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研究報告書の作成にあたって

「微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（ロイペプチソ）の開発研究」

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，第5年度を迎えた．

第5年度は，前年度までの研究に引き続き，ロイペプチソ，べスタチソ，ホ

ルフェニシノールに加え，新たにホルフェニシンおよびアルファメニソなどに

つき活発な基礎研究を行うとともに，ロイペプチソおよびベスタチソの臨床研

究を行い，さらにホルフェニシノールについても臨床研究を開始した．また，

本年度は本研究班の基礎ならびに臨床研究のよりいっそうの充実を図るため，

新たに丸山班員，青柳班員，福山班月，および松本班員を加えた．

かくして，上述の低分子酵素阻害物質の生化学的，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の研究などの広範囲の基礎領域

で大きな進展が得られたわけである．さらに，臨床研究において，生後速やか

に阻害物質を投与することにより，治療効果を期待しうる可能性が示唆され

た．この事実は割目すべき成果ということができる．筋ジストロフィー症の治

療薬開発という困難な研究領域に，ようやく解決の兆しがみえたといえよう．

本研究班の5年間にわたる成果に基づいて，さらに研究を続けることは，筋

ジストロフィー症を含む難病の治療に大きな光を与えるものと信ずる．しか

し，臨床効果の検討には，さらに5年以上にわたる長期の研究が必要である．

本研究を重要課題としてとりあげられた厚生省薬務局に感謝する次第である．

昭和59年3月

班　長　梅　沢　浜　天
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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

羊任研究者　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年度に厚生省薬務局より新薬開発

研究として発足し，現在に至っている．

微生物の二次代謝産物として発見した多くの低

分子酵素阻害物質は，広範囲の生理活性を有する

ことで世界の注目を集めている．このうち，セリ

ソ・チオールプロティナーゼ阻害物質として見出

されたロイペプチソならびに細胞膜酵素阻害物質，

すなわち細胞膜結合物質として発見されたべスタ

チソおよびホルフェニシノールが，筋ジストロフ

ィーマウスの発症ならびに症状の進行を阻止する

効果のあることが明らかにされた．このことは，

筋ジストロフィー症の治療にきわめて重要なこと

である・さらに，臨床研究において，すでに症状

の進行した症例には治療効果を望むことは難しい

が，Duchenne型のような遺伝的疾患には，生後

速やかに細胞膜結合物質を授与することにより，

治療効果を期待できる可能性が示唆された．なお，

ホルフェニシノールは，病因に関与する遺伝子に

対する作用がモデル動物の試験で認められている．

上述した成果は筋ジストロフィー症の治療に大き

な光を与えたものといえよう．

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）：－ロイべプ

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）：一蛍光・

択　浜　夫

HPLC　による血清ホル7ェニシノールの定量法

とクーヒドロキシベスタチソのプレカラム質光誘

導体化

3）青柳高明（微生物化学研究所）：一筋ジス

トロフィーマウスの筋肉代謝網に対する低分子酵

素阻害物質の影響

4）岩崎祐三（東北大学医学部）：－EAEモル

モットに対するロイペプチソの効果

5）大塚正徳（東京医科歯科大学医学部）：－

ロイべプチソの薬理学的研究

6）高木昭夫（国立武蔵療養所神経センター）：

一筋ジストロフィーハムスターに対するべスタチ

ソ投与の効果

7）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ベスタチソの影響

8）丸山工作（千葉大学理学部）：一鶏ジスト

ロフィー筋における新生児型構造蛋白質の出現－

べスクチソ投与と除神経の影響

9）松下　宏（和歌山県立医科大学）：一筋ジ

ストロフィーマウスに対するアルファメニソ投与

の影響

10）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

11）村上慶郎（国立療養所箱根病院）：－2，3

の筋萎縮症患者に対するべスタチソの効果

12）三吉野産治（国立療養所西別府病院）：－

べスタケン服用時か　DMD患者の血中濃度およ
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び臨床効果の検討

13）福山幸夫（東京女子医科大学）：一進行性

筋ジストロフィー症に対するベスタチソの使用経

験

14）木下英男（東邦大学医学部）：一筋疾患に

対するべスタチソの効果に関する臨床的研究

15）祖父江逸郎（名古屋大学医学部）：一筋ジ

ストロフィーに対するべスタチソの影響一血清

CKとmuscle－SpeCific enolase　を指標として

16）里書栄二郎（国立武蔵療養所神経セソク

ー：一筋ジストロフィーを中心とする各種筋疾患

に対するベスタチソ投与後の経過報告

17）松本郁男（万有製薬株式会社）：－ホルフ

ェニシノールの体内動態に関する研究

18）田中　亘（日本化薬株式会社）：－ロイペ

プチソおよびべスタチソの難病治療薬としての開

発研究

次に，上記各班員の研究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害作用に関

する研究

村地班員は，Ca鈷　依存性チオールプロティナ

ーゼに対するロイペプチソの阻害作用を検討する

目的で，腎臓からカルパインの精製を行った・

動物組織細胞に広く分布しているCa2＋依存性

システイソプロティナーゼ（カルパイソと総称す

る）は，そのCa2十要求性に閑し2種類あること

が知られてきたが，そのいずれもがロイペプチソ

の強い阻害作用を受ける．

彼らは，ラット腎臓からⅠ型，Ⅱ型の2種類の

カルパイソを，ほとんど同様の方法により並行し

て精製した．3．64gの租蛋白質分画から出発して，

カルパイソⅠを0．53mg（6，170倍精製），カルパ

インⅡを0．33mg（4，160倍精製）収得した・精

製控品はいずれもゲル電気泳動的に均質性を示し

た．Ⅰ型の等電点は5．3，Ⅱ型のそれは4．6であ

った．

SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動の結果，

I・Ⅱ両カルパインとも，80kDaおよび25kDa

の2つのサブユニットから成るヘテロ二量体であ

ることが明らかとなった．両酵素のアミノ酸組成

はかなり類似しているが，決して同一ではない・

Ⅰ型は2．0／nICa2十で50％活性化を受けるのに

対して，Ⅱ型は200／爪ICa2十で50％活性を発現

する．Ⅰ型はSr2十のほかBa2十およびMn2十に

よってもかなり活性化されるが，Ⅱ型では　Sr鈷

以外のイオンはほとんど無効であった・

筋肉以外の組織からカルパインⅠとカルパイン

Ⅱを同時に並行精製することは，いままで成功し

ていなかった．今回の研究により，同一臓器の両

酵素の直接比較が可能となったわけで，両酵素の

歎似点と相違点がかなり明瞭に示された・今後，

両者のサブユニット同士の比較実験や，免疫学的

連関性などの研究により，これら諸酵素の作用お

よび阻害概括が分子構造の水準で明らかにされる

ものと期待される．

2．螢光・HPLC　による血清ホル7ェ二シノ

ールの定量法とp一ヒドロキシベスタチン

のプレカラム蛍光誘導体化

大倉班員は，ホルフェニシノールの筋ジストロ

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．

ホルフェニシノールがアルカリ性で酸化され，

盛い螢光を発することを見出した・この蛍光反応

条件を検討し，血清ホルフェニシノールの蛍光・

HPLCによる定量法を開発した．また，57年度

に提出したべスタチソの螢光・HPLC　では血清

中微量に存在するその代謝物クーヒドロキシベス

タチソ〔1nmol（400ng）／ml以下〕を有意に定量

できなかったので，新たにクーヒドロキシべスタ

チソのHPLC　における蛍光誘導体化法の基礎研

究を行った．

1）蛍光・HPLC　による血清ホル7ェニシノ

ールの定量

血清100〆を過塩素酸で除蛋白し，その
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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

上活100〆に25mMフェリシアソ化カリウ

ム50〆および3・5MKOH200〆を加え・

500Cで15分間加温する．反応液に，1・5ht

Na2SO350〆および1・0人Ⅰアンモニア緩衝

液（pH8．5）とC．HClの等容温液100βを

加える．この反応液100βをHPLCに付す・

HPLCは，カラムにLiChrosorb RP－18を，

溶離液に4mMテトラー乃－プチルアソモニウ

ムヒドロキッドを含む0．1人t　アソモニア緩

衝液（pH8．5）を用いて行う・蛍光検出は・

励起385nmおよび発光485nmで行う・こ

の方法により，血清中1nmol（200ng）／mJ以

上の濃度で存在するホルフェニシノールを6

分以内に分離し，精度よく定量できた・

2）HPLCにおける9－ヒドpキシべスタチソ

の質光誘導体化

クーヒドロキシベスダチソのフェノールのオ

ルト位にアルデヒド基を導入し，アルデヒド

試薬の4，5－ジメトキシー1，2－ジアミノペソゼ

ソモノ塩酸塩によって蛍光ラベル化する・こ

のラベル化反応は，チロシソ含有ペプチドに

対しても螢光体を与える．これらのラベル化

体は，逆相分配HPLCにより分離され，高

感度に検出された（4～10pmol／HPLC注入

量）．検量線は，少なくとも5nmol（HPLC

注入量）まで，それぞれ原点を通る直線性を

示した．

3．筋ジストロフィーマウスの筋肉代謝網に対

する低分子酵素阻害物質の影響

青柳班員は，筋ジストロフィーマウスに対する

低分子酵素阻害物質の治療効果を調べる目的で・

阻害物質投与により誘起される筋肉を含む諸臓器

内における酵素網の動態に関する研究を行った・

ロイペプチソ（500J唱／日），ベスタチソ（200

揮／日），・かレフェニシノール（500〝g／日）・およ

びホルフェニシン（500／唱／日）は筋ジストロフ

ィーマウスに，毎日1回腹腔内に8日間連続投与

した．最終投与時の3時間後に屠殺したのち，前

肢筋，後肢筋，心，脾，肝，腎を摘出し・ホモジ

ェネートの遠心上清について，7種類のアミノペ

プチダーゼ，5種類のエソドペプチダーゼ，3種

類のグリコシダーゼ，クレアチソキナーゼ・ホス

ファクーゼ，およびェステラーゼなどの酵素活性

の変動について検討した．上述の阻害物質を投与

することにより，誘起された各臓器内の酵素活性

の変動は，これらの阻害物質のfHpわか　における

阻害活性とは無関係に，さまざまの酵素活性に影

響を与えていることを明らかにした・

4種の阻害物質投与により誘起された酵素変化

のパターンには，何らかの類似性があることが推

察された．それゆえ，順位相関係数を求めて検討

した結果，前肢筋および後肢筋の酵素網に，上述

の阻害物質がきわめて高い類似性をもった変動を

与えることを明らかにした・ホルフェニシンはロ

イペプチソ，べスタチソ，およびホルフェニシノ

ールと同様に，筋ジストロフィーマウスの治療に

有効であることを示唆した・

一方，脾の酵素網に対してはホルフェニシノー

ルのみが，他の阻害物質の作用と異なることを認

めた．ホルフェニシノールは免疫応答細胞に対し，

他の阻害物質と異なる影響を与えるものと考える・

4．EAEモルモットに対するロイぺプチンの

効果

岩崎班員は，炎症性脱髄疾患に関するロイべプ

チソの研究を行った．

EAE（experimental allergic encephalomyelit－

is）は，ヒトの脱髄性神経疾患の動物モデルとし

て研究されている．この髄鞘脱落のメカニズムと

して，免疫反応の中で活性化されたmacrophage

の分泌するneutralproteinaseが髄鞘の崩壊をき

たすという考え方がある．この酵素の主なものが

plasminであるということから，その括抗剤であ

るロイべプチソが脱硫現象を防ぎうるのではない

かと考えられる．このような考えから，以下の実
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験を試みた．

〔方　法〕220～420g　の成熟モルモットを

4群に分けた．第1群（15匹），感作の前日

よりロイペプチソ25mg／kg，2回／日腹腔内

に投与したもの；第2群（15匹），感作後1週

目より同様にロイペプチンを投与したもの；

第3群（15匹），発症した日からロイべプチ

ンを授与したもの；第4群（7匹），ロイペプ

チンを授与しなかったもの．毎日の観察と体

重測定を続けたのち，21日目にすべて潅流

固定を行い，大脳と脊髄とを採取して組織観

察に供した・効果判定に用いた項目は，臨床

的および組織的発症率，発症日，臨床症状を

5段階に分けて得られた臨床的重症度，一定

の部位の観察から得られた組織的重症度，お

よび体重の推移などである．

〔結　果〕1）臨床的発症率では第1・2群で

やや低率であったが，組織的発症率では差が

なかった．2）第3・4群の発症日は同じであ

ったが，第1・2群ではそれより1日，2日

遅かった．3）臨床的重症度では，軽度なが

ら差がみられ，第1・2群で軽かった．しか

し，組織的重症度には差はなかった．4）体

重増加の割合は，第1・2群に比較して第3・

4群で高かった．体重増加の頂点に至る時期

は第2・3・4群で一致していたが，第1群で

はそれより3日遅れた．5）発症後同時期に

得られた脳，脊髄の標本で，第1・2・3群の

ものに好中球，microgliaの浸潤が目立った．

以上の結果から，EAEモルモットに対するロ

イペプチソ効果は，有効とはいいがたいものの，

その過程の中で何らかの影響があるものと考えら

れた．

5・ロイぺプテンの薬理学的研究

大塚班員は，ロイペプチソの薬理学的研究を行

った．

1）　ロイべプチソの血圧下降作用の検討
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ロイベプチソによりウサギの血圧が一過性

