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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

発研究が開始されたのは昭和54年度であった。以来7年間に亘る研究を積み重ねて，E－

64はその合成類似体であるE－64－C，さらにそのエステル体であるE－64－d（EST）と，よ

り実用に適するものへと変化してきた。今回これがロキンスタチンの名のもとに，厚生省

に医薬品製造承認申請を行ったことによって，本研究の歴史を閉じることとなったのであ

る。

私がカルシウム依存性プロテア⊥ゼの研究を行ってきていることを聞きつけ，当時大正

製薬におられた沢田さんがE－64を持参し，阻害剤として有用かどうか検定してくれるよ

う依頼されたのが始まりであった。その後，この結果について行った日本医学会での私の

講演が，厚生省の渡辺さんの耳に止まり，難病治療薬の開発研究に加えられたのである。

私は，まずわびまれ系における生化学研究を徹底的に行い，それに立脚しつつ順次玩

〃れ0系へと拡げ，最後に臨床実験に持ち込むという方針を立て，それを実行した。した

がって第1相臨床試験が報告されたのは，57年度からであった。この間基礎研究に集中

したため，その方面の研究は大いに進歩したが，応用方面に携わられた方々はさぞもどか

しく思われたことと思う。しかし最後まで私の方針に従い，協力して下さった班員の

方々，および大正製薬開発部の方々に深甚なる敬意と謝意とを表するものである。

本研究期間を通じて，厚生省薬務局の方々より賜わった御援助の数々は挙げるに暇がな

い程である。今回の成果が少しでもこれらの御援助に応えるものとなることを心から念じ

て，本研究の締めくくりとしたい。

班長　今　堀　和　友
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1．ESTの製剤化に関する研究
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目　　　的

筋ジストロフィー症治療薬ESTの原体およ

び製剤（エステートカプセル50．エステート

カプセル25およびェステート顆粒10％）に

関して，「長期及び苛酷経時変化試験」により，

安定性を予測し，「強制分解試験」により，原

体の水溶液中での分解経路を推定する。

また，健常成人を対象に「生物学的同等性試

験」を実施し，各製剤の生物学的利用率に差が

無いことを確認する。

方　　　法

1．試料

EST原体：

大正製薬株式会社で合成された純度98．0～

102．0％の原体。

エステートカプセル50：

大正製薬株式会社で製造された1個中に

ESTを50mg含有する硬カプセル剤。

エステートカプセル25：

大正製薬株式会社で製造された1個中に

ESTを25mg含有する硬カプセル剤。

エステート顆粒10％：

大正製薬株式会社で製造された1g中に

ESTを100mg（10％）含有する顆粒剤。

以上の試料は，医薬品の製造許可申請書に添

付した各々の「規格及び試験方法」に適合した。

■　大正製薬株式会社総合研究所

2．安定性試験

安定性試験の概略を表1に，保存条件・期

間・容器および試験項目を表2に示す。

性状（原体および製剤）：

日本薬局方通則に従い試験した。

カルポン酸エステルの確認（原体および製剤）：

アルカリの存在下で塩酸ヒドロキシルアミン

と反応させ，ヒドロキサム酸とし，これに塩化

第二鉄を作用させ，色を観察した。

アミノ基の確認（原体および製剤）：

塩酸で加水分解し，生成するアミノ基にニン

ヒドリンを作用させ，色を観察した。

赤外吸収スペクトルによる確認（原体のみ）：

日本薬局方一般試験法赤外吸収スペクトル測

定法の臭化カリウム錠剤法により測定し，特性

吸収の波数から確認した。

液体クロマトグラフ法による確認（製剤のみ）：

製剤の定量で得られた液体クロマトグラムに

おいて，試料溶液および標準溶液のESTに相

当するピークの，内標準物質チモールのピーク

に対する相対保持時間を比較した。

旋光度（原体のみ）：

日本薬局方一般試験法旋光度測定法に従い試

験した。

融点（原体のみ）：

日本薬局方一般試験法融点測定法の第1法

により試験した。

類縁物質（液休クロマトグラフ法）（原体およ

び製剤）：

試料につき，EST濃度が原体約2mg／ml，

9



I E－64類縁体の開発

表1安定性試験の概略

原　 体

製　　　　 剤

カ　 プ　 セ　 ル　 剤 顆　 粒　 剤

エステート
カプセル50

エステート
カプセル25

エステート
顆粒10％

安
定比
性較
試
験

エステートカプセル50　と

エステートカプセル25

○ ○ －

相
対比
較
試
験

P T P 包装と

缶 包 装
○ － －

経

時

変

化

試

験

長 期 保 存

試 験

A 法 － － － ○

B法 ○ ○ ○ －

加　 速　 試　 験 － － － ○

苛
酷
経
時
変
化
試
験

加 温 保 存

試 験
○ ○ － ○

加 温・加 湿

保 存 試 験
○ ○ － ○

光 照 射

保 存 試 験
○ ○

－ ○

強　 制　 分　 解　 試　 験 ○ － － －

製剤約1mg／mlになる様に無水エタノールに

溶解し，次の2条件の液体クロマトグラフ法

によって試験を行い，得られたクロマトグラム

のピーク面積から類縁物質の量を算出した。

〔操作条件〕

検出器：紫外吸光光度計（測定波長：210

nm）

カラム：内径4mm，長さ150mmのステ

ンレス管にオクタデシルシリル化し

た5〟mのシリカゲルを充てんし

た。

カラム温度：500

移動相：条件l

H20：CH3CN：H3PO4

＝720：280：1

条件2
H20：CH3CN：H3PO4

＝600：400：1

流　量：1ml／min

lO

注入量：5JJl

類縁物質（薄層クロマトグラフ法）（原体およ

び製剤）：

試料につき，EST濃度が約10mg／mlにな

る様に無水エタノールに溶解し，次の3条件

の薄層クロマトグラフ法によって試験を行っ

た。

〔操作条件〕

薄層板：TLCプレートシリカゲル60

層の厚さ0．25mm（Merck社製）

展開溶媒：条件A

CHC13：CH30H：HCOOH

＝95：5：2

・条件B

CH3COOC2H5：n，C6H14：HCOOH

＝35：15：1

条件c

c2H50C2H5：HCOOH

＝50：1
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I E－64類縁体の閑発

表3（a）fl二物学的同等性試験の試験方は

製　　　 剤 エ ス テ ー トカ プセ ル25 （E S T 25 m9 含 有 カ プ セ ル， 大 正 製 薬 製造 ）

エ ス テ ー トカ プセ ル50 （E S T 50 m9 含 有 カ プ セ ル， 大 正 製 薬 製造 ）

対　　　 象 佐 官 成 人 男 子， 1 4 名

投 与 方 法

1 群 7 名 の 2 群 に 分 け ． E S T lO O m9 に相 当 す る 各 製 剤 を そ れ ぞ れ

空 腹 時 1 回経 口投 与 。

第 1 回 試 験 終 了 後 ， 1 週 間 の 休 菜 期 間 を お き． 製 剤 を ク ロ ス し て

第 2 回 試験 を実 施 。

採　　　 血 投 与前 ，投 与 後 0 ．2 5， 0 ．5 ， 1 ， 2 ， 3 ， 4 ． 6 ， 8 時 間

測 定 方 法 ガ ス ク ロ マ トグ ラ フー 質 量 分析 法

（島津 L K B 90 00 型　 G C ／ M S ）

蓑3（b）生物学的同等試験の試験方法

製　　　 剤 エ ステ ー トカプ セ ル5 0 （E S T 50 m g含 有 カ プ セ ル， 大 正 製 薬 製 造 ）

エ ステ ー ト顆 粒 10 ％　 （E S T lO ％含 有 顆 粒 ，大 正 製 薬 製 造 ）

対　　　 象 健 常 成 人 男 子 ． 1 4 名

投 与 方 法
1 群 7 名 の 2 群 に 分 け ， E S T lO O m9 に 相 当 す る 各 製 剤 を そ れ ぞ れ

空 腹 時 1 回 経 口投 与 。
第 1 回 試 験 終 了 後 ， 1 週 間 の 休 薬 期 間 を お き， 製 剤 を ク ロ ス し て

第 2 回 試験 を実施 。

採　　　 血 投 与 前 ，投 与 後 0 ．25 ，0 ．5 ， 1 ， 2 ． 3 ， 4 ， 6 ． 8 時 間

測 定 方 法 ガス クロ マ トグ ラ フ 一質 量 分 析 法
（島 津 L K B 9 000 型　 c c ／ M S ）

スポット量：条件A50〝1，条件B，C25／Jl

検出方法：条件A，Cニンヒドリン，条件B

希硫酸

乾燥減量（原体のみ）：

日本薬局方一般試験法乾燥減量試験法に従い

試験した。

崩壊試験（製剤のみ）：

日本薬局方一般試験法崩壊試験法に従い試験

した。

定量法（原体のみ）：

試料約0．8gを精密に量り，正確に0．1N水

酸化カリウム・エタノール液50mlを加えて

溶かし，10分間放置後，0．1N塩酸で滴定す

る。

（指示薬：フェノールフタレイン試液3滴）。

同様の方法で空試験を行う。

定量法（製剤のみ）：

製剤を粉砕し，製剤中のEST量が0．05gに

対応する壷を精密に量り，無水エタノール30

12

mlを加え，内標準溶液としてチモールの無水

エタノール溶液（7→2000）5mlを正確に加

えた後，5分間振り混ぜ，無水エタノールを加

えて正確に50mlとした。この液を毎分約

3000回転で遠心分離し試料溶液とした。別に

定量用EST（純度99．0～101．0％）を同じ濃

度に溶かし標準溶液とした。液体クロマトグラ

フ法により試料溶液および標準溶液の内標準物

質に対するESTのピーク面積比を求め，含量

を算出した。

〔操作条件〕

類縁物質（液体クロマトグラフ法）の操作条

件1と同様。

3．生物学的同等性試験

エステートカプセル25とェステートカプセル

50の生物学的同等性試験：

健常成人を対象とした血清中濃度比較試験

（クロスオーバー法）の試験方法を表3（a）に示

す。



1．ESTの製剤化に関する研究

表4　原体の長期保存試験結果

　　　　 保 存 期 間

試 験 項 E　　 ロ ッ トN o ．

試 集 開 始 時 2 4 箇 月

E － 4 E － 1 0 E － 1 1 E － 4 E － 10 E － 1 1

性　　　　　 状 （a ） （a ） （a ） （a ） （a ） （a ）

確

認
試

験

カ ル ポ ン 酸 エ ス テ ル の 確 認 陽　 性 陽　 性 陽　 性 特　 性 陰　 性 陽　 性

ア ミ ノ 基 の 確 認 陽　 性 陽　 性 陽　 性 施　 性 陽　 性 陽　 性

赤 外 吸 収 ス ペ ク ト ル に よ る 確 認 （b ） （b ）． （b ） （b ） （b ） （b ）

旋 光 度　 （○ ） 十 5 1 ．4 ＋ 5 2．3 ＋ 5 2 ．0 ＋ 5 2 ．0 ＋ 5 1．9 ＋ 5 1．4

融　 点　 （○ ） 12 6 ．3 1 2 5 ．5 12 4 ．7 12 5 ．7 1 2 5 ．1 1 24 ．6

類 縁 物 質 匝 体 ク ロ マ ト グ ラ フ 法 （％ ） 1 ．0 0 ．4 0 ．8 1 ．2 0 ．4 1．0

乾　 燥　 減　 量 （％ ） 0 ．0 6 0 ．08 0 ．0 8 0 ．0 7 0 ．06 0 ．0 8

定　 量　 （％ ） 9 9 ．4 9 9 ．7 99 ．6 100 ．3 1 00 ．0 10 0 ．0

ほほ監聖篭慧千■諾崇㌍寵か1．1555m－1及び899m－1付近に
吸収を認めた。

エステートカプセル50とエステート顆粒

10％の生物学的同等性試験：

健常成人を対象とした血清中濃度比較試験

（クロスオーバー法）の試験方法を表3（b）に示

す。

なお，血清中E－64－C濃度の走塁は，宮原

正3）らと同様に実施した。

結果および考察

1．安定性試験

原体の長期保存試験（B法）の結果を表4

に，苛酷経時変化試験の結果を表5に示す。

原体はいずれの保存条件においても変化が認

められず，安定であった。したがって，通常の

流通経路において長期間安定であると判断し

た。

エステートカプセル50とェステートカプセ

ル25の安定性比較試験結果を表6に，カプセ

ル剤におけるPTP包装と缶包装の相対比較試

験結果を表7に示す。

両製剤および両包装形態とも変化が認められ

ず安定であった。したがって，両製剤間および

両包装形態間の安定性は等しいと考え，エステ

ートカプセル50のPTP包装品を選択し，苛

酷径時変化試験を実施した。

エステートカプセル50の長期保存試験（B

法）の結果を表8に，苛酷経時変化試験の結

果を表9に示す。

カプセル剤はいずれの保存条件においても変

化が認められず，安定であった。したがって通

常の流通径路において長期間安定であると判断

した。

顆粒剤は，59年夏より検討を開始したので

1年3箇月の保存期間しか得られなかった。そ

こで，長期保存試験および苛酷径時変化試験に

加え，加速試験を実施した。長期保存試験の結

果を表10に，加速試験の結果を表11に，苛

酷経時変化試験の結果を表12に示す。顆拉剤

は400・90％RHの加温・加湿条件保存4箇月

問で．わずかに外観の変化，分解生成物の増加

および含量の低下が認められたが，他の条件で

は変化が認められず安定であった。したがっ

て，通常の流通径路において長期間安定である

と判断したが，長期保存試験の実施期間から有

効期間（1年）を設定した。

2．水溶液中での分解経路の推定

0．1N塩酸溶液，水溶液および希水酸化ナト

リウム試液（650）中でESTを分解し，液体

クロマトグラム上における分解物ピーク面積の

増減を経時的に測定した結果を図1に示す。

また，推定した分解経路を図2に示す。

ESTは酸性およびアルカリ性において，速

やかにE－64－Cに分解し，さらにエポキシ環部

分の開裂を生じた。中性では，E－64－Cへの移

行が比較的緩やかで，一部はカルボン酸エステ

ルの分解を伴わず，そのままエポキシ環部分の

13
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1．ESTの製剤化に関する研究

蓑6　エステートカプセル50とェステートカプセル25の安定性比較試験結果

lI
＝目

名

保存条件 ・期間 試族 開始時 40 0　－ 2 箇 月 50 0　－ 2 箇月 6 50 － 1 箇 月

ロ ・・ N o ，
項 目

E C 52 E C 53 E C 54 E C 52 E C 53 E C 54 E C 52 E C 5 3 E C 54 E C 5 2 E C 53 E C 54

エ

ス
テ
l
ト

カ
プ

セ

ル
50

惟　　　 状 （a I taI taI （a ） （a I laI ll l ra） （a l （al ta〉 日日

定　 量 （％） 9 9．4 99．4 10 2．2 96 ．4 9 7，2 97．0 9 7．4 96 ．6 100．0 96，0 95．6 9 7，8

対 直 後 （％） 10 0 100 100 9 7．0 9 7．8 94．9 9 8．0 97 ．2 97．8 96 ．6 96．2 9 5 ．7

エ
ス
テ

ー
ト

カ
プ
セ

ル
25

ロ ッ トN o．

項 目
E C ZZ E C 2 3 E C 24 E C 22 E C 23 E C 24 E C 22 E C 23 E C 24 E C 22 E C 2 3 E C 24

性　　　 状 la I laI （a l （a I （a I ta） （a ） （a ） （a ） ta） （a） ta I

定　 量 （％） 98 ．0 97．6 ■10 0．4 9 7．2 98 ．0 99．2 9 9．6 94 ．8 98．4 94 ．4 94．0 9 6 ．0

対 直後 （％） 10 0 100 100 99 ．2 100 ．4 98．8 10 1．6 97 ．1 98，0 96 ．3 96．3 95 ．6

taI　キャップ部及びボディ部がともに白色不透明な硬カプセル剤である。その内容物は白色の粉末で，においはなかった。

表7　PTP包装と缶包装の相対比較試験結果

保存期 間 試験 開始 時 6　　 箇　　 月

　　　 包 装形態

試験 項 目　　 ロ ッ トN o．

P T P 包装 缶包装

E C 52 E C 5 3 E C 5 4 E C 52 E‾C 53 E C 54 E C 52 E C 53 E C 54

性　　　　　　　　　　　　　 状 （a） （a） ra） （a） （a） （a） （a） （a） （a）

液体 クロマ トグラフ法 による確 認 （b） （b） （b） （b） （b） （b） （b） rb） （b）

崩　　　 壊　　　 試　　 験 （分） 2 － 3 2 － 3 2 － 3 2 － 3 2 － 3 2 － 4 2 － 3 2 － 3 2 － 3

定　　　　　　　　　　 量 （％） 99．4 99．4 10 2．2 9 5．8 9 7．8 10 1．0 9 9．8 98．4 10 2．4

（a）キャップ部及びボディ部がともに白色不透明な硬カプセル剤である。その内容物は白色の粉末で．
においはなかった。

（b）試料溶液における内標準物質チモールに対するESTの相対保持時間は標準溶液と等しかった。

表8　エステートカプセル50の長期保存試験結果

　　　　 保存期間

試験項目　　 ロッ トN o＿

談験開始時 24　 箇　 月

E C 52 E C 53 E C 54 E C 52 E C 53 E C 54

性　　　　　　　　　 状 （a） 回 （aI （り （且） 申

確
認
試
験

カ ル ポ ン蕨 エ ス テ ル の 確 認 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性

ア　 ミ　 ノ　 基　 の　 確　 認 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性

液体 クロマ トグラフ法 による確認 （b） （b） （bl （b） （bI （b）

崩　　 壊　　 試　　 験　　 （分） 2 － 3 2 － 3 2 － 3 2 － 3 2 － 3 2 － 3

定　　　　　　　　 量　　 （％） 99．4 99．4 102．2 99．2 97．6 10 1．2

（a）キャップ部及びボディ部がともに白色不透明な硬カプセル刑である。その内容物は白色の粉末で．
においはなかった。

（b）試料溶液における内標準物質チモールに対するESTの相対保持時間は標準溶液と等しかった。
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1．ESTの製剤化に関する研究

