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総　括　研　究　報　告



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

「微生物の二次代謝産物に由来する難病治療薬

の開発研究」が，昭和54年度に厚生省薬務局よ

り新薬開発研究として発足し，筋ジストロフィー

症に対する低分子酵素阻害物質の生化学的，薬理

学的，生理学的，病理学的研究ならびに臨床研究

において注目すべき多大の成果が得られ，昭和60

年度に7年間に亘る研究を終了した．

さて，厚生省薬務局経済課に医薬品先端技術振

興室が設置され，木江は昭和61年度から新課題

として研究期間5年の予定で発足した．新薬推進

会議の先生方のご好意により，本班の研究課題

「低分子酵素阻害物質による難病治療薬の開発研

究」がとりあげられ，梅沢浜夫先生が主任研究者

を引受けられた．本班は斯界の優れた研究者の協

力により研究を開始したが，不幸にも梅沢浜夫先

生が昭和61年12月　25　日にご逝去になった．

本法の研究を進めるにあたり，厚生省薬務局なら

びに新薬開発推進会議の先生方とご相談の結果，

私が本班の主任研究者を引受けることになった・

本研究を重要課題としてとりあげられた厚生省薬

務局ならびに本班に積極的に協力されている班員

各位に感謝する次第である．

本研究班は筋ジストロフィー症の治療薬開発を

目的とし，低分子酵素阻害物質（べスタチソなら

びにE－64誘導体など）の開発とその基礎研究，

前臨床研究ならびに臨床研究を行なう．

各分担研究者により施行された研究は次の通り

である．

1．E－64C　のプロテアーゼ以外の系に対する作

用

江橋班員は筋崩壊の撥作を明らかにするため，

チオール・プロティナーゼ阻害物質であるE－64C

のプロテアーゼ以外の反応系に対する作用につい

て研究した．

平滑筋の収縮調節に関与しているミオシン軽鎖

キナーゼ作用（以下M－作用と略称）と，ライオト

ニソ作用（収縮作用，以下L一作用と略称）を取り

上げた．E－64CはL一作用をM一作用より強く抑

制するが，既にこの事実はSH阻害剤で認められ

ている．それゆえ，E－64Cの誘導体を班員の協力

により合成し，M一作用，L－作用およびK－作用に

特異的な阻害剤の探索研究を施行中である・

2．ホルフェニシンの生体内動態

一蛍光HPLC高感度蛍光試薬の開発一

大倉班員はホルフェニシソのプレカラム蛍光誘

導体化HPLCによる薬物モニター法を設定する

目的で，その高感度な蛍光誘導体化試薬の開発研

究を行った．

ホルフェニシン分子のアルデヒド基と反応し，

蛍光性のベンゾイミダゾール誘導体を与える芳香

族アルデヒドの蛍光試薬1，2－ジアミノー4，5－ジメ

トッキシベンゼン（DOB）並びに今回新たに合成
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して得た1，2－ジアミノー4，5－エチレンジオキシベ

