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キモトリプシン阻害糾合成と経口インスリン製剤への応用に関する研究

【序論]

生体は その生命維持の ため に多種多様な化学反応を行っ て い る ｡ それ らの大

部分 は酵素反応によ っ て進め られて い る ｡ 更に , ホ メオ ス タシ ス を保つ ために

そ れらの酵素反応を謝蔚する仕組み の 一

つ と して ､ 不活性なプレ酵素( z y m o g e n ト

活性化物質 (酵素) - 阻害剤又 は分解酵素, の系をうまく組み合わせ , 又 , それ

らを次々 に連鏡さ せ るな ど絶妙なコ ン ト ロ ー ル がなされて い る . そして , それ

らの バ ラ シス の破綻は生体に大小 の不都合､ 即 ち疾病をもたらす こ と が多い ｡

こ れ らの酵素の申に ､ 主に蛋白性の生体高分子 を加水分解するプロ テア ー ゼの

一

群がある ｡
1 ) それ らは エ ネル ギ ー

源 と して の食物を､ 吸収, 利用 で きる形に

分解す る消化酵素類､ 不必要とな っ た自らの生体成分あるい は外か ら侵入 した異

物を分解処理す るライ ソ ゾ
ー

ムプ ロ テ ア
ー

ゼ類や補体系酵素類, 最終的には フィ

プリン を生成する こ と により止血を完遂させ る血液凝固系及びそ れを溶解させる

線溶系酵素寮を始め , 高い 特異性を持ち限定分解により各種酵素の活性化を行う

多くの プ ロ テア ー ゼ等で あ る b

プ ロ テア ー ゼ はまた酵素活性の性格か ら次の よ うにも分寮される ｡
2 )

1 ) 活性中心 と して の セ リ ン( S e ㍗) が基質に よりア シ ル化を受け, それ が脱

アシ ル化され ､ 再び活性を回復する形を酵素反応の プロ セ ス とす るセ リン プ

ロ テ ア ー ゼ ( キ モ トリプシ ン , トリプシ ン , トロ ン ビン , カリク レイ ン 等)

2 ) 活性部位と して チ オ
ー

ル基 ( S H 嘉 , シ ス テイ ン残基) を持ち, 重金属で

阻害される シ ステ イ ン プ ロ テア ー ゼ
, 又 は , チオ

ー

ル プロ テ ア ー ゼ ( パパイ

ン , ブ ロ メ ライ ン 等)

3 ) 活性発現に Z n 等の 金属を必要とする金属プ ロ テ ア ー ゼ ( カルポ キシ ペ プ

チ ダ ー ゼ等)

4 ) 活性中心 にカ ルポ キ シル基をも ち ､ 至適 p H が酸性側にある酸性プロ テア
ー ゼ ( ペ プシ ン ,

カテ プシ ン D 等)

これ らの申で セ リン プ ロテ ア
ー

ゼは種類も多く , 純粋な酵素標品の待やす い 等



の理由もあり, 最も多くの 研究 が進め られて い る ｡ ヰ モ トリプシ ン ( E C 3 ｡ 4 ｡
'

2 1 . 1) もその中の
一

つ で あり , トリ プシ ノ ー ゲン と共に主に噂乳動物の麟臓にお

い て合成､ 貯蔵される前駆体キ モ トリプシ ノ
ー ゲ ン か ら,

/] 1 腸に お い て トリプシ

ン により活性化される消化酵素で ある o 1 966 年 H a r tl e y ら
3 )
に よ りア ミ ノ酸配

列の
一 次構造が決定され ､ その後徐々 に三 次構造も決定され るに至 っ た ｡

4 )
皮

応機構に つ い て も ､ 電荷リ レ
ー

説
s ) 等多く の研究 が積み重ね られて い る が, 近年

崎山
8 ) は次のようなプロ ト ン リ レ

ー 説を提唱 して い る ｡ 即ち , 活性中心 S e r

近傍に位置す るア ス パ ラ ギン酸( A s p ) 10 2 の カ ルポ キ シ ル基は,
ヒ ス チ ジン( H

i ら)57 の イ ミダゾ
ー

ル基の プ ロ トン を引き付 け, S e r 1 95 の水酸基 の H との間

にプ ロ トンリ レ ー 系を形成し ､
S e r の水酸基 を活性化す る ｡

一

方
”

疎水性ポ

ケ ッ ト
'' 7 )
に輔促される こ と により活性化された基質 の ペ ブタイ ド結合 ,

･ エ ステ

ル等の カ ルポ ニ ルは容易 に S e r の水酸基 との間 に四 面体構造中間体
■
を形成し,

更にア シ ル中間体 へ と進行す る ｡
.

a - 1 0 )
次に同じ プロ ト ン リ レ

ー

により , 同 じ

コ
ー ス をた どり脱アシ ル化 を起こ し元 に戻る(Fi g . 1) ｡
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＼
'
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R l

F i g . 1 廿e ch a n i s m o f h yd r o l y si s o f p e p t i d e b y c h y 皿O t r y P S i n b a s e d o n

``

p r o t o n r e l a y t h e o r y
''

( a c yl a t i o n s t e p , ど. S a k i y a m a
6 )
)

こ の ように酵素化学的性格に つ い て は最も 明らか にされ たもの の
一

つ に数え ら

れ るキ モ トリプシ ン で ある が, 生体内の類縁酵素の存在, 役割等に つ い て は , 同



じセ リン プ ロ テ ア ー ゼ で ある トリ プシ ン様酵素
米
に比寂し研究の歴史は浅い ｡

1 975 年 K a t u n u m a ら
1 1 )
汰 , 小腸粘膜より N

-

a c e t y トレ t y r o s i n e e t h y l e s t e r( A

T E E ) 水解活性を有 し, キモ トリプシン 阻害剤キ モ ス タテン
1 B )
に より阻審され

る , キ モ トリプシ ン様酵素
盤

を分離し結晶化 した ｡ S t a r k e y ら,

1 ユ ) G u t m a n n ら
1 4 ) 蛙ヒ ト牌臓からカ テ プシ ン G を, 又 ､ L ud w i g

l 占) は ヒ ト好中球中に塩基性プ

ロ テ ア ー ゼ を見出し ､ 基質特異性か ら, それ らが同 一

の キモ トリプシ ン様酵素で

ある こ とを示 し ､ そ の後 J u si c ら
1 6 )
はラ ッ ト肝臓 から中性の類縁酵素を精製し

た｡ 又 ,
S a n a d a ら

1 7 )
も骨格筋細胞よりキモ トリプシ ン穣酵素を見 出し､ ミオ シ

ン , ト ロ ポ ニ ン等筋収縮蛋白に対し高い 基質特異性を有する こ とを報告し ､ 茄ジ

ス トロ フィ ー

との関連性が検討されて い る . S c h i c k ら
,

1 8 )
v o od b u r y ら, 1 9 )

P a t r i c k ら2 0 ) は マ ス ト細胞申に存在する キモ トリプシ ン 様酵素 ch y m a s e が脱賓粒

作用を有す るこ とを報告 し､ I g E によ るア レ ル ギ ー

反応と の関連性に つ い て研

究 が進め られて い る ｡ 更に K i t a g a v a ら
2 1 )
は

,
ヒ ト多形核白血球及び単球にお

ける s u p e r o x i d e (0 2
‾

) の生成に, セ リ ン プロ テ ア ー ゼ が関与す る こ とを つ き と

め ､
こ の酵素がキモ トリプシ ン 様酵素であり , その 阻害剤によりこ の度広が抑御

され る こ とを報告して い る ｡

こ の ような生体内の酵素の役鞠の解明 には, それ らに対する特異的阻害剤を作

用させ , その変化を観察す る こ とは有力な手段 となる ｡ 又 , 酵素活性のバ ラ ン

ス の破綻により惹き起こ される疾病には , その 阻害 卿ま治療薬となり得る ｡ 即

ち岸臓内の トリプシ ン の活性化 により惹き起こ され る肺炎に, トリプシ ン 阻害剤

で ある メシル酸ガベ キセ - ト,
2 2 )
メ シル酸カ モ ス タ ッ ト,

2 2 )
メ シル酸ナ フ ァ

モ ス タ ッ ト､
2 3 )
ァ プ ロ チ ニ ン

加 )
等が医薬品 と して 使用 されるの は こ の例であ

る ｡

一

方キモ トリプシ ン 阻害剤の研究も､ トリプシ ン 阻害剤に比較し遅れて い る｡

キモ トリプシ ン は動植物界に広く分布 して おり , それ に対応して 天然のキ モ トリ

プシ ン 阻害剤も生体内に存在す る こ と が見出されて い る ｡
2 S )
E u Tli t z らによ っ

て ウシ勝腹中に見出さ れたアブ ロ チ ニ ン 比､ トリプシ ン様酵素及びキ モ トリ プシ

ン を阻害す る , 分子量約 6 , 50 0 の ペ プタイ ドで ある c 2 G ) 又 ー その他にもダイズ ､

リ マ マ メ , ジャ ガイモ 等にも存在が知られて い る が､
これらは い ずれも ペ ブタ イ

凍

トリプシ ン及びキ モ トリプシン と類似した低分子基質特異性をも つ プ D チ ア ー

ゼを
, 以後それぞれ ､ トリプシン 穣､ キ モ トリ プシ ン 様酵素と称する ｡



ド性の トリ プシ ン , キ モ トリプシ ン 阻害剤 (多価阻害剤) で ある ｡
2 5 ) '

u m e 2:a W a

らl l )
●

は末端にア ルデヒ ド基をも つ テ トラ ペ ブタイ ド様の キ モ トリプシ ン特異的

阻害剤.
キモ ス タ チン を , 放線菌培養破中から見 出した ｡ こ の化合物は ヘ ミア

セ タ ー

ルの形で 活性中心 と反応す るもの と考えられて い る B

キ モ トリプシ ン の酵素活性には, 活性中心 の S e r 1 95 , プ ロ トン リ レ - 系の

A s p lO 2 ､ H i s 5 7 ,
2 7 )
メチオ ニ ン( M e t ) 192 及び疎水務台ポケ ッ トが関

係して い るの で , こ れらの どこ か に反応するも の は , そ の酵素活性に影響を及ぼ

すもの と予想され , 従 っ て 阻害剤も それに応じ ,
d ii s o p r o p yl fl u o r o p h o s p b a t e

( D F P ) ,
B &

-

3 0 )
h a l o n e t h y l k e t o n e 寮( レ ト t o s yl a m i d o - 2 -

p h e n yl e t h yl c h ユo r o -

m e t h y l k e t o n e : T P C X e t c .) ,
2 1 ･ 3 1 , 3 2 )

p
-

n i t r o p h e n yl b r o m o a c e t yユ
ー

α
-

a 皿i r1 0 i s o b u t y r a t e ー
3 3 ) h a l o m e t h yl d i h y d r o c o u 皿 a r i rl , e n Ol l a c t o n e 類,

3

て
)

p o l y c y c l i c f u s e d a r o 7n a t i c r i n g s ､
3 5 )
d i p h e n y l c a r b a m y l c h l o r i d e

3 6 )
等が

知られて い る ｡

以上述べて きた既存の キモ トリプシ ン 阻害剤は , 高分子物質で あ っ たり, 広範

な酵素阻害 ス ペ ク トル を示 したり, ある い は ,
キ モ トリプシ ン 自身が疎水性ア ミ

ノ酸に対し親和性を有す る こ と か ら, ほ とん ど水に溶解させ る こ とが期待で きな

い物質で あ っ た ｡ I n v i t r o にお い て も , 又 , 静脈内投与等の i n v i v o の実験に

お い て も, こ れらの性質は実験に支障を生 じさ せ る こ と が多 い ｡ 筆者は先に述

べ たように ､ キ モ トリプシ ン様酵素の生体内で の役割の 検討及び疾病の治療 に用

い 得る阻害剤と して , 次の条件を日額にキ モ トリ プシ ン 阻害剤の合成を試み た D

l ) 低分子で ある こ と

2 ) 水溶性を有す る
∵

こ と

3 ) 特異性の高い こ と

4 ) 阻害活性の強い こ と

5 ) 毒性の低い こ と (他の作用を示さない こ と)

B e n d e r ら3
r 7 ) はキモ トリ プシ ン の基質につ い て の研究 か ら,

一

般に芳香族アミ

ノ酸の エ ス テル は対応する ア ミ ドよりアシ ル化反応が速く , 又 , 基質とな るアミ

ノ酸誘導体の ,
アシ ル ア ミ ノ基を欠く カルポ ン 酸から生 じたアシ ル化酵素は, 脱

ア シル化反応が遅 い こ と を示 した ｡ F uj i i ら
3 8 )
は , トリ プシ ン様酵素に つ い て同

様の成績を待て ､ トリプシン 阻害剤 4 -

c a r b o e t h o x y p h e n y 1 6
-

g u a n i d i n o c a p r o a t e

m e t h a n e s u l f o n a t e( メシ ル 酸ガ ベ キセ
- ト､ FO Y - 00 7) を合成した ｡ こ の化合物



は トリプシ ン の基質の脱ア シ ル アミ ノ 体を基本骨格とするも ので ある ｡ この研

究の過程にお い て 彼等は ,
カ ルポ ン酸のアリル エ ス テ ル はアル キル エ ス テル に比

較して 強い 阻害活性を示す こ と を見出した B

こ のような知見に基づき, 筆者蛙,
キモ トリプシ ン に親和性を示す芽香族ア ミ

ノ酸の脱ア ミ ノ体か ら,
フ ェ ニ ル エ ス テル及び その 関連化合物を合成し , 基質ア

ナ ロ グ型キ モ トリプシ ン 阻害剤を得る こ とを計画した ｡

本論文第 一 部におい て , 阻害剤の合成及びそ の 阻害作用 につ い て記述し , 第二

部に おい て は生体 へ の適用 に関する研究の
一

環と して , キ モ トリプシ ン 阻寄剤を

用い て 蛋白性医薬品 ､ 特にイ ン ス リン の経口投与製剤 へ の応用 に つ い て検討 した

結束を記述する ｡



3 9 , ヰ 0 )

第一部キモトリプシン阻害糾合成と阻害活性

キモ トリプシ ン の酵素反応は S e r 195 のア シ ル化及び脱ア シ ル化 の繰り返 し

で ある o

3 L 7 r 4 1 )
基質 と して の エ ス テル によ るア シ ル化 に関 して は,

H a r 七1 e y ら

4 B )
の酢酸 p

- ニ ト ロ フ ェ ニ ル に関する研究を始め多数の報告がある ｡ これら基

質のうち脱ア シル化速度の遅 い もの は ､ 基質アナ ロ グ型阻害剤とみ なす こ とがで

きる ｡ こ の型の化合物で は反応機構か ら考え, 同じa c yl c o m p o n e n t に つ い て は

ア ル コ
-

)i / の構造によ っ て ア シル化速度が決ま り , アシ ル化後は アシ ル基 の構造

に よ っ て脱ア シ ル化速度が決定される o キ モ トリプシ ン は疎水性カ ル ポン嘩に

対し親和性を有す る こ と か ら, 筆者の 目的とする水溶性エ ス テ ル型阻害剤は , 演

水性カルポ ン酸か らは期待 し難い もの と予想さ れ , ア ル コ
ー

ル側に水溶性置換基

を導入 せ ぎるを得な い と思 われた D そ こ で , 最初に キ モ トリプシ ン の 特異的基

質と なる ,
フ ェ ニ ルア ラ ニ ン ( P 九 e ) , チ ロ シ ン ( T y ㍗) 及び トリプ ト フ ァ ン

( T r y )類縁カ ルポ ン 酸の フ ェ ニ ル エ ステ ル の合成か ら始め , キ モ トリプシ ン 阻

寄宿性を指凄と して カ ル ポ ン酸を選択 し､ 次い で ア ル コ
ー

ル ( フ ェ ノ ー ル) の可

溶性僻鎖につ い て検討を進 めた ｡



第 一 茸 カル ポン磯無置換 フ ェ ニ ル エ ステ ル の 阻害活性

キ モ トリプシン に対する N -

a c et y ト レ p h e n y
L

l a l a n i n e a m i d e と その類縁体の反

応速度に関する研究か ら, アシ ルア ミ ノ基を欠くカル ポン 酸ア ミ ドの加水分解速

度は , 元 のア ミ ノ酸ア ミ ドより遅く , その程度は約1 / 1 , 0 00 であ るこ と が知られ

て おり , 又 , これらア ミ ノ酸の エ ス テ ル はア ミ ドよりアシル 化が速い ｡
3 7 )

ト

リプシ ン の アシル化 に つ い てi串, 同じ酸の エ ス テル に おい てア リル エ ス テ ルは ア

ル キ ル エ ス テ ルより反応が速い ｡
3 8 )
そ こ で P h ? , T y r ､ T r y の脱アミ

ノ体で ある フ ェ ニ ル プ ロ ピオ ン 酸, イ ン ド -

)i/ プ ロ ピオ ン 酸及びそれら と炭素鎖

の異なるカ ルポン 酸の フ ユ ニ ル エ ス テル を合成 し､ キモ トリプシ ン阻害活性を測

定した ｡ 又 , それ らの芳香環以外の r i n g s y s t e m を含む カルポ ン酸につ い ても

併せ て検討した｡

[ 実験銘果〕

カ ル ポン 酸と フ ェ ノ
ー

ルの縮合は Ch a r t l に示す ,
2 ? の方法を用 い た ｡ イ

ン ド -

ル等異項環を含む カル ポン 酸の反応には d i c y c l o h e x y l c a r b o d ii m i d e( D C

c ) を用い ( 以下 ,
D C C 法と喝す) , その他の炭素環式化合物の反応に は酸ク

ロ ラ イ ドを経由する方法 ( 以下 , 酸ク ロ ライ ド法) を用い た｡ なお､ 以下の各

章に お い て も ､ 特記 しな い 場合は同様で ある ｡

S O C 1 2

a ) R - X - C O O 出 氏 - Ⅹ
-

C O C l

H O 督

A : 昏 ,
E t O C O O 沓 , ○ -

一 8〔∋⊥

H O 督
b ) R

-

Ⅹ
- C O O H

D C C

氏 : 訂 駄許
fl

氏 - X - C O O 僧

Ch a r t 1

氏
-

X
-

C O O ･e3



キ モ トリプシ ン 阻害活性は , ”
-

a c e t y ト レ t y r o si n e e th yl e s t e r ( A T E E ) を

基質と して ,
H e s t r i n 法を改良し た R o b e r t s

ヰ 3 )
の方法 に従い 測定し , 用 い た酵素

の活性を5 0 % 阻害する 阻害都濃度 ( I C E . 値) と して 表 した ｡ なお ､ 以下の各

章にお い て も , 特記 しな い 場合は同様で ある ｡

1 ) フ ェ ニ ルア ラ ニ ン類藩体

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン類縁カ ルポ ン酸と して , 安息香酸 (直結型
半

) ,
フ ェ ニ ル酢

敬 (酢酸塑
*

) , 桂皮酸 ( ア クリル酸塑
*

) 及び フ ェ ニ ル プ ロ ピオ ン酸 ( プ ロ ピオ

ン酸型
*

) を選び, そ れぞれフ ェ ニ ル エ ステ ルを合成 し, a c yl c o m p o n e n t の ベ ン

ゼ ン環とカ ルポ ニ ル基を つ な ぐ炭素負の ,
キ モ トリプシ ン 阻害活性に及ぼす影響

を検討 した ｡ - こ れらの化 合物は いずれも キモ トリプシ ン に対 し 1 0
‾ ヰ
M 台の I

c 古 ｡ 値を示 し炭素負の長さは大 き な影響を与えな い もの と思わ れた(T a bl e 1) 也

2 ) チ ロ シ ン類海体

チ ロ シ ン 類縁カル ポン 酸と して ,
4 -

e t b o x y c a r b o x y p h e n y l 基を持っ カ ルポン 酸

を ､
フ ェ ニ ル エ ス テル に導き､ 更 に, C h a r t 2 に示すよう に ピロ リ ジン により保

護基をはず し､ 遊離水酸基を有する エ ス テルを合成 し ､ 同様に阻害活性に及ぼす

炭素鎖の影響等を検討 した D

E t

_

O C O O ⑳ x⊥c ｡ 0そき
守

日0 ⑳ Ⅹ - C O O 俊

C h a r t 2

凍
T a b l e l にお ける

一

般式 で ､
Ⅹ : - (単結合) の場合を直潜型,

Ⅹ .

I
- c H 2

-

の

寄合を酢酸型 ､ Ⅹ : - c H 2 C H 之
- の場合をプロ ピオ

.
ン酸塑 , Ⅹ い C H = C E -

の湯合をア クリル酸型 , Ⅹ :
- c H 2 C H 2 C H 2

-

の場合を酪酸型と称する ｡
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こ の系列 におい て は酢酸型(5) , (8) 以外の化合物に活性はみ られなか っ た ｡ 又 ,

水酸基の保護基の有無に か かわらず, 対応する先の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 類縁体に比

較 し活性は弱く､ 水酸基を ,
フ ユ ニ ルア ラ ニ ン 類縁体の壕合の 4 位置換基 とみな

せ ば ,
4 位 へ の酸素の 導入 は活性を弱め るも の と考えられ た(T a b l e 1) ｡

3 ) トT) プ トフ ア ン 素顔倦

芳香環と して イ ン ド -

ルを含む脂肪族カル ポ ン 酸を フ ェ ニ ル エ ス テ)i/ に導き,

先の潜果と比較した｡ 炭素鎖の影響につ い て は , 酢酸型(ll) が6 X I O
-

5
M の

I C E . 値を示 し ､ 又 , ア クリル酸型(12) は酢酸型 とほ ぼ同 じ活性を示 したが, ア

ルキ ル鏡の炭素数の増加 に従 っ て 活性の低下 がみ られた ｡ こ の 系列 の化合物に

お い て は , 先の フ ェ ニ ルア ラ ニ ン 系､ チ ロ シ ン 系に比較 し, より強 い 阻害剤を与

える可能性が示唆された(T a b l e 1) a

4 ) シ ク ロ ヘ キサ ン 誘導体

芳香環で はない が､ 疎水性環式化合物であ る シ ク ロ ヘ キ サ ン に つ い て も, 同様

にカ ルポ ン酸フ ェ ニ ル エ ス テル を合成し ､ キ モ トリプシ ン 阻害活性を謝定 した｡

直結型化合物で あるシ ク ロ ヘ キサ ン カ ルポ ン 酸エ ス テル(15) の I C 占 ｡ 値は 3 X

1 0
- 4
M を示 した他､

こ の 系列の化合物の フ ェ ニ ル エ ス テルも , 対応する安息香酸

等 ベ ン ゼ ン系化合物と同程度の 阻害活性がみ られた ｡ な おベ ン ゼン 系の場合と

やや異 なり, 炭素貞の介在は活性の低下 をもた らす僚向がみ られた(T a bl e 1) ｡

5 ) ニ コ チ ン 酸類轟体

塩基性を有する芳香環で ある ビリジン を含むカ ル ポン 酸に つ い て ､ フ ェ ニ ル エ

ステ ルを合成し, その活性 に つ い て検討 した ｡
ニ コ チ ン 酸類線体は い ずれも,

1 X I O
‾ 3
M におい て 5 0 % の阻害を示 さなか っ た(T a b l e 1) ｡

6 ) ナ フ タ レ ン誘導体

ナ ブ タ レ ン類縁カ ルポ ン 酸をフ ェ ニ ル エ ス テ ル に導き. 阻害活性を測定 した ｡

ナ ブ タ レ ン誘導体の 阻害活性はト置換体と2 一 置換体で 異な っ た結果を与えた｡

即 ち,
ト 置換体にお い て は､ 酢酸型(23) の I C s . 値は 4 × 1 0

- 6

M と無置換 フ ェ

ニ ル エ ス テ ルの申で は最も強 い 阻害活性を示 したが, プロ ピオ ン 酸型(25) 等, 他

の 型で は 1 0
‾ 4
M 台に と どま っ た ｡ 一

方､ 2 一 置換体にお い て は ､ 酢酸型(27)

1 0



( I C s . : 5 × 1 0
- S
M ) よりプ ロ ピオ ン 酸型(29) ( I C s o : 9 × 1 0

‾

6 M ) の方が

強 い 阻害を示 した ｡ 以上 の結果をまと めて T a b l e l に示 した ｡ なお､ 阻害活

性測定の標準と した T P C K
2 7 )
は 1 ×10

- 4
M

,
キ モ ス タチ ン 1 B ) は 1 × 10

- 7
M

の I C 占 ｡ 値を示 した ｡

[ 小満]

キ モ トリプシ ン に親和性を有する代表的なア ミノ酸,
P 九 e ,

T y r ､ T r y

の ア ミノ基を欠くカ ルポ ン酸を中心 に , それらの無置換フ ェ ニ ル エ ステル を合成

し , キ モ トリプシ ン の基質ア ナ ロ グ型 阻害剤の基本骨格を検索した｡

p h e
､
T y r 類縁の単環型化合物の エ ス テル は､ 強 い キモ トリ プシン 阻害活

性を示さなか っ たが,
T r y 教練のイ ン ド - ル誘導体からは強い 阻害剤が得られ

た他､ ナ フ タ レ ン誘導体か らも強 い 活性を有す る阻書剤が得られた ｡ 又 ,
シ ク

ロ ヘ キサ ン を含む化合物も ,
ベ ン ゼン環を含む化合物と同様に阻害活性を示 した

が､ 塩基性を有する ビリジン を含む カル ポン酸か ら得られ る エ ス テル に抹阻害活

性は認め られなか っ た ｡

環と エ ス テル を結ぶ炭素銀に つ い て は ,
ベ ン ゼン を含む化合物の場合は明らか

な憤向を示さなか っ たが､ シ ク ロ ヘ キサ ン を含む化合物の場合 には直冶型 , イン

ド -

ル及びナ ブタ レ ン のト誘導体の葛合は酢酸型 ､
2 一 誘導体で は プロ ピオン酸型

の化合物が最も強い キ モ トリプシ ン 阻害活性を示 した ｡

l l



第二 葦 ハ イ ドロ キ シ安息寄食誘導体 エ ス テル の 阻害活性

前章 に お い て トナ プ チ ル酢酸,
2 -

ナ プチ ル プ ロ ピオ ン 酸及 び イ ン ド
-

ル3
一

酢酸

のよう な鮪合環を有す る カ ル ポ ン 磯の フ ェ ニ ル エ ス テ ル に , T P C E に優る比較

的強い キ モ トリ プシ ン 阻害活性がみ られた が. そ れ らは い ずれも水 に難溶性で あ

っ た B 塩 と して水溶性を賦与す る こ とを 目的 と して ,
ハ イ ド ロ キ シ 安息香酸 の

カ ルポ キ シ ル基 を利用 し 2 価 の塩基を反応さ せ ､ 塩基性置換基を有す る フ ェ ニ ル

エ ステ ル (以 下塩基性 エ ス テ ル と称す る) を合成 した ｡ 又 , 遊離 の カ ル ポ キ シ

ル基を戎 した ､ 酸性エ ス テ ル に つ い て も検討 を加え た ｡ こ れ ら 2 種類の化 合物

の 阻害活性を , 先の 対応す る無置換 フ ユ ニ ル エ ス テ ル の 活性と比較す る こ と に よ

り , p b e n y l c o m p o n e n t の 4 位 置換基 の , キ モ トリプ シ ン 阻害活性 に及ぼす影響

を検討 する と とも に ､ よ り強 い 活性を有する化合物を目指 し , 他の 縮合環 を有す

るカ ル ポ ン 酸フ ェ ニ ル エ ス テ ル に つ い て も新た に検索を行 っ た ｡

勇
一 灘 I s o p r o p y l p i p e r a ヱi n e 誘導体

C h a r t 3 に示す経路 に よ り 4 -

e t h o 又y C a r b o 又y b e n z o i c a c i d と i s o p r o p y l pi p e r
-

a z i n e ( I ) か ら得られ る 4 一 置換j ェ ノ ー ル( Ⅱ) を用 い , 縮合環を有す る カ ル ポ ン

酸の置換 フ ェ ニ ル エ ス テ ル を合成 した ｡

〔
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[ 美浜滋果コ 1

1 ) ナ フ タ レ ン 誘導体

ナ フ タ レ ン ト誘導体の 申で は酢酸型の エ ステ ル(3 1) が最も強い 活性を示 し, そ

の I C E . 値は 5 × 1 0
- 7
M で あ っ た ｡ 又 直結型(30) の それは 5 X I O

‾ 占
M で あ

っ た ｡ 両 者は先の無置換 フ ェ ニ ル エ ス テル の 活性に比較して それぞれ 8 倍 ,
6

倍に活性が上昇した ｡ 即 ち ,
こ れ らフ ェ ニ ル エ ス テ ル の キ モ トリ プシ ン に対す

る反応性は ､ p h e n y l c o m p o n e n t の 4 位に置換基を導入 した こ と に よ り高 め られ る

も の と考えられ た ｡ こ れ に対し ア クリ ル酸型(3 2) ､ プ ロ ピオ ン 酸塑(33) に つ い

て はと も に 5 × 1 0
- ヰ
M に と どま り ､ 活性の上鼻 はみ られ なか っ た ｡

一 方 ､
2 一 置換体で は ､ プ ロ ピオ ン酸型(3 6) が 7 × 1 0

‾ 6
M の I C 占 0 値を示 し ,

最も強 い 阻害を示 した こ と は ､ 先の 無置換フ ェ ニ ル エ ス テ ル の場 合と同様で あ っ

た が, 4 位 へ の置換基導入 の影響は直結型を除きほ とん どみ られな か っ た(T a b l e

2) ｡

2 ) イ ン ド
- ル誘導体

酢酸型 化合物(3 8) の 阻害清健 は最も強く , そ の I C s o 値は 6 X I 0
- 6
M で あ っ

た ｡ 無置換 フ ェ ニ ル エ ス テ ル の活性 と比較す る と 1 0 倍の 活性増強がみ られ た ｡

ア クリ ル酸塑(3 9) も概ね同様の儀向を示 した ｡ な お , 直結型(37) に つ い て は

1 0
- 3
M におい て も 5 0 % の 阻害を示 さな か っ た ｡ 又 ､ プ ロ ピオ ン 酸型(40) I

酪酸型(41) へ と鎖を伸長す る と活性は低下 した(T a b l e 2) ｡

3 ) ベ ン ゾフ ラ ン 誘導体

ベ ン ゾ フ ラ ン 誘導体 に つ い て も酢酸型化合物(4 3) の 阻書活性が最も強く , その

I C 占 . 値は 9 X I O
- 6
M で あ っ た ｡ 又 ､ そ の 他の型 の化合物にらい て も イン ド

-

ル誘導体の場合とほ ぼ 同 じ結果が得られた(T a b l e 2) o

4 ) テ トラ リン 誘導体

テ トラ リ ン 骨格の 1 位 に 直接又 は 炭素鏡を介し結合 したカ ルポ ン 酸を
エ ス テ ル

に導き , 炭素負の , 阻害活性 に及ぼす影響を検討 した ｡ 直結型(4 5) ( F K
-

44 8)

の I C 古 . 値は 8 × 1 0
- 7
M と強 い 阻害活性を示 し , 以 下酢酸型(4 6) , プ ロ ピオ ン

酸型(47) へ と , 鎖の 伸長 に伴 い 活性は弱 ま っ た(T a b l e 2) . 第
一

章に お い て ､
シ

ク ロ ヘ キサ ン を母核とす る化合物群 に同 じ傾向 がみ られて お り ,
ベ ン ゼ ン

､ ナ フ

1 3
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タ レ ン 等の芳香環の場合との相異がみ られる ｡ しか し , テトラリ ン の場合には

脂環個を
〟

アル キル鎖
' '

とみ なせ ば, 直結型のテ トラ リ ン ト カルポ ン酸は
〟

フ ユ

ニ ル酢酸
〃

とみ なす こ ともで き､ 他の芳香環の場合と
一

致す る結果となり､ テ ト

ラリ ン カルポ ン酸エ ス テル の強い 活性は , 両方の寄与 に よる もの と考えられた ｡

5 ) イ ン ド - ル酔健誘導体

上述の ように , イ ン ド ー

ル酢酸の置換フ ェ ニ ル エ ス テ ル(38) に強い 阻害活性が

認め られたので , イ ン ド - ル骨格に匿換基を導入 し, 阻害活性に対する影響を検

討した(T a bl e 3) ｡ イ ン ド - ル 骨格の 2 位に メチル基を導入(4 8) する と , 無置換

体 (38) に此寂し阻害活性は 約10 借上鼻したが､ 更に 5 位にも置換基を導入 して

もそ れ以上著しい活性上鼻はみ られ なか っ た ｡ しか しながら,
5 位に のみ置換

基を有する化合物(5 5) ､ (5 6) は最も強い 阻蕃活性を示 し､ I C s . 値はそれぞれ 8

× 1 0
‾ 8
M

,
6 × 1 0

- 8
M で あ っ た ｡ こ の視点からみ る と 5 位の他に 2 位にも

置換基を導入する と活性は滅弱 したと考える こ とがで き る ｡

1 位の置換基に つ い て は,
メチル基の導入(52) 娃帝性に影響を与えなか っ たも

の と判断されたが, a e e t yl , c h l o r o b e n ヱO yユ等の N - ア シ ル体(5 3) I (54) は著 しく

繋い 活性を示 した o これ ら置換基の影響はー
い わゆる疎水性ポケ ッ トヘ のf i t

-

n e s s の相異に よるもの と考えられ, そ の立体構造を知る上で興味ある と こ ろであ

る ｡

6 ) その億の寮轟化合物

上述の イ ン ド
-

ル酢酸エ ス テ ル の他にもト ナ プ チ ル酢敢, テ トラリ ン1 -

カル ポ

ン酸の エ ス テル に強い 阻害活性が認め られたの で ,
より強い 阻害剤を求め ､ 類縁

カル ポン 酸の エ ス テ ル を合成 し, 阻害活性を比較 した(T a b l e 4) ｡ まず, テ トラ

リン の脂環例の大きさ に つ い て は , 6 農環で あるテ トラ リ ン カル ポン 酸エ ステル

(45) が最も活性が強く､ 以下 5 貞環(58) I 7 貞環(57) の順に低下 した ｡ な串5

貞環 (イ ン ダン) , 6 貞環 ( テ トラリ ン) とも 2
- カ ルポン 酸エ ス テ ル(5 9) , (60)

で は 1
-

カ ルポン 酸エ ス テル に比較して 活性は低下 した B

弱 い塩基性を有する ,
キ ノ リン カル ポン酸の エ ス テ ル(67) - (6 9) で は, I C s .

