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抗 生 物 質 の 腎 毒 性 に 関 す る 研 究 I

シロネズミ腎の蛋白代謝およびリソゾーム膜に及ぼす影響を中心に

梅 田 隆 ・小 磯 謙 吉

東京大学医学部泌尿器科学教室

(昭和52年3月31日 受付)

緒 言

抗 生 物 質 の投 与 に よっ て 生 じ る腎 障 害 の本 態 につ い て

は,組 織 学 的1～3),ま た は 腎 機 能 の面 か ら の探 求 が 試 み ら

た て い る が4～6),末 だ 不 明 な 点 が 多 い 。 今 回 我 々 は抗 生 物

質 に よる 腎 障 害 の 原 因 を 追 求 す る1つ の方 法 と して 生 化

学 的 に,と くに 抗 生 物 質 の腎 の蛋 白代 謝 お よび リ ソ ゾ ー

ム 膜 の 安 定 性 に 及 ぼ す 影 響 につ い て検 討 した。

実 験 方 法

使 用 した 抗 生 物 質 は ス トレ プ トマ イシ ン(以 下SMと

略 す),セ フ ァロ シ ン(CET),セ フ ァ ロ リ ジ ン(CER),

テ トラサ イ ク リ ン(TC),カ ナ マ イ シ ン(KM),コ リス チ

ン(CL),ゲ ン タ マ イ シ ン(GM),ク ロ ラム フ ェニ コ ー

ル(CP)の8種 類 で あ る。

実 験 動 物,抗 生 物 質 の投 与 方 法

1種 類 の 抗 生 物 質 につ きウ ィス タ ー 系 雄 シ ロネ ズ ミ

(体 重280～300g)2匹 を 使 用 した,腹 腔 内にCET 30

mg, TC 10mg,臀 筋 内 にCER 30mg, KM 10mg,

SM 10mg, CP 10mg, CL 3×104単 位,GM 0.5mg

を5日 間連 日注 射 した 。 抗 生 物 質 の投 与 中 は水 を 自由 に

与 え,食 餌 は 餌 育 用 ペ レ ッ トを 与 えた 。 対 照 群 に は 生 食

水 を 腹 腔 内 に 注 射 した 。6日 目に 腎 を摘 出 した 。

核 標 識 物 質 お よび 酵 素 基 質

L-ロ イ シ ンー 14C (240mCi/mmole, uniformly label-

ed),オ ロチ ン酸-6-14C (282mCi/mmole), ATP, AFP,

グル タ チ オ ン,フ ォス フ ォ ク レア チ ニ ン(ナ ト リウ ム塩),

ク ン ア チ ニ ン,カ イネ ー ス は 第1化 学 社 製 を 使 用 した 。

p-ニ トロ フ ェニ ー ル 燐 酸 はF.C.ベ ー リ ンガ ー,ゼ ー ネ

社 か ら購 入 し た。

核 分 画 の 分 離

シ ロネ ズ ミ腎2個(約49)を0.003M MgCl2を 含

む0.25M蔗 糖 溶 液20mlで10ス トロ ー ク,ホ モ ジ ナ

イズ した 。 ホ モ ジ ネ ー トを3分 間,1,000×gで 遠 心 し,

沈 渣 を 上 記 溶 液 で3回 洗 っ た の ち,0.05mM CaCl2, 1

mM MgCl2を 含 む2.2M蔗 糖 溶 液7mlを 加 え,3ス

トロ ー ク,ホ モ ジ ナ イズ した の ち,SW 25ロ ー タを 用 い

て4,000回 転 で25分 間遠 心 し た。 得 られ た 沈 渣 を 前 記

2.2M蔗 糖 溶 液3mlに サ スペ ン ドし,10% Tween 40, 

10%DPCを2:1に 溶 か した 溶 液0.45mlを 加 え 膜分

画 を 溶 か し た の ち1,000×gで 遠 心 し沈 渣 を 核 分 画 とし

て使 用 し た 。

核 分画 のRNAへ の オ ロチ ン酸-6-14Cの 取 り込 み5-

mMメ ル カ プ トエ タ ノ ール,10mM ATP 3mM MgCl2, 

60mM KClを 含 む100mMト リス塩 酸 緩 衝 液(pH8.2) 