ンゼン（EDB）を蛍光試薬として選択し，それら

とホルフェニシンとの蛍光反応条件並びに　EDB

をプレカラム誘導体化試薬に用いるホルフユニシ

ソの逆相HPLCを検討した．

1．最適蛍光反応条件：用手法によって，

EDB，MDBおよびMDB　との反応条件（反応

時のpH，反応の温度と時間，各試薬濃度，最終

反応液のpHなど）を調べた結果，ホルフェニシ

ンは各3着の試薬．pH2の酸性水溶液中60℃

で15－30分間加熱することによっていずれも効

率よく蛍光物質に誘導され，生成した誘導体は

pH6”6．5の中性溶液でそれぞれ最も強い蛍光を

発することが分かった．中でもEDBによって生

じる蛍光強度はMDBのそれより1．3倍および

DDBのそれより1．6倍ほど高かった．

2．プレカラム蛍光HPLC：EDB　とホルフユ

ニシソとの反応蛍光生成物は逆相HPLCで分離

したとき単一の蛍光ピークを示し，それはEDB

と反応すると他の芳香族アルデヒド，α－ケト酸，

シァル酸などの蛍光ピークと容易に分離できた．

このHPLC　によるホルフェニシ∵／の検出限界

（S／N＝2）は85fmol（100FL HPLC注入量）で

あった．以上から，EDBはホルフエニシンに対

して高い感度と選択性を有しており，このHPLC

は充分ホルフェニシンの薬物モニターに利用でき

るものと考える．

3．蛋白分解酵素の役割とその阻害剤に関する研

究

藤井班員は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究明し，蛋白分解酵素に対

する合成阻害剤を用いて病態モデルの治療および

臨床効果を目的として研究を行った．

合成基質について，Trypsinに対するTos－

Lys－2－NE，Chymotrypsin　に対するAc－Tyr－

2－NEのそれぞれの測定限界濃度はIng／m仁およ

び5ng／mJであり，従来のアルキルェステルで

ある　TAME　およびATEE　よりそれぞれ200

倍および　30　倍高感度である．Trypsin　および

ChymotrypslnのZymogramについてITrypsln

では1本の活性帯が，Chymotrypsinでは3本の

活性帯が認められた．また合成基質としてPro－

Phe－Arg－2→NEはPlasmaKallikreinに特異性

を示し，従来特異的だと言われている　D－Pro－

Phe－Arg－PNAに比し約3倍，組織Kallikrein

に特異的だとされている　D－Val－Leu－Arg－PNA

に比L Pancreatic Kallikreinを用いた場合約8

倍高感度に測定できた．Urinary Kallikrein　の

Zymogram　で　pI3．8，3．9，4．0，4．2　および

4．3の6種の等電点の異なる活性帯が認められ

た・今後これらの手法を用いて筋ジストロフィー

症に関与していると思われる酵素について検討し

たい．

蛋白分解酵素に対し弛力な阻害活性を示す

FuT－175（6－Amidin0－2－naphthy1－4－guanidin0－

benzoatedimethane sulfanate）は血麓中の蛋白

分解酵素を阻害（CIF：2．1×10．7M，CIs：5．1×

10‾8M）し，補体溶血反応に対し独力に阻害（古

典的経路：6・9×10‾8M，第2経路：5．1×10‾7M）

する・補体が関与しているアレルギー反応である

Ⅱ型（フォルスソマショック（およびⅢ型（アルサ

ス反応）に著効を示した．以上の成績よりFuT－

175は補体の関与が考えられる疾患に対し有効性

が示唆されたので，筋ジストロフィー症の動物モ

デルおよび臨床効果について検討したい．

4．品ジストロフィー症における各種筋肉内アミ

ノぺプチダーゼ活性の変化とその意義

青柳班員は筋ジストロフィー症において，アミ

ノべプチターゼの役割の重要性を示唆してきた

が，さらに筋ジスマウスの前肢筋，後肢筋および

心筋についてプロテアーゼの動態を研究した．

以前に著者らが報告した筋ジストロフィー症患
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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

老血清中のアミノペプチダーゼ活性は羅病初期に

高く，進行にともない減少傾向にあることを認め

た．一方，エソドべプチダーゼ活性は初期にはむ

しろ低いが，病状の進行にともない増加する傾向

にあることを認めた．

患者血清中のアミノべプチダーゼ活性の動態は

躍病期間と逆相関である．また，エンドべプチダ

ーゼ活性は頂相関であることを明らかにした．さ

らにアミノべプチダーゼ阻害物質であるべスタチ

ソは筋肉内アミノべプチダーゼを強く阻害すると

ともに，長期間投与により生体内酵素網に規則性

をもった変動を与えることを明らかにした．本報

告では，さらに上記の知見を理解するため，筋ジ

スマウス筋肉内のプロテアーゼの動態を主成分分

析法により解析し，前肢筋と後肢筋ではアミノべ

プチダーゼが第1主成分と高い相関を示し，両者

における酵素網の変化が極めて類似していること

を認めた．一方，心筋はェソドべプチダーゼと高い

相関を示し，前2者と異なることを明らかにした．

5．CANP阻害剤の研究

大関班員は　CANP（Ca－aCtivated neutral

Chemical StruCtureS Of Selected Compounds

HO－ES一 0m（Z）－OBzl

H
＼
c c

NH－COOCH2

7H2
CH2

／CO－NH…：：0朝巧∋
HOOC／〉＼0／▼＼H

HO－ES－Glu（OBzr）－OBzI

HOOC O‾　　　H

二∴‥‥一三
CH2
J

CO－NHCHCO一

＼　　　　／

／CくつC＼

ocH2－◎

protease）の選択的な阻害剤を合成的に得ること

を目的とし，チオールプロテアーゼ特異的阻害剤

E－64およびその誘導体を合成し，CANPおよび

パパインに対する阻害活性を比較し，構造活性相

関について研究した．

数十種の誘導体の中からパパインに対し作用が

弱く，かつCANPに強い作用を示す教程の化合

物を得ることが出来た．中でも左図に示す　Orn

およびGlu誘導体は天然　E－64　よりも　CANP

に対する活性がかなり強く，本研究目的に適う有

力な化合物と考えられた・更に，これらの化合物

を詳細に検討しdrugdesignすることにより秀

れたCANP特異阻害剤を開発することが可能で

あると考えられる．

6．CANPの生物学的研究

川島班員はカルシウム依存性中性プロテアーゼ

（CANP）の生理的機能を明らかにするため，

CANPの組織内存在部位の検討を抗体による免

疫組織学的染色により研究した．

まず，ウサギ骨格筋から2種類の　CANP（〃－

CANPと　mCANP）を精製し，それぞれを抗原

としてモノクロナル抗体を作成した．mCANPを

抗原としたものからは15種類の，〃CANPを抗

原としたものからは30種類のモノクロナル抗体

が得られた．その多くは各CANPの80K　サブ

ユニットに特異的なものであったが，両　CANP

に共通に反応するクローンもあった．CANP　の

全体像を把捉するために後者の抗体を用い，ウサ

ギ各種臓器切片の抗体染色を行い，CANP　の組

織内存在部位を決定した．

抗体染色後の巨視的にみた臓器ごとの色調の強

さは，肺・脾・心・腎・精巣・脳・肝・骨格筋の

順となり，CANP　の含量を反映しているものと

考えられる．徽視的にみると，多くの器官で上皮

組織が強く反応した．例えは，全ての器官で血管

上皮が強く反応し，臓器特異的なものでも肺の肺
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胞，胆のうの粘膜上皮，精巣の筋様細胞，肝臓の

