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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てから第6年度（昭和59年度）を迎え，これを

終了した．

本年度（昭和59年度）は前年度までの研究に引き続き，ロイペプチソ・べ

スダチソ，ホルフェニシノール，アルファメニソ，ホルフェニシソなどにつき

活発な基礎研究を行うとともに，ロイペプチソ，べスタチソおよびホルフェニ

シノールの臨床研究を行い，とくにべスタチソについてはSingleblindcross

over法による臨床試験が試みられた・

昭和54年から昭和59年度にわたり施行された筋ジストロフィー症に対す

る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などの広範囲な基礎的研究に注目すべき成果が得

られ，また臨床研究において小児患者にベスダチソ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・これは剖目すべき成果ということが

できる．かくして，昭和60年度にはべスタチソの無作為化比較試験およびホ

ルフェニシノールの臨床試験が行われることになった・難病治療薬開発という

使命を担った本班は，各班員の努力により，筋ジストロフィー症に対する治療

薬開発の門を拓いたということができる・

なお，べスタチソの無作為化比較試験とホルフェニシノールの臨床研究が本

班を縮少して継続されることになったが，極めて適切なことである・ここに，

本研究を重要課題としてとりあげられた厚生省薬務局ならびに班員各位に感謝

する次第である．

昭和60年3月

班　長　梅　沢　浜　夫
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微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬

（ロイペプチン）の開発研究

主任研究者　梅

梅沢浜夫らは微生物がつくる低分子の酵素阻害

物質という新しい研究領域を開拓し，薬理活性を

有する50以上の阻害物質を発見し，世界の注目

を集めている．

これらの阻害物質の一つであるロイべプチソが，

筋ジストロフィーマウスの発症および症状の進行

を阻止することを米国ニューヨーク州立大学の

Stracber博士が発見した．ロイペプチソは筋蛋白

の崩壊に関与するセリソ・チオールプロティナー

ゼを阻害するため，試みられたわけである．

かくして，ロイペプチソについては外国で臨床

研究が計画され，本班の設立とともに，ロイべプ

チソの毒性試験を含む前臨床研究を詳細に行い，

安全な経口投与量を設定した．

一方，梅沢らは細胞膜に結合する微生物代謝産

物の研究を始め，べスタチソ，ホルフェニシンな

どを発見した．

すなわち，細胞膜に存在することを明らかにし

たアミノペプチダーゼ，アルカリホスファクーゼ，

ェステラーゼなどに対する阻害物質を土壌放線菌

中に探索し，上記阻害物質を発見したわけである．

なお，ホルフェニシンは経口投与では分解するの

で，より安定なホルフェニシノールが詳しく研究

された．

松下班員によってベスタチソ，ホルフェニシノ

ールが筋ジストロフィーマウスの発症および症状

の進行阻止に効果があることが確認された．青柳

班員が筋ジストロフィーマウスにベスタチソ，ホ

沢　浜　夫

ルフェニシンを連続投与し，経時的に筋肉内の酵

素網の動態を調べた結果，アミノペプチターゼを

含む水解酵素活性が抑制されているという発見で

も支持された．

ベスタテンは癌治療の目的で詳細な前臨床試験

が行われていたが，Duchenne型患者は小児であ

るので，さらに前臨床試験を行い臨床研究が始め

られた．臨床研究においては，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

かに細胞膜に作用する酵素阻害物質を投与するこ

とにより，治療効果を期待できる可能性が示唆さ

れた．筋ジストロフィー症の治療に大きな光を与

えたということができた．ベスタチソについては，

なお投与量，投与方法などを検討し効果を確かめ

るには最低3年の研究が必要である．また，ホル

フェニシノールなどの研究も行うべきであると考

える．

本研究班はロイペプチソおよびベスタチソなど

の筋ジストロフィー症に対する治療効果を研究す

るため，6年間にわたり生化学的研究，薬理学的

研究，生理学的研究，病理学的研究，製剤学的研

究，前臨床研究ならびに臨床研究を行い，治療薬

の早期開発を目的としたが，その一端を完成した

と考える．

各分担研究者により施行された研究は次のとお

りである．

1）村地　孝（京都大学医学部）：－ロイペプ
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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HPLC

によるクーヒドロキシべスタチソとホルフェニシ

ノールの高感度定量法

3）青柳高明（微生物化学研究所）：一酵素網

の動的平衡におよはすべスタチソの効果

4）岩崎祐三（東北大学医学部）：一急性脊髄

損傷に対するロイペプテンの効果

5）大塚正徳（東京医科歯科大学医学部）：－

ロイペプテンの薬理学的研究

6）高木昭夫（虎の門病院）：－ジストロフィ

ー筋よりのCK遊離に対する各種薬剤の影響

7）埜中征哉（国立武蔵療養所神経センター）：

－mdxマウスに対するロイペプチン，べスタチ

ソの投与成績

8）．丸山工作（千葉大学理学部）；－鶏ジスト

LPフィ十筋における新生児型構造蛋白の出現

．9）松下　宏（和歌山県立医科大学）：一筋ジ

ネトロフィーマウスに対する高濃度べスタチソお

よびアルファメニソB投与の効果

．10）野村達次（実験動物中央研究所）：－体外

受精法により作成したC57BL－dy／dyマウスに

対するベスタテンおよびロイペプチソ投与の影響

‾11）村上慶郎（国立療養所箱根病院）：－ベス

タチソの長期投与を中心として

▼12）三吉野産治（国立療養所西別府病院）：－

DMD患者に対するべスタチソ服用の臨床的検討

について

・13）福山幸夫一（東京女子医科大学）：－Duch－

enne型進行性筋ジストロフィー（DMP）症に対

するべスタチンの使用経験一臨床的立場から－

．14）木下英男（東京大学医学部）：－運動負荷

後の血清CK上昇に対するベスタチソ投与の影響

15）祖父江逸郎（国立療養所中央病院）：－

Duchenne型筋ジストロフィー患者に対するべス

タチソの影響

16）里吉栄二郎（国立武蔵療養所神経センタ

ー）：－各種筋ジス．トロフィ，－症に対するベスタ

チソ長期投与後の臨床経過

17）松本郁男（万有製薬搾式会社）：－ホルフ

ェニシノールめ体内動態研究

18）、田中　亘・滝田智久（日本化薬株式会

社）：－ロイペプチソおよびベスタチソの難病治

療薬としての開発研究

次に上記各斑点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

村地班員はロイペプチンによって特異的阻害を

受ける酵素としてカルパインを選び，その諸性質

に，特に触媒作用特性および組織分布に関する研

究を行った．

低Ca2十要求性カルパインⅠはブタ赤血球より，

また，高Ca2＋要求性カルノミインⅡはブタ腎臓よ

りそれぞれ均質標品として精製した．

（1）カルパインⅠおよびⅡの触媒作用特性

数種オリゴペプチドの加水分解作用点を比較し

た結果，両酵素ともに，Pl位置にはメチオニン，

チロシソ，リジン，またはアルギニソのようなか

さ高い残基を，そしてP之にはロイアンまたはバ

リソ残基を特に好む特性のあることが知られた．

さらにSucTLeu－Met－MCA始め数種のメチルク

マリルアミド基質を合成し，それらを用いた蛍光

測定法によってgm，点…値を計測することがで

きた．また，合成基質を用いて，ロイペプチンお

よびアンチパインのカル／くイン阻害作用が明瞭な

競争阻害であること，また，－ロイペプテンのほう

が3分の1ないし4分の1小さいKIを示すこと

を明らかにした．

（2）カルパインⅠおよびⅡの免疫組織学的分

布

それぞれの酵素の80kDaサブユニットを免疫

原として特異抗体を作製し，・これによって両酵素

の各組織細胞における分布を明らかにすることが

できた．ベルオキシダ」ゼまたは蛍光標識抗体に

よる検索の結果では，ブタまたはラット肝，腎．
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筋肉，小腸等におけるカルパインⅠとⅡの分布に

