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研究報告書の作成にあたって

「微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（ロイべプチソ）の開発研究」が，昭和54年度に厚生

省薬務局より新薬開発研究としてとりあげられ，私が班長として本研究班が発足して第4年度を迎えた・！

第4年度は前年度に引き続き，ロイペプチソ，べスタチソおよびフォルフェニシノールの活発な基礎

研究を行うとともに，臨床研究の充実を図り，新たに里舌班員を迎えた．

かくして，本邦斯界の優れた研究者により本班が編成され，私は班長として任務を全うすることがで

きたと思う．

本年度はロイペプチソ，べスタチソ・ならびにフォルフェニシノールの生化学的，薬理学的，生理学

的，病理学的研究ならびにモデル動物に対する効果などの広範囲な基礎的研究に注目すべき成果が得ら

れ　また臨床研究を対象とした薬効評価を決めるうえに，各臨床研究者の努力により大きな進展が得ら

れた．難病治療薬開発という使命を担った本班は各班員の努力により，筋ジストロフィー症の治療薬開

発に確実な前進を遂げている．

本研究班の4年間に亘る輝かしい成果を基にして，さらに研究を続けることは，筋ジストロフィー症

の解決に大きな光を与えるものと信ずる．本研究を重要課題としてとりあげられた厚生省薬務局ならび

に班員各位に感謝する次第である．

昭和58年3月

班長　梅　沢　浜　夫
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総　括　研　究　報　告



微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬

（ロイペプチン）の開発研究

主任研究者　梅

本研究班は微生物の二次代謝産物に由来する筋

ジストロフィー治療薬を開発することを目的とし

て昭和54年に始まり，現在に至っている．本研

究班の発足以前に，ニワトリの筋ジストロフィー

症の筋肉でCa2十依存性中性プpチアーヤ（CA－

NP）活性の昂進が報告され，またStracher教

授（New York State University）らほ，ロイべ

プチソが筋ジストロフィーニワトリおよびマウス

に有効であることを兄いだしていた．それゆえ，

まずロイペプチソの筋ジストロフィー症への効果

を調べることを第一の目的として本研究が開始さ

れた．

上記の知見を基にして，ロイペプチンをヒトに

投与するための毒性が詳しく研究された．

一方，CANP以外のプロテアーゼ，例えはア

ミノペプチダーゼなどが筋ジストロフィーマウス

筋肉および初期の患者血清中で高い活性を示すこ

とが認められた．これらの酵素はヒト，動物細胞

の表面に存在する．さらに，これらの酵素を阻害

するべスタチソは本研究班の発足以前に放線菌培

養液中に発見され，それは動物細胞表面に結合し，

癌患者で低下している免疫を増強し，癌治療のた

めの臨床研究が行われていた．筋ジストロフィー

の発現に細胞膜の異常が関与するという考えもあ

り，また上述のようにアミノペプチダーゼがジス

トロフィー筋で上昇している．このベスタチソの

筋ジストロフィーマウスに対する効果が調べられ，

沢　浜　夫

生後2週間後からの投与で50％以上にジストロ

フィー症状の発現を阻止することが認められた．

また，細胞表面にはアミノべプチダーゼの他に，

アルカリフォスファターゼなどが存在し，後者の

阻害物質として放線菌培養液中からフォルフェニ

シンを発見していたが，その誘導体であるフォル

フェニシノールは，酵素の阻害活性はきわめて弱

いが細胞表面に結合するので，フォルフェニシノ

ールの筋ジストロフィーマウスに対する効果が調

べられ，べスタテンと同様に著効を呈することが

認められた．

かくして，ロイペプチソ以外にベスタチソの臨

床研究が行なわれることとなり，フォルフェニシ

ノールの臨床研究も計画されるようになった．ま

た，臨床研究者として里舌班員の参加を求め，本

研究班の充実を図った．

本年度は，ロイペプチソ，べスタチソ，フォル

フェニシノールの生化学的研究，薬理学的研究，

生理学的研究，病理学的研究，前臨床試験，モデ

ル動物に対する効果ならびに臨床研究を対象とし

た薬効評価の基準の検討が行われた．各分担研究

者により施行された研究は次の通りである．

1）村地　孝（京都大学医学部）：－ロイペプ

チソのプロテアーゼ阻害作用に関する研究

2）大倉洋甫（九州大学薬学部）：－高速液体

クロマトグラフィーによるべスタチソの微量蛍光

定量
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3）岩崎祐三（東北大学医学部）：－アレルギ

ー性脳炎の治療に関する実験的研究

4）大塚正徳（東京医科歯科大学医学部）：－

ロイペプチンの薬理学的研究

5）米沢　猛（京都脳神経研究所）：－ロイペ

プチソの脱髄病変および培養ジストロフィー筋へ

の作用について

6）松下　宏（和歌山県立医科大学）：一筋ジ

ストロフィー症マウスに対するフォルフェニシノ

ール投与の影響

7）高木昭夫（国立武蔵療養所神経センター）；

－ロイべプチンによる実験的治療

A　脱神経筋萎縮に対する効果

B J〃びわro筋機能に対する影響

8）埜中征哉（国立武蔵療養所神経センター）：

－塩酸ブビバカイン（マーカイン）処理による筋崩

壊と筋再生に対するロイペプチソの影響　一′

9）野村達次（実験動物中央研究所）：一筋ジ

ストロフィー動物の生産・供給

10）三善野産治（国立療養所西別府病院）：－

Duchenne型筋ジストロフィー症に対す畠ベスタ

チソの投与効果

11）村上慶郎（国立療養所箱根病院）：一筋萎

縮症に対するロイペプチソ，べスタチソの効果

12）木下真男（東邦大学医学部）：－A　実験

的除神経筋に対するべスタナン投与の影響．B

神経筋疾患に対するベスタチソ，ロイペプチソの

臨床効果．C　べスタチソ，ロイペプチソの臨床

効果および臨床5施設での集計

13）祖父江逸郎（名古屋大学医学部）：－Duch・

enne型進行性筋ジストロフィー症患者に対する

ロイペプチソ，べスタチンの影響

14）里舌栄二郎（国立武蔵療養所神経センタ

ー）：一各種疾患に対するべスタチン投与後の経

過報告

15）田中　亘（日本化薬株式会社）：－ロイべ

プチソの難病治療薬としての開発研究

次に上記各班員の報告について要約する．

1・ロイぺプチンのプロテアーゼ阻書作用に関

する研究

村地班員はCa2＋依存性チオールプロティナー

ゼに対するロイペプテンの阻害作用を検討する目

的で，各種臓器内のカルパインおよびカルパスタ

チソの分別定量法の研究を行った．

ロイペプチソ感受性のCa空＋依存性システイソ

プロティナーゼは，骨格筋のCANPはじめ，動

物諮臓器細胞に広く分布していて，カルパイン

［EC3．4．22．17］と総称される．また，カルパ

インに対する特異的内因性インヒビター蛋白質も

同様に広く分布していて，われわれはこれをカル

パスタチソと総称している．一方，カルパインに

はその完全活性化に1mM以上のCa2＋を要求す

るⅡ型と，0．1mM Ca2十で十分なⅠ型とが存在

する．われわれは，カルパイン群に属するプロテ

アーゼに共通なロイペプチン丹こよる阻害の機構を，

これまた共通なカルパスタチンによる阻害様式と

対比して研究する目的で，まず従来完成していな

かったヒト赤血球からのカルパスタチソの精製を

試み，これに成功した．

400mlのヒト血液の溶血上清を2回のDEAE－

セル。－ス，ultorogelAcA，SephacrylS－200

クロマトグラフィーおよび熱処理を組み合せた方

法で逐次分画し，約10，000倍の精製度で0．38

mgの均一蛋白質であるカル′ミスタチンを収得し

た．精製カルパスタチンは等電点4．55の酸性単

純蛋白質で，その単量体の分子量は70，000と算

定された．きわめて集合しやすい性質を有し，通

常は四量休の形（280kDa）で存在する．1000C，

15分間の熱処理でもその阻害活性を失わず，ま

た，カルパイソの阻害は反応系からのCa汁奪取

に起因するものではない．アミノ酸分析の結果に

よれば，ヒト赤血球カルパスタチソほ芳香族アミ

ノ酸に乏しく，グルタミン酸およびプロリンに富
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微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（ロイぺプチソ）の開発研究

