
0
1
7
1
7
1
7
1
7
1
7
1
7
1
7
1
7

く

く

く

く

く

く

〈

く

く

く

0
　
0
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9
　
9

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
1

Mean土S．D．　＊：p＜0．05　　榊：p＜0．01

く　〉：No．of conceived motherswith case
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6．E－64－dの変異原性試験（Amestest）

大　関　正　弘＊

研究協力者　安　井　　　一＊　後　藤　宏　三＊

中　根　貞　雄＊

日　　　的

筋ジストロフィー治療薬E－64－dについて

Amesら1）のサルモネラ／ラット・ミクロゾー

ム系により変異原性試験を実施したので報告す

る。

方　　　法

1．非代謝処理測定

被検液＊10・lml，M／10リン酸緩衝液（pH

7・4）0・5ml，試験菌液＊20．1ml，ならびに軟寒

天液＊32mlを順次試験管に注ぎ入れて軽く授

拝の後，別に用意した9cm径べトリ皿中の最

少栄養寒天平板＊4の上にこの混液を重層した。

放置固化の後，この重層平板を370Cで約45

時間培養し，平板上に生じた栄養非要求復帰変

異＊Sの集落数を算定した。なお，上述の被検液

に代えて溶媒（DMSO＊1を使用）0．1mlを用

いたものを溶媒対照とし，同じく被検液に代え

て適当な既知変異原物質＊6の溶液0．1mlを用

いた場合を陽性対照とした。

＊l Dimethylsulfoxide（以下　DMSO　と

略す）を溶媒としてE－64－d被検液を調製し

た。80mg／mlを最大濃度とし，DMSOを

用いて公比2で順次希釈して0．08mg／mlを

最少濃度とした。

＊2　下記の各試験菌珠を普通ブイヨン（Nu－

＊大正製薬株式会社総合研究所

trientBroth，DIFCOLab．）を用いて37OC

で一夜振立培養したものを試験菌液とした。

培養終了時の菌濃度はおおよそ109細胞／ml

であった。

SalmonellatyphimuriumTAlOO，TA

1535，TA98およびTA1537

Escherichia coliWP2uvrA

＊3　約400Cに保った0．6％の寒天液であっ

て，この中に食塩0．5％ならびに各50〝M

濃度のL－histidineおよびbiotin（以上S．

typhim・培養の場合），あるいは50〃M濃度

のL－tryptOphan（E．coliの場合）を含む。

＊4　Vogel－Bonner最少培地Eにブドウ糖を

添加した寒天平板であって，次の組成をも

つ。

ブドウ糖　　　　　　　　　　　　2％

リン酸水素アンモニウム・ナトリウム

・4水和物　　　　　　　　　0．35％

クェソ酸・1水和物　　　　　　　0．2％

リン酸2カリウム　　　　　　　　1％

硫酸マグネγウム・7水和物　　0．02％

寒天　　　　　　　　　　　　　1．5％

pH7．4，25ml／平板

＊5　S．typllimuriumの場合はhistidine

要求性から非要求性への復帰変異であり，

E．coliの場合はtryptophan要求性のそれ

である。

＊6　下記化合物をいずれもDMSO溶液とし

て用いた。なお，供試量ならびに該当の菌株

に関しては後述結果表に示す。
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I E－64類縁体の閑発

表1非代謝処理部定（S9う

忘㌻＼一撃L TAlOO TA1535　WP2uvrA TA98　　TA1537
0〝g／plate l98172167　　　81010　　14　2119　　231611

173168　　　　　　8　7　　　　　　9　9　　　　　2218
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N－ethyl－Nl－nitro－N－nitrosoguanidine