は大差のないこと，いずれの組織でもカルパイン

は実質細胞の細胞質にdiffuseに分布しているこ

とが知られた．

2．蛍光HPLCによるp一ヒドロキシベスタチ

ンとホルフェ二シノールの高感度定量法

大倉班員は血清中からペスタチソの主代謝物で

あるクーヒドロキシべスタチソを，また血簗およ

び赤血球からホルフェニシノールを，それぞれ蛍

光HPLCにより高感度で定量する方法を確立し

た．

1）プレカラム蛍光誘導体化による血清クーヒ

ドロキシべスタチソのHPLC定量法：べスタチ

ン（Best）の主代謝物であるクーヒドロキシべスタ

チソ（クーOH Best）の選択的蛍光誘導体化条件を

検討し，そのHPLC定量法を開発した．血清

200mgを試料とし，過塩素酸で除蛋白後，CHC18

存在下KOH溶液中70〇Cで8分間加熱し，クーOH

Bestのフェノール性水酸基のオルト位にホルミ

ル基を導入した．直ちに，その反応液を酢酸酸性

（pH3．3）に導き，アルデヒドの蛍光試薬DDB

を加え，H202存在下700Cで10分間加熱するこ

とによって，クーOH Bestの蛍光体を得た．この

蛍光体は，TSKgelODS－120Tカラムおよびア

セトニトリルと50mM酢酸Na・HCl緩衝液（pH

2．2）（9：41，Ⅴ／v）からなる溶離液を用いたHPLC

によって分離，蛍光検出された．このHPLCに

よって，Bestを経口授与した健常人および筋ジス

トロフィー患者血清中のその代謝液クーOH Best

を定量した．クーOHBestの蛍光体は保持時間5．5

分に，妨害血清成分は32分以内にそれぞれ分離

溶出する．♪一OH Bestの検出下限は，血清中62

PmOl（20ng）／mlである．

2）自然蛍光検出による血祭および赤血球ホル

フェニシノールのHPLC定量法：ホルフェニシ

ノール（Fcnol）が発蛍光性であることを兄い出

し，この自然蛍光を検出するFcnolのHPLC定

量法を開発した．血柴100／上Jおよび赤血球50／JJ

中のFcnolは，アセトニトリルで除蛋白後，直ち

に，Unisil／NH℡カラムおよびアセトニトリルと

75mMクエン酸塩緩衝液（pH3．5）（3：1，Ⅴ／v）

からなる溶難波を用いたHPLCによって分離，

蛍光検出された．この方法によって，血奨および

赤血球にそれぞれ65pmol（13ng）／mJおよび

160pmol（32ng）／ml以上の濃度で存在する

Fcnolを，12分以内に妨害物質と分離し，定量

した．この方法は，58年度に提出したFcnolの

蛍光誘導体化HPLCよりも，前処理が極めて簡

便でかつ15倍はど感度も高い．

3．酵素網の動的平衡におよぽすべスタチンの

効果

青柳班員はべスタチソの作用枚序を明らかにす

るために，べスタチソにより誘起される臓器内お

よび血清中の酵素網の動態について研究を行った．

べスタチソほICRマウスに30　日間連続授与

し，経時的に屠殺した臓器内の酵素網の動態なら

びにべスタチソを筋ジストロフィー患者に連続授

与した前後の血清中における酵素網の動態につい

て検討した．

べスタチソ〔（2S，3R）AHPA－（S）－Leu〕投

与群のマウス碑，腎で特徴的な変化が認められ，

一定な律動性を有する酵素活性の振動が認められ

た．一方不活性体〔（2R，3R）AHPA－（S）－Leu〕

ではランダムな振動を示すだけであった．この結

果はべスタチソが生体内の酵素網にシンクロナイ

ズ効果を与え，細胞機能の変化を誘起したことを

示唆する．

また，患者血清中における酵素網の動態はべス

タチソ投与群では，アミノペプチダーゼA（AP－

A），AP－B，カルポキシペプチダーゼB（CP－B），

アルカリホスファクーゼ，エステラーゼ活性が有

意に低下することを兄い出した．有意な変化を示

さない酵素においても，投与群と非投与群で異な

った振動が見られた．多変量解析により，この変

・一一15　－〔・



動を検討した結果，べスタチソほヒト体内の酵素

網にシンクロナイズ効果を与え，マウス臓器にお

ける知見と煩似した結果を得た．

ベスタチソは細胞膜に作用するとともに，オリ

ゴペプチドの代謝に影響を与え，また間接的に蛋

白代謝全般に効果をおよはし，免疫担当細胞を含

む細胞機能に変化をひき起すと考えられる．また

筋ジストロフィー患者血清中の加水分解酵素活性

にも，明らかな変動を与えるので，今後症例を増

やして検討する必要があると考える．

4．急性背髄損傷に対するロイベプテンの効果

岩崎班員は急性脊髄損傷に対するロイペプチン

の効果に関する研究を行った．

筋組織のみならず，中枢神経組織の損傷に対す

る蛋白分解酵素阻害剤の効果を検討してきたが，

今回は，急性脊髄損傷でみられる軸索の変性がロ

イペプチンの投与により有意に抑制し得ることを

実験的に証明し得たので報告する．

脊髄伝達路を構成する軸索の主要な細胞骨格系

の一つであるNeurofi1amentが脊髄損傷に際し

高度に破壊されること，また，この破壊にはカル

シウム依存性プロテアーゼの関与が大きいことが

示唆されている．

脊髄損傷に対する薬物療法の効果判定の困難性

はしばしば指摘されている．われわれは，軸索終

末の初期変性をFink－Heimer法により組織化学

的にとらえ，これを自動画像解析装置により計測，

脊髄損傷に伴う軸索変化の程度を定量的に表現す

る方法を新たに開発し，この実験系を用いてロイ

ペプチソの薬効を判定した．

成熟ラットの第9，10胸椎の推弓を切除，脊髄

を一定圧で30秒間圧迫することにより脊髄損傷

を作製，これに伴う脊髄下行路の変性を検索する

ため，術後7日目に第6腰髄のFink－Heimer染

色を行い，RexedのLamina VIIIにおいて変性

軸索終末の占める面積をルーゼックス5000画像

解析装置により計測した．実験群にはロイべプチ

ソ25mg／kgを手術当日より1日2回連続投与し

た（3日日以降，半量に減量）．単位面積（5．174

×10‾2mm2）当りの変性軸索の占める割合は，対

照群（7匹）の28．4±0．77％（mean±S．E．）に

対し投与群（10匹）では23．6±0．40％で，投与

群で有意（♪＜0．001）に減少していた．

5．ロイベプチンの薬理学的研究

大塚班員はロイペプテンの薬理学的研究を行っ

た．

1）ロイペプチソの平滑筋に対する作用

a）ネコの大腿動脈ラセソ状条片標本にノル

アドレナリンを投与し，収縮力がプラトーに達し

た後，100～400／唱／mJのロイペプチンを加えたと

ころ，最大35％に達する収縮力の減少が認めら

れた．

b）モルモットの気管ラセソ状粂片標本にお

いて200／堵／mJのロイペプチンは，アセチルコリ

ンによる収縮を増強した．

2）交感神経節に対する作用

昨年度，副交感神経節においてロイペプチソが

アセチルコリンの速い脱分極作用を抑制し，それ

に続く遅い時間経過の脱分極を増強することを報

告した．本年度はモルモット下腸間膜動脈神経節

において実験を行った．神経節細胞から細胞内記

録を行い，アセチルコリンを圧パレスにより適用

すると速い時間経過の脱分極と，これに続く遅い

時間経過の脱分極とが発生した．括抗薬を用いた

分析によって，前者はニコチン作用，後者はムス

カリン作用であることが分かった．ロイペプチソ

はアセチルコリンのニコチン作用を抑え，ムスカ

リソ作用の時間経過を延長させた．

3）摘出脳幹一脊髄一肺標本に対する作用

新生ラットの摘出脳幹一脊鉱一肺標本を用いて実

験を行った．空気を気管から入れて肺を拡張させ

ると一経過に呼吸の抑制が起った．この反射性呼

吸抑制はロイペプチソ200／堵／mJを脳幹側に与え

ても，また肺側に濯流適用しても影響を受けなか
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った．

4）脊髄運動ニューロンに対するべスタチソの

効果

ラットの脊髄運動ニューロンから細胞内記録を

行い，ベスタチソ20mg／kgを腹腔内に与えた．

Ia群線経の刺激によって内側排腹筋運動ニューロ

ンに発生する興奮性シナプス後電位は軽度に増大

した．

6．ジストロフィー筋よりのCK遊離に対する

各種薬剤の影響

高木班員はMDXマウスを用いて，長址伸筋

（EDL）からCKの遊離を，各種薬剤をin vivo

（慢性）に授与して，CK遊離に対する影響を検討

した．

ハムスターは筋ジス（BlO14．1）と対照（BlO

FIB）を使用した．MDXマウスと対照（C57Bl）

を使用した．実験法は既報（BiomedRes5：311，

1984）によった．還流液に混じ直接効果を検討し

た薬剤はLeupeptin，Bestatin，Pepstatin，me－

nadione，dantrolene，diamoxである．また1eu－

peptinとpepstatinを4～6週腹腔内に授与して

慢性的効果を検討した・1側下腿筋の形態的検討

を行った．

1Hz単収縮反復中のCK遊離速度（∫〝びわro）

は，対照マウス1．4±0．8（U／g／hr，刀＝16），MDX

マウス36．0±25．8（乃＝28，ク＜0．001）であった・

1eupeptinとpepstatinを腹腔内授与したMDX

では35．6±16．4（乃＝12）であり，未処理のものと

差は認めなかった．

Eestatin，leupeplin，PepStatin，dantrolene，

menadione，diamoxの直接投与はいずれも　CK

遊離に影響を与えなかった．1eupeptinとpeps－

tatin投与は形態的指標に対して影響を与えなか

った．

今回使用した実験系において，CK遊離の撥序

として筋膜を通しての漏出が推定されている．し

かしまだ確実ではない．ジストロフィー筋に特長

的であり，1指標として考えられた．この現象に

影響を及ぼす薬剤は発見されなかった．

7．mdxマウスに対するロイぺプチン，ぺス

タチンの投与成績

埜中鱒員はⅩ染色体性劣性遺伝をとる筋ジスト

ロフィー（mdx）マウスの筋病変に対するプロテ

アーゼイソヒビターの効果について研究を行った．

まずmdxマウスの臨床，病理学的特徴を明ら

かにするため，生後0，5，10，15，20，30，60，

90，120日目にmdxマウスとその対照（C57BL／

10ScSn）マウス各々5匹ずつにつき金網よじ登

り試験，体重測定を行い，ヒラメ筋（赤筋），長指

伸筋，前脛骨筋（自筋）を採取し病理学的検索を

行った．治療の対象としたのはmdxマウス11匹

で生後3日目よりロイペプチソ10mg／kgとべス

タチソ10mg／kgを30日間連日皮下注射し，その

効果をみた．同腹の16匹を対照とした．

mdxマウスには生後10日目まで壊死線経はみ

られず，筋線経の発育，分化は対照と何ら変らな

かったが，15～20日日頃より壊死線経が群をなし

て出現し，壊死に続く再生線経をみるようになっ

た．再生線経は中心核と塩基好性の胞体で特徴づ

けられていて，30日目には中心核線経はいずれの

筋でも筋線経の約40％を占めた．

治療群マウスでは外見的に非治療群と差はなく，

1月治療後の体重は14．5±2．9g（対照：14．2±

3．0）であり，CK値は5．100±2．800IU（4．700±

1．980）で有意の差はなかった．病理学的にみる

と治療群にも筋線経の壊死と再生像はほぼ等しく

存在し，筋線経の平均径は30．1±5．0／上（対照：

3．02±4．1）と有意差なく，また中心核線経の頻

度も43．6±9．7％（37．3±9．5）と両者間に差は認

められなかった．

mdxマウスに対して筋線経の壊死出現（発症）

以前よりロイペプチソ，べスタチソを投与したが，

壊死過程の抑制効果は認められなかった．
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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－ぺスタチン投与と除神経

の影響－

丸山班員は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を筋ジストロフィー症の発症

の指標として，べスタチソの効果について研究を

行った．

筋構造蛋白質には異なる分子桂が存在し，その

発現は胚から新生児，親への成長過程で著しく変

化する．また，鶏のジストロフィー筋では，新生

児期を特散づける蛋白質（遅筋型C蛋白質，βト

ロポミオシンなど）が発現されること，および除

神経筋でも同様の変化が起ることがすでに兄い出

された．本研究では，これらの新生児型蛋白質の

出現を筋ジストロフィー症の発症の指標として，

薬剤（べスタテン）投与が筋ジストロフィー症に

対してどのような効果をもつかを検討した．前年

度，ふ化直後から1カ月齢までべスタチンを継続

投与した時，筋ジストロフィー鶏胸筋における遅

筋塾C蛋白質を含む細胞の出現が抑制される傾向

にあるという予備的結果を得た．本年度は，発症

が顕著となる3か月齢までベスタチソを継続投与

した時の効果を，主として遅筋型C蛋白質の発見

の面から検定した．ペスタチンは微化研青柳博士

からご供与いただき1～2週齢の期間は5mg／kg，

それ以降は10mg／kgを連日皮下に投与した．3

月齢の鶏胸筋の凍結切片にC蛋白質に対する抗体

を作用させて免疫組織化学的に調べた結果，正常

鶏ではこの月齢では全く遅筋型C蛋白質は検出さ

れないが，筋ジストロフィー鶏（無処理または生

理食塩水投与）ではかなり多くの細胞（雄では

15～50％の細胞）に遅筋型C蛋白質，さらに少

数の小型細胞に心筋型C蛋白質も検出された．遅

筋型C蛋白質の出現は明らかに雌より雄に多く，

筋ジストロフィー症は雄に顕著であることを示唆

した．ベスタチソ投与された鶏では，対照鶏より

やゝ遅筋型C蛋白質をもつ細胞の出現率が低い傾

向があるが，遅筋型C蛋白質の出現を阻止するこ

とはできなかった．βトロポミオシンの出現や運

動槙能の検定（フリップテスト）の結果も，遅筋

C蛋白質を指標とした結果と同じ傾向であった．

前年度の結果と合わせ考えると，今回のべスタチ

ソ投与方法では，鶏筋ジストロフィーの発症をや

や遅延させるものの，発症を抑えることはできな

いと思われる．

9・筋ジストロフィーマウスに対する高濃度ペ

スタチンおよびアルファメ二ンB投与の効

果

松下班員は筋ジストロフィーマウスに対するべ

スタテンおよびアルファメニソBの効果を，投与

量ならびに投与時期などについて研究を行った．

筋ジスマウスに発症初期から投与を開始するこ

とによって回復効果があることが認められている

べスタチソを，従来の5倍（2mg／day）および10

倍（4mg／day）の投与量で，症状のかなり進行し

ている1か月齢の筋ジスマウスに短期間投与し，

症状進行を抑制する効果の有無を検討する実験を

行った．その結果，4週間および6週間の投与で

は血清中のマーカー酵素（PK，CPK）活性は著

しく低下し，骨格筋中のマーカー酵素（P！（，CPK，

GOT，GPTなど）はいずれも有意に増加してい

た．また骨格筋中のAlkaline proteaseおよび

Neutralproteaseは共に有意に活性低下を示して

いた．さらにその間の体重変化を見ると，投与開

始から1週間位の間に急敦に体重が増加するのが

認められたが，その後は対照マウスと同様にゆる

やかな減少傾向を示した．これらの結果から，す

でに症状の進行している筋ジスマウスに対しても

高濃度のべスタチソを投与することで症状の進行

をある程度抑制することが可能であること，なら

びに，その効果は連続投与よりも，むしろ時々休

む断続的な投与方法の方が良いかも知れないこと

が示唆された．

次にアルファメニソBの投与量を変えて疾病マ

ウスに6週間および12週間投与する実験を行っ
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た．その結果0．4mg／day，0．8mg／day，1．2mg／

day投与で，いずれも血清中および骨格筋中のマ

ーカー酵素の活性変化，あるいは尿中のクレアチ

ン排泄量の変化などから症状改善効果があること

が認められたが，全般的に0．8mg／day投与の場

合が最も大きな効果を示していた．同じアルファ

メニソBの連続投与による延命効果をしらべる実

験を各投与量について平均15頭ずつの疾病マウ

スを用いて行った．その結果食塩水投与の対照マ

ウスに比較して，いずれの投与群も明らかな延命

効果を示したが，やはり0．8mg／day doseで最も

効果が認められた．1．2mg／day投与では，平均

寿命としては延命効果があるが，全投与マウスが

数日内に死亡するという他の場合とはやや異なっ

た傾向を示した．これらの結果から，アルファメ

ニソBをすでに症状の進行した筋ジスマウスに投

与すると症状改善効果が認められ，寿命の延長が

得られるが，1日投与量は0．8mgが最も効果的

であるという結論が得られた．

10．体外受精法によって作成されたC57BL

16－dy／dyマウスに対するぺスタテンおよ

びロイぺプチン投与の影響

野村班員は体外受精法により得られたC57BL

16－dy／dyマウスを用いて，べスタチソおよびロ

イペプチソ投与の効果を研究した．

従来，筋ジストロフィーdyホモマウスを得る

ためには，dy遺伝子をヘテロにもつ保田マウス

のメス，オスを交配する方法がとられている．し

かし，この交配では，その仔の4分の1にdyホ

モマウスが現れるのみであり，しかも生後2～3

週齢にならないと正常と筋ジストロフィーを区別

することが出来ないために胎生期や生後の早い時

期にホモのマウスを実験に使用することができな

かった．そこで，体外受精の技術を用いてdyホ

モマウスを作出し，べスタチソおよびロイペプチ

ソ投与の影響を調べた．

〔成　果〕筋ジストロフィーを発症したdyホ

モマウスを用い，メスにホルモソ処理をして排卵

を誘起した後に卵管膨大部から未受精卵を採取し

た．一方，オスの精巣上体から精子を採取して，

試験管内で受精能を獲得させた．これらの卵と精

子の浮遊液体を体外で混合して，受精を成立させ，

さらに細胞期まで培養した．このα細胞期の胚を∴

あらかじめ擬妊娠を起させた借腹親の卵管内に移

植して胎仔あるいは出生仔まで発生させた．

べスタチソおよびロイペプチソほ2mg／mJの

濃度に溶かし，dyホモマウス（生後1～2週齢）

の頭部皮下に連日授与した．対照群は生理食塩水

を同様に投与した．経時的に体重，発症時期など

を調べた結果，ベスタチソおよびロイペプチソと

も，dy‾筋ジスIPフィーマウスの症状改善に，

はっきりとした効果は認められなかった．今後さ

らに詳細な検討が必要と考える．

11．ベスタチンの長期投与を中心として

村上班員は筋疾患のうちDuchenne型筋ジスト

ロフィー症を中心にべスタチソの長期投与の影響

の検討を行った．

対象は肢体型筋ジストロフィー症3例，顔面肩

甲上腕型筋ジストロフィー症2例，筋強直ジスト

ロフィー症4例，多発生筋炎2例，Duchenne型

筋ジストロフィー症10例，計21例で男性17例，

女性4例であった．使用期間は2カ月から42カ

月で，使用量は60mgから1．500mg（体重1kg

当り　2mgから100mg）に及んでいる．

長期間の投与成績は血清酵素（CPK，LDH，

GOT，GPT）はベスタチソ使用開始後暫くの問

は低下するが，その後は徐々に増加の傾向が多く

見られる．しかし，そうでないものも見られる・

長期間の投与で症状の改善の見られたものは

PreclinicalのDuchenne塑筋ジストロフィー症

の1例のみで多発性筋炎2例はステロイドの節約

作用が見られたが病状は進行していた．尿検査，

血液一般検査に異常は認められず，認むべき副作

用もなかった．
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12．DMD患者に対するベスタテン服用の臨