0.5mlに オ ロチ ン酸-6-14C, 5μCiを 加 え,核 分 画 を 蛋

白量 に し て5～6mgを 加 え,37℃ で30分 間 イ ンキ ュ

ベ ー トした 。 反 応 終 了 後,0.1M NaCl 1mM EDTAを

含 む1mMト リス 塩 酸 緩 衝 液(pH7.4) 2mlを 加 えた の

ちsodium dodecyl sulfateを 最 終 濃 度0.5%と な る よ

うに 加 え,30℃ で 透 明 とな る ま で攬 拌 し た。 次 い で22

℃ に 保 った88%フ ェ ノー ル液 を 加 え る と,溶 液 は2層

に 分 離 し,上 層 にRNAが 含 ま れた 。 さ らに 上 層 を トリ

ス緩 衝 液 中 で24時 間,4℃ で透 析 した 。 透 析 後,溶 液

の1/2量 の1mM EDTA, 0.1M NaClを 含 む1mMト

リス 緩 衝 液(pH7.4)を 加 え,2%に な る よ うに 酢 酸 ナ

ト リウ ム液 を 加 え,そ れ に2倍 量 の冷 ニ タ ノ ール を 加 え

た 。5分 間3,000回 転 で遠 心 しRNAを 沈 澱 させ,沈 渣

を0.3M KOH溶 液 に 溶 解 し,シ ンチ ン ー シ ョン液(PPO 

4g, POPO 1gを1Lの トル エ ン: エ タ ノー ル,2:1の

割 合 に 溶 か し た もの)を 加 えて か らTri-Carb液 体 シ ソ

チ レー ショ ン,カ ウ ン ター で 測 定 した 。RNAの 量 は260

mμ で 吸 光 度 を 測 定,比 活 性値 を算 出 した 。RNAの

extinction coeMcientは34.2mg/ml/cmと した 。

遊 離 型 お よび 膜 付 着 型 ポ リソ ー ム 分画 のRNAへ の オ

ロチ ン酸-6-14Cの 取 り込 み実 験

5日 間 抗 生 物 質 を 投 与 後,腎 を 摘 出 す る3時 間 前 に

100μCiの オ ロチ ン酸-6-14Cを シ ロ ネ ズ ミの 腹 腔 内 に

注 射 した 。 取 り出 した 腎2つ(約49)を3倍 量 の50mM

ト リスー塩 酸 緩 衝液50mM KCl, 5mM MgCl2,5mMメ

ル カ プ トエ タ ノー ル を 含 む0.25Mの 蔗 糖 溶 液(pH7.6)