に下降することを昨年度報告し，神経節遮断

作用によるものと推測した．この点を検討し

たところ，フェントラミン処置下においても

ロイペプチソにより血圧下降がみられた．

2）副交感神経節に対する作用

摘出したラット顎下神経節をTyrode液で

潅流し，神経節細胞より細胞内記録を行った．

ロイべプテンは，節前神経刺激で発生するコ

リン作動性fastEPSPを抑制した．アセチル

コリンを節後神経細胞に適用すると，時間経

過の速い脱分極と，それに続く遅い経過の脱

分極とが記録された．ロイペプチンは前者を

抑制し，後者を増強した．

3）脊髄運動ニューロンおよびⅠ乱シナプス伝

達に対する作用

ラットを人工呼吸器で維持し，脊髄運動ニ

ューロンの細胞内記録により，活動電位，静

止電位，後退分極を測定した．ロイペプチン

を静脈内投与したのち最高4時間にわたって

記録を行ったが，上記電気的性質の変化はみ

られなかった．また，Ⅰ乱感覚神経刺激によ

り発生するEPSPにも変化はみられなかっ

た．

4）摘出脳幹一脊髄標本に対する作用

本標本は最近開発され，呼吸様活動をJ〝

びわroで記録，観察しうる特性をもつ．ロイ

べプチソを濯流液中に適用したところ，9例

中2例において呼吸様活動の頻度の増加が観

察され，この効果はアトロピソにより抑制さ

れた．

5）摘出脊髄一尾標本に対する作用

本標本で尾に圧侵害刺激を加えると，痛み

反応と考えられる電位を前蝦から記録できる．

圧侵害刺激により発生する時間経過の遅い電

位はェソケファリンにより抑制された．ロイ

べプチソは，単独ではこの電位に影響を与え

なかったが，エンケファリンの作用を増強し
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た．

6．筋ジストロフィーハムスターに対するベス

タチン投与の効果

高木班員は，筋ジストロフィーハムスターにべ

スタチソを皮下注射により長期投与し，筋ジスト

ロフィーの自然経過に対する影響を研究した・

〔方　法〕筋ジスハムスター（BIO14・6）19

匹および対照（BIO FIB）8匹に，べスタチ

ソ2mg／動物／日を6～8週間にわたって背部

皮下に連日投与した．筋ジストロフィー病変

の指標として，血清CK値と筋組織中の壊死

線維および再生線維数を採用した・

〔結　果〕1）筋ジスハムスターは，実験中

に約半数が死亡した．しかし，これは薬剤の

影響でないことは明瞭であった．一般に，筋

ジスハムスターの成長は対照に比して遅滞し

ていた．2）筋ジスの血清CK値に関して，

べスタチソ投与群と非投与群の間に差を認め

なかった．しかし，両群において，CK値の

ばらつきは著明であった．3）筋ジスEDL筋

における壊死線経の比率は薬剤群0～1．5％，

生食群0～0．4％，また再生線経については，

薬剤群2．8～26．4％，生食群4・6～17・7％で

あった．いずれについても，薬剤の影響は認

めなかった．筋ジスSOLについても，同様

な結果であった．

〔考案とまとめ〕今回の実験の問題点の第1

は，筋ジス群の死亡数が多く少数例の観察と

なった点である．第2は，指標とした血清

CK値あるいは壊死・再生繰維数は，筋ジス

では明らかに異常であった．しかし，筋ジス

個体間でのばらつきが著明なため，微妙な薬

剤の効果を検出することは不可能と思われた・

このような条件下の実験であったが，べスタ

チソは筋ジスハムスターの自然経過に著明な

影響を与えることはないと結論された・

7．埴校了ビバカイン（マーカイン）処理によ

る筋崩壊と筋再生に対するぺスタチンの影

響

埜中班員は，塩酸プビバカイン処理による筋崩

壊と筋再生に対するべスタチソの影響について研

究を行った．

局所麻酔剤である塩酸ブビバカイソ（マーカイ

ン）は，筋細胞膜のみを破壊し，他の支持組織は

損傷しないので，筋線経の強い壊死のあとでも再

生は早い．また，再生線経は均一で，その発育と

分化過程に再現性があり，統計的処理が可能であ

る．この実験系にべスタチソを投与し，その影響

をみた．

約250gのWistarラット84匹を次の4群に分

けた．①無処置，無治療群，㊤べスタチソ10mg／

kg／日投与群，④マーカイン（0・25％液）0・5mg

筋注群，④マーカイソ，べスタチソ治療群・マー

カインは，ヒラメ筋内に直接筋注した．①～④群

とも，マーカイン注後2，7，14　日目に相当する

日に各群7匹ずつ計28匹よりヒラメ筋を採取し，

生化学的，組織化学的検索を行った．

べスタチソ単独投与では酸ホスファクーゼ，カ

テプシソD活性が多少上昇する傾向にあったが，

それ以外の　α一グルコシダーゼ，α－ガラクトシダ

ーゼ値には変動はなく，また筋線維径にも影響を

与えなかった．マーカイン注により上記ライソゾ

ーム酵素活性は上昇し，ベスタチソは酸ホスファ

クーゼの活性をやや抑制する傾向にあったが，壊

死の過程には大きな影響を与えなかった．再生線

経はべタスチソ投与によっても影響を受けず，そ

の筋線維径，分化の状態は無治療群のそれと差は

みられなかった．

マーカインによる筋の壊死はあまりに強烈であ

るので，援徐に壊死，再生と繰り返す筋ジストロ

フィーと病変過程を等しくは評価できない．ロイ

ペプチソは筋の再生を著明に遅延させたが，べス

タチソは再生の抑制はなかった．
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8．鶏ジストロフィー筋における新生児型構造

蛋白質の出現－ベスタチン投与と除神経の

影響

丸山班員は，べスタチソ投与における鶏ジスト

ロフィー症の発症に及ぼす効果について研究を行

った．

鶏胸筋では，醇化後の成長期に筋構造蛋白質の

タイプが著しく変化する．たとえば，醇化直後の

ヒヨコの幼君筋には遅筋型C蛋白質が存在するが，

醇化後2週間で消失し，速筋型に変る．他方，遺

伝性の筋ジストロフィー鶏（NH413系）では，

筋ジストロフィー症の発症に伴い，消失した遅筋

型C蛋白質が再出現し，醇化直後のヒヨコの筋に

類似したものになる．したがって，C蛋白質のタイ

プの変化は筋ジストロフィー症の指標になりうる．

本研究では，べスタチン投与が鶏における筋ジ

ストロフィー症の発症に及ぼす効果について，主

として遅筋型C蛋白質の消長を指標として検討し

た．

醇化後1適齢から，体重1kg当り5mgずつ

べスタチソを連日皮下注射により投与した．1カ

月後，鶏筋胸をとり出し凍結切片を作製して抗道

筋C蛋白質抗体で処理し，蛍光抗体法により検出

を試みたところ，大胸筋表層部細胞のうち遅筋型

C蛋白質を含むものの割合は，べスタチソ授与し

たもので0．6％，非投与のもので3％であった．

このことは，べスタチソ投与により，筋ジストロ

フィー症の進行がやや遅れることを示唆している．

しかし，3カ月齢に達したものでは，今回の投与

量ではべスタチソの効果はあまり認められなかっ

た．

次に，筋ジストロフィー症の実験モデル系の1

つとして，鶏除神経胸筋を作成して調べたところ，

除神経後1～2週間で遅筋型C蛋白質やβ型トロ

ポミオシンの出現が認められ，筋ジストロフィー

筋とよく似た状態となることが明らかとなった．

9．筋ジストロフィーマウスに対する7ル77

メ二ン投与の影響

松下班員は，アルファメニソを発症直後の筋ジ

ストロフィーマウスに投与し，その症状回復効果

について研究を行った．

べスタチソおよびホルフェニシノールを発症直

後の筋ジストロフィーマウスに連続投与すること

により症状進行が完全に抑制されることが見出さ

れたので，引き続き他のimmunomodifierについ

て，同様な方法によって症状進行に対する抑制効

果の検定を行っている．本年度は，べスタチソに

類似した阻害活性を示すアルファメニソAおよび

Bを用いて実験を行った．

実験は，約1カ月齢で軽度な症状を示す筋ジス

トロフィーマウスを用いて行い，これらにアルフ

ァメニソAおよびBを1日2回ずつ2，4，6，お

よび12週間連続投与したのち，血清中ならびに

骨格筋中のマーカー酵素の活性にいかなる影響を

与えるかについて検討した．その結果，血清中の

PK活性はAあるいはBの投与によって著明に低

下していることが認められ，またCPK活性も同

様に低下の傾向を示していた．骨格筋中での酵素

活性の変化は，まずアルカリおよび中性プロテア

ーゼが全投与群で，著しい活性低下を示している

ことが注目された．また，PK，CPK，LDHなど

の酵素活性は逆に，いずれの投与群でも増加の傾

向を示していた．とくに，A投与群ではこの傾向

が顕著であった．これらの結果は，アルファメニ

ソの投与によって，筋線経の膜機能に関してやや

改善の散侯がみられることを示唆しているものと

考えられる．しかし一方，尿中のクレアチンおよ

びクレアチニソの含量は，アルファメニソ投与に

よっても大きな変化を示さず，むしろ重篤なクレ

アチン尿症の状態を続けていた．また，6週間投

与実験の場合の体重変化を調べてみると，Aまた

はB投与群でともに食塩水投与疾病マウスに比較

してやや増加の傾向を示してはいたが，正常並み

には戻らず，12週間投与によっても症状の進行

－　8　－
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はまったく抑制されなかった．

以上の結果から，アルファメニソAまたはBは，

すでに発症している筋ジストロフィーマウスの症

状進行に対して，これを顕著に改善させる効果が

あるとは断定できなかった．しかしながら，投与

時期をさらに早めることによって効果が得られる

可能性はまだ残っているものと考えられる．

10．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，筋ジストロフィーマウスの供給を行うと

ともに，米国産筋ジストロフィーハムスターの供

給を行い，また，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．

11．2，3　の筋萎縮症患者に対するベスタチンの

効果

村上班員は，前年度に引き続きべスタチソを筋

疾患患者に投与して，その効果について検討した．

対象は19例で，一部に前回から使用している

症例が含まれている．使用期間は6カ月から30

カ月．投与方法は，1日量60，270mgの固定法

と，1日量30mgより毎週，一部隔週に30，100

mgずつ増量し，600mgから1，5COmgに及んだ

ものもある．

成績は，自覚症状が初期に軽度の改善を認めた

多発性筋炎の1例および1歳8カ月のDuchenne

型筋ジストロフィー症で症状の改善と血清CPK

の低下の傾向を認めたのみで，他はいずれも効果

はみられなかった．

検査成績では，白血球数を含む一般血液検査，

尿検査，血圧，心電図，振力，血液生化学検査に

著変はみられなかった．

1歳8カ月の　Duchenne型筋ジストロフィー

症では，べスタチソの増量とともに血清CPK値

は低下の傾向を示し，症状でも，登はん性起立が

改善し，歩行も転倒回数の減少，階段の昇降が可

能となったが，現在，経過観察中である．検査成

績を含めて，特別の副作用はみられなかった．

12．ベスタチン服用時の　DMD　患者の血中濃

度および臨床効果の検討

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）

症患者にべスタチソを投与し，臨床効果および副

作用の検討を行った．

これまで，ベスタチソを朝食前1回服用させ血

中濃度について検討してきたが，安定した血中濃

度を得ることができなかった．

今回，DMD患者20名にべスタチソ成人量60

mg／日を毎食後3回1週間服用させ，そのうちの

5名は1週間ごとに倍量して成人量480mg／日

まで漸増し，血中濃度と臨床効果について新たに

検討した．

その結果，1）分割投与により安定した血中濃

度を得ることができた．2）漸増法では，投与量増

加とともに血中濃度が上昇した．3）20例中19

例が30分後に最高血中濃度0．72±0．22／唱／mJ

を示し，1時間より半減期130±68分の短い安定

した分布を示したことより，べスタチソは半減期

の短い比較的吸収の速い薬物であることが推測さ

れた．4）1日1回隔日投与より，1日3回連日投

与のほうが安定した血中濃度が得られた．5）漸

増法においては，GOT，GPT，LDHの漸増法実

施前後の値に有意な差をみなかったが，CPKの

低下してくる例がみられた．6）服用期間が長く

なると，CPK　の低下する例がみられ，また血中

濃度と　CPKがともに上昇している例数が減少す

る傾向がみられた．7）ADLでは，1週間服用者

5名中軽快1名，不変1名，低下3名であり，4

週間服用者5名中軽快1名，低下4名であった．

8）副作用として発疹1名，悪心・嘔吐1名をみ

たが，後者の因果関係は不明であった．

これらのことより，今後の方針として，1）副作
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用に注意しながら，投与量を成人量480mg／日　よ

り増量しつつ血中濃度の飽和点を見出すこと，2）

その量の3ないし4分割投与による長期投与を行

いながら臨床効果を判定したい，と考えている・

13．進行性筋ジストロフィー症に対するベスタ

チンの使用経験

福山班員は，進行性筋ジストロフィー症に対す

るベスタチソの治療効果を評価する目的で，東京

女子医大小児科外来に通院中のDuchenne型10

名（preclinicalcasel例を含む），Becker型3

名，肢帯型2名，先天型5名（福山型4名，良性

塑1名）にべスタテンを投与し，臨床効果および

副作用の検討を行った．

原則として，最初の4週間は成人相当量60→

120→240→480mg　を1日分として，1週間ごと

に漸増投与し，分3で服用させた．480mg相当

量に達したのちは最終量で維持した．その後，副

作用を認めない場合，30mg／kg／日　まで増量した・

この際，Duchenne型の1例で，最高45mg／kg／

日　を5週間服用した例があった．服用前と投与

開始後最初の4週間は1週間ごとに採血および1

日採尿を行い，血清CPKなどの酵素，ベスタチ

ソの血中濃度，カルニチソ，血中，尿中のクレア

チン，クレアチニソ，尿中3－メチルヒスチジソの

測定を行い，その後は約1カ月間隔で同血清酵素

を検討した．同時に運動機能も評価した．1例を

除いて全例最初の1週間のみ入院で評価し，その

後は外来で評価した．

全経過を通じ運動戟能の猛得，改善を示したの

は，Duchenne型のpreclinicalcaseの1例と，

先天型の3例（全例運動機能上昇期にある）のみ

であった．これらの症例の投与後の運動横能狂得

経過は，Duchenne型，先天型の平均的自然経過

に比して差がなかった．このほかに，Duchenne

型2例では全経過で軽度運動槙能レベルの改善が

みられた．他の症例では，一時的に起立時間，走

行時間の改善をみた例もあったが，6カ月全体を

通してみると悪化し，機能レベルとしては使用前

のそれより低下していた．

Becker型，LG型では一過性にやや改善を示

した1例を除き，運動機能レベル，走行時間，起

立時間に変化がなかった．

Duchenne型の検査所見では，血清CPKは1

例を除いて全例投与開始後1，2，3週日の値は低

下傾向を示したが，その後は一定の憤向がなかっ

た．45mg／kg／日服用した例では，服用後のCPK

値が服用前値の1／5の値まで低下していた．尿中

の　3一メチルヒスチジン／クレアチニソ比は開始前

後で有意差なく，投与量（mg／体重／日）とも特別

な関係はなかった．明確な副作用は消化器症状の

みであり，服用中止，減量，消化剤投与などで改

善した．服用中に全身倦怠を示し，中止後改善し

た例があったが，同時期に感冒症状もあり，ベス

タチソの副作用か否かは不明である．

14．筋疾患に対するベスタテンの効果に関する

臨床的研究

木下班員は，ベスタチソの筋疾患患者に対する

影響および6施設での評価について集計を行った．

1）当施設での検討（尿中アミノ酸の検討）

10例の神経筋疾患患者に連続4週から3年

にわたりべスタテンを投与し，1例に有効性

を認めた．また，同時に行った尿中アミノ酸

の変動に関する検討では，とくに　3→メチル

ヒスチジンの排泄量を測定したが，有意な変

化は得られなかった．

2）　6施設での成績のまとめ

東邦大学，国立神経センター，国立箱根病

院，国立西別府病院，名古屋大学，東京女子

医大の6施設での74例の集計では，とくに

Duchenne型ジストロフィー症で投与開始後

比較的早期に血清LDH，CPKの一時的な改

善があり，投与方法の改良によってはさらに

有効な成績が得られる可能性が示映された．

また，多発筋炎の症例の一部では，ステロイ

ー10→
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ドとの併用で臨床所見の改善がみられ，この

ような使用法の有用性も確かめられた．

13．筋ジストロフィーに対するベスタテンの影

響一血清CKとmuscle－SpeCiGc enolase

を指標として

祖父江班員は，各種神経筋患者血清中のβ型

enolaseを測定し，べスタチソの効果を検討した．

〔目　的〕筋障害の指標として血清CKが

広く利用されてきた．一方，解糖系酵素であ

るβ型enolase（muscle－SPeCific enolase，

MSE）は，骨格筋，心筋に存在し，CK同様，

筋障害の指標となることが期待される．そこ

で，さまざまな神経筋疾患患者で両者の関係

を調べ，べスタチソ投与によってこれらがど

のような影響を受けるか検討した．

〔対象と方法〕1）血清MSE　と　CK：各種

神経筋疾患患者162例と対照53例の血清

MSEをenzymeimmunoassay法で測定し，

血清CK値，ミオグロピソ債との相関をみた．

PMD患者におけるMSEとCK値の異常値

出現率を比較した．2）当班のプロトコール

に従ってべスタチソの投与（漸増法）と採血

を行い，CK値とMSE値を中心に諸検査結

果の推移を調べた．対象患者は5例（肢帯型

2例，Duchenne型2例，筋緊張性ジストロ

フィー1例）で年齢19～36歳．4週間の漸

増投与後，さらに4週間90mg／日　固定投与

を行い，同様の方法で検査した．

〔結　果〕1）対照群の血清MSE値は　7．5

±3．8ng／mJであり，PMD群では有意に高

い値を示した．2）血清MSE　とCK値の相

関係数は0．831（P＜0．001），ミオグロピソ

とは0．595（P＜0．001）であった．3）神経筋

疾患におけるCK　と　MSE　の異常値出現率

には有意な差がなかった．4）べスタチソ投

与によって血清CK値，MSE値とも有意な

変動を示さなかった．5）血中，尿中のクレア

チニソ，クレアチン値とも明らかな変化を示

さなかった．6）自他覚的に特記すべき副作

用は認められなかった．

16．筋ジストロフィーを中心とする各種筋疾患

に対するベスタチン投与後の経過報告

里書班員は，べスタチソ（NK421）を各種筋疾

患に長期投与を行い，その臨床経過を検討した．

〔対象と方法〕長期観察例の対象は，LG

PMD　6例，FSH PMDl例，myOtOnic

dystrophy　2例，Duchenne PMD　5例，

polymyositis　2例，dermatomyositisl例の

計17例で，最大投与量は500mg／日　5例，

450mg／日　4例，300mg／日　2例，240mg／日

1例，200mg／日2例，60mg／日2例，30mg／

日1例である．投与期間は8～33カ月（平

均19．2　カ月）である．以上の症例に対して

10m歩行，階段昇降時間，筋力テスト，血

清CPK値を測定し，評価を行った．また，

経過中3回にわたって低頻度反復電気刺激を

行い，母指内転筋張力を測定した．NK421

血中濃度測定の対象は，1W用量固定法では

LG PMD5例，FSH PMDl例，myOtOnic

dystrophy　3例，Duchenne PMD　3例，成

人型Pompel例の計13例，4W用量漸増

法ではLGPMDl例，myOtOnic dystrophy

2例の計3例である．

〔結果および考察〕筋ジストロフィーの長期

投与例で臨床的改善を示した例はなかった．

誘発筋電図では，2例に筋張力低下がみられ

たが，1例では2年半の経過中，筋張力低下

は生じなかった．myositis例では，SterOid，

免疫抑制剤に∴NK421を併用することにより

臨床的改善を示す幌向があった．血清CPK値

は，筋ジストロフィーの多数例で低下を示し，

この傾向はCPK高値のDuchennePMD例

で強くみられた．血中濃度測定では，20mg

月艮用後1～2hrで500～1，000ng／mlのpeak
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値が得られ，480mg／日に漸増後（160mg服

