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低分子酵素阻害物質による難病治療薬の開発研究

主任研究者　江　橋　節　郎

本研究姓は，低分子蛋白分解酵素阻害物質また

は，細胞膜酵素阻害物質を用いて，進行性筋ジス

トロフィー治療薬を開発するを目的とする．

この数年，遺伝子工学的手法の導入により，デュ

シェンヌ型ジストロフィーの本態研究に画期的な

進歩があり，本研究班珪月らの努力により，欠落

がその原因となると考えられる蛋白が，少なくと

も免疫学的に同定されるに至った．この事は，本

病の治療薬開発に関し，この方向の研究の進展に

より，従来より遥かに具体的な指針の確立が可能

となったことを意味する．

このような状況下にあっても，対症的な治療法

の開発検討は，忽せにされるべきでなく，従来の

暗中模索的段階から脱却し，実体的把握が可能と

なった現時点においては，本研究班め指向する治

療法の意義がより実質的なものとなり，その具体

化が焦眉の急となってきたことを意味する．この

意味において，本研究班が目標としてきた新しい

治療薬開発の研究に加え，本年度は従来から継続

中のベスタテンおよびロキシスタテンの臨床的結

果判定に関する研究にも力を注ぐこととなった．

具体的な研究結果は下記の通りである．

1．ホルフェニシンの生体内動態

－蛍光HPLCによるマウス血清および筋肉

中濃度の測定－

大倉班月は芳香族アルデヒドの蛍光試薬，1，2－

ジアミノー4，5－エチレンジオキシベンゼン（DEB）

を用いて，プレカラム蛍光誘導体化HPLCによる

ホルフェニシンの薬物モニター法を確立した．ま

た，ホルフェニシンおよびホルフェニシノールを

それぞれマウスに経口投与したときの血清および

筋肉中のホルフェニシンならびにホルフェニシノ

ールの濃度分布を調べた．

1．ホルフェニシンのHPLC定量：マウス筋

肉の酢酸ホモジネートおよび血清をそれぞれ過塩

素酸で除蛋白したのち，遠心して得られた上清に

DEBを加え，600C，30分間蛍光反応を行なう．反

応後，反応液をHPLCに注入し，ホルフェニシン

蛍光体を分離，検出する．HPLCはTSKgelODS

－120Tカラムを用い，アセトニトリルー30mMリ

ン酸塩緩衝液（pH6．5）（1：5，Ⅴ／v）を移動相と

する．蛍光検出はEx350mmおよびEm420nmで

行なう．この方法の検出限界（S／N＝2）は血清中

4．9pmol／mlおよび筋肉中11．9pmol／gであった．

2．ホルフェニシンならびにホル7ェニシノー

ルの体内動態：ホルフェニシンを経口投与（30

mg／kg）したマウスの体内では，投与後，1～8

時間において血清中100－2mmol／mlおよび筋肉中

20－2nmol／gの経時的濃度変化を示した．このと

き，ホル7ェニシンの代謝物としてホルフェニシ

ノールが比較的高濃度（10nmol／ml or g）で観

察された．一方，ホルフェニシノールを同様にマ

ウスに投与した場合，ホルフェニシノールの血清

－3－



および筋肉中の経時的濃度変化はホルフェニシン

投与におけるホルフェニシンの濃度変化とほぼ同

じであった．この場合も，ホルフェニシノールか

らの代謝物としてホル7ユニシンの生成が認めら

れたが，その血清および筋肉中の濃度は低いレベ

ル（0．01－0．1nmol／mlorg）を示した．

2．筋肉内酵素網の動態に対するベスタチンおよ

びその立体異性体の影響

青柳珪眉は筋ジスマウス，ハムスターなどの筋

肉を含む各臓器内の酵素活性の変動を経時的に調

べ，広範囲の酵素に異常が誘起されていることを

認めた．さらに，筋ジストロフィー症の発症機序

にエキソペプチダーゼがエンドペプチダーゼと異

なる役割を果していることを明らかにした．

ベスタナンは筋ジストロフィーマウスの発病前

から投与することにより発症阻止効果のあること

が報告され，またDuchenne型筋ジストロフィー

の5歳未満の息児における第ⅠⅠ相比較臨床試験で

病状改善効果のあることが認められている．本報

告はアミノペプチダーゼインヒビターであるベス

タナンの作用機序を明らかにすることを目的とし

て，ベスタナン（活性体）およびその立体異性体

（不活性体）をマウスに連続投与し，経時的に屠

殺した筋肉（前肢筋，後肢筋）内の酵素活性の変

動について述べる．

ベスタナン（活性体）投与および途中で中止し

た場合は，不活性体および生理食塩水投与の場合

と異なる振動状態がみられ，よりシンクロナイズ

された状態になることが確認された．

3．蛋白分解酵素の役割とその阻害剤に関する研

究

藤井班長は現在までに筋ジストロフィー症の発

症および症状の進行に種々の蛋白分解酵素が重要

な役割を果していることを明らかにしつつある．

われわれはすでに各種蛋白分解酵素に対する合

成基質とその阻害剤について検討を加えてきた．

合成阻害剤についてはTrypsin，Plasmin，

Thrombin，Kallikreinおよび補体系のClf，ClS

に対する強い阻害活性をもつものを見出し，更に

〃　びわ0での薬効を示すものを臨床でも応用され

てきている．今回は新しい合成阻害剤について報

告する．

6Amin0－2－naphthyl［4－（4，5－dihydr0－1H－

imidazo1－2－yl）amino］benzoate dimethane

Sulfonate（FUT－187）はTrypsin，Plasmin，

PancreaticKallikrein，ThrombinClfおよびCl

岳に対し阻害活性を有し2．3×10－5－2．9×10－7M

でIC5。を示す．また実験的急性膵炎モデルに対し

ても効果を示す．補体系において玩J融和での古

典的経路および第2経路を介する補体溶血反応を

強力に抑制し，更に玩∴正路においてモルモット

の血管内溶血反応においても強い阻害活性を示す．

また補体が関与しているアレルギー反応のⅠⅠ型の

Forssman shockおよびSLE自然発症マウスに

おいても，FUT－187は延命効果が認められてい

る．補体の示す作用は多面的であり，病態におけ

る意義もまた多様性を示すこととなる．多くの研

究者の努力によりその意義は解明されつつある．

しかし生体に応用し得る適当を抗補体物質が得ら

れつつあるため（FUT－175：7サン）補体の病態

における意義が解明されると同時に難治性疾患へ

の応用も期待できると考えられる．

4．LysosomalproteolysisのCystatinによる制

御機構ならびにCystatinの大量産生

勝沼班眉はLysosomalproteolysisの異常冗進

に起因する，筋タンパタ崩壊疾患を色々と報告し

ている．細胞内のリソゾーム・プロテアーゼ群（カ

テプシン群）の量と活性の制御機構を明らかにし，

その原理に基づく上記疾患の治療法を開発せんと

するのが目的である．特にNaturalinhibitorであ

るCystatinの細胞内での阻害機構を明らかにし，

ー4－
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これを治療目的に利用すべく，リコンビナントに

よる大腸菌プラスミットでの大量産生を行なった．

カテプシン群のプロセッシングに関しては，B

がD．Steinerら，LとHが勝沼らにより1987年に

クローニングによりプレ・プロ前駆体構造が決定

された．マクロファージ培養系によりS35－Met

チェイスーイムノブロッティング実験で，チェイス

プロセスに各種Proteaseinhibitorを共存させて

動態を見た．プロ部のプロセッシング・プロテア

ーゼは金属プロテアーゼであり、活性成熟型カテ

プシン群の初発限定分解はカテプシン群自身によ

り起ることが明らかとなった．従ってプロカテ70

シンから活性カテプシンになる過程は金属プロテ

アーゼ阻害剤で抑制できるし，活性カテプシンの

分解はE－64等のシステイン・プロテアーゼ阻害剤

で止めることができる．更にβ－Galactosidase，

P．Hexosamidase等大部分のリソゾーム酵素群

の分解の律速にもカテプシン群が関与しており，

E－64投与で此等リソゾーム酵素群の半減期は著

明に延長し，酵素タンパク量も増加する．特定の

リソゾーム酵素の低下または欠損により各種のリ

ソゾーム性蓄積症が起こることが知られている．

此等の中には特定リソゾーム酵素の分解冗進に起

因するものもあり，これらはカテ70シン阻害剤で

抑制できる可能性が示された．

次には分解すべきタンパクを食胞に封入する

（Autophagy）活性の調節が大切であり，食飼条

件・ホルモン条件・薬物ならびに遺伝子異常で変

化するが，ここでは論じない．

第三にはリソゾーム内でのカテプシンによるタ

ンパク分解活性の調節が問題である．最近，内在

性カテプシン・インヒビター（Cystatin）が各種発

見され，且つ構造決定されたが，此等によるリソ

ゾーム内カテプシン活性調節の細胞生物学的な機

構は不明であった．我々は精製したシスタチンα

やシスタチンEWを培養マクロファージや3T3

細胞の培地に添加すると，エンドサイトーンスに

より細胞内に取込まれ，リソゾームと融合してリ

ソゾーム内カテプシン活性を抑制することを明ら

かにした．即ち．シスタテンは細胞質から一度分

泌され，エンドサイトーシスされてリソゾームと

融合し，カテプシン活性を抑制することにより，

多くのリソゾーム酵素の半減期を長くし，且つ酵

素タンパク量も著増させる．

最後に此の原理を利用して，カテプシン作用の

病的冗進をシスタナンにより抑制するととに利用

すべく，シスタナンαのリコンビナントcDNA

を大腸菌プラスミッドにより大量発現することに

成功している．菌体から簡単に精製でき，収率は

5mg／1培地と非常に高い．今後モデル疾患動物

の治療実験にこれの試用を始めたい．

5．C一蛋白質を指積とした筋ジストロフィー症

の解析

丸山珪月は鶏筋ジストロフィー症（筋ジス）で

は，特に発症の著しい胸筋で遅筋型C一蛋白質の発

琴が引き起こされることを免疫組織化学法により

既に，明らかにした．本研究では，筋ジストロフィ

ー症の指標としてのC－蛋白質の変化を二次元電

気泳動法およびイムノプロット法により更に詳し

く明らかにした．

従来，C一蛋白質の二次元電気泳動は困雉とされ

ていたので．まずC一蛋白質に通した電気泳動条件

を確立した．二次元電気泳動ゲル上のC－蛋白質の

スポットはモノクローン抗体により同定した．そ

の結果，最も塩基性の速筋型（FC）から，心筋型

（cc），遅筋2型（SC2），遅筋1型（SCl），の順

で酸性側に位置する4種のC－蛋白質アイソフォ

ームが，親の筋で識別された．分子量はcc，

SCl，FC，SC2の順である．これら4種は速筋の

発達過程でStage－SpeCificに発現されるが，特に

SClとSC2の発現は胸筋と後広背筋－PLD－（いず

れも速筋）の発達過程で特徴的な差を示した．即

ち，ふ化直後のヒヨコでは両方の筋でFCとSCl
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が発現されるが，成長につれ胸筋ではSClの消

失，PLDではSC2の発現が起こった．筋ジス胸筋

では，ふ化直後に存在したSClは1ヶ月齢頃まで

に一旦消失するが，発症のみられる2ヶ月齢には

SClさらにSC2も出現した．即ち，筋ジス胸筋は，

C一蛋白質の発現に関してはヒヨコ胸筋とは異な

り，むしろPLD筋と類似した．従って，発症に伴

う胸筋での変化は幼若筋型への移行ではなく，

PLD型↑の移行と言える．除神経胸筋でもSCl，

SC2の発現が引き起こされPLD筋型パターンと

なった．PLD筋とALD筋でのC－蛋白質発現に

ついては正常，筋ジス鶏の間でほとんど差異は認

められなかった．

6．CANP阻害剤の設計および合成に関する研

究

向山班月はチオールプロテアーゼの特異的イン

ヒビターE－64の活性発現に必須な構造のうち，エ

ポキシド部分はチオールとの反応部位，L一ロイシ

ンアミド部分を認識部位と捉えることができた．

このアミノ酸部分を変換することにより，特定の

プロテアーゼに対する選択性を高めることができ

ると期待される．

61年度に合成したE－64C中のロイシンを5，5，5

－トリフルオロロイシンに置換した化合物の生物

活性を測定したところ，4つの異性体のうち　2S，

4S一体はE－64Cと同等の活性を示した．また，2S，

4R一体は，パパインに対する効力は変わらないが，

CANPに対する効力は低下した．この結果は，本

研究目的には反したが，フルオロアミノ酸の導入

が，酵素に対する選択性を高める手段として有効

であることがわかった．

次にCANPに対してより選択的に作用するイ

ンヒビターを得るため，内在性CANPインヒビ

ターのアミノ酸配列の繰り返し部分に注目し，そ

の配列をもつ部分ペプチドのエポキシコハク酸誘

導体の合成を検討した．

現在までに，N端側にエポキシコハク酸を結合

させた，ジ（ArgTGlu），トリ（Tyr－Arg一・Glu），

テトラ（Lys－Tyr－Arg－Glu），およびヘキサ（Pro

－Pro－Lys－Tyr－Arg－Glu）ペプチドの合成を完了

し，活性を測定したところ，トリペプチド誘導体

が，選択性よくCANPを阻害することがわかっ

た．

C端側にエポキシコハク酸を結合させた誘導体

の合成には多少問題があったが，出発物質となる

Boc－Glu（OBzl）TNHNH－Fmocの合成法が確立

できたので，近々ペプチド鎖を延長する合成に入

れる見通しである．

また，エポキシコハク酸に代えて導入を検討す

る予定のフルオロ7マル酸およびフルオロマレイ

ン酸の合成が可能となったので，目下その導入法

を検討中である．

7．CANP阻害剤の合成

大関珪月は昨年度に引き続き，CANPに対して

特異性の高い阻害剤を得ることを目的とし，E－64

誘導体の合成を進めた．

本年度は，鈴木址眉がCANP内在性インヒビ

ターの構造解析の研究から明らかにした，活性中

心の一次構造（－TIPPXYR－）に着目し，この部

分構造にエポキシコハク酸を活性基として導入す

ることを試みた．

まずC端側からの検討を進めTyr－Arg誘導体

を十種合成した．これらについて，生体内の主シ

ステインプロテアーゼであるカテプシンB，L，H

とC阜NPに対する阻害特異性を調べた．

その結果，これらの化合物の中にCANPに対

してE－64Cと同程度の阻害活性を示すものが，数

種見出されたが，これらは同時にカテプシンB，

Lに対しても阻害活性を有しており，特異性の高

いものではなかった．

しかしながら，同じ考えのもとに共同で検討を

進めた向山班月の研究結果を考え併せると，エポ
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キンコハク酸にTyr－Arg誘導体を導入すること