値がい ずれも 1 0
- ヰ
M 台の弱 い 活性を示 したにす ぎなか っ た ｡ この結果は ニ コ

チン 酸フ ェ ニ ル エ ス テ ル に つ い て の先の結果と
一

致するも の と考えられた ｡

イ ン デ ン3 一 酢酸の エ ス テ ル に閲し ､
5 - O C H 3 誘導体(82) は その置換基をもた

1 5
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T a b l e 4 C h y m o t r y p s i n i n h i b i t o r y a c t i v i t y o f 4
-

s u b s t i t u t e d

p h e n y l e s t e r s R C O O @ c
′

‾ ‾

ヽ

○ Ⅳ N C H
/
C H 3

〕 ＼
c H ユ

c o m p o u n d N o . R I C 5 . ( M )

( 4 5 )

( 5 7 )

( 5 8 )

( 5 9 )

( 6 0 )

( 6 1 )

( 6 2 )

( 6 3 )

( 6 4 )

( 6 5 )

( 6 6 )

( 6 7 )

( 6 8 )

( 6 9 )

∈わ
敬二)
駈J

紛
c H 2 ‾

c E ユ ○ ､

駈 J
c H 2

-

c 6
H 之 ‾

ex5
c E 2 ‾

駄打
c H 2

‾

町P5
c H 2 ‾

弧

野

∈嘘

8 × 1 0
- 7

2 × 1 0
- S

6 × 1 0
‾ 6

i X i 0
-

S

6 X i 0
- S

8 × 1 0
ー 6

1 × 1 0
- 6

3 × 1 0
‾

6

S
I

X i 0
- G

9 × 1 0
‾ T

3 × 1 0
‾ 6

3 × 1 0
-' ヰ

5 × 1 0
‾ 4

6 x i 0
- 4

1 7



な いイヒ食物(61) に比較 し活性の上昇 がみ られた ｡ そ こ で テ ト ラ リ ン ト カ ル ポ ン

酸 エ ス テル に つ い て , テ トラ リ ン環上 の置換基の , 阻事績性 に及ぼす影響を検討

したが ､ 得られ た化合物は い ずれも(4 5) と 同程度の活性を示 す に と どま っ た(T a
-

b l e s) ｡

なお 一 本節に おい て 得られ た化合物壮 大部分 , 塩 と して水 に溶解 した o

T a b l e 5 C b y m o t r y p s i n i n b i b i t o r y a c ti v i t y o f e s t e r s

o f t e t r a l i n - ト c a r b o x y l i c a c i d d e r i v a ti v e s

c .
_
｡ 沓 c o N= N C H(

C

_7 _
I

＼
c H ユ

R 瑠め

c o m p o u n d N o . R I C s o ( M )

(45)

(70)

(7 1)

(72)

(73)

4 - CI1 3

6 -

CrI 3

6 - C1

7 - Ⅳ0 2

8 X IO
- 7

8 ×1 0
-

7

6 ×1 0
-

7

8 × 10
- 7

ユX I O
‾ 6

1 8



第二滞 D i題e th yl a 迦i n o e 七h y .1 a 渇i n e 誘導体

C h a r t 4 に示 した経路により , m e t h y 1 4
- h y d r o x y b e n E O a t e と d i 7n e t h y l a m i n o

-

e t h yユa zni n e から導かれ る 4
一

置換 フ ェ ノ
ー

ル(班) を用 い , 第
一

節と同様に塩基性

フ ェ ニ ル エ ス テ ルを合成した ｡

/
c 呂3

H 2 N C ti 2 C t1 2 N

H o e C O O C H ユ

＼
c 凱

爪 /
C 日3

H O 沓 c o N H C H 2 C 日毛く
｡ H 3

( Ⅲ )

C h a rt 4

[実叔潜果]

主と して 第
一

節に お い て強 い 阻害活性を示 したエ ステ ル のカ ルポン酸を用 い ,

同様に塩基性フ ェ ニ ル エ ス テルを合成した(T a b l e 6) . 阻害活性の I C 占 0 低か

ら , 主な a c yl c oTRP O n e n t の ､ 活性 へ の寄与比 , 5 -

m e t h o 又y
- 2

-

n e t h yl
- 3 - i n d ol y ト

a c e t y l(78) ≧ ト n a ph t h y l a c e t y l(7 6) ≧ t e t r a li n
-

1
-

c a r b o n yl (75 ; F K
- 316) >

3 - i n d ol yl a c e t y l(7 7) > i n d a n e
-

ト c a r b o n y l(81) > 4
-

Tn e t h y l b e n z o y1 (79) >

b e n z o yユ(74) の傾で あ っ た ｡ 又 ､ こ れらの4 一 置換 フ ユ ニ ル エ ス テ ル の阻害活性

を , 第
一

章の無置換フ ェ ニ ル エ ステ ル と比較する と ､ 約10倍程度の上鼻が認めも

れた ｡ 第
一

節にお い て 用 い た塩基 i s o p r o p y l pi p e r a 去i n e ( Ⅰ) と本節におい て用

い た塩基 N ,”
- d i m e t h yl a mi n o e t h y l a n i n e は, 両 N 間の距離等比較的類似した構造

で あ る こ と から, 同程度の活性を与 えるも の と予想されたが, 大部分の化合物に

おい て活性は上昇した｡ なお , 本節にお い て 得られた化合物は , 塩と して水に

対し 10 % 以上 の溶解度を示 した o

1 9



T a b ユe 6 C h y 皿 O t r y P S i n i n h i b i t o r y

o f 4
-

s u b s t i t u t e d p h e n y l

R
-

C O O 沓 c o N H C H 2 C 日丑 Nく

a e t i v i t y

e s t e r s

C 日3

C H 3

c o m p o u n d N o . R I C s . ( ” )

( 7 4 )

( 7 5 )

( 7 8 )

( 7 7 )

( 7 8 )

( 7 9 )

( 8 0 )

( 8 1 )

( 8 2 )

昏 6 × 1 0
- 5

･

鍵_

e ke

C打3 0 -

芝野
c H 2

-

e K# c
c

H

”

3

2
‾

c F 3
一

瞥

c遁
‾

∈め

町道
‾

5 × 1 0
‾ T

4 X 1 0
-

7

8 × 1 0
- 6

4 × 1 0
‾ 7

1 X 1 0
- S

7 X 1 0
- 7

4 X 1 0
- 6

7 X 1 0
- 7

2 0



第三灘 適意カル ポ卑シ ル基を有す る化合物

第
一

､
二 節に お い て は p h e n yl c o m p o n e n t の ベ ン ゼ ン環の 4 位に 塩基健置換基

を導入 する こ と に より水溶性キ モ トリプシ ン 阻害期を得る こ とが出来 ､ 同時に阻

害活性の上鼻を認 めた こ とを述べ左｡ 本節に おい て は , カル ポン酸を4
-

カルポ

キシ フ ェ ニ ル エ ス テ ル に導き , 可溶化を計り , またそ の 阻害活性をこ れまでの箱

果と比較した ｡

C h a r t 5 に示すよう に ,
b e n z y 1 4

-

h y d r o 又yb e n z o a t e と カル ポン 酸, 又 は酸ク ロ

ライドを C h a r t l に従い 反応させた後, 接触還元 により保護基をはず し, 目的物

を待た ｡

H O ⑳ c ｡ O C H 2
- 督

氏 - C O O 【1

t 1 2 / P d
- C

氏 - C O O ⑳ C o o °

A -

C O O 督 c ｡ o c H 2 暦

Ch a r t 5

[ 実数話果]

テ トラリン カルポ ン酸及び 5
-

メ トキ シ2 -

メチルイ ン ド - ル酢酸の エ ス テ ル

(83) , (84) の 阻害活性の I C s o 値は , と も に 6 × 1 0
‾ s
M であ り､ 前節の塩基性

化合物(75) I (78) に比較し約 1 / 100 と ､ 著しく活性比低か っ た ｡ 4
-

メチ ル安息

香酸エ ス テ ル(85) で は 1 0
- 3
M にお い て も 50 % の阻害がみ られず､ 対応す る 塩

基性エ ステ ル(79) に比較し ､ 少なくと も 10 0 倍以上 の差がある もの と思われた

(T a b l e 7) ｡

2 1



T a b l e 了 C b y m o t r y p s i n i n h i bまt o r y a c ti v i t y

o f 4 -

c a r b o x y p b e n y ユ e s七e r s

R - C O O a
- C O O H

C o m p o u n d N o . R I C 5 .( M )

･83) e X3 6 ×1 0
- 5

(84)

c H 3 0

W
c

c

F

B

2

3

-

6 ×1 .
_ S

H

･8 5) C H 3 懲 -

, l o
l

a

2 2



[ 小満]

縮合環を持つ カルポ ン 酸を中心 に ､ 4 - ハ イ ドロ キ シ安息香酸誘導体を用 い エ ス

テルを合成した ｡

環と エ ステ ルを結ぶ炭素貞の ､ 阻害活性 へ の影響は, 第
一

章の無置換フ ェ ニ ル

エ ス テ ル の場合と同様の傾向がみ られた ｡ 又 . 塩基性を有す るキ ノ リ ン のカル

ポ ン酸か ら得られる エ ス テル には強い 活性はみ られなか っ た ｡

p h e n y l c o 叩 O n e n t の ベ ン ゼン 環の 4 位に塩基性置換基を有す る化合物 (塩基性

エ ス テ ル) は,
H C l 塩 と して水溶性で あ っ た｡

又 , それらの塩基性エ ステ ル は ､ 先の無置換フ ェ ニ ル エ ス テ ル と埠寂して強い

キ モ トリプシ ン 阻害活性を示 した ｡ 5 - メ トキ シ及 び5 - プ ロ ムイ ン ド
ー

ル酢酸の

4 一 置換 フ ェ ニ ル エ ス テ ル は最も強 い 活性を示 し, そ の I C 5 0 値は , それぞれ8 不

1 0
- 8

,
6 × 1 0

- 8
M で あ っ た｡

一

方, 4 位にカル ポキ シル基を持つ 酸性エ ス テル は, 無置換 フ ェ ニ ル エ ス テル

より弱 い活性を示 した ｡

2 3



第三茸 ハ イ ドロ キ ノ ン ヘ テ ロ ジ エ ス テル の 阻害活性

先の第
一

,
二 葦に お い て 合成 した化合物は い ずれも トリプシ ン に対す る 阻害活

性をほ とん ども たな い ､ キ モ トリプシ ン 特異的阻害剤と言え る もの で あ る ｡ ト

リプシ ン はキ モ トリ プシ ン と同 じ A s p
-

H i s
-

S e r の 電荷リ レ ー
5 )

, 又 は

プ ロ トン リ レ ー
6 '
に より S

■

e r がア シ ル 化さ れ る反応機構を と る が,
ア ル ギ ニ ン

( A r 貰) , リジ ン( L y s ) 等の塩基性ア ミ ノ酸 に親和性を有 し , 基質ア ナ ロ グ型

阻害荊と して 4
-

c a r b o e t h o E y p h e n y ユ 6
-

g tl a n i d i n o c a p r o a t e n e t h a n e s ul f o n a t e
ユ 8 )

(FO Y - 0 07 , メ シ ル酸ガ ベ キ セ
- ト) , ”,Ⅳ

-

d i m e t h y l c a r b a m o y l n e t h y 1 4
- (4 -

g u a n
-

i di r10 b e n z o yl o x y) p h e n y l a c e t a t e n e t h a n e s u l f o n a t e
4 4 )
(F O Y

- 3 05 , メ シ ル酸カ モ

ス タ ッ ト) ､ 6
1

a n i d i n o
- 2 -

n a p h t h y 1 4
-

g u a n i d i n o b e n z o a t e d i m e t h a n e s u l f o n a t e

4 S )
(FU ト17 5 , メ シ ル酸ナ フ ァ モ ス タ ッ ト) が知られて い る ｡ こ れ らの化 合物

のうち ,
メ シル 聴力 モ ス タ ッ トは水 に対す る溶解性 も優れて い る .

一

方 ､ 第二

章に述べ たよう に , p b e n y l c o 叩 O n e n t へ の塩基性置換基の 導入 は キ モ トリ プシ ン

阻害活性の上昇をもたらす こ と が明らか と な っ たの で , 上記 の塩 基性 トリプ シ ン

阻害剤の構造を生 か し ､
ハ イ ドロ キ ノ ン を用 い ､ キ モ ト リ プシ ン , トリプ シ ン 両

酵素に対す る 阻害活性 m o i e t y を結合さ せ , 両 酵素に対す る 阻害作用 を検討 した ｡

ch a r t 6 に嘉す経路 に より , 4
一

置換 フ ェ ノ
ー

ル ( V ) 及 び ( Ⅵ) を合成 し ､

c h a r t l の方法 に より カ ル ポ ン 酸と縮合さ せ ,
ジ エ ス テ ル を得た ｡

トリプシ ン 阻害活性は ､
N α -

p
- t o s y l

- L -

a r g i rli n e m e t h y l e s t e r ( T A M E ) を

基質と して , キ モ ト リプシ ン 阻害活性 と同様の方法 に よ り測定 した ｡

【美叔弟果]

1 ) キ モ トリプシ ン 阻害活性

ハ イ ドロ キ ノ ン エ ス テ ル と して得 られ た化合物を T a b l e 8 に示す ｡

これまで 述 べ て き た キ モ トリプ シ ン 阻害剤の 基本骨格は, 疎水性カ ル ポ ン 酸の

フ ェ ニ ル エ ス テル で あ る ｡

` `

グア ニ ジ ノ安息香酸の フ ェ ニ ル エ ス テル
' '

と み なす

こ との 出来る(8 6) に は, キ モ トリ プシ ン 阻害活性はみ られ な か っ た ｡ こ れ は ,

グア ニ ジ ノ基の塩基 性ー 親水性に よ るも の と考え られ る ｡
一

方(87) は ､ 先 の安

息香酸 フ ェ ニ ル(1) に 比較 し ,
1 00 倍以 上 の活性の 上昇 が見 られた が, 上記の 結果

を考慮す る と ,

L `

グア ニ ジ ノ 安息香酸フ ェ ニ ル
n

は , ア シ ル化剤 と して キ モ トリ

プシ ン に 直接阻害作用 を示すの で は なく , 安息香酸 フ ェ ニ ル (1) の , p b e n y 1

2 4



1 , 昏 c H 2 0 督 o 臼

u 2 / P d
- C

c I C O ⑳ G

R O @ o c o @ G

( Ⅴ )

2 , 昏 c 臼2 0 ⑳ o H

H
ヱ
/ p d -

C

H o e

G -

( C 臼ヱ) s C O C l

O C O ( C H 2 ) 5 G

( Ⅵ )

C h a r t 6

昏 c H 2 0 ⑳ o c o 督 G

( Ⅳ )

昏 c u 2 0 ' 昏 O C O ( C 臼 2 ) 与 G

/
N H 2

a : … C
も
N 甘

c o m p o n e n t の ベ ン ゼ ン 環の 4 位 置換基 と して , 活性増強効果をも たら したも の と

考えた方 が自然で あ ろう ｡ こ の こ と は(9 3) ､ (95) に比較し , (92) , (9 4) が い ず

れも 約10 0倍強 い 活性を示す こ と に よ っ て も裏付けられ たo 即 ち- p h e n yl c o m
-

p . n e n t の ベ ン ゼ ン 環上 の 4 位の 塩基性置換基は , 無置換の場合に比較し , . 活性の

上昇がみ られる と した第二 章の結果と
一

致し た ｡ 又 ､ 上記 の 関係は , g u a n i d ト

｡ ｡ b e ｡ z ｡ y l 基に つ い て の み で なく , g u a n i d i n o c a p r o y l 基を有す る (9 6)
- (98) に つ

い て も 同様で あ っ た ｡

2 5



T ab l e 8 I rlh i b i t o r y a c t i v i t i e s o f h y d r o q u i n o n e d i e s t e r s

･ a g a i n s t c h y m o t r y p s i rl a n d t r y p s i n

R l
- 0 @ O C O - R 之

C o m p o u n d N o ｡ R 1 R B

I n h i b i t o r y a c t i v i t y
,
IC s o(”)

Ch y m o t r y p s i n T r y p s i n

(86) H -

(87)

(8 8)

(8 9)

(90)

(91)

(92)

(93)

⑳ - c o -

昏 c 日2 C O -

0
-

c o
-

∈呼
cH 2C O -

C 鮎C O
-

叡∋
HO 沓 c甘= CH C O

-

H O 督

(94) Et OC OO

(95) E tO C OO

沓

@

C月= CfICO -

CIl = C壬iC O -

C H = CIIC O -

@ - G

恩 - a

俊 一 G

沓 G

@ G

沓 G

沓 G

懲

匂 -

a

恩

(9 6) H -
- (CH 2) s ･ G

(9 7) 昏 c o -
- (c H 2) 5 ･ G

･98, ∈柑
cF B C O
∴ (c 日2) s ･ G

> 1 0
- 3

6 X I O
- 7

5 ×1 0
- 6

7 ×1 0
- 6

4 X I O
- 6

7 ×1 0
‾ 丁

3 X 1 0
- 7

7 ×10
- 6

4 X IO
- ヰ

5 × 10
‾ 6

4 ×10
‾ 4

> 10
- 3

7 ×10
- 6

6 X I O
-

8

8 X I O
- a

7 X I O
- 8

9 ×1 0
- 8

8 X IO
- 8

9 X IO
- 8

> 10
- 3

3 X IO
- 7

> 10
- 3

8 ×10
‾ ヰ

3 ×10
‾ ヰ

7 × 10
- 7

8 × 10
- 5

G ; - N H C;N
”

B

E 2

2 6



2 ) ト T) プシ ン 阻害演健
･

トリプシ ン は A r g , L y s 等塩基性アミ ノ 酸に対す る親和性を有す る こ と か

ら, 基質ア ナ ロ グ型阻害剤と して F uj i i 等
3 8 )
に より 6

-

g u a n i d i n o c a p r o a t e 誘導

体が得 られた ｡ そ の中の
一

つ
､
メ シ ル酸ガペ キセ - トの トリプシ ン 阻害活性の

I C 5 0 値は 3 × 1 0
- 古
M で あ っ た ｡ そ の後 F u j i i 等

4 4 ' は､ より強 い 活性を有す

る化合物 p h e n y1 4
-

g u a n i d i n o b e n 2: O a t e 誘導体を合成 した ｡ こ の基本骨格を持つ

メ シ ル酸カ モ ス タ ッ トの I C 5 . 値比 9 × 1 0
- &
M で あ っ た｡ 今回合成した化合

物の うち(9 7) , (9 8) は前者の塑に属し , I C s . 値は, それぞ れ 3 × 1 0
‾ ヰ

,
8 ×

1 0
- 5
M と ､ メ シ ル酸ガ ベ キセ

- トの億と ほぼ 一 致 した(T a b l e 8) ｡ こ れ らの化

合物は い ずれも同 じg u a n i d i n o c a p r o yl t r y p s i n を生 じた こ と によ る も の と思わ れ

る ｡
一

方, (87) - (9 2) 等の化合物は6 × 1 0
- a - 9 不 1 0

‾ 8
M の I C 占 0 噂を示

し
､
メ シル 酸カ モ ス タ ッ トの I C s . 値 と

一 致 した o こ れ ら の化合物か ら共通 し

て 得られ る g u a n i d i n o b e n z o y l t r y p s i n は先の g u a n i d i r1 0 C a p r O yl t r y p s i n に此

較 し､ 脱ア シ ル化速度 が遅 い も の と推定され た( T a bl e 8) ｡

【J]ヽ括]

ハ イ ドロ キ ノ ン の 2 個の水酸基を利用 し,
一

方 に キモ トリプシ ン に対す る阻害

活性を有す る部分構造 , 他方に トリプシ ン を阻害する ,
グア ニ ジ ン を含む a c yl

c o 叩 O n e n t
′
s を導入 し た ｡

キ モ トリプシ ン 阻害潰性 に つ い て は , p b e n yl c o 岬 O n e n t の ベ ン ゼ ン 環の 4 位に

g u a n i d i n o b e n z o yl 基 を導入 し たこ と に よ り, 阻害活性は著 しく上昇 した ｡ A c yl

c o m p o n e n t と して の g u a n i di n o b e n ヱ O yl 基 は強 い 活性を与えな か っ た o

一

方 , トリプシ ン 阻害活性に つ い て は,
FO Y - 3 05 の基本骨格で ある グア ニ ジ ノ

安息香酸の エ ス テ ル は
一

様に強 い 阻害活性を示 した ｡

2 7



弟四葦 ア ミ ジ ノ ブ ェ ニ) y エ ス テル の 粗書活性

前章に おい て , 強塩基で あ る グア ニ ジン を , p b e n yl c o m p o n e n t の ベ ン ゼ ン 環の

4 位に導入 する こ と に よ り , キ モ トリプシ ン 阻害活性の 増強が認め られた ｡ グ

ア ニ ジ ノ安息香酸エ ス テ ル と並び､ 代表的な トリプシ ン 阻害剤 と して 知られ る ア

ミ ジノ フ ェ ニ ル エ ス テ ル
ヰ 6 )
も ,

a c y l c o m p o n e n t を選択す れ ば,
こ れ ま で述 べ て

きた4 -

置換フ ェ ニ ル エ ス テ ル と して ,
キ モ トリプシ ン 阻害活性をも期待す る こ と

が出来る もの と予想さ れ た ｡ 第二 章及び第三章 に述べ た方法に続き ､ 水溶性 フ

ェ ニ ル エ ス テ ル を得る 第三 の方法 と して ,
これ まで に用 い た代表的な カ ルポ ン 酸

に つ い て 4
-

a m i di n o p h e n o l･と の反応に より エ ス テ ル を合成 し ,
キ モ トリプシ ン ,

し

トリプシ ン 両酵素た対す る 阻害活性を測定 した ｡

[実数話果]

1 ) キ モ トリプシ ン 阻害活性

代表的なカ ル ポン 酸か ら得 られた ア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テ ル の キ モ トリ プシ ン

阻害活性を相互 に比較す る と ､
a c y l c o 叩? n e n t と して の活性

へ の寄与k L 第二 葦

におい て得られた結果 と 一 致 し た(T a b l e 9) ｡ 対応す る a c yl c o m p o n e n t に つ い

て無置換 フ ェ ニ ル エ えテ ル と此載する と , p h e n yl J C O m p O n e n t の ベ ン ゼ ン 環 4 位 へ

のア ミ ジ ノ基 の導入 は 1 0 - 30 倍の活性増強をもた ら した ｡ ア ミ ジ ノ基 の活性増

強効果lま , 第 二 葦に お い て用 い た 2
- N
,
N - d i m e t b y l a 皿i n o e t b y l a m i n o c a r b o n yl 基の

それと比較する と 同程度な い しやや強 い もの と思われ たが , 前章の グア ニ ジノ 基

と比較す る と そ の効果 は やや弱 い も の と思 われ た ｡ こ れら塩基の 中で は一 括性

部位で ある エ ス テ ル か らの庫離は , 本章に 述べ たア ミ ジノ基 が最も短く , 塩基 に

よる活性増強効果は単 に立体的な鹿故に よ る も の で は な い こ と がうか がわ れた ｡

2 ) トリプシ ン 阻害活性

今回合成し たア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テ ル は ,
い ずれ も トリ プシ ン に対 して も 阻

害活性を示 し た ｡ 第 三茸に 述べ た よう に , グア ニ ジ ノ安息香酸 フ ェ ニ ル エ ス テ

ル がほ ぼ 一

様に 1- 0
‾ &
M 台の I C 5 . 値を示 し たの と対頗 的に ､

こ の 系統の化 合物

の I C 5 . 値は,
9 X I O

- S
M (10 1) か ら 3 × 1 0

- &
M (10 3) ま で , さ まざまで あ 7

'

た ｡ こ の 型 の化 合物は , 逆性基質 と して
4 7 ‾ 5 0 )
本来の基 質で な い ､ 即ち ー 親和

性の低 い と思 われ る疎水性a c y l c o 叩 O n e n t に より トリプシ ン がア シ ル化 され る た

2 8



T a b l e 9 I ri h i b i t o r y a c t i v i t i e s o f 4
-

a m i d i n o p h e n y l

e s t e T S a g a i n s t c h y m o t r y p s i n a n d t r y p s i n

R - C O O 俊 一 c∈
2

I n h i b i 七o r y a c t i v i t y ′ I C s o ( ”)

C o m p o u n d N o .

C h y tn o t r y p s i n T r y p s i n

･ 9 g ,

”

:”)rc - 昏
･ 1 0 0 , 昏

(1 0 1 )

( 1 0 2 )

( 1 0 3 )

く1 0 4 )

( 1 0 5 )

○ -

∈町
c ”2

-

c ”3 0

顎Ⅱ
c

c

H

H

2

3

C H 2
-

∈嘘

∈め

C日2
-

2 X 1 0
- I

8 X I O
- a

8 × 1 0
- 6

2 × 1 0
- 6

2 × 1 0
- 1

4 X I O
一 丁

5 X I O
- 7

5 X I O
- A

4 × 1 0
- 6

9 X 1 0
- S

6 X 1 0
- 6

8 × 1 0
- 8

7 X I O
- 7

6.X I O
一 丁
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め ,
ア シ ル基の離脱が速 い こ と に よ るも の と考え られ る ｡ A c yl c o m p o n e n t の ト

リプシ ン 阻害活性 ヘ の寄与は ,
キモ トリ プシ ン 阻害の尊台 と全く

一

致 したわ けで

はな い が, キ モ トリプシ ン に対し , 最も強い 阻害活性を与え た a c yl c o m p o n e n t

で あ る 5
-

皿 e t h o 又y
-

2
-

n e t h y ト3
- i n d o l y l a c e t yl 比 ､ トリプシ ン に対 して も 最 も強

い 活性を与え , その エ ス テ ル の I C 5 0 値は 3 × 1 0
‾ 8
放 と ､ グア ニ ジノ安息香酸

フ ユ ニ ル エ ス テル に四散す るも の で あ っ た( T a b l e 9) ｡ 塩基を含まな い , 疎水

性の こ のア シ ル基が, どの よう な形で トリ プシ ン の 疎水性活性 si t e
5 1 )
と 安定な

ア シル 中間体を形成 して い る か興 味深 い と こ ろ で あ る ｡ 又 ,

一 般 に アミ ジノ フ

ユ ニ ル エ ス テ ルlま, トリ プシ ン と 同時に ト ロ ン ビ ン , プ ラ ス ミ ン 等 にも 阻害活性

を示す こ と が知られて お り, 抗血液凝固剤 と して の応用 に関する研究も ､ 進め ら

れて い る ｡
S B )

[ J] 1 瀬]
.

逆性基質型 トリ プシ ン 阻害期と して 知られ る ア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テル を合成

し
, 塩基 と して の ア ミ ジン の ､

キ モ トリプシ ン 阻害活性 へ の影響を検討 した ｡

ア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テ ル は, 先に得られた塩基 性エ ス テ ル と比較 し ､
エ ス テ

ル結合 から塩基まで の 康教法 短い が , グア ニ ジン を含む化合物 に準ずる強 い 活性

増強がみ られた ｡

一 方 ,
こ れ らの化合物は トリプシ ン に対 して も 阻害活性を示 し たが ､ そ の活性

の強さは a c y l c o Jn p O n e n t に よ っ て 大 きく異 な っ た ｡ 5
- H e t h o x y

- 2 一

皿 e t h y ト3
-

i n d o l y l a c e t a t e 比 , トリプシ ン に対 し , 通常の基質ア ナ ロ グ型阻害剤 に四散する

強い 阻害清性を示 した ｡

3 0



黄玉章 その他の化 合物の 阻害括健

第
一

節 ア ル キル エ ス テル

第 一 葦よ り筆者の進め て きた キモ トリプシ ン 阻害剤の合成は, トリプシ ン に対

す る基質アナ ロ グ型阻嘗剤に つ い て , カ ル ポ ン 酸 フ ェ ニ ル エ ステ ル の 阻専務性は

対応する ア ル キ)i, エ ス テ ル より強 い と い う F u ji i ら
3 & )
の 知見に従 い , 疎水性カ

ルポ ン 酸の a r y l e s t e r s に限 られて い た ｡ キモ トリ プシ ン に対する基質ア ナ ロ

グ型阻害剤の場合 に つ い て こ の仮定を確認す る 目的で , 対応する a c y l c o m p o n e n t

の ア ル キ ル エ ス テル を合成 し, その 阻害活性を ,
フ ェ ニ ル エ ス テル と比較 した ｡

なお ､ 縮合反応法 C h a r t l の 酸ク ロ ライ ド法に 従っ た ｡

【実故弟果]

1 ) 3 一

耳y d r o 又y P r O P yl e s t e r s

ト ナ プチ ル酢酸及 び ト ナ プ チ ル ア ク リル酸 か ら得られたアル キル エ ス テル(1 0 6

) ､ (10 7) は い ずれ も 1 0
- ユ
M に おい て 50 % の 阻書を示 さなか っ た ｡ 対応する

a c yl c o m p o n e n t を持 つ 無置換 フ ェ ニ ル エ ス テ ル(2 3) , (24) の I C 占 0 値は それぞれ

4 × 1 0
- 6

,
3 × 1 0

- 4
M で あ っ た こ とを考 える と ､ ア ル キ ル エ ス テ ル はフ ェ ニ

ル エ ス テル に比較 し著 しく活性の弱 い こ と が明 ら か とな っ た(T a b l e 10) ｡

2 ) 4 - 血i di n o c y c l o h e 又y l b e n ヱO a t e

安息香酸ア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テル(10 0) は , キ モ トリプシ ン に対 し ､
3 ×

1 0
- 5
M

, トリプシ ン に対 し , 4 × 1 0
- 6

M の I C s . 健を有する ｡ (10 0) の

p h e n yl c o n p o n e n t の ベ ン ゼ ン 環を還元 した形 の上記化合物(1 08) は , キ モ トリプ

シ ン に対 し ,
1 0

- 3
M に お い て 5 0 % 以上 の 阻書を示さ なか っ たのみ ならず, ト

リプシ ン に対する 阻害活性をも失 っ た(T a b l e 1 0) ｡

3 ) 4
一 血id i n o b e n ヱy l b e rl Z O a t e

上記(1 00) の p h e n yl c o n p o n e n t の ベ ン ゼ ン 環 と エ ス テ ル の間に メチ レ ン を介在

させ た a r a l k yl e s t e r (1 09) は , 1 0
- 3

M の 濃度に おい て ,
キモ ト T) プ シ ン に対

し50 % 以上 の 阻書を示 さ な か っ た ｡ 又 , トリ プシ ン に対する活性も失っ た(T a
-

b l e lO) ｡

3 1



T a b l e 1 0 I n h i b i t o r y a c t i v i t i e s o f a l k yl
'

e s 七e r s a g a i n s t c h y m o t r y p s i n a n d t r y p s i n

C o m p o u n d N o . S t r u c t u r e

I n h i b i t o r y a c t i v i t y a g a i n s t

C h y m o t r y p s i n T r y p si n

( 23)

(1 0 6)

(10 7)

(1 08)

(1 0 9)

(1 0 0)
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2 C O O @

CⅠi 2 C O O C fI 2 C甘之C H 20 fl

駁∋
C日= C 口C OO C H 2C fI 2 C H 2 0 rl

e 喧
昏 co o く)

･

りC
'

h
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2

昏 c o o c H 2 - ◎ - C
/

q:≡
2

昏 co o - ◎ - c;
N

”

:
a

4 ×1 0
‾ 6

> 10
- 3

> 1 0
- 3

> 1 0
- 3

> 1 0
‾ 3

> 10
- 3

> 1 0
- 3

> 10
- 3

> 10
‾ 3

> 10
- 3

3 x lO
- 5

4 X IO
- 6

Th e a c t i v i t y 甘a S e X P r e S S e d a s I C s o (A) .
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第二 灘 ビリジル エ ス テ)LJ

前章 におい て ､ p h e n y l c o m p o n e n t の
･ ベ ン ゼ ン 環 に直冶 して塩基 ,

ア ミ ジノ基 を

導入 して も , 無置換 フ ェ ニ ル エ ス テ ル に比較 し強い 阻害活性をもたらす こ とを述

べ た ｡ 先の各章 に述 べ た塩基性置換基の場合に 娃, 括性部位で あ る エ ス テ ル蘇

合から塩基まで の鹿融 が大 きく ,
これ らの塩 基と キ モ トリプシ ン が､ 何 らか の相

互作用を持つ とすれ ば ､ 立体的に どの ような形を と るの か 興味が持たれ る o 本

節に お い て は ､ 代表的な カ ル ポ ン 酸を ビリジ ル エ ス テル に導き ､ 塩基 と エ ステ ル

結合まで の鹿離を更 に短縮 した形と して ､ 又 ,
a r y l c o n p o n e n t 自体に塩基性を持

たせた寄合の キ モ トリ プシ ン 阻害活性 へ の影響を ､ 他の塩基性エ ス テ ル の場合と

比較 した ｡ なお ､ 各カ ル ポ ン 酸と 3
- h y d r o x y p y r i d i n e の 縮合は C h a r t l の フ

ェ ニ ル エ ス テル の 反応に 準 じて 行 っ た ｡

【実験弟果]

こ の 系統の化合物の 申で最も強い 活性を示 した , p y r id y l l
J
n a ph t h y l a c e t a t e

(1 11) ( I C s o : 4 ×10
- 7
M ) の場合はア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テ ル(1 04)

'

t 同 じ償

を示 したが ､ p y r i d y ユ t e t r a l i n
-

ト c a r b o x y l a t e (1 10) の
'

I C s o 億は 6 × 1 0
- 6
M

で あり ､ (45) ( I C E . : 8 ×10
- '

M ) 等 同 じ a c yl c o n p o n e n t を有す る他の 塩基

性 エ ス テル に比較 し活性 は弱 か っ た ｡ しか し
, 無置換フ ェ ニ ル エ ス テ ル(ll)

( I C E . : 6 X IO
- S
M ) , (2 3) ( I C s . : 4 ×10

- 6
M ) と比 較する と ､ 対応する

(11 2) ( I C 5 . : 7 × 10
- 6
M ) ､ (11 1) ( I C 5 0 : 4 X IO

‾ 7

M ) 蛙高 い 活性を示 し ､

全体と して 中性の エ ス テ ル に比較すれば , 活性は 強い も の と考えられ た(T a b l e

l l) ｡ ビリジ ン は ア ミ ジ ン , ピベ ラ ジン 等 に くら べ塩 基性自体も薄く , 相対的

に ビリジル エ ス テル の活性の 弱 か っ た理由 とも考えられる ｡ こ こ で は ,
ビリ ジ

ル エ ス テル も
"

塩基性 エ ス テ ル
' '

と して ､ 活性の増強 がみ られた こ とを評価す べ

きで あ ろう と考え た ｡ な お ,
こ れらの化合物は塩酸塩 と して水 に蒋解さ せ る こ

とは 出来なか っ た ｡
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T a b l e ll C h y n o t r y p s i n i n h i b i t o r y a c t i v i t y o f p y r
'

i d y l e s t e r s

R - C O O S

C o 7n P O u n d N o . R I C 5 .( M )

(1 10)

(1 11)

(1 12)

(1 13)

l

e め

∈娼
‾

∈呼
c”
2

‾

c ”
3
0

硯Ⅱ…
”

H

2

,

‾

H

6 ×10
- 6

4 X IO
- 7

7 × 10
- 6

9 ×10
- 7
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第三府 立体障害 に つ い て

A c y l c o m p o n e n t の ､ 阻寄宿性 へ の寄与 に関す る こ れまで の実験冶果 によ り , 2

環縮合型(t w o
-

ri n g s y s t e m) 化合物は単環型( o rl e -

r i n g s y s t e m) 化合物よ り活性が

強い こ と が見出さ れた ｡ イ ン ド - ル 酢酸誘導体 にお い て , 5 位 に n - B u ､ B r 等

b u l k y な置換基を導入 し て も , 活性の 低下は み られず､

〟

疎水性ポケ ッ ト
〃

は大

きなもの と考えられた ｡ し か し ながら､ キ モ トリ プシ ン 活性中心近傍の b u l k

t o l e r a n c e 5
3 )
に つ い て は ､ 未 だに明 らか にさ れて い ない B そ こ で 3 環縮合環

(t h r e e て i n g s y s t e m) を持 つ カ ルポ ン 酸の フ ユ ニ ル エ ス テ ル を合成 し , 疎水 性ポ

ケ ッ トの大 きさ に つ い て検討し た ｡ 又 , 活性エ ス テル部位近傍の置換基の , 立

体的な影響に つ い て も検討 を加えた ｡

[ 実験弟果】

T h r e e -

r i n g s y s t e n を持つ カ ル ポ ン 酸フ ェ ニ ル エ ス テル の阻害活性をT a b l e 12

に示す ｡ 酢酸型化合物(1 1 9) の I C 占 ｡ 値は 1 × 1 0
‾ 6
M で あ っ た o こ の 化合

物に近 い 構造の t v o
-

r i n g s y s t e m ( イ ン デン) の 酢酸型化合物(6 1) の I C 5 . 億は

8 x l 0
- 6

M で あり , 疎水性の 増加により活性 比む し ろ上昇する可能性も示唆さ

れた B し か し
､ (11 4) ､ (1 2 1) はそれぞれ構造の近い t v o

-

ri n g s y s t e n の 化合物

(58) ､ (3 0) に比較 して ､ 明 らか に活性は低 い 等, その他の化合物で は捻 じて 強い

活性を有す るも の はみ られな か っ た ｡ ポケ ッ トの大 きさ その もの は t h r e e
-

r i n g

s y s t e m も入 れ るも の と思 われ たが , 立体的に制約が増すも
'

0 と考えられ た o

次に ､ 安息香酸 エ ス テ ル に つ い て ､ カ ル ポ ニ ル に近い ､ 2 位にメ チ ル基を有す

る化合物(1 22) で は メチ ル 基を持たな い (1 00) と比較 し活性は低下 し , 更 に ､
6 位

に もメチ ル基を導入 し た(1 2 3) で は 1 × 1 0
‾ 3
M に お い て 5 0 % の 阻害を示 さなか

っ た( T a b l e 1 3) ｡

又 ､ p b e n yl c o m p o n e n t 偶の 置換基 に つ い て も立 体障害 がみ られ , (4 5) に比較 し ー

p b e n yl c o m p o n e n t の ベ ン ゼ ン 環 2 位に メ トキ シ基を導入(1 24) す る と , 活性は約

'1 / i 0 に低下 した ｡ 同様 に ､
4 - i s o p r o p y l p i p e r a zi n o c a r b o n yl 基を 2 位に持

つ (12 5) も上記(1 24) の活性と
一 致 した(T a b l e 1 4) ｡

3 5



T a b l e 12 C h y m o t r y p si n i n b i b i t o r y a c t i v i t y

o f e s t e r s w i t h t h r e e
-

r i n g s y s t e m

R C O ｡ 沓 c o N3 N C H
/
C H 3

＼
c H ユ

C o m p o u n d N o . R I C s o (那

(1 14) L 虹 + 1 Jj 6 x lO
‾ 4

(115) し少 _ 』
､ J > 10

‾ 3

(11 6) k J L W 2 ×lo
w 5

(l'1 7) し ≠ _ 此 Jd > 1 0
‾ 3

(11 8) F
,

肝 ¶ T > 1 0
- 3

H 王 -

(11 9) 1 X I O
- 6

(1 20) F m C H = C H - > 1 0
- 3

(1 21) F V Y
l

う > 10
‾ 3

3 6



T a b l e 1 3 I n h i b i t o r y a c t i v i t i e s o f 4
- a m i d i n o p h e n y l

b e r は O a t e S a g a i n s t c h y m o t r y p s i n a n d t r y p s i n

@
R

Rきo o
'

-e3
- c
,

= H
2

C o m p o un d N o . R
1

R B

I n h i b i t o r y a c t i v i t y
,
I C 5 0 ( ”)

C h y m o t r y p s i n T r y p s i n

( 1 0 0 ) 日 日 3 × 1 0
‾

S 4 × 1 0
‾ G

く1 2 ヱ) C t1 3 H 4 × 1 0
‾ ヰ

3 X I O
‾ 4

( 1 2 3 ) C H 3 C H
a > 1 0

- 3

> 1 0
‾ 3

T a b l e 1 4 C h y m o t r y p s i n i n h i b i t o r y a c t i v i t y

o f t e t r a l i n e a r b o x y l a t e s

oa
o

欝:≡
3

c o m p o un d N o . R I R 2 R 3 I C 5 0 ( ”)

( 4 5 )

( 1 2 4 )

( 1 2 5 )

( 1 2 6 )

O C H 3

8 × 1 0
一 丁

9 X I O
1 6

1 X 1 0
- S

6 X 1 0
- 6

A : - C O N

u

N C H
'

J
c

”

H;
〔
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第四頚 p h e n y ユ c o 叩 O rl e n 七の ベ ン ゼ ン 環上 の 中性置換基 の影響

Ph e n y l c o m p o n e n t の ベ ン ゼ ン環 へ の 塩基性置換基の導入 は 活性上昇を もた らす

こ と は既に述べ たが, 第 二 章 に示 したよう に酸性基は著 しく活性を減ずる ｡ こ

れらの対比 を明 ら か にす る ため に中性置換基を有す る エ ス テ ル を合成 し た ｡ な

お
,
フ ェ ノ

ー

ル と して は ､ 水溶性 トリ プシ ン 阻害剤メ シ ル 酸カ モ ス タ ッ トヰ 4 ) の

部分構造で ある N ,” - d i 皿e t h y l c a r b a m o y l m e t h y l (4
- h yd r o 又y) p h e rly l a c e t a t e

5 4 )
を

選 ん だ ｡

[ 実験讃果]

T e t r a li n - ト c a r b o j( y ユa t e (1 2 7) 及 び 5 -

m e t h o 且y
- 2 -

m e t h y ト3
- ユn d o ユy l a c e 七a t e

(128) の I C 5 0 値は それ ぞれ 7 × 1 0
- 6

,
4 × 1 0

-

6
M と

, 対応す る塩基性 エ ス

テ ル (4 5) ､ (5 1) に比較す る と約 1 / 1 0 の 活性で あ っ た ｡
一

方 , 酸性 エ ス テ

ル(83) , (84) に比較すれ ば 1 0 倍と , 丁度中間 に 位置する こ と が分か っ た ｡ 又 ,

こ れら の相対的な関係は , 塩基性エ ス テル及 び酸性 エ ス テ ル の活性を無置換 フ ェ

ニ ル エ ス テ ル と此較 した尊台 と ほぼ 同様と考え られ , p h e n yl c o m p o n e n t ベ ン ゼン

環上 の 中性置換基 は , 活性に 影響を与 えて い な い もの と推定さ れた(T a b l e 1 5) ｡

T a b l e 15 Cb y m o t r y p s i n i n hi b i t o r y a c ti v i t y o f n e u t r a l e s t e r s