用後）には7，000～8，000ng／mlまでpeak

値が上昇した．この観察期間中，多くの例で

血清CPKの低下がみられ，長期観察例でみ

られたと同様，高CPK値を示すLGPMD，

Duchenne PMD例で強くみられた．なお，

血中NK421濃度と血清CPK値の改善度の

間に相関はなかった．NK421投与中，4例

に消化器症状がみられたが，NK421の増量

により出現する傾向があった．しかし，これ

らの例でも一時中止，減量により症状が消失

し，その後投与を続行することができた．血

液，尿所見に異常はなかった．

17．ホルフェ二シノールの体内動態に関する研

究

松本班員は，ホルフェニシノールの難病治療薬

としての開発研究に対する基礎研究を行った．

1）　ホルフェニシノールの製造

各班員にホルフェニシノールを供給するた

めに製造法の改良を行い，ホルフェニシノー

ルの製造を行った．

2）体内動態研究

2－1）ホルフェニシノールの末変化体血渠中濃

度の測定法として，簡便で高感度のRIA法

の検討を行った．代謝物M－2～M－6の中で

M－3のみが14％の交叉反応性を示したが，

血菜中ではほとんど末変化体としてのみ存在

しているので，とくに前処理を行うことなく

定量できることを明らかにした．測定限界は

10ngであった．

2－2）代謝物M－1～M－6の定量法について検

討を行った．尿中代謝物として現在までに知

られているM－1～M－6までの代謝物のうち

アミノ基を有するM－1，M－3は，強酸性イ

オン交換樹脂に吸着させ，分別溶出したのち

RIA法で定量する方法を確立した．また，未

吸着のM－2，4，5，6は，M－2の不安定性

のためそのままでは測定できなかったので，

メトキシイミノ体に誘導したのちHPLC　で

一斉分析する方法を，現在確立しつつある．

3）［3H］一ホルフェニシノールを経口および静

脈内投与し，血中濃度，総排泄，bioavai・

labilityの検討を行った．1mg／kgの経口投

与では，投与後21分で最高濃度1．703／唱／mJ

に達し，ピーク以後は速やかに減少し，投与

後8時間で最高濃度の1／30　以下までに減少

した．また，静脈注射した場合の　AUC　と

比較することにより，経口投与における

bioavai1abilityの高いことが示された．

また，投与後48時間までに投与量の90～

95％が尿中に排泄され，蓄積性があまりな

いことが示された．

18．ロイぺプチンおよびぺスタテンの難病治療

薬としての開発研究

田中・石井両班員は，ロイペプチソおよびべス

タチソの難病治療薬としての開発研究に対する基

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た．

1）治験薬の試製と製剤研究

治験用べスタチソ10％ドライシ′ロップ剤

8kgおよびベスタチソ100mg　カプセル剤

5万カプセルを試製した．また，それらおよ

びロイぺプチソの原末と治験用製剤（散剤，

カプセル剤）の安定性を，前年度に引き続き

追跡した．

2）Bioavailability

2－1）べスタチソをマウスに経口授与したとき　j

の血中・筋肉中濃度の推移と代謝物を，3H－

べスタチソを用い，単回または1日1回7日

間の連与について検討した．血中，筋肉中の

放射活性は投与量に比例する．連与すると後

期（投与後4，8－時間）の値が上がり，24時

間の血中濃度曲線下面積は単回の1．6倍に

のはった．尿中回収率は単回で83～91％，連
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与で97％に達し，投与量に依存しないが，

低投与量（1．32mg／kg）では代謝物である

AHPAが尿中放射活性の47％を占め，高投

与量（12．47mg／kg）では22％と投与量に依

存した．筋肉中でも同傾向であり，低投与量

では69％，高投与量では26％のAHPAが

検出された．血中AHPAは少ない．血液・

筋肉・尿中に他の代謝物は検出されなかった．

なお，AHPAの存在比は連与によって増加

しなかった．筋肉中濃度は初期（投与後1時

間）では血中の約半分であるが，後期では同

等となり，連与（12．6mg／kg）の1，4，8時

間値は放射活性でそれぞれ750，450，220ng／

gであり，放射活性中の末変化べスタチソの

存在比は1時間値で78％であった．したが

って，筋肉にべスタテンを到達させて濃度を

維持することは，ロイペプチソに比べて容易

である．

2－2）　ロイべプチソをラットに経口，十二指腸

（30mg／kg），門脈（10mg／kg）投与したと

きの6時間の血中濃度曲線下面債はそれぞれ

0．36，8．31，20．47ng・hr／mJであった．し

かし，腸溶錠としたロイペプチソをイヌに経

口投与したときの血中濃度は，裸錠のそれよ

りも低かった．また，フラジオマイシン前投

与でラットの腸内細菌叢を減弱させておいて

も血中濃度は向上しなかった．人工胃液，人

工腸液中37〇Cでの残存はそれぞれ94％（4

時間），80％（6時間）であった．ロイペプ

テンのジェチルアセタールの経口血中濃度も

ロイペプチソのそれと異ならなかった．

－13－

経皮投与を親水軟膏でラットについて試み

た結果は，30mg／kgで2，4，8時間後に恒

常的に約100ng／gの筋肉内濃度を示した．

血中濃度も同水準であり，、これを先に記した

経口投与時のそれと比べると，血中濃度曲線

下面積で2．5倍であった．また，3）に記す

ウサギの経皮毒性試験に際して，血祭，投与

部位筋肉，非投与部位筋肉の標本を採取して

分析したとき，最高血中濃度は初日に150～

280ng／mJに達した．しかし，連与による上

昇は認められなかった．筋肉中濃度は，連与

による上昇傾向と用量依存傾向を示した．

2－3）べスタチソの簡易定量法を開発した．

1つは螢光HPLC法であり，溶出ベスタチ

ソと　0－phthalaldehydeの反応成績体の螢光

検出により，血奨0．2mJ標本で200mg／mJ

まで測れる．これにより，臨床研究班員のプ

ロトコールスタディーの血奨標本を測定した．

他法はべスタチソの抗血清によるRIAであ

り，1．25ng／mJまで削ることができ，べスタ

チソの生体内代謝物との交叉反応はない．

3）毒性試験

ロイペプチソの経皮毒性試験として，日本

白色種雄ウサギの刈毛した背部皮膚（5×5

cmつ　に0，10，20，および30％硫酸ロイペ

プチソ軟膏を0．5g，35日間連続塗布した結

果，4群とも死亡例なく，一般状態の変化も

各検査所見のロイべプチソによると考えられ

る変化も認められず，この条件では何ら毒性

を示さないと結論される．
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ロイペブテンのプロテアーゼ阻害作用に関する研究

村　地 孝＊

研　究　目　的

ニワトリ骨格筋のCa2＋依存性中性プロテアー

ゼ（CANP）がロイべ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，膵臓，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Ca汁要

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，とくにロイべプチソによって強

い阻害を受けることを見出した．

そこで，骨格筋のCANPに関する進んだ知見

と並行して，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

内インヒビター蛋白質の存在を発見したので，こ

れをカルパスタチソ（calpastatin）と名づけ，そ

の精製と性質についても研究を行うことにした・

これらの研究を通じて，ロイペプチソのプロテ

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

研　究　方　法

ウィスク一系ラット（200～300g）を用い，断

頭後可及的速やかに血液を除いた腎臓を4倍量の

20mMトリスーHCl緩衝液（1mM EDTA，1mM

EGTA，0．25M庶糖，5mM2－メルカプトエタ

ノール含有，pH7．5）でホモゲナイズし，

105，000g，90分問題遠心して，その上活をカル

パインⅠ（低Ca2十要求性）およびカルパインⅡ

（高Ca2＋要求性）の精製のための出発材料とした．

プロテアーゼ活性は，50mMトリスーHCl緩衝

液を用いたカゼイソ加水分解により定量した．通

常，pH7．5，30℃で30分間温置によるトリクロ

ル酢酸可溶性ペプチドなどの増量をFolin－Low・

ry法により，750nmの吸光度増加として計測し

た．カルパインⅠの定量には0．1mM CaC12を，

カルパインⅡの定量には5mM CaCl2を活性化

剤として加えた．いずれの場合も5mht L－システ

イソを共存させた．プロテアーゼの1単位は750

mm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．

カルパイン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あらかじめカ

ルパインとpH7．5，300Cで10分間接触させた

のち，反応混液のカゼイソ加水分解活性を測定し，

活性の低下度を計測する方法を用いた．1単位の

カルパインを失活させるインヒビター活性を1単
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位とした． 質蛋白質標品として収得し，その諸性質を比較し

た．

研　究　結　果

1．カルパインⅠおよびⅠⅠの並行精製

ラット腎臓よりカルパインIおよびⅡを，ほぼ　　　出発材料360mlをI）EAE－セルロースカラム

同様の方法により並行して精製し，それぞれを均　クロマトグラフに供した結果を図1に示す．
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図1DE52chromatography of rat kidney crude extract．

A column of DE52（3．2×17cm）wasloaded with

rat kidney crude extract containing　3，640mg of

proteinin　360mZ and eluted with　2l of buffer A

having alinear gradient of50to400mM NaCland

at a rate of50ml／hr．Fractions of14ml each were

COllected．”－．absorbance at280nm；－●－，Calpain

I activity；－0－，CaIpainII activity．
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CaIpainII

）

　

）

　

）

　

）

　

）

　

）

　

）

　

）

　

）

　

）

1

　

2
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4
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2

　

3

　

4

　

5

（

　

（

　

（

　

（

　

（

　

（

　

（

　

（

　

（

　

（

170寧＊　　　　3，640　　　　　　　0．0465

856　　　　　　　380　　　　　　　　2．25

506　　　　　　　　16．1　　　　　　31．4

236　　　　　　　　1．13　　　　　203

152　　　　　　　　　0．53　　　　　287

562＊＊　　　　3，640　　　　　　　0．154

1，810　　　　　　134　　　　　　13．5

619　　　　　　　　　3．43　　　　180

344　　　　　　　　　0．86　　　　　401

215　　　　　　　　　0．33　　　　　642

1

48　　　　100＊＊＊

675　　　　　　59．1

4，470　　　　　27．6

6，170　　　　17．8

1

87　　　　100＊＊＊

1，170　　　　　34．2

2，600　　　　19．0

4，160　　　　11．9

＊　stepsare：（1）Crude extract．（2）DE52chromatography，（3）（NH4）2SO4fractionation and fo1－

lowed by TSK－Gel G3000SWG chromatography，（4）blue Sepharose CL－6B chromatography，

and（5）DEAE－Bio－GelAchroTnatOgraphy・

＊＊　Calpain activitiesin crude extract were only apparent values，Since both enzymes were not

Separated andinhibitor（S）co－eXisted．We assumed that the proteolytic activity measured as O．1

mMCa2＋represented only calpainI activity and the activity measured at5mMCa2＋represented

CalpainIplus calpainIIactivity．

＊＊＊　Activitiesafter DE52chromatPgraphy weretaken aslOO％for therespective enzymes・
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図2　Comparison of chromatographic patterns of calpainI and
calpainII from rat kidney．一日，absorbance at　280nm；

－＋－，CalpainI activity；一〇－，CalpainII activity・Abscissae

and ordinates are gratedin relative values．To obtain true

values the relative valuesaretobemultiplied by the following

factois．Forabsorbance：A，0．6；B，0．3；C，0．15；D，0．085；

E，0．04；F，0．025．For enzyme actlVlty：A，30；B，48・5；C，

10；D，26；E，5；F，10．For emuent volume：in A and B，

1representslO8ml，2，144ml，and3，180ml；in C and D a
factor of40is to be used；in E and F a factor of30is to be

used．A，C，and E are for calpainI and B，D，and F are for

calpainII．The elution profiles are：A andB，from TSK－Gel

G3000SWG（2．5×60cm）；C and D，fromblueSepharose CL－

6B（1．5×7．5cm）；E and F，from DEAE－Bio－Gel A（1・3×

6．0cm）．Theflow rates（per hr）were：180mlin A and B；

40mlin C and D；15mlin E and F．

NaCl濃度勾配によって，先に溶出されるⅠ型酵

素と，あとで溶出されるⅡ型酵素をそれぞれ集め，

別々に次の各段階のクロマトグラフに供した（図

2）．両酵素は，はば同様の操作により，それぞれ

電気泳動的均質標品にまで精製された．表1に示

す通り，3．64gの租蛋白質分画から出発して，カ

ルパインⅠを0．53mg（6，170倍精製），カルパイ

ンⅡを0．33mg（4，160倍精製）収得した．

2．精製カル／りンⅠおよびⅠⅠの諸性質

1）サブユニット構造

精製標品のポリアクリルアミドゲル電気泳動結

果を図3に掲げる．図3Aに示すように，両者と

もにSDS非存在下に単一バンドを与えるが，Ⅱ

型のほうが陽極への移動度が大きく，より酸性蛋

白質であることが知られた．この事実は，図1の

陰イオン交換クロマトグラフにおける溶出位置の

差をもよく説明している．一方，図3Bに示すよ
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図3　Gel electrophoresis of puri丘ed calpainI and calpainII from rat kidney．A，nOn－

denaturing polyacrylamidegelelectrophoresis；thecathode on top・EachlOfLg Of

puri丘edcalpainI（left）and calpainII（right）was applied to a7．5％polyacrylamide

gelandelectrophoresed・B，SDS－pOlyacrylamide gel electrophoresis．Polyacrylamide

gel（12％）withO．1％SDS．was used．Marker proteins used were：phosphorylase b

（94，000（94K）），bovine serum albumin（67，000（67K）），OValbumin（43，000（43
K）），Carbonic anhydrase（30，000（30K）），SOybean trypsininhibitor（20，100（20．1