により，カテプシンB，L及びCANPに対して阻

害活性が発現し，更にC端を延ばしたTry－Arg－

GluはCANPに対する活性は若干低下するもの

の，特異性が非常に高まることがわかった．この

ように，内在性CANPインヒビターの活性中心

のアミノ酸配列を分子設計に応用することにより，

CANPに対する特異性が高められることが明ら

かとなった．

更に本年度は，コンピュータを用いカテプシン

Bの活性中心の三次元構造の解析を試みた．現在，

CANP，カテプシンLについても同様の試みを行

なっており，今後これらの結果も分子設計に応用

したいと考えている．

8．CANP阻害剤の一般薬理学的研究

－筋電図および神経活動中の呼吸運動関連成

分の定量的評価法に関する基礎的研究一

福原班眉は呼吸筋の筋電図ならびにそれを支配

する遠心性神経の電気的活動の定量的解析に基づ

いた，呼吸筋変性の程度とCANP阻害剤の治療

効果を評価する方法を確立するための基礎的知見

を得る目的で，横隔神経自発性遠心性発射活動に

発現する約60－130Hzの高頻度同期波について

定量的解析を行なって，その生理学的性質につい

て検討した．

麻酔下非動化動物から導出された横隔神経自発

性遠心性発射活動の自己パワースペクトルには約

80－130Hzの帯域に高頻度同期波に相当する明

瞭などークが見出された．この時，同時導出され

た三叉，顔面，迷走ならびに舌下神経の遠心性活

動の自己パワースペクトルにも横隔神経と同じ周

波数の高頻度同期波のピークが検出された．これ

らのピーク面積は換気レベルの変化に対し極めて

鋭敏に変化し，ピーク周波数は横隔神経の高頻度

同期波のそれと一致したまま平行に遷移した．

横隔神経活動と三叉，顔面，舌下および迷走神

経活動とのコヒーレンスには，高頻度同期波の帯

域に明瞭などークが検出され，これらの間に，共

通の発振源に由来する1対1に同期した高頻度同

期波が存在することを確認した．一方，頸部交感，

腎交感神経ならびに脳波には，これと同期した成

分は認められず，高頻度同期波が呼吸運動性出力

に特異的に含まれる成分であることが示唆された．

このような高頻度同期波のスペクトル解析法の

応用によって，運動ニューロンから，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方法とし

て，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CANP阻害剤の治療効果の非

侵襲的な定量的評価法として臨床的に応用され得

る可能性があるものと考えられる．

9．CANP遺伝子のクローニングに関する研究

鈴木班月は昨年CANPインヒビターの構造解

析を行ない，CANPインヒビター中に約140残基

からなる4回の繰返し構造があることを明らかに

した．肝臓や赤血球のインヒビターおよび種々の

インヒビター断片の解析から，①繰返し構造が

CANPを阻害する阻害単位であること，および（∋

繰返し構造に含まれる「TIPPXYR」の配列が阻害

に直接関係することを推測した．本年度はこの成

果に基づき，上記2点を遺伝子工学的手法等を用

いて直接証明することを試みた．

まず，ウサギCANPインヒビターのCDNAを

断片化し，「TIPPXYR」配列をNおよびC末端

側に近い部位に持つ断片，さらに，この配列を中

心にできるだけ短い断片などを調製し，これらの

cDNAを発現ベクターにつないで大腸菌で発現

させ，発現した断片を精製して，CANPに対する

阻害活性を測定した．その結果，TIPPXYRを含

む配列は必ずCANPの阻害活性を有し，この配

列を持たない断片には阻害活性がなかった．また，

この配列を持つペプチドをcDNAレベルでN，C
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両末端側から順次短くして活性との相関を調べた

ところ，この配列が欠けると阻害活性も失なわれ

た．このように「TIPPXYR」は阻害活性に必須で

はあるが，この前後につく配列，特に，その長さ

も阻害活性に大きな作用を持つことがわかった．

この配列を含む約30個の合成ペプチドもCANP

を特異的に阻害し，Ki値は〟M程度であった．現

在引き続き最小のインヒビターを検索しつつ阻害

機構の解析を行なっている．

10．筋ジスハムスターにおけるCANP系の変動

川島址眉は筋ジストロフィーにおける筋タンパ

ク質の異常分解をもたらすプロテアーゼとして．

カルシウム依存性中性プロテアーゼ（CANP）を

考えている．そこで，本酵素系を構成する成分，

即ちカルシウム感受性の異なる2種類（〝CANP

とmCANP）およびCANPを特異的に阻害する

内在性インヒビターの定量法を確立した．この方

法を用いて，先ずラット各種組織に存在する

JLCANP，mCANP，CANPインヒビターの活性

量を定量した．多くの組織でインヒビター量が総

CANP量を超えていたが，その比は組織により異

なり，肝臓，牌臓，腎臓などではインヒビター量

が圧倒的に多かった．〟CANP活性は主として腎

臓や牌臓に高波度に存在し，一方mCANPは肺臓

や脳に多量に存在した．したがって，〟CANPと

mCANPの活性の相対量も組織により異なる．ま

た，全ての組織でmCANP活性がpCANP活性

より高かった．今回対象とする骨格筋は全ての活

性が比較的低い組織であり，インヒビター活性は

稔CANP活性より高い．次いで，筋ジスハムスタ

ー（UM一Ⅹ7．1）と正常ハムスターの骨格筋に存

在するJLCANP，mCANP，CANPインヒビター

の各活性量を測定した．4週齢においては各活性

とも筋ジス動物において高値を示した．10週齢に

おいては両CANP活性は正常動物と同じレベル

に復しているが，インヒビター活性は依然高値を

保っていた．これらの結果は，CANPは筋ジス発

症において生化学的反応の活発な比較的初期に作

用し，過程の進行した段階ではむしろ沈静化して

いることを示唆している．

11．ベスタテンの使用経験

一一特に同量固定法single bHnd法による治験

例にBestatin再投与したその後の実態と

double bHnd登録例について－

福山班長はBestatin（以下B）長期投与の臨床

効果の検討を目的とした．

昨年度まで同量固定法のSingle blind法で1年

間Bまたはplacebo（以下P）投与の10例を対象と

した．Singleblind終了時に投与希望例は直ちにB

再投与予定であったが．都合により投与まで1

～4か月無投薬期間があった2例は都合により転

院，3例はB再投与するも途中で投与中止を希

望，1例は最初P，その後も投与希望なく，全経過

B無投与であった．

機能障害度（祖父江珪機能障害プロジェクト案）

の変化：投与開始前（0週），52週（single blind

終了後），その1年後の104週で判定した．Asingle

blind時B投与群：1例では0週より52週の方が

1段階改善していたが，本例は開始前が骨折後で，

その回復も改善に加味している．1例は，全経過

Stageは不変だが，起立所要時間はB中断で延長，

再投与により短縮を示した．3例では0週，52週

は不変で，104週で1例は1段階，他の1例は2段

階悪化していた．残りの1例では無投薬期間に2

段階悪化し．B再投与でも改善なく，94週で投与

中止したが，104週では同stageであった．Bsin・

gleblind時P投与群：2例は3歳で開始，うち1

例は0週と52週は不変で，B投与後の104週には2

段階上昇，他の1例iま，P投与後の52週，B投与後

の104週ともに1段階ずつ上昇，1例はstageは全

経過不変だが，運動所要時間でB投与で短縮，中

止により延長の傾向が見られた．1例はP投与4

－8－



低分子酵素阻害物質による難病治摩薬の開発研究

週より1段階低下，52週には2段階低下，3週間

B投与するも104週ではさらに2段階悪化した．全

経過B無投与例は，いずれも1段階ずつ低下し

た．

運動所要時間（立ち上がり・20m走行・起坐）：

開始時5歳未満群では前者に変化なく，後2者で

2例でPからBに変更後短縮をみた．5歳以上群

で，前2着とも2例でB中断で延長，再投与によ

り一過性に短縮した．2例で無投薬を契機に起立

不能，再投与でも改善はなかった．

血清CPK値：5歳以上例で，投与開始後4週

で，B例で低下，P例で上昇した．

12．Duchenne型筋ジストロフィー症の血清酵素

におよぽすべスタチン（NK421）の効果

高橋：旺月はDuchenne型筋ジストロフィー症

（DMD）の血清酵素におよばすべスタテン

（NK421）の経口投与の効果を時間経過において

検討する．

対象はDMD患者，年齢9－17歳，障害度（8

段階分類）3：2名，4：5名，5：7名，6：

7名，7：4名，8：4名の計29名．前日午後9

時より終了まで安静を保ち．当日午前6時に採血

し，直後にNK421100mgあるいはplaceboを経

口投与し，8時，10時，12時に採血し，LAP，

CK，LDH，ALDをオートアナライザーで測定し

た．結果は前値に対する変動率で表しpairedStu・

dentttestで検定した．最初にNK421を授与し，

2週間以上経過してから同一患者に同条件で

placeboを投与した．

NK421投与後2時間でLAPは有意（P＜0．01）

に低下し，4時間，6時間で元のレベルに戻った．

CKは変動しなかった．LDH，ALDは2時間で変

動なく4時間，6時間で有意（P＜0．01）に上昇し

た．

Placebo投与ではCK，LDHともに有意の変動

はなか●った．6時間後（12時）LAPは上昇し

（102．5％，P＜0．01），ALDは前借に比し低下

（91．8％，P＜0．01）した．

NK421はこの条件下で2時間でLAPを抑制し

た．CKには影響なく，LDH，ALDが4時間およ

び6時間で上昇したことは筋よりの酵素遊柾に対

する効果ではなく，赤血球膜透過に対する影響が

推定された．

Placebo投与の結果から，この条件下ではCK

の有意な変動はなく，CKの日内変動も運動を制

限すれば少ないことが実証された．LAP，LDH，

ALDは4時間（10時）までは変動せず，この結果

と比較しそNK421の効果が明らかになった．

13．Duchenne型筋ジストロフィー症に対するベ

スタテンの効果

－尿中3メチルヒスチジンの測定を中心とし

た検討－

西谷珪月は外来での一時採尿における3メルナ

ヒスチジン（3MH）／クレアチニン（cm）の測定

が，筋ジストロフィー症への薬剤投与の効果判定

の指標として有用かどうかを検討し，ベスタナン

投与において応用した．

本院入院中のDuchenne型PMD息児4名にお

いて排尿毎に採尿し，3MHとcmの関係をみた．

両者の相関は良好で，適当な食事制限を加えるな

らば，3MH／cmの値は常にほぼ一定である事が

期待でき，24時間蓄尿せずとも部分尿で可能では

ないかと思われた．ただcrnが1mg／ml以上の濃

縮尿では，相関は乏しくなりcrnが1mg／ml以上

の検体は除外した方がよいと考えられた．

外因性蛋白に関しては，採尿前24時間以内の食

事内容をチェックし，3MH／cmの値との関係を

みた．軟体類，甲殻類の摂取，魚肉類の中等量以

上の摂取では3MH／cmは．かなり高値を示して

おり，これらの摂取が明らかな時はその検体を除

外した．

このようにして1年間のベスタナンの二重盲検
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に応用を試みた．投与前値はベスタナン群で56．9，