（ENNGと略）

2－nitroauorene（2－NF）

9－aminoacridine（9－AA）

2．代謝活性化処理測定

前述の非代謝測定における緩衝液に代えて

in vitro　の代謝賦活系として‘S9－Mix’＊7

66

0．5mlを用い，以下同様に操作した。なお，

2－aminoanthracene（略2－AN）の　DMSO

溶液0．1mlを陽性対照とした（供試濃度は結

果表中に示す）。

＊7　Phenobarbitalおよび5，6－benzoaa－

VOneで誘導したS－D系雄ラット肝臓ミクロ

ゾームの薬物代謝酵素系であって，S9－Mix



6．E－64－dの変異原性試験（Ames test）

20ml当りの組成は下記のごとくである。

S9（肝磨砕物の9，000G遠沈上清，オリェ

ソタル酵母工業，Lot．680280）　2ml

O．lMニコチナミド・アデニン・ジヌクレオ

チドリン酸，還元型（NADPH）0．8m1

0．1Mニコチナミド・アデニン・ジヌクレ

オチド，還元型（NADH）　　0．8ml

lMブドウ糖6リン酸（G6P）　　0．1m1

1．65M塩化カリウム　　　　　　　0．4m1

0．4M塩化マグネシウム　　　　　0．4m1

0．2Mリン酸緩衝液，pH7．4　　10ml

蒸留水　　　　　　　　　　　　　残量

結果および考察

培養2日後の平板（plate）上の栄養非要求復

帰変異集落数を表示する（表1，2）。

両表にみるように本被検体はその不溶解ない

しは溶解後析出が認められた8mg／plate迄の

供試濃度範囲において，試験菌株の塩基対置換

変異検出型（S．typhimuriumTAlOO，TA

1535，および　E．coliWP2uvrA）ならびに

塩基枠移動変異検出型（TA98およびTA

1537）を通じ，またラット肝ミクロゾーム酵素

系による代謝活性化に関してその処理試験およ

び非処理試験を通じて，それぞれ当該の溶媒対

照値に比して有意な変異集落形成増を全く惹起

していない。一方，各陽性対照値はいずれも妥

当な域の変異形成増を示している。

本被検体の溶解性をみると，培養開始前，被検

体のDMSO琴液0・lmlとリン酸緩衝液0・5

mlの接触時点で2mg以上の被検体溶液はす

べて明瞭な白濁沈澱を生じたが，2日間培養後

の平板の検鏡観察では多くの場合最高濃度（8

mg／plate）においてのみ塊状沈澱，あるいは，

一たん溶解後針状晶出の形での被検体の不溶化

が認められた。

なお，同じく検鏡の結果，試験菌株に対する

本被検体による生育阻害現象は全く検知されな

かった．

結　　　論

E－64TdはAmesの方式による細菌株の復帰

突然変異試験において陰性であった。

文　　　献

1）Ames，B．N．et al．：Mutation Reseach，31，

347－364，1975．
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7．E－64－dの小核試験

大　関　正　弘＊

研究協力者　鈴　木

安　井

目　　　的

動物を用いる変異原性試験の一つである小核

試験によりE－64－dの染色体異常誘発性につい

て検討する。

方　　　法

生後7週令のddY系雄マウスを静動協より

購入し，1週間の予備飼育後，8～10週令で実

験に供した。

E－64－dの投与量は急性毒性試験の結果1）を

参考に，ddY系雄マウスの腹艦内投与による

LD50値のおよそ韻量である1，600mg／kgを最

高投与量に，以下800，400mg／kgの1回投与

群，ならびに400mg／kgの4回投与群を設け

た。

陽性対照として用いたマイトマイシンCは

2mg／kgとし，生理食塩水に溶解して腹睦内投

与とした。

投与容量は10～15ml／kgとした。

標本作製は薬物投与の24時間後とし，頸椎脱

臼により動物を屠殺した。◆

屠殺後，直ちに大腿骨両端を切断し，ウシ胎

仔血清（Fetalbovineserum，FBS）約0．3ml

で骨髄細胞を遠沈管に洗い出した。

次いで，1，000rpmで5分間遠心後，上清を

とり除き，わずかに残ったFBSで一様の細胞

浮遊液とし，スライドグラスにスメアーし，一

＊大正製薬株式会社総合研究所

洋＊　酒　井　　　茂＊

一＊　中　根　貞　雄＊

夜風乾の後，2．5％ギムザ液（pH6．8，S6ren－

Senbuffer希釈）で染色し，標本を作製した。

観察は1個体あたり1，000個の多染性赤血球

（polychromatic erythrocyte，PCE）を観察

し，小核をもつ赤血球数をチェックした。同時

に全赤血球1，000個を観察し，多染性赤血球比

（PCE比）も算出した。

小核赤血球の出現頻度の陰性対照との有意性

の検定はKastenbaum，M．A．らの方法2）に

従った。

結果および考察

表1に試験結果を示した。

E－64－dの1回，4回投与群とも小核出現率

は0．3％以下であり，陰性対照と比べて小核の

有意な誘発はみられなかった。

一方，陽性対照として用いたマイトマイシン

C群では，小核出現率は平均3．38％で陰性対

照と比べて有意な誘発であった。（p＜0．01）

結　　　論

以上の結果より，E－64－dは本実験条件下で

はマウス骨髄細胞染色体に異常を誘発する可能

性はないものと考えられた。
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I E－64類縁体の開発

表1E－64－dの堆マウスにおける小核試験成績

（競g）　Scbedule　　慧孟S　　％Micronuclei　％諾霊蒜慧e
Ol〉
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0．12土0．10

0．18土0．10

0．15土0．05

0．22土0．13

0．18土0．10

3．38±0．63＊＊

48．5士2．5

50．8士3．1

35．2士4．4

46．0士4．3

41．7土5．4

39．4土3．2

a）5％gum arabic b）Mitomycin C

文　　　献

＊＊：p＜0．01

謝産物に由来する難病治療薬（E－64）の開発研究，

今堀班，昭和57年度研究報告書，p．25，1983・

1）大関正弘，瀬戸山蔭義，小池正信，大島　隆，　　2）Kastenbaum，M・A・and Bowman，K・0・：

樽本保男，中根貞雄：E－64Tdの急性毒性に関する　　　MutationResearch，9，527－549，1970・
研究，厚生省「新薬開発研究事業」微生物の二次代
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8．E－64－dの抗原性に関する研究

大　関　正　弘＊

研究協力者　中　根　貞　雄＊　山　田　　　隆＊

阿　部　訓　志＊　岩　瀬　のぞみ＊

日　　　的

E－64－dの安全性検討の一環として，ウサギ，

マウス，モルモットに対する抗原性を検討する。

材料および実験方法

1．ウサギにおける抗体産生

NZW種雄性ウサギ（2．5～3．5kg）を用い

た。感作抗原としてE－64－dと正常ウサギ血清

のincubationmixture（37OC，30分）を用い，

図1に示すスケジュールで感作した。一次，二次

感作とも抗原液と等量のFreund’s complete

adjuvant（Difco）の懸濁液をE－64－d換算で

1mg／kgもしくは5mg／kg，四肢足農に皮内

投与した。感作後経目的に採血し，得られた血

清について，Hartley系雄性モルモットを用い

た受身皮膚アナフイラキシー（PCA）1）および

間接血球凝集反応2）により検討した。惹起抗原

としてE－64－dと卵アルブミンのincubation

mixtureを用いた。

2．マウスにおける抗体産生

BDFl系雄性マウスを用いた。感作抗原とし

てE－64－dと卵アルブミンのincubationmix－

ture（37OC30分）を用い，図1に示すスケジ

ュールで感作した。一次，二次感作とも抗原液

と水酸化アルミニウムゲルの懸濁液をE－6411

換算で4′唱腹腔内投与した。感作後経目的に

採血し，得られた血清についてWistar系堆

＊大正製薬株式会社総合研究所

性ラットを用いたPCA3）により，E－64－dに

対する抗体価を測定した。惹起抗原としては，

E－64－dとBSA（BovineSerumAlbumin）

のincubationmixtureを用いた。

3．モルモットにおける遅延型皮膚反応

Hartley系雄性モルモット（350～400g）を

用いた○感作抗原としては，E－64－dの5％ア

セトソ溶液を用い刈毛した背部皮膚に0．1ml

を塗布した012日後，E－64J　の5％アセトン

溶液を誘発抗原として背部皮膚に0．1ml塗布

し，遅延型皮膚反応4）を観察した。

結果および考察

1．ウサギにおける兢体産生

PCAの結果，表1，2に示すように，E－64－d

を投与したウサギの血清ではいずれも色素の漏

出は認められなかった。また，タンニン酸処理

した緬羊赤血球の間接凝集反応では，いずれも

陰性であり，E－64－dに対する抗体は産生され

ないものと考えられる。

2．マウスにおける抗体産生

PCAの結果，蓑3に示すとおり，E－64－dを

投与したいずれのマウスの血清においても色素

漏出は認められず，E－64－dに対するIgE型抗

体の産生はないものと考えられる。

3．モルモットにお【ナる遅延型皮膚反応

表4に示すとおり，E－64－dを塗布したモル

モットでは，遅延型皮膚反応は認められなかっ

た。このことから，E－64－dに細胞性免疫反応

は認められないものと考えられる。
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I E－64類縁体の開発

1．Rabbits

day O　　　　　7　　　　　14　　　　　21　　　　　28

P‖mary SenSitization secondarySenSilization
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day　0　　　　10　1417　20　　　　　30　33　　　40　43　47　50

十　　Ill
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prlmary SenSitlZatlOn

III．Guineapigs

day O

†11日＝
bIeeding

secondarysensitization

12

．仁
SenSltlZat10n

十

chalIenge

図1実験スケジュール

表1　ウサギ抗血清のPCA反応

言霊篭発g）　慧霊k day
Serum dilution

×2　　　　×4　　　　×8　　　×16

Primary1　　　　　　　6　　　　　　14　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0

＋secondary1　　　　　　　　　　　　28　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0

Primary5　　　　　　　6　　　　　　14　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0

＋secondary5　　　　　　　　　　　　28　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0

表2　ウサギ抗血清の間接血球凝集反応

Sensitizing No．of
dose（mg／kg）　　　animals

Serum dilution

×2　　　　×4　　　　×8　　　×16

eO！
i
I
i
％
p。

Primary1　　　　　　　6　　　　　　14　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　　　　0

＋secondary1　　　　　　　　　　　　28　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　　　　0

Primary5　　　　　　　6　　　　　　14　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　　　　0

＋secondary5　　　　　　　　　　　　28　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　　　　0
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8．E－64－dの抗原性に関する研究

表3　マウス抗血清のPCA反応

Sensitizing No．of
dose（FEg／mouse）　animals

Serum dilution

×10　　　×20　　　×40

eO－
i
I
i
％
p
。

Primary4　　　　　　12

＋secondary4

0
　
4
　
7
　
0
　
3
　
7
　
0

1
　
1
　
1
　
4
　
4
　
．
4
　
5

0

　

0

　

0

　

0

　

0

　

0

　

0

0

　

0

　

0

　

0

　

0

　

0

　

0

0

　

0

　

0

　

0

　

0

　

0

　

0

表4　モルモット遅延型皮膚反応

Sensitizing
doze

No．of Challenging Time
animals antigen　　　　　（br）

一　　士　　＋　†＋

10　　　　　　　　acetone　　　　　　　24　　　　10　　　0　　　0

100％　　　　　　　48　　　10　　0　　0

0

　

0

0

　

0

0

　

0

10　　　　　　5％ 24　　　　10　　　0　　　0

48　　　　　10　　　0　　　0

0

　

0

0

　

0

0

　

