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ま　え　が　さ

厚生省新薬開発研究事業，微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬（E－64）の開発

研究が発足してから早6年が経過し，本年度はその最後の年にあたる。振り返ってみると，

長くて短い6年ではあったが，班員の皆様の多大な御協力により着実な歩みを成し遂げて

こられたことを喜びとも誇りともするところである。昭和54年度の報告書の序文を見る

とそこには次の様にしるされている。「本研究班の目的は実用に適する治療薬の開発であ

る。それ故にこそ，私は軽々しく臨床への試用をさけ，まず基礎的データを蓄積すること

が大切だと考え大別して3つの方向から研究を進めることを考えた。」この3つの方向と

は，（1）実用に適するE－64類縁体の開発，（2）類縁体の加〃言わによるスクリーニン

グ，（3）か川ね0における種々の効果の判定，である。

この基本方針はこの6年を通じて確実に守られてきたと言えるであろうし，またそれは

正しいことであったと思う。事実臨床研究を実施したのは最後の二年間だけであったので

ある。しかし，この慎重な基礎研究により臨床研究に使用する薬剤の種類，形態，投与量

等に関し，信頼できるデータが得られたのみではなく，毒性などに関しても十分なチェッ

クがなされたので，我々は自信を以て臨床研究に踏み出すことができたのであった。

この様な経過は，他の薬剤開発には滅多に見られないものであるかもしれないが，新薬

開発の方向としては，最も正しいものであり，ひとっのcasehistoryと成ると自負してい

るものでもある。これが可能になったのも一つに班員の皆様の御協力のお陰であることは

いうまでもないが，他方，大正製薬の異例なはどのご理解によっているのである。一見い

かにものんびりした様に見えるこの開発経過は会掛ととってはどんなに歯梓く，じれった

く思われたことと察せられるが一度として口を差しはさむことがなかったのは敬服に値す

ることである。

ここに本研究報告書の最終号をお届けすることになったが，内容を御覧頂ければすぐ分

かるように，研究は決して終わってはいないのである。せっかくここまできた研究をここ

で終わらせるのはいかにも残念であり，今後とも何かの形で是非続けたいと考えている。

皆様の暖かい御援助を切にお願いする次第である。

最後にこの6年間，研究の推進に御助力を賜った厚生省薬務局の方々，御多忙中にも係

わらず報告書の執筆に協力された班員の諸氏，さらに本研究班の事務を引き受けてくださ

った上　報告書の上梓にまで御努力を惜しまれなかった大正製薬の皆様に心からなる感謝

を捧げるものである。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t

班長　今　堀　和　友
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1．ESTの製剤化研究
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緒　　　言

ESTの製剤化は従来硬カプセル剤で検討を

進めて釆たが，これに加え投与量の調節，小児

への適用，他剤との配合を考慮し，顆粒剤につ

いても検討を行った。

これら製剤の暫定的な規格および試験方法を

設定し，苛酷条件下における経時変化試験を実

施し安定性を予測した。

また，カプセル剤と顆粒剤の生物学的同等性

を溶出試験およびイヌ，バイオイクイバレント

試験（以下BE試験と略）により評価した。

測定項目および試験方法

第十改正日本薬局方（以下日局と略）の通則

および一般試験法に記載されている項目につい

ては日局に準拠した。

1．規格および試験方法

前報（昭和58年度研究報告書，2．EST原体

の規格および試験方法の設定）を参考に設定し

た。

2．安定性試験

各製剤を市販予定の形態で包装し，室内，恒

温恒湿槽，蛍光槽または太陽照射下のいずれか

で一定期間保存した後，各項目の測定を行った

（表1，2）。

3．溶出試験

日局溶出試験第2法（パドル法）に準拠し，

●　大正製薬株式会社総合研究所

試験液には日局崩壊試験法等1液（pHl．2），酢

酸緩衝液（pH4．0）および精製水を各々900ml

（370±0．5℃）使用した。パドル回転数は100

rpmとした。製剤は1回に1カプセルまたは顆

拉0．5gを用い，各々3回の測定を実施した。

4．イヌBE試験

クロスオーバー法に基づき雌性ピーグル犬6

頭を2群に分け前期投与後休薬期間を1週間と

し後期投与を行った（表3）。

投与18時間前から絶食させ，カプセル剤およ

び顆粒剤を各々体重Ikg当たりEST量として

2mg相当量を経口投与した。投与後15分，30

分，1時間，2時間，3時間，5時間および7

時間に採血し血祭中のE－64－Cの濃度を測定し

た。

結　　　果

1．EST製剤の規格および試験方法

カプセル剤および顆粒剤の暫定的な規格およ

び試験方法を表4に示す。

2．EST製剤の安定性

カプセル剤，顆粒剤とも，いずれの苛酷条件

下においても何ら変化は認められなかった。

3．hp紀ro同等性試験

EST25mg含有カプセル，50mg含有カプセ

ルおよび10％含有頬粒の3製剤とも3種の試

験液で良好な溶出性を示し，そのパターンも類

似していた。従って，3製剤はれ血わ溶出試

験において同等であると判断した。

9



I E－64類縁体の開発

表1　カプセル剤の安定性試験（包装；PTPおよび

缶）

（1）長期保存試験

・A法　　　室温 （3年＋α）

・B法　　　250　75％RH

（2）苛酷試験

・加温　　　400

500

・加温加湿　400　75％RH

・光照射　　蛍光燈（1，000ルクス）

太陽光

（3）試験項目

・外観

・崩壊試験

・定量値　　高速液体クロマトグラフ法

・不純物　　高速液体クロマトグラフ法

（分解物）または薄層クロマトグラフ法

（2年）

月
　
月
月
月
月

ケ
　
ケ
　
ケ
　
ケ
　
ケ

6
　
3
　
6
　
3
　
1

表2　顆拉剤の安定性試験（包装；缶）

（1）長期保存試験
・A法　　　室温

・B法　　　250　75％RH

（2）苛酷試験

・加温　　　400

500

（3年＋α）

（2年）

6ケ月

3ケ月

・光照射　　蛍光燈（1，000ルクス）　　　3ケ月

太陽光　　　　　　　　　　1ケ月

（3）加速試験（原体およびカプセル剤と相対比較）

・400　75％RH

（4）試験項目

・外観

・酎填試験

・定量値　　高速液体クロマトグラフ法

・不純物　　高速液体クロマトグラフ法

（分解物）または薄層クロマトグラフ法

6ケ月

4．i几びわ0同等性試験

分散分析の結果，各測定時間におけるE－64－C

濃度，投与後7時間までの血祭中濃皮下面積

（AUC。～，h．），最高血祭中濃度（Cmax）および最

高血祭中濃度への到達時間（Tmax）のいずれ

においてもカプセル剤と頼粒剤の間に5％の有

10

表3　カプセル剤および輯拉剤の生物学的同等性

（イヌBE試験）

動物：ピーグル犬　1群3頭

（実験前日より18時間絶食）

投与量：2mg／kg

クロスオーバー法

＊試験計画

個体 N o． 前期 後期

1
2

対照製剤 被験製剤

3 （カプセル剤） （捉拉剤）

4
5

被験製剤 対照製剤

6 （輯拉剤） （カプセル剤）

蓑4　カプセル剤および粗拉剤の規格および試験方

法（暫定案）

性状　　　外観（カプセル内容物、色、におい、昧）

確認試験（1）エステルの確認

（2）アミノ酸の確認

（3）高速液体クロマトグラフ法によるピー

クの相対保持時間

重量偏差試験（カプセル剤のみ）

拉度試験　　（甑拉剤のみ）

崩壊試験　　　日局第1液（pHl．2）

定量値　　　　高速液体クロマトグラフ法

意水準において差は認められなかった。以上の

結果から，両製剤はイヌを用いたf乃〃gUOBE試

験において同等であると判断した。

結　　　語

1．カプセル剤および顆粒剤について暫定的

な規格および試験方法を定め，苛酷条件下にお

ける径時変化試験において安定性を確認した。

2．カプセル剤および顆粒剤の生物学的同等

性を玩ぬ加溶出試験およびイヌを用いたわ7

転用BE試験により評価し，同等であることを

確認した。



2．エポキシコハク酸1，4－14C標識体を用いた

ESTの生体内動態（2）
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研究目的

昨年度著者l）はi ESTの活性基と推定される

エポキシコハク酸部分を標識した〔ェポキシコ

ハク酸1．4Jjc〕ESTを用いて，ラットにおけ

る単回投与後の体内動態をロイシン標識体の場

合と比較検討した。その結果，ロイシン標識体

に比較して速やかに体内から消失したことか

ら，ロイシン標識体にみられた残留性は大部分

ロイシンに由来したものであることを明らかに

した。

今回，さらに薬効との関連および体内動態の

種差を明らかにするため，正常および病態ハム

スターにおける体内動態について検討したので

報告する。

実験材料および方法

〔ェポキシコハク酸1，4714C〕EST（以下14C－

EST）は，〔1，4－14C〕フマル酸より合硬した。比

放射能は54．61pCi／mg，放射化学的純度は

98％であった。

実験動物は，当社で繁殖した8遇令のUM－

Ⅹ7．1系筋ジストロフィー雄性ハムスターおよ

び正常雄性ハムスターを使用した。、また一部の

実験には，8週令の雄性ゴールデンハムスター

（金丸動物より購入）を使用した。

標識化合物は5％アラビアゴムに懸濁し，

特記する場合を除いて50mg／kgの用量で経口

■　大正製薬株式会社総合研究所

投与した。

薬物投与後の試料の採取，全身オートラジオ

グラフィーおよび放射能の測定は前報1）と同様

に実施した。なお，心筋および骨格筋のミクロ

オートラジオグラフィーは，Stumpfら2）の

thaw－mOunt法を一部改良した手法により行

った。

結果および考察

UM－Ⅹ7．1系筋ジストロフィーハムスター

および正常ハムスターにIJc－EST50mg／kg経

口投与後の放射能の排泄を比較した結果，両者

間に有意な差はなく，主に尿中へ約60％排泄

され，糞中への排泄は少なかった（約30％）。呼

気中への排泄はごくわずかであった。一方，ゴ

ールデンハムスターに14crEST5mg／kg経口

投与後の胆汁中への放射能の排泄は，24時間ま

でに約13％であった。これらの結果はラット

の場合1）と明らかに異なり，ハムスターの場合

は胆汁を介しての糞中への排泄は少なく，主に

尿中へ排泄されるものと考えられる。呼気中へ

の放射能の排泄はラットの場合と同様に認めら

れたことから，ハムスク◆‾一においてもESTの

一部はC02にまで代謝されるものと思われる。

正常ハムスターにおける14C－ESTの体内分

布は，全身オートラジオグラムおよび組織内濃

度の測定結果から，投与後30分で腎に最も高

濃度分布し，次いで肝に比較的高い放射能が認

められ，心筋，骨格筋を含む他の組織では血中

レベル以下の濃度を示した。投与後24時間で

11
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図1　ハムスターにIJc－EST50mg／kgを経口投与後の放射能の尿糞呼気中排泄率

各点は正常ハムスターはN＝3，筋ジストロフィーハムスターはN＝4の平均値を示す。
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図2　ハムスターに14C－EST5mg／kgを経口投与後の放射能の胆汁中排泄率

各点はN＝4の平均値±S．E．を示す。

は，全身オートラジオグラム上では腸内に高い

放射活性が認められたはかは，腎皮質および肝

にのみ微弱な放射活性が残存した。

筋ジストロフィーノ？ムスターの場合において

も正常ハムスターと同様な分布パターンを示

し，大きな差は認められなかった。

ラットの場合と比較すると，ラットでは投与

初期において肝に最も高く，次いで腎の順であ

り，分布パターンにも種差が認められた。これ

らの結果は，ESTの毒性試験3）に認められた肝

12

毒性の種差の一因と考えられる。

ESTの標的組織である筋肉への分布は，他

の臓器に比べて低濃度であったが，組織レベル

での分布状態を検討することは，薬理効果との

関連で重要であると思われる。そこで，14C－

EST経口投与後30分の正常および筋ジストロ

フィーハムスターの心筋，骨格筋（前脛骨筋）

のミクロオートラジオグラムを作成し，光学朗

微鏡レベルでの放射能の分布を検討した。



2．エポキシコハク酸1，4J4C標識体を用いたESTの生体内動態（2）

Liver Intestine

図3　正常ハムスターに14C－EST50mg／kgを経口投与後の全身オートラジオグラム

Brain Lung Kidney Muscle

30min

24hr

30min

24hr

Heart Liver stomach

Kidney

Liver Intestine

図4　筋ジストロフィーハムスターに14C－EST50mg／kgを経口投与後の全身オートラジオグラム
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図5　正常ハムスターおよび筋ジストロフィpハムスターに14C－EST50mg／kgを経口投与後30分