C B 3

R - C O O 沓 cH B C O O C 8 2 C ONこ
C H 3

C o m p o u n d N o . R I C 占 . ( M )

(1 27) ∈証〕 7 ×1 .
_ 6

C 日ユ 0 ー _

(12 8)
C 日ユ

ー

C H 3

4 ×1 0
- 6

3 8



[ 小話〕

疎水性カル ポ ン 酸の 各種ア ル キル エ ス テ ル を合成 し , 先の各章 に得 られ たア リ

ル エ ス テル の活性と比較 した ｡ 本章に おい て得られたア ル キル エ ス テ ル は い ず

れも キモ トリプシ ン 阻害活性を示さ なか っ た ｡

エ ス テ ル結合と塩基間 の鹿部がア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テ ルより更に短 い ビリジ

ル エ ス テ ルも ､ 相当す る 中性の フ ェ ニ ル エ ス テ ル より強 い 活性を示 し た ｡

Th r e e -

r i n g s y s 七e m を持 つ カ ルポ ン 酸の エ ス テ ル は , t v o て i n g s y s t e m の 化合物

に比較 し強 い 活性を示 さ なか っ た ｡

エ ス テル結合近傍の 置換基の 存在は活性を低下 させ た ｡

3 9



第六葦 キ モ トリ プシ ン 粗嘗 の併用機序

キモ トリプシ ン の基質で あ る蛋白質ある い 比 ア シ ル ア ミ ノ酸誘導体等は ,
キ モ

トリプシ ン の活性S e r 残基 の水酸基をア シ ル 化 した後, 脱ア シ ル 化反応 によ り

可逆的に離脱して ゆく ｡

一

方 , セ リン プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤D F P は､ 化学量論

的に , 不可 逆的に S e r ･ の水酸基を リン 酸化す る ｡
E 8 ) D F P 以外に も フ ェ ニ

ル メタ ン ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ ド ( P M S F ) ,

S 5 ) ジ フ ェ ニ ル カ ル バ ミ ル ク

ロ ライ ド
3 6 )
等も 同様 の 阻害型式 を と る こ と が知られ て い る o 又 , T P C X 等

の ク ロ ル メ チ ル ケ トン は活性H i s のイ ミ ダゾ ー ル基の Ⅳ を ア ル キル 化 し , 不可

逆的に 失清 させ る ｡
2 7

,
S 6 )
本章 に お い て 吐, 基質ア ナ ロ グ型阻害灘を 目指 して

こ れま で に合成された化合物 が, 実際に キ モ トリプ シ ン に 対し どの ような 阻寧形

式を と っ て い るか等に つ い て ､ 主 と して 化合物(4 5) (4
-

(4 - i s o p r o p y l pi p e r a z ト

n o c a r b o n yl) p h e n y l 1 ,冒, 3 , 4
-

t e t r a h y d r o
-

ト n a p h t h o a t e m e t h a n e s uユf o n a t e , F K
-

4 48) を モ デル と して 酵素化学的な検討 を行 っ た ｡

[美顔古巣]

1 ) 各種セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に対す る 阻害作用

FE
-

44 8 の キ モ トリ プシ ン に対する 阻害活性は ,
A T E E を基質 と した場合､ そ

の I C s o 億は 8 ×1 0
- 7
M で あ っ た ｡ ア ミ ド基質で あ る S u c -

A ユa
-

A l a
-

P r . - Ph e 一

拍CA (AA P F - M C A) を用 い た場合も , 天然基質で あ る カ ゼイ ン を用 い た場合もほ ぼ 同

様に ､ 強い 阻害活性を示 した( T a b l e 18) ｡

その 他の代表的なセ リン プ ロ テ ア ー ゼに対す る ,
F K -

4 4 8 の 阻害 ス ペ ク ト ラム に

つ い て検討 した ｡

ト ロ ン ビ ン及 び エ ラ ス タ ー ゼ に対す る I C s . 億は , い ずれも10
-

S
M 台と弱小 活性

を示 したが , トリ プシ ン ー プ ラ ス ミ ン 及び勝カ リ ク レ イン に対 して は , ほ とん ど

活性を示さ なか っ た(T a b l e 16) ｡

2 ) 阻害載式及 び阻害定数
I A T E E を基質と し た場合の ,

キモ トリ プシ ン の 酵素反応に対す る化 合物(4 5)
(F E -

4 48) 及 び化合物(7 5) (F K - 3 1 6) の 阻害定数(Ⅹ i ) を , Li n e w e a v e r -

B u r k の方法
5 7 )
及 び D i x o n の方法

5 8 )
に従 っ て謝 定 した o

各種基質濃度 にお い て ､ 阻害剤存在下及 び非存在下 に
一

定量 の キ モ トリ プシ ン

4 0



T a b l e 1 6 I n hi bi t o r y a c t i v i t i e s o f F K
-

4 48

a g a i n s t v a r i o u s s e rュn e p r o t e a s e s

E n 2: y 皿e S u b s t r a t e I C 占 0(”)

C b y m o t r y p s i n

T r y p s i n

Tb r o m b i n

Pl a s n i n

P a n c r e a s K a l li k r e i n

E l a s t a s e

A TE E
a )

C a s e i n

AA PF 一 対C A
b )

TA 凹E
c )

TA ME

TA M E

TA 対E

A PA - 封C A
d )

8 ×10
-

7

3 ×10
- 7

1 ×10
-

7

7 ×10
- 4

3 X IO
-

S

> 10
‾ 3

> 10
- 3

4 × 10
- 占

a )
”

-

A c e t y l
- レ t y r o si n e e th yl e s t e r

b )
s u e

-

A l a
- Aユa

- P r o - P h e 一 也CA

a )
”- T o s y二卜L

-

a r g i n i n e pl e t h yl e s t e r

d )
s u e - A l a - P r o - Al a 一 打C A

を反応させ , 反応速度を測定 し ,
Li n e w e a v e r - B u r k の方法

占 m
に従い プ ロ ッ トする

と Fi g . 2 に示す結果 が得られた ｡ 3 本の 直線は縦軸上 の
⊥
点で交わ り 一 両 阻害

剤に よ る阻害比, 括抗的で ある こ と がわ か っ た ｡ 阻害剤非存在下の 反応速度か

ら,
Mi c h a c l i s 定数( E m )lま, 7 . 1 ×1 0

-

3 M と求め られた ｡ 阻害剤存在下 の反応

速度の プ ロ ッ トか ら得 られ た直線 の勾配か ら , 両 阻害剤の K i を計算する と ,

F K - 44 8 : 1 . 1 ×1 0
- 7
M ､ F X - 31 6 : 1 . 0 ×10

- 7
M と求 め られ た ｡

次に ,
2 種類の濃度 の A T E E を用 い , 各種溝度のF 兄- 4 48 存在下 キ モ トリ プシ

.ン の反応速度を測 定し ,
D i x o n の方法

5 & ) に より プロ ッ トす ると ､ Fi g . 3 に示す滋

果が得られた ｡
2 本 の 直線 の交点か ら ､

K i 比 1 . 8 × 10
‾ 7
M と求め られ , 先に

L i n e v e a v e r
- B u r k の方法 に より得た清果と ほぼ

一

致した ｡

4 1
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M ) .
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‾ 1
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3 ) 阻害反応の 可逆健
5 9 )

上述の結果か ら,
キ モ トリプシ ン に対する F民- 4 4 8 の 阻害は可逆的で あろ う と

推定され る が､ T a 皿u r a ら
… )
の方法により ､ 酵素 と 阻害剤を反応 させ , 過剰の 阻

害剤等を透析に よ り除去 した後 , 3 7 ℃ に加温 し た場合の酵素活性の 回復 を指標 に.

阻害の 可逆性を検討 した ｡

キ モ トリプシ ン は1 0
-

3 M の F K
- 44 8 存在下 37 ℃ 5 分の イ ン キ エ ペ

- トに より ほ

ぼ完全に活性を失 っ た が､ 4 ℃
一

夜 の透析に より 約5 0 % の 活性を回復 し , 更に

37 ℃
､
2 時間 の イ ン キ エ ペ -

ト に よ りほ ぼ完全に活性を回復 し た d こ の結果か

ら FR - 44 糾 こよ る 阻害比 ､ 可逆的で あ る こ と が確認さ れた(F i g ｡ 4) o

′ ､

4
T -
＋

ー

> ヽ
～

>

■■′

U

巾

⊂

VI

A
> ヽ
L

-

0

∈
>

. ⊂
U

～

C l

> ヽ
L ■

也

>

0

U

む

α:

一o o

5 0

0
B e f o r号
D ia ly s I S &e L

e

y

r

s , s
1 2

1 n c u b a ti o n tiTn e (h r)

Fi g . 4 E f f e c t s o f d i a l y si s a n d i n c u b a ti o n o n

e s t e r a s e a c t i v i t y o f F K
- 44 8 - t r e a t e d c h y n o t r y p s i n .

C h y m o t r y p si n (20 p g / m l) a n d F 且 - 4 48 (1 0
‾ 3
M) i n 5 0 m 打 T r i s - H C l b u f f e r ( c o n -

t a i n i n g l m M C a C 1 2) , p t1 8 . 0 , w e r e i n c u b a t e d a t 3 7 ℃ f o r 5 m i n a n d t h e n

d i a l y z e d a g a i n s t t h e s a m e b u f f e r o v e r ni g h t a t 4 ℃ ｡ T h e d i a l y s a t e w a s

i n c u b a t e d a t 3 7 ℃ f o r 2 h r s . T h e e s t e r a s e a c t i v i t i e s o f th e s a m pl e s

f r o m t h e i n di c a t e d p o i n t s v e r e d e t e r m i n e d b y i n c u b a t i o n a t 3 7 ℃ f o r 30

皿i n a f t e r a d d i t i o n o f l O m 打 A T E E ｡

4 4



4 ) F K - 4 48 に よ る キ モ トリプシ ン の ア シ ル化
3 9 )

,

前章まで に得られ た阻蕃剤は全て カ ルポ ン 酸ア リル エ ス テ ル で あり ､ 基質類似

の反応機構によ りキ モ トリ プシ ン を
`

ァ シ ル化 する と倣定すれ ば , 反応の進行によ

り, 加水分解産物で あ る 4 一 置換 フ ェ ノ ー

ル が生 成して く るもの と予想さ れる ｡

そこ で F R -

4 48 をキ モ トリプシ ン と反応さ せ 縫時的にサ ン プリン グし ､ 反 応液中

の エ ス テ ル と4
-

置換 フ ェ ノ
ー

ル の濃度を高速破体ク ロ マ トグラ フ ィ ー ( H P L C )

により測定した(F i g . 5) ｡

5 ×1 0
- ヰ
M の キ モ トリプ シ ン と 5 ×1 0

‾ 3

M の FK
-

44 8 を 37 ℃ に反応させ たとこ

ろ ､ 反応初期に速や か に , 用い た キモ トリプ シ ン の モ ル数に 等しい フ ユ ノ ー

)LJ ,

ト(4 - h yd r o x y b e n z o yl)
-

4
-

i s o p r o p yl p i p e r a z i n e ( H I P ) の 生成が認 め られ た｡

その後 H I P の生成は緩や か な定常状澄で 進行 した ｡ 同時に謝定 し たエ ス テ)L'

(FK
-

44 8) の減少量も こ れ と相応 した動きを示 し た ｡ こ れ らの 結果は酢酸p - ニ ト

ロ フ ェ ニ ル と キ モ トリプ シ ン の 反応 に つ い て 検討 した B e n d e r ら
ユ7 )

, 円a r t l e y ら
4 E )
の報告と

一

致す る もの で あ り ,
こ の 阻音剤も こ れ と同様に [ ア シ ル ー

脱ア シ

ル] と い う基質類似の 反応機構を と るも の と推定された ｡

4 5
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5
1
) キ モ トリプシ ン に よる 阻害剤の 加凍分解 '

こ れ まで に得られ た化合物の 阻審活性に つ い て は I C 5 . 憤を用 い て 表 した ｡

しか し ながら活性の弱 い 阻害剤 に つ い て は､
ア シ ル化速度が遅い こ と に よ るも の

か
､ ある い はア シ ル 化 , 脱ア シ ル化がと もに速 い こ と に よ るも の か . 明 ら かで な

い ｡ そ こ で 阻書剤 と キ モ トリプシ ン を反応さ せ . 加水分解速度を検討 した ｡

1 × 1 0
-

3
M の各阻書剤 に対 し , 阻害活性謝定時と 同量 の卑 モ トリプシ ン 2 p g /

m l を反応さ せ た場合の加水分解速度を T a b l e 1 7 に示す ｡ 37 ℃ 3 0分の イ ン キ エ

ペ ー トによ り, 化合物(4 7) 及び(33) の み それぞれ ､ 約 5 % 及び10 % の 加水分解が

み られた ｡ 両者と もプ ロ ピオ ン 酸型で あ る が､ A T E E 等よ い 基質とな るア ミ

ノ酸エ ス テル に おい て は, 環 と エ ス テ)i, の間 の炭素数が2 で ある こ と と
一 致す る

こ とは興味深 い ｡ な お, 両者の キ モ トリプシ ン 阻害活性の I C s o 値はそれぞれ

3 ×10
- 4
M ､
5 × 1 0

-

4
M で あり , 阻客演性と して は弱 い もの で あ っ たが ,

こ れ らの

化合物は少なく とも 阻害活性測定時の ､ 1 0 分 の p r e i n c u b a t i o n 申に 阻書 に必要な

浪度以下 にまで 加水分解 を受けて しま っ た こ と に よ るも ので はな か っ た と考えら

れる ｡ 一

方, 強い 活性を示 した化合物(45) (F K
- 4 48) 及び(3 1) は エ ス テ ル の加水

分解速度と して は遅く ､ 先の H I P 定量の結果を併 せて 考える と ､ 速い ア シ ル化

と遅い 脱ア シ ル化 に よ る 阻害で あ っ たもの と推定され る ｡ 又 , 化合物 (3 0) ,

(4 2) ､ (1 16) 等は 阻害活性も 弱く , 加水分解も受 けに くい こ と から, ア シ ル北反

応その もの が進行 し にく い も の と思わ れたが , い ずれも芳香環直瀬で カ ル ポ キ シ

ル基が平 面 にあ る共通点をも ち, 活性 S 伝 r の水酸基 と疎水性ポケ ッ トの 立体的

な位置関係によ る もの と思 われ た ｡

[ 小満】

F K
- 4 48 はい ずれの基質を用 い た場合も キ モ トリプ シ ン に対 し , 強い 阻害活性を

示 した ｡ A T E E を基質 と し た場合の Ⅹ i 値は約 2 ×10
- T
M で あ っ た ｡ 又 ,

その 阻書 ス ペ ク トル は , キ モ トリプシ ン に対 し特異的で あ っ た ｡ . 阻蕃の 型式は

可逆的な括抗阻害で あり , キ モ トリ プ シ ン の 活性中心 の S e r 戎基 を ア シ ル化す

る反応機構を と る もの と推定さ れた ｡

安息香酸 ､ ナ プチ ル プロ-tf オ ン 酸等, 比較的 I C s o 値の大 き い(活性の 低い) 化

合物は ー ア シ ル化 , 脱 ア シ ル化 とも速く よ い 基質 と なる可能性も考えられた が,

酵素に よ る加水分解速度は遅く , 活性の低 い こ と は ,
ア シ ル化速度自体が遅 い こ

とによ る もの で あ ろう と推定され た ｡

4 7
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( 4 5 )

( 4 6 )

( 4 7 )

( 3 d )

( 3 1 )

( 3 3 )

( 4 2 )

( 6 9 )

( 1 1 4 )

( 1 1 6 )

昏 cD O ･ O ･ 8 × 1 0
‾ 4

昏 c x ･ c 8 0 母

○ ･ c o o O

駈ぎ
沓 R

l

･-

cd
'
c o o O R

こd
'c ' ” Q O 岱 魚

ea
o 岱 尺

I

o5
7 C O O 母 井

I

c - - o o 昏 耗

∈蛤
缶J

c 8 4く} 見

d
o 沓 ‡

逆夢
良

C 甥 o 沓 見

I
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4
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- A
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- 7

1 X 1 0
- S

1

3 × 1 0
- ヰ

5 X 1 0
-

与

5 × 1 0
- 7

5 X 1 0
- 4

8 X 1 0
- 〟

6 × 1 0
- i

6 × 1 0
- ヰ

2 × 1 0
- 5

0 . 5

1 . 3

0 . 9

4 . 5

9 . 9

0 . 3

0 . 8

E a c h i n h i b i t o r ( 1 × 1 0
1 3
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〔

〕 ＼
c H 3
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[第
-

部 考祭]

キ モ トリプシ ン 研究 の 歴史は 19 13 年 V e r n o n に より肺臓抽出液申にその 存在が

発見され た時に始ま る ｡ それ以来, 結晶化 ,

一

次構造 ､ 三 次構造の解明 と い っ

た蛋白質化学的な第
一

段階の研究が進め られ る
一 方､ 基質と の反応速度静あるも｢

は反応機構の研究 , 即 ち第ニ 段階の研究に つ い て も既に非常に多く の報告がなさ

れて い る ｡ そ して それ ら が 一

段落 した観があ る申で , 次の段階と して ､ 生体内

に存在す る キモ トリプシ ン 様酵素の発見が相次ぎ , 同時に それらの生体内で の 役

謝に つ い て の研究の 時代を迎え たように思 われ る ｡ こ れ と並行 して , そ の粗昏

剤に つ い て の 研究も続 けられて い る ｡ 先 に述べ た ハ ロ メ チル ケ トン型の 粗蕃耕

の他に , 基質ア ナ ロ グ型 の 阻害剤に 関す る頬骨も散見 され る が､

6 0 )
キ モ トリプ

シ ン は疎水性ア ミ ノ酸 に対 し親和性を有す る こ と か ら､ 阻害剤も水溶性の もの 比

得られて い ない ｡ 従 っ て ､
i rl V i t r o の実数に お い て も少量の ア ル コ

ー

ル ､
D 姐

s o 等の有機清媒を用 い ざ るを得ない 等の支障を来す こ と も少なく な い ｡ 筆者

は､ 水溶性の ､ 強 い 活性を有す る 阻書剤を得る 目的で ､ 多数の エ ス テル を合成 し､

カ ルポ ン 酸及び フ ェ ノ
…

ル の置換基 の影響 に つ い て検討 した ｡ 代表的な カ ルポ

ン磯と フ ェ ノ
ー ル の組み 合わ せ に よ り得られ る エ ス テル の活性を T a bュe 1 8 にま

とめ た ｡ キ モ トリプシ ン 阻事活性と化合物の 構造 との 間 に比親則性がみ られる

こ とがわ か る ｡ こ の表 をもと に , 各章に お い て こ れまで に得られた凍果を, 構

造と活性に つ い て ま と め る と次の よう に要約され る ( ( ) 内の 数学は 化合物Ⅳo .

を表す) .

[ A ] A c yl c o n p o n e n t の活性 ヘ の寄与 に つ い て

1 ) 単環塑化合物 < 縮合環 ( 2 環) 型化合物 e . g ｡ (2) < (23) e t c .

2 ) 環 ヘ の ア ル キ ル基 の導入 : 活性上 鼻 e . g . (38) < (48) e上c . ､

水酸基の 導入 : 活性低下 e . g . (9) < (3) e t c .

3 ) 脂環 ≒ 芳香環 e
. g . (8 g) ≒ (8 7)

4 )

5 )

6 )

酢酸型 ≧ 直井カ ルポ ン酸型 ≧ プ ロ ピオ ン 酸型 ( 芳香長に つ い て)

e
. g . (31) > (30) > (3 3) ,

直話カ ルポ ン 酸型 > 酢酸型 > プ ロ ピオ ン 故型 ( 脂環に つ い て)

e
. g . (15) > (1 6) > (17)

中性環 > 塩基性環 e . g . (30) > (6 9)

カ ル ポ キ シ ル基近傍の立体障害 : 活性低下 e . g . (10 0) > (1 22) >

4 9
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6 ×10
- i

(100)

3 X IO
- S

(97)
7 X IO

- 6

(87)

5 X IO
- S

(84)

6 X 10
- S

(23) (ll)

4 X IO
-

6
6 X IO

- 5

(127) (i28)

7 X IO
-

? 4 X IO
-

6

(110) (111) (112) (113)

6 ×10
- 6
4 X IO

- 7

(45) (31)

8 ×1O
- 7
5 ×10

- 丁

(75) (76)

5 X IO
- T
4 X IO

- 7

(105) (104)

5 ×10
- 7
4 X IO

- 丁

7 X IO
1 6
9 ×10

- 7

(38) (51)

6 X IO
- 6

4 X IO
- 7

(77) (78)

3 x lO
- 6
4 X IO

- 1

(102) (103)

2 X IO
- 6
2 X IO

- 7

(98)

7 ×10
- 7

(91) (90)

3 ×10
- 7
7 ×10

- 7

Th e n u 此 r a l i n p a r e n t h e s e s r e p r e s e rlt S t h e n u m b e r o f t h e c o m p o u n d .
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(123) ,

[ B ] p h e n yl c o m p o n e n 七の 活性 へ の寄与に つ い て

7 ) ベ ンゼ ン 環4 一 位の 置換基の藤響 :

g u a n i di n o b e n z o y l o x y
- ≒ g u a ni d i n o c a p r o y l o x y

- > a m i di n o + ≧

d i m e t h y l a 皿i n o e t h y l a m i n o c a r b o n yl
- ≧ i s o p r o p yl pi p e r a z i n o c a r b o n y ト

> (p y r i d yl) > H ( n o n -

s u b s t i t tl t e d) ≒ d i m e th yl c a r b a m o y l m e t h o x y -

c a r b o n yl n e t h yユ ( n e u t r
･

a l) > c a r b o 五y l ( a c id i c)

8 ) 活性エ ス テ ル 近傍の立 体棒蕃 ( フ ェ ノ ー ル の オル ト位の置換基) : 括性

低下 e . g . (4 5) > (1 24) (T a b l e 1 4)

9 ) ア リル エ ス テ)LJ > ア ル キル エ ス テル e . g . (23) > (1 06) e t a .

(T a bl e 1 0)

第六章に お い て述 べ たよう に ､
これ らの化合物の槌音機構に つ い て 紘,

F 択 一 44 8

をモ デ ル と して 検討 し た潜果ー 酵素の ア シ ル 化を経由する , 基質類似型の 反応 と

推定さ れ ー 可逆的, 桔抗型 阻音剤で あ るこ と が明 か と な っ た ｡ 従 っ て ､ 上述 の

a c y l c o 叩 O n e n t 及 び p b e n y l c o m p o n e n t の ､ 阻害活性 へ の寄与比､ どちらも粗青

活性の強弱 を左右する もの で 比あ るが , 前者は主と して ア シ ル中間体の 脱アシ ル

化速度を反 映し , 後者は四 面体構造中間体 か ら酵素の ア シ ル化 まで の速度を反映

して い るも の と推定さ れ る ｡ A c yl c o Tl p O n e n t の影響を更に簡単にま とめ れば ,

疎水性ポケ ッ トの大 きさ等 ,
立体的な制約を越えな い 限り に おい て , 疎水性が高

まれば脱ア シル 化速度 は遅 くな るもの と推論され よう ｡
一

方, p h e n y l c o TI P O n e n t

に つ い 七比
, キ モ トT) プシ ン に ､ 塩基をトラ ッ プする s i t e が存在する の で はな

い か と推定され る が､ 活性 エ ス テ ル部位か らの農巨離に つ い て 柔軟性があり
L
, 今回

のデ ー タ か らその詳細に つ い て 明 らか にする こ と はで きなか っ た ｡

キ モ トリプシ ン の 疎水性ポケ ッ トに つ い て 比 , 未だ解明されて い な い 部分ガ多

い ｡
7 ･ S 3 ) 上記 の怒果 の うち 1 ) ,

2 ) 及び 5 ) は a c yl c o 岬 O ri e n t 側 の疎水

性が高ま る と阻害活性は強ま る と解釈で き る ｡ しか しながら疎水性ポケ ッ トが

ア シ ル基 を し っ か り捕捉す る こ と 比 A s p - H i s - S e r の プ ロ トン リ レ ー を

円滑にす る と考え られ , 脱 ア シ ル化 反応も起きやすくな る可能性がある ｡ そう

考える と ､ 阻害剤 と して脱 ア シ ル化速度の 遅 い 構造を探 した清泉で あ る上 記の項

目は ､ 直ち に疎水性ポ ケ ッ トの構造解明 に船び つ ける こ と に 仕儀重で なければな

らな い ｡

5 1



上記 の カ ル ポ ン酸 と フ ェ ノ ー )i, の組み 合わ せ の 申で , イ ン ド -

ル 酢酸誘導体の

塩基性 フ ェ ニ ル エ ス テ ル 蛭最も強い 阻害活性を与 え た ｡ こ れ らの化 合物の I C

5 . 億は キモ ス タ チ ン に も荘 激する も の で ある ｡ 又 , 活性測定に用 い たキ モ トリ

プシ ン の濃度は約 1 × 1 0
- 7
M で あ る こ と を考慮す る と ､ I C 占 0 値が 6 × 1 0

- 8

M で あ る化合物(58) 等は ,
ほ と ん ど 1 : 1 に存在する状億で 阻害 が進行 して い る

もの と計算され る ｡

4 - A Rli d i n o p h e n yユ (5 一

皿 e t h o 又y
- 2 -

n e t h yl ト3 - i n d o l yl a c e t a t e (1 03) は,
キ モ トリ

プシ ン を阻害す る と 同時に逆性基 質型阻害剤と して トリプ シ ン をも 阻害 し たが ,

その I C 5 0 値は一 道性で な い ､ 通 常の基質ア ナ ロ グ型阻害剤で あ る グア ニ ジノ安

息香酸 フ ェ ニ ル エ ス テ ル 類に優る とも劣らな い も の で あ る ｡ E r a u t
S ) は トリプ

シ ン の活性s i t e に つ い て ､ 塩基性 ､ 疎水性両 吸着部位の存在を提唱 して い る が,

疎水性部位の性格に つ い て 詳 しい 記載はみ られ ない ｡ こ の 化合物(1 03) に 限らず

キ モ トリプシ ン 阻害活性の 強い , 疎水性カ ル ポ ン 酸の ア ミ ジ ノ フ ェ ニ ル エ ス テ ル

が
, トリ プシ ン に対 して も強 い 阻害活性を示 し た と い う事実は ､ 両酵素に ､ 構造

の類似 した吸着部位が存在す る可能性を示 唆する ｡ これ ら の凝間点 に つ い て は

今後の検討 を待たなければ ならな い ｡

次に , 目的の 一

つ で あ っ た水溶性に 関 して は一 塩基性カ ルポ ン 酸等に よ る水溶

性 フ ェ ニ ル エ ス テ ル に は 強 い 阻害活性はみ い だ きれ なか っ た が, [ B ] , 7 ) に

示す g tl a n i d i n o b e n z o y l o 又y ー g u a n i di n o c a p r o y l o x y ､ a m i d i n o 誘導体はメ タ ン ス ル

ホ ン酸塩と して , 又 , d i m e t h y l a m i n o e t h yl a m i n o c a r b o n y l ー i s o p r o p yl pi p e r a zi n o -

c a r b o n yユ誘導体は塩酸塩 と して も水溶性で あ り , し か も強 い 阻害活性を示 し た o

こ れらの化合物は今後 i n v i t r o , i n v i v o の 実験 に活用 され得る も の と考 える ｡

又 ､ 上述の よう に グア ニ ジ ン ある い 比ア ミ ジ ン の誘導体 は , ト リ プシ ン 阻害剤

と して 勝炎の治療 に用 い られて い る ガ ベ キセ - ト､ ナ フ ァ モ ス タ ッ トの部分構造

で ある が, それらは メ タ ン ス ルホ ン酸塩 と して は 水 に溶解する が､ 塩酸塩 は比較

的難蒋で あ るため , 我液そ の他 と配合す る場合 に制約 がある ｡ 筆者 が今回 キモ

トリプ シ ン特異的阻害剤 に導入 した , 塩酸塩 と して 可溶性と な る塩基 性フ ェ ノ ー

ル はトリプ シ ン 阻害剤に も 応用 が可能で あ っ た ｡
6 1 )

こ の 水溶性 と い う利点に

より , 従来不 可能で あ っ た ､ 腹膜管造影 ( E R C P ) 実施時､ ウ ロ グ ラ フ イ ン 等

の造影剤と混蒋す る こ とも で き ､
E R C P 実施 に よ る急性勝炎様症状 の予防に道

を開くも の と期待され る ｡
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第
一

部 実験の部

1 ) 実政財科

a ) 合成実験に使用 し た b e n z o y l c h l o r id e , p h e n yl a c e ti c a c i d , c i n n a mi c

a c i d , i n d o l e a c e t i c a c i d , c y cユo h e 又 a n e C a r b o x yli c a c id , ni c o t i n yl c h l o
-

r id e
,
n a ph t h yl a c e t i c a c id , b e n z o f u r a n c a r b o x yl i c a ci d , 1 , 2 , 3 , 4

- t e t r a -

h yd r o n a p h t h o i c a c id , i n d a n e c a r b o x yl i c a c i d , 4
- h y d r o x y b e n ヱO i c a c id ,

p h e n o l , h yd r Q q u i n o n e , 4
-

a 皿id i n o ph e n ol , 3
- h y d r o 又y p y r i d i n e , 4

- h yd r o x y
-

b e n ヱO i c a ci d n e 七h y1 8 S t e r , p i p e r a zi n e , ”, N
- d i m e th yl a m i n o e t h yl a 皿i n e ,

t hi o n yl c hl o r id e , di c y c l o h e x yl c a r b o di i n id e(DC C) , Pd
- C , p y r r o l i d i n e

及びそ の他の試薬 札 束京化成エ業(樵) , 和光耗秦エ業(樵) , Al d ri?
h Ch e -

n i c a l C o . I n c . の製品を購入 した｡

b ) 酵素活性謝定に使用した酵素に つ い て は ,
c h y 皿O t r y p Si n A (b o vi n e

p a n c r e a s) , t r y p S i n (b o v i n e p a n c r e a s) は B o e h ri n g e r 班a n n h ei m 社ー

t h r o n b i n (h u m a n) , pl a s n i n (h u m a n) は (樵) ミ ドリ十字, p a n c r e a s k a ll ト

k r e i n ( p o r c i n e) , el a s t a s e ( p o r c i n e) は S i g m a 社の製品を使用 した ｡

基質に つ い て は ー
Ⅳ -

a C e t y トレ t y r o s i n e e t b yl e s t e r (AT EE) は S i g m a 社､

” α -

p
- t o s yl

- レ a r gi n i n e m e th yl e s t e r (TA M E) , S u e
-

Al a
-

A l a
- P r o - P h e - M C A

(AA P F
- 凹CA) , S u e - Al a - P r o - Al a - M CA (AP A

-

M C A) は蛋白質研究奨励会,
c a s ei r)

( n a t h H a m m a r s t e n) はM e r c k 社の製品を使用 した｡

阻害剤に つ い て は ,
c h y 皿O S t a t i n は 蛋白質研究奨励金 ､ L r トt o s y l a n i d e

-

2
-

p h e n y l e t h yl c h l o r o n e t h y l k e t o n e (TP C K) はSi g m a 社の製品を使用 した｡

4
- C a r b o e t h o 又y Ph e n y1 6

-

g u a n i d i n o c a p r o a t e n e t h a n e s u l f o n a t e (g a b e x a t e

m e s il a t e , For
- 0 07)

3 8 )
, N , N

- d i 皿e t h yl c a r b a m o yユm e t h y1 4
- (4 -

g u a n i d i n o
-

b e n z o y l o x y) ph e n yl a c e t a t e n e t h a n e s u l f o n a t e ( c a n o s t a t n e s i l a t e , F O Y
-

305)
4 4 )
及び第

一

部にお い て使用 した阻害剤は, 興和(樵) ｡ 東京研究所で合

成 した ｡

a ) T r i s - (h y d r o 又y m e t h yl) a n i n o m e t h a n elま S i g m a 社,
h y d r o x y ユa m i n e h yd r o

-

･5 3



c h l o r id e , t ri c hl o r o a c e t i c a c i d (T CA) , f e r r i c c h l o r id e
`

(F e C 1 3) ,

p h e n o l r e a g e n t , d i 皿 e t h yユ s u lf o x i d e (D 凹S O) 等の試薬比 和光純薬工業

(珠) の薬品を使用 した ｡

2 ) 合成法

a ) カ ルポ ン敢と フ ェ ノ ー ル( アル コ -

) D) の 船台

カ ルポン 酸と フ ェ ノ ー

ルの縮合は原EIJ と して 次の 2 つ の方法を用 い た ｡

イ ン ド -

ル等異項壕を含むカ ルポ ン 酸の反応にはd i c y c l o h e x y ユc a r b o d i i n i d e

( D C C ) 法 , そ の他の炭素環式化合物の反応 には酸ク ロ ライ ド法 を用 い た ｡

第五章に おける ア ル キ)i/ エ ステル の寄合は , 対応す る ア ル コ ー

ル を用 い ,

ビリジル エ ス テルの寄合は 3 - h y d r o x y p y r id i n e を用 い ､ 同様に反応させた ｡

なお, 得られたエ ス テル の敵点等は , T a b l e 1 9 にまと め た ｡

i ) 憩ク ロ ライド法

0 . 05 n o l の カ)I/ ボ ン 酸に 40 g の t hi o n y l c h l o r i d e ( S O C i 2) を加え､

8 0 ℃で30 分茂拝 した ｡ 冷後 n
-

h e x a n e を加え析出す る結晶を漉取 し, 15 0 皿1

の p y r i d iふe に溶解 し, 0 . 0 5 m o l の フ ェ ノ ー

ル を加え室温 に 一 夜反応させた ｡

冷却し つ つ ､
N a H C O ユ水溶渡を加えて生 じ る潜晶を連取し , 目的物を得

た ｡

五) D C C 鵠

0 . 03 n o l のカ ルポ ン 酸及び 0 . 045 皿0 1 の フ ェ ノ ー ルを 1 20 m l のt e t r ah yd r o -

f ur a n ( T H F ) に溶解 し, 0 . 0 3 m oユ(8 . 1 9 g) の D C C を加え 室温 で 一

夜反

応させ た ｡ 生 じた d i c y c l o b e x yl u r e a を涜去 し一 目的物を待た ｡

第ニ章 , 第三節に お ける遊離カ ルポ キ シ ル基を有する化合物の合成は,

b e n z y1 4
- h y d r o ズyb e n z o a t e と カ ルポン 酸また は酸ク ロ ラ イドを上記の i )

又 は 五) に従い 反応さ せた後, 接触還元 に より保護基をはず し, 目的物を

療た｡

b ) 4
一

置換 フ ェ ノ T ル の合成

i ) ト(4
一

恥d r o 又yb e n z o y l) - 4 - i s o p r o p yl pi p e r a zi n e ( Ⅱ)
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P i p e r a z i n e 2 5 . 9 g(0 . 3 n o l) , N a l 1 . 5 g(0 . 01 m o l) , E 2 C O 3 6 . 91 g

(0 . 05 n ol) に M e O fI 5 0 m l を加え 更に 2 - b r o m o p r o p a n c 12 . 3 g(0 . 1 m o ユ) を

加え , 撹拝しつ つ 60 ℃ に 4 時間加温 した ｡ 冷後 c H C 1 3 15 0 m l を加え､

不溶物を漉去後飽和食塩水で 洗浄し ,
M g S O ヰ により乾燥し 1 - i s o p r o p y ト

pi p e r a zi n e ( I ) の C H C 1 3 溶液を得た ｡ Ⅰ は取り出さず､ t r i e t h yl a n i n e

14 ml(0 . 1 m o l) を加え氷冷し, あらか じめ4 -

e th o x y c a r b o n yl o スy b e n z o i c a c id

2 1 . O g(0 . 1 m ol) と S O C 1 2 21 m l の反応 によ り得た酸ク ロ ライ ドを滴下 し､

室温 に 3 時間撹拝し た B C H C 1 3 を溜去 し A c O E t を加え不溶物を過

去後､ 稀 H C l に よ り抽出した ｡ N a H C O 3 ア ル カリ性と し A G O E t

抽出､ 飽和食塩水洗浄後M g S O . により乾廉した ｡ こ のもの も取り出さ

ず, 次の反応に用 い た｡ 即ち ､ A c O E t 碑液に p y r r o li d i n e 5 . O mユ

(0 .06 皿01) を加え､ 室温 に
一

夜放置す る と( Ⅱ) の結晶が析出した ｡

n p 14 ト1 45 ℃ . (未補正 , 以下 同様) A n a l . C a l c d . C 1 4fl 2 0 Ⅳ20 望: C , 6 7 . 72;

fI , 8 . 12; N , ll . 28 . F o u nd : C , 6 7 . 9 0; 〟, 8 . 18 ; Ⅳ,l l . 1g .

ii ) ”- [2 - (D i 恥 t h yl a JIi n o) e t h yl]
- 4 -

h y d r o x y b e n z aJ8i d e ( a )

M e t h y1 4
- h y d r o x y b e n z o a t e 9 . l o g(0 . 0 6 皿01) に N , ”

- d i 皿e t h y ユa m i n o e t h y ト

a m i n e 10
.
5 5 g (0 . 1 2 m o l) を加えー 15 0 ℃ に 2 0時間加熱茂拝した o 冷後反応

液を渡瀬し､ A G O E t を加えて得た租結晶を a c e t o n e から南港晶し ,
5
.
9 5

g(48 % ) の ( 刀) を得た ｡

n p 1 18
-

1 21 ℃ . A n a l . C a l c d . C l l H 1 6 N B O 2 : C , 63 . 44 ; 恥7 . 74 ; N , 13 . 45 .

F o u n d C , 63 . 2 5 ; H , 7 . 55 ; N , 13 . 26 .