0

10　　　　　　2．5％ 24　　　　10　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0

48　　　　10　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0

DNCB lO DNCB　　　　　　　24　　　　　0　　　0　　1　　5　　　4　　　0

5％　　　　　　　　　　　　　　0．1％　　　　　　48　　　　0　　0　　2　　6　　2　　0

以上より，E－64－dが抗原性物質になる可能

性は極めて低いものと考えられる。

結　　　論

E－64－dの抗原性について，ウサギによる抗

体産生，マウスによる抗体産生およびモルモッ

ト遅延型皮膚反応の試験方法により検討した

が，E－64－dに対する液性および細胞性免疫反

応は認められなかった。したがって，E－64－d

が抗原性物質になる可能性は極めて低いものと

考えられる。
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9．E－64－dの感覚器に及ぼす影響

大　関　正　弘＊

研究協力者　中　根　貞　雄＊　　山　田　　　隆＊

阿　部　訓　志＊　　書　贋　朗　美＊

目　　　的

E－64－dの安全性研究の一環として，E－64－d

の視覚および聴覚に及ぼす影響を検討する。

方　　　法

1．網膜機能に対する作用

試験動物として，8遇令のWistar系雄性ラ

ット（静動協）体重150～200gを使用し，1群

6例とした。

E－64－dは水に難潜のため，静脈内投与に際

し，50％エタノール・生理食塩液に溶解後，

pH7．4，濃度1％に調製した○

網膜機能の指標としては網膜電図（ERG）を

用い，蓮井の方法1）により観察記録した0

ラットには16時間以上の暗順応を与え，操作

は暗い赤色光照明下にて行った。ERGの記録

は投与前，投与後2，5，10，15，20，30，

45，60分に行った。

2．視党系および聴党系に及ほす影響

試験動物として7遇令のWistar系雄性ラッ

ト（静動協）体重170～190gを使用した。

E－64－d　は5％アラビアゴム液にて懸濁し，

1，000mg／kgおよび2，000mg／kgを30日間経

口投与した。

視覚系に及ぼす影響として，投与期間終了

後，眼底観察し，ERG，早期受容電位（ERP），

脳波視覚誘導電位（VEP）を暗順応下および明

＊大正製薬株式会社総合研究所

順応下で観察した。

聴器に及ぼす影響としては，投与前および投

与終了後に耳介反射を利用した聴力検査を行っ

た。

さらに組織学的検索のため按能検査終了後，

眼球および内耳を摘出し，樹脂包理を経て薄切

標本を作製した。

結果および考察

1．網膜機能に対する作用

E一朗－d静脈内投与後のERG要素における

変化を図1および図2に示した。E－64－d投与

により，＿al，a2およびb波の軽度な延長が認め

られたが，溶媒である50％ェクノールでも同様

な変化が認められたことにより，E一朗Jl投与

によるERGの変化は溶媒に起因するものと考

えられた。なお，陽性対照として用いたメタノ

ールではERG頂点潜時の延長と振幅の減少が

顕著であった。

2．視党系に及はす影響

投与期間終了後の眼底で，E－64－d投与群に

視神経乳頭，網膜脈絡膜の浮腫，出血等の異常

が認められた例はなかった。また，ERGにお

いて表1に示すように変化は認められず，他の

ERPおよびVEPでもE－64－d投与による変

化は認められなかった。

さらに，眼球の組織学的検査においても，角

膜，毛様体，網膜等に異常な所見は認められな

かった。
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I E－64類縁体の開発

PEAKLATENCTof al WAVE

nl Seで

45．0

Control
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02　5　　10　15　20　　　　30　　　　　　　45

PEAK LATENCYof blVAVE

02　5　10　15　20　　　　30　　　　　　　45　　　　　　　60min

三　　　　二　50％E山anOl

C　　　　〇　E・64・d　　　　　25mg／kg　　ロ　　　コ　Methanol
壬　　　　e E・64・d　　　　　50mg／kg E】　　　E］MethanoI

