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論文内容の要 t::=. 
日

(目的〉

Fanconi 症候群は腎近位尿細管における glucose ，アミノ酸， リン酸などの再吸収障害にもとづく

膜疾患と定義づけられる。しかし. Fanconi 症候群の尿細管輸送障害に関して細胞膜レベルで検討し

た報告は極めて少ない。近年確立された膜小胞テクニックは膜機能を細胞内代謝系の影響除外下に調べ

る乙とを可能とし，従来は困難であった速度論などの解析も比較的容易に行いうる。、本研究では，臨床

的にも Fanconi 症候群を来たすことが知られている変性 tetracycline を家兎に投与し，近位尿細管刷子

縁膜小胞を調製し， Na取存'性 D -glucose 輸送の障害様式について検討した。

(方法ならびに成績)

生理的食塩水のみ投与家兎(対照群) ，あるいは 100 mg ，/kg 体重の anhydro -4-eρitetracy­

cline (epi-TC) を投与し，一時間後に尿糖出現を確認した家兎 (E 群)より， Ca 沈澱法iとて刷子縁

膜小胞を調製し，実験に供した。単離した刷子縁膜小胞は marker enzyme 比活性が腎皮質homoge­

nateのlOf音に上昇し，対照群， E 群聞に差を認めなかった。また基底側細胞膜， mitochondria. microｭ

someの marker enzyme 比活性は各々 0.6 倍以下に減少した。小胞へのD -gl ucose upt ake は迅速

漉過法により測定した。

1. D-gl ucose distribution space の検討

反応液 i乙終濃度 150 ,_ 750 mM の煎糖を添加し，浸透圧を変化させ D-gl ucose uptake を測定

した。 uptake 値は浸透圧の逆数に比例して直線的に変化し，対照群と E 群の直線は重なり合い， 両

群で D -glucose は同じ浸透圧変化反応性 space IC平衡化することが示された。 また，刷子縁膜小
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胞や f ilter への非特異的結合や補捉は両群とも微少で差を認めなかった。

2. Na+ 勾配依存性 D-glucose overshoot uptake の変化。

100mMNa+ (C1-あるし、は 80 4 一一)勾配下，および 100 mM  NaCl 勾配下で小胞内外に1∞

mM  K8CN, valinomycin を添加し膜電位の変化を 0 としたvoltage clamp 下で D-gI ucose overｭ

shoot uptake を測定した。

いずれの条件Kおいても， E 群において有意な( p く 0.05) D -gIucose overshoot uptake の低

下を認め， Na+ 勾配依存性 D-glucose 輸送障害が明らかとなった口

このE 群における Na+ 勾配依存性 D- gIucose 輸送障害の様式を検討する前に膜透過性克進によ

る小胞内 L -glucose の遊出. Na十勾配の変化について検討した。

3. 膜透過性冗進による小胞内 L -glucose 遊出， Na+ 勾配の変化の検討。

小胞を特異な担体を有さない L -glucose で平衡化しておき， L-glucose を含まない液で 6倍希釈

時の小胞内 L-gIucose 量を測定した。また，正常小胞を epi -TC 無添加， 0 秒lζ1 mM  epi -TC 

添加， 1 mM  epi -TC 添加し 60分間 incubate した群の各群で D--g 1 ucose upt ake を測定した。

両群間で L -gIucose 遊出曲線に差がなく， 1 mM  epi -TC 添加各群において epi -TC 無添加

群と overshoot upt ake IC差を認めないことから， E 群での膜透過性克進による L-glucose 遊出冗

進， Na+ 勾配の減少はない乙とが示された。

4. Na+依存性 D-glucose 輸送 k inetics の検討。

Hopfer らの平衡交換法により初速度を求め kinetics を検討した。小胞を 100 mM  NaC 1および

0.1 ~ 30 mM  D - glucose で preload し，反応液は同組成の液lζtrace 量の D- ( 3H J-gIucoseを

加えた。

D-glucose輸送速度をD-glucose濃度の関数として表示すると Michaelis-Men ten 型の飽和現象を

示し， Eadie-Hofstee plotより kinetic parameter を求めた口 Km， Vmax は対照群で 27.4 :::t 1β 

mM, 141.3 士 9.4nmoles泊lln.泣19 protein, E 群で 22.3 土 0.9 ， 79.3:::t 7.6 であり， E群にてVmax の

有意な低下が認められた。

(総括)

anhydro -4 • epi tetracycline を家兎K投与し Fanconi 症候群を惹起させ，刷子縁膜小胞を単離，

D-glucose 輸送について検討し，以下の結果を得たD

1. epi -TC 投与家兎刷子縁膜小胞において Na 十勾配依存性 D- glucose 輸送障害が明らかとなっ

fこ白

2. epi -TC 投与家兎刷子縁膜小胞において，膜透過性m隼による小胞内 glucose 遊出の充進，駆動力

としての Na十勾配の減少はないことが示された。

3. 平衡交換法による kinetics の検討より， E 群において Km 不変， Vmax 低下の D-glucose 輸送

陪害が明らかとなった日この E 群における Vmax の低下は epi - TC による D- glucose 輸送担体数

の減少によるものと推測される。
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論文の審査結果の要旨

腎近位尿細管再吸収障害iζ関する細胞膜レベルでの研究は極めて少ない。病態時の膜障害様式を明ら

かにすることは物質の膜輸送機序解明に有用であるロ本研究では，変性テトラサイクリン投与家兎より

単離した刷子縁膜小胞を用い， Na+依存性 D -glucose 輸送を検討し， Km 不変 Vmax 低下の D-

glucose 輸送障害(見かけ上の担体数の減少)を明らかにした点で価値ある研究と評価できる。
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