プラセポ群で52．4で殆んど差を認めなかった．ベ

スタナン投与後6ヶ月位より，ベスタナン群がプ

ラセボ群に比し，3MH／cmの値が低値となる傾

向が伺われたが，有意差は認められなかった．今

後は1年以上の長期投与における検討も必要では

ないかと思われた．

尿中3MH／crnと血清CK値との相関は認めら

れなかった．

14．ベスタテンの使用経験

一九州地区5歳以下の対象例について－

三吉野班月は進行性筋ジストロフィー症，特に

Duchenne型（以下DMDと略す）の治療開発とし

てNK421（ベスタナン）の臨床的研究を担当して

きた．従来の結果をふまえ，昭和62年度よりはよ

り若年のDMD児（5歳以下）に対して，全国的

に二重盲検比較試験が実施されている．今回はそ

の二重盲検比較試験の九州地区の実施状況につき，

若干の検討を加え報告した．

方法は全てNK421二重盲検試験実施要領に従

った．九州地区よりは症例数として10例のDMD

児が参加した．本研究参加協力施設は国立療養所

沖縄病院，熊本大学発達小児科，大分医科大学小

児科，久留米大学小児科，福岡大学小児科，福岡

子供病院の6施設であった．症例のうちわけは3

歳以下が5例，4歳～5歳が5例であった．

九州地区の5歳以下DMD児の臨床的背景とし

ては，DMD児として診断が確定，ほぼ確定してい

るものは8例中7例であった（発達小児科の2例

は63年4月より試験開始）．初発症状は運動発達の

遅れが3例と多かった．合併症として1名に自閉

的傾向が認められた．診察区分として，5歳以下

という年齢もあって，全て外来通院であった．機

能障害は軽く，Stagelが2例，Stage2が6例で

あった．さらに試験開始のプロトコールの項目よ

り体重，身長，運動機能（10m走行，階段昇降な

ど），生化学的項目（GOT，アルドラーゼ，

LDH，CPK）を選びだし，3歳以下および4歳

－5歳の2群にわけ比較検討したが，有意の差の

ある項目は体重，身長のみであった．

九州地区の5歳以下DMD児に対する，NK421

の投与状況を班会議で述べた．投与開始より間も

ないため，その実施状況の報告となったが，投薬

対象児はいずれも外来通院であり，DMD児低年

齢層の診察区分を如実に示していた．

15．7オルフェンシノールのDuchenne型筋ジス

トロフィー患者に対する使用（第2報）

村上班員は7オルフェンシノールを前回に引き

続きDuchenne型筋ジストロフィー症（年齢5歳

から9歳）に46週から112週にわたって使用した．

使用量は1日50mgから150mgである．また11例

の患者で感冒の使用前1年間と使用による1年間

の罷息回数を調査した．結果は9例中5例が歩行

不能になり2例が立ち上がり時間が悪化した．残

りの1例は5歳の男子であったが46週間使用した

が立ち上がり時間は短縮していた．

次に感冒の羅息回数では使用前に比べて減少し

たもの7例，増加したもの2例，不変1例で64％

が感冒罷息回数が減少していた．

結論（97オルフェンシノールの使用でDuchen－

ne型筋ジストロフィー症の運動機能には特別の

効果は見られなかった．②感冒の罷息に対して予

防効果が認められた．

16．ベスタテンの筋ジストロフィーに対する臨床

効果に関する研究

木下班月は昨年来ベスタナンのDuchenne型筋

ジストロフィーに対する効果の群間比較試験を行

なって釆たが，本年度はその後半を実施し，1年

間の投薬の結果が集計された．症例はA群（4歳

以下）52例，B群（5－7歳）75例．計127例で，

それぞれ約半数を対照群として二群に分け，1年
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間の症状，所見，検査成績の変化について群間比

較を行った．その結果，主としてA群において

二・三の成績で群間に有意差が確かめられた．す

なわち，階段昇り姿勢，同降り姿勢，上肢挙上運

動，腱反射の保持，股関節屈曲筋力などで投薬群

の方が改善を示した．この傾向は特に3歳以下の

患者について比較した場合に明らかであり，ベス

タテンが何らかの作用を有する可能性が示唆され

た．

以上の結果に基づき，本年度後半からはベスタ

テンの二重盲検試験を実施することになり，更に

A群12ヶ月

前回より息児年齢を下げ，3歳以下，4～5歳の

二群について全国から各60例を集め，各々30例ず

つに分けて盲検試験を開始することとなった．ベ

スタナン投与量は前回と同じとし，1日150mgの

ドライシロップを分3服用とした．1年間服用後

に両群の解析を行うこととし，現在すでに予定の

症例数の登録をほぼ終了し，試験を開始．一部の

症例は既に3ヶ月に入っている．この集計の結果

を待って本別の筋ジストロフィーに対する効果の

有無の最終判定を行なう予定である．

薬　　 剤 改善 不 変 軽悪 中悪 著悪 計 改 善率 ズ2 悪 化率 声 2

N K　 42 1 10 10 1 2 0 23 4 3％

P ＜ 0 ．1

13 ％

N S

プ ラセ ポ 5 18 1 8 1 1 0 25 2 0％ 8 ％

B群12ヶ月

薬　　 剤 改善 不変 軽悪 中悪 著悪 計 改善率 ズ2 悪化率 ズ2

N K　 421 3 8 11 7 4 33 9％

N S

67％

N S
プラセポ 5 7 12 11 1 36 14％ 67％

17．Duchenne型進行性筋ジストロフィー症の臨

床経過：EST投与群での検討

宮武班月はDuchenne型進行性筋ジストロフィ

ー症（以下DMDと略す）に対するESTの治療効

果について日常生活動作能力（以下ADLと略す）

の推移を検討した．

対象は国立療養所新潟病院・東埼玉病院・下志

津病院・医王病院の4施設に入院（一部外来通院）

中のDMD児（全例男子）73例で，詳細は以下に

示す如くである．すなわち，年齢は3歳6カ月～18

歳10ヵ月（平均10歳6ヵ月±3歳1カ月），ステー

ジⅠ7例，ⅠⅠ23例，ⅠⅠⅠ3例，ⅠV14例，V18例，ⅤⅠ

9例．

ESTの投与量は体重あたり4血gから開始し，

4週後に副作用が無いことを確認した後に8mg

に増量した．観察期間は8カ月から3年3カ月（平

均1年11カ月±11．4カ月）である．

対照群はDMD172例で，ADLの観察開始時年

齢6歳2カ月～28歳2カ月で各症例の観察期間は

1ヵ月～11年5ヵ月（平均5年8ヵ月）でこの間

のSampling pointは1～60（平均33points）で

ある．

方法として対照群のADLの経過をEST投与

群の経過と比較検討した．

観察開始時期のADLは対照群とEST群の間

で差を認めず，ADL値は両群とも加齢により指数

関数的に低下し，ほぼ10歳前後で50点を割った．

全ての観察点でEST群は対照群に比し高値を示
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したが両者の間に差を認めなかった．

そこで観察開始時に歩行可能であった症例（す

なわちADL50点以上）に限ってADLの推移を調

査した．EST群と対照群ともにADL50－60点ま

では指数関数的に低下するが，対照群ではADL

の低下がさらに続き10点まで低下した．一方EST

群では60－50点以降低下が停滞する傾向が見られ

た．

今回の検討では両者の観察期間が一定化されて

おらず統計学的検討を行ない得なかった．しかし，

このような治療的検討は比較的ADLの良好な症

例に対して施行されるべきであろうという結論が

得られた．

18．ADLscoreの検討による筋ジストロフィー症

障害度の再評価

石原珪眉は米・英のグルー7pと比較し日本では

筋力評価の自然歴の蓄積がなく，DMDに対する

薬効判定の評価基準がなく困雉を感じてきた．今

回我々はADLスコアに着日し尺度解析法により

159例のDMDにおいてADL項目を解析し，薬効

判定に有用と思われる新障害度分類を作成し得た

ので報告する．対象は国立療養所東埼玉病院に入

院した159例のDMD．従来より療養所で施行して

きたADLlOOサブテストを独立のアイテムと考

え尺度解析を施行した．結果，従来よりよく知ら

れている8段階障害度を尺度解析したところ，信

頼性のメルクマールであるRepO．95，PPRO．95，

新障害皮分類ではRepO．99，PPRO．96ちなみに

ADL（100点法）では0．95，0．67であった．新障害

度分類の信頼性は従来より高かった．

新障害度分類は次の如くである．

Ⅰ．ゆっく　りとしゃがむことができる

ⅠⅠ．介助なく階段昇降可能

HI．通常の高さの椅子より立ち上がり可能

ⅠⅤ．介助なく床から立ち上がり可能

Ⅴ．手すりを用いて階段昇降可能

ⅤⅠ．独立平地歩行可能

ⅥⅠ．片手支持による両脚でのよりかかり立ち

可能

Ⅷ．四つ這い可能

ⅠⅩ．四つ這い位保持可能

Ⅹ．宴返りは出来ないが，横向きまで可能

H．自力で坐位保持可能

コ皿．自力で坐位保持不能，全介助

自然歴も蓄積されており，今後DMDの投薬に

際し薬効判定に有用な障害度分類と考えられる．

19．骨格筋ミオシン軽鎖測定法の開発

矢崎珪眉は筋肉組織の障害過程と進展度を特異

的に反映し，定量的に推定しうる指標物質の選定

とその測定法の確立が，患者の病態の把握，予後

の判定さらには治療法の効果判定に必須であり，

その開発が緊急の課題としている．我々は血中ミ

オシン軽鎖を測定するラジオイムノアッセイ法を

開発し，急性心筋梗塞および骨格筋変性疾患患者

におけるその測定の臨床的意義を検討した．急性

心筋梗塞患者においては梗塞サイズをよく反映し，

患者の予後の判定さらにはその治療法の効果を評

価する際にきわめて有用な指標となることを示し

た．同法を筋ジストロフィー症を中心に骨格筋変

性疾患患者において測定したところ，CPKとよく

相関する高値が得られた．今後は両指標と病態と

の関連を検討したい．さらに，このような血中軽

鎖測定法を一般臨床の場で使用が可能になるよう

にキット化するためにモノクローナル抗体を導入

して二抗体サンドウィッチ法を開発した．マウス

ハイブリドーマを用いて心筋と骨格筋ミオシン軽

鎖を広く認識するモノクローナル抗体（ML544）

を中心に測定系を確立した．本法は簡便にしかも

正確に血中ミオシン軽鎖を測定することが可能で

あるが，抗体の免疫組織学的な検討により白筋タ

イプの軽鎖には全く反応しないことが判明した．

したがって，自筋タイプ骨格筋を主に障害する筋
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ジストロフィー症では病態の把握あるいは治療効

果の判定には感度が低い可能性がある．

そこで我々は，抗体ML544を大量生産して7

7イニティーカラムを作成し，ヒト骨格筋ミオシ

ン軽鎖より赤筋タイ70を吸着し，自筋タイプを主

とした軽鎖を分画してこれを抗尉こ，再びマウス

ハイブリドーマを用いて，白筋タイプミオシン軽

鎖を特異的に測定するアッセイ系を確立する準備

を整え，本年度中には確立する予定である．

20．各種プロテアーゼ・インヒビター投与の筋ジ

ストロフィー症マウスに対する効果

辻班月はActinonin，Diprotin－A，Formestin－

AおよびFUT－175の4種類の蛋白質分解酵素阻

害物質を発症初期の筋ジストロフィー症（dy）マ

ウスに4週間および6週間連続投与する実験を行

ない，これら酵素阻害物質の筋ジストロフィー症

に対する玩∴正和における疾病抑制効果について

検討した．

実験は生後4週間のC57BL／6J－dy系の疾病

（dy）マウス各3頚ずつを一組とし，各阻害物質

の食塩水溶液（1mg／1ml）を0．2mlずつ1日2

回背部皮下に連日注射し，投与期間終了後屠殺し

た披検マウスについて血清中ならびに骨格筋中の

疾病進行のマーカー酵素であるPK，CPK，GOT

およびLDHの活性を測定した．又，同時に採出し

た被検マウスの排脹筋で光顕用組織標本を作製し，

組織学的検索を行なった．

結果はCPKおよびPKの活性に関しては4種

類の酵素阻害物質投与群全てについて血清中進出

活性が低下し，骨格筋中に存在する活性が増加し，

正常マウスの状態に近づくという傾向が認められ，

疾病抑制に有効であることを示していた．LDH

活性の変化に関してもDiprotin－A投与マウス骨

格筋中の活性を唯一の例外として疾病抑制の傾向

が認められたが，GOT活性に関しては対照マウ

スとの間にあまり顕著な差異は見られなかった．

又．排脹筋標本による組織学的観察も組織像の悪

化の程度の軽減という結果を示しマーカー酵素の

活性変化に見られる改善傾向を支持していた．更

に投与期間中の体重変化はFormestin－Aと

FUT－175で顕著な増加を示していたが他の2種

類の阻害物では対照と変らない変化を示していた．

これらの結果はmdxマウスについて行なった実

験結果とほぼ一致しており，今回用いられた酵素

阻害物質は程度の差はあるがいずれもmdxマウ

スならびにdyマウスという異なった遺伝子によ

って発現される2種類の疾患モデル動物に共通し

て症状抑制に有効であることから，筋ジストロフ

ィー症の治療薬として症状進行に対する軽減効果

を期待出来るものと推察される．

21．糖原病ⅠⅠ型ウズラのEST治療の試み

杉田珪眉は酸性α－グルコシターゼ欠損を示す

糖原病ウズラの病態の解明と治療を目的として以

下の実験を行なった．

本ウズラ骨格筋中の酸性α一グルコシターゼ活

性は胎生期より正常の20－30％と低く，これがリ

ソゾーム内のグリコーゲン蓄積の原因であると考

えられている．我々は，まずニワトリ骨格筋より

大量に同酵素を精製した後，家兎を用いて免疫し

抗体を得た．この抗体がウズラ酸性α－グルコシ

ターゼと交叉することを確認し，粗抽出液での酵

素分子種の変化をイムノプロット法を用いて検索

した．結果は以下に示す通りである．

1）正常ウズラ骨格筋には110Kと98Kの2桂

の免疫交叉物質が存在するが，後者が精製酸性α

－グルコンターゼに対応した．

2）糖原病ウズラ骨格筋には110Kのみが存在

し，正常筋に見られるmatureformである98K分

子は検出されなかった．

3）両ウズラ線維芽細胞を用いた実験により，

リソゾーム中にはある程度活性を持った酵素が確

かに存在した．
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以上の事実より，糖原病ウズラにおいては前駆