床的検討について

三吉野班員はべスタチソの臨床効果を評価する

ため，Duchenne muscular dystrophy（DMD）

症患者（10歳以下）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．

10歳以下のDuchennC型筋ジストロフィー症

の入院患者6例にベスタチソ，プラセボ，べスタ

チソの順で，20mg／kg／日（1．000mg／日／成人）分

3（7時，15時，21時）で8週間ずつを授与し，

血中濃度（4W，6W，8W），血液生化学所見，

運動校能，ADLなどについて，臨床効果を検討

した．

その結果1）朝服薬1時間後の血中濃度は18

週目の1例を除き，安定な状態を皇した．2）CPK

は，ほぼ不変が1名，低下したまま1名，低下後

上昇が2名，上昇後低下が2名であった．平均と

して，べスタチソ投与で低下し，プラセボに変更

後，上昇を示した．3）GOT，GPT，LDHなど

では，有意な変動はなかった．4）10m往復歩行

時間，立ち上り時間，階段昇降時間，握力などで

は，変動があったが，有意差は認められなかった．

ADLは一時改善があり，その後低下していた．

5）皮診，嘔気などの副作用は見られなかった．

まとめとして，CPKは，血中濃度の上昇にし

たがって，下降してきた．重回帰分析により，

CPKはADLに最も相関する変数であったが，

5％の有意差は認められなかった．臨床効果につ

いては，10m往復歩行，立ち上り，握力，ADL

などは一過性に運動撥能の改善が見られる例があ

ったが，全体として運動機能が悪化する傾向にあ

った．

今回のべスタチン治験はまだ進行中なので，中

間報告として発表する．

13．Duchenne型進行性筋ジストロフィー症

（DnIP）に対するベスタチンの使用経験一

一臨床的立場から－

福山班員は進行性筋ジストロフィー症に対する

ベスタチンの治療効果を検討する目的で，東京女

子医科大学小児科通院中のDuchenne型進行性筋

ジストロフィー症（以下DMP）12例（年齢2歳

～8歳）および非典型的な良性DMPl名（12歳）

に，ベスタチソ20mg／kg／日　を8週間交代の

Single blind cross over法に従い1日3回に分

けて投与した．べスタチン投与歴のある例では2

週間以上休薬後，投与を開始した．また偽薬投与

後に家族が悪化を訴えてきた場合には，2～4週

間で真薬に戻して検討した．

服用前と投与開始後4週間ごとに採血および1

日採尿を行い，クレアチン・フォスフォカイネー

ス（CPK）などの血清酵素，血中・尿中のクレア

チン・クレアチニソ，尿中3－メチルヒスチジンの

測定を行った．

各運動機能所用時間（20m走行・階段昇降・起

立・起坐・寝返り）の測定および運動機能・筋力

の変化につき評価した．

〔結　果〕1・血清CPK億：DMP新鮮例5

例中4例では，投与開始後4週の時点で全例低下

した．使用経験有の例ではこの傾向は明確でなか

った．

2・運動機能の変化：1）Preclinicalstageの

2歳の2例では，使用経験有の例も新鮮例も共に

投与開始後の運動機能は上昇していた．

2）　4歳以上の使用経験有の例では，休薬前・

開始前・開始後・偽薬後の変化につき検討した．

a）3例では休薬後悪化し，投与開始後もさ

らに悪化，偽薬後著明な悪化をみたが，1例では

其薬再投与後軽度改善，1例では英薬再投与後4

週で改善8週で再び悪化，他の1例では4週も8

週も更に悪化した．

b）3例では休薬の変化は明確でなかったが，

偽薬後悪化があり，真薬再投与後軽度改善した．

－10－
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いずれの症例も全体の撥能はa）の3例より良好

であった．

3）新鮮例では，2例のみ偽薬投与まで観察し

得た．5歳の1例は投与後改善，偽薬後悪化，真

薬再投与後改善した．7歳の1例は投与後も軽度

悪化していたが，偽薬4遇後，明らかな悪化を示

し，8週でもさらに悪化し続けた．

3．使用経験有の例の休薬前と新鮮例の投与前

の運動機能を比較したが，年齢を合致させてみて

前者の方が良好という傾向は無かった．

以上べスタチソ投与により著明な臨床効果の認

められた例はなかったが，一時的な改善を示す例

はみられた．進行が急速な6～7歳例では，休薬

および偽薬に変更後の悪化が服薬中よりも目立つ

印象を受けた．また軽症例では偽薬で悪化しても，

真薬投与後改善する傾向がみられた．しかしなが

ら，使用経験有の例の休薬前と新鮮例の投与前の

運動機能を比較し，年齢を合致させてみた場合，

前者のそれの方が，良好という傾向は無く，現時

点では本剤の治療効果について結論し難い．

14．：運動負荷後の血清CK上昇に対するベス

タチン投与の影響

木下班員は運動負荷後の血清CK上昇に対する

べスタチソ投与の影響および6施設での評価につ

いて集計を行った．

進行性筋ジストロフィーの患者において，血清

CKが高値を示すことは良く知られているが，最

近べスダチソ投与でこれが低下憤向を示すことが

相次いで報告されている．その作用機序について

は未だ詳細が明らかではないので，これに関する

解明の手がかりを得る目的で次の研究を行った．

1）筋ジストロフィー症患者について長期間血

清CKを連日測定し，小量投与，大量投与，薬剤

なしの安静保持，大量投与で安静保持の十期に分

けてベスタチソの影響を比較検討したところ，血

清CKは安静によっても大きな影響を受け，有意

な低下を示した．また，これにべスタチソ投与を

加えるとさらに低下の傾向が見られたが，安静を

守らない場合には明らかな効果は見られなかった．

2）健康成人に種々の種類の運動を負荷し，血

清CKが上昇することを確認してから，べスタチ

ソ投与で，これがどう変動するかを検討した．

CKは負荷後24時間で最高に達するが，ベスク

チソ非服用時には平均51．0単位の上昇を示すの

に対し，服用を1週間続けた後では平均28t57埠

位の上昇で，前借に比して減少の幌向を示した．

運動負荷後の血清CKの上昇の機序は明らかで

はなく，細胞膜からの透過，筋線経の断裂などの

楼序が想定されているが，通常の程度の運動では

形態学的変化は確認されておらず，膜の透過の可

能性が高い．今回の研究の結果，べスタチソがこ

れを抑制する作用を有することが示唆され，本剤

の筋ジストロフィー症の血清CK低下作用には，

こうした非特異的な膜の安定作用も加わっている

のではないかと推定した．

15．Duchenne型筋ジストロフィー（PユID）

患者に対するべスタテンの影響－新し

い筋障害のmarkerを用いて－

祖父江班員は進行性筋ジストロフィー（PMD）

患者に対するべスタチソの影響を検討するため，

血清CKと新しい筋障害のmarkerであるmascle－

specific enolase（MSE），Carbonic anhydrase

III（CA－ⅠⅠⅠ）について研究を行った．

1）143例のPMD患者で調べた血清CA－ITⅠ

の異常値出現率は，CKやMSEと同程度かそれ

以上であった．

2）血清CA－ⅠⅠⅠ値とCK活性値の相関係数は

0．8471，MSE値とでは0．7818といずれも高い

値を示した（♪＜0．001）

3）10例の歩行可能なDuchenne型PMD患

者に8週間べスタチソ投与（20mg／kg／日）を行っ・

た結果，6週目に血清CK活性値は薬剤投与前に

比べ有意に低い値を示した．しかし血清CA－ⅠⅠⅠ，

MSEでは有意な変化はみられなかった．
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4）ベスタチソ投与終了後ひきつづきPlacebo

を8週間授与した．Placeboに変更後4週間の時

点で薬剤投与中止時に比べ，CK，MSE，CA－ⅠII

のいずれの酵素も有意に高い値を示した．

5）血清CA」IIはCK，MSEとほぼ同様の

推移をとり，べスタチソ投与によって特別な変化

を示さなかった．

6）血清酵素の変動に平行した運動機能の改善

はみられなかった．

7）特記すべき副作用はみられなかった．

16・各種筋ジストロフィー症に対するベスタ

チン長期投与後の臨床経過

里吉班員はベスタチソ（NK421）を各種筋ジス

トロフィー症の患者に長期投与を行い，その臨床

経過について研究した．

約4年間にわたる長期NK421投与を続け，臨

床経過を観察中の9例．内訳は，肢帯型筋ジスト

ロフィー（LG PMD）5例，顔面肩甲上腕型筋ジ

ストロフィー（FSH PMD）2例，Duchenne型

筋ジストPフィー（Duchenne PMD）2例であ

る．以上の症例に対し，NK421を少量より経口

投与開始し，副作用の発現に注意した上で症例に

より1カ月単位で漸増させた．昭和60年3月現

在での最大投与量は，200～1．000mg／dayでNK

421投与期間は7～45カ月（平均32．7カ月）であ

る．

臨床症状の判定には定期的な全身の筋力評価，

10m歩行時間，階段昇降時間を用いた．血液生化

学的指標にはCPKを用い，その他副作用監視の

ため，末梢血液，肝，腎機能，尿所見を観察した．

〔結　果〕臨床的に改善を示した例はなく，臨

床的に不変のFSH，PMDの1例とsubclinical

なDuchenne PMDの計2例を除き全例に症状の

進行がみられた．一方血清CPK値はLG PMD

の1例を除き低下傾向がみられた．この傾向は

Duchenne PMDなどの，従来よりCPKが著し

く高値を示す例で顕著にみられた．しかしこれら

の例でも臨床的には明らかに症状の進行がみられ

ており，CPK血清値の動きと臨床的変化との間

に相関はみられなかった．

NK421投与中，3例に悪心，食欲低下，下痢

などの消化器症状を訴えたものがあった．（240

mg，450mg，1．000mg服用中）しかしこれらの

例でも，減量，一時的休薬にて自然に症状消失，

その後もNK421の投与を続けることが出来た．

血清，血液生化学，尿所見では異常がみられず，

重篤な副作用はみられなかった．

NK421・投与により，明らかな症状改善を示す

例はなかったが，多くの例でCPKの低下を認め

ており，症状の進行を遅らせている可能性は否定

出来ず，今後，二重吉検法などによる検討がさら

に必要と思われた．

17・ホル7二二シノール（Bト121）の体内動

態研究

松本班員はれレフェニシノールの体内動態を調

べるため，ラット，ウサギ，イヌおよびヒトに単

回投与を行い，血中濃度，尿，糞中排泄，代謝物

を測定し，動物種差の体内動態の比較検討を行っ

た・また，ラットに単回経口投与した時の組織内

分布についても研究した．

1）測定法：ラットの体内動態はすべて〔3H〕－

BF－121を用いて行った．他の実験は，M－1（未

変化体），M－3はRIA法（前年度報告），M－2，

M－4，M－5，M－6はHPLC法で分析したが，

M－2についてはその不安定性のためにメトキシ

イミノ体に誘導したのち測定した．

2）結　果：ホルフェニシノールほ，いずれの

動物種においても消化管から速やかに吸収され，

投与30分～1時間で最高血中濃度に達し，また

血中からの消失も早い．いずれの動物桂において

も血中代謝物は，大部分が未変化体である．

総排泄率は80％前後であるが，そのほとんど

が尿中に排泄され，経口吸収性は良く，また蓄積

性は認められなかった．
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尿中代謝物については大きく種差が認められ，

ラットではM－6，ウサギではM－4，イヌでは

M－1，ヒトではM－3が主代謝物で，それぞれ尿

中代謝物の50％以上を占めた．

組織への移行性は良く，多くの組織では血中よ

りも高濃度に分布し，特に脳下垂体，腎臓，膵臓

が高い値を示したが，排泄も早く，血中からの消

失とほぼ並行する．しかし肝臓にはあまり分布せ

ず，免疫系に関与するリンパ節，胸腺，骨髄，脾

臓に比較的高濃度に分布するのが特徴的である．

また筋肉中へはあまり高濃度に分布せず，投与1

時間後で血中濃度のほぼ3分の1であるが，筋肉

中からの消失は他の臓器と比べて大変遅い．

18．　ロイぺプチンおよびぺスタチンの難病治

療藁としての開発研究

田中，滝田，石井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を行った．

また各班員にロイペプチソ，べスタチソを提供す

るとともに，臨床試料の分析を担当し臨床研究の

支援を行った．

1）ロイべプチソのbioavailabilityと製剤研究

腸溶顆粒をつくり，イヌに経口授与したときの

bioavailabilityは在来製剤のそれと異ならなかっ

た．

室温密栓下に3年半保存した後のL－ロイペプ

チソ残存率は，原末92．0～95．6％，臨床試験用

10倍散94．7％，カプセル91．6％であり，低下

の原因はラセミ化であった．

2）べスタチソのbioavailability

2－1）筋ジストロフィー雄性マウス（C57BL／

6J dy（－））とその同腹非発症マウスにつき調べ

た．血中ピークは両者同様であり，減衰は発症マ

ウスで遅かった．連続投与により，ピークは不動

で減衰が遅くなることはヒトを含めた他動物種と

共通しており，発症マウスでは減衰がさらに遅れ

た．マウスの主代謝物である（2S，3R）AHPA

の存在比は両者で同水準であり，投与量の増加に

伴って減少した．

筋肉内濃度を投与後1時間で比較すると，ベス

タチソは血中濃度の30～40％に達し，AHPAは

血中より高いが，発症マウスのAHPA存在比は

非発症のそれより低かった．また，筋ホモジネー

トとべスタチソを反応させたときのAHPA生成

は発症マウスでは非発症のそれの半分であった．

発症マウスでの尿・糞中回収率は前報までに報

告した他動物種のそれと同様に高く，代謝型も正

常マウスと同様であった．

2－2）幼君ラット（3週齢）の亜急性毒性試験

に併行してbioavailabilityを調べた．

投与量117mg／kgにおいて，最高血中濃度は

30J堵／mJに達し，24時間後も0．1／Jg／mJの末代

謝型ベスタチソが検出された．P－hydroxy－besta・

tinは2桁低かった．以上の傾向は3週間連続投

与後も変らなかった．

2－3）Duchenne型筋ジストロフィー小児2例

の130mgx3回／日投与期間における尿中の代謝

物組成を福山班員と共同で測定したが，健康成人

のそれと同様に大部分のベスタチソは小量の♪一

hydroxy bestatin　と微量の（2S，3R）AHPA

から成り，代謝物は連続投与により増加した．

3）ベスタチソの安定性

室温密栓下に2年半保存したときの臨床試験用

ドライシロップのベスタテン残存率は98．9％で

あり，分解物は検出されなかった．

4）べスタチソの幼君ラット（3遇齢）に対す

る経口毒性

0．5，1．0，2．0g／kgを1回投与したときの急性

毒性は一般状態・体重・病理学的検査のいずれに

も著変はなく，また死亡例もなかった．39，117，

350，700mg／kgを連日13週間授与したときの一

般状態・尿検査・血液検査・病理学的検査のいず

れにも著変なく，また死亡例も認められず，成獣

におけると同様にべスタチンは幼若ラットにも低

毒性であった．
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ロイペプ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，脾臓，赤血球，胸腺などに広