A A　50％Ethano1　　2．5ml／kg　　≡　　　　＝　Methanol

図1E－64－d，50％ェクノールおよびメタノールを静脈内投与

したラットにおけるERG頂点潜時の変化

5．O ml／kg

2000mg／kg

4000mg／kg

6000mg／kg



9．E－64－dの感覚器に及ぼ影響

：ulPLITUDE or al WAVE

Control

02　5　1（115　20　　　30　　　　　　45　　　　　　60min

二　　　　二　50％E止anol

C　　　　〇　E－64・d・　　　25mg／kg　　ロ　　　　コ　Methanol

＝　　　＝　E・64・d　　　　　50mg／kg　【∃　　　E］MethanoI

A A　即％E止anO1　　2．5ml／厄　　≡　　　＝　MethanOl

図2　E－64－d，50％ェタノールおよびメタノールを静脈内投与

したラットにおけるERG振幅の変化

5．O ml／kg

2000mg／kg

4000mg／kg

6000mg／kg
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I E－64類縁体の開発

表1E－64－dとメタノールを30日間経口投与したラットにおけるERG各要素の変化

Peak Latency（msec）　　　　　　　　Amplitude（FLV）

Group N
alWaVe a2WaVe b wave alWaVe a2WaVe b wave

Dark Adaptation

CONTROL

E－64－d lOOOmg／kg

E－64－d　2000mg／kg
METHANOL

4000mg／kg

4
1
9
9

8
8
7
1

士
士
士
土

．
4
1
7
2

9
0
9
6

8
9
8
9

4
6
5
2

2
2
1
2

土
土
土
士

l
1
5
7

29
加
盟
2
9

0
9
5
3

1
0
0
1

土
土
士
±

0
6
6
3

3
2
2
3

1
1
1
1

6
6
6
6

573士49

592土59

609土74

656土96

544土61　2，070土129

551土25　1，938土105

548±73　1，851土230

625±66　1，867土191

Light Adaptation
CONTROL　　　　　　　　6 45．2土7．9

E－64－dlOOOmg／kg　　6　　　　　　　　　　　　40．0土3．1

E－64－d　2000mg／kg　　6　　　　　　　　　　　　44．1土2．8
METHANOL

4000mg／kg
6　　　　　　　　　　　　　　　54．5土6．0＊＊

87土　8

77土14

92土　9

75土24

－：Incapableof precise measurment　　＊＊：p＜0．01　Mean±S・D・

表2　E－64－dを30日間経口授与したラットにおける耳介反射閥値の変化

Frequency（kHz）

Group N
0．5　　1　　　2　　　4　　　6　　　8　　10　　12　　15　　　20

CONTROL　　　　6　3土4　　6土9　3土4　5土2　2土2　5土3　5土2　4土2　3土2　3土2

E－64－dlOOOmg／kg　6　2士4　2土4　5士11　5土10　1土6　1士8　2土6　3土6　2土2　－1土7

E－64－d2000mg／kg61土5　2土6　3土7　4士8　－3土6　2士3　0土5　0土6　0±5　2土3

Mean土S．D． （unit：dB）

3．聴党系に及はす影響

E－64－d投与による耳介反射閥値の変化は表

2に示すごとく顕著な変化は認められず，内耳

の組織学的検索においてもラセソ器，血管条お

よびラセソ神経節の変性は認められなかった○

以上により，E－64－dは視覚および聴覚に対

して影響がないものと推察された。

78

結　　　論

E－64－dの視覚および聴覚に及ぼす影響をラ

ットにおいて検討した結果，視覚，聴覚とも影

響は認められなかった0

文　　　献

1）蓮井勲：シロネズミの網膜電図。一般波形及び

早期電位について，日限，72，3鋸－376，1968



10．E－64－dの一般薬理作用

一呼吸・循環機能および中枢神経系に及ぼす影響ならびに

諸種摘出臓器標本に及ぼす影響－

研究協力者 ＊

夫
■野

訝
高＊
武
史
原
直
福
村木

日　　　的

E一朗巨およびその類縁体の進行性筋ジストロ

フィー症に対する治療薬としての有効性評価に

関する研究の一環として既に56年度までにE一

朗（DL体，L体）およびE－弘一Cの呼吸，循

環撥能および中枢神経系の活動に及ぼす影響な

らびにE一朗－Cの諸種摘出臓器標本に及ぼす影

響について薬理学的研究を行ってきた1）～6）。本

年度はさらに，E一朗－dの呼吸，循環横能およ

び中枢神経系の活動に及ぼす影響ならびに諸種

摘出臓器漂本に及ぼす影響について検討した。

Ⅰ．E－64－dの諸種摘出臓器標本に及ほす影響

方　　　法

1．実験動物および摘出臓器標本

実験にはハムスター（BIOFIB系，雄性，体

重100～150g）を用い，断頭，放血後に各種臓

器標本を摘出した。今回検討した臓器標本は，

回腸，輸精管，心房ならびに横隔神経一横隔膜

標本の四種である。

2．実験条件

各臓器標本のうち，回腸，輸精管ならびに横

隔神経一横隔膜標本は摘出後，95％酸素ガス，

5％炭酸ガスの混合ガスで飽和した370Cの

Krebs－Ringerbicarbonate液を，心房標本

は100％酸素ガスで飽和した250CのRinger・

＊東京慈恵会医科大学第2薬理学教室

L∝ke液を蒲したマグヌス装置（マグヌス管

内容積57ml）に懸垂した。張力トランスデュ

ーサー（Forcetransducer，tyPe45196A，

三栄測器）を用いて各標本の自発収縮あるいは

電気刺激により誘発される収縮に対するE一朗－

dの影響を検討した。

3．被験薬物の適用液量ならびに最終濃度

E一朗－d3mgを無水エタノールlmlに溶解

し，濃度3×10‾3g／mlの薬液を調製した。ま

た，これをさらに蒸留水で10倍に希釈し，濃度

3×101g／mlの液をえた。両溶液の適用液量

を0．57mlとして実験を行った。したがってマ

グヌス管（内容積57ml）内最終濃度はそれぞ

れ3×10－5g／mlまたは3×10－6g／mlであった。

E一朗dは水に不溶であるため，今回の実験条

件下に適用しうる最高濃度はマグヌス管内最終

濃度で3×10‾5g／mlであった。なお，対照とし

てE一朗－dを調製するに用いたと同量のエタノ

ール溶液を適用しその影響を検討した。また比

較のために用いた　ACh，histamineおよび

noradrenaline　の最終濃度はそれぞれ10－7

g／mi，10‾5g／mlおよび10－6g／mlであった。

結　　　果

1．摘出回腸標本に及はす影響

（1）E－64－dの影響

3×10‾6g／mlのE一朗－d適用により著明な変

化は認められなかった（図1，A）。また3×

10‾5g／mlの適用により相動性収縮の著明な減

少が認められた（図1，B）。
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I E－64類縁体の開発

図1摘出回腸標本の自発収縮に及ぼすE－64－dならびに溶媒の影響

A：E－64－d3×10‾6g／ml適用，B：E－64－d3×10‾5g／ml適用，C：0．1％ェクノール（Aの溶

媒）適用，D：1％ェクノール（Bの溶媒）適用各例。図の右下部の横線は時標30secを，縦線は

校正0．25gを示す。「●」はE－64－dあるいはェクノールの適用時点を示す。

A仙了㌦JrB仙誹＿JW
●　　　　　　　　　▲　　　　　　　　　● ●　　　　　　　　　▲　　　　　　　　　●

C√▲仙√1。佃脚＿＿了●　　　　　　　　　▲

図2　摘出回腸標本におけるAChならびにhistamineによる収縮に及ぼすE－64－dならびに溶媒の影響

E－64－d3×10－Sg／ml適用前後におけるAChlO．1g／ml適用（A）ならびにhistaminelO‾与g／ml

適用（B）による収縮と1％ェクノール適用前後における　AChlO‾7g／ml適用（C）ならびに

histaminel0－5g／ml適用（D）による収縮。図の右下部の横線は時標30secを，縦線は校正

0．5gを示す。「●」はAChあるいはhistamineの適用時点を示し，「▲」はE－64－d3×10－5

g／mlまたは1％ェクノールの適用時点を示す。

●　　　　　　　　　　　　　　　●

図3　摘出回腸標本のフィールド刺激により誘発された収縮に及ぼすE－64－dならびに溶媒の影響

A：E－64－d3×10－8g／mi適用（A，左の「●」），3×10‾5g／ml適用（A，右の「●」）による収

縮，B：0．1％ェクノール適用（B，左の「●」），1％ェクノール適用（B，右の「●」）による収

縮。図の右下部の横線は時標60secを，縦線は校正0．5gを示す。「●」の時点はE－64－dまたは

エタノールの適用時点を示す。
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10．E－64－dの一般薬理作用