体は合成されるが，正常のプロセシングが行なわ

れないか，又はリソゾームへの移行に一部欠陥が

ある可能性が考えられた．次に，これらがヒト成

人型糖原病ⅠⅠ型に類似しているため，タンパク分

解を抑えることにより酵素の異常な分解が抑制さ

れてグリコーゲン蓄積が軽減するのではないか，

と考えリソゾームカテ70シン類の強力な阻害物質

であるESTを用いて同疾患の治療の試みを行な

った．

まず，ウズラ線維芽細胞をESTの存在下で5

日間培養し，酸性α一グルコシターゼ活性の上昇

が見られるかどうかを検討した．その結果，EST

O．lJJg／mlにおいても同酵素活性の1．5～2倍上

昇が見られ，確かにカテプシンB＆　Lを阻害す

ることにより，他のリソゾーム酵素の分解が抑制

され，糖尿病においても一部欠損している酵素活

性の回復が観察された．

22．実験的筋炎モデル動物の作製に関する研究

－自己免疫筋疾患抗原物質のモノクローナル

抗体による解析－

豊吉班長は多発性筋炎，皮膚筋炎および重症筋

無力症などの自己免疫筋疾患の実験モデル動物を

作製し，これらを用いて低分子酵素阻害物質の薬

効を評価することを目的とする．

昨年度，ラットやヒト筋肉の生理食塩水（PBS）

抽出物中に，筋炎患者の一部や，重症筋無力症患

者の半数以上の患者血清のIgGと抗原抗体反応

を起こす物質があることを報告した．また，この

抗原（muscleextractantigen：MEantigen）に

対するモノクローナル抗体を作製したことも報告

した．本年度はこのモノクローナル抗体の特性と，

それを用いて，ME antigenのいくつかの性質を

明らかにした．以下に，結果を示す．

1）抗MEantigenモノクローナル抗体は3種類

得られた．1E7，2B2は同一エピトープを，7D9

は異なるエピトープを認識する．2種のエピト

ープは同一分子内に存在し，患者血清中に同じ

エピトープを認識する抗体が存在する．

2）ME antigenはラットでは骨格筋と心臓に局

在するが胸腺にも微量存在する．胸腺との関連

は自己免疫疾患の発症機序．との関連で興味深い．

3）ME antigenは培養筋細胞で調べると，融合

し多核となった筋管細胞でのみ発現し，しかも

細胞外へ分泌される．よって，ME antigenは

筋特異的細胞外マトリックス構成成分である可

能性が高まった．

4）高性能高速液体クロマトグラフィーの使用に

よってMEantigenが精製やきる見通しとなっ

た．精製品を用いて，構造解析，モチリレ動物作

製に着手しつつある．

以　上
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ホル7ェニシンの生体内動態

螢光HPLCによるマウス血清および筋肉中濃度の測定

大　倉　洋　甫＊

研究協力者　　巣　　　文　峰＊　　甲　斐　雅　亮＊

は　じ　め　に

われわれは，高選択的かつ高感度な螢光誘導体

化反応を利用した螢光検出・高速液体クロマトグ

ラフィー（HPLC）を手段として，血液ならびに筋

肉中ロイペプチン1㌧ベスタナン2）－3），p－ヒドロキシ

ベスタナン3）・4），ホルフェニシノール5），6），アンチパ

イン7）などの薬物モニター法を開発し，それらの

生体内動態を検討してきた．また，61年度にホル

フェニシンのHPLC用高感度螢光試薬として1，2

－ジアミノー4，5－エチレンジオキンベンゼン

（DEB）を開発した．この試薬はホルフェニシン

分子中のアルデヒド基と反応し，螢光性のベンゾ

イミグゾール誘導体を与える（図1）．

本年度は，生体試料の前処理およびHPLC条件

について検討し，DEB試薬を用いた螢光・HPLC

によるホルフェニシンの薬物モニター法を確立し

た．次に，ホルフェニシンを経口投与したマウス

の血清および筋肉中のホル7ェニシンの経時的濃

度変化を調べた．このとき，同試料中にホルフェ

ニシンの代謝物として，ホルフェニシノールの生

成が認められたので，先に報告したホルフェニシ

ノールの自然螢光検出HPLC6）によってこれも

測定した．さらに，ホルフェニシノールを経口投

与したマウスの血清および筋肉中のホル7ェニシ

ノールならびに代謝によって生成したホル7ェニ

シンの経時的濃度変化についても調べた．

実験方法

1）経口投与および生体試料の前処理

■九州大学薬学部

近交系C57BLマウス（雄性，5退齢，約18g体

重）に生理食塩水で調製したホルフェニシンある

いはホルフェニシノールを30mg／kgの投与量で

経口授与した．投与後，水だけを与え，各時間ご

とにマウスを頸動脈切断によって殺し，直ちに血

清および僧帽筋を採取した．得られた血清と筋肉

は測定まで－800Cの冷凍庫に保存した．

血清10恥1に1．5M過塩素酸100JJlおよび水50

〟1（検量線作成時にはホルフェニシンまたはホル

フェニシノールの標準液）を加え，1000gで15分間

遠心し除蛋白した．また，筋肉（0．1g）を8．4mM

酢酸150／Jlおよび水（検量線作成時にはホルフェ

ニシンまたはホルフェニシノールの標準液）15叫1

でホモジナイズした．ホモジネートに1．5M過塩

素酸250JJlを加え，1000gで20分間遠心し除蛋白

した．得られた両上清を螢光誘導体化反応に使用

した．

2）ホルフェニシンの螢光誘導体化反応

上清100JLlに15mM DEB水溶液を200JLl加え，

600Cで30分間加熟した．反応液100JLlをHPLCに

注入した．

3）HPLC条件および使用機器

高速液体クロマトグラフには，サンプルイン

ジェクター（100JJlループ）を備えた東洋曹達803

D型HPLC用ポンプ，12JLlフローセルを装備し

た日立F－1000型螢光検出器および理化電機R－21

型記録計を使用した．

逆相分配型のTSKgelODS－120T（粒径5JLm）

カラム（250×4mm，i．d．）を用い，アセトニトリ

ルと30mMリン酸塩緩衝液（pH6．5）の混液（1：

5，V／V）からなる溶離液を流速1．Oml／minで送液

－17－
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図2　Effectsof（A）pHand（B）theconcentrationofperChloricacidusedforthedeproteination

onthederivatizationofforphenicine．A，50JLleachoflOnmol／mlforphenicineand50mM

phosphate buffer（pHl．0－7．0）were treatedinplace of a biologiCalsample solution

accordingtothederivatizationprocedure；B，a50－JLlportionof25nmol／mlforphenicine

WaSaddedtolOOJLlofadrug－freeserumanddeproteinizedwithperchloricacidatvarious

COnCentrations，andtheresultingsupematant WaStreated accordingto the procedure．

した．螢光検出は励起波長350nmおよび発光波長

420nmで行った．

結果および考察

1）螢光誘導体化条件

DEB試薬とホル7ェニシンの螢光反応は酸性

の条件で進行し，pH2．0の緩衝液中で最大のピー

ク高さが得られた（図2A）．しかし，実試料の除

蛋白操作に用いた過塩素酸は反応に必要な酸性条

件を提供した．1．0－5．OM過塩素酸を用いて螢光

体の生成を調べた場合，濃度が低いほどホルフェ

ニシンの螢光ピークは高くなった（図2B）．しか

し，1．OMのそれを用いた場合，除蛋白が不完全で

あったので，基準操作には，1．5Mの過塩素酸を使

用した．この場合，螢光反応時のpHは約1であっ

た．

10mM以上のDEB試薬を用いたとき，ホル

7ェニシンの螢光ピークは最大かつ一定の値を示

した．従って，15mMのDEBを使用した．

螢光反応における反応時間と温度について検討

した（図3）．反応温度が高くなると，反応は速や

かに進行するが，最大のホル7ェニシンの螢光ピ

ークを得るには，600Cまたは37°Cで反応する方が

良かった．特に，600Cでは，30分以上の反応時間

で最大の反応収率を与えた．基準操作には，600C

および30分間の反応条件を選択した．

反応後，反応液のpHを6．0－7．5にしたとき，ホ

ルフェニシンの螢光は最も強くなった．従って，

HPLCの移動相にはpH6．0のリン酸塩緩衝液を

加えることにした．

2）ホルフェニシンの定量

ホルフェニシンを投与したマウスの血清および

－18－
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図4　Chromatogramsobtainedwith（A）serumand（B）muscleat8hafteroraladministration

Offorphenicinetoamouse．Dose：30mg／kg．Peaks：1＝forphenicine，Others＝endogenous

Substancesinserumormuscle．Concentrationsofforphenicine：A，1．85nmol／miinserum；

B，1．31nmol／ginmuscle．

筋肉試料を本法に従って処理したときに得られる

クロマトグラムを図4に示す．ホル7ェニシンの

螢光体は生体由来の螢光物質とよく分散し，18．8

分の保持時間に溶出された．

このHPLC条件でホルフェニシンの添加検量

線を作成したところ，少なくともコントロールマ

ウスの血清および筋肉中にそれぞれ0～250

nmol／mlおよび0－300nmol／gの添加量まで原

点を通る直線（相関係数＝0．998）を示した．

S／N＝2における検出限界は血清中では4．90

pmol／mlまた筋肉中では11．9pmol／gであり，

HPLC注入量で表すと，約66fmolに相当した．
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コントロールマウスの血清ならびに筋肉にそれ

ぞれ2．5nmol／ml（g）のホルフェニシンを添加し

たとき，5回測定して得られた添加回収率の平均

値は，血清では97．3±4．9％，筋肉では93・4±5・2

％であった．また，同じサンプルを6回繰り返し

て測定して得た相対標準偏差は5nmol／ml血清

の場合は5．9％で，1．5nmol／g筋肉の場合は7・6％

であった．

3）ホルフェニシンならびにホルフェニシノー

ルの体内動態

図5Aはホルフユニシンをマウスに経口投与

した場合の血清および筋肉中におけるホルフェニ

シンおよびホルフェニシノールの時間一浪度曲線

である．ホルフェニシンの濃度は血清および筋肉

中とも投与後約1時間で最大値に達し，その後，

．徐々に減少した．血清および筋肉内におけるホル

フェニシンの半減期はそれぞれ1．9時間および3．2

時間であった．この場合，ホルフェニシンから生

成した代謝物ホルフェニシノール濃度は，血清お

よび筋肉中とも，ホルフェニシン投与後1時間で
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は，それぞれ，ホルフェニシン濃度の約1／10であ

ったが，約6時間後では，血清および筋肉中のホ

ルフェニシンの濃度を上回り，さらに筋肉中のホ

ルフェニシノール濃度は徐々に増大する結果を得

た．

一方，ホル7ェニシノールを同様に経口投与し

た場合，血清および筋肉中のホルフェニシノール

の経時的濃度変化（半減期，血清中1．8時間および

筋肉中3．4時間）はホルフェニシンを投与したとき

のホルフェニシンの濃度変化曲線とほぼ同様な結

果を与えた（図5B）．この場合，ホルフェニシノ

ールの代謝物としてホルフェニシンが検出された

が，その血清および筋肉中の濃度は，ホルフェニ

シン投与の場合に認められた代謝物ホルフェニシ

ノールの濃度に比べて極めて低かった（1／100以

下）．

以上の結果から，マウスに経口投与したホル

フェニシンは速やかに血清および筋肉中に分布し，

同時に，その代謝物として生成したホルフェニシ

ノールの濃度も高いレベルで血清および筋肉中に
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図5　Concentrationsofforphenicineandforphenicinolinserumandmuscleofmice（n＝3）after

oraladministrations of（A）forphenicine and（B）forphenicin01．Dose：30mg／kg each・

CurveS：Sl，forphenicineinserum；Ml，forphenicineinmuscle；S2，forphenicinolinserum；

M2，forphenicinolinmuscle．
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ホルフェニシンの生体内動態