む点で先に発表されたニワトリ骨格筋カルパスタ

チソ（68kDa）に類似してはいるが，両者は明ら

かに異なる分子である．カルパイン／カルパスタ

チソ／ロイペプチソ三者間の相互作用はまだ検討

を終えていない．

2．高速液体クロマトグラフィーによるベスタ

テンの微量蛍光定量

大倉班員はべスタチソの筋ジストロフィー症に

対する薬効を判定する目的で，高感度定量法の開

発研究を行った．

べスタチソとそのヒトにおける主代謝物クーヒ

ドロキシベスタチソは，アルカリ性で遇ヨウ素酸

酸化され，それぞれフェニルアセトアルデヒド，

クーヒドロキシフェニルアセトアルデヒドとなる．

これらを新規蛍光試薬4，5－ジメトキシー1，2－ジア

ミノベンゼン・モノ塩酸塩（DDB・HCl）で蛍光

ラベル化し，HPLCに付すことにより定量可能

なことを兄いだした．

測定法の概要は次の通りである．ベスタチソお

よびクーヒドpキシべスタチソ溶液100／JJに1．5

MNH40H　と0．6mg／mJNaL04を加え，定温

で20分間放置後1．5mg／mlNa2SOSで過剰の

NaL04を分解するJ DDB・HCl溶液を加え37OC

で50分間加温する．1．OMNaOHで反応を停止

し，その100〟gをHPLCに付す．血清は，そ

の50／上Jに水またはべスタチソ標準液と4．2mM

酢酸を加え1000C，5分間加熱後遠心して除蛋白

し，上清100／上Jを試料とする．HPLCは，カラ

ムにLichrosorb RP－18，溶離液にアセトニトリ

ルー0．1Mトリス緩衝液（pH8．7）を用い，蛍光検

出（励起320nm，発光390nm）によって行う．

標準液を用いた場合，べスタチソおよびクーヒ

ドPキシべスタチソを12分以内に分離検出でき

た．両物質の検出限度は，HPLC注入量100／JJ

でともに5pg以下であった．これをヒト血清中

のべスタチソおよびクーヒドロキシべスタチソの

定量に応用した．血清中0．32nmol／ml（100ng／

mり以上のベスタチソが再現性よく測定しえた．

血清中のクーヒドロキシべスタチソは極めて低濃

度であるため，現在のところ測定不能である．本

法により，三吉野産治班員より提供されたべスタ

チソ投与患者の血中濃度を測定し良好な結果を得

た．本法はヒト血液中ベスタチソの徴量定量が可

能で，動物体内における動態の検索に適用できる．

3．アレルギー性脳炎の治療に関する実験的研

究

岩崎班員はロイペプチソの炎症性脱髄疾患に関

する基礎的研究を行った．

Cammerらの炎症性脱髄性疾患における髄鞘

の破壊が，中性プロテアーゼによるミニリン塩基

性蛋白の破壊によることを示唆する報告，永井ら

による実験的アレルギー性脳炎のロイペプチソに

よる治療成績，われわれが昨年報告したロイペプ

チソによるウサギ視神経の破壊阻止などの成績を

ふまえ，ロイペプチソの中枢神経の炎症性脱髄疾

患への適応に関する基礎的実験を行った．

まず，高濃度のロイペプチソの神経毒性を調べ

る目的で10mg／mlまたは1mg／mlの濃度のロ

イペプチソを50〟g／hr，14日間，各群5匹の成

熟ラットの脳内皮下に埋込み浸透圧ポンプを用い

て連続注入した．臨床的に異常を認めなかったの

みならず，全例において組織学的検索でも全く異

常を認めなかった．

次いで，脳血液関門を通過しないロイべプテン

を脳実質組織に移行させる方法として，高張てこ

トールの頸動脈内注入による脳血液関門の可逆的

破壊実験を行った．ェバンスブルー標識アルブミ

ンは最初，脳内の血管にのみ限局していたが，術

後12－14時にはてこトール注入側の大脳皮質，

脳幹の神経細胞にエノミソスブルーの蛍光が陽性と

なった．

さらにウイルス感染後脳症のモデルとしてセソ
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ダイウイルス（HVJ）脳内接種了ウスにみられる

炎症，変性病変に対する効果をみた．非投与例6

匹全例に病変が出現したのに対し，ロイべプチソ

2mgを連日腹腔内に投与した群では病変の発現

は6匹中3匹に減少していた．

4．ロイベプチンの薬理学的研究

大塚班員はロイペプチソおよびべスタチソの血

圧，呼吸，血管平滑筋，ならびに摘出脊髄などに

対する作用を検討した．

1）　ウサギの血圧，呼吸，心電図に対するロイ

ペプチンの効果：ウレタン麻酔下にウサギの大腿

動脈から血圧を記録した．ロイペプチソ5－10mg／

kgを静脈内に与えると血圧は一過性に下降した

が，呼吸数および心電図に変化はみられなかった．

血圧下降の槙序としては先に報告した神経節遮断

作用が考えられる．

2）血管平滑筋に対する作用：モルモットの胸

部下行大動脈を摘出し，らせん状に切って作った

条片をマグヌス管内に懸垂し，張力を記録した．

ロイペプチソまたはべスタチンを2－200／喝／mJ

．の濃度で適用したが，張力の変化は起らなかった．

しかし，べスタチソは／ルアドレナリン（0．3－2

〟M）の血管平滑筋収縮作用を増強した．

3）幼君ラット摘出脊髄に対する作用：

a）下行性抑制：高位同側側索の条件刺激によ

って単シナプス反射および後板電位は抑制を受け

たが，この抑制に対してロイペプチソ100〃g／mJ

は顕著な影響を与えなかった．

b）侵害刺激による反射電位：半裁脊髄を坐骨

神経，腰部および下肢が繋がったままとりだし，

前根から電位を記録した．皮膚に戟械的侵害刺敦

を加えると，L．＿さの前板から遅い時間経過の脱分

極性反射電位が記録された．この反射電位はエン

ケファリンにより抑制され，この抑制をロイペプ

チソおよびベスタチン200〃Mは著しく増強した．

C）ペプチド作動性シナプス伝達を含む反射電

位：後眼に単一刺数を加えると反射側前根から遅

い時間経過の反射電位が記録され，この反射電位

発生にはペプチドが関与していると思われる．こ

の電位はエンケファリンにより抑制され，この抑

制をロイべプチソは軽度に，べスタチソは著しく

増強した．

d）ロイペプチソはアセチルコリンの脱分極作

用に顕著な括抗作用を示した．

5．ロイベプテンの脱髄病変および培養ジスト

ロフィー筋への作用について

米沢班員は脱髄疾患の特徴的病変である脱髄病

変の誘起に関するプロテアーゼに対するロイペプ

チソの効果を検討した．

Ⅰ．脱髄病変に及ぼすロイペプチソの影響

脱髄疾患の特徴的病変である脱髄は免疫学的背

景による食細胞の賦活化を来し，髄鞘を特異的に

破壊する変化である．脱髄病巣でプロテアーゼ活

性の上昇することから，この食細胞での活性を抑

制することにより病巣の進展を阻止しうるという

作業仮説が一部でなされている現状である．この

ことを検討するた．め脱髄に関与する因子，抗体・

感作リン㌧ペ球・リンフォカインのおのおのによる

神経組織培養での脱髄病変にロイペプチソがいか

に影響するかを調べた．被検材料はヒトのMS，

ADAM，サルやウサギのEAE　より得たもので

ある．いずれの場合も，ロ剤前処置を行った培養

でも，非処理培養でも，異なるところはなく，脱

髄の進行がみられた．

プロテアーゼ活性が食細胞で上昇するにせよ，

脱髄に関係する最初の変化は同細胞が髄鞘の層状

構造を解離することにあり，髄鞘の脆弱性と相侠

って脱髄が起ると考えられる．したがって，プロ

テアーゼ活性が作用するよりも前に脱髄という現

象が起っているわけである．

Ⅱ．家鶏ジストロフィー筋および健康筋へのロ

イべプチンの影響

一一　6　－



微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（ロイペプチソ）の開発研究

筋ジストロフィー家鶏（CaliforniaDavis413）

およびその対照動物（同412）の胚（10－13　日）

の浅胸筋の培養を用いてロ剤の影響を調べた．ロ

剤は幼君培養細胞に対しきわめて毒性が強く，25

〟g／mgにて24時間内に中毒性顆粒の出現をみる．

いったん病変を生じたものもロ剤投与を中止する

と回復してくるが，筋線経の発育成長の遅延が残

る．また筋原線経の発育も悪い．しかし比較的侵

弟の少ない筋線経でもジストロフィー病変の出現

がみられる．このことによりP剤によりプロテア

ーゼ抑制が生じてもジストロフィー病変の出現を

阻止しえないものと思われる．

6．筋ジストロフィー症マウスに対するフォル

7ェ二シノール投与の影響

松下班員は筋ジストロフィー症マウスに対する

ベスタチソの疾病回復効果の作用秩序を追求する

手段の一つとして，フォルフェニシノールをべス

タチソと同様な条件で連続投与する実験を行った．

まず約1カ月齢ですでに症状がある程度進行し

ている疾病マウスを用いて，1週間，2週間およ

び6週間の連続投与を行い，血清中ならびに骨格

筋中のマーカー酵素の活性変化を調べた結果，

PKおよびCPK酵素の活性は血清中で減少し，

骨格筋中で増加するという典型的な回復変化を示

し，筋線経での膜機能がフォルフェニシノール投

与によって改善の方向に向かっていることが示唆

された．萎縮骨格筋におけるミトコンドリア分画

中のGOT，GPT活性の著しい低下および可溶性

分画中の活性増加傾向がフォル7ェニシノール投

与によって，いずれも正常方向に改善されている

ことが認められた．しかし一方，投与期間中の体

重増加は食塩水投与群と全く同じ変化を示し，臨

床症状にも目立った改善の徴侯はみられなかった．

そこで発症後できるだけ早い時期に投与を開始す

るようにしたところ，投与マウスの約2／3に著し

い体重増加および筋ジストロフィー症状の消失が

認められた．しかし，そのうち，2カ月以降徐々

に後肢の固直状態を発現する個体が現れ，4カ月

齢で完全に正常状態を維持しているマウスは投与

マウス全体の約1／3程度であった．これらの個体

では，臨床症状は全く消失し，筋の耐久力も正常

と変わらないほど，増強されていた．また，この

ような完全回復個体が得られる頻度は投与開始時

期と相関性があり，生後20　日までにフォル7ェ

ニシノールの投与を開始すると約50％の個体に，

生後30日までに開始すると約30％の個体に完

全回復が得られた．しかし，1カ月齢を経過して

から連続投与を開始しても，もはや回復個体は得

られなかった．これらの結果からimmunomodu・

laterを連続投与することによってマウスの筋ジ

ストロフィー症の症状進行を抑制できる可能性が

明らかになった．

7．ロイベプテンによる実験的治療

A　脱神経萎縮に対する効果

B J乃γかro筋機能に対する影響

高木班員は昨年度，ロイペプチソが脱神経後の

筋萎縮にわずかではあるが有意な抑制効果のある

ことを認めた．本年度は例数を増やして，さらに

検討を行った．

哺乳類の骨格筋をf〝めroで反復収縮させる

と短時間で劣化現象が生ずる．この理由はまだ充

分に理解されていないようだ．この経時的劣化に

対するロイべプチソ，べスタチソおよびペブスタ

チソの影響を検討した．

方　法：一例坐骨神経を切断したラットにミニ

浸透圧ポンプを使用してロイペプチソ（30mg／

kg／日）を投与した．7日目に前置骨筋（TA）長

址伸筋（EDL）とひらめ筋（SOL）をとり出して

各種分析を行った．i乃如け0実験は重量20－30

mgのEDLを使用した．通気（95％02－5％

CO2）したKrebsTRinger液中で白金板電極によ

り連続電気刺激を行い，等尺性張力を測定した．
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また筋肉中あるいは外液中のCPK活性を測定し

