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論文内容の要旨

[目的]

アミノ配槍体抗生物質E田 tamicinは代表的な腎毒性薬物の一つであり，その腎傷害の場は主と して

近位尿細音であるとされている。しかしg凹 tamicinのbinding田胞が存在するとされ本薬物と近位尿

細管細胞との最初の相互作用の場である近位尿細管刷子縁膜に及ぼすgentamlcinの影響に関する研究

はほとんどないのが現状である。本初究では， 10 Vl廿o添加実験系においてgentamicinの単離尿細管庫11

子縁膜におよぽす影響を 1)同部位の重要な膜機能の一つであるNai--dependent D -glucose輸送特

性.2)電子スピン共鳴法による制子縁膜内スピンラベJレの運動性測定(脂質涜動性の指療化)という

点につき検討した。また異なる部位より刷子縁膜小胞を調製し I gentamicin作用のheterogeneityにつ

いても検討した。

[材料及び方法]

1 )腎刷子縁膜IJ、胞の調製，体重約2kgの雄性家兎腎より近位尿細管起始部 (segment1 + 2 )を含む

皮質外層 (OC)と主に近位尿細管終末部 (segment3 )を含む髄質外層 (OM)を切り取り， Caz+

沈澱法により刷子縁膜什包 (brush-border me叩 branevesicles ; B B M V)を調製した。得られた

膜標品は指標酵素活性から他の分画の混入の少ない良好な刷子縁膜と考えられた。

2 )空自豆虫登担，単離したBBMVに適当濃度g凹 tamicinを添加， 370Cにて印分間Is印出te後実

験に供した。

3)主主主翠呈;uptake測定は迅速ろ過法によった。BBMV50μlを入れた試験管をmlxerにて撹は

んしつつ，ここにDー('H) -glucoseと反応に必要な溶質を含む反応液100μlを加え反応を開始した。
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一定時間後にmicroswitch，電動タイマー，電磁石より成るfastsampling apparatusにより氷冷反

応停止液を加えfilter上で吸引・ろ過し，液体シンチレーションカウンターにより放射能活性を測定

しglucoseuptakeを求めたo 1秒間のuptake値より初速度を求めkineticparametersを算出したO

4)電子スピン共鳴 (ES R)スぺクトル ;BBMVを1叩Om昭gprot旬e1泊nν/ぺ〆/

害害割Iリj合でstearicacid spin label (S A L )の 5一および1凶6一SALを添加.撹はん，室温にて10分間

放置後ESR測定に供した。 ESRスペクトルはVarianE P R spectrometer， model E -109によ

り測定したO 温度設定はセル表面に固定した熱電対によるモニター下， Varian temperature contro-

ller， model E -257にて行ったO 得られたスベクトルより outerhyperfine splitting (2 T 11)を計

測しorderparameter S (T 11 )を算出し，また16-S A Lに関してはthepeak height ratioおよび

motion parameterを求めそれぞれ刷子縁膜流動'性の指標とした。

[結果および考察]

1) 1mM gentamicin添加のNa+ -dependent D -glucose輸送に対する影響

OC においてgentamicin添加群でVmax低下 (81.6士26.2vs 62.6:t20.8nmoles/min/mg protein ; 

P <0.05 by paired t -test)がみられたがKmに変化はなかった。 OMではKm，Vmaxとも変化

なかった。

2) gentamicin添加BBMVにおけるosmoticallyactive spaceおよびpassiveleakinessの検討

gentamicinがBBMVのsize，permeabilityに影響するか否かを検討した O 小胞外液の浸透圧を

mannitolで、変化させた際の平衡uptake値，特異的輸送担体を有さないL-glucoseの受動拡散による

BBMVからの遊出をcontrol群， gentamicin添加群で比較したが差がみられなかった O これらの結

果は 1)のVmax低下がBBMVのsize，permeabilityの変化に起因しないことを示唆する O

3) D-glucose輸送阻害のdose-dependency 

添加gentamicin濃度を変化させ， D -glucose輸送kineticsを検討すると， OC， OMいずれのBB

MVにおいてもgentamicindose-dependentなVmax減少， Km不変という阻害がみられた。 Dixon-

plotにて阻害定数を求めると， OCで約4mM，OMで約 7mMであり OCにおいてより強く D-

glucose輸送阻害がみられた。

4)スピンラベル法によるESR

a) 5-SALを用い 5mM  gentamicin添加25
0

C，35
0

Cの温度条件下にS(T 11)測定を行ったと

ころ， 25
0

CではOCにのみ (0.797士0.004vs 0.825:t0.004 ; P <0.00また350CではOC，OMい

ずれのBBMVでも， (0 C ; 0.694土0.004vs 0.723土0.004; P <0.001/0 M ; 0.668 :t0.005 vs 

0.694士0.004，P <0.00 gentamicin添加により増大がみられ， gentamicinにより刷子縁膜脂質流

動性低下が惹起されたことがうかがわれたO

b) 16-S A Lを用いたESR測定では， 5 -SALと同様の条件下でgentamicin添加による変化

はみられなかったo16-SALは5-SALに比し膜内のより hydrophobicな部位の状態を反映す

るとされており，これらの結果はgentamicinが膜のpolarhead groupに近い部分に強く影響する

ことを示唆するO
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5 )上記のD-glucose輸送阻害，膜内スピンラベル運動性低下の可逆性を検討するためgentamicin処

理後gentamicinfreeのbufferにて超遠心操作を2度繰り返し添加gentamicinをwashoutしたBB

MVを実験に供した。 gentamicin添加により減少したD-glucose uptake はwashingによってcont-

ro1と同値に回復した。またESRにおいてもgentamicin添加により有意に増加した S (T 11)は

washing操作後control値へと復した。この結果は， gen tamicinが刷子縁膜への可逆的な結合を介し

てD-glucose輸送および刷子縁膜脂質流動性に影響を及ぼすことを示唆する。

[総括]

本研究により， gentamicinの腎近位尿細管刷子縁膜に対する影響が明らかとなった。

1 ) gentamicin は刷子縁膜Na+ -dependent D -glucose輸送をVmax減少， Km不変という様式でdose

-dependentに阻害するO

2) 5 -S A L， 16-S A LによるESR測定から， gentamicinは刷子縁膜のpolarhead groupに近

い部分の脂質流動性を低下させることが示唆された。

3 )上記の変化はし、ずれもOC，OMの順に強く現れた。

4) washing実験の結果から， gentamicinの刷子縁膜への可逆的な結合がglucose輸送阻害，膜内スピ

ンラベソレ運動性低下をひきおこしたと考えられた。

論文の審査結果の要旨

本研究は，アミノ配糖体抗生物質の一種であるgentamicinの家兎腎近位尿細管に対する影響を刷子

縁膜レベルで明らかにしたものである O 単離刷子縁膜を用いた系で、gentamicinがNa+-依存性D-glu

cose輸送をdose-dependentに阻害し，また同時に刷子縁膜脂質流動性を低下せしめることを明らかにし

得た。さらにこれらの変化が近位尿細管S1 + S 2で、S3に比しより強く現れるという腎内heterogeneity 

をも初めて示し得た。これらの結果は， gentamicin腎毒d性の機序に全く新しい知見を加えるものであ

るとともに，腎生体膜機能研究上も示唆に富むもので，学位論文として価値あるものと評価される O
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