表10　ェステート顆粒10％の長期保存試験結果

保存期間 試験開始時 15　 箇　 月

試験項目　　　　　　　　　 ロ ットN o． E G ll E G 12 E G 13 E G ll E G 12 E G 13

性　　　　　　　　　　　 状 （且） lり lり （▲） l■I t■I

確
雪方
カ ル ポ ン 酸 エ ス テ ル の 確 認 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性

試

験
ア　 ミ　 ノ　 基　 の　 確　 認 陽　 性 陽　 性 陽　 性 陽　 性 碍　 性 陽　 性

液体 クロマ トグラフ法による確認 （b ） （bI （bI （bI lb） （b）

崩　　 壊　　 試　　 験　 （分） 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1

疋　　　　　　　　 量　　 （％） 98．6 99．0 98．8 97．8 99．4 97．5

（さ）白色の顆粒で，においはなかった。
（b）試料溶液における内標準物質チモールに対するESTの相対保持時間は標準溶液と等しかった。

2

保存期間

（C）アルカリ性

3（日）

図1　水溶液中でのESTおよび分解生成物の挙動
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I E二64規縁体の開発

表11エステート顆粒10％の加速試験結果

保存条件

試　 験　 開　 始　 時

室　　　 温 400 ・75 ％ R H

　　 保存容器　　保存期間

試験項 目　 ロッ トN o＿

缶　 （閉）

6　 箇　 月 6　 箇　 月

E C 14 E G 15 E G 16 E G 14 E G 15 E G 16 E G 14 E G 15 E G 16

性　　　　　　　　　　　　 状 tH （■） （1） （▲） （▲） （▲） （且） （且） t■）

確
言町
カ ル ポ ン酸 の エ ステ ルの確 認 陰　　 性 陰　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性

試
験
ア　　 ミ　　 ノ　 基　 の　 確　 認 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性 陽　　 性

液体 クロマ トグラフ法による確認 （b） （b） （b） （b） （b） （b） （b） （b） （b）

崩　　 壊　　 試　　 験　　 （分） 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1 1 － 1

定　　　　　　　　 量　　 （％） 99．0 1（札 6 101，3 96．3 98．5 100 ．7 96．2 97．4 97．8

（8）白色の顆粒で，においはなかった。
（b）試料溶液における内標準物質チモールに対するESTの相対保持時間は標準溶液と等しかった。

「
cH√ltく誌

HO CONHCCONHCH2CH2CHく認＼　　　′　　　l

CH－CH H

。SC叔X／　もⅠⅠ

馳Cltく諾
HO COドHCCOHHCH2CH2Cttく諾
．川一川■　一・■

H，CzOOC OH

l　　　　：アルカリ性・硫酸酸性

l　‾－‾：塩酸酸性

l　‾‾‾‾‾：中性

18

cHZCltく設
HO coxHト1＝－LCOX・tCHzCHZCHく認＼　　／　　　l
CH－CH H
／　　　　＼

H～C200c cI

EST－タロルヒドリン（1）

C・lJCHく諾
、jONH－C－COM・CHZCH7CHく諾Cl

cH－CH l
／　＼　　H

HSC200C OH

EST－タロルヒドリン（2）

cH2CHとユ

濫H£Hく誌－ト一日2N辛0ドHCH£HzCltく設

1
－＿－＿－＿＿・．．・．・．●　」

CHZCIlく誌

・・■一　一∴、．∴
cH£Hく記

Hニ＞H一窮霊豊

H－LLeu－IAA

図2　水溶液中での推定分解経路



1．ESTの製剤化に関する研究

。
写
真
評
が
醍
肇
肇
に
㌍
讐
叫
仰

。
封
じ
る
」
於
刃
璧
抽
蕗
埜
～
重
曹
党
空
文
蟹
e
↑
S
山
々
↑
文
＝
言
I
W
小
旗
蜜
せ
蟹
E
ゆ
｛
義
‥
毒
望
妾
霊
（
U
）

。
吏
」
と
削
り
－
ぜ
斌
繋
　
（
q
）

絶

埜

監

凄く

寒ミ

芸

唱

垂

卓

†く

lト

も

罫

一軍

＝】

く＞

U

ld

N

く＝〉

t 宮

吏

P

■e
J I

◆t

U

l⊥l

一〇 l 岳

くつ

l⊥l

く＞

（＝〉

■ウ l
吟

の

べ

べ＼

＿ゝ
書

架

E こ

垣

rlつ

しっ

山 ○

1プ l
0 0

U

l▲】

tl l

U

l▲】

l
〇〇

控

埜

廻

只

嘆

只

ココ

〆

○

垂

．芭

E：：

詞

U

k 】

．J⊃ 00

（＝〉

■てl l
の

tl＞

U

山

一日 q）

＜＞

l

⊂〉

し＞

【⊥】

勺 l

＝て

磨 】

tD

U

【d

lO

t＝〉

■1） 1∋ 】

U

l⊥】

l

○

くX〉
の

U

u ⊂〉

「コ 1コ l

～戸
だ

町：

垣

U

l⊥】 く＞

l

U

l⊥l く：）

l
くID
の

しっ

LJ
（：〉
13 l

の

は

空

頭

・R

く：）

垂

．塩

Ⅱて

渾

U

l⊥】 く＞

l
00

○○

U

【■ （＝〉

1コ l
1：l）

U

叫 く：＞

「プ つ l

○⊃

く：〉

ロ：：

恒

U

ld （＝〉

】
○○

U

l▲】 ⊂〉
‘tプ l

0 0

の

くつ

k 】 ○
勺 l

00

0 0

■b

悪

‡g

巷

霊

U

【d ○

■q I

く＞

U

【⊥l ○

一tさ t
t」＞
岳

U

【⊥l く＝l

l
くつ

の

と

様

轄

埜

随

壮

彗

富

年

杜

空

Ⅲ

障

莞

○
：乙

ト

ロ

当

主】

瑠

世

Iや

▲4

童

rヽ

llヽ

ゝ

ト

ロ

1＼

土

嚢

；衆

望

「ヽ

1卜

I、

ト

ロ

」ヽ

せ

璧

く l：q

虫

斗

霊

軍

手

訳

l｝

恨

苛

¢

‡ヨ

畏

e

車1

1コ

d

慧

lヽ

1tヽ

lヽ

ト

D

tヽ

：■

療

野 望 ぎ 議

謀
霊
潔
謂
曽
聖
蜜
柑
Q
訳
〇
一
立
憲
エ
ー
ー

ト
K
H
N
【
賭

19



I E－64類縁体の開発
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図3（a）血清中E－64－C濃度推移 図3（b）血清中E－64－C濃度推移

蓑13（a）生物学的同等性試験結果
（エステートカプセル25vsエステートカプセル50）

（試験結果）

菜 動 力 学 的 ノ巧 リ ー タ ー A U C “一 。 C m a x T m a x T 毎

製 薬　　 （平 均 土 S ．E ．） （〟 g ・ h r ／n l ） （〟 g ／m l ） （h r ） （h r J

エ ス テ ー ト カ プ セ ル 2 5 0 ．9 9 土 0 ．0 8 0 ．3 6 ± 0 ．0 3 2 ．（将 士 0 ．2 8 1 ．1 9 土 0 ．1 8

エ ス テ ー ト カ プ セ ル 5 0 1 ．0 6 土 0 ．0 7 0 ．3 8 土 0 ．0 3 1 ．4 3 土 0 ．1 4 1 ．0 3 士 0 ．0 7

項 目 検 出 力 最 小 検 出 差 B A 差 信 輔 区 間

薬 動 力 学 的 バ ラ ノ ー タ ー
1 － β △ （％ ） （％ ） （％ ）

A U C 0 ，5 4 2 7 ．2 7 ．0 7 － 2 6 ．5 － 1 2 ．3

C m a x 0 ．5 6 2 6 ．4 5 ．5 6 － 2 4 ．4 － 1 3 ．3

AUC：血清中濃度曲線下面桟
Cmax：最高血消中濃度
Tmax：最高血清中濃度到達時間
T％　：生物学的半減期

表13（b）生物学的同等性試験結果

（エステートカプセル50vsエステート租拉10％）

（試験結果）

＼ ＼ 、庚 動 力 学 的 ノウ ′一 ター
A U C 日．．一 ， C m a x T m a x T lヽ

製 薬　　　 平 均 ± S ．E ．） （〃 g ・ h r ／皿1 ） （〝 g ／m l ） （h r ） t h r ）

エ ス テ ー ト カ プ セ ル 5 0 1 ．0 4 土 0 ．0 6 0 ．3 8 土 0 ．0 3 1 ．6 2 ± 0 ．1 8 1 ．0 3 ± 0 ．0 7

エ ス テ ー ト 顆 粒 1 0 ％ 1 ．1 1 土 0 ．1 1 0 ．4 4 ± 0 ．0 5 1 ．2 3 土 0 ．2 2 0 ．9 6 ± 0 ．1 0

項 目 検 出 力 最 小 検 出 差 B A 差 信 頼 区 間

薬 動 力 学 的 バ ラ ノー ター 1 － β △ （％ ） （％ ） （％ ）

A U C 0 ．7 4 2 1 ．5 6 ．7 － 2 2 ．1 － 8 ．6

C dla X 0 ．3 5 3 5 ．5 1 5 ．8 － 4 4 ．2 － 9 ．6

AUC：血清中濃度曲線下面碩
Cmax：最高血消中濃匿
丁鮎X：最高血清中濃度到達時間
丁邦　：生物学的半減期
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1．ESTの製剤化に関する研究

開裂を生じた。

3．生物学的同等性試験結果

試験製剤投与後の各測定時間における血清中

E－64－C濃度推移を図3（a）および（b）に，また薬

動力学的パラメータの平均値および統計解析結

果を表13（a），（b）に示す。

エステートカプセル25とェステートカプセ

ル50投与後の血清中E－64－C濃度推移はきわ

めて類似しており，分散分析の結果からも有意

差は認められなかった。また，エステートカプ

セル50とエステート顆粒10％投与後の血清

中E－64－C濃度推移もほぼ類似しており，分散

分析の結果，有意差が認められなかった。

したがって，エステートカプセル50，エス

テートカプセル25およびェステート顆粒

10％の3製剤は生物学的に同等であると判断

した。

参考文献

1）沢田二郎：EST原体の規格及び試験方法の設

定，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」

昭和58年度研究報告書，13－18，1984．

2）沢田二郎：E－64－dの物理的化学的性質及び製

剤化の検討，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」昭和57年度研究報告書，9－23，1983．

3）宮原　正：E－64の第1相臨床試験一第1段階
－，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」

昭和57年度研究報告書．147－155，1983．
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2．EST代謝物（M－4－b）の合成検討

＊弘正関大

研究協力者 労
許

充田
　
田

村
曽
評
町
千
慶
尾
辺
横
波

目　　　的

ESTの代謝物の一つとしてM－4－bが見出さ

れている。M－4－bは，ESTのイソアミルアミ

ド側鎖の末端メチル基の片方が酸化されたもの

と推定されている。本酸化反応により新たに生

成した不斉炭素の絶対配置は，今のところ不明

である。今回我々は，M－4－bの立体化学を含

めた構造の確認を目的として，予想される二種

頬のジアステレオマ－，llaおよびllbの合

成を検討した。

方　　　法

llaおよび1lbは，各々光学活性な，3－ヒ

ドロキシー2一メチルプロピオン酸メチル（la，l

b）を出発原料として，図1に示す製法に従っ

て合成を検討した。

結　　　果

森らの方法l・2）に準拠し，（S）－（＋）－3－ヒドロ

キシー2－メチルプロピオン酸メチル（la）より

3工程で4aを得た後，シアン化ナトリウムを

用いてシアノ体（5a）とした（収率：96％）。

次に，5aをリチウムアルミニウムハイドライ

ド（LAH）で還元し，重要な中間体である光

学活性な（月）－4－ヒドロキシイソアミルアミン

誘導体（6a）を得た。6aは精製することなく，

Z－L－ロイシンと縮合し7aとした（収率：2工

■　大正製薬株式会社総合研究所

程91％）。次いで7aのZ基（ベンジルオキシ

カルポニル基）を，CTH法（Catalytic Trans－

ferHydrogenation）3）を用いて除去した後，LT

トランスーエポキシコハク酸メチルパラニトロ

フェニルエステルと縮合し，9aに導き，（収

率：2工程77％）更に，パラトルエンスルホ

ン酸でTHP基（テトラヒドロビラニル基）を

除去することにより，目的とするllaのメチ

ルエステル体（10a）を得た（収率：79％）。

また，上記と同様の方法により，1bより10b

を得た。

現在，目的とするilaおよびllbを得るた

め，10aおよび10bの加水分解を検討中であ

る。

結　　　論

今回，ESTの代謝物である、M－4－bのメチル

エステル体と推定される2種類のジアステレ

オマ一，10aおよび10bの立体選択的な合成

に成功した。また，得られた10aおよび10b

は，生体由来のM－4－bメチルエステル体の同

定に用いた。

今後，最終目的物のllaおよびllbを合成

する。
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I E－64類縁体の開発

RI

MeO2C－C－CH20H
王

R2

（1a，1b）

p－TsCI

DMAP（cat．）

Py

DHP

p－TsOH（cat．）

Rl

lさ▲　　，川　　1さl

M。02C－C－CH20THP－望むHOCH2－C－CH20THP
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図1EST代謝物（M－4－b）の合成法
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3．EST代謝物（M－4）の同定およびヒトにおける体内動態
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研究目的

既に，動物において種々のEST代謝物l）が

発見されており，また，ヒトにおける体内動態

についても，宮原らにより血清中および尿中

E－64－Cの動態2・3）が研究されている。

今回，ヒト尿より検出されたESTの末同定

代謝物を単離，精製し，その構造を決定したと

ころ，動物で認められている代謝物の1つ，

M－4であることが明らかとなった。またM－4

のヒトにおける血清中および尿中濃度推移から

生体内動態5）について更に詳細な検討を加えた

ので報告する。

実験方法

1．M－4の分取，精製

代謝物M－4は健常人尿よりアンバーライト

ⅩAD－2，ディスポーザブルカラムBaker－10

speoctadecyl（C18）および高速液体クロマトグ

ラフィー（HPLC）を用いて精製した。検出お

よび精製に用いたHPLC条件をそれぞれ表1

（A），（B）に示す。

2．質量分析

測定装置は日立M－80A（M－603データ処

理装置付）を用いた。精製した試料をジアゾメ

タンによりメチル化し，EI法およびCI法によ

る直接導入法にて測定を行なった。なお，イオ

■　大正製薬株式会社総合研究所

ン化エネルギーはEI法で20eV，CI法では

100eVとし，反応ガスは，イソブタンを用

い，イオン源圧力を2×10■6torrとした。

3．核磁気共鳴スペクトル

本分析に用いた装置は，日本電子JNM－GX

400である。質量分析と同様にメチル化した試

料を垂クロロホルムに潜解し，内部標準として

添加したテトラメチルシランのシグナルをO

ppmとし，400MHzの共鳴周波数で水素核に

ついてシグナルを観測した。

4．ヒトにおける休内動態試験

健常成人男子ボランティア6名にEST400

mg相当量を朝食後0．5hrに適量の水にて服用

させ，径時的に尿および血清を採取し代謝物の

分析を行なった。

5．代謝物の分離，定量

（1）血清の前処理法

血清1．Omlに内部標準物質（卜）－（2凡35）－

N，I（S）－3－methy1－1－（3－methylbutylcarbam－

oyl）butyl］tartaricacid2．0〟g／20FLl水溶液）

を添加し，lN塩酸でpHを4～5に調整した

のち，酢酸エチル5．Omlで妨害内因性物質を

抽出除去した。水層を更にlN塩酸でpHl・0

に調整後，酢酸エチル5．Omlにて抽出し，有

機層を減圧乾国後，5％アセトニトリル水溶液

に溶解し，HPLC試料とした。

（2）尿の前処理法

尿は一定量を，ShowdexDT（ED－13，0・45

〟m）フィルターによりろ過したものをそのま

まHPLC試料とした。
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3．EST代謝物（M－4）の同定およびヒトにおける体内動態

E－64－C（M－1）

2　　　4　　　6　　　8　　10　　12　　14　　16

Retention time（min）

Upper：Conせdurine

bw訂：4～6brurine．EST．400mg／man

図1　ヒト尿中EST代謝物のHPLCパターン

∈
亡
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（3）HPLC分析

各試料中のE－64－C（M－1）およびM－4は

HPLCにより分離定量した。尿試料のHPLC

分析条件は検出時と同じ表1（A）の条件を，また

血清試料は表1（C）の条件を用いた。なお，M－4

－a，M－4－bを各々分別定量することは極めて

困難であったので両者の混合物の総量をもって

M－4とした。また，合成は同時に並行して進

めたが標品を得るには至らなかったので，便宜

的に極めて構造の近似した亘－64－Cとモル吸光

係数が等しいものと仮定し，M－4濃度を算出

した。

6．薬動力学解析

半減期（tl／2）は最小二乗法により算出し

た。また，血清中濃度曲線下面積（AUC（0－

∞））は台形別から求めた最終測定時（t）まで

のAUC（0－t）および最終測定時からの無限時

間までのAUC（t－∞）を加算して求めた。

7．試薬

本試験には，すべて特級またはそれ以上の純

度の試薬を用いた。

結　　　果

1．M－4の同定

図1に示すとおり，EST投与後のヒト尿の

HPLCチャートより，Control尿には認められ

ない末同定ピークが検出され，このピークの保

持時間は動物の代謝物M－4と一致したことか

ら，同一物質であることが推定された。そこ

で，M－4をヒト尿より分取，精製し質量分析，

核磁気共鳴スペクトル分析を行なった。

（1）質量分析

図2（A），（B）に，それぞれCI法，EI法を用い

たM－4メチルエステルのマススペクトルを，

また，図2（C）にEI法を用いたE－64－Cメチル

エステルのマススペクトルを示す。M－4はCI

法では疑似分子イオンピーク（MH）＋　として

m／Z345，および，その脱水フラグメントとし

てm／Z　327が認められる。また，フラグメン

トイオンm／ZlO3，84は標品のE－64－Cメチル

エステル体ではほとんど認められないことか

ら，水酸化はイソアミルアミン側鎖部分に起こ
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I E－64類縁体の開発