の放射能の組織中分布

正常ハムスターはN＝4～5．筋ジストロフィーハムスターはN＝6～7の平均値±S且を示す。

前頸骨筋　　×200

心筋　　×400

前額骨筋　　×200

心筋　　×400

図6　正常ハムスターに14C－EST50mg／kgを経口　　図7　筋ジストロフィーハムスターに14crEST50

投与後30分における前頚骨筋および心筋のミ　　　　　mg／kgを経口投与後30分における前頚骨筋お

クロオートラジオグラム（H．E．染色）　　　　　　　　　よび心筋のミクロオートラジオグラム（H．E．

染色）
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2．エポキシコハク酸1，4－14C標識体を用いたESTの生体内動態（2）

オペック線維（膿染部）　×200

オペック親権（浪染部）　×400

図8　筋ジストロフィーハムスターに14C－EST50

mg／kgを経口投与後30分における前頚骨筋

オペック線椎のミクロオートラジオグラム

（Gomoritrichrome変法）

その結果，筋ジストロフィーハムスターで

は，正常ハムスターと同様に明らかに心筋およ

び骨格筋線維細胞上に放射活性が認められた。

一方，Gomoritrichrome変法による染色で濃

染され，壊死に陥いる前段階の筋線経といわれ

ているOpeque線椎においても黒化銀粒子が

認められ，病変線経に明らかに放射能の分布が

観察された。なお，壊死線維および筋線維細胞

間には放射能の分布はほとんど認められなかっ

た。これらの結果は，ESTの薬理効果を裏づけ

る興味ある知見と考えられる。

今回，筋ジストロフィーハムスターおよび正

常ハムスターにおけるESTの生体内動態につ

いて検討し，薬理効果を示唆する結果が得ら

れ，また，ラットに比較して体内動態に差異の

あることを認めた。現在ESTの体内動態の種

差について，イヌ，ウサギを用いて実施中であ

るが，ラットにおける肝毒性の発現機序につい

ても代謝の面から検討する予定である。

結　　　論

〔ェポキシコハク酸1，4－14C〕ESTを用いて

ハムスターにおける体内動態について検討し

た。

1．経口投与後の尿糞および呼気中排泄は，筋

ジストロフィーハムスターおよび正常ハムス

ターに大きな差はなく，主に尿中へ排泄され

た。

2．胆汁中への排泄は，24時間までに約13％

と少なかった。

3．組織分布においては，腎に高濃度分布し次

いで肝に比較的高く，他の組織は血中レベル

以下であった。また，筋ジストロフィーハム

スターおよび正常ハムスター間に大きな差は

認められなかった。

4．ミクロオートラジオグラフィーの結果か

ら，ESTは正常ハムスターと同様に筋ジス

トロフィーハムスターの筋線維細胞内に移行

することが明らかとなった。
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3．ESTの生殖に及ぼす影響

研究協力者 評
好
英
貞
田
根
内
中
計
千

野

　

伸

屯

山

沢

Ⅰ．器官形成期投与試験

目　　　的

ESTを妊娠ウサギの胚・器官形成期に経口

投与し，母獣ならびに胎仔に及ぼす影響を検討

する。

方　　　法

1．使用動物および飼育条件

動物は6ヶ月令（末経産雌）のニュージーラ

ンドホワイト種ウサギ（新日本動物）を購入し，

1週間の予備飼育により順調な体重増加を示し

たものを用いた。

飼育は金網製のケージに入れ，空調動物舎

で，固型飼料（オリエンタル酵母社製RC－4）と

殺菌水を自由に摂取させる方法で行った。

交配は，外陰部検査により，発情徴候のみら

れた雌と雄を同居させ（8：30～10：30AM），2

回以上交尾の確認された雌を選び，その日を妊

娠0日と定め用いた。妊娠動物は1群13～17

匹に分け，試験に供した。

2．投与量および投与方法

投与量決定のため，予試験として本試験と同

様の条件により，妊娠ウサギにESTの0（対

照），500，1，000および2，000mg／kg／日を13日

間経口投与した。その結果，500および1，000

mg／kg投与量において各1例の流産母獣，

●　大正製薬抹式会社総合研究所

2，000mg／kg投与量において4／5例の死亡

母獣．また，500mg／kg投与量以上において死

胚胎仔数の増加が認められた。以上より，本試

験における最大投与量を500mg／kg／日に選

び，以下100および20mg／kg／日に設定した。

ESTは5％アラビアゴム溶液に懸濁して，体

重1kg当り10mlの割合でゴム製カテーテル

を用い経口投与した。なお，5％アラビアゴム

溶液をESTと同様に投与した群を設け，対照

群とした。

3．投与期間

妊娠6日から18日までの13日間，連日投与

した。

4．検査項目および検査方法

一般症状は毎日観察し，体重は投与期間中は

毎日，その他は週1～2回，摂餌量は過1～2

回測定した。妊娠28日目に空気栓塞法により

屠殺し，胸，腹部内臓器の肉眼的観察を行った

後，着床数，死胚胎仔数および生存胎仔数を調

べた。死胚胎仔はその形状により，吸収，初期，

中期および後期に分頬した1）。生存胎仔は性別

判定，外表観察および体重測定後，胸・腹部内

臓器を肉眼的に観察し，さらにその胸部臓器は

プアン液に固定した。内臓検査後，70％エチル

アルコールで固定し，Dawson2）の方法に準じ

てアリザリンレッドS染色による骨格標本を

作製した。プアン固定臓器は西村ら3）の方法に

従い，異常の有無を調べた。骨格標本は実体顕

17



I E－64類縁体の開発

Foodconsumption

三二　　Administration一一一一一十l

0　　　3　　　67　9　1113　15　17　19

図1妊娠中の摂餌塁および体重変動

微鏡下に全骨格系の異常，変異ならびに化骨進

行度について観察した。

5．統計処理

実験結果については，平均値の差はt－検定，

率の差は∬2－検定を用い，いずれも危険率1％

および5％で統計学的有意性を検討した。

結　　　果

1．母獣に及ぼす影響

体重変動および摂餌量を図1に示した。

いずれの投与群においても流産例はみられ

ず，一般症状，体重，摂餌量にも影響は認めら

れなかった。また，妊娠末期に開腹し，肉眼的

に詰臓器を観察したが，異常は認められなかっ

た。

2．胎仔に及ぼす影響

妊娠28日目における子宮内および胎仔の観

察所見を表1に示した。

各投与群とも着床数および生存仔性比は対照

18

23　　　　　28

（Days）

群と変わらなかったが，500mg／kg群の死胚

胎仔数に有意な増加，生存胎仔数に有意な減少

ならびに生存胎仔体重に有意な低下が認められ

た。

生存胎仔の外表観察では，500mg／kg群に

口蓋裂が1例認められたが，内臓観察からは1

例の異常仔も認められなかった。

胎仔の骨格異常および変異の検査所見を表2

－1に，化骨状態の検査所見を表2－2に示し

た。異常骨としては，各群に胸骨核癒合が4～

5例観察されたが，対照群と比べて有意なもの

ではなかった。変異骨としては，頸・腰肋骨，

胸骨核分離および不相称，副胸骨核が観察さ

れ，このうち腰肋骨についてのみ，100および

500mg／kg群に有意な増加が認められた。

化骨状態については，100mg／kg群に後肢

左基節骨，500mg／kg群に前肢第1中手骨な

らびに左右基節骨の有意な化骨遅延が認められ

る程度であった。



3．ESTの生殖に及ぼす影響

蓑1子宮内および胎仔所見

Groups（mg／kg）　　　　Contro1　　　　　　20　　　　　　　100　　　　　　　　500

No．ofdams（Fo）

No．ofimplants

Implantsperlitter

No．Ofresorbedanddead
fetuses

Total

（％）l）

Resorption

Earlydeath

Middledeath

Latedeath

No．Oflive fetuses

Fetusesperlitter

Sexratio

Male／Female

Bodyweight（g）

Male

13　　　　　　　　　17　　　　　　　　　14　　　　　　　　　15

118　　　　　　　　　158　　　　　　　　　114　　　　　　　　　121

9．1±2．1（13）　　9．3±1．6（17）　　8．1±1．7（14）　　8．1±1．4（15）

4〈3〉　　　　　　　7〈7〉

（3．4）　　　　　　（4．4）

0く0〉　　　　　　　3く3〉

1〈1〉　　　　　　1〈1〉

0〈0〉　　　　　　　0〈0〉

3〈2〉　　　　　　　3〈3〉

114　　　　　　　　　151

8．8　±2．3（13）　　8．9　±1．5（17）

0．90　　　　　　　　1．01

54／60　　　　　　　76／75

2〈2〉　　　　　　32●書く9〉

（1．8）　　　　　（26．4■り

2〈2〉　　　　　19■■〈6り

0く0〉　　　　　　3　〈3〉

0〈0〉　　　　　　0　く0〉

0〈0〉　　　　　10　〈6〉

112　　　　　　　　　　　89

8．0　±1．6（14）　　5．9±2．8”（15）

0，90　　　　　　　　0．98

53／59　　　　　　　44／45

31．81±4．84（54）30．60±4．58（76）31．08±6．43（53）29．88±4．92（44）

Female　　　　　　32．17±4．73（60）31．83±4．93（75）30．37±6．26（59）30．04±3．53●●（45）

Male＋Female　　　32．00±4．76（114）31．21±4．78（151）30．70±6．32（112）29．96±4．25．■（89）

External anomalies

Total

（％）

Visceralanomalies

Total

（％）

0〈0〉　　　　　　　0〈0〉

（0．0）　　　　　　（0．0）

0〈0〉　　　　　　　0く0〉

（0．0）　　　　　　（0．0）

0〈0〉　　　　1＃〈1〉

（0．0）　　　　　　（1．1）

0く0〉　　　　　　　0く0〉

（0．0）　　　　　　（0．0）

Mean±S．D．（）：No．ofanimals　〈　〉：No．ofdamsinvoIvedwithcase　＃：Cleftpalate

l）：No．ofresorbedanddeadfetuses／No．ofimplants

■：p＜0．05　●■：p＜0．01

考　　　察

いずれの投与群においても母獣の一般症状に

異常はみられず，体重ならびに摂餌量にも影響

は認められなかった。また，妊娠末期の子宮内

観察では，いずれの投与群も着床数，生存仔性

比は対照群と変わらなかったが，500mg／kg

群に死胚胎仔数の増加，生存胎仔数の減少なら

びに生存胎仔体重の減少が認められた。死胚胎

仔数の増加については，予試験の500mg／kg

以土の投与量においても認められており，EST

の500mg／kg投与量は，妊娠ウサギにおける

胚・胎仔の生存に影響を与える投与量であると

推測された。

生存胎仔の視察において，500mg／kg群に

1例の口蓋裂が観察された。この異常仔はしば

しば自然発生するものであるが4），胎仔致死量

で出現しているところから，ESTの大量投与

との関連が推測された。

胎仔の骨格検査からは，異常骨として各群に

胸骨核癒合が4～5例観察され，さらに変異骨

として，100および500mg／kg群に腰肋骨の

増加がみられた。この腰肋骨の増加について

は，ラットでは催奇形成の指標になるといわれ

ているが5），遺伝的に不均一なウサギにおいて

はしばしば高頻度にみられる変異であり，
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蓑2－1胎仔の骨格検査所見一異常および変異－

Groups（mg／kg）　　　　　　　Contro1　　　　20　　　　　100

No．ofdams（Fo）

No．offetusesexamined（Fl）

Abnormalities

Fusion ofvertebralcenters

Deformityofvertebralcenters

Fusion ofvertebralarches

Deformityofvertebralarches

Fusion ofsternebrae

Fusion ofribs

Wavedribs

Absenceofribs

Knobofribs

Others

Total

（％）1）

Variations

Bilobed vertebralcenters

Splitofvertebralcenters

Bifurcation ofvertebralcenters

SplitofcerviCalvertebralarches

Bifurcation ofcervical
vertebralarches

Splitoflumbarvertebralarches

Extralumbarvertebrae

Rudimentarylumbarvertebrae

Splitofsternebrae

Asymmetryofsternebrae

Accessorysternebrae

Dislocated sternebrae

Cervical ribs

Lumbar ribs

Shorteningofribs

Others

Total

（％）2）

13　　　　　　　17　　　　　　　14

114　　　　　　151　　　　　　112
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41〈10〉　　　61〈13〉　　　60◆〈13〉　　　63…〈13〉

0　〈0〉　　　0　〈0〉　　　0　〈0〉　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　0　〈0〉　　　0　〈0〉　　　0　〈0〉