て，酵素遊離を検討した．

結　果：A：i）脱神経後の筋萎縮はSOLで

最も著明で，健側の52％であった．ロイペプチ

ソ投与群では61％であった（♪＝0．07）．TAや

EDLではこの効果はみられなかった．ii）pイ

ペプチソは健側および脱神経側で蛋白量を増加さ

せる傾向を呈した．しかし統計的には有意ではな

かった．

B：i）強縮張力は薬剤群ではやや低値であっ

た・ii）1Hzの連続刺敵を継続して60分後には，

単収縮張力は21％，強縮張力は32％に減弱した．

薬剤投与群にも全く同程度の劣化が生じた．iii）

60分後には両群において静止張力は約10％（p．

〇・に対して）増加した．iv）両群において筋内

のCPK活性の約0－30％が喪失した．

8．塩酸7ビバカイン（マーカイン）処理によ

る筋崩壊と筋再生に対するロイぺプテンの

影響

埜中班員は過去にロイペプチソの生体に対する

影響をみるため，筋ジストロフィー鶏，筋ジスト

ロフィーハムスターを使用し実験をしてきたが，

陽性の結果は得られなかった．今回はヒト筋ジス

トロフィーと筋の崩壊像が酷似する塩酸プビバカ

イン（BPVC）を使用しての実験を行った．

Wistar系オスラット（約250g）を2群，すなわ

ちロイペプチソ50mg／kg／日（miniosmoticpump

2002使用）投与群と非投与群に分けた．各群を

さらに0．5％BPVC処理群と非処理群に分け，

注射後48時間，7，14日臼に筋をとり出し，組

織学的，生化学的に検索した．

0．5％BPVCをヒラメ筋内に注射すると，95－

100％の筋線経は壊死に陥り，0．1％液ではそれ

が局所的であった．壊死線経は48時間後には著

明な貪食反応を伴っていた．ロイペプチソ投与は

その壊死，貪食過程に何らの影響を与えなかった．

7，14　日目には明らかな再生線経として出現し，

ロイペプチソ投与群ではそれぞれ平均線維径

24．4±5．3，29．9±6．4，非投与群では29．0±5．5，

36・5±6．2〟mであり，投与群で再生線経は有意

に小径であった．

BPVC処理筋でライソゾーム酵素，とくにカ

テプシソB＆Lは48時間後著明に上昇し，再

生が進むにつれて次第に低下していった．ロイペ

プチソはカテプシソ活性の上昇は抑制せず，むし

ろその値を上昇させた．

以上よりロイペプチソは筋の崩壊，処理に関与

する貪食細胞に十分とり込まれず，ライソゾーム

酵素活性は抑制しないと思われた．ロイペプチソ

投与により再生筋が小径であったことは，ロイペ

プチソの大量投与による影響か，他の要因による

ものか，その意味については，なお検討を要する

と思われた．

9．筋ジストロフィー動物の生産・供給

野村班員は筋ジストロフィー症治療薬開発研究

班の班員に筋ジストロフィー鶏の卵を供給する目

的で，種卵の生産ならびに飼育の改良を行った．

さらに，米国産筋ジストロフィーハムスターの供

給を行うとともに，遺伝的背景の均一な筋ジスト

ロフィーハムスターの育成を検討している．

10．Duchenme型筋ジストロフィー症に対す

るベスタチンの投与効果

三吉野班員はべスタチソの臨床効果を評価する

目的で，Duchennemusculardystrophy（DMD）

症患児にべスタチンを投与し，臨床効果および副

作用の検討を行った．

1）対　象：年齢4－10歳，Stage1－2DMD患

児13人を対象とした．

2）方　法：ベスタチソは，Ausberger式を

用い，成人量30mg／日　に相当する量を10％ド

ライシロップの形で1カ月連日朝1回投与した．
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1カ月の休薬期間の後2倍に増量し，同様の方法

で4倍量まで増量を試みた．

3）結果および考察：血清CPK値を生化学的

指標としたが，内服前後の値に一定の傾向はなく，

各投与量問の差異もみられなかった．また，ADL，

10m走，階段昇降，立ち上がり時間でみた運動

機能の改善も得られなかった．しかし，重大な副

作用が認められなかったことから，より大量かつ

より長期にわたるプロトコールを計画し，今後の

研究を進める方針である．

11．筋萎縮症に対するロイぺプチン，ベスタ

テンの効果

村上班員は前年度に引き続き，種々の筋萎縮症

にロイペプチソ，べスタチソを投与してその効果

について検討を加えた．

対象としてはロイペプチソを使用したもの7例

（肢帯型，シャルコ一・マリー・トース病，脊髄

性進行性筋萎縮症，多発性筋炎，Duchenne型の

おのおの1例ずつ，筋強直性ジストロフィー症2

例）．べスタチソを使用したものは21例〔筋強直

性ジストロフィー症8例，筋ジストロフィー症7

例（肢帯型4例，顔面肩甲上腕型2例，Duchenne

型1例），その他6例（クーゲルベルグ・ヴェラ

ソダー病2例，多発性筋炎2例，シャルコ一・マ

リー・トース病，Duchenne型筋ジストロフィー

症の保因者の各1例〕であった．

投与方法はロイべプチソは100mg／dayから毎

週50mgずつ増量して300mg／day，一部に450

mg／dayで維持量とした．使用期間は21遇から

96遇であった．ベスタチソは90mg／dayから開

始して毎週30mgずつ増量して270mg／day，一

部に480mg／dayで維持量とした．使用期間は12

週から87週であった．

成績はロイペプチソでは不変または軽度の悪化

のみられたもの2例，明らかに悪化したもの5例

であった．副作用は特にみられなかった．べスタ

チソは筋ジストロフィー症では，不変または軽度

に悪化したもの2例，明らかに悪化したもの5例

で，筋強直性ジストロフィーでは不変または軽度

に悪化したもの4例，悪化したもの4例であった．

その他の筋萎縮症では有効であったもの（多発性

筋炎）1例，不変1例，悪化したもの4例であっ

た．

副作用は胃障害5例，心房細動？　2例，一過

性の発疹が1例であった．

12．筋障書に対するベスタチンおよびロイぺ

プチンの影響ならびに臨床施設での集計

木下班員はべスタチソ，ロイペプチソの筋疾患

患者に対する影響および実験的筋障害の修復過程

に及ぼす影響を検討した．さらにベスタチソ，ロ

イペプチソの臨床5施設での集計を行った．

1）実験的除神経筋に対するべスタチソ投与の

影響：ラット坐骨神経切断後，べスタチン2mg／

kg，20mg／kgの注射を連続し，俳腹筋の変化を

経時的に観察したが，対照との問に明らかな差は

なく，除神経後の筋萎縮に対する本剤の効果は証

明されなかった．

2）神経筋疾患に対するべスタチソ，ロイペプ

チソの臨床効果一当教室での経験：現在，当教室

では17例の神経筋疾患患者にロイペプチソある

いはべスタチソを継続投与中であり，最長3年に

及ぶが，わずかに血清CPKの低下をみた例と，

自覚症状の改善をみた例とがあるが，全体として

は著しい効果は両剤ともに認められていない．し

かし，本来進行性の病勢を示す疾患が対象である

から，本剤投与が自然の進行に対してどの程度阻

止作用を有しているかは明らかでない．

3）べスタチソ，ロイべプチソの臨床効果一臨

床5施設での集計：国立療養所西別府病院，同箱

根病院，国立武蔵療養所神経センター，名古屋大

学，東邦大学の5施設の集計では，計72例の

神経筋疾患患者にロイペプチソ，ベスタチソのい
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ずれかを一定量連日，一定量間軟，漸増連日など

の方法で投与した結果，一部の症例で血清CPK

の有意の低下をみた．しかし，10m歩行，階段

昇降などの運動機能で明らかな改善を示した例は

きわめて稀で，多くの判定資料のそろっているべ

スタチソ群43例，ロイペプチソ群16例の投与前

後の各数値の比較では，両群とも悪化を示してい

た．しかし，これは前述のように進行性経過を示

す症例が投与の対象であり，厳密な意味で効果を

検討するには投与前後の比較ではなく，基礎疾患，

初発年齢，羅息期間，投与期間に一致した観察期

間を一致させた対照群の病勢の推移と比較する必

要があると考える．

13．Duchemne型進行性筋ジストロフィー症

患者に対するロイベプテン，ベスタチン

の影響

祖父江班員はDuchenne型進行性筋ジストロ

フィー症（DMD）患者にロイペプチソ，べスダチ

ソを投与して，本症患者に対する薬剤の影響をみ

た．

対象はDMD患者17例で，これを以下の3群

に分けた．A群：ロイべプチン投与群でStage1－

4の老5例．B群：べスタチソ投与群でStage1－

4の老5例．C群：べスタチソ投与群でStage5

以上の老7例，薬剤は各1cap／日　から投与開始

し，3cap／日　を維持量とした．ロイペプチソは

1cap50mg，3cap／日　を維持量とした．ロイべ

プチンは1cap50mg，べスタチソは1cap30mg

のものを用いた．各薬剤の影響を調べるために投

与前と投与後1カ月，6カ月，12カ月の時点で

①運動機能・：ADL，10m平地往復歩行時間，階

段昇降時間，G）CPK活性値，血清ミオグロブリ

ンの日内変動（午前5時30分，15時30分の2回），

（め一般血液生化学，末梢血，尿の各検査，④凝

固・線溶機能，などの諸点に検討を加えた．また

自覚的副作用，合併症なども適宜チェックした．

結果は，①運動践能とCPK活性値・ミオグロ

ブリンなどを総合的に評価すると，明らかに改善

を示した症例やまたは進行が停止したと考えられ

る症例は存在しなかった．（彰凝固系に若干の有意

な変動がみられたが，それ以外とくに薬剤投与に

よる変化はなかった．また凝固系の変動も正常域

でのことであり，臨床上問題とはならなかった．

（め特記すべき自覚的副作用，合併症は出現しなか

った．

以上，これら薬剤をDMD患者に投与した結

果，1年間の投薬期間では今回の評価方法から明

らかな有効性は検出できなかった．安全性は高い

薬剤と思われた．

14．各種疾患に対するぺスタテン（NK421）

投与後の経過報告

里吉班員はベスタチソを各種筋疾患に投与し，

臨床経過を検討した．

対象はLG PMD　6例，FSH PMDl例，

Duchenne PMD l例，Becker PMD l例，

myotonic dystrophy3例，POlymyositis5例，

dermatomyositisl例，distalmyopathyl例，

ALSl例の計20例で，これらの症例に対し，

NK421を30mg／日　より漸増投与した．最高投

与量は450mg／日　7例，360mg／日1例，270

mg／日　3例，180mg／日　5例，90mg／日1例，

60mg／日1例，30mg／日　2例である．また経過

観察期間は1カ月－1年7カ月である．なお，

myositisの4症例ではSterOid，Imuranを併用

した．

臨床効果判定には，1カ月ごとに10m歩行，

階段11段昇降時間，全身18筋の5段階筋力評価，

血清PK，aldolase値を用いた．さらにLGPMD

の4例に対し経過中2回にわたり（6カ月間隔），

尺骨神経に電気的に低頻度反復刺激を与え，母指

内転筋より筋張力，Stair caseの程度，収縮時間，

1／2弛緩時間を測定し半年の推移を観察した．さ
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微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（ロイべプチソ）の開発研究