100　　　　　　200　　　　　　300　　　　　　400　　　　　　500m／ヱ

100　　　　　　200　　　　　　300　　　　　　400　　　　　　500m／ヱ

300　　　　m／ヱ

図2　E－64－CおよびM－4質量スペクトル

（A）M－4メチルエステル（CI法）　（B）M－4メチルエステル（EI法）

（C）E－64－C標準試料のメチルエステル（EI法）
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3．EST代謝物（M－4）の同定およびヒトにおける体内動態

っていることが示唆された。一方，EI法にお

いて高質量域に認められたm／Z　326のイオン

はCIスペクトルと同様に，分子イオンからの

脱水フラグメントと思われる。また，比較的強

く観測されたフラグメントイオンm／Z156，

214，242は標品E－64－Cメチルエステルにお

いても認められることから，本代謝物はE－64

－Cと同様に，ロイシンおよびェポキシコハク

駿部分を保持していると思われた。

（2）核磁気共鳴スペクトル（lH－NMR）

図3（A），（B）に，それぞれ，E－64－Cメチルエス

テルおよびM－4メチルエステルのIH－NMRス

ペクトルを示す。E－64－Cと比較し，M－4は∂

3．50，3．70の2つの二重線からエポキシ環の保

持が推定され，∂4．35～4．42のlHに相当す

る四垂線は，ロイシン部分のメチン基プロトン

が，∂6．63～6．70，6．70～6．79に相当するシグ

ナルは2つのNHプロトンが保持されている

図3（A）E－64－CメチルエステルのIH－NMR

図3（B）M－4メチルエステルの1H－NMR
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CH3

CH2CHL（，，　GH3
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六五
HO2C O H

M－4－a

CH3

CH3
CH2CH
／
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CH3

－NHCHCOTNHCH2CH2CHく
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図4　EST代謝物（M－4）の推定構造

CH2－OH

CH3

E－64－C（M－1）

0　　　　5　　　　10　　　15　　　　20　　　　25

Retention time（min）

30

UpperこControIserum

Lower：4hrplasma．EST，400mg／man

I．S．：h鹿rnalstandard

図5　ヒト血清中EST代謝物のHPLCパターン
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3．EST代謝物（M－4）の同定およびヒトにおける体内動態

表2　EST経口投与（400mg／man）後のE－64－CおよびM－4の薬動力学的パラメータ

V o 7u n te e rs

A U ‾C C m a x ！　　 T m a x ！　　 t 城

（〟g ・h r ／m り （〝g ／m り l　　 （hr ） t　　 （h r ）

E －64 －C M －4 E －64 －C M －4 E －64－C M －4 E －64－C M －4

．1 4 ．14 【　 4．49 1．33 0．66 4 4 1．34 2．9 7

2 5 ．18 I　 4．46 1．10 0．82 6 －　　 6 0．77 2．17

3 3．25 5 ．66 1．02 0．94 3 4 1．44 3 ．13

4 5．30 5．93 1．00 0．7 1 3 6 2．03 3 ．3 4

5 l　 5 ．08 5 ．03 1．81 1．04 2 4 1，02 1．80

6 4 ．説） 4．93 0．97 0．87 4 6 i l・43 1．8 4

M e a n 4．58 5．【浴 1．21 0．84 3．7 5．0 1．34 2．54

士S ．E ． 0．32 0．25 0 ・13 i 0・06　 ≡ 0 ．6 0．4 0 ・17 1 0，28

ことを示しているものと思われた。一方，∂

0．90．0．92のイソアミルアミン部分およびロイ

シン部分のメチルプロトンは，E－64－Cでは

12H存在するのに対し，M－4では9Hのみが

認められた。また，∂2．8～2．9のブロードなど

ークは重水添加により減少したことから水酸基

のプロトンである可能性が考えられた。これら

の結果を総合すると，M－4はE－64－Cのロイ

シン部分またはイソアミルアミン部分のメチル

基プロトンが水酸化された構造である可能性が

考えられた。

以上，質量分析およびIH－NMRの結果から

M－4の構造はM－4－b（図4（B））であると推定

された。なお，M－4は順相系薄層クロマトグ

ラフィーにより，動物の尿より分離，同定され

たM－4－a（図4（A））が少量混在することが確

認された。

2．ヒトにおける体内動態

そこでEST400mg経口投与後のヒト血清

中，尿中のE－64－CおよびM－4濃度推移を調

べた。

（1）血清中代謝物

EST投与後4hrの血清抽出物のHPLCチ

ャートを図5に，血清中代謝物の濃度推移を

図6に示す。いずれの時点においても，末変

化体は検出されず，活性体であるE－64－Cおよ

びM74が検出された。M－4はE－64－Cに遅れ

て漸増し，減少もゆるやかであった。血清中濃

度から薬動力学的パラメータを算出した結果，

衰2に示すように，E－64－CのCmax（1．21FLg

／ml）はM－4（0．84FLg／ml）よりも高かった。ま

た，M－4はtl／2がE－64－Cの約2倍となり，

Tmaxにも差異が認められた。

（2）尿中代謝物

EST投与後4～6hrのヒト尿のHPLCパタ

ーンは図1に示したとおり，血清と同様に，

末変化体は検出されず，E－64－CおよびM－4

が検出された。尿中への排泄率（EST換算）

は24hrまでにE－64－Cとして28．9％，M－4と

して18．5％であり，両者とも投与後8hrまで

に尿中総排泄量の90％以上が排泄された（図

7）。

考　　　察

ESTのヒトにおける体内動態に関してはす

でに宮原ら乙3）および渡辺ら4）が質量分析計を用

い，次のように報告している。すなわち．経口

投与後の血清および尿中には未変化体は全く認

められず，エステル加水分解物である活性体

E－64－与が検出され，食後EST200mgを投与

した場合E－64－Cの血清中tl／2は1．96hr，

AUCは3．3JLg・hr／ml，尿中排泄率はESTに

換算して28．0％，400mg投与の場合，AUC

は5．02Jg・hr／ml，尿中排泄率は26．4％であ

った。

今回，ヒト尿より，E－64－C以外に新たに代

謝物M－4を分離，精製し，メチル化後，質量

分析，核磁気共鳴スペクトルにより構造を決定
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図6　EST経口投与（400mg／man）後のE－64－C

およびM－4の血清中濃度推移

したころ，動物において認められる代謝物，M

－4であることが明らかとなった。また，薄層

クロマトグラフィーにより分析した結果5），2

成分に分離され，動物の尿より分離したM－4－

a，M－4－bにそれぞれ一致した。なお，M－4－a

はM－4－bに比べ少量であった。そこで，EST

400mgを食後経口投与した後の血清中，尿中

代謝物，E－64－CおよびM－4（M－4－a，M－4－b

の混合物として分析）を高速液体クロマトグラ

フィーにより測定した。その結果，E－64－Cの

tl／2は1．34hrであり，宮原らの結果と比較

してはば同等の値であり，AUC（4．58FLg・hr／

ml）は用量比を考えると低い傾向を示したもの

の尿中排泄率も28．9％とはぼ同等であったこ

とから400mg投与においても吸収，排掛こ

差はないものと思われた。M－4はE－64－Cに

比べ，Tl／2が約2倍，Tmaxにも明らかな

差が認められ，尿中排泄も遅れた。これらの結

果から，ヒトにおけるESTの代謝は，腸管壁
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図7　EST経口投与（400mg／man）後のE－64－C
およびM－4の累積排泄率

で活性の強いE－64－Cに変わり，一部は尿中に

排泄され，残りの一部は肝臓内でM－4に代謝

され尿中に排泄されるものと推定された。ま

た，ヒトの代謝パターンは，主にE－64－C抱合

体として胆汁中に排泄されるl）ラットのパター

ンと異なり，E－64－C，M－4が主に尿中に排泄

されるハムスター，ウサギのパターンに近似し

ていると考えられた。
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4．カルシウム依存性中性プロテアーゼのモノクロナル抗体

今　堀　和　友＊

研究協力者　川　島　誠　一＊　笠　井　陽　子■　林　　　昌　美＊

猪　股　光　司＊　中　村　　　愛書

は　じめに

カルシウム依存性中性プロテアーゼ

（CANP）にはカルシウム感受性の異なる2種

類の酵素bCANPとmCANP）が存在する。

cDNAの塩基配列などから決定されたアミノ酸

配列を比較すると，PCANPとmCANPの80K

サブユニットはかなりの類似性を有し，30K

サブユニッリまほぼ同一である。また，いずれ
の80Kサブユニットもチオールプロテアーゼ

領域やカルシウム結合領域を含むいくつかのド

メインから成り，30Kサブユニットにも高グ

リシン領域やカルシウム結合領域が存在する。

同様に生物種の異なるCANPの間にも類似性

がみられる。このようにCANPのサブユニッ

トはそれぞれいくつかの機能単位が融合した産

物で，その一部は変異し一部は極めてよく保存

されている。このようなCANPを特異的に識

別する目的には，抗CANPポリクロナル抗体

は適切でない。実際，FLCANPとmCANPあ

るいはウサギCANPとニワトリCANPの80

Kサブユニットは免疫的に部分交叉し，30K

サブユニットは完全に交叉する。したがって，

似て非なるCANPを特異的に同定するために

は，それぞれに特異的な抗体が必要とされる。

これはモノクロナル抗体をスクリーニングする

ことにより実現可能なので，CANPに対する

モノクロナル抗体の作成を試みた。

●　東京都老人総合研究所

結　　　果

ウサギ骨格筋mCANPでマウスを免疫し，

その牌細胞とマウスミエローマ細胞をPEG法

で融合させた。できたハイブリドーマをHAT

培地で選別したのちELISA法により抗CANP

抗体を産生する細胞をスクリーニングし，クロ

ン化した。以上の操作により15種類の抗

CANP抗体産生クロンを得た。いずれもその

抗体力価は血清より高かった（図1）。これら

の抗体が免疫したウサギmCANPの80Kサブ

ユニットと30Kサブユニットのいずれを認識

するかを決定するため，精製mCANPをSDS

－ポリアクリルアミド電気泳動したのちニトロ

セルロース膜に転写し，各抗体で染色した。そ

の結果，いずれの抗体も80Kサブユニットに

特異的であった（図2）。次に，構造上の頬似

性のあるFLCANPの80Kサブユニットと交叉

する抗体の有無を検討した。mCANPの場合

と同様に，FLCANPを電気泳動し各抗体で染色

すると，lDlOA7の抗体のみがpCANPの80K

サブユニットと反応し，他の抗体は全く反応し

なかった（図3）。さらに，同じ哺乳類である

ラットや鳥類であるニワトリのCANPとの交

叉性を検討した。全てのモノクロナル抗体はラ

ットmCANPの80Kサブユニットと交叉した

が，ニワトリCANPの80Kサブユニットと交

叉するものはlDlOA7のみであった（図4）。こ

れらのモノクロナル抗体がCANPに特異的で

生物組織の他の蛋白質と反応しないことを確認
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国3　モノクロナル抗体による〟CANPの染色

するため，ラットおよびウサギの各種組織を

2％SDS中で直接ホモジナイズし，その抽出液

を電気泳動・イムノプロットしたのち抗体と結

合する蛋白質を検出した（図5）。いずれの場

合もCANPの80Kサブユニットに相当する位
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図6　モノクロナル抗体によるCANP活性の阻害

置にバンドが確認された。したがってモノクロ

ナル抗体はCANPに特異的であり，今後

CANPの同定・定量に応用できることが明ら

かになった。

得られたモノクロナル抗体にCANPのプロ

テアーゼ活性を阻害するものがあるか否かを調

べるため，CANPと抗体とを反応させたのち

カゼインを基質とするアッセイ系に加えそのプ
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ロテアーゼ活性を測定した。15種類のモノク

ロナル抗体のうち，6種類の抗体がCANP活

性を阻害した（図6）。しかしその阻害は部分

的で，抗体の量を増やしても最大70％の阻害

しか起らなかった。サブクラス特異的ウサギ抗

体を用いてドット免疫結合測定によりモノクロ

ナル抗体のサブクラスを同定したところ，全て

がIgGであり，8種類がIgGl，6種類がIgG2b

に分類された（表l）。FLCANPやニワトリ

CANPと交叉するlDlOATのみがIgG2aであっ

た。

考　　　察

CANPは広く動物界に存在する重要な細胞

内プロテアーゼといわれているが，その機能は

明らかでない。機能解明の手掛りとして，その

細胞内および組織内での存在様式がある。2種

頬のCANP，即ちILCANPとmCANPはカル

シウム感受性が異なり蛋白質としても異種の酵

素なので，その機能や存在部位も異なっている

と考えられる。これらを解析する上で，特異性

の高いモノクロナル抗体は有力な手段となり得

る。本年度はウサギmCANPに対する15種

類のモノクロナル抗体を作成した。その多くは

mcANPの80Kサブユニットに特異的で，今

後mCANPの解析に有用と思われる。一方，

種々のCANPと交叉するlD10AT抗体は，

CANPのタイプ・生物種で共通の保存された

構造を認識する興味ある抗体である。この抗体

はCANP全体の動態を追跡する上で有用であ

るばかりでなく，広く生物界のCANPを探る

手段となり得る。今回得られた抗mCANPモ

ノクロナル抗体と，目下その作成が進行中の

FLCANPに対するモノクロナル抗体とを組み合

わせることにより，各CANPの細胞・組織に

おける存在量・存在部位を決定でき，両

CANPの機能解明への寄与が期待される。ま

た，CANPは種々の機能が予想される複数の

ドメインから成っているので，それぞれの領域

の機能を解析する上で，認識部位の単一なモノ

クロナル抗体は分子を解剖するメスとなり得

る。そのためには，各モノクロナル抗体が認識

する部位の決定が急務である。
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5．CANP遺伝子の発現

鈴　木　紘　一＊

研究協力者 評
野
茂
博
野
崎
大
川

今　城　　忍＊　榎　森　康　文＊

秋　田　朗　子＊

は　じめに

カルシウム依存性プロテアーゼ（CANP）の

遺伝子の発現の制御機構を知る上で，種々▼の実

験を行った。まずはじめにCANPを構成する

大（80K）小（30K）2個のサブユニットのア

ミノ酸配列をcDNAの塩基配列を解析して推

定した。昨年度までにニワトリ80Kの構造を

明らかにしたが），本年度は引続きヒトおよび

ウサギのm，FLCANPの80Kの構造を解析し

た。次いで，30Kサブユニットの構造解析に

着手し，mおよび〟CANPの30Kサブユニッ

トは同一であることを証明した。この結果をも

とにヒト，ウサギ30KのcDNAの構造から，

30Kサブユニットのアミノ酸配列を明らかに

した。その後30Kの遺伝子構造を解析し，昨

年度解析した80Kの遺伝子構造2）と比較して検

討を加えた。最後に，以上で得られた知見をも

とにタンパク質レベル，あるいは酵素レベルで

の実験を行い，CANPの構造と機能の解析を

行った。

結果と考察

1．m，〝CANPの80Kの構造

昨年度構造決定をしたニワトリCANP80K

のCDNAをプローブにして，ウサギの肺，骨

格筋，脾臓等のcDNAバンクをスクリーニン

グし，大別して2種類のクローンを得た。こ

■　東京都臨床医学総合研究所遺伝情報研究部

れらの塩基配列と，タンパク質レベルで決定し

た部分アミノ酸配列の結果から，得られた2

種のCDNAクローンはmおよびpCANP80K

サブユニットに対応することがわかった3）。さ

らに，この2種のCDNAクローンをプローブ

にし，ヒトのcDNAバンクをスクリーニング

し，ヒトのm，FLCANPに対するcDNAクロー

ンを得た。このようにして得られたウサギ，ヒ

トのm，PCANP80Kクローンの塩基配列を決

定した。80Kサブユニットはいずれも約700

個のアミノ酸配列からなり，ニワトリCANP

と同じく4個の明確なドメインからなってい

た。ヒトm，FLおよびニワトリCANPの80K

サブユニットを比較した場合，3者のアミノ酸

の相同性は60％以上であった。特にプロテア

ーゼ活性を発現するプロテアーゼドメインでは

70～80％の高いホモロジーが見られ，生物種

やカルシウムの感受性を問わず，プロテアーゼ

の発現に関しては，どのCANPの場合にも基

本的には同じ機構であることが示唆された。

一方C末端にあるカルシウムを結合するド

メインのアミノ酸配列はmと〟でかなりの違

いが見られた。もしアミノ酸配列の差がカルシ

ウム感受性を決める要因であるとすれば，この

アミノ酸配列の差は非常に重要である。現在

m，FLCANPで明らかになっているEFハンド構

造をもとに，カルシウム結合能とアミノ酸配列

との関係を解析中である。

2．30Kサブユニットの構造

30Kサブユニットは今までCANPのプロテ
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図1mおよびFLCANP30Kサブユニットのペプチ

ドマップの比較

単離した30Kサブユニットをリシルエンドペ

プチダーゼで消化してえられるペプチドを逆

相系のHPLCで分離したパターン。

アーゼ作用でどのような役割をはたしているの

か全く不明であった。そこで，アミノ酸配列を

決定しその機能等を推定することにした。m

および〟CANPの30Kサブユニットについて

は，両者の構造が似ているとの報告はあるが，

どの程度類似性があるか不明なので，CDNA

をクローニングする前にまずこの点を検討し

た。

ウサギのm，FECANPから30Kサブユニット

を単離し，これをリシルエンドペプチダーゼで

消化した。こうして得られたペプチドを逆相の

高速液体クロマトグラフィーで分離した（図
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1）。得られたペプチドの溶出パターンはm，