（2）溶媒の影響

対照としてE－64－dの3×10－6g／ml溶液の

溶媒である0．1％ェクノール溶液を適用した場

合には回腸標木の自発収縮に変化が認められな

かった（図1，C）が，3×10－5g／ml溶液の溶

媒である1％ェクノール溶液の適用によっては

E－64－d3×10‾5g／ml適用時と同程度め相動性

収縮の著明な減少が認められた（図1，D）。

（3）ACh，histamine収縮に及ぼすE－64－dの

影響

AChl0－7g／mlならびにhistaminel0－5g／mi

の適用による収縮高（図2，A左；B左）は

E－64－d3×1075g／ml適用後，対照値の60～70

％に減少した（図2，A右；B右）。この収縮高

減少の程度は溶媒（1％ェクノール溶液）を前

処置した場合と同程度であった（図2，C右；D

右）。

（4）フィールド刺激による収縮に及ぼす影響

刺激電圧15～50V，持続5～10msec，頻度

0・5Hzの矩形波により回腸標本にフィールド

刺激を加えて収縮を誘発し，これに対するE－

64－dの影響を検討した。

i）E一朗－dの影響

フィールド刺激により惹起された収縮に対し

てE－64－d3×10‾6g／mlは影響を与えなかっ

た（図3，A左）がE－64－d3×10－5g／mlの適

用により収縮は著明に抑制された（図3，A右）。

ii）溶媒の影響

E一朗－d3×10‾6g／ml溶液の溶媒である0．1

％ェクノールの適用時にはフィールド刺敦で惹

起した回腸標本の収縮に影響が認められなかっ

た（図3，B左）が3×10－5g／ml溶液の溶媒で

ある1％ェクノールの適用によ．って，E－64－d

3×10‾5g／ml適用時と同程度の収縮の抑制が

認められた（図3，B右）。

2．摘出輸精管標本に及ぼす影響

（1）E－64－dの影響

E－64－d3×10‾6g／mlの適用により摘出輸精

管標本の自発収縮に影響は認められなかった

（図4，A）。3×10‾5g／mlの適用により10例中

5例では影響が認められなかったが，4例で相

動性収縮の減弱ならびに持続性収縮高の減少

（図5，A），1例では軽度の持続性収締高の増

大が認められた（図4，B）。

（2）溶媒の影響

0．1％ェタノール（E－64－d3×10－6g／ml溶液

の溶媒）により摘出輸精管標本の自発収縮には

影響が認められなかった。1％ェクノール（E－

64－d3×10‾5g／ml溶液の溶媒）により10例

でE－64－dによる変化と同方向，同程度の変化

が認められた（図4，B，C；図5，A，B）。

（3）Noradrenalineによる収縮に及ぼすE－64－

dの影響

NoradrenalinelO，6gImlの適用による輸

精管標本の収縮はE－64－d3×10‾5g／ml前処

置により有意の変化は認められなかった（実験

例数，N＝11）。また1％ェクノール（E－64－d

3×10‾5g／ml溶液の溶媒）の前処置において

も　noradrenaline収縮に有意の変化が認めら

れなかった（N＝10）。

3．摘出心房標本に及ほす影響

（1）E－64－dの影響

E－64－d3×10‾6g／mlの適用により心房標本

の自発性収縮には影響が認められなかった（図

6，A）。3×10－5g／mlの適用により，適用2分

後から収縮回数の増加の傾向が認められ，収縮

振幅は対照時のほぼ50％に減少した（図6，B）。

（2）溶媒の影響

E一朗－d3×10‾6g／mlの溶媒である0．1％の

ェクノール適用により心房標本の自発収縮には

影響が認められなかったが（図6，C），3×10‾5

g／mlの溶媒である1％ェクノール適用によ

り，適用2分後に収縮回数の増加と振幅の減少

が認められ，その程度はE－64－d、3×10‾5g／ml

適用時と同程度であった（図6，D）。

4．摘出杭隔神経一横隔膜標本に及ほす影響

横隔神経一横隔膜標本の横隔神経を電気刺激

する間接刺激および横隔膜筋を電気刺激する直

接刺激によりそれぞれ筋収縮を惹起させ，E－

64－dの影響を検討した。刺激には矩形波を用

い両刺激とも刺激持続が0．2msec，刺激頻度

は0．2Hzであり，刺激電圧は間接刺激の場合

は9～15V，直接刺激では7～20Vであった。

（1）E－64－dの影響

81



I E－64類縁体の開発

C叫……ナ…山仙川山】

図4　摘出輸精管の自発収縮に及ぼすE－64－dならびに溶媒の影響（Ⅰ）

A；E－64－d3×10‾6g／ml適用，B：E－64－d3×10‾5g／ml適用，C：1％ェクノール適用による収

縮。E－64－dおよび1％ェクノールで持続性収縮の認められた1例（10適用例中）。図の右下部の

横線は時標30secを，縦線は校正0．05gを示す。「●」はE－64－dまたはエタノールの適用時点

を示す。

図5　摘出輸精管標本の自発収縮に及ぼすE－64－dならびに溶媒の影響（Ⅰ）

A：E－64Td3×10．1g／mi適用，B：1％ェクノール適用による収縮。EL64－dならびに1％ェクノ

ールで相動性収縮ならびに持続性収縮高の減少が認められた1例（10例中4例）。図の右下部の横

線は10secを，縦線は校正0．05gを示す。「●」の時点はE－64－dまたはエタノールの適用時点

を示す。
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図6　摘出心房標本の自発収縮に及ぼすE－64－dならびに溶媒の影響

A：E－64－d3×10－6g／mlの適用，B：E－64－d3×10‾Sg／mlの適用，C：0．1％ェクノール適用，

D：1％ェクノール適用による収縮。図の右下部の横線は時標30secを，縦線は校正0．25gを示

す。「●」の時点はE－64－dあるいはェクノールの適用時点を示す。



10．E－64－dの一般薬理作用

図7　摘出横隔神経一横隔膜標本の直接ならびに間接刺激による収縮に及ぼすE－64－dならびに溶媒の影響

A：ET64－d3×10‾6g／ml適用，B：E－64－d3×10‾5／ml適用，C：0，1％ェクノール適用，D：

1％ェクノール適用による影響。A～D　における高振幅の収縮：間接刺激（刺激電圧10V，刺激持

続0．2msec，刺激頻度0．2Hz）による収縮。A～D　の振幅の小さな収縮：直接刺激（刺激電圧

20V，刺敦持続0．2msec，刺激頻度0．2Hz）による収縮。図の右下部横線はlminを，縦線は校

正1gを示す。「●」はE－64－dあるいはェクノールの適用時点を示す。

2　　　　　　　　　3　　　　　　　　　4　　　　　　　　　5
150

mmHg

50

B禦禦禦禦酬鮒拙淵拙僧拙僧鼎糟轍鮒珊瑚酬鼎綽t

c中仙卜頼＋付←付十日ヰ叫＋恒・付小甘十

州仲川柵帖叫仰山榊柵帆
E小山叫ルル仙ノ、リ小叫岬仇直へ帰、W間

FVmmmⅣ肌Ⅳ爪ⅣWW抑制VmW膵
図8　E－64－dl，000mg／kgの経口適用の影響（脳波に変化の認められた1例）

A：大腿動脈血圧，B：心電図，C：横隔神経発射活動，D：腎交感神経発射活動，E：脳波，

F：呼気ガスCO2濃度。1：E－64－d適用前，2：1，000mg／kg経口適用30分後，3：適用60分後，
4：適用90分後，5：適用120分後を示す。図の右下部の横線は時標1secを，B，C，DおよびEの

右端の縦線は校正電圧200J‘Ⅴを示す。

間接および直接刺激により誘発された横隔膜

筋の収縮に対してE一朗－d3×10‾6g／mlは影

響を与えなかった（図7，A）。E－64－d3×10‾5

g／mlの適用により適用直後，直接および間接

両刺激に対する両応答において，共に一過性の

収縮増大が，また3～5分後には収縮の減少が

認められた（図7，B）。

（2）溶媒の影響

E－64－d3×10‾6g／mlの溶媒である0．1％ェ

クノール適用により，両刺激による筋収縮に影

響が認められなかったが（図7，C），3×10‾5g／ml

の溶媒である1％ェクノール適用により両刺激
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Al　田口　」　3　　」．」｝・［警

C幽幽椚幽椚幽鮒幽幽幽幽

D叫鮒鵜川幽】＝幽
E血判冊棚棚減佃紳胸叫軸刷醐紬軸佃讐

図9　E－64－dl，000mg／kgの経口適用の影響

図7と同一の実験例で坊隔神経ならびに腎交感神経活動の積分記録を行った成績を示す。

A：大腿動脈血圧，B：心拍数，C：横隔神経発射活動の包路線積分，D：腎交感神経発射活動
の包路線積分，E：脳波，F：呼気ガスCO2濃度，1：E－64，dl，000mg／kg経口適用前．持続

および直後。1上部の短い横線部で適用持続を示した。2：適用30分後，3：適用60分後，4：適用

90分後，5；適用120分後を示す。図の右下部の横線は時漂60secを示す。

応答において，E－64－d3×10‾5g／ml適用時と

同程度の変化が認められた（図7，D）。

ⅠⅠ．E－64－dの呼吸，循環機能および脳波に及ほす

影響

方　　　法

1．実験動物

体重2．2～2．6kgの成熟，両性のウサギを用

いた。

2．実験条件

エーテル麻酔下に　gallamine triethiodide

（5mg／kg，i．V．）により非動化後，呼気ガス二

酸化炭素および酸素濃度の連続監視下に人工呼

吸により換気条件を適正レベルに維持した。ま

た動物を温熱マットで保温し，直腸温を36．8～

37．60Cに維持した。両側の迷走，減圧および

頸部交感神経を頸部で切断した。
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3．枚験薫物の適用法および適用量

E－64－dを5％アラビアゴム溶液，または0．5

％CMC溶液に懸濁し，カテーテルを介して胃

内に適用した。E－64－dの適用量を500～1，000

mg／kg，適用液量は5ml／kgとした。

4．呼吸，循環機能および脳波

呼吸の中枢性調節神経機構の神経性出力の指

標として横隔神経活動を，血管運動の中枢性調

節神経機構の神経性出力の指標として腎交感神

経活動を各神経の切断中枢端より同時に導出

し，大腿動脈血圧，心電図，前頭一後頭頭皮上

脳波および呼気ガス炭酸ガス濃度と共にデータ

レコーダー（TEAC，R－81）を用い磁気テープ

に収録した。薬物適用後80～160分間にわたり

上記各パラメーターに及ぼす影響を検討した。

実験終了後，医用電算校（三栄測器，7TO8）

を用いて，パワースペクトル分析を行い，両神

経活動ならびに脳波の計量的評価を行った0



10．E－64－dの一般薬理作用

表1E－64－d500～1，000mg／kgの経口適用による影響

Before After E－64－d（500～1，000mg／kg p．0．）

Parameters 30min　　　　　60min SOmin　　　　120min
Mean±SD Mean±SD Mean±SD Meall士SD Mean±SD