らに副作用監視のため末梢血一般生化学，尿蛋白

を測定した．

結果および考察：LG PMDの2例，myOSitis

の3例の計5例に経過中一過性の自覚的な筋力改

善がみられ，うちLG PMDの1例，myOSitis

の3例には他覚的な改善がみられた．しかし長期

的観察では臨床的改善を示した例はなかった．ま

た若干CPK値の低下傾向があったのはFSH

PMD，myOtOnicdystrophyの各1例のみであっ

た．電気生理学的検索を施行したLG PMD4例

のうち3例は症状の進行が示唆された（筋張力減

少，収縮時間，1／2弛緩時間延長）．筋力，CPK

値とも比較的安定していた1例では，収縮時間，

1／2弛緩時間ともに延長していたが筋張力に改善

がみられた．以上の総合判定により明白な改善を

示した症例はなかったが，進行を遅らせている可

能性はある．投与中，複視，霧視，眼病，ふらつ

き，頭痛，消化器症状がみられたが，多くは一過

性でNK421との因果関係は不明であった．

15．ロイぺプチンの難病治療薬としての開発

研究

田中班員はロイペプチソの難病治療薬としての

開発研究の基礎研究を行うとともに，各班員にロ

イペプチソ，べスタチソを提供し，各班員から提

供される血液，筋肉などの生物体試料中のロイペ

プチソ，べスタチソ量を測定することを目的とし，

ロイペプチソの1）原末試製，2）製剤研究，

3）薬効研究，4）毒性試験などを行った．それ

ぞれの研究結果を以下に要約する．

1）原末試製：硫酸ロイペプチソ原末4．5kg

を製造した．3ロットを実施した．

2）製剤研究：室温18カ月の安定性を測定し

た．硫酸ロイペプチソ原末は室温18カ月で2％

前後の力価低下を示し，その主因はC末アルギニ

ナルのラセミ化であることを確かめた．

臨床試験に提供している経口剤（散剤およびカ

プセル剤）の安定性についても，原末と同様な安

定性が示された．

3）薬効研究：線虫（C‘Ze乃Orゐ滋dffねeJggの∫）

の野生株（N2）および筋肉発育異常を生ずる変

異株（E444）の形態および生態の観察を行い，そ

れに対するロイペプチソおよびその同族体，べス

タチソおよびその同族体，蛋白同化ホルモンの効

果を検討した．

ロイペプチソおよびその同族体に線虫の運動麻

痺発現の遅延効果が認められたが，それは一般的

成長の遅延で説明のつく水準を超えなかった．ま

た，一般的成長の不全を解除できなかった．また，

ノマルスキー数分干渉顕敏鏡で観察される筋細胞

Z線類似のデソス・ボディ配列にらいても改善は

認められなかった．

筋ジストロフィーマウス（10－13週齢で既発症

のもの）に脱毛しないままロイペプチソ軟膏を

30mg／kg左右後肢部の全面にわたって1回また

は1日1回連続1カ月間塗布して一般行動と卒廻

し運動とを観察したが，改善は認められなかった．

このことは昭和55年度班研究報告に松下班員が，

また，丹oc．ⅣdfJ．A“浸．gcf．UgA，1981に

Stracher博士らが記しているように，ロイペプ

チソまたはべスタチソを筋ジストロフィーマウス

の発症以前の幼君期（3週齢以前）から投与開始

することが奏効の条件であることを考慮すれば，

当然のことである．

ただし，同時に測定した筋肉中のロイペプチソ

濃度は著しく高く，1回投与では1時間後に平均

4．9／Jg／g，1カ月連続投与では3．1〃g／gが達せ

られていた．

4）毒性試験：微生物突然変異原性試験はぶ．

iyPhimurium TA98，TAlOO，TA1535，TA

1537，TA1538およびE．coliWP2uvrA　の

6株につき，S－9ミックス添加の有無にかかわら

ず陰性であった．

ウサギにおける器官形成期投与試験によれば言

－11－



母体に対する安全量は100－200mg／kg程度であ　　ワゼリン軟膏につき，1頭当り0．5gを剃毛した

り，胎児に対しては300mg／kg程度までは著明　　背部皮膚25cm2に週6回1カ月間塗布して，毒

な毒性を示さないと結論された．　　　　　　　　　性および血奨中ならびに筋肉内ロイペプチン濃度

ウサギにおける経皮毒性試験を10％，20％，　　を測定した．

－12－
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ロイペプチンのプロテアーゼ阻害作用に関する研究

村　地

研　究　日　的

ニワトリ骨格筋のCa2＋依存性中性プロテアー

ゼ（CANP）がロイペプチソによって強く阻害さ

れることはよく知られている．われわれは，ラッ

ト肝臓，脳，腎臓，牌臓，赤血球，胸腺などに広

く分布する同種のプロテアーゼが，そのCa2＋要

求性およびSH還元剤要求性において，CANP

と著しく類似していることを知り，これらに対す

る放線菌由来の一群のプロテアーゼ阻害剤の効果

を検討したところ，とくにロイペプチソによって

強い阻害を受けることを兄いだした．

そこで，骨格筋のCANPに関する進んだ知見

と平行して，上記の全身組織細胞に広く分布して

いるCa2十依存性システイソプロティナーゼ（以

下カルパインCalpainと総称する）について，そ

の精製と性質の研究を系統的に展開することにし

た．とくに，カルパインを特異的に阻害する細胞

内イソヒビタータンパク質の存在を発見したので，

これをカルパスタチソ（calpastatin）と名づけ，

その精製と性質についても研究を行うこととした．

これらの研究を通じて，ロイべプチソのプロテ

アーゼ阻害作用の一般的分子機構を解明するとと

もに，その生理的病態的意義を明らかにすること

が本研究の目的である．

■　京都大学医学部附属病院検査部

孝＊

研　究　方　法

材料となるヒト赤血球は，健康人からの採取血

より白血球および血小板を注意深く除去して得た．

5倍容量の1mM EGTAおよび5mM2－メルカ

プトエタノールを含む20mMトリス・HCl緩衝

液（pH7．5）を加えて溶血させ，30分間10，000g

遠沈上清を上記の緩衝液に50mM NaClを加え

た溶液に対して一夜透析して，これを精製の出発

材料とした．

プロテアーゼ活性は，50mMトリス・HCl緩

衝液を用いたカゼイン加水分解により定量した．

通常，pH7．5，300Cで30分間温置によるトリク

ロル酢酸可溶性ペプチド等の増量をFolin－

Lowry法により，750nmの吸光度増加として計

測した．のちに述べるように，カルパインには，

Ⅰ型とⅡ型の2種があるので，Ⅰ型の定量には

0．1mM CaC12を，Ⅱ型の定量には5mM CaC12

を活性化剤として加えた．いずれの場合も5mM

L－システイソを共存させた．プロテアーゼの1単

位は750nmの吸光度1．0の増加を30分間で与

えるべき酵素量と定義した．

カルパイソに対するカルパスタチソの作用をみ

るためには，カルパスタチソ標品を予めカルパイ

ンとpH7．5，300Cで10分間接触させたのちに，

反応混液のカゼイン加水分解活性を測定し，活性

の低下度を計測する方法を用いた．1単位のカル
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パインを失活させるインヒビター活性を1単位と

した．

研　究　結　果

ヒト赤血球シトソル画分よりカルパスタチソを

均一タン㌧ペク質として精製し，その諸性質を明ら

かにした．

1．カルパスタテンの精製

出発材料700mlを400mlのDEAE一セルロ

ースゲルと混じ　これを十分洗浄することによっ

てヘモグロビンを除去したのち，カルパスタチソ

活性画分を150mMNaCl含有緩衝液によって溶

出させた．ついで溶出液をアミコソPM－10によ

り濃縮し，これをUltrogelAcA34ゲルカラム

によって分画した．カルパスタチソ活性の大部分

は280kDaの位置に溶出され，一方カルパイソ活

性は80kDa付近に溶出されたので，この操作に

よって酵素とインヒビターの完全分離の行われた

ことが知られた．280kDa画分を第2回目の

DEAE－セルロースクロマトグラフィーにかけ，

溶出されてくるカルパスタチソ活性画分を10mg

に濃縮したのち，pH7．5で1000C，15分間の熱

処理を行い，その遠沈上清をコロジオンバッグで

濃縮してSephacrylS－200ゲルカラムにより分

画した．再び280kDa画分を集めて精製カルパ

スタチソとした．

表1に総括するとおり，400mg血液より0．38

mgの精製標品を得た．表の第（3）段階までほカ

ルパインとカルパスタチソの相互分離が達成され

ていないので，真の精製度を直接計測することが

できない・すなわち，第（3）段階からの比較では

32・1倍にすぎない精製度であるが，溶血液から

の推定比較では約10，000倍の精製となる．第

（5）段階，すなわち熱処理が精製度を飛躍的に高

めていることがわかる．熱処理でなお僅かに残っ

た混在タンパク質が最後のSephacrylS－200カ

ラムで除去される．

精製の第（3）一（6）段階でのSDS－ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動の結果を図1に示す．すで

に第（4）段階の標品でも，カルパスタチソ活性は

70kDa付近に局在しており，これがそれ以降の

段階で純化されてゆく過程がよくわかる．最終段

階では70kDaの単一バンドを与えている．図1

はFairbanksらの方法によった結果であるが，

Laemmli法によるときは，標晶によって70kDa

のほかに68kDaのバンドの現われる場合があっ

たが，その原因を明らかにすることはできなかっ

た．

表l PurifiCationof calpastatin from human erythrocyte cytosol

Totalactivlty Specific actlVlty

Units　　％　　Units／mg protein Foldb FoldC

（1）Hemolysated（supernatant）　　　　39，900　（2，710）e　　　　　　（0．068）f l

（2）lst DEAETCellulose（eluate）　　　　　271　（2，710）0　　　　　（10．0）f　　　　　　141

（3）UltrogelAeA34（inhibitor fraction）　　117　　2，710　100　　　　23．2　　　1　　　341

（4）2nd DEAE一ccllulose（inhibitor fraction）　37．4　1，270　　46．9　　　34．0　　　1．47　　500

（5）Heattreatment（1000C，15min；Supernatant）1．92　　895　　33．0　　　466　　　　20．1　6，853

（6）SephacrylS－200（peakfraction）　　　　　0．38　　284　10．5　　　747　　　　32．2　10，985

＆Calculated ontheassumptionthatA主監＝10・Correctionforhemewasmadeinthecaseofhemolysate．

bAfoundspeciAcactivityof23・2units／mgproteinforstep3wastakenas unity．C Adeduced specinc

activityofO・068units／mgproteinforsteplwastakenasunity・d From400mlofblood．e Totalactivity

in these fractionscouldnotbe directly determinedand was therefore assumed to be equal to the total

activityfoundinstep3・fThevaluewasobtainedfromthededucedtotalactlVlty・
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Fr．N。．（3）　　　　　（4）　　　　（4）