3 ) 淵定法

a ) キ モ トリプシ ン 阻害蒋性

H e s t r i n 法を改良 したR o b e r t s
ヰ 3 )
の方法に従 い 測定した ｡

阻害耕のI) M S O 溶液 0 . 1 rnl に p H 8 . 0 , 0 . 1 M トリス H C l 緩衝液 0 . 1 n l

及び同緩衝液に溶解 した10 p g/ 7nl のキ モ トリプシ ン清瀬 0 . 1 m l を加え ,
3 7 ℃

に 10 分加温 した o A T E E 25 m M 清瀬( 5 % D M S O を含む同綾衝液に溶

解した) 0 . 2 ml を加え ,
37 ℃ に 30 分反応さ せた後, ア ルカ リ性 ヒ ドロ キシル

ア ミン 溶液 (2 M h y d r o x y l a m i rl e fIC ユと 3 . 5 M N a O H を用時等量に混和し

た) 0 . 75 m l を加え ,
3 7 ℃ に 15 分加温 した ｡ 水冷後,

18 % T C A 溶液 0 . 5
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m l , 4 N H C l u . 5 m l 及 び 10 % F e C 1 3 溶液 0 ｡ 5 n l を加え,
5 30 n m に お い

て 測定 した吸光度か ら一 次式 によりキ モ トリプシ ン 阻害活性を求め , 用 い た

酵素の活性を 50 % 阻害する阻害剤濃度I C 5 0 値を求め た ｡

A T
- A c

A 畠
- A c

阻害活性( % ) - X 1 00

但し , A s : 基質のみ の発色

A ｡ : 基質＋ 酵素 ､ 反応後の発色 ( 対照)

A T : 基質十 酵素＋ 阻害剤､ 反応後の 発色

カ ゼイ ン を基質 とした尊台の キモ トリプシ ン 阻害活性は, 対u r a m a t u ら
6 2 )

の方法 に従い , 反応に より生 じた T C A 可溶性蛋白を､
つ ェ ノ ー ル試薬を用

い F o l i n
-

L o 甘r y 法
6 3 )
に より定量 した. 又 ､

AA P F - M C A を基質と した場合の

キモ トリプシン 阻音譜性は ,
1 o k o y a Tn a ら

6 ヰ )
の方法 に従 い , 蛍光法 により測

定 した ｡

ち) トリプシ ン 阻害活性

キモ トリプシ ン 阻害活性と 同壌に H e st r i n 法 に より･謝定した ｡ 但 し, 揺

衝液娃 10 n M の C a C 1 2 を含む p H 8 .0 ､ 0 . 1 M トリ ス H C l 凄衝瀬と し,

酵素と して 2 . 5 p g / m l の トリ プシ ン , 又 _ 基質 と して 25 n M の T A M E を使

用 した ｡

¢) そ の他の酵素に対する 駆寄活性

トロ ン ビン , プラ ス ミ ン , 勝カリク レイ ン に対す る阻害活性比 ,
T A M E

を基質と して
3 9 )
キ モ トリプシ ン と 同様に H e s t r i n 法によ り測定 した ｡ 但

し , 酵素と して それ ぞれ , ト ロ ン ビン 37 .5 U/ m l . プラ ス ミン 2 . 5口/ 山 , 勝

カ リク レイ ン 20 U/ m l の各溶液を一 文 ､ 基質 と して 2 5 皿M の T A M E を使用 し

た ｡

エ ラ ス タ
ー

ゼに対する 阻害活性は , 終演度1 p g / n l の 酵素を用 い ,
AP A 一 対C

A を基質 と して蛍光法 に より潮定した ｡
6 4 )
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a ) 考 モ トリプシ ン に対す る Ⅹ 五感の潮定

A T E E を基質と した場合のF K - 44 8 の K i 値は ､ 鹿述の方法 による 阻害活

性謝定結果をもと に ､
L i n e w e a v e r - ･B u rk の方法

s 7 )
及び Di x o n の方法

s 8 )
に よ

り求め た｡ 但 し, L i n e w e a v e r - B u r k の プ ロ ッ トの場合は基質濃度(終濃度)

を 10 , 5 , 3 . 3 3 , 2 . 5 n M ､ F K - 44 8 及び F K - 316 の濃度を ､ それぞれ , 2 ×1 0
- T

M
､
1 ×10

- 7
M と し た｡ 又 ,

D i 又O n の プ ロ ッ トの場合は基質濃度を 10 及び

5 皿M と し, 各種濃度の FX - 4 48 存在下の キモ トリ プシ ン活性を測定した｡

e ) キモ トT) プシ ン に対する 阻害の可逆健
4 ヰ)

1 m M の C a C 1 2 を含む p H 8 .0 ､ 0 . 0 5 M二の トリ ス H C l 緩衝液 8 m 1 に

同緩衝液に溶解した 200 p g/ m l の キモ トリプシ ン 溶液I m l と 10
‾ R
M の F広

一

448 溶液 1 ml を加え 3 7 ℃ に 5 分間加温 したb 氷冷し ､ 全量を透析チ ュ ー ブ

に移し ､ 同緩衝液に対し 4 ℃ にて 一 夜
`
透析 した ｡ その後 37 ℃ にて イ ン キ

エ ペ ー 卜し 1 及び 2 時間の 時点にサ ン プリン グした ｡ 透析前, 直後及び透

析後イ ン キ エ ペ
-

ト 1 ,
2 時間の 各時点の反応液 0 . 1 n l に つ い て , A T E E

を基質と して 既述の方法 によりキ モ トリプシ ン 活性を測定した ｡

ど) キ モ トリプシ ン に対するア シ ル化反応

F K - 448 を p H 8 . 0 ､ 0 . 1 M の トリ ス H C 1 緩衝液に ,
5 X IO

‾ 3
M となるよ

う に溶解した ｡ 同緩衝液により,
キモ トリプシ ン を 12 n g/ n1 (約 5 X I O

‾ 4

M ) となるよう溶解 した ｡

リブシ ン 溶液 0 . 2 m l を加え

液 0 . 1 山 をサ ン プリン グ しー

酢酸緩衝液を含むC H 3 C Ⅳ

条件により H P L C を用 い ,

F K - 448 溶液 0 . 2 nl に 同緩衝液 0 . 6 m l 及び キモ ト

37 ℃ に 3 0分間加温 した ｡ そ の間経時的に反応

後に H ‡
'
L C の溶出破と して 用 い る p H 3 ,5 の

0
.
9 m l 中に加え冷却 した｡ 反応終了後 , 次の

未変化体で ある フ ェ ニ ル エ ス テル(FE
-

4 48) 及び

反応生成物で ある4 一 置換 フ ェ ノ ー ル ( ト(4
-

h y d r o x y b e n z o yl ト4
-

i s 9 P r O p yl
-

p i p e r a z i n e ; H I P ) を同時に定量 した ｡

( H P L C 条件)

装置 ,
J A S C O T R I R O TA R

-

V , UV ID E C
- 100 -

V , HI TA CtII 833 型 d a t a p r o c e s s o r

カ ラム , j t
-

B o n d a p a k C I A (甘a t e r s社裳)

蒋媒,
c H 3 C N

l

: p 千‡ 3 .5 , 0 . 05 M 酢酸緩衝液 : E t 3 N - 85 0 : 2 00
-

: 1

流速､ 1 . 5 n l / 凪i n

5 7



温度､
23 ℃

測定波長､
2 65 n m

g ) キ モ トリプシ ン による 阻書剤の加水分解

5 ×1 0
- 3
M の阻害耕の D M S O 溶液 0 . 1 m l に ､ p H 8 . 0 ､ 0 ｡ 1 M トリス H

C l 緩衝薮 0 . 3 m l 及 び同緩衝液に溶解 した 10 〝 g / mユの キモ トリ プシ ン 溶液

0 . 1 m l を加え 3 7 ℃ に 30 分加温 した B 反応後､ 3 ) a ) に述べ た tl e s t r i n

法 に準じ , アル カ リ性 ヒ ドロ キ シル ア ミ ン を加え 3 7 ℃ に15 分作用させ ,

F e C 1 3 に よ る発色に よ り残存エ ス テ ル量 を測定 した ｡

5 8



T a b l e 1 9 Y i e ld s a n d p h y si c al p r o p e r t i e s o f i rlh i h i t o r s

C o m p o u n d F o n n u l a R e c r y s t a l l i l i n g

N o
.

S o l v e n t

Y i e l d m p

( 幻 ( ℃)

El e m e n t a l A n a l y s i s (S)

C a l c d .

( F o u n d)

C H N

( l l) C . 6Il l ユN O 2

( 2 3) c 川 )l l - 0 2

( 3 0) c 2 St1 2 6 N 20 ユ

( 3 1) C 2 611 2 & N 2 0 ユ
･

C H 3 S O ユ口

(3 2) C 2 ワH 丑ふN 之0 3

( 3 3) C 2 7 H ユ . N 2 0 3
･

llC l
･

1/ 2H 2 0

( 3 4) c 2 SH 2 B N 20 3

( 3 5) C 2 6 R 2 AN 2 0 ユ

( 3 6) C 2 7 H 3 0 N 2 0 3
･ H C l

( 3 7) C 2 3 B 2 占N 3 0 ユ

( 3 8) C 2 - H 2 7 N ユ0 ユ

(3 9) C 2 占H 2 7円ユ0 3

(4 0) C 2 S n 2 9 N ユ0 ユ

( 4 1) C 2 u H 3 1N 3 0 3

( 4 2) C 2 ユR 2 . N 2 0 .

(4 3) C 2 - u 2 6 N 20 4

( 4 4) C 2 S u 2 6N 20 一

( 4 5) C 2 5 H 3 0 円2 0 ユ
･ C rI ユS O 3 H

E t 2 0
-

p e t .
e t h e r

E t 2 0
-

h e x a n e

E t OlトE t 20
- h e x a n e

E tO t[ - E t 2 0

C H C 1 3
-

E t 丑O

E tO lトE t 20

A c O E t - E t 2 0

A c O E t
-

E t a 0
-

h e x a n e

H e Ot卜E t 2 0

E t OtI

A c O E t

E to n

A c O E t
-

p e t . e th e r

A c O E ヒー h e x a n e

A c O E t

A c O E t

A c O E t
-

p e t . e t h e r

E tO H - A c O E t - E t 20

2 0

24

5 6

8 1

7 9

4 1

7 2

8 0

4 7

4 8

l l

6 1

7 6

4 6

2 7

6 8

9 0

2 1

1 0

3 8

7 2 - 7 4 7 6
.
4 8 5 . 2

6 0 -

6 l . 5

1 17 - 1 1 9

1 9 7
-

2 0 2

1 2 3 - 1 24

1 8 8
-

1 9 1

1 4 2
-

1 4 3

1 1 5 - 1 1 7

2 3 3 - 2 3 5

2 2 4
- 2 2 7

1 4 5
-

1 4 7

2 2 g
-

2 3 0

1 2 9
-

1 3 0

1 0 1
-

1 0 4

1 1 8
-

1 2 0

1 1 7
-

1 1 8

1 5 9 - 1 6 0

1 7 9
-

1 8 1

( 7 6 . 5 7 5 .

8 2
.
4 2 5

.

(8 2 . 3 9 5 . 2 4

7 4 . 6 0 6 . 5 1

( 7 4 .4 5 8 . 4 9

6 3 . 2 6 8 . 2 9

( 6 2 . 9 1 ･ 6 . 3 4

7 5
.
6 8 6 . 5 9

( 7 5 .5 4 , 6 . 6 5

68 . 1 3 6 . 7 8

( 6 a . 2 4 6 . 7 6

7 4 . 8 0 8 .

(7 4 . 6 0 8 .

7 4 . 9 8 6 .

( 7 4 . 9 5 6 .

5 1

5 5

7 8

7 8

6 9
. 4 4 6 . 6 9

( 6 9 . 0 7 6 . 7 5

7 0 . 5 7 6 . 4 4

( 7 0 . 3 7 8 .
4 7

7 1 . 0 9 6 . 7 1

( 7 1 . 0 9 6 . 7 3

7 1 . 9 2 6 . 5 2

( 7 2 . 0 6 6
.
5 1

7 1 . 5 8 6 . 9 7

( 7 1 . 7 1 7
･

. 0 2

7 2 . 0 3 7 . 2 1

( 7 2 . 0 2 7 . 1 9

7 0 . 3 9 8 . 1 6

( 7 0 . 3 8 6 . 0 6

)

)

)

5 . 5 7

5 . 5 4

‾

ノ

6 . 9 6

6
.

. .9 5)

5 . 4 6

5 . 1 2)

6 . 5 4

6 . 4 8)

5
.
8 8

5
.
6 8)

6 . 9 6

7 . 0 1)

6 . 7 3

6 . 6 3)

8 . 0 0

6 . 0 0)

1 0 .
7 3

1 0
.
7 3)

1 0 . 3 6

1 0 . 3 9)

10 . 0 6

1 0 . 1 7)

1 0 . 0 2

1 0 . 0 6)

9 . 6 9

9
.
8 1)

7
. 1 4

7 . 1 6)

7 0 . 9 2 6 . 4 5 6 .
8 9

( 7 0 . 6 3 6
.
3 6 6 . 8 7)

7 1 . 7 5 6 . 2 6 6 . 6 9

( 7 1 . 6 2 8 . 2 8 8 . 6 8)

8 2 . 1 3 8
.
8 2 5

.
5 7

(6 2 . 1 1 6
.
8 2 5

.
6 7)

5 9



T a bl e lg Y i el d s a n d ph y si c a l p r o p e r t i e s o f i n h i bi t o r s ･( c o n t i n u e d)

C o TA P O u n d F o r m u l a

N o .

R e c r y s t al 1 i z i n g

S o l v e n t

Y i e l d m p

( 幻 ( ℃)

El e m e n t a l A n a l y s i s (S)

C a l c d .

(F o u n d)

C 班 N

(4 6)

(4 7)

(4 8)

(4 9)

(5 0)

(5 1)

(52)

(5 3)

(5 4)

(5 5)

(5 6)

(5 7)

(5 8)

(5 9)

(6 0)

(6 り

(6 2)

(8 3)

C 2 6tI 3 2 N 20 3
･

HC I

C 2 ･

1日3 - N 2 0 3
･

11 C I

C 2 S H 2 9N ユ0 ユ
･

打C l
･

1/ 4 H 2 0

c 2 6 H 3 1N 3 0 3
･

c
?
o

O

o

O

≡･H 2 0

C 2 9t1 3 7N 3 0 3
･ IIC l ･ 1 / 4 11 2 0

C 2 J ;H ユ IN ユ0 一
･ H C I

C 2 7 H 3 ユ N ユ0 一 ･ H C I

C 2 Au 3 ユN 3[O s

C 3i H ユ 1 N 3 0 丘 ･ C n 3 S O ユ H

E t O H

E t Ot卜E t 2 0

E t Ofl

E tOJI

E to n

E tOlトA c O E t
-

E t 2 0

E tO H

A c O E t
-

p e t . e th e r

E tO H -

E t 2 0

c 丑 S H 2 9 N 3 0 一
･

C

i:
O

o: ･ 1′4 ･ H 之O E tO t,

C 2 - H 2 GN 30 3 8 r

C 2 G H 3 2 N 2 0 3
･ H C I

C 2 -1t 2 &N 2 0 ユ ･ llC I

C 2 - u 2 & N 2 0 ユ
･ l]C l

E t o n

E t O H
-

E t 20

E t OL 卜駄 2 0

t1 2 0

C 丑S n ユ O N 2 0 3
･ C H 3S O ユ11

･

1/ 2fI 2 0 E tO H -

E t 2 0

C 之 5t( 2 8 N 20 ユ
･ CII 3S O ユH E t o n

C 2 6u 3 0 N 20 4
･

H C l ･ 1 / 2 H 2 0 E tO u
-

A c O E t
-

E t 2 0

C 2 6I1 3 2 N 2 0 ユ
･

H C l E t O H -

E t 2 0

4 9

6 5

6 2 ,

4 2

4 0

7 3

8 4

5 8

7 6

6 8

8 9

6 2

5 5

6 2

5 9

3 2

4 0

8 5

2 1 8
-

2 1 9

2 0 6
-

2 0 8

2 2 2
-

2 2 3

( d e c °)

1 2 3 - 1 25

( d e c .)

2 1 7 - 2 1 9

1 7 4
-

1 7 5

2 2 3
-

2 2 6

(d e c .)

1 4 6
-

14 7

2 14 - 2 1 5

1 7 8 - 1 8 2

1 3 9 - 1 4 0

2 1 3 - 2 1 4

2 2 2 - 2 2 6

( d e c .)

2 3 6
-

2 3 7

( d e c .)

1 6 5
-

1 6 7

2 1 ト21 2

2 0 8 - 2 1 0

2 1 4 -

2 1 8

8 8 . 33

( 6 8 .

6 8 .

(8 8 .

8 5 ｡

( 6 5 .

6 2 .

( 6 2 .

6 7 .

( 6 7 .

6 4 .

( 6 3 .

6 4 .

( 6 4 ｡

. 1

.
0

. 4

. 4

. 2

. 9

. 8

. 7

. 0 3

. 8 5

. 9 0

｡ 21

. 0 9

. 1 0

.
0 8

3

7

6

0

5

7

6 8 . 4 1

( 6 8

5 9

( 5 9

6 1

( 6 1

5 9

(5 9

6 8

(6

6

(6

6

( 6

6

8 .

7 .

7
.

7 .

7 .

1 .

. 4 7

.
6 9

. 4 5

. 1 8

. 0 6

.
5 1

. 7 8

. 3 3

. 0 4

. 20

.
2 2

. 2 0

. 2 2

.
04

. 24( 6 1

6

( 6

6

( 6

6

( 6

2 . 38

2 . 0 6

5 . 0 6

5 . 5 3

8 . 3 3

8
. 3 0

7
.
28

7
.
2 8

7
.
4 9

7
.
4 5

8
.
8 8

6 . 7 3

8 . 5 1

6 . 6 2

7 . 5 1

7
.
3 7

8 . 8 4

6 . 5 8

6 . 8 5

6 ｡ 8 1

6
.
7 7

6
.
7 0

5 . 6 0

5 . 5 7

5 . 9 9

6 . 1 0

5 . 4 1

5
.
1 8

7 . 28

7 . 1 7

6 . 8 1

6 . 8 1

6
.
8 1

8
. 8 0

6 . 8 9

6
.
8 7

8
. 4 4

6
.
3 7

6
.
7 2

6
.
5 6

7
.
28

7 . 24

6
. 13

6 . 0 6)

5
.
9 5

6
.
0 3)

9
. 1 3

9 . 2 4)

7 . 7 6

7 . 3 4)

8 . 1 3

8
.
0 9)

8 . 8 5

8
.
2 7)

8
. 4 0

8
.
5 2)

8
.
5 5

8 . 4 7)

8 . 14

8 . 2 9)

7 . 9 3

7 . 4 8)

8 . 6 7

8 . 2 6)

6
.
1 3

5
.
9 6)

8 . 5 3

6 . 7 1)

6 . 5 3

6 . 8 3)

5 . 4 8

5 . 6 8)

5 . 6 0

5 . 5 9)

5 . 8 4

5
. 8 4)

8
. 1 3

6
.
2 8)

6 0



T a bl e 1 9 Y i e ld s a n d ph y si c a l p r o p e r t i e s o f i nb i bi t o r s ( c o n ti n u e d)

C o m p o u n d F o r m u l a R e c r y s t a l l i ヱi n g

円o . s o l v e n t

Y i e l d m p

( 幻 ( ℃)

El e m e n t a l A n a l y s i s (幻

C al c d
.

( F o u n d )

C
.

fI Ⅳ

(6 4) c 2 S H 3 . N 2 0 ｡
･ H C l

( 6 5) c 2 . 恥 6 N 20 ユS ･ Crl 3S O ユH

(6 6)

(6 7)

(68)

(6 9)

(7 0)

(7 1)

(7 2)

(7 3)

(7 4)

(7 5)

(7 6)

(7 7)

(7 8)

(8 3)

C 2 1 H 2 6N 20 ユS ･ C H 3 S O 31I

C 2 .1円2 占N 30 3

C 2 1 H 2 £N ユ0 ユ

C 2 41Ⅰ2 占N 3 0 ユ

C 2 6 n 3 2t1 2 0 3 ･ Cll 3 S O ユH

C 2 GIt ユ 2 N 20 3
･ Cfl 3 S O ユH

C 2 SII 2 9 C I N 2 0 ユ
･ CI1 3 S O 3[tJ

C 2 SH 2 9 N aO s

C 1 8 H 2 O N 2 0 3
･

H C I

C 2 2 H 生6 N 2 0 3
･ H C I

C 2 3 H 2 1 N 2 0 ユ

C R I H 2 ユ N 3 0 3
･ H C I

c 2 3 ‖2 7 N 3 0 一
.官II
C O O H

C 11C O O u

C ” II L G O l

( 8 4) c l 川 . 7 N O 占

(8 7) c 2 1R 1 7 N 3 0 .
･ R C l ･ H 20

氏t oll - E t 2 0

E t OlトA c O E t
-

E t 2 0

E tOI卜E t 2 0

5 4

4 6

7 6

A cO E t -

E t 之0
-

p e t ｡ e th e r 53

A c O E t
-

E t 2 0 5 2

A c O E t
-

E t 2 0
-

p e t . e t h e r
･

5 9

E tO H
-

E t 2 0

E t o n

H e OIトE t 2 0

E t o川
-

E t 2 0

CrlC 1 3
-

A c O E t

a c e t o n e

A c O E t
-

p e t . O t h e r

M e O lトE t 2 0

E to 川

E t,O JI

A c O E t
-

E t 2 0
1 h e x a n e

D M F
-

A c O E t

7 4

6 2

4 3

2 3

4 6

4 6

2 2

7 7

6 2

1 8

5 3

2 24
-

2 26 6 8
.
63

( 6 8 . 4 9

1 7 5 - 1 7 7

2 05 - 2 0 7

1 24 - 1 2 7

1 3 5 -

1 3 7

1 2 0 -

1 2 2

1 7 8 -

1 8 0

2 1 &
-

2 1 9

1 9 0
-

1 9 8

1 3 5 - 1 38

1 74 - 1 7 8

1 5 3
-

1 5 6

1 2 6 - 1 2 8

1 7 6
-

1 7 8

1 5 ト15 3

1 4 0 - 1 4 4

1 6 6
-

1 68

2 2 2 - 2 2 5

5 7 . 9 0

( 5 7 . 63

5 7 . 9 0

(5 7 . 6 5

71 . 4 4

( 7 1 . 1 9

7 1 . 4 4

( 7 1 . 7 1

7 l . 4 4

( 7 1 . 5 4

6 2 . 7 7

( 6 2 . 6 6

6 2 . 7 7

(6 2 . 7 5

5 8 . 1 5

(5 7 . 9 4

6 8

6
.
8

5 .

5 .

7

1

8 3

9 3

5 . 8

5 . 8

3

4

6 . 2 5

6 . 2 2

8 . 2 5

6 . 2 g

8 . 2 5

8 . 2 9

7 . 0 2

6
.
9 9

7 ｡ 0 2

8 . 9 6

6 . 1 9

6 . 1 8

5 8
.
9 0 5 . 8 8

( 5 8 . 6 7 5
.
6 8

8 1 . 9 8 8 . 0

( 6 1 . 4 8 5
.
9

6 5 . 5 8 6 . 7

( 6 5 . 3 0 6
.
9

7 3
.
3 8 6

. 4

( 7 3 . 1 4 6 . 3

7

5

5

4

3

3

6 2 . 7 6 6
.
0

( 6 2 . 7 5 5
. 9

6 1 . 7 1 5
.
9

( 6 1 . 6 5 5 . 9

7 2
.
9 6 5 . 4

( 7 2 . 4 8 5
.
4

6 7 . 2 5 5 . 0

( 6 7 .
26 5 . 0

5 8
.
6 8 4 . 6

2

7

5

5

4

1

5

2

6 . 1 6

6 . 3 1)

5 . 4 0

5 . 1 2)

5 . 4 0

5 . 1 9)

10 . 4 1

1 0 . 3 9)

1 0
.
4 1

1 0 . 2 8)

1 0 . 4 1

1 0 . 3 7)

5 . 4 2

5 . 4 8)

5
.
4 2

5 . 1 3)

5 . 2 2

5 . 0 0)

7 . 6 3

7 . 6 8)

8 . 0 3

7
.
9 0)

8
.
9 5

6 . 9 5)

7 . 4 4

7
. 4 7)

1 0
. 4 6

1 0 . 4 1

8 . 0 0

7
.
7 8

-

)

4 . 1 3

4 . 0 8)

9 9 . 7 8

( 5 9 . 0 8 4
.
3 6 9 . 9 9)

6 1



T a b l e 19 Y i e l d s a n d p h y s i c al p r o p e r t i e s o f i n h i b i t o r s ( c o n ti n u e d)

C o m p o u n d F o r m u l a R e c r y s ヒa l ユi 之i n g

N o . S o l v e n t

Y i e l d n p

( 幻 ( ℃)

El e m e n t a l A n a l y s i s (S)

C a l c d .

( F o u n d)

C H N

( 9 0) c 2 - H 2 0N . 0 .
･ H C l

( 9 1) c 2 6 H 2 1 N 3 0 4
･

H C l

( 1 0 2) c 1 7 H 1 5 N 3 0 2
･

CIlユS O 3fI

( 1 0 3) c l ,H 1 9N ユ0 3
･r(C l

( 1 0 4) c 1 9fI 1 6N 2 0 2
･ C H 3 S O ユfl

( 1 0 5) c ” n l . N 2 0 2 ･ C H ユS O 3 H

( 1 1 2)

(1 1 4)

( 1 1 5)

(1 1 6)

C = H 1 2 N 2 0 2

C 2 A n 2 8N 2 0 ユ
･ llC l ･ 1 / 2r[ 2 0

C 2 A n 2 &N 2 0 ユ

C 2 & H 2 1 LN 2 0 3

( 1 1 7) C 丑 8H 2 8 N 2 0 ユ
･ 1 / 2

･

I1 20

( 1 1 9) c 2 91J 3 . N 2 0 ユ
･

H C l ･ 1 / 4 H 2 0

( 1 2 0) C 3 011 3 0 N 2 0 3

( 1 2 1) c 2 9H 2 且N I

LO 3
･

1 / 2tI 2 0

( 1 2 4)

(1 2 5)

C 2 SZ1 3 2 N 20 .
･JIC l ･ 1 / 2Il 20

C 2 S 払 . N 20 3 ･llC i

( 1 2 6) c 2 S H 3 0 N 20 ｡
･ H C l

･

1 / 211 2 0

( 1 2 7) c 2 3 rI 2 占N O s

( 1 2 8) c 2 .Il 2 6 N 20 6

D 凹F
-

A c O E t

a c e t o n e

H e O H
-

E t 2 0

H e O u - E t 2 0

H e O H
-

E t 2 0

M e O H - E t 2 0

A c O E t
-

h e x a n e

E t O H - E t 之O

E t o川
-

E t 20

A c O E t -

p e t . e t b e r

C u C l ユ
ー

E ヒ2 0

E tO H
-

E t 2 0

E to n - A c O E t

2 2

31

24

2 6

2 3

8 2

3 7

4 5

4 6

4 0

5 8

5 5

A c O E t - E t 2 0
-

p e t ｡ e t h e r 1 4

E t Ol卜A c O E t
-

E t 2 0

E t OtI - A c O E t
-

E t 2 0

E t o川
-

A c O E t
-

E t 2 0

A c O E t - E t 2 0

3 2

4 0

4 3

8 5

2 9

1 9 6
-

1 9 8 6 2 . 0 0

( 6 2 . 0 0

1 5 8
-

1 8 0

2 2 3
-

2 2 6

1 8 8 - 1 9 3

1 9 7
-

1 9 9

1 7 7 - 1 8 0

1 1 4
-

1 1 5

1 9 6
-

2 0 1

1 2 6
-

1 2 8

g 5 - 9 6

1 4 8 - 1 5 0

2 2 5 -

2 28

1 9 2
-

1 9 5

1 8 ト1 8 3

1 8 6
-

1 8 8

1 7 5
-

1 7 8

1 9 3 - 1 9 7

9 0
-

9 3

( o i l)

8 5 . 6 2

( 8 5 . 7 5

5 5 . 5 2

( 5 5 . 5 1

4 . 5 5 1 2 . 0 5

4
.
3 2 1 2 . 0 1)

4
.
6 6 8 . 8 3

4 . 5 3 8 . 7 9)

4 . 9 2 1 0 . 7 9

4 . 9 8 1 0 . 8 0)

6 1
.
0 4 5

. 3 9 1 1 . 2 4

( 8 1 . 0 2 5 . 4 1 l l . 4 0)

5 9 . 9 9 5 . 0 3 7 . 0 0

( 5 9 . 98 4 .

5 8
. 4 5 5 .

( 5 8 . 4 9 5 .

7 l . 4 2 4 .

9 5 7 . 0 5)

6 8 7 . 1 7

5 8 7 . 1 8)

7 g l l
｡
1 0

( 7 1 . 3 8 4 . 78

6 9 . 2 0 6 . 2 2

(6 9 . 3 1 6 ｡ 1 0

7 6 . 3 4 6 . 4 1

(7 6 . 5 8 8 . 44

7 6 . 3 4 6 . 4 1

( 7 6 . 1 9 6 . 4 3

7 4
. 8 1 6 . 5 0

( 7 4 . 2 6 6 . 3 0

7 0 . 2 9 6 . 4 1

( 7 0 . 0 6 6 . 2 8

7 7 . 2 3 6
.
4 8

(7 7 . 4 9 6 . 5 2

7 5 . 4 7 6 . 3 3

( 7 5 . 6 9 8
.
2 2

6 4
.
7 8 7

. l l

(6 5 . 0 5 6
.
8 9

6 7 . 7 8 7 . 0 5

(6 7 . 54 7 . 0 9

6 6
.
4 3 7 . 1 4

(8 8 . 7 6 6
. 9 0

6 9 . 8 6 6
.
3 7
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第二部キモトリプシン阻害紺用によるインスリン鴨場与の試み

イ ン ス リン , カ ル シ ト ニ ン 等の ペ ブタイ ドホ ル モ ン を始め ,
エ ラ ス タ

ー ゼ
, カ

リク レ イ ン等の酵素や グロ ブ リ ン そ の 他の生理 活性 を有する蛋白質は広く医薬品

と して 用 い られて い る ｡ こ れ らの うちの い く つ か は経口 投与製剤 と して 用 い ら

れて い る が ､

6 占 - 6 7 )
多く は 注射剤と して 使用 されて い る o それ らは高分 子物質

で ある ため難吸収性で あ る こ と に加えて , 消化酵素に よ る分解を受 け易 く ,

一

般

に 吸収率は低 い もの と考えられて い る ｡ し か しなが ら､ 長期間 に亘 り連用 され

るイ ン ス リ ン ,
エ ラ ス タ ー ゼ等 は､ 特に注射剤に代 わ る経口投与薬剤 が望まれ ー

それに対す る研究も盛 ん に行われて い る ｡

s a n g e r
･ ら
6 8 ･ 6 9 )

によれ ばイ ン ス T) ン は消化酵素の う ち,
ペ プ シ ン 及び キ モ トリ

プシ ン によ り分解を受け易 い ｡ 筆者は本論文第
一 部に述べ たよ うに ､ 各種 キ モ

トリプシ ン 阻害剤を待た ｡ そ こ で ､ イ ン ス リ ン を モ デ ル と して ､ 腸溶性薬効と

する こ とで 胃に おける ペ プシ ン に よ る分解を避 け,

T O
･
T l )
キ モ トリプシ ン 阻害剤

と併用する こ と に よりキ モ トリプシ ン による分解 を防 ぎ, 腸管よりイ ン ス リン を

吸収さ せ る方法に つ い て 検討 した ｡ 又 ､
こ の 方法は他の 蛋自性医薬品 に つ い て

も応用 で きる もの と考え ､ 併せ て若干 の検討を加えた ｡

イ ン ス リン は 1 92 1 年 B a n ti n g と B e s t により発見 されて 以来約60 年 ､ 糖尿病の

治療に用 い られて来た が､ 現在 に至 るまで 鴎床で は専 ら注射剤と して使用 さ れて

い る ｡ 近年 , 糖尿病性網膜症 , 腎症 , 神経症等の合併症に対する研究 が進み ,

これ らの合併症 , 特 に網膜症は長 い 年月 に亘 る血糖の コ ン トロ
ー

ル が大 き な影響

を及ぼす こ と が知られ る よ う になり ,

7 B - 丁 4 )
1 日 1 回の 持続型イ ン ス リ ン 製剤

の注射で なく ,
より健常人 に近 い 形で 食事時に合わ せ たイ ン ス リン の補給がなさ

れる よう にな っ て 来た ｡
7 3 - 7 5 )

そ の方法 は一 大 きく分けて 次の ニ つ で ある ｡

1 ) C o n t i n u o u s ( 又 は C o n t r o ll e d) S u b c u t a n e o u s I n s ul i n l n f u s i o n ( C S I

I ) : あ らか じ め 日常生活の リズム に合わせ て プロ グラ ム を租 み , 携帯用

持続注入 装置に より , 速効型イ ン ス リ ン を皮下 に持続注入す る ｡
7 6 ･ ” )

2 ) I n t e n s i v e t h e r a p y : 速効型 ､ 持続型 イ ン ス リ ン製剤を組み合わせ ､ 複数

回注射する( m u l t i pl e i n j e c t i o n と も呼ばれ る) ｡
7 8 )
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しか しな がら､
これ らの方法娃 , 顔回の注射 によ りリボ ジ ス トロ フ ィ ー を来す

の みで なく , 精神的､ 肉体的背痛を伴 い , イ ン ス リン の 非注射剤 に対する要望は

一 層高ま っ て い る ｡

注射剤に代 わ る剤形に つ い て は古く か ら多くの研究 がな されて お り, そ れ らは

以下 の よ うに ま と めら れる ｡

1 ) 坐湘

i ) ポリオ キ シ エ チ レ ン 硬化 ヒ マ シ油(fI C O - 6 0) ､
7 9 )
セ ト マ ク ロ ゴ ー

ル

& o )
デオ キ シ コ ー ル 酸 ,

8 1 )
グリコ コ -

)LJ 酸 ,

8 2 )
四激ア ン モ ニ ウ ム怠

8 3 )
等 の界面活性潮や ,

5 - メ トキ シ サ リ チ ル酸等 ,

8 4 - & 7 )
ア ミ ノ 酸 エ

ナ ミ ン 誘導体
8 丁

,
a 且 )
等を それ ぞれ吸収促進剤と して 配合する方法

ii) エ マ ル ジ ョ ン ､

8 9 )
リ ポゾ

ー

ム
9 0 )
の形 と して 投与す る方法

瓦) 茸自分解酵素阻害剤(ア ブ ロ チ ニ ン)
9 1 )
と の 併用

2 ) 経鼻投与薬剤

グリ コ コ
ー

ル 酸ナ トリウム 等の界面滑健剤 ､

9 B - 9 5 ) 申赦脂肪酸ナ トリ

ウム 9 6 ) と配合す る方法

3 ) 舌下錠

ヒ ドロ キシ プ ロ ピル セ ル ロ ー

ス , カ ル ポポ ー

ル
,
グリ コ コ ー

ル酸ナ トリ

ウム を用 い た括膿接着型選剤
9 7 )

4 ) 経口 (小腸内) 投与薬剤

i ) ポ リア ミ ノ ス チ レ ン 樹脂 に吸着さ せ る方法
9 8 )

ji ) グル コ ー スこ 高親指肪敢等を化学的に 結合させ た イン ス リン 誘導体に導

く方法
9 9

-

1 0 1 )

iii) セ トマ ク ロ ゴ ー ル _

1 0 B ポ リオ キ シ ュ チ レ ン オ レ イル エ ー

テ ル(B r ij 98

) ,
1 0 3 ) ポリ オキ シ エ チ レ ン ソ ル ビタ ン モ ノ オ レ エ ー ト(T 甘e e n 8 0)

1 0 4 )

等の界面 活性剤, 5
-

メ トキ シ サ リチ ル酸 ,

1 0 5 )
ア ミ ノ酸関連化 合物

Ⅳα -

n a p h t h yl a c e t y l
- L -

p h e n yl a l a n i n e ( A
-

42)
1 0 6 ･ 1 0 7 )

等を吸収促進剤

と して併用授与す る方法

iv ) D F P ,

1 0 8 )
大 豆 トリ プシ ン イ ン ヒ ビタ ー

( S o y b e a n T r y p s i n 工n h i b ト

t o r ; S B T I ) ,
1 = ･ 1 0 9 )

ァ プ ロ チ ニ ン
1 1 0 - 1 1 2 )

等の蛋 白分解酵素阻

書剤を併用投与する 方法

v ) エ マ ル ジ ョ ン ,

1 1 ユ ‾

1 1 5 )
ミ セ ル あ る い は リ ポ ゾ

ー

ム
1 1 6 - 1 1 9 )

の 形で投

与す る方法
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等が試み られ て い る ｡

こ れ らの方法 のう ち ､ 縫鼻吸収, 舌下錠 ( 口 腔粘膜接着型) 及 び 一 部の坐 剤,

経口 投与製剤に つ い て の 試み で使用さ れて い る 界面括牲剤は, 繊屯や粘膜表面を

損傷する こ と が知られ て おり ,

9 4
･
1 2 0

･
1 B l )
長期間 に亘 り連用さ れる薬と して は

適さ な い ｡ 又 , リポゾ ー ム等は製剤そ の も の の不安定性
9 S '

申
､ ら 現段 階で 娃製

品化す る こ と がで き な い ｡ 更 に ､ 牌臓か ら分泌され るイ ン ス リ ン の生理 的ル ー

トで ある 門脈を通過さ せ る こ と がで き る点
1 B 2 ･ 1 2 3 )

及 び毎日複数回の適用 を考慮

す る と , 坐 剤よりも経 口 投与製剤 が優 るも の と考え られ る o し か しな がら ､ 上

に掲げた経 口 投与の試み も試験的段階に と どま り ､ 効果
1 2 ヰ )
及 び安全性の面 で今

だに実用 の域 に達す るも の は な い ｡

こ の ような状況 か ら, 筆者 は連用され る 医薬品 と して ､ 安全性が高く安定な腸

溶性薬剤と して供給す る こ とを 日額と して 研究を重ね た ｡
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第 一 章 蛋白健医薬品の滞偲酵東に よ る分解 と酵素阻害剤に よ るそ の抑制

