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研究成果の概要（和文）：本研究では、変形性膝関節症の関節内投与製剤の開発を目指して、DDS製剤化に応用
できる関節内の加水分解酵素の特性を解析するため、加水分解酵素の中でも種類の多いセリンエステラーゼの有
効なプローブであるFluorophosphonate-biotinを利用して、特異的抗体を用いずにセリンエステラーゼの発現量
を定量する方法を確立した。また、加水分解酵素のソフトドラッグに対する認識性の一部を明らかにした。さら
に、Butyrylcholinesteraseの活性にCa2+イオンが及ぼす影響について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, a quantitative western blotting method was established
 using fluorophosphonate-biotin, a universal probe of serinesterases, to investigate the 
characteristics of esterases present in the knee joint. In addition, it was found that the 
anticholinergic soft drug, 2R3’R-SGM, was mainly hydrolyzed by plasma paraoxonase 1 in the human. 
Furthermore, the effect of calcium ion on the hydrolysis of cationic and anionic substrate by human 
butyrylcholinesterase was clarified.

研究分野：薬剤学

キーワード： 変形性膝関節症　血漿加水分解酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究にて構築したセリンエステラーゼの定量方法は、関節内に存在する加水分解酵素だけでなく、その他の組
織に存在する新たな加水分解酵素の同定にも応用可能と期待される。また、これまでに詳細な検討のなかった
Paraoxonase 1やButyrylcholinesteraseの血漿加水分解酵素の基質認識性および特性を本研究では一部、明らか
にすることができ、今後、血漿加水分解酵素を利用したプロドラッグおよびソフトドラッグを設計する上で有用
な情報になるものと確信できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 変形性膝関節症は加齢とともに膝関節の軟骨が摩耗し、関節の変形と疼痛を生じる疾患であ
る。変形性膝関節症の有病者数は 2,500 万人、その中で日常生活に障害をもたらす疼痛を伴う
患者は 800 万人にも及ぶと推計されており、超高齢化社会を迎えた日本では「国民病」とも言
われるほど患者数が増加している。変形性膝関節症の治療は、対症療法的な投薬治療が主であ
り、初期の段階では抗炎症薬の内服、その後、病状の進行に従って軟骨保護薬のヒアルロン酸、
あるいは疼痛抑制のためのステロイドが関節内投与される。末期まで進行すると関節形成術や
人工関節置換術を行うしかない。現在、根本的治療を目指して、軟骨マトリックス破壊を進行
する分子を標的とした薬の開発が進められている。最も注目されているのは、軟骨マトリック
スの主成分であるⅡ型コラーゲンやアグリカンを分解すると言われているマトリックスメタロ
プロテアーゼ 13（MMP-13）、トロンボスポンジンモチーフを有するディスインテグリンおよび
メタロプロテアーゼ 5（ADAM-TS5）であり、これらのプロテアーゼに対する低分子量の阻害剤
の探索が行われている。 
 対症療法、根本的治療のいずれにせよ、変形性膝関節症の薬物療法では、投与が長期になる
ために全身性の副作用回避、また関節内での薬物濃度を高くするために関節内への局所投与が
前提となる。しかしながら、関節内に投与された低分子の薬は速やかに消失されてしまい、有
効な薬物濃度を長時間維持できないばかりか、関節内に投与したにも関わらず、全身性の副作
用を発症してしまう。この原因は、関節特有の構造にある。関節は滑膜組織と繊維組織からな
る関節包によって囲まれており、その内部は滑膜細胞が分泌する滑液に潤されている。関節に
は滑膜・血液関門が存在するが、関節内で炎症が惹起されると、毛細血管透過性が亢進して滑
膜・血液関門が破綻し、LDL を含む高分子量の血漿成分が大量に流入して関節腔に滑液が貯留
する。すなわち、変形性膝関節症患者では、関節内に投与された低分子の薬が容易に滑膜層を
通過できるため、関節内から極めて速やかに消失してしまう。同じ理由から、血液を介して薬
が関節内に移行する割合は低く、経口投与や静脈内投与された薬の薬効は期待できない。分子
量 90 万～600 万のヒアルロン酸ですら数日で消失される。患者の負担や感染の危険性から頻回
の関節内注射は避けるべきであり、薬物の徐放化を目指してリポソームや PLGA ナノスフェアな
どの微粒子製剤を応用する研究も進められている。 
 