FLCANPで同一で，有意の差はみられなかっ

た。両者の対応するピークに含まれるペプチド

のアミノ酸組成，アミノ酸配列も全く同じであ

ったので，m，PCANPの30Kサブユニットは

同一であると結論した4）。

ウサギ30Kサブユニットの部分アミノ酸配

列をもとに，14マーのオリゴヌクレオチドプ

ローブ2組を合成し，これを使ってウサギの

CDNAライブラリーをスクリーニングした。

約10万個のコロニーから10個のクローンを

得，このうち最も長い約1．5KbのcDNAクロ

ーンの塩基配列を解析してウサギ30Kサブユ

ニットの構造を決定した。さらに，ウサギ30

K cDNAをプローブとして，ヒトcDNAライ

ブラリーから約1．5KbのヒトCANP30Kサ

ブユニットのcDNAを単離し，その構造を決

定した（図2）。

ウサギ，ヒトの30Kはそれぞれ266個およ

び268個のアミノ酸残基からなり，分子量は

共に2．8万であった。このアミノ酸配列を解析

した結果，30Kも80Kと同様明らかなドメイ

ン構造を持ち，次のような著しい特徴があっ

た。

①ヒトとウサギ30Kのアミノ酸配列は極め

てよく似ていて，わずかに6ヶ所の置換と2

ヶ所の欠矢がある以外は全く同じで，その相同

性は97％以上であった。

②N末端側の約70残基はグリシンに富む領

域で，No．10～62の問のグリシン含量は約

70％にも達する。ヒトの場合，最も長いのは

ダリシ・ンが20個連続する配列で，11個連続

する配列もある。グリシン以外のアミノ酸とし

ては疎水性アミノ酸が非常に多いので，この領

域をグリシンに富む疎水性領域と呼ぶ。

③C末端の領域（No．99－268）には4個の

EFハンド構造がみられた。さらに著しいこと

には，この部分のアミノ酸配列が80Kサブユ

ニット中にある4個のEFハンドを含むカルシ

ウム結合領域とアミノ酸配列が非常によく似て

いることである。図3に示すようにC末端を

そろえてウサギのアミノ酸配列をならべると，
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図2　ヒトとウサギCANP30Kサブユニットのアミノ酸配列

ウサギとブタ6）についてはヒトの配列と異るところだけを示した。

図3　ウサギCANPの30K，80Kサブユニットのアミノ酸配列の比較

m，FLCANP80KサブユニットについてはC末端領域のアミノ酸配列のみを示した0

30K，80Kサブユニットの4個のEFハンド

構造の位置は一致し，アミノ酸配列が高い相同

性をもつことがわかる。したがって，m，〃

CANPの80Kサブユニットおよび30Kサブ

ユニットのカルシウム結合部位は同一の祖先に

由来するものであると予想される。

さらに著しいことには，30Kと80Kの間の

類似性はNo．99を境に大きく変わり，それよ

りN末端のNo．1～98では全く見られない。

30Kサブユニットは，N末端側とC末端側を
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図5　自己消化に及ぼすリン脂質（PI）の効果

TrimmedCANPとは自己消化によって調製したCANPで，30KのN末

端のグリシンに富む疎水性の領域を欠くものをいう。●：nativeCANP，

r：trimmedCANP。白抜記号の実線はそれぞれリン脂質を含む場合。

コードする少くとも2つの遺伝子が進化して

できたものと考えられる。

④N，C末端側のドメインの間には，プロリ

ンに富む部位と，グルタミン酸および親水性ア

ミノ酸に富む部位が存在する。

今まで30Kサブユニットの役割は全く不明

であったが，30Kの中に80K中に含まれるカ

ルシウム結合ドメインと祖先を同じくするカル

シウム結合ドメインが含まれていることから，
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30KサブユニットはCANPの活性を制御する

サブユニットと呼ぶことができる。また，m，〟

CANPの30Kサブユニットが同じであること

は，30Kサブユニットの機能やカルシウム感

受性を考える上で非常に重要な事実である。

30Kのドメイン構造を図4に80Kとまとめて

示した。

3．30Kサブユニットの遺伝子構造

アミノ酸配列から推定したドメイン構造，分



5．CANP遺伝子の発現

子進化などをさらにはっきりさせる目的でヒト

30Kの遺伝子構造を解析した。ウサギcDNA

をプローブにしてヒト染色体のDNAバンクを

スクリーニングし，ヒト30K遺伝子を単離し

た。えられたファージクローンを分析した結

果，ヒトCANP30Kサブユニット遺伝子は，

長さ約10Kbで，11個のエキソンから出来て

いた。中でも大きな特徴は，カルシウム結合ド

メインにある4個のEFハンド構造が各1個

のエキソンでコードされていることである。こ

れは，昨年度に解析したニワトリCANP80K

のカルシウム結合ドメインで見られた遺伝子構

造2）の特徴と同じで，さらに，イントロンの挿

入位置まで完全に一致していた。この事実は

30Kと80Kのカルシウム結合ドメインが同一

の祖先遺伝子に由来することを強く示唆し，こ

れらのカルシウム結合ドメインが1個のEFハ

ンド構造を持っ原始カルシウム結合ペプチドか

ら2回の遺伝子重複によって生じたとする説

と合致する。一万30KのN末端の領域は，C

末端領域や80Kの遺伝子構造とは全く違うの

で，30Kは少くともN，C両末端ドメインを

コードする2つの遺伝子が融合してできたも

のといえよう。

4．CANPの自己消化とカルシウム感受性

これまでの研究でCANPの両サブユニット

のアミノ酸配列と遺伝子構造が明らかになった

ので，この結果をもとにCANPの構造と機能

の研究をさらに進めた。CANPをmMカルシ

ウムの存在下に保温すると自己消化がおこり，

それと同時にCANPのカルシウム感受性が著

しく上昇する。この自己消化にはmM程度の

カルシウムが必要なため，普通生理的条件下で

はおこらないと思われるが，リン脂質を含むリ

ポソームの存在下では〃Mのカルシウムの存

在下に自己消化が生じる。30KのN末端のグ

リシンに富む疎水性領域は，このリポソームと

の相互作用に必須で，グリシンに富む疎水性領

域を欠いた30Kサブユニットを持っCANPで

はリポソームの効果は見られない7）（図5）。

種々の結果を総合すると，30KはN末端の疎

水性領域で細胞膜やオルガネラなどと相互作用

し，プロテアーゼ活性を持つ80Kサブユニッ

トの局在を決めるアンカーの役割をはたすと考

えられる。この際，プロリンに富む領域は細胞

膜と相互作用をする30KのN末端ドメイン

と，80Kサブユニットとの相互作用に必要な

C末端ドメインとをっなぐ蝶番の役目をし，グ

ルタミン酸に富む親水性のドメインは膜と相互

作用するN末端のドメインを規定する役割を

はたすと考えられる。CANPが膜と相互作用

をしたり，リン脂質によって活性化を受けるこ

とから，CANPは細胞膜でカルシウムを介す

る情報伝達系においても重要な役割をはたすこ

とが示唆され，非常に興味深い。
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6．細胞内カルシウム依存性プロテアーゼの動態

に対するE－64の作用
一鶏胚筋分化と蛋白分解－

野々村　禎　昭＊

研究協力者　江　橋　節　郎＊＊

筋ジストロフィー症の発症のもとである骨格

筋の崩壊はその第一のアタックの場が何であ

れ，最終的には骨格筋細胞内に存在する蛋白質

分解酵素が働くことによって生じる。我々の班

の中心課題であるE－64の開発はこの蛋白質分

解酵素に対する抵抗のために開発を目指してい

るわけである。このように骨格筋細胞内に存在

する蛋白質分解酵素は何故に，いかなる時に存

在し作用するのであろうか。実験的に筋傷害を

与え，これが再生に到る過程は蛋白質分解酵素

が作用する著名な例である。しかし，もっと自

然な，生理的な状態で作用している例はないで

あろうか？

このような例として骨格筋の“生理的細胞

死”または“プログラムされた細胞死”の例が

ある1・2）。これは少なくとも鶏類では受精卵イン

キュベート16日頃にそれまで発達していた筋

細胞が死に新しい細胞におきかえられる現象で

ある。骨格筋の細胞死に関しては系統的な研究

がなく，その真の姿は不明である。本研究はま

ず鶏の胸筋を用いて“生理的細胞死”の実像を

明らかにし，今後E－64などの蛋白分解酵素抑

制剤を用いてこの“生理的細胞死”の過程を乱

すことによって発生分化の過程に何が生じるか

を明らかにすることを目指した。

■　東京大学医学部薬理学第一

＝　岡崎国立共同研究機構生理学研究所

実験材料・方法

ジストロフィー鶏413およびコントロール

412系を用いた。インキュベート12，13，14，

15，16，17，18，19日目および解化後2～5日頃

の胚胸筋をわざ血で4％グルタールアルデヒ

ド，カコジール酸バッファーで固定，以後型通

りの方法で電子麒微鏡用標本を作製した。超薄

切片標本は鉛染色してJEM－1200Exで観察し

た。

インキュベート鶏卵に対して開窓法を行っ

た。12，13，14日胚に対して無菌的に開窓，テ

ープ添布で内容を観察した。また生理食塩水の

注入を試みた。これは今後E－64等を注入する

準備である。

結　　　果

12～15日胚までは横断切片で4～5〝m径の

比較的大きな筋細胞の周囲に1～2〝mの小さ

な筋細胞または衛星細胞が附着している像が認

められた。大きな細胞の特徴は中心部が粗で明

るく，周辺部に筋細線維群が分布し，これら線

経は六万品形をとっていた。周囲に附著した小

細胞にも筋細線維群が存在するものが多く，単

なる衛星細胞とは言えない。16～17日となる

と大きな細胞は認められず1～2JJmの小さな

細胞が散在している。多くの細胞に筋細線維群

が存在している。18～19日となると細胞の数

がふえ，細胞間隔はせまくなってくる。照化後

1～2日で細胞直径は変らず1～2J上mであり4
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～5日で少しずつ大きくなり3〟m位になり，

細胞はきっちりとパックされてくる。この様な

観察から12～15日に存在した大きな細胞は

16日目までに自己分解されたと思われる。し

かしその分解される姿は認められなかったの

で，15～16日の問を6時間おきに固定するこ

ととした。このような結果，大きな細胞の中に

ライソゾームを含んだものや，筋細線維群が崩

壊しつつある姿をこの15～16日の問にこまか

く固定したものの中からとらえることが出来

た。“生理的細胞死”の実際に生じている姿を

とらえることが出来た。

一万12～16日胚をもった受精卵に対する開

窓法の施行は非常に困難であった。特に生理的

食塩水注入を行ったものは全て死亡した。恐ら

く開窓法はインキュベート後早い時期に行う必

要があると考えられるが，今後も条件をかえて

追求していく。

考　　　察

鶏骨格筋の“生理的細胞死”が証明された。

16日目に直径4～5J上mの大きな細胞は全て死

に小さな細胞にとり代られる。ここで問題なの

は，従来12～15日日にみられる大きな細胞に
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多数の′川田胞が附着している像が細胞培養で

myoblastが癒合してmyotubeやがてmuscle

Cellになっていくという模式図に一致している

という一般的認識である。細胞培養にみられた

分化の進展は胚では16日で終りで以降は全く

異なったかなり分化した細胞同士の癒合で筋細

胞が形成されていくことになる。この図式の確

立は，細胞培養の大きな展開で筋の発生が加

古血でもそのようなものと考えられてしまった

点を改めねばならないだろう。むしろか王Sff〟

での筋形成の姿を明らかにする必要がある。

E－64などの蛋白質分解酵素抑制剤を16日

直前の胚にプログラムされを蛋白質分解酵素が

働き出す前に与え自然の分化の過程を変化させ

るこころみは非常に興味あるテーマであるが，

方法論的に困難であることがわかった。しか

し，何らかに技術的改良を加えて今後もこころ

みていきたい。
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7．ESTのリソゾーム酵素の分解抑制効果について

勝　沼　信　彦＊

研究協力者　木　南　英　紀＊　塚　原　俊　文＊

はじめに

E－64は強力なチオールプロテアーゼの阻害

剤であり，in vitroのみならずin vivoでもリ

ソゾームのチオールプロテアーゼ群，カテプシ

ンB，Lを強く阻害することを明らかにしてき

た1）。また，昨年培養マクロファージを用い，

E－64－Cに比べ，そのエステル体であるEST

はカテプシンB，L活性の阻害および自己タン

パク質の分解速度の抑制を指標とした場合10

～20倍の低濃度で同じ効果を示すことを明ら

かにした。本年はE－64がリソゾームのカテプ

シン群の活性を阻害した時，リソゾームの酵素

の分解はどのような影響を受けるかを調べた。

材料と方法

①生理食塩水に溶解させた6％のカゼイネイ

ト20mlを腹腔内注射し3～4日後に腹腔洗浄

でマクロファージを集めた。径60mmのファ

ルコンシャーレを用い10％子牛血清を含む

RPMI1640培地で培養した。シャーレ1枚あ

たりの細胞数は3～4×106とした。

②細胞内タンパク分解に対するE－64誘導体

の効果をみる時には，一晩の培養による細胞の

spreadingの完了後．10％子牛血清を含む無ロ

イシンMEM培地に0．5FLCiの［U－14C］－ロイシ

ン／dishを加えたものに換えタンパクをラベル

した。24時間後，細胞をPBSで2回洗浄後，

■　徳島大学医学部附属研究施設酵素化学部門

血清および10mMのロイシンを含むMEM培

地に換えchaseを行った。インヒビターは

chaseの期間に加え，効果を判定した。すべて

の実験は3回の培養実験の平均である。Chase

の後，培地および細胞に100mMロイシンを

含む10％TCAを加え，上宿はそのまま放射

活性を測定し，沈澱は10mMのロイシンを含

む5％TCAで2回洗浄後，NCSに溶解し，

放射活性を測定した。内在性タンパク分解は

TCA可溶性画分の放射活性
（培地＋細胞）

全放射活性（TCA可溶性画分
＋細胞のTCA沈澱画分の放射活性）

×100

で表現した。

③動物実験ではE－64－C（2mg／100g体重）

あるいは生食を朝，夕2回腹腔内授与した。

E－64－C投与3日目よりシクロへキシミド

（100〟g／100g体重）を8時間毎に腹腔内注

射し，0，8，16，24時間後に各々5匹づっの

ラットを殺し肝のカテプシンB，HおよびL

のレベルを測定した。カテプシンB，Hおよび

LはKominamiら2）およびBandoら3）酵素免疫

測定法に従った。

結果と考察

ラット腹腔マクロファージを採取し，一夜培

養皿に接着後，血清を含む培養液に交換し，そ

の中に各種プロテアーゼインヒビターを添加

し，リソゾーム酵素に対する効果をみた。イン

ヒビター添加後3日目の各種リソゾーム酵素
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Ⅲ　酵素・細胞・組織レベルにおける研究

蓑1ESTおよびペブスタチンのマクロファージリソゾーム酵素のレベルに及ぼす影響

1＼、竺、t Ltl（1，Ill tI・tt．1mEtt

CathepsinB■

CathepsinH●

CathepsinL’

β一七alactosidase

β一Glucuronidase

β一Hexosamidase

a－Mannosidase

1200±420

260±15

90±21

12．1±2．1

33．0±4．9

12．6±1，4

2．4±0．2

ng／106cells

2650±650　　　　1560±410

490±72　　　　　　290±35

350±84　　　　　126±36

nmol／min／106cells

17．4±1．7　　　　　12．2±1．4

71．6±7．6　　　　　40．5±2．1

27．2±1．9　　　　　15．3±3．1

4．6±0．3　　　　　　2．2±0．2

3450±760

530±90

490±86

17．9±2．2

86．0±4．8

32．0±3．5

3．7±0．3

■酵素免疫測定

1

芸
だ
．
〇
一
も
∈

0　　　1　　　2　　　3　　　4　　　5

days

図1ESTおよびロイペプチンのマクロファージ細

胞内タンパクの蓄積に及ぼす影響

（－●一）無添加，（一・L－）ESTlOFLg／ml，

（…－▲－…）ロイペプチン100JJg／ml

およびカテプシンB，H，Lの活性あるいは量

の変化が表1に示されている。カテプシン群

はEST，ロイペプチンの存在下では活性が測

定できないので酵素免疫測定法によって測定し

た。若干の活性あるいは量の増加の程度の差は

あるが，システインプロテアーゼインヒゼクー

であるESTおよびロイペプチンの添加により

リソゾーム酵素活性（塁）が著しく増加してい
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る。それに反し，アスバルギン酸プロテアーゼ

の阻害剤ペブスタチンによるリソゾームの酵素

活性（量）に及ぼす効果は極めて弱い。しかし

システインプロテアーゼインヒビターとの併用

では，システインプロテアーゼインヒビター単

独より，リソゾーム酵素の活性（量）を増加さ

せる作用は強い。この表は各種インヒビター添

加後3日目のものだが，時間経過を追うと1

日目ではいずれのリソゾーム酵素でもESTに

よる活性増加は弱く，2日目以後時間を追って

増加は著明になる。しかし，4日目，5日目に

なると細胞の培養皿よりの脱離も増えてくるの

で活性増加は鈍ってくる。次にこのESTの効

果がリソゾーム酵素の増加だけに留まるのかど

うかを調べるために，マクロファージの全タ、ン

バク量を測定した。図1に示すごとく，1伊一細

胞あたりの細胞タンパク量はESTの添加で著

しく増えている。その効果はリソゾーム酵素に

対する影響と同じく，EST＋ペブスタチン＞

EST＞ペブスタチンの順であった。E－64，ロ

イペプチン，ペブスタチンなどのプPテ7－ゼ

インヒビターはマクロファージのタンパク合成

能に大きな影響を及ぼさないことが知られてい

るので，この細胞内タンパクの蓄積という現象

はリソゾーム内タンパク分解阻害に基づくと推

定できよう。それを確かめるために，タンパク

合成能が一定としてタンパク分解速度の阻害の

程度から，畜積するタンパク濃度を計算し，実
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表2　ESTおよびペブスタチンの細胞内のタンパク分解およびタンパクの蓄積に及ぼす影響