く分布する同種のプロテアーゼが，そのCa2十要

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兄い出した．

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＋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行った．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った．

これらの研究を通じて，ロイべプチソのプロテ

アーゼ阻害作用の一般的分子撥構を解明するとと

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

カルパインⅠおよびⅡは，それぞれブタ赤血球

およびブタ腎臓より均質蛋白質として精製した1）・

精製酵素は20mMイミダゾール緩衝液（pH7・5，

2mM EGTAおよび5mM2－メルカプトエタノー

ル含有）に40Cで十分透析した後使用した．

カルパインのカゼイン加水分解活性は，50mM

トリス・HCl緩衝液を用い，通常，pH7．5，30

0C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－Lowry法により，750

mm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 CaC12を活性化剤として加えた．い

ずれの場合も5mM L－システイソを共存させた．

プロテアーゼの1単位は750nmの吸光度1・0の

増加を30分間で与えるべき酵素量と定義した．

各種オリゴペプチド基質に対するカルパインⅠ

およびⅡの分解作用は，次の方法によって検討し

た．反応液1mg中にカルパイン9－150粕，基質

ペプチド57－107nmolを加え，5mMシステイ

ソ，2．5mM2－メルカプトエタノール，および

5mMCaC12存在下に300Cで反応を進行させ，2h

以内の適当時分にEGTAを9mMになるように

加えて反応を停止させた後，生成物を高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）によって定量的に分

析した．
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蛍光基質に対するカルパインの作用は，0．5mg

の反応液中にカルパイン11－26／g，基質0．002

－8〝mOlを含む系で300Cにて反応を進行させ，

遊離してくる7－アミノー4－メチルクマリンの蛍光

（380nmにて励起，460nmの発光）を連続記録

することにより計測した．

研　究　結　果

カルパインはカゼインのような蛋白基質をよく

分解するが，オリゴペプチドや一般に広く使用さ

れているプロテアーゼ用合成基質にはほとんど全

く作用しないというのが従来の知識であった．と

ころが，今回カルパインを大量に精製して，各種

の天然に存在するオリゴペプチドに作用させてそ

の生成物をHPLCで検討してみたところ，意外

に多数のペプチドが加水分解を受けることがわか

り，その分解切断位置の研究から，基質特異性に

適合したジーまたはトリペプチジル合成基質を調

製して，カルパイン活性を蛍光測定することがで

きるようになった．以下にその結果の概要を報告

する2）．

（
E
U
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N
N
）
B
u
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L
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q
＜
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0　　　　　　　　20

Time　帥in）

1・各種ペプチドに対するカルパインの作用

図1には3種の代表的ペプチドのカルパインⅠ

（上段）およびⅡ（下段）による加水分解の結果を

掲げる．一見してこれらの3柾ペプチドがカルパ

インによってかなりよく分解されること，また，

分解の様相がⅠとⅡで大差のないことがわかる．

上記3種を含む9種のペプチドに対するカルパ

インⅠおよびⅡの作用を比較して示したのが図2

である・図の左欄横棒で示すように，各基質の切

断個所はカルパインⅠとⅡで同じであるが，基質

によっては生成物の量に若干の差異（図の右欄数

字）が認められた．図2の結果から一般則として，

カルパインはPl位置にTyr，MetまたはArg

（おそらくはLysも）をもち，P2位置にLeuま

たはValをもったペプチドを好んで加水分解す

るといえる・P3位置は必ずしもふさがれていなく

てもよく，また，Pl′位置はアミド基でもよいこ

とがわかる．

2．蛍光合成基質の調製

上記のペプチド基質に対する特異性を念頭に置

いて，Pll位置にMCA（4－メチルクマリルー7－7
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図1Chromatographic patterns following digestionofdynorphin，glucagon，and oxidizedinsulin

BchainbycaIpainsIandII・Upperrow・CaJpainI；lowerrow，CaJpainII・DynorphininA－I

and A－ⅠⅠ（57nmol），glucagoninB－IandB－II（57nmol），andoxidizedins。lin Bch。inin C＿I

andC」Ⅰ（57nmol）were hydrolyzed with20，9，and9FLg Of calpain（eitherIorII）．The

yieldsofpeptides a tor are shownin Fig．2．
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II and the

yieldof eachfragment．The amountsofcalpain（eitherIorII）usedwere：60

FLgforα－neOendorphin（110nmol），neurOtenSin（110nmol），and LH－RH（110

nmol）；20FLgforeledoisin－related peptide（141nmol）；150／gfor hexapeptide

（207nmol）；50FLg for angiotensinI（77nmol）・Forseparationoffragmentsa

tor，See Fig．1．Thick or thin arrows show major or minor cleavage sites，

respectively・NH2LterminalZ of neurotensin and LH－RIlrepresents pyrogluta－

myl；C of oxidizedinsulin B chain

ミド）を有するジーおよびトリペプチドに対する

カルパインの作用を検討した．一定の条件下で得

られたMCA基質群に対する比活性を表1にまと

めて掲げる．

カルパインⅠのほうがカルパインⅡに比して一

般にやや高い比活性を示したが，これはⅠのほう

がCa2＋存在下での活性持続がⅡよりも良好であ

ることを反映しているかもしれない（図3）・

表1の最初の3種の基質についてのデータから，

カルパインはP2位置にアミノ酸の存在すること

を絶対的に要求していること，また，P2にはLeu

≫Valの頂で選択性があることがわかる．パパイ

ンはPlにArgのある基質を好み，この点はカル

パインも似ているが，後者の場合はさらにP2の

種類によって決定的な支配を受けている点で前著

is a cysteic acid residue．

と異なる．

カルパインⅠとⅡはカゼイン基質に対し，その

Ca2＋要求性を約100倍異にすることが知られて

いるが1），このような差異は，蛍光合成基質を用

いても同様に観察された（図4）・

3．カルパインの反応動力学

先の実験で良い基質であると認められた4種の

MCA基質について，通常の方法によって求めた

ミカエリス定数（gm），見かけの反応速度定数

（点。ht）を表2に掲げる．比較のためにパパインを

酵素とした場合のデータも含めてある．

カルパインⅡのgmおよび点。atは，カルパイ

ンⅠのそれより，それぞれ1．2～4．0倍および

1．6～3．1倍大きい（Suc－Leu－Tyr－MCAの場合
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表l Specificity of calpainI，CalpainII，and papain on various peptidyl MCA
derivatives as substrates

Substrate＆ ConFen－
trat10n

102×specific activityb

CaIpainI CalpainII Papain

Suc－Met－MCA

Suc－Leu－Met－MCA

Suc－Val－Met－MCA

Suc－Tyr（C12－Bzl）－MCA

mMe

4．0

4．0

4．0

0．4

Suc－Leu－Tyr（C12－Bzl）－MCA O．4

Suc－Val－Tyr（CJrBzl）－MCA O．4

Suc－Tyr－MCA　　　　　　　　　　　　　2．O

Suc－Leu－TyrLMCA　　　　　　　　　　　2．O

Suc－Val－Tyr－MCA　　　　　　　　　　2．O

Suc－Leu－Leu－Val－Tyr－MCA O．2

Boc－Val－Leu－Lys－MCA

Boc－Leu－Thr－Arg－MCA

Boc－Phe－Ser－Arg－MCA

Boc－Val－Pro－Arg－MCA

Boc－Leu，Gly－Arg－MCA

2．0

4．0

4．0

4．0

4．0

〟mOlmin‾1mg‾1

0．0　　　　　　　　　　0．0

6．84±0．06　　　　　5．05±0．12

0．43±0．04　　　　　0．31±0．01

0．0　　　　　　　　　　0．0

0．42±0．03　　　　　0．33±0．04

0．07±0．01　　　　0．04±0．01

0．0　　　　　　　　　　0．0

7．63±0．45　　　　4．00士0．28

0．81±0．01　　　　0．37±0．01

1．81±0．36　　　　1．79±0．29

4．64　　　　　　　　　8．00

0．84　　　　　　　　　0．36

0．0　　　　　　　　　0．0

0．0　　　　　　　　　　0．0

0．0　　　　　　　　　　0．0

2．02±0．04

3鵬±1．80

554±43．3

0．0

0．58±0．01

1．58±0．09

0．63±0．04

38．3±3．48

30．7±4．10

161±6．90

1220

860

51．7

240

12．0

＆No cleavageIook place elswhere than at Pl aS detected by ultraviolet absorptionand ninhydrin

Staining on TLC．

b Thevalue represents the mean of four separate determination±S．E．

CHighsubstrateconcentration（4．00r2．OmM）wasusedtoens云rethemaximum rateofhydrolysis

in most cases，Whilewith a few substrates a muchlower concentration（0．40r O．2mM）had to be
employed due to theirlimited solubilities．

表2　Comparison of kineticparameters for calpainI，CalpainII，and
Papaln at30OC

Substrate乱　　　　　　Enzymeb Km kcat

Suc－Leu－Met－MCA CalpainI

CalpainII

Papain

Sue－Leu－Tyr－MCA CalpainI

CalpainII

Papaine

Suc－Leu－Leu－Val－Try－MCA CaJpainI

CalpainII

Papain

Boc－Val－Leu－Lys－MCA CalpainI

CalpainII

Papain

mM s‾1

1．21　　　　0．062

4．78　　　　　0．194

0．343　　　　0．926

4．74　　　　　0．369

2．21　　　　　0．092

0．711　　　　0．158

0．203　　　　0．029

0．466　　　　0．065

0．013　　　　0．783

5．92　　　　　0．491

7．08　　　　　0．805

M‾ls‾1

0．510

0．405

27．0

0．779

0．417

2．22

1．41

1．39

603

0．830

1．14

13．0　　　　208　　　　　　160

＆Seven to ten different concentrations（0．001to4mM）for each substrate were

tlSedfor Lineweaver－Burk plots．

bTheamountsaddedpertube were：llFEgOfcaJpainI，26FLgOfcalpainII，and

lFLg Of papain．

C Ten FLgOfpapajn was used．
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図3　Time course of the hydrolysis ofdynorphinbyealpain
IandcalpalnIL In a totalvolumeof6ml，dyi10rphin

（262nmol）wasincubated at　30OC with5mM CaC12・

One－mlaliquots werewithdrawn from the assaymiⅩ－

ture afterincubation for O，10，30，60and120min，
and the reaction was stopped by adding9mM EGTA・

The peptidefragmentsfromdymOrPhinwerequantified

by HPLC　with a reversed phase TSK ODS－120T

column and a Shimazuintegrator C－RIB．A，Calpain

I；B，CalpainII，○，dynorphin；●，ArgT…・HGln17；

■，Tyrl”…・Arg6；▲，Tyrl…‥・Lys13・

10▼7　　　　10－6　　　10‾5　　　　10‾4　　　10‾3【　　】0【2
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図4　Ca2＋requirement of calpainI and calpainII for the

hydrolysisoftwodifferentsyntheticsubstrates・Calpain

I（11Fg）or calpainII（26fLg）wasincubated at300C

in Ca2＋／EGTA buffer with　2mM Suc－Leu－Tyr－MCA

and4mM Suc－Leu－Me卜MCA．The rate of hydrolysis

was determined by measuring fluorometrically the

amountof7－amin0－4－methylcoumarinliberated．Closed

symbo】S，CalpainI；Open SymboIs，CalpainII・●　and

O，Suc－Leu－Tyr－MCA；A and　△，Suc－Leu－Me卜

MCA．・
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図51nhibition of calpain L Or CalpainII－Catalyzed hydrolysis of peptidylMCA derivatives
byleupeptin and antipain．The assay was performed at300C and at two different

COnCentrations，［S］，Of SucLLeu－Met－MCA as substrate and with varying amounts，

［Ⅰ］，OfinhibitorinllOmMimidazoleHClbuffer，PH7．3，COntaining5mM LTCySteine，

2・5mM2－merCaptOethanol，5mM CaCl22％Me2SO，2％methanol，and calpainI（11
FLg）or calpainII（13fLg）・The rate of hydTOlysis，V，WaS Calculated from the amoumt

Of7－amin0－4－methylcoumarinreleasedin5min・DixonplotsandCornish－Bowdenplots

Were uSed to determine the KL Value and the mode ofinhibition，reSpeCtively．A

and C，inhibitions of caIpainsIandII，reSpeCtively，byleupeptin；B and D，inhibitions

OfcalpainsIandII，reSpeCtively，by antipain．［S］used are：●，0．2mM；▲，2mM，
○，0．4mM；△，2mM．