（N＝6）　　（N＝6）　　（N＝6）　　（N＝5）　　（N＝3）

Mean blood pressure
（mmHg）

Heart rate（／min）

FEco2（％）

FEo2（％）

PNA period（SeC）

PNA total power

RNA total power

EEG totalpower

EEG mean frequency
（Hz）

97士16　　　　90士19

297±15　　　　295土18

4．2土0．4　　　4．2土0．4

16．7土0．9　　16．7土0．7

1．59±0．33　　1．52土0．28

100　　　　　　97±11

100　　　　　　86士19

100　　　　　　78±27

4．1±1．7　　　3．9±1．7

86土18＊

308士14

4．3土0．4

16．6土0．8

1．45±0．27

87土10＊

87土15　　　　81±18

304土6　　　　305±1

4．2土0．5　　　4．1土0．7

16．6士1．0　　16．8土1．3

1．39土0．231）1．41±0．23の

98土371）　　　90土63）

102土49　　　　98土43引

87土37　　　　　95土66　　　105土69

3．9士1，3　　　4．0±1．3　　　4．2土1．6

FEco2：呼気ガスCO2濃度，FEo2：呼気ガス02

活動，EEG：脳波，N：例数，＊：p＜0．05，1）

結　　　果

1．循環機能に及はす影響

（1）平均大腿動脈血圧

平均大腿動脈血圧（薬物適用前，平均値土標

準偏差：97土16mmHg，実験例数N＝6）はE－

64－d500～1，000mg／kg経口適用後30～120分

間にわたり，軽度の下降を示した（薬物適用60

分後：86土18mmHg，N＝6，p＜0．05）（図8，

A；図9，A；図13，A；表1）。この動脈血圧

の下降はE－64－dを懸濁した5％アラビアゴム

溶液の適用（5ml／kg p．0．）時にも同程度に認

められた。

（2）心拍数

E－64－d500～1，000mg／kgの経口適用後，

心拍数は60～120分間にわたり増加の傾向を示

したがこの変化は有意ではなかった（図8，B；

図9，B；図13，B；表1）。なお心拍数の変化

は心電図R－R間隔から計測したが，その1例

を図10に示す。

（3）腎交感神経活動

腎交感神経遠心性発射活動の増減は，血管運

動中枢の中枢性出力を反映すると考えられる0

したがってこの発射活動のパワースペクトル分

濃度，PNA：横隔神経発射活動，RNA：腎交感神経発射
N＝4，2）：N＝3，3）：N＝2

析により，E－64－dの血管運動中枢に対する作

用の一面を評価できると考えられる。E－64－d

500～1，000mg／kgの経口適用後，30～90分間

にわたり，腎交感神経活動のパワー値には有意

の変化が認められなかった（図8，D；図9，D；

図13，G；表1）。図11，BはE－64－dl，000

mg／kg経口適用前後における腎交感神経活動

パワースペクトルの経時変化の1例である。

2．呼吸機能に及ほす影響

（1）横隔神経発射活動

呼吸の中枢性調節神経機構の神経性出力の指

標である横隔神経遠心性発射活動は図8のごと

く周期的に呼吸性活動放電群を示す。E－64－d

500～1，000mg／kgの経口適用後，周期的に発

現する放電群の周期（薬物適用前：1．6土0．3

秒，N＝6）は短縮の傾向を示したが有意の変

化ではなかった（薬物適用60分後：1．5土0．3

秒，N＝6）（図8，C；図13，E；表1）。しかし

ながら，横隔神経発射活動の総体を示すと考え

られるパワー値は，E－64－d500～1，000mg／kg

適用60分後において軽度ではあるが有意の減

少を示した（薬物適用前の87土10％，N＝6，

p＜0．05）（図13，F；表1，1例を図11，Aに

示す）。この横隔神経活動のパワー値の減少は
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1L⊥十⊥

2L⊥5L⊥

3L⊥6L十。
図10　心電図R－R間隔ヒストグラムにおけるE－64－dl，000mg／kg経口適用の影響

1：薬物適用前，2：E－64－dl，000mg／kg経口適用30分後，3：適用60分後，4：適用90分後，

5：適用120分後，6：適用150分後の各R－R間隔ヒストグラムを示す。各グラフの縦軸は心拍数を

横軸は時間（横軸右端が410msec）を示す。

」」⊥＿⊥⊥

≡止」＿LL－止」＿止」
図11杭隔神経および腎交感神経活動のパワースペクトルに及ぼすE－64－dl，000mg／kg経口適用の影響

A：桟隔神経発射活動，B：腎交感神経発射活動のパワースペクトル。1；薬物適用前，2：E－

64－dl，000mg／kg経口適用30分後，3：適用60分後，4：適用90分後。各グラフの縦軸はパワー値，

横軸は周波数（0～828Hz）を示す。各グラフの右端の縦線は校正値を示す。
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10．E－64－dの一般薬理作用

2句．8　Hz

図12　脳波のパワースペクトルに及ぼすE－64－dl，000mg／kg経口適用の影響

E－64－dl，000mg／kg　を適用した3例中，脳波に変化の認められた1例（図7，および8と同一

例）。1：薬物適用前，2：E－64－dl，000mg／kg経口適用30分後，3：適用60分後，4：適用90分後，

5：適用120分後。適用90分後日）での総パワー値は対照時の173％，120分（5）では163％と増大した。

縦軸はパワー値，横軸は周波数（0～24．8Hz）を示す。1～5の右端の短い縦線は校正倍を示す。
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Before　　　　　30　　　　　　∝）　　　　　　90　　　　　120min
N＝6　　　　　　　N＝6　　　　　　　　N＝6　　　　　　　　N＝S N＝3

図13　E－64－d500～1，000mg／kg経口適用の呼吸，循環及び中枢威能の諸種パラメーターに及ぼす影響
A：大腿動脈平均血圧，B：心拍数，C：呼気ガスCO2浪度，D：呼気ガス02濃度，E：横