第 一 灘 消化誠 に よる イ ン ス T] ン の分解

食物と して摂取され た蛋 白質は ､ 胃液中の酸 と ペ プシ ン によ り変性､ 分解を受

けた後 , 主 と して 腸液申の消化酵素 によ り加水分 解を受ける c 小 腸内に投与 さ

れたイ ン ス リ ン 等の賓白質も 同 じ運 命をた どる も の と予想され る ｡ そ こ で , ラ

ッ トの 消化液を採取し , イ ン ス リ ン 分解活性を指額 に して ､ イ ン ス リ ン が主と し

て どの 消化酵素によ り分解 を受 ける か に つ い て 検討 し た ｡

【実験弟果〕

1 ) ラ ッ トに対するイ ン ス リ ン の血糖降下作用

イ ン ス リン 0 - 2 . 5 U/ k g を 1 群 3 世巨の ラ ッ ト腹腔内に投与 し ､ 2 時間後 の血糖

値を測定 し , 投与前値と の 此 か ら血糖降下率を算出 し た(F i g . 6) ｡

o . 3 1 - 2 . 5 U/ k g のイ ン ス リン の捜与 に よ り , 用量に 依存 した血糖降下 作用 が認 め

られた ｡ 得られ た ､ 用量
一 反応曲線を ､ 以下 の イ ン ス リ ン の定量 に用 い た ｡

2 ) ラ ッ ト挿瀬の イ ン ス T) ン分解清性

ラ ッ トを麻酔下開腹 し ､ 肝臓寄り の 胆管上部 にカ ニ ユ
ー レを挿入 し ､ 勝液を含

ま な い 胆汁 を採取 した ｡
一

方 , 別 の ラ ッ トを用 い , 十二 指腸の 放管開 口 部 に カ

ニ ュ
- レ を挿入 し , 腸液を含む胆汁 を採取 した ｡ 得られ た胞汁 又 はその 稀釈液

o .5 m l に 2 U/ mユのイ ン ス T) ン 溶液 0 . 5 m l を加え､ 3 7 ℃ に 3 0 分 イ ン キ エ ペ
- ト後 ,

ラ ッ トの腹腔内に投与 し , 血糖降下 作用 か ら Fi g . 6 8こよ り反応液中に残存す る

イ ン ス リン 量 を求めた ｡ 藤波を含ま な い 膿汁 に 比イ ン ス リ ン 分解活性は み られ

な か っ た ( < 0 . 5U i n s u l i n /3 0 皿i n / 0 . 5 m l) . 腸液を含む旭汁 の壕合It . 50 0 U

i n s u l i n / 30 m i n / 0 . 5 m l と強 い 分解活性がみ られた ｡ こ の
, 勝液を含む胆汁 に つ

普
, 硫酸ア ン モ ニ ウム(硫安) を用 い て 分別沈澱法 に よ り分画し ､ 透析後同様 に各

画分 のイ ン ス リ ン分解活性を測定 した ｡ イ ン ス リ ン 分解活性は , 硫安30 % 飽和

沈澱画分 (30 % p r e c l p i t a t e と略す) には 検出されず , そ の上清を60 % 飽和と し

て沈澱 した画分 (3 0
- 60 % p r e c i p i t a t e) に ､ 分画前の 胆汁に ほ ぼ等 しい 活性が認

め られた ｡ なお _ 60 % 飽和上 清 (60 % s u p e r n a t a n t) 中に は活性は検出され なか

っ た(T a b l e 20) ｡
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次に こ の画分を D E A E セ フ ァ デッ ク ス に よ るイオ ン 交換ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に付し た( F i g . 7) . 分離後, 各 フ ラ ク シ ョ ン の 28 0 n n に おける吸兜度(A 2 8 0) 及

び A T E E , T A M E を基質と して酵素準性を測定し た｡ A … ｡ の ピ
ー ク は非吸

着の フ ラ ク シ ョ ン( ピ ー

ク Ⅰ) の他 に 3 つ 見 出され , それぞれ ピ ー

ク Ⅱ ,
班

,
Ⅳ と

した ｡ A T E E 分解活性は､
ピ ー クⅠ 及びⅡ に見出され ,

い ずれも10
‾ 3
M の T

P C E の添加 に よりほ ぼ 1 00 % 阻害された o 又 , T A M E 分解活性は , ピ ー ク

Ⅰ及び Ⅳ に見出され ､
1 0

- 3
M の ト c h l o r o

- 3 - t o s y l a n i d e
- 7 -

a m i n o - 2 - h e p t a n o n e

( T L C K ) の添加 によ りほ ぼ 1 0 0 % 阻害された ｡

一

方 , イ ン ス リ ン分解活性を測

定 したと こ ろ , 最も強 い 滑性壮 ピ ー

ク Ⅲ及び Ⅰ に見出され ､
ピ - ク Ⅳ にも 薄 い 括

性がみ られた が､ その 他の フ ラ ク シ ョ ン に括性はみ られな か っ た ｡

3 ) キ モ トリプシ ン 及び トリプシ ン の イ ン ス T) ン分解活性

終演度 10 Jl g/ n l の キ モ ト T) プシ ン 及び トリプシ ン と . それぞれ終演度I U/ n l

T a b l e 21 D e g r a d a ti o n o f i n s u l i n b y

c h y n o t r y p s i n a nd t r y p s i n

E n z y n e H y p o gl y c e m i c D e g r a d a ti o n
･

o f

e f f e c t ( % ) i n s tll i n (U /3 0 Tn i n)

C h y m o 七r y p s l n ll ± 6 0 .9

T r y p si n 4 6 ± 11 0 . 5

E a c h e n z y n e (10 F L g / n l , f i n a l) W a s i n c u b a t e d w i t h i n s u l i n

(1U/ m l) a t 3 7 ℃ f o r 30 血i n . E a c h r e a c t i o n m i x t u r e (2 m l /

k g) w a s t h e n a d m i n i s t e r e d i n t r a p e r i t o rl e a l l y t o r a t s a n d

b l o o d gl u c o s e l e v e l 甘a S a s s a y e d 2h r s l a t e r t o d e t e r m i n e

t h e r e s i d u a l a m o u n t o f i n s u l i n . n y p o g l y c e Jni c e f f e c t w a s

r e p r e s e n t e d 班 ± S E ( n = 3) .
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のイ ン ス リン を 3 7 ℃ 3 0 分反応さ せ た後 ､
ラ ッ ト に腹腔内投与 し ∴残存する イ ン

ス リン の血糖降下件用(F i g . 6) に よりイ ン ス リ ン 分解活性を求 めた(T a b l e 2 1) Q

キ モ トリプシ ン は トリプシ ン に比較 し ､ より強 い 分解活性を示 し た ｡

[ 小括]

ラ ッ ト腸管壮過管の ほ ぼ 中央部に 河 口 して お り , 膿 汁と混合 され た後十ニ 指腸

に分泌され る ｡ 腸液の分泌液量 は少 なく , 腹汁を含ま な い 勝液を採取す る こ と

は発しく 一 版汁 との混 液と して 採取せ ぎる を得 な い ｡

一

方 , 腸液を含ま な い 胞

汁 は容易 に得られたが , そ こ に はイ ン ス リ ン 分解活性はみ られず一 勝液と の混液

に強い 活性がみ られた こ と か ら, 勝酵素がイ ン ス リ ン を分解す る可能性 が示 唆さ

れ た｡ 贋液を含む温汁 を硫安 に より分画 し ､ 活性画分を D E A E セ フ ァ デ ッ ク

ス を用 い たイオ ン交換ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に よ り分 画 した結果 , 基質分解活性及

び特異的阻害剤
2 7 ) に対する 作用 か ら ピ

ー

ク Ⅰ は キ モ トリプ シ ン 及 び トリプシ ン

を含み ,
ピ ー ク Ⅲ はキ モ トリプ シ ン ､ ピ ー

クⅣ は トリ プシ ン と推定され た o

こ れ らの潜果は ,
セリ ン プ ロ テ ア ー ゼ阻害剤D F P を加えて ラ ッ ト腸液を D E A

E セ ル ロ ー ス に より分画 し た M a r c h i s - M o u r e n ら 1 B S ) の 報告 , 及 び ウ シ輝液を同

様に分画し た K e ll e r ら
1 B 6 )
の報告と ほ ぼ 一

致 した o 筆者は 各 フ ラ ク シ ョ ン の イ

ン ス リ ン 分解活性を測定す る こ と を主 目的と し たの で ､ 阻害剤を加えずに分 画を

行っ た ため ,

一

部自己触媒的 に活性化及 び分解が進 ん だ こ とも考え られ ､ やや定

量性に問題 は残る が､ 定性的 に は , イ ン ス リ ン は腸液申の キ モ トリプ シ ン 及 び ト

リプシ ン に よ り分解さ
.
れ る もの と考えられた ｡

K e l l e r ら
1 2 6 )
は ウ シ 勝頼中の キ モ トリ プシ ン ( C ) , トリ プシ ン ( T ) の 割合を

詳細に検討 し, C : T - 5 . 2 : 2 . 5 と 報告 し ,
F i g a r e l l a

1 2 7 ) は ヒ ト腸液 に つ い

て
､
C : T - 2

.
08 : 1 と報告 して い る ｡ 今回 , 筆者の行 っ た実験 に おい て ､ キ

モ トリプシ ン 及 び トリプ シ ン 吐 い ずれ もイ ン ス リ ン を分解 した がー キ モ トリ プ シ

ン のイ ン ス リン 分解活性壮 トリ プシ ン の活性よ り強 か っ た ｡ イ ン ス リ ン 1 分 子中

に は主と して トリプシ ン親和性 の ア ミ ノ 酸､
A r g , L y s , H i s は 4 個 , 主

と して キ モ トリ プシ ン 親和性の ア ミ ノ 酸､ T y r , P h e は 7 個食まれ て お り ,

こ れ らの こ と か ら総合的に ､ 勝故に よ るイ ン ス リ ン の分解は , 主 と して キ モ トリ

プシ ン によ る もの と判断し た ｡
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第二 滞 イ ン ス リン の腐管吸収に及ばす巻磯蛋 白分解酵東風書剤の腰響
1 2 8 J

小腸内に授与さ れたイ ン ス リ ン が粘膜から吸収さ れ ､ 門脈血中に現れ る まで に

は多く の障害 があ るも の と考えられ る ｡ そ の最初の 障害は勝消化酵素に よる管

腔内消化で あり , 続い て 小腸粘膜械毛 に吸着され た揮酵素 , 刷子藤膜 プロ テ ア ー

ゼ
､ 粘膜細胞中の ライ ソ ゾ

ー ム プ ロ テ ア ー ゼ等が想定され る ｡ 小腸内に分泌さ

れた勝酵素は単独で作用する だ けで なく ､ そ れぞれ の基質特異性に基づく部分水

解を組み 合わせ る こ と に よ り､ 迅速に , か つ , よ り細かく べ プチ ド鎖の切断を進

め て行くもの と考えられ る ｡ 先の実験結果よ り, イ ン ス リン 比キ モ トリプ シ ン

及び トリプシ ン によ り分解 を受ける こ と がわ か っ たが, 勝頼に よる総合的な消化

と ､ 更 にそれ に続く小腸粘膜の各種蛋 白分解酵素に よ る分解に つ い て ,
i n
ァ
i t r o

及び i n v i v o の検討を行っ た ｡

【実政滋果]

1 ) 肝酵東 によ るイ ン ス T) ン の 分解に対する茸 自分解酵東阻啓湘の作用

僻消化酵素の額品 と して ブ タ パ ン ク レ ア チ ン の 清瀬を用 い , イ ン ス T) ン と37 ℃

に 30 分イ ン キ エ ペ
- 卜 した場合の分解活性に対す る ､ 各種茸自分解酵素 阻害剤

の抑制作用 を枚討した ｡ パ ン ク レ ア チン の清瀬は濃度に 依存 したイ ン ス リ ン分

解活性を示 し たが､ 蛋 白浪度と して 1 n g/ n l の溶波を加える こ と によ リー 用 い た

イ ン ス リ ン の ほぼ9 0 % の 分解を示 した ので ､ 以後 こ の 頚度の溶液を用 い た ｡

こ の 反応系に対 し ,
キ モ トリプ シ ン 阻害剤キ モ ス タ チ ン は強 い分解抑制作用 を

示 し､ 終演度10
- 5

M に お い て も な おイ ン ス リン 分解抑制活性が認 められた ｡ 同

じキ モ トT) プシ ン 阻害剤 FR
- 4 48 (第 一 部に お ける化合物 4 5) も 1 0

1 ユ 如こおし?

て強 い 分解抑制を示 し たが , 濃度を 1 0
- 5
M と した尊合比 , ややイン ス リ ン の分

解が認 め られた ｡ キ モ トリプシ ン ､ トリプ シ ン 両者の 阻害剤で ある ア プ ロ チ ニ

ン には弱 い 作用 がみ られた が, その他の 阻蕃剤 に 仕分解抑制作用比 ほ と ん どみ ら

れなか っ た(T a b l e 2 2) ｡
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T a bl e 22 I n h i b i t o r y e f f e c t s o f p r o t e a s e i n h i b i t o r s

a g a i n s t d e g r a d a t i o n o f i n s u l i n b y p o r c i n e p a n c r e a t i n

s ol u ti o n o r i n t e s t i n aユ b o m o g e n a t e o f r a t s

I n hi b i t o r

C o n c e n t r a t i o n l n h i b i t i o n r a t e ( % ) a g a i n s t

d e g r a d a t i o n b y

( ”) P a n c r e a ti n fl o m o g e n a t e

L e u p e p t i n

E l a s t a t i n a l

P e p s t a t i n

A p r o ti n i n

N - E t h y ユ血a l e i 皿i d e

FO 甘
-

30 5

C h y n o s t a li n

FIト4 48

10
- 3

10
-

3

10
-

3

1 25 0 0R I E/ 皿ユ

5 X I O
-

3

1 0
1 3

1 0
- a

1 0
- J1

1 0
- 5

1 0
- 3

1 0
‾

ヰ

1 0
- S

2

2

1 0

1 0

1 0

9

7

6

9

2

1

7

0

0

0

0

0

8

4

4

2 3

1 9

5 3

2 4

7 9

0

9 0

7 8

5 2

8 1

77

3 1

I n s ul i ll V a S i n c u b a t e d i n p a n c r e a t i n s o l u t i o n o r i n t e s ti n aユ h o 皿O g e n a t e

o f r a t s W i t h o r w i t h o u t 七h e i n h i b i t o r a t 3 7 ℃ f o r 3 0 m i n .

R e a c t i o n m i x t u r e s 甘 e r e t h e n a d m i n i s t e r e d i n t r a p e r i t o Tl e aユ1 y t o r a t s .

T h e r e s i d u a ユ a m o u n t o f i n s u l i n W a s c a l c u l a t e d f r o m t h e b l o o d g l u c o s e

l e v e l d e t e r n i n e d 2 h r s a f t e r a d m i n i s t r a t i o n .
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2 ) 小 過ホ モ ジネ
ー トに よる イ ン ス リン の 分解に対す る蛋 白分解酵東 阻審判の

搾用

ラ ッ ト小腸のホ モ ジネ
- トにイ ン ス リン を加え ､

3 7 ℃ に 30 分 反応 させ た ｡

ホ モ ジネ ー ト比添加量 に依存 してイ ン ス リン を分解 し たが, 黄白濃度と して20 m g

/ 山 の溶液を加える こ と に より , 用 い たイ ン ス リン の ほ ぼ 90 % の分解 がみ られた

の で , 以後 こ の濃度の 溶液を用 い た ｡

キモ ス タ チ ン及 び FK - 44 8 は洩度に依存 して強 い 分解抑制作用 を示 した ｡ 又 ,

シ ス テイ ン プロ テア ー ゼ 阻害剤 N - エ チ ル マ レイ ミ ド
1 B 9

･
1 3 0 )
にも強い 作用 がみ

られた他､
ペ プシ ン . カ テプ シ ン D 等の 阻害剤 ペ ブ ス タチ ン

1 ユ 1 ･ 1 a 2 ) もイ ン ス リ

ン の分解を抑制した( T a b l e 2 2) ｡

3 ) 十 二 塙腐内投与実験

25 0U /k g のイ ン ス リ ン を , 麻酔開腹下 の ラ ッ ト十二 指腸に投与 したがー 投与前

値に比較 し ,
1 ､ 3 時間後の血 糖値に低下 はみ られな か っ た ｡ 同量 のイ ン ス リ

ン にキ モ ス タ チ ン 20 n g/ k g を混合 し投与 し た寄合の 血糖値は, 投与 1 ､ 3 時間後

にそれぞれ投与前値の 4 4 % , 8 0 % と なり強い 血糖降下作用 が認め られた ｡ F K -

4 48 (20 m g/ k g) を用 い た場合 にも こ れ と ほぼ 同 じ効果が得られ た｡ トリ プシ ン及

び その 他の酵素に対する 阻書剤を併用 した専合に 比 ,
い ずれも作用は認 め られな

か っ た(T a b l e 2 3) ｡

【小話]

第
一 節に示 した如く ,

ラ ッ ト腹腔内にイ ン ス リ ン を投与 した場合, 0 . 31 Uノk g よ

り用量 に依存した血糖降下 作用が認め られた(Fi g . 6) が､ 今 臥 そ の釣1 , 0 00 倍

に相当する 2 50口/k g の イ ン ス リ ン を単独で 十二 指腸内 に投与 し たが, 血糖降下作

用 は認 め られ なか っ た ｡ 先に も述 べ たよう に , + ､ 腸内 に投与 きれたイ ン ス リ ン

が門脈血涜申 へ 吸収され る過程 に は, 種々 の 障害が存在する こ と が窺わ叫た o そ

の最初の 障害と思われ る勝酵素 によ るイ ン ス リン の分 解に対す る , i n v i t r o の実

験に お い てIi . キ モ ト リプシ ン 阻害剤のみ 分解抑制作用を示 した ｡ こ の結果比

前節に お い て 得られた結論 ー 即 ち, 消化酵素に よ るイ ン ス リ ン の分男削ま ､ 主と し

て キ モ トリ プシ ン によ る もの で あろ うと の予 測を基づ ける と 同時に ､ イ ン ス リ ン

の腸管腔内に おける分解比 ー

-

キ モ トリプシ ン 阻害細の併用 に より防げる も の と 推

定で き た ｡
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T a b l e 23 P e r c e n t c h a n g e s o f b l o o d g l u c o s e ユe v e l s a f t e r i n t r a d u o d e n a l
I

a d n i ni s t r a t i o n o f i n s u l i n
r

t o r a t s 甘i t h o r 甘i t h o u t t h e i n h i b i t o r

C h a n g e o f b l o o d g l u c o s e l e v eュ( % )

G r o u p

P r e lb r 3 h r s

C o n t r o l (S a l i n e)

I n s u l i n (25 0ロ/ k g)

＋L e u p e p ti n
1 3 2 I
(2 0 n g / k g)

＋E l a s 七a t i n a l
1 3 2 )
(20 m g / k g)

＋P e p s t a t i n
1 3 2 )
(2 0 m g /k g)

＋ B e s t a t i n
1 3 2 )
(20 m g/ k g)

＋E
- 6 4

1 3 3 )
(20 m g/ k g)

＋N - E t h yl m a l e i n i d e (20 m g/ k g)

＋FO Y - 3 05 (2 0 m g / k g)

＋C h y n,
o s t a t i n (20 m g/ k g)

＋ F K
-

448 (2 0 n g / k g)

1 00

10 0

18 0

10 0

1 00

1 00

1 00

1 00

1 00

10 0

10 0

1 04 ± 5

1 02 ± 6

1 00 ± 8

1 06 ±1 2

1 10 ±1 2

1 08 ±1 4

1 04 ± 6

1 00 ±1 2

1 01 ± 8

44 ± 4

48 ± 7

1 0 7 ± 4

1 0 1 ±1 2

1 06 ± 8

1 1 2 ± 9

1 09 ±1 3

1 0 9 ± 1 0

1 04 ± 1 5

1 04 ± 1 0

1 0 2 ±1 1

80 ± 1 4

80 ± 1 4

T h e n u m e r al r e p r e s e n t s ” ± S E ( n = 4) .

一 方 ､ 小腸ホ モ ジネ - トに よ る イ ン ス リ ン の分解 に対 して も キ モ トリプ シ ン 阻

害剤は強い 分解抑制作用 を示 した o ホ モ ジネ -

ト中に は粘膜 に 吸着され た , 勝

頼由来 の キモ トリプシ ン の他に R a t u n u m a ら
1 1 )
の発見 し た粘膜申の キ モ トリプシ

ン 様酵素も存在す る もの と考え られる が ､
キ モ ス タ チ ン は こ れ らの い ずれ に対 し

て も 阻害作用 を示す こ と が知られて い る ｡ 又 ,
”- エ チ ル マ レ イ ミ ド

,
ペ ブ ス タ

チ ン にも搾用 がみ られ て い る こ と から , 粘膜中の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼや ､
カ

テ プシ ン D 等の ライ ソ ゾ ー

ム プ ロ テ ア ー ゼ も関与 して い る可能性も考え られ た .

こ の よ う に i n v i t r o の 実験結果 か ら イ ン ス リ ン の分解 に多く の 酵素の 関与 して

7 4



い る こ と が予想さ れた が, 頗液は絶えず分泌されて い る こ と等の理 由に より ､ 量

的関係 に つ い て は示 唆は与 えられな い ｡

イ ン ス リ ン と各種蛋 白分解酵素阻審剤を ､ ラ ッ ト十 二 指腸内に併用投与 した場

令,
キ モ トリプシ ン 阻害剤の み がイ ン ス リ ン の 吸収増強作用 を示 した こ と は ､ 上

記の i n vi t r o の成績と
一

致す るも ので あり , 勝キ モ トリプシ ン 又 は , キ モ トリ

プシ ン 様酵素の寄与 が最も大き い こ とを意味する と も 考えられる が, 同時に ､
キ

モ トリ プシ ン 阻害剤非存在下 に は ､ 他の粘膜中の酵素
1 3 ヰ )
に イ ン ス リン が到達す

る以前 に キ モ トリ プシ ン により分解を受ける可能性もあ る と考え られた ｡
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第三奇 骨威キ モ トq] プシ ン 阻害剤に よる イ ン ス r] ン の潤碓管吸収増強碓用

前節に お ける i n v i t r o , i n v i v o の 実験結果か ら, イ ン ス リン の投与法 と して

キ モ トリプシ ン 阻書剤 の併用 に よる小 腸内投与の 可能性が示唆され た ｡ 本節に

お い て は, ラ ッ ト及 び ウサ ギ十 二 指腸内に , イ ン ス リ ン を合成 キ モ トリプ シ ン 阻

害剤と と も に投与し , そ の作用 に つ い て 確認 した ｡

[ 美顔老兵】

1 ) ラ ッ ト十二 指題内投与美顔

麻酔 ､ 開腹下 の ラ ッ ト十二 指腸 に , イ ン ス リ ン 5 00t)/ k g を投与 した が血糖降下

作用 は認 め られ なか っ た B イ ン ス リ ン 3l . 3
- 5 0 0 ロ/ k g を F R - 44 8 20 m g/ k g と とも

に投与 した と こ ろ 6 2 . 5ロ/ k g か ら投与 量に依存 した血 糖値の 低下 が認め られ た ｡

血糖値は投与 1 時間後に最低値 と なる例が多 か っ た が高用量 のイ ン ス リン を投与

した尊台 にlま回復に数時間を要 し た ｡ なお F K
- 4 4 8 単独を授与 した場合に は , 血

糖値 に変化 は認 め られ な か っ た(F i g . 8) ｡

2 ) ウサ ギ十 二 指虐内投与実故

あら か じ め十 二 指腸 に留置 カ テ
ー

テ ルを施 した ､

I

.
ユ 5 )
無麻酔 , 無拘束状魔の ウ

サ ギに , イ ン ス リ ン 25
′
ロ/ k g を投与 し たが 血糖値 に変化 はみ られな か っ た ｡ 同

用量の イン ス リ ン に ,
F E - 3 1 6(第 一 部に お ける化合物 75) 10 7n g/ k g を併用投与 し

た寄合に 比 , 投与 30 分後 に . 前値に比較 して 3 2 % の 血糖降下 がみ られた ｡ な

お ､
FE - 3 1 6 lo n g/ k g の 投与 に よ っ て は 血糖値 に変化 はみ られな か っ た(F i g ｡ 9) ｡

[ 小満】

ラ ッ ト及び ウサ ギを用 い キ モ トリ プシ ン 阻害剤の ,
i m v i v o の イ ン ス リン 吸収

増強効果 に つ い て 検討 した ｡ ラ ッ ト十 二 指腸内投与実験に お い て F K
- 4 48 は イ ン

ス リン の用 量 に依存 した血糖降下作用をもた ら した ｡ F K - 4 48 に血糖降下 作用 比

認 められな か っ た こ と か ら , 併用投与 により消化管内酵素に よ る イ ン ス リ ン の分

解を抑制し ー その溝果 , 吸収率 を高め たもの と推察 さ れた ｡

ラ ッ トを用 い た実験に お い て は, 動物を麻酔下開腹 し投与 を行 っ た ｡ し か し

な がら, 麻酔 により ､ 哨化液の 分泌 ､ 腸管の感動運動等は影響を受 け , 又 ､ 手術

の侵異 に より, 血糖値 に変化 をもたらす こ と も考え られた ｡ ウ サ ギを用 い た実
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( A )

( B )

1

0 1 2 う

T i tn e a f t e r a d Tn i n i 8 七r a七i o n ( b ェ)

ヰ

B l o o d g l u c o s e l e v e ュs a f t e r i n t r a d u o d e n a ユ

a d m i n i s t r a t i o n o f v a ヱ
･

i o u s d o s e s o f i n s u l i n a n d

4 0 m g / k g F K
- 4 4 8 t o r a t s

V : S a l i n e c o n t r o l , ∇
･
･
･ ･ ･ ･ ･

･
- ･

∇ : F K -

4 4 8 w i t h o u t i n s u l i n
,

歯
▲
- - 一

-
- ･ 題

( B )

○ ○

6 ヱ . 5 U / k g ＋

◎ ･ - I
-

I - ⑳ :

5 0 0 U / k g ＋

i n s u l i n S O O U / k g w i t h o u t F K
-

4 4 8 .

I n s u l i n 3 1 . 3 U / k g ＋ F K
- 4 4 8 , △

･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･ △ : i n s u l i n

F K -

4 4 8 , ロ
ー - - - - ･ □ : i n s u l i n 1 2 5 U / k g ＋ F K

- 4 4 8 ,

i n s u l i n 2 5 0 U / k g ＋ F K
-

4 4 8 , A
- A : i n s u l i n

F K - 4 4 8 . E a c h p o i n t r e p r e s e n t s M ± S E ( n
= 6 ) .

i
: p < o . o 5 ,

米 *
: p < o . o 1 ,

米 * *
:
,
p < o . o o ユ .
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1 0 0

9 0

8 0

7 0

6 0

5 0

* * *

* # #

1 5
･

う0 4 5 6 0 9 0 1 2 0

T i 血 e a f t e r a d n i n i s t r a t i o n ( 皿i rl )

F i g . 9 R e l a ti v e c h a n g e s o f bl o o d gl u c o s e l e ∇e ユs a f t e r i n t r a d u o d e n a l

a d mi n i s t r a ti o n o f 25 U /k g i n s u li n 甘i t h o r W i t h o u t lo n g F長
一 31 6

v i a a c a t h e t e r t o r a b b i t s .

◎ ◎ : I n s u l i n 25 U /k g , 滞 一 茂 : F K - 31 6 l o n g /k g ,

○ - ○ : i n s u li r1 25 U /k g ＋ F丘
- 31 6 10 J) g/ k g .

E a c h p o i n t r e p r e s e n t s ” ± S E ( n = 5) .
*
: P < 0 . 0 5 ,

来 米 *
: p < 0 . 0 0 1 ,

c o 皿p a r e d 甘i t h t h e g r o u p a d m i n i s t e r e d o n l y i n s u l i n .

験にお い てヒL 無麻酔 . 無拘束状潜の動物に よ り効果を親祭す る こ と がで き , 上

述のような影響を除外す る こ と がで き る点で優れ て い るも の と考えられ た ｡ こ

の よう な実験系に お い て も F K - 3 1 6 は イ ン ス リン の 吸 収増強作用を示 し ､ 先 の ラ

ッ トに おける F R - 44 8 の 冶果 と合わせ , 合成キ モ トリ プ シ ン 阻害剤の併用 に より

イ ン ス リン の腸管か らの 吸収が確認さ れた ｡
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第四灘 キ モ トY] プシ ン 阻書劫 によ る リゾチ
ー ム の消化管吸収増強席用

19 2 2年 Fl e m i n g によ っ て最初 に発見され たリゾチ
ー ム は

, 卵白を始め と して 動

物の体液 ､ 植物 , 細菌等自然界 に広 く分布 して い る 肌 r a n id a s e の
一

種で あ る ｡

細菌等の細胞壁 の Ⅳ-

a c e t y ユm u r a mi c a c i d と Ⅳ
-

a c e t y l gl u c o s a m i n e の 怒合を加水

分解す る こ と により蒋菌作用を示す ｡

lム6 '
分 子量 約1 4 , 30 0 の塩基性蛋白質で

ある卵白由来の酵素は最も よく研究されて おり ,

一 次構造か ら高次構造ま で 明ら

か にされて い る q
1 3 6 )
昧床に は主 に こ の酵素が用い られて お り , 坑菌作用 ､ 坑

炎症作用､ 膿液分解作用を有す る こ と が知られて い る ｡ 筋肉内注射 によ っ て も用

い られ る が, アナ フ ィ ラ キ シ
ー を避 ける意味で経 口 的に投与され る こ と が多 い ｡

しか し ながらその吸収率は高い もの で はな い ｡ そ こ で ､ 先に述べ たイ ン ス リ ン

の消化管吸収の例に な ら い ､ 勝酵素等に対する安定性 と . 卑 モ トリプシ シ阻昏剤

併用 によ る消化管吸収の増強 に つ い て 検討 した ｡

[ 実験瀬果]

1 ) T) ゾチ ー

ム の定量

ウサ ギを免疫 して 待た抗 リゾチ ー ム 血清を含む ､ 免疫拡散破( プ レ ー ト) を用 い

て Si n gl e r a d i a l i m m u n o di f f u s i o n 法
1 3 7 )
によ りリ ゾチ ー

ム の定量を行 っ た o

高､ 低 2 種類の 濃度(そ れ ぞれ 3 . 0 , 0 . 75 % ) の 坑血清を含む免疫拡散板 に , リ ゾ

チ ー

ム 1 . 5 - 10 0 〝 g/ m l の 標準液を添加 し ､
2 4 時間後の 沈降リ ン グの直径を測定 し

た ｡ 沈降リン グの 直径は , 高濃度の 坑血清を含むプ レ
ー

トの場合は 1 Z . 5 - 1 00

p g/ n l , 低溝度の坑血清を含む プ レ ー トの場合は 3 . 1 - 2 5 JL g / m l の リ ゾチ
ー

ム濃

度に比例し た ｡ F i g . 10 には高濃度抗血清を含む プ レ
ー トを用 い た場合の検量

線を示す ｡ なお , 低濃度の坑血 清を含む プ レ
ー

トを用 い た場金の検出限界は

3 . l u g / n l で あ っ た o

2 ) 揮酵素及びJJヽ腹水 モ ジネ -

トに よる T) ゾ チ ー ム の分解に対す る酵素阻害剤の

作用

a ) 揮酵東に よ る分解 に対す る作用

反応系に おける終濃度 1 00 〝 g/ 山 の リゾ チ
ー

ム に , 犀液を含む ラ ッ ト胆汁を加

え 37 ℃ に 3 0 分反応さ せ た と こ ろ , リ ゾチ ー

ム濃度 は反応前の5 8 % に低下 した ｡

こ の反応系に ､ キ モ トリ プシ ン 阻害剤 F K - 31 6 1 0
- 3
M を添加した場合に は リゾチ
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1 2 . 5
■125 5
1
o 1 0 0

c o n c e n t r a t i o n ( JL d m l)

F i g . 1 0 S t a n d a r d c u r v e o f ] . y s o z y m e

L y s o 2:y m e S O l u ti o n s (12 . 5 - l oo p s / n l) w e r e

a p p l i e d o n a i m m u rl O d i f f u s i o r) pl a t e .

T h e d i a m e t e r s o f p r e c i pi t a t i o n r i n g s w e r e

m e a s u r e d 24 b r s ュa t e r .

-

ム溝度に低下はみ られず ､ 分解は 10 0 % 抑制され た ｡ トリプ シ ン 阻害剤 FOY
-

3 05 を添加 した場合に はやや分 解がみ られ , 抑制率は 5 5 % で あ っ た(T a b l e 24) ｡

b ) Jlヽ虜ホ モ ジネ -

トに よ る 分解に対す る作用 ,

上記 と 同様に , 小腸ホ モ ジネ
-

トによ る リゾチ ー

ム の分解に対す る , 両 阻害剤

の抑制効果を検討した ｡ リゾ チ
ー

ム 溶液に小 腸ホ モ ジネ
- トを加え ,

S ワ℃
, 30

分イン キ エ ペ - 卜した と こ ろ , 反応液中の リ ゾチ ー ム 濃度は 反応前 の 4 5 % に低
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T a b l e 24 I n h i b i t o r y e ff e c t s o f F K
- 3 16 a rld F O甘 - 3 05 o n th e

d e g r a d a t i o n o f l y s o z y m e b y b i l e a n d i n t e s t i n a l h o m o g e n a t e o f r a t s

L y s o z y m e

s o l u ti o n E n z y m e s o l u t i o n

(2 0 0 Jl g/ m l)

I n h i b i t o r( 1 0
- 2
M ) L y s o z y TD e C O n C e n t r a t i o n P e r c e n t a g e o f

F K
-

3 1 6 F O Y - 305

S a l i n e a f t e r i n c u b a t i o n i n h i bi t i o n

( 〝 〟山) (% )

2 5 0 FA 1

2 5 0 〝1

2 5 0 FL 1

2 5 0 〝1

25 0 〝1

2 5 0 〝1

2 5 0 〝1

2 5 0 〝1

2 5 0 J1 1

B i l e

lO O p l

lO O JL 1

1 0 0 J▲1

1 0 0 p I

H o m o g e n a t e

l O O J1 1

1 0 0 〝1

10 0 〝1

1 0 0 J1 1

2 50 J1 1

1 5 0 〝1

5 0 β1 1 0 0 J1 1

50 FL l l O O j L1

5 0 〝1 5 0 J1 1 5 0 〝1

5 0 〝1

5 0 〝1

50 p 1 50 J1 1

5 0 p l

O O Jl l

0 0 J1 1

5 0 J1 1

1 0 0 1 0()

58

05

81

0 6

1 05

81

1 0 6

4 5

9 4

10 0

98

0

0

5

0

0

.g

10

16

1 0

5

1 0

8

1 0

9

L y s o z y n e c o n c e n t r a t i o n W a s d e t e m i n c d a f t e r a n i n c u b a ti o n o f r e s 押 C ti v e r e a c ti o n mi x t u r e f o r 30 m i m a t

3 7 C ,
,
b y a tb e t h o d o f s i n gl e r a d i a l i n n u n o d i f f u s i o n .