で ホ モ ジ ナ イズ した 。15分 間10,000×gで 遠 心 し,ミ ト

コ ン ド リア を 沈 澱 させ た 上 清3mlを 蔗 糖 濃 度 を2Mに

した 上 記 溶液1.5mlと0.5Mの 蔗 糖 濃 度 に した 上 記

溶 液1.5m1の 不 連 続 蔗 糖 密 度 勾 配 の上 に 重 層 し6mlの

遠 心 管 で 遠 心 し た。 超 遠 心 器 は 日立 製作 所 製55型 を 使



VOL. 25 NO. 10 CHEMOTHERAPY 2979

用 し,4℃ で3時 間半,160,000×gで 超 遠心 した。遊

離型ポ リソー ム分画は遠 心管の底に透明な沈渣 として沈

澱 した。膜付着型ポ リソーム分画は0.5Mと2Mの 蔗

糖溶液の境界に混濁 した層 として得 られた。膜付着型 ポ

リソーム分画に終末濃度1.3%と な るよ うに5%デ オキ

シ コール酸を加 え,ポ リソーム分 画 か ら膜 成分 を離 し

た。1M蔗 糖 を含む上記溶液3m1の 上にデ オキシ コー

ル酸処理後 の膜付着型 ポ リソーム分 画3mlを 重 層し,

160,000×gで1時 間超遠心 した。 膜 付 着型 ポ リソーム

分画は沈渣 として得 られた。遊 離型お よび膜 付着 型ポ リ

ソーム分画の蛋 白量にして5～6mgに 冷や した ト リク

ロロ酢酸を終末濃度5%と な るように加え直ちに遠心 し

た。沈渣を5%ト リクロロ酢酸で さらに2度 洗滌 し得 ら

れた沈渣に0.5NKOHを2.5ml加 えて37℃ で60分

加温 し溶解 した。3.0NHCIを0.5ml加 え15,000×g

で30分 間4℃ で 遠 心 した7)。 上清の0.1mlの 放射能

を測 定 した。 また,上 清 のRNA量 を260mμ に おけ る

吸光度か ら算 出し比活性値を算 出した。

遊離 型お よび膜 付 着 型 ポ リソーム分画 へのL-ロ イシ

ン-14Cの 取 り込み実験

5日 間抗生物 質を投与 後,腎 を 摘 出 す る3時 間前に

100μCiのL-ロ イシン-14Cを シロネズ ミの腹腔内に注

射 した。遊 離型お よび膜付着型ポ リソー ム分画は上記の

ように行なった。 各分画の蛋白量 にして5～6mgに 冷

や した トリクロロ酢酸を終末濃度5%と な るように加 え

直ちに遠心 した。沈渣を5%ト リクロロ酢酸で さらに2

度洗滌 し得 られた沈渣に0.5NKOHを2.5ml加 えて

37℃ で60分 加温 し溶解 した◎3NHCIを0.5m1加 え

15,000×gで30分 間4℃ で遠心 した。RNA量 は上清

の260mμ に おけ る吸光度か ら算 出した。沈 渣に0.5N

KOHを0.5ml加 え溶解 し,0.1mlの 放射能を測定 し,

一 定量のRNAに 対す る蛋 白に取 り込 まれ たL-ロ イシ

ン-14Cの 放射能を算 出した。

無 細胞蛋白合成 系

0.5mlの50mMト リス-塩酸緩衝液,5mM MgCl2,

50mM KCl, 10mM KHCO3を 含む0.25M蔗 糖 溶 液

(pH7.8)に 終末濃度が各 々1mM ATP, 0.25mM GTP, 

10mMグ ル タチ オン,10mM燐 酸 クレアチ ニン,50～

200μg/mlの クレアチニ ン,カ イネー ス,5μCiのL-

ロイシン-14C,上 記の方法で取 った0.1mlの 遊離型,膜

付着型 ポ リソーム分画(蛋 白量5～6mg),上 記160,000

×gの 上清を加えて,1時 間37℃ の恒温槽 でイ ンキ ュ

ベー トした。 抗生物質は10μg/mlと な る ように加 え

た。GMだ けは2μg/mlと なる ように加 えた。 イ ンキ

ュベー ト後冷や した トリクロロ酢酸を終末濃度5%と な

る ように 加え直 ちに遠心 した。以下,上 記in vivoに 投

与 され たL-ロ ィシ ンー14Cを 測定す るの と同様に行 なっ

た。

リソゾーム膜 の分離

DEDUVEの 変法8)によ りリソゾーム膜 とその上 清を分

離 し,そ れぞれの酸 フ ォスフ ァターゼ値,蛋 白量をBES-

$EY-LOWRY法9),LOWRY法10)で 測定,リ ソゾーム膜

お よび上清各 々の一定量 の蛋 白量 に対する酸 フォス ブァ

ターゼ値の比を算出 した。上清につ いて算出 した値を リ

ソゾーム膜分画につい て算 出した比の値で割 った。

実 験 成 績

シロネズ ミ腎 の核RNAへ のオロ チ ン酸-6-14Cの 取

り込み はKM,SM,GM,CL,CPで 低 下 してい るのが

認め られ た(Fig.1)。

遊離型 ポ リソーム分画のRNAへ のオ ロチ ン酸-6-14C