EXTRACTION

FROM SDS－PAGE

0．2　　　0．1　　0

CALPASTATIN

（relaliveunits）

（5）　　　（6）　　MARKER

一一94．01（

一一67．OK

一一43．OK

一一30．0K

H20．1K

一一BPB

図1SDS－pOlyacrylamide gelelectrophoresis of human erythrocyte calpastatim Numbers

in parenthesesindicatethepuri魚cationstepslistedinTableL Theelectrophoresiswas

performed at8mA per tube forl・5hr・The proteinsmigrated from the cathode to

the anode．They were stained with Coomassie Brilliant Blue．Marker proteins used

were phosphorylase b（94．OK），bovine serum albumin（67・OK），OValbumin（43．OK），

Carbonicanhydrase（30・OK），andsoybeantrypSininhibitor（20・lK）・BPB，BromoplenoI

Blue．The gelfor the materialafter step4was slicedin O．9－cm SegmentS，eaCh of

which was analyzed for the content of calpastatin・

2．精製カルパスタチンの諸性質

1）等　電　点

7％Pharmaliteを含むアガロースゲル薄層を

用いた電気泳動法により，ヒト赤血球カルパスタ

チソのpIは4．55と測定された．この値は，ウ

サギ骨格筋カルパスタチンについて予報的に示さ

れたpI6．0よりはるかに酸性の値である．

2）7ミノ酸組成

6N塩酸，1050C，48時間および72時間加水分

解によるアミ／酸分析の結果を表2に掲げる・ト

リプトファンは0．5％チオグリコール酸含有6N

HClによる加水分解法によって定量したが，こ

れを検出することができなかった．バリソ含量を

21．0残基として近似整数を求めると，1分子当

り643残基となり，分子量は69，369と計算され

た．この値は電気泳動で得られた単量体の分子質

量70kDaとよい対応を示している．半シスチソ

残基は1残基以下，おそらくは0残基であったが，

より正確な値は，たとえば過ギ酸酸化後の分析結

果にまたなければならない．アルカリ分解によっ

ても　γ－カルポキシグルタミン酸の存在は検出さ

れなかった．またへキソサミソも検出されていな

い．表2にはIshiuraらによるニワトリ骨格筋カ

ルパスタチソのアミノ酸組成を併せて掲げてある．

両者の組成比は全般的に類似していることがわか

る．

3）オリゴマー構造

図2は精製最終段階のゲルクロマトグラフィー

でカルパスタチソが280kDaの位置に溶出され

ることを示す（黒丸）とともに，一旦採取したカ

ルパスタチソをSDS－ゲル電気泳動で70kDaバ

ンドとして把えたのち（図1），これをゲルから

抽出して再びゲルカラムで分析すると，また280

kDaの位置に出現する（白丸）ことを示してい

る．すなわち，精製カルパスタチンは70kDaの

単量体を基本単位として，おもに四量体に集合し

て存在しやすい性質をもっている．このような

70kDaと280kDaとの相互移行現象は，精製の

途中で1000C，15分間熱処理という烈しい操作を

加えた結果生じたものではない．一方，Ishiura
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表2　Amino acid composition of calpastatin

from human erythrocytesascomparedwith

that from chicken skeletal muscle

Amimo acid
Human Chicken skeletal

erythrocyte＆　　　muscleb

Aspartic acid

Threonine

Serine

Glutamic acid

Proline

Glycine

Alanine

1

　

2

　

2

　

6

　

5

　

4

　

1

8

　

3

　

6

　

9

　

6

　

3

　

6

Half・CyStine O．8

Valine　　　　　　　　　21

Methionine　　　　　　　7

Isoleucine　　　　　　14

Leucine　　　　　　　　　51

Tyrosine　　　　　　　6

Phcnylalanine　　　　8

Lysine　　　　　　　78

Histidine　　　　　　　　6

Arginine　　　　　　　20

Tryptophan Od

Tota1　　　　　　　　643

53

38

52

96

43

70

7
　
d
　
4
　
7
　
9
　
1
　
8
　
8
　
6
　
8
　
2
　
J
　
2

4

・

4

　

　

1

4

1

　

　

3

1

2

　

n

6

1

n

＆Allvalues werebasedupon2l valine residues

per molecule．b Taken fromIshiura，S．，Tsuji，S．，

Murofushi，H．，and Suzuki，K．Biochim．Biqt・hys．

Acla　701，216－223、（1982）；Calculated for MW

68，000．C Not determined．d Byhydrolysisinthe

presence of O．5％thioglycolie acid．

らの得たニワトリ骨格筋カルパスタチソはSDS

などの変性剤の存在有無に拘わらず，68kDaの質

量をつねに示すと報告されており，ヒト赤血球カ

ルパスタチソの易集合性と著しく異なっている．

4）反　応　性

精製カルパスタチソはその添加量に応じてカル

パイン活性を阻害するが，この作用は反応系に過

剰のCa2＋を添加しても除去されない（図3）．し

たがって，かねて粗標品で認められていた通り，

カルパスタチンによるカルパインの阻害はCa2＋

の奪取に起因するものではない．

図4は精製カルパスタチソが，同起源のヒト赤

血球カルパインを阻害するのみならず，ラット肝

臓カルパインをも阻害することを示している．ラ

ット肝臓カルパインⅠは40′上MCa2＋により50％

3

0

　

　

　

　

2

0

　

　

　

　

0

（
l
E
＼
S
一
H
亡
ヱ
u
コ
ヱ
S
已
l
q
U

Fractionnumber（2m】／tube）

国2　Chromatography of human erythrocyte cal－
pastatinonaSephacrylS－200Column．●　cal・
pastatin after the step of heat treatment；O
Calpastatin extracted from the gel after SDS－

POlyacrylamide gel electrophoresis．Al．6×95

cm COlumn was used．Horizontal barindicates

the fractions collected as the　final product，

Which was then subjected to gel electrophore・

Sis．70K－band protein was extracted fromthe

gel，COnCentrated and rechromatographed on

Sephaeryl S7200．Molecular weight markers

used were ferritin（440K），Catalase（232K），

and bovine serum albumin（67K）．
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図3　Effect ofCa2＋concentration on theinhibition

Of calpain by calpastatin，both from human

erythrocytes．Puri丘ed calpastatin added per

tubewere：O zero；△　0．21pg；●　0．35FLg．
Each tube contained O．33units of calpain．

活性化される分子桂であり，カルパインⅡは400

〟M Ca2＋を50％活性化に要する分子槙である．

図4は同量のカルパスタチソがカルパインⅡのは

うをより強く阻害しうることを示しており，赤血

球カルパインはこの阻害パターンからも，かねて

報告されている通り，カル′ミインⅠに屈する酵素
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ロイべプチソのプロテアーゼ阻害作用に関する研究

0．5　　　　　　　1．0

HuI旺nerytbrocytec8IpaStatin

（〝g／tube）

図4　0rgan and species specificityofinhibitionby
human erythrocyte calpastatin・●　ratliver
calpainI；O ratliver calpainII；△　human
erythrocytecalpain・Theealpainsusedwerethe

preparations partially purified from respective

sources；0．33　units of calpaln WaS added to

eaeh tube．Ca2＋concentrationsin theincuba－

tionmediumwere：0．1mlt for ratlivercalpaln

I and human erythrocyte calpain，and5mllfor

ratliver calpainII．

であることがわかる．

考　　　　　察

カルパインに対するロイペプチソの阻害作用を

研究する目的でカルパインを精製するとともに，

その天然の内在性インヒビターであるカルパスタ

Substrate

protein

N
O
H
↑
U
く
だ
凹
ト
N
l
 
O
N

一
一■
一

CaIpain－Substrate
interaction

チソをヒト赤血球シトソル画分から均一タンパク

質として精製することができた・精製カルパスタ

チソは等電点4．55の酸性単純タソバク質で，約

643残基からなる一本鎖構造の70kDa単量体が

通常四量体構造をなしたものであることが知られ

た．そのアミノ酸組成は，ほとんどS－S結合を

含まず，トリプトファンを欠き，芳香族アミノ酸

に乏しく，一方，グルタミン酸およびプロリンに

富むやや特異な組成であることが知られたが，こ

れからだけではカルパスタチソの示す高度耐熱性

の機構は明らかにしえない．

四量体構造をとりやすい性質を考慮し，またそ

の阻害作用が反応系からのCa2十奪取によるもの

ではない点を取り入れて仮設的に描いた相互作用

機構が図5である．今後この図に示された機構の

正否を明らかにし，また，ロイペプチソによる阻

害機構との関連を明確にすることが残された興味

ある研究課題である．

カル′リンおよびカルパスタチソに関してわれ

われは，ヒト赤血球カルパスタチンの精製研

究1・9）のほかに，広く動物および植物細胞材料に

っき同様の研究を展開し，それぞれの成果をあげ

Monomerie

Ca】pastatin

J

／

／

′

／⊥ca2十

／

Calpain（Ca2＋）－Calpastatin

complex

Calpain－Calpastatin
interaetion

図5　Hypotheticalmechanismoftheinteractionbeweencalpain，Calpastatin
and the substrate molecules as triggered by Ca2＋．
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高速液体クロマトグラフィーによるべスタテンの微量螢光定量