胆管，腎臓の糸球体・糸球体穿細胞・尿細管・集

合管・眼の角膜上皮などの上皮系組織が高濃度の

CANPの存在を示した．

これらの結果は，従来CANPの撥能として推

定されていたもの一細胞膜および細胞骨格タンパ

ク質の分解，タンパク質リン酸化酵素などの活性

化，ステロイドホルモンや成長因子などの受容体

の活性調節，生体膜の融合一と密接な関係がある．

7．CANP阻害剤の設計及び合成に関する研究

向山班員はCANP阻害剤の設計および合成に

関する研究を行った．

システイソプロテアーゼに対して特異的な阻害

作用をもつE－64－C（1）は，筋ジストロフィー症

治療薬としての有効性が著目されている．その構

造活性相関の検討から，活性の発現にはェポキシ

ド部分が必須であるが，アミノ酸残基として　L一

ロイシンが重安であることも示唆された．

一方，医薬品をはじめとする生理活性物質のフ

ッ素による化学修飾は，その強い電気陰性度，大

きなC－F結合エネルギー，脂溶性の増大などの

特異性の故に，最近極めて活発な展開をみせてい

る．そこで，有機フッ素化化合物の特異性とE－

0
日

H。。局N“

＊声。
Hが－C－COOH

t

H

＊笹
－C－CNH

l ll

H O

64関連化合物の構造活性相関に基づき，より有効

なシステイソプロテアーゼ阻害剤の開発を目的と

して，5，5，5－トリフルオロ∵ロイシン（2，以下トリ

フルオロロイシンと呼ぶ）を修飾基とする一連の

化合物の合成を行った．

3－トリフルオPメチルーr－プチロラクトンの光

学分割が，入手容易な　α－フユネチルアミンを用

いて行えることを兄い出し，さらに，トリフルオ

Pロイシン（2）の4つの可能な異性体への変換も

行うことができた．CD－スペクトル，Ⅹ線解析に

よって，絶対配置も決定し，さらに，ここで得ら

れた立体構造の明確な4範の2を修飾基として，1

の類縁物質の合成を試みた．まず，2のカルボン

酸部分をイソアルミアミドとした後，しトランス

エポキシコハク酸とのアミド化を行い，トリフル

オP EC－64－Cの4種の立体異性体（3）を合成

し，生理活性試験の試料を供給することが出来た．

8．CANPの遺伝子のクローニング

鈴木班員は筋ジストロフィー症（DMD）時の

CANP（カルシウム依存性中性プロテアーゼ）活

性の昂進の原因をさぐるとともに，活性制御の研

究を通じて，CANP　活性を特異的に阻害する試

薬の開発の基礎を築く目的で研究を行った．
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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