分布することが分った．従って，薬物活性の面を

考慮すると，ホルフェニシンの投与はホルフェニ

シノールの投与よりも，効果がより高いことが示

唆された．

おわ　り　に

本研究において開発したDEB試薬を用いるプ

レカラム螢光誘導体化HPLCによって，ホルフェ

ニシンおよびホルフェニシノールを授与したマウ

ス血清および筋肉中の微量ホルフェニシンを簡便

にモニターすることができた．また，ホルフェニ

シンおよびホル7ェごシノールをそれぞれ投与し

たとき，それらはマウス体内で相互に代謝される

ことが分った．特に，ホルフェニシンから生成し

たホルフェニシノールの代謝物は比較的高濃度で

血清および筋肉中に分布されることが分った．

－21－
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筋肉内酵素網の動態に対するベスタチン

およびその立体異性体の影響

青　柳　高　明＊

研究協力者　　和　田　孝　雄■　小　島　蕗　子◆

永　井　真知子＊・　原　田　滋　子＊

は　じ　め　に

筋ジストロフィー症におけるプロテアーゼの異

常に対して，各種のプロテアーゼ・インヒビター

を治療に用いる試みが，多くの研究者によって行

われている．なかでもStracherらはセリン・シス

ーテインプロティナーゼのインヒビターであるロイ

ペプナンが筋ジストロフィーマウスの発症阻止に

役立つ可能性を報告した1）－2）．さらに，松下らは細

胞膜酵素阻害物質として見出したベスタテン，ホ

ルフェニシン，ホルフェニシノールなどが上記動

物の発症阻止に有効であることを示唆した3），4）．

筆者らは筋ジストロフィーマウスおよびハムス

ターなどの各種臓器内の酵素活性の変動を経時的

に調べ，エンドペプチダーゼの異常のみでなく，

アミノぺプチターゼ，グリコシターゼ，ホスファ

ターゼ，エステラーゼなどの広範囲な酵素に異常

が誘起されていることを報告した5ト7）．さらに，筋

ジストロフィー症の発症機序にユキソぺプチダー

ゼがエンドペプチダーゼと異なる役割を果してい

ることを明らかにした8）・9）．

正常および病態モデル動物における酵素網の変

化を長期間経時的に調べ，また酵素阻害物質投与

により誘起される酵素網の動態を究明することは，

ホメオスタシス機構を明らかにするとともに，治

療への応用を可能にするものと考える10）．しかし，

酵素阻害物質のど乃め0の作用と，その玩〝め和

のスづクトラムとの間には，明確な関連性が見出

■微生物化学研究所

されないのが実情である。

筆者らは各種の酵素阻害物質のJ招　。わ℃とわ2

びわ0との相違を酵素網の動態から追究し，生体内

においてはフィードバックやネットワークを介す

る間接的な影響が加わることが両者間の相違の大

きなファクターとなる可能性を示唆した。

本報告はアミノペプチダーゼインヒビターであ

るベスタナンの作用機序を明らかにすることを目

的として，ベスタナンおよびその立体異性体をマ

ウスに連続30日間投与し，経時的に採取した筋肉

内の酵素綱の動態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

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．ベスタテンおよびその

立体異性体（200JJg／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，牌，肝および腎を摘出した

のち，直ちに－700Cで保有した．投与法および臓

器摘出は図1に示す．肢器は10倍量のPBS（phos－

phatebufferedsaline，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．

阻害物質

ベスタテン〔（2S，3R）－3－amin0－2－hydroxy－4

－phenylbutanoyl－（S）－leucine，（2S，3R）rAHPA

－（S）TLeu〕およびその立体異性体〔（2S，3S）
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AHPA一（S）TLeu〕，〔（2R，3S）AHPA－（S）－Leu〕

と〔（2R，3R）AHPA－（S）－Leu〕を用いた．ベス

タナン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 hydroch10－

ride（Glu・NA），L－arginineβ一naphthylamide

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

NA），L－leucineβ－naphthylamide（Leu・NA），

glycyl－L－prOlylTL－leucine　β－naphthylamide

（Gly－Pro－Leu・NA），hippuryl－L－phenylalanine

（Hip－Phe），hippuryl－L－lysine（HipTLys），

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

Carbobenzoxyglycyl－L－prOline（Z－GlyTPro），N

－benzoyl－L－arglnlne ethylester hydrochloride

（BAEE），hemoglobin，PTnitrophenylphosphate

（NPP），Z）－nitrophenylacetate（NPA）．

緩衝液

酵素活性測定用の緩衛液は0．02M PBSを用い

た．ただし，CarboxypeptidaseA（CP－A）の測

定には0．05M Tris－HClbuffer（0．9M NaCl含

有，pH7．5），CP－Bの測定には0．05MTrisTHCl

buffer（pH8．0）およびカテプシンDの測定には

0．2M sodium acetate buffer（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およびカテプシン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は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18）で測定した．

統計学的手法

酵素活性のある時点における動きが，それより

過去または未来の時点における変動と何らかの関

連性をもっているかを判定するためには，自己相

関関数19）を用いるのが有効である．もし規則性の

ある変動であればサインカーブ様の曲線が得られ

るはずである．

結　　　果

べスタテンはその構造に3個の不斉炭素を含ん

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－

phenylbutanoicacid）の2位の配位がSである立

体異性体はAPTB，LeuTAP，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

タテンの阻害活性発現には，AHPAの2位の配位

表l Inhibitory activities of

Bestatin

印

bestatin andits stereoisomers

CH3

CH－CH3
1

CH20H CH2
l l l

H2N－CH－CH－CO－NH－CH－COOH

（R）（S）　　　（S）

Stereoisomer

2　　　　3

IC3。（〃g／ml）

AP－B Leu・AP Gly－Pro－Leu－AP AP・A

CH20H S

H2N－CH－CH－R
（3）（2）　R

R
 
S
 
S
 
R

0．05　　　　0．01　　　　　3　　　　　　　　＞200

4．1　　　　0．23　　　　　40　　　　　　　　＞200

＞200　　　＞200　　　　　＞200　　　　　　　＞200

＞200　　　＞200　　　　　＞200　　　　　　　　＞200
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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（2S，3R）

AHPA－（S）－Leu（ベスタナン）と不活性体である

（2R，3R）AHPA一（S）－Leuおよび食塩水を図1

に示した方法で投与した．さらに，ベスタナンを

9日間のみ連続投与したのち，投薬を中止し図1

の方法で経時的に酵素活性の変動を追究した．上

述した実験で得た前肢ならびに後肢の筋肉内の

AP－AおよびLeu－AP活性の変動を図2と図3

に示す．

上述した実験条件下で得た結果は必ずしも顕著

な差を示さなかった．それ故，自己相関関数19）に

よる解析を試みた．

図4から図7にAP－A，Leu－APの自己相関関

表2　LiSt of the enzymes measured and their substrates

Reference for

Enzyme Abbreviation Substrate assaymethod

Aspartateaminopeptidase（EC3．4．11．7）

Arginineaminopeptidase（EC3．4．11．6）

Prolineiminopeptidase（EC3．4．11．5）

Leucine aminopeptidase（EC3．4．11．1）

Tripeptideaminopeptidase（EC3．4．11．4）

Carboxypeptidase A（EC3．4．17．1）

Carboxypeptidase B（EC3．4．17．2）

Dipeptidylcarboxypeptidase（EC3．4．15．1）

Prolylendopeptidase（EC3．4．21．26）

Plasma kallikrein（EC3．4．21．34）

Carboxylproteinase（EC3．4．23．5）

Alkalinephosphatase（EC3．1．3．1）

Arylesterase（EC3．1．1．2）

AP－A

AP－B

Pro－AP

Leu－AP

Gly－Pro・Leu・AP

CP－A

CP－B

ACE

Post－Pro－Enz

Kallikrein

Cathepsin D

Phosphatase

Esterase

Glu・NA

Arg・NA

Pro・NA

Leu・NA

Gly・Pro・Leu・NA

Hip－Phe

Hip－Lys

Hip－His－Leu

Z－Gly・Pro

BAEE

Hemoglobin

NPP

NPA

5
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図1Effectsofbestatin stereoisomers on enzyme networksinmurine organs

Experimental animals：ICR mice，i．p．injection

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

Organs：forelimb muscle，hindlimb muscle，heart muscle，

Spleenliver，kidney

Enzymatic assays：aminopeptidase（5），endopeptidase（7），

GIcNAc－aSe，phosphatase，eSteraSe
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数曲線を示す．前肢筋におけるAP－Aの動きは　　定型的ではない．しかし，ベスタナン投与ならび

Salineまたは不活性体（2R，3R）AHPA－（S）－Leu　　に投与後中止した場合は，その振動状態が規則的

を投与したとき，振動状態が比較的緩除あるいは　　かつ比較的速い周期になっていることが認められ
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た．この傾向はLeu－APについても同様に認めら　　　図6および図7に示したように，後肢筋につい

れた（図5）．　　　　　　　　　　　　　　　　　ても明らかに同じ傾向である．
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考　　　察

筆者らは，低分子酵素阻害物質による阻害効果

が玩乙融和と九日転地で異なることを明らかにし

てきた20ト22）．筆者らの一連の実験成績は，生体内

において酵素阻害物質が非常に広範なスペクトル

にわたる酵素のネットワークを変化させること，

ならびにその効果が恐らくその物質に固有な直接

的酵素作用に端を発することを裏付けている．

本報告の研究成績もこれを裏付けるものである．

すなわち，Salineあるいは不活性体ベスタナンの

投与では，殆んど同じような生体内動態がみられ

るのに対し，活性体ベスタテン投与および途中で

中止した場合にも，前者とは異なる振動状態がみ

られ，よりシンクロナイズされた状態となること

が確認された．

一方，ベスタテンは，その阻害作用では一見し

て説明しがたいほどの様々な生体内作用を示すこ

とが知られている．例えば，ベスタテンは連続投

与することにより筋ジストロフィーマウス筋肉内

のエンドぺプチダーゼ活性を下げ，また高血圧ラ

ット（SHR）の血圧を抑制することなどである．

従って，本報告ならびに従来の成績を全て総合

して考えるならば，恐らくはベスタテンの効果に

より生体内のペプチド分布が変化し，種々な生理

活性ペプチドのアナログが出現するという機序に

よって説明するのが最も合理的なように思われる．

された．

ま　と　め

ベスタナンは筋ジストロフィーマウスの発病前

から投与することにより発症阻止効果のあること

が報告され，またDuchenne型筋ジストロフィー

の5歳未満の息児における第ⅠⅠ相比較臨床試験で

病状改善効果のあることが認められている．ベス

タテンの作用機序を明らかにすることを日的とし，

ベスタテンおよびその立体異性体をマウスに連続

投与することによる筋肉（前肢筋，後肢筋）内の

酵素網の変動について調べた．ベスタテン（活性

体）投与および途中で中止した場合は不活性体，

生理食塩水投与の場合と異なる振動状態がみられ，

よりシンクロナイズされた状態になることが確認

－30－
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蛋白分解酵素の役割とその阻害剤に関する研究

藤　井　節　郎＊

は　じ　め　に

筋ジストロフィー症の発症および症状の進行に

種々の蛋白分解酵素が重要な役割を果しているこ

とが最近の研究により明らかになりつつある．わ

れわれはすでに各種蛋白分解酵素に対する合成基

質とその阻害剤について検討し，合成基質を用い

た蛋白分解酵素に対するザイモグラムによる分析

法を確立した．また合成阻害剤についてTrypsin，

Plasmin，Thrombin Kallikreinおよび補体系の

Clf，Cほに対する強い阻害活性をもつ合成剤を

兄い出し，更に玩＝正川での薬効を示すものを兄

い出した．そこで，筋ジストロフィー症に関与し

ている蛋白分解酵素の動態を解明し，蛋白分解酵

素合成阻害剤による酵素の阻害パターンを明確に

し，病態モテりレの治療を行ない臨床効果について

も検討したい．今回は新しい合成阻害剤について

報告する．

実験方法

1）蛋白分解酵素合成阻害剤

6－Amidin0－2－naphthyl〔4一（4，57dihydr0－1H－

imidazoIT2－yl）amino〕benzoatedimethanesul－

fonate（FUT－187）については鳥居薬品㈱研究所

より供給して戴いた．構造式は図1に示した．

2）動物実験

a）実験的急性膵炎

（1）トリプシン誘発急性膵炎

Wistar系雄性ラット（体重165－230g）1群

14－18匹を用いてFUT－187を10，30および100

mg／kgを経口投与Ll時間後に膵炎誘発剤とし

てトリプシン0．3mgとSodium　taurOCholateの

＊㈲大阪基礎医学研究奨励会

混合液0．1mlを膵管内に注入し，1，2，3および7日

目の生存例で判定した．

（2）ホスホリパーゼA2誘発急性膵炎

Wistar系雄性ラット（体重190－230g）1群23

匹を用いてFUT－187を10，30および100mg／kgを

経口投与し，1時間後に膵炎誘発剤としてPhos・

pholipase A2300UとSodium taurocholatelO

mgの混合液0．1mlを膵管内に注入し生存例で判

定した．

（3）イヌ急性膵炎

ピーグル犬雄性（体重8．4－13．9kg）1群7例を

用いて膵管および胆管の開口部を含むように十二

指腸の両端部で切断し，Closed－loop（盲管）を作

成と同時にFUT－187を10mg／kgとして盲管内に

注入した．胃十二指腸の切離断端は縫合し，消化

管を再建した．延命効果および各種酵素活性に使

用した合成基質は以下の通りである．

Trypsin：BocTPhe－Ser－Arg－MCA

Plasmin：BocTVaトLeu－Lys－MCA

Plasma Kallikrein：Z－Phe－Arg－MCA

Pancreatic Kallikrein：Pro－Phe－ArgTMCA

Thrombin：H－D－Pip－Arg－pNA

3）補体溶血反応

感作羊赤血球2．5×108cells／mlおよび1／225希

釈モルモット血清を用いてBaker and Coryl）の

方法で行った（古典的経路）．

ウサギ赤血球1．3×107cells／mlおよび1／55希釈

モルモット血清を用いてPlatts－Mills and

Ishizaka2）の方法で行った（第2経路）．

九．加わの血管内溶血反応に対する効果は，

Hartley系雄性モルモット（体重300－490g）1群

5－6匹でFUT－187の30，100および300mg／kg

を経口投与し，1時間後に血管内補体溶血反応を
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DNH◎coo
H C‰H2・2CH3SO3H