下 し た ｡ こ の 反応系に ,
1 0

- 3
M の F R

- 3 16 を添 加し たと こ ろ ､ リゾチ ー

ム の 分解

は 89 % 抑制された o FO Y - 3 05 を添加 した場合 に は､ リゾチ ー ム の濃度 に低下は

み られ なか っ た(T a b l e 24) ｡

3 ) 十 二 指虜内投与実験

あら か じめ 十 二 指腸 に留置 カ テ ー

テ ル を施し た ウサ ギに , 無麻酔, 無拘束下 ,

リゾチ ー ム 100 m g / k g を ,
カ テ

ー

テ ル を通 じ投与 し たが , 血凍中に リゾ チ ー ム は

検出さ れな か っ た ｡ 同 じ用量 のリ ゾチ
ー

ム に F民
-

3 16 100 m g / k g を併用投与 し た

と こ ろ , 血弟中の リ ゾチ
ー

ム 濃度は投与 15 分後 に ピ
ー

ク と なり ､ その 時の 億は

1 5 〝 g/ ml で あ っ た(F i g . l l) ｡

8 1



2 5

′
‾
ヽ

r l

≡
ヽ
ヽ

也)

a
ヽ
_
′ l

亡d

E
∽

a

r J

P l

ロ
･
r l

戸
0
･
rl

＋ユ

く匂

h
･ド

ロ
C)

l〇

仁
0

Q

Q)

≡
P l

t]

C l

q

h

r
iq

2

1 5
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℡i T D e a f t
.
e r a d T n i n i s 七r a 七i o n ( m i n )

F i g . l l Ab s o r p ti o n o f l y s o z y m e a d m i n i s t e r e d

i n t r a d u o d e n a l l y W i t h o r W i t h o u t F正
一 3 16 t o r a b b i t s

0
-

○ : L y s o z y m e lO O m g /k g

○ ○ : L y s o z y m e lO O m g/ k g wi t h F K
- 3 1 6 10 0 m g / k g

E a c h p o i n t r e p r e s e n t s ” ± S E ( n = 4) ｡

[ 小満]

リゾチ ー

ム は M i c r o c o c c u s l y s o d e i k t i c u s に特に 強 い 溶菌作用 を示 す こ と か ら

命名された い きさ つ があり , 今 日 で も こ の菌体を基 質と して 活性を測定さ れ る こ

とが多 い ｡
1 3 8 )

し かレな がら ､ 血菜中に は白血球等に由来する酵素が存在する

ため , 体外 か ら投与し た酵素の血 中濃度の謝 定に は適当で な い ｡ そ こ で ､ 血清
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リゾ チ ー ム と は坑屈性が異 な る卵白製リ ゾチ ー ム を用 い ､ その定量は 坑腐坑体反

応を利用 し た si n gl e r a d i al i m m u n o d i ff u s i o n 法
1 3 7 )
に より行 っ た ｡

免疫拡散板によ る沈降反応 は 室温 で24 時間行う ため , 叫 v i t r o の ､ 酵素によ

る分解 に対す る 阻害活性の検討に お い て は, そ の 間 に進行するリ ゾチ ー

ム の 分解

も加わ る こ と に なる ｡ し か し ､ リゾチ ー ム は熱 に対す る安定性が高く ,
1 0 0 ℃

､

3 分の 加熱に耐える こ と が知 られて い る
1 ユ 9 )
の で加熱処理 により添加し た酵素を

失活させ た後, 免疫拡散破 によ る定量 を行 っ た o

リゾチ ー

ム と勝液を反応さ せ たi n v i t r o の実験に お い て , キ モ トリプシ ン 阻蕃

剤 FK - 3 1 6 は リゾ チ ー ム の分解 に対し 10 0 % の 抑制を示 した ｡ トリプ シ ン 阻害剤

FO甘- 3 05 もあ る程度分解抑制作用を示 した が, キ モ トリ プシ ン 阻害細 に比較す る

と そ の作用 は襲 い もの で あ っ た ｡ 一 方, 小腸ホ モ ジネ ー

ト によ る分解に対 し

て は
, 両者とも分解抑制作用 を示 した ｡ こ の ような i n v i t r o の成績をふ ま え,

ウサ ギ十二 指腸に F E - 3 16 とリ ゾチ ー ムを併用投与 した と こ ろ ､
FK

- 3 16 は リ ゾチ

ー ム の吸収を増強し た ｡
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第五滞 卑 モ トリプ シ ン 粗書剤 によ る ス トレ プ トキ ナ
ー ゼ の滑化管噴収増強碓用

ス トレ プトキナ
- ゼ は 1 93 3 年T iユ1 e t t ら によ り溶連菌か ら見 出され た , 分子量

約 45 , 0 00 の茸自質で あ る o そ のも の に 直接的な酵素活性は な い が, ヒ ト, ネ コ

等の血中の プラ ス ミ ノ ゲ ン と ,
ペ ブ タイ ドの切断を伴わず に , 容易 に複合体を形

成し , プ ラ ス ミ ン 様活性及び プうス ミ ノ ゲ ン ア ク テ ィ ベ ー

タ 活性を示 す o

1 4 0
･

= 1 )
欧州で は静脈内投与 が認 め られ て い る が, 日本で は, 異種茸 白質と して の

坑原性を重視 して , 現在注射用製剤は認 め られ て い な い D 近年 , プ ラ ス ミ ノゲ

ン ー ス ト レ プ トキ ナ ー ゼ複合体の低抗原性 , 持続性 が注 目さ れ ､ 多く の研究 が続

けられて い る ｡ そ こ で 注射 に比較 して ア レ ル ギ
ー

反応 の弱 い と され て い る経口

投与 に つ い て , 先の イ ン ス リ ン 等に準 じ , キ モ ト リプ シ ン 阻害剤併用 に よ る消化

管吸収を検討 した D

[ 実験瀬果コ

1 ) ス ト レ プ トキナ - ゼ の キ モ トリ プシ ン に よ る分解に対す るFK - 3 1 6 の 抑制作用

実験に先立 ち , 反応に用 い る ス ト レ プ トキ ナ ー ゼ の 濃度 と ､ プラ ス ミ ノ ゲ ン 添

加後の B o c
-

V a l - L e u
-

L y s
- 凹C A 水解活性

1 4 2 )
に つ い て 検討 した と こ ろ , 過剰の プ ラ

ス ミ ノ ゲン 存在下 , 終濃度 2 0
- 20 0t)/ m l の範囲 で ス ト レ プトキ ナ

- ゼ は濃度 に比

例し た A M C を生成 し た ｡

次に ス ト レ プト キ ナ - ゼ に対する ､ キ モ トリ プシ ン の 分解作用に つ い て 検討 し

た o 20 0U / 皿ユの不 ト レ プ ト キナ
ー ゼ に対し 2 n g/ m l の キ モ ト リプシ ン を添加 し ､

37 ℃ に 反応 させ た と こ ろ ,
ほ ぼ 1 00 % の分 解がみ られ たの で , 以後 こ の濃度の キ

モ トリ プシ ン を用 い た ｡

以上 の予 備実験か ら設 定 した反応系に ､ 終濃度 1 0
-

3
- 10

- 6
M の F R

-

3 16 を添加

し分解抑制作用を検討 し た と こ ろ , FE
-

3 1 6 に濃度 に依存し た分解抑制作用 がみ ら

れ 10
- S

M に お い て 約5 0 % の 抑制率を示 した(T a b l e 25) ｡

2 ) ネ コ 十 二 指腸内接与実験

麻酔開腹下 の ネコ 十二 指腸内に ,
ス ト レプ ト キナ - ゼ 10 , 00 0U / k g を投与 した

が, 血寮中に プラ ス ミ ン 様 B o c - V a トL e u - L y s
- M C A 水解活性の上 昇は認め られ な か

っ た(F i g . 1 2) o 次に , 同用量 の ス ト レ プ トキ ナ
ー ゼ に F K - 3 16 5 0 m g / k g を併用

投与 し たと こ ろ , 血 中の プ ラ ス ミ ン 様活性は ー 投与 15 分後に ､ 投与前に比 較し
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T a b l e 2 5 I n h i b i t o r y e f f e c t o f F K
- 3 16 o n t h e

d e g r a d a ti o n o f s t r e p t o ki n a s e b y c h y m o t r y p s i n

C o n c e n t r a ti o n o f F K - 3 16 ( ”) I n h i b i t i o n r a t e ( % )

1 X I O
- a

10 0 . 0

1 ×1 0
- ヰ

73 . 4

1 X I O
- $

4 8 . 0

1 X IO
1 6

3 5 . 5

0 0

3 2 n m o I A M C / 皿ユ/ h r 上昇 し ,
ス ト レ プ トキナ - ゼが吸収され たこ と が確認され たB

[ 小話】

ス トレ プトキ ナ
- ゼ は単独の茸自費と し て 比酵素活性を示さず, そ の活性に つ

い て検討する場合, プ ラ ス ミ ノゲ ン複合体 と して のプ ラ ス ミ ン 様活性に基づ い た

方法 に よらざる を得な い(S c h e m e 1) ｡ プラ ス ミ ン は , トリプシ ン 系の酵素 に属

し, トリプシ ン 阻害剤 の多く の もの がその活性を阻害す る ｡ 又 ､ トリプシ ン 比

プラ ス ミ ノ ゲン 活性化作用を有す る ｡ 従 っ て 藤波 ,
J]＼膿ホ モ ジネ ー

トに よる分

解に対する酵素阻害剤 の作用 を検討す る こ と比 で きな か っ た ｡ 又 _ トリプ シ ン

阻害剤の併用 に よ る吸収増強効果 に つ い て も ー 吸収後の プ ラ ス ミ ン様活性に対す

る阻害作用も考えられ , 正確な評価が出来な い ｡ そ こ で i n v i t r o に おける ､
キ

S t r e p t o k i n a s e (S E)

P l a s n i n o g e n

(Pュg)

P ュg
-

S R

S c h e m e 1

8 5
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モ トリ プシ ン に よ る ス ト レ プ トキナ
ー ゼ の 分解に対する ､

キ モ
･

トリプ シ ン 阻害剤

の作用 を検討 したと こ ろ ,
FE - 3 16 に分 解抑偶作用 がみ られ た ｡ 先の イ ン ス リ ン

及びリゾチ
ー

ム の例に な ら い , ネ コ 十 二 指腸に F K - 31 6 と ス ト レ プ ト キナ ー ゼ を

併用投与 し たと こ ろ , 血凍申に プラ ス ミ ン 様活性の上昇 が認 め られ ､
F K -

3 16 に ス

トレ プ ト キナ
- ゼ の 吸収増強作用が確認さ れた ｡ こ の結果は､ 先の イ ン ス リ ン

の場合 にみ られ た キ モ トリ プ シ ン 阻害剤の , 消化 管吸収増強作用 がイ ン ス リン 以

外の蛋白質全般 に つ い て も応用 され得る こ と を示 唆す る も の と考えられた ｡

ヰ○

a

∈
0 )

c t)

r l

… ヨ0

I + (

h
” A
P ＼
ーl r

-1

ミ ミ 2 0
＋⊃ こ)
o ≡:
d <

¢ r l

& O

コ 告 1 0
ヽ ー

g
･
r l

≡
C)

a

己 c

0 う0 6 0 9 0 1 2 0 1 5 0

T i m e a f t e r a d rD i n i s 七r a 七i o T1 ( Ⅶi n )

F i g . 1 2 A b s o r p t i o n o f s t r e p t o k i n a s e a d m i n i s t e r e d

i n t r a d u o d e n a l l y w i t h o r W i t h o u t F K
- 3 16 t o a c a t ｡

0

0

○ : S ヒr e p t o k i n a s e 1 0 , 00 0 U/ k g

O : S t r e p t o k i n a s e 1 0 , 00 0 U/ k g ＋ F K
- 3 1 6 50 m g/ k g

E n z y m e
_
a c t i v i t y W a s a s s a y e d u s i n g B o c

- V a l
-

L e u
-

1 y s
一

凹CA a s a s u b s t r a t e .
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第
一

幸 美験の部

1 ) 美顔材料

a ) 第
一

部におい て用 い た試薬の他､
I n s uユi n (b o vi n e , c r y s t all i n e , 24 . 6U/

m g) は A r 皿O u r 社､
1 y s o z y m e ( e g g W h i t e) , p a n c r e a ti n (p o t ci n e) , ”-

e th y ト

m a l ei n i d e (N E W) , Gl u c o s e B T e s t ⑧ , z i n k s u lf a t e , b a r i u m h y d r o x id e ,

a m m o n i u n s u lf a t e , s od i u m a z i d e , u r e t h a n e ( e t h y l c a r b a m a t e) は和光耗藻

エ 業(樵) ､ 1 e u p e p t i n , e ユa s t a ti n a l , p e p s t a ti n , b e s t a t i n , E
- 64 , B o c

- V a l -

L e u
-

L y s
-

M CA (VL K - M C A) は 蛋白質研究奨励金､
ト c hl o r o - 3 - t o s yl a m i d e

- 7 -

a m i n o - 2 - b e p t a n o n e (T L C 川ま S i g m a社 ､ a p r o t i n i n (T r a s yl ol ㊨ ) は B a y e r

社､ p e n t o b a r b i t a l s o d i u m (S o m n o p e n t y l ㊨ ) は P i t n a n H o o r e 社, F r e u nd
'

s

c o m pl e t e . a d j u v a n t は (樵) ヤ ト ロ ン ,
a g a r o s e は 半井化学(樵) , 注射用 ヘ パ

リン(1 , OO OU/ m 1) は 清水製薬(樵) ､ D EA E - S e ph a d e x ㊨ A
- 25 は Ph a r m a c i a 社の

製品を使用 した ｡

b ) S t r e p t o ki n a s e (V a li d a s e ㊥ ) は日本 レダリ
一 社の製品を購入 し, DE AE -

S e p h a d e x A
- 25 に より精製 した ｡

H u m a n p l a s m i n o g e n は ヒ ト血清から､ リジン セ フ ァ ロ
ー ス を用 い て精製した .

a ) w i s t a r 系雄性ラ ッ トは(樵) 日本医科学動物資材研究所及び北山ラ ベ ス(樵) ,

日本白色在来種堆性家兎は(樵) クリ
ー ン実験動物､ 雑種雄性ネ コ は (樵) 武

田化製萄よりそれぞれ購入 し使用 した ｡

2 ) 実数方法

a ) 消化液の採政

体重 約200 g の ラ ッ トをウ レタ ン麻酔下 関度し､ 十二指腸か ら胆管開 口部

に カ ニ ュ
- レを挿入 し結紫, 固定 した ｡ 分泌された藤液を含む胆汁を､ 水

冷 した試験管に 3 時間採取した ｡ 藤液を含まな い 牌汁を得る場合汰, 胆管

の ､ 肝臓側起始部にカ ニ ュ
-

レを挿入 した ｡

b ) 消化液中の イン ス リ ン分解活性物質の分東

胆汁 10 ml に, 冷却しつ つ 硫酸アン モ ニ ウム(硫安) の結晶を加え , 3 0 % 飽
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和沈澱 ,
60 % 飽和沈澱､ 及びそ の上清の 3 フ ラ ク シ ョ ン に分画した ｡ それ

ぞ れの 沈澱 は, p H & . 0 , 0 ｡ 0 1 M .の トリ ス H C l 凄衝液1 0 m l に溶解し ･ヾ 3 画

分 とも同緩衝液に対 し透析した ｡ イン ス リン 分解活性を謝定 した後､ 60 %

飽和沈澱画分を , D E A E セ フ ァ デ ッ ク ス A - 25 を用 い たイ オ ン 交換ク ロ マ

トグラ フ ィ ー

に より分画 した ｡ 即 ち一 葉自覚と して 約10JA g を p H 8 . 0 ､ 0 . 0 1

M 燐酸患緩衝液で平衡化 した D E A E セ フ ァ デ ッ ク ス A
- 2 5 カ ラ ム(1 .5 c n ¢

x 4 0 c 皿) に添加し , 0 . 01 - 0 . 4 M の 同凄衝液の濃度勾配に より溶出 した ｡ 各

フ ラ ク シ ョ ン は 280 n 皿に おける吸光度( A 2 & 0) ､ A T E E を基質と した場合

の キ モ トリプシ ン 様酵素活性, T A M E を基質 と した場合の トリプシ ン様酵

素活性及び次に述べ る方法によりイ ン ス リ ン分解活性をそれぞれ謝定 した ｡

a ) イン ス リ ン 分解活性の沸定

1 群 3 匹の ラ ッ トの 尾先端を切断し, 血液 絡0 . 1 m l を採取 した後 , イ ン ス

リ ン 0 . 31 - 2 . 5ロノk g を腹腔内に投与 した ｡ 2 時間後 に同様に採血 し､ 血糖

値を謝定した｡ 血糖降下 の用量 一 反応曲線 (F i g . 6) を次の イ ン ス リ ンの定

量 に用 い た ｡

胆汁及びその分画後の フ ラ クシ ョ ン 又 放 そ の稀釈液 ー ある い 辻 , 額準の キ

モ トT) プシ ン ー トリプシ ン溶液 0 . 5 - 1 m 1 に _

J
等容量 の 2 U/ n l のイ ン ス リン

膚液を加え ､
37 ℃ で 30 分加温 した後直ちに氷冷し被検液と した b 被検液 2

m l/k g 体重を 1 群3 匹 の ラ ッ ト腹腔内に投与 し ､ 2 時間後の血糖降下率から

F i g . 飢こより反応液中の 残存イン ス リ ン量 を求め ー 3 0 分間 に分解 されたイ ン

ス リン の量を概算した ｡

a ) 血糖儀の胡定

I m l の精製水を入 れた試験管に , 採取 した全血 5 0 jL l を加え溶血きせ た ｡

1 .8 % 水酸化 バ リ ウム溶瀦 0 .5 n l を加え混和 し, 次い で 2 . 0 % 硫酸亜鉛溶液

0 .5 n l を加え混和し , 除蛋白した ｡ 15 分室温 に放置し ､
3 , 00 0 r p m 15 分遠心

分離し , そ の上清 1 m l を別の 試験管に移 し , グル コ ー ス オ キシ ダ ー ゼ法に基

づく グル コ - ス B テ ス ト ･ キ ッ トの試液 3 m l を加え , 3 7 ℃ で 15 分反応させ

た ｡ 5 05 n m におげる吸光 度( A s . 5) により此色定量 した ｡

e ) パ ン ク レアチ ン清瀬の翁襲
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パ ン ク レア チ ン 10 g に生理食塩液 10 0 m l を加え1 時間茂拝し, 1 0 , 00 0 r p m

で 30 分遠心分離 した ｡ その上清につ き ,
F o li n - L o w r y 法

6 3 )
に よ る蛋白定

量を行っ た後, 勝消化酵素液としてイ ン ス リ ン の分解作用の 検討に用 い たo

i ) 小脇ホ モ ジネ -

トの飼繋

一 夜絶食させ たラ ッ トを断頭放血後, 十ニ 指腸か ら回腸まで の小脇を摘出

して ､ 生理食塩液により軽く洗い 内容物を除去 した｡ ハ サ ミで細断後生理

食塩液を加え､ ホ モ ジナイザ -

( Ki n e m a t i c a 社製 p ol y t r o n ㊨) を用 い 20 %

ホ モ ジネ - トを調製した ｡ 105 , 0 00 × g で L 時間遠心分離を行い , その上清

に つ き
,
F o l i n - L o w r y 法 による蛋白定量を行 っ た後, 小腸粘膜ホ モ ジネ -

ト

と してイ ン ス リン 分解作用 の検討 に用 い た o

g ) イ ン ス リ ン分解抑制伸用 の検討

2 U / mユのイン ス リン 溶液1 m l に ､
パ ン ク レ アチン溶液又 は小腸ホ モ ジネ -

ト0 .5 皿1 及び各種溝度の蛋 白分解酵素阻害剤清液 0 .5 ml を加え,
37 ℃ で 30 分

加温 した ｡ 反応後直ちに水冷し ､ c ) と同額に血糖降下作用 により, 残看

す るイ ン ス リン 量を求め , 各阻害剤の分解抑制率を計算 した ｡

h ) ラ ッ ト十二 指腸内投与実験

ラ ッ トの尾先端を切断しー 血液 約0 . 1 m l を採取した後,
ベ ン トパ ル ビタ ー

ル に よる麻酔下 ､ 腹部を正中線 に沿っ て 約2 c m 切開し十 ニ 指腸を霧出させ

. た ｡ 幽門より 1
- 2 c m 下位の十二指腸内に , 注射針を介し､ 薬液 1 - 2 m l

/k g を投与 した ｡ 経時的に尾先端から , 約0 . 1 m l の血液を採取し, 血糖値長

潮定した ｡ なお, イ ン ス リ ン 旺0 .0 1 N の H C l により溶解し ､ 蛋白分解酵

素阻害剤溶液と用 時等量に混和した｡

i ) ウサ ギ十二 指過内投与実験

投与実験に先立ち ､ S hi c h i r i ら
1 3 占)
の方法 に準じて ウサ ギ十二 指腸に留置

カテ ー テル を施した o 即ち , 体重約 3 k g のウサ ギを麻酔下問腹 し , 胃体部

よ り十二 指腸 ヘ ビニ ー

ル細管を 15 c m 挿入 した o 胃外壁にその ビ ニ
ー

ル細

管を結数､ 固定 しf=
l

後,
ビ ニ ー ル細管の他端を, 皮下をく ぐらせ頚部に約5

c m 露出させ結染, 固定した o カテ ー

テ ル 内に水を満たした後ー 熱 により融

8 9



封した ｡

投与実験には ､ 上述の方法 に より, あらか じ め十 ニ 指腸に留置カ テ ー テル

を施した, 無麻酔 ･ 無拘束状健の ウサ ギ 1 群 5 羽を用 い た ｡ 耳介辺緑静脈

に メ ス に より小さな創傷を作り . 血液 約0 . 1 n l を採取 した ｡ カテ
ー

テ ル の

融封部を切断し, カ テ
ー

テ ル を介し , イ ン ス リン 25 U/k g 及び酵素阻害剤 10

m g/ k g 等を含む薬液2 ml / k g を投与 した ｡ 投与後創傷部より経時的に血液約

0
.
1 ml を採取し ､ 上述の方法 により血糖値を測定 した ｡

第四節に述べ たリゾチ ー

ム の投与実験の場合も , リゾチ ー ム100 m g /k g を単

独又 は FR
- 3 16 1 00 7n g / k g と混合 し､ 同様に カテ ー テル を通 じ投与 した ｡ 投

与前及び投与後経時的に ,
ヘ パ リ ン処理 した注射備に より血液 約0 .5 m l を採

取し､ 得られた血凍に つ き ､ 以下 に述べ る方法 によ りリゾチ ー

ム濃度を謝定

した B

j ) T) ゾチ ー

ム の分解 に対す る 阻蕃剤の分解抑制搾用の故討

200 j t g/ ml の リ ゾ チ ー ム清瀬 2 50 jL l に ,
10 倍稀釈 した腹汁 又 は/] ＼腸ホ モ ジ

ネ - ト 10 0 JL l ､ 10
‾

2
M の 阻害舟清瀬 50 j E l 及び生理食塩液を加え 5 00 p l と

した後,
3 7 ℃ に 30 分加温 した｡ 沸騰水浴申1 分加熱 した後､ 次に記載する

方法 に より反応液中に戎存す る リゾチ
+
ム の濃度を測定 した ｡

k ) s i n gl e r a d i al i n ) u n o d i f f tJ S i o n 法
1 3 7 )
によ る リゾチ ー ム讃度の謝定法

測定に先立ち , あらか じめ次の方法 によ りウサ ギを免疫 し､ 坑リ ゾチ ー

ム

坑血清を作成した ｡ F r e u n d の c o m p l e t e a d 加v a n t l m l に 1 皿g / m l の リゾチ ー

ム清瀬 1 m l を加え､ 乳液を作成した ｡ 2 羽 の ウサ ギの足聴数ケ所に計 1 m l/

b o d y の割合で乳液を皮下投与 した ｡ 2 週後同 じ乳液に より足鑑又 は腹部皮

下 に追加免疫を行 い ,
10 日後に採血 した ｡ 血液は室温 に 3 0 分放置 した後遠

心分離し, 得られた血清を 60 ℃ 30 分加熱処理 し , 坑血清と して リ ゾチ ー

ム

の測定に利用 した ｡

ア ガロ ヤ ス 1 . 5 g ､ 窒化ナ トリ ウム 0 .1 g ､ ･ 4 % T w e e n 80 溶液 0 . 6 m l に ､ p 円

7 . 2
､
0
.
15 M ベ ロナ - ル媛衝液を加え加熱溶解 した後 50 ℃ に保ち , 上記 によ

り得た坑リゾチ
ー

ム抗血清 3 mユ又 は 0 . 75 m l を加え､ 同緩衝破に より全量を

10 0 nl と した ｡ プラ ス チ ッ クシ ャ ー レ に厚さ 1 m m となる よう に流 し , 冷却 ､

固化 させ ､ 免疫拡散破を謝襲した ｡ 直径3 . 5 m Tn の穴 をく り抜き湿潤箱中に保

9 0



存した｡ リゾチ ー

ム 3 . 12 5 - 100 Jl g/ m l の標準液又 は被検液5 〝1 を､ くり

抜い た穴に添加 し､ 湿潤箱申室温 に
一

夜放置した後, 沈降リン グの 直径を測

定した. 標準液に より作成した検量線か ら被検液中のリゾチ
ー

ム洩度を求

め た ｡

1 ) キモ トリプシ ン による ス トレプ トキナ ー ゼの分解に対する抑制碓用の壌討

1 , 00 0U/ 7nl の ス トレ プトキナ - ゼ溶液 0 . 1 m l に､ p H 8 . 0 , 0 . 1 M トリス H

C l 緩衝液0 . 2 ml , lo n g/ mユの キ モ トリプシ ン 溶液 0 . 1 m l 及び 5 ×10
- 3

- 5 ×

10
‾ 6

M の F K
- 316 溶液 0 .1 m l を加え､ 37 ℃ に 30 分反応した｡ 0 .1 7n g/ m ユの ヒ

トプラス ミ ノゲ ン 溶液 0 . 1 m l を加え､ 3 7 ℃ に 5 分加温 して ス ト レプト卑ナ -

ゼ をプラ ス ミ ノゲ ン複合体に導き , B o c
-

V a トL e u
-

1 y s
一括C A(V LX - MCA) の D M S

O 溶液 5 p l(終濃度 0 . 1 皿 M ) を加え 37 ℃ 10 分反応させ ､ 生成した
･

7 -

a m i n o -

n e t h y l c o u m al i n (A M C) を蛍光光度計により , 励起波長 380 rl 恥 蛍光波長 44 0

n 皿で 測定した ｡
1 4 2 )

ス トレプトキナ ー ゼの キ モ トリプシ ン によ る分解に対する 和 一31 8 の抑制作

用 は, キモ トリプシ ン を加えない場合の プラ ス ミ ン横倍性を 100 % , キ モ ト

リプシ ン を加え FK - 3 16 を加えな い 場合の活性を0 % と した相対的な値と し

て算出した ｡

m ) ネ コ 十 二 持崩内投与実験

ベ ン トパ ル ビタ ー

ル麻酔下問腹したネ コ の股動脈に ､ 採血用カ ニ ュ
-

レを

挿入 し , 生理食塩液により 10 倍稀釈した注射用 ヘ パリン 溶液を, そ の中に

満たした . 10 ,0 00 U/ k g の ス トレプトキナ - ゼ及び 507 帽/ k g の F K - 316 を､ 注

射針を介し十 二 指腸に投与 した ｡ 投与前及び投与後,
ヘ パ リン 処理 した注

射常により経時的に血液 約0 . 5 m l を採取し ,
3
,
000 r p m 15 分遠心分融後 血凍

を得た｡ 血凍 0 . 1 n l に p H 8 . 0 , 0 . 1 M の トリス H C l 緩衝液 0 .4 m l 及び

V L R - M CA 5 p l を加え 37 ℃ に 1 0 分間反応さ せ , 生成した A M C を上述の方法

により蛍光光度計 を用 い て測定した｡

n ) 載計計算

薬物投与群と対席群の億は , 平均値±標準誤差で示 し ,
S t ud e n t の t

-

t e s t

により有意差検定を行 い ,
P < 0 . 05 をも っ て 推計学的有意差と考えたD
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第二 葦 防音剤の適訳

前章に お い て F鑑
-

4 4 8 ー F K
- 3 16 等の キ モ トリ プシ ン 阻害剤 に ､ イ ン ス リン 等 蛋

白質の消化管吸収増強作用 の あ る こ と
■
を示 し た ｡ 第

一

部に お い て , 阻審ス ペ ク

トル ､ 活性の強さ , 安定性, 溶解性等の異 なる 多数の キ モ トリ プ シ ン 阻害剤を得

たが,
これ らの化合物は 生体内に投与され た易合に は ､ 基本的な キ モ ト リプシ ン

阻害作用 に ､ そ の他の藷性質 が影響 し合い , 総合的に 異なる 吸収増強作用を表す

と同時に , そ の他の作用 , 即 ち謝･作用をも たらすもの と思わ れ る ｡ 本章 にお い

て は､ 併用す る 阻害剤の 選択 を目的 と して ､ 多く の 阻害期 に つ い て , イ ン ス リ ン

の 吸収増強作用及び毒性の両 面 か ら此 較検討 し た結果 を述 べ る ｡

第 一 滞 阻害剤の活性 と併用 効果
1 4 3 )

先に 合成し た基質ア ナ ロ グ型 キ モ トリプシ ン 阻書剤の基本骨格は , 疎水性カ ル

ポ ン酸 フ ェ ニ ル エ ス テ ル で あ る ｡ 比較的構造が類似 し , し か も阻害活性の異な

, る キ モ トリプシ ン 特異 的阻害剤を用 い て , 阻害活性の強き と イ ン ス リン の 消化管

吸収増強効果に つ い て 検討 した ｡ 又 ､
キ モ トリ プシ ン と 同時に トリプ シ ン を阻

害す る ,
ア ミ ジノ フ ェ ニ ル エ ス テ ル型の 阻害剤を用 い て ､ トリプ シ ン 阻害作用 に

基づく吸収増強の寄与に つ い て も検討 した ｡

【実験者果]

1 ) キ モ ト リプシ ン 阻害活性 の強さ と噴収増強効果

あらか じめ 十 二 指腸内に留 置カテ ー テ ルを埋 め込 ん だ ウサ ギ 1 群 5 羽 に ､ カ テ

ー テ ル を通 じ ､
キ モ トリプシ ン に対す る阻害活性( I C s . 億) の 異 な る 4 種の キ モ

トリプシ ン 特異的阻害剤 ,
F R - 2 07

,
2 06

,
44 8 及び 20 4 (F i g ｡ 1 3) 各1 0 m g/ k g をイ

ン ス リ ン 2 5U/ k g と と も に 投与 し , 阻害剤の 吸収増強作用 を比載 し た o い ずれ

a) 阻害剤を併用 した場合も投与 1 5 分後 に血糖降下 がみ られ た が, 最高血糖降下

率は ほぼ 阻害活性の強さ の 順に従 っ て おり ､ 最 も強 い 阻害謝で あ る F K
-

2 04 , 44 8

に お い て 降下率はそれぞれ 2 4 % , 26 % を示 した( F i g . 14 A ,
T a b l e 2 6 A ) ｡
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F i g ｡ 1 3 S t r u c t u r e s o f i n b i b i t o r s

I n h i b i t o r S t r u c t u r al f o m u l a

F K
- 2 04 (76)

FE
-

20 6 (77)

FE
-

2 O7 (74)

F姓 - 2 10 (10 1)

F庄一 2 15 (10 5)

F K - 2 2 1 (10 0)

FR - 4 48 (45)

誠
2 C O O 督 c o N 日C U 2 C H 2<;≡; ･ u C l

融訂
c 日2 C O O 一 瞥 c o N B C - ”

月

/
Cflユ

＼ cf13

｡ 臼C l

昏 c o o 督 c o N H C H 2 C 日2 N(;≡;
｡ H C I

O - c o o 恐 くN
”

:
2

I H C l

d
o o Je } c: N

”

≡
2

･
･ c H ユ S O 3 日

昏 c o o 沓 c;::
2

｡ c H 3 S O 3 H

e d
o ⑳ c oJ: ”c Hくc

c

: 3
3

● C 8 3 S O ユ H

T h e n u m e r a l i n p a r e n th e s e s c o r r e s p o n d s t o th e n u m b e r o f t h e c o 岬 O u n d

i n P a r t I ｡

2 ) キ モ トリプシ ン ー

トリプシ ン 阻害剤の 併用効果

ウサ ギ十二 指腸内に ､ 阻害活性の異 なる ､ キ モ トリ プシ ン ー トリプシ ン 阻害剤

FR - 22 1
,
210 及び 21 5 (Fi g . 13) 各10 m g / k g を 25U / k g の イ ン ス リ ン と と もに投与

して 吸収増強作用 を比較 し た ｡ 両酵素に対 し , 最も強 い 阻害作用 をも つ F K - 215

は最高血糖降下率22 % と , 強 い 効果を示 した ｡ しか し ながら, キ モ トリプ シン

に対し F K - 215 と ほ ぼ 同 じ阻害活性を有する キ モ トリ プシ ン 特異的阻害剤 F K - 204

と
､ 同程度の効果を示す に と どま っ た(F i g . 14 B ､ T a b l e 26 B ) ｡
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T i 一 e a f t e r a d ■ i n i s t r a t i o n ( JL i n )

Fi g . 1 4 R e l a t i v c c h a n g e s o f b l o o d gl u c o s e l e v eュs a f t e r i n t r a d u o d e n a l

a d m i ni s t r. a t i o n o f 2 5U / k g i
n s uユi n 甘i t h l o n g/ k g i n hi b i t o r s v i a

a c a t h e t e r t o r a b b i t s .

A : C h y 皿 O t r y p S i n s p e c i f i c i n bi b i t o r s

0

A

∇

B .

I

0

A

0 : W i t h o u t i n h i b i t o r , □

A : W i t h F K
-

2 06 ,

∇ ; 甘i t h F E
- 4 48

.

Ch y n o t r y p s i n
- T r y p si n i n h i b i t o r s

○ : W i t h F X
- 2 2 1 ,

A : 甘i th F K - 2 1 5 .

E a c h p o i n t r e p r e s e n t s ” ± S E (n = 5) .

□ : p i t h F X - 2 07 ,

◇ - - - ◇: W i th F K - 2 04 ,

ロ
ー ロ : W i t h F民

- 210 ,

【Jl ヽ括】

キ モ トリプ シン 阻害剤の イ ン ス リン 吸収増強作用に対 し , 最 も強 い 影響を及ぼ

す と予想され る酵素阻害活性 に つ い て 検討 し た ｡ キ モ ト リ プシ ン 特異 的阻害剤

相互 の此 掛 こお い て , そ の効果 娃 I C s o 値 と の 間 に相関 がみ られた ｡ こ のJ# 果

は吸収増強作用 がキ モ トリ プシ ン 阻害活性 に基 づ くもの で ある こ と を基づ ける も

の と考え られ る ｡ 又 ー I C 5 0 値が 8 X I O
- 7
M の F K

- 4 4 8 の作用 が 4 ×1 0
- 7
M の

FX - 20 4 と 同様で あ っ た こ と か ら , 阻害活性と して 比1 ×1 0
- 6
姐以下 で あれば , ほ
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T a bl e 26 C o m p a r i s o n o f t h e p r o m o t i n g e f f e c t s o f c h y m o t r y p s i n

i n b i b i t o r s o n t h e i n t e s t i n aユ a b s o r p t i o n o f i n s u l i n

( A ) c h y m o t r y p s i n s p e c i fi c i n h i b i t o r s

工C 5 0 ( M ) M a x i m a l d e c r e a s e . f

I n h i b i t o r C h y m o t r y p si n T r y p si n b l o o d gl u c o s e ( % )

F K - 2 07 (74)

F E - 2 06 (77)

FK - 2 04 (76)

FK
-

4 48 (45)

6 X IO
l 占

3 X IO
- 6

4 x lO
- 7

8 X 10
- 7

> 1 0
- 3

> 1 0
- 3

> 1 0
- 3

7 X IO
-

4

8

14

24

26

( B ) T r y p si n -

c h y m o t r y p s i n i n h i b i t o r s

I C s o ( A ) 稚a 又i m a l d e c r e a s e o f

I n h i b i t o r C h y m o t r y p si n T r y p s i n b l o o d g l u c o s e ( % )

F R - 22 1 (1 00) 3 × 10
- 5

4 ×1 0
- 6

FK
-

21 0 (10 1) 8 x IO
- 6

9 ×1 0
-

5

F 正 一 2 15 (1 05) 5 ×10
一 丁

6 × 1 0
- 7

14

13

2 2

Th e n u m e r a l i n p a r e n t h e s e s c o r r e s p o n d s t o t h e n u m b e r o f t h e c o m p o u n d

i n P a r t I
.

ぼ同程度の強 い 効果をも たらす も の と考えられた ｡

次に キモ トリプ シ ン と 同時に トリプシ ン を阻害す る 阻害剤を併用 し た場合の効

果は , それぞれ キモ ト リ プシ ン に対す る I C s . 値の 同じ ､ キ モ ト リプ シ ン 特異的

阻害剤の効果と 同程度で あ っ た こ と か ら, トリ プシ ン も 同時に 阻害す る必要は な
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い と考 えられ た ｡ F R
-

4 4 8 と イ ン ス リ ン を 1 5 分ずら せて 別 々 に授与 した場合に ､

F K - 44 8 の イ ン ス リ ン の 吸収に対す る増強作用蛙著 しく弱ま る
1 2 & )
こ と か ら ､

F K -

448 の消化管か らの消失比速 い も の と推定さ れ ､ 従 っ て ､ 食物の消化 に対す る抑

制は少ない も の と考えられ る が, 本来 ､ 生理的作用で ある消化 の働き を ､

一

時的

で はあれ抑制
■

す る こ と を考え る と , 主た る消化 酵素 , トリ プシ ン , キ モ トリプシ

ン 全て を 阻害す る必要の 無 い こ と は , 意義の あ る こ と と思 われ た o
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第二 蔀 阻害剤の水再性と併用効果
1 4 4 )

経 口投与 用の腸蒋性薬剤を調薬す る場合､ 原E r] とし て薬剤は結晶の形で用 い ら

れる ｡ 先 に述べ たラ ッ ト及び ウサ ギを用 い た実験で は , い ずれも ､ 薬液 を､ 直

接小腸内に投与するも ので あ っ た ｡ そ こ で , よ り現実に近 い 形で実験を行う べ

く , 投与する イ ン ス リン 及 び阻書剤をゼ ラチ ン カ プセ ル に充填し 一 腹再任被膜を

施 した後､
ピ ー グル犬 に対 し経 口 投与を試み ー 各阻害剤の物性がイ ン ス リ ン 吸収

増強効果に及ぼす影響を比 較した ｡

[実験瀬果]

25 U/ k g の イ ン ス リン に 10 m g/k g の キ モ トリプシ ン 阻害対 F R
- 31 7 ･ マ レ イ ン酸塩

(第
一

部に おける化合物 78) を混合し ,
ゼ ラチ ン カプセ ル に充填し ､

山y d r o 又y P r O -

p y l n e th y l c e l l u l o s e p h th al a七e か らなる腸溶性被膜を施 した ｡ 日本薬局 方に基

づき崩壊試験を行 っ た と こ ろ , 第 1 液で は 180 分 まで 崩壊せ ず, 弟 2 液中で は 7

分で 内容物の放 出がみ られた ｡ こ の 腸溶性カ プセ ル を ピ
ー グル 犬 に経口 投与 し

たと こ ろ ､ 血糖降下 は投与前備 に比較し , 1 5 % とわずかで あっ た(F i g . 1 5) ｡

F K - 31 7 は, キ モ トリ プシ ン に対す る I C 5 0 値が 4 X IO
- 7
M と

, 強 い 阻害活性を有

し
､ 図に は示 さ なか っ た が､ 前節に述べ た方法 に よ り, ウサ ギ十二 指腸内に繕液

と して 投与 し た場合に は , F K - 3 17 ･ マ レイ ン 酸塩 も FK
- 3 16 と同様の併用効果が認

め られ た ｡ マ レイ ン 酸塩 の水に対す る溶解度が 1 % で ある こ と に着日 し , イ ン

ス リン と F正
一

31 7 ･ マ レ イ ン 酸塩 を含む 腸溶性カ プセ ル を投与 した場合 に作用 が弱

か っ た原因 が, 阻害剤 が水に対し難溶性で ある こ と に由来す る ので はな い か と考

え､ 水 に対す る溶解性の異 なる 阻害剤とイ ン ス リ ン を , 同様に腸溶性 カプセ ル の

形で ピ ー グル 犬 に投与 し , その 吸収増強効果を此載し た(F i g . 1 5) ｡ F R - 3 1 7 ｡ マ

レイ ン 酸塩か ら得られ たF K
- 3 17 ･ 塩酸塩(溶解度 10 % 以 上) を併用 した場合に は マ

レイ ン 酸塩併用 の場合と異なり ,
4 2 % の血糖降下 がみ られ たが ､ 水.