大　倉　洋　博＊

研究協力者　三吉野産治＊＊・石田淳一＊・山口政俊＊・弓場郁代＊

は　じ　め　に

べスタチソ（Best）の薬効を判定するための一

手段として，Bestおよびそのヒトにおける主要

代謝物，クーヒドpキシべスタチン（クーOHBest）

の生体内濃度をモニターする方法の検討を行った．

まず，Bestおよび2－OH Bestの標準液を用い

て，高速液体クロマトグラフィー（HPLC）・蛍

光検出法により，これらを微量定量するための基

礎的研究を行った．つぎに，これをヒト血清中の

Bestの定量に応用するため検討したところ，Best

R◎cH2－
NH2
1

CH（CH3）2
1

CH2
t

CH－CH－CONH－CH－COOH

OH

（bestatin，R＝H；P－hydroxybestatin，R＝OH）

蒜R◎－CH2CHO
’DDB・HCl

R－◎－C 二二二
N、〈／OCH3

H2－♂
N／〉、OCH3

溶：：；・HCl
’DDB・HCl

図1FluorescencelabelingofbestatinorPThydro・
xybestatin with DDB・HCl・

＊　九州大学薬学部薬品分析化学教室

＊＊　国立療養所西別府病院

のみを定量しうる方法を得た．この方法をBest

投与患者の血清Best濃度レベルモニターに実用

を試みた．この方法で用いたBestおよびクーOH

Bestの蛍光ラベル化反応のスキームを図1に示

す．Bestおよび9－OH Bestをアン㌧モニ77ル

カリ性で過ヨウ素酸酸化し，生じるフェニルアセ

トアルデヒドおよびクーヒドロキシフェニルアセ

トアルデヒドを，新しい芳香族アルデヒド類の選

択的蛍光ラベル化剤，3，4－ジメトキシー1，2－ジア

ミノベンゼンモノ塩酸塩（DDB・HCl）1）と，塩酸

酸性で蛍光ラベル化し，ラベル化体をHPLCで

分離・定量する．

実　験　方　法

1）試薬溶液

DDB・HCl（1．3mM）溶液；DDB・HC15．3mg

を0．3M塩酸に溶かし，全量20mg　とする．調

整後3時間以内に使用する．

2）基準操作

a）試料溶液（血清の前処理操作）：血清50扉

に水（あるいはBest標準液）50〆および4．2

mM酢酸500βを加え，1000Cで5分間加熱す

る．約800gで5分間遠心したのち，上活100〆

を試料溶液とする．

b）蛍光ラベル化反応：上記の試料溶液あるい

はBest標準液100〟に1．5Mアンモニア50〃～

および0．6Ing／mg過ヨウ素酸ナトリウム　25JJJ
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を加え，室温（250C）で20分間放置する．1．5

mg／mJ亜硫酸ナトリウム25由仁を加え，過剰の

過ヨウ素酸ナトリウムを分解する．DDB・HCl溶

液200βを添加し，■370Cで50分間加温したの

ち，1．OM水酸化ナトリウム50／上Jを加えて反応

を停止する．反応液100／JJをHPLCに付す．

C）HPLC：逆相分配型の充填剤であるLi・

ChrosorbRP－18（Merck；粒径5iLm）を充填し

たカラム（150×4mm，i．d．）を使用する．移動

相には，アセトニトリルー0．1Mトリス緩衝液（pH

8．7）の混液（25：75，Ⅴ／v）を脱気して使用．高

速液体クロマトグラフには，東洋曹達803Dを使

用し，流速0．8ml／minに設定した．検出器には，

島津RF－5308uorescencespectromonitor（蛍光

励起波長320nm，発光波長390nm）を使用した．

結果および考察

当分担研究者らが新たに開発した，芳香族アル

デヒド煩に特異的な試薬であるDDB・HClを用

いる蛍光ラベル化反応は，芳香族アルデヒド煩を

塩酸酸性下で0－1000Cで反応させる方法である．

本研究において，まずこの反応をBestおよび

2－OH Bestの蛍光ラベル化反応に適用するため

の検討を行った．Bestおよび9－OH Bestをア

量
官
で
蔓
占

20 25　　30　　35　　40

AcetonitriIe，％（Ⅴ／v）

l l t　1

0　4　812

Retentiontime，min

図2　Chromatogram of the reaction mixture of a

Standard solutionofbestatinandP－hydroxybes－

tatin・Peaks：1，9－hydroxybestatin（1×10‾6ふⅠ）；

2，bestatin（1×10－6hI）；3，reagent blank．

ソモニアアルカリ性で過ヨウ素酸酸化すると，そ

れぞれ7ェニルアセトアルデヒドおよび♪一ヒド

ロキシフェニルアセトアルデヒドを生成すること

がわかった・したがって，BestおよびPTOH

Bestを定量するために，これらのアルデヒドの

DDB・HClによる蛍光ラベル化体をHPLCによ

って分離・検出することにした：ち

1．HPLCによる分出条件

BestおよびP－OH Bestの蛍光ラベル化体は，

HPLCの充頃剤にLiChrosorb RP－18を，また

移動相にアセトニトリルー0．1Mトリス緩衝液

（pH8．7）を用いたとき良好に分離した．Bestお

2

0

　

　

　

　

　

1

0

亡
…
E
．
聖
E
叩
一
u
O
叩
盲
ヱ
遥

25　　30　　35　　40

Acetonitrile，％（Ⅴ／v）

図3　Effect ofacetonitrile concentrationin the mobile phaseonpeak

height（A）and retention time（B）・1，bestatin（1×10‾6ふt）；2，♪－

hydroxybestatin（1×10－8M）．
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高速液体クロマトグラフィーによるベスタチソの微量蛍光定量
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図4　Effect of pH of the mobile phase
time（B）．1，bestatin（1×10‾6M）；

よびクーOH Bestの標準液（各1×10‾6M）を試

料溶液として基準操作のb）およびC）に従って

処理したときに得られるクロマトグラムを，図2

に示す．Bestおよび9－OH Bestの蛍光ラベル

化体は，12分以内にそれぞれ単一のピークとし

て分離溶出される．使用したカラム充填剤は，シ

リカゲル担体にオクタデシルシランを化学修飾し

たものである．この充唄剤は逆相分配型であるの

で，移動相のアセトニトリル濃度が高くなると各

蛍光ラベル化体は速やかに溶出し，かつ鋭いピー

クを与える（図3）．移動相のアセトニトリル濃

度を25％　とした．図4に示すように，移動相中

のトリス緩衝液のpHが7．0－9．0において各ラ

ベル化体の分離状態は良好であるが，Bestおよ

びクーOH Bestの蛍光ピークは，アルカリ性側に

おいて徐々に高くなる．これは，各ラベル化体が

アルカリ性で強い蛍光を発することによるもので

ある．したがって，pH8．7の0．1Mトリス緩衝

液を使用することにした．このときpH8．7のト

リス緩衝液の濃度変化（0．05－1．OM）によって，

各蛍光ピークの分離状態ならびにそれらのピーク

の高さには，著しい相違はみられなかった．なお，

pH9．0より高いpHの緩衝液を用いた場合，カ

ラム充填剤の劣化が著しく，長時間それを使用す

るには不都合であった．

一・⊥一一一一一一一一、1

7．0　　7．5　　8．0　　8．5　　9．O

pH

On peak height（A）and retention

2，9－hydroxybestatin（1×10－6M）・

2．蛍光ラベル化反応

すでに述べたように，BestおよびP－OH Best

は，直接にはDDB・HClと蛍光反応しないため，

アンモニアアルカリ性下過ヨウ素酸ナトリウムに

よって酸化し，それぞれフェニルアセトアルデヒ

ドおよびかヒドロキシフェニルアセトアルデヒ

ドに導く．遇ヨウ素酸ナトリウム濃度について検

討し（図5），Bestおよび9－OH Bestともに最

大のピーク高さを与える0．6mg／mJを用いた．

この酸化反応に要する時間および温度（図6）に

ついて調べ，室温（250C）で18分以上放置する

ことにより最大かつ一定の蛍光を得た．室温で20

分放置することにした．DDB・HClによるアルデ

ヒド類の蛍光ラベル化は，残存する過ヨウ素酸ナ

トリウムによって妨害されることが認められた．

．．」＝
ヒ¢

qJ
．．」＝

J
tq

q

仁一

00．06　0．18　　　0．36　　　　　　0．6　　0．72

NaIO一．mg／ml

図5　Effect of NaIO▲　COnCentration on the　fluo

rescence development．1，bestatin（1×10－6M）；

2，3，－hydroxybestatin（1×10－6Ll）．
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0　2　　5　　　10　　15　　　20

Time．min

25　　　30

図6　Effect of time and temperaturefortheoxida－

tion of bestatin and　♪－hydroxybestatin with

NaIO40n thefluorescence development NaIO▲

used，0．6mg／ml．l and3，bestatin（1×10－6

M）；2and4，9－hydroxybestatin（1×10‾8M）．l

and2，250C；3and4．00C．

一
息
官
j
J
更
正

図8　Relationship between the concentration of

NH40H required for the oxidationandHClfor

the且uorescence derivatization．1and2，0．31I

HCl；3　and　4，0．6AI HCl．1and　3，bestatin

（1×10‾6Ll）；2　and　4，♪－hydroxybestatin（1×

10‾6ふⅠ）．

この妨害は，ラベル化反応前に亜硫酸ナトリウム

を加えることにより，過ヨウ素酸を分解すれば解

消できることがわかった．この濃度について検討

し（図7），最大の蛍光を与える1．5mg／mJを使

用することにした．以上の検討により，酸化反応

として試料溶液100J上Jに1．5Mアンモニア50β

と0．6mg／mJ過ヨウ素酸ナトリウム25／JJを添

2　　　3　　　4　　　5　　　6

Na2SO3，mg／ml

図7　Effect of Na2SOa COnCentration on the nuo・

rescence development NaIO4uSed，0．6mg／mL．

1，bestatin（1×10‾6Ll）；2，♪－hydroxybestatin

（1×10‾hI）．

一
も
て
工
一
志
d

0　　　　　　　　0．3　　　　　　　　0．6　　　　　　　　0．9

HCI，M

図9　Effect of HCI concentration on the nuores．

CenCe development NH40H used，1．5hl．1，

bestatin（1×10－6ふⅠ）；2，9－hydroxybestatin（1×

10‾6M）．

加し，室温（25eC）で20分間放置後，1．5mg／mg

亜硫酸ナトリウム25βを加える操作を設定した．

つぎに，蛍光ラベル化条件について検討した．

過ヨウ素酸酸化は，アンモニアアルカリ性下で行

われるが，生じたフェニルアセトアルデヒドおよ

びクーヒドロキシフェニルアセトアルデヒドと

DDB・HClの蛍光ラベル化反応は，塩酸酸性下で

行う必要がある．図8および図9は，アンモニア

濃度と塩酸濃度の関係について調べたものである．

本法では，1．5Mアンモニアと0．3M塩酸を使用

することにした．図10は，基準操作に準じた条

件において，蛍光ラベル化の反応時間とその温度
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高速液体クロマトグラフィーによるベスタチソの微量蛍光定量