K））and　α」actalbumin（14，400（14．4K））．Lane M，marker proteins　with　α一

1actalbumin on thegelfront；laneI，5FLg Of puri丘edcalpainI；1aneI＋ⅠⅠ，4fLg

of calpainI and4FLg Of calpainII；laneII，5fLg Of purified calpainII．

10‾7　　　10二6　　　10‾5　　　10‾4

Free oakiumion（M）

図4　Calcium requirement of calpainI and calpainII from
rat kidney．●，CalpainI；O，CalpainIl．Purified

enヱymeS Were dialyzed against　20mMimidazolerHCl

buffer，pH7．5，COntaining2mM EGTA and5mM2－

mercaptoethanol．The en2：ymatic reaction was carried

out at pH7・3in Ca2十一EGTA bu仔ers．

うに，SDS存在下ではⅠ型，II型ともに80kDa

と25kDaのサブユニットより成ることが明らか

にされた．別に行ったゲル濾過実験の結果から，

両酵素の分子量は約110，000であるので，両者と

もに大小それぞれ1個ずつのサブユニットから成

るヘテロ二量体構造であると結論された．

2）等零点と最適pH

等電点電気泳動の結果によれは，Ⅰ型の〆は

5．3，Ⅱ型のpJ■は4．6であった．Ca2十非存在下

に加温した場合の酵素蛋白質の熱安定性を比較す

ると，Ⅰ型はⅡ型に比して明らかに高い安定性を

示した．カゼインを基質としたときの両型酵素の

最適pHはいずれも　7．5付近でほとんど差異を
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表2　Effects of various divalent cations on the activity of

calpainI and calpainII

Concentration（mM）
Protease Cation

0．1　　1　　　3　　　　5

CalpainI

CalpainII

相
即
脚
脚
Ⅳ
哩
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㍍
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1
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0
　
0
　
0
　
0
　
8
　
0
　
6
　
0

Figuresin the table are expressedin percent，taking aslOO％
the activity measured atlmM Ca2＋　for calpainI and that at

5mM Ca2＋　for calpainII．All the cations were used as the

respective chlorides．

認めなかった．

3）Ca2十要求性

カルパイソⅠとカルパインⅡの最も顕著な相違

は，そのCa2＋要求性に現れた．図4に示すよう

に，カゼイン基質に対し，Ⅰ型は2匹M Ca2十で

50％活性化を示したが，Ⅱ型ではこの値は200

〆Mであった．しかし，活性のCa2十依存曲線は

まったく同様のパターンを示した．Ca2十以外の

2価金属イオンの効果を表2に示す．Ⅰ型はSr2十

のほか，Ba2＋およびMn2十によってもかなり活

性化されるが，Ⅱ型ではSr2十　以外のイオソはほ

とんど無効であった．

4）　カルパスタチンの阻害効果

ラット腎臓から部分的に精製したイソヒビター

であるカルパスタチソの効果を示したのが図5で

ある．同じ見かけの活性に対する阻害度でみる

と，カルパインⅡのほうがカルパインⅠよりも強

く阻害される結果が得られる．しかし，表1に示

したように，Ⅰ型のほうがその比活性においてⅡ

型より2倍ほど強いことを考慮に入れると，カル

パインとカルパスタチソの相互作用における分子

間の比率はⅠ・Ⅱ両型の間で大差がないものと考

えてよい．

0

（
訳
）
ぎ
モ
葡
E
O
L
倉
＞
ち
く

1　　　　　　　　2

Calpastatin（units）

図5　Effect of calpastatin on calpainI and
calpainII．●，CalpainI；O，CalpainII・

Each tube contained o．4　unit of the

puri丘ed enZyme．After preincubation

with various amounts of calpastatin at

30℃for5min，the remaining activity

was assayed．

5）　アミノ酸組成

図6に，カルパイソⅠおよびⅡのアミノ酸組成

を示す．一見してわかるように，両型酵素のアミ

ノ酸組成はかなり類似しており，それに比して，

カルパスタチソやカルモデュリソのアミノ酸組成

との間には大差がある．カルパインⅠおよびⅡは，

それぞれはば同量の塩基性および芳香族アミノ酸

を含有しているが，両者の間に明確な差異を示す
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Rat kidneyca匝JnI

A

Rat kidney calDainIl

Human erythrocyte calpastatin Bovine brain calmodulin

図6　Comparison of amino acid compositionsofrat kidney calpainI（A），CalpainII（B），
human erythrocytecalpastatin（C），andbovine brain calmodulin（D）．The calculated

mol％of amino acids are plotted on the spokes which have percent graduations
（2％each）So that the distribution patterns can be directly compared among four

PrOteins・Values of half－CyStine and tryptophan were omitted from the plottings．

Ⅰn the case of calmodulin，One trimethyllysine residue wasincludedintolysine

residues．

アミノ酸成分もある．たとえば，カルパインⅠは

より多くのプロリンおよびバリンを含み，一方，

カルパインⅡはより多くのグルタミン酸とイソロ

イシンを含有している．

考　　　察

カルパイン（Ca2十　依存性システイソプロティ

ナーゼ）には，その活性化に〃nI濃度のCa2十を

必要とするⅠ型酵素と，mM濃度のCa2十を必要

とするⅡ型酵素とのあることは1980年以来知ら
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表3　Comparison of some properties of ca］painIand calpainIIfrom rat kidney

Properties CalpainI CaIpainII

Molecular weight

Sephadex G－150

SDSrpolyacrylamide gel electrophoresis

Isoelectric polnt

Free Ca2＋concentration which gave：

Half一maXimal activity

Full activity

Temperature stability（afterlOmin at58℃）

OptimalpH

110，000

80K＊＋25K

5．3

2／JM

lO〟M

More than30％left
7．0～7．5

115，000

80K＋25K

4．6

200〃M

l mM

No activityleft

7．5～8．0

＊　80K，25K，gfc．，80，000，25，000，gfc．

れていた．しかしながら，同一臓器に含まれる

Ⅰ・Ⅱ両型酵素を同時に（並行して），しかもほぼ

同様の方法で高度精製し，その諸性質を直接比較

することには成功していなかった．われわれは，

ラット腎臓がⅠ・Ⅱ両型酵素をほぼ同量に含有し，

しかも内在性インヒビターであるカルパスタチソ

の含量が少ないためⅠ型の精製に対する障害が少

ないことに注目し，この臓器を出発材料として

Ⅰ・Ⅱ両型の平行精製を完成することができた・

ブタ骨格筋については，カルパイソⅠとⅡの比較

研究があるが，それぞれ異なった方法によって精

製されており，今回のわれわれの研究のような直

接比較は達成されていない・

今回得られた諸性質の一部をまとめたものが蓑

3である．また，アミノ酸組成の比較は図6に掲

げた通りである．これらの結果から，カルパイソ

ⅠとⅡとは，その蛋白質分子としての全体像にお

いてきわめて類似していること，しかも，その

Ca2十要求性という一点においてはきわめて異な

っていることがわかる．

このような特異な類似性と相違性が，両酵素蛋

白質の化学構造とどのように関連しているのか，

また両酵素は遺伝子支配を異にした分子であるの

か，とくに80kDaサブユニットも30kDaサブ

ユニットもそれぞれに互いに異なっているのか，

それともたとえば30kDaサブユニットのみは

Ⅰ・Ⅱ型に共通であるのかなど，きわめて興味深

い研究課題が将来に残されている．

なお，精製カルパインⅠおよびⅡともにロイペ

プチソの阻害作用を強く受け，その見かけの阻害

率の間には差異を認めなかったので，ロイべプチ

ソの結合部位や阻害機構のうえで両酵素問に差が

ないものと推定された．

また，生体内でⅠ・Ⅱ両酵素のいずれがより生

理的に有意義であるのかもまったく不明であり，

両酵素の細胞内分布とともに，緊急に解明される

べき研究課題である．

カルパイン，カルパスタチソに関して，われわ

れは，ラット腎臓カルパインの精製研究1・14）のは

か，広く動物組織に分布しているこの系につき酵

素化学的ならびに免疫化学的研究を展開し，それ

ぞれの成果をあげつつある2‾4・11‾13・15‾17）．また，

カルパイソ，カルパスタチソに関する数篇の解説

論文を発表した5‾lO）
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螢光・HPLCによる血清ホルフェ二シノールの定量法と

クーヒドロキシべスタチンのプレカラム螢光誘導体化

大　倉　洋　甫＊

研究協力者　田村和彦＊・石田淳一＊・甲斐雅亮＊

は　じ　め　に

われわれは，筋ジストロフィー症の治療薬とし

て検討されているロイペプチソ1），べスタチソ2・3）

および関連代謝物を彗光検出による高速液体クロ

マトグラフィー（HPLC）によって定量する方法

を開発してきた．今回，ホルフェニシノールがア

ルカリ性で酸化され，強い蛍光を発することを見

出し，血清中のホルフェニシノールを螢光・

HPLC　により簡便に定量する分析法を開発した・

また，57年度において開発したベスタチソの

螢光・HPLC法を用い，引き続き，三吉野班員ら

により筋ジストロフィー症患者に投与されたべス

タチソの血清濃度を測定した．しかし，その活性

代謝物であるクーヒドロキシべスタチソ〔1nmol

（400mg）／mJ以下〕については，血清に内在する

妨害因子のために鋭敏に測定することができなか

ったので，今回新たに♪－ヒドロキシべスタチソ

のHPLC　における螢光誘導体化法の基礎研究を

行った．

Ⅰ．血清ホルフェ二シノールの定量

開発した血清ホルフェニシノールの定量法は，

除蛋白した血清中のホんフェニシノールをフェリ

シアソ化カリウム存在下水酸化カリウム溶液中で

＊九州大学薬学部

螢光体に導き，逆相分配HPLC　で分離，検出す

るものである．

実　験　方　法

1）試薬溶液の調製

a）0．5人Ⅰアソモニア緩衝液（pH8．5）一塩酸

（6．2人Ⅰ）混液

1．0人Ⅰアンモニア緩衝液（pH8．5）は，1・0hf

塩化アンモニウムと1．0ht　水酸化アソモ三ウム

（25％アンモニア水を水で6．5倍に希釈して調

製）でpH8．5に調整してつくる・この7ソモニ

ア緩衝液と市販の濃塩酸を等容量ずつ混合する．

b）HPLCの溶離液

市販の0．5人Ⅰテトラ一花－プチルアンモニウムヒ

ドロキシド4mgと0．1人Ⅰアンモニア緩衝液（pH

8．5）496mgを混合する．使用前に，減圧下（約15

mmHg）で5分間脱気する．

2）基準操作

a）除蛋白法

血清100／JJに水（検量線作成時にはホルフェ

ニシノールの標準液）50〆および0．75入Ⅰ過塩素

酸100〆を加え，800gで5分間遠心する・この

上清100〆を蛍光反応に用いる．

b）賛光反応

上記試料100βに25mMフェリシアソ化カリ

ウム（ホルフェニシノール標準液のみを試料とし

た場合は1．OmM）50／′Jおよび3．5M水酸化カ

リウム溶液200βを加え，50℃で15分間加温

－　25－



する．反応液に，1．5hI亜硫酸ナトリウム　50〆

およびアンモニア緩衝液と塩酸混液100〆を加

える．最終反応液100〆をHPLCに付す．

C）HPLC

高速液体クロマトグラフには日立655型を使

用し，LiChrosorb RP－18（粒径5FLm，メルク

社）を充填したカラム（150×4mm，i．d．）に溶離

液を1．Oml／min（約100kg／cm2圧力）で送液し，

ホルフェニシノールの賛光体を分離する．蛍光検

出は，18／jJのフローセルを装備した日立650－10

LC蛍光分光光度計を用い，励起波長385nmお

よび発光波長500mm　で行う．

結果および考察

1）螢光反応条件

HPLC　による血清中のホルフェニシノールを

定量する方法を確立するために，まず10nmol／ml

のホルフェニシノールの標準液を用いて，アルカ

リ性酸化によるその発蛍光条件について検討した．

なお，以下各条件を求めた実験操作では実験の部

の基準操作b）に準拠し，かつその10倍の試料
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と各試薬容量を用いて得た最終反応液の蛍光を蛍

光分光光度計（日立MPF－4，1×1cm石英セル

使用）で測定した．

図1に，ホルフェニシノール標準液を基準操作

に従って螢光反応させたときに得られる蛍光スペ

クトルを示す．385および500mmにそれぞれ励

起および発光極大波長が認められる．このスペク

トルは，最終反応液のpH，反応に用いるフェリ

シアン化カリウムおよび水酸化カリウムの濃度を

変化させても，その形において著しい変化を示さ

ない．

この蛍光反応における反応時間とその温度につ

いて検討した結果を図2に示す．反応温度が高い

ほど，得られる蛍光強度は速く最大値に達する．

しかし，70および1000Cにおいて生じる蛍光は，

それぞれ最適加熱時間を過ぎると急激に減少する．

基準操作には，再現性のよい蛍光強度を得るため

に，500Cで15分間加温する条件を選んだ．

図3に示すように，ホルフェニシノールの発蛍

光は，フェリシアン化カリウムの濃度と試料溶液

に共存する除蛋白血清量に著しく影響される．螢

300　　　　　　　　　・400 500 600

Wavelength（nm）

図l Excitation and emission spectra of the　丘nal reaction

mixture of forphenicinol．a，eXCitation spectra；b，emiS・

Sion spectra．aland bl，a POrtion（1．Oml）oflOnmol／ml

forphenicinoIsolution was treated by the standard proce－

dure；a2and b2，reagent blank corresponding toalandb1．
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図2　EHects of reaction temperature and time on the血orescence
development from forphenicinol．Portions（1・Oml）oflOnmol／ml

forphenicinoIsolution were treated by the standard procedure but

for various reaction times at difrerent reaction temperatures．a，

100；b，70；C，50；d，37；e，23；f，2℃．
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図3　Effects of the potassium ferricyanide concentration and the

deproteinizedserumvolumeOnthe負uorescencedevelopmentfrom

forphenicinol．Portions（1．Oml）of（a）10nmol／mlforphenicinoI

solution or the solutionsin the presence of（b）30，（C）60，and

（d）90％，V／v of the deproteinized serum were treated by the
standard procedure．

光反応に用いる試料がホルフェニシノール標準液　存させると，より高濃度のフェリシアン化カリウ

の場合は，1．OmlIのフェリシアン化カリウムで　　ムを必要とする・基準操作には，ホルフェニシノ

最大の螢光強度が得られるが，その試料に除蛋白　　－ル標準液を試料とする場合は1・OmM　のフェ

した血活（基準操作2）のa）で得た上清）を共　リシアソ化カリウムを，血清試料を扱う場合は
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図4　E汀ect of the potassium hydroxide concen－