隔神経発射活動の周期，F：横隔神経発射活動のパワー値，G：腎交感神経発射活動のパワー値，

H：脳波の平均周波数を示す。＊：p＜0．05，1）：実験例数N＝4，2）：N＝3，3）：N＝2

各時点における平均値と標準誤差（縦線）を示してある。



10．E－64－dの一般薬理作用

5％アラビアゴム溶液（5ml／kg，p．0．）適用例

においては認められなかった。

3．呼吸，循環機能の化学調節因子に及ほす影響

呼気ガス炭酸ガスならびに酸素濃度には，E－

64－d　500～1，000mg／kg　経口適用後30～120

分間にわたり有意の変化は認められなかった

（図8，F；図9，F；図13，C，D）。薬物適用

前の呼気ガスならびに酸素濃度はそれぞれ，

4．2土0．4％（N＝6），16．7土0．9％（N＝6）で

あり，E－64－d適用60分後においてはそれぞ

れ，4．3土0．4％（N＝6），16．6土0．8％（N＝

6）であった（表1）。

4．脳波に及ほす影響

E－64－dlOO～500mg／kgの経口適用例5例

においては脳波上の変化は認められなかった

（図13，H；表1）が，E－64－dl，000mg／kg適

用例3例中1例において薬物適用後，60～120

分以上にわたり，脳波のパワー値の増加と平均

周波数の低下（薬物適用前：6．5Hz，薬物適用

120分後：3．5Hz）が認められた（図8，E；図

9，E）。しかし，この時期に他のパラメーター

に著明な変化は認められなかった（図8，図9）。

図12はE－64，dl，000mg／kgの経口適用により

脳波上に変化の認められた1例のパワースペク

トルを示す。また対照の5％アラビアゴム溶液

（5ml／kg，p．0．）単独適用例においては，この

ような脳波の変化は認められなかった。

考　　　察

Ⅰ．で述べた通りE－64－d3×10‾5g／ml適用

による摘出回腸標本の収縮抑制作用，AChお

よびhistamineによる収縮の抑制作用ならび

にフィールド刺激による収縮の抑制作用はいず

れもE－64－dの溶媒として用いたェクノールの

抑制作用と考えられ，3×10‾5g／ml以下の濃度

のE－64－d　自体の作用によると考えられる変化

は兄い出されなかった。さらに摘出輸精管標本

の自発収縮ならびにnOradrenaline収縮に対

するE－64－d3×10‾5g／mlの作用には収縮の増

大および減少と両方向性の変化が認められた

が，溶媒として用いたェクノール適用による対

照実験における変化方向および程度には差がな

く，これらの変化がE－64－d自体の作用による

ものとは考え難い。またE－64－d3×10‾5g／ml

は摘出心房標本の収綺回数の増加および振幅の

減少をひきおこしたが，この変化もェクノール

の影響によるものと考えられる。Gimeno A．

L．ら（1962年）7）はラット心房を用い，エタノー

ルが心房の収縮力を減少させることを報告し，

その原田が活動電位の減少と収縮撥構に対する

直接作用であることを示唆している。また，梼

隔神経一横隔膜標本において，E－64－d3×10‾5

g／mlと溶媒として用いた1％ェクノール溶液

の影響との問に差異が認められなかったことか

ら，E－64－dは3×10‾5g／mlの濃度以下では

影響を与えないものと考えられる。直接および

間接刺激による収縮が，E－64－d3×10．5g／ml

または溶媒に用いた1％ェクノール溶液適用後

いずれの場合にも一過性に増大した。エタノー

ルの影響についてはGage P．W．（1965年）8）

の報告があり，この収縮の一過性増大は脂肪族

アルコールの神経インパルスによる神経終末か

らのACh放出増加作用と，シナプス後睦での

ACh感受性増大作用によるものと説明されて

いる。

Ⅰ．に述べた通り，両側の迷走，交感および

減圧神経を切断した人工換気下の非動化ウサギ

における急性実験における実験成績から考えて

急性条件下では経口適用されたE－64－dは循環

機能ならびに呼吸，循環撥能の化学調節因子に

対し，ほとんど影響を与えないものと考えられ

る。E－64－d　の適用後，動脈血圧は軽度に下降

したが，アラビアゴム溶液適用によっても同様

に動脈血圧の下降が認められた。また　E－64－d

適用により心拍数が増加したが，有意の変化で

はなく，動脈血圧下降による反射性の効果と考

えられる。しかしながら，E－64－d500～1，000

mg／kg経口適用60分後において，横隔神経活

動の総パワー値の軽度の減少b＜0．05）が認

められた。また1実験例においてではあるが，

E－64－dl，000mg／kg経口適用60分後から脳波

の総パワー値の増大と平均周波数の低周波帯域

側への移動が認められた。これらの実験結果か

らE－64－dが極めて大量に経口適用された場
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合，軽度の中枢性の呼吸抑制および軽度の中枢

神経系の抑制状態が発現する可能性もあること

が示唆される。

要　　　約

本研究においてハムスター摘出回腸，輸精

管，心房ならびに横隔神経一横隔瞑標本を用

い，これらの自発収縮ならびに薬物および電気

刺激により誘発される収縮に及ぼすE－64－dの

影響を検討した。さらにウサギを用い非動化の

急性実験条件下にE－64－dの呼吸・循環機能お

よび脳波に及ぼす影響を検討した。

（1）E－64－d3×10‾5g／mlの溶媒である1％

エタノールの適用により，以下の（3），囲，（5）お

よび（6）におけるE－64－d3×10－5g／ml適用と

同方向，同程度の変化が各摘出臓器標本で認め

られた。したがって，E－64－d3×10‾5g／mlの

適用による各摘出臓器標本の変化は，E－64－d

そのものによる影響とは考え難い。

（2）E－64－dは3×10‾6g／ml以下の濃度で，

いずれの摘出臓器標本においても著明な影響を

及ぼさなかった。

（3）E－64－dは3×10‾5g／mlの濃度におい

て，摘出回腸標本の自発収縮を抑制し，摘出心

房標本の自発性収縮回数の増加および振幅の抑

制を引きおこした。また摘出輸精管標本では10

例中5例で影響が認められず，4例で自発収縮

の減少，1例でわずかな収縮の増大が認められ

た。

匝）摘出回腸標本のフィールド刺激による収

縮はE－64－d3×10‾5g／ml適用により抑制さ

れた。

（5）AChおよびhistamineによる摘出回

腸標本の収縮はE－64－d3×10‾5g／ml適用に

より抑制された。また摘出輸精管標本のnor・

adrenalineによる収縮はE－64－d3×10‾5g／ml

適用により影響を受けなかった。

（6）直接および間接刺激により惹起された杭

隔神経一横隔膜標本の収縮はE－64－d3×10－5

g／ml適用により一過性の増大とそれに続く抑

制を示した。

（7）E－64－dを懸濁した5％アラビアゴム溶
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液の適用（5ml／kg，p．0．）により，下記の（8）

におけるE－64－d経口適用と同様，有意の動脈

血圧下降が認められたが，下記の（9），的の様な

横隔神経発射活動の総パワー値の減少および脳

波の総パワー値の増大は認められなかった。

（8）経口適用された　E－64－d500～1，000

mg／kgは動脈血圧の有意の下降を示した。

（9）E－64－d500～1，000mg／kgの経口適用

により，横隔神経発射活動のパワー値が適用後

60分において有意に減少した。

㈹　E－64－dl，000mg／kg経口適用3例中1

例で適用後，脳波の総パワー値が増大した。
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11．E－64－dの中枢作用

大

実験協力者
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木
閑
植

緒　　　言

E－64－dはE－64－CすなわちL－tranS－epO－

ⅩySuCCiny1－1eucylamido（37methyl）buta－

neのエチルエステルであり，大正製薬により

独自に開発されれた薬物である（図1）。E－64－C

は筋タンパク分解酵素である　Ca2＋－aCtivated

neutralprotease　およびカテプシソB，L等

の阻害作用を有することから，臨床的に進行性

筋ジストロフィー症の治療薬としてその有効性

が期待されている。しかしE－64－Cは，その化

学構造式からも明らかなようにカルポキシル基

を有し，脂溶性が低く経口投与時に消化管から

の吸収が極めて悪い。E－64－dは，このE－64－C

のカルポキシル基をェチルエステル化したもの

であり，その結果脂溶性は高くなり，消化管か

らの吸収も良い。本薬物は消化管における吸収

過程および肝臓のfirst－PaSS effect　によりす

H＼

みやかに加水分解され，脱エチル体の　E－64－C

となる。すなわちE－64－dはE－64－CのprOr

drug　であり，筋ジストロフィー治療薬として

その臨床応用が期待される。本薬物の主作用部

位は末梢骨格筋であるが，中枢へ移行し何らか

の中枢作用を発現する可能性も考えられるが，

中枢神経系に対する作用についての研究はこれ

までのところほとんどない。そこで著者らは本

薬物の中枢作用を調べる目的で，マウスおよび

ラットを用い，行動薬理学的検討を行った。

実験材料

実験に使用した動物はddY系雄性マウス

（クロダ純系動物産），Wistar系雄性ラット

（クロダ純系動物産）である。E－64－d（大正製

薬）は白色の結晶性粉末であり，アルコールお

よびェーテルには可溶であるが，水にはほとん

ど不溶である。そこで5％アラビアゴム水溶液

C／CO－L－Leu－NH・CH2・CH2－CH＼cH3

C2H500C／＼。／＼H
図1化学構造式

＊大正製薬株式会社総合研究所

＊＊九州大学薬学部薬理学教室
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に懸濁して経口的に投与した。投与容量は特記