分子式：C21H19N502・2CH3SO3H
分子量：565．63

化学名：6－Amidin0－2－naphthyl【4－（4．5・dihydr0－1H・imidazo1－2－yl）

amin01benzoatedimethanesulfonate

図1　FUT－187の構造式

表l FUT－187の蛋白分解酵素に対する

阻害活性

IC5。（〃M）
Enzyme Substrate FUT－187

Trypsin BPSA O．34

Plasmin BVLL O．61

Kallikrein PPA O．48

Thrombin TAME　　　　　　　6．4

Clf AAME　　　　　　23

ClS ATEE O．29

Chymotrypsin ATEE　　　　　280

Cathepsin D Hemoglobin　＞1000

BPSA：Boc－Phe－Ser・Arg－MCA，BVLL：
Boc－Val－Leu・Lys・MCA，PPA：Pro－Phe－
Arg－MCA，TAME：Tosyl・L・Arg・methy－
lester．ATEE：Acetyl・L・Tyr－ethylester．

誘発する感作羊赤血球を静脈内投与3分後に心採

血を行ない吸光度541nmで測定した（古典的経

路）．またイヌ血清で誘発する場合は15分後に同様

に測定した（第2経路）．

4）Forssman shock

Hartley系雄性モルモット（体重250－350g）1

群8－23匹にFUT－187の25－200mg／kgを経口

投与後1時間目に抗羊赤血球ウサギ血清

（hemolysin）0．5mlを静脈内投与し生存例で判

定した．

5）SLE自然発症マウス

NZB／WFISLE自然発症モデルにFUT－187の

100および300mg／kgを6ヶ月齢より毎日合計3

ヶ月間経口投与し延命効果で判定した．

実験結果および考察

1．蛋白分解酵素阻害物質（FUT－187）

表2　モルモット血管内溶血反応に対する

FUT－187の作用

FUT－187

（mg／kg）

％Inhibition

古典経路　　　　第2経路

30　　　　　　　　　－9．5　　　　　　21．1

100　　　　　　　　　15．3　　　　　　71．5日

300　　　　　　　　100●●　　　　　　77．5日

Hp＜0．01

5－dihydr0－1H－imidazo1－2－yl）amino〕benzoate

dimethanesulfonateの構造式は図1に示した．本

化合物は表1に示すように血兼中の蛋白分解酵素

およびTrypsinを阻害し，その阻害機構は本化合

物中のエステル部位が酵素により切断され，その

酵素の活性中心であるセリン残基と結合すること

により不活化する．また本化合物は細胞内に存在

する蛋白分解酵素であるカテプシン群に対する阻

害活性は認められない．FUT－187の特徴は補体系

の蛋白分解酵素を阻害し，補体溶血反応に対して

強力な阻害活性を有していることである．補体溶

血反応に対する阻害は．古典的経路では1．7×

10‾7M，第2経路では3．2×10‾6Mの浪度でおのお

の溶血反応を50％阻害する．モルモットの血管内

溶血反応に対するFUT－187の作用は表2に示す

ように，古典的経路を介する補体溶血反応は100

mg／kg以上で阻害し，第2経路を介する反応に対

しても30mg／kg以上で阻害を示した．

b）FUT－187の急性膵炎モチリレにおける効果

トリプシン誘発急性膵炎に対しFUT－187を30

および100mg／kgの経口投与により明らかな延命

a）FUT－187（6－Amidin0－2－naphthyl〔47◆（4，　効果を示した（図2）．またホスホリパーゼA2誘
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図2　ラット・トリプシン誘発急性膵炎に対する　図3　ラットホスホリパーゼA2誘発急性膵炎に対する

FUT－187の作用　　　　　　　　　　　　　　　　　FUT－187の作用

AMC（nmol／min／ml）　　　　AMC（nmol／min／ml）　　　　　AMC（nmol／min／ml）
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図4　イヌ急性膵炎モデルの血中パラメーターに対するFUT－187の作用
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表3　イヌ急性膵炎モデルに対する

FUT－187の作用

D r嘱
m se
（mg／kg．i．d．）

？・Of

an l－
a ls

生存動物数 ■：

p ＜
0．0520　　 24　　 48　　 72hr

C o ntro l 7 ● ●●● ●● ●

F U T －187 （10） 7 ● ●●●●●● ＊

表4　モルモットForssman shockに対する

FUT－187の作用
m u g S llrV iv d a n im a ls ＊＊
（m g ／k g．p．0．I 0　　　　 0 ．5　　　　　 1　　　　 2 4h r p＜0，01

C o n tr o l

●●● ●●●
●●● ●●●
●●● ●●●
●●● ●●

2 5

5 0

F U T －18 7

1 0 0

2 0 0

●●● ●●●
● ●

●●● ●●●
●●●

● ● ●●●● ＊＊

●● ●●●●
●

●●●●● ■ ＊

●
●●●●●●
● ■ ●

＊＊p＜0．01

発急性膵炎に対し100mg／kgの経口投与で明らか

な延命効果を示した（図3）．イヌ急性誘発膵炎モ

デルにおいて，FUT－187は10mg／kgの十二指腸

内投与で明らかな延命効果を示した（表3）．また

この時の血中に於ける各種酵素活性は図4に示す

ようにTrypsin，Plasmin，Plasma Kallikrein，

Thrombinなど対照群の活性上昇を抑制している．

C）Forssman shockに対する効果

補体の関与するアレルギー反応でCoombsと

Gellらによる分類ではⅠⅠ型とⅠⅠⅠ型がある．このう

ちII型（Forssmanshock）に対するFUT－187の

効果を検討した結果表4に示すように明らかに致

死時間の延長が認められた．ⅠⅠ型の病態における

補体の生物学的意義が重要であることが示唆され

た3）．

d）SLE自然発症モデルに対する効果

補体系の関与が考えられている自己免疫疾患に

づいて検討した．図5に示すように，SLE自然発

S
召
美
5
餌
u
ち
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h
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－
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N
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≒≒三三…三二三‥三
て‾●
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●一一一Dexamethasone3mg／kg
＼
○＼＿。
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Weeks of administration
＊p＜0．05　＊p＜0

図5　SLE自然発生モデルNZB／W Flマウスに

対するFUT－187の作用

症モデルのマウスにFUT－187を3ヶ月間連続経

口投与すると生存日数において100，300mg／kgで

有意の延命が認められた．

補体の示す作用は多面的であり，病態における

意義もまた多様性を示すことになる．最近多くの

研究者によりその意義が解明されつつある．しか

し生体に応用し得る適当な抗補体物質が得られて

いない現在その証明が限られており先に報告した

FUT－175（7サン）3）・4）の臨床適応により補体の

病態における意義が明確になるであろう．
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LysosomalproteolysisのCystatinによる

制御機構ならびにCystatinの大量産生

第1部：Cathepsin群のプロセッシングとCystatin

によるLysosomalproteolysisの制御機構

第2部：Cystatinα遺伝子の大腸菌による発現と

Lysosomalproteolysisの抑制

勝　沼　信　彦＊

研究協力者　　木　南　英　妃＊

板　東　祥　晃■

は　じ　め　に

Lysosomal proteolysisの異常冗進に起因する

筋タンパク崩壊疾患は色々と報告されている．細

胞内のリソゾーム・プロテアーゼ群（カテ70シン

群）の量と活性の制御機構を明らかにし，その原

理に基づく上記疾患の治療法を開発せんとするの

が目的である．特にnatural　inhibitorである

Cystatinの細胞内でのLysosomalproteolysisの

阻害機構を明らかにし，これを治療目的に利用す

べく，リコンビナントによる大腸菌プラスミット

での大量産生をおこなった．

第1部　Cathepsin群のプロセッシングとCysta・

tinによるLysosomal proteolysisの制

御機構

カテプシン前駆体構造の比較

リソゾームのシステイン・プロテアーゼの主な

ものはカテ70シンのB，HおよびLである．活性

のある成熟型のBとHは筆者ら7）・8）により，Hは

＊徳島大学酵素科学研究センター
＊＊三井東圧化学

大　和　正　幸■　　原　　　研　治＊

池　　　祥　雅＝

Kirschkeらにより初めて単姓された9）．その後に

BとHの一次構造は筆者らにより蛋白側から決定

された1）．3）．前駆体構造は1986年にBがSteiner

ら4）により，LとHが1987年に筆者らによりクロ

ーニングにより決定された5）・6）．

図1には，これらのプレ・プロ部の構造を比較

してあるが，類似性は成熟部よりはるかに少ない．

プロ部には本来N－グルコシッド結合をすべき糖

鎖結合部位が2か所あるが，1か所が欠損してい

るBや，2か所とも結合できなくなっているLが

存在しており，糖鎖の役割には興味がもたれる．

仝前駆体からのプロセッシングと分解の初発切断

部位が，図2に模式で示されている．

前駆体のプロセッシング9）・10）

クローニングにより得られた前駆構造から推定

できるプロセッシングが実際に起こっているのか，

またそれに関与するプロテアーゼはいかなるもの

かを追求した．培養マクロファージをS35メチオ

ニンでラベルし，チェイス後SDS電気泳動に供

し，フルオログラフィーをカテプシンBにつき行

ったものが，図3に示してある．チェイスの初期

には39Kのプロ型ができており，時間とともに29
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111Asn
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（カテプシンH） 重鎖　　 曾軽鎖
プレ慧鳥 ご部数 成警諾217 …

海　　 産　　　 痘　　 177
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プレ慧」 プロ部票。

l糖　 痘178

図2　カテプシンB，H，Lの前駆体構造と

プロセッシングおよび分解の初発ステップ

○→メタロ・プロテアーゼ

◎一→システイン・プロテアーゼ

Kの成熟型が生成している．長時間たつと26Kの

分解産物重鎖ができてくる．一部分はプロ型で培

地に放出されるが，これは成熟型にプロセスされ

ていない．HとLに関しても全く同様のプロセス

をとることが明らかとなった．

但し初めの分解産物はBにおいては必ず26K

C帥　　　t H細山m
CIlaSelhl ChaS●lhIll．llと二．二＝．＝．三・．二二二．」　＿　＿1　．、＿　＿＿　J亡ご三三と．J　■J■＿

O qS1　3　621．　　O q51　3　6　21

39K－　■■－l1－

29に一　　　　二ヽ■■■■■■

26K一　　　　　　　　　　一■

l’一　■■●■

一　一9享jK

ヽ　－69に

■■　＿46K

ヽ．＿IOX

ヽ一加代

図3　Cathepsin Bのプロセッシング

（S35－Methionineでラベル：フルオログラフ

ィー）

39K：プロ・カテプシンB．29K：一本鋭成熟
型，26K：分解党産物の重鎖

であり，47番目で切断された産物が重鎖としてで

き，Lは23Kで178番で切断され，Hは24Kで177

番目で切断されている．即ち活性酵素の分解のイ

ニシエーションは，上記の厳密な限定分解で始ま

ることになる．

以上の二つのステップに関与する70ロテアーゼ
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を検索するため，上記のチェイス実験において2

種のプロテアーゼ阻害剤を添加した場合の結果が

図4である．金属プロテアーゼ阻害剤オルトフェ

ナントロレン（0－Ph）添加でプロ部の切断が阻害

されプロ部で止まる．システイン・プロテアーゼ

の阻害剤E－64を加えた場合には成熟型は生成す

るが，成熟型から分解産物である重鎖の生成は停

止する．しかし，セリーン・プロテアーゼやアス

バルテート・プロテアーゼなどのプロテアーゼ阻

害剤は，これら両ステップに阻害を示さない．プ

ロ・カテプシンのプロセッシングには金属プロテ

アーゼが関与しており，成熟カテプシン群が重鎮

に分解されるステップにはシステイン・プロテア

ーゼ自身が関与していることが明らかになった．

プロ・カテプシンが成熟型になるのは，結合糖鎖

をマーカーとしてゴルジからりソゾームへ封入さ

れるステップで起こる．従って，糖鎖端のマンノ

ーズを燐酸化する酵素の欠損しているムコリビド

ージスⅠⅠ型，I cell病では，ファイブロブラスト

培養系において，大部分は培地にプロ型のまま分

泌される．また一部の細胞内に留まっているもの

は，異常なプロセッシングを受けた中間体ができ

ていることが明らかとなった13）．

Cath印引nlI C▲th印SlnH

吉左　　　　　　石左
郎型嬰堕し」＿lAA＿1．川＿1，」l“
⊂柏鉾㈹0616　　　　0666

l■

■■　　　　　　　　　　■●　－925X

39だ－　■■　　　■■

ヽ　－69K

ー　〟ト一一　　一｝　－46K

誹＝　ゴー　－窒‥　ニーヽ‾30K
ヽ－20K

＿．．＿　疇

図4　Cathepsin BとHのプロセッシングに対する

protease阻害剤の作用（図3と同一条件）

39Kと41KはそれぞれCathepsinBとHのプ
ロ型

29Kと28Kはそれぞれの一本鎖成熟型

26Kと23Kはそれぞれの分解産物重鎖

リソゾーム内酵素群の分解に果たすカテプシン

群の役割12）

カテ70シン群の分解の初発反応にはカテプシン

群自身が関与していることを示した．その他のリ

ソゾーム局在の酵素群の分解にもカテプシンが関

与しているであろうか．培養肝細胞にE－64を添加

して，カテプシン活性を阻害した場合の半減期と

含有量の変化を，抗体を使用して各種リソゾーム

酵素につき測定したものが表1である．確かにE－

64によりカテプシン群の半減期も含有量（蛋白量）

も3－5倍に増加する．さらに，蛋白分解酵素以外

の多くの酵素群の半減期も著明に長くなり，酵素

蛋白量が増加蓄積することにより，それぞれの酵

素活性も著増している．この原理は，これらの酵・

素の低下に起因する各種のリソゾーム病治療の基

礎となっている．細胞質内には内在性のカテプシ

ン・インヒビター（シスタテン）群が見出されて

いる1仙7）．分子量は1万内外でカテプシンに特異

性を持つ．シスタテンを培養細胞に加えると，細

胞内に取り込まれてリソゾーム内のカテプシン群

を阻害する．従ってE－64を添加した場合同様にリ

ソゾーム内のβ－へキソサミダーゼ等の分解が低

下してそれらの量を増加させる．シスタテンは分

泌され易いことから考えて，この機構が，シスタ

ナンによるリソゾーム内カテプシンの自然の調節

機構である可能性があると考えている（図5）．

リソゾームによる細胞質蛋白分解の調

節15）・l弧19）・21）

細胞内での蛋白分解は，ホルモン条件および食

飼条件で大きく左右されることはよく知られてい

る．飢餓動物および再摂食動物にロイペプテンを

投与して，二次リソゾーム内での取り込み蛋白の

分解を止めた肝から分解したリソゾーム内に蓄積

した酵素蛋白量を，それぞれの抗体により定量し

た．本来細胞質に局在し，二次リソゾームに取り

込まれた（オートファゴサイトーシス）酵素蛋白

群は飢餓時に非常に多く，摂食させると極端に少

なくなる．即ちオートファジーは停止することが

表2に示されている．ヘテロファジーである細胞

外から取り込んだアシアロフェチン量は大きな変
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表l E－64投与によるリソゾーム酵素群の
半減期と含有量の変化