44　〈12〉　　　62　〈14〉　　　63轟く13〉　　　68■書く14〉

（38．6）　　　（41．1）　　　（56．3）　　　（77．3）

く　〉：No．ofdamsinvoIvedwithcase

l）Totalfetuseswithabnormalities／No．offetusesobserved

2）Totalfetuseswithvariations／No．offetusesobserved

■：p＜0．05　●■：p＜0．01

PalmerJ）はニュージーランドホワイト種で25

～75％の出現を，また，本試験と同一Breeder

のものを用いた阿久津ら6）は65．2％の出現を報

告しており，さらに当研BackgroundDataに

おいても66．3％である。したがって，本試験に
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みられた腰肋骨の増加はEST投与のみに起因

したものとは考え難い。化骨状態については，

500mg／kg群に胎仔体重の低下と関連した化

骨遅延がみられ，高用量におけるESTの胎仔

発育に対する影響が認められた。



3．ESTの生始に及ぼす影響

表2－2　胎仔の骨格検査所見一化骨状態一

Groups（mg／kg）　　　　　　Contro1　　　　20　　　　　　100

No．ofdams（Fo）

No．offetusesexamined（Fl）

Skull

Supraoccipitalbone

Cervicothoracic vertebrae

lst cervicalcenter

2ndcervicalcenter

3rd cervicalcenter

4th cervicalcenter

5th cervicalcenter

6th cervicalcenter

7th cerviCalcenter

Sternebrae

lst sternebra

2nd sternebra

3rd sternebra

4th sternebra

5th sternebra

6th sternebra

Forelimb

lst metacarpus（rigth）

1st metacarpus（left）

2ndmetacarpus（right）

2ndmetacarpus（left）

3rd metacarpus（right）

3rd metacarpus（left）

4th metacarpus（right）

4th metacarpus（left）

5th metacarpus（right）

5th metacarpus（left）

13　　　　　　　　17　　　　　　　　14

114　　　　　　　151　　　　　　112

114〈13〉　　　151〈17〉　　　112〈14〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

112く13〉

114く13〉

113〈13〉

78〈13〉

104く13〉

103〈13〉

103〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114く13〉

151〈17〉　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　111〈14〉

149〈17〉　　　108〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　110く14〉

95〈17〉　　　　73く14〉

126〈17〉　　　　97〈14〉

128〈17〉　　　　91〈14〉

126〈17〉　　　　92く14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151く17〉　　　112〈14〉

151く17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112く14〉

151〈17〉　　　112く14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

5

　

8

1

　

8

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

87く15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88く15〉

83〈15〉

88く15〉

88く15〉

60〈13〉

79〈14〉

67■〈14〉

67■く14〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

No．ofproximalphalanges（right）5．0±0．0（114）5．0±0．1（151）5．0±0．2（112）4．9±0．4■■（88）

No．ofproximalphalanges（1eft）　5．0±0．0（114）5．0±0．1（151）5．0±0．2（112）4．9±0．4■■（88）

Hindlimb

2ndmetatarsus（right）

2ndmetatarsus（1eft）

3rdmetatarsus（right）

3rdmetatarsus（left）

4thmetatarsus（right）

4thmetatarsus（left）

5thmetatarsus（right）

5thmetatarsus（left）

No．ofproximalphalanges（right）

No．ofproximalphalanges（left）

No．ofcaudalvertebrae

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

1‾14〈Ⅰ3〉

114〈13〉

114〈13〉

114〈13〉

4．0±0．0（114）

4．0±0．0（114）

16．1±0．7（114）

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

151〈17〉　　　112〈14〉

4．0±0．0（151）3．9±0．6（112）

4．0±0．0（151）3．9±0．6●（112）

16．1±0．7（151）16．2±0．8（112）

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88〈15〉

88く15〉

88く15〉

88〈15〉

4．0±0．0（88）

4．0±0．0（88）

16．3±0．9（88）

Mean±S．D．（）：No．offetusesobserved　〈　〉：No．ofdamsinvoIvedwithcase

●：p＜0．05　■■：p＜0．01
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I E－64類縁体の開発

以上のごとく，ESTは100mg／kg以上の投

与量において胎仔の発育に影響するものと考え

られた。

結　　　論

ニュージーランドホワイト種ウサギの胚・器

官形成期にESTの0（対照），20，100および

500mg／kg／日を経口投与した。

ESTは，いずれの投与量でも母獣の一般症

状，体重および摂餌量に影響を与えないが，

500mg／kg投与量では胎仔の生存ならびに体

重，また，100mg／kg以上で胎仔の骨発育に影

響を与える。

Ⅱ．周産期および授乳期投与試験

目　　　的

ESTを妊娠ラットの周産期および授乳期に

経口投与し，母獣ならびにその産仔に及ぼす影

響について検討する。

方　　　法

1．使用動物および飼育条件

動物は，Wistar系ラット雌14過令，雄15週

令（静動協）を用いた。飼育は，木屑敷プラス

チックケージに動物を入れ，温度23±2℃，

湿度30～70％の空調動物室で固型飼料（オリ

エンタル酵母杜：MF）および殺菌水を自由に

摂取させる方法で行った。

妊娠動物を得るために，雌雄を2：1の割合

で昼夜同居させ，翌朝，膣内に精子の認められ

た雌を選び，その日を妊娠0日と定め用いた。

妊娠動物は，1群22～24匹（予試験8匹）に

分け試験に供した。

2．投与量および投与方法

予試験の結果，ESTは500mg／kg投与量

で，母獣・産仔の体重増加ならびに産仔の生存

率（42．9％）に影響を示したが，250mg／kg以下

の投与量では，産仔の出生直後の体重を一時的

に低下させる程度であった。これより，本試験

における最大投与量は320mg／kg／日が妥当と

考え，以下80および20mg／kg／日に設定した。

ESTは，5％アラビアゴム懸濁液とし，体

重100g当りlmlの割合で1日1回，胃ゾンデ

を用い強制経口投与した。なお，5％アラビア

ゴム液投与群を設け対照群とした。

22

3．投与期間

妊娠17日目から分娩後21日目までの約28

日間連続投与した。

4．検査項目および検査方法

（1）母獣（Fo）

症状は毎日観察し，体重は投与期間中は毎

日，その他は週1～2回，摂餌量は週1～2回

測定した。各群の動物は22～24匹に分け，全

例自然分娩させ，妊娠日数（精子確認日から分

娩日までの日数）および出産率（生仔出産雌数

／妊娠雌数×100）を算出した。分娩後は哺育状

態を観察し，哺育終了後は分娩後22日目に全

例屠殺剖検した。

剖検時には肉眼的観察ならびに主要臓器（心

臓，肺，肝臓，腎臓，脾臓，副腎および胸腺）

の重量測定および子宮内の着床痕数を調べた。

着床痕数は出生仔数と比較し，出生率（出生仔

数／着床痕数×100）を算出した。

（2）産仔（Fl）

出産直後に産仔数，生死，性別判定および外

表異常の有無を調べ，4日令時に1母獣当り8

匹に調整した。生後の一般状態ならびに外表分

化状態（耳介開展日，毛生日，歯芽所出日，眼

瞼閲裂日，精巣下降日および膣開口日）は毎日

観察した。体重は，生後0，4，7，14および

22日目に生存全仔について，22日日以後は1

週毎に生殖能検査に供した産仔についてのみ測

定した。また，生存率は，生後4日目（生後4

日の生仔数／出産生仔数×100）および生後22

日日（生後22日の生仔数／生後4日の調整直後

の生仔数×100）にそれぞれ算出した。

生後22日目には，行動・感覚機能および情



3．ESTの生殖に及ぼす影響

二　　　　Administration

0　　　6　　10　　15　17　19　21

二　　　Daysofgestation

（g）

50

40

30

20

10

0

012345678　1012　1416　18　20　22

Daysafterdelivery

図2　母獣（Fo）の体重変動

Administration

15　　18　　21 2　　　　7　　　　　14　　　　　　22

・←Daysofgestation・■　　二＝　　　Daysafterdelivery

図3　母獣（Fo）の摂餌塁

動性・学習能検査ならびに生殖能検査に供した

産仔を除き屠殺し，臓器の肉眼的観察および軟

Ⅹ線撮影（ソフテックス：CMB－2型）による骨

格検査を行った。剖検仔のうち，1母獣当り雌

雄各1～2匹については主要臓器（心臓，肺，

肝臓，腎臓，脾臓，胸腺および精巣）の重量を

測定した。4週令時にはFoxT），Irwin8）および

Altman9）の方法に準じ，正向，耳介，音，角膜，

光および痛覚反射ならびに平衡感覚を，また5

週令時には傾斜板装置（シナノ製作所：SN－

23



I E－64類縁体の開発

蓑3　母獣（F。）および産仔（Fl）所見

Groups（mg／kg）　　　　　Contro1　　　　　20　　　　　　　80　　　　　　　320

No．of dams（Fo）　　　　　　　　　　　22　　　　　　　22　　　　　　　22　　　　　　　24

Gestationalperiod（day）　　　　22．0±0．2（22）　22．1±0．4（22）　22．1±0．4（22）　22．1±0．3（24）

No．ofimplantation traces

Implantation traces perlitter

Delivery rate（％）1）

No．of newborns

Newborns perlitter

N0．0flive newborns

204　　　　　　　　190

9．3±2．6（22）　8．6±2．8（22）

100　　　　　　　　100

22／22　　　　　　22／22

198　　　　　　　　179

9．0±2．5（22）　8．1±2．8（22）

198　　　　　　　　178

181　　　　　　　　211

8．2±2．7（22）　8．8±2．8（24）

100　　　　　　　　100

22／22　　　　　　24／24

173　　　　　　　196

7．9±2．5（22）　8．2±2．5（24）

173　　　　　　　　193

Live newborns perlitter　　　　　9．0±2．5（22）　8．1±2．7（22）　7．9±2．5（22）　8．0±2．5（24）

Birth rate（％P）

Sex ratio

Male／Female

No．of stillborn

No．of newborns with

external anomalies

Survival rate（％）

At day　4

At day22

97．1　　　　　　　　93．7

198／204　　　　178／190

1．22　　　　　　　　1．05

109／89

0

0〈0〉

99．5

197／198

100

162／162

91／87

1

0く0〉

94．4

168／178

98．0

145／148

95．6　　　　　　　　91．5暮

173／181　　　193／211

0．59■◆　　　　　　　　0．91

64／109　　　　　92／101

0　　　　　　　　　　3

0〈0〉　　　　　　0〈0〉

100

173／173

98．0

149／152

Mean±S．D．（）：No．of animals observed　〈　〉：No．of damsinvoIved with case

l）：No．of animals delivered withlive newborns／No．of pregnant animals

2）：No．oflive newborns／No．ofimplantation traces

暮：p＜0．05　…：p＜0．01

463型）を用いて筋力を調べた。さらに，7週

令時にはSchapirolO）の方法に準じて水迷路装

置（Waterfi11edmultipleT一maZe；室町機械

製，WM－01型，水深20cm，水温23－25℃）を

用い遊泳による運動協調性ならびに学習能検

査11）を，また，8週令時には，Passive avoid－

ance response（PAR，自社製装置）による自発

運動量，情動性ならびに学習能検査を行った12）。

10過令時には，1母獣当り雌雄各1匹について

生殖能検査を行った。検査は兄妹交配を避け最

長3週間の交配を行い，その間，膣内の精子確

認により交尾成立数，交尾率（交尾動物数／同

居動物数×100）および交尾成立までの日数を

調べた。交尾成立した雌のうち約半数を交尾成

立後20日目に開腹し，子宮内状態，黄体数，着

床数，受胎率（妊娠動物数／交尾動物数×100），

生存胎仔（F2）数および胎仔の状態1）を調べた。

24

残りの雌は自然分娩させ，分娩および哺育状

態，産仔（F2）数および産仔の一般状態につい

て観察した後，分娩後21日目に屠殺し，臓器の

肉眼的観察ならびに着床痕数を調べた。

5．統計処理

実験結果については，平均値の差は卜検定，

率の差は∬2－検定を用い，いずれも危険率1％

および5％で統計学的有意性を検討した。

結　　　果

1．母獣（Fo）に及ぼす影響

（1）一般症状

いずれの投与群においても毒性症状はみられ

ず，死亡例も認められなかった。

（2）体重および摂餌量

妊娠中および分娩後の体重変動，摂餌量を図

2，3に示した。体重では，320mg／kg群にお



3．ESTの生殖に及ぼす影響

0　　4　　7　　　14　　　　22 0　　4　7　　　　14

図4－1産仔（Fl）の体重変動（離乳前）

28　　　　35　　　　42　　　　49　　　　56

22

Daysafterbirth

28　　　　35　　　　42

図4－2　産仔（Fl）の体重変動（離乳後）

49　　　　56

Daysafterbirth
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I E－64好i縁体の閲発