しない限りマウスでは，0．1ml／10g，ラット

では0．1ml／100gとした。対照群には0．1ml

／10g（マウス），0．1ml／100g（ラット）の5

％アラビアゴム水溶液を経口投与した。

その他本実験に使用した薬物はpentetrazol

（Cardiazol，三共），thiopentalsodium（Ra－

VOnal，田辺製薬）である。

動物の飼育ならびにすべての実験は室温22土

20Cに調節された部屋で行った。実験データの

統計的処理にはMann－WhitneyU－teStおよ

びStudent’s t－teSt　を用いた。

実験方法ならびに実験成揖

1．一般症状の観察

体重20－25gのddY系雄性マウスおよび体

重250－275gのWistar系雄性ラットを用い

E－64－dの投与によって現われる一般症状につ

き検討した。動物は一群10匹とし，マウスでは

最高用量5g／kg，ラットでは2g／kgまで経口

投与して投与後15，30，60，120，240分および24

時間の各時間における動物の体位，歩行状態，

立毛，呼吸および外来刺激に対する反応など一

般症状を観察した。外来刺激としては，1）背部

を棒で軽くたたく，2）背部に空気を軽く吹きつ

ける，の2種規の刺激を用いた。実験はマウ

ス，ラットいずれもホームケージ（縦36×横30

×高さ16cm）と同じケージにマウスは1群10

匹，ラットは1群5匹を入れ，各動物に同時に

薬物を授与して経時的に観察した。

（1）マウス

E－64－dlg／kg経口投与後15分には10匹中

3匹のマウスに軽度の立毛，1匹に軽度の下痢

が認められたが，その他には対照群に比べて行

動上の変化はみられなかった。また背中を軽く

叩いたり，空気を吹きかけるなどの外来刺激に

対する反応性にも特に変化は認められなかっ

た。立毛と下痢は30分後まで続いたが，60分後

には完全に正常に復した。2g／kgに増量して

も1g／kg投与時と同程度の出現率で立毛，下

痢が観察されたがいずれも60分後には正常に復

した。その他一般の症状および外来刺激に対す
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る反応性には対照群とほとんど差異はなく，歩

行障害および筋弛緩も全くみられなかった。対

照群のアラビアゴム水溶液投与群では投与後15

および30分において2例に軽度の下痢が認めら

れた。

5g／kg投与では15分後における立毛および

下痢の発現はいずれも10匹中2匹で，1および

2g／kg投与時とほぼ同程度であった。投与後

30分には10匹中8匹のマウスに軽度のptOSis

（半閉）が認められた。運動量は減少し，背中

をまるめてお互いに体を寄せ合いうずくまって

いることが多かった。また動物の取り扱いも比

較的容易となったが，歩行の際の運動失調およ

び筋弛緩は全く認められず，呼吸も正常であっ

た。立毛および下痢は60分後でも持続していた

が，その他の症状は軽減し，ptOSisは10匹中3

匹のマウスで認められるのみであった。2時間

後にはすべての症状が完全に消失し，正常に復

した。なお投与後24時間ではいずれの投与群で

も正常マウスと比べて認むべき行動の変化はな

く，死亡例もなかった。

（2）ラット

E－64－dO．5g／kgを経口投与15分後には軽度

の立毛および下痢がそれぞれ10匹中3および4

匹のラットに認められた。しかしラットは行数

上何ら著明な変化を示さず，外来刺激に対する

反応にも全く変化は認められなかった。

1時間後には立毛，下痢のいずれも10匹中2

匹で減少し，2時間後には完全に正常に復し

た。対照のアラビアゴム水溶液投与群では，投

与後15－60分において3例で軽度の下痢が発現

したが，その他には著明な変化は認められなか

った。

1g／kgに増量すると15分後には軽度の立毛

および下痢がともに10匹中3匹に発現し，30分・

後には著明な立毛および下痢が10匹中4匹のラ

ットで認められた。しかし60分後には立毛およ

び下痢のいずれも減少し，120分後には完全に

正常に復した。一方行動上ラットに特に著明な

変化は認められなかったが，対照群に比べて，

軽度ながら鎮静状態となり，運動量も少なかっ

た。しかし運動失調は全く認められず，呼吸に
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も変化はなかった。また外来刺激に対する反応

性にも変化は認められなかった。

2g／kgでは投与15分後には著明な立毛およ

び軽度の下痢がそれぞれ10匹中8匹および3匹

に認められた。これらは30分後において■もほぼ

同程度であったが，その後時間の経過とともに

減少し，60分後には立毛，下痢のいずれも10匹

中2匹に減少し，120分後にはほぼ正常に復し

た。呼吸はいずれの時間においても対照群と全

く差はなかった。行動面では投与後15－60分に

おいて10匹中3匹のラットで運動量が軽度に減

少し，背中を丸くしてうずくまるなどの鎮静作

用が認められ，捕獲も比較的容易となった。こ

れらの作用は120分後には完全に消失し，ラッ

トの行動は正常に復した。一方，外来刺激に対

する反応性の変化や運動失調などは全く認めら

れなかった。

E－64－d O．5g，1g，および2g／kgのいずれ

の投与群ラットにおいても24時間後の一般症状

は正常ラットと全く変わりなく，また死亡した

例もなかった。

2．一般活動性に及はす影響（open一点eld test）

体重24－28gのddY　系雄性マウスおよび体

重230－280gのWistar系雄性ラットを用い，

OPen一点eldにおける一般活動性とくに探索行

動におよはすE－64－dの作用を検討した。

実験にはHallのOpen－fiield装置を用い

た。本装置は底面の直径60cm，壁の高さ50

cm，壁の上縁の直径80cmのバケツ状のもの

で，内面は灰白色に塗っており，底面は黒ペン

キで線を引きほぼ等面積の19区画に分けてあ

る。装置の底面中央上80cmの高さに100W

の白色光を置き，装置内はくまなく一定の照度

が床たれるようになっている。動物を装置内に

入れてからのambulation（区画を横切る数，

自発運動量）およびrearing（立ち上り動作）

の回数を測定した。なお測定時間はマウスでは

1分間，ラットでは3分間とした。薬物投与前

に1回予備テストを行い，ambulationおよび

rearingの平均値にできるだけ群問の差がな

いように群別を行った。なおマウスは1群10

匹，ラットは1群8匹とした。薬物投与後15，
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図2　0pen→丘eld　テストにおけるマウスの探索行

動に及ぼすE－64－dの影響

30，60および120分の各時期にテストを実施し

た。

データの有意差検討はMann－Whitney U－

testにより両側検定を行った。

（1）マウス

E－64－dのOpen－field testにおけるマウス

のambulationおよびrearingに対する作

用は図2AおよびBに示した。対照群のマウス

は初回約40のambulationを示すが，テスト

を反復するに従ってadaptationを起こし，

ambulation　は次第に減少した。E－64－d500

mg／kgおよび1，000mg／kg投与のいずれの

場合にもambulation　は対照群と同様，テス

トを反復するに従って減少し，対照群との問に

差は認められなかった。rearingはE－64－d

500mg／kgおよび1，000mg／kgのいずれの投

与群でも，投与後および30分において対照群に

比べてやや高い値を示したが，いずれの場合に

も有意差は認められなかった。なおOPen－field

test施行中にE－64－d投与によりマウスが特
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