に対 し不溶性

の キモ ス タチ ン
1 2 )
を併用 し た場合に は血糖降下は認め られな か っ た ｡
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[カl 耗コ

日本薬局 方には寮粒剤及び錠剤に ､ 腸溶性被膜 に関す る記載があり+ また牌溶

性類粒をゼ ラチン カ プセ ル に充填する こ と も可能で ある が, カ プセ ル その もの に

腸溶性被膜を コ
ー ティ ン グする こ と に つ い て は記 載がな い ｡ ま た, カ プセ ル の

材料 にh y d r o x y p r o p yl m e t b y l c e l l u l o s e p h t h a l a t e 等を用い る こ と によ り, 腸蒋性

製剤とす る こ とも ､ 実験的には試み られて い る が､

1 = ･ 川 6 )
実用の段階に は至 っ

て い な い ｡ 今回の実験に お い て は,
ゼ ラチ ン カ プセ ル に腸溶性被膜を施 し たが,

日本薬局方の腸特性製剤の 基準を満たすも の が得られた ｡ 大量生産 には 適さ な

い が腸溶性製剤と して 多種類の 阻害剤の比較実験を市う には ､ 異なる色の カ プセ

ルを使用 し同時に調製で き る等の点で優れて い る も の と い え る ｡

こ のよ うな腸溶性カ プセ ル を試作 し ､ 各阻害剤の イ ン ス リン 吸収増強作用 を検

討した ｡ 薬液の十二 指腸内投与 と異 なり ､ 固体 の経口 投与 に お い 七昧, 阻書剤

の水に対す る溶解性 が大 きな影響を与える こ と が明 らか に な っ た｡ 理論的 には ,

イ ン ス リ ン が腸管腔内の消化酵素に触れ る以前に , 酵素を阻害 して おく こ と が望

ま しい もの と予想され る ｡ 水溶性のよ い 阻害剤は ー カ プセ ル の崩壊後直ち に溶

解して高濃度の状感で 酵素 と反応で き る点で 有利で あ っ たもの と考えられ る ｡

こ の結果 か ら､ 内側に イ ン ス リン , 外側に 阻害剤の 二 層か らなる感謝を調薬する

こ と等 ､ 今後の製剤上 の検討課題が残されて い る も の と思われ た｡ い ずれ に し

て も
,
こ の成績は薬液の投与で なく, イ ヌ を用 い 現実に近 い 形で経 口 授与実験を

行う こ と の重要性を示 したも の と い え る ｡
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第三滞 駆寄剤の毒性

医薬品に と っ て最も重要な こ と は ー 当庶の こ と ながら主作用の強い こ と と毒性

の少 な い こ とで ある ｡ 第
一

,
二 節に おい て , 主作用 に関 して の必要条件 に つ い

て検討 した のに続き , 本節 にお い て は , 多数の 阻害剤の毒性に つ い て 比較検討 し

た ｡

化学物質の毒性はその部分構造 か ら､ 必ずしも , 全体の毒性を, 予測 で きるも

ので はな い が
, 便宜的に ,

一

定用量の 阻害剤を マ ウ ス に 7 日間連続経 口投与 し,

死亡 率､ 体重の 推移,

一

般症状等を比較し, よ り毒性の低 い 阻害剤を得る助けと

した ｡

【実験岩泉]

1 ) A c y l c o 町 O Tl e n t に つ い て の検討

第
一

部に おい て 得られた キモ トリプシ ン 阻害剤の うち ､ 強 い 活性を示 したもの

は , テ トラ リン カ)i/ ボ ン 酸､ ナ プ チル酢酸及び5 - メ トキシ2
-

メチ ル3 -

I( ン ド -

ル

酢酸の 4 - 置換 フ ェ ニ ル エ ス テ ルで あ っ た｡ そこ で ,
こ の 3 種の カ ルポ ン 酸に つ

き､ 同じ4
-

置換フ ェ ノ
ー

ル を用 い エ ス テル に導きー 2 ,0 00 m g /k g の用量 をマ ウ ス に

経口授与 し ､ 毒性を比較 した o

い ずれの 阻害荊投与群も 7 日間 の投与期間中､ 投与後の症状に異常は認められ

なか っ た. なお. 解剖時の 肉脹所見と して ジメチ ル ア ミ ノ基を有する誘導体3

剤の死亡例の全 て ー 及 び生 存例の
一

部にも消化管内ガ ス貯留が認 められ た ｡

死亡率は､ 特に キ モ トリプシ ン 阻寄宿性との 間に相関は み られ なか っ た(T a b l e

27) ｡

A c y l c o m p o n e n t に着目 し比較す る と ､
3 種の a c y l c o m p o n e n t の間 に大きな差は

み られなか っ た( T a b l e 2 7) Q 即 ち , p h e n y l c o p p
o n e n t の ベ ン ゼン 環 4 位の置換

基 に ジメチ ル ア ミノ基を有す る誘導体の場合ー
3 種の カ ルポ ン酸か ら得られたエ

ス テル投与群の死亡率は 40 - 67 % の間 にあ っ た ｡ 又 ､ 同じく ー
モ ルホ リ ン を含

む誘導体の場合は3 者とも 0 - 2 0 % の間 にあ っ た o

1 0 0
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7 6) , c) F 民- 3 17 (C o m p o u n d 78) .
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2 ) P h e n y l c o 即 O n e n t に つ い て の故討
r

A c y l c o m p o n e n t を テ トラリ ン ト カ ル ポン 酸に固定し , 各種 4
一 置換 フ ェ ニ ル エ

ス テ ル に導き､ 上記 と同様 に経口 投与 による毒性を比較した ｡

投与後の
一 般症状 に つ い て は, い ずれの検体の場合に も特記す べ きもの はみ ら

れなか っ た . 解剖時の 肉眼所見 と して , 死 亡例の多くと生存例の
一 部 に , 消化

管内ガス 貯留 が認 め られ たが､ 死 亡率の低 い検体の場合はガス 貯留例も少なか っ

た｡

死亡率に つ い て は T a b l e 27 に示 した化合物も含め , フ ェノ
ー

ル の 4 位の置換

基により大 きな差がみ られ ､
FK - 44 8(化合物 4 5) 等 , 塩基と して ピベ ラジン環又

は モ ルホ リ ン環を含む化合物の投与群で は , その他の 直鏡ア ル キ ルア ミ ノ基をも

っ 化合物､ 例えば F K
- 3 16 (化合物 75) 等の投与群より低 い 死亡率を示 した(T a

-

b l e 28) ｡

【小括]

阻害剤を経口 イン ス リ ン と して 配合する腐食 には , 長期に亘り投与される こ と

か ら考え､ より安全性の高 い 化合物を選択すべ きも の と考えた ｡

強 い 阻害活性を与 えたテ トラリン カ ルポ ン 酸,
ナ プチ ル酢酸及び5

-

メ トキシ2 -

メチル3 - イ ン ド - ル酢酸の ー 3 種の カ ルポ ン 酸に つ い て ､ 同じ フ ェ ノ
ー

) LJ を用い

フ ェ ニ ル エ ス テル と した場合の毒性はほぼ 同様で あ っ た ｡ そ こ で 3 者を比較し

て み る と ､
ナ フ タ リン 骨格をもつ ナ プ チル ア ミ ン は, 強 い変異原性を有する こ と

が知られて い る ｡
1 4 7 '

又 ､ イ ン ド - ル酢酸は催奇形性を有す る こ と が知られて

い る ｡
I ヰ a )
そ こで その ような特殊毒性の知 られて い な い , テ トラリ ン ト カ ルポ

ン 酸を選択した ｡ 次に , 多数の4 - 置換フ ェ ノ
ー

ル を用 い エ ステ ル に導き毒性を

比較したと こ ろ ､
ピベ ラ ジン 環を持つ 化合物辻毒性が低く , 中で も FR

1

4 48tま 死

亡率, 体重増加, 解剖所見の 全て の 点にお い て 優れて い た｡

本章に おい て得られた こ れ らの実験成績か ら, イ ン ス リン と併用す る阻害剤と

して
,
4 - (4 - i s o p r o p y l p ユp e r a z i n o c a r b o n y l) p h e n yユ 1 , 2 , 3 , 4

-

t e t r a
■
h y d r o

- ト n a p h
-

t h o a t e n e t h a n e s u l f o n a t e (FR - 4 48) を選択 した d

1 0 2
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第二 華 美験の 部

1 ) 実験封科

キモ ス タチン は青白質研究奨励金の薬品を使用 した ｡ その他の 阻害剤比,

興和(樵)
･

東京研究所 にお い て合成 した ｡

I C R 系雄性マ ウス 蛙静岡県実験動物農業協同組合,
ど - グル犬 はH芸2:1 e t o n

社より, それぞれ購入 し使用した ｡

2 ) 実数方法

a ) 血糖儀の蒲定

ウサ ギを用 い た実験の 寄合は , 全血を用 い 弟 一 章に示 し た方法に より血糖

値を洲定した｡ イ ヌ を用 い た実験の葛合の ､ 血安中グル コ
ー

ス濃度の謝定

は ､ 血菜 20 F L l を用 い て グル コ ー ス メ ー タ( 富士電機(樵) 製 , 叫c o
-

2 0 A 型)

に より行っ た｡

b ) 臆再偉力 プセ )I/ の 瀦襲法

イ ン ス リン 及び各種キ モ トリプシ ン 阻害対等を磨砕混合し ,
ゼ ラチ ン カ プ

セ ル に充填した ｡ 接合部をゼラチ ン漉溶液で封 じた後, カ プセ ル剤約1 , 50 0

個 と共に コ
ー

テ ィ ン グ用樹脂パ ン に入 れ ,
h yd r o x y p r o p yl n e t h yl c e ll u l o s e

p h th a l a t e か らなる 膿溶性被膜を施した ｡ 謝築後, 日本薬局方に基づき崩

壊試験を行い _ 第 1 液に より 18 0分で 崩壊せず , 発 2 誠により 7 分 で内容物

が放出され るこ と を確認 した ｡ 又 , 各対腰群にiょそれぞれの薬剤の代わり

に
, 同量の 乳糖を加えた .

a ) ピ
ー グル犬に対す る軽口投与実数

体重 約12 k g の ピ
ー グル 犬を 一

夜絶食 させ実験に用 い た o イ ン ス リン 及び

阻害対等を含む腸溶性カ プセ ル を , 20 m l の水 と共に経口投与 した ｡ 授与前

及び投与後経時的に , 前肢肘静脈より,
ヘ パ リ ン処理 を行 っ た注射常に より

血液約I m 1 を採放 し, 遠心分離に よ り得た血菜 に つ き ,
グル コ ー ス メ ー タを

用い血寮申グル コ ー ス濃度を測定 した｡
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a ) マ ウス に対す る経口投与によ る毒健試放

4 . 5 適齢の I C R 系雄性マ ウ スを , 原Erl と して 1 群 5 四と して用い た｡ キ

モ トリプシ ン 阻害剤 2 , 000 m g/ k g を 1 日 1 回 ､ 7 日間連続 して 強制経口投与

した ｡ 授与液量は,
0
.
2 7nl/ 10 g体重と した ｡ 投与期間中, 体重, 死亡率

の 卿定及び
一 般症状の観察を行 い ,

8 日日に解剖し ､ 肉脹的に観察 した ｡

1 0 5



弟三茸 イ ン ス リン の消化管か らの 吸収過程に お けるF 監
⊥4 48 の役割

1 4 9 )

イ ン ス リ ン 等蛋白性の 生理活性物質は , 消化管内に投与さ れた場合 , 活性を保

持したまま吸収され る 量は極め て 低 い ｡ その理 由は , イ ン ス リ ン か高分 子で あ

るため発吸収性で ある だけで なく ､ 他 の食餌性 の蛋 白質と 同様 に ､ 蛋 白分解酵素

により加水分解を受け失活す る ため と考え , こ れ まで 研究を進 めて きた ｡ 本章

にお い て は , 第二 章で 選択 し た阻害剤 F E - 4 48 を ラ ッ ト小腸 ル ー プ内に投与 し ,

イ ン ス リ ン の消化管 か らの 吸収過程で どの よう な役割 を果たす か に つ い て 検討を

加えた.｡

[ 美顔点果]

ラ ッ ト 20 世 を麻酔下開腹 し, 揮液 の涜入 を避け るた め胆管開 口 部 よ り下位の

小腸2 箇所を頼発し , 約 5 c m の小 腸ル ー プ を作成 した ｡ 門脈内に採血用 カ ニ ュ

ー レ を挿入 した後､
T a b l e 2 g に示すよう に 5 群 に分 け, それぞれ G r o u p I - Ⅴ と

した ｡ G r o u p Ⅱ 及び Ⅳ の 動物は , あら か じ め E r e b s - H e n s e l e i t 液
1 … )
に よりル

ー プ内腔を洗浄 した ｡

T a b l e 29 E x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s f o r e a c h g r o u p

G r o u p W a s h i n g D o s e o f i n s u l i n D o s e o f F R - 4 48

i n t h e l o o p (U / k g) ( m g /k g)

I

Ⅱ

Ⅱ

Ⅳ

Ⅴ

6 3

6 3

6 3

6 3

0

0

0

2 0

2 0

2 0

1 0 6



G r o u p I ( コ ン トロ ー ル 群) ､ G r o u p Ⅱ( ル ー プ内洗浄群) の ラ ッ トの 小腸JL/ . ｢ プ内

に
,
イ ン ス リン 6 3U / k g を投与 し ,

G r o u p Ⅲ(F K
-

4 48 併用群) I G r o u p Ⅳ( ル
ー プ内

洗浄＋ F 民- 4 48 併用群) に は同量の イ ン ス リン と キ モ トリ プシ ン 阻害荊 F且
- 44 8 20

皿g/ k g を併用投与 し た B 各G r . u p の血菜中の i 皿n ｡ n . r e a c t i v e i n s u l i n ( Ⅰ
■
R I )

1 S l )
濃度及 び血糖値の 推移を F i g ｡ 1 6 に , I R I の血簾中濃度

一

時間曲線下面積

( A u °) をT a b l e 3 0 に示 した ｡

イ ン ス リ ン を単独で 投与 したG r o u p I で は ､ 門脈血費申の I R I の ピ
ー

ク値は

4 9 ± 2 〝 U / m l と わず かで あり ､ 血糖値の低下 はみ られな か っ た ｡ ル
- プ内を

洗浄役, 同量のイ ン ス リ ン を単独で 投与 した G r o u p Ⅱ で は, I R I の A ロ C は

G r o u p I の約 2 倍に上 鼻 したが , 有意の 血糖低下 はみ られ なか っ た ｡
一

方 , 同

量のイ ン ス リン を F定一 4 48 20 n g /k g と併用 した G r o u p Ⅱ【で は ､ 門脈血簾中 I R ,Ⅰ

は投与15 分後に 3 31 ±9 1 〝U / m l 上鼻し , 血糖値は投与30 分後に 4 0 % 低下 した ｡

又 , ル
ー プ内を洗浄 し た後投与 した G r o u p Ⅳ に お い て も , G r o u p Ⅲ とほ ぼ同 じ潜

果が得られ た ｡

1 0 7
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I R I l e v e l s (B) a f t e r a d m i n i s t r a t i o n Q f i n s u l i n (6 3U / k g)

F R - 4 48 (20 皿g/ k g) i n t o a n i n t e s t i n a l l o o p o f r a t s

G r o u p i (i n s u l i n

G r o u p n ( i n s u l i n

G r o u p Ⅲ (i n s u l i n

T
･ -

て
- ･ : G r o u p Ⅳ (i n s u li n

E a c h p o i n t r e p r e s e n t s ”

*

P < O1. 0 5 ,
抑
P < 0 . 0 1･,

a n d p o r t a l p l a s m a

甘i th o r 甘i t h o u t

al o n e , 甘i t h o u t W a s h i n g)

a l o n e , a f t e r W a s h i n g)
●

甘i t h F R - 4 4 8 , 甘i t h o u t W a s h i n g)

W i t h F K - 4 4 8 , a f t e r W a s h i n g)

± s E ( n = 4 ) ｡
♯ …
P < 0 . 00 1 .
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G r o u p Ⅱ 及びⅣ の)i, - プ内に存在す る消化酵素が , 洗浄によ り どの 程度除去 さ

れたか を調 べ る ため . ル - プ肉塊浄瀬申の キ モ トリプ シ ン活性を謝定 した(F i g .

17) ｡ 30 分の洗浄 により , 洗浄液申の酵素活性は 最初の 2 % 程度 に減少し た ｡
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F r a c t i o n n u m b e r

Fi g . 17 C h y m o t r y p s i n a c t i v i t y i n t h e p e r f u s a t e

f o r t h e p u r p o s e o f w a s h i n g .

I n t e s t i n a l ユo o p o f r a t s w a s p e r f u s e d w i t h R r e b s
- H e n s e l e i t s ol u t i o n f o r

30 皿i n a t a r a t e o f l 皿1 / m ュn . T h e p e r f u s a t e w a s f r a c t i o n a t e d e a c h 5 m i n .

C h y n o t r y p s i n a c t i vi t y W a s a s s a y e d u s i n g S u e
- Al a - A l 血 - P r o - Ph e - M CA a s a

s u b s t r a t e . E a c h p o i n t r e p r e s e n t s ” ± S E ( n = 4) .

1 0 9



次に ､ イ ン ス リン が消化管腔か ら門脈血中 へ 移行す る過程で ,
J] ､ 腸内に 投与さ

れた阻害剤 がイ ン ス リ ン と共存し ､ 有効な濃度 が保 たれ る か どう か に つ い て 墳討

した c

G r o u p V の ラ ッ トの J]､ 腸ル ー プ内に F E - 44 8 (ZO m g /k g) を投与 し , 門脈血祭申の

F K - 44 8濃度を測定 した† F K
- 4 48 濃度 は投与 1 5 分後 に ピ

ー

ク と なり , そ の値は

1 41 ± 24 n g/ m l で あ っ た(Fi g . 1 8) ｡

2 0 0

′
-
ヽ

r

= 1 5 0
ヽ
ヽ

h A
l=
ヽ 一 ′

∈:
0
I
I r l

メ

( 勺

a 1 0 0
∈
¢
U
l=

0
U

C C

苧 5 0
一己

氏 .

5 0 6 O 9 O

Ti n e a f t e r a 血i rli s t r a ti o n ( n i n)

F i g ｡ 1 8 C o n c e rlt r a t i o n s o f F政一 44 8 i n p o r t a l p l a s m a a f t e r a d m i n i s t r a t i o n

o f･ F K
- 4 48 (2 0 m g/ k g) i n t o a n i n t e s t i n a l l o o p (g r o u p v )

k a c h p o i n t r e p r e s e n t s ” ± SE ( n = 4) ｡

1 1 0



門脈血簾中の I R I 濃度 か らイ ン ス リ ン の吸収率を正 確に計算する こ と は困難

で ある ｡ おおよそ の 吸収率を推定する 目的で , 垂腸静脈内にイ ン ス リン を 一 定

速度で 3 0 分間持続注入 し , 先の ル ー プ内投与 群と 同様に 門脈血連中I R I 演度

を測定 した(F i g ｡ 19) ｡ 0 . 3 1 及び 0 ｡ 63 U/ k g の イ ン ス リ ン を投与 した場合 の ー 持

続注入 終了時の I R I 濃度はそれぞれ 1 88 及び 50 7 〝 U / m l 上昇 した ｡ それぞれ

の A U C を算出した と こ ろ ､ 先 の小 腸ル - プ内投与 の G r o u p lⅡの値は 2 つ の授与

群の 中間の値を示 し た(T a b l e 30) ｡

T a b l e 3 0 T h e ar e a s u n d e r t h e IR I c o n c e Jl t r a ti o n -

t i n e c u r v e s ･(A U C)

f o l l o wi n g a d m i n i s t r a t i o n o f i n s u l i n i n t h e v a r i o u s c o n d i t i o n s

M o d e o f a d m i n i s t r a t i o n D o s e o f i n s u l i n AU C (” ± S E)

(U / k g) ( j & U / m l ･ m i n)

I n t e s t i n a l l o o p

G r o u p I ( c o n t r o l)

G r o u p Ⅱ ( a f t e r v a s h i n g)

G r o u p Ⅲ ( W i t h 20 m g/ k g o f F K - 4 4 8)

63

63

63

G r o u p Ⅳ ( 甘i t h 20 m g/ k g o f F K - 4 48 , a f t e r w a s hi n g)
I

63

10 89 ± 20 5

21 45 ± 5 75

79 9 6 ± 25 54
*

5 39 1 ± 10 53
米 *

P o r t a l v e i n

P o r t a l v e i n

0
.
6 3 1 27 85 :土11 9 2

0
｡
3 1 52 40 ± 12 6 3

* P < 0 . 05 ,
* * P < 0 . 0 1 , c o m p a r e d W i t h t h e c o n t r o l .g r o u p

1 1 1
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イ ン ス リ ン と の併用投与時の F K
-

44 8 の 作用機序を検討す る 目的で ､
FK - 4 48 の

小腸粘膜透過性克連作用を検討 し た ｡ 灘井ら
1 5 2 )
の 方法 に従っ て , 十 二 指腸か

ら盲腸直前の 回腸 まで の小腸を ,

■

薬剤 2 m g/ ml の蒋液で湾流 し ､ 同時に静脈内投

与した ス ル フ ァ ニ ル 酸が小腸湾流液中に涌 出 して く る量 を測定し た(F i g . 20) ｡

キ レ
ー ト形成能を有し , 小腸粘膜の 透過性克造作用を示す塩酸テトラサ イ ク リ ン

は, 濯涜開始後速や か に ス ル フ ァ ニ ル 酸を漏出さ せ た . F K
- 44 馴ま 15 分後まで は

作用がみ られず, 25 分 以降やや透過性の克進がみ られ たが , 塩酸テ トラサ イ ク リ

ン と比較し その作用 は弱 か っ た ｡

【小括]

ラ ッ トのJJ ＼腸ル
ー プ内に ､ キ モ トリプシ ン 阻害剤 F K

-

4 48 を イ ン ス リン と同時

に投与する こ と によ っ て 一 門脈血 中の I R 工濃度の上昇と血糖値の 低下 が認め ら

れた ｡ こ の 実験結果か ら､ イ ン ス リ ン の吸収率を正 確に算出する こ と はで き な い

が
,
63 U/ k g のイ ン ス リン をル

ー プ内に併用投与 し た場合の血寮'* I R I の A U C

は
,
0 . 4iu /k g の イ ン ス リシを垂腸静脈内に持続注入 した場合の A

.･U C に相当する

もの と計算され , 吸収率は 約0 . 7 % 程度と推定された ｡ ま たル
ー プ内に F E - 44 8

を同時投与 した場合の A U C lま, イ ン ス リン を単独で ル
ー プ内に投与 した場合の

約7 倍で あ っ た ｡ 先 に筆者ら
1 与3 )
は , ラ ッ ト十二 指腸内 に ､ 63 U /k g のイ ン ス リ

ン をF K - 4 48 (20 n g / k g) と併用投与 し , 血糖降下作用 に よりイ ン ス リ ン の腸管磨 か

らの吸収を確認 したが ､ こ の時の 血糖値
一 時間 曲線か ら求め た血糖降下作用面穫

1 = )
を ､ 既知真の イ ン ス リン を静脈内投与 した場合の作用面積 と比較し ､ 腸管腔

からの吸収率が 0 . 7 2 % で あ っ た こ と を報告 した が､ 今回 免疫学的手法 に よ り定

量した鋸果も こ れ と
一 致 した ｡ 又 ､

Z i v ら1 1 1 ) は ラ ッ ト回腸ル ー プ内にイ ン ス リ

ン 50 U/ k g を ､ トリプシ ン と キ モ トリプシ ン の両 方を阻零する ア ブロ チ ニ ン
B 6 )

12 , 00 0 KI U/ k g に 併用 投与 し ,
ア ブ ロ チ ニ ン にイ ン ス リン の 吸収増強作用 を認 め

て い る が, 血安中の I R I 濃度 か ら こ の 時の 吸収率を,
0 . 8 2 % と算出して お り,

筆者の 結果と 托ぼ
一

致 した ｡

筆者は第 二 葦 にお い て ー ウサ ギ小腸内にイ ン ス リ ン と と も に各種キ モ ト リプ シ

ン 阻害剤を投与 した場合の 血糖降下作用を比較 し たが , キ モ トリプシ ン と トリ プ

シ ン の両者の 阻害剤の 効果は , キ モ トリプシ ン の特異 的阻害剤の効果と ほ ぼ同様

で あ っ た ｡ 今回 ,
キ モ トリ プシ ン 特異的阻害剤 F K

- 44 8 を併用 した場合のイ ン

ス リン の吸 収率 が, キ モ トリ プシ ン と トリプ シ ン の両 者を阻害する ア ブ ロ チ ニ ン

1 1 3
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を併用 し た Zi v ら
1 1 1 )
の 結果 とほ ぼ

一

致し た こ とは , ウサ ギに おける上述 の結果

の正当性を基づ ける も の と考えられ る ｡

F 民 - 4 4 8 8こは血糖降下 作用 がな い
'

1 占ユ )
こ と か ら ､ F K - 4 4 8 の作用 はイ ン ス リ ン の消

化管鹿又 は粘膜申の酵素に よ る分解を 阻害す る れ あ る い は小腸壁の透過性に影

響を及 ぼ し イ ン ス リ ン の 吸収を促進し たか の い ずれ か と考えられる . F K -

4 48 の

蒋液で小腸内清流を行 っ た場合 , 塩酸テ トラ サ イ クリ ン の ような顕著な+ ＼腸粘膜

の透過性充進
1 S 2 )
は認 め られず ､ 特に最初の15 分 に は影響がみ られ な か っ た ｡

一

方 ､ 小 腸ル ー プ内に イ ン ス リ ン を授与 し た場合の 吸収は 授与後 15 分を ピ - ク

と して い る こ と か ら ,
F E - 44 8 比腸管の遭遇性を克過さ せ る こ と によりイ ン ス リン

の 吸収を促進させ たもの で はなく , 酵素阻害捨性 に基づくもの と考え られ る c

食物 と して 摂取さ れ る茸自質は , 主と して 小腸 に おい て オ リ ゴ ペ ブタ イ ドか ら

ア ミ ノ 酸に分解され て 吸収さ れ る ｡ トリ プシ ン ,
キ モ トリプ シ ン等 の硝 化酵素

は消化 管腔を流れ る間 に加水分解 を行う管腔内消化
1 5 4 )
(1 u m i n a l d i g e s t i o n ) 価

み ならず ､ 械毛表面 を覆っ て い る糖衣( gl y c o c al y x) に 吸着されて おり ,

1 占 S
-
1 S 6 )

(Fi g . 2 1) 蛋白質又 は ペ ブ タ イ ドが近づく と こ れ を分解 し ､ 直ち に門脈血 中 へ 移

行させ る こ と に より消化
･

吸収 が円滑 に行わ れ る もの とさ れて い る ｡
l 占 4 )

又 ､

/J ､ 腸粘膜申に 壮キ モ ト リプ シ ン様酵素の存在が知 られ て い る
1 1 )
他 , 刷子 綾膿プ

ロ テア ー ゼ , ライ ソ ゾ ー ム 申の プ ロ テ ア ー ゼ等 , 小腸内に投与 され たイ ン ス リン

を加水分解する プ ロ テア
ー ゼは い く つ か考えられ る ｡

今回の実験に お い て ,
/] ､ 腸ル ー プ内の洗浄に より管腔内の消化酵素 壮大 部分除

去されて い たに も か かわ らず ー ル
ー プ内を洗浄 した後イン ス リ ン を単独投 与 した

場合､ 洗浄せずに投与 した場合 に此較 して 有意の 吸収増強は 認め られ なか っ た ｡

ル ー プ内は揮液の流入 を遮断されて い る の で _ 管腔内消化 の影響を否定す る こ と

はで きな い が､ 管腔内消化 の影響比少な い もの と考えられた ｡
一

方 , ル ー プ内に

投与 され た FX - 44 8 比イ ン ス リン と同様に門脈血中に 吸収きれ､ 投与1 5 分 後に13 2

n g/ m l に達 し ,
キ モ トリプ シ ン 阻害 に対す る K i 値1 .8 X IO

一 T
M (約 9 0 n g/ m l) を上

回っ て い た ｡ 腸管粘膜中に お い て 比 それ以上 の溝度で ある と推定され , イ ン ス リ

ン 吸収 の過程に お い て 充分 な キ モ トリプシ ン 阻書活性を示 すも のと考 えられた ｡

以上 述べ た冶果か ら ,
F K - 44 8 の イ ン ス リン 吸収増強作用は , 小腸粘膜械 亀 に吸

着され たキ モ トリプシ ン ､ 又 蛙 , 港膜中の キ モ トリ プシ ン 様酵素の い ずれ か ある

い は双 方を 阻害す る こ と に より , 活性を保持 した ま ま小腸壁を通過す る イ ン ス リ

ン の比 率を高め た港果で ある と推定さ れた ｡
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F i g . 2 1 S e b e m a t i e r e p r e s e n t a t i o n o f e n t e r i e a n d a d s o r b e d

e n z y m e s d ur i n g m e m b r a n e d i g e s t i o n ( s e c t i o n o f t h e a p i c a l

m e m b r a n e o f m i c r o v i l l u s ) . ( A ) D i s t r i b u t i o n o f

( B ) I n t e r a c t i o n s o f h y d r o l y s i s a n d t r a n s p o r t .

Ⅱ
, g l y c o e a l y x ; 班 , t h r e e

- l a y e r e d m e m b r a n e ; Ⅳ ,

o f g l y e o e a l y x ; Ⅴ , 1 u m i n a l s u r f a c e o f m e m b r a n e .

e n ヱ y m e S .

I , 1 u m e n ,
･

1 u 皿i n a l e d g e

l , e n t e r i e

e n z y m e s ,
'

2 , p a n c r e a t i c e n z y n e s w i t h i n t h e l u m e n o r a d s o r b e d

o n t o g l y e o e a l y x a n d m e m b r a n e ; 3 , e a r r まe r s ; 4 , s u b s t r a t e s .

( A ･ M ･ U g o l e v a n d P . D ･ L a e y , B i o c h i m . B i o p h y s . A c t a
, 旦旦旦, 1 0 5

( 1 9 ? 3 )
”

?
)
)
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第三牽 実叔の 宙

1 ) 実放射新

鹿に述べた材料の他, I n s ul i n R士A B e a d s ㊥ はダイナ ポ ッ ト批 t e 七r a -

c y c li n e h yd r o c hl o r i d e は S i g m a 社,
s u lf a n i l i c a ci d , s o d i u m n i t r i t e ,

s u lf a n i c a c i d は 和光純薬工業( 株) の製品を使用 した ｡

2 ) 実験方法

a ) 小脇ル
ー プ内投与実験

体重 釣30 0 g の ラ ッ ト 2 0班 を 1 群4 班ず つ 5 群に分け､ それぞれ G r o u p I

- Ⅴ と した ｡ い ずれの動物も､
ベ ン トパ ル ビタ ー ル による麻酔下関渡し,

胃幽門部よ り約5 c Ⅲ下(胆管開口部より下位) から大腸個 へ 向けー 又 , そ こか

ら更に約5 c 皿下 か ら胃仰 へ 向けビニ ー ル細管を挿入 し , 結魚､ 固定し小脇盲

管を作成した｡ 幽門静脈に採血用カ ニ ュ
-

レを挿入 し ,
カ ニ ュ ー レ の先端

を門脈 一 幽門静脈合流部に , 肝臓に向 けて 固定 した ｡ なお採血用 カ ニ ュ -

レ 内に は生理食塩液により 10 倍に稀釈 した注射用 ヘ パ リン誠を満た した｡

ヘ パ リン処理を行っ た注射簡 に より, 採血用カ ニ ュ
-

レ から 0 .3 nユ採血した

後大勝例の カ ニ ュ
- レ を閉じ , 胃例の カ ニ ユ

ー レ から, G r o u p I , 皿は 63 U/

k g のイ ン ス リン (薬液量は い ずれも 2 TR l/ k g) を単独で ,
G r o u pIⅡ､ Ⅳは同量

a) イン ス リン にF R - 44 8(20 m g/ k g) を併用 し, 又 ､
G r o u p V は F且-

4 48(20 m g/k g)

を単独でル ー プ内に授与 した( T a b l e 29) ｡ なおG r o u p Ⅱ及びⅣ の動物はー あ

らか じめ次の方法 に よりル ー プ内腔を洗浄 した ｡ 即も胃例のカ ニ ュ - レ か

らK r e b s -

H e n s e l e i 七液
1 5 0 )
( 処方よりグル コ

ー

ス を除く) を 1 m l/ 皿i n の流速で

30 分間注入 し, 大腸脚力 ニ ュ
ー レ か ら洗浄液を5 分毎に分放 し, キ モ･トリプ

シ ン 活性を測定 した ｡ G r o tl p I
-

Ⅳ は投与後鮭時的に 0 . 3 Tn1 採血 し , 血糖値

と血祭中 i m m u n o r e a c ti v e i n s ul i n ( I R I ) 溝度を , 又 ,
G r o u占v は 同 じ時点

に E･ D T A 処理 を施 した注射簡に より 1 m l 採血 し, 血兼中の F X - 44 8 濃度を

謝定した ｡ なお , 各 G r o u p とも採血後一 同量 の他の ラ ッ トからの 血液を葡

血 した ｡

b ) 腸管腔洗浄液申の キ モ トリプシ ン活性の渦定

Y o k o y a m a ら
6 ヰ)
の方法 に従 い , 洗浄祐 0 .5 n l に A AP F

一

対C A 5 p ユを基質とし

1 1 7



て 加え , 37 ℃ で 30 分加温 した ｡ 生成 した A 泌 C をー 蛍光光度計に より測定

した o

ら) 血車中I R I 讃度の調定

血寮申I R I 濃度は､ 採血後遠心分 軌こより得 られた血費に つ き ､ イ ン
.

シ

ェ リン ･ リア ビ ー ズ ㊥ を用 い ､ 野村ら
1 5 7 )
の方法に従い 固相法に より測定

したQ なおー I R I の 血車中濃度
一

時間曲線下面穫 ( A U C ) は台形法によ

り求め た｡

a ) ラ ッ トに対す るイ ン ス リ ン門廉内投与菜叔

体重 約30 0 g の ラ ッ ト 1 群 3 四 を麻酔下関渡し , 門脈内に採血用 カ ニ ュ -

レを _ 上述の方法に より挿入 し固定した ｡ 特続注入番を用い , 垂脇静脈か

らイン ス リン を 0 . 31 又 は 0 .6 3U /k g/ 30 n i n の割合で 3O 分間持続注入 した 8

投与前を含め縫時的
‥

に 0 . 3 m 1 採血 し, 血費申 I R I 濃度を測定した . なお

採血後､ 同量の他の ラ ッ トか らの血液を蒋血した ｡

e )
｢
小脇# 膜の透過性克連作用の枚討

灘井ら
1 S 2 )
の 方法に従 い ー

一

夜絶食さ せ た体重 約30 0 g の ラ ッ ト 1 群 3 些

をウ レ タ ン麻酔下関腹 し, 胃幽門 直下 の十 二 指腸及び盲腸直前の 回腸にカ ニ

ュ
- レを挿入 し , 蘇紫, 固定 した ｡ 持続注入 者を用 い 3 7 ℃ に加温 した生理

食塩液を小腸上部か ら下方 へ 向け､ 2 m l / mi n の流速で 清流 した . ス ル フ ァ

ニ ル酸 6 紬g /k g を尾静脈より投与 し . 直ちに濯流液を 薬物2 m g / m l を含む生

理食塩液に切り替え . 5 分毎に流出液を分放 した ｡ 坂口
1 5 8 )
の方法 に従 い

ジアゾ法により雇譲渡申の ス ル フ ァ ニ ル酸濃度を謝定 し, 各分画の瀬量 との

穫と して各分画中の総量を求めた ｡ なお対席薬物と して , 塩酸テ トラサイ

クリン を用 い た ｡

I ) 血薮申 F R
- 448 讃度の瀦定

血蒙0 .5 m l に 0 . 2 N E C i 0 . 5 n 1 を加え ､
ベ ン ゼ ン ー ク ロ ロ ホ ル ム(4 : 1) 混

液 6 m l を加え抽出を行っ たo 有機薄茶層 2 m 1 をN 乏気涜申 50 ℃ で 濃縮し ､

0 .0 1 N Ⅳ a O f I 0 . 5 n1 を加え､ 2 分間 5 0 ℃ に加温 し加水分解を行っ た .

検液の p H を 2 - 3 と し上 記混合溶媒
■
に よ り洗浄後 p H を 8 - 9 と し , lo 鵠

1 1 8



イ ソ プロ パ ノ ー ル ー

ク ロ ロ ホ ル ム混液に よ り ト(4 - h yd r o 又y b e n z o yl) -

4
-

i s o -

p r o p yl p i p e r a z l n e ( H I P ) を抽出し, T M S 化後, 次の条件によ リ g a s

c h r o m a t o g r a p h y
-

m a s s s p e c t r o m e t r y 法に よ り定量した o

装置と定量条件

装置 : 日本電子Dズー 30 0型

カ ラム : 3 % OV - 1 ( ガス ク ロ ム Q ､ 100 - 200 メ ッ シ ュ) 2 m n x l m ガラ ス

カ ラム

温度 : カ ラム ､
2 30 ℃ ; 注入部 ､

27 0 ℃ ; セ バ レ
ー 丸 210 ℃ ; イ オ ン 源､ 180

℃

卑ヤ T) アガス : ヘ リウム 0 . 8 k g / c m
2

設定質量数 : m / z 1 93 .

1 1 9



第四葦 軽 口 イ ン ス Y] ン 襲剤他 の試み

注射に よ るイ ン ス リ ン の 血糖降下作用 は ,
ラ ッ トを除きウサ ギ , イ ヌ ､

ヒ ト等

動物種差は少な い もの と い え る ｡ し か し , イ ン ス リン の 経口 投与 に つ い て は,

一

般的な腸管か らの 吸収率 の種差 のみ ならずー 消化酵素の 量及 び親戚 にも種差が

存在する
1 2 1 ) こ と か ら ､ 動物種 に よ り大 きく異 な る こ とも考え られ る ｡ 本章 に

お い て は ー 先の , ラ ッ ト及び ウサ ギに お ける ー イ ン ス リ ン と F K - 44 8 混合湾液の

授与 か ら
一

歩現実 に近づ け, 腰溶性カ プセ ル をゼ
- グル 犬 に経 口 投与 し ､ 種差を

含めその僻用 を確認する と 同時に , そ の 場合の 吸収率 に つ い て 検討 し , 更 に ､ イ

ン ス リ ン の吸収率 の向 上 を目指 し検討を加えた ｡

第
一 灘 膿再健カ ブセ)tJ の軽 口 投与 に おける イ ン ス リン の 吸収率

第 二 輩に お い て 選択 し た F R - 44 8 は ､ ラ ッ ト i n s i t u の実験 に お い て 小 腸ル -

プよりのイ ン ス リ ン の 吸収 に対し増強作用を示 し , その 時の イ ン ス リ ン の 吸収率

は 勅0 . 7 % で あ っ た ｡ よ り現実的な , 腸溶性薬剤を経 口 的に ピ ー グル 犬 に投与

した歩合の FR
- 4 4 8 の 吸 収増強作用 に つ い て 検討 し ー イ ン ス T] ン 皮下投与 時の血

凍申の I R I 溝度の動 き及び血糖降下作用 と比較 した ｡

【実数満男】

1 ) 軽 口投与

6 . 25 - SO U/ k g の イ ン ス リ ン を 2 0 m g / k g の F X
- 44 8 と共 に腸溶性カ プセ ル と して ど

- グル犬 に経口 授与 し , 血表中I R I 濃度及 び グル コ
ー

ス 溝度 を測 定 した ｡ 血

費申I R I 濃度は ､ 投与 0 ｡ 5 - 1 時間後よ り投与量 に依存 し た上昇 が認め られ ､

又 , 血祭中グル コ
ー ス 濃度は ,･ それ にやや遅 れ 1

- 1 . 5 時間後よ り低下が認め ら

れ , イ ン ス リ ン の吸収 が確認 さ れた ｡ Fi g . 2 2 に各用量 の イ ン ス リ ン を併用投与

した場合の 血女中I R I ,
グル コ ー ス 濃度の推移を示 した ｡ イ ン ス リン 12 . 5 U/

k g の投与に より ､
1 時間後 に血凍申I R I 濃度lま 6 1 〝U / m l と な っ た ｡ 血祭申I

R I 濃度か ら A U C を算出す る と F i g ｡ 2 3 の よう に ほ ぼ イ ン ス リ ン の 投与量 に比

例した ｡

1 2 0
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a d m i n i s t r a t i o n o f e n t e r i c -

c o a t e d c a p s u l e s c o n t a i n i n g

i n s u l i n a n d F K - 4 4 8 ( 2 0 m g / k g )

I n s u l i n 6 . 2 5 U / k g ,

2 5 U / k g ,

t o b e a g l e d o g s .