Accumulation
Treatment

％　Degradation Inhibition Calculated Measured

Contro1　　　　　　　　　　　　　48．6±0．6

EST（10FLg／ml）　　　　　　　36．2±1．5

Pepstatin（100FLg／ml）　　　　47．0±2．3

EST＋Pepstatin　　　　　　　　28．1±1．5

mg／106cells

O．241　　　　　0．241±0．007

（25．5）　　　　　　0．331　　　　0．346±0．027

（3．3）　　　　　　0．250　　　　　0．213±0．05

（42．8）　　　　　0．386　　　　0．383±0．055

蓑3　ラット肝のカテプシンR HおよびLの

半減期に及ぼすE－64－C投与の影響

Enzymes ControI E－64－treated

（h）

CathepsinB

CathepsinH

CathepsinL

4
　
　
4
　
　
4

1
　
　
1
　
　
2

0
　
　
0
　
　
0

5
　
　
8
　
　
0

＞

　

1

150gのウィスク一系雄ラット5匹に生食あるい

はE－64－C（2mg／100g体重）を1日2回4日間投

与した。

最終投与24時間前からいずれの群にもシクロへ

キシミドを8時間毎に授与した。

シクロへキシミド投与後0，8，16，24時間後にラッ

ト肝を分離し，肝中のカテプシンのレベルを酵素免

疫測定法で定員した。半減期は5匹のラットの平均

値より算出した。

測した細胞タンパク量と比較した（表2）。タ

ンパク分解速度は昨年の報告と同じ方法で，細

胞を14C－ロイシンでPulselabeling（24時間）

し，24時間chase後の細胞および培地中の

TCA沈澱および可溶性画分の放射活性を測定

して行った（材料と方法の項参照）。EST，ペ

ブスタチンおよびEST＋ペブスタチンのタン

パク分解の阻害率はそれぞれ25．5，3．3および

42．8％であり，インヒビター添加前の細胞内タ

ンパク量は0．241mg／106細胞であるので，3

日後のタンパク濃度はそれぞれ0．331，0．250

および0．386mg／106細胞になると計算でき

る。実測値が右端欄に示されているが，計算値

は実測値に非常に近い値となっている。すなわ

ち，ESTによる細胞内タンパク濃度の増加は，

タンパク分解の阻害の結果と考えられる。さら

にこの結果はマクロファージではリソゾーム

系，とくにその中のシステインプロテアーゼ群

が細胞内タンパク分解に非常に重要な役割をも

っていることを示す。すなわち，プロテアーゼ

群の阻害が，リソゾーム酵素の分解のみなら

ず，他のcytoplasmicタンパクの分解をも阻

害し，そのため細胞内タンパクが蓄積してきた

と考えられるからである。他の多くの細胞では

ESTやロイペプチンによって細胞内タンパク

がこれほど蓄積することはない。線維芽細胞や

肝細胞では，せいぜい20％ぐらいの増加に留

まっている。なぜ，マクロファージでは著明な

タンパクの蓄積があるのかその原因は不明だ

が，マクロファージは著しくリソゾームの発達

した系であることおよび他の細胞ではリソゾー

ムに蓄積したタンパクを培地中へ放出するエク

ソサイトージスの可能性も考なければならない

だろう。

マクロファージの系ではESTの添加によっ

てタンパク濃度のみならず，システインプロテ

アーゼであるカテプシンB，H，L　3種とも量

が増えており，それらの分解の抑制の結果と考

えられる。その可能性を調べるため，動物実験

を行った。E－64－Cをラットの腹腔内に投与す

ると肝リソゾームのカテプシン活性が著しく阻

害されることは以前明らかにしたが，1日に2

回E－64－Cを投与すると肝臓のカテプシンB，

Lは実験期間阻害され続ける。3日間生食ある

いはE－64－Cを授与したラット肝のカテプシン

B，HおよびLのレベルはE－64－C投与群がそ
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れぞれ3．1，2．1および5．0倍高くなっている。

E－64－C投与3日後，E－64－Cの投与は続ける

一方，シクロへキシミド（100〟g／100g体

重）をラットに8時間毎に注射する。シクロ

へキシミド投与後0，8，16，24時間後にラッ

ト肝を分離し，カテプシンB，H，Lのレベル

を定量した。これらの結果をまとめたのが表3

である。生食投与群ではカテプシンB，Hおよ

びLのシクロへキシミドを用いての半減期は，

14，14および21時間であり，E－64－Cを連続

投与しておくと，それらの半減期はそれぞれ

50，＞80および100時間と著しく延びてい

る。すなわち，リソゾームのシステインプロテ

アーゼ群の細胞内分解はそれら自身が行ってい

ることを意味している。これは肝臓でのデータ

であるが，マクロファージでもE－64の添加に

よりカテプシンB，H，およびLの量の増加が

あるわけであるから，同じ機序が働いていると

思われる。以上の結果はリソゾーム内のタンパ

ク分解はカテプシンB，H，Lといったシステ

インプロテアーゼ群が主役を果しており，補助

的な役割をカテプシンDがなしていると考え

られる。カテプシンDだけの阻害では大きな

効果はないが，システインプロテアーゼが阻害

52

された場合．カテプシンDの作用が表に出て

くる（表1，2）ことがこれを支持している。

カテプシンDはシステインプロテアーゼ群が

阻害された時，それらの作用の一部を代償する

のであろう。E－64を長期間投与した時でも，

肝障害は軽微であることが確認されているが

（動物差はある），カテプシンDを同時に投与

すると強い肝障害がおこる5）。ESTとカテプシ

ンDを阻害するような薬剤を同時に投与する

ことはまず考えられないが，注意は要するであ

ろう。

文　　　献

1）Kominami，E．，Hashida，S．，andKatunuma，N．：

Biochem．Biophys．Res．Commun．．93，713－719，

1980．

2）Hashida，S．，Towatari．T．．Kominami，E．，and

Katunuma，N．：J．Biochem．，88，1805－1811，1980．

3）Kominami，E．，Tsukahara，T．，Bando，Y．．and

Katunuma，N．：J．Biochem．，98，87－93．1985．

4）Bando．Y．，Kominami，E．，andKatunuma，N．：J．

Biochemりinpress，1986．

5）古野浩二，石川豊子，宮本　要，井手照一郎，

加藤敬太郎：生化学，56，1050，1984．



Ⅲ　個体レベルにおける研究

8．EST連続投与によるラット，マウス，ハムスター肝薬物

代謝酵素系およびグルタチオン関連酵素系に及ぼす影響　……………………北川　晴雄

9．ESTの一般薬理作用

－ウサギ桟隔神経高頻度同期波，筋ジストロフィー

ハムスターの心電図および摘出臓器標本に及ぼす影響－………・＝…‥福原　武彦

10．種々の原因による筋萎縮に対するESTの効果

－筋肉内アミノ酸代謝の面より 寺尾　寿夫

11．心筋症ハムスターの心筋構造蛋白の融解機序に関する一考察………………柴田　宣彦

12．ハムスター呼吸筋の組織所見

13．生検筋におけるrimmedvacuoleの検討

石原　博幸

石原　博幸

14．ESTによる実験的クロロキンミオパチーの治療効果…………………………杉田　秀夫



8．EST連続投与によるラット，マウス，ハムスター肝薬物

代謝酵素系およびグルタチオン関連酵素系に及ぼす影響

北　川　晴　雄＊

研究協力者　五十嵐

目　　　的

一般に，多くの薬物は主に肝臓の薬物代謝酵

素系により代謝された後，抱合を受け排泄され

るが，近年，代謝されて活性中間体となり毒性

を発現する例も多く報告されている。生体は活

性代謝物の毒性に対する防御機構の一つとして

グルタチオン抱合系を備えている。一方，肝薬

物代謝酵素系およびグルタチオン代謝系には，

それぞれ著明な種差が知られている。また，こ

のような薬物代謝酵素系およびグルタチオン関

連酵素系は異物の連続投与により変動すること

が知られている。

そこで，昨年度はラット，マウス，ハムスタ

ーを用いてESTの薬物代謝酵素活性およびグ

ルタチオン関連酵素系に対する影響を検討した

ところ．EST5日間連続投与により，ラットに

おいてのみ，これらの両酵素活性に著明な変動

がみられることを兄い出した。そこで本年度は，

この様なESTの影響の種差に関してさらに検

討するためにESTの投与期間を長くし，亜急性

毒性試験で用いられている2週間連続投与した

場合のラット，マウス，ハムスターにおける種々

の薬物代謝およびグルタチオン関連酵素活性に

対する影響を検討した。

実験材料および方法

動物はWistar系雄性ラット（8過齢），

●　千葉大学薬学部薬効安全性学講座薬物学研究室

隆＊　大　森　　　栄＊

ddY系雄性マウス（6週齢）およびGolden系

雄性ハムスター（5週齢）を用い，約1週間予

備飼育した後，実験に供した。ESTは5％ア

ラビアゴム溶液に用時懸濁し200mg／kgを

14日間連続経口投与した。なお，対照群には

5％アラビアゴム溶液を5ml／kgの割合で経口

投与した。最終投与24時間後に，動物は断頭

潟血し，可及的速やかに肝臓を取り出し，その

湿重量を秤量した。秤量後，1．15％KClにて

濯流し，肝重量の3倍容（マウスの場合は3

匹の肝臓をpoolして用いた）の冷1．15％KCl

を加えて25％ホモジネートにした。この様に

して得られたホモジネートの一部はガーゼを通

した後，γ－GTP活性の測定に用いた。また，

ホモジネートの一部は可及的速やかにHClOr

EDTA溶液で除蛋白し，遠心して得られた上

宿についてグルタチオン量を測定した。さら

に，ホモジネートの残りは常法に従い超遠心分

離によりミクロゾーム（Ms）画分と細胞質

（Cytosol）画分とに分推した。Ms画分は一定

量の冷1．15％KClに懸濁して酵素材料とした。

γ－GTP活性はγ－GTPカラーテスト「三共」キ

ットを用いて測定した。また，総グルタチオン

量はTietzeの方法l）により定量した。さらに，

MsのアミノピリンN一脱メチル化活性はNash

法2）により，アニリン水酸化活性の測定はImai

らの方法3）に準じて行った。また，Msの

NADPH－Cyt．C還元酵素活性はPhillipsと

Langdonの方法4）により，チトクロームP－

450およびb5含量はOmuraとSatoの方法5）
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表l EffectoftreatmentwithESTontheactivitiesofaminopyrineN－demethylationandaniline

hydroxylationinlivermicrosomesfromrats，miceandhamsters

AminopyrineN－demethylation Anilinehydroxylation
Species Treatment

（nmole／min／　（nmole／min／　（nmole／min／　（nmole／min／
mgprot）　　　　gliver）　　　mgprot）　　　　gliver）

Rat

Mouse

Hamster

Contro1　　　　　4．78±0．36

EST　　　　　．3．08±0．16■■

Contro1　　　　　7．92±0．40

EST　　　　　　　6．45±0．45暮

Contro1　　　　　9．94±0．35

EST　　　　　　　9．80±0．48

79．54±7．89

50．13±6．33■

119．82±3．99

109．16±4．06

173．47±1．40

170．64±4．18

0．42±0．04

0．36±0．02

1．03±0．02

0．83±0．05■

0．80±0．04

0．74±0，03

6．83±0．59

5．97±0．91

14．99±0．63

14．24±1．48

13，94±0．20

12．94±0．51

Eachvaluerepresentsmean±S．E．obtainedfrom5animals．

Allanimalsweretreatedorallywith200mg／kg／dayofESTfor14days．

’P＜0．05，●■P＜0．01vscontrol．

蓑2　EffectoftreatmentwithESTonhepaticmicrosomalcytochromeP－450andb5COntentSinrats，
miceandhamsters

CytochromeP－450　　　　　　　　　　Cytochromeb5
Species Treatment

（nmole／mgprot）（nmole／gliver）（nmole／mgprot）（nmole／gliver）

Rat

Mouse

Hamster

Control O．93±0．16

EST O．56±0．04■■＊

Control l．20±0．02

EST l．06±0．06

Control l．49±0．03

EST l．55±0．03

14，71±0．83

10．74±1．54

18．41±1．18

18．41±2．29

26．55±0．92

27．36±2．19

0．50±0．01

0．40±0．02■暮

0．53±0．02

0．45±0．02■

0，41±0．04

0．40±0．03

7．88±0．36

6．45±0．87

8．10±0．53

6．80±0．39

7．27±0．70

7．21±0．95

Eachvaluerepresentsmean±S．E．obtainedfrom5animals．

Allanimalsweretreatedorallywith200mg／kg／dayofESTfor14days．

’P＜0．05，…P＜0．01，…P＜0．001vscontrol．

により測定した。さらに，Cytosol中のグルタ

チオンベルオキシダーゼ（GSH－Px）活性は過

酸化水素（H202）を基質としてLawrenceと

Burkの方法6）により，また，グルタチオンS－

トランスフェラーゼ活性は基質としてトクロ

ロー2，4－ジニトロベンゼン（CDNB）を用い，

Habigらの方法7）に従い測定した。なお，蛋白

定量はLowryらの方法8）により行った。

実験結果

1．肝Ms薬物代謝酵素活性に及ぼす影響

肝Msにおけるアミノピリンの脱メチル化活
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性およびアニリンの水酸化活性に及ぼすEST

の影響を表1に示した。アミノピリンN－脱メ

チル化活性に関しては，ラットにおいてEST

投与によりmg蛋白およびg肝あたりいずれ

でも約35％の活性減少がみられ，マウスでは

mg蛋白あたりの活性で約20％の活性減少が

認められたが，ハムスターではほとんど変動し

なかった。次に，アニリン水酸化活性ではいず

れの動物でも著明な活性変動はみられなかっ

た。

また，表2に示すように肝Msのチトクロー

ムfL450およびb5壷に対する影響ではいずれ
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蓑3　EffectoftreatmentwithESTontheactivityofhepatic

microsomal NADPH－Cytochrome C reductasein rats，

miceand hamsters

NADPH－tyt．Creductaseactivity
Species Treatment

（unit／mgprot）（unit／gliver）

Rat

Mouse

Hamster

ControI

EST

ControI

EST

ControI

EST

0．25±0．02

0．20±0．01

0．23±0．01

0．19±0．01日

0．39±0．01

0．35±0．01■

4．11±0．53

3．25±0．45

3．65±0．05

3．26±0．31

7．57±0．83

6，25±0．51

Eachvaluerepresentsmean±S．E．obtainedfrom5animals・

Allanimalsweretreatedorallywith200mg／kg／dayofESTfor

14days．

■P＜0．05，■■P＜0．01vscontrol．

表4　EffectoftreatmentwithESTontheactivityofglutath－

ione peroxidase of hepatic cytosolin rats，mice and

hamsters

Glutathioneperoxidaseactivity

Species Treatment
（unit／mgprot）（unit／gliver）

Rat

Mouse

Hamster

ControI

EST

ControI

EST

ControI

EST

0．48±0．04

0．32±0，01■事

0．42±0．01

0．41±0．01

0．48±0．02

0．52±0．02

31．48±0．93

23．02±2．01■

39，94±2．12

38．37±2．12

44．81±2．68

49．92±3．47

Eachvaluerepresentsmean±S．E．obtainedfrom5animals・

A11animalsweretreatedorallywith200mg／kg／dayofESTfor

14days．

＋P＜0．05，■■P＜0．01vscontrol．

もラットにおいてのみ有意な低下がみられ　マ

ウスやハムスターでは変動しなかった。さらに

NADPH－Cyt．C還元酵素活性に対する影響は

表3に示した。ラット，マウス，ハムスター

とも有意な減少あるいは減少傾向がみられた

が，その程度は10～20％と低かった。

2．グルタチオン関連酵素活性に対する影響

表4に示すようにラットのGSH－Px活性は

EST投与により約40％の活性減少がみられた

が，マウスやハムスターでは有意な変動はみら

れなかった。一方，同じCytosol中の酵素で

あるGST活性に対しては，表5から明らかな

ように，いずれの動物においてもほとんど変動

しなかった。さらに肝γ一石TP活性に対する影

響は表6に示した。ラットにおいてはEST投

与による有意な活性の上昇がみられたが，マウ

スやハムスターではほとんど変動しなかった。

また，肝グルタチオン量に及ぼすEST投与の
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表5　EffectoftreatmentwithESTontheactivityofhepatic

CytOSOlic glutathione S－tranSferasein rats，mice and

hamsters

GlutathioneS－tranSferaseactivity
Species Treatment

（munit／mgprot）（unit／gliver）

Rat

Mouse

Hamster

ControI

EST

ControI

EST

ControI

EST

1．29±0．09

1．23±0．04

5，82±0．52

5，41±0．51

6．46±0．32

7．40±0．31

92，80±7．70

86．91±4．05

527．88±42．2

497．58±30．3

594．66±35．0

715．46±51．5

Eachvaluerepresentsmean±S．E．obtainedfrom5animals．

Allanimalsweretreatedorallywith200mg／kg／dayofESTfor

14days．

蓑6　EffectoftreatmentwithESTonthehepaticactivityof

T－glutamyltranspeptidasein homogenates from rats，

miceand hamsters

Species Treatment
γ－glutamyltranspeptidaseactivity

（munit／mgprot）（munit／gliver）

Rat

Mouse

Hamster

ControI

EST

ControI

EST

ControI

EST

2．42±0．07

2．69±0．07＊

2．47±0．10

2．53±0．06

1．97±0．02

1．93±0．06

376．83±10．05

422．62±15．34●

446．65±17．86

478．58±27．49

350．25±7．14

339．22±6．87

Eachvaluerepresentsmean±S．E．obtainedfrom5animals．

All animals were treated ora11y with200mg／kg／day of EST

for14days．

■P＜0．05vscontrol．

影響は表7に示したが，いずれの動物におい

ても有意な変勤は認められなかった。

考察および結論

薬物の薬効・毒性の発現および解毒機構に密

接に関連している薬物代謝酵素およびグルタチ

オン関連酵素活性には著明な種差がみられるこ

とが知られている。我々は本研究班の昨年度の

研究報告9）でラット，マウス，ハムスターにお
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ける薬物代謝およびグルタチオン関連系の諸酵