0　　5　10　15　20　　　　30　　　　40　　　　50

Reaction time，min

図10　EfEect of reaction time and temperature on

the　瓜uorescence development．1，3，and　5，

bestatin（1×10－6M）；2，4，and6，9－hydroxy－

bestatin（1×10－6Af）．l and2，37℃；3and4，

500C；5and6，1000C．

の影響をみたものである．370Cで50分間の反応

条件を採用した．また，加熱後ラベル化反応液を

基準操作法に述べたようにアルカリ性に導けば，

生じた蛍光ラベル化体は安定で，少なくとも室温

に3時間放置しても，得られる蛍光ピークは，一

定の高さを示した．標準試料を用いたときのBest

およびクーOH Bestの検出限度（S／N比が2を

示す濃度）は，ともに5pg／HPLC注入量である．

3．ヒト血清中のベスタチン（およびp－OH

Best）の定量

ヒト血清中のべスタチソをHPLC検出する場

合，血清中に多量の蛋白質が存在するため，血清

をそのまま試料として用いることはできない．こ

のため，血清を除蛋白処理し，これを試料溶液

として用いた．除蛋白法として，①血清に希酢酸

を加え，はばアルブミンの等電点pH5．0に導い

て1000C，5分間加熱する方法（加熱除蛋白法），

㊤血清に過塩素酸を添加し，遠心後上清に炭酸カ

リウムを加え過剰の遇塩素酸を除去する方法，お

よび④トリクロル酢酸を添加する方法を用いた．

①および㊤は，同様の蛋白質除去効果が得られた．

また，血清に添加したBestおよび2－OH Best

ふ‖晶　　　トト最長
Retentiontime，min Retentiontime，min

図1l Chromatograms of bestatin andクーhydroxy－

bestatin added to human serum．A，Serum

added with bestatin（320pmol／50FLl）and♪－

hydroxybestatin（150pmol／50FLl）；B，drug－

free serum．Peaks：1，bestatin；2，2－hydroxy－

bestatin．

（各150pmol／50β血清）の回収率は，いずれも

78％で，これら2つの方法においてほぼ同様の

結果を得た．また，④の方法は，そのままでは強

酸性であるため，後の反応条件であるアン㌧モニア

アルカリ性に再現よくするのが困難であった・し

たがって，操作の簡単な加熱除蛋白法を採用した・

Bestおよび9－OHBestを添加したヒト血清な

らびに無添加の同一血清を，基準操作に従って処

理したときに得られるHPLCのクロマトグラム

を図11に示す．保持時間11分にBestに基づ

くピークが現われる．他の数本の蛍光ピークは，

試薬ブランクに基づく蛍光ピーク（検出感度を上

げた場合に観察される）と，血清中に存在する種

種の化合物および除蛋白されなかった低分子の蛋

白質やペプチド掛こ由来する蛍光ピークであると

考えられる．基準操作に従ってヒト血清に添加し

たBestおよび9－OHBestの検量線を調べた・

血清に添加したBestおよびP－OH Bestの蛍光

ピークは，いずれも少なくとも20／唱／mJ血清ま

でその添加量に比例したピーク高さを示し，原点

を通る直線を示した．つぎに，検出限度について

調べた．Bestおよび2－OH Best無添加の血清

においても，Bestおよび9－OHBestと同じ保

－25　－
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図13　Serum concentration of bestatin after oral

administration of bestatin（25mg／17kg）in

human（male，5years of age）．

持時間にピークが認められる（図11，B）．これは，

血清中に存在し，フェニルアセトアルデヒドおよ

びクーヒドロキシフェニルアセトアルデヒドに導

かれる物質，あるいは内因性蛍光物質のいずれか

に起因すると考えられる．このため，血清を試料

とするとき標準系で得られた検出限度を達成する

ことは，不可能であった．血清を用いた場合，

BestおよびPTOH Bestが十分に定量可能な，

それぞれブランクのピーク高さの1．2倍を検出限

度としたとき，それぞれ100ng／mJ血清，200

ng／ml血清であった．変動係数は，血清中Best

濃度が3pg／ml，および500ng／mlのとき，そ

れぞれ1．8％および3．0％（それぞれ乃＝10）で

あった．

この操作法に従って，筋ジストロフィー患児に

Bestを経口投与し，血清Best濃度モニターを行

い，本法の有用性について検討した．血清は，三

吉野産治班員より供与されたものである．一例と

して，投与前の血清（コントロール血清）および

投与30分後の血清により得られたクロマトグラ

ムを図12に，血清濃度曲線を図13に示す．患

者13名に関する血清Best濃度については，三

吉野班員の報告を参照されたい．

お　あ　り　に

本研究において，プレカラム蛍光誘導体化法に

よるHPLCにより，Bestを分離・定量すること

が一応可能となった．本法により　Bestを投与し

た患者血清中の数量のBestをモニターすること

ができる．9－OH Bestは，きわめて低濃度で，

本法では投与30－60分後でも検出できなかった．

定量の妨害をするピークの原田の除去，および

クーOH Best定量の高感度化が必要である．

文　　　　　献

1）Nakamura，M．，Toda，M．，Saito，H．，and Ohku－

ra，Y．A乃αJ．Cゐi肌．Acね134，39（1982）．
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アレルギー性脳炎の治療に関する実験的研究

岩　崎　祐　三＊

多発性硬化症，急性散在性脳脊髄炎，ワクチン

接種後脳脊髄炎など，いわゆる炎症性脱髄疾患は

ヒトの脱髄性疾患のなかで重要な位置を占めてい

る．このような炎症性脱髄疾患の発現機序として，

神経組織，とくに髄鞘構成成分に対する自己免疫

反応の関与が強く示唆されてはいるが，病変の中

核をなす髄鞘破壊の機序は未だ解明されておらず，

これら疾患に対する適切な治療法も開発されてい

ない．

多発性硬化症卜の，実験的急性アレルギー性脳

脊髄炎‘），実験的ウイルス性脳脊髄炎5川などの髄

鞘破壊巣でカテプシソA，B－1，Dをはじめ種々

のライソゾーム酵素のほか，中性プロテアーゼの

活性も上昇していることが報告されている．最近，

賦活化されたリソパ球により，マクロファージか

らplasminogenactivatorなどの中性プロテア，

ゼの分泌が誘導されることも明らかにされてい

る7・8）．さらにCammer　ら9）はin vitroの実験

結果から炎症性脱髄疾患における髄鞘の破壊の揆

序として，まずマクロファージからplasminogen

activatorが放出され，次いで産生されたプラス

ミンにより髄鞘を構成する塩基性蛋白が破壊され

る過程を想定している．

このような，脱髄過程における蛋白分解酵素の

役割に関する報告をもとに，われわれは蛋白分解

酵索阻害剤であるロイペプチソ吟より炎症性脱髄

＊　東北大学医学部脳研

疾患を治療する可能性を実験動物を用いて検討し

つつある．

ロイペプチソは脳血流関門を通過しにくいので，

皮下埋め込み浸透圧ポンプを用いて，直接脳内に

持続注入した場合のラットの脳の組織学的検索の

結果，高張液による可逆的脳血液関門破壊実験，

パライソフルエソザウイルスによるマウスの脳病

変に対する治療効果について，今回報告する．

1．脳内に持続注入した薬液の脳内分布に

ついて

予備実験として，浸透圧ポンプAIzet，2ML－1

をラットの背部に埋め込み，0．2％ェノミソスブル

ーを7日間，脳内に持続注入した．実験終了時の

脳の表面は大脳，小脳から延髄に至るまで高度な

着色がみられた．大脳および脳幹部の割面をみる

と，注入側半球が高度に着色しているほか，反対

側でも脳室を中心に脳梁，脳幹に広範な着色がみ

られた．下部脳幹では着色は中脳水道や第4脳室

周辺に限局していたが，小脳は皮質，自質とも一

様に着色していた．次にこの標本の凍結切片を作

り落射蛍光頭数鏡（励起フィルターBP546）で

観察した．図1は注入反対側の大脳皮質で，ここ

にみられるように肉限で着色の明らかでない部分

でもェバソスブルーの赤色蛍光が皮質全層の細胞

に認められた．図2は脳梁の一部で，自質でもグ

リア細胞た色素がよくとり込まれている．以上の

－27－
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図1Uptake of Evans blue by neuronsin contralateralcerebralcortex．The rat was

COntinuouslyinfusedintracerebrally with2％Evans blue for T days．A nuores・

CenCe micrograph taken with a Zeiss nuorescence microscope（BP546）×80．

図2　Uptake of Evans blue by oligodendroglialcellsin callosal radiation of the rat
Shownin Fig．1．×160．

図3　A tissue defect after removal of aintracerebralcatheter，H＆E．×40．

図4　A highpower view of the margin of the tissue defectin Fig．3，Note mild

infiltration of macrophages and the presence of hypertrophic astrocytes．H＆E．

×200．

図5　Hypertrophy of epithelial eells of the choroid plexusinipsilateral1ateral

ventricle of the ratintracerebrallyinfused with50pg／h ofleupeptin for14days・
H＆E．×100．