tration on the　fluorescence development

from forphenicinol．Portions（1．Oml）of

（a）10nmol／ml forphenicinoI solution or

（b）the solutionin the presence of90％，
V／v of the deproteinized serum were treat－

ed by the standard procedure．

25mhIのそれを，それぞれ使用することにした．

酸化剤の最適浪度が血清量に依存する原因は，血

清に存在する多数の還元性物質（糖，カテコール

アミンなど）によってその酸化力が失われるもの

と考えられる．また，過剰のフェリシアン化カリ

0

（
の
l
モ
⊃
ご
空
一
幸
且

を
s
u
む
l
U
Ⅷ
0
2
8
S
O
J
O
⊃
一
」

ウムは，逆に蛍光反応を阻害するか，生じた質光

物質の分解を促すものと思われる．なお，他の酸

化剤として，過マンガソ酸カリウム（0．01～10

mhI），過酸化水素（0．1～10mhI）について検討

したが，いずれもフェリシアソ化カリウムによっ

て得られる最大蛍光強度の1／4以下であった．

図4は，ホルフェニシノールの先賢光に及ぼす

水酸化カリウム濃度の影響について調べたもので

ある．ホルフェニシノールの標準液および除蛋白

血清を含むその試料を，それぞれ同様に処理した

とき，両者とも基準操作に用いた3．5hI　の水酸

化カリウム濃度で最大の蛍光強度が得られる．な

お，水酸化カリウムのかわりに水酸化ナトリウム

を用いても，同様な結果を示した．

図5に示すように，最終反応液のpHが8．8～

9．5において最大の蛍光強度が得られるが，反応

後の強アルカリ溶液中でも，その蛍光強度は比較

的強い．基準操作では，HPLCの溶離液が弱アル

カリ性であるので，アソモニア緩衝液と塩酸の温

液で最終反応液のpHを9．0～10．0に調整した．

また，反応後に加えた亜硫酸ナトリウムは，反

応を停lLするとともに，生じた質光を安定化する．

7　　　　　　　　　9 ll I3

PH

図5　Effect of pH of the丘nal reaction　miXture On the

fluorescence from forphenicinol．Portions（1．Oml）of

lOnmol／ml forphenicinoIsolution were treated by the

standard procedurebutthefinalreaction mixtures were

adjusted to various pHs with hydrochloric acid（6．2M）

and ammonium buffers（0．5M，Various pHs）．
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表1Fluorescences from other substances
under the same reaction condition as

that for forphenicinol

Compounds＊　Relative8uorescenceintensity

ForphenicinoI

Dopa

Dopamine

Adrenaline

Noradrenaline

Tyrosine

Tyramine

Serotonine

Phenylalanine

Alanine

Glucose

Galactose

hIannose

Ribose

100＊＊

0．8

1．5

3．2

0．4

0．9

1．2

6．3

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

0．0

＊　Portions（1．Oml）OflOOnmol／ml solutions

of thecompoundsweretreatedby thestand－

ard procedure・

＊＊　The且uorescenceintensityfromforphenicinoI

was taken aslOO．

反応に，1．OmlIのフェリシアン化カリウムを用

いた場合は80mhI以上，25mMのフェリシアン

化カリウムを用いた場合は少なくとも0・8ht以

上の濃度の亜硫酸ナトリウムを必要とした・基準

操作には，飽和濃度に近い1．5人Iのそれを使用

している．これにより，最終反応液あるいは中和

前の強アルカリ性溶液における質光は，それらの

反応液を室温で少なくとも1時間放置しても安定

である．

生体内に存在しかつ螢光性を示す物質（カテコ

ールアミソ頬，チロシソ，およびセロトニン）を

本蛍光反応で処理したときに得られる相対蛍光強

度を表1に示した．等濃度のホルフェニシノール

から得た蛍光強度と比較すると，それらの物質か

らの蛍光強度はきわめて小さい・同様に，フェニ

ルアラニソ，アラニソ，グルコース，ガラクトー

ス，マンノース，およびリポース（各100nmcl／

mJの溶液）を用いて検討したが，いずれも蛍光

は認められなかった．この結果より，本鐙光反応

はホルフェニシノールに対してかなり高い選択性

を有していることがわかる・

2）血清ホルフェ二シノールのHPLC

ホルフェニシノールの標準液（20nmol／mJ）を

用い，基準操作2）のb）およびC）に準じて処

理したときに得られるクロマトグラムを図6に示

す．ホルフェニシノールの麓光体は保持時間4・9

分に溶出され，試薬ブランクに基づく質光体（2～

4分に溶出，図6のB）と完全に分離されている・

また，表1に示した物質（各200nmol／mJ）を同

様に処理してHPLCに付したところ，それらか

ら認められた蛍光体はいずれも試薬プラソクの貸

光ピークと同じ保持時間に溶出し，ホルフェニシ

ノールの測定を妨害しない．

HPLCによるこの分離は，逆相分配型の　Li

Chrosorb RP－18を充填したカラムを用い，溶離

液にカウンターイオソ（四級アソモニウムカチオ

ン）を含むpH8．5のアンモニア緩衝液を使用し

て行われている．ホルフェニシノールの蛍光体が

pH8．8～9．5で強く発賛光することから，移動相

のpHは弱アルカリ性が望ましい・また，カウソ

クーイオンとして溶離液に加えたテトラー乃－プチ

ルアンモニウムヒドロキシドは，ホルフェニシノ

ールの蛍光体と試薬ブランクのそれとの分離をよ

くするために加えたものである．このイオンが移

動相にない場合は，ホルフェニシノールの賛光ピ

ークは早く溶出し，試薬ブランクのそれと重なる・

このことは，ホルフェニシノールのカルポキシル

基がその蛍光体にも残存していることを示唆する・

図7は，60mgのホルフェニシノールを健常人

に経口投与し，投与前と投与後（2時間および8

時間後）における血清中のホルフェニシノールを

このHPLC　で処理したときのクロマトグラムで

ある．投与前の血清で得られたクロマトグラム

（図7のA）には，ホルフェニシノールの質光体

が溶出する保持時間にはピークは検出されないが，

投与後の血清では（図7のBとC），明らかにホ

ルフェニシノールの蛍光ピークが検出されている・
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図6　Chromatograms obtained with（A）the reaction mixture

Of forphenicinol and（B）the reagent blank．Portion（1．O

ml）of20nmol／ml forphenicinol or water for the blank

WaS treated by the standard procedure．HPLC conditions：

COlumn，LiChrosorb RP－18；mObile phase，0．1M am－

monium buffer（pH8・5）containing4mM tetra－n－butylam－

monium hydroxide；80W rate，1．Oml／min；fluorescence

detection・E文385nmand Em500nm・Peaks：1，forphe－

nicinol；2，reagent blank．
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図7　Chromatograms obtainedwith（A）drugrfree serum and sera at

（B）2and（C）8hrafter oraladministration of forphenicinolto a

healthy man・Dose：60mg・Peaks＝1，reagent blank containing

SOme Substances from serum；2，forphenicinol．Serum concentra－

tion of forphenicinol（nmol／ml）：A，0．0；B，7．5；C，1．9．
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このとき，れレフェニシノールのピークが溶出し

たのちには，血清由来の蛍光ピークは認められな

い．したがって，HPLCの試料は約8分間隔で順

次クロマトグラフに注入でき，分析できる・なお，

図7のBにおけるホルフェニシノールのピークの

溶出液を分取し，その蛍光スペクトルを測定した

（
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とき，図1のスペクトルと完全に一致した・

基準操作に従い，ヒト血清に添加したホルフェ

ニシノールの検量線を作成した・添加したホルフ

ェニシノールのピークの高さは，少なくとも250

nmol／mJ血清中まで原点を通る直線を示した・こ

のときの回帰直線式の相関係数（わは0・9998で

0　0．51　　　2 4　　　　　　　　6　　　　　　　8

Time after administration（hr）

図8　Serumconcentrationsofforphenicinolafteroraladministration

of forphenicinolto three healthy men・Dose：60mg・a・ad－

ministration at5hr after feeding；b and c，administration at

30min after feeding．
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図9Schemeofthefluorescencederivatizationofbestatinandp－hydroxybestatinwithDDB・
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あった．また，この検量線から求めた血清中のホ

ルフェニシノールの検出限界は，ぶ／Ⅳ＝2　におい

て1．Onmol（197ng）／mJ　であった．これは，

HPLCの注入量で表すと，8pmol（1．6ng）のホ

ルフェニシノール量に相当する．除蛋白時におけ

るホルフェニシノールの添加回収率は，血清100

〆に1．0および0．25nmolのホルフェこシノー

ルを添加した場合，それぞれ98±4．2および95

±4．8％（平均値±標準偏差，乃＝10）であった．

本法による血清ホルフェニシノールのモニター

例として，60mgのホルフェニシノールを健常人

（3名）に経口投与したときの血清濃度変化を測定

した．結果を図8に示す．上述したように，蛍光

反応に必要なフェリシアン化カリウムの濃度は各

検体の血清によって多少変化する可能性があるの

で，図8における定量値は各血清に標準ホルフェ

ニシノールを別に添加した標準添加検量線から求

めている．検討した血清3検体に関しては，添加

したホルフェニシノールのピークは同一添加量に

おいてほぼ同じ高さに示し，ホル7ェニシノール

の発蛍光性は検体間で差がなかった．

本法における繰返し精度を，図8で求めたb検

体の2時間および8時間後の各血清中のホルフェ

ニシノール濃度をそれぞれ10回繰返し測定して

求めた．その変動係数（平均定量値）は，それぞ

れ5・3％（7・5nmol／mOおよび6．8％（1．9nmol／

mJ）であった．

ⅠⅠ・p－ヒドロキシベスタテンの蛍光誘導体化

クーヒドロキシべスタチソの新たな螢光ラベル化

法の原理を図9Bに示す．この螢光ラベル化法は，

クーヒドロキシべスタチソをクロロホルム存在下ア

ルカリ性でホルミル化し（Reimer－Tiemann反

応4）），当班員らによって開発した芳香族アルデヒ

ド類の蛍光ラベル化剤〔4，5－ジメトキシー1，2－ジ

アミノベンゼンモノ塩酸塩（DDB）〕と弱酸性

（pH3．8）で反応させ，蛍光誘導体に導くもので

ある．

実　験　方　法

1）螢光誘導体化反応

試料溶液200βに3．0hI水酸化カリウム溶液

50〆とクロロホルム100〆を加え，600Cで10

分間振坦する．13．0hl酢酸50／JJを加えてホル

ミル化反応を停止するとともに，蛍光反応の至適

pH3・8に導き，1．3mM DDB溶液300FLlを加

えて60℃で18分間蛍光反応する．

2）HPLC条件

高速液体クロマトグラフには東洋曹達　803D

を使用し，流速0．8m〃minに設定した．カラム

（150×4mm，i．d．）はLiChrosorbRP－18（粒径

5／Jm，メルク社）を充填したもので，溶離液には，

アセトニトリル，9．2M塩化カリウムー塩酸緩衝

液（pH2．2）および0．05Mヘキサンスルホン酸

ナトリウムの混液（図10参照）を使用する．螢光

検出は，12／∠Jのフローセルを装備した島津RF－

530肇光モニターを用い，励起波長348nmおよ

び発光波長420nmで行う．

結果および考察

上記の鐙光ラベル化反応は，チPシソ残基を有

するペプチドに対してもDDBの螢光ラベル化体

を与えた．クーヒドロキシべスタチソおよびチロシ

ソ含有ペプチドを用いて，HPLC－UV検出（吸

収波長：260nm）によってホルミル化条件を，

HPLC蛍光検出によって　DDB　による螢光誘導

体化条件をそれぞれ検討し，実験方法に述べた基

準振作を得た．

図10に，この提作によって得たクーヒドロキシ

べスタチソおよびチロシソ含有ペプチドの蛍光ラ

ベル化体を逆相分配HPLCで分離し，蛍光検出

したときのクロマトグラムを示す．各ラベル化体

は良好に分離されている．このとき，クーヒドロキ

シべスタチソを除いて他のペプチドからは，少量

であるが，ペプチド結合が開裂して生じた副反応
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螢光・HPLCによる血清ホルフェニシノールの定員法と♪一ヒドロキシべスタチソのプレカラム螢光誘導体化

（A－2）　　reagent blank

0　　4 8　12　16　20　　24

¶me（min）

28　　32　36

（8－り

亡三人二二
0　　4　　8　12　16　20

¶me（min）

図10　Chromatograms of DDB derivatives offormylatedp－hydroxybestatin，

tyrosine，and peptides containing tyrosyl residue．HPLC conditions：

COlumn，LiChrosorb RP－18；mobile phase，CH3CN－0．2M KCl・HCl

（pH2．2）－0．05M sodium hexanesulfonate（A－1，2；26：64：10，V／V），

（B－1，2；18：62：20，V／V）；dow rate，0．8ml／min．Concentrations of

COmpOunds used for derivatization：A－1，20nmol／ml each；B－1，10

nmoI／ml each．Abbreviations：EK，enkephalin；Ang，angiotensin；

Y，tyrOSine；YG，Tyr－Gly；YGG，Tyr－Gly－Gly；GY，Gly－Tyr．

tyrosine

YG

かhydroxybestatin

YGG

GY

Leu－EK

Met－EK

nmoりinjectionvolume（柑OJJJ）

図11Relationship between the peak heights and the amounts of
P－hydroxybestatin．tyrosine，and related peptides．Thelimits

Ofdetection（pmolof the compoundsin aninjection volume，

100FLl）：♪－hydroxybestatin，4．0；tyrosine，3．4；YG，3．7；

YGG，5．2；GY，6．4；MeトEK，10．5；Leu－EK，8．7．
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物がおのおのデッ■ドボリューム付近に観察された．

なお，クロマトグラムA－1のHPLC条件下では，

クロマトグラム　A－2　におけるジおよびトリペプ

チド類はすべてデッドボリューム付近に溶出され

る．

また，これらの化合物は，設定した操作によっ

て再現性よくホルミル化され，かつDDBによっ

て蛍光体に導かれた．それらの検量線を図11に

示す．いずれも原点を通る直線を示す．検出限界

は，刃Ⅳ＝2　において，クーヒドロキシべスタチソ

では4．Opmol（1．3ng）／HPLC注入量であり，他

のペプチド類は4～10pmol／HPLC注入量であっ

た．本法によるクーヒドロキシべスタチソ標品の

検出感度は，先に提出した過ヨウ素酸酸化による

DDBの螢光誘導体化法のそれよりも1／10　ほど

劣る．この主な原因は，クーヒドロキシべスタチソ

のホルミル化生成が完全でないことによる（収

率：約10％）．今後，さらにこのホルミル化条件

を検討し，その収率を高める予定である．

お　あ　り　に

本研究において，筋ジストロフィー症患者ある

いは動物に投与したホルフェニシノールの血中モ

ニターが螢光HPLCにより可能となった．しか

し，ホルフェニシノールの代謝物が尿中において

認められているので，HPLCによるそれらの分離

と検出条件も調べる必要がある．

また，設定したクーヒドロキシべスタチンの蛍

光ラベル化法は，血中に微量存在するそのHPLC

定量に適用可能と思われるが，このためには血清

に存在する多数のフェノール性水酸基を有する化

合物からの妨害を除去することが肝要であり，血

清の前処理およびHPLC　の分離条件について充

分検討する必要がある．
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筋ジストロフィーマウスの筋肉代謝網に対する