を除く）．点。at／ぶ”も値でみると，テトラペプジル

MCAのほうが，ジペプチジルMCAより最高

3．5倍良好な基質であることになる．しかしカル

パインの点。8t／gm値は一般にパ／くイソのそれに比

して低値（5～433分の1）にとどまっている．ま

た，カルパインの五m値は10－3～104の水準にと

どまっていて，カルパインの蛋白質基質に対する

gm値が10‾7～10‾8であるといわれるのに比して

はるかに高値である．

4．ロイベプチンおよびアンチパインの作用

Suc－LeuTMet－MCAを基質としてロイペプチ

ソおよびアンチパインのカルパイン阻害作用を検

討した結果が図5である．各国の別枠内でみられ

るように，阻害形式はいずれも競争阻害であった．

Lineweaver－Burkプロットから求めた阻害定数

足立は，カルパインⅠに対してロイペプチン0．32

〟M，アンチパイン1．41〟叫　また，カルパインⅡ

に対してロイペプチン0．43／叫　アンチパイン

1．45JjMであった．すなわち，ロイペプチソのほ

うがアンチパインより3～4倍強い阻害能を示し

たことになる．

ロイペプチソはR－Leu－Argininalの構造を持

ち，一方アンチパインはR－Val－Argininalの構

造を有する．Argininal部位が合成基質のペプチ

ジル部分のアミノ末端残基（すなわちPl）に相当
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すると仮定すると，その上流位のLeuまたはVal

はP2に相当することとなる．そうであれば，Leu

を持ったロイペプチソがValを持ったアンチパイ

ンより数倍カルパインに対する親和力を高く示し

たとしても不思議がないことになる．このように，

今回のカルパインの基質特異性の研究は，実験的

にかねて知られていたロイペプテンの強いカルパ

イン阻害作用を，その模作のうえからもより一歩

ふみこんで解くこととなったのである．

しかし，今回明らかにされた特異性のデータだ

けからではカルパインの生理学的意義を明確にす

ることはできなかった．ことに，カルパインⅠと

Ⅱとの間で，特に目立った基質特異性の差が発見

できなかったことは，このCa2＋要求性を異にし

た2つの分子種の同時存在の意義については依然

としてその解明の手がかりがつかまれていないこ

とを示している．

カルパインおよびカルパスタチソに関して，わ

れわれは以上の研究のほかに，特異抗体を用いた

組織分布い），限水晶体5・6）および網膜7）における

分布と作用，ヒト赤血球膜結合性カルパイン8）の

研究，カルパインおよびカルパスタテンの酵素免

疫測定法9），カルパインサブユニッ吊誇造10，11），

カルパスタチソの分子多形性12）およびカルパイソ

による断片化13），エストロゲン結合蛋白質へのカ

ルパインの作用14）などの研究を行い，また，解説

論文15・16）を発表した．
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蛍光HPLCによるクーヒドロキシべスタチンと

フォルフェ二シノールの高感度定量法

大　倉　洋　甫＊

研究協力者　石田淳一＊・田村和彦＊・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・2），べスタチソ

（Best）3・4），フォルフェニシノール（FCnol）5・6）

および関連化合物を，高速液体クロマトグラフィ

ー（HPLC）を利用して，高感度に定量できる蛍

光分析法の開発研究を行ってきた．

本年度は，Bestの主代謝物であるクーヒド口車

シべスタテン（P－OH Best）の蛍光HPLCを開

発した．この方法は，ホルミル化反応とアルデヒ

ドの蛍光ラベル化剤〔4，5－ジメトキシー1，2－ジア

ミノペソゼソ（DDB）〕を用いる反応によって，

クーOH Bestを蛍光誘導体化し（図1），その蛍光

体を逆相分配HPLCによって分離，測定するも

CH（CH3）2

CHご

CH2－CH－CH－CONH　－CH－COOHH◎cH2－㌫HOH
P－hydroxybestatin

鞄cH2

CHCl3

0H■

CH（CH3）2

NH2　　　　　　cH2

－CH－CH－　CONH－CH－COOH

二三二・一二
DDB

CH（CH3）2

ツH2　　　　やHZ
CH2－CH－CH－CONH　－CH－COOH

1

0H

F山0rOPhore

図l Schemeofthe fluorescence derivatization ofpLhydro－
Ⅹybestatin with DDB・

＊九州大学薬学部
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のである．この方法によってBestを投与した筋

ジストロフィー患者および健常人血清中のクーOH

Bestを，また，57年度に開発したBestの蛍光

HPLCa・4）によって同試料中のBestをそれぞれ

モニターした．

また，58年度にアルカリ性酸化によるFCnol

の選択的蛍光誘導体化HPLC5・6）を提出したが，

今回，FCnol自身が弱酸性溶液中で蛍光を発する

ことを兄い出し，この自然蛍光を検出するFCnol

のより簡便で，かつ高感度なHPLC定量法を新

たに開発した・この方法によって，FCnol投与後

の血清および赤血球中のその濃度をモニターした．

Ⅰ・プレカラム蛍光誘導体化による血清

P－OH BestのHPLC定量法

実　験　方　法

1）試料溶液の調製

a）1・3mM DDB溶液

DDB・HC15・3mgを水にとかし，全量20ml

とする・調製後，2時間以内に使用する．

b）50mhⅠ酢酸ナトリウム・塩酸緩衝液（pH

2．2）

酢酸ナトリウム6．9gを蒸留水900mgに溶か

し，濃塩酸でpH2．2に調整後，全量1gとする．

2）基　準　操　作

a）除　蛋　白

血清（または血梁）200βに水（検量線作成時

には，クーOH Best標準液）100〆および2．5M

過塩素酸200〟Jを加え，1100gで10分間遠心

する．上活200〟を次の反応に用いる．

b）ホルミル化反応

上清200〟Jに2．5M水酸化カリウム200〟仁を

加え，混和後，1100gで5分間遠心する（過塩素

酸カリウムの除去）．上清250〟仁をテフロンキャ

ップ付試験管（45×15mmi．d．）に移し，クロロ

ホルム100βを加え，70ccで8分間加熱する．

C）蛍光反応

上記反応液に，14M酢酸50pl，1．3mM DDB

300JJJおよび1．OmM過酸化水素50〟を氷水中

で順次加え，700Cで10分間加熱する．冷後，ク

ロロホルム層と分離している上層の最終反応水溶

液100〟をHPLCに付す．

d）HPLC

高速液体クロマトグラフは，東洋曹達803D型

サンプルインジェククー（100plル，プ）付HPLC

用ポンプ，TSKgel ODS－120T（粒径5pm）を

充填したカラム（150×4mmi．d．），12plフロー

セルを装備した島津RF－530型蛍光検出器および

日立056型レコーダーからなる．溶離液はアセ

トニトリルおよび50mhI酢酸ナトリウム・塩酸

緩衝液（pH2．2）からなる．9－OH Best標準液

を用いて蛍光誘導体化条件を検討する場合は，そ

の割合を1：4（Ⅴ／v），また，血清試料を測定する

場合は，9：41にする．流速0．8mg／minで溶離

液を送液し，溶出液の蛍光検出は，励起波長350

nmおよび発光波長425nmで行う．カラム温度

は室温（20～27cc）である．

結果および考察

クーOH Bestは，ク。ロホルム存在下アルカリ

溶液中でホルミル化され，DDBによって定量的

に蛍光ラベル化された．この方法は，チロシソを

含むペプチドに対してもDDB蛍光体を与え得る

ので，最近オピオイドペプチドとして注目されて

いるロイシンエンケファリン（LEK，Tyr－Gly－

Gly－Phe－Leu）とメチオニンエンケファリン

（MEK，Tyr－Gly－Gly－Phe－Met）についても

クーOH Bestと同様に蛍光誘導体化条件を検討し

た．

1）HPLCによる分離と蛍光検出

P－OH Best，LEKおよびMEKのDDB蛍光
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図2　Chromatogram obtained　with the reaction

miⅩture Of p－hydroxybestatin，leucine

enkephalin and methionine enkephalin・A

portion（200fLl）of the standard solution

（5nmol／ml，eaCh）was treated by the rec－

ommended procedure・HPLC conditions：

column，TSKgelODS－120T；mObile phase，

CH3CNr50mM CH3COONa HCl buffer（pH

2．2）（1：4，V／V）；flow rate，0・8ml／min；

fluorescence detection，Ex　350nm and Em

425nm．Peaks：1，P－hydroxybestatin；2，

methionine enkephalin；3，leucine enkep－

halin；a，reagent blank；b，byrproducts

from methionine enkephalin andJeucine

enkephalin；C，by－prOduct from methionine

enkephalin．

体は，道相分配型充填剤TSKgelODS－120Tの

カラムによって分離された（図2）・

これらの蛍光体は，pHl．3～3・5の酸性溶液中

で強く発蛍光し，それらの蛍光スペクトルは，い

ずれも350および425mm付近にそれぞれ励起お

よび発光極大波長を有する．HPLCの移動相に

は，アセトニトリルを含むpH2・2の酢酸ナトリ

ウム・塩酸緩衝液を用いているが，同pHのリソ

酸塩あるいは塩化カリウム・塩酸緩衝液も同様に

使用できた．図2のHPLC条件により，後述す

る蛍光誘導体化条件を検討した．

2）蛍光誘導体化条件

クーOH Bestおよびチロシソ含有ペプチドを

DDBによって蛍光誘導体に導くために，まず，

ライマーチーマン反応7）を利用し，それらのフェ

ノール性水酸基のオル下位にホルミル基を導入し

た．

この反応は，クロロ汁りレム存在下，強アルカリ

性で加熱することにより速かに進行する・図3は，

0．8M水酸化カリウム溶液中で反応したときの反

応温度と時間について調べたものである・ホルミ

ル化反応はクロロホルムの沸点より高い温度で特

に速かに進行し，70または800Cで加熱したとき，

P－OHBestのホルミル化体の生成は，8分間で

最大となった．一方，LEKおよびMEKでは，

70あるいは80ccで5分間以上加熱すると，それ

らのペプチド結合の開裂によって生じる副反応物

の蛍光ピーク（図2，b）が増大した・なお，クー

OHBestでは，検討した反応時間および温度にお

いて，副反応物に由来する蛍光ピークは観察され

なかった．定量操作には，クーOH Bestに対して

最大の反応収率を与え，かつ，チロシソ含有ペプ

チドからの副反応物の生成をできるだけ少なくす

るために，700C8分間の反応条件を選択した・

この条件において，反応に必要な水酸化カリウ

ム濃度を調べた．図4に示すように，反応液中の

水酸化カリウム濃度を0・8Mより高くすると，い

ずれもホルミル化体の生成率は減少した．LEK

およびMEKでは，この場合も，ペプチド結合が

開裂した副反応物の生成が著しく増加したが，

P－OHBestでは，蛍光体を与える副反応物の生

成は認められなかった．したがって，ホルミル化

クーOHBestのペプチド結合は，これらの条件で

分解しないものと推察される．基準操作では，血

清試料の除蛋白に過塩素酸を使用しているので，

ホルミル化反応液中約0．72Mの濃度となるよう

に水酸化カリウムを加えている．

反応において，添加したクロロホルムの量（10

～200β）は副反応物の生成には影響を与えず，
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図4　Effect of potassium hydroxide concentration on the

formyJation．A portion

SOIution（5nmol／mJ）was

procedure with various

hydroxide，and the pH

miⅩture WaS adjusted to

a，P－hydroxybestatin；b，

thionine enkephalin．

（200FLl）of each standard

treated by the recommended

COnCentrations of potassium

of the fluorescence reaction

3．3with　5－17M acetic acid．

leucine enkephalin；C，me－
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図5　Effect of pHon the fluorescence derivatiza－

tion．A portion（200FLl）of each standard

solution（5nmoJ／ml）was treated by the

recommended procedure，but the pH of the

fJuorescence reaction mixture was adjusted

with a mixture of14M acetic acid and

concentrated hydrochloricacid．a，クーhydro－

xybestatin；b，leucine enkephalin；C，me－

thionine enkephalin．

50pl以上で，P－OH Best，LEKおよびMEK

に対して，いずれも最大のホルミル化収率を与え

た．クロロホルムは反応液中水溶液と分離してい

るので，反応液を振迄させた場合とさせない場合

におけるホルミル化生成率の変化を調べたが，両

条件におけるホルミル化体の生成量は，ほぼ等し

かった．基準操作では，反応は静置して行ってい

る．

上述したホルミル化条件で生成したクーOH

Bestおよびチロシソ含有ペプチドのホルミル化

体は，いずれもpH3．3の酢酸酸性溶液中で

DDBと反応し，それぞれ蛍光体を与えた（図5）・

このとき，蛍光反応の促進剤として，過酸化水

素や過ヨウ素酸ナトリウムなどの酸化剤を必要と

した．図6に示すように，蛍光反応時に過酸化水

素が存在する場合，蛍光体の生成は透かに進行し，

10分間で最大となる．しかし，存在しないときで

は，少なくとも20分間，蛍光反応は進行しない・

この反応液に残存しているクロロホルムを分離し

て蛍光反応を行うと，過酸化水素を添加しなくて

も，反応のラグタイムは生じなかった．したがっ

て，クロロホルム中に蛍光反応を阻害する還元性

物質が存在していることが示唆された．蛍光反応

を700Cで10分間行う場合，過酸化水素は反応液

中0．06～0．1mMの濃度で，P－OH Best，LEK

およびMEKに対して最大の蛍光ピークを与え

た．また，過ヨウ素酸ナトリウム（反応液中4～

10〟M）でも，ほは同様な結果を得た．

蛍光反応の温度は高いほど，蛍光体は早く生成

するが（100OCでは7分間で最大値に達する），蛍

光体の生成率には著しい差はないので，ホルミル

化反応と同じ反応温度に設定している．

3）血清p－0ⅠI Bestの定量

生体内には，フェノール性水酸基を有する化合

物が多く存在するので，血清中のP－OH Bestを

検出するには，HPLCによりそれらの妨害物質を

分離する必要があった．図2のクロマトグラフィ

ーに用いた溶離液のアセトニトリルおよび50mM

酢酸ナトリウム・塩酸緩衝液（pH2・2）の組成を

9：41に変化させた場合，すなわち，P－OH Best

の蛍光体を遅く溶出させた場合に（その保持時間

は5．5分から16分になる），良好な結果を得た．

図7は，Bestを健常人に経口授与し，投与前

と投与後（4時間）における血清中のクーOHBest

〔165ng（0．51nmol）／mりを検出したタロ・マトグ

ラムである．Bestを投与していない血清から得た

クロマトグラムと比較することによって，クーOH

Bestの蛍光ピークは，内在する妨害物質の蛍光

ピークと完全に分離されていることが分かる．な

お，この蛍光誘導体化HPLCでは，Bestは蛍光

体を形成しないので，全く検出されない．また，

MEKおよびLEKの蛍光体は，このHPLC分

離条件でそれぞれ23．0分および34・0分の保持時

間に溶出される．

基準操作に従い，ヒト血清に添加したクーOH

Bestの蛍光ピーク高さから作成した絶対検量線
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図6　Effect of reaction time on the fluorescence derivati－
2＝ation．　A portion（200FEl）of each standard solution