: 1 2 . 5 U / k g

: S O U / k g .

E a e b p o i n t r e p r e s e n t s M ± S E ( n
= 5 ) .
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E a e b p o i n t r e p r e s e n t s M ± S E ( n = 5 ) .

1 2 2



2 ) 皮下洩与 ,

0 . 1U / k g のイ ン ス リ ン を 同 じ ビ - グル犬 に皮下投与 し . 同様 に血凍申I R I 濃

度及び グル コ ー ス 浪度を測 定した(Fi g . 24) ｡ 血 凍中 I R 工濃度は投与直後から

上昇し , 投与 3 0 分後 に ピ ー ク と なり ､ その 時の 値は 37 ±3 p U / mユで あ っ た ｡ な

忠 ,
I R I の億か らA U C を算出し たと こ ろ 8 5 FL U / ml ･ h r とな っ た ｡

[ 小括]

イン ス リン を 2 0 m g/ k g の FK
- 4 4 8 と併用 し 勝頼性カ プセ ル と して ピ ー グル犬 に

経口投与 した場合 の血寮中I R I 濃度の A U C は､ ほ ぼイ ン ス リ ン の 投与量 に比

例 した Q O ･ 1U/ k g のイ ン ス T) ン皮下授与時の I R I の A U C 85 jL U/ ml
･ h r はFi g .

23 より , イ ン ス リ ン 9 . 5 U /k g を含む膿溶性カ プセ ル を経 口 投与 し た時の A U C に

相当し , イ ン ス リ ン の 吸収率は 約1 % と計算された ｡ 第三葦に お い て 述べ た ､

ラ ッ ト i n s i t u の 試験の成境で は 約0 . 7 % で あり ､ 両者は 旺ぼ -

激 し た ｡ しか

しながら一 腰溶性 カ プセ)I/ 投与後の血凍申 工 R I 溝度及 び グル コ ー ス 磯度の バ ラ

ツ キは , イ ン ス リ ン 皮下投与後の血凍申I R I 洩度及び グル コ ー ス 漉魔の それ と

比較 して大 き か っ た o こ の理由の
一

つ は , 経 口投与時の , 作用発現まで に 要す

る時間 . 即ち , 胃を通過 し カ プセ ル の 腰痛皮が崩壊する まで の 時間 が 0 ｡ 5 - 2 時

間と ､ 個体差 が大き か っ た こ と で あろ うと 思わ れ る ｡ 一

般に ､ ピ ー グル 犬 の小

腸の p 苫 比個体差が大 き い こ と が知られて お り ､ 勝頼性薬剤の 経口 授与突放で は

バ ラツ キの 虜囚 と なる もの と予想され る ｡
1 占 9 )
今回 の筆者q) 実験に お い て もそ

れ が窺われた ｡ 又 ､ 作用持続時間をみ て み る と , 皮下投与時は血糖の低下 し始

め から回復まで 約 4 時間で あ っ たが , 経口 投与 時で は 0 . 5 … 1 時間 と短 い ように

思われた ｡

1 2 3
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第 二 灘 ク エ ン 磯の イ ン ス リ ン 吸収増強効果
1 … )

腸溶性製剤の経 口投与 に よ るイ ン ス リ ン の 吸収率は約1 % と , 必ず しも充分 な

も の と は い えな い ｡ 又 _ 吸収率のバ ラ ツ キ が大 きか っ た理由の
一

つ は
､ 吸収率

の低 い こ と によ る も の と も考え られ る ｡ そ こ で ､ 更に吸収率を高め る作用を有

する物質を , 主と して 医薬品 に添加する こ と が認め られて い る物質の 申か ら検索

した ｡ 腐ら
1 6 0 ) は

､ 直腸 , 鼻腔等粘膜か らの イ ン ス リ ン の 吸収に つ い て の研究

か ら ､ ク エ ン酸等の 有機酸 に吸収増強効果があ る こ と を見出した ｡ 本節 に おい

て は ､ F K - 448 の
, イ ン ス リ ン の消化管吸収増強作用 に対す る ､

ク エ ン 酸等 の澄響

を検討 した結果 に つ い て述 べ る ｡

[実数題果]

留置カ テ ー テル を施 した ウサ ギ十二 指腸内に 25 U/k g のイ ン ス リ ン及び10 皿g/ k g

の FK - 4 48 を投与 した と こ ろ , 投与 1 5 分後 に 約16 % の血糖降下 がみ られ た ｡

血糖値の 推移を示す グ ラ フ か ら血糖降下伸用面積
1 4 4 ･ 1 6 1 ･ 1 6 2 )

を求め た と こ ろ ､

5 . 5 ±1 . 6 n g/ dユ
･ h r と な っ た(F i g . 2 5 , 26) ｡ こ れ に対 しク エ ン 憩, 乳酸､ 酒石酸

等の有機酸 3 0 m g/ k g を添加 した場合に は､ 作用面積 はそれぞれ14 ｡ 4 ±4 . 0 , 1 6 . 1

±4 .2 ､ 1 4 . 5 ±3 . 6 皿g / dユ
･ h r と増加がみ られ た(F i g . 26) ｡ これ らオ キ シカ ルポ ン

酸の効果の作用機序を知る 目的で , ク エ ン 酸ナ トリウム ,
O H 基を持たな い 酢酸

及び無機酸で ある塩酸を _ それぞれ ク エ ン 酸 3 0 m g/ k g と化学量 論的な等量を添加

し､ 同様に 吸収促進作用 を検討 し たと こ ろ , 塩で ある ク エ ン 酸ナ トリ ウム に は作

用 がみ られ なか っ た が , 酸類に はい ずれも作用 が認 め られた(F i g . 2 5) ｡

ク エ ン 酸の効果を確認す る 目的で ,
12 ･ 5 U /k g の イ ン ス リ ン ､

l o n g / k g の FE
- 44 8

及 び各種用量の ク エ ン 酸を含む 腸溶性カ プセ ル を ピ ー グル 犬に 経口 投与 した o

ク エ ン 酸非添加時の血糖降下作用両棲は 約2 0 m g/ dl ･ h r で あ っ たの に如し ,
ク エ

ン酸を添加 した場合, ク エ ン 酸の添加量に依存 して 作用面積は増加 したが ､ 30 m g

/ k g の添加に よ りほ ぼ平衡 に達し , そ の時の値は 約50 叩/ d l
･ h r を示 し ､ 非添加時

の 釣2 . 5倍 とな っ た(F i g . 27) ｡

【小括]

イ ン ス リン のJ]＼腸か らの吸収率を上鼻さ せ る 目的で 酸類の作用 を検討 した o

T o u i t o u ら 1
0 2 )
は セ ト マ ク ロ ゴ

ー

)i/ ー G aユ1 o 官a y ら
1 0 3 )
は B r i j 98 , M e s i h a

l … ) は

1 2 5
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T i n e af t e r ad m i n i s t r at i o n ( Bi n)

F i g . 2 5 E n b a n e i n g e f f e c t s o f a c i d s o n t h e a b s o r p t i o n o f

i n s u l i n c o - a d m i n i s t e r e d w i t h F K - 4 4 8 i n 二r a b b i t s

I n s u l i n (之5 U / k g ) a n d F K
- 4 4 8 ( l o n g / k g ) w e r e a d m i n i s t e r e d

i n t r a d u o d e n a l l y v i a a c a t h e t e r t o r a b b i t s w i t h :

○ - O n o a c i d

○

A

A

口

o e i t r i e a e i d 3 0 m g / k g
… 0 . 1 4 3 m m o l / k g

△ s o d i u 皿 C i t r a t e 4 2 m g / k g
- 0 .､ 1 4 3 m rn o l / k g

A a e e t i e a c i d 2 5 . 8 m g / k g
: … 0 . 4 2 9 m m o l / k g

□ h y d t o c h ユo r i c a c i d 1 5 . 6 m g / k g
= 0 . 4 2 9 皿 m O l / k g .

E a c h p o i n t r e p r e s e n t s M ± S E ( n
; ま6 ) .

1 2 6
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o n t h e a b s o r p t i o n o f i n s u l i n i n r a b b i t s

E a c h a c i d ( 3 0 m g / k g ) w a s c o
-

a d m i n i s t e r e d i n t r a -

d u o d e n a l l y v i a a c a t h e t e r t o r a b b i t s w i t h i n s u l i n

( 2 5 U / k g ) a n d F K
- 4 4 8 ( l o n g / k g ) . H y p o g l y c e m i c

e f f e c t w a s e s t i m a t e d a s a n a r e a e a l e u l a t e d f r o m

t h e b l o o d g l u c o s e l e v e ュ
-

t i m e c u r v e .

C o n t r o l : w i t h o u t a n y a c i d

L : w i t h l a e t i e a c i d

c : w i t h e まt r i e a d i d

T : w i t h t a r t a r i e a c i d

T h e v a l u e r e p r e s e n t s M ± S E ( n
= 6 ) .

1 2 7
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C it ri c a c i d O l O 2 0■ 3 0 ヰ0 4 O tl g /k g

F i g _ 2 7 E n h a n c i n g e f f e c t s o f c i t r i c a c i d f o r

F K - 4 4 8 o n t h e a b s o r p t i o n o f i n s u l i n

i n b e a g l e d o g s

D r u g s w e r e a d m i n i s t e r e d o r a l l y
r t o b e a g l e d o g s

a s e n t e r i c -

c o a t e d c a p s u l e s _ 日y p o g l y c e m i c

e f f e c t w a s e s t i m a t e d a s a n a r e a c a l c u l a t e d

f r o m t h e p l a s m a g l u c o s e l e v e l
- t i n e c u r v e .

T h e v a l u e r e p r e s e n t s M ± S E ( A :… 6 ) _

1 2 8



T w e e n 8 0 等界面活性剤に イ ン ス リ ン の 吸収促進作用 を認 め たとする報告は多い ｡

しか し , N ad a i ら 1 B
O ) は s o d i u m l a u r y l s u l f a t e 等の ､ 小腸の透過性克連作用 に つ

い て の 実験結果か ら, それ らの物質の
-

, 粘膜に対する 陣容を指摘 して い る ｡ ポ

リオ キ シ エ チ レ ン 硬化 ヒ マ シ油 ( H C O
-

60) 等比較的障蕃性の 少な い と思われる

括性荊は医薬品と して 用 い る こ と が碍め られて い る が ､ こ の ような理由か ら長期

に亘 る服用は避ける こ と が好 ま し い と考え た ｡

関根ら
1 6 ユ ) 比直腸内に .

カ ル シ ト ニ ン ､
ヘ パ リ ン 等をク エ ン 酸及び ク エ ン 酸ナ

トリウ ム
､
と併用投与 し , それ らに吸収促進作用 がある と報告して い る ｡ 今回の

筆者の実験結果で 披 こ れ と異 なり､ 酸の代わり に ナ トリウ ム盤を用 い た場合に ,

効果は認め られ な か っ た ｡ い ずれ の酸を用 い た場合 にも作用 が認め られ た こ と

か ら
,
ク エ ン酸の碓用 は小 腸内の p H を低下 させ た こ とに よる もの と思わ れた ｡

即 ち, 小腸内の p H は通常 6
- 8 で あり キ モ トリプシ ン 等の望 遠 p H の範囲に あ

る が, 酸類 の投与 によ り p H が低下 し ,

一

時的 に消化 酵素の 活性が抑制さ れたも

の と考え られた ｡ 腐ら ー

1 6 0 )
閑頼ら

1 6 3 '
の瀬見 と の相異は ､

一

つ に は直腸と十

二指腸と い う投与部位 の遠い で あ ろう ｡ し か し ､ 筆者の場合は FK
-

4 48 と の併用

で あり ,
F K - 4 48 は活性 エ ス テル と して , 腸管内の エ ス テ ラ

ー ゼ に よ り加水分解を

受ける がー P H の低下 は エ ス テ ラ ー ゼ によ る F R - 4 4 8 の 分解の抑制 にも寄与 して

い る と考えられ た ｡

酸類の 中で 壮, 乳酸 は液体で あり製剤化 に難点があり , 酒石酸比体内で 代謝を

受けにくく , ア チ ド ー

シ ス の 原因と なる こ と が知られて い る ｡ こ れ に対 しク エ

ン 酸は ,
レ モ ン 1 個に約 4 g 含まれ る等安全性の 上で 不安はない もの と考え られ

て い る ｡
1 6 4 )

ク エ ン 酸の作用 は 勝頼性カ プセ ル と して 用 い た場合に も認め られ , 3 0 m g′k g の

添加に より血糖降下作用は 非添加時の 釣2 . 5 倍 に増強され たo

1 2 9



第四草 案叔の部 '

1 ) 実験封斜

ク エ ン 磯, 酒石 酸､ 乳酸ー ク エ ン 酸ナ トリウ ム等の試薬は , 和光純薬工 業

(樵) ､ イ ン ス T) ン ｡ ア ク トラ ビ ッ ド(4 0U / n 1) は N o v o 社の製品を使用 し た ｡

2 ) 実験方溝

a ) ピ ー グ)L} 犬 に対す るイ ン ス T) ン の皮下丑与実政

経 口 授与実験に 用い た ピ
ー グル 犬 5 東 に , イ ン ス リ ン ｡

ア ク トラ ビッ ド

0 ･ 1U / k g を頚部皮下 に投与 した ｡ 投与前及 び投与後縫時的に前肢肘静脈よ

り採血 し ､ 前述の 経口 投与 の尊台と同様 に血寮中グル コ ー ス 濃度 , I R
･ ･

Ⅰ濃

度及び I R I の A U C を求 め た ｡

b ) 血糖降下 作用面積k L 血糖値の 推移 を示す グラ フ上 , 血糖降下 を認め る直

前と血糖値の 回復 した時点 を潜ぶ 直線 と ､ その 間 の血糖値 の推移 に より措か

れ る多角形の 面積 を､ 台形法 によ り計算 し た ｡

1 3 0



【第二 部 考廉]

動物は多糖類の東樹か ら､ 消化 の機構により得たグル コ
ー ス を筋肉そ の他あら

ゆる細胞で エ ネル ギ ー 源と して利用す る｡ 血糖と して主に血清 により運ばれて

く るグル コ ー

ス の細胞 ヘ の取リ込み は ､ 脳等の特殊な場合を除い て ､ 全て イ ン ス

リン とその レセ プタ ー

の助けを借りて行われて
■

い る ｡ 肺臓 B 細胞におい て ､ 唯

一

の 血糖降下性ホ ル モ ン で あるイ ン ス リン の産生
･

分泌が円滑に行われ ない 糖尿

病にあ っ て は､ 体外か ら これを補給し細胞 ヘ の グル コ ー ス の取り込み の謝瀞 , 即

ち血糖値の コ ン トロ ー ル を行わざるを得な い b 糖尿病の治療におけるイ ン スリ

ン の投与法 にと っ て最も望ま し い こ とは, 摂食 による血糖噂の上昇に合わせて ,

必要量のイ ン ス リン が門脈内に放出され_ 速や か に肝臓で グル コ ー ス を グリコ ー

ゲ ン と して 貯蔵させ ､ 血糖債を低下させ る こ とで ある ｡
7 8 )
門脈内投与と い う こ

とを除けば,
こ の条件に最も近 い の は ベ ッ ドサ イ ド型の人エ肺臓で ある が, 患者

は こ の 大きな装置を離れて生活す る こ とは出来な い ｡ そこ で便宜的に次の ニ 法

が行われる ｡ 即ち ､

1 ) あらか じめ人工肺臓に より , その愚者の生活に合わせ , 耗時的なイ ン ス リ

ン 注入 プロザ ラム を件成 し, それを組み込ん だ､ 持続注入 装置 (c o n t i n u o u s

又 は ､
c o n t r o l l e d s u b c u t a n e o u s i n s ul i rl i n

･

f u s i o n s y s t eTn , C S I I S ) ｡
7 S

,
丁 7 )

2 ) 一 定の持続的基礎注入 に加え , 食事 に先立 ち手動で必要量を急速追注する

ペ ン型 i n f u s e r
1 6 5 )

｡

これまで の と こ ろ ､ 実用的なー 最もよ い 血糖 コ ン トロ ー ル を与える ときれて い

る これ らの方法も. 注射液中のイ ン ス リン の凝集 ,

1 6 6
‾ 1 6 9 )
夜間の低血糖

1 7 0 )

と い っ たトラブ ル を別と して も ､ 糖尿病性網膜症の進展 (悪化)
1 ワ 1 )
と い う予期

せ ぎる結果を招く例も多く報告されて お り, 従来通 りの b o l u s 投与 ( m u l ti pl e

i n j e c ti o n を含む) の重要性は 依然と して変わり がなI
､
｡ これ らの方 掛こ限らず,

イン ス リン 療法は投与プ ロ グラム の厳密さ と 一 日常生活にお ける煩わ しさ のバ ラ

ン ス の上 に成り立 っ て い るもの と い える ｡ そ して多く の患者の場合,
1 日 1

-

2 回の b o l u s 投与が採用 されて い る ｡ 先に述 べ たよう に , 最も望ま しい イ ン ス

リ ン の投与法 と して ､ 食事に合わせ門脈内にイ ン ス リン を補給で きるの は軽口 授

与のみ で ある o イ ン ス リ ン の経口 投与が可能 となれ ば､ 上述の トラブル は全て

1 3 1



解決されるもの と期待され る ゆえん で ある ｡

動物はその生命現象を継持するの に必須の素材を食物と して摂取する が , それ

らの素材は 動植物の細胞その もの か細胞の 生産 した細胞間物質等で あり, た い て

い は高分子物質で ある ｡ 従 っ て そ の ままで 辻生体に利用で きな い し体内へ の取

り込みもで きな い の で
､ 利用 しやすい よう に分解ー 即 ち消化し体内に放り込むの

が原則で ある ｡ しか し , 新生児期の短い 期間 ､ 母乳よりの抗体の吸収の 目的で

蚤自分子の取り込み が行われる ｡
1 7 2 )

こ の場合､ 微栽毛膜を巨大分子 の ままで

は通過で きな い の で ､ 微繊毛腰間 の細胞膜が陥入する こ と により黄白分子lま細胞

内に移送され. 陥入膜はそ の 内腔に こ れらの物質を収容 したまま離断され食小胞

と なる ｡ 1 丁2 ' 即ち エ ン ドサイ ト -

シ ス と よばれ る形式で あ る ｡ その後 の成長

によりこ の ような吸収は行われなくなリー 少なく とも染着学的な意味辻持たな い

ときれて い るが
, 食物ア レ ル ギ

ー 1 7 3 )
等, 生物学的に 比重重な意味を持っ て い る

にもか かわ らず , 成長後の動物にお ける i n v i v o の 蛋白質の腸管吸収に つ い て は

充分な研究がなされて い る とは い い 軌 ､ ｡ u hl e n b u th 及 び A s c ol i がウサ ギに卵

白ア ル ブミ ン を経口投与 し､ 前者が抗体産生を , 後者 が血 中に抗原活性を証明し

て以来蛋白質 ､ 特に酵素の 吸収に関する報告が散見され る ｡
1 7 ヰ

･ 1 7 S )
投与 した

黄白質が吸収された こ との 証明 に蛙それぞれの 蛋白質 に応 じ,
1 a l
I や蛍兜ラベ

ル した蛋白質を投与 し血中の 放射活性や蛍光を測定す る方法 , r a d i o ユm m u n ｡ a s -

s a y( R I A ) 法ある い は e n z y 皿 e
- l i n k ed i m m u n o s o r b e n t a s s a y ( E L I S A ) 法等

を利用する れ 又は , 生理括性を有す る茸自費ある い 比酵素の葛合比血中にそれ

ぞれの 活性を直接証明 したり ､
i n v i v o で の薬理作用で 示す等の方法が用 い られ

て い る ｡ こ のように して得られ た諸家のデ ー

タ か ら吸収量を推定す る と , 茸自

費により吸収の難易 はあ るも のの ,
おおよそ,

0
.1 - 2 % と考えられる ｡

1 7 5 )
い

ずれに して も, 消化 と い う本来生 理的な､ 強力 な破壊力の網の 目をく ぐり抜けて

微量の蚤自質が吸収され る可能性は充分 あるも の と思われ る ｡

イン ス リン の経 H 投与 に つ い て は , イ ン ス リ ン療法の導入以来強い 要望があ っ

たにも か かわらず, 未だ に成功して い ない ｡ 上述の よう に, 成熟動物 におい て

もo 一l - 2 % 吸収される も の との予想に反 して , イ ヌ に 500 U/ k g の イン ス リンを

勝頼性カプセ ル の形で投与 した場合にも ､ 血糖値に全く変化 はみ られなか っ た ｡

0 ･ 1U /k g のイ ン ス リン を注射すれ ば血糖値は 約50 % 低下す る こ とを考える と
, 十

1 3 2



ニ 指腸に授与さ れたイン ス リ ン は ､ 多く見積も っ ても0 . 0 2 % を越えて有効に利用

され る こ と はな い ､ 即 ち､ 実に 5 , 00 0 倍以上の 開きがあるも のと思われ た.

しか し､ D a n f o r t h
l O a ) は反転腸管を用も

.
､ て i n v i t r o に おけるイン ス リン の吸

収に つ い て 検討 し , 外液 ( 粘膜仰) より内腔 (凍膿側) ヘ 約 2 % の吸収を認めた

と報告して い る ｡ 又 . 唐崎､

1 7 6 )s hi c h i rユら1 7 7 ) はウサ ギを用 い たi n v i t r ｡ の

腸管湾流実験により ､ 添加したイ ン ス リン の 釣18 % が門脈血中に吸収されたこ

とを示 した ｡ 唐崎の実験に おい て 比 ､ 腸管粘膜は比較的生 理的状腰に近 い と考

えられ, 消化酵素が存在 しな い こ とを除けば i n v i v o に近 い ものと い え る ｡ こ

れらの実験報告は ､ 消化酵素を抑える こ とさえ可能となれば, 生理的活性を保持

したま まイン ス リン 分子 が腸管粘膜を通過する こ と比充分可能で ある と予想させ

る もので あ っ た D

消化管内に おける蛋白質の消化 ･ 吸収の機序に 比 , 現在で も多くの疑問が残さ

れて い る o 一

日の蛋白質の摂取量 約30 - 50 g に対し , 分泌され る トリプシ ン及

びキ モ トリプシ ン の量は合わ せて 約0 . 16 - 1 g と推定されて い る … り が
､ 試験管

内の反応に おい て は ､ 食塊と して のそ の量の蛋白質を ,
この 量の酵素で充分加水

分解する こ とは不可能で ある とされて い る ｡ 主と して僻酵素による管鹿内浦北

は, 部分消化と して の 役割を果たすに と どま るも の と位置づ けられて おり , 可溶

化されたオリゴ ペ ブ タイ ドを, 膜消化 によりア ミ ノ 酸な い しジペ ブタイ ドに分解

し即座に吸収する こ とは ､ 管腔内の細菌等に より発養分を利用きれる こ と を避け

る と い う合目的性と考えられて い る o 1 ユ 4 )

管腔内に お い て 勝酵素 によりイ ン ス リン が分解を受ける とすれば､ 主と して キ

モ トリ プシ ン に よ るもの で あろう こ と は , 第 一 章の結果から明らかで ある ｡

し か し
､ 第三茸に京 したよう に ､ 管腔内を洗浄した後に , イ ン ス リン を単独又 は

FR - 448 と とも に小腸内に投与 した場合, 洗浄せ ずに投与 した場合に此較し 放とん

ど差がみ られな か っ た こ とは , 管腔内消化 の影響は小 さい もの と考えぎるを得な

い ｡ この 蘇果は ､
U g o l e v の 膜消化 の機構にお い て重要な役割を果たす, gl y c o

-

c a l y 如 こ吸着された勝酵素が, 腸管内港涜によ っ て は容易 に除かれない と考える

ならば､ 矛盾は生 じな い( Fi g . 21) ｡ 投与されたイ ン ス リン の挙動は, 今後, 潤

化 ･

吸収機構に関す る研究の 進展に従い ､ 明ら か にされる も の と思われ る ｡
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. 今回筆者の行っ た ピ ー グル犬 にお ける実験の結果は , 通常 , ヒ トにおい て行わ

れ る経口 投与と同 じ方法 によ る もの で あり, か つ て こ の ような方法により血糖降

下作用が認 め られたと い う報告はな い ｡ し かし , 先に述べ たように ､ 個体差の

問題 , 作用発現まで に要す る時間の 問題を始め ､
まだ多くの難問を抱えて おり､

経口イ ン ス リン の 開発は い まだ緒に つ い た僚階と い わざ るを得な い ｡
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I キ モ トリプシ ン 阻害剤の溶性 と
･

化 学構造の尉係 .

水溶性キ モ トリ プシ ン 阻害剤を得 る 目的で , 芽香環又 は 脂環を有す るカ ルポ ン

酸の フ ェ ニ ル エ ス テ ル を合成 した ｡ 構造と潜他 に つ い て 検討 した結果次の こ と

が明ら か に なっ た ｡

a ) A c y l c o m p o n e n t に つ い て

1 ) イ ン ド
-

ル ､ ナ フ タ レ ン
, テ トラ リ ン 等 t w o -

r i n g s y s t e m を含む カル ポ

ン 酸の エ ス テル は ､
ベ ン ゼ ン ､

シク ロ ヘ キサ ン等 o n e て i n g s y s t e m を含む

カ ル ポ ン 酸及 び th r e e -

r
･i n g s y s t e m を食む カル ポン 酸の エ ス テ ル よ り強い

キ モ トリ プシ ン 阻害活性を示 し た｡

2 ) ビリ ジン ､
キ ノリ ン 等塩基性を有す る環を含む カ ル ポ ン酸の エ ス テ ル は

強 い 阻害活性を示 さ なか っ た ｡

3 ) 脂環 ( シ ク ロ ヘ キサ ン , テ トラリ ン) を含む a c y l c o m p o n e n t は芳香環

( ベ ン ゼ ン , ナ フ タ レ ン 等) を含む a c yl c o m p o n e n t と ほ ぼ同等の 阻寄宿

性を与え た ｡

b ) p h e n y l c o m p o n e n t に つ い て

1 ) ア リル エ ス テ ル は ア ル キ ル エ ス テ ル よ り強い 阻害活性を示 し たo

2 ) フ ェ こ ル エ ス テル の ベ ン ゼン 環の 4 位の置換基が活性 に与 え る鼻響は､

塩基性置換基> 中性置換基 ( 無置換を含む) > 酸性置換基

の傾で あ っ た D

塩基性置換基相互 の間 に も影響の強弱 に親BrJ 性がみ られ , キ モ トリ プシ

ン に塩基を吸着する活性s i t e が存在す るも の と考え られ る が, 阻害剤の エ

ス テ ル部分 か ら塩基 まで の凝離等に つ い て は 明確で なか っ た ｡

3 ) ナ プ チ ル 酢酸等の (4
-

g u a rli d i n o b e n z o yl o 又y) p h e n yユ e s t e r s 及び 4 -

a m i -

d i n o p h e n yl e s t e r s は , と も に キ モ トリプ シ ン に対し強 い 阻害を示す と 同

時に トリ プシ ン に対して も 阻害を示 した ｡

4 ) フ ェ ニ ル エ ス テ ル の ベ ン ゼ ン 環の 4 位に塩基性置換基を有す る阻害剤 (

(塩基性 エ ス テ ル) は塩 と して 水に可 溶性の化合物 が多か っ た が､ 特にア

ル キル ア ミ ノ基 を持 っ 化合物は塩酸塩 と して 高 い 清解度を示 した a
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丑 F且- 44 8 の キ モ トTl プシ ン 阻害活性の併用 機序 書

4 -

(4
- I s o p r o p yユp i p e r a zi n o c a r b o n y ユ) p h e n y ユ 1 , 2 , 3 , 4 - t e t r a h y d r o

- ト n a p h t h o
-

a t e m e th a n e s u l f o n a t e (F K - 44 8) をモ デル と して キ モ トリ プシ ン に対する 阻害の

形式に つ い て 検討 した ｡

i ) FE - 44 8 はキ モ トリプ シ ン に対し可逆的な括読塑の 阻害を示 し , N -

a c e t y ト

レ t y r o s i n e e t h y l e s t e r を基質 と した場合の K i は ､ 約 1 × 1 0
- 7

M で あ っ

た ｡

2 ) キ モ トリプシ ン 以 外のセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に対 して は ー 強 い 阻害を示 さ な

か っ た ｡

3 ) キ モ トリ プシ ン との 反応の過程で酵素の ア シ ル化 を伴う , 基質類似の作用

機構を と る もの と推定され た ｡

皿 経 口 イ ン ス リ ン 薬剤 に適 した キ モ トT) プ シ ン 阻害剤 の選択

阻害 ス ペ ク トル , 水溶性等物性の 異なる 多く の 阻害剤 が得られ たの で ,
こ れら

を経口 イ ン ス リ ン 薬剤に 応用 した ｡

揮酵素及び小腸ホ モ ジネ
- トとイ ン ス リ ン の 反応に お い て ,

キ モ トリ プシ ン 阻

害剤は 蛋白分解酵素阻害剤の 中で 最も強 い イ ン ス リン 分解抑制作用を示 し た ｡

又 ､ 十 二指腸内に 蛋白分 解酵素阻害剤 とイ ン ス リ ン を併用投与 し た場合,
キモ ト

リプシ ン 阻害剤の み イ ン ス リ ン の 吸収増強作用 を示 した ｡

併用 す る キ モ トリ プシ ン 阻害剤 の必要条件に つ い て 検討 した潜果 ､

i ) キモ トリプ シ ン 阻害の I C 5 0 値 が 1 × 1 0
- 6
M 以 下 の 強い 阻害活性が必 要

で あ っ た .

2 )

3 )

トリ プシ ン を 阻害する必 要比 な か っ た ｡

高い 水溶性 が必 要で あ っ た ｡

こ れ らの条件を満た し , 毒性の 低 い 阻害剤 と して , F X - 44 8 を選択 した ｡

Ⅳ 蛋白健医薬品 の消化 管吸収 に対す る キ モ トリ プシ ン 親書剤の増強作用

a

､
) イ ン ス リ ン の消化管吸収

1 ) F K - 4 48 の
, イ ン ス リ ン の 消化 管吸収に 対す る増強作用 は , ラ ッ ト ､ ウサ

ギ, ピ ー グル 犬 の い ずれを用 い た場合に も認 め られ た o

2 ) イ ン ス T! ン と 20 m g /k g のF K
- 4 4 8 を ､ 腸溶性カ プセ ル と して ピ ー グル 犬 に

経口 投与 し た場合の イ ン ス リン の吸収率 は ー イ ン ス リ ン 0 . 1 U / k g を皮下投
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与 した場合の血紫申i m m u n o r e a c ti v e i n s u li n ( I R I ) 濃度
一 時間曲線下 面

積( A U C ) から計算 して , 釣 1 % で あ っ た o

3 ) イ ン ス リ ン の 吸収率を高め る 目的で 一 冬種医薬品添加物の吸収増強作用

を調べ た結果 ,
ク エ ン酸 に その 作用 が見 出され た ｡ ク エ ン 酸は小 腸内の

p H を
一

時的に低下 させ る こ と によ っ て イ ン ス リン 及び / 又 はFR
- 44 8 の分

解を抑制 し たも の と推定され た o 1 2 . 5U / k g のイ ン ス
T) ン と20 m g / k g のF K

-

4 48 に ､
30 m g / k g の ク エ ン 酸を添加す る こ と に よ っ て , 血糖降下 作用 は非添

加時の約2 . 5 倍 に上鼻 した ｡

ち) その他の蛋白性 医薬品の消化管吸収

リゾチ ー

ム及 び ス ト レ プ トキナ
- ゼ は

,
キ モ トリプ シ ン 阻害剤の併用 によ

り ､ 消化管か らの 吸収が増強され た . こ の方法は､ その 他の賓自惟医薬品

の経口 投与 にも 応用 が可能なもの と考え られ た ｡

v F K
-

44 8 の消化 管に お けるイ ン ス リン 吸収増強磯序

イ ン ス リ ン (6 3U / k g) とF E
- 44 8 ( 20 n g /k g) を ラ ッ ト小腸1 o o p 内に投与 し , F K -

448 の吸収増強作用 に つ い て検討した結果,

1 ) F K - 44 8 に血糖降下作用 はみ られな か っ た ｡

2 ) F K - 44 8 の
, 小腸粘膜透過性克述作用 は瀦 か っ た ｡

3 ) L o o p 内を栄養液で 洗浄 して もイ ン ス リン の 吸収に著明な変化は み られなか

っ た o

4 ) 門脈血寮申に E i を上 回 る濃度のFK
-

4 48 が検出され た ｡

以上 の こ と から , F K - 4 48 は主に腸管粘膜に 吸着 され たキ モ トリ プシ ン 及 び/ 又 は

粘膜申の キモ トリプ シ ン 様酵素によ る イ ン ス リ ン の分解を抑制す る こ と･ によりイ

ン ス リ ン の 吸収率を高め たもの と推定された o 又 , こd) 時の門脈血凍申の I R

I 濃度 の A U C を , 垂腸静脈内に イ ン ス リ ン を持続注入 した場合の A ロ C と比載

し､ イ ン ス リ ン の吸収率は, 約0 . 7 % と推定され た ｡
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描 亡♪ 日 録

本稿の各部, 章に記述した内容は, それぞれ以下の投稿論文に基づくものである｡

第
一

部 キモ トリプシン阻害剤の合成と阻害活性

策
一

章 カルポン酸無置換フ ェ ニル エ ステルの阻害静性:

1 ) 横尾信夫､ 服部英三､ 平田光輝､ 渡辺好
一 丘臥 佐藤文泰､ 永食正彦, 藤井節

郎､ 水特性キモ トリプシン 阻害剤の合成研究､ 薬誌, 主弘 732 (1987)

第 ニ章 ハ イドロ キシ安息番酸誘導体エ ステルの阻害括性:

1) 横尾倍夫, 朋部英三 ､ 平田光輝､ 渡辺好
一増臥 佐藤文泰, 永倉正彦､ 藤井節

郎, 水溶性キモ トリプシン阻害剤の合成研究, 薬誌, 迎ヱ. 732 (198 7)

2) 横尾信夫､ 服部英三, 平田光輝, 渡辺好 一 郎, 佐藤文泰, 永倉正彦. 藤井節

郎, 水溶性キモ トリプシン阻害剤の合成研究(第ニ 報) , 薬誌, 旦堕､
443

(1988)

第三章 ハ イドロ キノン ヘ テ ロジュ スチルの阻害活性;

第四章 アミジノ フ ェ ニ ル エ ステルの阻害活性 ;

第五章 その他の化合物の阻害活性:

2) 横尾信夫, 腰部英三 , 平田光輝､ 渡辺好 一 郎､ 佐藤文泰. 永倉正彦､ 藤拝節

郎､ 水静性キモ トリプシン阻害剤の合成研究 (第二報) ､ 薬誌, i98 , 443

(1g88)

第六章 キモ トリプシン阻害の作用機序:

1) 横尾信夫､ 服部英三 , 平田光輝､ 渡辺好 一 郎, 佐藤文象 永倉正彦､ 藤拝節

郎, 水溶性キモ トリプシン阻害剤の合成研究､ 薬誌, 迎Z . 732 (1987)

3) S . F uj i i , T . 1 o k oy a m a , K . I k e g a y a a nd N . Y o k o o , N e w S y n t h e t i c l nh i b i t o r s

o f Ch y m o t r y p si n , ∫. Bi o c h e m . , 塾, 319 (1984)
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第二部 キモ トリプシン阻害剤併用によるインスリンの経口捜与の試み

欝 十葦 黄白性医薬品の消化酵素による分解と酵素阻害剤によ るその抑制:

4 ) 藤井節郎, 横山 敵､ 弛ケ谷耕司, 横尾倍夫, 新しい キモ トリプシ ン阻害剤

F比- 448 の性質と, イン スリン の絶勝吸収におよぼす影響につ い て ､ 臨衆化学､

ia ､ 7 (1g84)

第ニ章 阻害剤の選択 :

5) 横尾信夫, 佐藤文泰, 桐劇頃子_ 横山 敵. 池ケ谷耕司､ 永食正彦, 藤井節

郎, インシ ェ リン の腸管吸収に及ぼすキモ トリプシン阻害剤の件礼 敵対ヒ学､

払 8 (1985)

6 ) 横尾常夫､ 佐藤文泰, 藤井節郎､ キモ トリプシ ン阻害剤併用によるインシ ュ

リン経口投与の試み , 臨床化学､ 払 264 (1986)

第三章 インス リンの消化管からの吸収過程における F光一448 の役割 :

7 ) 横尾信夫, 藤井節郎, 鈴木徳治､ イン スリンの消化管吸収に対するキモ トリ

プシン阻害剤 FR 1 44由の増強作臥 薬誌, 迎 ､ 164 (1988)

第四章 経口インス リン製剤化の試み :

6 ) 横尾倍夫, 佐藤文泰, 藤井節郎, キモ トリプシン阻害剤併用によるイン シ ュ

リン経口投与の試み ､ 取材ヒ学, 過, 264 (1986)

8 ) S . F ujii , T . Y ok o y a 氾 , E ｡ I k e g a y a , F . S a t o a n d N ｡ Y ok 00 , P r o m oti n g e ff e c t

o f t h e n e w c h y Ⅸ )t r y p si n i n h i bi t o r F X - 448 o n t h e i n t e s ti n a l a b s o r p ti o n

c･f i n s u li n i n r a t s a n d d o g s , ∫. Ph a r m . P h a r 皿a C O l . , aZ , 545 (1985)
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