の取 り込 み率はKM,SM,CL,TCの 投与で低下が認

め られた(Fig.2)。L-ロ イシ ン-14Cの 遊 離型ポ リソー

ム分画 の蛋 白へ の取 り込み はSM,TC,CPの 投 与で低

下 していた(Fig.3)。 膜付着 型ポ リソーム分 画 のRNA

蛋 白へ のオロチ ン酸-6-MCの 取 り込みはKM, SM, CL, 

TC, CP, CETで 軽度の低下が認め られ たが(Fig.4) L-

ロイシ ンーKCの 取 り込みはSM,CL,で 低 下 が認 め ら

れた(Fig.5)。

無細胞蛋 白合成系に直接添加 した抗生物 質の遊 離型ポ

リソーム分画へ のL-ロ イシ ン-14Cの 取 り込み はKM,

SM, GM, CPで 著る しく低下 してい た(Fig.6)。 膜付

着型 ポ リソーム分 画へ のL-ロ イシ ン-14Cの 取 り込みは

KM, SM, GM, CLで 同様に著 じ る し く低 下 を示 した

(Fig.7)。

ライソゾーム膜 とその上清の酸 フ ォスア ァターゼ値 の

比はKMの 投与 で著 じるしい低下を示 しSM, CLで も

比 の値 は低下 していた(Fig.8)。

考 按

蛋 白合成の場であ る リボ ゾームには遊離型 のもの と,

小胞体に付着 した膜付着型 のものが存在 し,一 般 に分泌

型の蛋 白は膜付着型 リボ ゾーム上 で合成 されてい ると考

えられ ている11,12)。CAMPBELL 13)は細 胞 外に放 出 され

る蛋 白や膜,ミ クロボデ ィーな どのオルガネ ラの蛋 白は

膜付着型 リボ ゾームで,そ の他の蛋白は遊離型 リボ ゾー

ムで合成 されてい るとい う考えを示 してい る。腹腔 内お

よび臀 筋内に注射 した抗生物質 の うち,腎 の核 のRNA

代謝を障害す る もの はKM,SM, GM, CL, CPで あ っ

た。遊 離型 ポ リソーム分画 のRNA代 謝はSM, KM,CL

の3者 に よって障害 され,蛋 白への ア ミノ酸 の取 り込み

はSM, TC, CPに よって阻害 された。 膜 付着型 ポ リソ

ー ム分画のRNA合 成 はKM,SM,CPで 低 下 し,CET

で も軽度の低下を認め られたが,ア ミノ酸 の蛋 白へ の取
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り込みはSM, CLで 阻害 され ていた。 す なわち抗生物

質 の うち腎 の リボ ゾームの核酸,蛋 白合成を共に抑制す

るのはSMだ けであ った。In vivoの 実験で同 一の動物

で抗生物質 の核 酸 と蛋白合成への影響を検討 しえなかっ

たために他 の抗生物質 ではかな らず しも平行 しなかった

ので はないか と推 量され る。 無細胞蛋白合成 系に直接添

加 したKM, SM, GM, CPが 腹腔に投与 した場合 よりも

強 く蛋 白合成 を阻 害す る ことが遊 離型,膜 付着型ポ リソ

ーム分画共に認め られた。 これは腹腔に核標識物質を投

与す ると体 内で拡散 されたこ と,排 泄 された可能性 と共

に抗生物質 の膜透過 性,細 胞内各分画への移行等に左右

された結果 と考 え られ る。

SM, KM, GM 1～3)にょって障害 され る部 位 は 尿 細 管

上皮細胞 であ り,こ の選択 的毒性は薬物 の大部分が腎か

Fig. 1 Effects of antibiotics on the incorpora-

tion of orotic acid-6-14C into RNA of rat 

renal nuclear fraction in vivo 

Fig. 2 Effects of various antibiotice on the 

incorporation of orotic acid-6-14C into 

RNA of free polysome fraction from 

rat kidney slices

Fig. 3 Effects of various antibiotics on the 

incorporation of L-leucine-14C into rat 

renal free polysome fraction in vivo
Fig. 4 Effect of antibiotics on incorporation 

rate of orotic acid-6-14C into RNA of 
rat renal bound polysomal fraction 

(antibiotics administered with rat 
kidney slices)