半　 減　 期 含　 有　 立

無処置　 E －64 投 与 無処 置　 E －6 4投 与

時間 ng ／m g protein

カ テ 7 ’シン　 B 14　　　　 50 38 0　　　　 920

カ テ 7 0シ ン　 H 14　　　　 80 28 0　　　　 600

カ テプ シン　 L 24　　　 100 10 5　　　　 510

β－ガ ラ ク トング一 一ビ

24　　　　 100

n m ol吋 m h／m g prot血

0 ．45　 0 ．92

β－グル タロニダー ゼ 1 ．22　　　 3 ．05

β－へ キソサ ミダー ゼ 0 ，86　　　 2 ．58

ア リール ・サル 7 7 ターゼ 2 8　　　　　 90 2 7 ．3　　　 55 ，8

酸 フ ォス 7 7 タ ーゼ 6 5　　　　 100 3 2 ．0　　　 37 ．8

表2　二次リソゾーム内に取込まれた
酵素蛋白量の食飼条件による変動

（FLg／units）

酵　 素　 蛋　 白 飢 餓時 再摂 食時

オー トフ ァゴ

、′－ム 内

ナロジン・ア ミノトランス 7 ェラーゼ 15 ．1 1 ．2 7

孔 酵 脱 水素酵 素 13 ．3 0 ．4 9

カ タ ラー ・ビ 0 ．7 0 ．0 2

ヘ テ ロ 7 7 ゴ

1′－ム 内
ア ミア ロフ ェチン 163 15 6

全 リソゾー ム

カ テ 7 °シン　 B 68 ．5 85 ．9

カテ プ シン　 H 64 ．1 85 ．5

内 カテ プ シン　 L 64 ．6 39 ．5

HypotheSIsonCyStatlnFunctiononReguLatKln

OtLy＄OSOmaは∩王ymODogradation

区15

化を示さない．オートファジーはインシュリン投

与で冗進し，グルカゴンにより抑制される．

以上のように取り込みに変化を起こす上記条件

で，分解を担当するカテプシン群はどのような応

答的変化をするのであろうか．カテプシンBとH

は再摂食により軽度上昇するが，Lは著明な減少

を起こす．これはBが特にヘテロファジーに多く

の役割を持ち，Lは特にオートファジーに多く関

与するためであると，筆者は多くの傍証を含めて

解釈している．食作用（外来蛋白）の強いマクロ

ファージ等はB（H）活性が他細胞より圧倒的に強

く，カゼイン等で食作用を活性化すると6倍強

（194から1259ng／106cell）に誘導的増加をする事

実があり，カテプシン群は誘導も起こる．また病

態としてはdistal myopathy　with rimmed

VaCuOle（バコール形成を起こす四肢末端型筋萎

縮症）やduchennemuscledystrophy（ドセンヌ

型筋ジストロフィー症）などの筋細胞内にオート

ファジーの冗進が起こり，カテ70シン群の異常増

加が起こっていることが筆者らにより証明され

た20）．
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第2部　Cystatinα遺伝子の大腸菌による発現と

Lysosomalproteolysisの抑制

筋ジストロフィー症やジスタールミオバナー

（リンムノバコール型）等の筋タンパク崩壊の進

展過程には，オートファジーの冗進がおこり，そ

の内のカテプシン群の異常増加がみられることを

明らかにした1）．タロロキンによるリンムノバコ

ール形成をともなう筋タンノミク崩壊にはESTが

著効を奏した．またDMD患者でも初期のものに

はある程度の効果が証明されつつある．従ってカ

テプシン群の特異的阻害タンパクであるシスタテ

ンを大量に製造して，これらの筋タンパク崩壊疾

患に試用することにも多くの期待が持たれる．ま

たシスタナンは，CANPとの分別阻害剤としても

活用できる．今回はシスタナンαの遺伝子を化学

合成し，大腸菌で大量生産することに成功して，

細胞培養系でこれによるリソゾーム内カテプシン

の阻害ができることを明らかにしたので報告する．

実験方法

1．遺伝子の構築

すでに決定されているシスタナンαのアミノ

酸配列2）に基づき，大腸菌のCOdonusage3）に従っ

て19個のオリゴヌクレオチド断片を構築した．5′

及び3′末端にはそれぞれEcoRIおよびBamHI

による認識部位を付加した（図1）．

2．オリゴヌクレオチドの化学合成

19個のオリゴヌクレオチドはDNA合成機

（Microsyn1450A）を用い，7オスホラミタイト

法4）・5）によって合成した．合成産物を国相より分

艶したのち，ポリアクリルアミドゲル電気泳動を

行なって精製した．ゲル上のバンドをUVで検出

し，切り出したのち溶出し，さらにエタノール沈

殿によって合成産物を取得した．

3．遺伝子断片のアセンブリーと化学合成した遺

伝子のクローニング

図2に示したようにアセンブリーを行なった．

まず断片1，2，11，12および13を混合し，りん

酸化した．アニーリングしたのち，連結して二本

－41－



1

鵬tl印ProGlylhrThrGlyIl■hlGly
H O P G T T　（；Ⅰ†　G

uTTCITGGICCt：GGGTICTICTGGTITC（；TTGGT

3

nGlt川■111■l叩LH－tl
E　†l p l Y

GGllGTTGCTGIClllGTTl

GHCCTGGGCCC▲TPTG▲cc…GCuC当呈▲CmmCmG▲TTT千ccGHG川GCCTTT▲G‡；ccTTCuCMCTGTT†＝

tTGC▲GTCGACCT‡；TmTmTTGCTTTTIT▲TGCTTTTT▲▲6－TTCi圭C▲▲C一丁▲TGTTT▲当TCC▲▲C▲比uCC▲GTC‡会GG▲C▲▲GT▲mTu

甲GC▲▲…TTGCuGC壬‡▲GG▲CGTGTACTTTC▲l…C…cc▲G…G当…CTGCTGCTGMCTTT†CG▲CCTG▲TGGTCTM‡；GTTTTG▲TTT

9

1川IspGluLeuThrl叩Pho
〝　D E L T D F

llCGICGMCTGICTGICTTCTIGG

TTGCTGCITTGACTGAC妄言AAGATCCCT▲G

図1Amino acid sequence andits synthetic gene of cystatinα

鎖断片Aを得た．断片Aはポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動およびDE－52カラムクロマトグラフ

ィーにより，精製，単馳した．他の二本鎖断片B，

CおよびDも同様の方法によって取得した．次に

断片AとBより断片ABを，断片CとDより断片

CDを同様にしてそれぞれ取得した．最後に断片

ABとCDを連結してシスタナンαの全遺伝子

を得た．かくして得られた遺伝子をフェノール／ク

ロロホルムで抽出したのち，エタノール沈殿によ

って単柾した．

クローニングの手順も図2に示した．合成した

シスタテンαの遺伝子をプラスミドpBR322の

EcoRI－BamHI部位に連結したのち，大腸菌

MClO61株に導入した．アンビシリン耐性の形質

転換株を選択し，さらにラベルしたオリゴマー1

および20（図1）をプローブとしたコロニーハイ

プリタイゼーション法でスクリーニングを行なっ

た．ハイプリグイゼーション陽性の8個の形質転

換株のうち5個が，シスタナンαの遺伝子を保有

していることが分った．クローニングした遺伝子

の塩基配列は，マキサム・ギルバート法によって

確認した．

4．シスタチンα遺伝子の大腸菌での発現

図3に示すように大腸菌での発現用プラスミド

を作成した．まず，クローニングしたプラスミド

pTPI－010のEcoRI－BanHI断片を含むEcoRト

HindIII断片を切り出し，大腸菌のtacプロモータ

ー支配の発現プラスミドpKK223－36）のEcoRI－

HindIII断片に連結した．次にこれを大腸菌

MClO61株に導入し，3と同様の方法により形質

転換株を得た．それらのうちのひとつE204株を以

後の培養に用いた．

5．大腸菌組換え株（E204）の培養

E204株をLプロス（トリブトン1％，酵母エキ

ス＜Difco＞0．5％，塩化ナトリウム1％，アンビ

シリン30／Jg／ml）を培地として，37℃で16時間，振

とう培養を行なった．培養終了後，10，000×g，30

分間の遠心分社により集菌し，シスタテンαの精

製に供した．

6．大腸菌組換え株菌体よりシスタテンαの

精製と単離

まず菌体を凍結融解し，25mMのトリス・塩酸

バッファー（pH7．5）で抽出した．次に10，000

rpm，15分間の遠心分離により遠心上清を得て，こ
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図2　ConstruCtion of a plasmid containing the synthetic gene

れを濃縮したのち，0．15M塩化ナトリウムを含む

同バッファーで平衝化したセ7アデックスG－50

で精製した．シスタテンαを含む画分を集めて濃

縮し，10mMのトリス・塩酸バッファー（pH8．0）

中で透析したのち，同バッファーで平衡化した

DE－52にチャージした．同バッファーで十分に洗

浄したのち，同バッファー中，0－0．2Mの塩化ナ

トリウムで濃度勾配溶出を行なった．シスタナン

αを含む画分を集めて濃縮し，保有した．
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図3　Plasmid construCtion for the expression of cystatin gene undertac promoter control

7．NIH3T3細胞へのシスタテンαのマイクロイ

ンジェクションとリソゾーム酵素に対する効

果

NIH3T3細胞を，6cmのペトリ皿中，10％牛血

清を含むダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）

で37℃，5％CO2雰囲気下で，コンフルエンス直前

まで培養した．培地を除去し，37℃に保温したシ

スタテンαの溶液（2．8mg／ml）1mlを添加して，

直ちにスクレイブ・ローディング7）を行なった．そ

の後，15％牛血清を含む2mlのDMEMを添加し，

同条件下で2日ないし3日培養した．コントロー

ル培養としては，シスタチン溶液の代わりに同量

のDMEMを添加してスクレイブを行ない，その

後，2mlのDMEM（15％牛血清）とE－64－d（最

終濃度20Jg／ml）を添加したものを用いた．培養終

了後，スクレイブにより細胞をペトリ皿よりはが

し，洗浄と遠心を3回くり返して細胞を集めた．

この細胞を0．5mlのPBSに懸濁し超音波で破砕

したのち，リソゾーム酵素の活性を測定した．

結果と考察

1．組換え型シスタチンαの精製とその性質

シスタテンαは，凍結融解とその後のバッファ

ー抽出という簡単な処理によって菌体より可溶化

できた．また，その後の精製においてもG－50のみ

で，かなり純度の高い標品を得ることができた．

これは，大腸菌のつくる蛋白質で分子量が10，000

前後のものが比較的少ないことに起因すると考え

られる．最終的に，DE－52カラムクロマトグラフィ

ーにより，SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳

動で単一バンドを示す標品を得ることができた．

この精製工程により，1gのwet cellより約2mg
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のシスタテンαを得た（H818株）．この精製標品

を，1％メルカプトエタノール存在下，6NHClで

110℃，24時間加水分解した後の，アミノ酸分析の

結果を表1に示した．すでに報告されている天然

型シスタナンαの分析値2）と良く一致した．さら

に，パノ，ヾインのBANA水解活性に対して天然型

と同程度の阻害活性を示した（データ省略）．以上

の結果，組換え型シスタナンは天然型と同じ性質

を持つことが分った．

2．シスタテンによるリソゾーム酵素の分解抑制

効果の予備検討

シスタテンαの新薬としての可能性を探るた

め，マウスNIH3T3培養細胞を用いてリソゾーム

酵素の分解抑制効果を調べた．表2に，スクレイ

表l Amino acid composition of cystatinα

Residues Recombinant Native●

慧
誌
P
r
。
慧
Ⅷ
M
e

t
鮎
k
。
麗
H
i
S
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A
G
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1

11．3（13）

6．7（7）

3．9（3）

13．8（14）

4．1（3）

9．4（9）

5．0（4）

8．7（11）

2．7（3）

2．9（3）

8．8（9）

2．9（3）

4．0（4）

1．3（1）

11．6（13）

3．3（3）

：Takio，K．et．al．，

B．B．R．C．，121（1），149－154，1984

表2　Lysosomal enzyme activities of2

days●culture

β－Hex　　βLGIc Cath．L

ControI

Cystatinα

EggWhite Cystatin

E－64－d（20Jg／ml）

9

　