本年度はCANPの細胞内活性化機構の解析の

はか，特に内在性のCANPインヒビターの構造

解析を行った．即ち，ウサギ肝臓のインヒビター

に対応するCDNAのクローニングを行い，その

全アミノ酸配列を決定した．CANP　インヒビタ

ーは718個のアミノ酸からなるが，肝細胞で見出

されるインヒビターは上記の翻訳産物のN末端側

の79残基が欠けた639残基のものであった．こ

のアミノ酸配列は従来のプロテアーゼインヒビタ

ーの構造とは全く違っていたので，その阻害機構

も従来のものとは違う可能性がある．

このアミノ酸配列はアミノ酸約140残基を単位

とした繰返し構造が4個含まれていた．CANPイ

ンヒビターは以前から数分子のCANPを阻害す

ることが知られていたので，インヒビター1分子

中に数個の阻害部位があることが予想された．こ

の140残基からなる繰返し単位がCANPを阻害

する単位であることを示すため，大腸菌で各繰返

し単位を発現したところ，各繰返し単位が1分子

のCANPを阻害することが解った．

9．Lysosomal cysteine proteinaseinhibitor

と難病治療薬開発

勝沼班員は筋ジストロフィー症における筋変

性・壊死の進行において多段階に働くプロテアー

ゼの作用機構ならびにプロテアーゼ・インヒビタ

ーの役割について研究を行った．

低分子システイソインヒビターであるロイペプ

チソおよびE－64の各種誘導体の玩乙融和　およ

びわ2びわ0でのリソゾームシステイソプロテアー

ゼの活性阻害，各種薬効について報告してきた．

しかし，ジストロフィー筋でみられた筋細胞内カ

テプシソ群の上昇をこれらのインヒビターが抑制

するかどうかを調べたことはない．なぜなら浸潤

細胞のプロテアーゼ活性を含まずに測定せねばな

らないからである．

Chlorogine myopathyではE－64の投与によ

り上昇したカテプシソ活性は抑制されているの

で，投与量と投与方法を選べば有意義に阻害され

ると思われる．筋ジストロフィー症以外の難病治

療のためにシステイソプロテアーゼインヒビター

を応用できる可能性はあるが，筋ジストロフィー

における如く，基礎研究まず先行されるべきだと

感ずる．

10．筋ジストロフィー症の発症とトロポ二ンTの

アイソフォーム変化

丸山班員は筋構造蛋白質の変化を筋ジストロフ

ィー症の発症の指標にし，鶏とマウスの筋ジスト

ロフィー発症にともなうトロポニソT（以下TNT

と略称）の発現変化について研究した・

種々のTNTアイソフォームを，いずれも検出

できるモノクローン抗体（NT－302）を作成した．

鶏胸筋，または，、マウス大腿直筋の小片からの全

抽出蛋白質を一次元，および，二次元電気泳動に

展開した後，NT－302を用いたイムノブロットに

より，TNTのスポットを同定した．親の鶏正常

胸筋には，ほとんど1個だけのTNTスポットが

存在するのに対し，発症したジストロフィー鶏胸

筋の場合，30個以上ものTNT　アイソフォーム

のスポットが出現した．これらの中には，親の胸

筋，ヒヨコの胸筋，親の足筋のTNTスポットと

重複するものもあったが，ジストロフィー筋に特

徴的なスポットも存在した．一方，発症した筋ジ

ストロフィー（dy）マウスでも，正常マウスにみ

られない数個のTNTスポットが明確に認められ

た．TNT　の変化は筋ジストロフィー症の一つの

指標と言える．また，NT－302は，ほ乳頬の筋を

含め，種々の筋のTNTの変異体を検出するのに

きわめて有効であるので，本実験での手法は，筋

病変を蛋白質レベルでみる上で役立つと思われ

る．
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11．各種プロテアーゼ・インヒビター投与のmdx

マウス病態に与える影響について

辻班員は8種類の新しい酵素阻害物質の筋ジス

トロフィー症に対する疾病抑制効果について，疾

病モデル動物である　C57BL／10－mdxマウスおよ

びC57BL／6J－dy2Jマウスを用いて研究した．

生後約2カ月齢の　mdx　マウスならびにdy2J

マウスを1組3頭ずつに別け，各阻害物質を，1

日　0．4mgずつ背部皮下に6週間にわたって投与

し，その間の血清中PK活性の変化を追跡した．

また同時に投与終了後屠殺した各マウスの血清中

および骨格筋中のPK，CPK，LDH，GOT，GPT

などの疾病のマーカー酵素の活性変化を測定し，

各阻害物質の疾病進行に対する抑制効果を判定し

た・更に，投与終了後の各マウスの後肢筋を固定

染色し，光顕レベルの組織学的検索を行った．そ

の結果投与期間中の血清　PK　活性の変動では，

Actinonin，Diprotin－AならびにFormestin－A

が投与を続けるに従って活性を低下させたのに対

しPost－Pr0－Inh，Benadrostin，FuF－175では

次第に活性が増加した．またBactololinおよび

15－Deoxyspergualin　投与のマウスは投与期間中

に全て死亡した．投与終了後の血清中および骨格

筋中のマーカー酵素活性の変動スペクいレから，

Actinonin，Diprotin－A，Formestin－Aの投与

では血清中の酵素活性が低下し，骨格筋中の酵素

活性が上昇する傾向，即ち，疾病の進行が抑制さ

れる傾向が認められた．他の阻害剤では，はっき

りした改善傾向は認められなかった．一方，組織

学的な検索では，マーカー酵素の変化とほは一致

した傾向は認められたが，全ての阻害剤について

判然たる改善を示す像は得られなかった．このこ

とは恐らく投与開始が既に疾病の進行した時期で

あること，投与量がかならずLも適当でないかも

卿れないことなどが原因して，はっきりした結果

をもたらさなかったものと思われる．従って，前

記3阻害剤については条件の改善を行って再度実

験を行う必要があるものと考える．

12．実験的筋炎モデル動物の作成に関する研究

里吉班員は多発性筋炎（PM），皮膚筋炎の実験

モデル動物を作製し，低分子酵素阻害物質の薬効

について研究した．

本研究は．PM，DM　の実験モデル動物を作製

し，低分子酵素阻害物質による薬効を検討するの

が目的である．実験モデル動物作製のために，疾

患特異的な抗原物質を同定しようと試みた．

その方法として，PM，DM同様，筋に特異的

自己免疫疾患である重症筋無力症（MG）の患者

血清中に筋膜成分阻害性の抗体が，PM　や　DM

の血清より高値に出現している点に着目し，筋肉

抽出物に対するモノクローナル抗体を作製した．

この抗体産生ハイブリドーマライブラリーから，

MGにおいて，抗原となっている物質をスクリー

ニングし，3種の抗原認識モノクローナル抗体を

得た．この抗体に結合する抗原物質は，電気泳動

的に比較的高分子のタンパク質であり，筋組織の

間接蛍光抗体法では，横絞構造に特異的に存在す

るように思われた．

今後，さらに，これらのモノクローナル抗体の

認識する抗原物質を詳細に調べ，筋膜の障害活性

の有無，PMとの関連性について検討する予定で

ある．

13．E－64誘導体のグルタチオンS－トランスフェ

ラーゼ活性に及ぼす影響

北川班員はE－64誘導体のグルタチオンS－ト

ランスフェラーゼ活性に及ぼす影響について研究

した．

正常時の血簗中におけるグルタチオンS－トラ

ンスフェラーゼ（GST）活性は極めて低いが，薬

物誘発性の肝障害時には血渠GST活性が著しく

上昇することが知られている．最近，ラットにお
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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

いて高用量のE一朗連続投与により血中トランス

アミナーゼ活性が増加することが報告されてい

る・そこで今回，低分子酵素阻害物質の代表的化

合物であるE－64CとE－64dについてラットに各

々400mg／kg7日間連続投与したところ，E－64d

投与群においてのみ明らかな肝の障害を反映した

ものと示唆された・この時，血菜中のGST活性

についてもE－64d　投与群においてのみ活性の増

加がみられた・一方，肝サイトソール中のGST

活性に関しては，E－64d投与群において顕著な活

性の減少が認められた・そこで，E－64d投与群の

血梁中にみられたGST活性の増加は肝サイトソ

ールのGST活性の低下を反映したものか香かに

ついて検討した・ラット肝サイトソール由来の

GST1－2と3－4に対する抗体を用いてWest－

ern blot法による解析を行った．先ず，血菜を

GSHアフイニチイカラムにより前処理し，可溶

化後SDS－PAGEを行った．泳動後，ニトロセル

ロース膜に転写し，それぞれの抗体を用いてPAP

染色を行った．その結果，コン1トロールおよびE－

64C投与群の血菜には，ほとんど染色バンドがみ

られないが，E－64d投与群では明らかにGST1－

2および3－4に相当する位置に染色バンドが認

められた・このことは肝サイトソールのGSTが

肝の障害により血梁中に漏出したことによると示

唆される．

以上により，薫物誘発性肝障害を判定する手段

として，血菜中のGST活性さらにはそのWest－

ernblot法による解析は肝障害をより正確に判断

する上で有力な指標となる可能性が示唆された．

14，CANP阻書剤の一般薬理学的研究－スペク

トル解析法を用いた筋電図および神経活動の

定量的評価法一

福原班員はCANP阻害剤の一般薬理学的解析

としてスペクトル解析法を用いた筋電図および神

経活動の定量的評価法について研究した．

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な解析に基づいた呼吸

筋変性の進行と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，麻酔下のウサギから横隔膜自発性筋電図，な