表4　産仔（F．）の骨格検査所見

Groups（mg／kg）　　　　　　　　Contro1　　　　20

No．ofdams（F。）

No．ofexaminedoffspring（F．）

Abnormalities

Skull

Thoracicvertebrae

Lumbarvertebrae

Sacralvertebrae

Caudal vertebrae

Sternum

Ribs

Abnormalforelimb

Abnormalhindlimb

Others

Variations

Extrathoracic vertebrae

Extralumbarvertebrae

Rudimentarylumbarvertebrae

Cervicalribs

Lumbarribs

Shorteningofribs

Accessorysternebrae

Others

No．ofcaudalvertebrae

1

　

6

2

　

7

〉

　

〉

　

〉

　

〉

0
　
0
　
0
　
0

く

　

く

　

く

　

〈

0
　
0
　
0
　
0

〉

　

〉

O

 

l

く

　

く
■
岬

O
 
l

0

0

〉

　

〉

0

　

0

く

　

く

0　〈0〉

0　く0〉

1

　

8

2

　

6

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

く

　

く

　

く

　

く

　

く

　

く

　

く

　

く

　

く

　

〈

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　く0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

26．5±1．5（76）26．4±1．6（68）

0

　

1

2

　

7

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

　

〉

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

く
　
く
　
く
　
く
　
く
　
く
　
〈
　
く
　
く
　
く

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

0

　

1

2

　

6

〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉
　
〉

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

く
　
く
　
く
　
く
　
く
　
く
　
く
　
く
・
く
　
く

0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

0　〈0〉　　　　0　く0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　く0〉

0　〈0〉　　　　0　く0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

0　〈0〉　　　　0　〈0〉

26．4±1．4（71）26．5±1．4（61）

Mean±S．D．（）：No．ofobservedanimals　〈　〉：No．ofdamsinvoIvedwithcase

＃：Deformedsternebrae（ⅠⅤ，Ⅴ）

表5　産仔（Fl）の外表分化状態

Groups（mg／kg）　　　　　　　　Contro1　　　　20　　　　　　80　　　　　　320

No．ofdams（Fo）

Detachmentofears（％）

Day　4

Appearanceofhair（％）

Day lO

Eruptionofteeth（％）

Day12

0peningofeyelids（％）

Day18

Descentoftestis（％）

Day　28

0peningofvagina（％）

Day　38

22　　　　　　　　22

99．0　　　　　　　97．6

195／197　　　165／・169

96．3　　　　　　　95．9

156／162　　　142／148

97．5　　　　　　　92．6

158／162　　　137／148

98．8　　　　　　　97．3

160／162　　　142／146

83．7　　　　　　　81．6

36／43　　　　　31／38

95．3　　　　　　　92．3

41／43　　　　　36／39

22　　　　　　　　24

98．8　　　　　　　94．1暮

171／173　　　143／152

96．7　　　　　　　92．6

147／152　　　126／136

94．0　　　　　　83．8■■

140／149　　　114／136

100．0　　　　　100．0

149／149　　　135／135

72．2　　　　　　　86．5

26／36　　　　　32／37

97．6　　　　　　　81．1

41／42　　　　　30／37

Mean±S．D．’：p＜0．05’’：p＜0．01

No．ofoffspringdeveloped／No．ofoffspringobserved
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3．ESTの生殖に及ぼす影響

表6　産仔（Fl）の行動・感覚機能検査成績

Groups（mg／kg）　　　　　　Contro1　　　　　20　　　　　　　80　　　　　　　320

Male

No．ofoffspringexamined（Fl）

Rightingrenex

Pinna renex

Tone renex

Cornealrenex

Lightrenex

Pain reRex

Equilibriumresponse

Musculartone（deg．）

Motorc0－0rdination

Spontaneousactivity

Female

21　　　　　　　　19

21　　　　　　　　19

21　　　　　　　19

21　　　　　　　　19

21　　　　　　　　19

21　　　　　　　　19

21　　　　　　　　19

21　　　　　　　　19

15　　　　　　　　18

15　　　　　　　　18

15　　　　　　　　18

15　　　　　　　　18

15　　　　　　　　18

15　　　　　　　　18

15　　　　　　　　18

15　　　　　　　　18

38．7±3．6（21）37．7±3．7（19）37．5±2．6（15）37．7±3．3（18）

19　　　　　　　　14　　　　　　　　18

19　　　　　　　　15　　　　　　　　18

No．ofoffspringexamined（Fl）　　　　　21

Rightingrenex

Pinna renex

Tonerenex

Cornealrenex

Lightrenex

Pain reflex

Equilibriumresponse

Musculartone（deg．）

Motorc0－0rdination

Spontaneousactivity

21

21

21

21

21

21

21

36．6±3．2（21）

21

21

20

20

20

20

20

20

20

20

21　　　　　　　18

21　　　　　　　18

21　　　　　　　　18

21　　　　　　　18

21　　　　　　　18

21　　　　　　　　18

21　　　　　　　　18

21　　　　　　　18

37．5±4．1（20）36．1±1．9（21）36．2±4．4（18）

20　　　　　　　　21　　　　　　　18

20　　　　　　　　21　　　　　　　18

Mean±S．D．（）：No．ofoffspringobserved

いて投与開始後4日目より増加抑制の傾向がみ

られ，分娩後2日目には有意な抑制が認められ

た。摂餌量では，体重と同様，320mg／kg群に

おいて妊娠18，21日日ならびに分娩後2，14

および22日目に有意な減少が認められた。

（3）分娩および哺育所見

母獣の分娩後の状況について表3の一部に示

した。いずれの投与群の母獣も分娩時に異常を

示さず，妊娠日数および出産率も対照群とほぼ

同程度の値であったが，産仔の生存数からみた

哺育状況では320mg／kg群に哺育低下が示さ

れた。

（4）剖検所見

分娩後22日日剖検では，肉眼的な異常は観

察されなかったが，臓器重量において，320mg

／kg群の脾臓の絶対重量，心臓の相対重量，腎

臓の相対ならびに絶対重量に有意な増加が認め

られた。

2．産仔（Fl）に及ぼす影響

（1）出生後状況

産仔の出生後の状況を表3の一部に示した。

いずれの投与群の産仔にも外表異常は観察され

ず，出生仔数も変わらなかったが，80mg／kg

群に雄性数の減少を示す性比，320mg／kg群

に出生率ならびに4日目における生存率の低下

が認められた。

（2）一般症状

いずれの投与群においても一般症状に異常は

観察されなかった。

（3）体重

産仔の体重変動を図4－1，4－2に示した。

20mg／kg群の雄の生後4，7，14および22日

目，80mg／kg群の雌雄の4および7日目にい

ずれも有意な増加がみられたが，320mg／kg
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I E－64類縁体の開発

表7　産仔（Fl）の水迷路学習検査成績

Groups（mg／kg）　　　　Contro1　　　　　　　20　　　　　　　　　80　　　　　　　　320

Male

Straightway

Time

ee
m
a
Z
T
i

mT

Female

Straightway

Time

誓1m
m
a
T

T

S－
nd
rd

1
2
3

S－
nd
rd
仙
t
h
th
th
th
th
S－
nd
rd
th
仙
t
h
th
th
th

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
2
3
4
5
6
7
8
9

S－
nd
rd

1
2
3

S－
nd
rd
th
仙
仙
仙
仙
仙
S

－
nd
rd
仙
t
h
仙
t
h
仙
t
h

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
2
3
4
5
6
7
8
9

30．5±19．5（16）

9．4±　6．8（16）

6．9±　7．5（16）

112．2±72．1（16）

56．9±72．2（16）

34．1±25．0（16）

23．3±11．8（16）

16．1±4．7（16）

11．9±1．8（16）

15．8±5．3（16）

17．1±4．8（16）

13．4±5．9（16）

14．1±11．3（16）

7．3±12．3（16）

3．4±　2．4（16）

2．8±　2．2（16）

1．1±1．3（16）

0．5±　0．8（16）

0．6±1．0（16）

0．5±　0．8（16）

0．4±　0．8（16）

41．0±33．6（15）　　25．5±21．8（14）

7．6±　3．6（15）　　9．8±　8．0（14）

6，3±4．6（15）　　5．9±　2．5（14）

90．7±59．0（15）　　66．6±39．7■（14）

60．8±60．5（15）　　40．8±19．0（14）

29．0±24．1（15）　　31．3±25．6（14）

20．2±10．7（15）　　22．5±17．0（14）

17．8±11．9（15）　16．0±　7．2（14）

11．9±3．2（15）　13．5±4．8（14）

15．1±　5．8（15）　　25．7±38．9（14）

14．5±　4．8（15）　16．2±15．7（14）

13．8±4．1（15）　12．2±4．9（14）

8．4±　3．6（15）　　8．4±　5．0（14）

7．1±5．8（15）　　6．4±3．1（14）

3．1±　2．3（15）　　4．1±　3．9（14）

2．3±　2．1（15）　　3．3±　4．3（14）

2．2±　2．9（15）　　1．8±1．6（14）

0．8±1．1（15）　　1．4±1．7（14）

0．8±1．1（15）　　1．8±3．8（14）

0．6±1．0（15）　　0．8±　2．2（14）

0．7±1．0（15）　　0．5±　0．9（14）

46．6±27．2（16）　　27．0±21．0■（15）

6．9±　3．2（16）　11．9±11．2（15）

5．4±1．5（16）　　6．9±　6．2（15）

78．6±60．4（16）　　54．9±22．3（15）

55．2±40．6（16）　　42．9±41．9（15）

32．5±24．9（16）　　33．6±33．7（15）

35．8±50．9（16）　　20．4±　8．1（15）

20．6±14．2（16）　18．6±　6．8（15）

16．8±　7．9（16）　15．6±　5．3（15）

20．2±23．1（16）　14．8±　5．8（15）

17．8±8．3（16）　　21．6±21．3（15）

15．2±　7．9（16）　15．3±　7．9（15）

10．4±　6，2（16）　　7．7±　3．7（15）

9．1±　8．2（16）　　6．7±　6．8（15）

4．6±　5．4（16）　　5．5±　6．4（15）

5．8±8．7（16）　　2．5±1．6（15）

3．5±　4．5（16）　　2．3±　2．3（15）

1．9±　2．1（16）　　1．6±1．5（15）

2．1±　4．4（16）　　0．7±1．2（15）

1．0±1．3（16）　　1．9±　2．9（15）

0．7±1．1（16）　　0．9±1．8（15）

20．4±17．0（15）

8．9±10．5（15）

4．6±1．0（15）

87．9±55．8（15）

30．2±10．8（15）

22．6±　8．1（15）

19．0±　7．1（15）

13．9±　3．7（15）

11．6±　2．6（15）

14．1±4．9（15）

14．2±　5．9（15）

12．0±　4．0（15）

10．5±　3，9（15）

3．8±　2．7（15）

3．8±1．7（15）

2．5±　2．0（15）

0．6±　0．9（15）

0．1±　0．5（15）

0．5±1．0（15）

0．3±　0．9（15）

0．5±1．2（15）

35．4±15．3（16）　　30．0±22．5（14）

9．3±　9．6（16）　　7．6±　4．2（14）

4．6±1．2（16）　　5．6±3．5（14）

73．9±41．4（16）　　64．8±32．2（14）

36．4±21．9（16）　　35．4±20．3（14）

31．6±39．6（16）　　20．4±　7．6（14）

22，5±8．7（16）　　28．9±29．4（14）

19．1±　9．2（16）　19．2±11．3（14）

16，1±8．3（16）　14．1±4．1（14）

15．5±　5．6（16）　19．3±22．9（14）

21．9±16．7（16）　14．0±4．9（14）

12．8±　4．3（16）　11．7±　3．7（14）

11．3±　5．7（16）　　8．6±3．3（14）

6．5±　5．3（16）　　6．4±　5．2（14）

4．9±7．5（16）　　3．6±2．8（14）

3．6±2．5（16）　　5．1±6．0（14）

2．8±2．7（16）　　2．8±3．0（14）

1．9±　2．0（16）　　0．9±1．2（14）

1．1±1．5（16）　　2．3±　6．3（14）

1．4±　2．4（16）　　0．6±1．0（14）

0．8±1．2（16）　　0．9±1．4（14）

Mean±S．D．（）：No．ofoffspringobserved Time：SeCOnd　■：p＜0．05
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3．ESTの生殖に及ぼす影響