素活性を比較検討すると同時に，EST投与に

よる影響を報告した。その中で，これらの酵素

活性には著しい種差が認められるがEST（200

mg／kg，p．0．）5日間連続投与の影響はラットに

おいてのみ顕著であり，マウス，ハムスターで

はほとんど影響しないことを報告した。

今回，この様なESTの薬物代謝酵素および

グルタチオン関連酵素系に及ぼす影響の種差に



8．EST連続投与によるラット，マウス，ハムスター肝薬物代謝
酵素系およびグルタチオン関連酵素系に及ぼす影響

表7　Effect of treatmentwith EST on the

hepaticglutathionelevelin rats．mice

and hamsters

Totalglutathione
Species Treatment

（GSHeq，mM）

Rat

Mouse

Hamster

ControI

EST

ControI

EST

ControI

EST

7，85±0．32

9．02±0，42

9．47±0．24

10．52±0．82

7．68±0．08

6．74±0．38

Each value represents mean±S．E．obtained

from5animals．

Allanimalsweretreatedorallywith200mg／kg

／dayofESTfor14days・

関して，さらに検討するためにESTの投与期

間を2週間に延長して，同様に行った。肝Ms

の薬物代謝酵素系に対する影響に関しては，薬

物代謝反応の末端酸化酵素であるチトクローム

P－450やb5量はラットにおいてのみ顕著な低

下がみられた。一方，表1に示す様にアミノ

ピリンN一脱メチル化活性に対する影響ではラ

ットで最も著明であり，このことはチトクロー

ムP－450塁の低下を反映したものと示唆され

る。また，グルタチオン関連酵素系に関して

は，GSH－Px活性はラットにおいてのみ有意

な活性低下がみられ，アミノピリンN一脱メチ

ル化活性と同様にマウスやハムスターではほと

んど変動しなかった。また，肝γ－GTP活性は

ラットでのみ有意な活性上昇がみられたが，そ

の程度は10～15％であり，EST（200mg／kg，

p．0．）を5日間連続投与した場合に肝rGTP

活性は約5倍上昇した9）のに対比して極めて小

さかった。

以上，要約するとラット，マウス，ハムスタ

ーを用いてEST（200mg／kg，p．0．）を14日間

連続投与した場合に，肝Ms薬物代謝酵素活性

およびグルタチオン関連酵素活性に及ぼす影響

では，ラットが最も顕著でありマウスおよびハ

ムスターではほとんど影響しなかった。このラ

ットでみられる諸酵素活性の変動は，EST

（200mg／kg．p．0．）を5日間連続投与した場合

のラットにおける影響9）と対比して考察すると，

今回，14日間投与での影響は同等か，あるい

は肝γ－GTP活性からみられるように，むしろ

軽減するものと示唆される。

引用文献

1）Tietze，F．：Anal．Biochem．，27，502，1969．

2）Nash，T．：Biochem．J．，55，416，1953．

3）Imai，Y．．Ito，A．andSato，R．：J．Biochem．，60，

417，1966．

4）Phillips，A．H．and Langdon，R・G・＝J・Biol・

Chem．，237，2652，1962．

5）Omura，T．and Sato，R．：J．Biol．Chem．，239，

2370，1964．

6）Lawrence，R．A．and Burk，R．F．：Biochem・

Biophys．Res．Commun．，71，952，1976・

7）Habig，W．HりPabst，M．J．andJakoby，W・B・：J・

Biol．Chem．，249，7130．1974．

8）Lowry，0．H，．Rosebrough，N．J．．Farr，A・Land
Randall，R．L．：J．Biol．Chem．，193，265．1951．

9）北川晴雄：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」昭和59年度研究報告書，113，1985．
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9．ESTの一般薬理作用
－ウサギ横隔神経高頻度同期波，筋ジストロフィーハムスター

の心電図および摘出臓器標本に及ぼす影響－
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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，59年度までに

E－64（DL体，L体），E－64－CおよびEST（E

－64－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，E－64－CおよびESTの諸

種摘出臓器標本に及ぼす影響ならびにESTの

筋ジストロフィーハムスターの心電図に及ぼす

影響について薬理学的研究を行なってき

た8～17・25～21）。本年度は，l）ESTおよびE－64－C

の筋ジストロフィーハムスター（UM－Ⅹ7．1

系）の摘出臓器標本に及ぼす影響，2）昨年
度1日7）に引き続き，筋ジストロフィーハムスタ

ー（UM－Ⅹ7．1）およびゴールデンハムスターの

心電図に及ぼすESTの長期間（26週間）投与

の影響，3）ESTのウサギ構隔神経活動に発現

する高頻度同期波弧か24）に及ぼす影響について

検討した。

特に2）および3）は筋ジストロフィー症に

おける心筋障害1乱㍊）および呼吸筋変性の進行の

程度とESTの治療効果を可及的に非侵襲的か

つ機能的に評価する方法としての心電図所見お

よび高頻度同期波のスペクトル解析の有用性に

ついて検討するために行なった。

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

◆　東京慈恵会医科大学第2薬理学教室

モデル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要であ

る。本年度の研究では昨年度に引き続き，UM

－Ⅹ7．1系統の筋ジストロフィーハムスター18）の

心電図上の変化について定量的解析を行ない，

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。

ウサギ，ネコおよびイヌの構隔神経遠心性発

射活動の吸息相には約80～120Hzの周期性成

分（highfrequencyoscillations，高頻度同期

波）が発現することが知られている良6）。この高

頻度同期波は中枢神経系内において形成される

と考えられているが，神経筋伝達を介して呼吸

筋の筋電図中からも検出されることが確認され

ており4），随意呼吸中の健常人の肋間筋筋電図

からも導出され得ることが報告されているl・3）。

また，これまでの我々の研究の結果，高頻度同

期波は横隔神経の他に舌下神経や顔面神経など

呼吸運動に関連する骨格筋を支配する神経遠心

性活動に特徴的な活動成分であることが確認さ

れている孔24）。したがって呼吸筋筋電図中の高

頻度同期波のスペクトル解析は将来，筋ジスト

ロフィーのような骨格筋の変性をきたす疾患，

重症筋無力症など神経筋伝達の障害をきたす疾

患，および筋萎縮性側索硬化症（ALS）など

の運動ニューロンの障害をきたす疾患の病態の

進行の程度を機能的かつ非侵襲的に評価し得る

方法として期待される。さらにESTに高頻度

同期波に対する中枢性の作用がほとんど認めら

れないならば，呼吸筋筋電図中の高頻度同期波
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Ⅲ　個体レベルにおける研究

表1UM一Ⅹ7．1ハムスターの摘出心房標本および摘出横隔神経一横隔膜標本に及ぼすESTの影響

EST EthanoI

N contro13×10－6g／m13×10－5g／ml O．1％　　　1．0％
mean±SD mean±SD mean±SD mean±SD

Atria
H．R．　9－10　100％　102．3±13．5　　91．4±12．9　　　99．7±　6．6　　100．4±　9．6

Amp．9－10　100％　　98．2±11．0　　48．9±　9．9■　　98．4±　5．8　　　42．1±　9．4■

Phrenicnervelndirect lO　100％　　95．4±19．7　　57．6±36．0■　　95．9±14．1　　47．1±28．2■

diaphragm Direct　8r9100％　101．6±30．1　51．9±21．9・　80．5±19A　　59．1±25．3・

N：例数．H．R．：心拍数．Amp．：収縮力．Indirect：神経刺激（3～10V，50msec，0．2Hz）．

Direct：筋刺激（3～9V，50msec，0．2Hz）．mean±SD：平均値±標準偏差．＊：P＜0．05．

のスペクトル解析を行なうことによって，筋ジ

ストロフィーにおける呼吸筋変性の進行の程度

を評価できるばかりでなく，ESTの治療効果

を非侵襲的に評価し得る可能性が考えられる。

そこで本年度は桟隔神経活動に発現する高頻度

同期波に及ぼすESTの中枢性の作用について

定量的に検討した。

Ⅰ．ESTの筋ジストロフィーハムスター（UM

－Ⅹ7．1系）の摘出臓器標本に及ぼす影響

実験方法

本年度はUM－Ⅹ7．1ハムスターの心房および

桟隔神経一横隔膜標本について検討した。雌雄

のUM－Ⅹ7．1ハムスター（6～7週齢，体重78

～99g）を断頭，放血した後に心房標本およ

び横隔神経一横隔膜標本を摘出し，心房標本を

100％酸素ガスで飽和した25℃のRinger－

Locke液中に，桟隔神経一横隔膜標本を95％

酸素，5％炭酸ガスの混合ガスで飽和した37℃

のKrebs－Ringer液中に懸垂した。張力トラン

スデューサーを用いて，マグヌス法の常法に従

い，心房標本の自発収縮および構隔神経一横隔

膜標本の神経および筋の電気刺激（持続50

msec，頻度0．2Hzの矩形波，電圧は神経刺激

3～10V，筋刺激3～9V）により誘発される

収縮に対するESTおよびE－64－Cの影響を検

討した。

ESTを無水エタノールに溶解して適用し，

マグヌス管内最終濃度をそれぞれ3×10▲5g／

mlまたは3×10▲6g／mlとした。対照として
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EST溶液の調製に用いた量と同量のエタノー

ル溶液（マグヌス管内最終濃度0．1％および

1％）を適用し，その影響を検討した。また，

E－64－Cを飽和炭酸水素ナトリウム溶液l ml

に溶解して適用し，マグヌス管内最終濃度を

101g／ml，10‾5g／mlとした。対照としてE－

64－C溶液の調製に用いた量と同量の炭酸水素

ナトリウム溶液（マグヌス管内最終濃度

0．001％および0．01％）を適用し，その影響を

検討した。

結　　　果

1．摘出心房標本に及ぼす影響（図1，2．蓑1，2）

EST3×10▲6g／mlによって心房標本の収縮

力および心拍数に顕著な変化は認められず，対

照のエタノール適用時と有意の差も認められな

かった。EST3×10▲5g／mlにより心房標本の

心拍数に鮎著な変化は認められなかった。心房

標本の収縮力はEST3×10▼5g／mlによって，

対照のエタノール適用時と同程度抑制された。

心房標本の収縮力および心拍数はE－64－ClO▼5

g／mlおよびE－64－ClO‾4g／mlによって変化

せず，対照の炭酸水素ナトリウム溶液適用時と

の有意の差も認められなかった。

2．摘出横隔神経一横隔膜標本に及ぼす影響（図3，

4．表1，2）

横隔神経一横隔膜標本の神経および筋の電気

刺激により引き起こした横隔膜の収縮力は

EST3×10▲6g／mlにより変化せず，対照のエ

タノール適用時との有意の差も認められなかっ

た。横隔膜の収縮力はEST3×10J5g／mlによ
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表2　UM一Ⅹ7．lハムスクpの摘出心房標本および摘出杭隔神経一横隔膜標本に及ぼすE－64－Cの影響

E－64－C NaHCO3

N contro110LSg／m1　10‾一g／ml O．001％　　　0．01％
mean±SD mean±SD mean±SD mean±SD

Atria
H．R．　7－9　100％　　99．8±　3．7　107．0±11．9　104．1±15，6　104．8±　7，O

Amp．7－9　100％　106．3±9．6　102，4±5．0　102．8±8．2　106・2±3・3●

phrenicnerveIndirect8－10100％　　89・9±22・7　100・3±20・5　　89・6±19・5　109・2±30・O

diaphragm Direct　7－9　100％　　86．8±37．7　103．7±15．0　　82．5±30．1　98．7±21．0

N：例数．H．R．：心拍数．Amp．：収縮九Indirect：神経刺激（3－8V，50msec，0・2Hz）．

Direct：筋刺激（3～9V，50msec，0．2Hz）．mean±SD：平均値±標準偏差．■：P＜0．05．

まr。．　　　巳。－6。佃．　　　雲。－5g′m．

EST M仙仙仙刷刷刷仙仙刷刷
contro1　　　　　　　　　　　　　　　0．11　　　　　　　　　　　　　　　1．的

Ethanot腑仙仙刷刷仙刷刷冊仙刷仙刷
D E F
Contr01　　　　　　　　　　　10－5g′m－　　　　　　　　　　　　10－■g仙－

E瑚－C榊刷刷刷腑帖刷刷腑

NaHCO3融仙冊刷軸刷刷紬刷刷
UM－X7．1

図1筋ジストロフィーハムスター（UM－Ⅹ7．1系）の摘出心房標本に及ぼすESTおよびE－64－Cの影響

A：薬物適用前。B：EST3×10▼6g／mlおよび0．1％エタノール。C：EST3×10r5g／mlおよびl・0％

ェクノール。D：薬物適用前。E：E－64LClO▲5g／mlおよび0．001％NaHCO，。F：E－64－ClOL一g／ml

および0．01％NaHC03。B，C，E，Fはいずれも薬物適用後5分の記録。図中，右下部の横線は時標

10秒を，縦線は較正10mgを示す。
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B
Ethan01

UM－X7．1

図2　UM－Ⅹ7．1ハムスクT摘出心房標本の張力ヒストグラムに及ぼすESTの

影響

A：EST適用前（Ⅰ）およびEST3×10▲6g／ml（Ⅲ），EST3×10‾Sg／

ml（Ⅲ）の適用後5分の記録。B：エタノール適用前（Ⅰ）および0．1％

エタノール（Ⅲ），1．0％エタノール（Ⅲ）の適用後5分の記録。図中，

横軸は摘出心房標本の張力（mg）を，縦軸は収縮回数を示す。

り対照のエタノール適用時と同程度抑制され

た。横隔神経一横隔膜標本の神経および筋の電

気刺激により引き起こした横隔膜の収縮は，E

－64－ClOL5g／mlおよびE－64－ClO‾4g／mlに

よって変化せず，対照の炭酸水素ナトリウム溶

液適用時との有意の差も認められなかった。

考　　　察

今回，検討した濃度のE－64－Cならびにその

対照として用いた炭酸水素ナトリウム溶液で

は，UM－Ⅹ7．1の心房標本および桟隔神経一横

隔膜標本に変化が認められなかった。一方，

EST3×10‾5g／mlの適用により心房標本の収

縮力は有意に減少した。この収縮力抑制作用は

ESTの溶媒として用いたエタノールの抑制作
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用と考えられる。Gimenoら7）は摘出ラット心

房標本に対して，エタノールが速効性かつ可逆

的な負の変力作用を有することを報告し，その

原因が活動電位の減少と収縮機構に対する直接

作用にあることを示唆している。横隔神経一横

隔膜標本の神経および筋の電気刺激により誘発

される収縮に対してEST3×10▲5g／ml適用に

より収縮力の有意な減少が認められた。この収

縮力抑制作用もKnutsson詑）が報告したエタノ

ールによる骨格筋細胞の脱分極によるものと考

えられ，EST自体の作用とは考え難い。

今回，用いたUM－Ⅹ7．1ハムスターの摘出臓

器標本に対するESTの作用と，既に報告した

ゴールデンハムスターの同種摘出臓器標本に対

するESTの作用11・16）との間には質的，および
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図3　UM－Ⅹ7．1ハムスターの摘出桟隔神経一横隔膜標本に及ぼすESTお

よびE－64－Cの影響

A：EST3×10L6g／mlおよびEST3×10▲5g／mlの影響。B：0．1％

エタノールおよび1．0％エタノールの影響。C：E－64－ClOL5g／mlお

よびE－64－ClO‾4g／mlの影響。D：0．001％NaHCO3および0．01％

NaHC03の影響。黒丸の時点で適用。刺激持続50msec，刺激頻度

0．2Hzの矩形波により桟隔神経および横隔膜を電気刺激した。刺激

電圧は神経刺激の場合は3V，筋刺激では9Vであった。薬物適用前，

収縮力の大きい方が構隔神経刺激による筋収縮，収縮力の小さい方が

横隔膜の直接刺激による筋収縮。図中，右下部の横線は時標1分を，

縦線は校正1gを示す。

量的な差異は認められず，かつESTの対照液

による影響との間に差異が認められなかった。

以上のことから，本実験条件下において

ESTおよびE－64－Cは筋ジストロフィーハム

スター（UM－Ⅹ7．1系）の摘出心房および横隔

神経一横隔膜標本には用いた濃度以下で影響を

もたないものと考えられる。

Ⅱ．筋ジストロフィーハムスター（UM－Ⅹ7．1

系）の心電図に及ぼすESTの影響

実験方法

9週齢の雌雄のゴールデンハムスター14匹

および，10過齢の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
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8

Lead　‖

図4　UM一Ⅹ7．1ハムスター摘出横隔神経一横隔膜標本の張力ヒストグラ

ムに及ぼすESTの影響

A：EST適用前（I）およびEST3×10‾6g／ml（II），EST3×

10▲5g／ml（Ⅲ）適用後5分。B：エタノール適用前（Ⅰ）および

0．1％エタノール（Ⅲ），1．0％エタノール（Ⅲ）適用後5分。刺激持

続50msec，刺激頻度0．2Hzの矩形波により描隔神経および横隔膜

を電気刺激した。刺激電圧は神経刺激の場合は3V，筋刺激では9V

であった。黒のヒストグラムが構隔神経刺激による筋収縮を，白の

ヒストグラムが横隔膜の直接刺激による筋収縮を示す。図中，横軸

は横隔神経一横隔膜標本の張力（g）を，縦軸は収縮回数を示す。

S

図5　心電図の平均加算波形

心電図第Ⅲ誘導の平均加算波形（100回加算）

よりPQ，QRSおよびST間隔（msec）と

ST上昇率（％）を算出した。ST上昇率は図

中，QRの電位差を基準としてQSx100／QR

および（QT＋QS）×100／QRによって計量

的に評価した。
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方をEST投与群とした。ESTを粉末飼料に