Fig. 5 Effects of various antibiotics on the 
incorporation of L-leucine-14C into the 
rat renal bound polysome fraction (an-
tibiotics injected in  vivo)
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ら排泄 され ることと関連 してい る14)。すなわ ち腎が他 の

臓器に比較 して抗生物質に よって障害 され る頻度が高い

の はその重量に比較 して血液循環が盛 んな こ と,尿 細管

腔表面 に排泄 された物質が高濃度に触れ るこ と,代 謝が

亢進 している尿細管細胞は再吸収,ま た は排泄作用 の結

果,尿 細 管表面 に触れ る薬物 の中毒作用に弱 くなるため

な どである15～17)。腎障害 を考慮す るに際 して薬物 の体内

で の代謝 が重要 な問題 となって くる。CPは 肝で代謝 さ

れ て抗菌作用 を持たない代謝 産物 とな る。 その うち主な

ものはglucuronideで あ り,一 部 はdeacylateさ れて

尿中に排泄 され る18,19)。活 性形のCPの 尿 中濃 度は成人

に1.5gを 経 口投与 した場合,9時 間後70～200μg/ml

程度であ る18)。したが って活 性な形 で腎尿細管に達す る

ことが他の抗生物質に 比較 して少い。In vitroの 系で

CPが 遊離型 ポ リソーム分画のア ミノ酸 の取 り込 みを阻

害す るがin vivoの 系では影響が認 め られなかったのは

CPの 活性形 は蛋 白合成 系に阻害的に作用す るが,肝 で

代謝 されたmonoglucuronideの 形 のものは腎障害を及

ぼ さない もの と推定 され る。

人間の治療量に相 当す るKMを シ ロネズ ミに投与す

る と,腎 機能障害を認め ないに もか かわ らず,48時 間後

に腎細胞質に封入体(cystosegresome)の 出現が報告 さ

れ てい る20)。この封入 体の内に ミエ リン様物質が存在 し,

酸 フ ォスフ ァターゼ値 の高値 を示す のを特徴 とす る。光

学顕微鏡下では軽度 の酸 フ ォス ファターゼ値の上昇を近

位尿細管細胞に認め る他 には病理学 的異 常所見を認めな

い。KMが 細胞内に取 り込 まれ て細 胞質 が限界膜で囲 ま

れ,そ こで酸 フ ォスフ ァターゼな どの酵素の作用を受け,

細胞質基質の リン脂質が顕 性化 して出来た ものが封入体

であ ると説 明され ているが21),そ の際KMに よ りライソ

ゾー ム膜の安定性が障害 され,酸 フ ォス ファターゼ値が

細胞質に も高値を示 しライ ソゾーム膜 に対す る細胞質の

酸 フォスフ ァターゼ値 の比が著 るし く低下 した我 々の結

果 と一 致 してい る。

抗生物質を投与す る際 に発生す る腎障害の動物の種 類

に よる特異 性について考 察 してみたい。WEINSTEIN 22)

はSM 40～50mg/kgを 連 日人 間に筋 注しその20%に

学時的に 中等度 の蛋 白尿 と尿円柱 を証明 した と報告 して

Fig. 6 Effects of various antibiotics on the 

incorporation of 1-leucine-14C into rat 

renal free polysome fraction in cell-

free protein synthesis system

Fig. 7 Effect of antibiotics on incorporation 
rate of L-leucine into rat renal bound 

polysomal fraction (antibiotics admin-
istered directly in subcellular fraction)

Fig. 8 Effects of various antibiotics on sta-

bility of rat renal lysosomes in  vivo
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いる。 しか しSMの この腎障害が他 の動物 でみ られず人