蓑8　産仔（Fl）のPAR学習・情動性検杢成績

Groups（mg／kg）　　　　Contro1　　　　　　　20　　　　　　　　　80　　　　　　　　　320

Male

Exploration

Gatein

Latency（sec．）

Staytime（SeC．）

Ambulation

Rearing

Grooming

Defecation

Urination

Acquisition

Gatein

Latency（SeC．）

Staytime（SeC．）

Ambulation

Rearing

Groomlng

Defecation

Urination

Female

Exploration

Gatein

Latency（SeC．）

Staytime（SeC．）

Ambulation

Rearing

Grooming

Defecation

Urination

Acquisition

Gatein

Latency（SeC．）

Staytime（SeC．）

Ambulation

Rearing

Grooming

Defecation

Urination

2．9±　0．9（16）

59．0±36．0（16）

22．2±21．9（16）

29．9±7．2（16）

5．6±　3．4（16）

1．3±　0．7（16）

0．3±0．7（16）

0．6±1．0（16）

0．0±　0．0（16）

180．0±0．0（16）

0．0±0．0（16）

13．7±11．6（16）

3．5±　3．5（16）

0．9±1．3（16）

1．1±1．4（16）

0．9±1．2（16）

3．2±1．6（17）

36．5±13．0（17）

19．8±19．2（17）

36．8±　9．4（17）

7．2±3．2（17）

1．4±1．5（17）

0．0±0．0（17）

0．0±0．0（17）

0．0±0．0（17）

180．0±0．0（17）

0．0±　0．0（17）

18．2±12．9（17）

3．9±4．0（17）

1．1±1．2（17）

0．3±1．0（17）

0．1±　0．2（17）

3．3±1．3（15）

45．7±30．3（15）

22．2±13．9（15）

25．0±10．4（15）

6．3±3．1（15）

1．3±1．4（15）

0．2±0．6（15）

0．7±1．4（15）

0．0±　0．0（15）

180．0±　0．0（15）

0．0±　0．0（15）

12．7±10．6（15）

2．8±　2．2（15）

0．9±1．4（15）

2．1±1．4（15）

1．2±1．6（15）

3．4±1．0（15）

35．8±11．0（15）

23．6±33．2（15）

35．7±11．7（15）

6．7±　2．8（15）

0．6±1．4（15）

0．0±0．0（15）

0．0±0．0（15）

0．0±　0．0（15）

180．0±　0．0（15）

0．0±　0．0（15）

13．1±　8．6（15）

2．3±　2．2（15）

1．2±1．1（15）

0．3±0．8（15）

0．1±　0．3（15）

3．1±0．9（14）

42．3±28．2（14）

31．3±36．1（14）

29．8±11．2（14）

7．1±3．8（14）

0．9±0．9（14）

0．1±0．4（14）

0．8±1．3（14）

0．1±0．3（14）

175．4±17．1（14）

0．4±1．3（14）

11．6±8．0（14）

2．9±2．9（14）

1．1±1．2（14）

1．7±2．1（14）

1．4±1．6（14）

3．6±1．2（16）

41．2±22．7（16）

14．4±6．1（16）

36．7±9．1（16）

7．4±3．6（16）

0．6±0．7（16）

0．0±0．0（16）

0．1±0．3（16）

0．0±0．0（16）

180．0±0．0（16）

0．0±0．0（16）

18．2±13．6（16）

3．0±3．5（16）

2．1±1．2●（16）

0．3±0．6（16）

0．3±0．6（16）

3．2±0．9（14）

44．7±18．3（14）

28．5±18．9（14）

26．4±10．2（14）

6．3±3．4（14）

0．8±0．9（14）

0．1±0．4（14）

0．9±1．3（14）

0．0±0．0（14）

180．0±0．0（14）

0．0±0．0（14）

11．1±10．7（14）

2．0±3．0（14）

0．6±1．2（14）

1．1±1．6（14）

1．1±1．6（14）

3．5±0．9（14）

43．5±22．7（14）

21．9±12．2（14）

32．3±7．2（14）

7．4±3．8（14）

0．9±1．4（14）

0．0±　0．0（14）

0．0±0．0（14）

0．1±0．4（14）

172．1±20．3（14）

2．1±6．4（14）

21．6±13．2（14）

4．1±3．8（14）

1．2±1．1（14）

0．6±1．3（14）

0．4±0．7（14）

Mean±S．D．（）：No．ofoffspringobserved

群では，雌雄とも出生時より生後8週令時まで

継続した増加抑制が認められた。

（4）剖検所見

生後22日日剖検では，肉眼的な異常は観察

されなかったが，臓器重量において20mg／kg

●：p＜0．05

群の雌の肺（絶対重量），320mg／kg群の雌の

肺（相対重畳）にそれぞれ増加が認められた。

（5）骨格検査

離乳時の骨格検査結果を表4に示した。異常

骨として，対照群に胸骨の形成不全が1例観察

29



I E－64校緑体の開発

蓑9　産仔（Fl）の生殖能検査成績

Groups（mg／kg）　　　　　　　　　contro1　　　　20　　　　　　80　　　　　　320

No．ofdams（Fo）

No．ofoffspring（Fl）mated

Male

Female

Copulating

ト7days

8－14days

Over15days

Copulativerate（％）1）

Impregnating

1－7days

8－14days

Over15days

Pregnancyrate（％）2）

Durationofmating（day）

1
5
4
　
0
．
〃

1
　
　
　
　
　
9
02

19　　　　　　　　21　　　　　　　19

1

1

　

　

5

2

2

0

．

〃

2
　
2
　
　
1
　
　
　
　
9
91

8
　
3
　
3
3
．
ハ
7
4

9　　　　　　　　13　　　　　　　　14　　　　　　　　　6

3　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　　0

4　　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　0

80．0　　　　　　82．4　　　　　　84．2　　　　　　42．9

16／20　　　　14／17　　　　16／19　　　　　6／14

9．0±7．0（22）6．3±6．7（19）6．6±6．8（21）11．0±8．3（19）

Mean±S．D．（）：No．ofpairsobserved

l）：No．ofanimalscopulated／No．ofanimalsmated

2）：No．ofanimalspregnated／No．ofanimalscopulated

されたが，投与群には1例の異常も観察されな

かった。

（6）外表分化

外表分化の観察結果を表5に示した。320

mg／kg群において，耳介開展日および歯芽前

出日の遅延が認められたが，他の投与群では対

照群と変わらなかった。

（7）行動・感覚機能検査

行動・感覚機能検査の結果を表6に示した。

いずれの投与群においても，行動・感覚機能に

関する異常は認められなかった。

（8）学習能および情動性検査

水迷路装置およびPAR装置による学習検査

ならびに情動性検査の結果を表7，8に示し

た。水迷路学習検査では，直線トレーニングの

1回目において，20mg／kg群の雌に，またそ

の後の学習1回目において80mg／kg群の雄に

それぞれ所要時間の短縮がみられた以外はいず

れの投与群もほぼ対照群と同様な所要時間およ

びェラー数を示し，迷路学習にも異常は認めら

れなかった。PAR装置のフィールド内でみら
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れた自由探索行動，脱糞および排尿数などの情

動性はいずれの投与群も対照群と変わらず（学

習前），暗箱入室後の電撃刺激に対するフィー

ルド内の反応も（学習後）80m女／kg群の雌に

身づくろい回数が増加した程度であった。ま

た，学習後はいずれの投与群もフィールド内で

は潜時が延長し，暗箱への入室回数，滞在時間

も減少し，対照群と同様な学習効果が認められ

た。

（9）生殖能検査

産仔（Fl）の生殖能検査における交配成績を

表9，妊娠20日目の子宮内状態および胎仔

（F2）所見を表10に示した。いずれの投与群も

交配後の成績は対照群と変わらなかったが，

320mg／kg群に交尾率および受胎率の低下傾

向が示された。妊娠末期の子宮内状態および胎

仔（F2）の所見では，20mg／kg群に黄体数の減

少および胎仔体重の増加がみられた以外著変は

認められなかった。Flを分娩させたところ，い

ずれの投与群にも哺育異常はみられず，F2の発

育も順調であった。なお，表には示さなかった
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蓑10　胎仔（F2）所見

Groups（mg／kg）　　　　　　Contro1　　　　　　20　　　　　　　　80　　　　　　　320

No．ofdams（Fo）　　　　　　　　　　　　　8

No．ofoffspringpregnanted（Fl）　　　　8

No．ofcorporalutea　　　　　　　　　　93

Corporaluteaperlitter ll．6±1．5（8）

No．ofimplants

Implantsperlitter

Implantrate（％）1）

No．ofresoebedand dead

fetuses

Total

Resorption

Earlydeath

Middledeath

Late death

No．oflivefetuses

Fetusesperlitter

Sex ratio

Male／Female

Bodyweight（g）

Male

Female

Male＋Female

Externalanomalies

Total

67

8．4±1．8（8）

72．0

67／93

0〈0〉

0〈0〉

0〈0〉

0〈0〉

0〈0〉

67

9　　　　　　　　　2

9　　　　　　　　　　2

102　　　　　　　　　23

9．6±2．1■（7）11．3±1．1（9）11．5±0．7（2）

52　　　　　　　　　79　　　　　　　　15

7．4±3．6（7）　8．8±2，5（9）　7．5±2．1（2）

77．6

52／67
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〉
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日
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＝

‖
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1
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0

77．5　　　　　　　65．2

79／102　　　　　15／23

1〈1〉　　　　　　0〈0〉

1〈1〉　　　　　　0〈0〉

0〈0〉　　　　　0〈0〉

0〈0〉　　　　　　0〈0〉

0〈0〉　　　　　　0〈0〉

78　　　　　　　　15

8．4±1．8（8）　7．3±3．5（7）　8．7±2．6（9）　7．5±2．1（2）

1．03　　　　　　1．83　　　　　　　0．90　　　　　　1．50

34／33　　　　　　33／18　　　　　37／41　　　　　　9／6

3．28±0．18（34）3．38±0．24■（33）3．27±0．19（37）3．19±0．25（9）

2．99±0．29（33）3．18±0．22■（18）3．05±0．22（41）3．12±0．13（6）

3．14±0．28（67）3．31±0．25＊■（51）3．15±0．23（78）3．16±0．21（15）

0〈0〉　　　　　　0〈0〉　　　　　0〈0〉　　　　　0〈0〉

Mean±S．D．■：p＜0．05　＊■：p＜0．01

（）：No．ofanimalsobserved　〈　〉：No．ofdamsinvoIvedwithcase

l）：No．ofimplants／No．ofcorporalutea

が，交尾不成立動物を非投与動物と交配させた

ところ，対照群と同程度の交尾・受胎を示し

た。

考　　　察

ESTのラットにおける周産期および授乳期

投与試験を行った。

母獣（Fo）はESTの320mg／kg投与によっ

て若干の体重増加抑制，摂餌量の減少ならびに

腎重量増加を示し，この用量による毒性発現が

認められた。ここでみられた腎重量は相対・絶

対重量共増加したもので，亜急性13）ならびに慢ノ

性毒性試験14）の結果と一致し，ラットにおける

ESTの大量長期投与に共通した影響と考えら

れた。しかし，いずれの投与群の母獣も分娩状

態は正常で，出産仔数もほとんど変わらず分娩

時の影響は認められなかった。なお，出生率に

おいて，320mg／kg投与でやや低下がみられ

たが，この低下は実際観察された死産仔数に加

え胎生期死亡したものが存在していたことによ

り，着床痕数を増加させたためと推測された。

産仔（F．）の観察からは，いずれの投与群に

も外表異常例はみられなかったが，320mg／kg

投与において，出生後4日目までの生存率に低

下が認められた。さらに，この320mg／kg投

与では，産仔の体重増加が抑制され，一部の外

表分化にも発育遅延がみられ，明らかに産仔へ

の影響量と考えられた。離乳後の臓器重量，骨
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格検査，各種行動・感覚機能検査，情動性およ