らびに／または横隔神経の自発性発射活動を導出

し，その中に発現する約60”130Hzの高頻度同

期波に？いて定量解析を行って，ヒトへの応用可

能性について検討した．

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．非線形最小二乗法によって

推定されたそのピーク周波数とピーク面積は換気

レベルの変化に対し極めて鋭敏に変化した．

麻酔下自発呼吸下動物から同時導出された横隔

膜筋電図ならびに横隔神経発射活動の高頻度同期

波の周波数帯域成分（60－140Hz）において，横

隔神経高頻度同期波に1対1に対応した明瞭な周

期約10ms　の波を横隔膜筋電図中に見出すこと

が出来た．この杭隔神経高頻度同期波を同期信号

とした加算平均法によって確認された．

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ものと考

えられる．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CANP阻害剤の治療効果の非侵袋的な定量的

評価の一方法と一つの臨床的に応用され得る可能

性があるものと考える．

15・Ducllenne型筋ジストロフィー患者血清中

か7クチ二ン測定の試み

杉田班員はアクチンと結合する骨格筋のZ帯に

存在するα－アクチニソを筋崩壊の指標として，血

清中のα－アクチニソ測定に関する研究を行った．
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ヒト骨格筋より　α－アクチニソを精製し，家兎

に免疫して抗血清を得た．抗血清はアフイニティ

ーカラムを用いて抗α－アクチニソIgG　とした

後，架橋試薬meta－maleimido benzoyl－N－hy－

drosuccinimide ester（MBS）を用いてβ一galac－

tosidaseとのCOnjugateを作成した・このCOn－

jugateによりenzymeimmunOaSSayを行いα－

アクチニソ2ng／mJから2000mg／m仁にわたる

検量線を作り，DMD患者10名，正常対照群10

名の血清α－アクチニソを測定した・

この結果，DMDstageⅢの患者2名が正常対

照群（26．0±27．2ng／mわと比較して有意に高値

を示した．他のStageの患者では有意な増加はな

かった．なお，α－アクチニソレベルとCK値の

相関は，今回の検索の限りでは認められなかった．

これまでの報告では，DMD患者血清中のミオシ

ン軽鎖Ⅲを　RIAに測定したものがある，Stage

ⅡとⅢで高値を示しており，今回のわれわれの結

果に煩似している．

測定法の問題点として，①測定下限が20ng／

mJであり，②200－2000ng／mJ　領域の検量線

の傾きが小さいために測定値がrough　である，

ということが挙げられる．特に②については抗体

のa侃nityに原因があるかも知れず，今後の課題

と考えられる．測定条件を整え，症例数の追加，

病像，CK値との相関等につき検討する予定であ

る．

16．血中骨格筋ミオシン軽鎖測定法の開発とその

臨床的効果

矢崎班員は血中骨格筋ミオシン軽鎖測定法の開

発とその臨床的意義について研究を行った．

筋肉疾患において，変性ないし障害された筋肉

細胞より血中に逸脱した蛋白を測定して生化学的

に診断する方法が，感度と特異性に優れているこ

とから臨床で広く用いられている．しかし従来よ

り指標とされている　CPK　を中心とした酵素は，

細胞質中に可溶性蛋白として存在するために，細

胞膜の透過性克進のみにより細胞中に逸脱して血

中に流出することから，筋肉組織障害を検出する

感度は高いが，筋細胞の構造崩壊過程を直接反映

する指標とはならない．一方，細胞構築を構成す

る構造蛋白が筋障害時に血中に流出し，これを測

定できれば，その血中濃度の変動が障害部筋組織

の崩壊と治癒過程と直接反映する指標となり，筋

肉障害の病態把捉にきわめて有用である・また新

しく開発された治療法の定量的な評価にも役立つ

ものと期待される．

そこでわれわれは，筋細胞の主な構築で，収縮

の最小単位である筋原線経を構成する構造蛋白ミ

オシンに注目し，障害時に細胞外に逸脱しやすい

分子量の小さなサブユニットの軽鎖のラジオイム

ノアッセイ法を確立して，血中軽鎖測定の臨床的

意義を検討した．

マラソンなどの退散な運動により血中CPK値

が上昇することが知られているが，われわれは93

時間行軍訓練により，CPKばかりでなくミオシ

ン軽鎖値も有意に上昇し，しかもその高値がCPK

値が前値に戻った3日後にも持続することを示し

た．しかし最高値は筋肉変性疾患と比較して低値

であった．すなわち，退散な筋肉運動により筋細

胞は，ごく一部に限られるが壊死し，筋原線経が

崩壊される可能性がある．Duchenne型筋ジスト

ロフィー症では著しい血中軽鎖値の‡上昇を認め

た．CPK値とより相関がみられたが，筋細胞の

変性崩壊を直接反映する指標になりうるはかりで

なく，治療の評価判定にも有用と考えられた．

17．Duchemne型進行性筋ジストロフィー症の臨

床経過一日常生活動作能力（ADL）の経年推

移

宮武班員は　Duchenne型進行性筋ジストロフ

ィー症の臨床経過について，生活動作（ADL）の

経年推移について研究を行った．
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今回はADLを治療効果の判定に用いることが