間だけに限 られ ることがEASTMAN 23),FARRINGTON 24),

HEILMAN 25)ら に よって証明 され ている。 しか も人間に

おいて も正常の腎機能を有す る症例で は腎障害 は起 きな

い と報告してい る。 しか し著者 らの成績 では正常シ ロネ

ズ ミに治療量を短期間投与 しても腎 の蛋 白代謝の低下が

認 め られてお りこの結果を人 間に応用 出来ないが,従 来

の臨床検査では とらえ得 られ ない変 化が人間の腎に発生

してい る可能性は否定 出来 ない。

従来の腎機能検査や組織学的 には捉 え得 られない抗生

物 質の腎障害 も生化学的方法 に よって極 く軽度の代謝 の

変化 も把握 し得 るこ とを我 々の結果は示唆 してい よ う。

結 論

各種抗生物質 の治療量 をシ ロネズ ミに投与 しシロネズ

ミの腎 の核酸 代謝,蛋 白代謝へ の影響を検討 した。KM,

SM,GM,CLは 核 のRNA合 成に阻 害 的 に働 らいた。

In vivoに 投与 されたKM, SM, CL, TCは 遊離型ポ リ

ソーム分画 のRNA代 謝に阻害的に作用 した。SM,CM,

TCは 遊離型 ポ リソー ム分画 の蛋 白 代 謝 を障 害 した。

In vivoに 投与 されたKM,SM,CM,CETは 膜付着型

ポ リゾーム分画 のRNA代 謝に阻害的 に働 らいた。無細

胞蛋 白合成系に直接加 え られた抗生物質の うちKM,SM,

GM,CPは 遊離型 ポ リソーム分画の蛋白合成に阻害的に

働 き,同 様 の方法 で投与 されたKM, SM, GM, CLは 膜

付着型 ポ リソーム分画 の蛋白合成に阻害的に作用 した。

シロネズ ミ腎 の リソゾーム膜の安定性を破壊す る抗生

物質 としてはKMが 著 るし く,SMが これに次 ぎその

他の抗生物質は比較 的 軽 度 の 障 害 しかお よぼ さなか っ

た。

本論 文の要旨は昭和47年10月 第19回 日本化学療

法学 会東 部部会において発表 した。
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EVALUATION OF POTENTIAL NEPHROTOXICITY 

OF ANTIBIOTICS. I. 

Effects on Protein Synthesis and Stability of Lysosome of Rat Kidney 

TAKASHI UMEDA and KENKICHI KOISO 

Department of Urology, Faculty of Medicine, 

The University of Tokyo 

In order to assess the potential nephrotoxicity exerted by various antibiotics with therapeutic dosis, 

effects of antibiotics administered into Wistar rat in vitro and in vivo were investigated in terms of 

protein synthesis, nucleic acid metablism and stability of lysosome. 
Kanamycin, streptomycin, gentamicin, colistin as well as chloramphenicol inhibited the incorpora-

tion of orotic acid-6-14C into rat renal nuclear RNA. 

The incorporation of orotic acid-6-14C into RNA of the free polysome fraction of the rat kidney 

slices was inhibited by kanamycin, streptomycin, colistin and tetracycline. 

The incorporation of L-leucine-14C into the free polysome fraction was demonstrated to be reduced by 

streptomycin, chloramphenicol and tetracycline administered in vivo. 

The incorporation of orotic acid-6-14C into RNA of the bound polysome fraction of rat kidney slices 

was reduced by kanamycin, streptomycin, chloramphenicol and cephalothin. The incorporation of L-

leucine-14C into the bound polysomes fromes fraction was inhibited by streptomycin and colistin. 

Marked reduction of the incorporation of L-leucine-14C into the free polysome fraction was noticed 

by kanamycin, streptomycin, gentamicin and chloramphenicol added directly to cell-free protein 

synthesis system. Also, marked reduction of the incorporation of L-leucine-14C into the bound polysome 

fraction was manifested by kanamycin, streptomycin, gentamicin and colistin. 

Stability of lysosome was disturbed by either kanamycin or streptomycin.

Clinical implication of these nephrotoxicity of antibiotics was discussed.