低分子酵素阻害物質の影響

青　柳　高　明＊

研究協力者　和田孝雄＊・小島蕗子＊・永井真知子＊・原田滋子＊

再度比較検討したので，その結果について述べる．

実　験　方　法

は　じ　め　に

筋ジストロフィー症の発症および進展のメカニ

ズムとして，蛋白分解酵素の異常による筋蛋白崩

壊が重要な役割を演じているという考え方がかな

り一般的になっている．筆者らは，正常および筋

ジストロフィー症のニワトリ，マウス，およびハ

ムスターなどの筋肉を含む各種臓器内の酵素活性

の変動を経時的に調べた結果，従来注目されてい

たエソドべプチダーゼの異常のみでなく，アミノ

ペプチダーゼ，グリコシダーゼ，ホスファクーゼ，

ェステラーゼなどの広範囲な酵素活性の異常が関

与していることを明らかにした＝）．この知見を

基にして，各種の低分子酵素阻害物質を筋ジスト

ロフィーマウスの治療に導入する試みがなされ，

ベスタチソ，ホルフェニシノールなどにおいて，

その有効性が示唆されている一・5）．正常および病態

モデル動物における酵素網の変動を経時的に調べ，

また酵素阻害物質の投与により誘起される代謝網

の変動を追究することは，ホメオスタシス機構を

明らかにするとともに，各種疾病の治療への応用

を可能にするものと考える○）．

本報告では，すでに報告したロイペプチソ，べ

スタチソ，ホルフェニシノールを筋ジストロフィ

ーマウスに投与したとき誘起される酵素網の変動

を7），さらにホルフェニシソを加えることにより

＊微生物化学研究所

筋ジストロフィーマウス

3適齢（堆）の筋ジストロフィーマウス（C57

BL／6J，dy／dy）は実験動物中央研究所より購入

した・動物は酵素阻害物質の最終投与時の3時間

後に屠殺し，直ちに前肢筋，後肢筋，心，脾，肝，

および腎を摘出し，一70℃で保存した．臓器は，

10倍量のphosphatebufferedsaline（PBS，pH

7．2）の中で，組織ホモジェナイザー（ultra－tur－

rax）を用いて1分間ホモジェナイズした．酵素活

性の測定には，組織ホモジェネートの3，000×タ，

20分間の遠心上清を用いた．

酵素阻害物質

ホルフェニシン8）（500〝g／日），ロイべプチソ9）

（500／唱／日），べスタチソ10）（200〝g／日），および

ホルフェニシノール7）（500／堵／日）は生理食塩水

（0・2mg）に溶かし，毎日1回，腹腔内に8日間連

日投与した．対照群には，生理食塩水（0．2mg）を

同様に投与した．阻害物質の構造は図1に示す．

基　質

酵素活性測定用の基質は下記のものを用いた．

L－glutamic acidβ－naphthylamide hydrochlo・

ride（Glu・NA），L－arginineβ－naPhthylamide
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NH2

CH3　　　　CH3　　　　C＝NH

CH－CH3　　CH－CH3　　NH

CH2　　　CH2　　（CH2）3

CH3嶋CO－NH－CH－CO－NH－CH－CO－NH－CH．CHO

Leupeptln

申　軍。H3
CH20H cH2
1　1　　　　　　　　1

H2N－CH－CH－CO．NH－CH－COOH HOH2C

。H。も
NHZ

CH－COOH

Forphenicine

ミニCH－COOH
Bestatin

Forphenicinol

図l Structure oflow－mOlecular weight enzymeinhibitors．

hydrochloride（Arg・NA），L－prOlineβ－naph－

thylamide（Pro・NA），L－leucineβ一naPhthyl－

amide（Leu・NA），L－formylmethionineβ－na－

Phthylamide（fMet・NA），L－Phenylalanineβ一

naphthylamide（Phe・NA），glycyl－L－PrOlyl－L－

leucineβ－naPhthylamide hydrobromide，Naq

benzoyl－L－arginine ethylester hydrochloride

（BAEE），Na－aCetyl－L－tyrOSine ethyl ester

（ATEE），aCetyトL－alanyl－LTalanyl－L－alanine

methyl ester（Ac（Ala）3・ME），hemoglobin，

P－nitrophenyl－α－D－glucopyranoside（NP－GIc），

P－nitrophenyl－α－D－mannOPyranOSide　（NP－

Man），P－nitrophenyl－N－aCetyl－β－D－glucosa・

minide（NP－GIcNAc），1－14C－Creatine，2－ni－

trophenylphosphate（NPP），P－nitrophenyl

acetate（NPA）．

穣衝液

酵素活性測定用の緩衝液は0．02人IPBSを用い

た・ただし　カテプシソDの測定には　0．2人l

SOdium acetate buffer（pH3．2），クレアチンキ

ナーゼの測定には　sodium glycine buffer（pH

9．0）を用いた．

酵素活性の測定

組織ホモジェネートの遠心上清分画は，それぞ

れの基質溶液および．PBSを含む反応試験管（1・5

×10cm）に分注し，37℃で1時間の反応を行った．

カテプシソDとクレアチンキナーゼは前述の緩衝

液を用い，pH3．2　と　pH9．0　の条件下で反応を

行った．すべての酵素活性の測定には3本ずつの

反応試験管を用い，その平均値を記載した．各酵

素活性の基質および測定方法は表1に記載する．

すなわち，7種類のアミノべプチダーゼ活性の測

定は，2mMβ－naphthylamide誘導体（0．25ml），

PBS（0．65ml），および上活分画（0．1ml，適宜希

釈）を用いて反応を行い，すでに報告した方

法川・12）で反応を止め，525nmの吸光度を測定し

た．セリソプロティナーゼ活性の測定は，75mll

ペプチドェステルあるいはALア七チルアミノ酸

を基質として用い，すでに報告した方法1・11）で反

応を止め，525nm　の吸光圧を測定した．カテプ

シソD活性の測定は，0．5％　ヘモグロビン（1．0

mg，pH3．2）を基質として用い，既報の方法日1）

で反応を止め，280nmの吸光度を測定した．グリ

コシダーゼ活性の測定は，2．5m叩・Tnitrophenyl

誘導体（0．1mg）を基質として用い，既報の方

法l・11・川で反応を止め，400nmの吸光度を測定し

た．クレアチンキナーゼ活性の測定は，1mhIク

レアチン（1714C－クレアチン，50，000dpm）を基

質として用い，反応終了後Dowex50（H十）カラ

ムの通過液の放射活性を測定した7・l封．ホスファ
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表l List of the enzymes measured and their substrates

Enzyme Abbreviation Substrate
Reference for

assay method

Aspartate aminopeptidase（EC3．4．11．7）

Arginine aminopeptidase（EC3．4．11．6）

Proline aminopeptidase

Leucine aminopeptidase（EC3．4．11．1）

Formylmethionine aminopeptidase

Phenylalanine aminopeptidase

Tripeptide aminopeptidase（EC3．4．11．4）

Serine proteinase（EC3．4．21）

Serine proteinase（EC3．4．21）

Serine Proteinase（EC3．4．21）

Carboxyl proteinase（EC3．4．23．5）

α－I）－Glucosidase（EC3．2．1．20）

α－D－Mannosidase（EC3．2．1．24）

β－N－aCetyl－D，glucosaminidase（EC3・2・1・30）

Creatine kinase（EC2．7．3．2）

Alkaline phosphatase（EC3．1．3．1）

Arylesterase（EC3．1．1．2）

AP－A

AP－B

Pro－AP

Leu－AP

fMeトAP

Phe－AP

Gly－Pro－Leu－AP

Trypsin－like

Chy－try－like

Elastase－Jike

Cathepsin D

Glucosidase

Mannosidase

GIcNAc－aSe

CK

Phosphatase

Esterase

Glu・NA

Arg・NA

Pro・NA

Leu・NA

fMet・NA

Phe・NA’

GIy・Pro・Leu・NA

BAEE

ATEE

Ac（Ala）3・ME

Hemoglobin

NP－GIc

NP－Man

NP－GIcNAc

1－14CLCreatine

NPP

NPA

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

 

l

　

1

　

7

　

1

　

1

4

　

4

1
　
　
1

1

　

1

　

1

　

1

　

2

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

3

　

1

　

1

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

1

1
　
　
5
　
1
　
1

1
　
　
1
　
　
1
　
　
1

4

　

4

1
　
　
1

クーゼならびにエステラーゼ活性の測定は，15

mlIP－nitrophenyl誘導体を基質として用い，既

報の方法Itll・14）で反応を止め，400nmの吸光度を

測定した．

蛋白の測定

標準蛋白として，ウシ血清アルブミンを用い，

LolVry法相で測定した．

統　計17）

各酵素活性の変化を，対照を基準としてStu・

dentのt値で表し，そのプラス値の大きいもの

からマイナス値の大きいものへと順位づけし，そ

の順位についての相関をSpearman　の順位相関

係数（rs）として表した．

結果および考察

筋ジストロフィーマウスに前述の4種類の阻害

物質を連日（1日1回）投与し，8日後に屠殺し

たのち，前肢筋，後肢筋，心，脾，肝，腎を摘出

し，表1に記載した17種類の酵素活性について，

その変動を検討した．

表2は，前肢筋における酵素網の動態を示す．

Pイペプチソ投与群ではfMet－AP，Chy－try－like，

Cathepsin Dなどの活性が有意に増加する傾向を

示したが，AP－A，Leu－AP，phosphatase，eSter・

ase　などの活性は，有意に低下する傾向にあるこ

とが認められた．べスタチソ投与群ではfMet－

AP活性のみ増加したが，AP－A，Leu－AP，

Phe－AP，tryPSin－1ike，glucosidase，Creatine

kinase，phosphatase，eSteraSeなどの活性が有意

に低下する傾向にあることが認められた．また，

ホルフェニシノール投与群では，fMet－AP　活性

のみ増加したのに対し，AP－A，Leu－AP，tryp－

sin－like，Chy－try－like，glucosidase，GIcNAc－

ase，phosphatase，eSteraSeなどの多くの酵素活

性が有意に低下する傾向にあることが認められた．

さらに，ホルフェニシン投与群では，AP－A，

Leu－AP，Phe－AP，trypSin－like，ChyLtry－1ike，

Cathepsin D，glucosidase，GIcNAc－aSe，phos・

phatase，eSteraSeなどの多くの酵素活性が有意

－　37－



表2　Changesin enzymaticactivity offorelimb muscle of dystrophic mice
induced bylow－mOlecular－Weightinhibitors

Enzyme
Specific activity±S．D．（N＝5）

None（N＝10）　　Leupeptln Bestatin ForphenicinoI Forphenicine

AP－A

AP－B

Pro－AP

Leu－AP

fMet－AP

Phe－AP

Gly－Pro－LeuLAP

Trypsin－like

Chy－try－like

Elastase－like

Cathepsin D

Glucosidase

Mannosidase

GIcNAc－aSe

Creatine kinase

Phosphatase

Esterase

1．63±　0．22

10．45±1．53

2．65±1．25

8．96±　0．93

4．03±　0．36

14．23±1．31

1．16二と　0．18

72．79±　8．72

74．98±14．62

49．00±　7．51

0．0069±0．0007

0．71±　0．24

0．17±　0．15

1．75±　0．55

22．51±　4．76

4．34±　0．92

131，56±45．58

0．95±　0．60＊＊

8．39：±　2．29（＊）

2．42±　0．49

5．68±　3．45＊

6．34±1．41＊＊＊

10．87±　5．32（＊）

0．94±　0．48

102．07±47．93（＊）

134．26±25．32＊＊＊

48．74±18．50

0．0085±0．0009＊＊

0．74±　0．16

0．31±　0．28

2．22：±1．07

19．75±10．43

1．67±1．23＊＊＊

67．62±16．80＊

1．26±　0．22＊＊

9．22±1．14

1．45±　0．43（＊）

7．67±　0．74＊

5．17±　0．67＊＊＊

10．93±　2．31＊＊

0．97±　0．18（＊）

54．42±21．40＊

63．53±23．28

45．76±18．82

0．0071±0．0009

0．40二と　0．04＊

0．14±　0．03

1．22±　0．25（＊）

16．05±　2．74＊

1．46±　0．20＊＊＊

62．57±　2．85＊＊

1．28±　0．06＊＊

9．08＝±1．42

2．54±　0．85

7．58±　0．12＊

4．60±　0．07＊＊

13．59±　0．58

1．03±　0．15

55．11±13．43＊＊

90．06±　5．96＊

54．11±　7．22

0．0066±　0．0010

0．43±　0．0＊

0．19±　0．05

1．13±　0．14＊

19．27±　3．48

1．42±　0．19＊＊＊

57．31±　4．81＊＊

1．24±　0．31＊

10．04±1．36

3．67±1．18

6．65±1．49＊＊

4．42±　0．80

10．54±　2．25＊＊

1．19±　0．26

43．09±16．95＊＊＊

48．01±19．05＊事

45．36±15．29

0．0048±0．0017＊＊

0．34±　0．07＊＊

0．14±　0．01

0．61±　0．27＊＊＊

18．01±　2．85（＊）

2．40二と　0．29＊＊＊

43．77±12．97＊＊

（＊），♪＜0・1；＊，♪＜0・05；榊，♪＜0．01；＊＊＊，♪＜0．001．

表3　Changesin Enzymaticactivity of hindlimb muscle oE dystrophicmice
inducedbylow－mOlecular－Weightinhibitors

Speci丘c activity±S．D．（N＝5）

Enzyme

None（N＝10）　　Leupeptln Bestatin ForphenicinoI Forphenicine

AP－A

AP－B

Pro－AP

Leu－AP

fMeトAP

Phe－AP

Gly－Pro－Leu－AP

Trypsin－like

Chyrtryrlike

Elastase－1ike

1．60±　0．23

10．07±1．35

3．63±　0．78

4．56±　0．37

3．60±　0．31

13．41±　2．12

1．28±　0．17

36．40±10．94

40．17±　8．53

29．68±　4．94

1．44±　0．22

9．60±1．55

3．14±　0．84

6．46±　0．20＊＊＊

4．87±　0．88＊＊

11．36±　0．78（＊）

1．38±　0．11

52．35±　8．58＊

50．92±14．82（■）

36．06±14．86

1．54：±　0．09

10．78±　0．56

3．48±　0．22

7．12±　0．37＊＊＊

4．70：±　0．27＊＊＊

12．11±　0．70

1．32±　0．09

38．05±　5．01

40．90±　6．09

34．20±　3．64（＊）

1．28±　0．38（＊）

9．76±　0．66

4．22±　0．56

6．15±1．49＊＊

5．24±1．40＊＊■

11．86±1．24

1．15±　0．15

33．81±12．51

51．95：±12．75（＊）

31．55＝±　5．29

1．36±　0．48

8．35±1．06＊

3．99±　0．44

5．93土1．44＊

3．82±　0．83

9．38±　2．69＊＊

1．08±　0．25け）

22．51±　4．33＊

25．21±　4．03＊＊

26．00±　6．00

Cathepsin D O・0042±0・0005　0・0056±0・0005＊＊＊0．0047±0．0006　　0．0043±0．0009　　0．0034±0．0011（＊）

Glucosidase

Mannosidase

GIcNAc－aSe

Creatine kinase

Phosphatase

Esterase

0．49：±　0．08

0．21＝ヒ　0．05

0．86±　0．15

35．68±　4．56

1．90±　0．79

46．42±　7．50

0．52士　0．09

0．21±　0．02

1．20±　0．19＊＊

32．88±　4．69

1．43±　0．50

49．95±　5．95

0．52±　0，03

0．23±　0．02

0．98±　0．19

34．83±1．78

1．71±　0．26

49．11±　6．36

0．45士　0．09

0．18±　0．03

0．96±　0．09

35．33±10．41

1．44±　0．63

50．71±　9．04

0．37±　0．15（＊）

0．19±　0．04

0．71±　0．26

25．71±　2．43＊＊＊

2．71±　0．51（＊）

34．65±　9．29＊

（＊），♪＜0．1；＊，♪＜0．05；＊＊，♪＜0．01；＊＊＊，♪＜0．001．
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に低下する傾向にあるのヰこ対－LU酵素活性が増加