可能か香かについて検討を行った．

1．材料と方法

対象は国立療養所新潟病院に入院あるいはディ

ケアー外来で観察しているDMD73例で，ADL

の変化を症例毎に観察した．また比較的初期から

ADLの観察を行ってある11症例を用い，ADL

70点までの値を非線形最小二乗法で処理し，

CurVe丘ttingを行った．

2．結果ならびに考察

DMDのADLは年長になるに従って徐々に低

下し10歳前後で50点を割った．個々の症例の

ADLの経過は症例により異り，ADLが50点を

越える点も8歳前後から15歳頃までと広がって

いた．比較的初期のステージから充分なADLの

資料がある11例では■70点までの値は指数関数曲

線y＝－0．91／（1＋e8Ⅹ＋b）＋0．95に回帰された．

全症例において70点以降40点前後までのADL

の値は70点までのポイントから得られた指数関

数曲線上に認められた．

ADL70点までのサンプリングポイントでそれ

以後のその後の症例が取るべき推計値を予測でき

ることを示した．ADLによる評価を治療効果の

判定に用いようとするならば，このような予想曲

線をまず出しておいて，実際の症例で，これがど

の様に修飾されているかを観る必要があると思わ

れた．

18．治療薬の効果判定法における問題点

石原班員は治療薬の効果判定法における問題点

について臨床の立場から研究を行った．

ESTの臨床投与が開始され約3年間を経過し

た・当初の予想通り筋力・ADL　などの改善を客

観的に示した例はないといってよい．しかし，依

然として　DMD　の進行を遅らせている可能性を

否定しさることはできない．われわれは，これま

での投与結果から障害度4度平均通過期間が，当

院平均より約6カ月の延長を見せたことから有効

の可能性があることを発表してきた．しかし，こ

の結果は他施設との比較が出来なかったことから

公式には評価を受けなかった．今後は批判にたえ

うる客観的な指標を選ばなければならないと考え

ている．

英・米では1980年代に入り治療効果判定法を

標準化しようという試みがなされてきた．両グル

ープ共，二重盲検試験の採用や自然歴を重視する

点で一致していた．英国では筋力を器械で測定し

筋力の推移を特に重視した．米国では筋力の低下

度の自然歴をMMT　より算定し，観測された患

者筋力の低下度と　power表により治療効果判定

に要する患者数が算出できるとしているのが大き

な特徴である．

EST　薬効判定上の問題点としてほ，多くを

ADL，ROM，機能テストに重点をおいてきたこ

とがあげられる．これらに関与する因子は多く判

定には困難がつきまとう．障害度については施設

間のばらつきが大きいという問題点があげられ

る．やはり，筋力測定に重点をおくべきであろう．

今後の方針としては，二重盲検試験の採用，患

者の障害度を揃え，特に歩行可能児のみにしぼっ

て試険を行い，できればpowerの概念にそう形

で試験投与をすべきであると考える．

19．ぺスタチンおよびホルフェ二シノール投与に

ついて

村上班員はべスタチソ長期投与の一例および

Duchenne PMDに対するホルフユニシノール投

与について研究を行った．

1．Pre－Clinical Duchenne PMDに対するべ

スタチソ投与の一例

私どもはべスタチソを1歳8カ月の患児に　44

カ月にわたって使用した一症例について以下に報

告する．べスタテンは60mg／day　より漸増して

1500mg／day（100mg／kg／day）に至り，現在は
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600mg／day（30mg／kg／day）を投与している．