0．375％の比率に混合し，給餌した。この量は

平均するとEST約300mg／kg／dayに相当し

た。対照群には飼料のみを与えた。9および

10過齢で投与を開始し，35および36遇齢ま

で26週間継続投与し，その後投与を中止して

49および50過齢（投与開始後40週間）まで

飼育した。

EST投与開始直前およびEST投与開始後，

2，4，6，8，22，25および40過においてハムスタ

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Ⅲ誘導によって導出し，呼吸数と共に記

録した。医用電算機（日本電気三栄，7T－08

および7T－17）を用いて心電図のR－R間隔と

その変動係数孤21）の算出（500区間のR－R間隔

の標準偏差×100／平均値）および心電図の平
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図6　ハムスターの体重に及ぼすESTの影響

白丸：ゴールデンハムスター，対照群（EST非投与群），N＝2～7。黒丸：ゴ

ールデンハムスクT，EST投与群，N＝6－7。白三角：UM－Ⅹ7．1，対照群

（EST非投与群），N＝4～5。黒三角：UM－X7．1，EST投与群，N＝4～6。平

均値（印）と標準誤差（縦線）を示す。縦軸：体重（g），横軸：EST投与後の

週数（weeks）。横軸下の太線の期間（26週間）においてESTを投与した。
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図7　ハムスターの呼吸周期に及ぼすESTの影響

白丸：ゴールデンハムスター，対照群（EST非投与群），N＝2～6。黒丸：ゴ

ールデンハムスター，EST投与群，N＝6～7。自三角：UM－Ⅹ7．1，対照群

（EST非投与群），N＝3～5。黒三角：UM－Ⅹ7．1，EST投与群，N＝4～6。平

均値（印）と標準誤差（縦線）を示す。縦軸：呼吸周期（sec），横軸：EST投

与後の週数（weeks）。横軸下の太線の期間（26週間）においてESTを投与し

た。

均加算（100回加算）を行なった。心電図の平　　定はStudent’s t－teStにより行い，危険率5％

均加算図より，PQ，QRSおよびST間隔を，　　以下を有意とした。

またQR問の電位差を基準としてST部分の上

昇率を算出した（図5）。統計学的有意差の検
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図8　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

A：縦軸は心電図R－R間隔（msec）。B：縦軸は心電図（第n誘導）R－R間

隔の変動係数（％）。変動係数は500泊のR－R間隔について算出した。描

軸：EST投与後の週放くweeks）。横軸下の太線の期間（26週間）において

ESTを投与した。白丸：ゴールデンハムスター，対照群（EST非投与群），

N＝2－7。黒丸：ゴールデンハムスター，EST投与群，N＝5－7。自三角：

UM－Ⅹ7．1，対照群（EST非投与群），N＝4～5。黒三角：UM－Ⅹ7．1，EST

投与群，N＝4－6。平均値（印）と標準誤差（縦線）を示す。

実験成績

1．筋ジストロフィーハムスター（UM－Ⅹ7．1系）の

休重（図6）

10過齢のUM－Ⅹ7．1の体重（77～98g）は

EST投与直前において既に9週齢のゴールデ

ンハムスターの体重（123～140g）に比べ軽

量であった。ゴールデンハムスターでは，

EST投与後25週間，UM－Ⅹ7．1では22週間

にわたり体重が増加したが，その後，各群共減

少した。UM－Ⅹ7．1群はゴールデンハムスター

群に比べ実験期間中，常に有意に低体重であっ
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たが，EST投与群と対照群の体重の間に有意

差は認められなかった。

2．筋ジストロフィーハムスター（UM－Ⅹ7．1系）の

呼吸周期に及ぼすESTの影響（図7）

呼吸周期は各群とも週齢を経るにつれて延長

した。UM－Ⅹ7．1の呼吸周期はゴールデンハム

スターのそれに比べてEST投与前より有意に

延長しており，EST投与開始後8～22週まで

は有意の差が認められた。しかしながら，

EST投与開始後25週以降においては，EST

を授与したUM－Ⅹ7．1およびゴールデンハムス

ター群間で呼吸周期に差が認められなくなっ
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た。一方，ESTを適用しなかったUM－Ⅹ7．1

群の呼吸周期は40週において，ESTを適用し

なかったゴールデンハムスター群のそれに比べ

有意に延長していた。EST投与開始後8週ま

ではEST投与群と対照群の呼吸周期の問に有

意の差は認められなかったが，EST投与開始

後22週において，ESTを投与したゴールデン

ハムスターの呼吸周期はEST非投与群のそれ

に比べて有意に延長した。しかしながら，

EST投与開始後25週以降においては，EST

投与群および非投与群間で呼吸周期の有意の差

は再び認められなくなった。

3．筋ジストロフィーハムスター（UM一Ⅹ7．1系）の

心電図R－R間隔およびその変動係数に及ぼす

ESTの影響（図8）

心電図のR－R間隔は各群とも週齢を経るに

つれて延長した。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

意に延長していたが，EST投与後22週以降こ

の差は認められなくなった。統計学的に有意で

はないが，EST投与開始後22過および40週

において，EST投与群のR－R間隔はEST非

投与群のそれに比べて短縮する傾向が認められ

た。

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て小

さい値を示した。UMTX7．1のうちEST投与

群のR，R間隔の変動係数はEST投与開始後8

週および40週においてEST投与前に比べて

有意に大きくなったが，対照群（非投与群）で

は小さいままであった。また，EST投与後8

週において，EST非投与群のゴールデンハム

スターのR，R間隔の変動係数はEST非投与

群のUM－Ⅹ7．1に比べて有意に大きくなった。

EST非投与群のゴールデンハムスターのR－R

間隔の変動係数は次第に大きくなったが，

一二1－∴≡∴∴－∴

11≠　レレ凡

Itl、ル来し本埜
図9　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Ⅲ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－Ⅹ7．1の

心電図の平均加算波形。Ⅰ：EST投与前（9および10週齢）。Ⅱ：

EST非投与例（17および18週齢）。Ⅲ：EST投与後8週（17および

18週齢）。UM－X7．1，EST非投与例（17および18週齢）の平均加

算心電図ではST部分の上昇が昆自著である。時標：100msec。
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図10　ハムスターの心電図のPQ，QRSおよびST間隔に及ぼすESTの影響

A：縦軸はPQ間隔（msec）。B：縦軸はQRS間隔（msec）。C：縦軸はST間

隔（msec）。機軸：EST投与後の週数（weeks）。横軸下の太線の期間（26週

間）においてESTを投与した。白丸：ゴールデンハムスター，対照群（EST

非投与群），N＝2－7。黒丸：ゴールデンハムスター，EST投与群，N＝6～7。

白三角：UM－Ⅹ7．1，対照群（EST非投与群），N＝3～5。黒三角：UM－Ⅹ7．1，

EST投与群，N＝4－6。平均値（印）と標準誤差（縦線）を示す。
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ESTを投与した群のR－R間隔の変動係数は大

きくならなかった。

4．心電図PQ間隔，QRS間隔およびST間隔に及

ぼすESTの影響（図10）

PQ間隔およびQRS間隔は週齢を経るにつ

れて，延長する傾向が認められた。EST投与

開始後22週まではゴールデンハムスターおよ

びUM－Ⅹ7．1間，EST投与群および対照群間

でPQ間隔に有意差は認められなかった。しか

しながら，EST投与開始後40週において，

ESTを投与したUM－Ⅹ7．1のPQ間隔は対照

群に比べて短くなる傾向が認められた（p＜

0．1）。
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UM－X7．1の心電図のST間隔はゴールデン

ハムスターに比べて有意に短縮しており，

EST投与開始後22週まではこの差が認められ

たが，25過以降，有意差が認められなくなっ

た。EST投与群および対照群間でST間隔に

有意差は認められなかった。

5．筋ジスト田フィーハムスターの心電図ST上昇

率に及ぼすESTの影響（図9，11）

ESTを投与前より，UM－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

しており，この有意差はEST投与開始後8週

においても認められたが，EST投与開始後25

週において，ESTを投与したUM－Ⅹ7．1のST

0　　2　4　　6　8

0　2　4　6　8　　　　　　　　　　　　　　　22

図11ハムスターの心電図のST上昇率に及ぼすESTの影響

A：縦軸はS波の上昇率（％）。B：縦軸はSおよびT波の上昇率（％）。横

軸：EST投与後の週数（weeks）。横軸下の太線の期間（26週間）において

ESTを授与した。白丸：ゴールデンハムスター，対照群（EST非投与群）．

N＝2－6。黒丸：ゴールデンハムスター，EST投与群，N＝4－7。白三角：

UM－Ⅹ7．1，対照群（EST非投与群），N＝2～5。黒三角：UM－Ⅹ7．1，EST

投与群，N＝4－6。平均値（印）と標準誤差（縦線）を示す。
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側。Lv
0．2sec

図12　ウサギ桟隔神経発射活動とその自己パワースペクトル

A：ウサギ構隔神経の自発性遠心性活動電位。呼吸性の周期的放電群を発現している。B：

図Aの呼吸性放電群の吸息相を時間軸を延長して描記した記録。吸息相中に80－120Hz

程度の周期性成分，高頻度同期波が観察される。C：構隔神経の活動電位の自己パワースペ

クトル。横軸は周波数，縦軸は自己パワースペクトル密度関数（平方根）を示す。110Hz

一付近に高頻度同期波に相当する明瞭など－クが観察される。

上昇率が低下する傾向が認められ（ただし非投

与群との有意差はない），ゴールデンハムスタ

ーのST上昇率との有意の差が認められなくな

った。しかしながら，EST投与を中断後，再

び，STが上昇する傾向が認められた。

考　　　察

UM－Ⅹ7．1と正常のゴールデンハムスターの

心電図を比較すると，UM－Ⅹ7．1では心電図R－

R間隔の変動係数の低値（図8），平均加算心

電図波形において，STの上昇（図9，11），

生後約30週齢までの期間におけるST間隔の

短縮（図10）などの異常所見が観察された。

また心電図所見以外にもゴールデンハムスター

と比較して，低体重（図6），呼吸周期の延長

（図7）などの所見が認められた。これまでに

筋ジストロフィーハムスターの心電図について

検討した報告は少なく乙か31），これらの所見は

重要な基礎的知見となると考えられる。また，

疾患モデル動物においてESTの薬効評価およ

び副作用の検討を進めていく上でも基礎となる

72

知見である。EST投与後のUM－Ⅹ7．1でR－R

間隔の変動係数がEST投与前に比べて一時的

にではあるが有意に大きくなったこと，一方，

EST非投与群のUM－Ⅹ7．1ではR－R間隔の変

動係数は低値に留まったという事実は，EST

にUM－Ⅹ7．1の心筋障害に対する治療的効果ま

たは進行を抑制する作用がある可能性を示唆し

ている。しかしながら，ESTを投与されたゴ

ールデンハムスターにおいて非投与群に認めら

れたようなR－R間隔の変動係数の増大が観察

されなかったという結果は，長期間大量に投与

されたESTが正常のゴールデンハムスターに

対しては副作用を発現する可能性があることも

示唆している。EST投与開始後，ESTを投与

したUM－X7．1のST上昇率が統計学的に有意

ではないが低下する傾向が認められ，ゴールデ

ンハムスターのST上昇率との有意の差が認め

られなくなったこと，EST投与を中断後，再

びSTが上昇する傾向が認められたことは

ESTにUM－Ⅹ7．1に発症した心筋障害を改善

する効果がある可能性を示唆している。したが
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図13　EST（1g／kg，p．0．）適用前後の桟隔神経活動の自己パワースペクトル

横軸は周波数（70～160Hz），縦軸は相対′ヾワースベクトル密度を示

す。上段より各々，EST適用前（A），適用30分後（B），60分後

（C），90分後（D），120分後（E）の記録の解析結果。各スペクトルの

右上の数値は，上段より相対ピーク面積（適用前を100％とする）．ピ

ーク周波数，半値幅を，また，各スペクトルの右下の数値は左が終末呼

気炭酸ガス濃度値，右が同酸素濃度値を表わす。高頻度同期波のピーク

周波数，ピーク面積は呼気炭酸ガス濃度のわずかな経時的変動に伴って

変動するのみでESTの適用によると考えられる変化は認められなかっ

た。

って，以上の成績からESTの薬効評価および

副作用の監視において，R－R間隔の変動係数

および平均加算心電図波形などの心電図所見の

経時的観察が有用な一つの方法となり得る可能

性が示唆された。

Ⅲ．ESTの横隔神経発射活動に発現する高頻

度同期波に及ぼす影響

実験方法

1．実験動物

体重2．2～2．6kgの成熟，両性のウサギを用

いた。

2．実験条件

エーテル麻酔下にgallaminetriethiodide（5

mg／kg．i．V．）により非動化後，呼気ガス二酸化
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炭素および酸素濃度の連続監視下に人工呼吸に

より換気条件を適正レベルに維持した。また動

物を温熱マットで保温し，直腸温を36．8～

37．6℃に維持した。両側の迷走，減圧および頚

部交感神経を頸部で切断した。

3．被験薬物の適用法および適用量

ESTを5％アラビアゴム溶液，または0．5％

CMC溶液に懸濁し，カテーテルを介して胃内

に適用した。ESTの適用量は500および

1，000mg／kg，適用液量は5ml／kgとした。

4．横隔神経活動

桟隔神経の遠心性発射活動を桟隔神経の切断

中枢端より導出し，同時に導出された大腿動脈

血圧，呼気ガス炭酸ガス濃度と共にデータレコ

ーダー（TEAC，R－81）により磁気テープに

収録した。薬物適用前より適用後80～160分

間にわたり上記各パラメーターに及ぼす影響を

検討した。実験終了後，医用電算機（日本電気

三栄，7T－17）を用いて，0－200Hzの周波

数帯域における横隔神経活動の自己パワースペ

A

Peak一Irequency

B　7

Halトvalue width

3．O

C　16日

Peak－area lOO
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クトル密度関数をFFT法により演算した

（0．25Hz／bin，30回加算：図13）。特に約80

～120Hzの帯域に発現する高頻度同期波に及

ぼすESTの影響について定量的に検討するた

め，演算された自己パワースペクトラム上の高

頻度同期波のピークを背景雑音性成分より分離

し，そのピーク周波数，ピーク面積，ならびに

半値幅を，ピーク波形がコーシー分布に従うと

いう仮定の下にガウスーニュートン法に基づく

非線形最小二乗法を用いて推定したか～2432）。

実験成績

ウサギ横隔神経の自発性遠心性活動電位には

呼吸性の周期的放電群以外に吸息相中に80～

120Hz程度の周期性成分，高頻度同期波が観

察された（図12A，B）。横隔神経の活動電位

の自己パワースペクトル上には，110Hz付近

に高頻度同期波に相当する明瞭などークが観察

された（図12C）。

桟隔神経活動の自己パワースペクトルにおい

● 1 g ／k g ． p ．0 ．

▲ 0 ．S g Jk g ．p ．0 ．

n ●a n ！S ．E ． I n ；㌻ lI

30　　　　　　　　60　　　　　　　　90mjn

図14　非線形最小二乗法によって推定された偵隔神経高城度同期波のピーク周

波数，半値幅，相対ピーク面積に及ぼすEST経口適用の影響

A：ピーク周波数。B：半値幅。C：相対ピーク面積。黒丸：ESTlg／

kg経口適用時。黒三角：EST O．5g／kg経口適用時。3～4例の平均値

±標準誤差を示す。横軸は適用後の時間。いずれのパラメーターにも

EST適用前後において有意な変化は認められなかった。
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て，高頻度同期波のピーク周波数，ピーク面積

は呼気炭酸ガス濃度のわずかな往時的変動に伴

って変動するのみでESTの適用によると考え

られる変化は認められなかった（図13）。

横隔神経活動の自己パワースペクトル上　非

線形最小二乗法によって推定された高頻度同期

波のピーク周波数，半値幅，相対ピーク面積は

ESTO．5および1g／kgの経口適用例において

適用後90分にわたり，有意の変化が認められ

なかった（図14）。

考　　　察

非線形最小二乗法によって推定された高頻度

同期波の3つのパラメーター，すなわちピー

ク面積，ピーク周波数，および半値幅は各々，

高頻度同期波の総エネルギー値，平均周波数，

そして周波数の分散を反映するものと考えられ

る。したがってこれらのパラメーターが，急性

実験条件下において，0．5および1g／kgとい

う大量のEST経口適用によっても有意な変化

を示さなかったという実験結果は，ESTが横

隔神経高頻度同期波の発現に関与する中枢神経

系の神経機構に対して，ほとんど作用を有さな

いことを意味している。

この高頻度同期波は呼吸中枢からの出力とし

て，呼吸運動に関与した骨格筋を支配する遠心

性神経活動に特徴的に含まれる成分であると考

えられており，換気レベルの変化や，中枢神経

系作用薬によって著明に影響されることが確か

められているa24）。また，神経筋伝達を介して

呼吸筋筋電図中からも検出されることが確認さ

れているltM6）。本研究の結果よりESTには横

隔神経高頻度同期波の発現に関与する中枢神経

系の神経機構に対する作用はほとんどないと考

えられた。このことは呼吸筋筋電図中に発現す

る高頻度同期波のスペクトル解析を行なうこと

によって，運動ニューロン以下，神経筋伝達，

筋収縮に至るまでの過程における病態生理学的

変化を定量的にかつ非侵襲的に評価し得る可能

性を示している。ヒトの呼吸筋筋電図に発現す

る高頻度同期波をコヒーレンス・スペクトル解

析によって定量的に検出し得ることが報告され

ているのでl・3），この解析法が確立されれば，筋

ジストロフィー症における呼吸筋変性の進行の

程度およびESTの治療効果の非侵襲的な定量

的評価方法として応用され得るものと考えられ

る。

要　　　約

1．今回，検討した濃度では，UM一Ⅹ7．1の

摘出心房標本および横隔神経一横隔膜標本に

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ST部分に変化をきたして

いることが判明した。このことより筋ジストロ

フィー症の進行の程度を評価する際，心電図所

見も重要であると考えられる。

3．EST投与群でR－R間隔の変動係数が一

時的にせよ大きくなったこと，EST非投与群

のUM－Ⅹ7．1R－R間隔の変動係数が小さいま

まであったこと，および統計学的に有意ではな

いがEST投与群でSTの上昇が抑制される傾

向が認められたことはESTの薬効評価におい

ても心電図所見が有用である可能性が示唆され

る。

4．ウサギ横隔神経遠心性発射活動の自己パ

ワースペクトル上の高頻度同期波に相当するピ

ークのピーク面積，ピーク周波数，および半値

幅を非線形最小二乗法によって推定した。これ

らのパラメーターはEST（0．5～1g／kg，経口

適用）の適用前から適用後90分に至るまで有

意の変化を示さなかった。このことは，EST

が構隔神経高頻度同期波の発現に関与する中枢

の神経機構に対して，ほとんど作用を発現しな

いことを意味する。

5．4．の解析法の応用として，呼吸筋筋電

図中に発現する高頻度同期波のスペクトル解析

を行なうことによって筋ジストロフィーにおけ

る呼吸筋変性の進行の程度，さらには，それに

対するESTの治療効果を非侵嚢的にかつ定量

的に評価し得る可能性が考えられる。
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10．種々の原因による筋萎縮に対するESTの効果