び学習能の諸検査からは，投与に起因したと思

われる異常は認められなかった。また，生殖能

検査からは320mg／kg投与で交尾および受胎

率に低下傾向が示されたが，これは，受胎動物

の子宮内検査，分娩後の哺育能検査ならびに非

投与動物との再交配の結果より，生殖能検査時

までの生後発育遅延に起因したものと推測され

た。

結　　　論

Wistar系ラットの周産期および授乳期に

ESTを経口投与した。その結果，ESTは320

mg／kg投与量で母獣に軽度な毒性を示し，そ

の産仔の生存率，体重増加ならびに外表分化な

どの生後発育に影響を与えた。また、本試験に

おける無影響量は80mg／kg投与であると推測

された。
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4．ESTのinvitro染色体異常試験

大　関　正　弘＊

研究協力者　鈴　木　　　洋＊　安　井　　　一事　中　根　貞　雄■

員　　　的

ESTをCHL細胞株に与えて染色体異常誘発

の有無を検討する。

方　　　法

1．検体

ESTは直接法による測定においてはetha－

nolに，また代謝活性化法（以下，代謝法と称

す）による測定においてはdimethylsulfoxide

（DMSO）に溶解した。

陽性対照薬としては直接法では5－円uOrO－

uracil（5－FU）を，また代謝法ではdimethylL

nitrosamine（DMN）を用いた。

2．細胞株

Chinese hamsterの肺繊維芽細胞由来の株

化細胞であるCHL細胞を用いた。

3．細胞増殖抑制試験（予試験）

本試験におけるESTの最大用量を決定する

ために，以下の50％細胞増殖抑制試験を行っ

た。

CHLの凍結保存細胞を融解し，これを仔牛

血清10％を含むEagleの最小必須培養液

（minimumessentialmedium，MEM）を注いだ

底面積25cm2の培養フラスコに移し，炭酸ガ

ス恒温器中で培養した（CO25％，37℃）。細胞が

フラスコ底の全面に拡がったところで0．25％

のtrypsin溶液を用いて細胞を剥離し，遠沈し

■　大正製薬株式会社総合研究所

た後，新しい培養液で細胞を懸濁して6×103

cells／mlとし，この各2mlを10枚の3cm径

のシャーレに分注した。CO2恒温器中で3日間

培養の後，ethanolに溶解したESTを各シャ

ーレに添加した。濃度は1mg／ml（最終濃度）

を最高に，以下公比2で稀釈して全8濃度段階

とした。他に溶媒対照（1％ethanol）ならびに

無処理対照（血清を含むMEM培地のみ）をそ

れぞれ用意した。

2日間培養の後、細胞層を10％フォルマリ

ン液で固定し，0．1％crystalviolet液で染色し

た。染色されたシャーレの光透過度を単層培養

細胞密度計（モノセレーク，オリンパス光学工

業製）を用いて計測し，作図によりESTによ

る細胞増殖の50％抑制濃度を算出した。この

濃度（0．2mg／ml）を本試験における検体の最

大用量とした。

4．本試験

（1）直接法

4×103cells／mlのMEM細胞懸濁培地を調

製し，その各5mlを6cm径のシャーレ12枚

に分注し培養した。培養3日目に培養上活を捨

て，新たにEST（ethanolに溶解）を0．05，0．1

および0．2mg／mlの割合で与えた含血清

MEM培地各5mlをシャーレに加えた。他に無

処理（培地のみ），溶媒処理（1％ethanol）お

よび陽性対照（5－FU，0．00625mg／ml）の各2

シャーレを用意した。これら12枚のシャーレ

を培養し，24時間および48時間後，下記の操

作でそれぞれ染色体標本を作製した。
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培養終了の2時間前に各シャーレに5恥1（20

1Lg／ml）のCoIcemidを加えた。培養終了後，シ

ャーレに0．2％trypsin液2mlを加えて細胞を

剥離し，内容物を遠沈管に移して遠沈した

（1，000rpm，5分間）。上清を捨て，残垣に

0．075MKCl水溶液3mlを加えて37℃で13

分間静置した。これに冷即した固定液（メタノ

ール：酢酸＝3：1）を加えて全量を約5ml

とした。再び1，000rpmで5分間遠沈し，上活

を捨てて新しい固定液を加えた。以下，室温放

置10分間，遠沈・上活彙捨および固定液添加

の操作を3回反復した。最後に細胞の沈蔭に少

量の固定液を加えて適度な濃度の細胞浮遊液

（約0．5ml）とし，その2，3滴を顕微鏡用スラ

イドグラスに滴下した。一夜自然風乾した後，

pH6．8のS6rensen緩衝液で稀釈した1．5％の

Giemsa液で15分間染色して染色体標本を完

成した。

（2）代謝法

6×103cells／mlのMEM細胞懸濁培地を調

製し，その各5mlを6cm径のシャーレ12枚

に分注し培養した。培養3日目に培養上清を捨

て，新たにEST（DMSOに溶解）を0．05，0．1

および0．2mg／mlの割合で与えた仔牛血清含

有MEM培地2．5mlを各2枚のシャーレに注

いだ。同時に無処理対照（培地のみ），溶媒対照

（0．5％DMSO）および陽性対照（DMNlmg／

ml）のシャーレ各2枚を用意した。引き続きそ

れらのシャーレの各1枚にはS9mix O．5ml

を，また他の各1枚にはMEM培地0．5mlを

加え，それぞれ代謝活性化処理測定（＋S9）用，

同非処理測定（－S9）用とした。

これら12枚のシャーレを37℃で6時間培養

した後，培養液を捨て，さらにHanksの平衡

塩類溶液を用いてシャーレ内部を十分洗い，検

体（－S9測定），あるいは検体ならびにS9mix

（＋S9測定）を除去した。次いでpenicillin

lOOunits／mlおよびstreptomycinlOqFLg／ml

を含むMEM液各5mlをシャーレに注ぎ，さ

らに18時間培養を継続した。

以下，直接法と同一の操作で染色体のスライ

ド標本を作製した。
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なお，S9mixの組成は次の通りである。

S9（ラット肝磨砕物の9，000G遠沈上活，

phenobarbitalおよび5，6－benzoflavone

で酵素誘導；オリエンタル酵母工業㈱，

lot181311）：3容

20mM N－2－hydroxyethylpiperazine－

N′一2－ethanesulfonic acid（HEPES），

pH7．2：2容
40mM nicotinamide adenine dinucleo－

tidephosphate（NADP＋）：1容

50mM glucose－6－phosphate（GT6－P）：

1容

50mMMgC12：1容

330mMKCl：1容

2次蒸溜水：1容

5．観察

1処理当り100個の染色体中期分裂像を検鏡

観察した。染色体の構造的異常についてはギャ

ップ（gap），切断（break），交換（exchange），環

形成（ring），断片（fragment）およびその他

（Others）に分類した。また，染色体数の異常に

ついては倍数性異常（polyploidy）にのみ着目

した1）。

6．評価法

観察結果について対照群（特に溶媒対照）と

検体処理群を比較検討した。CHL細胞の場合，

染色体に何らかの構造的異常を有する細胞の出

現頻度は無処理あるいは溶媒対照においては

3％を越えないとされ，以下の評価基準が行わ

れている1）。
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また，倍数性異常細胞についてはその出現頬

度が10％以上の場合，陽性とされる2）。

結果および考察

結果を表1および2に示す。染色体の構造的

異常出現率は，ギャップを含む場合（TAG）と

含まない場合（TA）の両方で表示したが，以下
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表l ChromosomeaberrationtestofESTwithCHLcellline；Directmethod
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1）Dimethylsulfoxide

2）Dimethylnitrosamine

3）G：gap B：break E：exchange R：ring F：fragment O：others（pulverization，COmplexexchange，etC．）

TAG：TotalaberrantceHsincludingthegap．　TA：Totalaberrantcellsexc】udingthegap．

の考察はTAG表示に基づいて行った。ここに

みるように直接法（表1）の24時間培養におい

て，ESTの0．2mg／ml処理では染色体に構造

異常のある細胞の出現率が42％（陽性，≠）に

及んだ。0．1mg／mlおよび0．05mg／ml処理で

はそれぞれ6％（±）および2％（－）であり1

用量相関性が認められた。また，48時間培養に

おいても0．2mg／ml処理では9％（±）の構

造異常率を示した。48時間処理での構造的異常

の出現率の低下は，24時間の培養時点で染色体

異常を起こした細胞が分裂できずにその後死滅

したために48時間時点における異常出現率が

低下した可能性が考えられる3）。これに対し，陽

性対照としての5－FU O．00625mg／mlでは直

接法の24，48時間培養でそれぞれ29％（≠），

81％（叶）の構造異常細胞がみられた。この数

値は石館らの報告1）（24時間値25％，48時間値

86％）と較べて妥当なものである。

一方，代謝活性化法（表2）の場合，対照法

としての－S9測定においてはESTの0．2mg／

ml処理で9％（±）の構造異常が出現したが，

ラット肝ミクロゾームの酵素系を添加する十S

9測定においては異常の出現はなかった

（0％）。これに対し，活性化処理で染色体異常

が誘発されることが知られているDMNlmg／

mlでは＋S9測定で80％（≠）の細胞に何らか

の構造異常がみられた。この数値も文献1）上妥

当なものである（＋S9測定値73％，－S9測定

値3％）。

なお，染色体の倍数性異常に関しては陰性と
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l E－64類縁体の開発

判定された。

ESTの変異原性についてはこの他に細菌復

帰突然変異試験（Amesテスト）4），マウス骨髄

細胞小核試験5）およびマウス骨髄細胞染色体異

常試験6）をいずれも当研究所にて実施している。

既に報じたごとく，結果は全て陰性であった。

要　　　約

Chinese hamsterの肺繊維芽細胞株（CHL）

を用いてESTの染色体異常誘発性を検討した

結果，下記の成績を得た。

（1）直接法24時間測定の場合，ESTのCHL

細胞に対する50％増殖抑制濃度である0．2mg

／ml処理で染色体中期分裂像の42％に何らか

の構造異常がみられた。また，0．1mg／mlおよ

び0．05mg／mlの処理ではそれぞれ6％およ

び2％の異常率であった。

（2）代謝活性化法の場合，対照としての非活

性化測定においてはESTの0．2mg／ml処理

で9％の中期分裂像に構造異常がみられたが，

ラット肝ホモジネイト上活とその補酵素系（S9

mix）を加える活性化処理測定においては異常

像は全く認められなかった。

（3）直接法，代謝活性化法を通じてEST処

理群に染色体に対する倍数性異常の誘発は認め

られなかった。
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（4）陽性対照薬として用いた5－FUならび

にDMNによる異常誘発率は文献と対比して妥

当なものであった。

文　　　献

1）石館拡監修：染色体異常試験データ渠，リアライ

ズ杜，1983．

2）石館　払，吉川邦衛胤　祖父尼俊雄：食品添加物の

変異頂性試験成績一昭和54年度厚生省試験研究門

による第1次スクリーニングデータ（第1回），変

異原とi…j性，12，82－90，1980．

3）石館　基：培養細胞を川いる染色体異常の検出

法，組織培養，5，115－122，1979．

4）大関正弘，安井　一，後藤宏三，中根貞雄：E－64

－dの変異原性試験（Amestest），厚生省新薬開発研

究事業「微生物の二次代謝産物に山来する難病治

療薬（E－64）の閲発研究」昭和57年度研究報告書，
65－67，1983．

5）大関正弘，鈴木　汀，酒井　茂，安井　一，中根

貞雄：E－64－dの小核試験．厚生省新薬開発研究事

業「微生物の二次代謝産物に山来する難病治療薬

（E－64）の開発研究」昭和57年度研究軸告書，69－

70，1983．

6）大関正弘，安井　一，酒井　茂，鈴木　洋，中根

貞雄：ESTのマウス骨髄細胞染色体異常試験，厚

生省新薬聞発研究新薬「微生物の二次代謝物に由

来する難病治療薬（E－64）の開発研究」昭和58年

度研究報告吉，59－61．1984．



5．ESTの一般薬理作用
一筋ジストロフィーハムスターの心電図に及ぼす影響を中心として－

福　原　武　彦■

目　　　的

E－64およびその類縁体の進行性筋ジストロ

フィー症に対する治療薬としての有効性評価に

関する開発研究の一環として，58年度までにE

－64（DL体，L体），E－64－CおよびEST（Er64

－d）の呼吸，循環機能および中枢神経系の活動

に及ぼす影響ならびにE－64rcおよびESTの

諸種摘出臓器標本に及ぼす影響について薬理学

的研究を行なってきた3～7・12～14）。

本年度は，筋ジストロフィーハムスター

（UM－Ⅹ7．1）8）およびゴールデンハムスターの

心電図に及ぼすESTの影響について検喜寸し

た。さらに前年度に引き続きESTの諸種摘出

臓器標本に及ぼす影響に関する検索に加えてゴ

ールデンハムスターの胃底部および食道下部標

本に対する作用を検討した。

ヒト筋ジストロフィー症において心筋変性に

伴って起こると考えられる多様な心電図上の変

化が認められることが知られている鼠18）。一方，

その疾患モデル動物の一型と考えられる筋ジス

トロフィーハムスターの病態に関する多数の形

態学的および生化学的研究が報告されている

が・乙816），心電図について検討した報告は少な

い1・17）。ヒト筋ジストロフィー症に対する治療薬

の有効性評価に関する研究推進の基礎として，

疾患モデル動物においてヒトに応用可能な可及

的非侵聾的な薬効評価方法を確立することが必

◆　東京慈恵会医科大学第2薬理学教室

要である。本年度の研究では，UM－Ⅹ7．1系統

の筋ジストロフィーハムスターの心電図上の変

化について定員的な解析を行ない，非侵襲的か

つ機能的な方法である心電図解析法のEST薬

効評価法としての有用性について検討した。心

電図の定量的解析法にはデータ解析用com－

puterを用いてR－R間隔の変動係数および心

電図の平均加算を演算した。心電図R－R間隔

の変動係数は最近，臨床において自律神経系の

機能検査法の一つとして広く用いられている

がml），心筋に障害が生じた場合にも変化をき

たし得るので自律神経機能および心筋機能の総

合的指標とした。

Ⅰ．ESTの描出臓器標本に及ぼす影響

実験方法

本年度はゴールデンハムスターの胃底部およ

び食道下部標本について検討した。

ゴールデンハムスター（雄性，体重120～

140g）を用い，断頭，放血後に胃底部および食

道下部標本を抽出した。各摘出臓器標本を95％

酸素，5％炭酸ガスの混合ガスで飽和した

37℃のKrebs－Ringerbicarbonate液を満たし

たマグヌス装置（マグヌス管内容積57ml）に

懸垂した。張力トランスデューサー（Force

transducer，type45196A，日本電気三栄）を用

いて各標本の自発収縮および薬物または電気刺

激により誘発される収縮に対するESTの影響

を検討した。EST3mgを無水エタノール1m1
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J■ 蔦5。Lmg
図1ハムスター胃底部標本の自発収縮ならびにAChによる収縮に及ぼすESTの影響