（5nmol／ml）wastreatedbythe recommended procedure

for various reaction timesat70℃（al－Cl），but without

hydrogen peroxide（a2－C2）．al，2，P－hydroxybestatin；

bl．2，leucine enkephalin；C．．2，methionine enkephalin．

ほ，少なくとも，25nmol／mJまで原点を通る直

線性を示す．このとき，除蛋白操作における♪一

OHBestの添加回収率は良好で98±1．8％（n＝5）

であった．検量線の回帰直線式による相関係数

（r）は0・999であった．また，刃Ⅳ＝2における

血清中の2－OH Best濃度の検出下限は62pmol

（20ng）／mlであった．これはHPLC注入量で

480fmolに相当する．

Bestを投与した健常人血清を処理し，7回繰り

返して測定した定量値（165ng／mりの変動係数は

3．9％であった．

Best（4・17mg／kg）を投与した位常人血清中の

P－OH Bestの経時的濃度変化を本法によりモニ

ターした（表1）．同試料中のBest濃度は，57

年度に開発した蛍光HPLCによって定量したも

のである．健常人において，代謝体かOH Best

の血清濃度はBest投与後4時間後に，Bestのそ

れは3時間後にそれぞれ最高値を示した．

また，三吉野班員らにより　Bestを連続投与し

ている筋ジストロフィー患者血清中の♪－OH

BestおよびBestについても，同様に測定した

（表2）．血清試料は投与開始後6週間目の朝に服

用し，1時間後に採血して得たものである．その

試料のP－OH Best／Bestの濃度比は，投与後1

時間後における健常人血清から得た比に比べてか

なり高い値を示している．これは，患者体内のヒ

ドロキシダーゼの活性が高いこと，あるいは，

P－OH Bestがすでに蓄積されていることも推察

されるが，筋ジストロフィー患者血清のベスタチ

ン濃度は，投与後0．5～1時間で最大値を示して

いる3・川ことから，測定した患者のクーOH Best／

Bestの濃度比は，健常人の投与後3ないし4時
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図7　Chromatograms obtainedwith（A）drug－freeserum and

（B）serum at4h after oral administration of bestatin

to a healthy man．Dose：4．17mg／kg．HPLC condi－

tions：mobile phase，CH3CN－50mM CH3COONa HCl

buffer（pH2．2）（9：41，V／V）；Other conditions are the

same as those describedin Fig．2．Peaks：1，2－hydro一

Ⅹybestatin：others，endogenous substances andreagent

blank．　Serum concentration of p－hydroxybestatin

（ng／mJ）：A，0．0；B，165・

表1Concentrationsofp－hydroxybestatin and
bestatinin serum after oral administra－

tion of bestatin to a healthy man

Concentration（FLg／ml）＆）

Time（h）
P－hydroxybestatin bestatin

50

　

1

　

2

　

3

　

4

　

6

　

8

ND

O．010

0．020

0065

0．165

0．100

0．045

0
　
（
U
　
5
　
0
　
0
　
0
　
0

2
　
7
　
6
　
3
　
1
　
6
　
．
4

0

　

0

　

4

　

9

　

8

　

1

　

0

0

0．014

0．004

0，007

0．020

0．063

0．113

8） Concentrations of p－hydroxybestatin and

bestatin were determinedin sera obtained

periodicallyatO．5to8h after the admini－
Stration of bestatin with a single dose of

4．17mg／kg to the subject of　60kg body

weight．

b）The concentration of pThydroxybestatin

was dividedbythatofbestatininthesame

sample・

間で得たその比に匹適していることも考えられる．

ⅠⅠ．自然蛍光検出による血葉および赤血球

FCnolのHPLC定量法

実　験　方　法

1）試料溶液の調製

a）75mMクエン酸塩緩衝液（pH3．5）

75mMクエン酸および75mMクエン酸3ナトリ

ウム溶液を混合しpH3．5に調整したものを使用∴

2）基　準　操　作

a）除蛋白

①血桑一血菓100〆に水（検量線作成時にはFC

nol標準液）25〆およびアセトニトリル200／上J

を加え，1100gで10分間遠心する．上清100β

をHPLCに付す．㊤赤血球一赤血球を約4倍量の

生理食塩水で洗浄し，800gで遠心した赤血球

50iLlに，水（検量線作成時にはFCnolの標準液）

100扉を加え，ソニケーショソにより溶血させる∴
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表2　Concentrations of p－hydroxybestatin and bestatinin sera after

Oral administration of bestatin to patients　with Duchenne，s
muscular dystrophy

Patient（year，kg）C）

）

　

）

　

）

　

）

　

）

　

）

0

　

5

　

0

　

4

　

0

　

6

0

　

2

　

9

　

3

　

0

　

6

2

　

2

　

1

　

2

　

2

　

1

9

　

7

　

7

　

9

　

8

　

5

（

　

（

　

（

　

（

　

（

　

（

A
 
B
 
C
 
D
 
E
 
F

Concentration（FEg／ml）＆）

♪一hydroxybestatin bestatin

0．190

0．330

0．200

0．365

0．275

0．350

8

　

8

　

6

　

6

　

0

　

8

1

　

9

　

2

　

0

　

2

　

1

4
　
5
　
6
　
5
　
5
．
4

0．045

0．055

0．032

0．072

0．053

0．084

＆）Bestatin（6・67mg／kg）was orally administered three times a day

（morning，nOOn and evening）for six weeks．Concentrations of

P－hydroxybestatin and bestatin were determinedin sera obtained

atlh after thelast administrationin the morning．

b）The concentration of p－hydroxybestatin was divided by that of

bestatinin the same sample．

C）Age and body weight of the patient are shownin parenthesis，
respectiveJy．

この溶血液にアセトニトリル250〟を加え，1100

g10分間遠心する．上清100〟をHPLCに付

す．

b）HPLC

高速液体クロマトグラフは，日立655型HPLC

用ポンプ，7120Rheodyne試料インジェクター

（100plループ），UnisilNH2（粒径5pm）を充

0

（
l
モ
コ
を
芸
事
亙

倉
s
u
茎
忘
2
8
S
2
0
⊃
一
山

填したカラム（150×4mmi．d．），18plのフロー

セルを装備した日立650－10S分光蛍光光度計お

よび理化電横レコーダーからなる．アセトニトリ

ルと75mMクエン酸塩緩衝液（pH3．5）の3：1

（Ⅴ／v）の混液を溶鹿波として用い，流速1．0mg／

minで送液する．蛍光検出は，励起波長275mm

および発光波長313mmで行う．カラム温度は室

2　　　　　4　　　　　6 8　　　　10　　　　　は

PH

図8　Effect of pH of the forphenicinoI solution onits

native fluorescenceintensity．The pH of the solution

WaS adjusted with a mixture of（a）0．1M citric acid

and O・1M disodium hydrogen phosphate，Or（b）0．1M

disodium hydrogen phosphate and O．1M soldium

hydroxide．
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表3　Nativefluorescencesofsomebiologicalsubstances

ReJative fluorescenceintensitya）

Compound
（100nmoりmり atEx275nmand atmaXimumExandEm

Em313nm　　（Ex宝器昔だ霊ax．）

100．0も）

52．6

53．0

89．4

ForfenicinoI

Dopa

Dopamine

Epinephrine

Norepinephrine　　　　　　88・0

Tyrosine

Tyramine

Serotonin

Tryptophan

122．2（283／313）

79．0（282／320）

78．0（282／320）

122．0（282／318）

118．2（282／320）

135．6（278／308）

144．0（278／308）

802．0（302／342）

362．0（282／350）

a）The flu。reSCenCeintensities were measuredin75mM sodium citrate

buffer（pH3．5）used for HPLC・
b）Thefluorescenceintensity from forphenicinoIwas taken aslOO・

温（20～270C）である．

結果および考察

FCnol自身は，PH4～5の弱酸性溶液中で強

く発蛍光する（図8）．この蛍光スペクトルは，

283および313mmにそれぞれ励起および発光極

大波長を有する．しかし，種々の蛍光性生体成分

（カテコールアミン類，テロシソ，チラミソやト

リプトファンなど）も，FCnolの蛍光と極めて煩

似した蛍光スペクトルを有する（表3）．したが

って，生体試料中のFCnolを測定するには，少

なくともそれらの生体成分からFCnolをHPLC

によって分離する必要がある．

1）HPLCによる分離と蛍光検出

アミノプロピル基をシリカゲル表面に化学結合

させたUnisilNH2カラムは，類似自然蛍光を発

する生体成分とFCnolを良好に分離した（図9）・

このHPLCの溶離液には，アセトニトリルお

よび75mMクエン酸塩緩衝液（pH3．5）（3：1，

Ⅴ／v）の混液を用いている．クエソ酸塩緩衝液の

pHを3．5より高くすると，検討した化合物は全

体的に遅く溶出し，特にカテコールアミン類がよ

－33－
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図9　Chromatogram ofa standardmiXtureOf

forphenicinol and some biological sub－

stances．HPLCconditions：cOlumn，Unisil

NH2（5FLm，150×4mmi・d・）；mObile

phase，75mMsodium citrate buffer（pH

3．5）－CH3CN（1：3，V／V）；flow rate，

1．Oml／min；fluorescence detection，Ex
275nm，Em313nm．Peaks：1，SerOtOnin

＋tyramine；2，epinephrine＋dopamine＋

tryptophan；3，nOrepinephrine＋tyrosine；

4，dopa；5，forphenicinol；6，artifact・

Amounts：25pmol each perlOOfLl of

injection volume・



り遅く溶出するため，pH4．5ではそれらのピー

クはFCnolのそれと完全に重なった．また，ア七

トニトリルの濃度をより高くした場合も，全体的

に遅く溶出してくる．したがって，UnisilNH2

カラムによるこれらの分離は，陰イオン交換と順

相分配によって行われているものと考えられる．

HPLCに注入する試料は，移動相と類似した組

成のアセトニトリルと水の温液にする必要があっ

た．試料を水溶液にすると検討した化合物の各ピ

ークは著しくブロードになる．

溶出液中のFCnolの蛍光は，275nmの波長で

励起し313nmの発光波長で測定されている．FC

nolの蛍光が示す励起極大波長283nmで励起し

た場合，水のラマン光が313nmの発光波長に観

O
S
U
O
d
s
2
3
∪
8
S
巴
○
コ
に

察され，クロマトグラムのベースラインノイズが

大きくなった．なお，275mmの励起波長では，

水のラマン光は300mmの波長に現われる．

2）血柴および赤血球FCmolの定量

図10は，FCnolを健常人に経口授与し，投与

前と投与後（4時間）における血菓および赤血球

中のFCnolを検出したクロマトグラムである．

FCnolを投与した血渠および赤血球のクローマト

グラム（図10のBおよびD）には，ともに保持

時間7・6分に，FCnolのピークが明らかに観察

されている．また，投与前のそれらの試料には，

FCnolが溶出する保持時間には，内在性の妨害

ピークは検出されていない．

0　　　8　　　16　　　　0　　　8 16　0　　　8 16　0　　　8

Time（min）

図10　Chromatograms obtained with human plasma and erythro－
CyteS beEore or after oral administration of forphenicinol．

Samples：（A），drug－free plasma；（B），pJasma at4h after

Oral administration；（C），drug－free erythrocytes；（D），

erythrocytes at4h after oraladministration．Dose：60mg／

man．Peaks：1，forphenicinol；Others，endogenous sub－

StanCeS．ForphenicinoI concentrationsin plasma and eryth－

rocytes（nmol／ml）：（A），0．0；（B），5．9；（C），0．0；（D），
0．95．
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基準操作に従い，ヒト血莱および赤血球に添加

したFCnolの検量線を作成した．両試料に添加

したFCnolのピーク高さは，少なくとも250n

mol／mJまで原点を通る直線を示す．回帰直線式

における両検量線の相関係数（r）はともに1・000

であった．

試料は2～5倍容量のアセトニトリルによって

除蛋白されているが，このときFCnolの添加回

収率は，両試料とも91±1．5％（刀＝10）であった・

FCnol投与後，4時間において得た血祭および

赤血球中のFCnolの濃度を10回繰り返して求め

た定量値（それぞれ2．38および1．24nmol／mJ）

に対する変動係数は，それぞれ2．12および1・88

％であった．

ぶ／Ⅳ＝2における本法の検出下限値は，血梁で

は65pmol（13ng）／ml，赤血球では160pmol（32

ng）／mlであった．これらの値は，HPLC注入量

でともに2．Opmolに相当する．この感度は，58

年度に提出した蛍光誘導体化HPLCよりも，

HPLC注入量で4倍，実際試料を測定する場合

O
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U
O
d
s
2
3
U
B
の
巴
○
⊃
一
山

l l l　　1

0　　　　　8

では約15倍高い．また，このHPLCでは，溶出

液中のFCnolをUV検出することも可能である

が，図11に示すように，本法の蛍光検出は，UV

検出より少なくとも5倍以上高感度である．

FCnolを経口投与した健常人血菜および赤血

球中のFCnol濃度の経時的変化を本法によりモ

ニターした（図12）．投与後の血梁FCnolの濃度

変化は，58年度に提出した結果とほぼ同様であっ

た．一方，赤血球中のFCnol濃度は，投与後少

なくとも8時間まで増大する結果を得た．

本法および58年度に提出したFCnolのアルカ

リ性酸化による蛍光誘導体化HPLCによって，

それぞれ同じ血奨試料（n＝7）中のFCnol（13～

1．2nmol／mJ）を定量し，両定量法の相関を求め

た．両者によって求めた定量値には著しい違いは

なく，その相関係数（r）は0．996であった．

お　あ　り　に

本研究によって，Bestを投与したヒト血清中

（2．5nmoり

∴
l I l　　1

0　　　　8

¶me（m了∩）

5

0
2
月
L
O
S
q
＜
　
0
00

∵へl
0　　　　　8

図1l Comparison of fluorescence detection　with UV detection for

forphenicinolin HPLC using a Unisil NH2COlumn・Detec－

tions：（A），fluorescencedetection at Ex275nm and Em313

nm；（B），UV detection at210nm；（C），UV detection at280

nm．Peaks：1，forphenicinol；others，artifact．
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図12　Concentrations of forphenicinolin plasma and erythrocytes

after oral administration of forphenicinolto three healthy

men・　Samples：Pr（a）－（C），P】asma；E－（a）－（C），erythro－

CyteS；（a），administration at5h after feeding；（b）and

（C），administration at30min after feeding．Dose：60mg／
man・Body weight and age：（a），57kg，32years；（b），