CKはべスタチン投与後下降するが再び元に復す

るようである．立ち上がり時間は投与開始時には

5秒台であったが，現在では2”3秒台である．登

はん性起立は投与開始後4カ月位見られたが，そ

の後現在まで見られない．また日常生活動作を示

すバーテル指数は65点から90点まで増加した．

血液，血清生化学，尿検査では異常は見られず，

特別な副作用も見られなかった．この様な改善が

薬物の効果なのか，自然経過なのか現時点では明

らかでない．

2．Duchenne PMDに対するホルフェニシノ

ールの投与について

10歳以下の歩行可能なDuchennePMD7例

にホルフユニシノールを投与してその効果を検討

した．対象は年齢5”9歳でホルフユニシノール

の投与量は50”150mg／dayで投与期間は24週

から64遇であった．結果は立ち上がり時間は一

例を除いて増加の傾向にあった．CKなどの血清

酵素は投与後一時的に減少するが，その後，元に

復するものが多かった．一般血液，血清生化学，

尿検査にも異常は見られなかった．副作用も特に

認められなかった．効果については5歳の症例を

除いて，いずれも症状が進行していた・しかし，

効果の判定は投与量，使用期間などの検討，さら

には自然経過との比較等を行う必要がある．

20．ベスタテンの臨床使用経験について

三吉野班員はDuchenne musculardystrophy

（DMD）息児に対する薬効判定を行うにあたり，

息児の精神発達の程度に着目し，効果判定に閑し

精神発達と症状との関連性について研究した．

1）以前の報告をふまえ，今回べスタチソ服薬3

名，placebo群3名の臨床使用経験より得ら

れたデークーの一部を報告した．

2）今回を含めて，当院におけるベスタチソの短

期または長期服薬児において，明らかに進行

の予防し得た症例は見られなかった．

今回の臨床成績のまとめにおいて，べスタチソ

服薬の有無にかかわらず，効果判定の際に対象児

の精神発達の差の程度により，データ一に／ミラツ

キのみられる項目のあることを示唆した．このこ

とは今後より年少児の投薬効果判定の際にも参考

にすべきことと思われた．

21．Ducllenne型筋ジストロフィー症に対するぺ

スタテンの使用経験

福山班員は7歳以下の　Duchenne型筋ジスト

ロフィー症（DMP）に対するべスタチソの治療効

果について研究を行った．

今回は特に，3例については6カ月間投与して，

尿中　3－メチールヒスチジン／クレアチン比（3

MeH／Cr）に対する影響を1回採尿法で調べた・

また10例については，1年間ベスタチソまたは

プラセポを同量固定法でSingleblind法により投

与し，治療効果および副作用を検討した．

尿中3MeH／Cr　は3例とも全経過で1日蓄尿

時の正常範囲より高値を示していた．1歳5カ月

の例ではプラセボ投与期間中よりべスタチソ投与

期間中の方が低下する傾向にあり，6歳0カ月，

7歳6カ月の2例ではむしろ増加する傾向にあっ

た．尿中3MeH／Crは臨床評価，血清酵素値の

変動と共に変動する憤向にあった．今後外来にお

いて施行可能な簡易法として検討する価値がある

との印象をうけた．

1年間のSingle blind　法によるベスタチソの

効果は，臨床的にはプラセボ群の運動機能との差

は明確でなかった．血清CPK，アルドラーゼな

どの酵素値は，4歳以下のべスタチソ投与群にお

いて変動が著明な印象をうけた．しかし，必ずし

も低値を示すだけではなく，プラセボより高値を

示すこともあった．ベスタチソを投与した症例の

血清酵素値の変動が著明なことは，発育による運

動機能の狂待段階における小児の単なる個体差な
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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

のか，べスタチソの投与による影響なのかは不明

である．

22・Duchenne型進行性筋ジストロフィーに対す

るぺスタチンの効果－プラセポを対照薬とし

た群間比較試験一

木下班員は　Duchenne型進行性筋ジストロフ

ィーに対するべスタチソの効果をプラセボを対照

薬とした群間比較試験により研究した．

べスクチソが筋疾患の治療薬として有効なこと

は動物実験では確かめられているが，ヒトでは未

だ結論は得られていない．我々は以前から本剤の

治験を行ってきたが，最近の共同実験ではDuch－

enne　型筋ジストPフィーの若年患者に有効性を

示唆する成績が得られている．それに基づき今回

A群4歳以下，B群5－7歳の2群の　DuchennC

型患者についてそれぞれべスタチソ150mg／日，

300mg／日を連日投与し，各群のプラセポ群と比

較した．効果判定には階段昇降姿勢，同昇降時間，

20m直進走行時間，臥位より坐位までの時間，

各関節屈伸筋九　各腱反射，血清CPK，LDH，

GOT，GPT，クt／アチン，クレアチニソなどの

検査値を指標とし，4週間ごとに観察することと

し，今回は亜週までを集計した．参加は八雲，

西多賀，箱根，中部，鈴鹿，宇多野，刀根山，原，

徳島，西別府の各国立病院，国立精神神経センタ

ー，東邦，東京女子医，熊本，鹿児島の各大学計

15施設，症例はA実験群25，対照27，B実験群

35，同対照40の計127例であった．

9カ月後，A群の階段昇り姿勢，降り姿勢，同

昇り時間，降り時間，20m直進走行時問，座位

への時間，頸筋背屈，股関節屈曲，伸展などの筋，

脛反射など合計39項目中の11項目で実験群が

優ることが統計学的に確かめられた．一方，血清

CPK，LDHなどでは有意差は見られず，本剤が

筋ジストロフィー症の節線維破壊プロセスを防止

していることを示唆する成績は得られなかった

が，何らかの横序により筋機能の状態を改善して

いることが明らかとなった．本剤が筋ジストロフ

ィー治療薬剤たり得る可能性が示された成績と考

えられ，今後も検討を続行する必要があると判断

した．

以　上
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E－64Cのプロテアーゼ以外の系に対する作用

江　橋　節　郎＊

目　　　的

本研究班の基盤にある考えは，筋ジストロフィ

ーによる筋崩壊過程がCa依存中性プロテアーゼ

（CANP）によるものであり，これを阻止すること

により，その経過を遅らせ得るのではないかとい

うものである．この場合，勿論カテプシソの関与

は否定できないばかりでなく，カテプシソが主役

を果しているという考え方にもそれなりの根拠が

あると思われる．従って，筋ジストロフィーの筋

の崩壊の撥作を明らかにする為にはにCANPに

特異的な阻害剤の出現が望まれるところである．

残念ながらE－64Cは他の阻害剤に比べれば

CANP　に対する作用は強いが，しかしカテプシ

ソの方をより強く抑制するという現存の阻害剤の

一般的慣向を脱していない．

この様な目標に直結した研究は本班において強

力進められつつあるが，これと別個にプロテアー

ゼ以外の反応系に対する　E－64Cの作用を検討す

ることは，本問題を立体的に把握する為の一つの

手がかりとなると考えられる．

本研究には，平滑筋の収縮調節に関与している

とされるミオシン軽鎖キナーゼ作用（以下M作用

と略称）と，ライオトニソ作用（収縮作用，以下

L作用と略称）を取り上げた．その主な理由は，

MLCK　による燐酸化の部位は少なくとも筋肉の

＊岡崎国立共同研究機構．生理学研究所

場合，セリンとされている．また，SH基阻害剤

は多かれ少なかれMおよびL作用を抑制し，しか

しその抑制度に差があり，L作用がM作用と直線

的に関連しないことが明らかとなっている．NEM

はある条件下で，M作用をより強く押さえるが，

その他の阻害剤，例えばPCMS，DNTB，PI）S

等は，L作用をより強く押さえる傾向がある．従

って，チオール・プロテアーゼ抑制物質であるE－

64Cがこの両作用を抑制し，しかもその程度が両

者で異なっていることは充分予期できることであ

る．

実　験　結　果

図1，および2にみるように，E－64Cは牛胃お

よびニワトリ筋胃の155Kおよび130K　成分粗

標本MおよびL作用に対して，異なった抑制効果

を示す．その効果はいずれもL作用により強く，

また筋胃に対する効果は，牛胃に対するよりも弱

い．

考　　　察

E－64－Cは原則として，L作用をM作用より強

く抑えるが，これは既に多くのSH阻害剤で観察

されていることであり，それ自体としては新味は

なく，またその必要濃度は非常に高いので，実用

的価値は全くない．

しかし，本研究班において他の大関（花田）班
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貝および向山班員らにより，カテプシソとCANP