A：EST3×10▲6g／ml，B：EST3×10▼5g／ml．C：0・1％エタノール，D：1・0％ェタノ

ールの適用による影響。E：AChlO‾6g／ml，F：EST　3×10，5g／ml前処置後のACh

lO‾6g／ml．G：1．0％エタノール前処置後のAChlO‾6g／mlによる収縮。A－Dの●は

ESTあるいはエタノールの適用時点を，E－Gの●はAChの適用時点を示す。区l右下部

の横線は時標30secを，縦線は較正500mgを示す。

イ／′「。五mg
1min

図2　ハムスター食道下部標本の自発収縮ならびにAChによる収縮に及ぼすESTの影響

A：EST3×10－6g／ml，B：EST3×10‾5g／ml，C：0．1％エタノール，D：1．0％

エタノールの適用による影響。E：AChlO‾6g／ml，F：EST3×10－5g／ml前処置後の

AChl0－6g／ml，G：1．0％エタノール前処置後のAChlO．6g／mlによる収縮。A－Dの

●はESTあるいはエタノールの適用時点を，E－Gの●はAChの適用時点を示す。図

右下部の横線は時標lminを．縦線は較正◆100mgを示す。

に溶解し，濃度3×10L3g／mlの薬液を調製し　　た。対照としてEST溶液の調製に用いた用量

た。これをさらに蒸留水で10倍に希釈し，濃度　　と同量のエタノール溶液（マグヌス管内最終濃

3×10‾4g／mlの液を得た。両溶液の適用液量を　　皮0．1％および1．0％）を適用し，その影響を検

0．57mlとして実験を行なった。したがってマ　　討した。

グヌス管（内容積57ml）内最終濃度はそれぞ

れ3×10－5g／mlまたは3×10‾6g／mlであっ
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●　　　　　　30sec－1．0g

図3　ハムスター食道下部標本の電気刺激により引き起こした収縮に及ぼすESTの影響

刺激電圧17V，刺激持続100msec，刺激頻度0．2Hzの矩形波により電場刺激を行ない，

収縮を引き起こした。A：EST3×10L6g／ml，B：EST3×10r5g／ml，C：0．1％エタ

ノール．D：1．0％ェタノールの適用による影響。A，Bの●はESTの適用時点を，C，

Dの●はエタノールの適用時点を示す。図の右下部の横線は時標30secを，右端の縦線

は校正1．0gを示す。

蓑1胃底部および食道下部摘出臓器標本に及ぼすESTの影響

EST EthanoI

N controI A B C D control

EffectofACh（10▲6g／ml）

after after

EST（B）　ethanol（D）

mean±SD mean±SD mean±SD mean±SD mean±SD mean±SD

Fundus

ventriculi

Esophagus

7　　100％　　　0　　　－1．5±2．0　　0．1±0．4　　　0　　　100％　39．9±10．8　59．4±28．3

5－6　100％　－4．1±4．9　－5．0±9．9　－4．1±7．4　－5．1±9．8　100％　73．8±23，5　96．8±22．7

●4　　100％　　99．8±7．2　55，1±8．3　95．8±3．9　52．8±6．1

A：EST3×10‾6g／ml．B：EST3×10－5g／ml，C：0．1％エタノール．D：1．0％エタノール適用例。N：例数。

mean±S・D・：平均値±標準偏差。＊電場刺激により引き起こした収縮。

結　　　果

1．ESTのハムスター摘出胃底部標本に及ぼす影響

EST3×10▲6g／mlおよび3×10L5g／mlによ

って胃底部の自発収縮に顕著な変化は認められ

なかった（図1A，B）。AChlO．6g／mlにより引

き起こした胃底部の収縮はEST　3×10‾5g／ml

により抑制されたが，対照のエタノールによっ

ても同程度抑制された（図1E，F，G）。

2．ESTのハムスター描出食道下部標本に及ぼす影

響

食道下部の自発収縮は3×10‾6g／mlおよび

3×10‾5g／mlの濃度のESTによって変化しな

かった（図2A，B）。AChlOr6g／mlにより引き

起こした食道下郡の収縮はEST　3×10‾6g／ml

により変化せず，EST3×10‾5g／mlにより抑

制されたが，対照のエタノールによっても同程

度抑制された（図2E，F，G）。EST3×10‾5g／

mlと対照の1．0％エタノールの抑制効果の間

には有意の差が認められなかった（表1）。食道

下部の電気刺激により引き起こした収縮は

EST3×10．6g／mlにより変化せず，EST3×

10‾5g／mlにより対照のエタノール適用時と同

程度抑制された（図3，表1）。
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両≠≠心1
100msec

図4　ゴールデンハムスターおよびUM－Ⅹ7．1の心電図

心電図第ⅠⅠ誘導。較正電位：100FN。時標：100msec。A：ゴールデンハムスター（17

週令）の心電図。B：UM－Ⅹ7．1（18週令）の心電図。いずれもEST非投与例。

3Mmsec

図5　UM－Ⅹ7．1の心電図R波の間隔ヒストグラム

心電図第II誘導。Computerを用いて500柏について清算した結果。縦軸：R－R間隔数，

横軸：R－R間隔（msec）。破線はEST投与前（9－10週令）のR－R間隔の平均値を示す。

A：対照群（EST非投与群）。B：EST投与群。BのI：EST投与前，BのⅠⅠ：EST

投与後4週。BのⅢⅠ：EST投与後8週。
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0　　　　　　　2 4　　　　　　6　　　　　　8

（weekS）

0　　　　　　　2 4　　　　　　6　　　　　　8

（weeks）

図6　ハムスターの心電図R－R間隔およびR－R間隔の変動係数に及ぼすESTの影響

丸印：UM－Ⅹ7．1，三角印：ゴールデンハムスター，白抜き：対照群（EST非投与群），

黒塗り：EST投与群。平均値±標準誤差。A：ハムスターの心電図R－R間隔に及ぼす

ESTの影響。縦軸：心電図（第ⅠⅠ誘導）R－R間隔（msec），横軸：EST投与後の退散

（weeks）。B：ハムスターの心電図R－R間隔の変動係数に及ぼすESTの影響。縦軸：

心電図R－R間隔の変動係数（％）。変動係数：500柏のR－R間隔の標準偏差×100／平

均値（％）。横軸：EST投与後の週数（weeks）。

Ⅲ．筋ジストロフィーハムスターの心電図に及

ぼす影響

実験方法

9週令の雌雄のゴールデンハムスター14匹

および，10週令のUM－Ⅹ7．1系の雌雄の筋ジ

ストロフィーハムスター11匹を用い，それぞ

れを2群に分け，片方を対照群とし，もう一方

をEST投与群とした。ESTを粉末飼料（日本

クレア株式会社，CE－2）に0．375％の比率に混

合し（EST300mg／kg／day相当），給餌した。

対照群には飼料のみを与えた。9～10週令で

投与を開始，17～18週令まで8週間継続投与

した。2週間毎にハムスターをベントパルビタ

ール（50mg／kg，i．p．）により麻酔した後，心電

図を標準肢誘導，第Ⅰおよび第Ⅱ誘導（図4）

によって導出し，呼吸運動曲線と共にペンレコ

ーダにより記録すると同時に磁気テープに収録

した。実験終了後，磁気テープを再生し，デー

タ解析用コンピューター（日本電気三栄，シグ
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0　　　　　　　2 ‘　　　　　　6　　　　　　　8

（woeks）

0　　　　　　　2 4　　　　　　　6　　　　　　　8

（weok＄）

図7　ハムスターの呼吸周期および体重に及ぼすESTの影響

丸印：UM－Ⅹ7・1，三角印：ゴールデンハムスター，白抜き：対照群（EST非投与群），

黒塗り：EST投与群。平均値±標準誤差。A：ハムスターの呼吸周期に及ぼすESTの

影響。縦軸：呼吸周期（msec）。横軸：EST投与後の週数（weeks）。B：ハムスターの

体重に及ぼすESTの影響。縦軸：体重（g）。横軸：EST投与後の週数（weeks）。

ナルプロセッサ7TO8および7T17）を用いて

心電図のR－R間隔とその変動係数（500区間の

R－R間隔の標準偏差×100／平均値）および呼

吸周期を算出した。また心電図波形の変化（特

にPQ間隔，QRS間隔，ST間隔およびSTレ

ベルの変化）を定量的に検討するために心電図

の平均加算（100回加算）を行なった。心電図

STレベルの変化はQを基準としてSまでの電

位差函（SがQよりも低い場合を負符号とし

た），QからST部分のピークまでの電位差百〒

および両者の和（∈汚＋Q〒）をそれぞれQおよ

びR問の電位差頭の絶対値で除した値，すな

わち∈汚／Q面，百〒／Q百および（∈汚十∈汗）／醇を
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百分率で表示した（図11）。

結　　　果

1．心電図のR－R間隔とその変動係数に及ぼすEST

の影響

EST投与前，UM－Ⅹ7．1のR－R間隔はゴー

ルデンハムスターのそれに比べ有意に（p＜

0．05）延長していた（図6A）。R－R間隔は過

令，体重増加につれて延長したが，それととも

にUM－X7．1とゴールデンハムスターのR－R

間隔の差は認められなくなった（図6A，図7

B）。EST投与前，UM－Ⅹ7．1のRTR間隔の変

動係数はゴールデンハムスターのそれに比べ小



1mmsec

図8　ハムスターの心電図の平均加算波形

Computerによって演算した心電図（第ⅠⅠ誘導）の平均加算波形（100回平均加算）。

A：ゴールデンハムスターの心電図の平均加算波形。B：UM一Ⅹ7．1の心電図の平均加算

波形。Ⅰ：EST投与前（9－10週令），ⅠⅠ：EST非投与例（17－18週令），rll：EST投与後

8週（17－18遇令）。UM－X7．1，EST非投与例（17－18週令）の平均加算心電図ではST

部分の上昇が顕著である。時標：100msec。

さい値を示した（図6B）。ESTを投与した群の

UM－Ⅹ7．1では，R－R間隔の変動係数は週令を

経るにしたがって増大し，投与開始から8週間

後，ゴールデンハムスターのR－R間隔の変動

係数と同程度となり，EST投与前に比べて有

意に大きくなった（図6B，図7B）。一方，EST

を投与していないUM－Ⅹ7．1（対照群）では，

8週間後もR－R間隔の変動係数の値は小さい

ままであり，有意な変化は認められなかった

（図6B）。ゴールデンハムスターのR－R間隔の

変動係数にはEST投与群および対照群ともに

週令および体重増加に伴う著明な変化は認めら

れなかった（図6B，図7B）。

2．筋ジストロフィーハムスターの呼吸周期および

休重

UM一Ⅹ7．1の呼吸周期はゴールデンハムスタ

ーのそれに比べ有意に（p＜0．05）延長してい

た（図7A）。呼吸周期は週令，体重増加につれ

て延長したが，8週間経過後もUM－Ⅹ7．1の呼

吸周期はゴールデンハムスターの呼吸周期より

長いままであった（図7）。10週令のUM－Ⅹ7．1

（77～98g）はEST投与直前において既に9週

令のゴールデンハムスター（123～140g）に比

べ軽量であった（図7B）。体重は各群共，EST

投与後8週間にわたり増加し続け，EST投与

群と対照群の間に有意の差は認められなかった

（図7B）。

3．ESTのハムスターの心電図波形に及ぼす影響

第Ⅱ誘導の心電図の平均加算波形上　2また

は3峰性のQRSの出現頻度はUM－Ⅹ7．1（11

例中4例）がゴールデンハムスター（13例中0

例）より有意に大であった（図9）。PQ廟隔お

よびQRS間隔についてはゴールデンハムスタ

ーおよびUM－Ⅹ7．1問，EST投与群および対

照群間で有意差は認められなかった（図10）。

しかしながら，UM－Ⅹ7．1の心電図のST部分

はゴールデンハムスターに比べ有意に短縮して

いた（図10）。EST投与群および対照群（EST

非投与群）の間でST部分の時間間隔に有意な

差は認められなおった。QおよびR問の電位差
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図9　UM－X7．1の心電図のQRS波の異常