する酵素は認められなかった．上記の阻害物質の

うち，ホルフェニシン投与群が最も強く酵素網に

変動を与えることが認められた．

表3は，後肢筋における酵素網の動態を示す．

ロイペプチソ投与群では　Leu－AP，fMeトAP，

trypsin－like，Cathepsin D，GIcNAc－aSeなどの

活性が有意に増加する傾向にあることが認められ

たが，活性低下を示す酵素は認められなかった．

また，べスタチソおよびホルフェこシノール投与

群ではLeu－APおよびfMetTAP活性が有意に

増加したが，その他の酵素活性については有意な

変動が認められなかった．一方，ホルフェニシン

投与群では，AP－B，Phe－AP，trypSin」ike，Chy－

try－like，Creatinekinase，eSteraSeなどの活性が

低下するのに対し，Leu－AP　活性のみ有意に増

加することが認められた．後肢筋においてもホル

フェニシソ投与群が酵素網に強い変動を与えるこ

とが認められた．

表4は，脾における酵素網の動態を示す．ロイ

ペプチソー投与群では，ProTAP，▲Phe－AP，Gly－

Pro－Leu－AP，Cathepsin D，phosphatase　など

の活性が増加したが，trypSin－like　活性のみ有意

に低下する傾向にあることが認められた．べスタ

チソ投与群では，AP－B，Pro－AP，Leu－AP，

Phe－AP，Gly－Pro－Leu－APなどの活性が増加す

ることが認められたが，trypSin－likeおよびchy－

try－likeの活性は有意に低下した．また，ホルフ

ェニシノール投与群では，Pro－AP，Leu－AP，

PheTAP，　Gly－Pro－LeuTAP，　phosphatase，

esteraseなどの活性が増加することが認められた

のに対し，trypSin－1ike，Chy－try－like，glucosi－

dase，mannOSidaseなどの活性が有意に低下した．

さらに，ホルフェニシン投与群では，Phe－AP，

Gly－Pro－LeuTAP，phosphatase，eSteraSeなどの

活性が増加するのに対し，AP－B，glucosidase，

mannosidaseなどの活性が有意に低下する傾向

を示した．

表2～表4で明らかなことは，これらの阻害物

質を投与することにより誘起された各臓器内の酵

表4　Changesin enzymatic activity of spleen of dystrophicmice
induced bylow－mOlecular－Weightinhibitors

Speci丘c activity±S．D．（N＝5）

Enzyme
None（N＝10）　　Leupeptln Bestatin ForphenicinoI Forphenicine

AP－A

AP－B

Pro－AP

Leu－AP

fMeトAP

Plle－AP

Gly－Pro－Leu－AP

Trypsin－1ike

Chy－try－like

Elastase－1ike

Cathepsin D

Glucosidase

Mannosidase

GIcNAc－aSe

Phosphatase

Esterase

0．52±　0．18

16．74±　1．15

1．47±　0．04

4．38±　0．98

11．94±　2．13

4．29：±　0．12

0．55士　0．01

231．33±　52．17

0．43±　0．05

15．78±　2．60

1．60±　0．15＊

5．11±　1．48

12．96±　2．97

5．73±　1．10＊＊＊

1．03＝ヒ　0．35＊＊＊

160．73±　73．59＊

351．13土113．35　299．83土119．69

147．43土　97．42　126．57土　55．77

0．0303土0．0129　0．0384土0．0134＊

1．05土　0．32　　0．76土　0．34

0．74土　0．30　　0．49土　0．34

9．11±　9．81　　3．43±　1．16

1．94±　0．32　　2．43±　0．48＊

15．27±　1．10　16．52±　1．27（＊）

0．35±　0．03（＊）

18．40±1．35＊

1．65±　0．17＊＊

5．94±　0．63＊＊

10．85±　0．75

4．70±　0．46＊

0．68±　0．05＊＊＊

170．03±30．56＊

198．37土27．66＊

103．60土31．54

0．50±　0．09

15．69±　2．07

1．79±　0．27＊＊

7．13±　1．03＊＊＊

10．86±　1．29

5．77±　0．12＊＊＊

0．87±　0．09＊＊＊

175．03±10．93＊

0．64±　0．16

12．53：±　3．58＊＊

1．48±　0．40

5．02±　0．82

11．51±　0．92

5．47±1．00＊＊

0．94±　0．41＊＊

179．99土39．37（＊）

209．97土120．64＊　248．64土68．27（＊）

134．92土13．84　　195．18土64．61

0．0476土0．0174　　0．0366土0．0129　　0．0293土0．0202

0．85土　0．19　　　　0．15土　0．16＊＊＊　0．69土　0．05＊

0．48±　0．12（＊）　　0．0　±　0．0＊＊＊　　0．10±　0．14＊＊＊

3．92±　0．96　　　　2．27±　0．13　　　2．04±　0．22

2．02±　0．33　　　　2．54±　0．95＊　　　2．67±　0．45＊＊

16．50±1．02（＊）　34．66±　2．05＊＊＊　24．33±　3．77＊＊＊

（＊），♪＜0．1；書，♪＜0．05；＊＊，♪＜0・01；＊＊事，♪＜0・001・
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表5　Correlations among enzymatic changesinduced bylow一mOlecular－Weightinhibitors

Organs
X Forphenicine Leupeptln Bestatin

y Leupeptln Bestatin For－nOI Bestatin ForrnoI For－nOl

Forelimb O．69＊　　　　　0．94＊＊　　　　0．92＊＊　　　　　　0．86＊＊　　　　0．88＊＊　　　　　　0．97＊＊

Hindlimb O．75＊＊　　　　0．84＊＊　　　　0．86＊＊　　　　　　0．96＊＊　　　　0．94＊＊　　　　　　0．98＊＊

Spleen O．92＊＊　　　　0．89＊＊　　　　0．08　　　　　　0．95＊＊　　　－0．13　　　　　－0．15

＊，♪＜0．05；＊事，♪＜0．01．

For－nOl：forphenicinol．

素活性の変動が，これらの阻害物質のi乃　びわro

における阻害活性とは無関係に，さまざまの酵素

活性に影響を与えていることである．これらの結

果から，少なくとも上記4種の阻害物質による酵

素活性の変動には何らかの類似性があることが推

察される．それゆえ，阻害物質の投与により誘起

された各臓器内の酵素活性の変化を対照群と比較

し，Studentのt値を算出した．t値は対照群か

らの変化の程度を表すものであるから，その変化

の程度に順位をつけることにより，酵素変化のパ

ターンを表すことが可能である．このようにして

得た順位表を各阻害物質間で比較し，相互の相関

の程度を順位相関係数（r8）を求めることにより

検討した．

表5は，阻害物質投与により誘起された各臓器

内の酵素網変化の相関性を示す．前肢筋における

各阻害物質の相関性は，全般的にかなり類似して

いる．ホルフェニシンはベスタチソおよびホルフ

ェニシノールと，またロイペプチソはべスタチソ

およびホルフェニシノールと，さらにベスタチソ

はホルフェニシノールとの間に，高い類似性が認

められた．しかし，ホルフェニシンとロイペプチ

ソの作用は，前肢筋において多少異なった傾向に

あることが示唆された．

後肢筋における相関性はロイべプチソ，ベスタ

チソ，ホルフェニシノールの間に高い類似性が認

められたが，ホルフェニシンの作用は少し異なる

ように思われる．しかし，前肢見方および後肢筋を

総合的に観察するとき，上記4種の阻害物質の作

用はきわめて類似性が高いといえる．

一方，脾臓における相関性は，ホルフェニシン，

ロイペプチソ，べスタチソの間に高い類似性が認

められるのに対し，ホルフェニシノールのみが他

の阻害物質の作用とまったく異なっていることが

認められた．脾臓の酵素網にホルフェニシノール

のみ異なった作用を与えたことは，きわめて興味

あることと考えられる．

ま　　と　　め

筋ジストロフィーマウスに対する低分子酵素阻

害物質の治療効果を調べる目的で，阻害物質投与

により誘起される筋肉を含む臓器内の酵素網の動

態を検討した．ロイペプチソ，べスタチソ，ホル

フェニシノール，およびホルフェニシソは筋ジス

トロフィーマウスの筋肉内の酵素網に有意な変動

を与えることを明らかにした．7乃わけ0で異なる

阻害活性を示す阻害物質の投与により起る酵素網

の変動は，前肢筋および後肢筋において高い類似

性を示した．ホルフェニシンはロイペプチソ，ベ

スタチソ，ホルフェニシノールと同様に，筋ジス

トロフィーマウスの治療に有効であることを示唆

した．

一方，脾の酵素網に対しては，ホル7ェニシノ

ールのみが他の阻害物質の作用と異なることを認

めた．ホルフェニシノールは，免疫応答細胞に対

し，他の阻害物質とは異なる影響を与えるものと

考えられる．
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EAEモルモットに対するロイペプチンの効果

岩　崎　祐　三＊

研究協力者　山本悌司＊・今野秀彦＊

実験的アレルギー性脳脊髄炎（EAE）は，中枢

神経の白票あるいは髄鞘塩基性蛋白（MBP）で感

作された動物に生じる中枢神経系の疾患で，ヒト

の多発性硬化症の一疾患モデルとして研究されて

いる．このEAEにみられる脱髄現像のメカニズ

ムについては種々論議されているが，Cammer2）

は，免疫反応によって活性化されたmacrophage

がplasminogenactivatorを含むneutralprotein・

asesを分泌し，これが髄鞘の崩壊を起すと述べ

ている．もしこのneutralproteinase，とくに

macrophageが分泌するplasminogen activator

によってplasminogenから合成されるplasmin

が脱髄疾患の臨床徴侯や病理像をひき起すのに重

要な役割を済ずるとするならば，この酵素の抵抗

剤であるロイべプチソの投与によってEAEの発

病を防ぐことができるのではないかと考えられる

のである．

このような考えに基づいて，EAEモルモット

に対するロイペプチソの効果をみる目的から，以

下の実験を行った．

方　　　法

220～420gの成熟したモルモットに，FCAを

加えた脊髄ホモジェネート0・1mgを背部の皮内

に接種して感作した．このモルモットを4群に分

け，第1群（15匹）は感作前日より1日2回，ロ

＊東北大学医学部脳疾患研究施設

イペプチソ25mg／kgを腹腔内に投与したもの，

第2群（15匹）は感作後1週間目より同様にロイ

ペプチソを投与したもの，第3群（15匹）は発症

した日からロイべプチソを投与したもの，第4群

（7匹）はロイペプチソの投与を行わなかったも

のとし，いずれも体重の測定と臨床的な観察を続

け，生存したものすべて21日目に4％パラフォ

ルム＋0．5％グルタール液にて港流固定を行った・

臨床症状の判定は，0，まったく異常のみられな

い状態；1，体重減少とともに自発運動が少なく

なった状態；2，後肢の運動麻痺と排便障害のみ

られた状態；3，著しい後肢麻痺のためほとんど

動けなくなった状態；4，死亡；と5段階に分け

て行った．連日記録されたこれらのSCOreの中で

最も高い値を，その例の臨床的重症度とした・な

お，病気の進行のため，途中で濯流固定を行った

ものも死亡として扱った．

各モルモットより採取した脳，脊髄から下垂体

茎を通る部分，延髄上端，頸膨大部，胸髄のほぼ

中央部および腰膨大部の5個所を切り出し，H・E

染色標本を作製した（図3）．それぞれの組織学

的な変化の強さを次のように6段階に分けて識別

した（図4）．0，まったく異常のみられないも

の；1，クモ膜下脛へのわずかな細胞浸潤がみら

れたもの；2，1と3の中間のもの；3，クモ膜下

腔の細胞浸潤に加え実質内の血管周囲への細胞浸

潤がみられたもの；4，3と5の中間のもの；5，

これらの所見が広汎にしかも高圧にみられ，実質
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の崩壊が著しいもの．これらのgradingをscore

とし，5枚の標本の結果を加算し各モルモットの

組織的重症度とした．夜間死亡により試料の採取

ができなかったのは，第1群の1例のみである．

効果判定に用いた項目は，臨床像からみた発病

率，組織像からみた発病率，発症日，臨床的重症

度，組織的重症度，組織所見および体重の推移な

どである．

結　　　果（表1，図1，図2）

発　症　率

臨床的には，第3・4群に比して第1・2群の

ものでやや低値の傾向がみられたが，症状発現が

把捉できなかった症例でも，その組織像をみると

明らかに細胞浸潤が認められた例もあり，組織像

に基づいた発症率のほうが高率であった．しかし，

いずれの発症率においても各群の間に有意差は確

認されなかった．

発　症　日

症状の発現がみられた日を示す．発症前にロイ

べプチソの投与を受けなかった第3・4群では

15．4±3．4　日，これに対して第2群では約1日，

第1群では約2日遅れて発症する結果となり，統

計的に有意差は認められないが，ロイペプチソ投

与群では発症の遅れる傾向が示された．

表l The effect ofleupeptin on the EAE guinea pig

Incidence Clinical onset

Clinical HistoIQgical　　　　（day）

Groupl ll／15　　　　14／14

73．3％　　　　100％

Group2　　　10／15　　　　14／15

Group3

Group4

66．7％　　　　93．3％

13／15　　　　14／15

86．7％　　　　93．3％
6／7　　　　　　7／7

85．7％　　　　100％

l
毒
茎
一
ゝ
占
－
0
訳

Clinicalscore Pathologicalscore

17．4±3．6　　　　　1．5±1．3

16．9±4．1　　　　　1．5±1．4

15．0±3．3　　　　　　2．0±1．2

16．1±3．5　　　　　　2．1±1．3

5　　　　　　　　10

Experimentalday

15　　　　　　　20

図1The mean weight for each groupis expressed as percent
of the mean weight of the respective group at Day1．
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EAEモルモットに対するロイペプチンの効果

日　　　　　　15　　　　　　　　20

Experimentalday

図2　Percentileloss of BW relative to
the maximum BW gain（100％）in

each experimental group・

臨床的重症度

有意差検定では明らかな違いはないものの，平

均値だけについてみるならば，発症以前からロイ

ベプチンの投与を受けた第1・2群ではいずれも

1．5であるのに対し，第3群では2・0，第4群で

は2．1と重症度を増していた．また，罷病期間を

考慮した臨床的重症度の適当な判定方法は見あた

らないが，全体的には第3・4群に対し第1・2

群で羅病期間がやや良い印象を受けた・

組織的重症度

細胞浸潤の程度あるいはその広がりなどについ

ての検討であるが，第2・3群でやや低値がみら

れたものの，有意の差は得られなかった・一方

各群で，発症日および臨床的重症度のほぼ同様の

例で病変の性格について比較を行った・その結果，

発症して3～4日日に得られた標本では各群とも

目立った違いは認められないものの，SaCri丘ceま

でに9～11日間の経過を示したものでは，第4群

図3　The丘ve transverse sectionsofthe brain

and spinalcord from which the path0－

10gical gradings were made・The sec－

tions are through theopticchiasma，the

upper medulla and the spinal cord（the

cervical andlumbarintumescence，the

mid－thoraciclevel）．

のものは細胞浸潤がクモ膜下脛や血管周囲にほぼ

限局し，その細胞の種類もほとんどがmononu－

clear cell　であるのに対し，その他の群ではこの

血管周囲の病変からさらにこれを中心に実質内へ

浸潤する細胞がみられ，この中には分葉核をもつ

顆粒球が目立った（図5）．また，クモ膜下腹の中

にもこのような細胞が認められ　とくに第1・2

群に明瞭であった．

体重の推移

感作当日の体重を100とし，その後の変化を割

合で示したものが図1である．第3群と第4群と

はほぼ同様の経過がみられた．それぞれ11日目，

12日目まで急激な体重増加を示すが，その後，約

5日の間に著しい減少patternがみられ，緩やか
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EAEモルモットに対するロイベプチソの効果

as the parenchymatous tissue remotefrom the blood vessels・The

inLiltratingcellsidenti丘edincludeneutrophile，rOundcells，andmi一

croglia．This case was given

antigen（Groupl）and differs

pathologicalprocesses appeared

this stage．

な増加傾向へと移行していた．第2群の体重推移

は，感作後1週日まで第3・4群とほぼ同様に増

加しているが，次の2日間に軽度ながら減少の時

期があり，再び増加へと向かうものの，12日目を

境に緩やかな減少傾向がみられた．これらに対し

て，第1群では，体重増加の割合は少ないものの，

このピークに達する時期が11日［‖：やや遅くな

っており，その後の体重減少は軽度で緩やかなも

のであった．

次に．体重減少の割合を明らかにする目的から，

ピーク時期の体重を100とし，その後の減少を表

したものが図2である．第4群は急激に著い、体

重減少をきたすのに対して，第2群は徐々に，し

かも減少の割合は軽いものであった・第1群は急

激な減少を示すものの，減少の割合は少なかった・

第3群では，第4群とほほ同様の傾向がみられた・

考　　　案

ロイペプチソのEAEに対する予防および治療

leupeptin prlOr tO administration of

from Group4　casesin which the

toinvoIve only perivascular areas at

効果という面からこれらの結果をみると，発症率

については，臨床的にはロイペプチソの投与を行

わなかった群でやや高いように思われた．組織像

からみると，いずれも高率に病変がみられ，ロイ

ペプチソ投与群と非投与群との間に差は認められ

なかった．また，臨床的重症度や組織的重症度に

おいても明瞭な違いはみられなかった・しかし，

今回試みたいくつかの検討項目の中で，結果に差

がみられたものがある．その1つに発症日の違い

があげられる．つまり，あらかじめロイペプチン

の投与を受けていた第1・2群では，非投与群よ

り発症が遅れたことである．このことは，ある程

度客観的に動物の状態を示す体重の変動によって

裏づけられているように思われる・必ずしも症状

出現の時期と体重減少の時期とは一致していない

が，緩やかな体重減少を示した第2群を除けば，

臨床的な発症時期の違いがそのまま体重減少の始

まる時期の違いに移行しているように思えるので

ある．このようなことから，ロイペプチソにEAE

の発症時期を遅らせる効果があるとは断定できな
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いにしても，何らかの影響を与えることが推測さ