56kg，23years；（C），57kg，

のその代謝体P－OH Bestを蛍光HPLCによっ

て定量することが可能となった．この方法は，血

清200plを必要とし，62pmol（20ng）／ml以上の

濃度で存在するクーOH Bestを定量できる．

また，新たに開発したFCnolの自然蛍光を検

出するHPLCは，58年度に提出したFCnol蛍

光誘導体化HPLCよりも，実際試料を測定する

場合，約15倍高感度であり，前処理も極めて簡

便である．この方法によって，血祭（100〟J）およ

び赤血球（50／JJ）に，それぞれ65pmol（13ng）／

mlおよび160pmol（32ng）／ml以上の濃度で存

在するFCnolを定量することが可能となった．

22years．
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酵素網の動的平衡に及ぼすべスタチンの効果

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＊

は　じ　め　に

生命の維持にホメオスタシスが重要な役割を演

じていることは周知の事実である．生化学を基盤

として多面的なホメオスタシスの上に成り立って

いる生体を捉えるには，代謝を中心課題として考

えるのが妥当である．筆者らは代謝系からみた動

的平衡という立場からさまざまの酵素に対する阻

害物質を探索し，また細胞レベルから生体の全体

像を生化学的に捕え，複雑な生体反応を明らかに

する新しい探索法を開発し，微生物培養液中から

多くの低分子酵素阻害物質を発見したト10）．酵素

阻害物質の研究は炎症，免疫，補体反応，発がん，

がん転移，ホルモン産生および筋ジストロフィー

症，脱磁疾患症，自己免疫症を含むさまざまの難

病を理解する鍵になると思われる．

細胞膜の諸現象と細胞機能との相関性を研究す

ることは，生命現象を明らかにするために分子生

物学が指向する新しい重要な研究分野である．筆

者らは各種の単層培養細胞，懸濁細胞ならびに腫

瘍細胞などの細胞表面の酵素活性を調べた結果，

アミノペプチダーゼ，ホスファクーゼ，エステラ

ーゼなどが存在することを明らかにした11～12）．細

胞表面に存在する酵素を指標にして阻害物質を探

索し，それぞれの酵素を特異的に阻害するアマス

タチソ，べスタチソ，アルファメニソAとB，ホ

＊微生物化学研究所

ルフェニシン，エステラスチソ，エベラクトンA

とBなどを兄い出したい10）

本報告は免疫調節作用を有し13～18），かつ筋ジス

トロフィーマウスの発症阻止効果19－20）のあること

が報告されているべスタチソの作用秩序を明らか

にすることを目的として，べスタチソおよびその

立体異性体をマウスに連続投与し，経時的に採取

した臓器内の酵素網の動態およびヒトにべスタチ

ソを連続投与した前後における血清中の酵素網の

経時的変化について検討したので，その結果につ

いて述べる．

実　験　方　法

動物およびヒト血清

1）ICRマウス（7週齢，雄）は静岡県実験動

物農業協同組合から購入した．べスタチソおよび

その立体異性体（200／Jg／マウス）は連続30日間，

腹腔内に投与した．動物は2日ないし3日間隔で

屠殺し，前肢筋，後肢筋，心，脾，肝および腎を

摘出したのち，直ちに－700Cで保存した．投与

法および臓器摘出は図1に示す．臓器は10倍量

のPBS（phosphate buffered saline，pH7．2）

中で，組織ホモジナイザー（ultraturrax）を用い

て1分間ホモジナイズした．酵素活性の測定には，

ホモジネートの3，000×g，20分間の遠心上清を

用いた．

2）ヒト血清（T．A．，38y．0．，男）は木下班員
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Experimentalanimals：ICR mice，i．p．injection

Inhibitors：（2S，3R）一bestatin，（2R，3R）－bestatin

Organs：forelimbmuscle，hindlimbmuscle，heartmuscle，

SPleenliver，kidney

Enzymaticassays：aminopeptidase（5），endopeptidase（7），

GJcNAc－aSe，phosphatase，eSteraSe

図1Effectsofbestatin stereoisomers on enZyme netWOrksin

murine organs

から提供された．投与前103日およびべスタチソ

（180mg／日，経口投与）投与後85日間にわたり，

2日ないし3日間隔で採血した．採血法および投

与法は図8に示した方法で行った．

阻害物質

べスタチソ〔（2S，3R）－3－aminoT2－hydroxy－

4－Phenylbutanoyト（S）－leucine，（2S，3R）AH

PA－（S）－Leu〕およびその立体異性体〔（2S，3S）

AHPA－（S）－Leu〕，〔（2R，3S）AHPA－（S）－Leu〕

と〔（2R，3R）AHPA－（S）－Leu〕を用いた．べス

タチソおよび立体異性体の構造ならびに阻害活性

は表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

（Arg・NA），L－PrOlineβ－naphthylamide（Pro・

NA），L」eucineβ－naPhthylamide（Leu・NA），gly－

Cyl－L－prOlyl－L－leucineβ－naPhthylamide（Gly－

Pro－Leu・NA），hippuryl－L－Phenylalanine（Hip－

表1Inhibitory Activities of Bestatin andits Stereoisomers

Bestatin

CH3

CH－CH3

CH20H CH2

H2N－CH，TCH－CO－NH－CH－COOH

（R）（S）　　　（S）

Stereoisomer IC30（FLg／ml）

2　　　3　　　　　AP－B Leu－AP Gly－Pro－Leu－AP AP－A

Q
CH20H

H2N－CH－CH一

（3）（2）

S R O．05　　　　　0．01　　　　　3

S S　　　　　　4．1　　　　　0．23　　　　　40

R S　　　＞200　　　　＞200　　　　＞200

R R　　　＞200　　　　＞200　　　　＞200
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酵素網の動的平衡に及ぼすべスタチンの効果

表2　List of the Enzymes Measured and their Substrates

Enzyme Abbreviation Substrate　慧禁認
Aspartate aminopeptidase（EC3．4．11．7）

Arginine aminopeptidase（EC3．4．11．6）

Prolineiminopeptidase（EC3．4．11．5）

Leucine aminopeptidase（EC3．4．11．1）

Tripeptide aminopeptidase（EC3．4．11．4）

Carboxypeptidase A（EC3．4．17．1）

CarboxypeptidaseB（EC3．4．17．2）

Dipeptidyl carboxypeptidase（EC3．4．15．1）

Prolyl endopeptidase（EC3．4．21．26）

Plasma kaJlikrein（EC3．4．21．34）

Carboxyl proteinase（EC3．4．23．5）

Alkaline phosphatase（EC3．1．3．1）

Arylesterase（EC3．1．1．2）

AP－A

AP－B

Pro－AP

Leu－AP

Gly－Pro－LeurAP

CP－A

CP－B

ACE

Post－Pro－EnZ

Kallikrein

Cathepsin D

Phosphatase

Esterase

Glu・NA

Arg・NA

Pro・NA

Leu・NA

Gly－ProLLeu・NA

Hip－Phe

Hip－Lys

Hip－His－Leu

Z－GlyTPro

BAEE

HemogIobin

NPP

NPA

l
 
l
 
l
 
l
　
1
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
6
　
2
　
2

2
　
2
　
2
　
2
　
2
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
2
　
1
　
1

1
　
1
　
1
　
1
　
1
　
2
　
3
　
4
　
1
3
　
l
 
l
 
l
　
1

1

　

1

　

1

　

1

　

1

　

2

　

2

　

2

　

2

　

2

　

2

　

1

　

1

Phe），hippuryl－L－lysine（Hip－Lys），hippuryl－L－

histidyl－L－leucine（Hip－His－Leu），Carbobenzoxy－

glycyl－L－PrOline（Z－Gly－Pro），Na－benzoyl－L－

arginine ethyl ester hydrochloride（BAEE），

hemoglobin，P－nitrophenylphosphate（NPP），

9－nitrophenylacetate（NPA）．

緩　衝　液

酵素活性測定用の緩衝液は0．02M phosphate

buffered saline（PBS，pH7．2）を用いた．ただ

し，Carboxypeptidase A（CP－A）の測定には

0．05M Tris－HClbuffer（0．9M NaCl含有，pH

7．5），Carboxypeptidase B（CP－B）の測定には

0．05M Tris－HClbuffer（pH8．0）およびカテプ

シソDの測定には0．2M SOdium acetate bufEer

（pH3．2）を用いた．

酵素活性の測定

臓器ホモジネートの遠心上清分画およびヒト血

清は，それぞれの基質溶液および緩衝液を含む反

応試験管（1．5×10cm）に分注し，370Cで1時間

の反応を行った．CP－A，CP－Bおよびカテプシ

ソDは前述の緩衝液を用い，それぞれの条件下で

反応を行った・すべての酵素活性の測定にl羊3本

宛の試験管を用い，その平均値を記載した．各酵

素活性の測定法および基質は表2に示す．

蛋白の測定

標準蛋白として，ウシ血清アルブミンを用い，

Lowry法27）で測定した．

統　　　計

多変量解析の一手法である主成分分析法を用い

て解析した28）．

結果および考察

筆者らは正常および筋ジストロフィーマウスに

低分子酵素阻害物質を授与し，筋肉を含む各種臓

器内の酵素活性の変化を経時的に調べた結果，

f乃びわナ0の抗酵素スペクトラムを反映しないこと

を報告した29‾32）．今回はベスタチソを連続投与す

ることにより誘起される酵素網の動態を経時的に

調べ，またヒトに連続投与した前後における血清

中の酵素網の動態について述べる．

1）ぺスタチンおよびその異性体による酵素網

の動態88）

べスタチソはその構造に3個の不斉炭素を含ん

－39－



でいる．各種の立体異性体を合成し，構造と活性

の相関を検討した．各種の立体異性体の阻害活性

は表1に示す．AHPA（3－amin0－2－hydroxy－4－

Phenylbutanoic acid）の2位の配位がSである

立体異性体はAP－B（aminopeptidase B），Leu－

AP，Gly－Pro－Leu－AP活性を阻害するが2位の

配位がRの異性体はいずれの酵素に対しても阻害

活性を示さない．ベスタチソの阻害活性発現には，

AHPAの2位の配位がSであることが重要であ

る．

上述した結果に基づき，活性体である（25，

3R）AHPA－（S）－Leu（ベスタチソ）と不活性体

である（2R，3R）AHPA－（S）－Leuを図1に示

した方法で授与し，経時的に脾，腎，肝における

酵素活性の動態を調べた．

脾，腎および肝における経時的な酵素活性の動

態を図2，3および図4に示す．べスタチソはf乃

vitroでLeu－APとGlyqPro－Leu－APを強く阻

害するがAP－Aは阻害しない（表1）．図2に示

したように，脾内におけるLeu－APとGly－Pro－

（
．
｝
O
J
d
 
g
＼
∪
盲
＼
一
〇
E
U
）
．
1
0
＜
d
s

6
2
．

2．0

5
　
　
9

1
　
　
0

Leu－AP活性はべスタチソの連続投与にもかかわ

らずほとんど阻害されない．そして，1週と3週

に2つのPeakが認められた．また不活性体（2R，

3R）AHPA－（S）－Leu投与の場合は特徴的な振動

を示さない．一方，AP－A活性はLeu－APおよ

びGly－Pro－Leu－APと異なる振動が認められ，

また不活性体の振動は小さい．

腎の酵素網の動態は図3に示す．ベスタチソ投

与群は脾と類似した振動を示し，いずれの酵素に

おいても2つのpeakが観察された．一方，肝に

おける酵素網の動態は脾，腎と異なり，いずれの

投与群もランダムな振動であった（図4）．

図2，3および図4に示した酵素活性の振動の

意義を明らかにするため自己相関係数をプロット

して図を作成した（図5，6，7）．脾（図5）およ

び腎（図6）に示したように，べスタチソ投与群

の自己相関係数はいずれの酵素の場合においても，

Sine curve型の振動をしていることを明らかにし

た．一方，肝（図7）ではAP－AのみSine curve

型の振動を示した．

10 20 30

days

ol＿0（2S．3R）AhpA－（S）TLeu（Bestatin），●一一一（2R，3R）AHPA－（S）LLeu

図2　Comparison oftheenzymatic oscillationsin spleeninduced
by bestatin and one ofits stereoisomers．
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図4　Comparison of the enzymatic oscilJationsinliverinduced

by bestatin and one ofits stereoisomers，
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（2S．3R）AHPA－（S）－Leu（Bestatin）
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べスタチソ投与群はSine curve型の振動を表