－筋肉内アミノ酸代謝の面より

寺　尾　寿　夫＊

研究協力者　高　津　成　美＊　五　嶋　峰　子＊　永　井　由紀子＊

目　　　的

我々は昭和57年度1）および58年度2）の本班

会議において，ジストロフィーハムスターで

は，3－メチルヒスチジン（3－MH）の尿中排泄

が増加しており，これがE－64投与により減少

することを示した。また昨年度は動物のクロロ

キンミオパチ一にみられる3－MHやタウリン

の尿中排泄増加もESTによって抑制されるこ

とを報告し，ESTがこれらの病的状態におけ

る筋の崩壊を防ぐことを示唆した。

今回の研究の目的は，ESTの効果を筋肉中

遊離アミノ酸の面から検討することである。

方　　　法

1．骨格筋中遊離アミノ酸の測定

ジストロフィー動物はa）ジストロフィーハ

ムスターUM－X7．1，b）BIO14．6，C）mdx

マウスを用いた。いずれも雄性で生後2ヶ月

のものである。a），b），C），のコントロール

としてはそれぞれGoldenhamster，BIOflb，

C57BL／10csを使用した。

骨格筋はQuadricepsを用いた（Ⅴ．E欠乏

ラットではEDLを使用）。筋肉は切除後，直ち

にhomogenize L，過塩素酸にて除蛋白後ア

ミノ酸自動分析機にて各アミノ酸を測定した。

2．Ⅴ．E欠乏ラット

生後約2ヶ月のWistarラットに，コーンス

■　帝京大学第1内科

クーチ，ビタミンフリーカゼインなどより成る

Ⅴ．E欠乏飼料を与えた。一方，コントロール

ラットには同成分の飼料に100g当り2mg

の酢酸トコフェロールを加えたもので飼育し

た。

尿中アミノ酸の測定は24時間蓄尿したもの

を除蛋白して使用し，骨格筋はEDLを取り出

し1．と同様に処理してその中の各遊離アミノ

酸を測定した。

結　　　果

1．各種実験的ミオパチーの筋肉中遊離アミノ醸濃

度の変化

（1）ジストロフィーハムスターUM一Ⅹ7．1

図1は生後2ヶ月のジストロフィーハムス

ターUM－ⅩのQuadriceps中の遊離アミノ酸

の濃度を示したものである。筋肉中にはtauri－

ne，glutamine，glyclne，alanine，anSerine，

carnosineなどが多い。

UM－ⅩのQuadriceps中の遊離アミノ酸は

コントロールに比し，taurineが多く，また

glutamineも増加していた。Anserineはやや

低い程度であり，CarnOSineは変化がみられな

かった。

（2）ジストロフィーハムスターBIO14．6

BIO14．6のQuadriceps中の遊離アミノ酸

もUM－Ⅹと似ており，taurineは有意に増加

し，glycine，alanineなどは減少していた。た

だし，この場合はglutamineは減少傾向があ

り，CarnOSineも有意に減少していた。
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図1FreeaminoacidlevelsinQuadricepsofdystrophichamster（UM－Ⅹ7．1）

表1Changesoffreeaminoacidconcentrationsinskeletalmuscleofmus－

Culardystrophiesandexperimentalmyopathiesinanimal

Amino　Myop抽ydystrophic dystrophic dystrophic Chloroquino V．E血Iicient■■
aCid hamstが（馴0日．6）Ih抑Ster（し〟・X7．0＊mouse（mdx）■ myopa叫¶hamst．） （†■り

Taurine ↑ ↑ ↑ ↑ ↑

Glutamic acid ↑ † † ↑ ↓

G山tamine l ↑ ↑ ↑ ↓

Glycine ↓ ↓ ↓ ↓ 1

Alanine l l ↓ 1 一一●
Lysine ↑ 1 ↓ ↓ ↓

Anserine 1 1 ↓ 1 －

Camosine ↓ → ↓ 1 ↓

（3）mdxマウス

生後2ヶ月のmdxマウスのQuadriceps中

の遊離アミノ酸濃度をC57BL／10csと比較し

てみると，mdxマウスではtaurine，glutami－

neは増加し，glycine，alanineなどのアミノ

酸やanserine，CarnOSineなどのdipeptideは

著明に減少していた。

表1は以上3種のジストロフィー動物と昨

年報告したクロロキンミオパチーおよび後述す

るⅤ．E欠乏ラットの骨格筋中遊離アミノ酸の
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＊Quadriceps　　＊＊EDL　　↑↓P＜0．05

中，主要なものの変動をまとめたものである。

この表中，太い矢印は5％以下の危険率で有意

であることを示している。これにみる様に筋肉

内遊離アミノ酸はジストロフィー動物でも実験

的ミオパチーの場合でもかなり類似した変化を

示すことがわかる。増加するアミノ酸はtauri－

ne．glutamicacid，glutamineであり，とくに

taurineはすべての場合に有意に増加を示し

た。逆に減少するものはglycine，alanine，

1ysineなどのアミノ酸であり，anSerine，Car－
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図3　FreeaminoacidlevelsinEDLofV．Edeficientrat（4W）

nosineなども減少を示すことが多かった。

2．Ⅴ．E欠乏ラット

Ⅴ．E欠乏も筋病変を起こすことは良く知ら

れており，Ⅴ．E欠乏動物のリソゾームの異常

が指摘されている3）。

（1）尿中遊離アミノ酸

図2はⅤ．E欠乏飼料で4週間飼育したラッ

トの尿中に排泄される各アミノ酸をコントロー

ルのそれと比較したものである。コントロール

群に比し，尿中に排泄されるアミノ酸は増加す

るものが多くなっている。しかし，この場合は

筋肉崩壊の指標となる3－MHの排泄増加はみ
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図4　TheeffectofESTonfreeaminoacidlevelsinEDLofV．Edeficientrat（4W）

られなかった。3－MHの尿中排泄増加はⅤ．E

欠乏飼料を10ヶ月間にわたり与えたラットで

も同様に認められなかった。

（2）Ⅴ．E欠乏ラットの骨格筋中遊離アミノ酸

V．E欠乏食を与えて4週目のラットのEDL

を取り出し，H．E．染色標本を作製してみても，

ほとんど変化はみられなかった。しかし，この

時期でも筋肉内遊離アミノ酸には変化がみられ

た。図3はⅤ．E欠乏4週目のラットのEDL

中の遊離アミノ酸をコントロールと比較したも

のである。

Ⅴ．E欠乏ラットでは，他の原因の筋萎縮と

同様にtaurineは著しく増加している。他方，

threonine，Serine，lysine，CarnOSineをはじめ，

glutamicacid，glutamineも減少していた。

（3）Ⅴ．E欠乏ラットの筋肉内アミノ酸の変化

に及ぼすESTの効果

ラットを2群に分け，1群にはⅤ．E欠乏飼

料を与え，他群にはこれに0．125％の割合に

ESTを加えた飼料を与えて，4週後に各々の

EDL中のアミノ酸濃度を比較したものが図4

である。この図中の横線はⅤ．E非欠乏ラット

の値を示している。

これに示すごとく，ESTを投与することに
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よって，増加していたtaurineは減少して横線

で示した正常値に近づき，逆に減少していた

threonine，Serineなどのアミノ酸は正常値ま

で増加していた。中にはglycine，alanineの様

に正常よりかえって上昇するものや，CarnOSi－

neの様に上昇するが正常値に達しないものも

あった。またanserineは減少した。

表2は筋肉内の主要なアミノ酸濃度をtauri－

ne濃度で除して，各々の比を求めたものであ

る。この比はⅤ．E欠乏飼料を与えることによ

り著しく減少を示すが，これに0．125％に

ESTを加えたⅤ．E欠乏食を与えると，これら

の比率は多くのアミノ酸で増加し，正常値に近

づき，なかにはそれ以上に達するものもあっ

た。

考　　　察

骨格筋中の遊離アミノ酸のパターンは他の組

織とは異なる独特のものであるが，筋中の個々

のアミノ酸の働きはわかっていない。

これらの中，taurineは電気的に興奮する組

織たとえば骨格筋，心筋，中枢神経などに多く

含まれ4），なかでも骨格筋に大部分が含まれて

いる。taurineはCaのtransportや膜の安定
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表2　Freeaminoacid／taurineratioinEDLofV．Ede百cientrat（4W）

A minoプ 霊 in。
m r的血　 鎚rin・ G慧 P G・ub Min。 G・ycin。 仙 鵬　 Lysin・ 加・rin・ b m。血

V ・E ㊥ 0 ．3 3 0 ．3 9 0 ．1 2 1 ．5 0 0 ．5 4 0 ．4 0 0 ．3 3 0 ．2 0 0 ．9 3

（∩＝ 3） ±0，02　土0．02　±0．0 1　±0．08　±0」2　±0．0 1　±0．05　土0．05　±0．tl

V ・E e ） 0 ．0 6 0 ．10 0 ．0 4 0 ．4 3 0 ．1 9 0 ．1 6 0 、0 9 0 ．0 4 0 ．2 0

（∩＝ 5） ±0．00　士0．Ol　土0．0 1　士0．12　±0．07　±0．04　±0．01　士0．00　±0，06

V ・E O

＋0 ．125％ E S T

（∩＝3 ）

0 ．3 7 0 ．4 1 0 ．1 8 1 ．7 5 0 ．8 6 0 ．5 2 0 ．13 0 ．1 2 0 ．7 1

±0．17　±0．19　±0．11 士0．73　士0．53　±0．日　 士0．05　±0．用　 土0．39

性を保つ上に必要であり，脳ではglutamic

acidの濃度と平行して変化するといわれてい

る5）。またanserineやcarnosineも筋中に多

く含まれるが，これらのdipeptideは筋が発育

する際，神経筋接合部のアセチルコリン，コリ

ンエステラーゼの濃度と平行して増加し，神経

支配の豊富な筋程高く，除神経により減少する

といわれている6）。

これら以外にも高濃度に存在し，働きのわか

らないアミノ酸が多いが，いずれも筋病変時に

は著しく変化することが明らかになった。これ

はⅤ．E欠乏ラットでも同様であったが，この

変化はⅤ．E欠乏飼料と同時にESTを与えるこ

とにより，正常化または軽減されることが明ら

かになった。

結　　　語

1．ジストロフィーハムスター（UM－Ⅹ，

BIO14．6），ジストロフィーマウス（mdx）お

よびクロロキンミオパチーの骨格筋中の遊離ア

ミノ酸は，かなり類似した変化を示す。すなわ

ち一般にtaurine，glutamic acid，glutamine

は増加し，他の多くのアミノ酸は減少する。

2．Ⅴ．E欠乏ラットの骨格筋中にはtaurine

の増加と他のアミノ酸の減少がおこる。

3．Ⅴ．E欠乏飼料にESTを加えて飼育する

と骨格筋中アミノ酸の異常は抑制されるかまた

は軽減される。
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11．心筋症ハムスターの心筋構造蛋白

の融解機序に関する一考察

柴　田　宣　彦＊

研究協力者　和　田　　　昭＝

心筋症ハムスターはヒトの心筋症の病態に酷

似し，心筋自体の病理組識字的所見でも本質的

差異を見出し得ず，ヒトの心筋症の発症械序を

心筋症ハムスターを材料に検討して来た。

その結果，組識学的にハムスター心筋症の心

筋構造蛋白の変性融解はアクチン（Ac）より

もミオシン（My）が先行し，心筋Ca2＋量の

増大がみられ，時間の経過につれ変性した心筋

にはカルシウムが沈着（燐酸カルシウム）する

ことなどを報告して来たト3）。

そして，生化学的には，Ca2＋依存性プロテ

アーゼ（CANP）阻害因子の活性が心筋症心筋

のものでは健常心筋のものに比し小であるた

め，心筋構造蛋白の変化にCANPの関与が考

えられることを述べて来た4・5）。

ここでは，上述の所見の妥当性につき検討し

た結果を述べる。

方　　　法

心筋症ハムスターBIO14．6および健常対照

ハムスターBIO・RBから心房を除き，心室筋

を得て，それぞれ心筋症心筋，健常心筋とし

た。

心筋構造蛋白の分析は心筋片を1％SDS・8

M尿素で処理融解後，5％ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動図（PAGE）によった。今堀・石

浦・鈴木らによる骨格筋mCANPの調製法に

●　大阪府立成人病センター第一内科

■■　大阪府立成人病センター病理科

従い，健常心筋よりmCANPを部分精製（図

1，2）5・6），その活性は変性カゼインを基質に

既報の方法5）で測定した（図2）。

心筋／ト胞体の調製はHarigaya－Schwartzの

方法により調製7），そのCa2＋取込み能は

45cac12を用い，Milliporefilter法により測定

した。

成績ならびに考案

（1）心筋症ハムスター左心室筋の構造蛋白のPAGE

図3は，心筋症の左心室筋と健常の左心室

筋の5％PAGEを示す。図で明らかなように，

心筋症のものではMy垂鎖に相当する200Kd

のバンドが細くなり，より分子量の小さな数バ

ンドに分れ泳動されている像を示した。しか

し，43KdのAc相当バンドなど，その他の構

造蛋白成分には健常心筋との問に大きな差異は

みられなかった。

この成積は，心筋症心筋では構造蛋白の中で

も，特にMyに変化の強いことを示すものと

言え，組織化学的にみたミオシン染色法での脱

落所見に符号した1）。このようなMyの崩壊機

序を考えてみると，心筋症心筋のMyは，そ

のアミノ酸配列構造が遺伝的に健常心筋のもの

と異っているとしても，何らかの蛋白分解酵素

の作用をうけない限り崩壊は難しいと思われ

る。然りとすれば，どの様な蛋白分解酵素が関

与しているのかが問題である。この点を考察す

ると次のごとくに要約される。①本症心筋は組

織学的所見上，炎症細胞浸潤をみず，心筋細胞
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図4　PreparationofCardiacCa21－prOteaSe

（UltrogelACA34）

の変化は好酸性変性ないし凝固壊死で，これが

細胞個々ないし巣状におこり，これに組織球の

集族，線維芽細胞の増生などが続発（肉芽期）

し線維化に到る；②糸粒体の変性，介在板の解

離など細胞内膜系の変化も竃朗的レベルで認め

られる2）；③本症心筋ではCa2＋含量が高く3），

組織での酸塩基平衡の変化もみられない；など

の点から，Ca2十依存性中性プロテアーゼ

（CANP）の活性化による構造蛋白崩壊の可能性

が考えられた。

（2）健常ハムスター心筋から抽出されたミオシンB

とCANPとの反応

前項での考察に基づき，健常心筋から

CANPを部分精製し，分子量が78Kd，74

Kdの2成分からなる標品を得た（図4）。本

酵素は5mMCaC12の存在下で健常心筋から得

たMy．Bと聯置すると，反応時間と共に反応系

上活のOD280nmでの吸光度の増大がみら

れ，My．B分解の進行が示唆された（図5）。

そこで，健常心筋から収縮蛋白粗標品ミオシン

Bを調製，Ca2十存在下に上記CANPと共に中

図5　An effect ofcardiacCa2㌧prOteaSe forcar－

diacmyosinBfromhealthyhamster

性反応液中で照置，所定時間後1％SDS－8M

尿素で融解，5％PAGEにより構造蛋白の変化

を照置時間の経過の下に検討し，健常および心

筋症心筋構造蛋白の5％PAGEと比較した。

結果は図6の如くで，Ca2十存在下では貯置時

間と共に200KdのMy垂鎖に相当するバンド

の崩壊が明白となり，反応後2時間のもので

は心筋症心筋の構造蛋白の5％PAGEに酷似

するパターンを示した。

以上の成積は，心筋CANPがCa2†の存在下

に活性化され，これは心筋構造蛋白の中でも

Myの崩壊を来し得ることを示すと共に，心筋

症心筋でのMyの崩壊に関与している可能性

を示唆する。

健常心筋では，細胞内Ca2＋濃度は筋小胞体

のCa2㌦取込み能により調節され，最大収縮刺

激時でも，CANPの活性化に必要な10L3Mレ

ベルに達することはあり得ない。それ故，心筋

症心筋でCa2＋濃度が上昇しているとすると，

その機序の解明が必要である。そこで健常およ

び心筋症心筋から筋小胞体を調製し，それぞれ
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