Computerを用いて得られた心電図（第11誘導）の平均加算図（100回平均加算）。時標

：50mseco UM－Ⅹ7・1ではゴールデンハムスターに比べ，2峰性または3峰性のQRS

（QRSの多純化）の出現額度が有意に大であった。UM－X7．1（10－11週令）：36．4－

45．5％（11例中4－5例）。ゴールデンハムスター（9－10週令）：0－7．7％（13例中0－1例）。

を基準としてST部分の上昇率を計量的に評価

したところ，UM一Ⅹ7．1のST部分はゴールデ

ンハムスターのそれよりも有意に上昇していた

（図11）。EST投与開始から4週後～8週後の

期間において，ESTを投与したUM－X7．1の

ST上昇率は対照群（EST非投与群）に比べ統

計学的に有意ではないが小さくなる傾向が認め

られた。ゴールデンハムスターではEST投与

開始から8週後，STが有意に低下した。

考　　　察

Ⅰ．ESTの矯出臓器標本に及ぼす影響

今回，検討した濃度（EST3×10L6g／mlおよ

び3×10‾5g／ml）では，胃底部および食道下部

標本にESTの作用によると考えられる変化は

認められなかった。EST3×10．5g／mlによっ

て引き起こされたAChlO．6g／mlによる胃底

部ならびに食道下部の収縮の抑制および食道下

部の電気刺激によるESTの溶媒として用いた

エタノールの作用と考えられる。

Ⅲ．筋ジストロフィーハムスターの心電図に及ぼす

影響

EST投与前，UM－X7．1のR－R間隔の変動

係数はゴールデンハムスターのそれに比べ小さ
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い値を示していた。この結果は最近BIO14．6

系統のジストロフィーハムスターと正常ハムス

ター（BIO FIB）のR－R間隔の変動係数を算出

し，比較した結果と一致している15）。ESTを投

与した群のUM－Ⅹ7．1では，R－R間隔の変動

係数は次第に増大し，8週間後，EST投与前に

比べて有意に大きくなったが，ESTを投与し

ていないUM－Ⅹ7．1（対照群）では，8週間後

もR－R間隔の変動係数の値は小さいままであ

った。この結果はESTがUM－Ⅹ7．1のR－R

間隔の変動係数値を改善する作用を有すること

を示唆する。通常，呼吸周期は週令，体重増加

につれて延長する（図7）が，UM－Ⅹ7．1の体

重がEST投与直前において既にゴールデンハ

ムスターに比べ軽量であったにもかかわらず，

UM－Ⅹ7．1の呼吸周期がゴールデンハムスター

のそれに比べ延長していた事実（図7）は，呼

吸筋の変性以外にUM－Ⅹ7．1とゴールデンハ

ムスターの麻酔薬に対する感受性の差，肝代謝

酵素活性の差に起因する可能性が考えられる。

その他に呼吸筋変性とこれに伴う固有受容器の

障害が関与している可能性も考えられる。した

がって，UM－Ⅹ7．1の呼吸筋の自発性筋電図に

ついても今後，検討する必要があると思われ



5．ESTの一般薬理作用

PQintervaI QRSinterval STinterval

図10　ハムスターの心電図のPQおよびQRS間隔に及ぼすESTの影響

白色柱：対照群（EST非投与群），灰色柱：EST投与後8週。G．H．：ゴールデンハム

スター。平均値±標準偏差。N：例数。
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図11ハムスターの心電図のSTレベルに及ぼすESTの影響

白色柱：対照群（EST非投与群），灰色柱：EST投与後8週。G．H．：ゴールデンハム

スター。平均値±標準偏差。N：例数。QRの電位差を基準としてSTの上昇率を計量
的に評価した。
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る。Lossnitzerらは33～40過令のBIO8262

系統のハムスターの心電図のPQ間隔および

QRS間隔が対照の正常ハムスターのそれに比

べて有意に延長していることを報告してい

る17）。今回検討した17週令のUM一Ⅹ7．1のPQ

間隔およびQRS間隔とゴールデンハムスター

のそれとの間に有意の差が認められなかった

（図10）が，この差は週令数の差が一因と考えら

れる。UM－Ⅹ7．1群において2峰性のQRS波

など心室内伝導障害の存在を示す所見の出現頻

度がゴールデンハムスターに比べ高いので，さ

らに観察を続けることにより，UM－Ⅹ7．1の心

電図においてもPQおよびQRS間隔の延長が

認められる可能性がある。UM一Ⅹ7．1とゴール

デンハムスターの心電図の平均加算波形を比較

すると，UM－Ⅹ7．1ではST部分の有意な短縮

（図10）と顕著な上昇（図11）をきたしている

ことが判明した。この心電図上の変化は傷害心

筋細胞および問質液中における局所性のカルシ

ウムおよびカリウムなどの電解質の変化に起因

する可能性もあろう。EST投与後のUMTX7．

1でR－R間隔の変動係数が有意に大きくなり，

また統計学的に有意ではないがSTの上昇が抑

制される傾向が認められたことはヒトおよびモ

デル動物におけるESTの薬効評価の一方法と

して心電図の定量的解析法が有用となる可能性

を示唆している。このためには今後さらに長期

間にわたりESTの効果について検討する必要

があると考えられる。

要　　　約

1．今回，検討した濃度では，胃底部および

食道下部標本にESTの作用によると考えられ

る変化は認められなかった。

2．UM－Ⅹ7．1と正常のゴールデンハムスタ

ーの心電図所見を比較すると，UM－Ⅹ7．1では

心電図R－R間隔の変動係数および平均加算し

た心電図波形，特にQRS波形およびST部分

に変化をきたしていることが判明した。

3．EST投与群でR－R間隔の変動係数が大

きくなり，統計学的に有意ではないがSTの上

昇が抑制される傾向が認められたことはEST
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の薬効評価においても心電図所見が有用である・

可能性を示唆する。
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6．カルシウム依存性中性プロテアーゼ（CANP）

の構造と活性発現機構

今　堀　和　友＊

研究協力者　川　島　誠　一＊　猪　股　光　司＊　中　村　　　愛＊

林　　　昌　美＊　笠　井　陽　子★

はじめに

筋ジストロフィーや心筋梗塞における筋肉壊

死は最終的には筋細胞内プロテアーゼによる筋

原繊維の崩壊によるものと思られる。その元凶

と目される細胞内プロテアーゼにカルシウム依

存性中性プロテアーゼ（CANP）がある。実際こ

れらの筋疾患において，CANPを活性化するカ

ルシウムイオン濃度の上昇やCANP総活性の

増大が観察されている。また，筋タンパク質の

分解パターンもCANPによるものと類似して

いる。しかし，CANPにはカルシウム感受性の

異なる　2種類のCANP b－｛ANPとm－

CANP）が存在し，一方ではCANPを特異的に

阻害する内在性インヒビターも共存する。した

がって，CANPの活性は少なくともカルシウム

イオンと内在性インヒビターにより二重の制御

を受ける複雑なものであり，CANPの作用を明

らかにするためには先ず各CANPの活性調節

機構を解明する必要がある。そこで，ウサギ骨

格筋よりFL－CANP，m一一CANPおよび内在性イ

ンヒビターを均一にまで精製し，CANPがどの

ようにしてカルシウムイオンで活性化され，ど

のようにして内在性インヒビターで阻害される

かを分子レベルで検討している。昨年度は〃一

CANPとm－CANPの酵素学的性質とタンパ

ク化学的性質を明らかにし，両CANPは質的

に異なる酵素であるとの結論に達した。したが
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って，これらのCANPは，細胞内での存在部位

や果たしている機能も異なる可能性が強くなっ

た。本年度は筋原繊維タンパク質などに対する

両CANPの作用およびCANPインヒビターの

性質について検討した。

結　　　果

1．天然基質に対するCANPの作用

CANPの内在性基質と考えられる骨格筋筋

原繊維タンパク質，赤血球膜タンパク質および

細胞骨格タンパク質であるビメンチンに対し

P－CANPおよびm－CANPを作用させ，分解さ

れる成分，分解速度，分解産物を調べた。筋原

繊維ではミオシンおよびアクチンが（図1），赤

血球膜ではスペクトリンおよびバンド3が分解

を受けた。いずれの場合も切断速度は〟－CANP

の方がm－CANPより高い。ビメンチンはこれ

らのタンパク質よりさらに速やかに分解され，

CANPの良い基質であることが判明した。生じ

る分解産物は両CANPで異なり，基質特異性

の差が認められた。

2．CANPの自己消化

CANPによる基質の分解に際し，常に

CANP自身の自己消化が起こっていた（図2）。

特にIL－｛ANPの場合，80Kサブユニットは79

Kから77Kを経て76Kへと限定的に自己消化

を受ける。76Kへ変換してもさらに基質の分解

は進み，この分子種にプロテアーゼ活性が存在

することを示唆している。m－CANPの場合は

このような限定的自己消化は起こらず，80Kサ
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□　酵素・細胞・組織レベルにおける研究
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図1iL－CANPおよびm－CANPによるウサギ骨格筋筋原繊維タンパク質の分解
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図2　ビメンチンの分解に伴うCANPの自己消化



6．カルシウム依榊／HJlr／lIプロテアーゼ（CANP）の構造と活性発現機構

Substrateけ）（Ca‥250州，4ユC）Substratoト）
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図3　〟－CANPのrI己消化における基質の影響

プニットの消失と共にプロテアーゼ活性は減少

する。いずれのCANPの場合も30Kサブユニ

ットは反応の初期段階で速やかに分解される。

FL－CANPにおける限定的自己消化が単にタン

パク質加水分解に伴う副次的なものか，あるい

はFL－CANPの活性化に必要な意味ある過程か

を検討した。FL－CANPを優れた基質であるビメ

ンチンの存在下および非存在下で自己消化させ

ると，76Kへの変換速度はいずれの場合も同じ

であった（図3）。このことは，自己消化は

CANP分子内で起こる反応であり，CANPが

基質を分解する反応とは別個の過程であること

を示唆する。一万，76Kがさらに分解される過

程は基質により阻害され，基質の分解と同じ機

構によるものと思われる。自己消化により調製

した76K分子を含む〟－CANP（76Kp－CANP）

は元のP－CANP（79Kp－CANP）とはぼ同程度

のプロテアーゼ活性を有し，そのカルシウム感

受性は高まっていた（図4）。以上の結果より，

天然の79K FL－CANPは不活性型であり分子内

での限定的自己消化により76Kp－CANPに変

換されて初めてプロテアーゼ活性を発現すると

いう活性化モデルを提出した。しかし，79K〟－

CANPが不活性であることの実証は難しく，

CANPの阻害剤であるE－64，ロイペプチン，

モノヨード酢酸などはいずれも自己消化反応と

基質の分解反応とを同時に阻害した。

3．内在性CANPインヒビターの精製とその性質

CANPインヒビターは種々の動物組織につ

いて報告があるが，その性質，特に分子量に関

しては多くの矛盾がある。その原因としてイン

ヒビターの調製方法が考えられる。そこでウサ

ギ骨格筋より種々の方法でインヒビターを部分

精製し，その分子量を測定した。粗抽出液を

DE－52，フェルセファロースなどのカラムクロ

マトグラフィーで部分精製した標品をゲルろ過

で分別すると低分子量の主成分と高分子領域へ

至る広汎な分子量を有する成分とから成ってい

た。一方，インヒビターの特性を利用して粗抽

出液を酸処理・熱処理して得た標品は高分子量

の主成分と低分子量の微量成分を含んでいた。

これらの高分子インヒビターと低分子インヒビ

ターは再クロマトグラフィーでもその溶出位置

は変らず，単なる解離・会合により生ずるもの

ではない。さらに，SDS存在下でゲル電気泳動

を行うと，低分子型標品では分子量2～3万に，
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