に対し，一方に著しく偏った抑制効果をもつもの

が既に2，3発見されており，本研究班全体の目
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なった．

これらの阻害剤をKおよびL作用に就いても検

討することは，E－64系阻害剤の開発に一つの示

唆を与えるものと思われる．
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ホルフェニシンの生体内動態

一蛍光HPLC用高感度蛍光試薬の開発－

大　倉　洋　甫＊

研究協力者　石田淳一，巣　文降，甲斐雅亮

用した．

は　じ　め　に

われわれは，高選択的かつ高感度な蛍光誘導体

化反応を利用した蛍光検出・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

筋肉中ロイペプチソl），ベスタチソ2，3），クーヒドP

キシべスタチソり），ホルフェニシノール5・6），ア

ソチパイン7）などの薬物モニター法を開発し，そ

れらの体内動態を検討してきた．本年度はプレカ

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するために，そのHPLC

用高感度蛍光試薬の開発研究を行った．

ホルフェニシンは分子構造のベンゼン核にアル

デヒド基を有しているので，芳香族アルデヒドの

蛍光試薬によって蛍光性の物質に誘導し得る．本

研究では，既に報告したべスタチソ2・8）および♪一

ヒドロキシべスタチソり）の薬物モニター法に利

用している1，2－ジアミノー4，5一ジメトシキシペソ

ゼソ（DDB）・モノ塩酸塩ならびに今回新たに合

成して得た1，2－ジアミノー4，5－エチレンジオキシ

ベンゼン（EDB）・ジ塩酸塩および1，2－ジアミノー

4，5－メチレンジオキシベンゼン（MDB）・ジ塩酸

塩を用い，まずホルフェニシンとの最適蛍光反応

条件を用手法により検討した（図1）．次に，ホル

フェニシンに対して最大の蛍光を与えたEDBを・

プレカラム誘導体化試薬として逆相HPLCに適

＊九州大学薬学部

実　験　方　法

1）使用機器

a）分光蛍光光度計

日立MPF－4型を使用，スリット幅は励起およ

び発光側ともに　5nm　に設定し，角型石英セル

（1×1cm）を使用．

b）クロマトグラフ

高速液体クロマトグラフには，東洋曹達803D

型サソプルインジェククー（100／〝ループ）を備

えたHPLC用ポンプ，12′JJ　フローセルを装備

した島津　RF－530　型蛍光検出器および理化電機

R－21型記録計を使用．

2）基準操作（用手法）

試料の水溶液100両Fに50mMリン酸塩緩衝

液（pH2．0）100FLlおよび3mM EDB，2mM

DDBまたは2mM MDBlOOFLlを加え，60℃

で加熱する．EDBの場合は30分間，MDBの

場合は15分間，DDBの場合は20分間反応さ

せる．反応後，EDBおよびDDBを用いた場合

はpH6．5の　0．2Mリン酸塩緩衝液を，MDB

を用いた場合は　pH6．0　の同緩衝液をそれぞれ

3．5mg加えて，蛍光を測定する．

3）ⅡPLC

試料は用手法と同様に蛍光反応を行い，反応後，

中性の緩衝液を加えず100／fJの反応液をクロマ

－19－
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図2　Excitation（a）and emission（b）spectraofthe丘nalreactionmiⅩture Of

forphenicine（10nmol／ml）withEDB，MDBor DDB．Portions（100pL）

Offorphenicine solution and water for the reagent blank were treated

asin therecommendedprocedure・Curves：aland bl，EDB；a2and b2，

MDB；a3and b3，DDB；a4and

and b5，reagent blank of MDB．

トグラフに直接注入する．逆相分配型のTSKgel

ODS－120T（粒径5FLm）を充填した分離用カラ

ム（150×4．6mmi．d．）を用い，アセトニトリル

と50mMリン酸塩緩衝液（pH6．5）の1：4混

液からなる溶離液を流速1．OmJ／minで流す．蛍

光検出は励起および発光波長をそれぞれ　350nm

および430nmに設定して行う．

b4，reagent blanks of EDBandDDB；a5

CH－COOH

結果及び考察

1）蛍光反応条件

ホルフェニシン標準液（10nmol／mJ）を基準

操作に従って反応したときに得られる蛍光の励起

および発光スペクトルを図2に示す．各蛍光試薬

との反応によって生じた蛍光のスペクトルは3着

とも類似しており，それらの励起および発光極大

波長はEDBおよびDDBではそれぞれ350nm

および430nmであり，MDBではそれぞれ355

－20－
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図4　Effects of reaction time and temperature on the nuorescence development from for－

phenicine．Portions（100FLL）oflOnmol／mlforphenicine solution were treated asin the

recommended procedure for various times at37，60andlOOOc．curves：al－a3，EDB；

bl－b3，MI）B；Cl－C3，DDB．Temperatures

nmおよび420nmであった．また，各極大波長

は最終反応液のpH（4～10）を変化させても著し

くシフトしなかった．

蛍光反応時のpHの影響を調べた．EDB，MDB

あるいはDDBとホルフェニシ∵／との蛍光反応は

：alTCl，60℃；a2－C2，37℃；a3－C3，100℃．

pH8以上のアルカリ性では進行せず，いずれも

pH2．0の酸性の緩衝液中で最大の蛍光強度を与

えた（図3）．pH2．0の緩衝液としてリン酸塩緩

衝液，酢酸ナトリウム・塩酸緩衝液およびBriton－

Robinson（リン酸塩，酢酸塩およびホウ酸塩から

－21－