２．研究の目的 
 薬物の徐放化は高い薬効をもたらす点についてはよいが、逆に、関節内に薬物濃度を長時間
維持させるために深刻な副作用が生じる可能性が予測される。そこで、関節内に投与される薬
物をプロドラッグ化、またはアンテドラッグ化することにより副作用を克服できないかと考え
た。これまでに、関節液には、血漿酵素のブチリルコリンエステラーゼ（BChE）や HDL に結合
して存在するパラオキソナーゼ 1（PON1）が存在することを明らかにしている。滑膜細胞の酵
素については同定までには至っていないが、システインエステラーゼとカルボキシルエステラ
ーゼ（CES）様のセリンエステラーゼの発現を確認している。プロドラッグの活性化、アンテド
ラッグの不活化には加水分解酵素が利用されることが多い。プロドラッグおよびアンテドラッ
グの設計においては、代謝速度を制御するために、利用する酵素の機能特性を十分に把握する
ことが重要である。しかし、関節内に存在する加水分解酵素機能に関する情報は少ない。そこ
で、本研究では有効で安全な関節内投与製剤の開発を目指して、加水分解酵素の中でも特に発
現の多いセリンエステラーゼの検出および定量方法の最適化、さらに、関節内に存在する血漿
加水分解酵素の特性のついて詳細に検討した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、以下の内容について検討した。 
(1) セリンエステラーゼの検出および定量方法の構築 
 セリンエステラーゼの有効なプローブである Fluorophosphonate(FP)にビオチンを標識した
FP-biotin を用いた組換えセリンエステラーゼの発現量の定量法確立および滑膜細胞のセリン
エステラーゼの同定を行った。市販のブタカルボキシルエステラーゼ 1(CES1、PLE)、ヒト
CES1(hCE1)、ヒト BChE の精製酵素と組換え CES 安定発現 HEK293 細胞 S9分画を FP-biotin と反
応させ、Western Blotting 法にて HRP 標識アビジンにより検出した。ヒト滑膜細胞(HFLS)ホモ
ジネートを Native-PAGE 後、活性染色によりバンドを検出した。同時に FP-biotin と反応した
サンプルを Native-PAGE ゲルに展開し、検出されたバンドと同じ移動度のゲル片を採取した。
ゲル片から抽出した FP-biotin 化タンパク質をストレプトアビジン磁性粒子により分離した。 
(2) ソフトドラッグを用いた血漿加水分解酵素の機能解析 
 ソフトドラッグのモデル化合物として、ムスカリン性抗コリン薬 Glycopyrrolate からデザイ
ンされたソフトドラッグ 2R3’R-SGM を用い、ヒト血漿における加水分解について、加水分解酵
素に対する各種阻害剤を用いて検討した。さらに、ヒト血漿から PEG 沈殿法により HDL 分画を
分離し、HDL 結合型 PON1 の加水分解機能について評価した。 
(3) 精製ヒト BChE の機能解析 
 ヒト BChE 活性は Ca2+イオンにより影響されるとの報告があるが、各基質に対する影響につい
ては詳細には検討されていない。Ca2+イオンが精製ヒト BChE 活性に及ぼす影響について、アニ
オン性の基質である Aspirin、カチオン性の基質である Butyrylthiocholine（BTC）および