わす酵素群が，対照に比べ同調（synchronize）し

ていると考えられる．このことは，外界から異物

を投与することにより起る非特異的な効果ではな

く，臓器内の酵素網に一定な律動性のある変動を

与えたことを表わしている．筆者らにより兄い出

された酵素の振動現象は細胞内の動的な酵素網の

制御を明らかにし，生体を理解する上に重要であ

ると考える．

days 50

2）ヒト血清の酵素網に対するベスタチンの効

果

べスタチソ投与前後における血清中の酵素網の

変動について，木下班員から提供された患者血清

について検討した．べスタチソ投与法ならびに採

血方法は図8に示した方法で行い，また酵素活性

の測定法および基質は表2の方法で施行した．

患者血清中のAP－BおよびPro－AP活性の変

動は図9に，またLeu－AP，Kallikreinおよび

Esterase活性の変動は図10に示す．酵素活性の

一一一一一一一一一一Bestatin

150

∴川∴∴∴∴二二∴∴…∴∴∴∴∴
Patient　　　：T．A．38y．0，male

Administration：Bestatin，180mg／day，P・0・

Enzymaticassay：AP－A7APrB・Pro－AP・Leu－AP・G－y－Pro－AP・Gly－Pro－LeurAP・
CP－A CP－B

ACE，Post－ProLEnz，Kallikrein，Cathepsin D

Alkaline phosphatase，Esterase

図8　Effectsofbestatin on plasma enzymeJevelsin man
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図9　Enzymatic oscillationsin human serumwith orwithout bestatin
administration

Days　　　　　　50　　　　　　　川0　　　　　　150

図10　Enzymatic oscillationsin human serum　with or without
bestatin administration．

動態はいずれの酵素においても非投与群と投与群

では異なった振動が認められた．べスタチソ投与

群ではAP－A，AP－B，CP－B，Alkaline，phos－

phatase，Esterase活性などが有意に低下するこ

とを兄い出した．また有意な変化を示さない酵素

においても，非投与群と投与群では振動が異なっ

ている．さらに，多変量解析の一つの方法である

主成分分析法によって各種の酵素活性の相互関係

を検討した結果，ベスタチソはヒト体内の酵素網

にシンクロナイズ効果を与え，前述したマウス臓

器における知見と類似した結果を得た．

ま　　と　　め

ベスタチソの作用枚序を明らかにすることを目

的とし，ベスタチソおよびその立体異性体をマウ

－　44　－



酵素網の動的平衡に及ぼすベスタチソの効果

スに連続授与することによる各種臓器内の酵素網

の変動ならびにべスタチソをヒトに連続投与した

前後の患者血清中の酵素網の動態について調べたt

べスタチソは細胞膜に作用するとともに，オリ

ゴペプチドの代謝に影響を与え，また間接的に蛋

白代謝全般に効果をおよほし，免疫担当細胞を含

む細胞機能に変化をひき起すと考えられる．また

筋ジストロフィー患者血清中の加水分解酵素にも

変動を与えていることを明らかにした・
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急性脊髄損傷に対するロイペプテンの効果

岩　崎　祐　三＊

研究協力者　飯塚秀明＊・山本悌司＊・今野秀彦＊

神経軸索の細胞骨格系の主要構成成分のひとつ

であるneuro丘lamentに対し特異的に働く蛋白

分解酵素が，広く中枢神経，末梢神経に存在する

ことが知られており，それがカルシウム依存性中

性プロテアーゼであることが最近明らかにされつ

つある1～。．また，急性脊髄損傷に際して傷害部

位のカルシウム濃度が急速に上昇することも報告

されている卜7）．上記のような事実をもとに，脊

髄損傷における組織破壊の楼序の一つとして，神

経組織に内在するカルシウム依存性プロテアーゼ

の活性化が最近注目されており，実験的脊髄損傷

においても，傷害部位より遠位にある軸索が著明

に減少していることが報告されている8）．

カルシウム依存性中性プロテアーゼの阻害剤で

あるロイペプテンやE64が，神経組織に内在す

るプロテアーゼによるneuroLlamentの崩壊を

阻止することは，f乃びわroの実験ではすでに確か

められている．しかし，これらの酵素阻害剤の脊

髄損傷に対する作用については末だ報告がない．

そこでわれわれは，ラットの実験的急性脊髄損傷

に対するロイペプチソ投与の効果を検討した．

脊髄損傷に対する薬剤投与の効果判定法につい

ては，多くの議論がなされてきた＝0）．特に，運

動機能，膀胱直腸機能やSomato－SenSOryeVOked

responseなどを指標とする判定には批判が強い・

そこで，われわれはFink－Heimer法11）により軸

索の初期変性をとらえ，傷害部より遠位に出現す

る変性軸索の量を，自動画像解析装置により定量

＊東北大学医学部脳疾患研究施設脳敵組構造部門

的に測定することにより’，軸索正対する薬効を客

観的に把握する方法を開発した．

方　　　法

実験には雄ウィスターラット17匹（体重，160

～220g）を使用した．ベントパルビタールソーダ

（40mg／kg体重）の腹腔内投与による麻酔後，手

術用顕微鏡下に第9・10胸椎の椎弓を切除しち

（図1）．次いで，第11胸髄のレベルで，硬膜外

から脊髄をピーマーの血流二時遮断用クリ・－ツア

（先端圧40g）で30秒間圧迫して損傷を作製した

（図2）．

脊髄動物を二群に分け，10匹にはロイペプテン

を腹腔内投与，残る7匹には生理的食塩水を投与∴

対照群とした．ロイペプチソ（Lot No・39）は，

脊髄に損傷を加える10～15分前に初回投与，以

後，一日二回腹艦内投与を行った．一回の投与量

は手術当日および術後第1，2日は25mg／kg，術

後3日目からは12．5mg／kgとし，標本作製日ま

で継続した．

術後7日目に，10％ホルマリンで経心的に濯洗

固定した．固定後摘出した脊髄は，更に10％ホル

マリンで3～4週間固定したのち，第6億髄の横

断凍結切片を35pmの厚さで作製，Fink－Heimer

の方法に準じて鎮銀染色した．鍍銀染色標本の像

はテレビカメラにより顕微鏡から直接Luzex500

Tu型画像解析装置に送りこみ，画像の解析を行

った．
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図1椎弓切除により脊髄を露出した図・

図2　脊髄にクリップによる損傷を加えている図・

結　　　果

FinkTHeimer標本では，非脊損動物には全く

見られない銀粒子が，脊損動物の白質では脊髄損

傷部位より遠位の脊髄下行路に限局して，また，

灰白質では，脊髄下行路および脊髄固有路の神経

終末に一致して多数みられた

図3は，非脊損動物の第6隙髄前角のFink－

H。imer鍍銀標本で，血管壁の共染が見られるが・

変性軸索に特異的な銀粒子は全く見られか、・図

4は，脊髄動物の第6隈髄の横断切片のFink－

Heimer標本で，ここには多数の銀粒子が出現し，

後索の錐体路，前・側索内の脊髄下行路が選択的

に染め出されているほか，脳幹からの下行路，脊

髄固有路の神経終末がある前角のRexedの

LaminaVII，VIIIが染め出されている・このよ

図3　非損傷脊髄第6腰髄のFiTlk，Heimer標本・
血管壁が共染しているが，実質内には銀粒子

が全くみられない．（×75）

4

図4　胸髄横断後にみられた変性軸索・銀粒子は脊
髄下行路，前角などに広範に分布しているt
第6腰隠Fink－Heimer標本・（×30）

ぅな変性軸索の出現は，ロイペプチソ投与群，非

投与群に共通な所見であったが，投与群と非投与

群の間にはその出現頻度に大きな差が見られた・

図5に，第6陳髄，RexedのLaminaVIIIの

FinkTHeimer標本を示す．左はロイペプチソ非

投与例，右はロイペプチソ投与例のもので，銀粒

子の量が投与例で明らかに減少している・

薬効をより定量的にとらえるために・単位面積

で銀粒子の占める面積を自動画像解析装置を用い

て計測した．図6左は画像解析装置のテレビ映像

で右はその二価像である・計測は・この画面の中

央に見える円に囲まれた部分（5・174×10‾2mm2）

について行った．個々の動物について，少なくと

も三枚の標本の計測を行い，その相加平均値をそ

の個体の面積率として表現したものが図7で，非
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急性脊髄損傷に対するロイペプチンの効果

図5　クリップによる脊髄損傷後7日目の第6腰髄，RexedのLamina
VIII．

非投与例（左）に比べ，ロイべプチソ投与例（右）では明らかに銀

粒子の量が減少している．Fink－Heimer標本，（×150）

図6　Fink－Heimer標本のテレビ像 （左）とその二価像（右）．図中，円で

囲まれた部分で銀粒子が占める面積を自動計測した．

投与群7匹の平均が28．4±0．77％（mean±S．E．）

であるのに対し，ロイへプチン投与群10匹の平

均は23．6±0．40％　と投与群のそれは有意に減少

していた（ク＜0．001）．つまり，ロイペプチソ投

与例では非投与例に比べ，変性した軸索の量が平

均16％減少していたことになる．図8は，Fink－

Heimer法で見られる銀粒子に対応して脊髄前角

にみられた軸索終末の変性像の電顔写真である．

考　　　察

脊髄損傷において，自質を構成する脊髄伝達路

の障害が機能予後を左右することはいうまでもな

い．この脊髄伝達路を構成する軸索の主たる細胞
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図7　銀粒子（変性軸索）の面積率分布．

骨格の一つであるneuro丘lamentが，損傷急性期

に高度に破壊され12），この破壊の機序として，損

傷時に細胞外カルシウムの急敢な細胞内流入7）に

よる，カルシウム依存性プロテアーゼの活性化が

関与していることが示唆されている12）．このこと

は，この酵素の括抗剤であるロイペプチソが，損

傷後の軸索変性を減少させる可能性をもつと考え▲j

られる．

脊髄損傷に対する薬物療法としては，従来より，

ステロイドや，マニトールなどの浸透圧利尿剤が

主として用いられ1‡），また，最近はナロキソソ，

TRHなどが，実験的および臨床的にも試みられ

ている13・14）．各々の薬剤で，有効性も報告されて

いるが，いずれの場合も，損傷の重症度の判定法

が問題とされてきたい0）．臨床症状や，電気生理

学的判定法については，従来より多くの問題点の

指摘があり，特に，損傷後の神経脱落症状を，ラ

ットなどの自動能の回復の良好な動物で判定する

ことは困難と考えられる9）．今回の実験では，こ

のような問題に加え，ロイペプチソ投与により全

身状態の悪化が多くの個体でみられたため，対照

群と臨床症状を比較することは妥当性を欠くと考

えられ検討から除いた．

以上のような，種々の問題点をふまえ，われわ

れは，組織学的に重症度を定量化する試みとし

て，損傷後の軸索および終末の変性像をFink－

Heimer法でとらえ，その変性の程度で重症度を

表現する方法を開発し，今回の治療効果の検討に

用いた．

今回の実験結果は，ロイペプチソの脊髄損傷に

対する有効性を示唆するものといえるが，既述し

たように，ロイペプチソ投与群では，全身状態の

悪化が多くの例でみられ，投与量や，投与期間の

問題をさらに検討する必要があると考えられる．

また，今回は急性期の実験であるが，数力月単位

の慢性期の判定も当然必要であり，今後の課題と

考えている．
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急性脊髄損傷に対するロイペプチソの効果

図8　脊髄損傷後7日日の第6胸髄前角で，銀粒子に対応してみられた
変性軸索終末．（×45，000）
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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＊・松戸隆之＊・宋　時栄＊

これまでの研究にひき続きロイペプチソおよび

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7桂の標本について実験を行った．

1）血管平滑筋

ロイペプテンの血圧下降作用については昭和54

年度にイヌおよびネコで田中らによって兄いださ

れ1），昭和57年度にはわれわれもウサギで観察し

報告した．この降圧作用の枚序として当初は神経

節遮断作用（昭和54，55年度報告）が考えられ

た．しかし，昭和58年度の研究でα型遮断薬（フ

ェントラミソ）の前処置下にロイぺプチソを投与

しても降正作用が消失しないことが判明し，ロイ

ペプテンの降圧作用秩序について再検討すること

が必要になり，本年度は血管平滑筋に対する作用

を調べた．この問題については，ロイペプチソが

モルモットの大動脈ラ七ン状条件片標本の収縮に

影響しないことをすでに昭和57年度に報告して

いる．今回は弾性型動脈とされる大動脈ではなく，

血圧調節の主役であると考えられる筋型動脈とし

てモルモット，ウサギ，およびネコの大腿動脈を

用い，ロイぺプチソの血管平滑筋に対する作用を

調べた．

2）気管平滑筋

ロイペプテンの呼吸機能に対する効果としては，

呼吸数の変化が丸ごとの動物（ウサギ，昭和57

年度）および摘出延髄一脊髄標本（ラット，昭和

＊東京医科歯科大学医学部薬理

58年度）について調べられ，著明な影響のないこ

とが知られているが，気管平滑筋に対する影響に

ついてはこれまで報告がない．ロイペプチンはア

セチルコリソのムスカリン作用を増強させること

がラット副交感神経節において兄いだされた（昭

和58年度報告）．そこでモルモットの気管ラセン

状条片標本を用い，気管平滑筋に対するロイペプ

チンの作用を検討した．・

3）虹彩括約筋

上記の二種の平滑筋標本に加えて，今年度はウ

サギ虹彩括約筋に対するロイペプチソおよびベス

タチソの効果を検討した．

4）交感神経節

自律神経節に対する作用としては，昭和54年

度および55年度にロイペプチソが下腸間膜動脈

神経節においてコリン作動性伝達をシナプス後性

に抑制することを報告し，また昨年度はラット副

交感神経節においてロイペプチソがアセチルコリ

ンの速い脱分極作用を抑制し，それに続く遅い時

間経過の脱分極を増強することを報告した．本年

度は交感神経節であるモルモット下腸間膜動脈神

経節において実験を行った．

5）摘出脳幹一脊髄一肺標本

昨年度は新生ラットの摘出脳幹一脊髄標本にお

いて，呼吸活動に対するロイペプチソの効果を研

究した．本年度はこの標本をさらに改変して摘出
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