2

　

6

　

0

3

　

8

　

5

　

4

1

　

1
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2

0

　

0

　

2

　

9

0

　

8

　

2

　

8
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2

　

3

　

2

0
　
6
　
4
　
5

3

　

1

　

9

　

7

1

　

2

　

1

Enzyme aCtivities were expressed as units／mg

protein．

プ・ローディングによりシスタナンを細胞内に導

入し，その後2日間培養したときの細胞破砕液中

のリソゾーム酵素活性を示した．リソゾーム内の

2つの糖水解酵素であるβ－へキソサミニダーゼ

（β－Hex）およびβ－グルキュロニダーゼ（β－GIc）

は，E－64－dによっていずれも分解が抑制された．

これは培養マクロファージ系での結果と一致し

た8）．卵白シスタナンは，β－HexについてはE－64

－dと同程度の，β－GIcについてはより強い分解抑

制効果を示した．また，シスタチンαは，β－Hex

については若干弱いものの，β－GIcについてはE－

64－dと同程度の分解抑制効果を示した．これらの

結果は，シスタテンが細胞内でE－64－dと同様な

作用をすることを示唆している．一方，カテプシ

ンLはマクロファージ系でE－64－Cにより，その

レベルが約5倍に上昇することが判明しているの

で8），本実験系でもそのレベルが上昇する可能性

は大きい．しかし，今回の予備実験では酵素免疫

法を用いたカテプシンLのレベルの定量は行なわ

ず，細胞破砕液中の活性を測定するにとどめた．

今後，同位元素または蛍光性化合物で標識した

シスタテンを用いて細胞内に取り込まれた分子数

を把握し，かつ細胞内での移行や局在を明らかに

したいと考えている．さらに，シスタテンのより

効率的な導入法として，シスタナンをマンノース

ー6－リン酸などのマーカーを結合させたリポソー

ムに封入し，これを細胞と接触させる方法を検討

する予定である．
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C一蛋白質を指標とした筋ジストロフィー症の解析

丸　山　工　作■

研究協力者　　大日方　　　昂●　　佐　野　一　裕＊　小　島

C－蛋白質はミオシンに結合して横紋筋の収縮

構造を支持する調節蛋白質として知られる．免疫

学的特徴から数種のアイソフォームの存在が知ら

れた1）・2）．そして，鶏骨格筋（特に胸筋）ではそれ

らの発現は筋の成長段階に依存的であり，かつ筋

ジストロフィー症の発症や筋の除神経に際しても

著しく変化することが既に示されてきた2ト5）．こ

のようにC一蛋白質は筋の成長段階や病変をみる

良い指標と言える．そして，この変化を免疫組織

化学的に可視化するための70ロープ（モノクロー

ン抗体）を作成したl）－2）．筋ジストロフィー症での

筋蛋白質の変化の特徴は，発症に伴ない発現され

る蛋白質のタイプが幼若筋のものに類似すること

である5ト9）．例えば，成熟した鶏胸筋では速筋型C

蛋白質のみが発現されているが，ジストロフィー

筋では，これに加えて，ヒヨコ筋に類似して遅筋

型C蛋白質の発現が誘起される5）．これらのこと

からすると，筋ジストロフィー症での変化は筋の

崩壊，再生過程で引き起こされる筋の幼君化である

とも言える．しかし，ジストロフィー筋で発現さ

れる蛋白質が幼君筋のものと同一であるかどうか

は，かならずLも明確ではない．我々は今迄，C－

蛋白質の変化を，各アイソフォームを特異的に認

識するモノクローン抗体を用いて明らかにしてき

た2ト5）．しかし，より詳細な解析のためには二次元

電気泳動による蛋白質の解析が必要である．そこ

で，本研究ではC一蛋白質を二次元電気泳動で解析

する系を確立し，それにより鶏ジストワフィー筋

のC－蛋白質を幼若筋のものと比較検討し，筋ジス

トロフィー症に特異的な変化を把握することを目

＊千葉大学理学部生物学科

的とした．

月ま　■
フJて

実験方法

C－蛋白質の解析のために，白色レグホンの種々

の横紋筋組織，または正常（NH412）および筋ジ

ストロフィー鶏（NH413）の種々の成長段階の胸

筋白色部を用いた．電気泳動用試料は，新鮮なこ

れら組織から蛋白質の分解をさけるため，8Mグ

アニジンHClで全蛋白質を抽出しそれを5M尿

素－lMチオ尿素液に透析して作成した10）．等電点

電気泳動は平林の方法（1981）10）に従い，支持体

はアガロースを用い，pH領域の異なる酸性，中

性，塩基性のゲル3層を重ねて行った（詳しくは

文献10を参照）．その後，二次元目をSDS－10％ア

クリルアミドゲル上に展開し，ニトロセルロース

膜に転写した後，C－蛋白質のスポットは3種の抗

C一蛋白質モノクローン抗体（McAb）（C－315，

ALD66，MF－1：それぞれ心筋，遅筋，速筋C一蛋

白質を認識する1）・2りを用いてイムノプロット法に

より同定した．即ち，ニトロセルロース膜は3％

ゼラチンーTBS液（0．6MNaClを含むトリス緩衝

液）でブロッキング後，McAbを反応させ，次に

ベルオキンダーゼ標識の抗マウスIgG抗体を反

応させ，ニッケル，コバルトの存在下でのDAB反

応により抗C一蛋白質McAbの結合したスポット

を同定した11）．

結　　　果

（1）成鶏横紋筋のC一蛋白質アイソフォームの二

次元電気泳動による解析

従来，C－蛋白質の二次元電気泳動は困雉とされ

ていたので，まずC－蛋白質に通した電気泳動条件
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を確立した．心筋，遅筋（前広背筋：ALD筋と略

す），速筋（後広背筋：PLD筋と略す，および胸筋）

からの抽出蛋白質を二次元電気泳動に展開し，ニ

トロセルロース睦に転写した後，心筋型，遅筋型，

速筋型C一蛋白質アイソフォームをそれぞれ特異

的に認識するモノクローン抗体，C－315，ALDL

tEF

H＋

馴・●・■r

OH

66，MF－1を作用させてC一蛋白質のスポットを

同定することができた．

図1に鶏胸筋の蛋白質の典型的な電気泳動パタ

ーンを示す．抗体（MF－1）によって同定された速

筋C一蛋白質を矢印でマークした．この手法によ

り，心筋型として1個のスポット（cc），速筋型と

山
口
く
d
－
S
凸
S

図1二次元電気泳動によるC一蛋白質の解析

親鶏胸筋の二次元電気泳動パターンと抗体
（MIL1）により同定されたC一蛋白質のスポ

ット．

MHC：ミオシン重鎮，FC：C一蛋白質．

A：アクチン，TM：トロポミオシン，

TNT：トロポニンT

H◆

lEF
OH‾

二∴・∴

関
蔓
感
普
ふ
還
遂

Pr）一・t．

u
O
＜
d
－
の
凸
の

図3　各C－蛋白質の分子量，PIの比較

心鼠　ALD筋．PLD筋の抽出蛋白質を混合

し，それを二次元に展開し，心筋型（cc），

速筋型（FC），遅筋型（SCl，SC2）アイソ

フォームを3稜のMcAb　で検出し．それら

の相互の位置関係を比較した．

－■・

三、．言駄IJ

図2　筋の種類によるC一蛋白質の違い

鶏心筋（Card），胸筋（Pect），前広背筋（ALD），後広背筋（PLD）からの抽出蛋白質を二次元に展開し1

C一蛋白質アイソフォーム：心筋型（cc），速筋型（FC），遅筋型（SCl，SC2）を3種のMcAbによ．）

識別した．矢印がC一蛋白質を示す．上段に蛋白質の染色パターン，下段にイムノブロットの結果を示す・
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C一蛋白質を指標とした筋ジストロフィー症の解析

して1個のスポット（FC），遅筋型として2個のス

ポット（SCl，SC2）が見出された（図2）．C

一蛋白質がスポットを作るpH領域はミオシンの

pIに近く，おおよそ中性付近であった．各C一蛋白

質アイソフォームは等電点と分子量により区別さ

れた．即ち，塩基性側から酸性側へFC，cc，SC

2，SClの順であり，分子量の大きさから言うと

cc，SCl，FC，SC2の順であった（図3）．成

鶏では心筋にcc，ALD筋にSCl，胸筋にFCの

みであるのに対して，興味あることに，PLD筋（速

筋）にはFCに加えて更にSCl，SC2が見出さ

れた（図2）．

各C－蛋白質アイソフォーム相互の関係を知る

ために，アルファキモトリプシンにより限定分解

しペプチドマップ法（Cleaveland法）により比較

したところ，SClとSC2の間では2個ほどのフ

ラグメントが異なるのみで，他はよく一致を示し

た．それに対してccとFCはSCl，SC2とは

大きく異なっていた．このことはSClとSC2

は同一遺伝子由来で選択的スプライシングなどに

より生じた産物である可能性を示唆する．

（2）筋成長に伴うC一蛋白質アイソフォームの発

現変化

既に，免疫組織化学的手法により，胸筋の発生，

Nor．

ヽ＊

1m

成長過程でC一蛋白質のタイプが大きく変化して

いくことが知られている．特に，ふ化直後には速

筋型および遅筋型C－蛋白質が発現され，成長につ

れ遅筋型が消失する．そこで，このような過程で

発現されるC一蛋白質の内容を2次元電気泳動に

より調べた．その結果，ヒヨコ胸筋にはFCとSC

lが存在し，成長に伴い後者が消失してFCのみ

になっていくことがわかった（図4）．一方，PLD

筋の場合には，ふ化直後は胸筋と同様FCとSC

lが存在するが，ふ化後の成長過程で新たにSC

2が発現され，3種のC－蛋白質が共存するように

なることがわかった（図5）．

（3）ジストロフィー筋のC－蛋白質

種々の成長段階の筋ジスト　ロフィ　ー鶏

（NH413）の胸筋，PLD筋，ALD筋のC一蛋白質

を同様の方法で解析した．胸筋では，ふ化直後に

存在したSClは1ケ月齢頃までに一旦消失する

が，筋ジストロフィー症の発症する2ケ月齢には

SClさらにSC2も出現してくるのが認められ

た（図4）．これらがSCl，SC2であることは

McAbの反応性，ALD筋，PLD筋内のC一蛋白質

（SCl，SC2）と二次元ゲル上での一致から確

認された．従来の免疫組織化学的研究はジストロ

フィー胸筋への遅筋型C一蛋白質の出現を見たに

増｝鹸

FC

Dys．

図4　鶏筋ジストロフィー症の発症に伴うC一蛋白質の変化

1ケ月（1m），2ケ月（2m），4ケ月（4m）齢の正常（上段）とジストロフィー鶏（下段）

胸筋のC一蛋白質．左端はヒヨコ胸筋（この時期にはジストロフィーおよび正常筋で差はない）．

＊はモノクローン抗体（MF－20）で検出したミオシンH鎖を示す．
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とどまったが，今回の二次元電気泳動による解析

は遅筋型C－蛋白質の中味を明確にした．その結

果，ジストロフィー胸筋は，C－蛋白質の発現に関

してはヒヨコ胸筋とは異なり，むしろPLD筋と

類似することが結論される．除神経胸筋でもSC

l，SC2の発現が引き起こされPLD筋型パター

ンとなった．鶏ジストロフィー筋は除神経筋と相

通ずるところがある．PLD筋とALD筋でのC－

蛋白質発現については正常（NH412），筋ジス鶏

（NH413）の間でほとんど差異は認められなかっ

た（図5）．以上をまとめると，筋ジストロフィー

症にともなうC一蛋白質の変化は，1）胸筋では顕著

に起こるがPLD筋やALD筋ではほとんど起こ

らず，また，2）胸筋での変化は幼君筋型への移行

ではなく，PLD型への移行を示すのである．

1m

SCl
、∴＿二二二二∵

FC

・∵二二二・

Dys．

Nor．

Sq
と‘蒜二

1m

増繭畔
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Dys・　－
SCl
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考　　　察

本研究では，筋ジストロフィー症の指標として

C－蛋白質の変化をとりあげた．その結果，鶏での

筋ジストロフィー症の発症時のC一蛋白質の変化

の実体が明確となった．従来，鶏ジストロフィー

筋は筋蛋白質のタイプからみて，幼若化した筋の

性質をもつことが，指摘されてきた5ト9）．しかし，

本研究で得られたC一蛋白質についての結果は，鶏

筋ジストロフィー症の発症が単純に筋の幼若化を

もたらすのではないことを示す．即ち，ジストロ

フィー鶏胸筋は，C－蛋白質についてヒヨコ胸筋と

同様の面（SClの発現）をもちつつ，一方，正常

胸筋では現れることのないPLD筋型のC－蛋白

質（SC2）の発現をも示した．ジストロフィー筋

では遺伝子発現の制御系に変化が生じていると思

In ALD

2m

柵

図5　正常および筋ジストロフィー鶏のPLD筋，ALD筋C一蛋白質の比較

ふ化後の成長過程で．PLD筋ではSC2の発現が起こっていくが，ALD　筋では

変化がみられない．いずれの筋でも，正常鶏（上段）および筋ジストロフィー鶏

（下段）の間で大きな違いは見られない．
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