国6　Normalappearance of choroid plexusin the eontralaterallateral ventricle of

the rat shownin Fig．5，H＆E．×100．

結果から脳実質内に持続注入された物質は全脳に　　　2．ロイぺプテンのラット脳内への持続注入

よく浸透し，グリア細胞のみならず神経細胞にも

よくとり込まれることが明らかになった．

体重約250gの雄ウィスターラット，15匹にフ

ルオセソ麻酔下に浸透圧ポンプAIzet，2ML－1

を埋め込んだ．動物は3群に分け第1群には計算

上ロイペプチソが50〟g／h，14日間持続注入され

－28－



アレルギー性脳炎の治療に関する実験的研究

るように，第2群はロイべプチソ5J唱／h，14日

間注入されるように予定し，第3群には対照とし

て生理的食塩水を用いた．1日の脳内注入薬液量

は計算上120／仏ロイペプチンの量にして1．2mg

または0．12mgである．

各群の動物とも麻酔から覚醒後は，実験終了時

まで全く異常がみられなかった．14　日間持続注

入後の脳の外表にはチューブ挿入による大脳の小

孔以外に異常がみられなかった．脳は冠状面にそ

って薄切，パラフィン標本を作製，H－E染色，

Ⅹ一B染色を行った．標本の一部は電廊用に樹脂

包理を行った．

脳内へのチューブの挿入は手術靡徴鏡下に脳表

の血管を避けて行われたが，その先端の位置は動

物により異なっており，側脳室内にあるものと，

尾状核，アンモソ核，大脳皮質など脳実質内にあ

るものに大別された．図3，4は大脳皮質内にチ

ェーブ先端があった場合のその周囲の組織像で，

組織欠損部周囲にマクロファージの浸潤と星状膠

細胞の増殖がみられるが，それに外接する脳実質

組織は神経細胞を含めよく保たれている．図5は

チューブ先端が側脳室内にあった場合の同側側脳

室の脈絡叢上皮細胞の変化で，同拡大の対側側脳

室のそれ（図6）に比べ胞体の肥大が明らかであ

る．この場合にも脳室周辺組織には全く異常がみ

られない．図7，8は50／堰／h注入ラットの注入

側大脳の皮質およびアンモン角錐体細胞，図9は

小脳中部の皮質であるが，ここにも全く異常が認

められない．5〟g／hのロイペプチソを注入した

群では脈絡叢上皮細胞の変化は明白でない．いず

れの群においても注入薬剤による細胞の変性を示

唆する所見はみられなかった．

3．高張マ二トール液による脳血液関門の

破壊実験

体重200－250gの堆ウィスター系ラットを用い

以下の実験を行った．2％フルオセン吸入麻酔下
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図7　Normalappearanceofcorticalneuronsinthe

ratintracerebrallyinfusedinith　50pg／h of

leupeptln for14　days．Kliiver－Barrera stain－

ing．×200．

図8　Pyramidal cellsin Ammon’s horn of the rat

Shownin Fig．7．K＆B．×200．

図9　ccrebellar cortex of the rat shownin Fig．7．

K　＆　B．×200．

に右総頸動脈を露出，外頸動脈を切開，ここから

内頸動脈の分岐部までチューブを挿入，これに自

動注入器を接続した．左大腿動脈に接続したトラ

ンスデューサーにより全身血圧を観察しながら，

自動注入器により1．6Mのてこトール2．5mgを

0．083m〃secの速さで内頸動脈に注入，次いで左

大腿静脈より　2％ェバンスブルー　0．5mgを注

入，手術創を閉じた．術後30分，1，2，3，12，24
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図10　Fluorescenee of Evans blue taken up by corticalneurons24　houre ater the

transcient opening of blood brain barrier byintracarotidinfusion of hypertonic

mannitol．×130．

図11A high power view of the neurons shownin Fig．10．×320．

園12　Ependymitis of the3rd ventriclein the ratinoculated with HVJ17days ago，
Untreated，H＆E．×200．

図13　Dilatation oflateralventricle and rarefaction of paraventricular tissuein the

Shownin Fig．12．H＆E．×20．

図14　Normalappearance of the3rd ventriclesin the ratinoculated with HVJ and

treated withleupeptin．H＆E．×200．

図15　Normalappearanceoflateralventricle

時間後にグルタールアルデヒド・ノベラフォルム混

合液による潅流固定により組織を固定した．次い

で脳の凍結切片を作製，エバンスブルーアルブミ

ン結合体の脳内局在を落射蛍光顕微鏡を用いて追

跡した．全身血圧はてこトール注入直後に一時低

下するが，補液により回復した．術後3時間まで

inthe ratshowninFig．14，H＆E．×20．

はエバンスブルーの蛍光は脳内血管，脳膜に局在

しているが，術後12時間目には，脳実質細胞に

蛍光がみられるようになり，24時間目には図10，

11にみられるように，多くの神経細胞の胞体と樹

状突起，軸索に蛍光が認められた．術後早期にみ

られる蛍光陽性血管は脳全体に分布しているが，

－30　－



アレルギー性脳炎の治療に関する実験的研究

12時間以降にみられる蛍光陽性神経細胞の局在

は，てこトール注入側の大脳半球皮質および脳幹

に限局していた．グリア細胞への蛍光物質のとり

込みは確認できなかった．

以上の実験から高張てこトールの頸動脈注入に

より，注入側大脳実質組織内へ血中のエバンスブ

ルーーアルブミン結合体が流入すること，流入し

た物質は神経細胞に高濃度にとり込まれることが

明らかになった．この方法はロイペプチソなど，

脳血流関門を通過しにくい物質を脳実質内に送り

込む手段として着用であろう．

4．ウイルスによりひきおこされる実験的

脳症に対するロイベプチンの効果

われわれは，パラミクソウイルスの一つである

HVJをマウスの脳内に注入すると，ウイルスの

局在が脳内に証明されなくなった注入7日目以降

に脳室周辺の自質に徐々に進行性の変性がおこる

こと，この日質変性は宿主の免疫抑制で防止され

ること，ヌードマウスではこのような変化がみら

れないことなどから，この現象を，ウイルスが引

き金となった自己免疫反応と考えられているヒト

のウイルス感染後脳症の実験モデルと考え，研究

をすすめてきた10・11）．今回，この実験モデルにつ

いて，ロイペプチソ全身投与の効果を検討した．

7遇齢DBA／2雌マウス36匹に紫外線不活

HVJ O．03ml（45HAU／マウス）を脳内注射，

その半数にHVJ注射当日から実験終了まで連日

ロイペプチソ2mg（1mg／体重10g）を腹腔内投

与した．HVJ接種後，3，10，17日目に各群5－6

匹について組織学的に検索，ロイペプチソ投与群

と非投与群の対比を行った．両群とも神経症状の

出現はみられず，ウイルス接種7日目の蛍光抗体

法による検索では脳内にウイルス抗原は検出でき

なかった．接種後3日目，10日目の検索では軽

度の髄膜炎の所見がみられたが，両群の間に差が

認められなかった．しかし，17日目の標本では

ロイペプチソ非投与群6匹全例に図12のような

ependymitisの所見と，図13のような脳室の拡

大と脳室周辺組織の破壊像がみられたのに対し，

ロイペプチソ投与群6匹のうち3匹に同様な所見

がみられたのみで，残る3匹には図14，15に示

すように全く異常がみられなかった．つまり，ロ

イペプチソ投与によりウイルス接種後の炎症と変

性が半数の動物で抑制されていた．

次にロイペプチソ投与がウイルスの増殖に及ぼ

す影響を検討する目的で以下の実験を行った．8

週齢のDBA／2マウス10匹に非不活化HVJ

O．01mg（32HAU／マウス）を脳内接種直後，そ

の半数のマウスの対側大脳半球にロイペプチソ

0．02mg（200／jg／マウス）を注入，接種7日目に

組織学的検索を行った．両群とも軽度な髄膜炎と

血管周囲の単核細胞浸潤のはか異常はみられず，

ロイペプチソ投与による脳炎増悪の所見は得られ

なかった．つまり，HVJ感染の特徴であるself－

limitinginfectionの機構はロイペプチソ投与に

より障害されなかったものと思われる．

5．　ま　　と　　め

今回，中枢神経疾患に対するロイぺプチソの使

用についての基礎的実験を行った．10mg／mJの

濃度のロイペプチンを平均脳重量2gのラット脳

内に1日0．12mg，14日間連続注入したが，臨床

的に全く異常がみられないのみならず，組織学的

検索でも，注入部周囲の組織を含め神経組織，細

胞の変性像はみられなかった．

高張てこトール頸動脈注入後の血中の高分子物

質の脳実質組織への移行をェバンスブルーーアル

ブミン結合体を指標として蛍光顕微鏡により追求

したが，脳血流関門破壊後12－24時間で動注側の

大脳の皮質および脳幹部の神経細胞内への蛍光物

質のとり込みが確認された．

HVJの脳内接種後にみられるマウス脳の炎症，

変性の発現がロイべプチソ1mg／体重10gを連
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日腹腔内に投与することにより，半数の動物で抑

制された．
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ロイペプテンの薬理学的研究

大　塚　正　徳＊

研究協力者　宮田堆平＊・小西史朗＊・柳沢光彦＊

赤木宏行＊・岡本　司＊・村越隆之＊・玉井　直＊

これまでの研究にひき続きロイペプチソおよび

べスタチソの薬理作用を研究したが，今年度はと

くに次の3種の標本について実験を行った．

1）ウサギの血圧，呼吸および心電図：昭和

54年度の研究1）においてロイペプチソ0．1－10

mg／kgをラット静脈内に与えたとき，血圧はほ

とんど変化しないか，あるいはわずかな下降がみ

られることを報告した．一方，田中班員らがネコ

およびイヌの静脈内にロイペプチソ10mg／kgを

投与した場合には明らかな血圧下降がみられてい

る2）．本研究ではウサギを用いてロイペプチソの

血圧に対する作用を検討し，併せて心拍数，呼吸

数，心電図に対する効果も観察した．

2）血管平滑筋に対する作用：上記の血圧下降

作用と関連してロイペプチソの血管平滑筋に対す

る作用が問題となる．昭和54年度の研究では，

モルモットの摘出小腸に対してロイペプチソは

10‾7g／mlから1074g／mlの範囲で収縮を起こさ

ないことを報告した1）．今年度の研究では，モル

モットの大動脈平滑筋に対するロイペプチソの作

用を観察し，またベスタチソの効果についても検

討を行った．

3）幼君ラット摘出脊髄に対する作用：この標

本に対しては過去3年間にわたって検討してきた

が，その結果ロイペプチソは10‾5g／mJの濃度で

は前択電位および単シナプス反射に影響を与えな

＊　東京医科歯科大学医学部薬理

いことが示された1）．また運動ニューロンからの

細胞内記録では，ロイペプチソ10‾4g／mJが静止

膜電位をわずかに脱分極方向に移動させるが，活

動電位，入力抵抗および後取の電気刺激で起こる

シナプス電位には影響を与えないことが示され

た8）．一方，ロイペプチソおよびべスタチソのプ

ロテアーゼ阻害作用から当然期待されるように，

P物質の運動ニューロン脱分極作用はロイペプチ

ソおよびべスタチソ（200〃M）によって増強さ

れ3），ノまたェ，ソケファリンの抑制作用はロイべプ

チソ（200〟M）によっては影響されなかったが，

べスタチソ（200′上M）によっては著明に増強され

た4）．このべスタチソの効果はエソケファリナー

ゼ抑制によるものと思われる5）．これらの結果に

基づき，今年度は摘出脊髄における下行性抑制に

対するロイべプチンの効果，侵害刺激による反射

電位，およびペプチド作動性シナプス伝達を含む

反射電位に対するロイペプチソ，べスタチソの効

果，およびェソケ7ァリンとの相互作用などを検

討した．次に，ロイペプチソがアセチルコリンの

作用を抑制することがこれまでの神経筋接合部，

および交感神経節での研究から明らかになってい

るので1・3），脊髄でも同じような作用があるかど

うかを検討した．
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