O-n-Butyryl propranolol を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) セリンエステラーゼの検出および定量方法の構築 
FP-biotinと精製セリンエステラーゼのPLE、hCE1およびBChEの反応性は同様であり（図1）、
0.4–3.4 pmol/lane の範囲で直線性を示した。これらの各種精製酵素の検量線から算出したヒ
トとサルの組換え CES（hCE1、hCE2、mfCES2A、mfCES1A）発現量に相違はなかった。FP-biotin
は異なる酵素であっても活性中心のセ
リン残基に 1:1 の割合で結合でき、ユニ
バーサルに組換えセリンエステラーゼ
の発現量定量に使用可能であることが
明らかとなった。次に、HFLS ホモジネー
トの 4-methylumbelliferyl butyrate を
基質に用いたNative-PAGE活性染色した
結果、3 本のバンドが検出された。これ
らの 3 本のバンドには多くの FP-biotin
化タンパク質が含まれていた。以上のこ
とより、この評価系では滑膜細胞に存在
するセリンエステラーゼの特異的抗体
を必要とせずに、ユニバーサルに組換え
セリンエステラーゼの発現量が定量で
きる可能性が示され、滑膜細胞に限らず、
様々な細胞におけるセリンエステラー
ゼの発現量定量に応用可能と期待され
る。 
 
(2) ソフトドラッグを用いた血漿加水分解酵素の機能解析 
 ムスカリン性抗コリン薬 Glycopyrrolate からデザインされたソフトドラッグ 2R3’R-SGM は
ヒト肝臓および小腸では加水分解されなかった。一方、ヒト血漿では半減期 16.9 ± 1.23 min
で加水分解されることが明らかとなった。さらに、血漿加水分解酵素に対する各種阻害剤を用
いて 2R3’R-SGM の加水分解酵素について解析した結果、PON1 の阻害剤である Paraoxon および
EDTA により加水分解がされ、PON1
の補因子であるCa2+イオンにより活
性が増大した（図 2）。PEG 沈殿によ
り分離した HDL 分画において 2R3’
R-SGM は加水分解されたころから、
2R3’R-SGM は主に PON1 により不活
化されることが明らかとなった。ソ
フトドラッグに対する血漿加水分
解酵素の PON1、BChE、Albumin の基
質認識性の相違についてはこれま
でほとんど詳細に検討されておら
ず、今回の結果はソフトドラッグの
設計において有用な情報を提供で
きると期待される。 
 
(3) 精製ヒト BChE の機能解析 
 Ca2+イオンがBChE活性に及ぼす影響について検討した結果、アニオン性の基質であるAspirin
に対する活性は Ca2+イオン濃度の増加に依存して増大した（1 mM Ca2+ 存在下の相対活性：9.4 ± 
1.0、2 mM Ca2+存在下の相対活性: 10.0 ± 1.5、10 mM Ca2+ 存在下の相対活性：25.9 ± 1.2、
20 mM Ca2+存在下の相対活性: 32.3 ± 0.2）。一方、カチオン性の基質である BTC に対する活
性は若干、低下しただけで、
大きな変動はなかった。ま
た、同じカチオン性基質の
O-n-Butyryl propranolol
に対する活性は Ca2+イオ
ン濃度を変化させても変
動しなかった。図 3に示す
ように BChE 活性への Ca2+

イオンの影響はアニオン
性基質とカチオン性基質
で異なることが明らかとなった。 
 

図 1. FP-biotin による
セリンエステラーゼの
定量性の検討 
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図 2. ヒト血漿における 2R3’R-SGM の加水分
解への各種加水分解酵素阻害剤の影響 
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図 3. Ca2+イオンがヒト BChE の各種基質の加水分解に及ぼす影響 



 
 本研究にて構築したセリンエステラーゼの定量方法は新たな加水分解酵素の同定に応用でき
ると期待される。また、これまで具体的な検討のなかった血漿加水分解酵素のソフトドラッグ
に対する認識性の一部を明らかにすることができた。また、基質の正電荷の相違により Ca2+イ
オンが BChE 活性に及ぼす影響が異なることを明らかにでき、これら血漿加水分解酵素を利用し
たプロドラッグおよびソフトドラッグの設計において有用な情報になるものと確信できる。将
来、これらの情報を利用して設計されたプロドラッグ・ソフトドラッグをリポソームや PLGA
ナノスフェアに封入するなどの DDS 技術を組み合わせることにより、副作用の少ない、且つ
有効な関節内投与製剤の開発が可能になると期待される。 
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