れる．

次に，ピーク後に続く体重減少の経過について

みると，第3・4群に比較して，第1・2群つま

り症状出現より以前からロイペプチソを投与した

群では，体重減少の割合が小さく，しかもそれが

遷延する憤向にあるということである．ピークに

達した体重を100　とし，その後の減少を割合で

示すこの方法は，1980年にBrosnanl）が種々の

proteinaseinhibitorのEAE　ラットに対する効

果を判定するのに用いたものと同じ方法である．

これによると，第1・2群の経過はロイペプチソ

の有効性を示すものと判断されることになる．し

かし，感作当初からの体重増加の推移をみると，

第1・2群と第3・4群との間に明らかな差がみ

られ，ロイペプチソの投与が体重の増加に何らの

影響も与えないとする田中ら4）の報告と異なるも

のであることから，この体重の変動についてはロ

イペプチソ以外の要田の影響，たとえは1日に2

回の注射の動物に与えるストレスなどについても

考慮されなければならず，一概に有効と判断する

ことはできないように思われる．

次に，病変の組織所見から，ロイペプチソを投

与した第1・2・3群では実質内への細胞浸潤が

血管周囲からさらに広い領域にまで及んでおり，

この細胞の中にはmicrogliaや分乗核をもつ好中

球が目立つことである．これらの細胞はEAE病

変においてしばしばみられるものであるが，とく

に好中球は急激型の病変や組織崩壊の激しい部位

に出現し，崩壊産物や血管より浸出した血策成分

によって招来される，EAEにとっては二次的に

出現する細胞とされている3）．この場合，横能的

にはいわゆる清掃細胞と考えられるのであるが，

この細胞が出現しているということは崩壊産物が

まだその病変の中に存在することを意味するもの

であり，ロイペプチソを投与しなかった群と比較

すると病変の吸収が遅延していることを示すもの

と思われる．この原因については，たとえば組織

崩壊が政しかったために吸収作業が遅れているの

か，あるいは清掃機能の低下によるものなのかな

ど，種々のことが考えられるし，また，そこにロ

イペプチソがどのように関与しているのかなどに

ついても，興味のもたれる点であろう．

ロイペプチソのEAE動物に対する治療効果に

ついては，1980年にBrosnanらl）が実験を行っ

ており，効果はなかったとしている．今回の実験

では，投与方法あるいは判定方法などさらに工夫

されなければならない点がいくつかあるが，これ

らの結果について全体的にみると，EAEの発症

および経過に対し何らかの影響は示唆されるもの

の，治療効果の点からするならば有効性は認めが

たいように思われる．
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ロイペブテンの薬理学的研究

大　塚　正　徳＊

研究協力者　宮田雄平＊・小西史朗＊・柳澤光彦＊・村越隆之＊

岡本　司＊・玉井　直＊・松戸隆之＊・宋　時栄＊

これまでの研究に引き続き，ロイべプチソおよ

びベスタチソの薬理作用を研究したが，今年度は

とくに，次の5種の標本について実験を行った・

1）　ウサギの血圧

昭和57年度の研究において，ロイべプチソの

静注により，ウサギの血圧が一過性に下降するこ

とを認め，昭和54年度の研究におけるラット血

圧に対する効果と一致する結果を得た・この降圧

作用の機序としては，神麓節遮断作用（昭和54，

55年度報告）が考えられた．もしこの推定が正し

いとすれば，α型遮断薬の前処置により交感神経

性の血圧上昇脚構を除いておけばロイペプチソの

降圧作用は消失するのではないかと予想され，以

下この点について検討を行った．

2）副交感神経節に対する作用

昭和54年度および55年度の研究において，

ロイペプチソがモルモット交感神経節における伝

達を遮断することを報告した・これらに引き続き，

今年度は，副交感神経節である顎下神経節（sub－

mandibular ganglion）における，コリン作動性

伝達と節後神経細胞のアセチルコリン感受性に対

するロイべプチソの効果を検討した．

3）　ラット脊髄に対する作用

脊髄反射および脊髄運動ニューロンに対するロ

イペプチソの効果は，これまで幼君ラットの摘出

脊髄を用いて検討を行ってきた．今年度は，J乃

∫加の脊髄に対する薬理作用を検討するために，

＊東京医科歯科大学医学部薬理学教室

24～33日齢ラットを脊髄動物とし，ロイペプチ

ソの静注による効果を研究した・

4）新生ラットの摘出延髄一脊髄標本

ロイペプチソは中小動物の呼吸活動に対しては

影響を与えないと報告されているが，運動ニュー

ロンに対する作用の検討のためラットにロイべプ

チソを静注した際，しばしば呼吸が不整になっ

た．そこで，呼吸に対する作用をより直接的に調

べるため，最近当教室において鈴江により開発さ

れた新生ラットの脳幹一脊髄標本1・2）を用いて，そ

の呼吸様活動に対する影響を検討した・

5）新生ラットの摘出脊髄一尾標本

昨年度は，摘出脊髄に坐骨神経と腰部および下

肢がつながった標本を用い，皮膚侵害刺激により

誘発される脊髄反射電位に対するェソケファリン

の効果，およびロイべプチソ，べスタチソによる

ェソケファリソ効果の促進について報告した・そ

の後の研究により，下肢よりも尾をつけた標本の

ほうが侵害反射の研究には適していることがわか

ったので，これを用いて研究を行った．

実　験　方　法

1）　ウサギの血圧

体重3．0～3．3kgの雄ウサギを用いた・ウレタ

ン1g／kgを耳静脈から投与して麻酔し，大腿動

脈および大腿静脈にポリエチレン製カテーテルを

挿入した．動脈カテーテルは正トランスデューサ
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一に接続して血圧の連続的モニターに用い，静脈

カテーテルからは薬物を投与した．

2）ラット副交感神経節

エーテル麻酔下に，ラット（2カ月齢）から顎

下神経節を舌神経および顎下腹とともに摘出した．

記録槽に神経節標本を固定し，Tyrode液（33～

350C）で連続的に潅流した．神経節細胞を微分干

渉厩徴鏡で観察しながら，微小電極を刺入し，細

胞内電位を記録した．舌神経を吸引電極を介して

刺激して，コリン作動性fast EPSP（興奮性シナ

プス後電位excitatorypostsynapticpotential）を

誘発させた．ロイペプチソはTyrode液に溶かし

て，潅流によって適用した．アセチルコリン

（acetylcholine chloride）は30FLg／mlの濃度で緻

小ピペット（先端の直径10／jm）に充填し，神経

図1尾に圧侵害刺激（tail pinch）を与えることにより誘発される脊髄反射電
位測定の実験装置．1～3日齢ラットよりとり出した脊髄一尾標本を人工

脳背髄液港流下の液相中に固定した．右上の記鍬は尾に加える圧刺激の期
間を延ばすことにより　tail pinch potentialが増大することを示してい

る．記録下の数字は刺激期間を示す．1kg／cm之は注射器のピストンに加
えた圧．記録およびtail pinchの方法は本文参照．
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節細胞の近辺に圧力パルスによって適用した・

3）ラット脊髄

24～33　日齢のWistar系ラットを，ベント／；ル

ビタール（50mg／kg，i．p．）麻酔下に，Th8～9

の高さで脊髄を切断し，脊髄動物とした・椎骨を

除去して腰部脊髄を露出し，脊髄固定装置に固定

した．また，左後肢において，外側俳腹筋ヒラメ

筋（以下LGSと略す）および内側俳腹筋（以下

MGと略す）の支配神経を霞出し，末梢側で切断

して，末端をそれぞれの白金刺激電極上に固定し

た．脊髄および神経は，流動パラフィンで覆って

乾燥を防ぎ，脊髄の呼吸性動揺を抑えるために気

胸し，人工呼吸を行った．ロイペプチソは経静脈

的に10mg／kgを投与した・

mmHg Leu

LGSの運動ニューロソに，2M酢酸カリウム

を填めた抵抗15～30Mnのガラス徴′J、電極を刺

入し，逆行性活動電位，後退分極，静止電位，

LGSおよびMG　の神経刺激により発生する

EPSPにつき測定を行った．

4）摘出延髄一脊髄標本

0～3日齢Wistar系ラットから，エーテル麻酔

下に脳脊髄を摘出して四丘体レベルで除脳し，小

脳も除去した．標本を人工脳脊髄液で涯流中の槽

内に固定し，第4ないし第5頸髄前根から吸引電

極で細胞外記録を行った．実験によっては胸郭を

接続したまま摘出し，肋間筋の一部に糸をかけ，

トラソスデューサーを介して運動を記録した（図

7参照）．薬物は港流により適用した・

Leu Phe
l l

W芦へr

E F G

図2　ウサギ血圧に対するロイペプチソの降圧作用と7ェソトラミソの影響・Aおよ
びD：T7イペプチソ（Leu）10mg／kg静江によって起った降圧反応・Bおよ

びF：ノルアドレナリン（Nor）4Jg／kg静注による昇圧反応・C：フェこ／ト

ラミソ（Phe）2．5mg／kg静江の1分20秒後にロイべプチソ10mg／kg静江

したときの血圧の変化．フェソトラミソによる降圧作用がプラトーに達したの

ちにも，ロイべプチソ10mg／kgによる降圧作用は単独投与の場合と同程度

に認められた．フェソトラミソ投与の11分30秒後のノルドアレナリン4

〟g／kg静注による昇圧反応は対照の約1／3に抑えられていた・E：フェソト

ラミン2．5mg／kg静江によって起った降圧反応．G：フェソトラミソ2・5

mg／kg静江の4分後にロイペプチソ10mg／kg静江したときの血圧の変化・

フェソトラミソ投与の2分20秒後にノルアドレナリン4／上g／kg静江したが，

明らかな昇圧反応は認められなかった．ロイべプチソ投与により，回復しかけ

た血圧が再び下降している．フェソトラミソ投与の13分40秒後ノルアドレナ

リン4／Jg／kg静江したが，昇圧反応は対照の約40％に抑えられていた・A

～CおよびD～Gは，それぞれ同じ動物で得られた記録を示す・

－　51－



5）摘出脊髄一尾標本

1～3　日齢ラットより脊髄と尾を連続した状態

でとり出し，液槽中に固定し，95％02，5％C02

を通気して充分飽和した人工脳脊髄液を1分間に

7mgの速度で涯流した．尾の先端から3～4mm

のところにビン㌧セットを固定し，4～5分間隔で

尾に約0．6～1kg／cm2，0．08～0．15秒の圧刺激を

ピンセットを介して加え，機械的侵害刺激とし

た．tailpinchにより誘発される脊髄反射電位は，

L3～L5の前根から細胞外記録によって記録した

（図1）．メチオニン・エンケファリン，ロイペプ

チソ，およびべスタチソは人工脳脊髄液に溶解し，

潅流適用した．

実　験　結　果

1）　ウサギ血圧に対するロイぺプチンの効果と

α型遮断藁の影響

定常状態の血圧を記録し，血圧に動揺のないこ

とを確認したのち，以下に記すように薬物の血圧

に対する影響を調べた．安定状態での血圧は収縮

期120～140mmHg，拡張期110～115mmHgで

あった．

a）　ロイぺプチン単独の作用

ロイペプチソ10mg／kgの静注により収縮期圧

A B

Control

は十数秒で10～15mmHg下降し，以後ゆっくり

回復して約5分でほぼもとのレベルに復帰した

（図2AおよびD）．

b）ノルアドレナリン単独の作用

ノルアドレナリン4／唱／kgの静注により収縮

期圧は数秒で約30mmHg上昇し，速やかに下降

して1分前後でほぼ元のレベルに復した（図2B

およびF）．

C）7ェントラミン単独の作用

フェソトラミソ　2．5mg／kg　の静注により収縮

期圧は1～2分で30～60mmHg下降し，ゆっく

り回復して10分前後で元のレベルに複帰した

（図2E）．ノルアドレナリンの昇圧反応は，フェ

ソトラミソ　0．8mg／kg　投与後少なくとも4分間

はまったく消失していることを確かめた（図2G

参照）．

d）7ェントラミン前処置下でのロイぺブテン

の作用

ノルアドレナリン坤g／kg静注により昇圧反

応の認められることを確認したのち（図2B，F），

フェソトラミソ2．5mg／kg　を静注した．その1

ないし4分後にロイペプチソ10mg／kgを静注し

た・ロイペプチソはフェントラミン投与により血

圧が最小値に達し，一定あるいは回復傾向を示す

時期に投与されたが，いずれにせよ，この時期は

Leupeptln
10msec

100〟g／mJ

図3　顎下脱神経節のコリン作動性伝達に対するロイペプチンの効果．神経節細胞から細胞内電位記録

を行った・神経を0・5H之で吸引電極を介して刺激して，コリン作動性fast EPSPを誘発し

た・A：正常溶液中のfast EPSPを5回重ねて記録したもの．B：ロイペプチソ10．4g／mlを
含む溶液で瀧流して2～3分後．C‥ロイぺプチンを洗い去って6～7分後の反応．
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ノルアドレナリンによる昇圧反応が認められない

時期に相当していた．この条件下で血圧は平常血

圧より20～40mmHg下降したレベルにあったが，

ロイペプチソ10mg／kgを投与すると，血圧はさ

らに8～20mmHgの下降を示した（図2Cおよ

びG）．

A

R
－

C

2）ラット副交感神経節に対するロイぺプテン

の作用

ロイべプチソ（10‾lg／mJ）は，節前神経刺激で

誘発されるコリン作動性fast EPSPを抑制した・

抑制率は約50％であった（図3）．このとき，節

後ニューロンの活動電位，入力抵抗は変化しなか

Control

図4　顎下腺神経節の節後神経細胞のアセチルコリン感受性に
対するロイぺプチソの効果．記録は図3と同じように行
った．アセチルコリン（30／g／mJ）を微小ピペット（先

端10pm）に填め，圧力パルス（0．5kかcm2，500msec）

をピペットに加えることによって，節後ニューロソ近傍
にアセチルコリソを局所適用した．A：正常液中でアセ
チルコリンにより誘発された脱分極反応．速い経過の反

応に続いて，遅い脱分極性反応がわずかにみられる．

B：ロイべプチソ（101g／mJ）を泥流適用し始めて2～
3分後．速い脱分極反応は抑制され，遅い脱分極反応は

増大した．C：ロイぺプチソを洗い去って2分後．D：
ロイペプチソを洗い去って26分後．速い反応の抑制は

完全に回復したが，遅い脱分極反応の増強はわずかに残
っている．
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